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A P S T R A K T

SOX3/Sox3 gen je jedan od najranijih neuralnih markera kod kičmenjaka, koji 
determiniše neuronalni tip ćelijske diferencijacije. Iako je SOX3 gen ključni regulator ranih 
faza embrionalnog razviéa, do skora je u literaturi postojalo maio podataka o mehanizmima 
regulacije aktivnosti ovog gena. U ovoj tezi su, po prvi put, analizirani molekulami 
mehanizmi uključeni u transkripcionu regulaciju ekspresije SOX3 gena.

Metodom elongacije reverznog oligonukleotida odreden je start transkripcije ovog 
gena, 252 nukleotida uzvodno od ATG kodona. Funkcionalnom analizom defmisan je 
minimalni promotorski region (-219/+67) neophodan za bazalnu transkripcionu aktivnost 
SOX3 gena u NT2/D1 ćelijama. Delecionom analizom minimalnog promotora identifikovana 
su dva cis regulatoma regiona, -219/-100 i +27/+67, koja su neophodna za aktivnost SOX3 
promotora. Takode, identifikovana su i dva regiona (-427/-219 i +67/+28Ó) koji sadrže 
pozitivne cis regulatome elemente neophodne, kako za optimalnu aktivnost, tako i za 
indukciju SOX3 promotora retinoičnom kiselinom. Dodatna funkcionalna analiza je ukazala 
da je fragment -4277-293 neophodan za inducibilnost promotora ovog gena.

Takođe, poredenje sekvenci je pokazalo da su mesta za vezivanje Spi, USF, NF-Y i 
CREB proteina, kao i TATA boks, očuvani i po nukleotidnom sastavu i po poziciji u 
minimalnim promotorskim regionima kod svih analiziranih SOX3 ortoioga sisara. 
Funkcionalna analiza je po prvi put pokazala da su transkripcioni faktori Sp i, USF1, NF-Y, 
CREB i MAZ transkripcioni aktivatori ekspresije SOX3 gena. S druge strane, rezultati 
prikazani u ovoj tezi su ukazali da transkripcioni faktor ZBP-89 inhibira odgovor SOX3 
promotora na indukciju retinoičnom kiselinom.

Ova teza predstavlja prvu funkcionalnu karakterizaciju promotorskog regiona SOX3 
gena čoveka, kao i identifikaciju transkripcionih faktora uključenih u regulaciju ekspresije 
ovog gena. Posebno treba istaći da rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju na kompleksnu, 
modulamu prirodu cis regulatomih elemenata odgovomih za transkripcionu regulaciju SOX3 
gena.

Ključne reči: minimalni promotor, SOX3, Spi, USFl, NF-Y, CREB, MAZ, ZBP-89;



A B S T R A C T

SOX3/Sox3 gene represents one of the earliest neural markers in vertebrates, playing a 
role in specifying neuronal fate. Despite the mounting evidence that SOX3 is the key player in 
early developmental gene regulation, little is known about the transcriptional regulation of the 
Sox3 gene itself. In this thesis, for the first time, we have performed analysis of the molecular 
mechanisms underlying the transcriptional regulation of SOX3 gene expression.

Using primer extension, we have identified the transcription start point of this gene, 
252 nt upstream of the ATG codone. Using promoter-reporter constructs, we have determined 
the minimal SOX3 promoter region (-219/+67) that confers the basal promoter activity in 
NT2/D1 cells. Deletion analysis of the minimal promoter revealed two cis regulatory regions 
(-219/-100 and +27/+67) that are necessary for SOX3 promoter activity. Also, in this study we 
have identified two regions, -427/-219 and +67/+28Ó, that harbor positive cis regulatory 
elements necessary for both, optimal and retinoic acid (RA)-inducible promoter activity of the 
SOX3 gene. By additional functional analysis we have narrowed down the region required for 
RA induction of this gene to fragment -427/-293.

Comparative analysis of the promoter sequences of SOX3 orthologues showed that 
binding sites for transcription factors Spi, USF, NF-Y and CREB , as well as, TATA box are 
conserved in both position and sequence among all analysed mammalian orthologues. Data 
presented in this thesis, for the first time, suggest that transcription factors Spi, USF1, NF-Y, 
CREB and MAZ function as transcriptional activators of the SOX3 gene expression. On the 
other hand, the presented results indicate that ZBP-89 transcription factor inhibits the response 
of SOX3 promoter upon retinoic acid induction.

In this study, we have performed the first characterization of the human SOX3 
promoter and identified transcription factors involved in regulation of its expression. Results 
presented in this thesis suggest that transcriptional regulation of the SOX3 gene depends on 
the combined action of distinct regulatory modules within the promoter region of this gene.

Keywords: minimal promoter, SOX3, Spi, USF1, NF-Y, CREB, MAZ, ZBP-89;



SADRŽAJ

1. U V O D  1

1.1 Regulacije genske ekspresije kod eukariota 1

1.1.1 Strukturna organizacija promotora kod eukariota 6

1.1.2 Transkripcioni faktori 9

1.2 SOX/Sox geni 13

1.2.1 Karakteristike SOX proteina 16

1.2.2 Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima 17

1.2.3 SOX proteini -  transkripcioni aktivatori i represori 19

1.2.4 Homodimerizacija SOX proteina 20

1.2.5 Posttranslacione modifikaeije SOX proteina 20

1.3 Funkcije Sox gena 21

1.4 Sox3 gen 23

1.4.1 Oboijenja povezana sa mutacijama u SOX3 genu 25

1.4.2 Ekspresija Sox3 gena tokom razvića centralnog nervnog sistema 28

1.4.3 Geni regulisani SOX3 transkripcionim faktorom 30

1.4.4 Literaturni podaci o regulaciji ekspresije Sox3 gena kicmenjaka 32

1.5 NT2/D1 ćelije kao model sistem za izučavanje

neuralne diferencijacije 35



2 . C I L J  R A D A 37

3 . M A T E R I J A L  I  M E T O D E  38

3.1 EKSPERIMENTALNI MATERIJAL 38

3.1.1 Bakterijski sojevi korišćeni u radu 38

3.1.2 Vektori korišćeni u ovom radu 38

3.1.3 Plazmidni konstrukti korišćeni u ovom radu 39

3.1.4 NT2/D1 celijska linija 41

3.1.5 Antitela korišćena u ovom radu 41

3.1.6 Oligonukleotidi korišćeni u ovom radu 42

3.1.7 Komercijalni kitovi 44

3.2 EKSPERIMENTALNE METODE 44

3.2.1 Određivanje starla transkripcije metodom elongacije

reverznog oligonukleotida ("primer extension") 44

3.2.2 In silice analiza 5’ nekodirajućeg regiona SOX3 gena

i poređenje sa ortolozima sisara 45

3.2.3 Generisanje CAT reporter konstrukata 45

3.2.4 Mesto-specifična mutageneza 46

3.2.5 Tranzijentna transfekcija NT2/D1 ćelija kalcijum fosfatnom precipitacijom 47

3.2.5.1 Priprema ćelijskih ekstrakata 48

3.2.5.2 ß-galaktozidazni esej 48

3.2.5.3 CAT esej 49

3.2.6 Izolovanje jedarnih proteina iz NT2/D1 ćelija 50



3.2.7 Izolovanje bakterijski eksprimiranih rekombinantnih proteina 50

3.2.8 Esej smanjene elektroforetske pokretljivosti

(EMSA-electrophoretic mobility shift assay) 51

4. R E Z U L T A T I  53

4.1 Predikcija promotorskog regiona i određivanje starta transkripcije

humanog SOX3 gena 53

4.2 Funkcionalna karakterizacija humanog SOX.3 pro mo torà 55

4.2.1 Defmisanje minimalnog promotora i pozitivnih cis regulatornih regiona

neophodnih za optimalnu aktivnost SOX3 gena 55

4.2.2 Identifikacija cis regulatornih elemenata uključenih u modulaciju

transkripcije SOX3 gena retinoičnom kiselinom 57

4.3. Analiza minimalnog promotorskog regiona humanog SOX3 gena 61

4.3.1 In silice analiza minimalnog promotorskog regiona SOX3 gena

i poređenje sa ortolozima sisara 61

4.3.2 Analiza uticaja mutacije TATA boksa na bazalnu transkripcionu aktivnost

SOX3 promotora 63

4.3.3 Interakcije Spi, USF i NF-Y vezivnih mesta sa jedarnim proteinima

NT2/D1 celi ja 64

4.3.4 Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za Spi, USF i NF-Y na bazalnu

transkripcionu aktivnost SOX3 promotora 66

4.3.5 Uloga CREB transkripcionog faktora u transkripcionoj regulaciji SOX3 gena 67

4.3.5.1 Interakcije potencijalnog vezivnog polumesta za CREB u okviru

minimalnog promotora SOX3 gena sa jedarnim proteinima NT2/D1 ćelija 67

4.3.5.2 Analiza uticaja mutacije CREB vezivnog polumesta na bazalnu 

transkripcionu aktivnost SOX3 promotora 70



4.3.5.3 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora CREB na aktivnost

SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama 71

4.3.5.4 Analiza efekta dominantno negativnog inhibitora CREB proteina na

aktivnost SOX3 promotora 72

4.4 Analiza cis regulatornog regiona na poziciji -427/-293 u humanom

SOX3 promotoru 72

4.4.1 Interakcije CT regiona 1 i 2 u okviru -427У-293 regiona SOX3 promotora

sa proteinima 75

4.4.2 Mutaciona analiza potencijalnog vezivnog mesta za ZBP-89

u okviru CT regiona 1 77

4.4.3 Mutaciona analiza potencijalnih vezivnih mesta za ZBP-89

u okviru CT regiona 2 79

4.4.4 Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona

1 i 2 na aktivnost SOX3 promotora 82

4.4.5 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora ZBP-89 na

aktivnost SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama 84

4.4.6 Uloga MAZ transkripcionog faktora u transkripcionoj regulaciji

ekspresije SOX3 gena 85

4.4.7 Interakcija MAZ proteina sa potencijalnim vezivnim mestom/mestima

u okviru CT regiona 2 SOX3 promotora 87

4.4.8 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora MAZ na aktivnost

SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama 91

5 . B I S K U S I J A  93

5.1 Određivanje starta transkripcije SOX3 gena 94

5.2 Funkcionalna analiza SOX3 promotora 95



5.2.1 Karakterizacija bazalnog promotorskog region a SOX3 gena i identìfikacija

pozitivnih cis regulatornih regiona neophodnih za optimalnu aktivnost

SOX3 promotora 95

5.2.2 Uloga TATA boksa u transkripcionoj regulaciji SOX3 gena 96

5.2.3 Uloga vezivnih mesta za Spi, USF, NF-Y i CREE u okviru minimalnog

promotorskog regiona SOX3 gena u njegovoj transkripcionoj regulaciji 97

5.2.4 Identifikacija pozitivnih cis regulatornih regiona uključenih u indukciju

SOX3 promotora retinoičnom kiselinom 100

5.2.5 Uloga CT regiona u okviru -427/-293 regiona SOX3 promotora 101

5.2.5.1 Uloga CT regiona i vezivnih mesta za ZBP-89 u transkripcionoj

regulaciji SOX3 gena 103

5.2.5.2 Efekat povećane ekspresije ZBP-89 u transkripcionoj regulaciji

S0X3  gena 104

5.2.5.3 Uloga MAZ transkripcionog faktora u transkripcionoj regulaciji

SOX3 gena 107

5.2.5.4 Efekat povećane ekspresije MAZ proteina u transkripcionoj

regulaciji S0X3 gena 107

5.3 Mehanizmi transkripcione regulacije ekspresije SOX3 gena

kao odgovor na indukciju retinoičnom kiselinom 108

6 . Z A K L J U Č C I  113

7 . L I T E R A T U R A  116



U YOD

1 . U V O D

Rasvetljavanje molekularnih mehanizama koji leže u osnovi procesa regulacije genske 

ekspresije kod eukariota, već duži niz godina, predstavlja predmet intenzivnih istraživanja. 

Interesantna je činjenica da razlika u broju gena između nižih i viših organizama nije linearno 

zavisna od složenosti funkcija koje ti organizmi poseduju. Danas se zna da evolucija 

kompleksnih bioloških sistema nije išla samo u pravcu stvaranja većeg broja novih gena, već 

je došlo i do razvića složenijih ì raznovrsnijih mehanizama regulacije ekspresije postojećih 

gena.

Kod višećelijskih organizama, tokom razvića ili kao odgovor na široki spektar 

ekstraćelijskih signala, hiljade protein-kodirajućih gena bivaju diferencijalno eksprimirani, a 

rezultat toga je formiranje specifičnih ćelijskih tipova, tkiva i organa. Regulacija genske 

ekspresije kod eukariota zahteva precizne prostorne i vremenski koordinisane interakcije 

između opštih ili specifičnih transkripcionih faktora i cis regulatornih elemenata kao što su 

promotori, pojačivači (enhenser), prigušivači (silencer) i insulatori (Orphanides and 

Reinberg, 2002; Smale and Kadonaga, 2003; West and Fraser, 2005). Takođe, dinamičke 

struktume promene hromatina, u okviru kojeg se dešavaju specifična prepoznavanja i 

vezivanja transkripcionih faktora za njihova vezivna mesta, igraju bitnu ulogu u regulaciji 

genske ekspresije (Mellor, 2005). Zbog značaja transkripcione kontrole genske ekspresije u 

biološkim procesima, u ovom radu opisani su različiti mehanizmi kojima se postiže 

kompleksnost regulacije transkripcije gena kod eukariota.

1.1 Regulacije genske ekspresije kod eukariota

Regulacija ekspresije gena i sinteza proteina kod eukariota su složeni procesì koji su 

kontrolisani na vise nivoa. Ti procesi obuhvataju transkripcionu kontrolu, posttranskripcionu 

regulaciju (kontrola obrade pre-iRNK i transporta iz jedra), kontrolu degradacije iRNK, 

translacionu i posttranslacionu kontrolu (aktivacija proteina kroz razne modifikacije) 

(Damell, 1982). Za ekspresiju vedine gena najvažnija je transkripciona kontrola (Alberts, 

1994). Na taj način sprecava se sinteza nepotrebnih intermedijera i štede delijski resursi 

(Damell, 1982). Transkripciji eukariotskih gena koji kodiraju proteine prethodi veliki broj 

događaja u deliji, kao sto su dekondenzacija i remodelovanje hromatina na ciljnom lokusu,
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UVOD

modifikacije histona, vezivanje transkripcionih aktivatora i koaktivatora za enhenserske i 

promotorske demente i regrutovanje bazalne transkripcione mašinerije na jezgro promotora 

(.Smale and Kadonaga, 2003) (Slika 1).

Slika 1. Tipična struktura u okviru aktivnog eukariotskog promotora. Promotor se sastoji iz jezgra promotora i 

proksimalnog promotorskog regiona. RNK polimeraza II (RNKPII) i opšti transkripcioni faktori, kao na primer 

TEQD (HD) formiraju preinicijadoni kompleks (PIK). Predstavljeni su i drugi regulatomi proteini koji imaju 

ulogu u transkripcionoj regulaciji, uključujući Mediatomi kompleks (Medijator), hromatin remodelujuće 

proteine (HRP), sekvencno-specifične transkripcione faktore (TF) i koaktivatore. Svi procesi vezani za 

transkripciju se dešavaju u kontekstu hromatina koji se sastoji od DNK umotane oko histonskih oktamera. 

Preuzeto iz Heìntzman andRen, 2007.

Transkripcija gena se ostvaruje u kontekstu hromatina (Slika 1). Hromatin je visoko 

organizovana i gusto pakovana struktura koja je sačinjena od DNK i histonskih proteina. Vise 

strukture hromatina predstavljaju prvu barijeru za aktivaciju transkripcije. Za ostvarivanje 

transkripcije neophodno je otvaranje upakovanog, kondenzovanog hromatina u regionima koji 

obuhvataju promotor gena, pa i sam gen. Prvo se dekondenzuju veliki hromatinski domeni 

(25 - 100 kb), a zatim dolazi do remodelovanja hromatina u okviru promotorskog regiona sto 

je praćeno i kovalentnim modifikacijama histona u okviru nukleozoma (Wallrath et al., 

1994). Acetilacijom ili metilacijom slobodnih amino grupa na N- terminalnom delu histonskih 

molekula, dolazi do oslobadanja DNK iz forme u kojoj se nalazi (Turner et al., 1992). 

Ovakva modifikacija uslovlja gubitak pozitivne šarže molekula histona, cime se smanjuje 

njihov afinitet za fosfatne grupe DNK (Wolffe and Pmss, 1996). Mnogi transkripcioni faktori, 

poseduju specijalizovane domene preko kojih mogu da prepoznaju acetilovane i metilovane 

lizine u okviru histona, sto za posledicu može da ima inicijaciju i stabilizaciju interakcija 

između ovih transkripcionih faktora i promotorskih regiona (.Daniel et al., 2005; de la Cruz et

2
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a i, 2005). Kao rezultat modifîkacija, dolazi do promena u strukturi i poziciji nukleozoma na 

transkripciono aktivnim promotorima. Takođe, istraživanja na genomskoj skali kod različitih 

organizama, od kvasca do čoveka, ukazuju da su nedostatak nukleozoma, hiperacetilacija 

lizinskih ostataka H3 i H4 histona, kao i trimetilovani H3 protein generalne epigenetske 

karakteristike transkripciono aktivnih gena (Heintzman and Ren, 2007).

Eukariotski geni kodiraju proteine, kao i transportne i ribozomalne RNK molekule. Za 

razliku od prokariota, koji imaju jednu RNK polimerazu, kod eukariota postoje tri: RNK 

polimeraza I koja prepisuje gene za rRNK, RNK polimeraza II koja prepisuje gene koji 

kodiraju proteine i neke jedarne RNK, dok je RNK polimeraza III uključena u sintezu malih 

RNK kao sto su tRNK i 5S RNK (Lewis and Burgess, 1982). RNK polimeraza II nije 

sposobna da prepozna promotorske sekvence, već su joj neophodni dodatni proteini, opšti 

transkripcioni faktori, koji je regrutuju na mesto od kojeg će započeti transkripcija {Lewis and 

Burgess, 1982).

Promotorska sekvenca je pozicionirana uzvodno od gena koji se transkribuje. Tipično, 

temin "promotor" se odnosi na "jezgro" promotora i sekvence uzvodno od njega. Jezgro 

promotora okružuje mesto inicijacije transkripcije (oko 35 bp uzvodno i nizvodno) i sadrži 

sve regulatome sekvence potrebne za prepoznavanje od strane bazalne transkripcione 

mašinerije i inicijaciju transkripcije. Mesto inicijacije transkripcije predstavlja prvi nukleotid 

od kojeg započinje transkripcija. "Proksimalni" promotor ("proximal promoter") uključuje 

region koji se uobičajeno proteže oko 250 bp uzvodno i nizvodno od starta transkripcije 

(transcription start point- tsp) {Butler and Kadonaga, 2002), ali ta granica nije strego 

odredena. Proksimalni promotori sadrže vezivna mesta za sveprisutne i tkivno-specifične 

transkripcione faktore koji mogu imati aktivatorsku ili represorsku ulogu u procesu 

transkripcije datog gena. Inicijaciji transkripcije prethodi vezivanje sekvencno-specifičnih 

transkripcionih faktora za njihove regulatorne motive u okviru promotora i enhensera i 

regrutovanje koaktivatora koji dovode do remodelovanja hromatina i modifikacije histona sto 

za posledicu ima promenu strukture i pozicije nukleozoma (Slike 1 i 2). Na ovaj način 

regulisana reorganizacija hromatinske strukture u okviru promotora omogućava i stabilizuje 

vezivanje bazalne transkripcione mašinerije, koju sačinjavaju RNK polimeraza II, i brojni 

opšti transkripcioni faktori neophodni za pravilno pozicioniranje polimeraze i interakcije sa 

drugim specifičnim regulatornim proteinima.

Procès transkripcije je podeljen na nekoliko faza. Prva faza obuhvata preinicijaciju i 

inicijaciju koje su, kao sto je pomenuto, rezultat velikog broja proteinskih interakcija koje 

omoguóavaju razmotavanje hromatina i olakšavaju interakciju DNK i transkripcione
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mašinerije (Ghosh and Van Duyne, 1996). Preinicijacioni kompleks omogućava vezivanje 

RNK polimeraze II, tako sto TATA vezujući protein (TATA binding protein- TBP) naleže 

svojom unutrašnjom površinom u vidu sedia na TATAAA sekvencu, ostavljajući spoljašne 

površine za interakciju sa oko 13 TAF proteina (TBP asociranih proteina) (Sanders and Weil, 

2000) (Slika 2). Zajedno, oni sačinjavaju TFIID kompleks (transkripcioni faktor D RNK 

polimeraze П) (Ghosh and Van Duyne, 1996). TBP se vezuje za manji žljeb DNK spirale pri 

čemu dovodi do njenog krivljenja (Lodish, 2000). Sledeéi faktor koji se direktno vezuje za 

TFIID je TFIIA, cime se stabilizuje interakcija između TFIID i DNK (Maldonado et al., 

1990) (Slika 2). Nakon vezivanja TFIIA, vezuje se TFTIB koji, takođe, stabilizuje vezivanje 

TBP za DNK (Imbalzano et al., 1994) (Slika 2). TFTIB omogućava vezivanje RNK 

polimeraze П za preinicijacioni kompleks i postavlja je pravilno u odnosu na start 

transkripcije (Li et al., 1994) (Slika 2).

Slika 2. Shematski prikaz formixanja preinicijacionog kompleksa (PIK) na jezgru promotora koje sadrži TATA 

boks. Preuzeto iz Zawel and Reinberg, 1992.
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Sledeći korak u formiranju premici) acio no g kompleksa je vezivanje TFTEF za RNK 

polimerazu II koja bez njega ne može da se uključi u preinicijadoni kompleks (Slika 2). 

Preinicijacioni kompleks se definitivno formira vezivanjem preostalih faktora, TFIIE i TFIIH, 

koji eine holoenzim mase blizu 2 MDa (Dvir et a l, 2001) (Slika 2). TFIIH ima helikaznu, 

ATP-aznu i protein-kinaznu aktivnost (Flores et al., 1992; Zawel and Reinberg, 1992). 

Njegovo vezivanje dovodi do razmotavanja DNK u regionu starta transkripcije u prisustvu 

ATP-a (Roy et a l, 1994) i fosforilacije TBP-a, TFIIE, TFIIF i same RNK polimeraze II što 

rezultira oslobađanjem RNK polimeraze II iz inicijacionog kompleksa posto se prepiše RNK 

dužine oko 30-40 nukleotida. Oslobadanje polimeraze je neophodan korak za odvijanje 

procesa elongacije u okviru koje ovaj enzim katalizuje DNK-zavisnu polimerizaciju 

nukleozid-monofosfata u oligoribonukleotidni transkript, odnosno primarni transkript. Inače, 

preinicijacioni kompleks stupa u interakcije sa velikim brojem regulatomih proteina, 

uključujući i M ediatomi kompleks (Lewis and Reinberg, 2003), koji ima ulogu u prenosu 

regulatomih signala između sekvencno-specifičnih transkripcionih faktora i komponenti 

bazalne transkripcione mašinerije (Slika 1).

Elongacija transkripcije je faza koja može biti strogo kontrolisana. Naime, inducibilni 

geni koji brzo reaguju na spoljašnje stimuluse, kao sto su geni toplotnog šoka (Hsp70 vinske 

mušice) ili neki proto-onkogeni (junB i c-myc sisara) se odlikuju time da je na njihovim 

promotorima bazalna transkripciona mašinerija, uključujući RNK polimerazu II, postavljena, 

transkripcija je započeta, ali posle polimerizacije nekoliko desetina ribonukleotida elongacija 

transkripcije je zaustavljena (Aida et a l, 2006; Rasmussen and Lis, 1993; Rougvie and Lis, 

1988; Strobl and Eick, 1992). Na ovaj način, sve je spremno za brzu reakciju elongacije kao 

odgovor na stimulus, pri čemu formirani transkripcioni kompleks pomoću određenih 

regulatomih proteina kao što je NELF (Negative Elongation Factor) održava proksimalni 

promotorski region slobodnim od nukleozoma (Gilchrist et a l, 2008; Mavrich et a l, 2008). 

Novija istraživanja na nivou genoma kod vinske mušice su pokazala da je transkripcija mnogo 

većeg broja gena, nego sto se ranije mislilo, regulisana na ovaj način (Muse et a l, 2007).

Terminacija transkripcije je završna faza transkripcije gena koja se dešava kada RNK 

polimeraza II naiđe na poliadenilacioni signal (AATAA) na kodirajućem lancu DNK. 

Poliadenilacioni signal prepoznaje poli A polimeraza koja na iRNK molekul dodaje oko 250 

adenina, formirajući karakterističan poli A rep (Tran et a l, 2001). Poli A rep ima važnu ulogu 

u transportu iRNK iz nukleusa i njenoj stabilnosti u citoplazmi.

Pokazalo se da bazalna transkripciona mašinerija koja se sklapa na jezgru promotora 

nije univerzalna za sve promotore. Literaturni podaci pokazuju da i ona ima ulogu u
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postizanju ćelijske- i tkivno-specifične ekspresije gena. Naime, otkriveni su TAF proteini koji 

su specifični samo za određene tipove ćelija i ulaze u sastav alternativnih TFIID kompleksa 

koji su od esencijalne važnosti za ćelijsku diferencijaciju i razviće određenih tkiva (Falender 

et al., 2005; Freiman et al., 2001; Poìntud et al., 2003). Takođe, Deato i Tjian su utvrdili da 

je terminalna diferencijacija mioblasta u miotube praćena zamenom celog TFTID kompleksa 

sa altemativnim kompleksom koji sadrži TAF3 i TRF (TBP related protein) (Deato and Tjian, 

2007). Pretpostavka je da se na taj način postile gašenje odredenih transkripcionih programa 

vezanih za ćelijsku proliferaciju i istovremeno aktiviranje drugog seta gena odgovomog za 

procès terminable diferencijacije (Deato and Tjian, 2007).

U slučaju promotora koji ne sadrže TATA motiv, u inicijaciji transkripcije učestvuju 

drugi promotorski elementi o kojima će biti više redi u sledećem odeljku Uvoda.

1.1.1 Struktuma organizacija promotora kod eukariota

Jedan od nivoa na kojem se usložnjavaju mehanizmi transkripcione regulacije i postile 

diferencijalna ekspresija gena kod eukariota je struktuma organizacija promotora.

Kao što je već pomenuto, eukariotski promotor se sastoji iz "jezgra" promotora ("core" 

promoter) koje okruluje mesto inicijacije transkripcije i proksimalnog regiona uzvodno od 

njega (proximal promoter). Promotorsko jezgro, koje predstavlja minimalni region neophodan 

za vezivanje transkripcione mašinerije i inicijaciju bazalne transkripcije, bilo je predmet 

velikog broja istralivanja koja su za rezultat imala otkriće vise cis regulatornih sekvenci koje 

su evolutivno očuvane između vrsta.

Prvi identifikovani promotorski element bio je TATA boks (TATAWAAR; W- A/T, 

R- A/G) (Breathnach and Chambon, 1981) koji je uobičajeno lociran 25 do 30 baznih paro va 

(bp) uzvodno od starta transkripcije (Slika 3). Ovaj motiv najčešće prepoznaje i vezuje TATA 

vezujući protein (TATA binding protein- TBP), subjedinica opšteg transkripcionog faktora 

TFIID (Burley and Roeder, 1996), rnada su i drugi, TBP-u slični proteini (TBP related 

factors-TRF) sposobni da vezuju ovaj element {Berk, 2000). TBP se vezuje za mali lljeb 

DNK i izaziva savijanje DNK uzvodno i nizvodno u odnosu na TATA boks, delimično 

odvijajući DNK dupleks na mestu kontakta, zahvaljujući inserciji fenilalanina.

Veliki broj promotora ne sadrli TATA motiv. Ovakvi promotori sadrle druge 

konsenzusne demente kao što je inicijatorski element (Inr, YYANWYY; Y- C/T, N- 

A/C/G/T) koji okruluje tsp, odnosno nalazi se na poziciji od -2 do +4 u odnosu na tsp (Smale
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and Baltimore, 1989) (Slika 3). Inr element mogu posedovati i promotori sa TATA motivom. 

Dok Inr može da stimuliše transkripciju nezavisno od TATA boksa, oba dementa deluju 

sinergistički kada se nađu zajedno u promo torn (Smale et a l, 1990). Inr element specifìcno 

prepoznaje i vezuje kompleks dva TBP asocirana faktora -  TAFII250 i TAFII150 [TAF1 i 

TAF2 po novoj nomenklaturi, {Torà, 2002)] koji predstavljaju subjedinice TFIID kompleksa 

(■Chalkley and Verrijzer, 1999).

H3K4me3 H3K4ms2 H3K4me1

0 0 0 0 0
H2A2H2A H2B H3 Hi

transkripcija

Slika 3. Karakteristike transkripciono aktivnog promotora. Oko starta transkripcije (tsp) u okviru jezgra 

promotora je region bez nukleozoma (RBN). Shematski su predstavljeni promotorski elementi koje može 

sadržati jezgro promotora kao i njihove relativne pozicije u odnosu na start transkripcije (BRE, TATA, Inr, 

MTE, DPE). Acetilacija histona je najintenzivnija odmah nizvodno od promotora. Shematski je prikazan i 

gradijent metilacije lizina na poziciji 4 histona 3 (H3K4). Trimetilovani H3 protein (H3K4me3) je prisutan na 

promotoru, dok su nizvodno sa poveéanjem razdaljine prisutni najpre dimetilovani (H3K4me2), a zatim i 

monometilovani H4 (H3K4mel). Ovaj dijagram je napravljen na osnovu rezultata dobijenih u kvascu, vinskoj 

musici i sisarskim sistemima. Preuzeto iz Heintzman and Ren, 2007.

Nizvodni promotorski element (Downstream promoter element - DPE, RGWYV; R- 

AJG, W- A/T, Y- C/T, V- AJC/G) {Kadonaga, 2002) je tipičan za promotore koji nemaju 

TATA motiv, i on funkcioniše u sadejstvu sa Inr elementom (Burke and Kadonaga, 1996). 

Relativna pozicija ovog promotorskog dementa je kritična za optimalnu transkripciju, i on je 

lociran od +28 do +32 u odnosu na tsp (Kutach and Kadonaga, 2000) (Slika 3). Kao i u 

slučaju TATA motiva i Inr elementa, DPE prepoznaje i vezuje TFIID, verovatno preko 

subjedinica TAFII60 i TAFII40 (TAF6 i TAF9 po novoj nomenklaturi) (Burke and 

Kadonaga, 1997). Kod vinske mušice je otkriven multifunkcionalni faktor, dNC2 (Drl- 

Drapl) (negative cofactor 2), koji u zavisnosti od toga da li pro motor sadrži TATA boks ili 

DPE ima ulogu transkripcionog represora, odnosno aktivatora, sto ukazuje na postojanje vise 

različitih regulatornih mehanizama na nivou samog jezgra promotora {Willy et a l, 2000).
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BRE element koji prepoznaje TFIIB (TFIIB recognition element -  BRE, SSRCGCC; 

S- G/C, R- A/G) je promotorski element koji se nalazi odmah uzvodno od TATA boksa i koji 

vezuje TFIIB transkripcioni faktor (Lagrange et al., 1998) (Slika 3). Za ovaj element je 

pokazano da može i da stimuliše i da reprimira transkripciju (Evans et a l, 2001).

MTE (Motif ten element, CSARCSSAACGS; S- G/C, R- A/G) je identifikovan pri 

kompjuterskoj analizi promotora vinske mušice (Ohler et al., 2002) i do sada nije detektovan 

kod promotora vertebrata. Ovaj promotorski element je pozicioniran od 18 do 29 bp nizvodno 

od tsp, delimično se preklapajuéi sa 5 ’ krajem DPE motiva (Slika 3). MTE zahteva prisustvo 

Inr elementa i funkcioniše sinergistički sa TATA boksom ili DPE motivom (Lim et a l, 2004).

Opšta karakteristika sisarskih promotora koji ne sadrže TATA boks i DPE je prisustvo 

nizova CG nukleotida, odnosno prisustvo CpG ostrva (Blake et a l, 1990). Ovi promotori 

sadrže mnoštvo GC boks motiva koja prepoznaju Spi i srodni transkripcioni faktori (Brandeis 

et al., 1994; Macleod et a l, 1994). Prema literatumim podacima, CpG ostrva su najčešće 

prisutna klasa promotorskih elemenata, s obzirom da je procenjeno da su prisutna kod 79-88% 

promotora čoveka i kod 71% promotora misa (Bajic et a l, 2006; Kim et a l, 2005).

Potraga za no vim, do sada neokarakterisanim promotorskim elementima, se nastavlja 

pri čemu su kompjuterske analize sekvenci na genomskoj skali i kao i filogenetske analize 

dovele do otkriéa novih potencijalnih regulatomih motiva (Xie et al., 2005). Veliki broj 

studija ukazuje da promotorska jezgra ne poseduju univerzalne elemente. Naime, svaki od 

navedenih promotorskih elemenata se može naći u određenom setu promotora, pri čemu se 

njihova relativna zastupljenost razlikuje kod različitih vrsta. Početna istraživanja 

promotorskih sekvenci su ukazivala da je TATA boks opšta karakteristika promotora. 

Međutim analize na genomskoj skali su pokazale da je ovaj motiv prisutan kod 33-43% 

promotora vinske mušice (Kutach and Kadonaga, 2000; Ohler et a l, 2002) i kod samo 10- 

16% promotora misa i čoveka (Bajic et a l, 2004; Bajic et al., 2006; Cooper et a l, 2006; Kim 

et a l, 2005). Takođe, dok 69% promotora vinske mušice sadrži Inr element (Kutach and 

Kadonaga, 2000; Ohler et al., 2002), samo oko 55% promotora čoveka poseduje ovaj element 

(Kim et a l, 2005). S druge strane, DPE motiv je češći kod promotora čoveka (48%) nego kod 

vinske mušice (40%) (Bajic et al., 2006; Kutach and Kadonaga, 2000). Naravno, ovi 

regulatorni motivi su u promotorima prisutni u razlicitim kombinacijama, i ta varijabilnost, 

kako izmedu različitih promotora iste vrste, tako i između vrsta ukazuje na značajnu ulogu 

diverziteta sekvenci jezgra promotora u transkripcionoj regulaciji kod eukariota.
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1.1.2 Transkripcioni faktori

Transkripcioni faktori su proteini koji se vezuju za regulatome regione gena i regulišu 

transkripciju. U osnovi, svi transkripcioni faktori se mogu podeliti na: opšte transkripcione 

faktore koji su direktno uključeni u formiranje preinicijacionog i inicijacionog kompleksa i 

koji su odgovomi za otpočinjanje transkripcije i specifične transkripcione faktore koji se 

vezuju za odgovarajuće DNK motive i imaju ulogu aktivatora ili represora transkripcije. 

Svoju ulogu mogu ostvarivati ili direktnom interakcijom sa komponentama bazalne 

transkripcione mašinerije ili indirektno, regrutujući koaktivatore ili korepresore (Conkright et 

a l, 2003; Gill et a l, 1994; Hahn, 1993; Hoey et a l, 1993; Ryu et a l, 1999).

Transkripcioni faktori imaju modularmi strukturu i sadrže nekoliko domena 

uključujući DNK vezujući dornen, domen preko koga ostvaruju aktivatorsku ili represorsku 

funkciju i domen za protein-protein interakcije koji može da služi ili za formiranje 

homo/hetero-dimera ili za interakcije sa drugim regulatomim proteinima uključenim u 

transkripciju (Alberts, 1994; Tjian and Maniatis, 1994). DNK vezujući domeni

transkripcionih faktora su klasifikovani u više tipova uključujući HTH (helix-turn-helix), 

homeodomen, cinkani prstići (zinc finger), "leucinski rajsferšlus" (leucine zipper), bHLH 

(basic helix-loop-helix), WH (winged helix) i winged HTH (winged helix-turn-helix) (Locker, 

2001) .

bHLH motiv i leucinski rajsfešlus imaju dve funkcije: pored specifičnog vezivanja za 

odgovarajuće DNK sekvence služe i za formiranje dimera. Formiranje homo- i hetero-dimera 

od strane transkripcionih faktora je još jedan način kojim se povećava raznovrsnost i 

specifičnost vezivanja za DNK (Lamb and McKnight, 1991). Utvrdeno je da mnogi 

transkripcioni faktori međusobno stupaju u interakcije preko svojih cinkanih prstića (Merika 

and Orkin, 1995) ili preko svojih aktivacionih domena (Mitchell and Tjian, 1989).

Dok kod prokariota regulatorni proteini aktiviraju ili reprimiraju gene uglavnom 

pojedinačno, kod eukariota uglavnom funkcionišu u određenim kombinacijama, specifičnim 

za stupanj razvića i ćelijski tip. Po jednom modelu vezivna mesta za transkripcione faktore u 

tkivno-specifičnim enhenserima i promotorima služe kao matrica za regrutovanje 

odgovarajuće kombinacije ovih proteina iz čitavog "pula" faktora prisutnih u datom tipu ćelije 

(Arnone and Davidson, 1997). Prema drugom modelu, baziranom na istraživanjima procesa 

hematopoeze, transkripcioni faktori su sposobni da obrazuju multimerne komplekse 

nezavisno od DNK matrice (enhensera), odnosno pre vezivanja za specifične DNK sekvence 

(Sieweke and Graf, 1998). Ovako formirani kompleksi mogu imati različit uticaj na različite
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enhensere. Tokom diferencijacije dolazi do sukcesivnih promena u sastavu multimernih 

kompleksa. Naime, pojedini transkripcioni faktori bivaju zamenjeni drugim sto za posledicu 

ima promenu afmiteta kompleksa za pojedine enhenserske sekvence. Ovako izmenjeni 

kompleksi, ne samo da stiču sposobnost aktivacije novih enhensera, već takođe mogu da 

reprimiraju enhensere koji vise nisu potrebni za dati program genske ekspresije.

U daljem tekstu biće prikazane opšte karakteristike odabranih transkripcionih faktora, 

čija je uloga u regulaciji ekspresije SOX3 gena ispitivana u ovoj tezi.

S p i (specificity protein 1) je jedan od najbolje okarakterisanih sekvencno-specifičnih 

transkripcionih faktora koji učestvuje u regulaciji bazalne i inducibilne transkripcije mnogih 

ćehjskih i virusnih gena preko GC bogatih domena u njihovim promotorima ili enhenserima. 

Vezivna mesta za ovaj transkripcioni faktor su karakteristična za promotore bez TATA boksa, 

ali su prisutni i u promotorima koji poseduju ovaj element. Spi pripada Sp-multigenskoj 

familiji proteina (Bouwman and Philipsen, 2002; Kaczynski et a l, 2003; Suske, 1999) ciji su 

dianovi evolutivno srodni i poseduju visoko konzerviran C2H2 tip cinkanih prstića kao DNK 

vezujući dornen (“Krüppel-like” superfamilija). Spi najčešće funkcioniše kao transkripcioni 

aktivator, ali postoje podaci koji ukazuju i na njegovu represorsku funkciju (Doetzlhofer et 

a l, 1999). Ovaj transkripcioni faktor ostvaruje svoju funkciju kroz direktne interakcije sa 

komponentama bazalne transkripcione mašinerije, kao sto su TBP, hTAFII130 i hTAFII55 

(Chiang and Roeder, 1995; Emilì et a l, 1994; Tanese et a l, 1996). Takode, Spi interaguje sa 

bazalnom transkripcionom mašinerijom i indirektno preko koaktivatora ka sto je CRSP 

(cofactor required for Spi activation) (Ryu et a l,  1999), ali i sa drugim transkripcionim 

faktorima. Vezivna mesta za Spi se cesto nalaze pored, ili se delimično, ili u potpunosti 

preklapaju sa vezivnim mestima za druge transkripcione faktore sa cinkanim prstićima kao sto 

su ZBP-89 i MAZ, sa kojima Spi najčešće kompetira za vezivanje (Her et a l, 2003; Keates et 

al., 2001; Law et a l, 1998; Merchant et a l, 1996', Song et a l, 2001).

ZBP-89 (89-kDa zinc finger binding protein), zajedno sa ZBP-99, čini ZBP familiju 

transkripcionih faktora koji kao DNK vezujuéi domen poseduju po Četiri cinkana prstića tipa 

C2H2 (Law et a l, 1999). Ovaj transkripcioni faktor može da ima ulogu i transkripcionog 

aktivatora i represora zavisno od promotorskog konteksta, pozicionog efekta ZBP-89 

vezivnog mesta, kompeticije sa različitim transkripcionim faktorima za vezivanje za DNK ili 

interferencije sa aktivatorima transkripcije (Keates et a l, 2001; Malo et a l, 2006; Merchant et 

a l, 2003; Merchant et a l, 1996; Ye et a l, 1999; Zhang X. et a l, 2003). Svoju represorsku 

funkciju ZBP-89 najčešće ostvaruje kompeticijom za ista ili preklapajuća vezivna mesta sa 

Spi, Sp3, Sp4, WT1 (Wilms tumor 1) i cKrox (collagen-Krüppel box) transkripcionim
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faktorima (Hasegawa et a l, 1997; Law et al., 1998; Merchant et al., 1996; Moshier et a l, 

1996). Nešto drugačiji mehanizam represije je uočen pii ispitivanju regulacije ekspresije gena 

za vimentin, gde je pokazano da ZBP-89 direktno interaguje sa Spi transkripcionim faktorom, 

iako su vezivna mesta ova dva faktora međusobno udaljena 235 bp (Zhang X. et al., 2003). Na 

taj način onemoguéena je interakcija Spi sa transkripcionom mašinerijom cime je inhibirana 

transkripcija gena za vimentin. Za razliku od represije, malo se zna o mehanizmima 

transkripcione aktivacije posredovane ZBP-89 transkripcionim faktorom. Ovaj protein ima 

ulogu aktivatora u butiratom indukovanoj aktivaciji transkripcije p21"a/7 gena, gde ZBP-89 

stupa u interakciju sa koaktivatorom рЗОО što je praćeno regrutovanjem Spi u transkripcioni 

kompleks (Bai and Merchant, 2000). p300 je transkripcioni koaktivator koji poseduje histon 

acetiltransferazni domen zahvaljujući kome smanjuje afinitet vezivanja histonskih proteina za 

DNK i na taj način omogućuje lakši pristup drugim transkripcionim faktorima (Ogryzko et a l, 

1996).

MAZ (Myc-associated zinc finger protein) je transkripcioni faktor koji kao DNK 

vezujući domen poseduje šest cinkanih prstića tipa C2H2 koji specifično prepoznaju GA motiv 

(GGGAGGG) (Bossone et a i, 1992). Ovaj transkripcioni faktor ima ulogu i u inicijaciji i u 

terminaciji transkripcije velikog broja gena (Ashfield et a l, 1994; Duncan et a l, 1995; Parks 

and Shenk, 1996). Ekspresija ovog transkripcionog faktora je zavisna od faza ćelijskog 

ciklusa i regulisana od strane samog MAZ proteina (Song et a l, 1998). Kao što je već 

pomenuto MAZ transkripcioni faktor kompetira sa Spi za vezivanje za ista ili preklapajuća 

mesta u ciljnim promo to rima (Her et a l, 2003; Song et a l, 2001).

USF1 (upstream stimulatory factor 1), zajedno sa USF2, pripada klasi bHLH-zip 

transkripcionih faktora (basic helix-loop-helix-leucine zipper) koji se specifično vezuju za E- 

boks motive (5’ CANNTG 3’) u vidu homo- ili hetero-dimera (Sirito et a l, 1992; Viollet et 

a l, 1996). Ovi faktori poseduju USF-specifičan region koji je neophodan za transkripcionu 

aktivaciju promotora koji poseduju TATA boks i Inr element (Sawadogo et a l, 1999). 

Pokazano je da ovi faktori stupaju u kooperativne, protein-protein interakcije sa 

transkripcionim faktorima kao sto su Spi (Liu et a l, 2004), PEA3 (Firlej et a l, 2005) i MTF1 

(Andrews et a l, 2001) omogućavajući na taj način transkripcionu regulaciju ciljnih gena. 

Takođe, u slučaju promotora koji sadrže TATA boks, USF1 direktno interaguje sa 

komponentama bazalne transkripcione mašinerije kao sto su TFIID i neki od TAF proteina 

(Chiang and Roeder, 1995). U slučaju promotora sa Inr elementom, USF-1 je sposoban da 

direktno interaguje sa ovim promotorskim elementom, ili indirektno preko TFII-I faktora. 

Konačno, USF proteini imaju sposobnost da regrutuju histonske acetiltransferaze i metilaze
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(CAF i SET7/9) omogućavajući otvaranje hromatina i pristup transkripcionoj mašineriji (West 

et a l, 2004).

NF-Y (nuclear factor Y) je sveprisutni transkripcioni faktor koji se vezuje za 

specifični DNK motiv nazvan CCAAT boks. Ovaj protein se sastoji od tri subjedinice NF- 

YA, NF-YB i NF-YC, pri čemu se za CCAAT motiv (Y boks), kao i okolne sekvence, vezuje 

samo u formi heterotrimera (Mantovani, 1998). Subjedinica NF-YA je odgovoma za 

specifično prepoznavanje i vezivanje za DNK. NF-Y pripada grupi malobrojnih proteina, 

među kojima su i SOX proteini, koji se vezuju za manji žljeb DNK (Ronchi et a l, 1995). 

Ovaj transkripcioni faktor je značajan i za regulaciju ekspresije gena čija je funkcija zavisna 

od signala ćelijskog ciklusa ili je indukovana spoljašnjim stimulusima (Bolognese et a l, 1999; 

Mantovani, 1998). Pokazano je da NF-Y reguliše transkripciju ciljnih gena u kooperaciji sa 

transkripcionim faktorima kao sto su Spi (Roder et a l, 1999; Roder et a l, 1997), GATA 

{Huang et a l, 2004) i SREBP {Jump et a l, 2001). NF-Y može imati ulogu aktivatora 

transkripcije {Reed et a l, 1995; Zhu et a l, 2003), ili represora {Gowri et a l, 2003), dok kod 

nekih gena NF-Y ima bifunkcionalnu ulogu, i aktivatora i represora {Bemadt et a l, 2005).

CREB (cAMP response element binding protein) spada u bZIP superfamiliju 

transkripcionih faktora koji specificano prepoznaje i vezuje se za konsenzusnu palindromsku 

sekvencu TGACGTCA (CRE element) kao i za polumesto CGTCA, aktivirajući na taj način 

ciljne gene {Mayr and Montminy, 2001; Nichols et a l, 1992). Kao odgovor na različite 

fiziološke stimuluse, koji poveóavaju intracelularu koncentraciju cAMP-a ili Ca"+, dolazi do 

aktivacije CREB proteina preko fosforilacije serina na poziciji 133 i/ili translokacije TORC 

koaktivatora (transducer of regulated CREB activity) u jedro {Conkright et a l, 2003; 

Iourgenko et a l, 2003; Mayr and Montminy, 2001; Shaywitz and Greenberg, 1999). 

Aktivirani CREB stimuliše transkripciju ciljnih gena kroz asocijaciju sa ko aktiv atorima, 

uključujući СВР/рЗОО {Arias et a l, 1994; Kwok et a l, 1994), TORC {Conkright et a l, 2003) 

kao i sa TAFTI110 {Felinski and Quinn, 1999). CREB ima ulogu u regulaciji velikog broja 

gena koji su uključeni u kontrolu óelijskog ciklusa, ćelijskog rasta i opstanka, metabolizma, 

kao i neuronalnih aktivnosti kao sto su memorija i učenje {Desdouets et a l, 1995; Lonze and 

Ginty, 2002; Mayr and Montminy, 2001; White et a l, 2006)
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1.2 SOX/Sox geni

U ovom poglavlju Uvoda biće predstavljeni podaci vezani za strukturu i funkciju 

familije SOX gena kao i dosadašnja saznanja o ulozi ovih gena u različitim procesima tokom 

embrionalnog razvića kičmenjaka. Posebna pažnja biće posvećena profilu ekspresije i funkciji 

SOX3/Sox3 gena tokom embrionalnog razvića kičmenjaka, zatim, genima regulisanim ovim 

transkripcionim faktorom kao i regulaciji ekspresije Sox3 gena kod kičmenjaka.

Familija SOX/Sox gena, koja je prvi put identifikovana kod sisara 1990. godine, kodira 

SOX proteine koji pripadaju HMG (high mobility group) boks superfamiliji DNK vezujućih 

proteina (Wegner, 1999). Zajednička osobina ovih proteina, je da kao DNK vezujući dornen 

poseduju HMG boks domen, dužine 79 aminokiselina (Laudet et al., 1993). Ovaj domen 

omoguéava SOX proteinima da specifično prepoznaju i vežu se za heksamernu DNK 

sekvencu - 5’ WWCAAW 3’ (W- A/T) (Denny et al., 1992; Harley et a l, 1994; Mertin et al., 

1999; van de Wetering et a l, 1993).

Sry (Sex-determining region Y) je prvi otkriveni Sox gen (Gubbay et al., 1990; 

Sinclair et a l, 1990). Njegovim otkrićem okončana je potraga za genom odgovomim za 

determinaciju muškog pola koji je lociran na Y hromozomu. Ostali dianovi ove genske 

familije otkriveni su na osnovu homologije sa Sry genom u okviru HMG boks domena i na 

osnovu ove karakteristike nastao je akronim Sox (Sry-related HMG boxi (Denny et a l, 1992; 

Gubbay et a l, 1990; Wright et al., 1993). Brojevi su Sox genima dodeljivani na osnovu 

redosleda otkrivanja. Schepers i saradnici su 2002. godine pretraživanjem sekvenci 

kompletnih genoma čoveka i misa izvršili ponovnu numeraciju i klasifikaciju, što je fînalno 

rezultiralo identifikacijom dvadesetak različitih Sox gena prisutnih kod obe vrste (Schepers et 

al., 2002). Na osnovu poređenja proteinskih sekvenci unutar i van HMG boks domena, Sox 

geni su svrstani u 10 grupa (A-J), pri čemu je grupa B podeljena na podgrupe Bl i B2, dok 

grupe I i J imaju po jednog ciana koji nemaju ortologe medu Sox genima kičmenjaka (I- 

Xenopus laevis Sox31\ J- Caenorhabditis elegans SoxJ) {Bowles et al., 2000). Na Tabeli 1., 

prikazano je 8 grupa Sox gena (A-H) koje su su prisutne kod misa i čoveka.

SOX proteini u okviru iste grupe pokazuju visok nivo homologije (70-90%) kako u 

okviru HMG boks domena tako i van njega, dok proteini iz razlicitih grupa pokazuju 

homologiju samo u okviru HMG boks domena (>46%). Većina Sox gena ima 1-3 egzona i 

jednu varijantu primarnog RNK transkripta, dok Sox geni grupa D i H sadrže vise egzona koji 

mogu dati primarne transkripte različitih dužina i izmenjenih karakteristika (Hiraoka et al.,
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1998; Lefebvre et a i, 1998; Osaki et al., 1999; Wunderle et al., 1996). SOX/Sox geni grupe A, 

B, C i G ne poseduju introne.
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Tabela 1. Klasifikacija Sox gena misa i čoveka, sa oznakom grupe, hromozomske pozicije kod misa i čoveka 

(lokus) i struktumom organizacijom gena. Na shemi organizacije gena blokovi označavaju fankcionalne 

domene: cmi-HMG boks domen, uzdužne pruge-transaktivacioni domen, poprečne pruge-transrepresorski 

domen, dijagonalne pruge-dimerizacioni domen. Preuzeto iz Lefebvre et al., 2007.
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Do nedavno se mislilo da su Sox geni karakteristika višećelijskih organizama 

(Metazoa). Medutim, analizom genomske sekvence jednoćelijskog organizma Monosiga 

brevicollis (Protozoa, red Choanoflagellata) otkrivene su dve Sox genima slične sekvence čije 

predviđene HMG domene odlikuje 49 -  50% identičnosti u aminokiselinskoj sekvenci sa 

HMG domenima Sry/SRY gena misa i čoveka (King et a l, 2008). S obzirom da su ovi 

jednoćelijski organizmi najbliži poznati srodnici višećelijskih organizama, pretpostavka je da 

je pojava predačkog Sox gena prethodila pojavi Metazoa (Guth and Wegner, 2008). Najniži 

oblik višećelijskih organizama kod kojeg su detektovani Sox geni su sunđeri, gde je kod tri 

različite vrste detektovano od 3 do 4 gena (Jager et a l, 2006; Larroux et a l, 2008). Ovi Sox 

geni pripadaju ili SoxB ili SoxF grupi, dok neki ne mogu lako biti svrstani ni u jednu od 

postojećih grupa. Kod dupljara je broj identifìkovanih Sox gena mnogo veci i kreée se od 10 

do 14, zavisno od vrste (Jager et a l, 2006; Magie et al., 2005). Sox geni dupljara mogu biti 

svrstani u tri grupe: SoxB, SoxF i SoxE, ali postoje i oni koji se ne mogu klasifikovati na 

osnovu postojeće podele. Ovi podaci ukazuju da se prva ekspanzija Sox gena odigrala kod 

prvih Metazoa pre divergencije sundera i dupljara, kao i da su SoxB, SoxF i SoxE grupe 

filogenetski veoma stare (Guth and Wegner, 2008). S obzirom da su ovi organizmi vrlo 

jednostavne grade, bez kompleksnih tkiva i bilateralne simetrije, verovatno Sox geni kod njih 

obavljaju neke osnovne funkcije vezane za multicelularnost, sto se veoma razlikuje od 

složenih funkcija koje ovi geni obavljaju kod vertebrata. SoxC i SoxD grupa gena se 

pojavljuju kod organizama sa bilateralnom simetrijom, gde se može primetiti drastična razlika 

u broju Sox gena izmedu protostomija i deutero sto mij a. Insekti (Drosophila melanogaster) i 

nematode (Caenorhabditis elegans) poseduju po osam, odnosno pet Sox gena, a svi ovi geni 

imaju odgovarajuće ortologe u pomenutim grupama Sox gena vertebrata (Bowles et a l, 2000). 

Najverovatnije je veoma rano tokom evolucije vertebrata, došlo do duplikacije originalnog 

seta Sox gena dva puta a zatim i do njihove divergencije (Hokamp et a l, 2003). Neki od 

dupliranih gena su podelili postojeće funkcije koju je obavljao gen pre duplikacije, dok su 

neke kopije stekle nove funkcije tokom evolucije (subfunkcionalizacija i neofunkcionalizacija 

gena) (Lynch and Force, 2000; McClintock et a l, 2001). Tokom procesa subfunkcionalizacije 

i neofunkcionalizacije gena postoji period kada se obe kopije gena koeksprimiraju i dele iste 

funkcije. Time se mogu objasniti preklapajući obrasci ekspresije i slicne funkcije razlicitih 

članova iste grupe Sox gena, gde jedan clan grupe može zameniti drugog u obavljanju neke 

funkcije.
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1.2.1 Karakteristike SOX proteina

Većina SOX proteina ima vise fankcionalnih domena (Collignon et a l, 1996; Connor 

et a l, 1995; Dunn et a l, 1995; Hargrave et a l, 2000; Kanai et a l, 1996; Kuhlbrodt et a l, 

1998; Schepers et a l, 2000; Wright et a l, 1995). Najznačajniji je HMG boks domen koji 

obezbeđuje ostvarivanje veoma značajnih funkcija, kao sto su vezivanje proteina za DNK, 

konformacione promene DNK, interakcije sa drugim proteinima i transport proteina unutar i 

van jedra (Lefebvre et a l, 2007). Ove funkcije ostvaruju se preko sekvenci HMG boks 

domena koje su evolutivno visoko očuvane kod svili SOX proteina. Posto je HMG boks 

domen visoko očuvan kod SOX proteina iste grupe, a proteini različitih grupa pokazuju oko 

50% homologije ovog regiona, pretpostavlja se da je evolucija ovog domena išla u pravcu 

ostvarivanja jedinstvenih funkcija SOX proteina pojedinih grupa. Domeni SOX proteina 

izvan HMG boks domena visoko su evolutivno očuvani kod ortoioga i članova iste grupe, a 

potpuno različiti kod pripadnika razlicitih grupa (.Lefebvre et a l, 2007). Ovi domeni uključuju 

transaktivacione, transrepresorske i domene odgovome za dimerizaciju proteina (Lefebvre et 

a l, 2007).

Sry gen je zanimljiv izuzetak od ovog pravila. Njegovi ortolozi ne pokazuju 

homologiju izvan HMG boks domena (Lefebvre et a l, 2007). Postoje dva pristupa u 

objašnjenju ovog fenomena. Po prvom SRY protein nema drugih funkcionalnih domena osim 

HMG boksa (Lefebvre et a l, 2007). Ovu hipotezu podržava činjenica da većina mutacija u 

humanom Sry genu koje dovode do reverzije pola pogađaju upravo HMG boks domen 

('Cameron and Sinclair, 1997). Po drugoj hipotezi, nepostojanje homologije izvan HMG boks 

domena objašnjava se brzim promenama regiona izvan ovog domena izazvanih adaptivnim 

pritiskom specifičnim za određenu vrstu (.Lefebvre et a l, 2007). Potencijalni transaktivacioni 

domeni izvan HMG boks-a SRY proteina su opisani kod pojedinih vrsta, ali njihova funkcija 

nije potvrdena in vivo (Dubin et a l, 1995).

Kao što je ranije pomenuto HMG boks domen omogućava SOX proteinima da 

specifično prepoznaju i vežu se za heksamernu DNK sekvencu - 5’ WWCAAW 3’ (W- A/T). 

Na afmitet vezivanja SOX proteina utiču i nukleotidi koji okružuju heksamernu sekvencu, ali 

zahtevi za prisustvom određenih susednih nukleotida variraju među različitim SOX 

proteinima (Mertin et a l, 1999). Na primer, SOX9 i SOX17 zahtevaju prisustvo 5’AG 

nukleotida, ali im se zahtevi za nukleotide na 3’ kraju razlikuju: u slučaju SOX9 to je 3’GG, a 

za SOX17 3’G (Mertin et a l, 1999). Afmitet za određene nukleotide direktno zavisi od 

strukture HMG boks domena, što SOX proteinima iz iste grupe obezbeđuje regulisanje
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ekspresije istih ciljnih gena, dok proteini iz drugih grupa mogu da kompetiraju za ista mesta 

ili da preko izmenjenih sekvenci regulišu druge ciljne gene (Lefebvre et a l, 1998). Važno je 

naglasiti da je otkriveno vise slučajeva u kojima se SOX proteini vezuju za sekvence DNK 

koje samo delimično odgovaraju konsenzusnoj sekvenci identifikovanoj u in vitro 

eksperimentima (Mertin et a l, 1999). Sekvence slične konsenzusnoj veoma su zastupljene u 

genomu, pa je jasno da specifičnost DNK sekvence nije jedini kriterijum za vezivanje SOX 

proteina u regulatomim regionima ciljnih gena in vivo. Konformacija DNK u regionima gde 

se nalaze nekonsenzusne sekvence može da bude jedan od kriterijuma po kojima SOX 

proteini vrše selekciju mesta za vezivanje.

Za razliku od vedine drugih proteina, SOX proteini se vezuju za manji žljeb DNK i 

izazivaju savijanje DNK zavojnice, pri čemu ugao savijanja može da varira između 30° i 110° 

(Weiss, 2001). Ovakav raspon savijanja obezbeđen je fleksibilnom strukturom HMG boks 

domena koja postaje rigidna prilikom vezivanja za DNK, izazivajući savijanje zavojnice. 

Istovremeno, interakcija sa DNK obezbeđuje kompletno savijanje proteina i zauzimanje 

tercijarne strukture. S obzirom da se SOX proteini vezuju za manji žljeb DNK, sterički je 

omogućeno njihovo vezivanje u neposrednoj blizini drugih transkripcionih faktora, koji se 

vezuju za veci žljeb DNK (Wegner, 1999). Postavljena je hipoteza da SOX proteini 

organizuju hromatin i omogućavaju vezivanje drugih transkripcionih faktora i formiranje 

aktivnih transkripcionih kompleksa (enhensozoma) (Wegner, 1999).

1.2.2 Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima

Još jedna važna karakteristika SOX proteina je njihova sposobnost da interaguju sa 

različitim transkripcionim faktorima (Kamachi et a l, 2000; Wilson and Koopman, 2002) 

(Slika 10). Ova osobina SOX proteina prvi put je otkrivena, i do sada najbolje okarakterisana, 

na enhenseru Fgf4 gena koji je specificano aktiviran u embrionalnim matičnim ćelijama i 

embrionalnim karcinoma éelijama (Yuan et a l, 1995). Ovaj enhenser sadrži blisko 

postavljena vezivna mesta za SOX proteine i POU domenske proteine. SOX2 i OCT3/4 

(pripada familiji POU domenskih proteina) su koeksprimirani u ovim ćelijama i sinergistički 

aktiviraju enhenser Fgf4 gena formirajući heterodimere preko svojih domena za vezivanje za 

DNK (Remenyi et a l, 2003). Sinergističko delovanje ova dva proteina potvrđeno je i u slučaju 

aktivacije samog SOX2 gena, kao jednog od gena specifično eksprimiranih u matičnim 

éelijama (Tomioka et a l, 2002). Transkripcioni faktori sa kojima SOX2 ostvaruje interakcije
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u drugim ćelijskim tipovima su Рахб u ćelijama sočiva oka (Kamachi et al., 1998; Kamachi et 

a l, 2001) i Brn2 u neuralnom primordijumu (Tanaka et al., 2004).

(a) Interakcija sa 
partnerom

Domen za aktivacìju 
ili represiju

HMG

Vezivanje i savijanje DNK

Sox Partner 
konsenzus mesto

Nestabilno vezivanje

DNK

Partner

( c ) SOX
Aktivacij a/represij a

transkripcij e 
------- ►

Stabilno Partner 
vezivanj e

Slika 4. Vezivanje SOX proteina za partnerski protein i DNK. (a) Tipičan SOX protein ima tri funkcionalna 

domena: aktivacioni ili represorski domen blizu C-terminusa, HMG boks za vezivanje za DNK i domen koji 

obuhvata i HMG boks, koji je odgovoran za interakciju sa partnerskim faktorom. (b) Kada se SOX protein 

vezuje samo preko HMG boks domena, vezivanje je nestabilno. (c) Kada je partnerski faktor vezan za SOX 

protein i susednu sekvencu istovremeno, onda je vezivanje SOX proteina za ciljnu DNK sekvencu stabilizovano 

i može dodi do aktivacije ili represije transkripcije. Preuzeto iz Kamachi et al., 2000.

Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima odvijaju se preko 

njihovih DNK vezujuéih domena (Slika 4). Intezitet ovih proteinskih interakcija na DNK 

verovatno je povezan sa činjenicom da se SOX proteini vezuju za mali, a veéina ostalih 

transkripcionih faktora za veliki žljeb DNK zavojnice (Wegner, 1999).
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In vitro je pokazano da SOX proteini ostvaruju interakcije sa različitim 

transkripcionim faktorima: homeodomenskim proteinima, proteinima koji poseduju cinkane 

prstiće, HLH proteinima i proteinima sa strukturom leucinskog rajsferšlusa (Remenyi et al., 

2003; Wissmuller et al., 2006). U svim slučajevima heterodimerizacija se ostvaruje preko C- 

terminalnog kraja HMG boks domena SOX proteina i domena za vezivanje za DNK drugog 

proteina (Remenyi et a l, 2003). Na ovaj način, HMG boks učestvuje u formiranje aktivnih 

transkripcionih kompleksa, ne samo promenom konformacije DNK, već i direktnom 

interakcijom sa različitim tipovima transkripcionih faktora (Slika 4).

1.2.3 SOX proteini -  transkripcioni aktivatori i represori

SOX proteini koji pripadaju grupama B l, C, E i F, koji cine 12 od ukupno dvadeset 

SOX proteina čoveka i misa, poseduju potentan transaktivacioni domen na svom C- 

terminusu. Ovaj domen SOX2 i SOX9 proteina fizički interaguje sa transkripcionim 

koaktivatorima CBP/p300 i na taj fiačin ovi proteini stupaju u kontakt sa komponentama 

transkripcione mašinerije (Nowling et al., 2003; Tsuda et al., 2003).

U tumačenju mehanizama transaktivacije i transrepresije od posebnog interesa je B 

grupa Sox gena koja je evoluirala u dve podgrupe: Bl koju eine transkripcioni aktivatori 

SOX1, SOX2 i SOX3 i B2 koja obuhvata transkripcione represore SOX14 i SOX21 

(Uchikawa et al., 1999). Pet SOX proteina B grupe pokazuju visoku homologiju u okviru 

HMG boks domena i preklapajući profil ekspresije. Represori B2 podgrupe in vivo 

reprimiraju aktivnost Sox gena podgrupe Bl (Uchikawa et al., 1999). Domen odgovoran za 

represiju nalazi se van HMG boks-a, na C-terminusu, sto ukazuje da ovi proteini deluju, ne 

samo kao kompetitori SOXB1 proteina za vezivanje za DNK, već i direktnim interakcijama 

preko C-terminalnog domena (Uchikawa et al., 1999).

SOX15, jedini clan G grupe SOX proteina, ostvaruje svoju represorsku funkciju, 

takode preko domena lokalizovanog na C-terminusu (Beranger et al., 2000). Zanimljivo je da 

SOX proteini D grupe (SOX5, 6 i 13) mogu regulisati transkripciju i kao koaktivatori i kao 

represori. SOX proteini ove grupe u sadejstvu sa SOX9 kooperativno aktiviraju specifične 

gene uključene u procès hondrogeneze, iako nemaju transaktivacioni domen, niti direktno 

reaguju sa SOX9 (.Lefebvre et al., 1998). Ovakav mehanizam aktivacije može se objasniti 

njihovom ulogom arhitektonskih faktora ili/i interakcijama sa drugim proteinima. Mehanizmi 

preko kojih ovi proteini ostvaruju represiju, potpuno su drugačiji i veoma raznovrsni. U 

ćelijama ušnog mehura, SOX6 reaguje sa transkripcionim korepresorom QBP2 preko kratkog
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motiva PLNLSS koji se nalazi van HMG boks domena (Lefebvre et a l, 2007), dok u beta 

ćelijama pankreasa interaguju sa Pdxl proteinim preko HMG boks domena. U 

oligodendrocitima SOX5 i SOX6 kompetiraju sa SOX proteinima E grupe (SOX8, 9 i 10) za 

vezivanje za DNK {Stolt et a l, 2006). SOX13 vrši represiju gena specifičnih za T limfocite 

direktnim vezivanjem za DNK i istiskivanjem TCF1 proteina, ali domen odgovoran za ovu 

aktivnost još uvek nije identifikovan (Melichar et al., 2007).

1.2.4 Homodimerizacija SOX proteina

Homodimerizacija SOX proteina do sada je opisana kod članova SOXD i SOXE grupe 

(.Lefebvre et a l, 2007). Protei ni SOXD grupe poseduju dva evolutivno očuvana domena 

(leucine zipper - coiled coil) koji obezbeđuju homodimerizaciju u prisustvu ili u odsustvu 

DNK i omogućavaju visoko efikasno vezivanje dimera za susedna konsenzusna mesta 

(Lefebvre et al., 1998). Takođe, ovi proteini interaguju sa drugim transkripcionim faktorima 

preko HMG boks domena. SOXE proteini takode formiraju homodimere, ali nakon vezivanja 

za DNK, i to preko evolutivno očuvanih regiona koji se nalazi na N-terminusu proteina 

(Peirano and Wegner, 2000; Schlierf et al., 2002). Zanimljivo je da mutacija ovog regiona u 

humanom SOX9 genu dovodi do sindroma kampomelične displazije ali ne i do XY reverzije 

pola, sto ukazuje da je homodimerizacija kao mehanizam regulacije aktivnosti proteina 

specifična za određene ćelijske tipove (Bernard et a l, 2003).

1.2.5 Posttranslacione modifikacije SOX proteina

Kao i u slučaju drugih regulatomih faktora, aktivnost SOX proteina je modulisana 

različitim tipovima posttranslacionih modifikacija. Mnogi SOX proteini poseduju 

potencijalna mesta za fosforilaciju, ali je do sada eksperimentalno potvrđena fosforilacija 

SOX9 proteina kinazom A na dva mesta u regionima koji okružuju HMG boks (Huang et a l, 

2000). Ova modifikacija SOX9 proteina događa se u hrskavici (Huang et a l, 2001) i tokom 

razvića muških gonada, cime je omogućena translokacija proteina u jedro (Malki et al., 2005).

SOX3, SOX4, SOX6 i SOXE proteini mogu biti modifikovani sumoilacijom ili 

ubikvitinacijom in vitro, cime se menjaju karakteristike ovih proteina kao sto su stabilnost, 

ćelijska lokalizacija, transaktivacioni potencijal i afinitet za vezivanje za DNK (Girard and 

Goossens, 2006; Hattori et al., 2006; Pan et a l, 2006; Savare et a l, 2005). Posttranslacione
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modifikacije SOX proteina su potencijalno veoma važan vid regulacije ovih proteina koji je 

široko raspostranjen.

1.3 Funkcije Sox gena

Sox geni pokazuju dinamične obrasce ekspresije i smatraju se ključnim regulatorima 

embriogeneze i razvića što je i prikazano u Tabeli 2. Analize ekspresije Sox gena su pokazale 

da su ovi geni aktivni u skoro svim embrionalnim tkivima, dok neka embrionalna tkiva 

eksprimiraju istovremeno i vise Sox gena. Takođe, Sox geni imaju značajnu ulogu u ključnim 

fiziološkim procesima tokom adultnog života kičmenjaka. U Tabeli 2. dat je sažet pregled 

funkcija Sox gena misa.

G r u p a G en U lo g a

A Sry * Determinacija pola (Polanco and Koopman, 2007)
• Regulacija dopaminergičnih neurona nigrostriatalnog sistema (Dewing et al., 

20061

B1

Soxl
* Razviée oka (Kondoh et al., 2004)
® Neurogeneza (Bylund et al., 2003; Pevny and Placzek, 2005)

Sox2

• Održavanje pluripotentnosti embrionalnih matičnih ćelija (Avilion et al., 2003)
• Neurogeneza (Pevny and Placzek, 2005; Wegner and Stolt, 2005)
» Razviće oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)
• Razviée hipofize (Kelberman et al. 2006)
• Razviée čulnih kvržica (Okubo et al., 2006)

Sox3

♦ Neurogeneza (Bylund et al„ 2003; Pevny and Placzek, 2005)
• Razviée oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)
* Razviée hipofize (Rizzoti et al., 2004)
• Razviée gonada (Weiss et al., 2003)

B2
S oxl 4 • Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

Sox21 • Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

C

Sox4

• Kardiogeneza (Schilham et al., 1996)
• Limfopoeza (Schilham et al., 1997)
• Razviée pankreasa (Wilson et al., 2005)
• Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)

S o x ll
• Kardiogeneza (Sock et al., 2004)
• Razviée oka, pluéa, pankreasa, skeleta i slezine (Sock et al., 2004)
• Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)

Sox 12 • Nepoznata
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Grupa Gen Uloga

D

Sox5
* Razviée skeleta (Smits et al., 2001)
» Razviée nervne kreste (Perez-Alcala et al., 2004) 
® Gliogeneza (Stolt et al., 2006)

Sox6

* Provodljivost srčanog mišića (Hagiwara et al., 2000) 
» Razviée skeleta (Smits et al., 2001)
• Gliogeneza (Stolt et al., 2006)
» Eritropoeza (Dumitriu et al., 2006; Yi et al., 2006)

Soxl3 * Limfopoeza (Melichar et al., 2007)

E

Sox8

« Gliogeneza (Stolt et al., 2004 and 2005)
* Razviée testisa (Chaboissier et al, 2004)
» Osteogeneza (Schmidt et al., 2005)
» Formiranje nervne kreste (Maka et al., 2005; O'Donnell et al., 2006)

Sox9

• Determinacija pola (Barrionuevo et al., 2006a; Kobayashi et al., 2005)
• Hondrogeneza (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002)
• Razviée nervne kreste (Cheung et al., 2005)
9 Gliogeneza (Stolt et al„ 2003; Wegner and Stolt, 2005)
® Održavanje éelija notohorda (Barrionuevo et al., 2006)
• Kardiogeneza (Akiyama et al., 2004)
• Formiranje unutrašnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)
• Formiranje folikula dlake (Vidal et al., 2005)
• Razviée pankreasa (Seymour et a l, 2007)
® Razviée epitela creva (Moniot et al., 2004)

SoxlO
» Razviée nervne kreste (Wegner and Stolt, 2005; Kelsh et al., 2006) 
• Formiranje unutrašnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)

F

Sox7 * Kardiogeneza (Zhang et al., 2005)

Sox 17
• Formiranje endoderma ( Kanai-Azuma et al., 2002)
• Angiogeneza (Matsui et al., 2006)

Sox 18
• Kardiogeneza (Pennisi et al., 2000; Zhang et al., 2005)
• Angiogeneza (Downes & Koopman, 2001 ; Matsui et al., 2006)
• Razviée folikula dlake (Pennisi et al., 2000)

G Sox 15 8 Regeneracija skeletne muskulature (Lee et al., 2004; Meeson et al., 2007)
H Sox30 • nepoznata

Tabela 2. Pregled funkcija Sox gena misa. Preuzeto iz Lefebvre et al., 2007.
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1.4 Sox3 gen

Sox3 gen, zajedno sa Soxl i Sox2 genima, pripada grupi SoxB, podgrupi B1 

transkripcionih aktivatora (Stevanovic et al., 1993; Uchìkawa et a l, 1999). Pojedine 

karakteristike Sox3 gena evolutivno ga povezuju za Sry. HMG domen Sox3 gena pokazuje 

najveću homologiju sa HMG boks do meno m Sry gena (Wegner, 1999). Takođe, ova dva gena 

su jedini članovi Sox familije koji su locirani na polnim hromozomima (Y pll.3  za SRY i 

Xq27.1 za SOX3) (Goodfellow and Lovell-Badge, 1993; Stevanovic et al., 1993). Pojedine 

evolutivne studije ukazuju da Sry gen vodi poreklo upravo od Sox3 gena (Graves, 1998; 

Weiss et al., 2003).

Humani SOX3 gen kodira protein koji se sastoji od 375 aminokiselina i karakteriše ga 

prisustvo domena karakterističnih za ciano ve SOX familije (Stevanovic et al., 1993). To su, 

pre svega, HMG boks domen dužine 79 aminokiselina, region visoke homologije između 

proteina SOXB grupe (Group B homology) i SOX123C domen (region visoke homologije 

između članova SOXB1 podgrupe) koji se nalazi na C-terminusu ovog proteina (Katoh and 

Katoh, 2005; Uchikawa et a l, 1999) (Slika 5). Takode, u okviru SOX3 proteina su 

detektovani NLS (nuclear localization signal) motivi koji omogućavaju transport ovog 

proteina u jedro (Stevanovic et al., 1993). Naime, ovi motivi omogućavaju SOX proteinima 

da se vežu za proteine iz familije importina i da budu uvedeni u jedro.

□
Q

□

375

HMG boks domen
Poliglicinski trakt

Domen homologije SOXB grupe
Polialaninski traktovi (I, II, III i IV)
Poliprolinski trakt
SOX123C domen

I A A A A A A A A A A A A A A A | 15A  (w t)
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A l 2 6 A  (m u t)
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A l 2 2 A  (m u t)

Slika 5. Shematski prikaz strukture SOX3 proteina. Odgovarajuéom bojom prikazani su funkcionalni i struktumi 

domeni, uključujući aminokiselinske homopolimeme traktove u okviru SOX3 proteina. Takođe, shematski su 

prikazane dve ekspanzije prvog polialaninskog trakta koje izazivaju patološka stanja kod čoveka (Laumonnier et 

al., 2002; Woods et al, 2005).

23



UVOD

Humani SOX3 protein se odlikuje i prisustvom homopolimemih nizova: poliglicinski 

niz na N-terminusu i poliprolinski i 4 polialaninska niza u C-terminalnom transaktivacionom 

domenu (Stevanovic et al., 1993) (Slika 5). Interesantno je da su sva 4 polialaninska niza 

prisutna samo kod SOX3 ortoioga sisara. Lavoie i saradnici su pokazali da se polialaninski 

traktovi pojavljuju samo kod sisara i u slučaju ciano va HOX i GATA familije proteina koji, 

takođe, imaju važne uloge u razviću (Lavoie et al., 2003). Prvi i najduži polialaninski niz 

SOX3 proteina, koji sadrži 15 alanina, je karakterističan samo za euterije i ekspanzije ovog 

niza su povezane sa patološkim stanjima kod čoveka (Laumonnier et a l, 2002; Woods et al., 

2005) (Slika 5). O poremećajima funkcije SOX3 gena izazvanim promenama na nivou ovog 

polialaninskog trakta bice vise redi u narednom poglavlju koje se bavi mutacijama SOX3 

gena. Pored toga sto ovaj polialaninski trakt ima važnu ulogu u funkcionisanju SOX3 

proteina, pretpostavlja se da je njegova pojava tokom evolucije kod euterija, delimicno 

odgovoma za sticanje novih funkcija SOX3 proteina kao što je razviće kognitivnih funkcija 

mozga (neobjavljeni rezultati).

Savare i saradnici su pokazali da SOXNeuro, SOXB1 ortolog vinske mušice, i SOX3 

protein čoveka sadrže bona fide  mesta za sumoilaciju, ukazujuci da je SUMO modifikacija 

SOXB1 faktora evolutivno očuvana (Savare et al., 2005). U njihovoj studiji, sumoilacija 

humanog SOX3 je povezana sa smanjenjem njegove transaktivacione sposobnosti.

Ekspresija humanog SOX3 gena je, primenom RT-PCR-a, detektovana u fetalnim i 

adultnim tkivima, i to u: fetalnom mozgu, kičmenoj moždini, nadbubrežnim žlezdama, jetri, 

timusu, slezini, pankreasu, kao i adultnim testisima, jetri, slezini i srcu, dok je najviši nivo 

ekspresije detektovan u moždanom tkivu (Stevanovic et a l, 1993). SAGE analiza (SAGE- 

Serial Analysis of Gene Expression) pokazuje vrlo visok nivo ekspresije SOX3 gena u 

pankreasu.

Funkcije humanog SOX3 gena uglavnom su izučavane praćenjem patoloških stanja 

koji se javljaju kao posledica mutacija ovog gena. Radi ispitivanja regulacije ekspresije i 

funkcije SOX3 gena, stvorena je potreba za korišćenjem različitih model sistema kao sto su 

permanentne ćelijske linije koje predstavljaju model sistem neurogeneze i transgene životinje 

u kojima je analizirana aktivnost ortoioga SOX3 gena tokom embrionalnog razvica 

kičmenjaka. Pregled rezultata dobijenih ovakvim analizama bidè dat u narednim poglavljima.
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1.4.1 Oboljenja povezana sa mutacijam a u SOX3 genu

Poremećaji funkcije SOX3 gena proučavani su praćenjem efekata mutacija u okviru 

ovog gena kod čoveka i ispitivanjima na transgenim miševima. U skladu sa profilom 

ekspresije SOX3 gena u embrionalnim i adultnim tkivima, posledice mutacija ovog gena 

najdramatičnije se uočavaju na nivou morfoloških i funkcionalnih promena CNS-a i 

reproduktivnog sistema kičmenjaka (Rizzoti andLovell-Badge, 2007).

Brojni slučajevi X-vezanog hipopituarizma povezani su sa duplikacijom regiona 

Xq26-27 (Rizzoti et a l, 2004). Pokušaji da se preciznije definiše gen odgovoran za fenotipske 

efekte ove mutacije, mentalnu retardaciju i nedostatak hormona rasta, urodile su brojnim 

studijama koje su kritični region suzile najpre na 3,9 Mb (Xq26.1 i Xq27.3) (Hamel et al., 

1996; Solomon et a i, 2002; Solomon et a l, 2004), a zatim na region od 685,6 kb (Woods et 

al., 2005). Proučavani region daje samo tri transkripta, SOX3 i dva nepoznata gena, od kojih 

se kod misa samo Sox3 eksprimira u infundibulumu (Woods et al., 2005). Ovo nedvosmisleno 

potvrduje daje duplikacija SOX3 gena povezana sa fenotipom hipopituitarizma i hipoplazijom 

infundibuluma (Woods et a l, 2005). Takođe je pokazano da je ekspanzija od 7 alanina u 

okviru prvog polialaninskog trakta SOX3 proteina, koja dovodi do gubitka funkcionalnosti 

proteina usled promenjene lokalizacije, povezana sa hipopituitarizmom, hipoplazijom 

adenohipofize i odsustvom infundibuluma (Woods et a l, 2005) (Slika 5). Ovi podaci ukazuju 

da svaka promena nivoa SOX3 proteina (smanjenje ili povećanje, usled polialaninske 

ekspanzije, odnosno duplikacije) dovodi do poremećaja u razviću hipotalamo-hipofizne ose 

sto rezultuje hipopituitarizmom i hipoplazijom infundibuluma (Woods et al., 2005). 

Zanimljivo je da u opisanom slučaju ekspanzije polialaninskog niza nije zabeležena mentalna 

retardacija kod analiziranih pacijenata (Woods et al., 2005).

Analiza 17 familija sa X-vezanim sindromom nedostatka hormona rasta i mentalnom 

retardacijom pokazala je prisustvo mutacija u SOX3 genu kod članova 2 ispitivane familije 

(Laumonnier et a l, 2002). U obe familije mutacijama je pogođen prvi od 4 polialaninska 

trakta SOX3 proteina. Kod jedne familije duplikacija 33 bazna para, koja ne menja okvir 

čitanja, dovodi do ekspanzije polialaninskog trakta za 11 aminokiselina (Laumonnier et al., 

2002) (Slika 5). Nosioci ove mutacije su niskog rasta usled potpunog odsustva hormona rasta 

i poseduju mentalnu retardaciju različitog nivoa. U slučaju druge familije, dva mentalno 

retardirana dečaka imaju deleciju dugu 27 bp u okviru polialaninskog trakta koji je narušen i 

kod prethodne familije (Laumonnier et al., 2002). Zanimljivo je da je deda ovih dečaka po
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majci, koji je nosilac iste mutacije, zdrav pri čemu svi pomenuti nosioci ove mutacije imaju 

normalan nivo hormona rasta (Laumonnier et a l, 2002).

Fenotipske posledice mutacija u prvom i najdužem polialaninskim traktu SOX3 

proteina ukazuju na njegov značaj za funkcionalnu aktivnost ovog proteina. Korelacija 

ekspanzije polialaninskih traktova i kongenitalnih poremećaja opisana je kod još osam 

različitih gena od kojih većina kodiraju transkripcione faktore (.Amiel et a l, 2004). Poznato je 

da ekspanzije homopolimernih nizova alanina dovode do formiranja nesolubilnih proteinskih 

agregata koji mogu da budu lokalizovani ili u citoplazmi (HOXD13), ili u jedru (ARX) ili u 

jedru i u citoplazmi (FOXL2) {Albrecht et a l, 2004; Cabaret et al., 2004; Nasrallah et al., 

2004). Wong i saradnici su analizzali funkcionalne karakteristike mutiranih SOX3 proteina 

koji nose, već opisane, patološke ekspanzije od 7 i 11 alanina (Wong et al., 2007). Pokazano 

je da oba mutantna proteina formiraju agregate u citoplazmi i perijedarnom prostoru, pri dermi 

dolazi i do smanjene transaktivacione sposobnosti ovih proteina, sto je pokazano u 

funkcionalnim esejima. Kao posledica toga, smanjen je i njihov kapacitet inhibicije ß- 

katenina {Wong et al., 2007) cime se remeti normalan Wnt signalni put u neuralnim 

progenitorima, što može dovesti do disfunkcije hipotalamo-hipofizne ose CNS-a, odnosno do 

pojave neuroendokrinih defekata {Wong et al., 2007).

Eksperimenti na transgenim miševima omoguóili su detaljniju analizu funkcije Sox3 

gena tokom razvića nervnog sistema. Analize miševa koji nose deleciju Sox3 gena ukazuju da 

je ovaj protein neophodan za morfogenezu hipotalamusa i hipofize i da obezbeđuje normalne 

funkcije duž hipotalamo-hipofizne ose (Rizzoti et a l, 2004). Mužjaci kojima je deletiran Sox3 

gen imaju patuljasti rast, smanjenu količinu hormona hipofize i patološke promene u 

morfologiji hipotalamusa i hipofize {Rizzoti et a i, 2004). Ovi defekti su posledica 

poremećenog razvića ventralnog diencefalona koji pokazuje hipoplastičnost i nepravilnu 

organizaciju. Pored toga, ovi mutanti pokazuju niz drugih nepravilnosti u razviću CNS-a sto 

potvrđuje ključnu ulogu Sox3 gena u neurogenezi {Rizzoti et al., 2004). Interesantno je da ovi 

miševi ne pokazuju značajne promene u ponašanju u odnosu na normalne jedinke {Rizzoti and 

Lovell-Badge, 2007). Odsustvo Sox3 kod misa dovodi do poremećaja u rastu zuba i njihovoj 

organizaciji (Weiss et a i, 2003), sto je u skladu sa nepravilnostima u morfologiji zuba i fica 

kod nekih pacijenata koji su nosioci SOX3 mutacija {Hamel et al., 1996).

Sox3 se eksprimira u urogenitalnoj brazdi {Collignon et al., 1996) od koje tokom 

razvića nastaju gonade, a njegova ekspresija je detektovana i u adultnim gonadama oba pola 

{Shen and Ingraham, 2002; Weiss et a l, 2003). SOX3 je detektovan i u gonadama kod kojih 

ne postoje germinativne óelije {Collignon et a l, 1996), sto ukazuje na ekspresiju ovog gena u
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somatskim ćelijama. Međutim, kod pileta je Sox3 detektovan u primordijalnim germinativnim 

ćelijama oba pola (Uchikawa et a l, 1999), pa se ne naože isključiti potencijalna ekspresija 

ovog gena u germinativnim ćelijama. Miševi kod kojih je deletiran Sox3 razvijaju genetički 

određen poi, tj. nije detektovana reverzija pola. Međutim, ženske jedinke imaju folikularnu 

atreziju i smanjenu fertilnost (Weiss et a l, 2003), dok mužjaci pokazuju disfunkciju 

Sertolijevih éelija sa veoma izraženom vakuolizacijom, gubitak germinativnih éelija i 

redukciju broja spermatozoida (Weiss et al., 2003). Iz svega navedenog jasno je da SOX3 nije 

neophodan za determinaciju pola, ali je važan za normalno razviće oocita i diferencijaciju 

testisa kao i za gametogenezu kod jedinki oba pola. Raverot i saradnici su pokazali da se Sox3 

eksprimira u populaciji proliferišućih germinativnih éelija i da je neophodan za normalnu 

spermatogenezu u postnatalnom periodu razvića misa, koja je posredovana neurogeninom 3 

(Ngn3) (Raverot et al., 2005). Kod čoveka velika delecija regiona X hromozoma koji sadrži i 

SOX3 gen kod nekih pacijenata dovodi do smanjenja veličine testisa, ali nije potvrdena veza 

izmedu mutacija SOX3 gena i idiopatskog steriliteta muškaraca (Raverot et al., 2004).

Proučavanje efekata mutacija SOX3 gena otežano je iz vise razloga. SRY, SOX1, 

SOX2, i SOX3 proteini mogu da se vežu za isti motiv na DNK sekvenci, ali sa različitim 

afinitetom (Collignon et a l, 1996). Sva četiri proteina su tokom razvića eksprimirana u 

mozgu i urogenitalnoj brazdi (Collignon et al., 1996). Sa izuzetkom SRY, funkcije navedenih 

proteina nisu jasno defmisane pa je teško utvrditi pojedinačne uloge ovih faktora usled 

njihove funkcionalne redudantnosti (Bergstrom et a l, 2000) i smrti embriona na ranim 

stadijumima razvića kod pojedinih delecionih mutanata

Kod žabe je pokazano da se SOX3 vezuje za ß-katenin i na taj način inhibira TCF/ß- 

katenin zavisnu transaktivaciju (Zom et al., 1999). Ovaj mehanizam je deo Wnt signalnog 

puta u kojem akumulacija ß-katenina u jedru dovodi do njegove interakcije sa proteinima 

LEF/TCF familije i do aktivacije ciljnih gena (Zom et al., 1999). Studija Wong i saradnika 

ukazuje da je i SOX3 protein čoveka sposoban da inhibira ß-katenin/ TCF zavisnu 

transkripciju, ukazujući na mogućnost da SOX3 in vivo vezuje ß-katenin i inhibira kanonski 

Wnt signalni put (Wong et a l, 2007). Eksperimenti sa transgenim miševima su pokazali da se 

aktivnost Wnt signalnog puta u CNS-u preklapa sa profilom ekspresije Sox3 gena, uključujući 

diencefalon i infundubulum (Moretto et a l, 2003). Takođe, povećana ekspresija ß-katenina 

tokom razvića CNS-a rezultuje poremećenom morfogenezom kore velikog mozga (Chenn and 

Walsh, 2002) što ukazuje na potrebu za kontrolisanim nivoom ß-katenina neophodnog za
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normalno odvijanje procesa neurogeneze. Svi ovi podaci ukazuju da bi SOX3 protein mogao 

imati ulogu u kanonskom putu Wnt signalne transdukcije.

1.4.2 Ekspresija Sox3 gena tokom razviéa centralnog nervnog sistema

Ekspresija Sox3 gena prati razviće centralnog nervnog sistema (CNS) od početnih 

stadijuma, pa su prvi transkripti ovog gena prisutni već u anteriornom ektodermu od kog će 

nastati neuroektoderm, da bi kasnije, njegova ekspresija bila detektovana u regionima mozga i 

kičmene moždine, uglavnom u slojevima ćelija koje predstavljaju populacije neuralnih 

progenitora (Bnmelli et a l, 2003). U daljem tekstu biće dat kratak pregled ranih faza razvića 

CNS-a kičmenjaka, sa osvrtom na profil ekspresije Sox3 tokom ovih procesa.

Pravilan razvoj organizma kičmenjaka duž anteriomo-posteriome (AP) i dorzo- 

ventaralne (DV) ose podrazumeva precizno definisanu ekspresiju regulatomih gena 

specifìcnih za određenu fazu razvića (Brunelli et a l, 2003). Ovo je naročito evidentno tokom 

razvića centralnog nervnog sistema (CNS) (Bnmelli et a l, 2003). CNS nastaje od stanjenog 

delà anteriornog ektoderma, označenog kao nervna ploča, koji se savija oko anterio- 

posteriome ose formirajući nervnu cev. Anteriomi delovi će se podeliti na prednji i zadnji 

mozak dok ée posteriorni formirati kičmenu moždinu (Brunelli et a l, 2003). Ovi rani 

morfološki događaji praćeni su mesto-specifičnom ekspresijom gena koji regulišu razviće i 

obezbeđuju regionalizaciju i organizaciju CNS-a. Brojni signalni putevi uključeni su u 

regulaciju ovih događaja. Sekretorni molekuli, poput retinoične kiseline (RA-retinoic acid) i 

faktora rasta fibroblasta (FGF-fibroblast growth factors), kao i transkripcioni faktori, posebno 

HOX proteini, uključeni su u anterio-posteriornu organizaciju nervne cevi (Lumsden and 

Krumlauf, 1996). Drugi signalni molekuli, poput Shh (Sonic Hedgehog) i BMP (Bone 

Morphogenetic Factors) određuju dorzo-ventralno pozicioniranje (Tanabe and Jessell, 1996).

Regionalizaciju nervne cevi prati nastanak brojnih tipova nervnih éelija. 

Diferencijacija ćelija neuroepitela u različite éelijske tipove praéena je gubitkom 

proliferativne aktivnosti i specijalizacijom u dati éelijski tip. Odluka o ulasku pluripotentnih 

neuroepitelijalnih éelija u procès diferencijacije za dati éelijski tip donosi se na osnovu 

pozicije éelija u odnosu na dve glavne ose nervne cevi, a uslovljena je specifičnom 

ekspresijom gena uključenih u rane faze razviéa CNS-a (Brunelli et a l, 2003). Otuda je 

vremenski- i mesto-specifična ekspresija pojedinih regulatomih gena ključna za rane faze 

razviéa CNS-a. Sox geni pripadaju ovoj grupi gena i oznaéeni su kao rani markeri razviéa 

nervnog sistema (Brunelli et a l, 2003).
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Ciano vi familije Sox gena koji pripadaju B grupi, Soxl, Sox2, Sox3, Soxl4 i Sox21, 

eksprimiraju se tokom regionalizacije nervne cevi, a profili njihove ekspresije ukazuju da ovi 

geni učestvuju u kontroli populacije neuroepitelijalnih ćelija (Avilion et al., 2003; Bylund et 

al., 2003; Pevny and Placzek, 2005). Ekspresija Soxl gena poklapa se sa pojavom 

neuroepitela i ova ekspresija predstavlja marker neopredeljenih, proliferativno aktivnih ćelija 

u ventrikulamim slojevima (Pevny et al., 1998). Ekspresijom ovog gena započinje neuralna 

diferencijacija P19 ćelija, koje su in vitro model sistem za neurogenezu (Pevny et al., 1998). 

Ekspresija Sox2 je detektovana znatno ranije, u ćelijama unutrašnje mase blastocista i, kasnije, 

u epiblastu, da bi u kasnijim fazama bila ograničena na neuroepitel, slično ekspresiji Soxl 

(Avilion et al., 2003). Ekspresija ovih gena koristi se za izolaciju prečišćene populacije 

neuralnih progenitora iz mešovite populacije ES ćelija ili embriona (Li M. et al., 1998; 

Zappone et a l, 2000). Soxl4 i Sox21 su takođe eksprimirani tokom razvića nervne cevi, pri 

čemu je aktivnost Soxl4 gena u ventralnim interneuronima dozno zavisna od Sonic Hedgehog 

(Shh) signalnog molekula (Hargrave et al., 2000).

Ekspresija Sox3 gena započinje tokom formiranja nervne brazde, u 

ekstraembrionalnom ektodermu i epiblastu (Wood and Episkopou, 1999). Kasnije se 

ekspresija gubi u ekstraembrionalnim tkivima i postaje ograničena na epiblast u anteriorom 

regionu i posteriome do mene pored primitivne brazde (Wood and Episkopou, 1999). U 

kasnijim fazama razvića, ekspresija Sox3 se detektuje u neuroktodermu, kao u slučaju Soxl i 

Sox2 gena, uglavnom u populaciji neuralnih progenitora (Collignon et al., 1996; Wood and 

Episkopou, 1999). Analize ekspresije Sox3 u CNS-u pileta i žabe pokazuju da je profil 

ekspresije ovog gena tokom neuralnog razvića evolutivno očuvan i da se Sox3 može označiti 

kao marker ranih faza neuralnog razviéa kod ovih vrsta (Penzel et al., 1997; Rex et al., 1997).

Mehanizam indukcije neurogeneze kičmenjaka, tj. ulazak ćelija ektoderma u procès 

neuralne diferencijacije, nije u potpunosti razjašnjen, i postoje dva aktuelna modela kojima se 

objašnjava početak neurogeneze. Po modelu “neuralnog nedostatka“ (neural default model) 

indukcija neurogeneze uzrokovana je odsustvom faktora indukcije ektoderma BMP (bone 

morphogenetic protein) (Hawley et al., 1995). Model je potvrđen rezultatima dobijenim 

izučavanjem neurogeneze vodozemaca. Međutim neurogeneza viših kičmenjaka podržava 

drugi model (instructive signaling model) (Tropepe et al., 2001) koji, ne odbacujući značaj 

inhibicije BMP u indukciji, postulira da ovaj mehanizam nije dovoljan za indukciju ovog 

procesa (Linker and Stem, 2004). Prema ovom modelu, signalni putevi koji, uz BMP, mogu 

biti uključeni u inicijaciju neurogeneze su Wnt i FGF (Rogers et al., 2008). Ekperimentalni 

podaci ukazuju da oba signalna puta dovode do represije BMP i da, nezavisno od ovog
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mehanizma, mogu da indukuju neurogenezu. Iako je uloga Wnt i FGF signalnog puta u ovom 

procesu još uvek nejasna, rezultati pokazuju da su transkripcioni faktori koji su u njih 

uključeni neophodni za neuralnu diferencijaciju (Rogers et a l, 2008).

Budući da su Sox geni B grupe eksprimirani u najranijim fazama neuralne 

diferencijacije, Sox2 i Sox3 geni predstavljaju dobar model sistem za izučavanje mehanizama 

uključenih u indukciju neurogeneze (Rogers et al., 2008). Visoka evolutivna očuvanost 

njihovih sekvenci i sličan, širok profil ekspresije, čini ih pogodnim za ispitivanje mehanizama 

ukljuòenih u regulaciju neurogeneze (Bowles et al., 2000; Mizuseki et a i, 1998; Pevny et a l, 

1998; Uchikawa et a l, 1999; Wood and Episkopou, 1999). Medutim, iako su u pitanju 

paralogni geni, dosadašnji rezultati ukazuju da regulatorni mehanizmi koji kontrolišu njihovu 

ekspresiju tokom neurogeneze nisu evolutivno očuvani (Rogers et a l, 2008). Paralelna 

istraživanja na Sox2 i Sox3 genima kod žabe pokazala su da FGF ne indukuje njihovu 

ekspresiju, ali je ovaj faktor neophodan za održavanje zadatog profila ekspresije {Rogers et 

a l, 2008). Inhibicija BMP dovodi do aktivacije oba gena ali preko različitih regulatomih 

mehanizama {Rogers et a l, 2008).

Važno je pomenuti da SoxBl geni imaju ulogu u održavanju populacije neuralnih 

progenitora, sto se postile blokiranjem aktivnosti proneuralnih proteina koji promovišu 

izlazak progenitora iz óelijskog ciklusa i neuralnu diferencijaciju {Bylund et al., 2003; 

Graham et a l, 2003; Pevny et a l, 1998; Uwanogho et a l, 1995). Izgleda da ravnoteža između 

represivne aktivnosti SOX21 proteina i aktivatora SOXB1 grupe determiniše da li ée neuralna 

ćelija zadržati osobine progenitora ili krenuti u diferencijaciju {Sandberg et a l, 2005). 

Moguće je da u ovom procesu važnu ulogu imaju proneuralni proteini, odnosno njihova 

sposobnost da stimulišu ekspresiju Sox21.

Zbog svega navedenog proizilazi da je analiza transkripcione regulacije Sox3 gena 

veoma važna za utvrdivanje mehanizama regulacije neurogeneze i identifikaciju signalnih 

molekula i transkripcionih faktora uključenih u kontrolu populacije neuralnih progenitora.

1.4.3 Geni regulisani SOX3 transkripcionim faktorom

Iako se dosta zna o profilu ekspresije Sox3 gena kao i o njegovoj ulozi u razviću 

nervnog sistema tokom embriogeneze kičmenjaka, postoji vrlo mali broj podataka o genima 

koji su regulisani ovim transkripcionim faktorom. Svi do sada dostupni podaci odnose se na 

ciljne gene SOX3 proteina vodozemaca.
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Prvi gen za koji je pokazano da je direktno regulisan od strane SOX3 proteina je Xnr5 

gen (Xenopus nodal-related 5) koji pripada TGFß (tumor growth factor ß) familiji sekretomih 

signalnih molekula (Yang et a l, 2002; Zhang C. et a l, 2003). Interesantno je da iako su 

SOXB1 proteini okarakterisani kao transkripcioni aktivatori, matemalni SOX3 protein žabe 

(Xenopus laevis) ima ulogu represora Xnr5 gena u intaktnim embrionima. U promotorskom 

regionu Xnr5 gena detektovana su Sox vezivna mesta za koja je pokazano da vezuju SOX3 

protein žabe. Korišćenjem morfolino ohgonukleotida koji sprečavaju prepisivanje Sox3 iRNK 

kao i primenom antitela na SOX3 protein u embrionima žabe, pokazano je da smanjenje 

količine SOX3 dovodi do povedane ekspresije Xnr5 gena (Zhang C. et a l, 2003). Takođe, 

korišćenje konstitutivno aktivne i represome himerne forme SOX3 proteina dovelo je do 

povećanja, odnosno smanjenja ekspresije Xnr5 gena što je dodatno potvrdilo da maternalni 

SOX3 protein direktno reprimira Xnr5 u ranim fazama embrionalnog razvića žabe.

Nedavno su Rogers i saradnici pokazali da su Sox2 i geminin ciljni geni SOX3 

proteina tokom primame neurogeneze kod žabe (Xenopus laevis) (Rogers et a l, 2009). 

Injeciranjem odgovarajućih RNK u embrione žabe pokazano je da SOX3 funkcioniše kao 

aktivator, indukujući ekspresiju ranih neuralnih gena Sox2 i geminin-a u odsustvu sinteze 

proteina (Rogers et a l, 2009). S druge strane, SOX2 nije sposoban da indukuje ekspresiju 

Sox3 na isti način (Rogers et a l, 2009). Takođe, SOX3 indirektno inhibira Vent2, a samim tim 

i BMP signalni put i razviće epidermisa (Rogers et a l, 2009). Rezultati ove studije su 

pokazali i da je SOX3 potreban za neuralnu indukciju posredovanu Noggin proteinom, što je 

zatim praćeno i indukcijom ekspresije Sox2 gena (Rogers et a l, 2009). Očigledno je da kod 

žabe SOX3 protein igra vise uloga: s jedne strane matemalni SOX3 inhibira formiranje 

mezendoderma (Zhang C. et a l, 2003) da bi olakšao pravilno formiranje germinativnih 

slojeva, zatim je uključen u neuralnu indukciju i ekspresiju Sox2 i geminin-a (Rogers et a l, 

2009), sto za rezultat ima povećanu ćelijsku proliferaciju i širenje nervne ploče, dok 

istovremeno SOX3 sprecava formiranje epidermisa i nervne kreste indirektnom inhibicijom 

Vent2 i BMP signalnog puta (Rogers et a l, 2009).

Cypl9 gen (P450 aromatase) je takode direktno regulisan od strane SOX3 proteina 

kod žabe Rana rugosa (Oshima et a l, 2009). Ovaj gen je visoko eksprimiran u gonadama 

ženskih punoglavaca tokom determinacije pola. Analiza promotorskog regiona ovog gena je 

otkrila prisustvo vezivnog mesta za SOX transkripcione faktore. Funkcionalna i mutaciona 

analiza, kao i eksperimenti hromatinske imunoprecipitacije (ChIP) su pokazali da SOX3 

aktivira transkripciju Cypl9 gena direktno se vezujući za svoje vezivno mesto u okviru

31



U YOD

promotora ovog gena. Moguće je da je SOX3 kritičan faktor u razviću ovarijuma kod žabe 

Rana rugosa (Oshima et a l, 2009).

1.4.4 Literaturni podaci o regulaciji ekspresije Sox3 gena kičmenjaka

ledine dve studije regulacije ekspresije Sox3 gena kičmenjaka urađene su na mišu i 

žabi, gde je analizirana ekspresija transgena pod kontrolom veéih genomskih regiona tokom 

embrionalnog razviéa ovih organizama.

Analiza regulatornih regiona odgovornih za normalnu ekspresiju Sox3 gena misa 

tokom embrionalnog razviéa rađena je korišćenjem transgenih reporterskih eseja gde su 

poređeni profili ekspresije transgena i endogenog Sox3 gena (Brunetti et a l, 2003). Genomski 

region, dužine 8.3 kb, koji sadrži 3.5 kb uzvodno i 3.5 kb nizvodno od kodirajućeg regiona 

Sox3 gena, se pokazao dovoljnim da u transgenom mišu reprodukuje profil ekspresije 

endogenog Sox3 gena tokom ranih faza neurogeneze. U okviru ovog genomskog regiona 

defmisano je nekoliko diskretnih elemenata, od kojih je svaki odgovoran za ekspresiju Sox3 

gena u specifičnim domenima centralnog nervnog sistema (CNS) tokom embrionalnog 

razviéa (Brunelli et a l, 2003) (Slika 6).

Širok profil ekspresije Sox3 gena duž nervne cevi postiže se aktivnošću dve različite 

kategorije regulatornih elemenata: jedne koja definiše ekspresiju u različitim regionima duž 

anteriorno-posteriorne (A-P) ose i druge koja je odgovorna za specifičnu ekspresiju u 

neuralnim progenitorina u okviru dorzo-ventralne (D-V) ose (Brunelli et a l, 2003). Sličan, 

uniforman profil ekspresije duž nervne cevi ima i Sox2, međutim do sada nisu otkriveni 

zajednički evolutivno očuvani regulatomi elementi u nekodirajuéim regionima ovih gena.

Istom studijom je utvrđeno da su regulatorni elementi nizvodno od kodirajuéeg 

regiona Sox3 gena, neophodni za ekspresiju ovog gena u posteriornim regionima nervne cevi i 

u rombomerama (PNT-R, Slika 6) (.Brunelli et a l, 2003).

Sekvence u regionu uzvodno od kodirajuéeg regiona Sox3 gena misa neophodne su za 

ekspresiju ovog gena u mozgu i ventralnim regionima nervne cevi (FB i V2, Slika 6) (Brunelli 

et a l, 2003). Naime, identifikovana su dva regulatorna regiona, jedan koji je važan za 

ekspresiju Sox3 u prednjem i srednjem mozgu kao i na granici srednjeg i zadnjeg mozga (FB, 

Slika 6) i drugi region, koji je ogovoran za ekspresiju ovog gena duž dorzo-ventralne ose 

kičmene moždine i specifiénu ekpresiju u V2 interneuronima (V2, Slika 6). U V2 regionu su 

identifikovana potencijalna mesta za vezivanje transkripcionih faktora PAX6 i NKX2.5, koji
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su već opisani kao regulatomi proteini uključenl u ekspresiju gena u ventralnim delovima 

nervne ce vi (Brunetti et a i, 2003).

Slika 6. Shematski prikaz lokusa Sox3 gena misa i cis regulatomih regiona koji kontrolišu njegovu ekspresiju 

tokom razvića. Genomska organizacija Sox3 gena je prikazana na gomjem delu sheme. Žuti pravougaonici - 

kodirajući region; crveni kvadrat - HMG boks; narandžasti pravougaonici -  5’ i 3’ netranslirajući regioni; erne 

strelice ukazuju na tri regiona visoke evolutivne očuvanosti između čoveka i misa; Obojeni pravougaonici ispod 

Sox3 lokusa predstavljaju genomske regione koji su važni za ekspresiju u specificnim regionima CNS-a; FB- 

prednji i srednji mozak i granica sa zadnjim delom mozga, V2-V2 intemeuroni, PNT-R-posteriomi deo nervne 

cevi i rombomere; Restrikciona mesta: Ђ-ВатШ, Bg-Sgfll, Bs-BrrHII, Bt-5sf98I, E-EcoRV, M-Mlul, Ms-Mscl, 

N-Notl, S-Satl, X-Xbal, Xh-Xhol. A, B, B1 i C su oznake deletiranih regiona ciji je uticaj analiziran. Preuzeto iz 

Brunetti et al., 2003.

U ovoj studiji, najveći analizixani genomski region od 8.3 kb, koji sadrži Sox3 gen 

misa, kao transgen u žabi, sadrži skoro sve elemente neophodne za ekspresiju koja odgovara 

endogenoj ekspresiji u najranijim fazama razvića žabe (od stadijuma neurule) (Brunelli et al., 

2003).Ovi rezultati ukazuju da je regulacija ekspresije Sox3 gena tokom razvića CNS-a, u 

nekim aspektima evolutivno očuvana i pored toga sto se procesi neuralnog razvića misa i žabe 

razlikuju (Harland, 2000; Streit and Stem, 1999). Takođe, poređenje sekvenci nekodirajućih 

regiona Sox3 gena misa i žabe nije pokazalo postojanje većih evolutivno očuvanih regiona. 

Ovo je u suprotnosti sa uobičajenim mišljenjem da konzervisani mehanizmi regulacije 

podrazumevaju postojanje dugih, evolutivno očuvanih sekvenci. Jedino objašnjenje ovog 

fenomena je postojanje nekoliko kratkih, evolutivno očuvanih DNK sekvenci, koje nisu 

uočene poređenjem dužih regiona.

Bitno je napomenuti da nijedan od transgenih konstrukata nije bio sposoban da imitira 

ekspresiju endogenog Sox3 gena tokom rane i srednje faze gastrulacije ni kod misa ni kod 

žabe. Ovaj podatak ukazuje da su elementi odgovorni za ekspresiju Sox3 gena tokom procesa 

gastrulacije rasporedeni u distalnim regionima na većoj udaljenosti od njegovog kodirajućeg
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regiona, kao što je već pokazano za Soxl, Sox2 i Sox9 (Brunetti et al., 2003; Zappone et al.,

2000).

U drugoj studiji, korišćenjem transgenih embriona žabe, pokazano je da uzvodni 

region Sox3 gena žabe, dužine 1.5 kb, obezbeđuje ekspresiju ovog gena u neuroektodermu 

koja potpuno odgovara profilu endogenog Sox3 gena (Rogers et a l, 2008) (Slika 7). Utvrđeno 

je da ovaj region sadrži elemente odgovome za aktivaciju Sox3 gena, ali i represorske 

demente koji ograničavaju ekspresiju Sox3 gena na neuroektoderm. Deleciona analiza 

transgena pokazala je prisustvo dva enhenserska regiona, Al na poziciji -746/-Ó72 bp i A2 (- 

1550 /-746), kao i jednog represorskog regiona RI na poziciji -672A299 u odnosu na ATG 

{Rogers et a l, 2008) (Slika 7). Analiza ovih regiona na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta 

za transkripcione faktore nije otkrila potencijalne aktivatore u A l, ali su u A2 enhenseru 

detektovana dva mesta za FKHD (forkhead) protein od kojih je distalno mesto neophodno za 

ekspresiju Sox3 transgena u CNS-u (Slika 7). U RI detektovano je po jedno funkcionalno 

vezivno mesto za Venti i Vent2 proteine koji su deo BMP signalnog puta (Friedle and 

Knöchel, 2002; Peiffer et a l, 2005; Rastegar et a l, 1999) (Slika 7), i koji se eksprimiraju u 

delovima ektoderma koji ne pripadaju neuroektodermu. Prisustvo ovih vezivnih mesta u 

represorskom regionu sprecava ekspresiju Sox3 gena u ektodermu i ograničava je na 

neuroektoderm.

A2 A l R I

-1550 -746 -672 -299 ATG

C _
xSox3 d n = J  Gl --------------- ---

FKHD Venti Vent2

Slika 7. Shematski prikaz 1.5 kb uzvodne sekvence Sox3 gena žabe {Xenopus laevis). Prikazani su enhenserski 

regioni Al i A2, represorski region RI, kao i vezivna mesta za transkripcione faktore FKHD i Venti i 2. Brojevi 

označavaju pozicije regiona u odnosu na ATG kodon Sox3 gena žabe.

Međutim, poređenja sekvenci ovog regiona žabe, misa i čoveka nisu pokazala 

značajnu homologiju, tako da regulatorni elementi ranije opisani u genomskom regionu od 8.3 

kb Sox3 gena misa nisu identifikovani kod žabe {Rogers et a l, 2008). Zanimljivo je da 

regulatomi regioni Sox2 i Sox3 gena koji obezbeđuju veoma slične profile ekpresije i 

interaguju sa molekulima istih signalnih puteva (BMP, FGF, Wnt) ne pokazuju značajnu
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homologiju (Rogers et a l, 2008). Pokazano je da indukcija oba gena preko inhibicije BMP 

signalnog puta ne zahteva Wnt i FGF signale, ali je FGF neophodan za održavanje ekspresije 

ovih gena {Rogers et a l, 2008).

Sox2 i Sox3 gen nemaju iste mehanizme regulacije pri indukciji neurogeneze: 

ekspresija Sox3 je indukovana mehanizmom inhibicije BMP signalnog puta, dok Sox2 

ekspresija zahteva instruktivne mehanizme različitih signalnih puteva {Rogers et a l, 2008).

Prikazani literaturni rezultati pokazuju da je regulacija ekspresije Sox3 gena veoma 

složena i da uključuje brojne enhenserske i represorne module koji mogu biti smešteni na 

velikoj udaljenosti od kodirajućeg regiona ovog gena. Za razliku od Sox2 gena kičmenjaka, 

koji poseduje veliku evolutivnu očuvanost regulatomih elemenata, u slučaju Sox3 gena je 

jasno da regulatomi mehanizmi njegove aktivacije nisu evolutivno ocuvani.

1.5 NT2/D1 ćelije kao model sistem za izučavanje neuralne diferencijacije

Poređenja humanih embrionalnih matičnih ćelija (ES-embrional stem) i ćelija 

humanog embrionalnog karcinoma (EC) pokazala su da ova dva ćelijska tipa dele brojne 

morfološke i fenotipske karakteristike {Pera et a l, 2000; Thomson et a l, 1998). Pluripotentne 

humane EC ćelije predstavljaju veoma važan model sistem za proučavanje razvića čoveka 

{Andrews, 1998). One predstavljaju rane embrionalne matične ćelije kako po morfološkim 

karakteristikama, tako i po profilu ekspresije antigenih determinanti, biohemijskim 

osobenostima, potencijalu za diferencijaciju tokom razvića i regulaciji ekspresije gena 

{Andrews, 1998).

Ntera2/Dl su ćehje humanog embrionalnog karcinoma (EC-embrional carcinoma) 

poreklom iz tumora germinativnih ćelija testisa (TGCT-testicular germ cell tumors) {Andrews, 

1998). S obzirom da su NT2/D1 ćelije dobro okarakterisane, da su standardize vani uslovi 

njihove propagaeije i transfekeije u in vitro uslovima, ove ćelije su prihvaćene kao model 

sistem za proučavanje embrionalnog razvića čoveka {Freemantle et a l, 2002). Pluripotentne 

NT2/D1 ćelije nakon indukeije retinoičnom kiselinom (RA-retinoic acid) ulaze u procès 

neuralne diferencijacije koji se završava na stadijumu koji morfološki i imunofenotipski 

odgovara stadijumu zrelih neurona CNS-a {Freemantle et a l, 2002). Procès neuralne 

diferencijacije praćen je gubitkom proliferatane sposobnosti i tumorogenog potencijala 

{Freemantle et a l, 2002). Na ovom stadijumu diferencijacije éelije eksprimiraju proteine
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neurofilamenata, funkcionalne glutamatne receptore i natrijumske jonske kanale (Freemantle 

et a l, 2002). Takođe, formiraju funkcionalne sinapse i poseduju elektrohemijska svojstva 

neurona CNS-a (Freemantle et a l, 2002).

Rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija , 48h nakon indukcije retinoičnom 

kiselinom, praćene su tranzijentnim poveéanjem ekspresije SOX3 gena (Stevanovic, 2003). 

Povećanje nivoa ekspresije SOX3 nakon indukcije retinoičnom kiselinom potvrdeno je RT- 

PCR-om i Northern blot analizom (Krstic et a l, 2007; Stevanovic, 2003), dok je Western blot 

analiza potvrdila povećanje ekspresije SOX3 proteina (Mojsin et a l, 2006). Navedeni 

rezultati ukazuju da su NT2/D1 éelije pogodan model sistem za izučavanje uloge SOX3 gena 

u ranim fazama neuralne diferencijacije.

Retinoidi su prirodni ili sintetički derivati vitamina A koji utiču na rast i 

diferencijaciju normalnih, embrionalnih i neoplastičnih ćelija (Gudas, 1994). Vitamin A 

(retinol) je neophodan za normalan vid, reproduktivne funkcije, embrionalno razviće i rast i 

diferencijaciju različitih ćelijskih tipova u adultnim tkivima (Gudas, 1994; Zile, 2001). Pored 

toga postoje dokazi o povoljnom uticaju retinoida u prevenciji i tretmanima kliničkfh tumora 

(Nason-Burchenal et al., 1998).

Signalni put ali-trans retinoične kiseline uključuje retinoidne receptore: RAR (retinoic 

acid receptors) i RXR (retinoid-X-recepros) (Chambon, 1996; Mangelsdorf et a l, 1995). 

Vezivanje retinoične kiseline za retinoidne receptore dovodi do njihove hetero- ili 

homodimerizacije i vezivanja ovih kompleksa za konsenzusna mesta (RARE) u regulatomim 

regionima ciljnih gena (Mangelsdorf et a l, 1995). Različita ekspresija izoformi RAR-a 

(RARa, RARß, RARy) i RXR-а (RXRa, RXRß, RXRy) retinoidnih receptora obezbeduje 

vremensku i tkivnu specifičnost delovanja retinoida tokom različitih faza razvića (Mark et a l, 

1999). Složena mreža biohemijskih puteva u koje su retinoidi uključeni nije potpuno 

razjašnjena, ali eksperimentalni podaci ukazuju da oni regulišu veci broj ciljnih gena i da 

retinoidi učestvuju u većini do sada opisanih signalnih puteva (Freemantle et a l, 2002).
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2 . C I L J  R A D A

Istraživanja regulacije ekspresije Sox3 gena kičmenjaka ukazale su na složene 

mehanizme koji obezbeđuju preciznu tkivno- i vremenski- specifičnu ekspresiju ovog gena 

(.Brunelli et a l, 2003; Rogers et a l, 2008). Do sada su objavljene samo dve studije koje su 

pokazale ulogu većih genomskih regiona u prostomoj i vremenskoj regulaciji ekspresije Sox3 

gena tokom embrionalnog razvića miša, odnosno žabe (.Brunelli et a l, 2003; Rogers et a l, 

2008). Međutim, uprkos činjenici da je SOX3 gen ključni regulator ranih faza embrionalnog 

razvića, do skora je u literaturi postojalo maio podataka o mehanizmima transkripcione 

regulacije ovog gena.

Zbog toga je predmet ovog rada bilo rasvetljavanje mehanizama transkripcione 

regulacije ekspresije SOX3 gena koji bi trebalo da pruže odgovore na pitanja na koji način 

ovaj gen ostvaruje svoju visoko specifičnu ulogu tokom razvića i diferencijacije. Iz tih razloga 

ciljevi ovog rada su bili:

1. Određivanje starta transkripcije humanog SOX3 gena

2. Identifikacija minimalnog promotorskog regiona neophodnog za bazalnu transkripcionu 

aktivnost humanog SOX3 gena

3. Identifikacija pozitivnih i(ili) negativnih cis regulatornih elemenata uključenih u 

modulaciju transkripcije SOX3 gena

4. Funkcionalna analiza cis regulatornih elemenata neophodnih za bazalnu transkripcionu 

aktivnost SOX3 promotora

5. Identifikacija transkripcionih faktora uključenih u regulaciju aktivnosti SOX3 gena.
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3 . M A T E R I J A L  I M E T O D E

3.1 EKSPERIMENTALNI MATERIJAL

3.1.1 Bakterijski sojevi korišćeni u radu

Soj K arakteristike -genotip Referenca

XLlBlue
ree A l endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl 

lac [Fpro AB laclqZDM15 TnlO (Tetr)]
Stratagene®

BL21(DE3)pLysS
F  ompT gal dem Ion ksdS^rB гпв) l(DE3) 

pLysS( cmR)
Stratagene®

3.1.2 Vektori korišćeni u ovom radu

Plazmid Velieina K arakteristike Referenca

pBLCAT6 4.25 kb

Vektor za analizu promotor a u 

ćelijama sisara, koji poseduje 

reporterski gen za hloramfenikol- 

acetiltransferazu (CAT)

(Boshart et al., 1992)

pBLCAT5 4.4 kb

Vektor za analizu enhensera u 

ćelijama sisara, poseduje timidin 

kinazni promotor ispred CAT 

reporterskog gena

[Boshart et ai, 1992)

pBS II KS+ 2.96 kb
Prokariotski fagemidni vektor sa amp 

rezisteneijom
Stratagene®

pcDNA3 5.4 kb
Eukariotski ekspresioni vektor koji 

poseduje amp i neo rezisteneiju
Invitrogen®

pRC/CMV500 5.5 kb

Derivat pRC/CMV eukariotskog 

ekspresionog vektora (Invitrogen®) 

koji poseduje amp i neo rezisteneiju i 

kojem je dodat FLAG epitop i novi 

polilinker,

Poklon dr Davida Ginty- 

ija, Department of 

Neuroscience, The Johns 

Hopkins University 

School of Medicine 

(Ahn et al., 1998)
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pCHllO 7.1 kb

Eukariotski vektor koji eksprimira ß- 

galaktozidazu i služi kao marker za 

praćenje i normalizaciju ekspresije,

Amersham Pharmacia 

Biotech ®

3.1.3 Plazmidni konstrukti korišćeni u ovom radu

Plazmid Velieina Karakteristike Referenca

F19R30 4.96 kb
Sadrži 713 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-427/+28Ó)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al., 2005)

F19R24 4.75 kb
Sadrži 494 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena {-4211+61)

ovaj rad i (Kovacevic 

Grujicic et al., 2005)

F17R30 4.76 kb
Sadrži 505 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-219/+286)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al., 2005)

F17R24 4.54 kb
Sadrži 286 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-219/+67)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al., 2005)

F17R22 4.50 kb
Sadrži 246 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-219/+27)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et cd., 2005)

F llS m a l 4.44 kb
Sadrži 191 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-219/-28)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al., 2005)

MycIR30 4.64 kb
Sadrži 386 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-100/+286)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)

M scmiA 4.42 kb
Sadrži 167 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gena (-100/+67)

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)

¥\9Smal 4.80 kb
Sadrži 399 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gen (-427/428)

ovaj rad i {Mojsin et al, 

2006)

F17R12
4.60 kb

Sadrži 198 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gen (-219/-21)

ovaj rad i {Mojsin et al, 

2006)

F18R12
4.67 kb

Sadrži 272 bp 5’ regulatomog 

regiona SOX3 gen (-293/-21)
ovaj rad

F19R30 TATAmut
4.96 kb

Sadrži mutiran TATA boks na 

pozieiji -9/-5 bp u okviru F19R30 

konstrukta

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)

F19R30 Spi mut
4.96 kb

Sadrži mutiran Spi motiv na 

pozieiji -48/-45 bp u okviru F19R30 

konstrukta

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)

F19R30 USFmut
4.96 kb

Sadrži mutiran E boks na pozieiji 

-71/-68 bp u okviru F19R30

ovaj rad i {Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)
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konstrukta

F19R30 NF-Ymut
4.96 kb

Sadrži mutiran CCAAT boks na 

poziciji -105/-101 bp u okviru 

F19R30 konstrukta

ovaj rad i (Kovacevic 

Grujicic et al, 2005)

F19R30 CREBmut
4.96 kb

Sadrži mutirano CREB polumesto 

na poziciji -195/-191 bp u okviru 

F19R30 konstrukta

ovaj rad

MUTI
4.96 kb

Sadrži mutirano potencijalno 

vezivno mesto za ZBP-89 na 

poziciji -334/-331 bp u okviru 

F19R30 konstrukta

ovaj rad

MUT2/3
4.96 kb

Sadrži mutirana potencijalna 

vezivna mesta za ZBP-89 na 

pozicijama -308/-305 i -301/-298 

bp u okviru F19R30 konstrukta

ovaj rad

pcDNA3 ZBP-89
8.1 kb

Eukariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju ZBP-89 

proteina

Poklon prof. Juanite 

Merchant, Division of 

Gastroenterology, 

University of Michigan 

Health System, (Bai and 

Merchant, 2000)

pcDNA3 MAZ
7.24 kb

Eukariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju MAZ 

proteina

poklon dr Kazunarija 

Yokoyame, RIKEN 

BioResource Center

pcDNA3 CREB
6.4 kb

Eukariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju CREB 

proteina

Poklon dr Davida Ginty- 

ija, Department of 

Neuroscience, The Johns 

Hopkins University 

School of Medicine

A-CREB
5.7 kb

Eukariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju A-ZIP 

proteina, selektivnog, dominantnog 

inhibitora CREB proteina

Poklon dr Davida Ginty- 

ija, Department of 

Neuroscience, The Johns 

Hopkins University 

School of Medicine (Ahn 

et a l, 1998)

pGEX-KG-ZBP-89
8.5 kb

Prokariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju ZBP-89 

proteina vezanog za glutation S 

transferazu (GST-ZBP-89)

Poklon prof. Juanite 

Merchant, Division of 

Gastroenterology, 

University of Michigan
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Health System, 

{Merchant et al, 1996)

pGEX-4T-2-MAZ
4.97 kb

Prokariotski ekspresioni vektor; 

korišćen za ekspresiju MAZ 

proteina vezanog za glutation S 

transferazu (GST-MAZ)

poklon dr Kazunarija 

Yokoyame, RIKEN 

BioResource Center

3.1.4 NT2/D1 ćelijska linija

U ovom radu je korišćena permanentna ćeiijska linija NT2/D1 poreklom iz humanog 

embrionalnog teratokarcinoma koja je komercijalno dostupna (American Type Culture 

collection, Manassas, VA 20108, USA - ATCC br. CRL-1973) (Andrews, 1984; Andrews, 

1988; Andrews et al., 1984). NT2/D1 ćelije su gajene u standardnim uslovima, u DMEM-u sa 

visokim sadržajem glukoze, 10% FBS-a i 2mM L-glutaminom (Gibco BRL) na 37°C i 10% 

CO2 {Andrews, 1984). Za ispitivanje uticaja retino iene kiseline na ekspresiju SOX3 gena, 

NT2/D1 ćelije su indukovane 10 pM all -trans retinoičnom kiselinom (Sigma), {Andrews, 

1984), a efekat indukeije je praćen nakon 48h.

3.1.5 Antitela korišćena u ovom radu

U „superšift“ eksperimentima korišćena su sledeóa antitela:

- na USFl i USF2 (ljubazan poklon dr Benoit Violleta, Institut Cochin de Génétique 

Moléculaire),

- na Spi (sc-59, Santa Cruz Biotechnology)

- na NF-Y (sc-7711, Santa Cruz Biotechnology)

- na MAZ protein (ljubazan poklon dr Kena Marcu-a, Departments of Biochemistry and Cell 

Biology, Microbiology & Pathology, State University of New York at Stony Brook)

- na CREB protein ( sc-27 lx, Santa Cruz Biotechnology)

- na PAX-2/6 (sc-775lx, Santa Cruz Biotechnology)
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3.1.6 Oligonukleotidi korišćeni u ovom radu

Oligonukleotidi u ovom radu su korišćeni za potrebe određivanja starta transkripcije 

("primer extension"), generisanje promotor- i enhenser-zavisnih reporter konstrukata, mesto- 

specifičnu mutagenezu i generisanje oligonukleotidnih ili PCR proba (wt i mutiranih) za 

EMSA eksperimente.

Spisak oligonukleotida sa odgovarajućim sekvencama:

Naziv Sekvenca i pozicija 5’ kraja  u odnosu na tsp

Oligonukleotidi korišćeni za "prim er extension"

PE5 5’ GCCCTGGGACTCCGTCGGAGCGGAGCTTGGGGG 3’(+174)

PE17 5’ CTGTGGGCCAGCGAGTCCGGCGGGAA 3’(+140)

R170RF 5’ AGCTTGGGGGCCTGTGGGCCAG 3’ (+150)

Oligonukleotidi korišćeni za generisanje reporter konstrukata

F19 5’ ctAAGCTTTGCGGCTGGCCGGGGGATGGGGCG 3’ 1-427) * #

F17 5’ ctaagcttCCCGCCTCCTAAGTAACTCTTA 3’ (-219)

R30 5’ gatctagaGGTTCTTGAGTTCAGTCTCCA 3’ (+286)

R24 5’ gatctagaGGCTTCTCGCACCTGATGAGTT 3’ (+67)

R22 5’ gatctagaTCACAGTCTGCCTGGGCTCTA 3’ (+27)

F18 5’ ctaagcttCACCTCCTCAGGTTTCG 3’ (-293)

R12 5’ gatctagaATTCCCCGGGGTTGGGGCTTGGT 3 ’ (-21)

Oligonukleotidi korišćeni za mutagenezu

TATAmut F 5’ GAATCCGAGCAGGTACACAAGGGGCCCAGCTAG 3’ (-24) **

Spi mut F 5’ CCTCCGGGTTGCGAGGAGAGGACCAAGCCCCAAC 3’ (-64)

U S Fm ut F 5’ GAACCTGTCAACGTGGGGTCCTCCGGGTTGC 3’ 1-83Ì

NF-Ymut F 5’ GGGCTCGGTAATGATTTTCCAGGGCGCATCACTG 3’ (-118)

CREBmut F 5’TAACTCTTACCAGTTAACTAGGCCAAAGAGGGGCGTG 3’ (-207)

MUTI F 5’ GCGCCCTCTGCCCCCAGGACCCAATCTGCTTGCGTG 3’ 1-350)

MUT2/3 F 5’ TTGCGTGCCCCCTTCTCCCTCTTCCCGTCACCTC3’ (-321)

Oligonukleotidi korišćeni za EMSA eksperimente

Spi F 5’ CTCCGGGTTGCGAGGGGCGGACCAAGC 3’ (-63)

Spi R 5’ gggGCTTGGTCCGCCCCTCGCAACCCGGAG 3’ (-37) ***

USF F 5’ GAACCTGTCAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’ (-83)
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USFF 5’ GAACCTGTCAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’ (-83)

NF-YF 5’ CGGTAATGATTGGCCAGGGCG 3’ (-113)

NF-YR 5’ CGCCCTGGCCAATCATTACCG 3’ (-93 )

F6 5’ GCGCCCTCTGCCCCCTCCCCCCAATCTGCTTGCGTG 3’ (-350)

R6 5 ’ ggC ACGC AAGC AGATTGGGGGG AGGGGGCAGAGGGCGC3 ’(-313)

MUTI F 5’ GCGCCCTCTGCCCCCAGGACCCAATCTGCTTGCGTG 3’ (-3501 * ** ***

MUTI R 5 ’ ggC ACGCAAGC AGATTGGGTCCTGGGGGCAGAGGGCGC3 ’ (-313)

F7 5’ TTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCCCCCCGTCACCTC 3’ (-321)

R7 5’ gGAGGTGACGGGGGGAGGGGGGAGGGGGCACGCAA 3 ’ (-287)

MUT2F 5’ TTGCGTGCCCCCTTCTCCCTCCCCCCGTCACCTC 3’ (-321)

MUT2 R 5’ gGAGGTGACGGGGGGAGGGAGAAGGGGGCACGCAA 3 ’ (-287)

MUT3 F 5’ TTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCTTCCCGTCACCTC 3’ (-321)

MUT3 R 5’ gGAGGT GACGGGAAGAGGGGGGAGGGGGCACGCAA 3 ’ (-287)

MUT2/3 F 5’ TTGCGTGCCCCCTTCTCCCTCTTCCCGTCACCTC 3’ (-321)

MUT2/3 R 5’ gGAGGTGACGGGAAGAGGGAGAAGGGGGCACGCAA 3 ’ (-287)

F3 5' gTAACTCTTACCACGTCACTAGGCCAAAGAGG 3’ (-208)

R3 5’ CCTCTTTGGCCTAGTGACGTGGTAAGAGTTA 3’ (-177)

CREBmut F 5’ gTAACTCTTACCAOTTAACTAGGCCAAAGAGG 3’ (-208)

CREBmut R 5’ CCTCTTTGGCCTAGTTAACTGGTAAGAGTTA 3’ (-177)

CREB konsF 5 ’ AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG 3’

CREB konsR 5’ gCTAGCTCTCTGACGTCAGGCAATCTCT 3’

* Podvučenim nukleotidima predstavljenim podebljanim slovima generisana su restrikciona 

mesta korišćena pri kloniranju promoter- i enhenser-zavisnih reporter konstrukata SOX3 gena

# Sekvenca F19 oligonukleotida sadrži dva umesto tri G nukleotida na 5’kraju (obeleženi 

italic formom) u odnosu na javno dostupnu sekvencu (AL121875)

** Podvučeni nukleotidi predstavljaju mutacije uvedene u odgovarajuće ispitivane regulatorne 

motive

*** U oligonukleotidima koji su korišćeni u EMSA reakcijama, malim slovima su u 

predstavljeni nespareni guanozini koji su služili za obeležavanje proba
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3.1.7 Komercijalni kitovi

Totalna RNK iz NT2/D1 ćelija je izolovana korišćenjem “Rneasy Mini Kit “-a proizvođača 

Qiagen. Plazmidna DNK je izolovana i prečišćena upotrebom “Endofree plasmid Maxi Kit“-a 

i “Endofree plasmid Giga Kit“-a, proizvođača Qiagen. Merenje ß-gal aktivnosti je rađeno 

pomoću “ß-galactosidase Enzyme Assay System“, proizvođača Promega. CAT aktivnost je 

odredena “CAT ELISA“ kitom, proizvođača Roche Pharmaceuticals. Sekvenciranje za 

"primer extension" je rađeno pomoću ‘T7 Sequencing“ kita, proizvođača USB.

3.2 EKSPERIMENTALNE METODE

3.2.1 Određivanje starta transkripcije metodom elongacije reverznog oligonukleotida 

("prim er extension")

Totalna RNK iz retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija izolovana je 

pomoću Rneasy Mini Kit-a (Qiagen). Izolovana RNK je poslužila kao matrica u reakciji 

reverzne transkripcije pri čemu su korišćena tri različita reverzna oligonukleotida (PE5, PE 17 

i R170RF). Oligonukleotidi (10 pmol) su obeleženi na 5’ krajevima sa [y-j2P] ATP, 

upotrebom enzima T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs). 20 fig totalne RNK je 

pomesano sa obeleženim oligonukleotidom (105 cpm) i smeša je inkubirana 5 min na 65 °C. 

Hibridizaciona smeša je potom odmah stavljena na led. Oligonukleotidi su elongirani 

upotrebom 200 U Superscript™ Rnase H" reverzne transkriptaze (Invitrogen) 1 h na 37°C, u 

reakciji koja je sadržavala 30 U RNAguard™ (Amersham Pharmacia Biotech), 2 mM dNTP 

miks, 10 mM DTT, 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KC1 i 3 mM MgCL. Kao negativna 

kontrola ista reakcija je radena sa 10 pg tRNK kvasca. Po završenoj inkubaciji, reakciji je 

dodavano 3 volumena hladnog, apsolutnog etanola i precipitacija je vršena preko noci. Talog 

je resuspendovan u 5 pi vode i 5pl boje (0.3% bromfenol piavo, 0.3% ksilencijanol, 10 mM 

EDTA i 97.5% formamid). Pre nanošenja na 6% poliakrilamidni denaturišući gel, reakcije su 

denaturisane 2 min na 95°C, a zatim naglo ohlađene na ledu. Dužine "primer extension" 

produkata su određene poredenjem sa reakcijama sekvenciranja koje su radene sa istim 

oligonukleotidima sa kojima su rađene i "primer extension" reakcije, a pomoću T7 

Sequencing kit-a (USB). Takođe, u određivanju dužine produkata korišćen je radioaktivno 

obeleženi DNK marker dobijen digestijom PhiX enzimom HinML. Elektroforeza se odvijala 

pod sledećim uslovima: napon 1500 V, struja 40 mA, snaga 40 W (konstantna), oko 75 min.
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Po sušenju gela (30 min na 75°C), reakcije su vizualizovane pomoću rentgen filmo va koji su 

eksponirani preko noci na -70°C u “intensifying screen” kasetama.

3.2.2 In silice analiza 5’ nekodirajućeg regiona SOX3 gena i poređenje sa ortolozima 

sisara

U cilju defìnisanja promotorskog regiona humanog SOX3 gena i mapiranja njegovog 

starta transkripcije genomska sekvenca dužine 1.25 kb uzvodno od ATG kodona je 

analizirana korišćenjem dva programa za predikciju promotora - Neural Network Promoter 

Prediction Version 2.2 (http://www.lhntfly.org/seq tools/promoter.pll i Promoterinspector 

Release 1.0 fhttp://www. genomatix.de).

Pretraživanje baza podataka dostupnih sekvenci i njihovo međusobno poređenje 

urađeno je korišćenjem NCBI (National Center for Biotechnology Informations) i ClustalW 

programa (EMBL-EBI). Sekvenca promotora humanog SOX3 gena (ekstrahovana iz 

genomske sekvence prijavljene pod brojem AL121875.10) poređena je sa sekvencama 

ortologih promotora šimpanze, rezus majmuna, pacova i misa (pronađene u genomskim 

sekvencama AC149044.1, NW_001218193.1, NW_048052.2, odnosno NT_039706.6).

Matlnspector program (Cartharius et al., 2005) je korišćen za identifikaciju 

potencijalnih mesta za vezivanje poznatih transkripcionih faktora u okviru optimalnih 

promotora SOX3 ortoioga. Prilikom ove analize korišćeni su sledeći kriterijumi: verovatnoća 

vezivanja za konsenzusnu sekvencu vezivnog mesta (core similarity)-1.0 i odgovarajući 

kontekst nukleotida u sekvencama koje okružuju vezivno mesto (matrix similarity)-0.9.

3.2.3 Generisanje CAT reporter konstrukata

PCR metod je korišćen za generisanje promotor- i enhenser-zavisnih reporter 

konstrukata -  F19R30, F19R24, F17R30, F17R24, F17R22, F17R12 i F18R12. Serija 

međusobno preklapajućih ffagmenata je amplifikovana PCR-om korišćenjem F i R 

oligonukleotida koji sadrže Hindlïl, odnosno Xbal restrikciona mesta (spisak oligonukleotida 

je naveden u sekciji 3.1.6.). Kao matrica za sintezu korišćen je genomski klon X2.1H33 

(,Stevanovic et al., 1993). Uslovi PCR-a su bili sledeći:

Početna

denaturacija
Denaturacija Renaturacija Elongacija

Završna

elongacija
Hladenje

98°C 98°C 51°C 72°C 72°C 4°C

60 sec 60 sec 60 sec 60 sec 10 min 00

1 ciklus 35 ciklusa 1 ciklus
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Po digestiji, odgovarajući PCR produkti su klonirani u Hindlll i Xbal restrikciona 

mesta unutar polilinkera pBLCATó (koji nema promotor) ili pBLCAT5 vektora (koji sadrži 

timidin kinazni promotor ispred cat gena) (Boshart et a l, 1992). Delecioni konstrukt 

F17SmaI je generisan duplom digestijom F17R30 konstmkta sa Hindlll i Smal. Dobijeni 

fragment je subkloniran u pBLCATó vektor u Hindlll i Xbal mesto koje je prethodno 

pretvoreno u mesto sa ravnim krajem. Delecioni konstrukti MscIR30 i MsclKlA su generisani 

duplom digestijom F17R30, odnosno F19R24 konstrukta sa Mscl i Xbal. Dobijeni inserti su 

subklonirani u Hindlll mesto koje je prethodno pretvoreno u mesto sa ravnim krajem i Xbal 

mesto u pBLCATó vektoru. Vl9Smal konstrukt je restrikciono kloniran u pBLCAT5 vektor 

(H indili/SmaT).

3,2.4 Mesto-specifična mutageneza

Za generisanje promotorskih konstrukata SOX3 gena koji nose mutacije u 

konsenzusnim sekvencama za vezivanje Spi, USF1, NF-Y, CREB i ZBP-89 proteina, kao i u 

TATA boksu (F19R30Splmut, F19R30USFmut, F19R3 ONF-Y mut, F19R30CREBmut, 

MUTI, MUT2/3 i F19R30TATAmut) korišćen je QuickChange Multi Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene). Ovom metodom PCR reakcijama su uvedene mutacije u SOX3 

wt promotorski konstrukt (F19R30) korišćenjem odgovarajućih oligonukleotida čije su 

sekvence navedene u tabeli u odeljku 3.1.6. (podvučeni nukleotidi su mutirani):

Navedeni oligonukleotidi su fosforilisani u reakciji u kojoj je 1 nmol oligonukleotida 

dodat u reakciju sa 1 pi 10 mM ATP, 2 pi T4 Polynucleotide Kinase (20U) (New England 

Biolabs), 2,5 pi lOx PNK pufera (70 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 5mM DTT) i 

ddH20  do 25 pi. Nakon inkubacije reakcione smeše 45 min na 37°C, enzim je inaktiviran 5 

min na 65°C. U reakciju je dodato 25 pi ddH20 , a zatim su slobodni nukleotidi iz reakcione 

smeše odstranjeni propuštanjem kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia).

Reakciona smeša za PCR je sastavljena od 100 ng plazmidne matrice (F19R30), 5 pl 

reakcionog pufera lOx Muta Buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.8, 100 mM amonijum-sulfat, 

100 mM KCl, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA, 20 mM MgS04; Stratagene), 100 ng 5’OH 

fosforilisanog oligonukleotida, 1 pl 25mM dNTP miksa, 0,5 pl (1,25 U) Pfui Polymerase 

(Fermentas) i 0,5 pl Vent Polymerase (1 U) (New England Biolabs), kao i ddH20  do 50pl.

Za uvođenje mutacija PCR-om, korišćen je sledeći program:
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Početna

denaturacija
Denaturacija Renaturacija Elongacija

Završna

elongacija
Hlađenje

95°C 95°C 55°C 65°C 65°C 4°C

60 sec 60 sec 60 sec
120 sec / kb 

plazmida
60 sec 00

1 ciklus 30 ciklusa 1 ciklus

Nakon PCR reakcije, u reakcionu smešu je dodat 1 pi restrikcionog enzima Dpnl (10 

U/ pi) koji specifično prepoznaje metilovani adenozin motiva GATC tj. iskljucivo adenozin iz 

plazmidne matrice, a ne PCR produkta. Inkubacija enzimske reakcije je trajala 5 h na 37°C, 

nakon čega je rađena etanoina precipitacija. 10 pi mutirane DNK je iskorišćeno za 

transformaciju bakterijskog soja E.Coli XLlBlue. Nakon selekcije i propagacije bakterijskih 

kolonija izolovana je plazmidna DNK i mutirani konstrukti su sekvencirani cime je potvrđeno 

prisustvo uvedenih mutacija i pokazano da PCR amplifikacijom nije uvedena nijedna dodatna 

mutacija.

3.2.5 Tranzijentna transfekcija NT2/D1 ćelija kalcijum fosfatnom precipitacijom

U eksperimentima tranzijentne transfekcije 1.2 x IO6 ćelija je zasejavano u Petri 

šolje prečnika 10 cm. Nakon 24 h rasta, ćelije su oprane dva puta HEPES rastvorom (6.7 mM 

KC1, 142 mM NaCl, lOmM HEPES) i gajene još 2h u svežem medijumu.

Po isteku ovog vremena na ćelije je dodat kalcijum-fosfatni précipitât DNK koji je 

napravljen na sledeći način. Rastvoru DNK u 1 ml 2 x HEBS rastvora (HEPES buffered 

saline; 274 mM NaCl, 42 mM HEPES, 9.6 mM KC1, 1.5 mM Na2H P04; pH 7.15 - 7.30), koji 

je neprekidno aerisan, nakapavanjem je dodavan 1 ml 250 mM rastvora CaCl2. Ovako 

formiran kalcijum-fosfatni précipitât dodavan je na ćelije i inkubiran 3 - 4h u standardnim 

uslovima za gajenje NT2/D1 ćelija. Nakon inkubacije precipitati su uklonjeni sa éelija 

pranjem 2 puta rastvorom HEPES-a. Sledećeg dana ćelijama je dodavan svež medijum u 

kojem su gajene narednih 48 h, pri čemu je u eksperimentima sa indukovanim ćelijama 10 

pM all-trans retinoična kiselina dodavana u medijum.

U eksperimentima tranzijentne transfekcije promoter- i enhenser-zavisnim 

reporterskim konstruktima (i u slučaju mutanata F19R30TATAmut, F19R30Splmut, 

F19R30USFmut i F19R30NF-Ymut), NT2/D1 ćelije su transfektovane sa 10 pg različitih 

SOX3 CAT6 ili CAT5 konstrukata (wt ili deletanata), 2 pg pBS II KS+ i 2 pg pCHllO
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vektora (Amersham Pharmacia) (Kovacevic Grujicic et a l, 2005; Nike evie et a l, 2008). U 

mutacionim analizama, NT2/D1 ćelije su transfektovane sa 5 pg wt F19R30 ili mutiranih 

SOX3 promotorskih konstrukata (MUTI, MUT2/3 i F19R30CREBmut), 5 pg pBS II KS+ i 3 

pg pCHl 10 vektora.

Za ispitivanje uticaja povećane ekspresije ZBP-89, MAZ i CREB proteina na aktivnost 

SOX3 promotora, NT2/D1 ćelije su kotransfektovane sa 5 pg F19R30, 5 pg ili praznog 

pcDNA3 ili odgovarajućeg ekspresionog vektora (pcDNA3-ZBP-89, pcDNA3-MAZ i 

pcDNA3-CREB) i 3 pg pCHl 10 vektora.

3.2.5.1 Priprem a ćelijskih ekstrakata

Celijski ekstrakti su pripremani 48 h nakon transfekcije. Celije su oprane hladnim 

PBS-om, struganjem odvojene od podloge u 1 ml TEN rastvora (Tris-EDTA-NaCl; 40 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) i istaložene centrifugiranjem na 13000 rpm, 2 

min na +4°C. Talog ćelija je resuspendovan u 100 pi 0.25 M Tris-HCl (pH 7.8 na 37°C). Liza 

ćelija je urađena kroz tri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja (3 min u tečnom azotu praćeno 

inkubacijom na 37°C do otapanja ćelijskih taloga). Ćelijski talog je uklonjen centrifugiranjem 

na 13200 rpm, 10 min na +4°C, a supernatant (ćelijski ekstrakt) je korišćen u ß- 

galaktozidaznom i CAT eseju.

3.2.5.2 ß-galaktozidazni esej

Za normalizaciju efikasnosti transfekcije korišćen je рСНПО vektor koji eksprimira 

gen za ß-galaktozidazu, a aktivnost ovog enzima merena je pomoću eseja ß-galaktozidazne 

aktivnosti (“ß-galactosidase Enzyme Assay System“), proizvođača Promega.

ß-galaktozidazni esej je uobičajen metod za određivanje aktivnosti enzima ß- 

galaktozidaze u lizatima ćelija koje su transfektovane ß-galaktozidaza reporterskim vektorom- 

pCHllO. Standardni esej se izvodi tako što se uzorku razblaženom u Tris-HCl pH 7.8 doda 

jednaka količina 2X Assay Buffer-a koji sadrži 200 mM PBS, 2 mM MgC^, 100 mM ß- 

merkaptoetanol i 1.33 mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil-ß-D-galaktopiranozid). Uzorci se 

inkubiraju na 37°C. Tokom inkubaeije ß-galaktozidaza hidrolizuje bezbojan supstrat u o- 

nitrofenil koji ima žutu boju. Absorbanca je merena na Microplate reader aparatu tipa 

Multiskan RC (Labsystems) na talasnoj dužini 420 nm.
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Kao referentne vrednosti za konstrukciju standardne kalibracione krive i odredivanje 

vrednosti ß-galaktozidaze u ispitivanim ćelijskim lizatima korišćena su standardna 

razblaženja ovog enzima: 3,125 mU, 6,25 mU, 12,5 mU, 25 mU, 50 mU, 100 mU i 200 mU.

3.2.5.3 CAT esej

Aktivnosti CAT enzima (hloramfenikol-acetil-transferaza) su određivane “CAT 

ELIZA esejem“ (CAT Enzyme Linked Immunosorbent Assay- ELISA), Roche.

CAT ELIZA esej je enzimski imunoesej za kvantifikaciju hloramfenikol-acetil- 

transferaze (CAT) iz E. coli u transfektovanim eukariotskim ćelijama. CAT ELIZA se koristi 

za kvantifikovanje ekspresije CAT-a u eukariotskim éelijama koje su transfektovane 

plazmidima koji sadrže CAT reporterski gen.

Ovaj esej se zasniva na sendvič-ELIZA principu i izvodi se u mikrotitar pločama koje 

imaju antitela na CAT (anti-CAT) vezana za površinu bunarčića u kojima se sukcesivno 

odvijaju sledeće reakcije. Najpre se u bunarčiće dodaju ekstrakti transfektovanih ćelija i 

inkubiraju 60 min na 37°C. U ovom koraku dolazi do specifičnog vezivanja CAT enzima iz 

ćelijskih ekstrakata za anti-CAT antitela vezanih za dno bunarčića. U sledećem koraku dodaje 

se digoksigeninom obeleženo antitelo na CAT anti-CAT-DIG i dogada se njegovo vezivanje 

za CAT. Siedi dodavanje antitela na digoksigenin koja su konjugovana sa peroksidazom, anti- 

DIG-POD, i koja se vezuju za digoksigenin. U završnom koraku ovog eseja dodaje se substrat 

ABTS, koji u prisustvu peroksidaze (POD) daje obojenu reakciju pri inkubaciji na 37°C.

Absorbanca je merena na Microplate reader aparatu tipa Multiskan RC (Labsystems) 

na talasnim dužinama 405/492 nm. Kao standardi za odredivanje aktivnosti CAT-a u 

ispitivanim ćelijskim lizatima (za konstrukciju standardne kalibracione krive) korišćena su 

sledeća razblaženja CAT enzima E coli: 3,125 pg, 6,25 pg, 12,5 pg, 25 pg, 50 pg, 100 pg, 200 

pg. Vrednosti dobijenih CAT aktivnosti normalizovane su najpre prema efikasnosti 

transfekcije, odnosno prema izmerenoj ß-gal aktivnosti za dati uzorak.

U slučaju promotor-zavisnih konstrukata, dobijene CAT aktivnosti korigovane na 

efikasnost transfekcije, izražene su u odnosu na aktivnost promotorskog konstrukta F19R30 

kojoj je dodeljena vrednost 100% i predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. ili ± S.E.M. 

(standard error mean) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. U slučaju enhenser-zavisnih 

konstrukata, CAT aktivnost svakog konstrukta (¥\9Smcil, F18R12 i F17R12) je 

normalizovana u odnosu na aktivnost praznog pBLCAT5 vektora kojoj je dodeljena vrednost 

1 (i u neindukovanim i u indukovanim NT2/D1 éelijama). Srednje vrednosti relativnih CAT
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aktivnosti poređene su Studentovim Mestoni, a statistička analiza je urađena programom 

SPSS. Kada je p vrednost manja od 0,05 rezultat se smatra statistički značajnim.

3.2.6 Izolovanje jedarnih proteina iz NT2/D1 ćelija

Jedarni proteini iz neindukovanih i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija 

su izolovani po modifikovanoj proceduri Dignama i saradnika (Dignam et a l, 1983). NT2/D1 

ćelije (IO9) su posle taloženja ì pranja u PBS-u resuspendovane u puferu A (0.25 M saharoza, 

10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KC1, 1.5 mM MgCl2 , 0.2 mM EDTA) i inkubirane 10 minuta 

na ledu. Nakon taloženja centrifugiranjem (1300 rpm, 5 min) ćelije su resuspendovane u 2 

volumena pufera A. Ćelije su lizirane homogenizacijom u staklenom homogenizeru uz 

dodavanje NP-40 (0.05%). Jedra su staložena centrifugiranjem (2000 rpm, 10 minuta, +4°C) i 

zatim resuspendovana i homogenizovana u puferu C (20 mM HEPES pH 7.9, 25% glicerol, 

0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA). Nakon mešanja 30 min na +4°C suspenzija je 

centrifugirana (20000 rpm, 30 min, +4°C). Supernatant je dijaliziran u puferu D (20 mM 

HEPES pH 7.9, 20% glicerol, 0.1 M KC1, 0,2 mM EDTA) 4-5 h na +4°C. Nakon dijalize 

rastvor je centrifugiran (20,000 rpm, 20 min, +4°C). Dobijeni supernatant koji sadrži jedame 

proteine je alikvotiran i čuvan u tecnom azotu. Puferi A i C sadrže inhibitore proteaza u 

sledećim koncentracijama: 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptina, lpg/ml 

pepstatina i lpg/ml antipaina, a pufer D 0.5 mM DTT i 0.5 mM PMSF.

3.2.7 Izolovanje bakterijski eksprimiranih rekom binantnih proteina

Rekombinantni GST-ZBP-89 i GST-MAZ proteini su eksprimirani u BL21(DE3) 

pLysS bakterijskom soju. Ova dva proteina imaju za sebe vezanu glutation S transferazu 

(GST). Uradena je 2% inokulacija transformisanih bakterija iz prekonoćne kulture. Bakterije 

su gajene na 25°C do postizanja ODóoo = 0.4. Tada su indukovane 0.4 mM IPTG-om u 

trajanju od 1 h na 25°C. Dalja izolacija i prečišćavanje rekombinantnih proteina je urađena po 

proceduri proizvođača Glutathione-S-transferase (GST) Gene Fusion System i Glutathione 

Sepharose®4B (Amersham Pharmacia Biotech).
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3.2.8 Esej smanjene elektroforetske pokretljivosti (EMSA-electrophoretic mobility shift

assay)

Dvolančane probe su generisane reakcijama hibridizacije komplementamih F i R 

oligonukleotida (2 nmol svakog oligonukleotida) u 1 x STE puferu (0.1 M NaCl, 10 mM Tris- 

C1 pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) nakon 10 min denaturacije na 98°C i postepenog hlađenja do 

sobne temperature. Dvolančane oligonukleotidne probe su istaložene etanolnom 

precipitacijom.

R ili F oligonukleotidi su dizajnirani tako da sadrže 1-3 nesparena guanozina na 5 ’ 

kraju (izuzev NF-Y probe) koji obezbeđuju obeležavanje probe ugradivanjem [a-32P] dCTP- 

а na komplementarnom lancu u reakciji sa Klenow-im fragmentom. Reakcija obeležavanja je 

sadržala: 50 ng oligonukleotida, 0.5 pi 40 mM dNTPmix, 2 pi EcoPol pufera (10 mM Tris- 

HC1, ph 7.5, 5 mM MgCR, 7.5 mM DTT), 1 pi Klenow fragmenta DNK polimeraze (New 

England Biolabs) (5U) i ddH20 do 20 pi. Nakon inkubacije od 60 min na 37°C i dodavanja 30 

pi ddH20, reakcija je propuštena kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia Biotech).

NF-Y proba je obeležena kinaziranjem pomoću [y-32P] ATP-a i enzima T4 

Polynucleotide Kinase. Reakcija obeležavanja je sadržala 300 ng oügonukleotidne probe, 5 pl 

PNK pufera (New England Biolabs), 2.5 pl [y-32P] ATP, 1 pl T4 Polynucleotide Kinase 

enzima (5 U, New England Biolabs) i ddH2Ü do 50 pl. Nakon 30 min inkubacije na 37°C u 

vodenom kupatilu reakcija je zaustavljena i propuštena kroz G-50 kolonu (Amersham 

Pharmacia Biotech).

EMSA reakcije su radene sa 2.5 pg jedamih proteina iz neindukovanih i retinoičnom 

kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija i 1 ng obeležene probe, u reakcionom puferu koji sadrži 

10 mM HEPES pH 7.9, 15 mM KCl, 0.25 mM ZnS04, 0.25 mM EDTA, 3% glicerol, 

0.25mM DTT i 50 ng/pl poly (dl-dC) u volumenu od 20 pl, 30 minuta na 37°C. EMSA 

reakcije sa USF i Spi i NF-Y probom su rađene na isti način izuzev što je koncentracija poly 

(dl-dC) bila 40 ng/pl u volumenu od 25 pl i nisu sadržavale 0.25 mM ZnS04. U EMSA 

reakcijama sa rekombinantnim proteinima korišćeno je 780 ng GST-ZBP-89 i 840 ng GST- 

MAZ proteina. Za kompeticiju (“hladenje“) su korišćeni neobeleženi oligonukleotidi u 

molarnom višku od 100 puta. U esejima smanjene elektroforetske pokretljivosti u prisustvu 

antitela (“superšift“) proteini su inkubirani sa antitelima na USF1, USF2 i Spi na +4°C, a sa 

antitelima na MAZ, CREB i PAX-2/6 na sobnoj temperaturi, 30 minuta pre dodavanja 

obeležene probe.
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Reakcije su elektroforetski razdvajane u 6% nativnom poliakrilamidnom gelu sa 0.5 

X TBE puferom (Tris-borat-EDTA; 45 mM Tris-borat, 1 mM Na2-EDTA).
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4. Rezultati

4.1 Predikcija promotorskog regiona i određivanje starta transkripcije 

humanog SOX3 gena

U cilju definisanja promotorskog regiona humanog SOX3 gena i mapiranja njegovog 

starta transkripcije, genomska sekvenca dužine 1,25 kb uzvodno od ATG kodona je 

analizirana korišćenjem dva programa za predikciju promotora. Program Neural Network 

Promoter Prediction je ukazao na potencijalnu poziciju bazalnog promotora SOX3 gena sa 

verovatnoćom od 100% u okviru regiona od 279 do 230 baznih parova (bp) uzvodno od ATG 

kodona (Slika 8). Takođe, isti program je kao potencijani start transkripcije predvideo citozin 

na poziciji -239 bp u odnosu na start translacije SOX3 gena (Slika 8). Korišćenje programa 

Promoterinspector ukazalo je na prisustvo potencijalnog promotora SOX3 gena u regionu od - 

462 do -215 bp u odnosu na ATG kodon (Slika 8). Dobijene kompjuterske predikcije ukazale 

su na region koji bi trebalo analizzati i time usmerile eksprerimente vezane za određivanje 

starta transkripcije.

Slika 8. Shematski prikaz rezultata predikcije promotorskog regiona humanog SOX3 gena. Program Neural 

Network Promoter Prediction je predvideo poziciju bazalnog promotorskog regiona koja je predstavljena 

isprekidanim crtama. Predikcija promotora od strane Promoterinspector programa je predstavljena istačkanom 

linijom. Start transkripcije određen primenom metode elongacije oligonukleotida označen je crnom strelicom i 

obeležen kao tsp (+1). Start transkripcije koji je predviđen kompjuterskom predikcijom označen je sivom 

strelicom. Sve pozicije su predstavljene u odnosu na start translacije SOX3 gena (ATG). Obeležene su i pozicije 

reverznih oligonukleotida korišćenih u reakciji određivanja starta transkripcije.

Start transkripcije (tsp) SOX3 gena određen je metodom elongacije oligonukleotida u 

reakciji reverzne transkripcije ("primer extension"). U reakciji reverzne transkripcije 

korišćena je kao matrica totalna RNK izolovana iz NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom 

kiselinom, kao i tri radioaktivno obeležena, reverzna oligonukleotida R170RF, PE5 i PE17
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(Slike 8 i 9). Specifičnost reakcija je potvrđena korišćenjem tRNK kvasca kao kontrole (Slika 

9). Korišćenjem oligonukleotida R170RF i PE17, u reakciji elongacije oligonukleotida 

dobijeni su pojedinačni produkti dužina od 150, odnosno 140 nukleotida (nt) (Slika 9).

U slučaju oligonukleotida PE5, dobijena su dva produkta dužine od 199 i 174 

nukleotida. Rezultati dobijeni korišćenjem PE5 oligonukleotida ukazuju na moguće 

postojanje dodatnog, uzvodnog alternativnog staila transkripcije, mada postoji i mogućnost da 

je dobijeni duži produkt od 199 nt artefakt (Slika 9). Poredenjem dobijenih produkata sa 

sekvencama koje su dobijene korišćenjem istih oligonukleotida, utvrdeno je da citozin na 

poziciji 252 nt uzvodno od ATG kodona predstavlja nukleotid od kojeg počinje transkripcija 

SOX3 gena (Slika 9). Važno je napomenuti da je isti nukleotid određen za start transkripcije 

SOX3 gena korisćenjem tri različita reverzna oligonukleotida (Slika 9).

S lik a  9. Određivanje starta transkripcije SOX3 gena metodom elongacije oligonukleotida. K o lo n e  1 -reakcije na 

totalnoj RNK iz retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 óelija sa odgovarajućim reverznim 

oligonukleotidima (R170RF, PE5 i PE17). Produkti reakcija su označeni strelicama. K o lo n e  2  - kontrolne 

reakcije sa tRNK kvasca, M  -  marker, veličine fragmenata su označene sa desne strane, A C G T  -  nukleotidne 

sekvence generisane sa odgovarajućim oligonukleotidima (R170RF, PE5 i PE17). Sa leve strane prikazan je deo 

sekvence, a nukleotid od kojeg počinje transkripcija je podvučen.
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Dobijeni rezultat je u korelaciji sa dužinom informacione RNK za SOX3 (Stevanovic, 

2003) kao i sa kompjuterskom predikcijom starta transkripcije koji je samo 13 bp nizvodno od 

starta transkripcije utvrđenog u eksperimentima elongacije oligonukleotida.

4.2 Funkcionalna karakterizacija humanog SOX3 promotora

4.2.1 Deflnisanje minimalnog promotora i pozitivnih cis regulatornih regiona 

neophodnih za optimalnu aktivnost SOX3 gena

U cilju definisanja promotorskog regiona SOX3 gena, generisana je serija konstrukata, 

gde je osam preklapajućih fragmenata iz 5' nekodirajućeg regiona SOX3 gena klonirano 

uzvodno od cat reporter gena u okviru pBLCAT6 reporter vektora (Slika 10). CAT aktivnost 

dobijenih konstrukata je analizirana u eksperimentima tranzijentne transfekcije NT2/D1 ćelija 

kao što je opisano u poglavlju Materijal i metode.

Četiri od osam analiziranih konstrukata (F19R30, F17R30, F19R24 i F17R24) su 

pokazala značajan nivo promotorske aktivnosti u odnosu na negativnu kontrolu (pBLCATó 

vektor) (Slika 10). Ovaj rezultat ukazuje da se u okviru ovih konstrukata nalaze elementi 

neophodni za promotorsku aktivnost SOX3 gena. Promotor-reporter konstrukt F19R30 (- 

427/+28Ó u odnosu na tsp) pokazuje maksimalnu CAT reportersku aktivnost, dok F17R24 (- 

219/+67) ima oko pet puta manju aktivnost, koja je i dalje značajno visa u odnosu na 

negativnu kontrolu. Na Siici 10. se može videti da delecija sa 5' kraja do pozicije -219, kao i 

delecija na 3' kraju do pozicije +67, dovode do pada promotorske aktivnosti (konstrukti 

F17R30 i F19R24). Ovaj rezultat ukazuje na to da SOX3 promotorski region sadrži bar dva 

pozitivna cis regulatoma regiona -427/-219 i +Ó7/+286 koja mogu da pojačavaju ekspresiju 

cat reporterskog gena nezavisno jedan od drugog. Dalja 5' delecija regiona -219/-100 

(konstrukti MscIR30 i MscIR24) dovodi do potpunog gubitka promotorske aktivnosti, 

ukazujući na prisustvo cis regulatomog elementa od esencijalne važnosti za transkripcionu 

aktivnost SOX3 promotora. Takođe, 3' deleciona analiza ukazuje na prisustvo bitnog 

regulatomog elementa u okviru regiona od +27 do +67 SOX3 promotora koji je neophodan za 

njegovu bazalnu aktivnost (Slika 10, uporediti konstrukte F17R24 i F17R22).
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Slika 10. Funkcionalna analiza promotorskog regiona humanog SOX3 gena. Promotor-reporterski konstrukti su 

predstavljeni sa leve strane. Brojevi prikazuju pozicije 5’ i 3’ krajeva ispitivanih promotorskih fragmenata u 

odnosu na tsp (označen kao +1). NT2/D1 óelije su tranzijentno transfektovane ili sa praznim pBLCATö 

vektorom ili sa naznačenim SOX3 promoter-reporterskim konstniktima.Vektor pBLCAT5 (koji sadrži timidin 

kinazni promotor uzvodno od cat gena) je služio kao pozitivna kontrola. Normalizovane CAT aktivnosti su 

predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su 

predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz najmanje tri nezavisne transfekcije. 

Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u Studentovom t-tes tu. Vrednosti za koje je p<0.05 su 

predstavljene jednom zvezdicom (*), a vrednosti za koje je p<0.001 sa dve zvezdice (**).

Na osnovu izloženih rezultata može se primetiti da delecija F17R24 konstrukta i sa 5' 

kraja i sa 3' kraja (MscIR24 i F17R22), dovodi do potpunog gubitka promotorske aktivnosti 

što nas navodi na zaključak da region -219/+67 sadrži regulatorne elemente neophodne za 

bazalnu transkripcionu aktivnost humanog SOX3 gena te samim tim predstavlja njegov 

minimalni promotorski region. U skladu sa literaturnim podacima, minimalni promotorski 

region SOX3 gena, obuhvata jezgro promotora kao i proksimalni promotorski region. Takođe, 

može se zaključiti da su regioni -427/-219 i +67/+28Ó koji sadrže pozitivne cis regulatorne 

elemente, mada neophodni za optimalnu, nisu od esencijalne važnosti za bazalnu promotorsku 

aktivnost SOX3 gena.
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4.2.2 Identifikacija cis regulatornih elemenata uključenih u modulaciju transkripcije 

SOX3 gena retinoičnom kiselinom

Jedna od karakteristika ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, indukovanih 

retinoičnom kiselinom, je aktivacija SOX3 gena (Stevanovic, 2003). Nakon sto su 

identifikovani minimalni promotor kao i dva pozitivna cis regulatorna regiona, neophodna za 

optimalnu promotorsku aktivnost SOX3 gena, sledeći korak u ovoj analizi bila je 

identifikacija cis regulatornih elemenata odgovomih za aktivaciju SOX3 gena retinoičnom 

kiselinom. U tu svrhu korišćene su dve vrste SOX3 reporter konstrukata -  promotor-zavisni 

reporter konstrukti koji su korišćeni za defmisanje minimalnog promotorskog regiona kao i 

enhenser-zavisni reporter konstrukti, gde su fragmenti 5’ nekodirajućeg regiona SOX3 gena 

klonirani u pBLCAT5 vektor. Ovaj vektor sadrži promotor za timidin kinazu Herpes simplex 

virusa uzvodno od cat reporter gena i služi za analizu regiona koji potencijalno imaju 

enhensersku aktivnost (Boshart et al., 1992).

Prvi korak u daljoj analizi bio je utvrđivanje efekta retinoične kiseline na aktivnost 

SOX3 promotor-reporterskih konstrukata u NT2/D1 ćelijama. Korišćeni su konstrukti koji su 

u prethodnoj analizi pokazivali značajnu promotorsku aktivnost u neindukovanim NT2/D1 

éelijama (F19R30, F17R30, F19R24 i F17R24) (Slika 11 A). Ovoga puta, aktivnost 

konstrukata praéena je, kako u neindukovanim, tako i u retinoičnom kiselinom indukovanim 

NT2/D1 éelijama. Na Siici 11B se može videti da mdukcija NT2/D1 ćelija retinoičnom 

kiselinom, dovodi do porasta CAT aktivnosti optimalnog promotorskog konstrukta (F19R30) 

od 3.7 puta. Takode, delecije veé okarakterisanih pozitivnih cis regulatornih regiona (-427/- 

219 i +67/+286) koje smanjuju promotorsku aktivnost u neindukovanim NT2/D1 éelijama, 

smanjuju i odgovor SOX3 promotora na retinoiénu kiselinu (Slika 11B).

Naime, delecija +Ó7/+286 regiona (konstrukt F19R24) dovodi do pada u inducibilnosti 

sa 3.7 na 1.9 puta, sto ukazuje da se u ovom pozitivnom cis regulatomom regionu nalaze 

regulatorni elementi koji doprinose inducibilnosti SOX3 promotora. Ipak, i pored toga što 

odgovor F19R24 konstrukta na retinoiénu kiselinu pada 2 puta, njegova inducibilnost je i 

dalje znaéajna i iznosi skoro 2 puta. S druge strane, delecija -427/-219 regiona dovodi do 

gubitka inducibilnosti konstrukta F17R30, na osnovu éega bi se mogio zakljuéiti da se u 

ovom regionu nalaze cis regulatorni elementi neophodni za odgovor SOX3 promotora na 

indukciju retinoiénom kiselinom. Drugo objašnjenje koje se nameée je da se elementi preko 

kojih retinoiéna kiselina ostvaruje svoju aktivatorsku ulogu nalaze raspoređeni duž SOX3
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promotora. Naime, minimalnom promotorskom regionu SOX3 gena (konstrukt F17R24) koji 

ne ispoljava inducibilnost, neophodna su oba regulatorna regiona, i -427/-219 i +67/+28Ó, da 

bi ostvario pun odgovor na indukciju retinoičnom kiselinom (Slika 1 IB).

Slika 11. Identifikacija cis regulatomih regiona odgovomih za aktivaciju SOX3 gena retinoimom kiselinom. (A) 

Shematski prikaz promotor-reporterskih konstrukata korišćenih u funkcionalnoj analizi. (B) NT2/D1 éelije su 

tranzijentno transfektovane ili sa F19R30 konstruktom ili sa naznačenim SOX3 delecionim promotor- 

reporterskim konstmktima. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 

konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100% u neindukovanim ćelijama (NT2). Vrednosti su predstavljene kao 

srednja vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih 

CAT aktivnosti su poređene u Studentovom t-testu. Stepeni indukcije retinoičnom kiselinom (Л) za koje je 

p<0.001 su predstavljeni sa dve zvezdice (**). Rezultati koji nisu statistički značajni označeni su sa (n.s).

Iako je bilo očigledno da je za inducibilnost SOX3 gena odgovorno vise elemenata 

raspoređenih duž promotora, region -427/-219 je bio predmet dalje analize s obzirom da je 

njegova delecija dovela do gubitka inducibilnosti SOX3 reporter konstrukta pod dejstvom
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retinoične kiseline. U cilju preciznijeg defmisanja regiona odgovornog za inducibilnost SOX3 

promotora retinoičnom kiselinom korišćena su tri enhenser-zavisna reporter konstrukta 

F195mal (-427Л28), F18R12 (-293/-21) i F17R12 (-219/-21) gde su navedeni regioni SOX3 

promotora klonirani u pBLCAT5 vektor (Slika 12A). U prethodnoj studiji, urađenoj u našoj 

laboratoriji, pokazano je da F19SmöI konstrukt sadrži elemente neophodne za indukciju SOX3 

gena retinoičnom kiselinom (Mojsin et a l, 2006).
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Slika 12. Deleciona analiza -  identifikacija regiona odgovornog za inducibilnost SOX3 gena. (A) Shematski 

prikaz enhenser-zavisnih reporterskih konstrukata korišćenih u funkcionalnoj analizi. (B) NT2/D1 ćelije su 

tranzijentno transfektovane ili sa praznim pBLCAT5 vektorom (koji je služio za normalizaciju) ili sa 

naznačenim SOX3 enhenser-zavisnim reporterskim konstruktima. Vrednosti su predstavljene kao srednja 

vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz četiri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su 

poređene u Studentovom t-testu. Vrednosti za koje je p<0.05 su predstavljene jednom zvezdicom (*), a vrednosti 

za koje je pcO.001 su predstavljene sa tri zvezdice (***). Stepen indukcije (Л) retinoičnom kiselinom za koji je 

pcO.Ol je predstavljen sa dve zvezdice (**). Rezultati koji nisu statistički značajni označeni su sa (n.s).
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Kao sto se sa Silke 12B može videti, u neindukovanim NT2/D1 ćelijama F\9Smal 

konstrukt dovodi do porasta CAT aktivnosti od preko 8 puta u odnosu na kontrolni pBLCAT5 

vektor, a tokom indukcije retinoičnom kiselinom dolazi do dodatnog porasta cat reporterske 

aktivnosti od 4.2 puta. Kada je deletiran region -427/-219 (konstrukt F17R12) došlo je do 

pada reporterske aktivnosti na 22% u netretiranim (nediferenciranim) NT2/D1 ćelijama kao i 

do gubitka inducibilnosti konstrukta, što je u skladu sa prethodnim rezultatima dobijenim 

korišćenjem promotor-zavisnih reporter konstrukata (uporediti F17R24 sa Slike 11B i 

F17R12 sa Slike 12B).

Na Siici 12B se može videti da 5' delecija do pozicije -293 dovodi do pada reporterske 

aktivnosti na oko 60% u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, ali i do gubitka inducibilnosti 

konstrukta. Dobijeni rezultati ukazuju na to da se u okviru -427/-293 regiona nalaze 

regulatomi elementi od esencijalne važnosti za indukciju SOX3 promotora retinoičnom 

kiselinom. Takođe, može se zaključiti da je region -293/-219 važan za aktivnost SOX3 

promotora u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, s obzirom da delecija ovog regiona dovodi do 

pada aktivnosti od tri puta (Slika 12B, uporediti F18R12 i F17R12 u NT2, p<0.05 ).

Na Siici 13. su predstavljeni sumirani rezultati koji su dobijeni funkcionalnom 

analizom promotorskog regiona SOX3 gena. Defìnisan je minimalan promotorski region 

neophodan za bazalnu transkripcionu aktivnost humanog SOX3 gena (-219/+67). U okviru 

minimalnog promotora identifikovana su dva cis regulatoma regiona koja su od esencijalne 

važnosti za njegovu aktivnost (-219/-100 i +211+61). Takode, definisana su i dva regulatoma 

regiona, -427/-219 i +67/+286, koja su neophodna za optimalnu, ali nisu od esencijalne 

važnosti za bazalnu promotorsku aktivnost SOX3 gena. Ova dva regiona su, takođe, bitna i za 

odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom. Dalja preciznija analiza je 

ukazala na to da fragment -293/-219 ima ulogu pozitivnog cis regulatornog regiona kao i da je 

-427/-293 region neophodan za inducibilnost SOX3 promotora.
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Slika 13. Shematski prikaz rezultata funkcionalne analize humanog SOX3 promotora. Pozicije minimalnog i 

optimalnog promotorskog regiona kao i identifikovanih cis regulatomih regiona su obeležene u odnosu na tsp 

SOX3 gena.

4.3. Analiza minimalnog promotorskog regiona humanog SOX3 gena

4.3.1 In silico analiza minimalnog promotorskog regiona SOX3 gena i poređenje sa 

ortolozima sisara

Sledeći korak u ovom istraživanju bila je identifikaeija transkripeionih faktora koji se 

vezuju za minimalni promotor SOX3 gena i ispitivanje njihove uloge u regulaeiji aktivnosti 

ovog promotora. U tu svrhu, korišćen je kompjuterski program Matinspector (Cartharius et 

a l, 2005) pomoću koga je analizzano prisustvo potencijalnih mesta za vezivanje 

transkripeionih faktora u minimalnom promotorskom regionu, uz kriterijum da verovatnoća 

vezivanja transkripeionog faktora za ispitivanu sekvencu bude 1.0.

Ovom analizom identifikovani su, kako opšti, tako i transkripeioni faktori koji su 

tkivno-specifični ili specifični za određene ćelijske procese. Na Siici 14. su shematski 

prikazana odabrana potencijalna vezivna mesta za opšte transkripcione faktore uključujući

61



REZULTATI

USF (upstream stimulatory factor), Spi (specificity protein 1), NF-Y (nuclear factor Y), MAZ 

(Myc-associated zinc finger protein), CREB (cAMP response element binding protein) i 

Nanog.

Paralelno sa analizom prisustva potencijalnih regulatomih motiva, minimalni 

promotorski region SOX3 gena upoređen je sa odgovarajućim sekvencama ortoioga Sox3 gena 

kod sisara (šimpanza, rezus majmun, miš i pacov). Poređenje sekvenci SOX3 ortoioga je 

ukazalo na izuzetno visok stepen identičnosti nukleotidne sekvence između čoveka i ostalih 

vrsta koja se kreće od 98% kod šimpanze do 81% kod misa.
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Slika 14. Nukleotidna sekvenca minimalnog promotorskog regiona humanog SOX3 gena i poredenje sa 

ortolognim sekvencama šimpanze, rezus majmuna, pacova i miša. Pozicija starta transkripcije označena je kao 

+1. Zasenčena sekvenca označava nukleotide koji su identični za sve ortologe promotore. Konsenzusne sekvence 

odabranih potencijalnih mesta vezivanja transkripcionih faktora identifikovane programom Matlnspector su 

obeležene nazivom transkripcionog faktora a njihova evolutivna očuvanost je označena pravougaonicima sa 

punom linijom.

Takođe, poređenje sekvenci čoveka, šimpanze, rezus majmuna, pacova i misa 

pokazalo je da su mesta za vezivanje Spi, USF, NF-Y, TATA binding proteina (TBP) i 

CREB proteina, očuvana i po nukleotidnom sastavu i po poziciji u promotorskim regionima, 

kod svih analiziranih ortoioga (Slika 14) (Kovacevic-Grujicic et al., 2008a). Ovi rezultati su
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ukazali na potencijalni funkcionalni značaj mesta za vezivanje ovih opštih transkripcionih 

faktora, kao i TATA motiva u regulaciji ekspresije SOX3 gena. Na osnovu dobijenih rezultata, 

dalji cilj je bio detaljnije ispitivanje uloge navedenih pet regulatomih motiva u transkripcionoj 

regulaciji SOX3 gena.

4.3.2 Analiza uticaja mutacije TATA boksa na bazalnu transkripcionu aktivnost SOX3 
promotora

Da bi se ispitao funkcionalni značaj TATA boksa koji je detektovan na neuobičajenoj 

poziciji u odnosu na tsp (-9/-5) u regulaciji aktivnosti SOX3 promotora, generisan je i 

analiziran promotor-reporterski konstrukt koji nosi mutaciju u TATA boksu. Ova mutacija je 

uvedena u optimalni promotorski konstrukt F19R30 (-427/+286), a efekat mutacije je praćen 

analizom aktivnosti cat reporter gena kod wt i mutiranog konstrukta nakon tranzijentne 

transfekcije NT2/D1 ćelija (Slika 15).

S lik a  15. Analiza uticaja mutacije TATA motiva na aktivnost SOX3 promotora. NT2/D1 ćelije su transfektovane 

ili sa wt F19R30 ili sa mutiranim konstruktom, a efekat mutacije je praćen analizom aktivnosti cat reporter gena. 

Na shematizovanom dijagramu sa leve strane mutirani TATA motiv je prikazan kao precrtani kvadrat. 

Normalizovana CAT aktivnost je predstavljena kao procenat aktivnosti wt F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena 

vrednost 100%. Vrednost je predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz najmanje tri 

nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u Studentovom t-testu. Vrednost za 

koju je pcO.OOl je predstavljena sa dve zvezdice (**).

Kao sto se može videti na Siici 15., mutacija TATA boksa dovela je do pada CAT 

aktivnosti na oko 30% u odnosu na wt F19R30 konstrukt. Ovaj rezultat potvrđuje 

funkcionalni značaj TATA boksa koji nije na uobičajenoj poziciji u odnosu na tsp SOX3 gena.
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4.3.3 Interakcije Spi, USF i NF-Y vezivnih mesta sa jedamim proteinima NT2/D1 ćelija

Dalja analiza potencijalnih vezivnih mesta za opšte transkripcione faktore Spi, USF i 

NF-Y u okviru minimalnog SOX3 promotora išla je u pravcu identifikacije proteina koji se za 

njih vezuju. Interakcije ovih mesta i jedarnih proteina iz NT2/D1 ćelija ispitivane su u esejima 

smanjene elektroforetske pokretljivosti, EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay). 

Generisane su dvolančane oligonukleotidne probe, označene kao Spi, USF i NF-Y, koje su u 

sebi obuhvatale potencijalna vezivna mesta za ove faktore (sekvence proba su date u 

poglavlju Materijal i metode).

Interakcija Spi probe (sadrži GGCG sekvencu SOX3 promotora na poziciji -48A45) i 

jedarnih proteina poreklom iz NT2/D1 ćelija dovodi do pojave dva protein-DNK kompleksa 

označenih kao Cl i C2 (Slika 16A, kolona 2). U cilju identifikacije proteina prisutnih u 

formiranim kompleksima na Spi probi urađena je "superšift" analiza korišćenjem antitela na 

Spi. "Superšift" reakcija je dovela do inhibicije formiranja, odnosno "hlađenja" oba 

kompleksa (Slika 16A, kolona 3) sto ukazuje da se Spi specifično vezuje za GGCG motiv u 

okviru humanog SOX3 promotora. Upotreba antitela u "superšift" analizi obično dovodi do 

dodatnog smanjenja elektroforetske pokretljivosti protein-DNK kompleksa, ah u literaturi su 

zabeleženi i slučajevi inhibicije formiranja, odnosno "hladenja" kompleksa (Won et al., 2002). 

Naime, ukoliko antitelo sprecifično prepoznaje i vezuje DNK-vezujući domen 

transkripcionog faktora, on neće biti sposoban da se veže za probu i izazove formiranje 

kompleksa sporije elektroforetske pokretljivoosti, već ée dodi do "hladenja" kompleksa.

Inkubacija USF probe (sadrži modifikovan E-boks motiv -  CACGGG u okviru SOX3 

promotora na poziciji -71/-68) sa jedarnim proteinima iz NT2/D1 ćelija dovodi do pojave dva 

protein-DNK kompleksa označena kao Cl i C2 (Slika 16B, kolona 2). S obzirom da postoje 

dva ciana USF familije transkripcionih faktora, USF1 i USF2, u "superšift" analizi su 

korišćena antitela i na USF1 i na USF2 protein (Slika 16B, kolone 3 i 4). Kao sto se na SUci 

16B može videti, do pojave "superšifta" i to u vidu dva kompleksa (SSI i SS2) dolazi samo u 

prisustvu antitela na USF1 protein. Paralelno, ova reakcija je praćena pojačanjem inteziteta 

DNK-protein kompleksa Cl i C2 u prisustvu antitela, sto je pojava koja je već opisana u 

literaturi. Naime, vezivanje antitela može da indukuje takve konformacione promene ciljnih 

proteina tako da se dobijeni kompleks vezuje za ciljnu sekvencu sa većim afmitetom nego 

sam protein (Carreira et al., 2000). Pojava "superšift" kompleksa u prisustvu antitela na 

USF1 ukazuje da se ovaj transkripcioni faktor specifično vezuje za E-boks u okviru SOX3 

promotora.
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A: Spi proba B: USF proba C: NF-Y proba

proba +  +  + +

p roba +  + + NT2 J P +  + + p roba  +  + +
NT2 JP + + USF1 Ab + - N T 2 JP  -  + +

S p i Ab . + USF2 Ab .  . + NF-Y Ab +

1 2 3 1 2 3 4

Slika 16. EMSA reakcije sa vezivnim mestima za Spi, USF i NF-Y iz SOX3 promotora. Oligonukleotidne probe 

za Spi (A), USF (B) i NF-Y (C) su inkubirane sa jedamim proteinima NT2/Dlćelija (NT2 JP) (kolone 2). 

Za"supersift" reakcije korišćena su antitela na Spi (A, kolona 3), USF1 (B, kolona 3), USF2 (B, kolona 4) i NF- 

Y (C, kolona 3). DNK-protein kompleksi (C) su označeni strelicama dok su kompleksi dobijeni u reakcijama 

“superšifta“ označeni strelicama i obeleženi sa SS.

S obzirom da se u okviru minimalnog promotora SOX3 gena nalazi i potencijalno 

vezivno mesto za NF-Y (sekvenca CCAAT na nekodirajućem lancu, na poziciji -105/-101), 

ispitivane su interakcije jedarnih proteina iz NT2/D1 óelija sa SOX3 probom koja obuhvata 

ovo vezivno mesto (Slika 16C). EMSA reakcija je rezultovala formiranjem tri protein-DNK 

kompleksa označena kao C l, C2 i C3 (Slika 16C, kolona 2). Korišćenje antitela na NF-Y u 

EMSA reakciji dovelo je do pojave kompleksa sporije elektroforetske pokretljivosti - 

"superšifta" (SS) (Slika 16C, kolona 3), sto ukazuje da se NF-Y specifično vezuje za CCAAT 

boks u okviru SOX3 promotora na poziciji -105/-101.
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4.3.4 Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za Spi, USF i NF-Y na bazalnu 
transkripcionu aktivnost SOX3 promotora

Da bi se ispitao funkcionalni značaj ispitivanih vezivnih mesta za Spi, USF i NF-Y 

kao i TATA boksa u regulaciji aktivnosti SOX3 promotora, generisani su i analizirani 

promotor-reporterski konstrukti koji nose mutacije u ovim mestima. Ove mutacije su uvedene 

u optimalni promotorski konstrukt F19R30 (-427/+28Ó). Efekat mutacija praćen je analizom 

aktivnosti cat reporter gena kod wt i mutiranih konstrukata nakon tranzijentne transfekcije 

NT2/D1 ćelija.

Slika 17. Analiza uticaja mutacija Spi, USF i NF-Y motiva na aktivnost SOX3 promotora. NT2/D1 ćelije su 

transfektovane ili sa wt F19R30 ìli sa konstmktima koji nose odgovarajuće mutacije a efekat mutacija je praćen 

analizom aktivnosti cat reporter gena. Na shematizovanom dijagramu sa leve strane mutirani motivi su prikazani 

kao precrtani pravougaonici. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti wt F19R30 

konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. (standardna 

devijacija) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u 

Studentovom t-testu. Vrednosti za koje je pcO.OOl su predstavljene sa dve zvezdice (**).

Kao sto se može videti na Siici 17., mutagenezom vezivnih mesta za Spi, USF1 i NF- 

Y utvrdeno je da sva tri regulatorna motiva igraju značajnu ulogu u transkripcionoj regulaciji 

SOX3 gena. Naime, mutacije u okviru Spi, USF1 i NF-Y mesta dovode do pada aktivnosti cat 

reporterskog gena na 15%, 12% odnosno 20% u odnosu na wt F19R30 konstrukt (Slika 17). 

Na osnovu ovih rezultata rnoze se zaključiti da su sva tri analizirana motiva u minimalnom 

promotorskom regionu neophodna za bazalnu aktivnost SOX3 promotora, i da su 

transkripcioni faktori, Spi, USF1 i NF-Y uključeni u transkripcionu regulaciju ekspresije 

ovog gena.
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4.3.5 Uloga CREB transkripcionog faktora u transkripcionoj regulaciji SOX3 gena

Različite studije su pokazale da je transkripcioni faktor CREB važan za proliferaciju i 

diferencijaciju nervnih ćelija (Dawson and Ginty, 2002; Lonze and Ginty, 2002; Sung et a i, 

2001). Prethodnom in silico analizom minimalnog promotorskog regiona SOX3 gena 

pokazano je prisustvo evolutivno očuvanog polumesta za vezivanje CREB transkripcionog 

faktora (5' CGTCA 3') na poziciji -195/-191 u odnosu na tsp (Slika 14). Podaci u literaturi 

ukazuju da je CREB protein sposoban da se veže kako za palindromsku sekvencu (5' 

TGACGTCA 3') tako i za polumesto (5' CGTCA 3') i na taj način aktivira ciljne gene (Mayr 

and Montminy, 2001; Nichols et a l, 1992). CREB spada u bZIP (basic leucine zipper) 

superfamiliju transkripcionih faktora i igra važnu ulogu u brojnim procesima koji karakterišu 

razviće nervnog sistema, kao sto su opstanak različitih subtipova neurona (neuroprotekcija), 

proliferacija neuralnih progenitora, rast aksona i rast dendrita kortikalnih neurona (Lonze and 

Ginty, 2002). S obzirom da je SOX3/Sox3 gen jedan od najranijih neuralnih markera kod 

kičmenjaka, koji determiniše neuronalni tip ćelijske diferencijacije (Branelli et a l, 2003) 

dalja istraživanja su bila fokusirana na ulogu vezivnog polumesta za CREB, u regulaciji 

ekspresije SOX3 gena u NT2/D1 éelijskoj liniji.

4.3.5.1 Interakcije potencijalnog vezivnog polumesta za CREB u okviru minimalnog 

promotora SOX3 gena sa jedarnim proteinima NT2/D1 ćelija

Prvi korak u karakterizaciji konsenzusne sekvence za vezivanje transkripcionog 

faktora CREB išla je u pravcu ispitivanja potencijalnih interakcija ovog mesta sa jedarnim 

proteinima NT2/D1 ćelija. U EMSA reakcijama korišćena je obeležena, dvolančana DNK 

proba F3R3 koja sadrži potencijalno vezivno polumesto za CREB na poziciji -195/-191, kao i 

proba CREBmut kojoj je narušeno ovo vezivno mesto (Slika 18A). Obe probe su inkubirane 

sa jedarnim proteinima neindukovanih NT2/D1 ćelija, a dobijeni rezultati su predstavljeni na 

Siici 18B.

EMSA reakcija sa probom F3R3 rezultovala je formiranjem jednog DNK-protein 

kompleksa (Slika 18B, kolona 2). Detektovani kompleks je rezultat specifičnog vezivanja 

proteina za F3R3 probu s obzirom da pri kompeticiji sa neobeleženom probom dolazi do 

gubitka ("hlađenja") kompleksa (kolona 3). Da bi se utvrdilo da li se za ispitivanu sekvencu 

vezuje CREB protein rađena je i kompeticija sa komercijalno dostupnim oligonukleotidom
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koji sadrži konsenzusno mesto za CREB, kao i sa probom u kojoj je mutilano potencijalna 

vezivno polumesto na poziciji - 195/-191 (CREBmut).

A

-208 CREB -177
5' GTAAC T C T TAC CACGT CAC TAGGC GAAAGAGG 3' F3R3 

5' GTAACTCTTACCAGTTAACTAGGCCAAAGAGG 3' CREBmut

B

PROBA  

kompetitor: 

F3R3 

CREBmut 

CREB kons 

NT2 JP

F3R3 CREBmut

1 2 3 4 5 6 7

S lik a  18. EMSA reakcije sa probom F3R3 koja sadrži potencijalno CREB vezivno polumesto. (A) Sekvence 

F3R3 probe i mutiranog oligonukleotida CREBmut. Vezivno polumesto za CREB (-195/-191) je zasenčeno, a 

mutirani nukleotidi su podvučeni i neosenčeni. (B) EMSA reakcije F3R3 i CREBmut probama i jedamim 

proteinima iz neindukovanih NT2/D1 ćelija (kolone 2, 3, 4, 5, 7). Kompeticija je urađena preinkubacijom 

proteina sa naznačenim neobeleženim wt ili mutiranim probama u 100 puta veéem molamom odnosu (kolone 3 -  

5). Kompleks koji se formira sa probama je označen strelicom.
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Kompeticija sa probom CREBmut nije dovela do "hladenja" DNK-protein kompleksa, 

ukazujući na to da je mutacija u CREB polumestu dovela do gubitka afmiteta mutirane probe 

za vezivanje proteina (Slika 18, kolona 4). U skladu sa ovim rezultatima, konsenzusni 

oligonukleotid za CREB je uspešno kompetirao za vezivanje za jedarne proteine ukazujući da 

je u detektovanom proteinskom kompleksu prisutan CREB protein (kolona 5). U EMSA 

reakciji gde je kao proba korišćen CREBmut, dolazi do gubitka specifičnog DNK-protein 

kompleksa što dodatno potvrđuje da se za CREB polumesto u okviru SOX3 promotora vezuje 

CREB protein (kolona 7).

Da bi dalje potvrdili prisustvo CREB proteina u kompleksu formiranom sa F3R3 

probom uraden je “superšift“ eksperiment sa antitelima na CREB. Kao sto se može videti na 

Siici 19., antitelo na CREB dovelo je do pojave kompleksa sporije elektroforetske 

pokretljivosti (“superšifta“) ukazujući na specifično prisustvo CREB transkripcionog faktora 

u kompleksu formiranom sa probom F3R3 (kolona 3). Dodavanje kontrolnog antitela na 

PAX2/6 nije dovelo do promene elektroforetske pokretljivosti formiranih kompleksa (Slika 

19, kolona 4) što je dodatno potvrdilo specifičnost vezivanja CREB proteina za F3R3 probu. 

U reakciji “superšifta“ sa antitelima na CREB primetno je povećanje inteziteta formiranog 

kompleksa, koje je verovatno posledica povećanja afmiteta jedarnih proteina za vezivanje za 

DNK u prisustvu antitela.

P R O B A  F 3 R 3

N T 2  J P  +  +  +

C R E B  A b  +  -

P A X 2 /6  A b  - - - +

r

1 2  3 4

■*— S S

Slika 19. EMSA i “superšift“ reakcije sa F3R3 probom. F3R3 

proba je inkubirana sa jedamim proteinima iz NT2/D1 ćelija 

(kolone 2 - 4). Za"supersift" reakcije korišćena su antitela na 

CREB (kolona 3) a kao kontrola korišćena su antitela na PAX2/6 

(kolona 4). Kompleks dobijen u reakciji “superšifta“ je označen 

strelicom i obeležen sa SS.
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4.3.5.2 Analiza uticaja mutacije CREB vezivnog polumesta na bazalnu transkripcionu 

aktivnost SOX3 promotora

Da bi potvrdili funkcionalni značaj CREB vezivnog polumesta na poziciji -195/-191 u 

promotor-reporterski konstrukt F19R30 uvedena je mutacija koja narušava ovo vezivno mesto 

i dovodi do gubitka sposobnosti vezivanja CREB proteina (Slika 20A). Efekat mutacije 

praćen je analizom aktivnosti cat reporter gena kod wt i mutiranog konstrukta nakon 

tranzijentne transfekcije NT2/D1 ćelija. Na Siici 20B se može videti da je mutacija CREB 

polumesta (-195/-191) dovela do pada promotorske aktivnosti na 53% u odnosu na wt 

F19R30 konstrukt. Ovaj pad cat reporterske aktivnosti ukazuje na funkcionalni značaj CREB 

polumesta u regulaciji bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena u NT2/D1 ćelijama.

F19R30

F19R30 CREBmut

-427 CREB +1 +286
r+ CAT

-427 CREB + 1 +286

CAT

B

Slika 20. Analiza uticaja mutacije CREB polumesta na poziciji -195/-191 na aktivnost S0X3 promotora. (A) 

Shematski prikaz wt F19R30 i mutiranog konstrukta kojem je narušeno mesto za vezivanje CREB proteina. (B) 

NT2/D1 ćelije su transfektovane ili sa wt F19R30 ili sa CREBmut konstruktom, a efekat mutacije je praćen 

analizom aktivnosti cat reporter gena. Normalizovana CAT aktivnost je predstavljene kao procenat aktivnosti wt 

F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednost je predstavljena kao srednja vrednost ± S.E.M. 

(standard error mean - standardna greška) iz četiri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti 

su poređene u Studentovom r-testu. Vrednost za koju je p<0.05 je predstavljena jednom zvezdicom (*).
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4.3.5.3 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora CREE na aktivnost SOX3 

promotora u NT2/D1 ćelijama

S obzirom da je utvrđeno da se CREB protein vezuje za evolutivno očuvano 

polumesto u okviru minimalnog SOX3 promotora, kao i da mutacija tog motiva dovodi do 

pada bazalne promotorske aktivnosti SOX3 gena, sledeći korak je bio da se dokaže 

aktivatorska uloga CREB proteina u regulaciji ekspresije SOX3 gena. U tu svrhu, rađeni su 

eksperimenti tranzijentne kotransfekcije NT2/D1 ćelija uz korišćenje F19R30 promotor- 

reporterskog konstrukta i ekspresionog vektora za CREB. Na Siici 21A se može videti da je 

ekspresija egzogenog CREB proteina dovela do povećanja CAT aktivnosti reporterskog 

konstrukta od skoro 8 puta. Dobijeni rezultati pokazuju da je CREB snažan pozitivni regulator 

ekspresije SOX3 gena.
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Slika 21. CREB je pozitivni regulator bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 promotora. Efekat povećane 

ekspresije CREB proteina (A) i dominantno negativnog inhibitora CREB (A-CREB) (B) na aktivnost SOX3 

promotora. NT2/D1 éelije su, pored F19R30 konstrukta, transfektovane ili odgovarajućim kontrolnim praznim 

ekspresionim vektorom ili ekspresionim vektorom za CREB (A) ili A-CREB (B). Normalizovane CAT 

aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 konstrukta kotransfektovanog kontrolnim vektorom 

kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.E.M. (standard error 

mean- standardna greška) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su 

poređene u Studentovom r-testu. Vrednosti za koje je je p<0.001 su predstavljene sa dve zvezdice (**).
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4.3.5.4 Analiza efekta dominantno negativnog inhibitora CREB proteina na aktivnost 

SOX3 promotora

Da bi dodatno potvrdili da CREB direktno reguliše transkripciju SOX3 gena, u eseju 

kotransfekcije je korišćen dominatno negativni inhibitor CREB proteina tj. ekspresioni vektor 

A-CREB (Ahn et a l, 1998). Ovaj dominatno negativni inhibitor, koji selektivno inhibira 

vezivanje CREB proteina za DNK, sadrži kiseli amfipatični polipeptid kojim je zamenjen 

endogeni bazni region CREB proteina i koji je fnzionisan sa njegovim dimerizacionim 

domenom (leucinskim rajsfešlusom). Kiseli amfipatični region A-CREB proteina, 

elektrostatički imitira DNK i formira "coiled-coil" strukturu sa baznim regionom endogenog 

CREB proteina onemogućavajući mu da se veže za konsenzusnu sekvencu i ostvari svoju 

funkciju (Ahn et a l, 1998). Rezultati ovog eksperimenta su prikazani na Shci 21B.

Ekspresija dominantno negativnog inhibitora A-CREB rezultovala je padom bazalne 

promotorske aktivnosti na oko 60% (Slika 21B). Ovaj rezultat potvrduje prethodno dobijene 

rezultate da CREB igra ulogu pozitivnog regulatora i ukazuje na to da endogeni, konstitutivno 

prisutan CREB ima ulogu u regulaciji bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena u NT2/D1 

ćelijama.

4.4 A n aliza  cis regu latorn og  reg ion a  na p ozic iji -427/-293 u h u m an om  

SOX3 prom otoru

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima u ovom radu defmisan region 

odgovoran za indukciju SOX3 gena retinoičnom kisehnom (-427/-293) (Slike 12 i 13), sledeći 

korak je bio da se identifikuju sekvence u okviru ovog regiona koje interaguju sa jedamim 

proteinima NT2/D1 ćelija. U prethodnoj studiji u našoj laboratoriji, korišćenjem "DNase I 

footprinting" metode, praéena je interakcija jedarnih proteina iz neindukovanih i retinoičnom 

kiselinom indukovanih NT2/D1 éelija i SOX3 promotora (Mojsin, 2008). Ova analiza 

promotorskog regiona SOX3 gena je ukazala na postojanje dva zaštićena regiona u okviru - 

427/-293 fragmenta (Slika 22) {Mojsin, 2008):

FP4 (zaštićen na oba lanca DNK) i

FP7 (zaštićen na nekodirajućem lancu DNK).
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FP7 region je bio predmet prethodne analize i o njemu će biti vise reči u odeljku 

Diskusije. Predmet ove analize bio je FP4 region (Slika 22). Detaljnim pregledom sekvence 

FP4 regiona, može se uočiti da su uzvodno i nizvodno od CCAAT boksa (o kojem će više redi 

biti kasnije) pozicionirana dva CT regiona (Slika 22):

- CT region 1 -  5' GCCCCCTCCCC 3' (-341/-331)

- CT region 2 - 5 ’ GCCCCCTCCCCCCTCCCCCC 3' (-315/-296).

-395  -361  -3 4 4  -279

Slika 22. Shematski prikaz pozicija EP7 i FP4 regiona i nukleotidna sekvenca FP4 regiona zaštićenog jedamim 

proteinima iz NT2/D1 éelija (Mojsìn, 2008). CT regioni su obeleženi pravougaonicima sa punom linijom. 

Brojevi predstavljaju pozicije CT regiona u odnosu na tsp SOX3 gena. Prethodno analizirani NF-Y motiv je 

obeležen pravougaonikom sa isprekidanom linijom (Krstic et a i, 2007).

Ovi regioni su bili interesantni za dalju analizu iz vise razloga. Prvo, "DNase I 

footprinting" analiza ukazuje da se za ove sekvence vezuju jedarni proteini iz NT2/D1 éelija 

(Mojsin, 2008). Zatim, literatumi podaci ukazuju da su ovakve ili njima slične sekvence 

prisutne u regulatornim regionima mnogih gena i da cesto imaju značajnu ulogu u regulaciji 

njihove tkivno-specifične ekspresije (Abumiya et al., 2002; Bai and Merchant, 2000; Hasan 

and MacDonald, 2002; Husmann et al., 1996; Keates et a l, 2001; Law et al., 1998). U 

najvećem broju slučajeva ove regulatorne motive prepoznaju transkripcioni faktori koji 

poseduju cinkane prstiće kao DNK vezujuée domene.

U potrazi za transkripcionim faktorima koji se vezuju za identifikovane CT regione 

uradena je in silico analiza FP4 regiona korišćenjem Matlnspector programa. Ova analiza je 

pokazala da se u okviru oba CT regiona nalazi vise potencijalnih vezivnih mesta za
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transkripcione faktore sa cinkanim prstićima koja se delimično ili u potpunosti međusobno 

preklapaju. Konkretno, in silico analizom utvrđeno je prisustvo potencijalnih mesta za 

vezivanje sledećih transkripcionih faktora u okvixu CT regiona:

- ZBP-89 (zinc finger binding protein 89, ZNF148) i MAZ (Myc-associated zinc 

finger protein) su prethodno detaljnije opisani u odeljku Uvoda

- MAZR (MAZ-related factor), protein koji poseduje domen koji omogućuje 

formiranje homo- i hetero-dimerizacionih kompleksa; snažan aktivator c-myc promotora 

(.Kobayashi et a l, 2000),

- ZNF219 (Krüppel-like zinc finger protein 219), koji je konstitutivno eksprimiran u 

razlicitim fetalnim i adultnim tkivima, kao na primer u bubregu, jetri mozgu i plućima (Sakai 

et a l, 2000). Ima ulogu transkripcionog represora gena za HMGNl protein (high mobility 

group nucleosomal binding protein 1) (Sakai et a l, 2003)

- cKrox (collagen-Kriippel box), transkripcioni faktor sa cinkanim prstićima uključen 

u regulaciju procesa diferencijacije rnnogih ćelija; promoviše CD4, a inhibira diferencijaciju 

CD8 T-ćelija (Jenkinson et a l, 2007). Ovaj protein poseduje domen koji omogućuje 

formiranje homo- i hetero-dimerizacionih kompleksa preko kojih ovaj transkripcioni faktor 

ostvaruje svoju represorsku ulogu (Kypriotou et a l, 2007)

- M ZFl (myeloid zinc finger protein 1), transkripcioni faktor koji se eksprimira u 

hematopoetskim progenitorskim ćelijama koje se diferenciraju u ćelije mijeliodne loze 

[Morris et a l, 1994).

Pored ovih transkripcionih faktora koji poseduju cinkane prstiće, u okviru FP4 regiona 

detektovano je i vezivno mesto za NF-Y transkripcioni faktor (Slika 22). Naime, u paralelnoj 

studiji, analizirana je uloga sva tri NF-Y vezivna mesta detektovana u okviru optimalnog 

promotora SOX3 gena (-427/+286) u regulaciji njegove aktivnosti [Krstic et a l, 2007). Za 

NF-Y vezivno mesto u okviru FP4 regiona (CCAAT, -330 do -326) je utvrđeno da je 

funkcionalno značajno, kako za promotorsku aktivnost u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, 

tako i za inducibilnost SOX3 promotora (Krstic et a l, 2007).

Za našu dalju analizu bio je interesantan ZBP-89 protein iz nekohko razloga. Prvo, 

podaci u literaturi pokazuju da je ovaj transkripcioni faktor visoko eksprimiran u nervnoj cevi 

i gonadama oba pola tokom embrionalnog razvića misa (Takeuchi et a l, 2003) sto se poklapa 

sa profilom ekspresije Sox3 gena (Brunetti et a l, 2003; Collignon et a l, 1996; Raverot et al., 

2005; Wood and Episkopou, 1999). Takode, ekspresija ZBP-89 transkripcionog faktora je 

stimulisana brojnim ekstraćelijskim signalima kao sto su retinoična kiselina, butirat i TGFß
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(tumor growth factor ß) (Bai et a l, 2002; Dawson et a l, 2001). Konačno, poređenjem 

odgovarajućih sekvenci SOX3/Sox3 ortoioga čoveka, šimpanze, rezus majmuna, pacova i miša 

pokazana je evolutivna očuvanost dva od tri vezivna mesta za ZBP-89 transkripcioni faktor 

kako po nukleotidnom sastavu (CCCC) tako i po poziciji kod svih ispitivanih sisarskih vrsta 

(Slika 23). Konkretno, u okviru CT regiona 1 detektovano je potencijalno ZBP-89 vezivno 

mesto na poziciji -334/-331 koje je očuvano kod svih ispitivanih vrsta dok se u CT regionu 2 

nalaze dva blisko pozicionirana vezivna mesta (pozicije -308/-305 i -301/-298) od kojih je 3’ 

mesto očuvano samo kod primata (Slika 23). Na osnovu svega navedenog sledeći cilj 

istraživanja bio je ispitivanje uloge CT regiona i vezivnih mesta za ZBP-89, detektovanih u 

okviru FP4 regiona, u regulaciji ekspresije S0X3  gena u NT2/D1 ćelijskoj liniji.

Г
CT region 1

------------ ~l
ZBP-89 

-334 -331

CT region 2

ZBP-89 ZBP-89 
■308 -305 -301 -298

čovek 
simpanza 
rezus majmun 
pacov 
mis

Slika 23. Poređenje FP4 regiona SOX3 ortoioga sisara. Obeležene su pozicije CT regiona 1 i 2, kao i pozicije 

potencijalnih ZBP-89 vezivnih mesta (pravougaonici sa punom linijom) od kojih su dva mesta evolutivno 

očuvana među svim ispitivanim vrstama (pozicije -334/-331 i -308/-305), a jedno je prisutno samo kod primata 

(pozicija -301/-298).

4.4.1 Interakcije CT regiona 1 i 2 u okviru -427/-293 regiona SOX3 promotora sa 
proteinima

Dalja analiza CT regiona 1 i 2 u okviru SOX3 promotora išla je u pravcu identifikacije 

transkripcionih faktora koji se za njih vezuju. Interakcije ovih sekvenci i proteina ispitivane 

su u esejima smanjene elektroforetske pokretljivosti, EMSA (Electrophoretic Mobility Shift 

Assay). U te svrhe generisane su dve međusobno preklapajuće oligonukleotidne probe od 

kojih jedna koja obuhvata CT region 1 (proba F6R6) a druga CT region 2 (proba F7R7) (Slika 

24 A).
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A

CT region 1 CT region 2

Z B P -8 9 Z B P -8 9  Z B P -8 9

5'

-344

TCTGCCCCCTCCCCCCAATCTGCTTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCCCCCCGTCACCTCCTCAGGTTT 3'
-279

5' GCGCCCTCTGCCCCCTCCCCCCAATCTGCTTGCGTGCC 3'
5' TTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCCCCCCGTCACCTCC 3'

F6R6
F7R7

B
PROBA  

NT2 JP  

RA JP 

ZBP-89  

F7R7 (lOOx)

F6R6

+ +
+ +

F7R7

+ +

8  9  1 0  1 1  1 2  1 3  1 4

S ilk a  24 . EMSA reakcije sa CT regionima 1 i 2. (A) Sekvenca FP4 regiona i dve oligonukleotidne probe od 

kojih jedna koja obuhvata CT region 1 (proba F6R6) a druga CT region 2 (proba F7R7). Vezivna mesta za ZBP- 

89 su zasenčena. (B) F6R6 i F7R7 probe su inkubirane sa jedamim proteinima iz neindukovanih (kolone 2, 5, 9, 

12) i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija (kolone 3, 6, 10, 13) kao i sa rekombinantnim ZBP-89 

proteinom (kolone 4, 7, 11, 14). DNK-protein kompleksi su označeni strelicama. Kompeticija je uradena 

preinkubacijom proteina sa odgovarajućom neobeleženom probom u 100 puta većem molamom odnosu (kolone 

5 -7 , 12- 14).

EMSA reakcije sa probama F6R6 i F7R7 rezultovale su formiranjem nekoliko DNK- 

protein kompleksa. U slučaju obe probe, može se primetiti isti profil vezivanja jedarnih 

proteina neindukovanih i indukovanih NT2/D1 ćelija (Slika 24B, kolone 2, 3, 9 i 10).
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Formirani DNK-protein kompleksi su izraženiji u reakcijama sa jedarnim proteinima 

indukovanih ćelija, ali se ne mogu uočiti kvalitativne razlike u vezivanju jedarnih proteina iz 

neindukovanih i indukovanih NT2/D1 ćelija za ispitivane probe.

Da bi se potvrdilo da su detektovani kompleksi rezultat specifičnog vezivanja 

jedarnih proteina za F6R6 i F7R7 probu, urađena je kompeticija ("hladenje") sa 

odgovarajućim neobeleženim probama koje su u EMSA reakcije dodavane u 100 puta 

molarnom višku (Slika 24B, kolone 5, 6, 12, 13). Takode, u cilju potvrde da ZBP-89 

specifično prepoznaje i vezuje se za CT regione 1 i 2, koristili smo bakterijski eksprimiran 

rekombinantni protein u EMSA reakcijama. Na Siici 24B se može videti da su obe probe 

formirale specifičan kompleks sa rekombinantnim ZBP-89 proteinom (Slika 24B , kolone 

4 i 11). S obzirom da je dodavanje neobeleženih proba dovelo do efekta "hlađenja" 

specifičnih kompleksa sa rekombinantnim ZBP-89 proteinom može se zaključiti da ZBP- 

89 prepoznaje i vezuje se za CT regione 1 i 2 u okviru SOX3 promotora in vitro (Slika 

24B, kolone 7 i 14).

4.4.2 Mutaciona analiza potencijalnog vezivnog mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 1

Specifičnost vezivanja ZBP-89 proteina za probu F6R6 ispitivana je uvođenjem 

mutacije u konsenzusno mesto na poziciji -334/-331 u odnosu na tsp (Slika 25A). Wild 

type (F6R6) i mutirana dvolančana oligonukleotidna proba (MUTI) korišćene su u EMSA 

esejima gde je praćena njihova interakcija kako sa jedarnim proteinima neindukovanih i 

retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija, tako i sa rekombinantnim ZBP-89 

proteinom (Slika 25B).

Kao što je već pokazano, jedami proteini neindukovanih i indukovanih NT2/D1 

ćelija formiraju nekoliko DNK-protein kompleksa sa F6R6 probom (Slika 25B, kolone 2 i 

3). Uvodenje mutacije u konsenzusno mesto za ZBP-89 dovelo je do skoro potpunog 

gubitka kompleksa na probi MUTI (Slika 25B, kolone 5 i 6). Ipak, može se primetiti 

postojanje dva vrlo slaba kompleksa koja su izraženija u reakciji sa jedarnim proteinima 

indukovanih ćelija (sive streike). Ovi kompleksi mogu voditi poreklo od NF-Y proteina 

za koji je pokazano da se vezuje za istu probu (Krstic et al., 2007), a čija konsenzus 

sekvenca nije narušena mutacijom.
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A  -350 Z B P -8 9  -313
5' GCGCCCTCTGCCCCCTCCCCCCAATCTGCTTGCGTGCC 3' F6R6

5' GCGCCCTCTGCCCCCAGGACCCAATCTGCTTGCGTGCC 3' MUTI

B
PROBA F6R6 MUTI

NT2JP . + .

RA JP +

1 2  3  4  5  6

F6R6 MUTI

ZBP-89 +

7  8  9  1 0

Slika 25. Mutaciona analiza potencijalnog vezivnog mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 1. (A) Sekvence 

F6R6 probe i MUTI oligonukleotida. Vezivno mesto za ZBP-89 (-334/-331) je zasenčeno, a mutirani nukleotidi 

su podvučeni, neosenčeni i u italic formi. (B) EMSA reakcije sa F6R6 i MUTI probama i jedarnim proteinima iz 

neindukovanih (kolone 2 i 5) i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija (kolone 3 i 6), kao i sa 

rekombinantnim ZBP-89 proteinom (kolone 8 i 10). Kompleksi koji se formiraju sa F6R6 probom su označeni 

cmim strelicama, dok su kompleksi detektovani na MUTI probi obeleženi si vim strelicama.

Da bi potvrdili da konsenzusno mesto u okviru CT regiona 1 vezuje ZBP-89 protein 

urađene su EMSA reakcije sa mutiranom probom i rekombinantnim ZBP-89 proteinom. Kao 

sto se može videti sa Slike 25B, za razliku od F6R6 probe koja vezuje rekombinantni protein, 

MUTI proba je u potpunosti izgubila sposobnost vezivanja rekombinantnog ZBP-89 (kolone
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8 i 10). Ovaj rezultat dodatno potvrduje da se ZBP-89 vezuje za konsenzusno mesto u okviru 

CT regiona 1 SOX3 pro mo torà.

4.4.3 Mutaciona analiza potencijalnih vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 2

S obzirom da se u CT regionu 2 nalaze dva blisko postavljena konsenzusna mesta za 

ZBP-89 protein (pozicije -308/-305 i -301/-298), bilo je potrebno ispitati da li se ovaj 

transkripcioni faktor može vezivati za ova mesta. U tu svrhu, pored wild type F7R7 probe, 

generisane su tri dvolančane oligonukleotidne probe (Slika 26A) gde su nukleotidi mutirani 

tako da naruše strukturu svakog pojedinačnog ZBP-89 vezivnog mesta (MUT2 i MUT3) ili 

oba mesta istovremeno (MUT2/3).

U interakciji sa jedarnim proteinima neindukovanih i retinoičnom kiselinom 

indukovanih NT2/D1 ćelija sve ispitivane probe osim mutanta MUT2/3 formiraju nekoliko 

DNK-protein kompleksa (Slika 26B, kolone 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12). Intezitet formiranih 

kompleksa je najjači u slučaju wt F7R7 probe (kolone 2 i 3), dok mutacije svakog 

pojedinačnog ZBP-89 mesta u većoj (MUT2, kolone 5 i 6) ili manjoj meri (MUT3, kolone 8 i 

9) smanjuju afmitet za vezivanje jedarnih proteina. Samo u slučaju duplog mutanta dolazi do 

potpunog gubitka sposobnosti vezivanja jedarnih proteina (MUT2/3, kolone 11 i 12).
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A
-321 -287

5' TTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCCCCCCGTCACCTCC 3 ' F7R7

5' TTGCGTGCCCCCTTCTCCCTCCCCCCGTCACCTCC 3' MU T2
5' TTGCGTGCCCCCTCCCCCCTCTTCCCGTCACCTCC 3' MUT3
5' TTGCGTGCCCCCT TCTCCCTC TTCCCGTCACCTCC 3' MUT2/3

P R O B A F 7 R 7 M U T  2 M U T  3 M U T  2 /3

N T 2  J P + + -+• +

R A  J P + + + +

ф 'ЏЏ

1 2 3  4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 26. Mutaciona analiza potencijaLnih vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 2. (A) Sekvence F7R7 

probe i mutiranih oligonukleotida. Vezivna mesta za ZBP-89 (-308/-305 i -301/-298) su zasenčena, a mutirani 

nukleotidi su podvučeni, neosenčeni i u italic formi. (B) EMSA reakcije sa F7R7 i mutiranim probama i 

jedamim proteinima iz neindukovanih (kolone 2, 5, 8, 11) i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija 

(kolone 3, 6, 9, 12). Kompleksi koji se formiraju sa probama su oznaceni strelicama.

Da bi dalje dokazali da oba konsenzusna mesta u okviru CT regiona 2 vezuju ZBP-89 

protein, testirana je sposobnost mutiranih proba da vezuju rekombinantni ZBP-89. Kao sto se 

rnoze videti sa S like 27., i wt F7R7 proba i pojedinačni mutanti MUT2 i MUT3 vezuju 

rekombinantni protein (kolone 2, 4, 6), dok je dupli mutant MUT2/3 u potpunosti izgubio
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sposobnost vezivanja rekombinantnog ZBP-89 (kolona 8). Ovaj rezultat ukazuje da oba 

blisko pozicionirana ZBP-89 konsenzusna mesta vezuju ZBP-89 protein, jer tek kada su oba 

mutirana gubi se afmitet probe za vezivanje ovog proteina.

P R O B A  F 7 R 7  M U T  2  M U T  3  M U T  2 /3  

Z B P - 8 9

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 27. Vezivanje rekombinantnog ZBP-89 proteina za F7R7 i mutirane oligonukleotide. Rekombinantni ZBP- 

89 protein (780 ng) je inkubiran sa obeleženim F7R7 i mutiranim oligonukleotidima (kolone 2,4, 6, 8).

Da bi dodatno potvrdili da se za obe konsenzusne sekvence u okviru CT regiona 2 

vezuje ZBP-89, u EMSA esejima korišćeni su pojedinačni mutanti MUT2 i MUT3 kao probe 

i rađeni su eksperimenti kompeticije (Slika 28). Kao kompetitori korišćene su same 

neobeležene mutirane probe MUT2, MUT3 i MUT2/3. Kao što je i ranije pokazano, MUT2 i 

MUT3 vezuju rekombinantni ZBP-89 (Slika 28, kolone 2 i 7). U skladu sa vezivanjem 

jedarnih proteina (Slika 26B), može se uočiti da MUT2 ima i slabiji afmitet vezivanja za 

rekombinantni ZBP-89. Kao što se može videti na Siici 28., u oba slučaja, posle kompeticije 

MUT2 i MUT3 probe sa samom sobom dolazi do "hlađenja" kompleksa formiranog sa ZBP- 

89 proteinom (kolone 3 i 8). Takođe, u reakciji medusobne kompeticije pojedinačnih 

mutanata, u oba slučaja dolazi do "hladenja" kompleksa, što ukazuje da očuvana konsenzusna

81



REZULTATI

mesta u okviru oba pojedinačna mutanta zadržavaju sposobnost vezivanja rekombinantnog 

ZBP-89 proteina (kolone 4 i 9). Dodatna potvrda da oba konsenzusna mesta vezuju ZBP-89 je 

odsustvo kompeticije u prisustvu MUT2/3 mutanta kojem su narušena oba vezivna mesta za 

ZBP-89 zbog čega ova proba nije sposobna da vezuje ZBP-89 protein (kolone 5 i 10).

P R O B A  M U T 2 M U T 3

Z B P - 8 9  - +  +  +  +

M U T 2  - -  1 0 0 x  -

M U T 3  - - -  100 x  -

M U T 2 / 3  - -  100x

1 2 3 4 5

+ + + +
- 100x -

- 1OOx -

- 10Ox

6 7 8 9 10

Slika 28. Vezivanje rekombinantnog ZBP-89 za mutirane oligonukleotide MUT2 i MUT3 i reakcije kompeticije. 

Neobeležene mutirane probe su dodavane u 100 puta većem molamom odnosu (kolone 3 -  5 i 8 -  10).

4.4.4 Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 1 i 2 na 
aktivnost SOX3 promotora

Funkcionalni značaj ZBP-89 vezivnih mesta detektovanih u CT regionima 1 i 2 u 

okviru promotora SOX3 gena ispitivan je u eksperimentima tranzijentne transfekcije 

neindukovanih i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija. U te svrhe u promotor- 

reporterski konstrukt F19R30 uvedene su dve vrste mutacija. Primenom mesto-specifične
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mutageneze i istih oligonukleotida, za koje je prethodno pokazano da skoro u potpunosti gube 

sposobnost vezivanja jedarnih proteina i rekombinantnog ZBP-89, generisani su MUTI i 

MUT2/3 reporter konstrukti (Slika 29A). Mutirani konstrukti (MUTI i MUT2/3) tranzijentno 

su transfektovani u NT2/D1 éelije, a aktivnost reporterskog gena poređena je sa aktivnošću wt 

konstukta F19R30. Dobijeni rezultati su prikazani na Siici 29B .

U slučaju kada je mutirano konsenzusno mesto za ZBP-89 (-334/-331) u CT regionu 1 

(Slika 29B, MUTI), u neindukovanim NT2/D1 ćelijama dolazi do pada reporterske aktivnosti 

na oko 70% u odnosu na wt F19R30, što ukazuje na funkcionalni značaj ovog vezivnog mesta 

u regulaciji konstitutivne transkripcione aktivnosti SOX3 gena.

A
Z I  Z 2  Z 3

: 4 2 7  „  „ „  + 1  + 2 8 6

1 1 | Ha t   """........... j| IZCAXll F 1 9 R 3 0

-4 2 7  + 1  + 2 8 6

l  1 j H J u 1 1 I CAT I MUTI

-4 2 7  „  „ „  + 1  + 2 8 6

— ........ .....— ■  ' Г С А Т П М Ц Т 2 / 3

В
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•I 350
s  300

%  250
U 200
g 150
•■= 100cs
~о 50
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Slika 29. Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 1 i 2 na aktivnost SOX3 

promotora. (A) Shematski prikaz mutacija uvedenih u ZBP-89 vezivna mesta u F19R30 promotor-reporterskom 

konstruktu (mutirani motivi su prikazani kao precrtani kvadrati). (B) NT2/D1 ćelije su transfektovane ili sa wt 

F19R30 ili sa konstruktima koji nose odgovarajuće mutacije, a efekat mutacija je praćen analizom aktivnosti cat 

reporter gena. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti wt F19R30 konstrukta 

kojoj je dodeljena vrednost 100% u neindukovanim NT2/D1 ćelijama. Vrednosti su predstavljene kao srednja 

vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT 

aktivnosti su poređene u Studentovom t-testu. Vrednosti za koje je p<0.05 su predstavljene jednom zvezdicom 

(*), a vrednosti za koje je jCk O.OOI sa dve zvezdice (**).
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U cilju utvrđivanja uloge ovog vezivnog mesta u indukciji SOX3 gena retinoicnom 

kiselinom, aktivnost wt i MUTI konstrukta ispitivana je i u NT2/D1 ćelijama indukovanim 

retinoicnom kiselinom. U ovom setu eksperimenata, tretman NT2/D1 ćelija retinoicnom 

kiselinom je doveo do indukcije promotorske aktivnosti wt F19R30 konstrukta od 3.3 puta. U 

slučaju mutiranog konstrukta detektovan je samo blagi pad u stepenu indukcije SOX3 

promotora sa 3.3 na 2.9 puta (Slika 29B). Ovaj rezultat ukazuje na to da ZBP-89 konsenzusno 

mesto na poziciji -334/-331 u okviru CT regiona 1, najverovatnije, nema ulogu u aktivaciji 

SOX3 gena retinoicnom kiselinom.

U slučaju kada su mutirana oba, blisko pozicionirana konsenzusna mesta za ZBP-89 

(pozicije -308/-305 i -301/-298) u okviru CT regiona 2, u neindukovanim NT2/D1 ćelijama 

dolazi do pada reporterske aktivnosti na oko 40% u odnosu na wt F19R30 (Slika 29B, 

MUT2/3). Ovaj rezultat ukazuje da su ova dva vezivna mesta, takođe funkcionalno značajna 

za regulaciju transkripcione aktivnosti SOX3 gena.

U ovom setu eksperimenata, tretman NT2/D1 ćelija retinoicnom kiselinom je doveo 

do indukcije promotorske aktivnosti wt F19R30 konstrukta od 5.3 puta. U slučaju mutantnog 

konstrukta MUT2/3, promotorska aktivnost u indukovanim ćelijama je pala na 20% u odnosu 

na wt konstrukt, odnosno, inducibilnost je pala sa 5.3 na 2,6 puta (Slika 29B). Rezultat ove 

mutacione analize pokazuje da su vezivna mesta koje prepoznaje ZBP-89 u okviru CT 

regiona 2 važna, kako za konstitutivnu promotorsku aktivnost, tako i za odgovor SOX3 

promotora na indukciju retinoicnom kiselinom.

4.4.5 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora ZBP-89 na aktivnost SOX3 

promotora u NT2/D1 éelijama

Da bi ispitali ulogu ZBP-89 proteina u aktivaciji SOX3 promotora praćen je efekat 

povećane ekspresije ovog transkripcionog faktora u eksperimentima tranzijentne transfekcije 

NT2/D1 ćelija. U ovim eksperimentima ekspresioni vektor za ZBP-89 je kotransfektovan sa 

promotor-reporterskim konstruktom F19R30, a efekat je praćen, kako u neindukovanim, tako i 

u indukovanim NT2/D1 éelijama (Slika 30).

Uticaj poveéane ekspresije ZBP-89 proteina na aktivnost promotorskog konstrukta je 

bio neočekivan. U neindukovanim éelijama, kotransfekcija sa ekspresionim vektorom nije 

do vela do znaéajne promene u aktivnosti reporterskog gena u neindukovanim NT2/D1 

éelijama. Medutim, poveéana ekspresija ZBP-89 je u potpunosti inhibirala odgovor F19R30 

reporter konstrukta na indukciju retinoicnom kiselinom (Slika 30).
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ZBP-89 + +

Slika 30. Efekat povećane ekspresije ZBP-89 proteina na aktivnost SOX3 promotora. NT2/D1 ćelije su, pored 

F19R30 konstrukta, kotransfektovane ili kontrolnim pCDNA3 vektorom (koji ne sadrži insertovanu cDNK) ili 

CREB ekspresionim vektorom. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 

konstrukta kotransfektovanog kontrolnim pCDNA3 vektorom u neindukovanim ćelijama (NT2), kojoj je 

dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. (standardna devijacija) iz tri 

nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u Studentovom f-testu. Vrednost za 

koju je p<0.05 je predstavljena jednom zvezdicom (*).

4.4.6 Uloga MAZ transkripcionog faktora u transkripcionoj regulaciji ekspresije 

SOX3 gena

Prethodni rezultati su pokazali da sekvence u okviru CT regiona 1 i 2 speciflčno 

vezuju jedarne proteine NT2/D1 ćelija i da mutacije ovih regiona dovode do smanjenja, kako 

konstitutivne, tako i retinoičnom kiselinom indukovane promotorske aktivnosti SOX3 gena. 

Mutacija sekvence u okviru CT regiona 2 je ukazala da ovaj region ima, bar delimično, ulogu 

u odgovoru SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom. Ovi podaci ukazuju da se 

za ove sekvence vezuju i neki drugi transkripcioni faktori koji imaju ulogu aktivatora a òija su 

mesta vezivanja takođe pogođena mutacijama koje smo primenili u ovom istraživanju. Zbog 

toga se pristupilo daljim istraživanjima transkripcionih faktora koji bi se vezivali za CT 

region 2 u okviru -427/-293 regulatomog regiona.

Kao sto je ranije pomenuto, in silico analiza je pokazala da se u okviru oba CT regiona 

nalazi više potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore sa cinkanim prstićima, koja
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se delimično ili u potpunosti međusobno preklapaju. S obzirom da su mutacije blisko 

pozicioniranih potencijalnih vezivnih mesta za ZBP-89 u okviru CT regiona 2 imale izraženiji 

efekat, kako na konstitutivnu, tako i na retinoičnom kiselinom indukovanu ekspresiju reporter 

konstrukta interesovalo nas je koja su još vezivna mesta pogođena ovim mutacijama. In silico 

analizom smo ustanovili da je mutacija MUT2/3 u okviru CT regiona 2 dovela do ukidanja 

potencijalnih vezivnih mesta i za druge transkripcione faktore, među kojima se nalazi 

potencijalno vezivno mesto za MAZ protein.

Podaci iz literature ukazuju da MAZ protein ima ključnu ulogu u prolaznom 

povećanju ekspresije c-myc gena tokom neuralne indukcije P I9 embrionalnih karcinoma 

ćelija (mišiji pandan NT2/D1 ćehja) retinoičnom kiselinom (Komatsu et a l, 1997). Takođe, 

ovo potencijalno vezivno mesto za MAZ protein u okviru CT regiona 2 je evolutivno očuvano 

kod svih ispitivanih vrsta sisara (Slika 31 A).

A
M A Z

-308 -297

čovek
šimpanza
rezus majmun
pacov
miš --S ;Bt

-304

primati

glodari

cere -301

Tcc^c

C C T C

Slika 31. (A) Poređenje promotorskog regiona SOX3 

gena koji sađrži potencijalno mesto za vezivanje MAZ 

proteina sa ortologim sekvencama sisara. Brojevi iznad 

sekvenci predstavljaju pozieiju ispitivanog 

promotorskog fragmenta u odnosu na SOX3 tsp. 

Potencijalno vezivno mesto za MAZ u humanom SOX3 

promotoru je podvučeno i njegova pozieija u odnosu na 

tsp je naznačena. MAZ vezivno mesto kod glodara je 

podvučeno istačkanom linijom. (B) Sekvenca F7R7 

probe koja sadrži potencijalna mesta za vezivanje MAZ 

proteina. Vezivna mesta otkrivena detaljnom 

inspekeijom sekvence su uokvirena, dok je vezivno 

mesto koje je predvideo Matinspector program 

zasenčeno.

B
-321 MAZ MAZ -287

5'
3'

CCCTCCCCCCTCCi 
GGGAGGG GGGAGGl

3'
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U slučaju MAZ mesta, u okviru CT regiona 2, detektovana je varijacija u 

promotorskoj sekvenci kod rezus majmuna u odnosu na čoveka i šimpanzu (CCTC/CCGC) 

(Slika 31A). Iako je konsenzusno mesto za MAZ protein CCCTCCC ili GGGAGGG motiv, 

(.Ashfield et a l, 1994; Bossone et al., 1992; Duncan et a l, 1995; Okamoto et a l, 2002), 

literatumi podaci ukazuju da je MAZ sposoban da se vezuje i za druge GC bogate sekvence 

kao sto je CCGCCC (Song et a l, 2001). S druge strane, detaljnom inspekcijom sekvence CT 

regiona 2 i korišćenjem raspoloživih literatumih podataka o vezivnim mestima za MAZ 

protein (Ashfield et a l, 1994; Bossone et a l, 1992; DesJardins and Hay, 1993; Song et a l, 

2001) uočeno je da postoje dva tandemska ponovka koja u potpunosti odgovaraju 

konsenzusnim mestima za MAZ protein (Slika 31B). Ove činjenice su nas navele da ispitamo 

da li MAZ protein prepoznaje ova potencijalna vezivna mesta u okviru CT regiona 2 i 

njegovu potencijalnu ulogu u regulaciji ekspresije SOX3 gena.

4.4.7 Interakcija MAZ proteina sa potencijalnim vezivnim mestom/mestima u okviru 

CT regiona 2 SOX3 promotora

Analizzane su interakcije jedarnih proteina neindukovanih i retinoičnom kiselinom 

indukovanih NT2/D1 óelija sa F7R7 probom is SOX3 promotora koja sadrži potencijalna 

vezivna mesta za MAZ (jedno koje je predvideo Matlnspector program, odnosno dva na 

osnovu detaljne inspekcije sekvence) (Slika 32). Kao sto je i u prethodnim eksperimentima 

pokazano, proba F7R7 formira nekoliko DNK-protein kompleksa (Slika 32, kolone 2 i 3). Da 

bi ustanovili da li MAZ protein prepoznaje i vezuje se za potencijalna vezivna mesta u okviru 

F7R7 probe, urađena je "superšift" analiza korišćenjem antitela na MAZ. Antitelo na MAZ je 

dovelo do pojave kompleksa sporije elektroforetske pokretljivosti ("superšifta") u EMSA 

reakcijama sa jedarnim proteinima i neindukovanih i indukovanih NT2/D1 óelija (Slika 32, 

kolone 4 i 5) ukazujući na specifično prisustvo MAZ transkripcionog faktora u kompleksima 

formiranim sa F7R7 probom.

Kao dodatnu potvrdu da se za probu F7R7 vezuje MAZ protein urađene su EMSA i 

"superšift" reakcije sa rekombinantnim MAZ proteinom. Kao sto se može videti na Siici 32., 

F7R7 vezuje rekombinantni MAZ protein (kolona 7), koji specifično biva prepoznat od strane 

antitela na MAZ u reakciji "superšifta" (kolona 8). Ovi rezultati dodatno potvrduju da MAZ 

protein specifično prepoznaje i vezuje se za CT region 2 SOX3 promotora.
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P R O B A F 7R 7 F 7 R 7

N T 2  J P -  +  -  +  -

R A J P -  -  +  -  + M A Z  G S T -  +  +

M A Z  A b -  -  -  +  + M A Z  A b -  -  +

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 32. EMSA reakcije sa F7R7 probom. Jedami proteini iz neindukovanih (kolone 2 i 4) i indukovanih 

NT2/D1 ćelija (kolone 3 i 5) kao i rekombinantni MAZ protein (840 ng) (kolone 7 i 8) inkubirani su sa 

obeleženom F7R7 probom. Za"superšift" reakcije korišćena su antitela na MAZ -  MAZ Ab (kolone 4, 5 i 8). 

Kompleksi dobijeni u reakcijama “superšifta“su označeni strelicama i obeleženi sa SS.

Da bi dalje analizirali vezivanje MAZ proteina za CT region 2 testirana je sposobnost 

mutiranih proba koje su korišćene u prethodnim eksperimentima (MUT2, MUT3 i MUT2/3) 

da vezuju rekombinantni MAZ (Slika 33A). Na Siici 33A može se videti da su u MUT2 i 

MUT3 probi mutirana pojedinačna potency alna vezivna mesta za MAZ koja su detektovana 

detaljnom inspekcijom, a da su u MUT2/3 probi narušena oba mesta. U EMSA reakcijama i 

wt F7R7 proba i pojedinačni mutanti MUT2 i MUT3 vezuju rekombinantni MAZ protein 

(Slika 33B, kolone 2, 4, 6). Može se primetiti da MUT2 i MUT3 imaju manji afinitet 

vezivanja za MAZ, naročito MUT3 proba. Takođe, MUT2/3 je u potpunosti izgubio
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sposobnost vezivanja rekombinantnog MAZ proteina (kolona 8). Ovi rezultati ukazuju na 

mogućnost da oba potencijalna vezivna mesta za MAZ vezuju rekombinantni MAZ protein, 

jer tek kada su oba mutirana gubi se sposobnost probe za vezivanje ovog proteina. Drugo 

objašnjenje bi bilo da se MAZ vezuje za mesto koje je predvideo Matinspector program 

(Slika 33A), a da mutacija okolnih nukleotida utiče na smanjenje afmiteta vezivanja MAZ 

proteina za ovo mesto.

-321 MAZ MAZ -287
5' TTGCGTGCCCCCTCCC CCCTCCC2CCGTCACCTCC 3' 
3' AACGCACGGGGGAGGGGGGAGGG3GGCAGTGGAGG 5'

MAZ

5'
5'
5'

TTGCGTGCC
TTGCGTGCt
TTGCGTGCC

CO
CO
CO

COTTO
CCTCO
COTTO

3 0 
CO 
3 0

CCTCCC
сстсг
CCTCT:

T "*
:CCGTCACCTCC 3' 
:c c g t c a c c t c c  3' 
:CCGTCACCTCC 3'

F7R7

MUT 2 
MUT3 
MUT2/3

B
P R O B A  F 7 R 7  M U T  2  M U T  3 M U T  2 /3

M A Z G S T  - +  - +  - +  - +

1 2 3 4 5 6 7 8

S lik a  33. Vezivanje rekombinantnog MAZ proteina za F7R7 i mutirane oligonukleotide. (A) Sekvence F7R7 

probe i mutiranih oligonukleotida. Dva potencijalna mesta za vezivanje MAZ proteina otkrivena detaljnom 

inspekcijom sekvence su uokvirena. Vezivno mesto koje je predvideo Matinspector program je zasenčeno. 

Mutirani nukleotidi su podvučeni i u italic formi. (B) Rekombinantni MAZ protein (840 ng) je inkubiran sa 

obeleženim F7R7 i mutiranim oligonukleotidima (kolone 2,4, 6, 8).

89



REZULTATI

Da bi dodatno potvrdili da se za obe konsenzusne sekvence u okviru CT regiona 2 

vezuje MAZ protein, u EMSA esejima korišćeni su pojedinačni mutanti MUT2 i MUT3 kao 

probe i radeni su isti eksperimenti kompeticije kao u slučaju rekombinantnog ZBP-89 

proteina (Slika 28). Kao kompetitori korišćene su same neobeležene mutirane probe MUT2, 

MUT3 i MUT2/3. Kao sto je i prethodnim eksperimentom pokazano, MUT2 i MUT3 vezuju 

rekombinantni MAZ, pri čemu MUT3 ima znatno slabiji afinitet za vezivanje rekombinantnog 

proteina (Slika 34, kolone 2 i 7). U reakcijama kompeticije MUT2 i MUT3 probe sa samom 

sobom dolazi do "hlađenja" kompleksa formiranog sa MAZ proteinom (Slika 34, kolone 3 i 

8). Takođe, u reakciji medusobne kompeticije pojedinačnih mutanata, u oba slučaja dolazi do 

"hlađenja" kompleksa, sto ukazuje da očuvana konsenzusna mesta u okviru oba pojedinačna 

mutanta imaju sposobnost vezivanja rekombinantnog MAZ proteina (Slika 34, kolone 4 i 9). 

Dodatna potvrda da oba konsenzusna mesta vezuju MAZ je odsustvo kompeticije u prisustvu 

MUT2/3 mutanta kojem su narušena oba vezivna mesta za MAZ zbog čega ova proba nije 

sposobna da vezuje MAZ protein (Slika 34, kolone 5 i 10).

PR O B A M U T2 M U T3

M A Z + + + + - + + + +

M U T2 - 100x - - 100x -

M U T3 - 100x - 100x ■

M U T 2 /3 - - - - 100x - lOOx

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10

S lik a  3 4 . Vezivanje rekombinantnog M A Z  proteina za mutirane oligonukleotide M U T 2 i M U T 3 i reakcije 

kompeticije. Neobeležene mutirane probe su dodavane u 100 puta veéem molamom odnosu (kolone 3 — 5 i 8 — 
10).
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4.4.8 Efekat povećane ekspresije transkripcionog faktora MAZ na aktivnost SOX3 

promotore u NT2/D1 ćelijama

S obzirom da je dokazano da se MAZ protein specificano vezuje za CT region 2 u 

okviru SOX3 promotora, interesovalo nas je da ispitamo potencijalnu ulogu MAZ proteina u 

regulaciji ekspresije SOX3 gena. Takođe, u prethodnim eksperimentima transfekcije je 

pokazano da mutant MUT2/3, koji je potpuno izgubio sposobnost da vezuje jedarne proteine i 

rekombinantni MAZ protein, dovodi do pada kako konstitutivne promotorske aktivnosti tako i 

inducibilnosti SOX3 promotora (Slika 29B). Iz tih razloga, analiziran je efekat povećane 

ekspresije MAZ proteina na aktivnost SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama. Raderò su 

eksperimenti tranzijentne transfekcije neindukovanih i retinoičnom kiselinom indukovanih 

NT2/D1 ćelija uz korišćenje F19R30 promotor-reporterskog konstrukta i ekspresionog 

vektora za MAZ. Dobijeni rezultati prikazani su na Siici 35.

Ovi rezultati pokazuju da povećana ekspresija MAZ proteina u neindukovanim 

ćelijama dovodi do povećanja ekspresije reporterskog gena od oko 1.7 puta, dok u slučaju 

indukovanih ćelija povećanje iznosi oko 1.5 put. Dobijeni rezultati ukazuju da je MAZ 

pozitivni regulator ekspresije SOX3 gena, kako u neindukovanim, tako i u indukovanim 

NT2/D1 ćelijama i da najverovatnije svoj uticaj ostvaruje preko vezivnih mesta MAZ u 

okviru CT regiona 2. Iako je MAZ povećao i konstitutivnu i retinoičnom kiselinom 

indukovanu promotorsku aktivnost, nasi rezultati ukazuju da ovaj transkripcioni faktor ne 

doprinosi inducibilnosti SOX3 promotora tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija u 

prisustvu retinoične kiseline.
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Slika 35. Efekat povećane ekspresije MAZ proteina na aktivnost S0X3 promotora. NT2/D1 ćelije su, pored 

F19R30 konstrukta, kotransfektovane ili kontrolnim pCDNA3 vektorom (koji ne sadrži insertovanu cDNK) 

ili MAZ ekspresionim vektorom. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti 

F19R30 konstrukta kotransfektovanog kontrolnim pCDNA3 vektorom u neindukovanim ćelijama (NT2), 

kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. (standardna 

devijacija) iz četiri nezavisna eksperimenta. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u 

Studentovom r-testu. Vrednost za koju je p<0.05 je predstavljena jednom zvezdicom (*).
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5 . D I S K U S U A

Familija SOX/Sox gena kodira transkripcione faktore koji imaju važnu ulogu u nizu 

procesa vezanlh za razviće i ćelijsku diferencijaciju (Pevny and Lovell-Badge, 1997; Wegner, 

1999).

Smatra se da je SOX3/Sox3 gen jedan od najranijih neuralnih markera kod kičmenjaka, 

determinišući neuronalni tip ćelijske diferencijacije (Brunetti et a l, 2003). Pokazano je da 

Soxl, Sox2 i Sox3 predstavljaju kritične determinante neurogeneze, jer zadržavaju neuralne 

ćelije u nediferenciranom stanju, suprostavljajući se aktivnosti proneuralnih proteina (Bylund 

et a l, 2003). Ekspresiona analiza kod misa je pokazala da je Sox3 neophodan za formiranje 

hipotalamo-adenohipofizne ose i specifičnih struktura centralne ose CNS-a, epifize i talamusa 

(Rizzoti et a l, 2004). Takođe, ekspresija Sox3 gena detektovana je i u adultnom mozgu misa 

(Wang et a l, 2006), gde ovaj gen verovatno ima ulogu u održavanju populacije neuralnih 

progenitora.

Pokazano je da mutacije koje dovode do promene u funkciji SOX3 proteina kod 

čoveka vode ka različitim patološkim stanjima kao sto su X-vezana mentalna retardacija sa 

nedostatkom hormona rasta (Laumonnier et a l, 2002), hipoplazija adenohipofize kao i 

odsustvo infundibuluma (Woods et a l, 2005). I poveéana ekspresija SOX3 gena (usled 

duplikacije) i smanjena doza funkcionalnog SOX3 proteina (usled polialaninske ekspanzije) 

povezane su sa istim fenotipom - hipopituitarizmom i hipoplazijom infundibuluma koji nisu 

obavezno praéeni i mentalnom retardacijom (Woods et al., 2005). Na osnovu ovih podataka se 

može zaključiti da je odgovarajuća doza SOX3 proteina izuzetno značajna za normalno 

razviée diencefalona, infundibuluma i adenohipofize, kao i za óelijske procese neophodne za 

razviće kognitivnih funkcija (Laumonnier et a l, 2002; Woods et a l, 2005).

Uprkos velikom broju dokaza da je SOX3 gen ključni regulator ranih faza 

embrionalnog razvića, do skora je u literaturi postojalo maio podataka o mehanizmima 

regulacije aktivnosti ovog gena. Zbog toga je predmet ovog rada bilo rasvetljavanje 

mehanizama transkripcione regulacije ekspresije SOX3 gena koji bi trebalo da pruže odgovore 

na pitanja na koji način ovaj gen ostvaruje svoju visoko specifičnu ulogu tokom razvića i 

diferencijacije.

Rezultati prikazani u ovoj tezi bili su usmereni na karakterizaciju promotora SOX3 

gena, što je uključivalo određivanje starta transkripcije ovog gena, kao i definisanje 

minimalnog promotorskog regiona neophodnog za njegovu bazalnu transkripcionu aktivnost.
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Takođe, identifikovani su cis regulatorni regioni uključeni u regulaciju bazalne promotorske 

aktivnosti SOX3 gena, kao i elementi uključeni u indukciju ovog gena retinoičnom kiselinom. 

Analizirana je i uloga transkripcionih faktora Spi, USF1, ZBP-89, MAZ i CREB kao i TATA 

boksa u regulaciji transkripcije SOX3 gena.

5.1 O dređ ivan je starta  tran sk rip cije  SOX3 gena

Sve je veci broj kompjuterskih programa razvijenih za predikciju, kako promotorskih 

regiona, tako i starta transkripcije gena od interesa. Ovi programi koriste veliku količinu 

informacija o prokariotskim i eukariotskim genima, uključujući deponovane cDNK i 

genomske sekvence, poređenje kodirajućih i nekodirajućih regiona gena, histonske 

modifikacije na genomskoj skali, eksperimentalno utvrđene pozicije promotor-specifičnih 

elemenata, razlike u stabilnosti DNK sekvenci promotorskih i ne-promotorskih regiona itd. 

Na osnovu ovih podataka moguće je predvideti pozicije starta transkripcije gena kao i 

promotorski region tzv. in silico metodama.

Dva kompjuterska programa, korišćena u ovom radu (Neural Network Promoter 

Prediction i Promoterinspector), ukazala su na potencijalne pozicije promotorskog regiona 

SOX3 gena koje su se poklopile sa kasnije eksperimentalno okarakterisanim bazalnim 

promotorskim regionom SOX3 gena (Slika 9) (Kovacevic Grujicic et a l, 2005).

Precizna analiza 5' nekodirajućeg regiona nekog gena uključuje eksperimentalno 

određivanje starta transkripcije. U ovom radu, korišćenjem totalne RNK izolovane iz NT2/D1 

ćelija, indukovanih retinoičnom kiselinom, i primenom metode elongacije oligonukleotida 

("primer extension") odreden je start transkripcije SOX3 gena. Za nukleotid od kojeg 

započinje transkripcija, određen je citozin na poziciji 252 nt uzvodno od ATG kodona (Slika 

9) (Kovacevic Grujicic et a l, 2005). Interesantno je da je na poziciji -9/-5, u odnosu na 

eksperimentalno dobijeni tsp, detektovan TATA boks što je neuobičajena pozicija za ovaj 

regulatomi motiv. Zbog toga je važno istaći da je isti nukleotid određen kao start transkripcije 

SOX3 gena korišćenjem tri različita reverzna oligonukleotida (Kovacevic Grujicic et a l, 

2005). Takođe, dobijeni rezultat je u korelaciji sa dužinom transkripta za SOX3 (Stevanovic, 

2003) kao i sa kompjuterskom predikcijom starta transkripcije koji je predviđen 13 bp 

nizvodno od starta transkripcije dobijenog metodom elongacije oligonukleotida.
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5.2 F un kcion aln a analiza  SOX3 p rom otora

5.2.1 Karakterizacija bazalnog promotorskog regiona SOX3 gena i identifikacija 

pozitivnih cis regulatomih regiona neophodnih za optimalnu aktivnost SOX3 promotora

U cilju razumevanja molekularnih mehanizama odgovornih za regulaciju ekspresije 

SOX3 gena, dalja istraživanja su bila usmerena ka defmisanju i analizi promotorskog regiona 

ovog gena. Naime, sledeći korak u ispitivanju 5' nekodirajućeg regiona SOX3 gena bio je 

generisanje serije pro motor-reporter konstrukata, a aktivnost dobijenih delecionih reporter 

konstrukata je analizirana u eksperimentima tranzijentne transfekcije NT2/D1 ćelija.

Funkcionalna analiza prikazana u ovom radu je ukazala da region -219/+67, sadrži 

regulatome elemente neophodne za bazalnu transkripcionu aktivnost humanog SOX3 gena te 

samim tim predstavlja njegov minimalni promotorski region (Slike 10 i 13) (Kovacevic 

Grujicic et a l, 2005). Takođe, delecionom analizom su u okviru minimalnog promotora 

SOX3 gena identifikovana dva cis regulatoma regiona, -219/-100 i +21/+61, koja su od 

esencijalne važnosti za njegovu aktivnost, s obzirom da njihove delecije, nezavisno, dovode 

do potpunog gubitka promotorske aktivnosti (Slike 10 i 13) (Kovacevic Grujicic et al., 2005).

Region +27/+67 sadrži esencijalni regulatomi element neophodan za bazalnu 

promotorsku aktivnost SOX3 gena. Potraga za potencijalnim mestima za vezivanje 

transkripcionih faktora u okviru ovog regiona kao i poređenje sa odgovarajućim sekvencama 

ortoioga SOX3 gena kod sisara su ukazali na prisustvo potencijalnog vezivnog mesta za 

Nanog koje je evolutivno očuvano kod primata (Slika 14). Nanog je homeodomenski 

transkripcioni faktor koji ima esencijalnu ulogu u održavanju pluripotentnosti ćelija 

unutrašnje ćelijske mase tokom embrionalnog razvića (Chambers et a l, 2003). Literaturni 

podaci ukazuju da postoji mogućnost da je detektovano vezivno mesto za Nanog u okviru 

regiona +27/+67 od funkcionalnog značaja za SOX3. Naime, mada Nanog i SOX3 gen imaju 

slične obrazce ekspresije, u jednom periodu embrionalnog razvića misa, Nanog se eksprimira 

u početnim stadijumima razvića i to još u unutrašnjim ćelijama stadijuma morule, a zatim u 

unutrašnjoj ćelijskoj masi blastocista (Chambers et a l, 2003), što je mnogo ranije od SOX3. 

Nakon implantacije embriona, Nanog transkripti su detektovani u epiblastu 6. dana 

embrionalnog razvića što se prostorno i vremenski poklapa sa ekspresijom Sox3 gena (Hart et 

a l, 2004; Wood and Episkopou, 1999). Takode, u nezavisnim studijama, ekspresija oba gena 

je detektovana i u urogenitalnoj brazdi, 11.5 dana embrionalnog razviéa misa (Chambers et
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a l, 2003; Collignon et a l, 1996; Hart et a l, 2004). Dalji eksperimenti su neophodni da bi se 

utvrdila potencijalna uloga Nanog proteina u regulaciji transkripcije SOX3 gena.

U regionu -219/-100, za koji se u ovoj tezi takode pokazalo da je od esencijalne 

važnosti za bazalnu promotorsku aktivnost SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et a l, 2005), 

eksperimentalno je potvrđen funkcionalni značaj dva regulatorna motiva. Oba motiva -  

vezivno mesto za NF-Y (pozicija -105/-101) i konsenzusno polumesto za CREB (pozicija - 

195/-191) su detaljno okarakterisani u ovom radu i o njima će biti više reči u sledećem 

odeljku Diskusije.

Deleciona analiza promotor-reporter konstrukata, zahvaljujući kojoj je definisan 

minimalni promotorski region SOX3 gena, razotkrila je i prisustvo dva regiona, -427/-219 i 

+67/+286, koji sadrže pozitivne cis regulatorne demente neophodne za optimalnu, ali koji 

nisu od esencijalne važnosti za bazalnu promotorsku aktivnost SOX3 gena (Slika 10 i 13) 

(Kovacevic Grujicic et a l, 2005). Samo u prisustvu oba regiona obezbedena je puna 

promotorska aktivnost (Slika 10). Tek kada su oba regiona prisutna u promotor-reporterskom 

konstruktu F19R30, ostvarena je maksimalna aktivnost cat reporter gena, sto ukazuje na 

modularnu prirodu cis regulatornih elemenata uključenih u transkripcionu regulaciju SOX3 

gena.

5.2.2 Uloga TATA boksa u transkripcionoj regulaciji SOX3 gena

Evolutivna očuvanost TATA boksa u ortologim promotorima SOX3 gena svih 

ispitivanih vrsta sisara je ukazala na značaj ovog dementa u regulaciji transkripcije ovog gena 

(Slika 14) (Kovacevic-Grujicic et a l, 2008a). U ovoj tezi, detaljno je ispitana i dokazana 

uloga ovog regulatomog motiva u regulaciji bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena.

Mutacionom analizom pokazan je funkcionalni značaj TATA boksa u regulaciji 

aktivnosti SOX3 promotora (Slika 15). Naime, mutacija TATA boksa je dovela do pada SOX3 

promotorske aktivnosti, ukazujući da, iako neobično pozicioniran u odnosu na tsp (-9/-5), 

ovaj motiv igra važnu ulogu u bazalnoj transkripcionoj aktivnosti SOX3 gena (Kovacevic 

Grujicic et a l, 2005). Naime, kod vedine eukariotskih gena, TATA boks je pozicioniran 25 

do 30 bp uzvodno od starta transkripcije (Johnson and McKnight, 1989) gde kroz specifične 

interakcije sa multiproteinskim kompleksom TFIID omogućava pravilnu inicijaciju 

transkripcije (Ghosh and Van Duyne, 1996). Pregledom literature, utvrdili smo da iako retki, 

postoje slučajevi gde je TATA boks atipično pozicioniran u odnosu na tsp. Mudge i saradnici 

su u promotoru gena za tRNK sintetazu glieina detektovali TATA boks na pozieiji +9 u
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odnosu na tsp (Mudge et a l, 1998), dok je za adenovimsni IVa2 promoter pokazano da 

poseduje funkcionalan TATA motiv smešten oko 20 bp nizvodno od tsp (Corcamo et a l, 

1990). Takođe, alternativni promoter za MOR-1 gen (ц opioid receptor) u egzonu 11 poseduje 

funkcionalan TATA boks lociran na poziciji -92 / -84 bp u odnosu na tsp (Pan, 2002).

5.2.3 Uloga vezivnih mesta za Spi, USF, NF-Y i CREB u okviru minimalnog 

promotorskog regiona SOX3 gena u njegovoj transkripcionoj regulaciji

In silico analiza minimalnog promotorskog regiona SOX3 gena je ukazala na prisustvo 

potencijalnih vezivnih mesta za opšte transkripcione faktore koji su uključeni u regulaciju 

niza ćelijskih procesa (Slika 14). Dodatni kriterijum za njihovo prikazivanje i dalju analizu 

bila je njihova evolutivna očuvanost kod SOX3 ortoioga primata ili svili analiziranih vrsta 

sisara (Slika 14) (Kovacevic-Grujicic et a l, 2008a), kao i činjenica da su ovi motivi 

pozicionirani u regionima zaštićenim jedamim proteinima NT2/D1 ćelija u “DNase I 

footprinting“ reakcijama (Mojsin, 2008). Evolutivna očuvanost vezivnih mesta za USF, Spi, 

NF-Y i CREB transkripcioni faktor u ortologim promotorima SOX3 gena svih ispitivanih 

vrsta sisara je ukazala na njihov značaj u regulaciji transkripcije ovog gena (Slika 14) 

(Kovacevic-Grujicic et a l, 2008a). U ovoj tezi, detaljno je ispitana i dokazana uloga ova četiri 

regulatornih motiva u regulaciji bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena.

EMSA i "superšift" reakcijama sa jedamim proteinima NT2/D1 ćelija je pokazano da 

se Spi, USFl i NF-Y proteini direktno vezuju za konsenzusne sekvence na pozicijama -48/- 

45, -71/-68, odnosno - 105/-101 bp u odnosu na tsp SOX3 gena (Slika 16) (Kovacevic Grujicic 

et a l, 2005). Takođe, mutacije vezivnih mesta za Spi, USFl i NF-Y su izazvale drastičan pad 

u aktivnosti SOX3 promotora, što je ukazalo na funkcionalni značaj ovih vezivnih mesta u 

regulaciji bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena (Slika 17) (Kovacevic Grujicic et a l, 

2005).

Spi je sveprisutni transkripcioni faktor koji aktivira veliki broj gena kroz direktnu 

interakciju sa komponentama bazalne transkripcione mašinerije, uključujući i TBP (TATA 

binding protein) (Emili et a l, 1994). Takođe, Spi ima važnu ulogu u transkripcionoj 

regulaciji gena koji ne poseduju TATA boks (Pugh and Tjian, 1990). Medu brojnim 

transkripcionim faktorima i koaktivatorima sa kojima Spi fizički i/ili funkcionalno interaguje, 

nalaze se i proteini iz USF familije (Furihata et a l, 2004; Ge et a l, 2003) kao i NF-Y 

transkripcioni faktor (Inoue et a l, 1999; Roder et a l, 1999), a rezultat tih interakcija je 

transaktivacija ciljnih gena, koja je najčešće, ćelijski-, tkivno- ili vremenski- specifična.
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USFl, zajedno sa USF2, spada u sveprisutne transkripcione faktore koji poseduju 

bHLH-zip (basic helix-loop-helix-leucine zipper) domen, i koji se specifično vezuju za E- 

boks motive (5’ CANNTG 3’) u vidu homo- ili hetero-dimera (Sirito et al., 1992; Viollet et 

al., 1996). Iako spadaju u sveprisutne transkripcione faktore, USF proteini imaju ulogu u 

regulaciji ekspresije nekoliko tkivno- specifičnih i razvojno-regulisanih gena (Henrion et al., 

1995).

NF-Y je opšti transkripcioni faktor koji je sposoban da pri vezivanju za konsenzusnu 

sekvencu savije DNK za 62° do 80° (Ronchi et al., 1995). Zahvaljujući tome, NF-Y ima 

sposobnost da remodeluje lokalnu strukturu hromatina i stupa u interakcije sa nukleozomima 

(Romier et al., 2003). Formiranjem kompleksa sa DNK, NF-Y olakšava vezivanje susednih 

faktora i dovodi do regrutovanja koaktivatora, poput p300 proteina (Careni et a l, 2003; 

Coustry et al., 2001; Li Q. et al., 1998). Funkcija NF-Y je da olakša i/ili stabilizuje vezivanje 

koaktivatora ili drugih transkripcionih faktora za susedne vezujuće demente, sto za posledicu 

ima povišen nivo transkripcije ciljnih gena (Careni et al., 2003). Pored SOX3 gena, niz drugih 

SOX/Sox gena je regulisan od strane NF-Y, kao sto su Sox2 misa i SOX9, SOX14 i SOX18 

čoveka (Colter et a l, 2005; Djurovic and Stevanovic, 2004; Kovacevic Grujicic et al., 2005; 

Krstic et al., 2007; Petrovic et a l, 2009; Wiebe et al., 2000). Ovi podaci ukazuju da SOX/Sox 

geni poseduju zajednički, evolutivno očuvan mehanizam regulacije ekspresije koji je zavisan 

od NF-Y.

S obzirom da CREB protein ima važnu ulogu u brojnim procesima specifičnim za 

razvióe nervnog sistema kao sto su opstanak različitih subtipova neurona (neuroprotekcija), 

proliferacija neuralnih progenitora, rast aksona, rast dendrita kortikalnih neurona, učenje, 

dugotrajna memorija i sinaptička plastičnost (Lonze and Ginty, 2002) ovaj rad je bio fokusiran 

i na detaljniju analizu uloge ovog transkripcionog faktora u regulaciji bazalne transkripcije 

SOX3 gena. Kompeticijama u reakcijama vezivanja proteina sa wt i mutiranom probom, kao i 

korišćenjem specifičnih antitela, pokazano je da se CREB specifično vezuje za konsenzusno 

polumesto u okviru minimalnog promotora SOX3 gena, na poziciji -195/-191 (Slike 18B i 

19). Funkcionalni značaj ovog regulatornog motiva je potvrđen mutacionom analizom u kojoj 

je mutirani F19R30 reporterski konstrukt doveo do pada bazalne aktivnosti SOX3 promotora 

od 2 puta (Slika 20). Takođe, povećana ekspresija CREB transkripcionog faktora je pokazala 

da je CREB veoma potentan aktivator bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena (Slika 

21A). U skladu sa ovim rezultatima, eksperimenti kotransfekcije sa specifičnim dominantno 

negativnim inhibitorom CREB proteina doveli su do pada bazalne promotorske aktivnosti na
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oko 60% (Slika 21B). Ovaj rezultat ukazuje da konstitutivno prisutan CREB protein doprinosi 

bazalnoj transkripcionoj aktivnosti SOX3 gena u NT2/D1 ćelijama.

Poznato je da je CREB prototip transkripcionog faktora koji reaguje na različite 

stimuluse kao sto su faktori rasta, neurotransmiteri, stresori i uopšte signali koji povećavaju 

intracelularnu koncentraciju cAMP-a i Ca2+ (Mayr and Montminy, 2001; Shaywitz and 

Greenberg, 1999). Kao odgovor na te stimuluse dolazi do fosforilacije serina napoziciji 133 i 

CREB protein postaje potentni transkripcioni aktivator ciljnih gena zahvaljujući interakciji sa 

koaktivatorima CBP i рЗОО (Mayr and Montminy, 2001; Shaywitz and Greenberg, 1999). 

Medutim, u odsustvu stimulusa nefosforilisani CREB je takođe sposoban da aktivira 

transkripciju ciljnih gena kao što je pokazano na primeru SOX9, HKa2 gena (H+-K+-ATPase 

a2-subunit) (Piera-Velazquez et a l, 2007; Xu et a l, 2004) i sada na primeru SOX3 gena. Za 

bazalnu aktivnost CREB proteina je odgovoran glutaminom bogati konstitutivno aktivni 

domen (CAD) na C-terminusu koji interaguje sa komponentama generalne transkripcione 

mašinerije i na taj način promoviše transkripciju (Felinski et a l, 2001; Felinski and Quinn, 

1999; Felinski and Quinn, 2001). Opisan je i drugi način aktivacije gena koji ne zavisi od 

fosforilacije CREB proteina. Naime CREB preko bZIP domena interaguje sa familijom 

koaktivatora pod nazivom TORC (transducers of regulated CREB activity) (Conkright et a l, 

2003). Regrutovanje TORC koaktivatora pojačava interakciju CREB proteina sa TAFnl30 

komponentom TFIID kompleksa koji biva regrutovan na ciljni pro mo tor (Conkright et a l, 

2003) Dalja istraživanja će pokazati koji od ova dva mehanizma je odgovoran za stimulatornu 

ulogu CREB proteina u NT2/D1 ćelijama.

U regionu -219/-100 za koji je pokazano da je esencijalan za aktivnost bazalnog 

promotora SOX3 gena (Slika 10), funkcionalno su okarakterisana dva motiva, NF-Y (-105/- 

101) i CREB (-195/-191) (Slike 17 i 20). Interesantno je da mutacije ova dva vezivna mesta 

(Slike 17 i 20) ne dovode do potpunog gubitka promotorske aktivnosti kao delecija celog 

regiona -219/-100 (Slika 10). Ovaj rezultat ukazuje na mogućnost da ova dva regulatorna 

motiva funkcionišu sinergistički, a ova hipoteza bi mogia biti proverena dodatnim 

eksperimentima kotransfekcije sa konstruktom u kojem bi oba vezivna mesta bila mutirana. 

Druga mogućnost je da se u ovom esencijalnom regionu -219/-100 nalaze još neki, do sada 

neotkriveni cis regulatorni elementi neophodni za bazalnu aktivnost SOX3 promotora.

Literaturni podaci ukazuju da transkripcioni faktori, NF-Y i CREB, zajedno učestvuju 

u transkripcionoj regulaciji gena. Naime, poznato je da NF-Y i CREB, zajedno sa RFX (X 

box-binding) proteinom formiraju komplekse na promotorima gena klase II glavnog 

histokompatibilnog kompleksa, gde sinergistički doprinose optimalnoj promotorskoj
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aktivnosti (Mastemak et a l, 2000; Zhu et a l, 2000). Takođe, u slučaju gena za claudin 11, 

NF-Y, CREB i GATA stupaju u protein-protein interakcije, formirajući kompleks koji je 

odgovoran za aktivaciju ovog promotora (Lui et a l, 2007). Oba transkripciona faktora, NF-Y 

i CREB su poznata po tome da regrutuju transkripcione koaktivatore p300 i TORC 

(transducers of regulated CREB activity) i na taj način modulišu aktivnost ciljnih gena 

(Careni et a l, 2003; Conkright et a l, 2003).

Interesantno je da promotor SOX9 gena poseduje dva vezivna mesta za NF-Y kao i 

CREB polumesto, za koja je pokazano da su od funkcionalnog značaja za transkripcionu 

aktivnost (Colter et a l, 2005; Piera-Velazquez et a l, 2007). I ovi podaci ukazuju na 

moguénost da SOX geni imaju slične, evolutivno očuvane mehanizme transkripcione 

regulacije.

Rezultati prezentovani u ovom radu ukazuju da su Spi, USF1, NF-Y i CREB kljucni 

regulatori bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena. Takođe, evolutivna očuvanost u 

nukleotidnom sastavu i poziciji ovih vezivnih mesta u okviru minimalnog promotorskog 

regiona izmedu ispitivanih ortoioga ukazuje da je mehanizam regulacije ekspresije 

SOX3/Sox3 gena evolutivno kozervisan. S obzirom na veliki broj podataka o medusobnim 

kooperativnim i sinergističkim interakcijama između pomenutih faktora, nije isključeno da je 

bazalna transkripcija SOX3 gena modulisana tim interakcijama. Naravno, da bi se to dokazalo, 

neophodni su dodatni eksperimenti koji bi ukljucivali mutacione analize, eksperimente 

kotransfekcije i in vitro i in vivo eseje za ispitivanje interakcija između navedenih 

transkripcionib faktora i DNK.

5.2.4 Identifikacija pozitivnih cis regulatornih regiona uključenih u indukciju SOX3 

promotora retinoičnom kiselinom

Pokazano je da tokom prvih 48h indukcije retinoičnom kiselinom dolazi do značajnog 

povećanja nivoa transkripcije SOX3 gena, koji u kasnijim fazama diferencijacije dramatično 

pada, mada i dalje ostaje na nivou većem od onog detektovanog kod neindukovanih NT2/D1 

éelija (Stevanovic, 2003). Jedan od ciljeva ovog istraživanja bio je da se definišu regulatomi 

regioni koji su uključeni u odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom. U 

tu svrhu korišćeni su, kako promotor-zavisni, tako i enhenser-zavisni reporter konstrukti koji 

su tranzijentno transfektovani u NT2/D1 ćelije, a zatim je njihova aktivnost praćena u 

neindukovanim i retinoičnom kiselinom indukovanim ćelijama (Slike 11 i 12).
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Rezultati ovih eksperimenata ukazuju da prethodno identifîkovani, pozitivni cis 

regulatomi regioni -427/-219 i +67A-286, takođe igraju važnu ulogu i u odgovoru SOX3 

promotora na indukciju retinoičnom kiselinom (Slika 11 i 13). Naime, delecija +Ó7/+286 

regiona (F19R24 konstrukt) dovodi do pada u stepenu indukcije od 2 puta, sto ukazuje da se u 

ovom regionu nalaze regulatorni elementi koji doprinose inducibilnosti SOX3 promotora 

(Slika 11). Iako ova delecija dovodi do pada inducibilnosti, odgovor F19R24 konstrukta na 

retinoičnu kiselinu je i dalje značajan i iznosi skoro 2 puta (Slika 11). S druge strane, delecija 

-427/-219 regiona dovodi do gubitka inducibilnosti konstrukta F17R30, na osnovu bega bi se 

mogio zaključiti da se u ovom regionu nalaze cis regulatorni elementi neophodni za odgovor 

SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom. Drugo objašnjenje koje se nameće je da 

se elementi preko kojih retinoična kiselina ostvaruje svoju aktivatorsku ulogu nalaze 

raspoređeni duž SOX3 promotora.

S obzirom da delecija -427/-219 regiona dovodi do gubitka inducibilnosti, predmet 

dalje analize u ovoj tezi bilo je preciznije definisanje kontrolnih elernenata ukljuòenih u 

indukciju SOX3 retinoičnom kiselinom, koristeći enhenser-zavisne reporter konstrukte (Slika 

12). Rezultat te analize je pokazao da je region -293/-219 važan za promotorsku aktivnost 

SOX3 gena u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, odnosno da sadrži pozitivne cis regulatome 

demente (Slike 12 i 13). Takođe, delecija regiona -427/-293 dovela je do pada promotorske 

aktivnosti na oko 60% u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, ali i do gubitka inducibilnosti 

(Slika 12, konstrukt F18R12). Zbog toga je sledeći korak u ovom istraživanju bio 

identifikacija sekvenci u okviru -427/-293 regiona koje interaguju sa jedarnim proteinima 

NT2/D1 ćelija i potencijalno imaju ulogu u odgovoru SOX3 gena na indukciju retinoičnom 

kiselinom.

5.2.5 Uloga CT regiona u okviru -427/-293 regiona SOX3 promotora

U prethodnoj studiji u našoj laboratoriji, korišćenjem "DNase I footprinting" metode, 

praćena je interakcija jedarnih proteina iz neindukovanih i retinoičnom kiselinom 

indukovanih NT2/D1 ćelija i promotorskog regiona SOX3 gena (Mojsin, 2008). Ova analiza je 

ukazala na postojanje dva zaštićena regiona u okviru fragmenta -427/-293 (Slika 22): FP4 

(zaštićen na oba lanca DNK) i FP7 (zaštićen na nekodirajućem lancu DNK) (Mojsin, 2008). S 

obzirom da je FP7 region (-395/-391) detaljno okarakterisan u studiji gde je pokazano da se za 

konsenzusnu sekvencu u okviru ovog regiona vezuje TGIF protein koji ima ulogu represora
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S0X3  gena (Mojsìn, 2008), u ovom radu je analiziran detaljnije FP4 region koji se nalazi na 

poziciji -342/-279 u odnosu na tsp.

Interesantno je istaći da je u ovom radu pokazano da FP4 region sadrži jedno od tri 

NF-Y mesta koja su detektovana u promotoru SOX3 gena (Slika 22). Studija vezana za 

ispitivanje uloge NF-Y transkripcionog faktora u regulaciji transkripcije SOX3 gena je 

pokazala da su sva tri NF-Y vezivna mesta u okviru optimalnog promotorskog regiona ovog 

gena (-427/+28Ö), funkcionalno znaòajna za regulaciju ekspresije SOX3 gena (Kovacevic 

Gntjicic et a l, 2005; Krstic et al., 2007). Izmedu ostalog, za NF-Y mesto (-330/-326) 

detektovano u okviru FP4 regiona je pokazano da je bitno za inducibilnost SOX3 gena 

retinoičnom kiselinom (Krstic et a l, 2007).

Detaljnim pregledom sekvence FP4 regiona uočena su dva CT regiona koja su 

označena kao CT region 1 (-341/-331) i CT region 2 (-315/-296) (Slika 22). Veliki je broj 

literatumih podataka u kojima su ovakve ili njima slične sekvence detektovane i funkcionalno 

okarakterisane u regulatomim regionima gena koji su bitni za óelijski rast i diferencijaciju, 

razviće i/ili reaguju na različite stimuluse {Bai and Merchant, 2000; Hasan and MacDonald, 

2002; Keates et a l, 2001; Law et a l, 1998). Na primer, za TCCCCTCCCCT sekvencu u 

okviru humanog interleukin-1 beta promo torà je pokazano da je važna i za konstitutivnu i za 

TNFa proteinom (tumor necrosis factor-alpha) indukovanu transkripcionu aktivnost ovog 

gena (Husmann et a l, 1996). Takođe, CT element u promotorskom regionu Flk-l/KDR (fetal 

liver kinase 1/ kinase insert domain receptor) gena koji kodira receptor za VEGF (vascular 

endothelial growth factor) je esencijalan za njegovu transkripcionu aktivaciju indukovanu 

mehaničkim stresom (Abumiya et a l, 2002). U drugoj studiji je utvrđeno da bazalna i cAMP- 

om indukovana ekspresija gena za biglikan (biglycan) zavisi od CT elementa na poziciji -59 u 

promotoru ovog gena (Ungefroren et a l, 1998). U najvećem broju slučajeva za pomenute 

regulatome demente se vezuju transkripcioni faktori sa cinkanim prstićima kao DNK 

vezujućim domenom.

In silico analiza FP4 regiona SOX3 gena je ukazala na prisustvo veóeg broja 

potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore sa cinkanim prstiéima u okviru oba CT 

regiona, pri čemu se ova mesta delimično ili u potpunosti preklapaju. U ovoj tezi fokusirali 

smo se na ispitivanje uloge vezivnih mesta za ZBP-89 transkripcioni faktor u regulaciji 

ekspresije SOX3 gena iz nekoliko razloga. Najpre, podaci u literaturi pokazuju da se obrasci 

ekspresije Sox3 i ZBP-89 delimično poklapaju. ZBP-89 je visoko eksprimiran u nervnoj cevi i 

gonadama oba pola tokom embrionalnog razvića misa {Takeuchi et a l, 2003) sto se poklapa 

sa profilom ekspresije Sox3 gena {Brunelli et a l, 2003; Collignon et a l, 1996; Raverot et al.,
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2005; Wood and Episkopou, 1999). Himerne miševe koji poseduju samo jedan funkcionalan 

alel za ZBP-89 i Sox3 "knock-out" miševe odlikuje sličan fenotipi hipogonadizam i sterilitet 

(.Raverot et a l, 2005; Takeuchi et al., 2003). Takođe, ekspresija ZBP-89 transkripcionog 

faktora je stimulisana brojnim ekstraćelijskim signalima kao što su retinoična kiselina, butirat 

i TGFß (tumor growth factor ß) (Bai et a l, 2002; Dawson et a l, 2001). Konačno, dva od tri 

potencijalna vezivna mesta za ZBP-89 transkripcioni faktor su evolutivno oòuvana kako po 

nukleotidnom sastavu (CCCC) tako i po poziciji kod svih ispitivanih sisarskih vrsta (Slika 

23).

Konkretno, u okviru CT regiona 1 detektovano je potencijalno ZBP-89 vezivno mesto 

na poziciji -334/-331 koje je očuvano kod svih ispitivanih vrsta dok se u CT regionu 2 nalaze 

dva blisko pozicionirana vezivna mesta (pozicije -308/-305 i -301/-298) od kojih je 3’ mesto 

očuvano samo kod primata (Slika 23) (Kovacevic-Grujicic et al., 2008a). Na osnovu svega 

navedenog smo se odlučili da ispitamo ulogu CT regiona i vezivnih mesta za ZBP-89, 

detektovanih u okviru FP4 regiona, u regulaciji ekspresije SOX3 gena u NT2/D1 ćehjskoj liniji.

5.2.5.1 Uloga CT regiona i vezivnih mesta za ZBP-89 u transkripcionoj regulaciji SOX3 

gena

U EMSA eksperimentima pokazano je da oba CT regiona formiraju specifične 

komplekse sa jedarnim proteinima kako neindukovanih, tako i retinoičnom kiselinom 

indukovanih NT2/D1 éelija (Slika 24). Kompleksi formirani sa jedarnim proteinima 

indukovanih éelija su jačeg inteziteta, sto je ukazalo na potencijalnu ulogu CT regiona u 

procesu indukcije SOX3 promotora. Takođe, oba CT regiona specifično prepoznaju i 

vezuju rekombinantni ZBP-89 protein (Slika 24). Specifičnost interakcije sa CT regionom 

1 potvrđena je u EMSA eksperimentima sa mutiranom probom, gde je narušeno 

konsenzusno vezivno mesto za ZBP-89. Mutacija je dovela do skoro potpunog gubitka 

kompleksa formiraninih sa jedarnim proteinima, kao i do potpunog gubitka sposobnosti 

vezivanja rekombinantnog ZBP-89 proteina (Slika 25). U slučaju CT regiona 2, u EMSA 

reakcijama analizirano je vezivanje proteina, kako za pojedinačne ZBP-89 mutante, tako i 

za duplog mutanta koji je jedini u potpunosti izgubio sposobnost vezivanja, kako jedarnih 

proteina NT2/D1 éelija, tako i rekombinantnog ZBP-89 proteina (Slike 26 i 27). U 

eksperimentima kompeticije sa pojedinačnim i duplim mutantima potvrđeno je da oba 

ZBP-89 mesta u okviru CT regiona 2 vezuju ZBP-89 in vitro (Slika 28).
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Mutaciona analiza konsenzusnog mesta za ZBP-89 (-334/-331) u okviru CT regio na 1 

do vela je do pada promotorske aktivnosti na 70% u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, 

ukazujući na značaj tog regiona u transkripcionoj aktivnosti SOX3 promotora (Slika 29, 

MUTI). Takođe, analizirana mutacija praktično nije dovela do pada stepena indukcije 

reporterskog konstrukta, ukazujući na to da ova sekvenca nema ulogu u indukciji SOX3 gena 

retinoičnom kiselinom (Slika 29, MUTI). Ovo se može objasniti i time da analizirana 

mutacija CT regiona 1 nije narušila nizvodno pozicionirano konsenzusno mesto za NF-Y (- 

330/-326), za koje je već utvrđeno da je veoma bitno indukciju transkripcije SOX3 gena 

(.Krstic et a l, 2007).

Funkcionalna analiza mutanta kod koga su mutirana oba blisko pozicionirana 

konsenzusna mesta za ZBP-89 (pozicije -308/-305 i -301/-298) u okviru CT regiona 2, dovela 

je do pada promotorske aktivnosti na oko 40% u neindukovanim NT2/D1 ćelijama (Slika 29, 

MUT2/3), ukazujući na to da su ova dva vezivna mesta takođe funkcionalno značajna za 

regulaciju transkripcione aktivnosti SOX3 gena. U ovom slučaju, dupla mutacija je dovela do 

pada u inducibilnosti SOX3 promotora od 2 puta (Slika 29, MUT2/3), ukazujući da su vezivna 

mesta koje prepoznaje ZBP-89 u okviru CT regiona 2 bitna i za promotorsku aktivnost u 

neindukovanim ćelijama i, delimično, za odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom 

kiselinom.

5.2.5.2 Efekat povećane ekspresije ZBP-89 u transkripcionoj regulaciji SOX3 gena

Sledeći korak u ovim istraživanjima bio je da se ispita efekat povećane ekspresije 

ZBP-89 proteina na aktivnost SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama. Kao što je ranije 

pomenuto, ZBP-89 je opšti transkripcioni faktor koji može imati ulogu i represora i aktivatora 

transkripcije zavisno od promotorskog konteksta, interakcije sa kofaktorima i kompeticije sa 

drugim transkripcionim faktorima (Bai and Merchant, 2000; Law et a l, 1998; Malo et a l, 

2006; Zhang X. et a l, 2003). U neindukovanim ćelijama, ektopično eksprimiran ZBP-89 

protein nije imao uticaja na aktivnost SOX3 promotora. Međutim, povećana ekspresija ZBP- 

89 je u potpunosti inhibirala odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom 

(Slika 30). Ovakav efekat povećane ekspresije ZBP-89 proteina na aktivnost promotorskog 

konstrukta je bio neočekivan, ako se uzme u obzir da mutacije u okviru CT regiona 2 dovode 

do pada, kako promotorske aktivnosti u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, tako i 

inducibilnosti SOX3 promotora.
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Mehanizmi preko kojih ZBP-89 ostvaruje svoju represorsku funkciju su relativno 

dobro proučeni. Najčešće ZBP-89 kompetira za vezivanje za isto ili preklapajuće vezivno 

mesto sa transkripcionim faktorima koji imaju ulogu aktivatora, što je po literaturnim 

podacima najčešće Spi (Keaìes et al., 2001; Law et al., 1998; Passantino et al., 1998). 

Matlnspector program je predvideo i dva vezivna mesta za Spi koja se preklapaju sa ZBP-89 

mestima u okviru CT regiona 2, ali analiza vezana za proučavanje uloge Spi nije sprovedena 

jer je predviđena verovatnoća vezivanja ovog transkripcionog faktora za sekvence niska (core 

simillarity - 0.807). To naravno ne isključuje mogućnost da in vivo ZBP-89 kompetira sa Spi 

za vezivanje za ovaj region. Do sada u literaturi nije opisana interakcija ZBP-89 proteina sa 

ostalim transkripcionim faktorima čija su vezivna mesta sa visokom verovatnoéom 

predviđena od strane Matlnspector programa u okviru istog regiona SOX3 promotora (cKrox, 

MZF1, ZNF219 i MAZ).

Dakle, jedno od mogućih objašnjenja dobijenih rezultata je da se u ranim fazama 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija za CT region 2 vezuje neki aktivatorski protein čije se 

vezivno mesto preklapa sa vezivnim mestima za ZBP-89. U uslovima povećane ekspresije 

ZBP-89 moguće je da on uspešno kompetira sa aktivatorom, i na taj način onemogućava 

njegovo vezivanje za CT region 2. Druga mogućnost je da povećana količina ektopično 

eksprimiranog ZBP-89 vezuje za sebe transkripcione faktore ili koaktivatore bitne za 

indukciju SOX3, smanjujući njihovu koncentraciju raspoloživu za obavljanje normalnih 

procesa u ćeliji. Naime, poznato je da ZBP-89 stupa u protein-protein interakcije sa 

koaktivatorom p300 (Bai and Merchant, 2000) za koji je utvrđeno da dovodi u vezu 

sekvencno-specifìcne transkripcione faktore sa bazalnom transkripcionom mašinerijom (Chan 

and La Thangue, 2001).

ZBP-89 transkripcioni faktor potencijalno ima represorsku ulogu u transkripcionoj 

regulaciji SOX3 gena u kasnijim fazama diferencijacije NT2/D1 ćelija. Naime, pokazano je da 

posle prvih 48h indukcije, kada dolazi do značajnog povećanja transkripcije SOX3 gena, nivo 

ekspresije dramatično pada, mada i dalje ostaje na nivou većem od onog kod neindukovanih 

ćelija (Stevanovic, 2003). Moguée je da u tom padu ekspresije SOX3 gena važnu ulogu ima 

ZBP-89, sto bi mogio biti predmet budućih istraživanja.

Rezultati prikazani u ovoj tezi omoguéili su detektovanje sekvence u okviru CT 

regiona 1 i 2 koje vezuju jedarne proteine NT2/D1 ćelija, i čije mutacije dovode do smanjenja 

promotorske aktivnosti SOX3 gena kako u neindukovanim NT2/D1 éelijama tako i u 

retinoiénom kiselinom indukovanim éelijama. Ovo se naroéito odnosi na CT region 2 koji 

ima, bar delimiéno, ulogu u odgovoru SOX3 promotora na indukciju retinoiénom kiselinom.
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Očigledno je da se za ovu sekvencu vezuju transkripcioni faktori koji imaju ulogu aktivatora, 

a čija su mesta vezivanja takođe pogođena mutacijama koje su analizzane u ovom 

istraživanju. Kao sto je pomenuto, in silico analizom smo ustanovili da se vezivna mesta za 

cKrox, MZF1, ZNF219 i MAZ preklapaju delimicno ili u potpunosti sa vezivnim mestima za 

ZBP-89 i da su i ona narušena mutacijama uvedenim u okviru CT regiona 2 (rezultati nisu 

prikazani). Iako u ovom radu nije funkcionalno ispitana potencijalna uloga cKrox, MZF1 i 

ZNF219 transkripcionih faktora kao medijatora indukcije SOX3 promotora preko CT regiona 

2, oni bi mogli da budu kandidati koji će biti proučavani u nekoj od budućih analiza.

MZF1 (myeloid zinc finger protein 1) je najpre otkriven kao transkripcioni faktor koji 

se eksprimira u hematopoetskim progenitor skim ćelijama i ima ulogu u regulaciji mijeloidne 

diferencijacije (.Morris et a l, 1994). Nedavno je pokazano da MZF1 učestvuje u regulaciji 

ekspresije gena u ćelijama nervnog sistema. Ovaj transkripcioni faktor deluje stimulatorno na 

aktivnost FGF-2 promotora (fibroblast growth factor-2) u astrocitima i HeLa ćelijama 

indukovanim apomorfinom, agonistom dopaminskog D1/D2 receptora, koji se koristi za 

prevenciju gubitka dopaminergičkih neurona in vitro (Luo et al., 2009). S druge strane, MZFl 

deluje kao represor gena za pleksin B3 (PLXNB3), neuralno eksprimiran transmembranski 

receptor značajan za razviće nervnog sistema i sinaptičku plastičnost (Tamagnone et a l, 

1999; Winberg et a l, 2001).

ZNF219 (Krüppel-like zinc finger protein 219) transkripcioni faktor je konstitutivno 

eksprimiran u različitim fetalnim i adultnim tkivima (Sakai et al., 2000). Literatumi podaci 

ukazuju da ima ulogu represora gena za HMGN1 protein (high mobility group nucleosomal 

binding protein 1) (Sakai et a l, 2003).

cKrox je transkripcioni faktor za koji je utvrđeno da može imati ulogu i represora i 

aktivatora transkxipcije. Članovi familije hcKrox gena reprimiraju transkripciju gena koji 

kodiraju proteine ekstracelulamog matriksa: a l  (I) kolagen, al(II) kolagen, fibronektin i 

elastin (Widom et a l, 2001). Nedavno su se u literaturi pojavili rezultati koji su pokazali da je 

hcKrox potentan aktivator gena za kolagen tipa I i u normalnim adultnim fibroblastima ali i u 

patofiziološkim uslovima (Kypriotou et a l, 2007). Ova aktivacija je praćena fizičkim 

interakcijama između cKrox proteina i Spi i Sp3 transkripcionih faktora.

Od svih navedenih transkripcionih faktora, opredelili smo se da u daljoj analizi 

proučimo ulogu MAZ proteina u regulaciji ekspresije SOX3 gena, sto je detaljnije 

obrazloženo u sledećem odeljku Diskusije.
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5.2.5.3 Uloga MAZ transkripcionog faktora u transkripdonoj reguladji SOX3 gena

Podaci iz literature ukazuju da MAZ protein ima ključnu ulogu u prolaznom 

povećanju ekspresije c-myc gena tokom prvih 48 h neuralne indukcije P19 embrionalnih 

karcinoma ćelija (mišiji pandan NT2/D1 ćelija) retinoičnom kiselinom (Komatsu et a l, 1997). 

Okamoto i saradnici su identifikovali MAZ i Spi kao kljucne transkripcione faktore koji se 

vezuju za GC-bogati element u okviru promotora za NR1 gen (N-methyl-D-aspartate 

(NMDA) receptor subunit type 1) koji je odgovoran za indukciju ovog promotora tokom 

neuralne diferencijacije P19 ćelija (Okamoto et al., 2002). Takođe, potencijalno vezivno 

mesto za MAZ protein, detektovano od strane Matlnspector programa, u okviru CT regiona 2, 

je evolutivno očuvano kod svili ispitivanih vrsta sisara (Slika 31 A). Detaljnom inspekcijom 

sekvence CT regiona 2 i korišćenjem raspoloživih literatumih podataka o vezivnim mestima 

za MAZ protein (Ashfield et a l, 1994; Bossone et a l, 1992; DesJardins and Hay, 1993; Song 

et al., 2001) uočeno je da postoje dva tandemska ponovka koja u potpunosti odgovaraju 

konsenzusnim mestima za MAZ protein (Slika 31B).

U EMSA i "superšift" reakcijama sa jedarnim proteinima i rekombinantnim MAZ 

proteinom pokazano je da ovaj protein specifično prepoznaje i vezuje se za CT region 2 koji 

sadrži potencijalna vezivna mesta za MAZ (Slika 32). Korišćenjem istih mutiranih proba kao 

u analizi vezivanja ZBP-89 proteina, utvrđeno je da pojedinačni mutanti MUT2 i MUT3 

vezuju rekombinantni MAZ i da samo MUT2/3 u potpunosti gubi sposobnost vezivanja 

ovog proteina (Slika 33). Takođe, u eksperimentima kompeticije sa pojedinačnim i duplim 

mutantima potvrđeno je da oba MAZ mesta, detektovana detaljnom inspekcijom sekvence 

CT regiona 2, vezuju rekombinantni MAZ in vitro (Slika 34).

5.2.5.4 Efekat povećane ekspresije MAZ proteina u transkripcionoj regulaciji SOX3 

gena

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima transfekcije pokazano da mutant 

MUT2/3, koji je potpuno izgubio sposobnost da vezuje jedarne proteine i rekombinantni 

MAZ protein, dovodi do pada, kako konstitutivne promotorske aktivnosti, tako i 

inducibilnosti SOX3 promotora (Slika 29B), sledeći korak je bio da se ispita efekat povećane 

ekspresije MAZ proteina na aktivnost SOX3 promotora u NT2/D1 ćelijama. Povećana
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ekspresija ovog proteina, u eksperimentima kotransfekcije sa ekspresionim vektorom, dovela 

je do povećanja aktivnosti reporterskog konstrukta F19R30, kako u neindukovanim tako i u 

indukovanim NT2/D1 ćelijama (Slika 35). Dobijeni rezultati ukazuju da je MAZ pozitivni 

regulator ekspresije SOX3 gena, koji ostvaruje svoju funkciju, najverovatnije, preko preko 

vezivnih mesta u okviru CT regiona 2 (Kovacevic-Grujicic et a l, 2008b).

Postoje podaci da je MAZ protein sposoban da izazove savijanje DNK za oko 77° 

(.Ashfield et a l, 1994), cime bi mogle da se omoguće interakcije između međusobno udaljenih 

regulatomih motiva i transkripcionih faktora vezanih za njih u okviru SOX3 promotora. Time 

bi se mogao objasniti stimulatomi efekat MAZ proteina na promotorsku aktivnost SOX3 gena 

(Slika 35). Doprinos ektopično eksprimiranog MAZ proteina je relativno skroman, što nije 

neobično s obzirom na kompleksan mehanizam regulacije SOX3 gena koji zavisi od većeg 

broja eis regulatomih motiva raspoređenih u modulima duž promotora i transkripcionih 

faktora koji se za njih vezuju. Verovatno bi eksperimenti kotransfekcije, gde bi istovremeno 

eksprimirali nekoliko transkripcionih faktora rasvetleli neka od pitanja vezanih za mehanizam 

transkripeione regulacije SOX3 gena.

Svi cis regulatomi regioni koji su defmisani u ovoj tezi postavili su osnovu za dalju 

identifikaeiju transkripcionih faktora koji su bili predmet paralelnih istraživanja, a pregled te 

literature biće predstavljen u sledećem odeljku Diskusije. Svi rezultati dobijeni u ovoj i u 

drugim paralelnim studijama su sumirani na Siici 36.

5.3 Mehanizmi transkripeione regulacije ekspresije SOX3 gena kao odgovor 

na indukciju retinoičnom kiselinom

U ovom radu identifikovano je nekoliko regiona za koje je pokazano da imaju ulogu u 

indukeiji SOX3 gena retinoičnom kiselinom. Dobijeni rezultati su pružili osnovu za dalja 

istraživanja, kako kontrolnih elemenata, tako i transkripcionih faktora uključenih u ovaj 

procès.Naime, paralelnim studijama urađenim u našoj laboratoriji, u okviru identifîkovanih 

regiona, definisano je nekoliko cis regulatomih elemenata preko kojih retinoična kiselina 

ostvaruje svoje pozitivno dejstvo na transkripcionu aktivnost S0X3  gena (Slika 36).

U jednoj od studija identifikovan je kontrolni element koji je, bar jednim delom, 

odgovoran za indukciju SOX3 gena retinoičnom kiselinom, pri čemu je pokazano da je 

nuklearni receptor RXRa medijator te indukcije (Mojsin et a l, 2006). Taj element predstavlja 

atipično mesto za vezivanje RXRa, koje se sastoji od dva G-bogata motiva međusobno
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udaljena 49 bp, na pozicijama -254 /-227 i -177 /-155 u odnosu na tsp (Mojsin et a l, 2006) 

(Slika 36, RXRa-RE). U eksperimentima kotransfekcije sa enhenser-zavisnim reporterskim 

konstruktima ustanovljeno je da su oba motiva neophodna za postizanje indukcije 

retinoičnom kiselinom u prisustvu RXRa, sto ukazuje da ovi elementi deluju sinergistički. 

Međutim, iako neophodan, ovaj region nije dovoljan za ostvarivanje punog efekta retinoične 

kiseline na aktivaciju SOX3 promotora.

Složenost mehanizama indukcije SOX3 gena retinoičnom kiselinom potvrđuje i studija 

koja ukazuje da je opšti transkripcioni faktor NF-Y uključen u ovaj procès. Ulogu u ovom 

regulatornom mehanizmu igraju NF-Y vezivna mesta na pozicijama -330/-326 i -250/-246 

(.Krstic et a l, 2007) koja su locirana u pozitivnom cis regulatornom regionu -427/-219, 

okarakterisanom u ovom radu (Slika 36, NF-Y). NF-Y najverovatnije igra vise uloga u ovom 

procesu: pomaže u otvaranju hromatinskih struktura na promotoru, stupa u interakcije sa 

bazalnom transkripcionom mašinerijom i interaguje sa koaktivatorima i okolnim 

transkripcionim faktorima vezanim za susedne sekvence u okviru SOX3 promotora. Dok je 

proksimalno NF-Y mesto (-105/-101) bitno za konstitutivnu promotorsku aktivnost, dva 

distalna NF-Y mesta su bitna za inducibilnost SOX3 promotora (Kovacevic Grujicic et a l, 

2005; Krstic et a l, 2007).

Nedavno je objavljena studija u kojoj je pokazano da je nuklearni receptor RXR 

glavni medijator preko kojeg retinoična kiselina ostvaruje svoje pozitivno dejstvo na 

transkripciju SOX3 gena (Nikcevic et a l, 2008). U radu je identifikovano novo DR3-like- 

RXR vezivno mesto (-Ó8/-54) preko kojeg retinoična kiselina u prisustvu RXRa proteina 

aktivira ekspresiju SOX3 gena (.Nikcevic et al., 2008) (Slika 36, DR-3-like RXR). Ovaj motiv 

se sastoji iz dva nesavršena heksamerna direktna ponovka razdvojena sa 3 bp (Nikcevic et a l, 

2008). Neposredno uzvodno od ovog regulatornog motiva, na poziciji -79/-70, funkcionalno 

je okarakterisano PBX/MEIS vezivno mesto za koje se, samo u prisustvu retinoične kiseline, 

vezuje heterodimerni kompleks PBX1/MEIS1 (Slika 36, PBX1/MEIS1) {Mojsin and 

Stevanovic, 2009). Rezultati te studije ukazuju da su PBX1 i MEIS1 proteini, takođe, 

medijatori aktivacije SOX3 gena retinoičnom kiselinom {Mojsin and Stevanovic, 2009). 

Postoje podaci koji ukazuju da PBX1/MEIS1 kompleks može da stupa u direktne interakcije 

sa nuklearnim receptorima. Naime, trijodtironinom (T3) indukovana ekspresija gena za 

malicni enzim rezultat je direktnih interakcija PBX1/MEIS1 kompleksa sa heterodimerom 

nuklearnili receptora TR/RXR {Wang et a l, 2001). Postoji mogućnost da RXRa vezan za DR- 

3-like RXR motiv i blisko pozicionirani PBX1/MEIS1 kompleks stupaju u medusobne 

interakcije i na taj način posreduju u aktivaciji SOX3 promotora retinoičnom kiselinom.
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DIS KUSU A

Ipak, iako su oba opisana motiva funkcionalno značajna, ni ona nisu dovoljna za puni efekat 

aktivacije SOX3 gena retinoičnom kiselinom s obzirom da minimalni promotorski region, koji 

poseduje ova vezivna mesta, nije inducibilan (konstrukt F17R24, Slika 11).

Iz pregleda rezultata prethodnih studija očigledno je da je mehanizam indukcije SOX3 

promotora retinoičnom kiselinom veoma složen i da veliki broj cis regulatomih elemenata 

raspoređenih duž optimalnog promotorskog regiona SOX3 gena doprinosi tom procesu. 

Takođe, na osnovu delecione analize promotor-zavisnih reporter konstrukata može se 

zaključiti da je za pun odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoicnom kiselinom 

neophodno prisustvo mnogobrojnih cis regulatornih elemenata.

U regionu +Ó7/+286 čija delecija dovodi do pada u stepenu indukcije od 2 puta do 

sada nije identifikovan nijedan element koji bi bio odgovoran za ovaj pad inducibilnosti 

(Slika 11). U ovom regionu analizzano je samo vezivno mesto za MAZ transkripcioni faktor 

na poziciji +213/+216, za koje je pokazano da vezuje kako rekombinantni MAZ tako i 

endogeni MAZ prisutan u jedarnim proteinima NT2/D1 ćelija (Kovacevic-Grujicic et a l, 

2008b) (Slika 36, MAZ). Kao sto je pomenuto, u funkcionalnom eseju, povećana ekspresija 

MAZ proteina dovodi do povećanja promotorske aktivnosti SOX3 gena, kako u 

neindukovanim tako i u indukovanim NT2/D1 éelijama (Slika 35) (Kovacevic-Grujicic et a l, 

2008b). Verovatno je aktivatorski efekat ovog proteina povezan i sa MAZ vezivnim mestom 

na poziciji +213/+216.

S druge strane, delecija -427/-219 regiona koja dovodi do značajnog pada u stepenu 

indukcije se može objasniti eliminacijom prethodno okarakterisanih cis regulatomih 

elemenata preko kojih retinoična kiselina ostvaruje svoje dejstvo (Slike 11 i 36). Naime, 

moguće je da je ovom delecijom onemogućena veza izmedu nizvodnog G-bogatog motiva (- 

177 /-155), koji ne može da funkcioniše bez uzvodnog motiva (-254 /-227) koji je obuhvaćen 

delecijom. Takođe, ovom delecijom su uklonjena i oba NF-Y vezivna mesta (-330/-326 i - 

250/-246) za koja je pokazano da su uključena u inducibilnost SOX3 promotora (Krstic et al., 

2007). Promotor-reporterski konstrukt kojem je deletiran -427/-219 region (konstrukt 

F17R30) ne odgovara na indukciju retinoičnom kiselinom, iako poseduje dva cis regulatorna 

motiva preko kojih retinoična kiselina aktivira ekspresiju SOX3 gena - DR3-like-RXR (-68/- 

54) i PBX/MEIS (-79/-70). Ovi podaci navode na zaključak da svi ovi međusobno udaljeni, 

funkcionalno okarakterisani regulatorni elementi kroz medusobne, kooperativne interakcije 

omoguéavaju pun odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom.

Literaturni podaci ukazuju na postojanje sličnih, složenih mehanizama transkripcione 

regulacije kao odgovor na indukciju retinoičnom kiselinom. U slučaju promotora za gen
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Collla.2 (collagen type IX alpha 2), odgovor na indukciju retinoičnom kiselinom se postiže 

specifičnom interakcijom između RXRß koji se vezuje za DR-4 RARE i proteina koji 

prepoznaju uzvodni D/E enhenser odgovoran za ćelijski-specifičnu ekspresiju Collla.2 gena u 

hondrocitima (Harris et al., 2004). U ovom slučaju inducibilnost promotora je modulisana ne 

samo nuklearnim receptorima i kofaktorima vezanim za RARE, već i prisustvom/odsustvom 

proteina vezanih za D/E enhenser. Takođe, pokazano je da retinoičnom kiselinom indukovana 

ekspresija blrl gena (Burkitt lymphoma receptor 1) zavisi od RARE dementa koji se sastoji 

od dva GT boksa koja vezuju RAR i RXR, ali i njihove koordinisane interakcije sa nizvodnim 

vezivnim mestima za Octl (Octamer-binding transcription factor 1), NFATc3 (nuclear factor 

of activated T cells cytoplasmic calcineurin-dependent 3) i CREB2 (Wang and Yen, 2004). 

Pretpostavlja se da retinoična kiselina indukuje formiranje multiproteinskog kompleksa na 

RARE elementu tako sto dolazi do savijanja DNK promotorske sekvence dovodeći u bliski 

kontakt međusobno udaljene regulatorne motive, cime je omogućeno transkripcionim 

faktorima vezanim za njih da interaguju sa RAR-om i RXR-om i aktiviraju transkripciju blrl 

gena (Wang and Yen, 2004). Bush i saradnici su pokazali da su za transkripcionu aktivaciju 

CD 18 gena neophodni funkcionalan RARE, pozicioniran 900 nt uzvodno od tsp, i ets i Spi 

vezivna mesta u proksimalnom promotoru (Bush et a l, 2003). Njihova istraživanja su 

pokazala da je kooperativna interakcija između nuklearnih receptora RAR-ova i 

transkripcionih faktora Spi i GABP (GA-binding protein) neophodna za pun odgovor CD 18 

gena na indukciju retinoičnom kiselinom u mijeloidnim ćelijama, a da je ta interakcija 

omogućena od strane transkripcionih koaktivatora kao što je p300 (Bush et al., 2003).
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj tezi su prikazani prvi i osnovni koraci u ispitivanju kontrolnih mehanizama 

ekspresije SOX3 gena. Analiza je obuhvatala određivanje starta transkripcije ovog gena, kao i 

definisanje minimalnog promotorskog regiona neophodnog za njegovu bazalnu transkripcionu 

aktivnost. Takođe, identìfikovani su pozitivni cis regulatorni regioni uključeni u regulaciju 

bazalne promotorske aktivnosti SOX3 gena, kao i regioni bitni za indukciju ovog gena 

retinoičnom kiselinom. Rezultati prezentovani u ovom radu su pokazali da su Spi, TJSFl, NF- 

Y i CREB ključni regulatori bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena. Takođe, pokazana 

je i uloga ZBP-89 i MAZ transkripcionog faktora u regulaciji promotorske aktivnosti SOX3 

gena. Svi cis regulatomi regioni koji su de finisani u ovoj tezi postavili su osnovu i omoguóili 

niz drugih paralelnih istraživanja vezanih za ispitivanje uloge brojnih transkripcionih faktora 

u modulaciji ekspresije SOX3 gena. Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj tezi mogu se 

izvesti sledeéi zakljucci:

1. Metodom elongacije reverznog oligonukleotida, određen je start transkripcije SOX3 gena 

čoveka. Za nukleotid od kojeg započinje transkripcija, određen je citozin na poziciji 252 nt 

uzvodno od ATG kodona SOX3 gena. Važno je istaći da je isti nukleotid određen kao start 

transkripcije ovog gena korišćenjem tri različita reverzna oligonukleotida.

2. Korišćenjem promotor-reporterskih konstrukata u eksperimentima tranzijentne transfekcije 

NT2/D1 ćelija, defmisan je da minimalni promotorski region SOX3 gena (-219/+67) koji 

sadrži regulatome elemente neophodne za njegovu bazalnu transkripcionu aktivnost. Takođe, 

daljom delecionom analizom minimalnog promotora identifikovana su dva cis regulatoma 

regiona, -219/-100 i +27/+Ó7, koja su od esencijalne važnosti za aktivnost SOX3 promotora.

3. Funkcionalnom analizom, identifikovana su dva regiona, -427/-219 i +67/+28Ó, koji sadrže 

pozitivne cis regulatorne elemente neophodne za optimalnu aktivnost SOX3 promotora. 

Prisustvo ovih regiona omoguóuje maksimalnu aktivnost reporterskog konstrukta, sto ukazuje 

na modulamu prirodu cis regulatomih elemenata uključenih u transkripcionu regulaciju SOX3 

gena.

4. Funkcionalnom analizom je pokazano da su isti regulatorni regioni (-427/-219 i +67/+28Ó) 

uključeni i u indukciju SOX3 gena retinoicnom kiselinom. Dalja preciznija analiza regiona -
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427/-219, korišćenjem enhenser-zavisnih reporter konstrukata, je pokazala da fragment -293/- 

219 poseduje pozitivne cis regulatome elemente, kao i da je -427/-293 region neophodan za 

inducibilnost SOX3 promotora.

5. Poređenje sekvenci minimalnih promotora SOX3 orto Ioga je ukazalo na izuzetno visok 

stepen evolutivne očuvanosti ovih regiona kod sisara. Takođe, poređenje sekvenci je pokazalo 

da su mesta za vezivanje Spi, USF, NF-Y i CREB proteina, kao i TATA boks, očuvani i po 

nukleotidnom sastavu i po poziciji u promotorskim regionima, kod svih analiziranih ortoioga 

sisara.

6. Mutacija TATA boksa, lociranog na poziciji -9/-5, dovela je do pada SOX3 promotorske 

aktivnosti na oko 30% u odnosu na wt, što je potvrdilo funkcionalni značaj ovog dementa u 

regulaciji transkripcije SOX3 promotora.

7. Analizom interakcija jedarnih proteina NT2/D1 ćelija i korišćenjem specifičnih antitela, 

pokazano je da se Spi, USF1, NF- Y i CREB specifično vezuju za konsenzusna mesta u 

okviru minimalnog promotorskog regiona SOX3 gena. Mutaciona analiza Spi, USF1, NF-Y i 

CREB vezivnih mesta je pokazala da su sva četiri transkripciona faktora ključni regulatori 

bazalne transkripcione aktivnosti SOX3 gena. Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju da su ovi 

proteini transkripcioni aktivatori SOX3 promotora.

8. Detaljna analiza regiona -427/-293, koji je neophodan za inducibilnost SOX3 promotora, 

otkrila je prisustvo dva CT regiona. U okviru njih, detektovana su 3 potencijalna, evolutivno 

očuvana ZBP-89 vezivna mesta koja specificano vezuju jedarne proteine neindukovanih i 

retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija, kao i rekombinantni ZBP-89 protein. 

Mutaciona analiza ZBP-89 vezivnog mesta u okviru CT regiona 1 dovodi do pada SOX3 

promotorske aktivnosti u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, dok mutacija oba vezivna mesta u 

okviru CT regiona 2 dovodi do pada i konstitutivne promotorske aktivnosti, i retinoičnom 

kiselinom indukovanog odgovora SOX3 promotora. Povećana ekspresija ZBP-89 proteina nije 

dovela do značajne pro mene u promotorskoj aktivnosti u neindukovanim NT2/D1 ćelijama, 

ali je u potpunosti inhibirala odgovor SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom.

9. Analizom interakcija jedarnih proteina NT2/D1 ćelija i rekombinantnog MAZ proteina, uz 

korišćenje specifičnih antitela, pokazano je da se za CT region 2 specifično vezuje i MAZ
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protein. Povećana ekspresija ovog proteina dovodi do povećanja promotorske aktivnosti 

SOX3 gena, kako u neindukovanim tako i u indukovanim NT2/D1 ćelijama, ukazujući na 

aktivatorsku ulogu ovog transkripcionog faktora u regulaciji ekspresije SOX3 gena.
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