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ABSTRACT

The object of this study was the new human muscle protein Ankrd2 found preferentially
in slow muscle fibers that is possibly a transcription factor up-regulated in hypertrophy. It is a
protein of 37 kDa, which has a signal for nuclear targeting, four ankyrin repeat motifs and
shows significant similarity to a cytokine inducible nuclear protein C-193 from human
endothelial cells. The rat and mouse orthologs of human C-193 called respectively CARP and
MARP are mainly expressed in heart and probably involved in the control of cardiac
hypertrophy. It is possible that Ankrd2 may play a similar role to CARP/MARP/C-193, but in
skeletal muscle rather than heart. For intracellular localization and tissue distribution of
Ankrd2 three mouse polyclonal antibodies (raised against the full length, N-terminal and C-
terminal regions of the protein) and one monoclonal antibody (raised against C-terminal region
of Ankrd2) were made. Western blot analysis of protein extracts isolated from different human
tissues showed that Ankrd2 is expressed mainly in human skeletal muscle and to a lesser extent
in heart and kidney. During muscle cell differentiation there is an increase of Ankrd2 signal in
both mouse (C2C12) and human (CHQS5B) muscle cells that can be detected by Western blot
analysis. Immunofluorescence experiments were undertaken in primary human myoblasts and
myotubes with the scope of pinpointing the intracellular localization of Ankrd2 protein. In
general, during differentiation both the number of fluorescing cells and the intensity of signal
increase. Also, in human myoblasts but not in differentiated myotubes very specific nuclear
fluorescence can be detected. The nuclear signal is in the form of speckles and co-localization
experiments showed that Ankrd2 and PML co-localize in PML nuclear bodies. In order to
study protein-protein interactions GST recombinant proteins F-Ankrd2 (5-333 aa), N-Ankrd2
(5-120 aa) and C-Ankrd2 (279-333 aa) were prepared and used for the GST ,,pull-down”
experiments. Results show that Ankrd2 interacts with several proteins, but so far these proteins
are not identified. The deduced amino acid sequence of Ankrd2 contains four putative casein
kinase II (CKII) phosphorylation sites. Ankrd2 can be phosphorylated in vitro with CKII, but
only the fourth site (318-321 aa, SGRE) is phosphorylated. In order to discover wether Ankrd2
has a similar function to IkB, the inhibitor of transcriptional factor NFkB (as they have
structural similarities (ankyrin repeats, nuclear localization signal, phosphorylation sites))
electromobility shift assays (EMSA) were performed. Ankrd2 does not prevent the formation
of a complex between NFkB and its DNA binding site whereas IkB in the same experiments
was able to do so, thus suggesting that Ankrd2 does not function as muscle specific kB

protein.



APSTRAKT

Predmet istrazivanja ovog rada je humani miSi¢ni protein Ankrd2 koji se eksprimira u
sporim mi$i¢nim vlaknima i potencijalni je transkripcioni faktor ¢ija je koli¢ina povecana u toku
hipertrofije skeletnih mi$ic¢a. To je protein od 37 kDa koji poseduje signal za lokalizaciju u jedru,
Cetiri ankirinska ponovka i veoma je slican jedarnom proteinu humanih endotelnih ¢elija, C-193,
¢ija je ekspresija indukovana citokinima. Pacovski i miSji ortologoni humanog proteina C-193,
CARP odnosno MARP su pretezno eksprimirani u srcu i verovatmo su ukljuceni u kontrolu
hipertrofije srca. Pretpostavlja se da Ankrd2 u skeletnim miSi¢ima ima sli¢énu funkciju kao
CARP/MARP/C-193 u srcu. Za utvrdjivanje intracelijske lokalizacije 1 ekspresije proteina Ankrd2
u razli¢itim tkivima napravljena su tri miSja poliklonska antitela (na ceo protein, N-terminalni i C-
terminalni region) i monoklonsko antitelo (na C-terminalni region proteina Ankrd2). Western blot
analizom proteinskih ekstrakata razli¢itth humanih tkiva pokazano je da se protein Ankrd2
humanih (CHQ5B) i mi§jih (C2C12) misi¢nih Celija dolazi do povecanja koli¢ine proteina Ankrd?2.
U cilju detaljne analize intraelijske lokalizacije proteina Ankrd2 uradjeni su eksperimenti
indirektne imunofluorescencije koriste¢i humane mioblaste i miotube. Generalno, u toku
diferencijacije povecéava se i broj ¢elija koje fluoresciraju i intenzitet signala. Takodje, u humanim
mioblastima, za razliku od miotuba, detektovana je specifiéna jedarna fluorescencija. Jedarni
signal je u obliku tacki i eksperimenti kolokalizacije su pokazali da se proteini Ankrd2 i PML
nalaze u istim jedarnim strukturama nazvanim PML jedarna tela. U cilju izuavanja proteinsko-
proteinskih interakcija pripremljeni su rekombinantni proteini fuzionisani sa GST markerom (F-
Ankrd2 (5-333 ak), N-Ankrd2 (5-120 ak) i C-Ankrd2 (279-333 ak)) koji su kori§éeni u GST ,,pull-
down” eksperimentima. Ovom metodom je pokazano da protein Ankrd2 interaguje sa nekoliko, za
sada neidentifikovanih, proteina. U aminokiselinskoj sekvenci proteina Ankrd2 nalaze se Cetiri
potencijalna mesta za fosforilaciju kazein kinazom II (CKII). U ovom radu je pokazano da protein
Ankrd2 moze biti fosforilisan in vitro ovom kinazom, s tim §to je samo ¢etvrto mesto (SGRE, 318-
321 ak) fosforilisano. Eksperimenima retardacije DNK na gelu utvrdjeno je da proteini Ankrd2 i
IkB, inhibitor transkripcionog faktora NFkB, nemaju slicnu funkciju iako imaju strukturne
sli¢nosti (oba proteina poseduju ankirinske ponovke, signal za lokalizaciju u jedru i mesta za
fosforilaciju raznim kinazama). Za razliku od IkB, protein Ankrd2 ne sprecava formiranje

kompleksa izmedju DNK i NFkB.
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|. OPSTI DEO

[.1.UVOD

[zmedju fizioloSkih zahteva koji se postavljaju pred skeletne misiée i veli¢ine do koje
pojedinac¢ni miSi¢ moZe da raste postoji direktna veza. Povecano istezanje i optere¢enje misica
zahteva vecu kontraktilnu mo¢ pa tokom vremena dolazi do poveéanja dijametra miSi¢a. Ova
dinamicka veza je delimi¢no ograni¢ena genetskim faktorima kao $to su, na primer, oni koji
upravljaju embrionalnim razviéem miSi¢a sastavljenih od sporth 1 brzih vlakana. Osnovni
genetski obrasci mogu biti modifikovani stimulusima iz spoljasnje sredine kao Sto su nervna
aktivnost, istezanje, opterecenje ili nivo hormona tiroidne zlezde. Individualni skeletni miSi¢i,
kao odgovor na poveéano opterecenje ili istezanje u toku intenzivnog i dugotrajnog vezbanja,
se povecavaju (hipertrofiraju), jaaju i zadebljavaju. Posledice istezanja su povecanje obima
miSi¢a dodavanjem sarkomera paralelno i izduzivanje miSi¢a dodavanjem sarkomera serijski.
Na molekularnom nivou, stimulacija miSi¢a istezanjem dovodi do niza promena na nivou
iIRNK koje kodiraju razliite proteine, kao Sto su izoforme lakog i teSkog lanca miozina koje
ulaze u sastav razlicitih tipova kontraktilnih vlakana (brza i spora vlakna). Za razliku od
sistematskog rasta miSi¢a u toku normalnog razvica, istezanje dovodi do selektivne hipertrofije
samo onih vlakana koja su izloZena stimulusu. Dakle, sistemi koji primaju nadrazaj izazvan
istezanjem i opterecenjem i sistemi koji transformiSu nadraZajne signale u specifi¢ne promene
ekspresije gena 1 sinteze proteina karakteristiéni su samo za miSi¢ne Celije 1 verovatno
funkcioniSu na nivou individualnih misiénih vlakana. Do sada je identifikovano nekoliko
faktora koji ucestvuju u procesu misi¢ne hipertrofije kao $to su IGF-1 (insulin-like growth
faktor-1), MGF (mechano growth factor), PGF,a (prostaglandin F,a), ali je jo§ uvek nepoznato
da li su oni jedini i na koji nadin se signali prenose u jedro i prevode u specifi¢nu promenu
ekspresije gena. U potrazi za faktorima koji ucestvuju u procesu hipertrofije identifikovan je

migji protein Ankrd2 (ankyrin-repeat domain 2 (strecth-responsive muscle)) (Kempfe?




2000) ¢ija je koli¢ina znatno poveéana u TA (tibialis anterior) miSicu miSa izloZenom
pasivnom istezanju.

Koriste¢i sistematsko sekvenciranje cDNK biblioteka kao jedan od najCeSCih pristupa
za brzu identifikaciju i sistematizaciju gena u razli¢itim organizmima pri ¢emu se kao rezultat
dobijaju kratke parcijalne sekvence nazvane ESTs (expressed sequence tags), u CRIBI centru
za biotehnologiju Univerziteta u Padovi, Italija, identifikovano je oko 5300 transkripata iz
preko 30000 EST-ova specifi¢no eksprimiranih u miSiénom tkivu ¢oveka (Lanfranchi ez al.,
1996). Rezultati su sistematizovani u bazi podataka nazvanoj TRAIT koja sadrzi sekvence
transkripata specifi¢no eksprimiranih u misi¢noj ¢eliji (http:\\muscle.cribi.unipd.it). U potrazi
za potencijalnim transkripcionim faktorima koji bi uéestvovali u regulaciji molekularnih
mehanizama specifiénih za miSiénu Celiju identifikovan je transkript HSPD02860 koji se
pokazao izuzetno zanimljivim pokazujuci 52 % identi¢nosti na aminokiselinskom nivou sa
proteinom CARP/MARP/C-193 i 89 % identi¢nosti na aminokiselinskom nivou sa proteinom
Ankrd2 miSa. Protein CARP/MARP/C-193 je identifikovan u razli¢itim organizmima: miSu
(CARP) (Zou et al., 1997), pacovu (MARP) (Baumeister et al., 1997) i Coveku (C-193) (Chu et
al., 1995) i smatra se da ima ulogu kofaktora u lokalnim signalnim procesima kao §to su
morfogeneza miSiéa (Baumeister et al., 1997) i hipertrofija srca (Jeyasseelan et al., 1997).
Sematski prikaz proteina Ankrd2 i CARP/MARP/C-193 sa naznaenim proteinskim motivima,
kao i njihova uporedna sekvenca dati su na Slici 1.

U Laboratoriji za molekularnu biologijg miSica, Trst, Italija, u kojoj je uradjen ovaj rad,
protein Ankrd2 je izuCavan kao jedan od novootkrivenih proteina koji se specifiéno eksprimira
u humanoj misiénoj Celiji i potencijalni je transkripcioni faktor. Ankrd2 je protein od 333
aminokiseline (ak), molekulske mase 37,15 kDa. U njegovoj sekvenci su prisutni brojni
proteinski motivi: signal za lokalizaciju u jedru, ATP/GTP vezujuci motiv (samo u proteinu

miSa), mesta za fosforilaciju c-AMP zavisnom protein kinazom i kazein kinazom II (CKII),
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Slika 1. Sematski prikaz proteina Ankrd2 i CARP/MARP/C-193 i njihova uporedna sekvenca.

A) Razli¢ito osen¢enim pravougaonicima i krugovima oznaceni su proteinski motivi prisutni u oba proteina, a
brojevi pokazuju njihovu poziciju. B) Uporedna sekvenca humanog i miSjeg proteina Ankrd2 i njegovog
homologona CARP/MARP/C-193 identifikovanog u razli¢itim organizmima (humani C-193, ze¢ji CARP, misji
MCARP i pacovski CARP). Aminokiseline konzervisane u cetiri, pet ili Sest proteina Koji se uporedjuju oivicene
su sivom bojom rastuceg intenziteta. Sekundarna struktura ankirinskih ponovaka je predstavljena strelicama (beta-
ploce) i cilindrima (alfa-spirale). Potencijalni signal za lokalizaciju proteina u jedru podvucen je crnom linijom
(Pallavicini et al., 2001).




dve PEST sekvence odgovorne za brzu degradaciju proteina (Rogers et al., 1986; Rechsteiner
and Rogers, 1996) i ankirinski ponovci koji ucestvuju u proteinsko-proteinskim interkcijama
(Michaely and Bennett, 1992).

Posto je viSe laboratorija u isto vreme izucavalo protein Ankrd2 u OpsStem delu ¢e biti
dat pregled rezultata koje su dobili drugi autori radi sticanja Sto kompletnije slike o ovom
veoma zanimljivom proteinu. Takodje ¢e biti opisan protein CARP/MARP/C-193 kao protein
najsli¢niji proteinu Ankrd2. Jedno poglavlje ¢e biti posvedeno ankirinskim ponovcima,
proteinskom motivu prisutnom u oba proteina. Protein Ankrd2 se moze detektovati u jedrima
miSi¢nih Celija, i to u subjedarnim strukturama koje se nazivaju PML jedarna tela, pa ¢e u
Opstem delu 1 o njima biti re¢i. Na kraju, bi¢e opisana uloga transkripcionog faktora NFkB u
diferencijaciji miSi¢nih Celija jer su postojale indicije da protein Ankrd2 ima regulatornu ulogu

u signalnom putu ovog transkripcionog faktora.

[.2. PROTEIN Ankrd2/Arpp

rezultati ¢e biti izneti u ovom poglavlju. U literaturi, protein Ankrd2 se moze naéi i pod
- imenom Arpp. Moriyama i koautori (Moriyama et al., 2001) su identifikovali protein Ankrd2 -
pretrazivanjem cDNK biblioteke TE1l humane celijske linije karcinoma ezofagusa koristeci
antitelo na hipoteticki protein kodiran nekodiraju¢im lancem informativne RNK p53 i nazvali

ga Arpp od Ankyrin repeat, PEST sequence, proline rich.

[.2.1. Sekvenciranje humane i mi§je cDNK Ankrd2
Kompletne sekvence cDNK humanog i miSjeg Ankrd2 se nalaze u EMBL bazi
podataka pod brojevima AJ304805 i AJO11118 i prikazane su na Slici 2. Humani i mi§ji

transkripti se razlikuju po duzini, humani je veliCine 1159 nukleotida (nt), dok je misji
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Slika 2. cDNK i aminokiselinska sekvenca humanog i mi§jeg proteina Ankrd?2.

U kodiraju¢em delu sekvence miSjeg proteina konzervisani nukleotidi i aminokiseline su predstavljeni tackama.
Crticama je oznaena praznina u miSjoj sekvenci (u mi$jem proteinu nedostaje Asp na poziciji 321) u cilju
preklapanja dve sekvence (Pallavicini ez al., 2001).




transkript neSto kra¢i u 3’ nekodirajuem regionu (1101 nt). Sekvence humanog i miSjeg
gena/proteina Ankrd2 pokazuju veliku sli¢nost: identi¢nost na nukleotidnom nivou je 85 %,
dok je identi¢nost na aminokiselinskom nivou jo§ veca i iznosi 89 %. Razlike u primarnoj
strukturl izmedju ova dva proteina su ravnomerno rasporedjene duz sekvence, osim niza od 5
aminokiselina blizu N-terminusa koje se razlikuju izmedju ¢oveka i miSa. Otvoreni okviri
Citanja humanog 1 miSjeg gena Ankrd2 su 999, odnosno 996 baza i kodiraju proteine od 333 i
332 aminokiseline, molekulskih masa 37,150 i 37,124 kDa. Medjutim, ovi proteini u SDS

poliakrilamidnom gelu pokazuju drugaciju pokretljivost i putuju kao protein od 42 kDa.

1.2.2. Genomska organizacija gena Ankrd2
Gen Ankrd2 mapira na desetom humanom hromozomu, u regionu 10q23.31-23.32.
Najblizi marker je WI-3011, na udaljenosti 4,29 centiRay (Pallavicini e al., 2001). Analizom

ewese

7 1 8 kodira po jedan ankirinski ponovak (Kemp er al., 2000; Pallavicini er al., 2001).

[.2.3. Analiza promotorskog regiona gena Ankrd2

Analizom promotorskog regiona gena za Ankrd2 detektovana su mesta za vezivanje
miSiéno specificnih transkripcionih faktora kao $to su MyoD i E-blok (Slika 3) koji su
odgovorni za ekspresiju miSi¢no specificnih gena. E-blok je prisutan u promotorima i
stimulatorima mnogih gena koji kodiraju proteine koji se specifi¢no eksprimiraju u misié¢nim
Celijama, kao §to su sréani a-aktin (Biesiada et al., 1999), tip 1 Na* kanala (Kraner et al.,
1998), miSi¢na kreatin kinaza (Shield et al., 1996), kao i protein CARP/MARP/C-193 (Kuo et
al., 1999). Takodje postoji 1 mesto za vezivanje transkripcionog faktora NF-kB ukazujuéi na
moguénost regulacije genske ekspresije Ankrd2 u NF-kB signalnom putu kao $to je

pretpostavljeno za C-193 (Chu et al., 1995).



Koristedi seriju konstrukata koji su sadrzavali razliCite delove promotora gena Ankrd2
ispred reporterskog gena koji kodira luciferazu, identifikovan je minimalni promotorski region,
280 bp uzvodno od mesta od koga otpocinje transkripcija (Slika 3, region je oznaCen

strelicama), koji je dovoljan da obezbedi tkivno i vremenski specifi¢nu ekspresiju gena Ankrd2

(Pallavicini er al., 2001).
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Slika 3. Uporedne sekvence promotorskog regiona mi§jeg i humanog Ankrd?2.

Vezivna mesta za transkipcione faktore E47, MyoD, NF-kB i TATA blok su oznaceni masnim slovima. Nukleotid
od koga otpocinje transkripcija, kao i prva dva ATG kodona su takodje obelezeni masnim slovima. Strelicama je

oznacen region promotra odgovoran za misi¢no specifi¢nu ekspresiju (Pallavicini et al., 2001).

[.2.4. Ekspresija iIRNK Ankrd2

Northern blot analizom 12 razlicitih humanih tkiva (Slika 4, A), koris¢enjem 3’ ili 5

nekodirajucih regiona Ankrd2 kao proba za hibridizaciju, potvrdjeno je da su skeietni miSiéi

glavno mesto ekspresije ovog gena, dok je slabiji signal dobijen u srcu. Detektovanje samo




jedne trake hibridizacijom sa obe probe ukazuje na postojanje samo jednog produkta u
misi¢noj Celiji, tj. da nema alternativne obrade transkripta (Pallavicini er al., 2001).

I metodom reverzne amplifikacije (RT-PCR) (Slika 4, B) potvrdjeno je da se iRNK
Ankrd2 specifi¢no eksprimira u skeletnim miSi¢ima. Nakon 26, 29 i 32 ciklusa umnoZavanja,
produkti su analizirani elektroforezom na agaroznom gelu. Manje koli¢ine Ankrd2 transkripta
detektovane su i u srcu, bubregu i prostati nakon 29 ciklusa umnoZzavanja (Pallavicini et al.,

2001).
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Slika 4. Detekcija iRNK Ankrd2 u humanim tkivima Northern blot analizom i metodom
reverzne amplifikacije (RT-PCR).

A) Northern blot analiza humanih tkiva. Panel sa iRNK dvanaest humanih adultnih tkiva je hibridizovan sa
radioaktivno obeleZenim PCR fragmentima dobijenim umnozavanjem 3’ ili 5’ nekodirajueg regiona Ankrd2.
Brojevi sa strane oznacavaju velicinu DNK fragmenta u kb. B) RT-PCR raznih humanih tkiva. UmnoZzavano je 16
razli¢itih ¢cDNK  koriS¢enjem grani¢nika specifi¢nih za 3° region iRNK Ankrd2. Broj ciklusa lancane
polimerizacije dat je brojevima sa strane (Pallavicini et al., 2001).



[.2.5. Ekspresija proteina Ankrd2
Ekspresija ovog proteina je ogranicena na skeletne miSice i srce. Za razliku od proteina

CARP/MARP/C-193 koga ima najviSe u srcu, protein Ankrd2 je mnogo viSe eksprimiran u

.....

.....

2002). T mi§ji protein Ankrd2 je takodje eksprimiran u miSi¢ima koji su sastavljeni iskljucivo
od sporih vlakana kao $to su soleus i TA (tibialis anterior), dok nije detektovan u jeziku i
da sva spora vlakna ne eksprimiraju protein Ankrd2 (Slika 5, sporo vlakno koje ne eksprimira
protein Ankrd2 je oznaceno zvezdicom). Na uzduZznom preseku miSi¢nih vlakana pozitivan
signal se poklapa sa strijacijom karakteristicnom za miSi¢na vlakna. Protein Ankrd2, kao i
protein CARP/MARP/C-193, mozZe se detektovati i u skeletnim miSi¢ima fetusa. Ekspresija
miSjeg proteina Ankrd2, kao i proteina CARP (Baumeister et al, 1997)), je znacajno

.....

U adultnom sréanom miSicu protein Ankrd2 je pretezno eksprimiran u kardiomiocitama

komora, medjukomornoj pregradi 1 apeksu, dok je, za razliku od njega, protein .

CARP/MARP/C-193 eksprimiran i u komorama i u pretkomorama. U fetalnom srcu protein
CARP/MARP/C-193 je jako eksprimiran, dok se protein Ankrd2 moze detektovati samo u
tragovima. Ekspresija proteina Ankrd2 ograni¢ena na komore ukazuje da on moZe imati
fiziolo$ku funkciju u adultnom srcu.

Iz navedenih rezultata mozZe se zakljuciti da su ekspresioni profili proteina

CARP/MARP/C-193 i Ankrd2 reciprocni, prvi je vaZniji u srcu, a drugi u skeletnim misi¢ima,

.....



nivou primarne strukture cDNK i u pogledu veli¢ine i strukture proteina ukazuju da oni mogu

funkcionisati na sli¢an nacin.

Ankrd? a-akiinin3 Ankrd?2 +a-aktinin3

Slika 5. Ekspresija proteina Ankrd2 u humanim skeletnim miSi¢ima.

Protein Ankrd2 (crveno) je detektovan u normalnom skeletnom miSicu sa antitelima na N-terminalni region (A),
ceo protein (B) i C-terminalni region proteina Ankrd2. Brza miSi¢na vlakna (tip II) su obojena zeleno usled
prisustva o-aktinina 3. Zvezdicom je oznaceno vlakno u kome nije detektovan ni a-aktinin 3, ni Ankrd2
(Pallavicini et al., 2001).

1.2.6. Ekspresija proteina Ankrd2 u Celijskim linijama kancera

Protein Ankrd2 se eksprimira i funkcioniSe i u jedru i u citoplazmi TE1 ¢elija
karcinoma ezofagusa, kao i u Hela celijama transfektovanim konstruktom sa koga se
eksprimira protein Arpp (Moriyama et al., 2001). Protein nije detektovan u drugim
kanceroznim celijama (Celije limfoma, karcinoma endometrijuma, Zeluca i kolona, Hel.a

¢elijama), a ni u normalnom ezofagusu, Zelucu, kolonu, uterusu i limfoidnim organima.
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[1.2.7. Lokalizacija proteina Ankrd2 u miSi¢nim ¢elijama

Sto se tice intracelijske lokalizacije, protein Ankrd2 se moze detektovati i u jedru i u
citoplazmi miSi¢nih celija. Imunoelektronskom mikroskopijom je pokazano da je protein
Ankrd2, i kod miSa i kod ¢oveka, lokalizovan u I traci sarkomere koja se nalazi u neposrednoj
blizini Z trake (Tsukamoto, 2002). I protein CARP je takodje lokalizovan i u jedru i u I traci

sarkomera (Bang et al., 2001; Zou er al., 1997).

[.3. PROTEIN CARP/MARP/C-193

Nekoliko autora je nezavisno identifikovalo ovaj protein i zato se u literaturi moze naci
pod razli¢itim imenima: CARP (Cardiac Ankyrin Repeat Protein ili Cardiac Adriamycin
Responsive Protein) (Zou et al., 1997; Jeyaseelan et al., 1997; Kuo et al., 1999), MARP
(Muscle Ankyrin Repeat Protein) (Baumaister ez al., 1997) i C-193 (Chu ez al., 1995). Protein je
ispitivan u razli¢itim kontekstima:

-posle denervacije miSi¢nih vlakana (MARP)

-u toku kardiogeneze (CARP)

-za vreme aktivacije endotelnih ¢elija u toku inflamatornih procesa (C-193)

-u toku izuéavanja sr€ane hipertrofije kada se ponovo aktivira embrionalni program genske
ekspresije i reaktivira se kardiogeneza.

Protein CARP/MARP/C-193 se sastoji od 319 ak, ima molekulsku masu 36 kDa i
poseduje brojne motive: pet ankirinskih ponovaka, Cetiri potencijalna signala za lokalizaciju u
jedru, PEST sekvencu, pet potencijalnih mesta za fosforilaciju protein kinazom C, jedno mesto
za fosforilaciju cAMP zavisnom protein kinazom, Cetiri mesta za fosforilaciju kazein kinazom
I, dva mesta za N-glikolizaciju i jedno mesto za amidaciju.

U sr¢anim miSi¢nim Celijama ima ulogu koregulatora ekspresije gena specifi¢nih za

sréane misic¢ne Celije, a koji se nalaze nizvodno od homeotskog gena Nkx2-5. U adultnom
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protein CARP/MARP/C-193 je primarno eksprimiran u srcu i velikim krvnim sudovima, a u
1997). Za vreme embrionalnog razvic¢a protein CARP/MARP/C-193 je uniformno eksprimiran u
sr¢anom zametku, a 1 u miotomu (embrionalnom zacetku skeletnih misSi¢a) (Baumeister et al.,
1997).

Zou 1 koautori (Zou et al., 1997) su identifikovali protein CARP/MARP/C-193 kao
jedan od proteina koji se vezuju za transkripcioni faktor YB-1, koji ima vaznu ulogu u
regulaciji ekspresije gena koji se specifi¢no eksprimiraju u sr¢anoj komori. Transkripcioni
faktor YB-1 se vezuje za HF-1 cis elemenat koji se nalazi u promotorskom regionu gena za laki
lanac miozina sr¢ane komore (MLC-2v, ventricular specific myosin light chain-2). Od svih
gena koji se specifi¢no eksprimiraju u sréanoj komori ovaj gen se najranije eksprimira u toku
embriogeneze. Protein CARP/MARP/C-193 se preko ankirinskih ponovaka vezuje za
transkripcioni faktor YB-1 i ima ulogu negativnog regulatora transkripcije. Specifi¢no se
eksprimira u miokardijumu i njegova ekspresija je prostorno i vremenski regulisana tokom
kardiogeneze. U novorodjenim 1 adultnim miSevima protein CARP/MARP/C-193 je
jednom stupnju embrionalnog razvi¢a misa.

Ekspresija proteina  CARP/MARP/C-193 je dramati¢no redukovana u Nkx2-5"
mutantima. Homeotski gen Nkx2-5 je sisarski homologon tinman gena vinske musSice.
Nedostatak ovog gena dovodi do gubitka ekspresije gena za laki lanac miozina sréane komore
MLC-2v ¢ime se prekida morfogeneza srca. Proizvod gena Nkx2-5 direktno ili indirektno
reguliSe CARP/MARP/C-193 na transkripcionom nivou i u sréanim miocitama i in vivo u toku
kardiogeneze. CARP/MARP/C-193 je prvi identifikovani srano-specifié¢ni gen regulisan
homeotskim genom Nkx2-5 sa ulogom negativnog regulatora ekspresije gena koji u promotoru

imaju HF-1 element i koji se specifi¢no eksprimiraju u sréanoj komori.
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Jeyaseelan i koautori su identifikovali CARP/MARP/C-193 kao jedarni protein koji se
konstitutivno i specifi¢no eksprimira u sr¢anom miSicu i ¢ija je iRNK osetljiva na doksorubicin
(Dox, doxorubicin), hemoterapeutski agens koji ima kardiotoksi¢ni efekt, tj. utiCe na
transkripciju gena u sr¢anom miSi¢u. Vel nakon nekoliko sati tretmana primarnih
kardiomiocita novorodjenog pacova doksorubicinom CARP/MARP/C-193 se ne moze
detektovati. CARP/MARP/C-193 iRNK je tkivno specifi¢na i moZe se detektovati samo u srcu,
i to veoma rano u toku embrionalnog razvi¢a srca. Transkripcija gena koji kodira protein
CARP/MARP/C-193 u srcu i za vreme embrionalnog razvica i posle rodjenja ukazuje da ovaj
protein ima ulogu u rastu i/ili morfogenezi sréanog miSica. Protein CARP/MARP/C-193
negativno reguliSe transkripciju sa najmanje dva promotora specifi¢na za sr¢ane Celije, inhibira
promotore gena za ANF (atrial natriuretic factor) i cTnC (cardiac troponin C), a nema uticaja
na aktivnost gena za P aktin koji se ne eksprimira specifi¢no u srcu, ve¢ i u drugim misi¢ima.

Endogena forma proteina CARP/MARP/C-193 se osim u jedrima moZe detektovati i u |
traci miSi¢nih vlakana $to ukazuje da je komponenta miofibrila. Ovaj protein interaguje sa N-

terminalnim regionom miopaladina (Bang et al., 2001) unutar sarkomerne I trake (nalazi se uz

.....

.....

regulatornu ulogu u odrZanju strukture sarkomera. Ovaj protein interaguje sa nebulinom
(direktno) i titinom i tankim filamentima (indirektno, preko a-aktininskih filamenata) pri ¢emu
dolazi do formiranja unutrasnje mreze Z trake. Protein CARP/MARP/C-193 nije detektovan u
[-Z-1 (precursor Z-line/stress-fiber-like) strukturama koje se nalaze na krajevima sréanih
miocita u kulturi.

Regulatorni mehanizmi koji kontroliSu specifikaciju kardiomiocita i njihovu
diferencijaciju u razliCite Celijske linije od kojih Ce biti sastavljeni razli¢iti delovi srca (komore,

pretkomore i veliki krvni sudovi) su predmet intenzivnih istrazivanja. Protein CARP/MARP/C-
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193 je koris¢en kao molekulski model sistem prilikom determinacije zasebnih regulatornih
puteva koji kontroliSu region-specifi¢nu ekspresiju gena koji se specifi¢no eksprimiraju u srcu
za vreme kardiogeneze (Kuo er al., 1999). S obzirom da je protein CARP/MARP/C-193
eksprimiran u kardiomiocitama svih delova srca utvrdjeno je da do njegove uniformne
ekspresije u srcu dolazi usled prisustva razlicitih cis regulatornih elemenata u genu koji kodira
protein CARP/MARP/C-193 odgovornih za specifi¢nu ekspresiju ovog proteina u pojedinim
delovima srca, tj. da je ekspresija ovog proteina u razliitim delovima srca kontrolisana
zasebnim regulatornim putevima.

Ekspresija gena CARP/MARP/C-193 je smanjena u adultnom srcu u odnosu na fetalno
srce, dok je dramati¢no poveéana u toku hipertrofije srca (Kuo et al., 1999). Protein
CARP/MARP/C-193 se smatra markerom hipertrofije srca (Aihara et al., 2002). Za razliku od
drugih gena koji se aktiviraju u toku hipertrofije srca (ANF, teski lanac B miozina i a-aktin
skeletnih miSic¢a), protein CARP/MARP/C-193 se eksprimira rano u toku embriogeneze i
njegova koli¢ina raste u toku razvica srca. Povecanje koli¢ine CARP/MARP/C-193 iRNK je
brzo i njen nivo se odrzava u toku hipertrofije za razliku od ostalih jedarnih faktora (c-fos, c-
jun, c-myc i egr-1) koji se konstitutivno eksprimiraju, dok im se koli¢ina prolazno poveca kao
odgovor na preoptere¢enost srca.

Gen koji kodira protein CARP/MARP/C-193 je diskontinuiran, sastoji se od 9 egzona,
a egzoni 5, 6, 7 i 8 kodiraju po jedan ankirinski ponovak sastavljen od 33 aminokiseline.
Analizom promotorske sekvence ovog gena ustanovljeno je prisustvo mesta za vezivanje
transkripcionog faktora GATA-4 koji kontroliSe ekspresiju veéeg broja gena koji se specifi¢no
eksprimiraju u srcu (Kuo ez al., 1999). Poznato je da transkripcioni faktori Nkx2.5 i GATA-4
kooperativno deluju da bi regulisali ekspresiju nekoliko gena koji se eksprimiraju u srcu, kao
¢to su geni za ANF i sr¢ani a-aktin. Pokazano je da i gen koji kodira protein CARP spada u tu

grupu i da je kooperativna regulacija promotora ovog gena transkripcionim faktorima Nkx2.5 i
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GATA-4 zavisna od vezivanja GATA-4 za svoju sekvencu unutar promotora i da
transkripcioni faktor Nkx2.5 reguliSe ekspresiju CARP gena preko GATA-4.

formiranje neuromiSicnih sinapsi napravljena je i pretraZena biblioteka ¢cDNK obogacena
kodiraju¢im sekvencama gena koji se indukuju denervacijom skeletnih misSica (Baumeister er
al., 1997). Jedan od klonova je kodirao jedarni protein sa Cetiri ankirinska ponovka koji se
ekspresije u popre¢noprugastim miSi¢ima protein je nazvan MARP od muscle ankyrin repeat
protein. U skladu sa moguc¢om ulogom signalnog faktora, protein CARP/MARP/C-193 se brzo
degraduje u Celiji, ali se degradacija moze usporiti dodavanjem nekoliko aminokiselina na
COOH kraj proteina. U transfektovanim celijama protein CARP/MARP/C-193 se moze
detektovati i u jedru i u citoplazmi. Citoplazmati¢na forma proteina je Cesto akumulirana u
agregatima koji mozda predstavljaju mesta degradacije proteina. CARP/MARP/C-193 je
strogo regulisan na posttranskripcionom 1 posttranslacionom nivou S$to je karakteristika
regulatornih  gena primarnog odgovora. Jo$ jedan podatak govori u prilog ¢injenici da
CARP/MARP/C-193 pripada genima primarnog odgovora, a to je povean nivo
CARP/MARP/C-193 iRNK u Cdelijjama - tretiranim cikloheksimidom koji inhibira sintezu
proteina. CARP/MARP/C-193 transkript se akumulira na krajevima primarnih miotuba u toku
morfogeneze misica.

Kao odgovor na razliite inflamatorne-stimuluse, kao $to su interleukin-la (IL-1a),
nekrotic¢ni faktor tumora (TNFa) i lipopolisaharidi bakterija (LPS), u epitelnim éelijama dolazi
do velikih promena u ekspresiji seta gena koji su nazvani geni primarnog odgovora. Njihova
ekspresija je brza i prolazna, a transkripcija ovih gena ne zahteva de novo sintezu proteina.
Veliki broj gena primarnog odgovora kodira faktore koji uéestvuju u regulaciji transkripcije.

Jedan od ovih gena je i CARP/MARP/C-193 ¢ija se ekspresija indukuje citokinima (Chu et al.,
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1995). Imunoprecipitacijom jedarnih proteina i indirektnom fluorescencijom pokazano je da je
protein CARP/MARP/C-193 lokalizovan pretezno u jedrima COS (Celija koje su transfektovane
vektorom koji je sadrzavao CARP/MARP/C-193 ¢DNK. Gen koji kodira CARP/MARP/C-193
se nalazi na desetom humanom hromozomu, a detektovan je i kod miSa, hrcka, majmuna 1 zeca
(ne nalazi se kod kvasca i vinske musSice), §to ukazuje na konzerviranost gena u sisara.

Brza indukcija ekspresije CARP/MARP/C-193 posle stimulacije celija citokinima,
nezavisna od de novo sinteze proteina, jedarna lokalizacija CARP/MARP/C-193, prisustvo
ankirinskih ponovaka i sli¢nost sa proteinom IkB (inhibitor transkripcionog faktora NFkB)
ukazuju na mogucu ulogu CARP/MARP/C-193 u regulaciji ekspresije gena. Ovu pretpostavku
dodatno potvrdjuje i DNK vezujuéa aktivnhost CARP/MARP/C-193 koja je utvrdjena
specificnim vezivanjem rekombinantnog proteina CARP/MARP/C-193-FLAG za DNK

celulozu (Chu et al., 1995).

[.4. ANKIRINSKI PONOVCI

Ankirinski ponovci su prisutni u velikom broju proteina razlicitih funkcija kao $to su
regulatori Celijskog ciklusa, proteini membrana, strukturni proteini, regulatori transkripcije
(Bork 2t al., 1993), a zajedni¢ka osobina svih je da ucestvuju u proteinsko-proteinskim
interakcijama (Michaely and Bennett, 1992). Proteini koji poseduju ankirinske ponovke mogu
biti lokalizovani i u ¢elijskom jedru i u citoplazmi.

Prvo su ih opisali Breedon i Nasmyth (Breedon and Nasmyth, 1987), oznacavajuci
varijacije motiva od 33 aminokiseline koje se tandemski ponavljaju. Jedan protein, najcesce,
moze imati od dva do sedam ponovaka, ali postoje i proteini koji poseduju veéi broj
ankirinskih ponovaka kao $to su ankirini sa 22-24 ponovka (Bennett, 1992). Arhetipski ankirin
je glavni produkt ANK-1 genskog lokusa i pripada familiji proteina koji povezuju jonske

kanale sa Celijskim citoskeletom crvenih krvnih zrnaca. On poseduje 22 ankirinska ponovka, a
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u svakom ponovku odredjene aminokiseline su strogo konzervisane, dok druge mogu da
variraju. Konsenzusna sekvenca humanog ankirina je --G-TPLH-AA---GH---V---LL---GA--N-
---. Strukturno, ankirinski ponovci se sastoje od alfa spirala povezanih beta ukosnicama
(Jacobs and Harrison, 1998).

Ankirinski ponovci su prisutni i u nekim proteinima koji se specifi¢no eksprimiraju u
miSi¢nom tkivu, kao $to je subjedinica miozin fosfataze glatkih misic¢a koja se vezuje za miozin
1 ima osam ankirinskih ponovaka u N-terminalnom regionu proteina (Shimizu et al., 1994),
diacilglicerol kinaza zeta, protein koji se eksprimira u humanim skeletnim miSi¢ima (Ding et
al., 1997), domen 1 proteina AnkG 119 koji ima trinaest ankirinskih ponovaka (Devarajan er

al., 1996) i protein misjih skeletnih misi¢a Ank1 (Zhou et al., 1997).

[.5. JEDARNA TELA

Interfazno jedro je visoko organizovana i strogo regulisana sredina i moZe biti izdeljeno
u diskretne strukture i funkcionalne domene. U strukturnom smislu, u jedru dominiraju
nukleolusi i hromatin u razli¢itom stepenu kondenzacije. Individualni hromozomi zauzimaju
diskretne prostore nazvane hromozomske teritorije koje su medjusobno razdvojene kanalima
nazvanim interhromozomski domeni. Geni koji se aktivno transkribuju se nalaze na periferiji
hromozomskih teritorija, dok se RNK transkripti nalaze u interhromozomskim domenima gde
se dodatno obradjuju i transportuju. Interhromatinski regioni obi¢no sadrze ograni¢en broj
karakteristi¢nih struktura kao $to su perihromatinski fibrili i granule, interhromatinske granule i
jedarna tela. Jedarna tela se, pod mikroskopom, vide kao tackaste strukture i obuhvataju
razliCite dinamicke strukture uklju¢ene u odrZavanje i replikaciju DNK i sintezu, obradu i
transport RNK. To su tzv. replication foci, transcript foci, speckled domains, coiled bodies,
gems, | PML (promyelocytic leukemia protein) nuclear bodies. Na primer, u strukturama

zvanim coiled bodies se nalaze mali jedarni nukleoproteini (snRNP) splajsozoma i ostali



faktori koji ucestvuju u obradi RNK. Jedarna tela mogu biti dijametra od 0,3-1,5 um i obi¢no
su okrugla. Jasno se razlikuju od hromatina, veéa su od RNP granula, a manja od tipi¢nih
nukleolusa. Detektovana su i u normalnim i u poremecenim uslovima rasta, u raznim tipovima
Celija 1 tkiva, kako biljnih, tako i Zivotinjskih. Jedarna tela se sastoje uglavnom iz proteina i

RNK (Brasch and Ochs, 1992).

[.5.1. PML JEDARNA TELA

PML jedarna tela su makromolekulski multiproteinski kompleksi prisutni u svim
Celijskim linijama u kulturi kao i in vivo. Ova tela su najpre opisana kao meta autoantigenog
odgovora u pacijenata sa primarnom bilijarnom cirozom (primary biliary cirrhosis) i nazvana
su multipne jedarne tacke (multiple nuclear dots). Dalja istraZivanja su pokazala da se proto-
onkoprotein PML humane akutne promijelocitne leukemije (APL) nalazi u ovim strukturama
koje su danas poznate pod vise imena: PML NBs (PML nuclear bodies), ND10 (nuclear
domain 10), Kr bodies (Kramer bodies), PODs (PML oncogenic domains) i PML bodies.
Njihov broj u jednom jedru varira od 10 do 30 i obi¢no imaju pre¢nik izmedju 0,2 i 1um, mada
njihov oblik i veli¢ina variraju tokom ¢elijskog ciklusa. Imunoelektronskom mikroskopijom je
utvrdjeno da su PML tela oblika krofne sa rupom u sredini i sastoje se ed fibroznog prstena
koji sadrzi protein PML i okruZuje centralno jezgro koje ne sadrzi PML (Sternsdorf et al.,
1997). Pretpostavlja se da su PML tela vezana za jedarni matriks jer su rezistentna na RNazu i

DNazu (Ascoli and Maul., 1991).

[.5.1.1. Komponente PML jedarnih tela
Protein PML je glavna komponenta PML jedarnih tela i on je originalno identifikovan
kao fuzioni partner receptora za retinoi¢nu kiselinu (RARa) prilikom hromozomske

translokacije t(15;17) kod pacijenata sa akutnom promielocitnom leukemijom (APL). PML
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pripada familiji proteina koji poseduju RBCC ili tripartitni motiv. Ovaj motiv se sastoji od
C3HC4 cinkanih prstiju (zinc-finger ili RING finger motiv), jednog ili dva zink vezujuca
regiona bogata cisteinom (B-blokovi) i superspiralizovanog (coiled-coil) regiona bogatog
leucinom. RBCC domen omogucava homodimerizaciju proteina PML, njegovu interakciju sa
drugim proteinima, kao i lokalizaciju u jedarnim telima. Protein PML postoji u vise izoformi
molekulske mase od 47 do 160 kDa koje se dobijaju alternativnom obradom iRNK i razli¢itim
duzinama C-terminalnog regiona (Grimwade and Solomon, 1997). PML ima ulogu supresora
nekontrolisanog Celijskog rasta (Mu er al., 1994; Ahn ez al., 1995; Koken et al., 1995; Le et al.,
1996) koja se ogleda u kontroli rasta déelija, prezivljavanju celija i odrzavanju genomske
stabilnosti. PML moZe da ima ulogu i koaktivatora i korepresora transkripcije. Ulogu
koaktivatora ima u transkripcionom kompleksu RARa-RXRa, interagujuci sa transkripcionim
koaktivatorima CBP i/ili TIFla ili ueSéem u transkripciono aktivnom kompleksu DRIP
(Zhong et al., 1999; Doucas et al., 1999). PML moze onemoguditi vezivanje transkripcionog
faktora Sp1 za promotor gena EGF receptora i tako imati ulogu korepresora transkripcije.

Osim proteina PML, u PML telima se nalaze i drugi proteini koji su medjusobno
funkcionalno razliéiti kao Sto su: negativni regulator Celijske deobe ISG20 (Gongora et al.,
1997), ubikvitin-specifi¢na proteaza HAUSP (Everett et al., 1997 ), koaktivator vefeg broja
transkripcionih faktora CBP (Shikama et al., 1997) i drugi.

SUMO-1 (PIC1) je protein sli¢an ubikvitinu i on se kovalentno vezuje za protein PML
(Boddy et al., 1996; Muller et al., 1998). Ova modifikacija je reverzibilna i zavisna od
fosforilacije. Nemodifikovan PML se nalazi u solubilnoj nukleoplazmati¢noj frakciji, dok je
modifikovana forma vezana za jedarni matriks (Muller er al., 1998). SUMO-1 je sli¢an
proteinu SMT3 izolovanom iz kvasca Saccharomyces cerevisiae (73% homologije na
proteinskom nivou) koji ima funkciju supresora mutacija u genu MIF2 ¢iji produkt obezbedjuje

integritet mitotikog vretena u toku anafaze celijskog ciklusa (Boddy et al., 1996).



Osim proteina, u PML telima je lokalizovana 1 nascentna RNK Sto ukazuje da ove

strukture deluju i kao regulatori transkripcije (LaMorte er al., 1998).

[.5.1.2. Funkcija PML jedarnih tela

Poznato je da je ispravna organizacija komponenata PML jedarnih tela esencijalna za
normalnu proliferaciju éelija, ali njihova funkcija joS uvek nije u potpunosti rasvetljena.
Istrazivanja na miSu kome je PML inaktiviran homolognom rekombinacijom 1 ¢elijskih linija
razliCitog histoloskog porekla u kojima je PML overeksprimiran pokazala su da PML ima
veoma vaznu ulogu u nekoliko fizioloSkih procesa. MiSevi sa fenotipom PML ™ su vijabilni, ali
su podlozni tumorima i infekcijama (Wang et al., 1998a). Ovi rezultati govore u prilog tezi da
PML ima ulogu negativnog regulatora rasta, tumorskog supresora 1 specifinog regulatora
hematopoeze. Prisustvo nascentne RNK i transkripcionog kofaktora CBP u jezgru PML
jedarnih tela ukazuje na njihovu ulogu u regulaciji transkripcije (LaMorte et al., 1998), i zaista
je nadjeno da PML moZe spreciti aktivaciju transkripcije regulisanu glukokortikoidnim
receptorima preko pRB (Alcalay et al., 1998). PML tela su blisko povezana sa replikacionim
domenima u S fazi Celijskog ciklusa (Grande et al., 1996). Mesta virusne transkripcije i
replikacije su lokalizovana uz PML tela $to govori da su neke komponente PML tela
neophodne za taj proces (Ishov et al., 1997). PML ucestvuje i u apoptozi. MiSevi i Celije sa
fenotipom PML ” ne podlezu apoptoti¢nim procesima izazvanim signalima kao $to su Fas,
TNF, keramid, interferoni i jonizujuée zraenje (Wang et al., 1998b), dok je u ¢elijama sa
overeksprimiranim proteinom PML apoptoza povecana (Borden et al., 1997, Quignon et al.,
1998, Fagioli et al., 1998).

Tacan molekularni mehanizam kojim PML i PML tela obavljaju navedene funkcije je
za sada nepoznat. Jedna od pretpostavki je da se PML tela ponaSaju kao jedarne rupe (nuclear

dumps) ili domeni za skladiStenje proteina (storage PODs) gde razliCiti proteini mogu biti
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deponovani ili uvani, a kada je potrebno rasporedjeni na mesta svoga delovanja. Alternativna
teorija je da PML tela smeStaju svoje komponente na mesta njihove aktivnosti koja su ili unutar
samih tela ili neposredno uz njih.

Zhong i autori (Zhong et al., 2000) su predlozili tri razli¢ite funkcije PML tela u
kontroli transkripcije koje se medjusobno ne iskljucuju, a to su:
Titracija. Transkripcija se odigrava izvan PML tela koja u ovom slucaju sluZe kao skladista
koja reguliSu koncentraciju aktivnih transkripcionih faktora i kofaktora u solubilnoj jedarnoj
frakciji tj. na mestima gde se odigrava transkripcija.
Modifikacija. Transkripcija se odigrava izvan jedarnih tela koja u ovom slucaju kontroliSu
regulatorne puteve koji su vazni za transkripciju i to putem modifikacije (sumolacija,
acetilacija) transkripionih faktora ili kofaktora.
Kompartmentalizacija. U ovom sluaju PML tela mogu predstavljati okvir u kome se
organizuju kompleksi transkripcionih kofaktora a koji ¢e biti naknadno upotrebljeni od strane
transkripcionih faktora.

(Hodges et al., 1998, Zhong et al., 2000)

[.6. TRANSKRIPCIONI FAKTOR NFkB I NJEGOVA ULOGA U DIFERENCIJACUI
MISICNIH CELIJA

Jedarni faktor NFkB (nuclear factor kB) je evolutivno konzervisani transkripcioni
faktor koji kontroliSe ekspresiju velikog broja gena koji ucestvuju u razli¢itim bioloSkim
procesima. Ovaj DNK vezivni protein reguliSe ekspresiju ¢elijskih gena, posebno onih koji
ucestvuju u imunom odgovoru i inflamatornim procesima. NFkB takodje ucestvuje i u
procesima proliferacije i programirane celijske smrti. Za stimulaciju 1 aktivaciju
transkripcionog faktora NFkB nije potrebna sinteza proteina, te je aktivacija ciljnih gena brza i

efikasna. U nestimulisanim Celijama, NFkB je prisutan u citoplazmi kao neaktivan kompleks



sa inhibitornim proteinima iz familije IkB. Izlaganje c¢elija nekom stimulansu izaziva
degradaciju faktora IkB, a oslobodjeni NFkB se translocira u jedro i aktivira transkripciju
ciljnih gena koji u svom promotoru sadrze mesto za vezivanje ovog transkripcionog faktora
(kB).

Trankripcioni faktor NFkB ima formu dimera sacinjenog od proteina koji pripadaju
multigenskoj familiji Rel/NFkB koju ¢ine: p5S0 (NFkB1), p65 (RelA), NFkB2 (p52) i RelB.
Svi proteini familije poseduju aminoterminalni domen RHD (Rel homology domain) od oko
300 aminokiselina u kome se nalaze motivi za vezivanje za DNK (za kB mesta) i
dimerizaciju, kao i signal za lokalizaciju u jedru (NLS, nuclear localization signal). Vecina
¢lanova familije mozZe da formira homo- i heterodimere in vitro osim RelB koji moze da
formira dimere samo sa p50 ili p52. Subjedinice p50 i p52 se sintetiSu kao citoplazmatini
prekursori p105 i p100 koji se ponaSaju kao IkB inhibitori i spreavaju svoje vezivanje za
DNK. I NFkBI takodje stvara jednog od ¢lanova IkB familije, IkBy, sa internog intronskog
promotora. Za razliku od p50 i p52, drugi ¢lanovi Rel/NFkB familije (p65, c-Rel, RelB,
Dorsal, Dif) se ne stvaraju od prekursora i poseduju trans-aktivacioni domen na C-terminusu.
Na taj nacin Rel/NFkB dimeri mogu da se ponasaju kao transkripcioni aktivatori ili represori u
zavisnosti od toga da li neka od subjedinica dimera poseduje ili ne trans-aktivacioni domen.

Veliki broj razli¢itih agenasa indukuje aktivnost transkripcionog faktora NFkB u
razli¢itim tipovima Celija. To su: citokini (TNFa, IL-1 i IL-2), bakterijski lipopolisaharidi,
virusna infekcija (HIV-1, HTLV-1 i hepatiti' B virus), virusni proteini (tax, X 1 EIA),
stimulacija antigenih receptora T i B ¢elija, kalcijumske jonofore, inhibitori sinteze proteina,
UV i X zracenje, itd.

Mesta za vezivanje transkripcionog faktora NFkB (kB) su prisutna u regulatornim
regionima gena koji ucestvuju u imunom odgovoru (Igk, IL-2 i IL-2Ra), inflamatornim

procesima (IL-1, IL-6, TNFa, TNF i serum amiloid A protein), virusnih genoma (HIV-LTR,



SV40, CMV i adenovirus), gena koji kodiraju ¢lanove Rel/NFkB familije (c-Rel, NFkBI,
NFkB2 i RelB), IkB familije (IkBa, IkBy, pl05, pl00 i Bcl-3), proteine koji ucestvuju u
kontroli rasta (p53, c-Myc, Ras), kao i u velikom broju drugih gena. I gen za Ankrd2 sadrzi
vezivno mesto za NFkB.

Aktivacija i regulacija faktora NFkB je strogo kontrolisana proteinima koji se nazivaju
IkB. Oni, nekovalentnim interakcijama, maskiraju signal za lokalizaciju u jedru faktora NFkB
I na taj naCin spreCavaju translokaciju NFkB u jedro. Nakon stimulacije signalnim
molekulima, kao 3to su nekroti¢ni faktor tumora c (TNFa) ili lipopolisaharidi (LPS), dolazi do
fosforilacije, poliubikvitinacije i degradacije IkB u proteazomima, a NFkB se oslobadja iz
kompleksa sa kB i odlazi u jedro gde reguliSe transkripciju ciljnih gena. IkBa, koji se brzo
resintetiSe nakon degradacije, migrira u jedro i izaziva disocijaciju NFkB sa DNK. U sisara
postoji vise kB proteina (IkBa, kB, IkBy, IkBe, Bcl-3, p100, p105, IkBR) i svi poseduju N-
i C-terminalne domene varijabilne duZzine, kao i konzervisani centralni proteinski motiv,
ankirinske ponovke, koji su neophodni za asocijaciju sa proteinima familije Rel/NFkB. U
ovim proteinima je prisutan i region sa kiselim aminokiselinama na COOH terminusu koji je
odgovoran za inhibiciju DNK vezujuce aktivnosti, kao i PEST sekvenca, takodje na COOH
terminusu proteina, koja je vazna u regulaciji poluZivota ovih proteina (Verma et al., 1995).

Ucesce transkripcionog faktora NFkB u diferencijaciji miSi¢nih celija je proucavano na
razli¢itim model sistemima, a dobijeni rezultati su u neku ruku kontradiktorni. Rezultati jedne
grupe autora pokazuju da on deluje na taj nacin Sto inhibira diferencijaciju miSi¢nih Celija. U
toku diferencijacije miocita dolazi do znaajnog smanjenja DNK vezivne (Lehtinen et al.,
1996) i transkripcione (Langen et al., 2001) aktivnosti transkripcionog faktora NFkB, dok u
isto vreme dolazi do povecane ekspresije proteina specifiénih za miSi¢ne celije 1 fuzije
mioblasta u miotube. Smanjena aktivnost faktora NFkB pradena je povecanjem nivoa

inhibitornog faktora IkBf, dok koli¢ina faktora IkBo. ostaje nepromenjena u toku
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diferencijacije miocita.

Kaliman i koautori (Kaliman er al., 1996) su pokazali da signalna kaskada, inicirana
faktorom rasta IGF-II (insulin-like growth factor-1I) koja vodi do morfoloskih i biohemijskih
promena koje karakteriSu diferencijaciju misiénih Celija, ukljuCuje sledece dogadjaje:
aktivaciju PI 3 kinaze, degradaciju IkBa i disocijaciju iz kompleksa sa p65 NFkB, aktivaciju
NFkB i ekspresiju i aktivaciju inducibilne NO sintetaze (iNOS). Iz njihovih rezultata proizlazi
da je NFkB neophodan za diferencijaciju miSi¢nih Celija i neslaganje svojih rezultata sa
rezultatima drugih autora objasnjavaju na sledeci nacin: u ¢elijama koje su gajene u medijumu
bez seruma dolazi do smanjenja koliCine transkripcionog faktora NFkB u odnosu na koli¢inu
prisutnu u nediferenciranim ¢elijama, ali je to dovoljno i neophodno za njihovu diferencijaciju.
U prilog ovoj tezi govori i podatak da je za fuziju mioblasta embriona pileta u medijumu sa
niskim sadrzajem seruma neophodna aktivnost transkripcionog faktora NFkB (Lee et al.,

1997).
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II. CILJ RADA

U Laboratoriji za molekularnu biologiju miSi¢a Internacionalnog centra za geneticko
inzenjerstvo i biotehnologiju u Trstu, Italija, proucavaju se novootkriveni proteini koji se
specifi¢no eksprimiraju u misi¢noj ¢eliji. U ovoj laboratoriji su identifikovana i okarakterisana
tri proteina Z trake sarkomere: teletonin (Valle er al., 1997), ZASP (Faulkner ez al., 1999) i
FATZ (Faulkner er al., 2000). Cilj ovog rada je karakterisanje Cetvrtog proteina, nazvanog
Ankrd2, koji je sa pomenutim proteinima bio predmet viSegodi$njeg istrazivanja ove
laboratorije. U te svrhe potrebno je najpre napraviti specificna antitela na protein Ankrd2, a,
zatim, koriS¢enjem razli¢itih molekularno-bioloskih tehnika i metoda utvrditi ekspresiju ovog
proteina u humanim tkivima, njegovu lokalizaciju u miSi¢nim Celijama u kulturi kao i profil
njegove ekspresije tokom diferencijacije miSi¢nih Celija. Takodje je potrebno utvrditi da li
protein Ankrd2 interaguje sa drugim proteinima miSi¢ne ¢elije i ako interaguje identifikovati te
proteine. Krajnji cilj je utvrditi funkciju ovog proteina, to jest odgovoriti na pitanje koja je

njegova specifi¢na uloga u mi$i¢noj €eliji.
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III. MATERIJAL I METODE
[I1.1. BIOLOSKI MATERIJAL

I1I.1.1. Bakterijski sojevi

U ovom radu kori§¢eni su sledeéi sojevi E. coli:

-za propagaciju razliCitih konstrukata i izolovanje plazmidne DNK (mini i mega prep
izolovanja) koriséen je soj DH5a (supE44, AlacUI169, (¢80 lacZ AMI1S5), hsdRI7, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl).

-za ekspresiju rekombinantnih proteina fuzionisanih sa His markerom kori$¢en je soj
M15 [pREP4] (Nal®, Str*, Rif°, Lac’, Ara, Gal,, Mtl, F, RecA*, Uvr"), derivat soja K-12, koji
sadrzi plazmid pREP4 sa genom za represor Lacl koji spre¢ava ekspresiju rekombinantnog
proteina pre indukcije [IPTG-om.

-rekombinantni proteini fuzionisani sa GST (glutation-S-transferaza) su eksprimirani u
soju M15 [pREP4] ili BL21(DE3) pLysS (F, ompT, hsdS; (g myg), dem, gal, (DE3), pLysS,

Cm).

I11.1.2. Celije u kulturi

U ovom radu kori$éena su dva tipa éelija u kulturi, humane primarne miSi¢ne Celije

CHQS5B i migje miSiéne ¢elije C2C12.

[11.2. MEDIJUMI ZA GAJENJE BAKTERIJA
Za rast bakterija E. coli kori$éeni su:
-LB medijum koji sadrzi: 10 g baktotriptona, 5 g kvaséevog ekstraktai5 g NaCl na 1 L

medijuma. Za dobijanje ¢vrste podloge u 1 L medijuma je dodavano 17 g agara
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-TB medijum koji sadrzi: 12 g baktotriptona, 24 g kvascevog ekstrakta i 4 mL glicerola
na | L medijuma. Pred upotrebu se dodaju KH,PO, do finalne koncentracije 17 mM i K,HPO4
do finalne koncentracije 72 mM.

-SOB medijum koji sadrzi: 20 g baktotriptona, 5 g kvaséevog ekstrakta i 0,5 g NaCl na
1 I

Za propagaciju plazmida u E. coli su koris¢ene sledece koncentracije antibiotika:

ampicilin 100 ug/mL, hloramfenikol 25 pg/mL i kanamicin 30 ug/mL.

[11.3. KLONIRANJE ¢cDNK FRAGMENATA Ankrd2 U EKSPRESIONE VEKTORE

Za produkciju mi§jih poliklonskih antitela na protein Ankrd2, za mapiranje epitopa
antitela na protein Ankrd2, kao i u studijama posvecenim proucavanju proteinsko-proteinskih
interakcija koriS¢eni su rekombinantni proteini eksprimirani u bakterijama. Rekombinantni
proteini su sintetisani sa odgovarajuéih ekspresionih vektora u koje su bili uklonirani razli¢iti
fragmenti ¢cDNK Ankrd2 gena. Fragmenti za kloniranje su dobijani reakcijom lancane
polimerizacije (PCR) ili renaturacijom dva oligonukleotida. U ovom radu koriS¢ena su dva
ekspresiona vektora: pQE30 (QIAGEN) i pGEX-6P-3 (Amersham Pharmacia Biotech). Vektor
i odgovarajudi insert su ligirani T4 ligazom preko lepljivih krajeva dobijenih secenjem DNK
restrikcionim enzimima. Produktima ligacione reakcije transformisane su kompetentne Celije
E. coli, a od dobijenih transformanata odabiran je jedan koji je produkovao Zeljeni protein i
koji je kori¢en u svim daljim eksperimentima. -

U vektor pQE30 klonirana su tri fragmenta cDNK Ankrd2 gena: deo gena koji kodira
N-terminalni deo proteina Ankrd2 (13-519 bp), deo gena koji kodira C-terminalni deo proteina
Ankrd2 (721-999 bp) i fragment koji obuhvata skoro celokupnu cDNK secvencu (13-999 bp).
Dobijeni rekombinantni proteini kori$¢eni su kao antigeni za proizvodnju poliklonskih antitela

na protein Ankrd2.
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U vektor pGEX-6P-3 su klonirani slede¢i fragmenti cDNK Ankrd2 gena: deo gena
koji kodira N terminalni deo proteina Ankrd2 (13-360 bp), deo gena koji kodira C terminalni
deo proteina Ankrd2 (838-999 bp) i fragment koji obuhvata skoro celokupnu ¢cDNK sekvencu
(13-999 bp). Rekombinantni proteini eksprimirani sa dobijenih konstrukata koriS¢eni su u
eksperimentima proucavanja proteinsko-proteinskih interakcija.

Za mapiranje epitopa antitela na protein Ankrd2 napravljena su Cetiri dodatna
konstrukta u vektoru pGEX-6P-3: UC-Ankrd2 (13-948 bp), DC-Ankrd2 (13-969 bp), AC-
Ankrd2 (361-999 bp) i oligoC-Ankrd2 (949-999 bp).

Na Slici 6 su Sematski prikazani svi fragmenti cDNK Ankrd2 uklonirani u ekspresione

vektore pQE30 i pGEX-6P-3.

ATGGACGGCA CCATGGAGGA CTCCGAGGCG GTGCAGAGGG CCACAGCGCT CATCGAGCAG CGGCTGGCAC AGGAGGAGGA 80
GAATGAGARA CTCCGAGGAG ACACACGCCA GAAGCTGCCC ATGGACTIGC TGGTGCTGGA GGATGAGAAG CACCACGGGG 160
CTCAGAGTGC AGCCCTGCAG BAAGGTGAAGG GCCAAGAGCG CGTGCGCAAG ACGTCCCTGG ACCTGCGGCG GGAGATCATC 240
GATGTGGGCG GGATCCAGAA CCTCATCGAG CTGCGGAAGA AACGCAAGCA GAAGAAGCGG GACGCTCTGG CCGCCTCGCA 320
TGAGCCGCCC CCAGAGCCCG AGGAGATCAC TGGCCCTGTG GATGAGGAGA CCTTCCTGAA AGCTGCGGTG GAGGGGAAAA 40D
TGAAGGTCAT TGAGAAGTTC CTGGCTGACG GGGGGTCAGC CGACACGTGC GACCAGTTCC GICGGACAGC ACTGCACCGA 480
GCTTCCCTGG AAGGCCACAT GGARATCCTG GAGA..QAGC=TI‘C TAGATAATGG GGCCACTGDG GACTTCCAGG ATCGGCTGGA 560
CTGCRCAGCC ATGCATTGGG CCTGCCGCGG GGGCCACTTA GAGGTGGTGA BACTTCTGCA AAGCCATGGA GCAGACACCA 640
ATGTGAGGGA TAAGCTGCTG AGCACCCCGC TGCACGTGGC AGTCCGGACA GGGCAGGTGG AGATTGTGGA GCACTTTCTA /20
CCCYBGECC TGGAAATCAA TGCCAGAGAC AGGGAAGGGG ATACTGCCCT GCATGACGCT GIGAGGCTCA ACCGCTACAA 800
AATCATCARR CTGCTGCTCC TGCATGGGGC TGACATGATG ACCAAGAACC TGGCAGGAAR GACCCCGACG GACCTGGTGC  BR0

AGCTCTGGCA GGCTGATACC CGGCACGCCC TGGAGCATCC TGAGCCGGGG GCTGAGCATA ACGGGCTGGA GGGGCCTAAT 060
e e %

GATAGTGGGC GAGAGACCCC TCAGCCTGIG CCAGCCCAG 1040
et
070 080 000 1000
L L ean = el e b
E=pGemm FAGDQ SmmpgEmm FAnad N-Ausla2
DG NANDQ gy qgmmmm DC-AzD? E— e C-Ankrl?

<= C-Ankd2-Q N <= plignC- Ankmd2

AC-Anlad?

Slika 6. cDNK sekvenca gena Ankrd2.

Strelicama iste boje oznaleni su poletak i kraj odredjenog fragmenta ¢cDNK Ankrd2 kloniranog u ekspresioni
vektor.
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[11.3.1. Kloniranje F-Ankrd2 1 N-Ankrd2 u vektor pQE30

Prva antitela na protein Ankrd2 dobijena su imunizacijom miSeva Kkoristeci
rekombinantni protein eksprimiran u E. coli sa konstrukta C-Ankrd2-Q koji je obuhvatao deo
ankirinskih ponovaka i C-terminalni region proteina Ankrd2 (241-333 ak). Zbog modularne
strukture proteina Ankrd2 (ankirinski ponovci u srediSnjem delu proteina i sekvencno
specifi¢ni N- i C-terminalni regioni) napravljena su i antitela na ceo i na N-terminalni deo
proteina. Konstrukt F-Ankrd2-Q dobijen je kloniranjem PCR fragmenta koji obuhvata skoro
celokupni okvir Citanja, od 13-999 bp, u Kpnl i Sall restrikciona mesta ekspresionog vektora
pQE30. Konstrukt N-Ankrd2 je napravljen tako §to je u Kpnl i HindlIl restrikciona mesta
vektora pQE30 ukloniran insert dobijen digestijom PCR fragmenta FL-Ankrd2 restrikcionim
enzimima Kpnl 1 Hindlll (Kpnl mesto se nalazi u 5° grani€niku PCR fragmenta, a HindIII

mesto se nalazi u internoj secvenci cDNK Ankrd2 na poziciji 514-519 bp).

[11.3.2. Kloniranje F-Ankrd2, N-Ankrd2, C-Ankrd2, AC-Ankrd2, UC-Ankrd2 i DC-Ankrd2 u
vektor pPGEX-6P-3

Fragmenti koji su obuhvatali razli¢ite regione c¢cDNK Ankrd2 gena su dobijeni
reakcijom lanCane polimerizacije koriste¢i grani¢nike navedene u Tabeli 1. PCR produkti su
seCeni odgovarajué¢im restrikcionim enzimima da bi se dobili lepljivi krajevi za ligaciju u
ekspresioni vektor pPGEX-6P-3 obradjen istim enzimima. PCR fragment za konstrukt F-Ankrd2
(13-999 bp) je seen na oba kraja restrikcionim enzimom EcoRI. PCR fragmenti za konstrukte
UC-Ankrd2 (13-948 bp) i DC-Ankrd2 (13-969 bp) su seceni enzimima Kpnl i Sall. Fragmenti
DNK za konstrukte AC-Ankrd2 (361-999 bp), N-Ankrd2 (13-360 bp) i C-Ankrd2 (838-999 bp)

su seceni enzimima EcoRI 1 Sall.
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[11.3.3. Kloniranje oligoC-Ankrd2 u vektor pGEX-6P-3

U cilju preciznog mapiranja epitopa monoklonskog antitela napravljen je konstrukt
u vektoru pGEX-6P-3 koji obuhvata poslednji 51 bazni par cDNK Ankrd2 gena. Insert za
ligaciju u  vektor dobijen je  renaturacijom  oligonukleotida:  oligoC-FOR
(aattccgaggggcctaatgatagtgggcgagagaccecteagectgtgecageccagtgag) i oligoC-REV  (tcgactcac

tgggctggcacaggctgaggggtetetcgeccactateattageceectcgg). Kao rezultat renaturacije dobijen je
dvolancani fragment sa lepljivim krajevima koji su omogucili njegovo kloniranje u vektor
seCen restrikcionim enzimima EcoRI (na 5 kraju) i Sall (na 3’ kraju). Vektor pGEX-6P-3 je
pripremljen za ligaciju digestijom restrikcionim enzimima EcoRI 1 Sall, a zatim su vektor i

insert ligirani 2 h na sobnoj temperaturi. Ligacionom smeSom su transformisane kompetentne

¢elije E. coli soja M15 [pREP4].

[11.3.4. Ekspresioni vektori

U ovom radu koriséena su dva ekspresiona vektora: pQE30 (QIAGEN) 1 pGEX-6P-3
(Amersham Pharmacia Biotech).

Ekspresioni vektor pQE30, ¢iji je Sematski prikaz dat na Slici 7, koriS¢en je za
debijanje rekombinantnih proteina koji su sluZili kao antigeni za produkciju antitela. Ovaj
vektor ima sledeée karakteristike:

-fagni T5 promotor i dve lac operator sekvence koje omogucavaju efikasnu represiju
jakog TS5 promotora,

-kodirajucu sekvencu za Sest histidina na 5' kraju regiona za kloniranje koji
predstavljaju His marker sa slabim imunogenim karakteristikama,

-polilinker sa velikim brojem mesta za desto koriScene restrikcione enzime i
translacione stop kodone u sva tri okvira &itanja za Sto lakSe pripremanje ekspresionih

konstrukata,
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-dva jaka transkripciona terminatora: t,iz lambda faga i T1 iz rrnB operona E. coli koji
omogucavaju tacnu i stabilnu ekspresiju konstrukta,
-gen za rezistenciju na ampicilin,

-ColEl oridzin replikacije.

AC
-G

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb

Slika 7. Sematski prikaz ekspresionih vektora pQE30, pQE31 i pQE32 (QIAGEN).

U studijama posveéenim proucavanju proteinsko-proteinskih interakcija koriceni su
rekombinantni proteini fuzionisani sa GST (glutation-S transferaza), proteinom od 26 kDa
izolovanim iz parazita Schistosoma japonicum. Kao ekspresioni vektor koriScen je plazmid
pGEX-6P-3 (Amersham Pharmacia Biotech), Cija je Sema data na Slici 8, sa sledec¢im
karakteristikama:

-tac promotor koji obezbedjuje inducibilnu ekspresiju rekombinantnog proteina,

-gen za Lacl represor,

-sekvencu za niz aminokiselina koje prepoznaju trombin ili Xa proteaza Cime se

omogucava oslobadjanje eksprimiranog proteina od GST markera,
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-polilinker sa Sest restrikcionih mesta (BamHI, EcoRI, Smal, Sall, Xhol i Notl),
- translacioni stop kodoni u sva tri okvira ¢itanja,
-gen za rezistenciju na ampicilin,

-pBR322 oridzin replikacije.

paEX-0P-3 127-3m9-01)
PreSdssin”. Protemsa

[lea Glu Val Leu Pha Gln* Gl ProlLeu Gly Ser Pro Asn Ser Amg Val Asp Ser Ser G} %D
CIGGAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCG CCG AATTCC C C GAC T0G AGC GGC

BamHl  EmRl grgy ST g7~ Nl | |

Thit1]
) A3l

P31 1EamT E T

Slika 8. Sematski prikaz ekspresionog vektora pGEX-6P-3 (Amersham Pharmacia Biotech).

[11.4. REAKCIJA LANCANOG UMNOZAVANJA SEGMENATA DNK (PCR)

Razliciti fragmenti cDNK Ankrd2 gena kori$éeni za kloniranje u ekspresione vektore
umnoZavani su reakcijom lancane polimerizacije. Grani¢nici (narucivani od firme Sigma-
Genosys Ltd) su na 5’ krajevima sadrzavali mesta za digestiju odgovarajucim restrikcionim
enzimima koji su obezbedjivali da fragmenti budu klonirani u fazi sa Sest histidina iz vektora
pQE30 ili sa proteinom GST iz vektora pGEX-6P-3. U Tabeli 1 dat je pregled koris¢enih
grani¢nika. Reakcione smesSe, zapremine 100 uL, sadrzavale su: 1xPCR pufer (10 mM KClI, 10

mM (NH,),SO,, 20 mM Tris-HCI, pH 8,8, 2 mM MgSO,, 0,1 % Triton X-100), Vent
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polimerazu (2 U, BioLabs), grani¢nike (1 uM), dNTP (250 uM) i DNK kao matricu (10 ng).
Uslovi reakcije su bili: poCetna denaturacija 5 min na 94°C; 30 ciklusa denaturacije (30 sec na
94°C), renaturacije (30 sec na 59°C) i sinteze (1 min na 72°C); zavr$na sinteza 7 min na 72°C.
Vent polimeraza je dodavana u reakcionu smesu nakon poCetne denaturacije. Za amplifikaciju
DNK korid¢en je Perkin Elmer-ov aparat Gene Amp PCR System 2400. Produkti reakcije
lananog umnozavanja su proveravani elektroforezom na agaroznim gelovima, a fragmenti

odgovarajuce velicine iz agaroznog gela su preciS¢avani elucijom.

Tabela 1. Pregled grani¢nika kori$¢enih za umnozavanje cDNK Ankrd2.

Podvudene sekvence predstavljaju mesta za seenje DNK restrikcionim enzimima: ggtacc-Kpnl, gtcgac-Sall,
gaattc-EcoRL

KONSTRUKT 5’(FORVARD) GRANICNIK |3’(REVERSE) GRANICNIK
FL-Ankrd2/pQE30 acggtaccatggaggactccgaggcgg acgcgtcgactcactgggetggcacag
FL-Ankrd2/pGEX-6P-3 |cggaattccatggaggactccgaggeg gcgaattctcactgggctggcacagge
DC-Ankrd2/pGEX-6P-3 |ttaggtaccatggaggactccgaggcg ttccgtcgacttacccactatcatta
UC-Ankrd2/pGEX-6P-3 |ttaggtaccatggaggactccgaggcg ttccgtegacttacageccgttatge
AC-Ankrd2/pGEX-6P-3 |cggaattctatggatgaggagacc cttgtcgactcactgggetggeac
C-Ankrd2/pGEX-6P-3 ccgaattccatgaccaagaacctg cttgtcgactcactgggetggeac
N-Ankrd2/pGEX-6P-3 ccgaattccatggag gacfccgagg ggtgtcgacttacacagggccagt

[11.5. PRIPREMANJE DVOLANCANIH OLIGONUKLEOTIDA
Dvolancani oligonukleotidi su dobijani renaturacijom ekvimolarne koliCine

komplementarnih jednolancanih oligonukleotida u puferu koji sadrzi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
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50 mM NaCl, 1 mM EDTA. Reakciona sme$a je inkubirana 5 minuta na 95°C, a zatim je
ostavljana da se postepeno ohladi do sobne temperature. UspeSnost renaturacije

oligonukleotida je proveravana elektroforezom na 20 % akrilamidnom gelu u 1x TBE puferu.

[11.6. EKSTRAKCIJA DNK IZ AGAROZNOG GELA

Fragmenti DNK dobijeni digestijom restrikcionim enzimima ili reakcijom lan¢ane
polimerizacije razdvajani su na agaroznim gelovima u 1XTAE ili 1xXTBE puferu. Za precizno
odredjivanje veliCine fragmenata koriSen je marker molekulskih masa (1 kB Ladder,
Promega). Fragmenti DNK odgovarajuée veliine su isecane iz agaroznog gela i DNK je

eluirana upotrebom QIAEXII kita (QIAGEN) prema uputstvu proizvodjaca.

I11.7. ELEKTROFOREZA DNK

Fragmenti DNK su razdvajani elektroforezom na 0,8-2 % agaroznim gelovima u
IxTBE ili 1IxXTAE puferu pri konstantnoj voltazi 5-10 V/cm. Vizuelizacija fragmenata DNK u
gelu vrena je dodavanjem etidijum bromida (200 ng/mL) u gel i izlaganjem gela UV svetlosti.
Uzorci nanoSeni na gel su pripremani dodavanjem pufera za uzorak (IxTBE pufer, 5 %

glicerol, boja Orange G).

I11.8. DIGESTIJA DNK RESTRIKCIONIM ENZIMIMA

Fragmenti DNK dobijeni reakcijom lancane polimerizacije i odgovarajuéi vektori su
pre ligacije seceni restrikcionim enzimima prema uputstvu proizvodjaca. NajceScée su koriséeni
restrikcioni enzimi od proizvodjaa BiolLabs. Reakcije su radjene u odgovarajuéim NEB
puferima, a restrikcione digestije su se odvijale na 37°C od 2 sata pa do preko noéi (na primer
digestija enzimom Sall). Uspednost kloniranja i prisustvo odgovarajuéih fragmenata u

konstruktima takodje je proveravano digestijama odgovarajuc¢im restrikcionim enzimima.

34



Sprecavanje samoligacije vektora vrSeno je uklanjanjem 5’ fosfatnih grupa sa krajeva
DNK fragmenata vektora. Nakon zavrSetka digestije vektora u digestionu smesu je dodavano
10 U alkalne fosfatze, CIP (Calf Intestinal Alcaline Phosphatase) i uzorak je dodatno inkubiran
30 min na 37°C. Defosforilacija BiolLabs-ovom alkalnom fosfatazom se moze vrsiti u bilo
kojem NEB puferu.

Pre ligacije digestione smeSe su deproteinisane fenolom tako $to je u digestionu smesu
dodavana ista zapremina fenola, uzorci su vorteksovani i faze su razdvajane centrifugiranjem
uzorka 10 min na 14000 obrt/min u stonoj Eppendorf centrifugi na sobnoj temperaturi. Gornje
faze su prebacivane u Ciste ependorf epruvete i uzorci su dodatno oslobadjani od soli
propustanjem uzoraka kroz kolonicu od Sephacryl SH-400. Ovako pripremljeni uzorci

podvrgavani su reakciji ligacije.

I[11.9. LIGACIJA FRAGMENATA DNK

Ligaciona sme$a je sadrzavala pripremljene vektor i insert u odnosu 1:3, 1X ligacioni
pufer (BioLabs), (50 mM Tris-HCI, pH 7,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25
ug/mL BSA) i 4 U T4 DNK ligaze (BioLabs). Ligacija je vriena 2 sata na sobnoj temperaturi a

zatim su ligacionom sme$om transformisane kompetentne Celije E. coli..

[11.10. TRANSFORMACIJA BAKTERIJSKIH CELIJA

Kompetentne Celije E. coli transformisane su toplotnim Sokom. Me$avina kompetentnih
celija (100 pL) i ligacione smese ili plazmidne DNK inkubirana je 1 h na ledu. Zatim su ¢elije
izlagane toplotnom Soku 2 min na 42°C i odmah zatim prebacivane na led i inkubirane 5 min.
Nakon toga u transformacionu smesu je dodavano 400 uLL LB medijuma i ¢elije su inkubirane

30-60 min na 37°C uz intenzivno muckanje. Transformaciona smesa je utrljavana na LB-agar
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¢vrstu podlogu sa odgovaraju¢im antibiotikom i $olje su inkubirane preko noéi u termostatu na

37°C.

[11.11. PRIPREMANJE KOMPETENTNIH CELIJA

Kompetentne celije E. coli su pripremane po modifikovanoj metodi D. Hanah-a
(Hanah, 1985). Sa sveze striklovane petri Solje sterilnom ezom je uzimano desetak bakterijskih
kolonija i Celije su resuspendovane u 1 mL SOB medijuma, a zatim su prebacivane u
erlenmajer od 1 L, u 100 mL SOB medijuma i gajene na 37°C uz intenzivno muckanje do
opti¢ke gustine 0,5 (merena je apsorbancija Celijske kulture na 600 nm). Celije su hladjene 15
min na ledu i taloZene centrifugiranjem 5 min na 4000 obrt/min (centrifuga 5804R,
Eppendorf), na 4°C. Talog éelija je resuspendovan u 100 mL hladnog 50 mM CaCl,. Posle 15
min inkubacije na ledu éelije su ponovo taloZene centrifugiranjem pod istim uslovima kao u
prethodnom koraku. Talog je resuspendovan u 4 mL hladnog TFB2 pufera (10 mM MOPS, 10
mM RbCI, 75 mM CaCl,, 15 % glicerol, pH 6,8) i ¢elije su ostavljene preko noci u ledu.
Alikvoti kompetentnih ¢elija su distribuirani u ohladjene ependorf epruvete i Cuvani zamrznuti

na —80°C do transformacije.

I11.12. ANALIZA TRANSFORMANATA

Ispravnost konstrukata proveravana je na nivou ekspresije proteina i sekvenciranjem
DNK. Nakon inkubacije na selektivnim podlogama, po nekoliko kolonija transformanata sa
petri Solje je zasejavano u po 2 mL TB medijuma sa odgovarajuc¢im antibiotikom i kulture su
gajene preko noci na 37°C uz intenzivno muckanje. Sledeceg dana, 0,5 mL prekonoc¢ne kulture
je dodavano u 1,5 mL svezeg TB medijuma sa antibioticima i kultura je inkubirana 30 min na
37°C, a zatim je indukovana ekspresija proteina dodavanjem IPTG-a (do finalne koncentracije

1 mM). Kultura je inkubirana dodatna 3 h na 37°C, a zatim su bakterije taloZene
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centrifugiranjem 5 min na 3000 obrt/min. Talog bakterija je resuspendovan u 100 uL pufera za
uzorak (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol, 5 % B-merkaptoetanol, boja
bromfenolplavo), i 10 uL denaturisanog uzorka je analizirano na 12 % ili 15 % SDS
poliakrilamidnom gelu. Nakon elektroforeze gel je bojen u puferu bojom komasi plavo (0,4 %
comassie blue, 10 % sircetna kiselina, 40 % metanol) i odbojavan rastvorom koji je sadrzavao
7 % sirCetne kiseline 1 25 % metanola.

Iz uzoraka kod kojih je detektovan protein odgovarajuce veli¢ine, radjeno je mini
prelis¢avanje eksprimiranog proteina radi utvrdjivanja optimalnih uslova za preciS¢avanje i
eluciju, a ujedno je proveravano i da li eksprimirani protein sadrzi marker (His ili GST) koji
mu obezbedjuje specifi¢no vezivanje za odgovarajuéi matriks (Ni-NTA agarozu u sluCaju His
markera ili glutation sefarozu u slu¢aju GST markera).

Ispravnost konstrukata na nivou nukleotidne sekvence proveravana je automatskim
sekvenciranjem u Servisu za sekvenciranje DNK CRIBI instituta Univerziteta u Padovi, Italija
(http:bmr.cribi.unipd.it). DNK za sekvenciranje je izolovana kitom za mini prep izolovanje
DNK (Clontech) po uputstvu proizvodjaca i 400-600 ng DNK zajedno sa 6,4 pmol-a
grani¢nika za sekvenciranje je uparavano do suva u ependorf epruveti od 0,2 mL. Rezultat

sekvenciranja je preuziman direktno sa web strane Servisa za sekvenciranje.

II1.13. IZOLOVANIJE DNK

Za automatsko sekvenciranje DNK je izolovana kitom za izolovanje plazmidne DNK
(Clontech) po uputstvu proizvodjaca.

Velike koli¢ine plazmidne DNK (nekoliko mg) su izolovane Mega prep kitom (Qiagen)
po upustvu proizvodjaca.

Male koli¢ine plazmidne DNK (nekoliko ng) su izolovane koriSéenjem razlicitih kitova

za izolovanje plazmidne DNK (Bio Rad, Talent, Qiagen, Rosche itd.) po uputstvu proizvodjaca
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ili metodom J.D. Brown-a (Brown, 1997). Bistar bakterijski lizat je dobijan uobicajenom
alkalnom lizom, a plazmidna DNK je specifi¢no vezivana za siliku, sa koje je eluirana vodom.
Dobijena DNK je visoke Cistoée i moze se koristiti za sekvenciranje ili druge enzimske
manipulacije.

Talog iz 1,5-3 mL prekonoéne bakterijske kulture je resuspendovan u 200 uL rastvora
za resuspendovanje (50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM EDTA). Zatim je dodavano 200 uL
rastvora za lizu (200 mM NaOH, 1 % SDS) i ependorf epruveta je invertovana sve dok
suspenzija nije postala bistra. Dodato je 200 uL neutralizacionog rastvora (3 M KOAc, pH 5,5)
i ependorf epruveta je invertovana jos$ nekoliko puta. Uzorak je centrifugiran 10 min na 14000
obrt/min u stonoj ependorf centrifugi. U supernatant je dodavano 200 uL suspenzije silike i
uzorak je muckan.

Suspenzija silike se priprema na slededi nacin: na 2 g silike doda se 15 mL destilovane
vode i promucka. Kada se silika istalozi (posle oko 45 min) ukloni se mle¢ni supernatant koji
sadrzi veoma sitne Cestice silike. Ova procedura se ponovi jo§ dva puta. Preostala silika se
resuspenduje u destilovanoj vodi do finalne zapremine od 50 mL i1 Cuva se na sobnoj
temperaturi.

Silika, za koju se vezala plazmidna DNK, je obarana kratkim centrifugiranjem i prana
sa 500 uL rastvora za pranje (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2,5 mM EDTA, 50 %
etanol). Uzorak je meSan na vorteksu i silika je ponovo talozena kratkim centrifugiranjem na
sobnoj temperaturi u ependorf centrifugi. Pailji'vo Je uklanjan sav rastvor za pranje i silika je
suSena par minuta da bi ispario sav etanol. Zatim je silika resuspendovana u 35 uL destilovane
vode i uzorak je inkubiran 2 min na 55°C da bi se olak3ala elucija DNK sa silike. Uzorak je
centrifugiran 30 sec na 14000 obrt/min u ependorf centrifugi na sobnoj temperaturi i pazljivo,

izbegavajuci siliku, sakupljan je supernatant u kome se nalazila eluirana plazmidna DNK.
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I11.14. PRODUKCIJA POLIKLONSKIH ANTITELA
Za imunizaciju miSeva i produkciju poliklonskih antitela koriS¢eni su proteini
eksprimirani u bakterijama i preciSéeni u denaturiuéim uslovima. Za efikasnu ekspresiju i

prediS¢avanje proteina koriscen je sistem The QIAexpressionist (Qiagen).

[11.14.1. Indukcija ekspresije rekombinantnih proteina sa His markerom u E. coli

Sa sveZe petri Solje ili iz glicerolskog stoka odgovarajuéeg bakterijskog klona sterilnom
ezom zasejavane su bakterije u 50 mL TB medijuma sa antibioticima (ampicilin 100 ug/mL,
kanamicin 30 pg/mL). Kultura je inkubirana preko no¢i na 37°C uz intenzivno muckanje.
Sutradan, kultura je razblaZivana deset puta TB medijumom sa odgovaraju¢im antibioticima
(do 500 mL). Kultura je i dalje inkubirana na 37°C uz povremeno merenje opticke gustine
(OD). U logaritamskoj fazi rasta, kada opti¢ka gustina dostigne neku vrednost izmedju 0,4-0,9,
u kulturu je dodavan IPTG, finalne koncentracije 1 mM i kultura je inkubirana dodatna 3 sata
na 37°C. Nakon toga bakterijske Celije su taloZene centrifugiranjem 10 min na 4000 obrt/min u

Eppendorf stonoj centrifugi 5084Ri na +4°C. Talozi su zamrzavani u suvom ledu i Cuvani na -

20°C.

I11.14.2. Pre¢is¢avanje rekombinantnih proteina sa His markerom u denaturiSu¢im uslovima
Talog bakterija iz 250 mL kulture je resuspendovan u 10-15 mL pufera B (8 M Urea,
0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 8) i ¢elije su lizirane sonikacijom (sonikator Soniprep
150, Cellai) sa 2 pulsa maksimalne jaine u trajanju od po 20 sec na ledu. Sonikat je zatim
centrifugiran 10 min na 5000 obrt/min na +4°C. U ¢celijski lizat oslobodjen ¢elijskih ostataka
dodavano je 500 uL pripremljene Ni-NTA sefaroze za koju se specifi¢no vezuju proteini koji
sadrze 6 histidina (His marker). Pre dodavanja, potrebna koli¢ina Ni-NTA sefaroze je prana

dva puta sa po 500 uL pufera B. Posle jednocasovne inkubacije proteinskog lizata 1 Ni-NTA
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sefaroze na sobnoj temperaturi i uz blago muckanje, matriks sa vezanim proteinima je obaran
centrifugiranjem 2 min na 2500 obrt/min na sobnoj temperaturi. Nespecifino vezani proteini
su odstranjivani sa Ni-NTA sefaroze puferom istog sastava ali nizeg pH. Matriks je pran 3 puta
po 10 min na sobnoj temperaturi, jednom sa 5 mL pufera B i1 dva puta sa po 5 mL pufera C (8
M Urea, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3). Proteini su efikasno eluirani puferom C
koji sadrzi 100 mM EDTA jer EDTA kompleksuje Ni™" jone, a proteini se oslobadjaju u
rastvor. Proteini su eluirani 2 puta po 30 min sa po 1 mL pufera C, 100 mM EDTA.

Za pradenje efikasnosti preciS¢avanja posle svakog koraka odvajano je po 10 uL
frakcije 1 wuzorci su analizirani elektroforezom na SDS poliakrilamidnim gelovima.

Koncentracija eluiranih proteina je odredjivana proteinskim esejom (BioRad).

[II.14.3. Pripremanje proteina za imunizaciju miSeva

Od preéi$éenih rekombinantnih proteina, ¢ija je Cistoca proverena elektroforezom na
SDS poliakrilamidnim gelovima, pripremani su uzorci zapremine 100 uL koji su sadrzavali 40
ug proteina (zapremina je podeSavana PBS puferom (17 mM NaCl, 3,4 mM KCl, 1,8 mM
KH,PO,, 10 mM NaH,PO,x12H,0)). Ovako pripremljeni uzorci su predstavljali jednu dozu za
jednog misa. Najée$ée su jednim istim proteinom imunizovana tri miSa. Do injeciranja,

pripremljeni uzorci su ¢uvani zamrznuti na —80°C.

[11.14.4. Imunizacija miSeva

Za produkciju poliklonskih antitela koriséeni su Bulb C miSevi Zenskog pola. Svake
druge sedmice u miSeve je intraperitonealno injecirano po 40 ug Zeljenog proteina razblazenog
PBS puferom do 100 uL i pomesanog sa nekompletnim adjuvansom (Freund's adjuvant, Sigma

F5506). Sedam dana nakon svakog injeciranja miSevima je uzimana krv iz karotidne arterije.
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Tehni¢ku pomo¢ pri injeciranju Zivotinja i vadjenju krvi pruzila je ekipa ICGEB-a u Trstu
zaduzena za rad sa Zivotinjama.

Serum je pripreman na slede¢i nain: krv je inkubirana 30 min na 37°C, a zatim par sati
na +4°C. Koagulisana krv je centrifugirana 30 min na 14000 obrt/min u stonoj Eppendorf
centrifugi na +4°C. Bistri supernatant je prebacivan u Cistu ependorf epruvetu i ponovo
centrifugiran 2 min na 14000 obrt/min na sobnoj temperaturi. U serume je dodavan natrijum
azid (0,02 %) radi sprecavanja zagadjenja gljivama i bakterijama. Tako pripremljeni serumi
¢uvani su na —20°C na duzi period. Efikasnost imunog odgovora proveravana je Western blot

analizom na 10-60 ug proteina izolovanih iz humanih skeletnih misi¢a (Clontech).

II1.15. ELEKTROFOREZA PROTEINA

Uzorci proteina su razdvajani elektroforezom na 10-15 % SDS poliakrilamidnim
gelovima u puferu sastava: 25 mM Tris baza, 192 mM glicin i 0,1 % SDS. Uzorcima je
dodavana ista zapremina dva puta koncentrovanog pufera za uzorak (50 mM Tris-HCl, pH 6,8,
4 % SDS, 20 % glicerol, 715 mM B-merkaptoetanol, bromfenol plava boja) i pred nanoSenje na
gel proteini su denaturisani kuvanjem dva minuta. Posle elektroforeze gelovi su bojeni na jedan
od sledeca dva nacina:

-standardnom metodom, bojenjem komasi plavim (0,4 % comassie blue, 10 % siréetna
kiselina, 40 % metanol) i odbojivanjem u rastvoru 7 % sircetne kiseline i1 25 % metanola.

-komercijalnim preparatom firme Pierce (Gel Code Blue Stain Reagent). Pre bojenja
gel je pran nekoliko puta vruéom vodom da bi se odstranio SDS iz gela, zatim bojen
reagensom 1 h i odbojavan u destilovanoj vodi. Prednost bojenja ovim reagensom je §to se u
puferu za bojenje ne koriste metanol i siréetna kiselina i §to se boja specificno vezuje samo za

proteine te je pozadina kristalno providna.
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I11.16. PRENOS PROTEINA NA MEMBRANU

Nakon zavrSene elektroforeze proteina gel za prenos je inkubiran 15 min u puferu za
prenos (25 mM Tris baza, 192 mM glicin, 20 % metanol). Membrana na koju je vrSen prenos
proteina iz gela je pripremana na slede¢i nacin: najpre je potapana 20 sec u metanol (jer je
hidrofobna), zatim je prana 2 min u destilovanoj vodi 1 na kraju je inkubirana 5 min u puferu za
prenos. Membrana i gel su sloZeni u sendvi¢ izmedju 2 parceta 3 MM papira i 2 sundjera
natopljena puferom za transfer, a zatim smeStani u kasetu 1 kadicu sa hladnim puferom za
prenos. Gel je postavljan uz negativnu, a membrana uz pozitivnu elektrodu. Prenos proteina je
vrsen preko noci na 18 V. Za prenos proteina koriS¢ena su dva tipa membrana: Immobilon-P
(Millipore) i Immun-Blot PVDF Membrane (Bio-Rad). Obe membrane su od polivinilden

fluorida (PVDEF).

[II.17. WESTERN BLOT ANALIZA

Posle zavrSenog prenosa proteina, membrana je inkubirana 1 h na 37°C u PBS puferu
koji sadrzi 10 % bezmasno mleko i 0,05 % Tween20. Pre inkubacije sa primarnim antitelom
membrana je prana rastvorom PBS/0,05 % Tween20. Zatim je membrana inkubirana 1-1,5 h sa
primarnim antitelom u PBS puferu koji sadrzi 5 % bezmasno mleko i 0,05 % Tween20.
Nespecificno vezano primarno antitelo je uklanjano pranjem membrane 3 puta po 10 min
rastvorom PBS/0,05 % Tween20. Membrana je zatim inkubirana 1 h sa sekundarnim antitelom
koje je konjugovano sa alkalnom fosfatazom i koje je takodje razblazeno u PBS puferu koji
sadrzi 5 % bezmasno mleko i 0,05 % Tween20. Pre detekcije nespecificno vezano sekundarno
antitelo je uklanjano pranjem membrane 3 puta po 10 min rastvorom PBS/0,05 % Tween 20.
Signal je detektovan supstratima NBT (nitroblue tetrazolium chloride) finalne koncentracije
330 wpg/mL 1 BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, 4-toluidine salt) finalne

koncentracije 165 pg/mL koji su razblazeni u AP puferu (100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM
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NaCl, 5 mM MgCl,). Za vreme detekcije membrana je bila zaSti¢ena od dejstva svetlosti.

Bojena reakcija je prekidana pranjem membrane u destilovanoj vodi i suSenjem.

I1I.18. PRIPREMANJE REKOMBINANTNIH PROTEINA ZA IZUCAVANIJE
PROTEINSKO-PROTEINSKIH INTERAKCIJA

U cilju identifikovanja proteina koji se eventualno vezuju za protein Ankrd2 razligiti
fragmenti proteina Ankrd2 su fuzionisani sa GST. Rekombinantni proteini su preci$¢avani u

nedenaturiSu¢im uslovima, a zatim kori§€eni u GST ,,pull down” esejima.

[T1.18.1. Indukcija ekspresije rekombinantnih proteina sa GST u E. coli

Sa sveze petri Solje ili iz glicerolskog stoka odgovarajuéeg bakterijskog klona sterilnom
ezom zasejavane su bakterije u 10 mL TB medijuma sa odgovaraju¢im antibioticima (ampicilin
100 pwg/mL, kanamicin 30 ug/mL, hloramfenikol 25 ug/mL). Kultura je inkubirana preko nodi
na sobnoj temperaturi (23-27°C), a zatim je razblazivana 10 puta (do 100 mL) TB medijumom
sa odgovaraju¢im antibioticima. Kultura je i dalje inkubirana na sobnoj temperaturi uz
povremeno merenje opticke gustine. U logaritamskoj fazi rasta (OD=0,4-0,9) u kulturu je
dodavan IPTG, (do finalne koncentracije C,5 mM) i kultura je dodatno inkubirana 3 sata na
sobnoj temperaturi. Bakterijske ¢elije su taloZene centrifugiranjem 10 min na 4000 obrt/min u
Eppendorf stonoj centrifugi 5084Ri na +4°C. Talozi bakterija su zamrzavani u suvom ledu i

c¢uvani na -20°C.

[11.18.2. Precis¢avanje rekombinantnih proteina sa GST u nedenaturiSu¢im uslovima
Talog bakterija dobijen centrifugiranjem 30 mL bakterijske kulture je resuspendovan u
5 mL pufera za lizu (50 mM Tris-HCI, pH 8, 5 % glicerol, 1 % Triton X-100, 2 mM DTT,

smesa proteinaznih inhibitora (Complete, Mini, EDTA free, Boehringer; jedna tableta se
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rastvori u 10 mL pufera)). Celije su lizirane sonikacijom sa dva maksimalna pulsa od po
desetak sekundi na ledu. Sonikat je zatim centrifugiran 10 min na 5000 obrt/min, +4°C (stona
Eppendorf centrifuga 5084Ri). U ¢elijski lizat oslobodjen nerastvorljivog materijala dodavano
je 100 uL pripremljene glutation sefaroze 4B (Amersham Pharmacia Biotech). Za pripremanje
2 mL 50 % suspenzije uzimano je 1,33 mL 75% suspenzije u etanolu 1 matriks je obaran
kratkim centrifugiranjem. Supernatant je odlivan i dodavano je 10 mL hladnog PBS pufera.
Matriks je resuspendovan invertovanjem epruvete, zatim taloZen kratkim centrifugiranjem i
resuspendovan u 1 mL PBS pufera. Dobijena je 50 % suspenzija spremna za upotrebu.
Vezivanje proteina za matriks se odvijalo 1 h na +4°C, uz konstantno muckanje na
rotacionom toc¢ku. Nespecifi¢no vezani proteini su uklanjani pranjem matriksa PBS puferom u
koji su dodati proteinazni inhibitori (Complete, Boehringer), 3 puta po 5 min, na +4°C. Za dalji
rad koriS¢eni su rekombinantni proteini vezani za matriks, tako da je glutation sefaroza 4B sa
vezanim rekombinantnim proteinima resuspendovana u 100 uL. PBS pufera sa proteinaznim
inhibitorima. Vezani proteini se inafe mogu eluirati 10-20 mM rastvorom redukovanog

glutationa u 50 mM Tris-HCI, pH 8.

I11.19. ODREDJIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Koncentracija proteina u razli¢itim uzorcima odredjivana je proteinskim esejom
(BioRad) koji se zasniva na razliitoj promeni boje reagensa u zavisnosti od koncentracije
proteina u uzorku. Uzorak se diluira u 800 pL vode (najée3ée 80-400 puta) i doda se 200 uL

reagensa. Nakon 10 min (do 1 h) ocita se apsorbancija uzorka na 595 nm a sa standardne krive

se preracuna koncentracija proteina u merenom uzorku.

I11.20. PROTEINAZNI I FOSFATAZNI INHIBITORI

Prilikom pripremanja Celijskih ekstrakata u pufer su dodavani razli¢iti proteinazni i



fosfatazni inibitori u cilju sprecavanja degradacije i defosforilacije proteina. KoriS¢eni su
sledeci preparati:

-koktel fosfataznih inhibitora 1 (Sigma P2850), koji inhibiraju aktivnost L-izozima
alkalne fosfataze i serin/treonin protein fosfataze,

-koktel fosfataznih inhibitora 2 (Sigma, P5726), koji inhibiraju aktivnost kiselih i
alkalnih fosfataza i tirozin protein fosfataze,

-koktel proteinaznih inhibitora (Sigma P8465), koji inhibiraju aktivnost serin, cistein,
aspartan i metalo-proteaza, kao i aktivnost aminopeptidaza. Ovaj koktel sadrzi AEBSF (4-(2-
aminoetil)benzensulfonilfluorid), pepstatin A, E64 (trans-epoksisukcinil-L-leucilamido(4-
guanidino)butan), bestatin 1 EDTA,

-koktel proteinaznih inhibitora u obliku tablete (Boehringer, 1697498 i 1836170), sa ili

bez EDTA, koji inhibiraju aktivnost velikog broja serin i cistein proteaza.

[11.21. CELIJSKA KULTURA

U ovom radu koris¢ena su dva tipa ¢elija u kulturi: primarni humani mioblasti
(CHQ5B) i Ccelijska linija miSjih mioblasta C2C12. Humani mioblasti su izolovani iz
kvadricepsa novorodjenceta (5 dana posle rodjenja) koje nije imalo indicije za neku od
neuromis$iénih bolesti. Protokol koris¢en za izolovanje celija je u potpunoj saglasnosti sa
zakonom i eti¢kim pravilima. Celije su dobijene na poklon od Dr V. Mouly (URA, Pariz,
Francuska). Ove éelije mogu dosti¢i 55-60 deoba. MiS§ji mioblasti C2C12 (Blau er al., 1993) su
dobijeni od Dr S. Soddu (CRS, Rim, Italija).

CHQS5B celije su gajene u me$avini DMEM i 199 medijuma (Gibco BRL) u odnosu 4:1
koja sadrzi 20 % seruma (Fetal Bovine Myoclone Super Plus, Gibco BRL) i 50 ug/mL
gentamicina. Celije koje su koriS¢ene za pripremanje ekstrakata gajene su u HAM'S F10

medijumu sa 2 mM glutaminom, 50 ug/mL gentamicinom i 20 % serumom (Fetal bovine
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Myoclone super plus serum, Gibco BRL). Za diferenciranje mioblasta u miotube koriScen je
DMEM medijum sa 50 ng/mL gentamicina 1 0,4 % Ultrosera G (Gibco BRL).

C2C12 ¢Celije su gajene u DMEM medijumu (Gibco BRL) sa 10 % seruma (Seromed) i
50 pg/mL gentamicina, a za diferenciranje koris¢en je DMEM medijjum sa 50 ug/mL
gentamicina i 0,4 % Ultrosera G.

Diferencirane CHQS5B ¢elije se mogu koristiti do 7. dana, a C2C12 1 do 10. dana.

Celije u kulturi su gajene na 37°C u 8 % CO,.

I11.22. PRIPREMANIJE CELIJSKIH EKSTRAKATA

Za pripremanje Celijskih ekstrakata, celije su gajene u Soljama dijametra 100 mm.
Mioblasti su sakupljani po dostizanju 80 % konfluentnosti, a miotube nakon odredjenog broja
dana diferenciranja. Celije su najpre prane kompletnim PBS puferom (17 mM NaCl, 3,4 mM
KCI, 1,8 mM KH,PO,, 10 mM NaH,PO,x12H,0, 0,68 mM CaCl,x2H,0 i 0,69 mM
MgCl,x6H,0) da bi se uklonili tragovi seruma, a zatim su mehanicki sakupljane sa $olja. Celije
su dodatno prane dva puta kompletnim PBS puferom a zatim je Celijski talog zamrzavan u
suvom ledu i ¢uvan na —80°C do upotrebe. Ekstrakti su pripremani u denaturiSu¢em (8 M Urea,
0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 8) ili nedenaturiSu¢em (25€C mM NaCl, 50 mM Hepes,
pH 8, 0,1 % NP40, proteinazni i fosfatazni inhibitori nabavljeni od razli¢itih proizvodjaca
(opisanim u poglavlju Proteinazni i fosfatazni inhibitori)) puferu. Celijski talog je
resuspendovan u 5 volumena pufera i Celije su lizirane sonikacijom na ledu (2 pulsa
maksimalne jacine od po 10 sec). Sonikat je centrifugiran 10 min na 14000 obrt/min u stonoj
ependorf centrifugi na +4°C. Ekstrakt oslobodjen nerastvorljivog materijala je ¢uvan na —80°C,

a koncentracija proteina je odredjivana proteinskim esejom (BioRad).



[I1.23. IN VITRO OBELEZAVANJE CELIJA RADIOAKTIVNO OBELEZENIM
AMINOKISELINAMA 35S-METIONINOM 1 33S-CISTEINOM

Za izuCavanje- proteinsko-proteinskih interakcija koriS¢eni su proteinski ekstrakti
pripremljeni od Celija koje su gajene u prisustvu radioaktivno obelezenih aminokiselina
metionina i cisteina. Za obelezavanje, éelije su gajene u Soljama dijametra 100 mm. Pred
obelezavanje Celije su dva puta prane kompletnim PBS puferom a zatim je dodavan
odgovarajuéi medijum bez cisteina i metionina:

-za nediferencirane humane celije CHQS5B:DMEM (ili HAMSF10) bez cisteina i
metionina, 20 % dijalizovani serum, 2 mM glutamin i 50 pg/mL gentamicin,

-za diferencirane humane Celije CHQS5B: DMEM bez cisteina 1 metionina, 2 mM
glutamin, 50 ug/mL gentamicin i 0,4 % Ultroser G,

-za nediferencirane miSje Celije C2C12: DMEM bez cisteina i metionina, 10 %
dijalizovani serum, 2 mM glutamin i 50 ug/mL gentamicin,

-za diferencirane misje éelije C2C12: DMEM bez cisteina i metionina, 2 mM glutamin,
50 ug/mL gentamicin i 0,4 % Ultroser G.

U ovom medijumu Celije su inkubirane 3 sata a zatim je taj medijum zamenjen sa 5 mL
svezeg medijuma u koji je dodato 20 ul PRO-MIX-a (Amersham Pharmacia Biotech),
mesavine koja sadrzi oko 70 % L-[*°S] metionina i 30 % L-[**S] cisteina. Celije su inkubirane
20 h u medijumu sa radioaktivnim aminokiselinama koje su se za to vreme ugradjivale u
novosintetisane  proteine. Po  uklanjanju medijuma sa radioaktivno obelezenim
aminokiselinama, éelije su jednom prane kompletnim PBS puferom. Na Celije je sipano 3 mL
kompletnog PBS pufera sa proteinaznim i fosfataznim inhibitorima i celije su mehanicki

sakupljane sa Solja. Resuspendovane celije su obarane centrifugiranjem 7 min na 2000

obrt/min u klini¢koj centrifugi na +4°C, a zatim su prenoSene u ependorf epruvetu tako $to su

resuspendovane u | mL kompletnog PBS pufera sa proteinaznim i fosfataznim inhibitorima i
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ponovo obarane centrifugiranjem u Eppendorf stonoj centrifugi 2 min na 14000 obrt/min na

+4°C. Nakon ovog koraka pripreman je Celijski ekstrakt tako Sto su Celije resuspendovane u Ela
puferu (250 mM NaCl, 0,1 % NP40, 50 mM HEPES, pH 8) sa proteinaznim i fosfataznim

inhibitorima, kratko sonifikovane i lizat je centrifugiran 10 min na 14000 obrt/min u stonoj

Eppendorf centrifugi na +4°C. Zatim je odredjivana koncentracija proteina u dobijenom

ekstraktu i meren je specifi¢ni aktivitet (imp/min/ug proteina). Ovako dobijen Celijski ekstrakt

je do upotrebe Cuvan na —80°C.

[I1.24. GST ,,PULL DOWN”

U cilju detekcije proteina koji interaguju sa proteinom Ankrd2 i koji bi mogli ukazati na
njegovu eventualnu funkciju u misiénoj éeliji koris¢ena je metoda GST ,,pull down”. Protein
od interesa, koji je preko GST markera vezan za glutation-sefarozu, se inkubira sa proteinskim
ekstraktom dobijenim iz misi¢nih ¢elija u kojima se ocekuje prisustvo jednog ili vie proteina
koji sa njim interaguju. Proteini koji interaguju sa proteinom od interesa stvaraju kompleks koji
se izoluje kratkim centrifugiranjem. Nespecifiéno vezani proteini se uklanjaju pranjem
matriksa u prisustvu blagog deterdZzenta i kompleks se analizira elektroforezom na SDS
poliakrilamidnom gelu.

U ovom radu koris¢eni su rekombinantni proteini: F-Ankrd2-GST, N-Ankrd2-GST, C-
Ankrd2-GST i sam protein GST kao negativna kontrola, vezani za glutation sefarozu 4B. Kao
izvor proteina koji se vezuju za Ankrd2 koriéc’eﬁi su ekstrakti in vitro radioaktivno obeleZenih
nediferenciranih i diferenciranih humanih (CHQS5B) kao i nediferenciranih i diferenciranih
misjih (C2C12) miSi¢nih Celija. Reakcija vezivanja se odigravala u Ela puferu (250 mM NaCl,
0,1 % NP40, 50 mM Hepes, pH 8) koji je sadrzavao proteinazne inhibitore (bez EDTA) u

finalnoj zapremini od 200 uL uz blago meSanje na rotacionom tocku 1 sat na +4°C. Nakon
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vezivanja, kompleks je talozen kratkim centrifugiranjem (10 sec) u stonoj Eppendorf centrifugi
na 14000 obrt/min na +4°C. Nespecificno vezani proteini su uklanjani pranjem matriksa tri
puta po 5 min sa po 400 uL Ela pufera sa proteinaznim inhibitorima. Sefaroza sa vezanim
proteinima je resuspendovana u 10 uL dva puta koncentrovanog pufera za uzorak, a posle
dvominutne denaturacije na 100°C uzorci su analizirani elektroforezom na 15 % SDS
poliakrilamidnom gelu. Nakon elektroforeze, gel je fiksiran u rastvoru 50 % metanola i 10 %
siréetne kiseline dva puta po 10 min i suSen 1 sat pod vakumom na 80°C. Posle suSenja gela
radioaktivno obeleZeni proteini su vizuelizovani na Cyclon-u ili autoradiografijom na Kodak

filmu.

I11.25. INDIREKTNA IMUNOFLUORESCENCIJA

Unutardelijska lokalizacija i ekspresija Ankrd2 u toku diferencijacije humanih i miSjih
misi¢nih Celija ispitivana je metodom indirektne imunofluorescencije. Primarne humane
(CHQS5B) i mi$je (C2C12) miSiéne Celije su gajene u Soljama dijametra 35 mm na pokrovnim
staklima koja su tretirana kolagenom. Celije su najpre prane 2 puta sa po 2 mL PBS pufera, a
zatim su inkubirane 20 min sa 3 % paraformaldehidom da bi se fiksirale za podlogu (pokrovna
stakla). Paraformaldehid je inaktiviran inkubacijom c¢elija 5 minuta sa 0,1 M rastvorom glicina
u PBS puferu. Celije su ponovo prane PBS puferom i permeabilizovane jednocasovnom
inkubacijom u rastvoru 1 % BSA, 0,05 % Tween20, PBS. Nakon pranja sa 0,1 % BSA, 0,05 %
Tween20, PBS na Celije je nakapano razblaZzeno primarno antitelo. Celije su inkubirane sa
primarnim antitelom 1,5-2 h, a zatim je viSak nespecificno vezanog antitela uklanjan pranjem
¢elija rastvorom 0,1 % BSA, 0,05 % Tween20, PBS, 5 puta po 5 minuta. U istom puferu su
razblazena i sekundarna antitela konjugovana sa fluoresceinom (FITC), Texas Red, Alexa
Fluor 488 ili Alexa Fluor 565. Nakon jednocasovne inkubacije sa sekundarnim antitelom celije

su prane 5 puta po 5 minuta sa 0,1 % BSA, 0,05 % Tween20, PBS i jedan put destilovanom
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vodom da bi se uklonili tragovi soli poreklom iz PBS pufera. Pokrovno staklo sa ¢elijama je
zatim names$tano na mikroskopsko staklo na kome se nalazila jedna kap VECTASHIELD
Mounting Medium-a, (Vector Laboratories) koji usporava gubitak fluorescencije. 3MM
papirom je pokupljen viSak tenosti sa ivica pokrovnog stakla, a zatim je po ivicama nanoSen
lak za nokte koji spredava suSenje. Preparati su analizirani na konfokalnom mikroskopu
Axiovert 100M (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Nemacka) na uveanjima 40 i 100 puta,
koriste¢i kompjuterski program LSM 510.

Specifi¢na razblaZenja primarnih i sekundarnih antitela kori$¢enih u radu su naznacena
u konkretnim eksperimentima u poglavlju Rezultati.

U eksperimentima dvostruke imunofluorescencije antitela su nanoSena jedno za drugim,
a posle inkubacije sa svakim antitelom celije su prane 5 puta po 5 minuta puferom za pranje
(0,1 % BSA, 0,05 % Tween20, PBS). Vreme inkubacija sa svakim antitelom je bilo po jedan
sat.

Jedra mioblasta i miotuba su bojena propidijum jodidom (Sigma) i u tom sluéaju Celije
su tretirane sa 100 ug/mL RNaze za vreme permeabilizacije. Nakon poslednjeg pranja jedra su
bojena 5 minuta sa 3,5 ug/mL propidijum jodida, a zatim su ¢elije prane dva puta puferom za

pranje i jedan put destilovanom vodom. Propidijum jodid boii jedra crvenom bojom.

[11.25.1. Priprema pokrovnih stakala za imunofluorescenciju

Celije koje se koriste za imunofluorescenciju gaje se na pokrovnim staklima. Da bi
Celije ostale zalepljene tokom celog postupka, pokrovna stakla se tretiraju rastvorom kolagena
koncentracije 60 pg/mL (tip I izolovan iz repa pacova, Becton Dickinson Labware) u 0,02 M
sirCetnoj kiseli. Pokrovna stakla se poredjaju u petri Solju i na njih se paZljivo nanese rastvor
kolagena. Solje se zatim ostave u kapeli 2 sata da ispari siréetna kiselina. Nakon dva sata

aspiracijom se ukloni viSak tecnosti i pokrovna stakla se ¢uvaju na +4°C do upotrebe. Kada se
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smeste u Soljice u kojima Ce se gajiti Celije, pokrovna stakla se operu prvo PBS puferom, a

zatim se dodaju Celije rastvorene u odgovarajuéem hranljivom medijumu.

[11.26. IN VITRO FOSFORILACIJA PROTEINA KAZEIN KINAZOM I1

Kompjuterska analiza sekvence proteina Ankrd2 je pokazala da on poseduje Cetiri
potencijalna mesta za fosforilaciju kazein kinazom II (T-4, T-71, T-288 i S-322). Da li neko od
ovih mesta zaista moze biti fosforilovano i koje, analizirano je inkubacijom razli¢itih
fragmenata proteina Ankrd2, fuzionisanih sa GST, koji su sadrzavali odredjena potencijalna
mesta za fosforilaciju kazein kinazom II, radioaktivno obeleZzenog ATP-a i komercijalne kazein
kinaze II u kinaznom puferu. Koris¢eni su sledec¢i fragmenti proteina Ankrd2: F-Ankrd2 (5-333
ak), koji sadrzi drugo, trece i Cetvrto mesto, N-Ankrd2 (5-120 ak), koji sadrzi samo drugo
mesto, UC-Ankrd2 (5-316 ak) sa drugim i tre¢im mestom, C-Ankrd2 (279-333 ak) sa treéim i
Cetvrtim mestom i oligoC-Ankrd2 (317-333 ak) samo sa poslednjim, cetvrtim mestom za
fosforilaciju kazein kinazom II. Nijedan od koriS§¢enih konstrukata nije sadrzavao prvo mesto
za fosforilaciju kazein kinazom II koje je otkriveno naknadno, kada je utvrdjeno da je start
translacije 12 bp uzvodno od prvobitno detektovanog starta. Kao negativna kontrola koriscéen je
protein GST eksprimiran sa vektora pGEX-6P-3 zato Sto su svi konstrukti sadrzavali GST kao
marker. Svi proteini koji su izolovani i preciSCeni iz E. coli po ve¢ opisanoj proceduri
(poglavlje Preéiséavanje rekombinantnih proteina sa GST u nedenaturiSué¢im uslovima) bili su
vezani za glutation sefarozu. Kolicine proteina koriS¢ene u reakcijama bile su relativno
ujednacene i proverene elektroforezom na 15 % SDS poliakrilamidnim gelovima. Reakcione
smeSe su sadrzavale: rekombinantne proteine vezane za glutation sefarozu i oprane reakcionim
puferom, 10 uM ATP, pufer za kazein kinazu II (20 mM Hepes, pH 7,5, 20 mM MgCl,),
inhibitori proteaza (Complete, Boehringer), v*P-ATP i 500 U kazein kinaze II (BioLabs).

Smese su inkubirane 10 minuta na 30°C, a zatim su proteini vezani za matriks oprani dva puta
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sa po 500 uL pufera za kazein kinazu II, resuspendovani u puferu za uzorak i analizirani
elektroforezom na 15 % SDS poliakrilamidnim gelovima. Nakon elektroforeze gel je obojen

Gel Code reagensom (Pierce), a zatim osusen na 80°C pod vakuumom i eksponiran na

Kodakovom filmu za autoradiografije.

[11.27. UTVRDIJIVANJE PROMENE ELEKTROFORETSKE POKRETLJIVOSTI PRI

FORMIRANJU NUKLEOPROTEINA (EMSA-Electrophoretic mobility shift assay)

[11.27.1. Obelezavanje oligonukleotidne probe
Kao DNK proba u eksperimentima retardacije DNK u gelu koriS¢en je komercijalni
oligonukleotid firme Santa Cruz koji je sadrzavao vezivno mesto za transkripcioni faktor

NFkB. Sekvenca oligonukleotida kori§éenog u eksperimentima retardacije data je na Slici 9a.

a b

ATGTGAGGGGACTTTCCCAGGC TCTCGCATCACGTGACGAAGAT
TACACTCCCCTGAAAGGGTCCG AGAGCGTAGTGCACTGCTTCTA

Slika 9. Nukleotidne sekvence dvolancanih oligonukleotida koriS¢enih u eksperimentima
retardacije DNK u gelu.

a) DNK proba sa vezivnim mestom za transkripcioni faktor NFkB
b) nespecifi¢ni kompetitor sa vezivnim mestom za faktor USF

DNK proba je obelezavana na 5’ krajevima oba lanca T4 polinukleotid kinazom.
Reakciona sme3a je sadrzavala: 60 ng DNK probe (Santa Cruz), 70 mM Tris-HCI, pH 7,6, 10
mM MgCl,, 5 mM DTT, 20 U T4 polinukleotid kinaze (BioLabs) i 1 uL **P-yATP (3000

Ci/mmol). Reakcija se odvijala 1 h na 37°C, a zaustavljana je inkubacijom reakcione smeSe 10

min na 65°C.

Oslobadjanje od neugradjenih radioaktivnih nukleotida vrSeno je metodom
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molekulskog sejanja za $ta je koriS¢ena G-25 sefadeks kolona (Quick Spin Columns,
Boehringer) po uputstvu proizvodjaca. Koli¢ina inkorporiranog aktiviteta u precis¢enoj probi

merena je na scintilacionom brojacu.

I11.27.2. Pripremanje proteinskih ekstrakata

U reakcijama EMSA kao izvor aktivnog NFkB koji moZe da veZze DNK koriS¢eni su
proteini izolovani iz humanih mi$iénih celija CHQS5B koje su bile tretirane nekroti¢nim
faktorom tunora TNFa. Proteinski ekstrakti su pripremani na dva nacina pri ¢emu su izolovani

totalni ili samo jedarni proteini.

[11.27.2.1. Tretiranje humanih misi¢nih celija CHQS5B nekroti¢nim faktorom tumora

Humane primarne miSi¢ne celije CHQS5SB su gajene po ve¢ opisanoj proceduri
(poglavlje Celijska kultura). Kada su Celije dostigle dovoljnu konfluentnost za diferenciranje,
medijum za gajenje nediferenciranih Celija je zamenjivan medijumom za diferencijaciju u koji
je dodato 10 ng/mL TNFa (Sigma). Nakon dvadesetletvoroCasovne inkubacije celije su

sakupljane i koriS¢ene za pripremanje proteinskih ekstrakata.

[11.27.2.2. Pripremanje totalnih ekstrakata

Primarne humane miSi¢ne Celije CHQSB tretirane nekroticnim faktorom tumora su
resuspendovane u TOTEX puferu za lizu (20 mM Hepes, pH 7,9, 350 mM NaCl, 20 %
glicerol, 1 % Nonidet P-40, | mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1| mM DTT, 0,1 %
PMSF, 0,1 % aprotinin) (Kaliman et al, 1999), kratko so.niﬁkovane na ledu a zatim je lizat
centrifugiran 15 min na 14000 obrt/min u stonoj Eppendorf centrifugi na +4°C. Bistri

supernatant je alikvotiran, zamrznut u suvom ledu i ¢uvan na —80°C do upotrebe.
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[11.27.2.3. Pripremanje jedarnih ekstrakata

Jedarni ekstrakti su pripremljeni po modifikovanoj Dignamovoj metodi (Dignam et al.,
1983). Modifikacija se sastoji u tome $to su Celije lizirane propuStanjem kroz insulinsku iglu
posto je veoma teSko dobiti dovoljne kolicine ¢elija za homogenizaciju, a koriS¢eni su sli¢ni
puferi kao u Dignamovoj metodi. Nakon sakupljanja, ¢elije su prane hladnim puferom A (10
mM Hepes, pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT, koktel proteinaznih inhibitora,
Boehringer), a zatim resuspendovane u istom puferu. Celije su lizirane propustanjem
suspenzije kroz insulinsku iglu 20 puta. Jedra su obarana centrifugiranjem 8 sec na 14000
obrt/min u stonoj Eppendorf centrifugi na +4°C, a supernatant uklanjan. Jedra su
resuspendovana u puferu C (20 mM Hepes, pH 7,9, 25 % glicerol, 420 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF), tako Sto je dodavano 50 uL pufera C na
100 uL jedarnog taloga. Jedra su lizirana inkubacijom na ledu najmanje 15 min. Zatim je
liziranim jedrima dodavana jednaka zapremina pufera D (20 mM Hepes, pH 7,9, 20 % glicerol,
0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT), uzorak je promeSan i centrifugiran 20 min na
14000 obrt/min u stonoj Eppendorf centrifugi na +4°C. Dobijeni supernatant je alikvotiran,

zamrzavan u suvom ledu i ¢uvan na —80°C do upotrebe.

[11.27.3. In vitro sinteza proteina

Za in vitro sintezu proteina kori$en je TnT Coupled Reticulocyte Lysate System
(Promega) sa kojim je moguce u jednom koraku, a krenuvsi od DNK matrice, dobiti sintetisan
protein. U ovom radu su koriS¢ena dva proteina dobijena na ovaj nacin: Ankrd2 i MAD3
(humani IkBa). cDNK Ankrd2 je subklonirana u vektor pPCDNA3 (Invitrogen), dok je MAD3
cDNK klonirana u Rc¢/CMV vektor (Invitrogen). Oba DNK fragmenta su klonirana u
orijentaciji koja omogucava transkripciju sa T7 promotora. Reakcione smeSe su sadrzavale: 1

ug odgovaraju¢e DNK matrice, 25 uL retikulocitnog lizata, 2 uL reakcionog pufera, 1 uL T7
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polimeraze, 0,5 uL meSavine aminokiselina bez metionina, 0,5 uL meSavine aminokiselina bez
cisteina, 1 uL RNazina (inhibitor ribonukleaza) i vodu do 50 uL. Uzorci su inkubirani 90 min
na 30°C, a zatim zamrzavani u suvom ledu i ¢uvani na —80°C. Produkti in vitro sinteze su

proveravani Western blot analizom.

[11.27.4. Pripremanje kompetitorske DNK

U reakcijama retardacije DNK u gelu kao specifican kompetitor koriS¢en je dvolanéani
oligonukleotid duzine 22 bp koji je sadrzavao mesto za vezivanje transkripcionog faktora
NFkB (identican oligonukleotid je koris¢en i kao DNK proba, samo §to je bio komercijalan), a
oligonukleotid iste duZine sa vezivnim mestom za USF faktor (upstream stimulatory factor),
Cija je sekvenca data na Slici 9b, je koris¢en kao nespecifi¢ni kompetitor. Za oba
oligonukleotida naruceni su komplementarni lanci od Sigma Genosis, a zatim je dvolancana
DNK pripremljena reakcijom renaturacije. Reakcione smeSe su sadrzavale po 25 uL 100 uM
jednolan¢anih DNK i 50 uLL 2x pufera za renaturaciju (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM
NaCl i 2 mM EDTA). Uzorci su inkubirani 5 minuta na 95°C, a zatim su postepeno hladjeni do
sobne temperature. Efikasnost renaturacije je analizirana elektroforezom produkata na 20 %

poliakrilamidnom gelu u TBE puferu i bojenjem DNK etidijum bromidom.

[11.27.5. Izvodjenje testa EMSA

Jedarni (6ug) ili totalni (35pg) proteini izolovani iz primarnih humanih misiénih éelija
CHQ5B koje su bile tretirane 24 h sa 10 ng/mL TNFa su inkubirani sa 2 pg poly dI-dC i | ug
dvolanéanog nespecifi¢nog kompetitora koji sadrzi mesto vezivanja USF faktora u NF puferu
(10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1| mM EDTA, 4 % glicerol, 80 ug/mL
DNK sperme lososa) (Kaliman er al., 1999). Po potrebi u reakcione smeSe su takodje dodavani

i proteini: Ankrd2 (sintetisan u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju ili kao GST
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rekombinantni protein prec¢isen iz E. coli), MAD3 (sintetisan u sistemu za in vitro
transkripciju i translaciju) i GST (preciSéen iz E. coli). Nakon tridesetominutne inkubacije na
ledu u reakcione smeSe je dodavan 1 ng radioaktivno obelezene probe i smeSa je dodatno
inkubirana 30 min na 25°C. Reakcije su zaustavljane dodavanjem boje za uzorak. Dobijeni
kompleksi su razdvajani na 6 % nativnim poliakrilamidnim gelovima u TBE puferu. Nakon
elektroforeze gel je suSen pod vakuumom na 80°C i autoradiografisan. Specifi¢nost
detektovanih kompleksa je verifikovana dodavanjem neobelezenog kB oligonukleotida u 120
puta molarnom viSku. Prisustvo p65 subjedinice transkripcionog faktora NFkB u pojedinim
kompleksima ustanovljeno je supershift esejom, dodavanjem 4 uL. monoklonskog antitela na
p65 subjedinicu (sc-8008, Santa Cruz) u reakcionu smeSu pre dodavanja radioaktivno

obelezene probe.
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IV. REZULTATI

U ovom radu izloZeni su rezultati karakterizacije novog humanog misi¢nog proteina
Ankrd2 (od ankyrin repeat domain 2). Kemp i koautori (Kemp ez al., 2000) su opisali mi§ji
homologni protein Ankrd2, tako da je isto ime usvojeno i za humani protein (Pallavicini et al.,

2001).

[V.1. STRUKTURNA ANALIZA PROTEINA Ankrd2

Primarna sekvenca proteina Ankrd2 analizirana je raznim kompjuterskim programima
koji predvidjaju prisustvo odredjenih proteinskih motiva. Na ovaj nain dobijeni su podaci koji
su pomogli u odabiranju pravaca daljeg istraZzivanja.

Analizom proteina Ankrd2 za prisustvo najce$¢ih proteinskih motiva koriS¢enjem
programa Pfam i SMART detektovana su 4 ankirinska ponovka i u humanom i u miSjem
proteinu na pozicijama: 153.-185. ak, 186.-218. ak, 219.-251. ak i 252.-284. ak. Program
SMART predvidja postojanje i petog ankirinskog ponovka na poziciji 121.-149. ak.

Kompjuterska analiza sekvence aminokiselina programom ScanProsite ukazala je na
prisustvo nekoliko potencijalnih mesta za fosforilaciju razlic¢itim kinazama:

-6 mesta za fosforilaciju ¢c-AMP zavisnom kinazom (T-15, T-35, S-72, T-156, S-162 i
T-326),

-4 mesta za fosforilaciju kazein kinazom II (T-4, T-71, T-288 i S-322),

-2 mesta za fosforilaciju kalmodulin zavisnom protein kinazom II (T-35 i S-72),

-jedno mesto za fosforilaciju cGMP-zavisnom kinazom (S-72) i

-jedno mesto za fosforilaciju protein kinazom C (S-322).

PESTfind (EMBnet, Austrija) program predvidja, i u humanom i u miSjem proteinu,

postojanje PEST sekvenci koje predstavljaju proteoliticki signal za brzu degradaciju proteina.
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U humanom proteinu PEST sekvenca se nalazi na poziciji od 107.-127. ak
(HEPPPEPEEITGPVDEETFLK), dok mi§ji Ankrd2 ima dve PEST sekvence,
RDALAAAQEPPPEPEEITGPVNEETFLK (100.-127. ak) i HPEPESEQNGLER (306.-318.
ak). Takodje su prisutne i dve slabije PEST sekvence, KTPTDLVQLWQADTR (287.-301. ak)
u oba proteina, i HNGLEGPNDSGR (313.-324. ak) u humanom, a MEGTMEGPEAVQR (1.-
13. ak) u miSjem proteinu. PEST sekvence su takodje prisutne i u ve¢ pomenutom proteinu
CARP/MARP/C-193.

Protein Ankrd2 poseduje i signal za lokalizaciju u ¢elijskom jedru (92-96 ak, RKKRK),
ali ga kompjuterski program PSORT svrstava u citoplazmati¢ne proteine. U ovom radu je
pokazano da protein Ankrd2 moZze biti lokalizovan i u jedru i u citoplazmi. Takodje je i protein
CARP/MARP/C-193 Kklasifikovan kao citoplazmatiéni protein programom PSORT iako
poseduje signal za lokalizaciju u jedru. Eksperimentalno je pokazano da protein
CARP/MARP/C-193 zaista ima jedarnu lokalizaciju i kao endogena forma (Zou et al., 1997) i
kao protein eksprimiran u transfektovanim ¢elijama (Chu et al., 1995; Baumeister et al., 1997;

Jeyaseelan ez al., 1997).

IV.2. PRIPREMANIJE POLIKLONSKIH ANTITELA NA PROTEIN Ankrd2

U cilju karakterizacije proteina Ankrd2 koriS¢ena su 4 miSja antitela i to: poliklonska
antitela na ceo protein (F-Ankrd2) i na N- i C-terminalni region proteina Ankrd2 (N-Ankrd2 i
C-Ankrd2), kao i monoklonsko antitelo na C-terminalni region proteina Ankrd2. Pripremanje

monoklonskog antitela na Ankrd2 nece biti opisano u ovom radu.

[V.2.1. Dobijanje antigena
Za imunizaciju miSeva koriS¢eni su rekombinantni proteini sa His markerom, F-

Ankrd2, N-Ankrd2 i C-Ankrd2, eksprimirani u bakterijskim celijama i preciSceni u
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denaturiSu¢im uslovima, kao §to je opisano u Metodama. Rekombinantni protein F-Ankrd2 nije
posedovao prve Cetiri aminokiseline proteina Ankrd2 (5-333 ak) jer prvobitno nije bilo poznato
da je pocetni ATG kodon 12 bp uzvodno. Tek naknadno je dokazano da je taj uzvodni ATG
kodon pocetak translacije. Zato svi fragmenti DNK koji kodiraju N-terminalni region proteina
Ankrd2 pocinju od 13. baznog para. Rekombinantni protein N-Ankrd2 je sadrzavao N-
terminalni region proteina Ankrd2 i deo ankirinskih ponovaka (5-173 ak), dok je C-Ankrd2
obuhvatao C-terminalni region ovog proteina i takodje deo ankirinskih ponovaka (241-333 ak).

cDNK koja je kodirala razli¢ite fragmente proteina Ankrd2 umnoZzavana je metodom
lanc¢ane polimerizacije (PCR) specifi¢nim grani¢nicima koji su navedeni u poglavlju Materijal i
Metode. Fragmenti DNK su pripremani za ligaciju sa ekspresionim vektorom digestijom
odgovarajucim restrikcionim enzimima. KoriS¢en je ekspresioni vektor pQE30 (QIAGEN) koji
je takodje secen istim restrikcionim enzimima i defosforilisan alkalnom fosfatazom, CIP (calf
intestine alcaline phosphatase). Posle ligacije, transformisane su bakterijske Celije E. coli, soj
M15 [pREP4]. Analizom veéeg broja dobijenih kolonija odabirana je jedna koja je sadrzavala
ispravan konstrukt. Taénost primarne sekvence kloniranog fragmenta utvrdjivana je
sekvenciranjem DNK. Veca koli¢ina rekombinantnog proteina potrebna za injeciranje u
Zivotinje izolovana je iz bakterijske kulture indukovane IPTG-om. Proteini su preciS¢avani u

denaturiSuéim uslovima (u prisustvu 8 M uree).

[V.2.2. Dobijanje antitela

Svake druge nedelje proteini su injecirani miSevima intraperitonealno a sedam dana
nakon injeciranja uzimana im je krv i pripreman je serum. Pre poCetka injeciranja, serum
svakog miSa je proveravan Western blot analizom na prisustvo antitela koja prepoznaju
humane proteine. Samo u slucaju negativne reakcije preimunog seruma sa proteinima

izolovanim iz humanog miSiénog tkiva, miSu su injecirani proteini na koje su produkovana
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antitela. Prisustvo antitela na protein Ankrd2 u serumu dokazivano je Western blot analizom na
uzorku proteina izolovanih i1z humanog miSi¢nog tkiva. Na ovaj naCin napravljena su tri

poliklonska antitela: na ceo protein i na N- i C-terminalni region proteina Ankrd2.

[V.2.3. Mapiranje antigenih epitopa

S obzirom da protein Ankrd2 u svom centralnom delu sadrzi ankirinske ponovke koji su
prisutni u velikom broju proteina bilo je potrebno precizno mapirati epitope svih antitela jer su
proteini kori§¢eni za imunizaciju obuhvatali i deo proteina Ankrd2 sa ankirinskim ponovcima.

Od kolega iz Padove dobijeni su ve¢ pripremljeni proteinski ekstrakti Celija kvasca koji
su sadrzavali eksprimirane sledede fragmente proteina Ankrd2: 5.-67. ak, 5.-116. ak, 5.-146.
ak, 5.-185. ak, 5.-220. ak, 5.-251. ak, 5.-297. ak i 5.-333. ak. Na 15 % SDS poliakrilamidnim
gelovima razdvajani su proteini iz 30 ug Celijskog ekstrakta 1 protein Ankrd2 je detektovan
Western blot analizom. Kao primarna antitela kori$¢ena su: monoklonsko antitelo (razblazenje
1:200), poliklonska antitela na N-terminalni region (razblazenje 1:400), poliklonska antitela na
C-terminalni region (razblazenje 1:400) i poliklonska antitela na ceo protein Ankrd2
(razblaZenje 1:400). Kao sekundarno antitelo koriS¢eno je antimi§je antitelo konjugovano sa
alkalnom fosfatazom (razblazenje 1:15000). Sa antitelima na N-terminalni region i ceo protein
svi konstrukti su dali pozitivan signal, dok sa antitelima na C-terminalni region i
monoklonskim antitelom nijedan konstrukt nije dao pozitivan signal. Negativna kontrola su bili
proteini iz ekstrakta netransformisanih kva$cevih celija. Na osnovu ovih rezultata je zakljuceno
da se epitopi za vezivanje monoklonskog i poliklonskih antitela na C-terminalni region
proteina Ankrd2 nalaze u regionu proteina od 298.-333. ak, dok za poliklonska antitela na N-
terminalni region rezultati nisu bili informativni. PoSto se ankirinski ponovci prostiru do 284.
ak zakljuéeno je takodje da su monoklonsko i poliklonska antitela na C-terminalni region

proteina Ankrd2 specifi¢na za taj protein jer ne reaguju sa ankirinskim ponovcima.
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Zatim je aminokiselinska sekvenca regiona proteina Ankrd2 od 298.-333. ak analizirana

kompjuterskim programom ProtScale (www.expasy.ch) kojim je izracunata hidrofobnost datog
fragmenta prema skali Kyte and Doolittle (Slika 10, A) i % aminokiselinskih ostataka koji su
dostupni tj. izlozeni spoljasnjoj sredini (Slika 10, B) i samim tim predstavljaju moguce

antigene epitope. Analizom dobijenih grafika je zaklju¢eno da u tom regionu postoje dva
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Slika 10. Grafici na kojima su predstavljeni: A) hidrofobnost i B) izloZzenost niza
aminokiselina spoljasnoj sredini fragmenta proteina Ankrd2 od 298.-333. ak.

fragmenta sa najvecom verovatnocom da predstavljaju antigene epitope za vezivanje

monoklonskog i poliklonskih antitela na C-terminalni region proteina Ankrd2. To su fragmenti
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od 305.-314. ak i 317.-328. ak (Slika 11, sekvence oiviene crvenim i plavim
pravougaonicima). Interesantno je da fragment od 317.-328. ak sadrzi Cetvrto mesto za
fosforilaciju kazein kinazom II (S-322). Na Slici 11 prikazan je region proteina Ankrd2 za koji
je pretpostavljeno da sadrzi epitope za vezivanje monoklonskog i poliklonskih antitela na C-

terminalni region proteina Ankrd2.
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Slika 11. Deo proteina Ankrd2 (280.-333. ak) za koji je pretpostavljeno da sadrZi epitope za
vezivanje monoklonskog i poliklonskih antitela na C-terminalni region proteina Ankrd2.

Crvenom i plavom strelicom oznaCena je poslednja aminokiselina odgovarajueg konstrukta. Debelom crnom
linijom je podvucena sekvenca proteina oligoC-Ankrd2. Crnim pravougaonicima su obeleZena potencijalna mesta
za fosforilaciju kazein kinazom II u tom regionu. Crvenim i plavim pravougaonicima su oznaceni nizovi od devet
aminokiselina za koje je kompjuterski program ProtScale pokazao da predstavljaju najverovatnije antigene
epitope.

Na osnovu ovih teorijskih podataka pripremljeni su dodatni konstrukti za precizno
mapiranje antigenih epitopa za monoklonsko i poliklonska antitela na C-terminalni region

proteina Ankrd2. U ekspresioni vektor pGEX-6P-3 klonirani su fragmenti DNK koji su



obuhvatali sledede delove ¢cDNK Ankrd2: od 13.-969. bp (DC-Ankrd2), 13.-948. bp (UC-
Ankrd2) i 949.-999. bp (oligoC-Ankrd2). Takodje je pripremljen konstrukt AC-Ankrd2 (361.-
999. bp) koji je obuhvatao deo proteina Ankrd2 sa svim ankirinskim ponovcima i C-
terminalnim regionom proteina (121.-333. ak) radi mapiranja epitopa koje prepoznaju
poliklonska antitela na N-terminalni region proteina. U ovom slucaju je jedino bilo bitno da
antitela na N-terminalni region proteina Ankrd2 ne prepoznaju deo proteina sa ankirinskim
ponovcima. Nakon ekspresije u E. coli 1 purifikacije na glutation sefarozi 4B dobijeni su
fragmenti proteina Ankrd2 koji su obuhvatali sledece regione proteina Ankrd2: UC-Ankrd2
(5.-316. ak) je sadrzavao prvi potencijalni antigeni epitop (305.-314. ak), DC-Ankrd2 (5.-323.
ak) je obuhvatao prvi (305.-314. ak) i polovinu drugog (317.-333. ak) potencijalnog epitopa,
tacno do sredine Cetvrtog mesta za fosforilaciju kazein kinazom II i oligoC-Ankrd2 (317.-333.
ak) koji je ukljuCivao ceo drugi potencijalni antigeni epitop (317.-328. ak). Western blot
analiza sa svim antitelima na Ankrd2 ukljucila je sledece fragmente proteina Ankrd2: F-
Ankrd2 (5.-333. ak), DC-Ankrd2 (5.-323. ak), UC-Ankrd2 (5.-316. ak), AC-Ankrd2 (121.-333.
ak), N-Ankrd2 (5.-120. ak), C-Ankrd2 (279.-333. ak) i oligoC-Ankrd2 (317.-333. ak).
Sematski prikaz svih fragmenata proteina Ankrd2 fuzionisanih sa GST markerom dat je na
Slici 12.

Posto su svi proteini sadrzavali i GST, sam GST protein predstavljao je negativnu
kontrolu. Apsolutna koncentracija ovih proteina nije odredjivana nego su samo njihove
relativne koli¢ine ujednacene i proverene elektroforezom na 15 % SDS poliakrilamidnim
gelovima (Slika 13, A), a za Western blot analizu koriS¢ena je pedeset puta manja koli¢ina
proteina. Na pet 15 % SDS poliakrilamidnih gelova puSteni su navedeni uzorci istim
redosledom 1 proteini su posle razdvajanja preneti na najlonsku membranu. Membrane su
inkubirane u prisustvu primarnih antitela: monoklonskog antitela (razblazenje 1:200) 1

poliklonskih antitela na N-terminalni region (razblazenje 1:400), C-terminalni region
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(razblazenje 1:400) i ceo protein Ankrd2 (razblazenje 1:400). Peta membrana je inkubirana sa
serumom neimunizovane zivotinje (razblazenje 1:400) koji je sluzio kao negativna kontrola.
Koris¢eno je anti miSje sekundarno antitelo (Sigma, razblazenje 1:10000) konjugovano sa

alkalnom fosfatazom, a proteini su detektovani supstratima NBT i BCIP.

3 F-Ankrd2/GST (5-333aa)
DC-Anlad?/GST (5-323aa)
UC-Ankad2/GST (5-316aa)
== AC-Ankd2/GST (120-333aa)

N-Ankrd?/GST (5-120aa)

O_ C-Ank2/G ST (079-33322)
O GST <} oligoC-Anlad2/G ST (317-333aq)

[ s o

Slika 12. Sematski prikaz razliCitih fragmenata proteina Ankrd2 fuzionisanih sa GST koji su
koriséeni za mapiranje antigenih epitopa antitela na protein Ankrd2.

Zutim osmougaonicima je predstavljen GST marker, a crvenim pravougaonicima ankirinski ponoveci.

Sa antitelom na ceo protein (Slika 13, B) dobijeni su signali sa svim konstruktima, osim
sa GST kontrolom §to je dokaz da su na membranu preneti svi proteini.

Sa antitelom na N-terminalni region pfoteina Ankrd2 (Slika 13, C) signal je dobijen sa
konstruktima F-Ankrd2, UC-Ankrd2, DC-Ankrd2 i N-Ankrd2 koji su sadrzavali N-terminalni
region proteina Ankrd2. Sa konstruktima AC-Ankrd2, C-Ankrd2 i oligoC-Ankrd2, kao i sa
GST kontrolom nije dobijen signal. Konstrukt AC-Ankrd2 je obuhvatao sve ankirinske

ponovke i C-terminalni region tako da se moglo zakljuciti da poliklonska antitela na N-
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Slika 13. Precizno mapiranje epitopa monoklonskog i poliklonskih antitela na C-terminalni
region proteina Ankrd2.

Razli¢iti regioni proteina Ankrd2 fuzionisani sa GST eksprimirani su u E. coli. Ujednacene koliCine
rekombinantnih proteina su naneSene na SDS poliakrilamidne gelove i analizirane su Western blot analizom.
Kori$éena su slede¢a primarna antitela: anti F-Ankrd2 (B), anti N-Ankrd2 (C), anti C-Ankrd2 (D) i monoklonsko
antitelo (E). Serum neimunizovne zivotinje (F) je kori§¢en kao negativna kontrola. Na gel koji je bojen (A)
nanesena je pedeset puta veca koli¢ina proteina. Brojevima sa leve strane oznacene su molekulske mase proteina u




terminalni region ne prepoznaju epitop u okviru ankiriskih ponovaka, $to znaci da su specifi¢na
za protein Ankrd2 i da ne bi trebalo da reaguju sa drugim proteinima koji takodje imaju
ankirinske ponovke.

Sa antitelom na C-terminalni region proteina Ankrd2 (Slika 13, D) signal je dobijen sa
konstruktima F-Ankrd2, DC-Ankrd2, UC-Ankrd2, AC-Ankrd2, C-Ankrd2 i oligoC-Ankrd2,
dok sa konstruktima N-Ankrd2 i samim GST proteinom antitelo nije reagovalo. Na osnovu
ovih rezultata moglo se zakljuciti da poliklonska antitela na C-terminalni region reaguju sa
najmanje dva potencijalna epitopa u tom regionu i ne prepoznaju deo proteina sa ankirinskim
ponovcima te su i ona specifiéna za protein Ankrd2. Monoklonsko antitelo (Slika 13, E) je
reagovalo sa konstruktima F-Ankrd2, AC-Ankrd2, C-Ankrd2 i oligoC-Ankrd2, dok signal nije
dobijen sa konstruktima DC-Ankrd2, UC-Ankrd2, N-Ankrd2 i samim GST proteinom.
Zaklju€eno je da je epitop monoklonskog antitela u okviru fragmenta od 317-333 ak, Cime je
potvrdjena teorijska pretpostavka.

Sa serumom neimunizovane Zivotinje (Slikal3, F) nije dobijen signal ni sa jednim
konstruktom na osnovu ¢ega je zakljuceno da Zivotinje nisu posedovale antitela na protein
Ankrd2 ili njemu sli¢an protein pre imunizacije.

Ovim eksperimentima je potvrdjeno da su poliklonska antitela na N- i C-terminalni
region proteina Ankrd2 i monoklonsko antitelo specifi¢na za protein Ankrd2 i da dobijeni
rezultati predstavljaju realnu sliku, a ne artefakt usled reagovanja ovih antitela sa drugim

proteinima koji imaju ankirinske ponovke.

IV.3. EKSPRESIJA PROTEINA Ankrd2 U HUMANIM TKIVIMA

Tkivna specificnost ekspresije proteina Ankrd2 analizirana je Western blot analizom

.....

ekspresije proteina Ankrd2. Kori$ceni su komercijalni proteinski ekstrakti (Clontech) sledec¢ih
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humanih tkiva: srca, miSica skeleta, mozga, placente, testisa, ovarijuma, slezine, bubrega, jetre
i pluéa. Na 15 % SDS poliakrilamidni gel nanoSeno je 10 ug proteina izolovanih iz srca i
miSica skeleta i 60 ug proteina izolovanih iz ostalih tkiva. Nakon razdvajanja elektroforezom,
proteini su preneti na najlonsku membranu (Immobilon P, Millipore), a kao primarna antitela
koriS¢ena su sva Cetiri antitela na protein Ankrd2, poliklonska antitela na ceo protein (Slika 14,
A), na N-terminalni (Slika 14, B) i C-terminalni region (Slika 14, C), kao i monoklonsko

antitelo (Slikal4, D). Serum neimunizovane zivotinje je koriS¢en kao negativna kontrola (Slika

14, E).
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Slika 14. Ekspresija proteina Ankrd2 u humanim tkivima.

Protein Ankrd2 je detektovan u razliitim humanim tkivima Western blot analizom. Na 15% SDS
poliakrilamidnim gelovima su razdvojeni proteini srca i skeletnih misica (10ug), kao i mozga, placente, testisa,
slezine, bubrega, jetre i pluca (60pg). Proteini su preneti na najlonske membrane (Immobilon P, Millipore), a
protein Ankrd2 je detektovan migjim poliklonskim antitelima na: F-Ankrd2 (A), N-Ankrd2 (B) i C-Ankrd2 (C)
kao i monoklonskim antitelom na C-Ankrd2 (D). Kao negativna kontrola koriSen je serum neimunizovane
Zivotinje (E). Sva primarna antitela su bila 200 puta razblazena. Kao standard molekulskih masa koriS¢en je bojeni
marker §irokog opsega (Sigma). Sa leve strane brojevima su oznacene molekulske mase proteina u kDa.
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Sva primarna antitela su bila razblazena 200 puta. Kao sekundarno antitelo kori$éeno je
antimiSje antitelo konjugovano sa alkalnom fosfatazom (Sigma), razblazeno 10000 puta a
proteini su vizualizovani supstratima BCIP i NBT. Na gel je takodje nanoSen i marker
molekulskih masa (kolor marker Sirokog opsega, Sigma). Sa svim antitelima je detektovana
traka od 42 kDa koja je najjaca u skeletnim misi¢ima, zatim u srcu, a takodje je detektovana i
traka iste veli¢ine u bubregu. Osim toga, poliklonskim antitelima na C-terminalni region
proteina Ankrd2, u placenti, testisu, slezini i jetri detektovan je i protein vece molekulske mase,
od oko 70 kDa ali identitet tog proteina nije utvrdjen. Ovakav ekspresioni profil proteina
Ankrd2, tj. njegova ekspresija u skeletnim miSi¢ima, srcu i bubregu potvrdila je rezultate
dobijene Northern blot analizom i metodom reverzne amplifikacije (RT-PCR) (Pallavicini et
al., 2000).

Za odredjivanje priblizne koli¢ine proteina Ankrd2 u humanom srcu i skeletnim
misi¢ima kori§¢ena je metoda koja omogucava odredjivanje relativne koliine odredjenog
proteina u ekstraktima tkiva na osnovu intenziteta signala dobijenog Western blot analizom
(Valle et al., 1997). Na 15 % SDS poliakrilamidne gelove su nanete poznate koli¢ine (2,5, 5,
10, 20 1 40 ng) rekombinantnog proteina Ankrd2 preciS¢enog u denaturisanim uslovima i
totalni proteini srca (10 i 20 ng) i skeletnih miSic¢a (5 1 10 ug). Nakon elektroforeze, proteini su
preneti na najlonsku membranu, a protein Ankrd2 je detektovan Western blot analizom (Slika
15). Koris¢ena su poliklonska antitela na N-terminalni region proteina razblazena 400 puta.
Detektovano je manje proteina Ankrd2 u srcu (10 ng u 10 pg totalnih proteina ili 0,1 %) nego u

skeletnim misi¢ima (20 ng u 5 ug totalnih proteina ili 0,4 %). Kao pozitivna kontrola koris¢en

.....

.....

koli¢inu nekog proteina u miSiénom tkivu 1 bazirana je na dve pretpostavke: proteini iste

veli¢ine se istom efikasno$¢u prenose sa gela na membranu i antitela imaju isti afinitet prema
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Slika 15. Western blot analiza poznatih koli¢ina rekombinantnog proteina Ankrd2 (desno) i
poznatih koli¢ina ukupnih proteina (levo) humanog srca (10 pug i 20 ug) i skeletnih misica (5
ugil0 ug).

Rekombinantni protein poseduje dodatne aminokiseline usled prisustva His markera pa je malo veci od nativnog
proteina i putuje sporije od njega.

prema nativnom i rekobinantnom proteinu. Unutar ovih ograni¢enja ova metoda daje razumnu

aproksimaciju koli¢ine nekog proteina u ispitivanom uzorku.

IV.4. LOKALIZACIJA PROTEINA Ankrd2 U MISICNIM CELIJAMA TOKOM NJIHOVE
DIFERENCIJACIJE

Za lokalizovanje proteina Ankrd2 unutar Celije i pracenje njegove ekspresije tokom
diferencijacije misi¢nih Celija koriS¢ene su humane primarne miSi¢ne Celije CHQS5B 1 miSje
misi¢ne Celije C2C12. Gajene u medijumu koji sadrZi serum, nediferencirane miSi¢ne celije,
mioblasti, prolaze kroz normalan delijski ciklus i dele se (Slika 16, A). Postizanjem
konfluentnosti od oko 80% i zamenom medijuma, mioblasti prestaju da se dele, izduZuju se,
rastu (Slika 16, B) i pocinju da se fuzioniSu. Stvaraju se velike viSejedarne miSi¢ne celije,
mioblasti (Slika 16, C i D). '

Misiéne celije u kulturi su gajene u medijumu sa 20 % serumom, a zatim Su
diferencirane u medijumu bez seruma, a u prisustvu zamene za serum, UltroserG (GibcoBRL).

Upotrebom ovog preparata postize se znatno efikasnija diferencijacija miSi¢nih celija (Benders
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et al., 1991) nego koris¢enjem insulina i transferina, faktora koji se uobicajeno koriste za

diferencijaciju mi$i¢nih celija u kulturi.

Slika 16. Faze u rastu i diferencijaciji migi¢nih celija na primeru humanih primarnih misi¢nih
¢elija CHQSB.

A) mioblasti, nediferencirane misiéne celije, (uveéanje 40x), B) miotube, miSi¢ne Celije u ranoj fazi
diferencijacije, (uveéanje 40x), C) miotuba u kasnoj fazi diferencijacije sa velikim brojem jedara, (uvecanje 40x),
D) diferencirane misi¢ne Celije, (uvecanje 10x).

Pre pocletka diferencijacije i svaki dan nakon diferencijacije, metodom indirektne
imunofluorescencije praena je ekspresija proteina Ankrd2 u nediferenciranim (Slika 17, 0
dana) i diferenciranim (Slika 17, 2, 4 i 6 dana) miSi¢nim celijama. Kao primarna antitela
koriS¢ena su sva antitela na protein Ankrd2, a na Slici 17 su prikazani rezultati dobijeni sa
monoklonskim antitelom (Slika 17, B) razblazenim 30 puta i poliklonskim antitelima na N-
terminalni region proteina Ankrd2 (Slika 17, C) razblazenim 40 puta. Antitelom na miozin,
razblazenim 50 puta, detektovan je ovaj protein u miotubama jer se miozin eksprimira samo u
diferenciranim celijama (Slika 17, D). Miozin je kori$¢en kao kontrola diferencijacije miSi¢nih

Celija, dok je serum neimunizovane Zzivotinje koriS¢en kao negativna kontrola (Slika 17, A).
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Kao sekundarno antitelo koriséeno je anti misje antitelo konjugovano sa fluoresceinom (FITC)
razblazeno 200 puta. Preparati su analizirani na konfokalnom mikroskopu Axiovert 100M
(Zeiss), koriste¢i kompjuterski program LSM510. Moze se primetiti da intenzitet dobijenog
signala u toku diferencijacije raste, tj. da se koliina proteina Ankrd2 povecava tokom

diferencijacije miSi¢nih Celija. Proteina najmanje ima u mioblastima, a najviSe u miotubama.

Slika 17. Ekspresija proteina Ankrd2 u humanim primarnim misi¢nim celijama CHQSB u toku
diferencijacije.

Protein Ankrd2 je detektovan monoklonskim antitelom (B) i poliklonskim antitelima na N-terminalni region
proteina (C) Kao dokaz da su se ¢elije diferencirale, antitelom na miozin detektovan je ovaj protein (D) koji se
eksprimira samo u diferenciranim éelijama (2, 4 i 6). Kao negativna kontrola koris¢en je serum neimunizovane
zivotinje (A). Jedra su bojena propidijum jodidom (crveno), a preparati su analizirani na konfokalnom
mikroskopu, uvecanje 40x. Brojevima sa leve strane je oznaceno koliko dana su ¢elije diferencirane.
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Medjutim sa razli¢itim antitelima na protein Ankrd2 dobijen je razlic¢it oblik 1
lokalizacija fluorescentnog signala. U humanim primarnim miSi¢nim celijama CHQS5B sa
poliklonskim antitelima na N-terminalni region signal je samo citoplazmaticni, 1 u mioblastima
(lokalizovan u pojedinim delovima celije) (Slika 18, C) i u miotubama. Sa drugim
poliklonskim antitelima, na ceo protein i C-terminalni region, detektovan je signal 1 u
citoplazmi i u jedru u mioblastima (Slika 18, A i B) a samo u citoplazmi u miotubama. Sa
monoklonskim antitelom, u mioblastima signal je jedarni (Slika 18, D), a u miotubama
citoplazmati¢ni. U jedrima signal je tackast, a u citoplazmi difuzan, osim sa antitelom na N-
terminalni region proteina.

Dakle, na osnovu rezultata imunofluorescencije moze se zakljuciti da je protein Ankrd2
lokalizovan i u citoplazmi i u jedru u nediferenciranim humanim misiénim celijama, dok se u
diferenciranim Celijama nalazi iskljuivo u citoplazmi.

Osim u citoplazmi, protein Ankrd2 je lokalizovan i u jedrima mioblasta u obliku
karakteristi¢nih tacaka. Broj Celija sa jedarnim signalom varirao je u raznim eksperimentima i
pokazano je da je uzrok tog fenomena serum koji je kori$¢en za pripremanje medijuma u kome
su Celije rasle. Kada je koris¢en Seromed serum procenat Celija sa jedarnim signalom je bio
veoma nizak, od 1-10 %. Medjutim, upotrebom Mioclone seruma, taj procenat je znacajno
porastao, na 50-90 %. Posto su u kulturi humanih primarnih miSi¢nih Celija prisutne i Celije
vezivnog tkiva, antitelom na dezmin je pokazano da su Celije u kojima je protein Ankrd2
detektovan u jedru zaista miSi¢ne, jer se dezmin eksprimira samo u miSi¢nim ¢elijama (Slika
18, E). U misjim misiénim Ccelijama C2C12 protein Ankrd2 nije detektovan monoklonskim
antitelom, dok je sa ostalim antitelima dobijen citoplazmati¢ni signal. Za razliku od humanih
misiénih Celija, protein Ankrd2 se mozZe detektovati samo u citoplazmi mi§jih mioblasta i

miotuba.
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Slika 18. Unutarcelijska lokalizacija proteina Ankrd2 u nediferenciranim primarnim miSi¢nim
¢elijama CHQS5B.

Protein Ankrd2 je detektovan indirektnom imunofluorescencijom poliklonskim antitelima na ceo protein (A),
poliklonskim antitelima na C-terminalni region (B), poliklonskim antitelima na N-terminalni region (C) i
monoklonskim antitelom (D). Antitelom na dezmin dokazano je prisustvo ovog proteina koji se eksprimira samo u
midi¢nim ¢éelijama (E). Serum neimunizovane Zivotinje je koriS¢en kao negativna kontrola (F). Jedra su bojena
propidijum jodidom (crveno). Preparati su analizirani na konfokalnom mikroskopu, uvecanje 40x.

Takodje je i Western blot analizom pokazano da u humanim i mi§jim (Slika 19)
misi¢nim éelijama dolazi do povecanja koli¢ine proteina Ankrd2 u toku diferencijacije. Po 60
ug proteina ekstrakta humanih i mi§jih mioblasta i miotuba diferenciranih razli¢it broj dana
pusteno je na 15 % SDS poliakrilamidne gelove, a posle elektroforeze proteini su preneti na

najlonsku membranu. Protein Ankrd2 je detektovan poliklonskim antitelima na N-terminalni

region proteina razblazenim 200 puta.
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Slika 19. Western blot analiza proteina Celijskih ekstrakata mi§jih miSi¢nih éelija C2C12.

Na 15 % SDS poliakrilamidnim gelovima razdvajano je po 60 ug proteina izolovanih iz nediferenciranih (0) i
diferenciranih (3, 6 i 8) Celija. Protein Ankrd2 je detektovan poliklonskim antitelima na N-terminalni region
proteina. Sa leve strane brojevima su oznacene molekulske mase proteina u kDa.

IV.5. INTERAKCIJA PROTEINA Ankrd2 SA DRUGIM MISICNIM PROTEINIMA

U cilju identifikacije proteina koji interaguju sa proteinom Ankrd2 i koji bi mogli da
ukazu na njegovu potencijalnu funkciju radjeni su tzv. GST ,,pull down” eseji. Metoda se
sastoji u inkubaciji radioaktivno obeleZenih proteina delijskog ekstrakta i rekombinantnog
proteina od interesa fuzionisanog sa GST markerom preko koga je vezan za glutation sefarozu
pri ¢emu se stvaraju imobilisani kompleksi koje je lako precistiti od ostatka reakcione smese.
Nakon inkubacije, proteini dobijenog kompleksa se razdvajaju elektroforezom na SDS
poliakrilamidnim gelovima i vizualizuju autoradiografijom.

U ovom radu kori$éena su tri rekombinantna proteina sa GST markerom: skoro ceo
protein Ankrd2, F-Ankrd2-GST (5-333 ak), N-terminalni region proteina Ankrd2, N-Ankrd2-
GST (5-120 ak) i C-terminalni region proteina Ankrd2, C-Ankrd2-GST (279-333 ak). N-
Ankrd2-GST i C-Ankrd2-GST nisu sadriavali ankirinske ponovke da ne bi doslo do stvaranja
nespecifi¢nih kompleksa. PreciS¢eni rekombinantni proteini su bili vezani za glutation sefarozu
preko GST markera. Kao izvor radioaktivno obelezenih proteina koriS¢eni su ekstrakti
humanih (CHQ5B) i mi§jih (C2C12) mioblasta i miotuba ¢iji su proteini bili radioaktivno

obeleZeni gajenjem Celija u medijumu koji je sadrzavao aminokiseline metionin i cistein u koje

74



je bio ugradjen radioaktivni sumpor [*S]. Posle inkubacije i uklanjanja nespecifi¢no vezanih
proteina, kompleksi su razdvajani elektroforezom na 15 % SDS poliakrilamidnim gelovima.
Posle elektroforeze gelovi su suSeni i analizirani na aparatu Cyclon koji je povezan sa
kompjuterom u cilju dobijanja autoradiografije i analize podataka sa radioaktivnih gelova. Gel
se najpre eksponira na specijalnoj podlozi koja se ekscitira emisijom radioaktivnog zracenja, a
zatim se podloga smesti u specijalno kudiSte aparata koji je povezan sa kompjuterom. Podloga
je nekoliko puta osetljivija od tradicionalno kori§éenog filma za autoradiografije.

Na Slici 20 su prikazani rezultati GST ,,pull down” eseja dobijeni sa ekstraktima
humanih (CHQ5B) i miSjih (C2C12) mioblasta i miotuba nakon inkubacije sa razli¢itim

fragmentima proteina Ankrd2.
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Slika 20. GST ,,pull down”eseji.

Rekombinantni proteini sa GST markerom, koji su sadrzavali razliCite fragmente proteina Ankrd2, inkubirani su
sa radioaktivno obeleZenim proteinima nediferenciranih i diferenciranih misjih C2C12 i humanih CHQSB
miSiénih ¢elija. Proteini dobijenih kompleksa su razdvajani elektroforezom na SDS poliakrilamidnim gelovima i
vizualizovani autoradiografijom. Sa leve strane brojevima su oznacene molekulske mase proteina u kDa.
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Dobijeni rezultati pokazuju da se za Ankrd2 vezalo nekoliko proteina koji su na Slici 20
obelezeni strelicama. GST protein, koriSen kao negativna kontrola, je takodje vezao neke
proteine iz ekstrakata, ali je poznato da miSi¢ne Celije imaju dosta “lepljivih proteina”, kao Sto
je aktin, koji se nespecificno vezuju za druge proteine. Takodje se moZe uociti da se proteini
koji se vezuju za Ankrd2 u nediferenciranim i diferenciranim misi¢nim ¢elijama (i humanim i
misjim) razlikuju po molekulskim masama.

Na ovaj nacin je utvrdjeno da postoje proteini koji se vezuju za protein Ankrd2, a jedina
informacija o njima je njihova molekulska masa. Za identifikaciju vezanih proteina moraju se
primeniti druge metode, kao $to su Western blot analiza i masena spektrometrija. U ovom radu
je pokusano identifikovanje nekih od proteina koji se vezuju za Ankrd2 Western blot analizom.
Nakon GST ,,pull down” eseja u kojima je koris¢en proteinski ekstrakt neobelezenih miSi¢nih
Celija, proteini dobijenog kompleksa razdvojeni su elektroforezom na SDS poliakrilamidnim
gelovima, preneti na membranu i detektovani specificnim antitelima na proteine za koje se
sumnja da su potencijalni kandidati koji se vezuju za protein Ankrd2. Ovim postupkom
testirani su cdc2 kinaza, MEF2A (myocyte enhancer factor 2A), PLZF (promyelocytic
leukemia Z finger protein), PML (promyelocytic leukemia protein), p65 subjedinica
transkripcionog faktora NFkB kao potencijalni kandidati koji interaguju sa proteinom Ankrd2.
Nijedan od analiziranih proteina nije dao pozitivan rezultat, na osnovu Cega je zakljuCeno da ne

interaguju sa proteinom Ankrd?2.

IV.6. PROTEIN Ankrd2 JE LOKALIZOVAN U PML JEDARNIM TELIMA

Poznato je da je veliki broj faktora koji ucestvuju u transkripciji i obradi RNK
lokalizovan u naroitim jedarnim odeljcima koji, kad se analiziraju indirektnom
imunofluorescencijom, daju signal u obliku tacki. Jedan od takvih odeljaka su i takozvana

PML tela koja su najverovatnije ukljucena u regulaciju transkripcije.
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Koriste¢i monoklonsko antitelo na protein Ankrd2 pokazano je da se on nalazi u
jedrima humanih miSiénih Celija, u tackastim strukturama koje variraju po broju i velicini
(Slika 21, Ankrd2). Da bi utvrdili da li se protein Ankrd2 nalazi u PML jedarnim telima
uradjeni su eksperimenti dvostruke imunofluorescencije. Protein PML, kao glavna komponenta
PML jedarnih tela, detektovan je kozjim poliklonskim antitelima (SantaCruz) razblazenim 100

puta i sekundarnim antitelom na kozji imunoglobulin konjugovan sa fluorescentnom bojom

PIIL Ankril PIIL+Ankrls

0

Slika 21. Kolokalizacija proteina Ankrd2 i PML u jedarnim telima.

Proteini PML i Ankrd2 su detektovani indirektnom imunofluorescencijom, a preparati su analizirani na
konfokalnom mikroskopu. A) i B) uveéanje 40x, C) uvecanje 100x.
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Alexa Fluor 546 (Molecular Probes) razblazenim takodje 200 puta. PML detektovan na ovaj
nacin, vidi se u obliku crvenih tacaka (Slika 21, PML). Ankrd2 je detektovan monoklonskim
antitelom razblazenim 30 puta i sekundarnim antitelom na mi$ji imunoglobulin konjugovan sa
fluoresceinom (Sigma) razblazenim 200 puta, tako da signali zelene boje predstavljaju Ankrd2
(Slika 21, Ankrd2). Preparati su pregledani na konfokalnom mikroskopu koji omogucava
kompjutersko preklapanje pojedina¢nih slika dobijenih detekcijom dva proteina razli€itim
fluorescentnim bojama vezanim za odovarajuc¢a sekundarna antitela. Na mestima na kojima
dva proteina kolokalizuju dobija se signal Zute boje usled preklapanja signala crvene i zelene
boje. Na Slici 21 (PML+Ankrd2) se vidi da su skoro svi signali Zute boje, Sto znaci da su
proteini PML i Ankrd2 lokalizovani na istim mestima u jedrima humanih mioblasta. Na
osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je protein Ankrd2 lokalizovan u PML jedarnim
telima u nediferenciranim humanim misSi¢nim ¢elijama. Funkcija i znacaj lokalizacije proteina

Ankrd2 u PML telima za sada su jo$ uvek nepoznati.

IV.7. IN VITRO FOSFORILACIJA PROTEINA Ankrd2 KAZEIN KINAZOM II

Ekspresija miSjeg proteina Ankrd2 je indukovana mehanickim istezanjem miSica in
vivo 1 na osnovu ove osobine moze se ukljuciti u familiju gena primarnog odgovora aktiviranih
mehani¢kim stimulansom (Kemp et al, 2000). Jedan od nalina da mehaniCki stimulans
aktivira protein Ankrd2 moze biti i putem fosforilacije. Analizom primarne strukture proteina
Ankrd2 kompjuterskim programom ScanProsite otkriveno je da protein Ankrd2 poseduje
nekoliko potencijalnih mesta za fosforilaciju razli¢itim kinazama, medju kojima su i 4 mesta za
fosforilaciju kazein kinazom II (T-4, T-71, T-288 i S-322).

Da bismo potvrdili da su ova potencijalna mesta za fosforilaciju kazein kinazom II
zaista funkcionalna, uradjeni su eksperimenti in vitro fosforilacije. Fragmenti proteina Ankrd?2,

fuzionisani sa GST i vezani za glutation sefarozu, koji su sadrZavali razli¢ita mesta za
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fosforilaciju kazein kinazom II (Sematski pregled kori$éenih fragmenata dat je na Slici 22)
inkubirani su sa radioaktivno obelezenim ATP-om (y”P-ATP) i kazein kinazom II (Gibco
BRL). Posle desetominutne inkubacije na 30°C produkti reakcije su razdvajani elektroforezom
na 15 % SDS poliakrilamidnim gelovima. Posle elektroforeze gel je najpre obojen pa osuSen, a
zatim eksponiran na Kodakovom filmu za autoradiografije. Preklapanjem obojenog i osuSenog
gela sa autoradiografijom detektovana je ugradnja radioaktivno obelezenog ATP-a u proteinske
fragmente F-Ankrd2-GST, C-Ankrd2-GST i oligoC-Ankrd2-GST. Na osnovu dobijenih
rezultata zakljuCeno je da se samo Cetvrto mesto za fosforilciju kazein kinazom II (S-322)
moze in vitro fosforilisati ovom kinazom. Ovaj rezultat ukazuje da modifikacija proteina

Ankrd?2 fosforilacijom moze modulisati njegovu funkciju.

F-Ankrd2 :
m-*i s

N-Anksd2 ‘

UC-Ankrd?2 ‘ &
\/—

oligoC-Anlerd2

¢ ) mesta za fosforilacju CKII

<>y
o

Slika 22. Sematski prikaz fragmenata proteina Ankrd2 koji sadrZe razliita potencijalna mesta
za fosforilaciju kazein kinazom II, ozna¢ena rombovima razlicite boje.
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IV.8. PROTEIN Ankrd2 NE SPRECAVA FORMIRANJE KOMPLEKSA IZMEDJU
TRANSKRIPCIONOG FAKTORA NFkB i DNK

Protein Ankrd2 je po svojoj strukturi i profilu ekspresije veoma slian proteinu IkB koji
ima funkciju inhibitora transkripcionog faktora NFkB. Pretpostavljeno je da Ankrd2 ima
funkciju miSiéno specifi¢nog inhibitora transkripcionog faktora NFkB koji ima znacajnu ulogu
u toku diferencijacije miSi¢ne Celije. Da bi se utvrdilo da li neki protein ima funkciju proteina
IkB, tj. da li se vezuje za transkripcioni faktor NFkB i spre¢ava njegovu migraciju u jedro i
vezivanje za DNK (Sto dovodi do aktivacije transkripcije ciljnih gena) koristi se sledeca
strategija: kada se proteinu NFkB ponudi DNK koja sadrzi kB vezivno mesto dolazi do
formiranja komplekasa izmedju DNK i NFkB, §to se ogleda u retardaciji DNK na gelu usled
formiranja kompleksa. Ako se u reakcionu smes$u ukljudi i protein koji ima IkB aktivnost on ¢e
se vezati za NFkB i dobijeni kompleks se nece vezati za DNK, tako da nece doci do retardacije
DNK na gelu.

U ovom radu za eksperimente retardacije na gelu (EMSA-Electrophoretic Mobility
Shift Assay) kao proba koja sadrzi kB vezivno mesto je kori§¢ena dvolan¢ana DNK duzZine 22
bp Cija je sekvenca data na Slici 9a u poglavlju Materijal i metode. Ovaj dvolancani
oligonukleotid je na oba 5’ kraja bio obeleZen radioaktivnim ATP-om ([y’*P] ATP).

Kao izvor aktivnog proteina NFkB, koji nije u kompleksu sa inhibitorom, tj. koji moze
da se veZe za DNK, koris¢eni su jedarni ili totalni ekstrakti nediferenciranih humanih
primarnih misi¢nih ¢éelija CHQS5B koje su bile tretirane nekroti¢nim faktorom tumora (TNFa.-
tumor necrosis factor «). Uticaj ovog faktora na diferencijaciju humanih miSi¢nih celija
CHQS5B i na unutarcelijsku lokalizaciju NFkB prikazan je na Slici 23. Proteini NFkB, Ankrd2 i
miozin su detektovani indirektnom imunofluorescencijom u humanim primarnim miSi¢nim
¢elijama CHQSB tretiranim i netretiranim nekroti¢nim faktorom tumora c. Protein Ankrd2

(Slika 23, B) je detektovan monoklonskim antitelom razblazenim 100 puta, NFkB (Slika 23,
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A) je detektovan monoklonskim antitelom na humani p65 (Santa Cruz) razblaZzenim 100 puta,
a miozin (Slika 23, C) monoklonskim antitelom MF20 razblazenim 50 puta. Kao sekundarno
antitelo kori$éeno je anti miSje antitelo konjugovano sa fluoresceinom (FITC) razblaZzeno 200

puta. Preparati su pregledani na konfokalnom mikroskopu.

-TNF e

+TNFe

Slika 23. Aktivacija transkripcionog faktora NFkB nekroti¢nim faktorom tumora o (TNFa).

Indirektnom imunofluorescencijom detektovani su NFkB (A), Ankrd2 (B) i miozin (C) u primarnim humanim
misiénim ¢elijama CHQSB netretiranim (-TNFa) i tretiranim (+TNFao) 24 h sa 10 ng/ml TNFa..

Nekroti¢ni faktor tumora sprecava diferencijaciju humanih miSi¢nih celija Sto je
potvrdjeno nedostatkom ekspresije miozina u tim Celijama (Slika 23, C), ali ne uti¢e na
lokalizaciju proteina Ankrd2 (Slika 23, B). Western blot analizom je pokazano da je nivo
ekspresije proteina Ankrd2 u celijama koje su bile tretirane nekroti¢nim faktorom tumora isti
kao i u ¢elijama koje nisu bile tretirane tim faktorom Sto znaci da nekroti¢ni faktor tumora ne

uti¢e na nivo ekspresije proteina Ankrd2 u humanim miSiénim celijama. Takodje se moze
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uociti, osim citoplazmati¢ne, i jedarna lokalizacija proteina NFkB (Slika 23, A), $to znadi da je
dosSlo do njegovog aktiviranja, tj. izdvajanja iz citoplazmati¢énog kompleksa sa inhibitornim
proteinom IkB i lokalizacije u jedru.

U reakcione smese, kao kompetitorska DNK koja spre¢ava formiranje nespecifi¢nih
kompleksa, dodavani su poly [dI-dC] u 2000 puta tezinskom visku i dvolancani oligonukleotid
sa vezivnim mestom za USF faktor, (¢ija je sekvenca data na Slici 9b u poglavlju Materijal i
metode), u 1000 puta molarnom visku.

Inkubacijom proteina jedarnog ekstrakta sa radioaktivno obeleZenom probom dobijana
su tri specifiéna kompleksa (Slika 24, A2), dok su inkubacijom DNK i proteina totalnog
ekstrakta dobijana dva kompleksa (Slika 24, B2). Kompleksi predstavljaju razlicite
kombinacije subjedinica pSO i p65 koje ulaze u sastav transkripcionog faktora NFkB.
»oupershift” eksperimentima je pokazano da je subjedinica p65 sastavni deo kompleksa II
(Slika 24, B4) i III, a specifi¢nost sva tri kompleksa je potvrdjena prethodnim inkubiranjem
neobelezene kB probe sa proteinskim ekstraktom, pri ¢emu je doSlo do konkurencije u
formiranju kompleksa izmedju obeleZene i neobelezene DNK probe i proteina NFkB (Slika 24,
B3).

Dodavanje proteina Ankrd2 u reakcionu smeSu, dobijenog u reakciji in vitro
transkripcije i translacije (Slika 24, B6) ili izolovanog iz E. coli (Slika 24, A4 i AS5) nije omelo
formiranje kompleksa izmedju DNK i proteina NFkB. Medjutim, prethodno inkubiranje
proteina MAD3 (humani IkBa), dobijenog u reakciji in vitro transkripcije i translacije, sa
totalnim proteinskim ekstraktom humanih primarnih misiénih celija CHQSB tretiranih tumor
nekrotiénim faktorom a je sprecilo formiranje kompleksa IIT izmedju DNK i proteina NFkB

(Slika 24, BS).
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Slika 24. Formiranje kompleksa izmedju NFkB i DNK u prisustvu proteina Ankrd2.

Radioaktivno obeleZzena DNK proba koja sadrzi vezivno mesto za transkripcioni faktor NFkB je inkubirana sa
jedarnim (A) i ukupnim (B) proteinima izolovanim iz humanih primarnih miSi¢nih celija CHQS5B koje su bile
tretirane nekroti¢nim faktorom tumora c. Reakcione smeSe su, osim radioaktivno obeleZene probe (Al i Bl),
sadrzavale: jedarni ekstrakt (A2-5), totalni ekstrakt (B2-6), GST (A3), dva razli¢ita izolata F-Ankrd2-GST, (A4 i
AS), neobelezenu probu u 1000x molarnom visku (B3), anti p65 antitelo (B4), MAD3 sintetisan u sistemu za in
vitro transkripciju i translaciju (B5) i Ankrd2 sintetisan u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju (B6).
Rimskim brojevima su oznaceni kompleksi u &iji sastav ulaze razli¢ite subjedinice transkripcionog faktora NF-kB.
Dakle, na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da protein Ankrd2 ne
interaguje sa transkripcionim faktorom NFkB i ne sprecava njegovo vezivanje sa DNK, za
razliku od proteina MAD3. Protein Ankrd2 nema ulogu IkB regulatornog faktora i nije

ukljuéen u signalni put u kome ulestvuje transkripcioni faktor NFkB za koji se zna da ima

vaznu ulogu u procesima diferencijacije miSi¢nih Celija.
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V. DISKUSIJA

Karakterizacija proteina Ankrd2 je otpocela pre nekoliko godina kao deo projekta
Jedan od novootkrivenih transkripata, HSPD02860, je pokazao neke interesantne karakteristike
kao Sto su specifina ekspresija u skeletnim miSi¢ima i velika slicnost (43% na
aminokiselinskom nivou) sa humanim proteinom C-193 koji je opisan kao potencijalni
regulatorni faktor ukljuen u aktivaciju endotelnih celija (Chu er al, 1995). Nekoliko
nezavisnih studija (Baumeister et al., 1997; Jeyasseelan et al., 1997; Zou et al., 1997) je dovelo
do otkric¢a jos jednog proteina nazvanog CARP (Cardiac Ankyrin Repeat Protein ili Cardiac
Adriamycin-Responsive Protein) i MARP (Muscle Ankyrin Repeat Protein), veoma sli¢nog
proteinu C-193 (90% identi¢nosti na aminokiselinskom nivou). Protein CARP/MARP je
detektovan u miSu, pacovu i zecu i specifi¢no se eksprimira u sréanom miSi¢u. Na osnovu
velike slicnosti primarnih sekvenci ova tri proteina pretpostavljeno je da su C-193, CARP i
MARP ortologne forme istog proteina. Takodje je identifikovan (Ievolella et al., 1998) i
okarakterisan (Kemp ez al., 2000) misji protein Ankrd2 koji pokazuje 90% identi¢nosti na
aminokiselinskom nivou sa humanim proteinom. Na osnovu velike sli¢nosti izmedju proteina
Ankrd2 i CARP/MARP/C-193 moze se pretpostaviti da su oni i funkcionalno povezani, a ovu
pretpostavku potkrepljuje striktna o€uvanost strukturnih i funkcionalnih domena. Oba proteina
poseduju ankirinske ponovke u centralnom regionu koji omogucuju medjuproteinske
interakcije, mesta za fosforilaciju, signal za lokalizaciju u jedru (KKRKK) uzvodno od
ankirinskih ponovaka i PEST sekvence odgovorne za brzu degradaciju proteina. Protein
CARP/MARP/C-193 poseduje jednu protein-destabiliSu¢u sekvencu blize N-terminusu
proteina dok protein Ankrd2, osim ove, poseduje jo§ jednu duzu PEST sekvencu blize C-

terminusu proteina. Takodje proteini poput IkB sadrze sli¢no pozicionirane PEST sekvence
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koje su odgovorne za njihovu brzu degradaciju koja omogucava aktivaciju transkripcionog
faktora NFkB i njegov transport u jedro (McKinsey et al., 1997). Ovaj nalaz ukazuje na
moguénost da proteini Ankrd2 i CARP/MARP/C-193 imaju slican metabolizam. Sli¢nost
izmedju proteina CARP/MARP/C-193 i Ankrd2 se ogleda 1 u strukturi gena koji kodira ove
proteine. Gen koji kodira protein CARP/MARP/C-193 sadrzi devet egzona (Kuo er al., 1999)
kao i gen za Ankrd2 (Pallavicini er al., 2001). Egzoni 5, 6, 7 i 8 oba gena, koji kodiraju
pojedinacne ankirinske ponovke, su iste duZine.

Za detekciju proteina Ankrd2 u humanim tkivima 1 miSi¢nim Celijama pripremljena su
Cetiri antitela dobijena imunizacijom miSeva: tri antitela su bila poliklonska (na ceo protein i na
N- i C- terminalne regione) i monoklonsko antitelo Ciji se antigeni epitop nalazio na C-
terminalnom regionu proteina Ankrd2. Usled postojanja ankirinskih ponovaka u proteinu
Ankrd2, koji su prisutni i u velikom broju drugih proteina, testirana je specifi¢nost antitela na
protein Ankrd2. Kori$éenjem velikog broja deletanata koji su kodirali razliite regione proteina
Ankrd2 utvrdjeno je da nijedno od navedenih antitela ne reaguje sa ankirinskim ponovcima, pa
se moZe re¢i da su specificna za protein Ankrd2. Western blot analizom razli¢itih tkiva
humanog porekla, koris¢enjem poliklonskih antitela na ceo protein, dobijen je identi¢an profil
- proteina koji sa njima interaguju kao i sa antitelima na delove proteina, pa se indirektno moze.
zakljuditi da i poliklonska antitela na ceo protein specifi¢no prepoznaju samo protein Ankrd2.

Za razliku od proteina CARP/MARP/C-193 koji se eksprimira pretezno u srcu, protein
Ankrd2 se u najve¢oj meri eksprimira u skeletnim miSi¢ima, a detektovano je njegovo
prisustvo i u srcu i bubregu. S obzirom na diferencijalnu ekspresiju ova dva proteina moze se
pretpostaviti da oni imaju paralelne funkcije u tkivima u kojima se eksprimiraju.

U ovom radu posebna paznja je obrac¢ena na intracelijsku lokalizaciju proteina Ankrd2.
[ pored postojanja signala za lokalizaciju u jedru i u humanom i u mi§jem proteinu, programi

za predvidjanje intracelijske lokalizacije, kao §to je PSORT, su ga svrstali u citoplazmati¢ne
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proteine. Za detekciju proteina Ankrd2 u humanim i mi§jim miSi¢nim celijama koriS¢ena su
sva Cetiri dobijena antitela. Utvrdjeno je da za vreme diferencijacije humanih miSi¢nih celija
koli¢ina proteina Ankrd2 raste, ali je njegova lokalizacija, dobijena sa razliCitim antitelima,
bila razli¢ita. Poliklonskim antitelima na N-terminalni region protein Ankrd2 je detektovan
samo u citoplazmi mioblasta i u miotuba. Sa ostala dva poliklonska antitela protein Ankrd2 je
detektovan i u citoplazmi i u jedru mioblasta, a u miotubama je detektovan samo u citoplazmi.
Sa monoklonskim antitelom, u mioblastima signal je bio specifi¢no lokalizovan samo u jedru a
u miotubama u citoplazmi. Razlog zbog Cega su neka antitela detektovala jedarnu a druga
citoplazmatiénu formu ovog proteina mozZe biti u dostupnosti epitopa u pojedinim ¢elijskim
odeljcima. Epitopi koje prepoznaju poliklonska antitela na N-terminalni region mogu biti
nedostupni u jedru usled specifi¢ne konformacije proteina Ankrd2 koju on ima u jedru, a koja
se razlikuje od konformacije u kojoj se on nalazi u citoplazmi gde je epitop koga prepoznaje
monoklonsko antitelo nedostupan. Imajuci u vidu da protein Ankrd2 moze biti fosforilisan, Sto
bi dovelo do promene njegove konformacije i da mesto za fosforilaciju proteina Ankrd2 kazein
kinazom II leZi u sredini epitopa koje prepoznaje monoklonsko antitelo ova teza ima joS viSe
osnova. Generalno, protein Ankrd2 je lokalizovan i u jedru i u citoplazmi miSi¢nih Celija nalik
proteinima koji ucestvuju u signalnim putevima. Specifi¢na ekspresija proteina Ankrd2 u
misi¢nim Celijama je takodje potvrdjena koriS¢enjem trodimenzionalnih organoida sastavljenih
od miSiénih éelija C2C12 gajenih u kulturi (Kemp ez al., 2000). Protein se moze detektovati u
nediferenciranim mioblastima u fazi proliferacije, a najve¢i nivo ekspresije je u periodu fuzije
mioblasta i ranog sazrevanja miotuba (2-7 dana nakon uklanjanja seruma iz medijuma u kome
se gaje Celije).

ulazi u sastav I trake sarkomere. Najnoviji rezultati (Ishiguro et al., 2002) pokazuju da se on

moze imunohistohemijski detektovati i u jedrima miSi¢nih vlakana. Interesantna je ¢injenica da
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se 1 protein CARP moze detektovati i u jedrima i u citoplazmi miocita, i to, takodje, u I traci
sarkomere. Prisustvo proteina CARP u oba celijska odeljka ukazuje na njegovu dinami¢nu
redistribuciju izmedju jedra i sarkomere. Pretpostavljeno je da se slobodna forma proteina
CARP brzo degraduje proteazama koje prepoznaju PEST sekvence, dok je sarkomerna forma
stabilnija.

Procenat mioblasta koji su pokazivali jedarnu fluorescenciju kretao se od manje od 10%
pa ¢ak i do 90%, u zavisnosti od seruma koji je koris¢en za gajenje Celija. Slian fenomen je
primecen i u slu¢aju proteina CARP (Zou er al.,, 1997). Endogeni protein CARP nije
detektovan u jedrima sréanih miocita koje su rasle u medijumu bez seruma, ali je jak jedarni
signal dobijan u onim ¢elijama koje su gajene u medijumu sa serumom. Western blot analizom
istih koli¢ina ukupnih proteina izolovanih iz ¢elija koje su rasle bez i u prisustvu seruma
pokazano je da je nivo proteina CARP u oba slucaja skoro identi¢an. Na osnovu ovih rezultata
autori su pretpostavili da protein CARP moze biti aktivno transportovan u jedro miocita i da je
taj transport potpomognut nekom ili nekim komponentama prisutnim u serumu. U odsustvu tog
ili tih faktora protein pasivno difunduje kroz celiju pa se tako moZe naci i u jedru. Za sada,
faktori koji obezbedjuju aktivni transport proteina CARP u jedro jo§ uvek su nepoznati.
Takodje, slicno objasnjenje moZe vaziti i za protein Ankrd2. Neka ili neke komponente
prisutne u serumu Myoclon kojih nema u serumu Seromed mogu uticati na njegov aktivni
transport u jedro. Western blot analizom proteina izolovanih iz humanih primarnih miSiénih
¢elija CHQSB gajenih u medijumu sa Seromed.ili Myoclon serumom pokazano je da razlika u
kolic¢ini proteina Ankrd2 nije znacajna $to ukazuje da, i u ovom sluéaju, komponente iz seruma
uti¢u samo na transport (jedarna lokalizacija), ali ne i na sintezu proteina Ankrd2.

Vec je pomenuto da se protein Ankrd2 moze detektovati u jedrima mioblasta, dok je u
miotubama lokalizovan preteZno u citoplazmi. Jedarni signal je veoma specifi¢an, u obliku

tacki (tufni) razlicitog broja i oblika. Indirektnom imunofluorescencijom je pokazano da je
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protein Ankrd2 kolokalizovan sa proteinom PML u PML jedarnim telima. Tacna funkcija PML
jedarnih tela je nepoznata ali se pretpostavlja da ona imaju ulogu u regulaciji transkripcije tako
Sto predstavljaju depoe za Cuvanje i titraciju jedarnih faktora. Svrha lokalizacije proteina
Ankrd2 u PML jedarnim telima mioblasta nije utvrdjena. Protein PML je unutar jedarnih tela
modifikovan sumolacijom, tj. kovalentnim vezivanjem proteina SUMO-1. Western blot
analizom proteina izolovanih iz primarnih miSiénih éelija CHQS5B, osim trake od 42kDa,
detektovane su i trake veéih molekulskih masa za koje je pretpostavljeno da predstavljaju
modifikovanu formu proteina Ankrd?2 ali je pokazano da se ovde ipak ne radi o sumolaciji, vec
o nekom drugom fenomenu.

S obzirom da identifikacija proteina koji interaguju sa izu€avanim proteinom moze
ukazati na njegovu potencijalnu funkciju u tom smislu najpre su uradjeni “yeast two hybrid”
eksperimenti koji nisu dali pozitivne rezultate, tj. ovim pristupom nije identifikovan nijedan
protein koji se vezuje za protein Ankrd2. Metodom GST ,,pull down” je pokazano da postoji
nekoliko proteina koji se vezuju za protein Ankrd2. Naime, utvrdjeno je da protein Ankrd2
interaguje sa nekim proteinima humanih i mi§jih miSi¢nih Celija, ali, za sada, nije poznato o
kojim proteinima se radi. PokuSaj njihove identifikacije je vrSen Western blot analizom.
Identifikaciju je mogude izvesti i na drugi nalin, metodom masene spektrometrije. Nakon . _
uradjenog GST ,,pull down” eksperimenta (proteini ekstrakta ne moraju biti radioaktivno
obeleZeni) gel je neophodno obojiti srebrom. U slucaju da se detektuje neka specificna traka
nju je potrebno ise¢i iz gela i protein koji se nalazi u njoj identifikovati masenom
spektrometrijom.

Ekspresija miSjeg proteina Ankrd2 je indukovana mehanic¢kim istezanjem miSica in vivo
(Kemp er al., 2000). Na osnovu ove osobine gen koji kodira protein Ankrd2 se mozZe svrstati u
familiju gena primarnog odgovora koji se aktiviraju mehanickim stimulusom. Protein Ankrd2

poseduje nekoliko potencijalnih mesta za fosforilaciju razli¢itim kinazama, a medju njima su
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Cetiri mesta za fosforilaciju kazein kinazom II (CKII). Prisustvo potencijalnih mesta za
fosforilaciju i u humanom i u mi§jem proteinu je zanimljivo u smislu da bi aktivacija proteina
Ankrd2 mogla biti regulisana mehanic¢ki indukovanom fosforilacijom. Takodje, fosforilacija
moze modulisati sposobnost proteina Ankrd2 da se veze za druge proteine. Moriyama i koautori
(Moriyama et al., 2001) su pokazali da je protein Ankrd2 (Arpp) konstitutivno fosforilisan u
TE1 éelijama i da mozZe biti in virro fosforilisan CKII (casein kinase II) i ERK2 (extracellular
signal-regulated kinase 2). U ovom radu je pokazano da kazein kinaza II moZe da fosforiliSe
ovaj protein in vitro, ali je potrebno uraditi dodatne eksperimente koji bi pokazali da li se
fosforilacija proteina Ankrd2 odigrava in vivo i da li ima funkcionalni znacaj u navedenom
smislu.

Po svojoj strukturi, protein Ankrd2 je veoma sli¢an proteinu IkB. Oba proteina
poseduju ankirinske ponovke, viSe mesta za fosforilaciju, signal za lokalizaciju u jedru i PEST
sekvence. Takodje je i njihov profil ekspresije u misi¢nim ¢elijama veoma slican, tj. u toku
diferencijacije miSiénih éelija dolazi do povecanja njihove ekspresije. Pretpostavljeno je da bi
protein Ankrd2 mogao da ima specijalizovanu funkciju u miSiénim Celijama sli¢nu
regulatornom faktoru IkB i da ulestvuje u procesu diferencijacije miSi¢nih Celija tako Sto
reguliSe aktivnost transkripcionog faktora NFkB. Poznato je iz literature da aktivacija
transkripcionog faktora NFkB sprecava diferencijaciju mii¢nih Celija (Langen et al., 2001). U
slu¢aju da se protein Ankrd2 vezuje za transkripcioni faktor NFkB, formirani kompleks bi
sprecio vezivanje NFkB za DNK. Eksperimentima retardacije DNK na gelu je pokazano da
protein Ankrd2 ne spredava obrazovanje kompleksa izmedju NFkB i DNK. Takodje je
pokazano da se protein Ankrd2 ne ubikvitinuje i ne degraduje u proteozomima za razliku od
faktora 1kB. Iz navedenih rezultata proizlazi da, i pored strukturne sliCnosti i slicnog
ekspresionog profila, protein Ankrd2 ne funkcioniSe na isti nacin kao faktor IkB i da nije

ukljucen u signalni put transkripcionog faktora NFkB. Medjutim, neka povezanost proteina
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Ankrd2 i transkripcionog faktora NFkB se ne moze u potpunosti iskljuciti jer u promotorskom
regionu gena koji kodira protein Ankrd2 postoji mesto za vezivanje ovog transkripcionog
faktora.

U ovom radu nije utvrdjena definitivna funkcija proteina Ankrd2, ali postoji viSe
elemenata na osnovu kojih se moze indirektno zakljuciti da protein Ankrd2 ima vaznu ulogu u
kontroli ekspresije gena specifi¢no eksprimiranih u miSiénom tkivu kao tkivno specific¢ni
kofaktor. Osnova ove hipoteze je u Cinjenici da je Ankrd2 veoma slican drugom proteinu
identifikovanom kod glodara (MARP/CARP) i Coveka (C-193). Oba proteina, i Ankrd2 i
CARP/MARP/C-193, imaju tkivno specificnu ekspresiju, lokalizovani su u jedru miSi¢nih
¢elija, imaju ankirinske ponovke koji omogucuju medjuproteinske interakcije, mesta za
fosforilaciju i PEST sekvence koje omogucuju brzu degradaciju proteina. Protein
CARP/MARP/C-193 deluje kao jedarni kofaktor transkripcionog faktora YB-1 i negativno
reguliSe ekspresiju gena koji se specifi¢no eksprimiraju u ¢elijama srca, kao Sto je gen za laki
lanac miozina koji se eksprimira u kardiocitama sr¢anih komora (Zou et al., 1997). Medjutim,’
uloga proteina CARP /MARP/C-193 u (Celijama skeletnih miSi¢a je nepoznata. MoZe se
pretpostaviti da bi se protein Ankrd2 mogao vezivati za neki generalni transkripcioni faktor
kac $to je YB-1 i modulisati njegovu funkciju specificno u ¢elijama skeletnih mi$i¢a. U prilog
ovoj pretpostavci ide Cinjenica da se protein Ankrd2 moZe detektovati i u jedru humanih
miSi¢nih Celija gde bi mogao igrati ulogu regulatora transkripcije pojedinih gena.

Pretpostavka je da su proteini Ankrd2.i CARP/MARP/C-193 ukljuéeni u kontrolu i
odrZzavanje adekvatne miSi¢ne mase u skeletnim miSi¢ima, odnosno srcu. Ova pretpostavka je
potkrepljena slede¢im rezultatima. U srcu pacova, protein CARP je regulisan preopterecenjem
ovog organa koje izaziva hipertrofiéni odgovor (Aihara er al., 2000). Sli¢no, i u misjim

.....

(Kemp et al., 2000), pa se moze pretpostaviti da je ovaj protein ukljuéen u signalni put koji
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vodi do miSiéne hipertrofije izazvane istezanjem i preoptereenjem. Oba proteina bi mogla da
imaju sli¢nu ulogu u signalnoj kaskadi koja vodi do hipertrofije prouzrokovane razli¢itim

mehanizmima: preopterecenje usled povecancg pritiska u srcu i istezanje u misi¢ima.



VI. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

1. Ankrd2 je protein od 333 aminokiseline, molekulske mase 37 kDa. U njegovom
centralnom regionu nalazi se pet ankirinskih ponovaka, a poseduje i signal za lokalizaciju u
jedru, PEST sekvence i mesta za fosforilaciju razli¢itim protein kinazama.

2. Po svojoj modularnoj strukturi i primarnoj sekvenci protein Ankrd2 je najsli¢niji
proteinu CARP/MARP/C-193. Ovaj protein ima funkciju negativnog regulatora transkripcije 1

njegova ekspresija je indukovana tokom hipertrofije srca.

.....

.....

aproksimativno 0,4% od ukupnih proteina, dok u srcu taj procenat iznosi 0.1.

4. Njegova kolicina raste tokom diferencijacije humanih i mi$jih miSiénih Celija u
kulturi.

5. Lokalizovan je i u jedru i u citoplazmi mioblasta i samo u citoplazmi miotuba.

6. Kolokalizuje sa proteinom PML u subjedarnim strukturama koje se nazivaju PML
jedarna tela.

7. Protein Ankrd2 interaguje sa drugim proteinima miSi¢nih ¢elija.

8. Moze biti in vitro fosforilisan kazein kinazom II.

9. lako je veoma slican proteinima iz familije kB, nema funkciju inhibitora

transkripcionog faktora NFkB, tj. ne sprecava vezivanje transkripcionog faktora NFkB za

DNK.
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