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APSTRAKT

Sox3/SOX3 gen je  jedan od najranijih markera neuralnog razvića kičmenjaka, koji 
ima ključnu ulogu u održavanju populacije ćelija neuralnih progenitora. Naša ranija 
istraživanja do vela su do prve karakterizacije promotora humanog SOX3 gena i 
identifikacije kontrolnih elemenata preko kojih su opšti transkripcioni faktori NF-Y, Spi 
i USF uključeni u regulaciju ekspresije ovog gena. Rezultati predstavljeni u ovom radu 
po prvi put pokazuju da su TALE transkripcioni faktori PBX1, MEIS1 i TGIF uključeni u 
regulaciju ekspresije humanog SOX3 gena.

PBX1 i MEIS1 proteini direktno interaguju sa konsenzusnim mestom za 
vezivanje Pbx/Meis heterodimera koje je  visoko evolutivno očuvano u bazalnom 
promotoru Sox3 gena sisara. PBX1 je  prisutan u proteinskim kompleksima formiranim na 
ovom mestu sa jedam im  proteinima iz neindukovanih ćelija, dok su i PBX1 i MEIS1 
prisutni u kompleksima formiranim sa jedam im  proteinima iz NT2/D1 ćelija indukovanih 
retinoičnom kiselinom. Zanimljivo je  da je MEIS1 jedini do sada identifikovam faktor 
koji interaguje sa kontrolnim elementima SOX3 promotora tek nakon indukcije ovog 
gena retinoičnom kiselinom. Funkcionalne analize su pokazale da mutacije Pbx/Meis 
vezivnog mesta dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora u RA indukovanim NT2/D1 
ćelijama, dokpovećana ekspresija PBX1 i M EISl proteina dovodi do aktivacije SOX3 
gena kako u indukovananim tako i u neindukovanim ćelijama.

Transkripcioni faktor TGIF ostvaruje funkciju transkripcionog represora 
interakcijom sa konsenzusnim vezivnim mestom u promotoru SOX3 gena. Mutacija ovog 
mesta dovodi do povećane aktivnosti SOX3 promotora, dok povećana ekspresija 
transkripcionog faktora TGIF značajno smanjuje ekspresiju SOX3 gena u neindukovanim 
i RA indukovanim NT2/D1 ćelijama.

Prikazani rezultati po prvi put uspostavljaju funkcionalnu vezu između članova 
TALE familije transkripcionih faktora (PBX1, M EISl i TGIF) i ekspresije humanog 
SOX3 gena. Povezivanje ove dve familije trankripcionih faktora ima poseban značaj kada 
se im a u vi du njihova uloga tokom razvića nervnog sistema kičmenjaka.

Ključne redi: NT2/D1 ćelije, SOX3, PBX1, M EISl, TGIF, retinoična kiselina



ABSTRACT

Sox3/SOX3 is considered to be one o f the earliest neural markers in vertebrates, 
playing the role in specifying neuronal fate. The characterization o f SOX3 promoter was 
previously reported and it was demonstrated that general transcription factors NF-Y, Spi 
and USF are involved in transcriptional regulation of the SOX3 promoter. In this thesis 
first evidence is presented that TALE transcription factors PBX1, MEIS1 and TGIF are 
involved in the regulation o f human SOX3 gene expression.

PBX1 and MEIS1 proteins are involved in the up-regulation o f human SOX3 gene 
expression in NT2/D1 cells by direct interaction with the consensus Pbx/Meis binding 
site that is conserved in all analyzed mammalian orthologue promoters. PBX1 is present 
in the protein complex formed on this site with nuclear proteins from uninduced cells, 
while both, PBX1 and MEIS1 proteins were detected in the complex created with extract 
from retinoic acid (RA) induced NT2/D1 cells. Interestingly, MEIS1 is the only 
transcription factor demonstrated so far to interact with SOX3 promoter upon RA induced 
activation o f the SOX3 gene expression. By functional analysis it was demonstrated that 
mutations o f the P bxl/M eisl binding sites resulted in profound reduction o f the SOX3 
promoter responsiveness to RA. Finally, it was demonstrated that overexpressed Pbxl 
and M eisl increased endogenous SOX3 protein expression in both uninduced and RA 
induced N T2/D 1 cells.

Transcription factor TGIF is involved in the down-regulation o f human SOX3 
gene by direct interaction with the binding site within SOX3 promoter. Functional 
analysis showed that mutation of the TGIF binding site increased SOX3  expression while 
overexpressed TGIF decreased SOX3 expression in both uninduced and RA induced 
NT2/D1 cells.

By data presented here, for the first time, a functional link was established 
between TALE proteins, PBX1, MEIS1 and TGIF and expression o f human SOX3 gene. 
This link is o f particular interest since both TALE family members and members o f SO X  
super-family are recognized as important developmental regulators.

Key words: NT2/D1 cells, SOX3, PBX1, MEIS1, TGIF, retinoic acid
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1. UVOD

Normalno embrionalno razviće i održavanje homeostaze adultnih višećelijskih 

organizama obezbeđeno je složenim mehanizmima kontrole osnovnih éelijskih procesa koji 

obuhvataju opredeljivanje multipotentnih progenitora u pravcu odredenih éelijskih tipova, 

diferencijaciju, proliferaciju i éelijsku smrt. Ovi mehanizmi omoguéavaju da organizam 

tokom razviéa i u adultnom stadijumu raspolaže populacijom matičnih ćelija koje pod 

određenim uslovima mogu uéi u procès opredeljivanja za određenu éelijsku liniju. Procès 

opredeljivanja ukida neograničen proliferativni kapacitet i multipotentnost matičnih ćelija i 

označava ulazak opredeljenih progenitora u ireverzibilan procès koji se završava 

diferencijacijom u određeni ćelijski tip (Lefebvre et al., 2007). Mehanizam opredeljivanja 

ćelija praéen je promenom ekspresije određene grupe gena i u velikoj meri je kontrolisan 

transkripcionim faktorima specifičnim za određeni ćelijski tip. Ovi transkripcioni faktori 

pripadaju različitim proteinskim familijama: HLH proteini, POU proteini, Runt proteini, 

homeodomenski proteini, forkhead proteini i SOX proteini (Lefebvre et a l, 2007).

Ovaj rad bavi se ulogom TALE familije homeodomenskih proteina u regulaciji 

ekspresije humanog SOX3 gena. Kratka rekapitulacija objavljenih rezultata olakšaće 

razumevanje klasifikacije, evolucije i jedinstvenih karakteristika proteina koji pripadaju SOX 

i TALE familijama. Takođe, ukazaće i na značaj funkcionalnog povezivanja članova ovih 

proteinskih familija i potencijalne implikacije njihovih interakcija na embrionalno razviće 

kičmenjaka, posebno na razviée CNS-a, procès tokom kog se u neuralnim progenitorima 

poveéava ekspresija kako SOX3, tako i pojedinih članova TALE familije proteina

1.1 SO X proteini

SOX proteini evolutivno su povezani sa familijom HMG domenskih proteina 

(Wegner, 1999). HMG domenski proteini prisutni su u svim eukariotskim ćelijama. Poseduju



dva ili vise kanonskih HMG domena dugih oko 80 amino kiselina koji obezbeđuju vezivanje 

proteina za DNK (Weiss, 2001). Većina drugih proteina koji se vezuju za DNK ostvaruju ovaj 

kontakt preko velikog žljeba DNK zavojnice cime se konfomiacija DNK molekula neznatno 

menja. Zahvaljujući strukturi svog DNK vezujućeg domena, HMG domenski proteini se 

umeću u mali žljeb DNK uslovljavajući značajno savijanje DNK zavojnice pri čemu dolazi do 

širenja malog žljeba i kompresije velikog (Lefebvre et al., 2007). Promena konformacije DNK 

olakšava pristup proteinima i ubrzava formiranje enhensozoma, funkcionalno aktivnih 

kompleksa transkripcionih faktora na enhenserskim sekvencama gena (Lefebvre et al., 2007).

SOX proteini se odlikuju prisustvom jednog nekanonskog HMG domena koji je 

označen kao HMG boks domen (Lefebvre et al., 2007). Prisutni su samo и životinjskom 

carstvu, sto ukazuje da su nastali evolucijom HMG domenskih proteina. Za razliku od širokog 

profila ekspresije HMG domenskih gena, nizak nivo ekspresije Sox gena, podgrupe HMG 

boks gena, detektovan je и ograničenom broju ćelijskih tipova. HMG boks domen pokazuje 

samo 20% homologije sa predačkim, kanonskim HMG domenom ali su amino kiseline koje 

obezbedjuju konformacione promene DNK prilikom vezivanja ostale evolutivno očuvane 

(Lefebvre et a l, 2007).

Sry je prvi otkriveni Sox gen (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Njegovim 

otkrićem okončana je duga potraga za genom odgovomim za diferencijaciju rnuskog pola na 

Y hromozomu (SRY; sex-determing region on the Y chromosome). Ostali članovi ove genske 

familije otkriveni su na osnovu homologije sa Sry genom и HMG boks domenu i na osnovu 

ove karakteristike nastao je akronim Sox (SVy-related HMG box) (Gubbay et al., 1990; 

Sinclair et al., 1990; Denny et al., 1992; Wright et al., 1993). Brojevi su Sox genima 

dodeljivani na osnovu redosleda otkrivanja. Schepers i saradnici su 2002. godine izvršili 

pretraživanje sekvenci kompletnih genoma čoveka i misa i izvršili ponovnu numeraciju i 

klasifikaciju približno dvadesetak Sox gena prisutnih kod ove dve vrste (Schepers et al.,



2002). Na osnovu poređenja proteinskih sekvenci Sox geni sisara su svrstani u 8 grupa, A-H 

(Tabela 1), pri čemu je grupa В podeljena na podgrupe B1 i B2 (Lefebvre et a l, 2007).
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Tabela 1: Klasifikacija Sox gena misa, sa oznakom grupe, hromozomske pozicije kod misa i 

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

označavaju fimkcionalne domene: crni-HMG domen, uzdužne pruge-transaktivacioni, 

poprečne pruge-transrepresorski, dijagonalne pruge-dimerizacioni domen. Preuzeto iz 

Lefebvre, V et al., 2007.



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 različitih grupa pokazuju 

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

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

mogu dati primame transkripte različitih dužina i izmenjenih karakteristika (Wunderle et al, 

1996; Hiraoka et al., 1998; Lefebvre et al., 1998; Osaki et al., 1999). Sox geni su prisutni i 

kod invertebrata, tako na primer, Drosophila melanogaster ima samo pet a Caenorhabditis 

elegans osam Sox gena ali svi ovi geni imaju odgovarajuće ortologe u pomenutim grupama 

Sox gena vertebrata (Bowles et al., 2000).

1.1.1 Karakteristike SOX proteina

Većina SOX proteina ima vise funkcionalnih domena (Gubbay et al., 1992; Connor et 

al., 1995; Dunn et al., 1995; Takamatsu et al., 1995; Wright et al., 1995; Collignon et al., 

1996; Kanai et al., 1996; Kido et al., 1998; Kuhlbrodt et al., 1998; Taniguchi et al., 1999; 

Hargrave et al., 2000; Kamachi et al., 2000; Schepers et al., 2000). Najznačajniji je svakako 

HMG boks domen koji sam obezbeđuje ostvarivanje veoma značajnih funkcija: vezivanje 

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

proteina u i van jedra (Lefebvre et al., 2007) (Slika 1). Ove fìmkcije ostvaruju se preko 

sekvenci HMG boks domena koje su evolutivno visoko očuvane kod svih SOX proteina. 

Posto je HMG boks domen visoko očuvan kod SOX proteina iste grupe, a proteini različitih 

grupa pokazuju ~ 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-a visoko su evolutivno očuvani kod ortoioga i 

članova iste grupe, a potpuno različiti kod pripadnika različitih grupa (Lefebvre et a l, 2007). 

Ovi domeni uključuju transaktivacione, transrepresorske i domene odgovome za dimerizaciju





proteina (Sudbeck et al., 1996; Pusch et al., 1998). Sry gen je zanimljiv izuzetak od ovog 

pravila. Njegovi ortolozi ne pokazuju homologiju izvan HMG boks domena (Lefebvre et al., 

2007). Postoje dva pristupa u objašnjenju ovog fenomena. Po prvom SRY protein nema 

drugih funkcionalnih domena osim HMG boks-a (Lefebvre et al., 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 al., 2007). Potencijalni transaktivacioni domeni izvan HMG boks-a SRY proteina su 

opisani kod pojedinih vrsta, ali njihova funkcija nije potvrđena in vivo (Dubbi et al., 1995).

Slika 1: Shematski prikaz strukture HMG domena SOX proteina. Domen se savija u strukturu 

oblika slova L koja se sastoji od 3 ct-heliksa i ostvaruje kontakt sa malim žljebom DNK 

zavojnice, savijajući ga pod uglom od 30° do 110°. Slika prikazuje dva HMG domena vezana 

za DNK u suprotnoj orjentaciji. a-heliksi su predstavljeni cilindrima a sekvece između 

heliksa, kao i N i C terminalni domeni su predstavljeni trakama. Ugao savijanja DNK je 

predstavljen iznad HMG domena. Preuzeto iz Lefebvre, V et al., 2007.



1.1.2 Vezivanje SOXproteina za DNK

SOX i TEF/LEF-1 proteini pokazuju veću specifičnost za određene sekvence prilikom 

vezivanja za DNK od svojih evolutivnih predaka, HMG domenskih proteina (Lefebvre et al., 

2007). Ova karakteristika omogućava SOX proteinima da, iako su prisutni u maloj količini u 

ćeliji, ostvare svoje funkcije preko specifičnih sekvenci u regulatomim regionima ciljnih 

gena. In vitro eksperimenti u kojima je ispitivan afmitet SOX proteina za vezivanje za 

specifične sekvence DNK ukazali su da se SOX proteini preferencijalno vezuju za 

heksamemu sekvencu 5’ (A/T)(A/T)CAA(A/T) 3’ (Denny et al., 1992; van de Wetering et al., 

1993; Harley et al., 1994; Mertin et al., 1999). Ova sekvenca veoma je slična konsenzusnoj 

sekvenci za vezivanje TEF/LEF-1 proteina, 5’ T(A/T)(A/T)CAAG 3’ (Love et al., 1995; 

Werner et al., 1995). Na afmitet vezivanja SOX proteina utiču i nukleotidi koji okružuju 

heksamemu sekvencu, ali zahtevi za prisustvom određenih nukleotida variraju medu 

različitim SOX proteinima (Mertin et al., 1999). Na primer SOX9 i SOX17 zahtevaju 

prisustvo 5’ AG, ali im se zahtevi za nucleotide na 3’ kraju razlikuju: u slučaju SOX9 to je 3’ 

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

strukture HMG boks domena sto SOX proteinima iz iste grupe obezbeđuje da regulišu 

ekspresiju 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 al., 1998). 

Eksperimentalni podaci ukazuju da oba mehanizma funkcionišu in vivo. SOX5 i SOX6, koji 

pripadaju SoxD grupi, aktiviraju Col2al gen preko enhensera koji sadrži nekoliko mesta za 

vezivanje SOX proteina kooperativno se vezujući sa SOX9 (pripada grupi E) (Lefebvre et al., 

1998). Međutim, u promotorima Mpz i Mpb gena ovi proteini kompetiraju za vezivanje sa 

SOX9 i SOX10 ostvarujuói pri torn represorsku fimkciju (Stolt et al., 2006).

Važno je naglasiti da je otkriveno više slučajeva u kojima se SOX proteini vezuju za 

sekvence DNK koje samo delimično odgovaraju konsenzusnoj sekvenci otkrivenoj in vitro



eksperimentima (Mertin et al., 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. Gore pomenuti enhenser Col2al gena, 

za koji se vezuju SOX5, SOX6 i SOX9, poseduje 4 vezivna mesta za SOX proteine od kojih 

ni jedno ne deli homologiju sa konsenzusnim heksamerom u svih 6 nukleotida (Lefebvre et 

al., 1997; Lefebvre et al., 1998). Ova 4 mesta nalaze se u delu enhensera koji sačinjavaju 2 

invertovana ponovka od po 11 nukleotida koji mogu da formiraju nelineame strukture DNK 

(Lefebvre et al., 1997; Lefebvre et al., 1998). Konformacija DNK u regionima gde se nalaze 

nekonsenzusne sekvence može da bude jedan od kriterijuma po kojima SOX proteini vrše 

selekciju mesta za vezivanje. Činjenica da se SOX proteini in vivo vezuju za DNK sekvence 

koje ne odgovaraju u potpunosti konsenzusnom mestu otkrivenom in vitro otežavaju 

pronalaženje potencijalnih ciljnih gena ovih proteina. Potencijalna vezivna mesta za SOX 

proteine ne mogu se otkriti samo na osnovu sekvence DNK, po čemu se razlikuju od vedine 

drugih transkripcionih faktora. Sve dok se ne otkriju svi kriterijumi po kojima SOX proteini 

vrše selekciju vezivnih mesta na DNK biće teško identifikovati sve ciljne gene u ciju 

regulaciju ekspresije su ovi proteini ukljudeni.

1.1.2.1 Konformacione promene DNK izazvane vezivanjem SOX proteina

Pokazano je da LEF-1 protein ima kljudnu arhitektonsku ulogu u formiranju aktivnog 

transkripcionog kompleksa na enhenseru gena za T delijski receptor alfa (TCRoì) (Giese et al., 

1995). Prilikom formiranja ovog enhensozoma, LEF-1 se vezuje za DNK i izaziva veoma 

ostro savijanje zavojnice koje dovodi do bliskog kontakta proteina vezanih za veoma udaljene 

sekvence na lineamoj DNK (Lefebvre et al., 2007). Iako SOX proteini takođe izazivaju 

savijanje DNK i verovatni imaju znadajnu ulogu u formiranje enhensozoma, ovakav primer 

uloge SOX proteina kao arhitektonskih faktora još nije potvrđen in vivo. U prilog hipotezi da



je promena konformacije DNK jedna od osnovnih funkcija SOX proteina idu podaci о 

specifičnim mutacijama SOX proteina. Kod čoveka su opisane mutacije u SRY i SOX2 genu, 

povezane sa patološkim fenotipom, koje ne utiču na njihovo vezivanje za DNK već selektivno 

pogadaju sposobnost ovih proteina da izazovu konformacione promene DNK (Scaffidi and 

Bianchi, 2001).

Ugao savijanja DNK zavojnice prilikom vezivanja SOX proteina varira od 30° do čak 

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 

tercijame strukture. Fleksibilna struktura HMG boks domena predstavlja veoma ekonomičan 

način da u mnogobrojniim ćelijskim tipovima dvadesetak SOX proteina organizuje veoma 

različite tipove enhensozoma.

1.1.3 Interakcije sa drugim proteinima

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

različitim transkripcionim faktorima (Kamachi et al., 2000; Wilson and Koopman, 2002). Ova 

osobina SOX proteina prvi put je otkrivena, i do sada najbolje okarakterisana, na enhenseru 

Fgf4 gena koji je specifično aktiviran u embrionalnim matičnim ćelijama i embrionalnim 

karcinoma ćelijama (Yuan et al., 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 drugim slučajevima 

aktivacije gena specifično eksprimiranih u matičnim ćelijama, uključujući i Sox2 gen



(Tomioka et al., 2002). Transkripcioni faktori sa kojima SOX2 ostvaruje interakcije u drugim 

ćelijskim tipovima su Рахб u ćelijama sočiva (Kamachi et al., 2001) i Brn2 u neuralnom 

primordijumu (Tanaka et al., 2004).

Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima odvijaju se preko 

domena za vezivanje za DNK. Efikasnost ovih proteinskih interakcija na DNK verovatno je 

povezana sa činjenicom da se SOX proteini vezuju za mali, a većina ostalih transkripcionih 

faktora za veliki žljeb DNK zavojnice (Lefebvre et al., 2007).

In vitro je pokazano da SOX proteini ostvaruju interakcije sa različitim 

transkripcionim faktorima: homeodomenskim proteinima, proteinima koji poseduju Zn- 

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 al., 2003). Na ovaj način HMG boks učestvuje u formiranje 

enhensozoma, ne samo promenom konformacije DNK, već i direktnom interakcijom sa 

razlicitim tipovima transkripcionih faktora.

1.1.4 Lokalizacija SOX proteina и ćeliji

HMG boks SOX proteina sadrži dva domena koji obezbeđuju lokalizaciju ovih 

proteina u jedru. Ovi domeni (NLS-Nuclear Localisation Signal) su međusobno nezavisni i 

evolutivno visoko očuvani kod svih SOX proteina (Sudbeck and Scherer, 1997). HMG 

boksovi gena iz SoxE grupe, pored signala za ulazak proteina u jedro, poseduju i signal za 

izlazak proteina iz jedra u citoplazmu (Gasca et al., 2002). Još uvek je nejasno da li je 

transport SOX proteina između citoplazme i jedra generalni mehanizam regulacije aktivnosti 

ovih proteina. SOX 9 je lokalizovan u citoplazmi u nediferenciranim gonadama embriona i 

ranim stadijumima diferencijacije ženskih gonada (Morais da Silva et al., 1996), dok je SOX2



detektovan u citoplazmi ćelija unutrašnje ćelijske mase blastocista (Avilion et a l, 2003). 

Osim u ovim slučajevima i SOX2 i SOX9, kao i svi ostali proteini ove familije, smatraju se 

jedamim proteinima.

1.1.5 Transaktivacija i transrepresija

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

SOX proteina, poseduju veoma jak transaktivacioni domen na svom C terminusu. Ovaj 

domen SOX2 i SOX9 proteina fizički interaguje sa transkripcionim koaktivatorima CBP/p300 

što je još jedan mehanizam preko koga SOX proteini učestvuju u aktivaciji enhensozoma 

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

U tumačenju mehanizama transaktivacije i transrepresij e 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 HMG boks 

domena i imaju preklapajući profil ekspresije: transrepresori 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 SOX proteina B l podgrupe za vezivanje za DNK, već i direktnim interakcijama 

preko domena na C terminusu (Uchikawa et al., 1999).

SOX15 (jedini clan G grupe SOX proteina) funkciju represije takođe ostvaruje 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 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 CtBP2 preko kratkog motiva 

PLNLSS koji se nalazi van HMG boks domena (Lefebvre et al., 2007), dok u beta ćelijama 

pankreasa interaguju sa Pdxl proteinim preko HMG boks-a. U oligodendrocitima SOX5 i 

SOX6 kompetiraju sa SOX proteinima E grupe (SOX 8, 9 i 10) za vezivanje za DNK (Stolt et 

al, 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).

1.1.6 Homodimerizacija

Homodimerizacija SOX proteina do sada je opisana kod članova SoxD i SoxE grupe 

(Lefebvre et al., 2007). Proteini SoxD grupe poseduju dva evolutivno očuvana domena koji 

obezbeđuju homodimerizaciju u prisustvu ili u odsustvu DNK i omoguéavaju visoko efikasno 

vezivanje za susedna konsenzusna mesta (Lefebvre et al., 1998). Takođe, posto se 

homodimerizacija ne odvija preko HMG boks domena, moguće su interakcije sa drugim 

transkripcionim faktorima. SoxE proteini takode formiraju homodimere, ali nakon vezivanja 

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

(Schlierf et al., 2002). Zanimljivo je da mutacija ovog regiona u humanom SOX9 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 al., 2003).



1.1.7 Posttranslacione modifikacije

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

različitim tipovima posttranslacionih modifikacija. Mnogi SOX proteini poseduju 

potencijalna mesta za fosforilaciju, ali je do sada potvrđena samo fosforilacija SOX9 proteina 

kinazom A na dva mesta u regionima oko HMG boksa (Huang et al., 2000). Ova modifikacija 

SOX9 proteina dogada se u hrskavici (Huang et al., 2001) i tokom razvića muških gonada 

(Malki et al., 2005) gde omogućava translokaciju proteina u jedro.

SOX3, SOX4, SOX6 i SoxE proteini mogu biti modifikovani sumoilizacijom ili 

ubikvitinacijom in vitro, cime se menjaju karakteristike ovih proteina: stabilnost, éelijska 

lokalizacija, transaktivacioni potencijal i afmitet za vezivanje za DNK (Savare et al., 2005).

1.2 Funkcije Sox gena in vivo

Sox geni imaju značajnu ulogu u brojnim regulatomim mehanizmima tokom 

embrionalnog razvića i učestvuju u ključnim fiziološkim procesima tokom adultnog života 

kičmenjaka (Lefebvre et a l, 2007). U Tabeli 2 dat je sažet pregled funkcija Sox gena misa 

koje su potvrđene in vivo.



G r u p a G e n U l o g a

A Y /y •  D e t e r m i n a c i j a  p o l a  ( P o l a n c o  a n d  K o o p m a n ,  2 0 0 7 )

•  R e g u l a c i j a  a k t iv n o s t i  m o z g a  ( D e w i n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

B 1

S o x l
•  R a z v i ć e  o k a  ( K o n d o h  e t  a l ,  2 0 0 4 )

•  N e u r o g e n e z a  ( B y l u n d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  P e v n y  a n d  P l a c z e k ,  2 0 0 5 )

S o x 2

•  O d r ž a v a n j e  p l u r i p o t e n t n o s t i  E S  ć e l i j a  ( A v i l i o n  e t  a l . ,  2 0 0 3 )

•  N e u r o g e n e z a  ( P e v n y  a n d  P l a c z e k ,  2 0 0 5 ;  W e g n e r  a n d  S to l t ,  2 0 0 5 )

•  R a z v i ć e  o k a  ( K a m a c h i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  K o n d o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

•  R a z v i ć e  h i p o f i z e  ( K e l b e r m a n  e t  a l .  2 0 0 6 )

•  R a z v i ć e  č u ln ih  k v r ž i c a  ( O k u b o  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

So x 3

•  N e u r o g e n e z a  ( B y l u n d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  P e v n y  a n d  P l a c z e k ,  2 0 0 5 )

•  R a z v i ó e  o k a  ( K a m a c h i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  K o n d o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

•  R a z v i ó e  h i p o f i z e  ( R i z z o t i  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

» R a z v i ó e  g o n a d a  ( W e i s s  e t  a l . ,  2 0 0 3 )

B 2

S o x l  4
•  N e u r o g e n e z a  ( S a n d b e r g  e t  a h ,  2 0 0 5 )

Sox21
•  N e u r o g e n e z a  ( S a n d b e r g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

C

S o x 4

•  K a r d ì o g e n e z a  ( S c h i l h a m  e t  a l . ,  1 9 9 6 )

•  L i m f o p o e z a  ( S c h i l h a m  e t  a l . ,  1 9 9 7 )

•  R a z v i ó e  p a n k r e a s a  ( W i l s o n  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  N e u r o g e n e z a  ( B e r g s l a n d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

S o x l l

•  K a r d i o g e n e z a  ( S o c k  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

•  R a z v i ó e  o k a ,  p lu ó a ,  p a n k r e a s a ,  s k e l e t a  i s l e z i n e  ( S o c k  e t  a l ,  2 0 0 4 )

•  N e u r o g e n e z a  ( B e r g s l a n d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

S o x l  2 •  N e p o z n a t a

D

S o x 5

•  R a z v i ó e  s k e l e t a  ( S m i t s  e t  a l . ,  2 0 0 1 )

•  R a z v i ó e  n e r v n e  k r e s t e  ( P e r e z - A l c a l a  e t  a l ,  2 0 0 4 )

•  G l i o g e n e z a  ( S to l t  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

S o x 6

•  F u n k c i j e  s r e a  ( H a g i w a r a  e t  a h ,  2 0 0 0 )

•  R a z v i ó e  s k e l e t a  ( S m i t s  e t  a l . ,  2 0 0 1 )

•  G l i o g e n e z a  ( S t o l t  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

•  E r i t r o p o e z a  ( D u m i t r i u  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Y i  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

S o x l3
•  L i m f o p o e z a  ( M e l i c h a r  e t  a l . ,  2 0 0 7 )

E

S o x 8

•  G l i o g e n e z a  ( S t o l t  e t  a l . ,  2 0 0 4  a n d  2 0 0 5 )

•  R a z v i ó e  t e s t i s a  ( C h a b o i s s i e r  e t  a h ,  2 0 0 4 )

•  O s t e o g e n e z a  ( S c h m i d t  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  F o r m i r a n j e  n e r v n e  k r e s t e  ( М а к а  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  O 'D o n n e l l  e t  a l . ,  2 0 0 6 )



G r u p a G e n U l o g a

S o x 9

•  D e t e r m i n a c i j a  p o l a  ( B a r r i o n u e v o  e t  a l . ,  2 0 0 6 a ;  K o b a y a s h i  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  H o n d r o g e n e z a  (B i  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  A k i y a m a  e t  a l . ,  2 0 0 2 )

•  R a z v i ć e  n e r v n e  k r e s t e  ( C h e u n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  G l i o g e n e z a  ( S t o l t  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  W e g n e r  a n d  S to l t ,  2 0 0 5 )

•  O d r ž a v a n j e  ć e l i j a  n o t o h o r d a  ( B a r r i o n u e v o  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

•  K a r d i o g e n e z a  ( A k iy a m a  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

•  F o r m i r a n j e  u n u t r a š n j e g  u h a  ( T a y l o r  a n d  L a B o n n e ,  2 0 0 5 )

•  F o r m i r a n j e  f o l i k u l a  d la k e  ( V i d a l  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  R a z v ió e  p a n k r e a s a  ( S e y m o u r  e t  a l . ,  2 0 0 7 )

•  R a z v i ó e  e p i t e l a  c r e v a  ( M o n i o t  e t  a l . ,  2 0 0 4 )

S o x lO
•  R a z v i ó e  n e r v n e  k r e s t e  ( W e g n e r  a n d  S to l t ,  2 0 0 5 ;  K e l s h  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

•  F o r m i r a n j e  u n u t r a š n j e g  u h a  ( T a y l o r  a n d  L a B o n n e r 2 0 0 5 )

F

S o x 7
•  K a r d i o g e n e z a  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

S o x l  7
•  F o r m i r a n j e  e n d o d e r m a  ( K a n a i - A z u m a  e t  a l . ,  2 0 0 2 )

•  A n g i o g e n e z a  ( M a t s u i  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

S o x l8

•  K a r d i o g e n e z a  ( P e r m is i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )

•  A n g i o g e n e z a  ( D o w n e s  &  K o o p m a n ,  2 0 0 1 ;  M a t s u i  e t  a l . ,  2 0 0 6 )

•  R a z v i ó e  f o l i k u l a  d l a k e  ( P e r m is i  e t  a l . ,  2 0 0 0 )

G S o x l  5 •  R e g e n e r a c i j a  s k e l e t n e  m u s k u l a t u r e  ( L e e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  M e e s o n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )

H S o x 3 0 •  n e p o z n a t a

Tabela 2 : Pregled funkcija Sox gena misa koje su potvrđene in vivo. Preuzeto iz Lefebvre, 
V et al., 2007.

1.2.1 Onkogeni potency al Sox gena

Pokazano je da mnogi proteini koji imaju ulogu u kontroli razvića, poseduju onkogeni 

potencijal, kao i da brojni geni prvobitno identifikovani kao protoonkogeni učestvuju u 

procesima vezanim za diferencijaciju (Dong et al., 2004). Ovakvi proteini pripadaju grupama 

sekretomih proteina (Dong et a l, 2004), transmembranskih proteina (Alberti et al., 2003), 

proteina uključenih u puteve signalne transdukcije (Wicking et al., 1999; Classon and Harlow, 

2002; Lustig and Behrens, 2003) i transkripcionim faktorima (Lu et al., 1995; Barr, 1997; 

Chang et al., 1997). Brojni podaci ukazuju na onkogeni potencijal članova SOX familije 

(Dong et al., 2004).



Jednu od retkih direktnih studija onkogenog potencijala Sox gena izveli su Xia et al. 

(Xia et al., 2000). U toj studiji je  pokazano da ektopična ekspresija Sox3 gena u fibroblastima 

embriona pileta dovodi do onkogene transformacije ovih ćelija. Takođe je pokazano da je za 

procès transformacije neophodno prisustvo kako HMG, tako i transaktivacionog domenaSoxJ 

gena. Ova studija međutim nije dala odgovor na pitanje da li je uticaj delecija ovih domena na 

onkogeni potencijal zasnovan na njihovoj funkcionalnoj aktivnosti ili na konformacionim 

promenama mutiranih proteina (Xia et a l, 2000). Uloga Sox3 u tumorogenezi potvrdena je i u 

ispitivanjima mišijeg T ćelijskog limfoma (Kim et a l, 2003). Naime, Sox3 gen je bio jedno od 

brojnih mesta retrovirusne insercije koja indukuje ovaj tip maligne transformacije (Kim et a l, 

2003). Takođe, ekspresija SOX1, SOX2, SOX3 i SOX14 je povećana u ćelijama karcinoma 

pluća, a sva četiri proteina su prisutna i u serumu pacijenata obolelih od SCLC (small cell 

lung cancer) (Gure et a l, 2000). U normalnom razviću, ekspresija ova četiri SOX  gena 

detektovana je tokom ranih faza razvića, da bi u adultnim tkivima došlo do značajnog pada 

njihove ekspresije (Gure et a l, 2000). Opisani rezultati su u skladu sa hipotezom da je 

maligna transformacija cesto posledica reverzije procesa koji prate normalno razviće.

Članovi C grupe Sox gena, SOX4 i SOX11, eksprimirani su u visokom nivou kod 

klasičnog meduloblastoma (Lee et al., 2002), anaplastičnog oligodendroglioma i glioblastoma 

(Dong et a l, 2004). Povećana ekspresija SOX4 detektovana je u brojnim drugim tipovima 

tumora: SCLC (small cell lung cancer) (Friedman et al., 2004), malignitetima pankreasa, 

ovarijuma i prostate (Lee et al., 2002), adenoidnom cističnom karcinomu (Frierson et al., 

2002), kao i éelijskim linijama kancera dojke (Graham et al., 1999).

Brojne studije ukazuju na onkogeni potencijal gena koji pripadaju SoxE i SoxD grupi. 

Opsežna studija ekspresije ovih gena u humanim gliomima pokazuje povećan nivo SOX6, 

SOX8 i SOX13 gena u oligodendrogliomima (Schlierf et al., 2007). Visok nivo ekspresije 

SOX6 gena zabeležen je u éelijama glije i fetalnom mozgu dok je ekspresija u adultnom



mozgu veoma slaba (Schlierf et al., 2007). Otuda i profil ekspresije ovog gena u 

malignitetima vezanim za nervni sistem zavisi od tipa ćelija u kojima je došlo do maligne 

transformacije (Ueda et a l, 2004). Тако je visok nivo ekspresije SOX6 zabeležen kod tumora 

koji su nastali od multipotentnih, progenitorskih éelija nervnog sistema, dok u tumorima 

poreklom od diferenciranih nervnih éelija ekspresija ovog gena ili nije detektovana ili je slaba 

(Ueda et a l, 2004). Gubitak heterozigotnosti na hromozomima lp  i 19q dovodi do povećanja 

nivou iRNK za SOX8 (Schlierf et a l, 2007). Promena ekspresije SOX8 primećena je kod 

astrocitoma, ali ne i kod glioblastoma (Schlierf et a l,  2007). EST analiza ukazuje na 

ekspresiju SOX10 u anaplastičnim oligodendrogliomima (Dong et a l, 2004).

Različite analize (Northern blot, RT-PCR) ukazuju na visok nivo iRNK specifične za 

SOX18 u ćelijskim linijama gastrointesinalnog trakta, pankreasa i embrionalnih tumora 

(Saitoh and Katoh, 2002). EST analiza takođe ukazuje na visok nivo ekspresije SOX18 u 

melanomu, karcinom pankreasa, neuroblastomu (Dong et a l, 2004). Izučavanje onkogenog 

potencijala SOX18 gena komplikuje činjenica da je ovaj gen eksprimiran u endotelijalnim 

ćelijama i tokom neovaskularizacije (Perniisi et al., 2000; Darby et al., 2001). Otuda je teško 

razgraničiti da H je SOX18 marker tumorskih éelija ili je rezultat procesa angiogeneze u 

tumoru.

Jedna od važnih karakteristika imortalizovanih éelija je amplifikacija gena koja nastaje 

kao posledica hromozomske nestabilnosti. Mesta amplifikacije ukazuju na regione genoma u 

kojima mogu biti locirani potencijalni onkogeni ukljuéeni u tumorogenezu (Savelieva et a l, 

1997). Tako pozicija SOX18 (20ql3.3) predstavlja region čija je amplifikacija povezana sa 

kancerom dojke (Collins et a l, 1998), kolona (Schlegel et a l, 1995) i ovarijuma (Iwabuchi et 

a l, 1995). Potrebna su dodatna istraživanja da bi se utvrdilo da li je SOX18 povezan sa 

uzrocima navedenih transformacija.



Pokazano je da se broj kopija SOX2, SOX4 i SOX5 gena poveéava u tumorskim 

ćelijama. Broj kopija SOX2 gena povećan je u ćelijama kancera prostate (Sattler et al., 2000) 

a SOX4 u ćelijama karcinoma mokraćne bešike (Bruch et al., 2000). SOX5 je jedan od tri 

otkrivena gena koji su smešteni u regionu amplifikacije na kratkom kraku hromozoma 12 u 

testikulamom karcinomu (Zafarana et al., 2002). Medutim EST analiza je ukazala da je SOX5 

eksprimiran i u normalnom tkivu testisa, pa su dodatna istraživanja neophodna da bi se 

utvrdilo eventualno poveéanje ekspresije ovog gena tokom maligne transformacije (Dong et 

al., 2004).

Navedeni literatumi podaci jasno pokazuju brojne primere povezanosti SOX 

transkripcionih faktora i pojave karcinoma kod čoveka. Međutim, još uvek nema podataka 

koji bi direktno povezali mutacije u SOX  genima sa procesima tumorogeneze ili mišijih 

modela koji bi dokazali da je neki SOX  gen uzročnik maligne transformacije. Takođe, 

povećana ekspresija Sox transgena u mišu nije ukazala na vezu ekspresije Sox gena i kancera 

(Dong et al., 2004).

Svi ovi rezultati nedvosmisleno povezuju ekspresiju brojnih Sox gena sa progresijom 

različitih tumora, potvrđujući njihov onkogeni potencijal. Međutim, uloga Sox gena kao 

uzročnika maligne transformacije nije dokazana. Ipak, i na ovom stadijumu istraživanja SOX 

proteini služe kao tumor marked i koriste se za bolju dijagnostiku, klasifikaciju i prognostiku 

različitih tumora kod čoveka (Dong et al., 2004).

1.3 Sox3 gen

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

transkripcionih aktivatora (Stevanovic et al., 1993; Uchikawa et al., 1999). Pojedine 

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

najveću homologiju sa HMG domenom Sry gena (Wegner, 1999). Takođe, ova dva gena su



jedini dianovi Sox familije locirani na polnim hromozomima (Y pll.3 za SRY  i Xq27.1 za 

SOX3) (Goodfellow and Lovell-Badge, 1993; Stevanovic et a l, 1993). Pojedine evolutivne 

studije ukazuju da Sry gen vodi poreklo upravo od Sox3 gena (Graves, 1998; Weiss et a l, 

2003).

Humani SOX3 gen imajedan egzon dužine 1125 bp. Produkt ovog gena je protein koji 

se satoji od 446 amino kiselina i karakteriše ga prisustvo domena karakterističnih za članove 

SOX familije (Stevanovic et al., 1993). To su pre svega HMG domen (79 amino kielina), 

region visoke homologije izmedu proteina SoxB grupe (Group В homology) i SOX123C 

domen (region visoke homologije između članova SoxBl subgrupe) na C terminusu (Katoh 

and Katoh, 2005). Takođe, u okviru SOX3 proteina su detektovani NLS motivi koji 

omogućavaju transport ovog proteina u jedro (Stevanovic et al., 1993).

Humani SOX3 protein se odlikuje i prisustvom homopolimemih nizova: 

poliglutaminski niz na N terminusu, poliprolinski i 4 polialaninska niza na C terminusu 

(Stevanovic et al., 1993). Veoma je interesantna evolucija polialaninskih nizova SOX3 

proteina kičmenjaka koji su očuvani kod sisara, dok se na nivou kičmenjaka može pratiti 

povećanje broja alaninskih nizova, kao i broja alanina u okviru pojedinačnih nizova tokom 

evolucije (Wallis et al., 2007). Ovo nam ukazuje da polialaninski nizovi mogu imati značaj u 

regulaciji funkcije SOX3 proteina. Indikativno je i to sto su promene na nivou polialaninskih 

nizova humanog SOX3 gena povezane sa patološkim fenotipom (Laumonnier et al., 2002; 

Woods et al., 2005; Salemi et al., 2007). О poremećajima funkcije SOX3 gena izazvanim 

promenama na nivou polialaninskih traktova biće vise redi u nastavku ovog teksta, u delu koji 

se bavi mutaci] ama SOX3 gena.

Ekspresija humanog SOX3 gena je detektovana u fetalnim i adultnim tkivima, i to u: 

fetalnom mozgu, kicmenoj moždini, nadbubrežnim žlezdama, jetri, timusu, slezini, pankreasu, 

kao i adultnim testisima, jetri, slezini i srcu, dok je najviši nivo ekspresije pokazan RT-PCR



analizom u moždanom tkivu (Stevanovic et a l, 1993). SAGE analiza (SAGE-Serial Analysis 

of Gene Expression) pokazuje vrlo visok nivo ekspresije u pankreasu.

Funkcije humanog SOX3 gena uglavnom su izučavane praćenjem patoloških fenotipa 

koji se javljaju kao posledica mutacija ovog gena. Razlog leži u nemogućnosti izučavanja 

regulacije ekspresije i funkcije SOX3 gena tokom embrionalnog razvića čoveka. To je 

uslovilo upotrebu permanentnih ćelijskih linija koje predstavljaju model sistem neurogeneze, i 

korišćenje transgenih životinja u kojima je analizirana aktivnost ortoioga SOX3 gena tokom 

embrionalnog razvića kičmenjaka. Pregled rezultata dobijenih ovakvim analizama biće dat u 

narednim poglavljima.

1.3.1 Mutacije SOX3 gena

Poremećaji funkcije SOX3 gena proučavani su praćenjem efekata mutacija u okviru 

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

ekspresije SOX3 gena u embrionalnim i adultnim tkivima, posledice aberantne ekspresije 

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

i reproduktivnog sistema kičmenjaka (Rizzoti and Lovell-Badge, 2007).

Brojni slučajevi X-vezanog hipopituarizma povezani su sa duplikacijom regiona 

Xq26-27 (Rizzoti et al., 2004). Pokušaji da se preciznije defmiše 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 al., 2002), a zatim na region od 685,5 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 potvrđuje da je 

duplikacija SOX3 povezana sa fenotipom hipopituarizma (Woods et al., 2005). Takođe je 

pokazano da je  ekspanzija od 7 alanina u okviru prvog polialaninskog trakta SOX3 proteina



(na poziciji od 234. do 248. amino kiseline), koja dovodi do gubitka funkcionalnosti proteina 

usled promenjene lokalizacije, povezana sa hipopituitarizmom (Woods et al., 2005). Ovi 

podaci ukazuju da svaka promena nivoa SOX3 proteina (smanjenje ili povećanje) dovodi do 

poremećaja tokom razvića hipotalamo-pituitame ose organizma i da rezultuje fenotipom 

hipopituarizma (Woods et al., 2005). Zanimljivo je da u opisanim slučajevima ekspanzije 

polialaninskih nizova nije zabeležena mentalna retardacija kód analiziranih pacijenata (Woods 

et a l, 2005).

Još jedna studija povezanosti mentalne retardacije i mutacija SOX3 gena pokazala je 

da delecija od 6 bp u prvom polialaninskom traktu, koja ne menja okvir čitanja i dovodi do 

gubitka 2 alanina, nije povezana sa mentalnom retardacijom (Salemi et a l, 2007).

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

retardacijom pokazala je prisustvo mutacija u SOX3 genu kod 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 

öitanja, dovodi do ekspanzije polialaninskog trakta za 11 amino kiselina (Laumonnier et a l, 

2002). Nosioci ove mutacije su niskog rasta usled potpunog odsustva hormona rasta i imaju 

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 a l, 2002). Zanimljivo je da je deda ovih dečaka po majci, 

koji je nosilac iste mutacije, zdrav. Svi pomenuti nosioci ove mutacije imaju normalan nivo 

hormona rasta (Laumonnier et a l, 2002).

Fenotipske posledice mutacija u polialaninskim traktovima SOX3 proteina ukazuju na 

značaj ovog regiona za funkcionalnu aktivnost ovog proteina. Korelacija ekspanzije 

polialaninskih traktova i kongenitalnih poremećaja opisana je u slučaju osam razliöitih gena 

(Amiel et a l, 2003). Poznato je da ekspanzije dovode do formiranja nesolubilnih proteinskih



agregata u slučaju PABPN1 proteina (polyadenine-binding protein nuclear 1) (Brais et a l, 

1998), dok je kod HOXD13 (Albrecht et a l, 2004) zabeležena promena pozicije proteina iz 

jedra u citolazmu gde se, i u ovom slučaju, formiraju agregati. Međutim, mehanizmi preko 

kojih proteinski agregati dovode do pojave kongenitalnih poremećaja još uvek nisu dovoljno 

istraženi (Wong et a l, 2007). Otuda je veoma interesantna analiza funkcionalnih 

karakteristika mutiranih SOX3 proteina koji nose, već opisàne, ekspanzije od 7 i 11 alanina 

(Wong et a l, 2007). Studija je pokazala da oba mutantna proteina formiraju agregate u 

citoplazmi i perijedamom prostoru (Wong et a l, 2007). Aktivnost mutiranih proteina kao 

transkripcionih faktora je promenjena i njihov kapacitet inhibicije beta-katenina je smanjen 

(Wong et al., 2007). Ovim se menja eflkasnost Wnt signalnog puta u neuralnim progenitorima 

što može dovesti do promene fiinkcije duž hipotalamo-pituitarne ose CNS-a, tj. pojave 

hipopituaritizma (Wong et a l, 2007).

Eksperimenti na transgenim miševima omoguéili su detaljniju analizu funkcije Sox3 

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

je ovaj gen neophodan za morfogenezu hipotalamisa i hipofize i da obezbeđuje normalne 

funkcije duž hipotalamo-hipofizne ose (Rizzoti et al., 2004). Sox3TY miš ima patuljasti rast, 

smanjenje količine hormona hipofize i patološke promene u morfologiji hipotalamusa i 

hipofize (Rizzoti et a l, 2004). Ovi defekti su posledica nenormalnog razvića ventralnog 

diencefalona koji pokazuje hipoplastičnost i nepravilnu organizaciju. Pored toga, ovi mutanti 

pokazuju niz drugih nepravilnosti u razvióu CNS-a što potvrđuje ključnu ulogu Sox3 gena u 

neurogenezi (Rizzoti et a l, 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 l, 2003), sto je u skladu sa nepravilnostima u morfologiji zuba i lica kod nekih 

pacijenata nosilaca SOX3 mutacija (Hamel et a l, 1996).



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

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

(Shen and Ingraham, 2002; Weiss et ab, 2003). SOX3 je detektovan i u gonadama kod kojih 

ne postoje germinativne ćelije (Collignon et a l, 1996), što potvrđuje ekspresija ovog gena u 

somatskim ćelijama. Međutim, kod pileta je Sox3 detektovan u primordijalnim germinativnim 

éelijama oba pola (Uchikawa et al., 1999), pa se ne može išključiti potencijalna ekspresija u 

germinativnim éelijama. Kod adulta SOX3 je eksprimiran u testisima (Weiss et al., 2003). 

Miševi kod kojih je deletiran Sox3 razvijaju genetički određen pol, tj. nije detektovana 

reverzija pola. Međutim, ženske jedinke imaju folikulamu atreziju i smanjenu fertilnost 

(Weiss et al., 2003). Mužjaci kod kojih je ovaj gen deletiran 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 razviée oocita i diferencijaciju testisa i 

gametogenezu u njima.

Kod čoveka velika delecija regiona X hromozoma koji sadrži i SOX3 gen kod nekih 

pacijenata dovodi do smanjenja velieine testisa (Raverot et al., 2004). Medutim, nije 

potvrđena veza izmedu mutaeija SOX3 gena i idiopatskog steriliteta muškaraca (Raverot et 

al., 2004).

Proučavanje efekata mutaeija 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 

afmitetom (Collignon et al., 1996). Sva cedri proteina su tokom razviéa eksprimirana u 

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

proteina nisu jasno defmisane pa je teško utvrditi uloge pojedinih faktora usled njihove
•V .

funkcionalne redudantnosti (Bergstrom et al., 2000) i smrti embriona na ranim stadijumima 

razviéa kod pojedinih delecionih mutanata (Avilion et al., 2003). Takođe, ciljni geni koji su



regulisani ovim transkripcionim faktorom u neuralnim progenitorima i nizvodni signalni 

putevi u koje je Sox3 gena uključen nisu još uvek identifikovani. Kod žabe je pokazano da se 

Sox3 vezuje za ß-katenin i na taj način inhibira TCF/ß-katenin zavisnu transaktivaciju (Zorn 

et a l, 1999). Ovaj mehanizam je deo Wnt signalnog puta u kom akumulacija ß-katenina u 

jedru dovodi do njegove interakcije sa proteinima LEF/TCF familije i do aktivacije ekspresije 

ciljnih gena (Zorn et al., 1999). Ovi rezultati ukazuju da bi SOX3 mogao biti uključen u 

kanonski put Wnt signalne transdukcije, za koji je pokazano da ima ključnu ulogu u 

neurogenezi embriona sisara (Wodarz and Nüsse, 1998).

1.3.2 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 anteriomom ektodermu od kog de 

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

kičmene moždine, uglavnom u slojevima éelija koje predstavljaju populacije neuralnih 

progenitora (Brunelli et al., 2003). U daljem tekstu biće dat kratak pregled ranih faza razviéa 

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 defmisanu ekspresiju regulatomih gena 

specifičnih za određenu fazu razviéa (Brunelli et al., 2003). Ovo je naročito evidentno tokom 

razviéa centralnog nervnog sistema (CNS) (Brunelli et al., 2003). CNS nastaje od stanjenog 

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

posteriome ose formirajuéi nervnu cev. Anteriomi delovi ée se podeliti na prednji i zadnji 

mòzak dok ée posteriomi formirati kičmenu moždinu (Brunelli et al., 2003). Ovi rani 

morfološki događaji praéeni su mesto-specifiénom ekspresijom gena koji regulišu razviée i 

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



regulaciju ovih događaja. Sekretomi 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-posteriomu organizaciju nervne cevi (Lumsden and 

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

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

Regionalizaciju nervne cevi prati nastanak brojnih tipova nervnih ćelija. 

Diferencijacija ćelija neuroepitela u različite ćelijske tipove praćena je gubitkom 

proliferativne aktivnosti i speeijalizaeijom u dati ćelijski tip. Odluka о ulasku pluripotentnih 

neuroepitelijalnih éelija u procès difereneijaeije za dati ćelijski tip donosi se na osnovu 

pozieije ćelija u odnosu na dve glavne ose nervne cevi, a uslovljena je specifičnom 

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

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

faze razvića CNS-a. Sox geni pripadaju ovoj grupi gena i označeni su kao rani markeri razvića 

nervnog sistema (Brunelli et al., 2003).

(Sianovi familije Sox gena koji pripadaju В grupi, Soxl, Sox2, Sox3, Soxl4  i Sox21, 

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

geni učestvuju u kontroli populacije neuroepitelijalnih éelija (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 éelija 

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

diferencijacija P I9 éelija, 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 jednog od ova dva gena može se iskoristiti za izolaciju 

prečišćene populacije neuralnih progenitora iz mešovite populacije ES éelija ili embriona (Li



et al., 1998; Zappone et al., 2000). Soxl4  i Sox21 su takođe eksprimirani tokom razvića 

nervne cevi, pri čemu je aktivnost Soxl4 gena u ventralnim intemeuronima 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 ogranióena na epiblast u anteriorom 

regioni! i posteriome domene pored primitivne brazde (Wood and Episkopou, 1999). U 

kasnijim fazama razvióa, 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 razvióa kod ovih vrsta (Penzel et al., 1997; Rex et al., 1997).

Mehanizam indukeije neurogeneze kiómenjaka, tj. ulazak óelija ektoderma u procès 

neuralne diferencijacije, nije u potpunosti razjašnjen, jer dosadašnja saznanja podržavaju oba 

aktuelna modela započinjanja neurogeneze. Po modelu “neuralnog nedostatka“ (neural default 

model) indukeija neurogeneze uzrokovana je odsustvom faktora indukeije ektoderma BMP 

(bone morphogenetic protein) (Hawley et a l, 1995). Model je potvrđen rezultatima dobijenim 

izuóavanjem neurogeneze vodozemaca. Međutim neurogeneza viših kiómenjaka podržava 

drugi model (instructive signaling model) (Tropepe et al., 2001) koji, ne odbacujuói znaóaj 

inhibicije BMP u indukeiji, postulira da ovaj mehanizam nije dovoljan za indukeiju ovog 

procesa (Linker and Stem, 2004). Signalni putevi koji uz BMP mogu biti ukljuóeni u 

inicijaciju neurogeneze su Wnt i FGF (Fibroblast growth factor) (Rogers et al., 2008). 

Ekperimentalni podaci ukazuju da oba signalna puta dovode do represije BMP i da, nezavisno 

od ovog 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 a l, 2008). Visoka evolutivna očuvanost 

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

uključenih u regulaciju neurogeneze (Mizuseki et al., 1998; Pevny et al., 1998; Uchikawa et 

al., 1999; Wood and Episkopou, 1999; Bowles et al., 2000). Međutim, iako su u pitanju 

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

ekspresiju tokom neurogeneze nisu evolutivno očuvani (Rogers et al., 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 al., 

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

mehanizama (Rogers et al., 2008).

Zbog svega navedenog analiza transkripcione regulacije Sox3 gena veoma je važna za 

utvrđivanje mehanizama regulacije neurogeneze i identifikaciju signalnih molekula i 

transkripcionih faktora uključenih u kontrolu populacije neuralnih progenitora.

1.3.3 Regulacija ekspresije SOX3 gena

Naia grupa uradila je prvu karakterizaciju regulatomih elemenata humanog SOX3 

promotora odgovomih za njegovu bazalnu ekspresiju u NT2/D1 ćelijama (Kovacevic Grujicic 

et al., 2005). Korišćenjem promotorskih reporterskih konstrukata identifikovan je optimalni 

promotor SOX3 gena (pozicija -427/+28Ó), a u okviru ovog regiona, bazalni promoter 

(pozicija -219/+67) i enhenserski element na poziciji -427/-219 u odnosu na start transkripcije 

(Kovacevic Grujicic et al., 2005). In silico analiza optimalnog promotora SOX3 gena pokazala



je visok stepen homologije ove sekvence kod svih ispitivanih ortoioga sisara (šimpanza, 

makaka majmun, pacov, miš) (Kovacevic-Grujicic et a l, 2008). Pretraživanje ortologih 

sekvenci na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore pokazalo je da su 

brojna mesta očuvana kako po nukleotidnom sastavu, tako i po poziciji u promotoru SOX3 

gena (Kovacevic-Grujicic et a l, 2008). Ovo ukazuje da su mehanizmi regulacije ekpresije 

Sox3 gena sisara koji se odvijaju preko regulatomih elemenata u promotoru ovog gena, 

verovatno evolutivno očuvani kod sisara.

Takode, na modelu NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom, identifikovani 

su promotorski regioni preko kojih se ostvaruje aktivacija SOX3 gena tokom ranih faza (48h) 

neuralne diferencijacije ovih ćelija (Mojsin et al., 2006; Krstic et al., 2007). Ovaj model 

sistem biće detaljnije opisan na kraju ovog poglavlja.

Istraživanja regulacije ekspresije Sox3 gena kod drugih kičmenjaka pokazala su da 

pored elemenata u optimalnom promotoru, brojni regulatomi moduli u udaljenijim regionima, 

uzvodno i nizvodno od otvorenog okvira čitanja Sox3 gena, utiču na njegovu ekspresiju 

(Brunelli et a l, 2003; Rogers et al., 2008). Do sada su regulatomi elemenati Sox3 gena 

kičmenjaka ispitivani na veóim genomskim regionima misa (Brunelli et al., 2003) i žabe 

(Rogers et a l, 2008). Rezultati ovih istraživanja ukazuju na složenost regulacije ekpresije 

Sox3 gena tokom razvića misa i žabe, kao i na velike razlike koje postoje u mehanizmima 

regulacije ovog gena kod različitih kičmenjaka (Brunelli et al., 2003; Rogers et al., 2008).

Literatumi podaci i naša istraživanja pokazuju da je regulacija ekspresije Sox3 gena 

veoma složena i da uključuje brojne enhenserske i represome module koji mogu biti smešteni 

na velikoj udaljenosti od otvorenog okvira čitanja ovog gena (Brunelli et al., 2003; Rogers et 

al., Ì2008). Za razliku od Sox2 gena kičmenjaka, gde je prisutna velika evolutivna očuvanost 

regulatomih elemenata, u slučaju Sox3 je jasno da regulatomi mehanizmi njegove aktivacije



nisu evolutivno očuvani. Ovo dodatno otežava ispitivanje regulacije ekspresije humanog 

SOX3 gena i njegove uloge u neurogenezi.

1.4 TALE homeoboks proteini

TALE homeoboks geni predstavljaju familiju atipičnih homeodomenskih gena. TALE 

geni imaju ključnu ulogu u razviéu nervnog sistema (Geerts et al., 2003), a većina članova 

ove familije uključena je i u tumorogenezu. Ovi geni se odlikuju karakteristikama koje ih 

izdvajaju od drugih familija homeoboks gena.

Proteini kodirani ovim genima poseduju jedinstvenu inserciju dugu 3 amino kiseline 

između a-heliksa 1 i 2 u homeodomenu, po čemu je cela familija dobila ime (TALE-three 

amino acid length) (Chang et al., 1995). Ova insercija je ključna za interakcije sa drugim 

homeoboks proteinima. Kooperativno vezivanje TALE proteina sa drugim homeoboks 

proteinima (npr. interakcije sa HOX proteinima) značajno povećava njihov afmitet i 

specifičnost za vezivanje za DNK (Chang et ah, 1995). Ovi proteini se ne vezuju za sve 

homeoboks proteine sto ih čini selektivnim aktivatorima različitih homeoboks proteina 

(Chang et al., 1995).

Geni koji kodiraju TALE proteine visoko su evolutivno očuvani i prisutni su kod 

zajedničkih predaka gljiva, biljaka i životinja (Yang et al., 2000). Za razliku od vedine 

homeoboks gena, TALE geni pokazuju visoku homologiju sekvenci izvan homeoboksa, sto 

sugeriše da i N i C terminus imaju evolutivo očuvane funkcije (Burglin, 1997). Evolutivna 

očuvanost funkcija ovih regiona već je potvrđena kod različitih članova TALE familije 

(Burglin, 1997).

Nasuprot ostalim homeoboks genima, TALE geni imaju veoma širok profil ekspresije, 

a pojedini dianovi familije su konstitutivno eksprimirani (Geerts et al., 2003). Pojedini



članovi familije imaju ograničen profil ekspresije i detektovani su samo tokom razvića, dok su 

drugi eksprimirani i u adultnim tkivima (Geerts et a l, 2003).

TALE familija je podeljena na 4 dobro okarakterisane subfamilije: MEIS, PBX, TGIF 

i PKNOX (Burglin, 1997). U daljem tekstu biće opisane karakteristike sve četiri subfamilije 

TALE proteina, sa posebnim osvrtom na PBX i MEIS subfamilije, koje su i najbolje 

okarakterisane.

1.4.1 PBXproteini

PBX1 protein (pre В-cell leukaemia transcription factor) je identifikovan kao 

onkoprotein u humanim leukemijama koje su indukovane translokacijom t(l;19) i 

ekspresijom onkogenog fuzionog proteina E2a-PBX1 (Kamps et al., 1990; Nourse et al., 

1990). PBX1 pripada PBC proteinskoj familiji. Ime su dobili po evolutivno očuvanom PBC 

motivu naN  terminusu njihovog homeodomena. PBC familiji pripadaju PBX1, PBX2, PBX3 

(Monica et a l, 1991) i PBX4 kod sisara (Wagner et a l, 2001), Lazarus (Lzr) kod Danio rerio 

(Popperl et al., 2000; Waskiewicz et al., 2001), kao i Extradenticle (Exd) kod Drosophila 

melanogaster i Ceh-20 kod Caenorhabditis elegans (Shanmugam et al., 1999; Shen et al., 

1999).

Pbxl, Pbx2, Pbx3 i Pbx4 geni kodiraju proteine koji pokazuju visok stepen 

homologije, kako u okviru homeodomena koji obezbedjuje vezivanje za DNK (i do 97%), 

tako i u sekvencama koje ga okružuju (Monica et a l, 1991). Neki od ovih gena daju različite 

izoforme proteina zahvaljući altemativnoj obradi, tako da postoje duge (PBXla, PBX2a, 

РВХЗа i PBX4a) i kratke (PBXlb, РВХЗЬ, РВХЗс i РВХЗс) forme odgovarajućih proteina 

(Monica et al., 1991; Milech et al., 2001; Wagner et al., 2001).

Biohemijske karakteristike PBX proteina i njihovih izoformi unekoliko se razlikuju. 

Prvo, svi PBX proteini ne pokazuju isti afmitet za vezivanje DNK. Iako su in vitro studije



pokazale da svi PBX proteini prepoznaju istu konsenzusnu sekvencu, PBX1 ne može u 

odsustvu partnera da se veže za DNK, dok se PBX2 i PBX3 vezuju za DNK samostalno, bez 

prisustva partnera (Neuteboom and Murre, 1997).

Drugo, sposobnost homodimerizacije na DNK pokazuju samo PBX1 (obe izoformre) i 

PBX3 (Neuteboom and Murre, 1997; Calvo et al., 1999). Iako je fenomen homodimerizacije 

PBX proteina proučavan samo in vitro, on bi mogao imati značajnu ulogu u regulaciji 

aktivnosti gena mehanizmom kompeticije među različitim partnerima. Važnost 

homodimerizacije već je pokazana za neke homeodomenske proteine kao što je Octl 

(Poellinger and Roeder, 1989), Cdx2 (Suh et a l, 1994), Mixl (Mead et a l, 1996) i Piti 

(Jacobson et al., 1997). Homodimerizacija može biti mehanizam kojim se sprecava vezivanje 

PBX proteina za druge transkripcione faktore i time vrši selekcija proteina koji će imati 

pristup promotorima ciljnih gena (Laurent et ah, 2008).

Altemativna obrada je još jedan mehanizam koji uslovljava funkcionalne razlike 

izoformi PBX proteina. Najočigledniji primer predstavljaju funkcionalne karakteristike 4 

izoforme РВХЗ proteina nastale translacijom različitih transkripata Pbx3 gena (Ferretti et a l, 

1999). Najduža izoforma je РВХЗа, dok izoforme РВХЗЬ i РВХЗс nemaju N odnosno C 

terminus, a najkraća forma PBX3d ne sadrži ni N ni C terminus (Ferretti et al., 1999). 

Izoforme РВХЗс i PBX3d kojima nedostaje C terminus proteina, u к о те  su dva evolutivno 

visoko očuvana regiona PBC-A i PBC-B, ne interaguju sa Prepl i veoma slabo interaguju sa 

MEIS, dok ostale izoforme PBX3 ostvaruju snažne interakcije sa ovim proteinima (Ferretti et 

al., 1999). Kao rezultat, izoforme РВХЗс i PBX3d ne mogu da se transportuju u jedro sa 

Prepl^ proteinom, već se aktiviraju drugi mehanizmi njihovog transporta (Berthelsen et al., 

1999). Slične razlike uočavaju se i u slučaju izoformi PBX1 i njihovih interakcija sa PDX1 

proteinom (Peers et al., 1995). Kompleks PDXl/PBXlb je transkripcioni aktivator, dok je



PDXl/PBXla represorki kompleks zahvaljujući C terminusu prisutnom u izoformi PBXla 

koji regrutuje korepresorske proteine SMRT i NcoR (Asahara et al., 1999).

Dodatak na biohemijsku raznolikost predstavlja i različit profil ekspresije izoformi 

PBX proteina. Ekspresija PBXla izoforme je ograničena na mozak, dok se PBXlb eksprimira 

u svim tkivima organizma (Laurent et al., 2008). PBXlb je dominantna izoforma tokom 

embrionalnog razviéa dok je PBXla izoforma specifična za adultni stadijum (Schnabel et al., 

2001). Čest je slučaj da su različiti transkripti Pbx gena prisutni tokom razvića nekog organa, 

ali da je distribucija odgovarajućih proteina ograničena па пеке ćelijske tipove (Laurent et al., 

2008). Тако se tokom embrionalnog razvióa PBXla ne može detektovati u pankreasu, dok je 

PBXlb lokalizovan samo u jedrima acinusnih ćelija. PBX2 je prisutan i u jedamoj i u 

citoplazmaticnoj frakciji endokrinih i acinusnih ćelija, dok je РВХЗЬ prisutan u citoplazmi 

oba ćelijska tipa (Swift et al., 1998). Takođe je pokazano da se ekspresija pojedinih izoformi 

vezuje za određeni patološki kontekst, pa je PBX3d prisutan u normalnim a РВХЗс u 

leukemičnim ćelijama (Milech et al., 2001). Svi ovi podaci ukazuju da mehanizmi koji 

regulišu posttranslacione modifikacije i ćelijsku lokalizaciju PBX proteina igraju važnu ulogu 

u određivanju njihovih funkcija.

Funkcije PBX proteina i mehanizmi njihovog delovanja izučavaju se korišćenjem 

mutanata članova PBC familije. Miševi koji nemaju PBX1 umiru tokom embrionalnog 

razvića (E 15.5) a na embrionima su detektovane teške forme hipoplazije (pluóa, jetra, stomak, 

creva, bubrezi i pankreas), ektopije (timus i bubrezi) ili aplazije (slezina i nadbubrežna žlezda) 

različitih organa kao i brojni defekti aksijalnog i apendikulamog skeleta (Selleri et al., 2001). 

Malfqrmacije skeleta prisutne su u proksimalnim elementima udova, rebrima i kičmenim 

pršljenovima (Selleri et al., 2001). Miševi bez PBX3 preživljavaju do rodenja, ali umiru par 

sati nakon rođenja usled respiratomih problema nastalih kao posledica izmenjene aktivnosti 

inspiratomih neurona u meduli gde je ovaj gen visoko ekprimiran (Laurent et al., 2008).



Zanimljivo je da PBX1 i PBX3 imaju preklapajuéi profil ekspresije i da mogu pokazati 

redundantnost u ostvarivanju funkcija (Laurent et al., 2008). Međutim, nedostatak jednog od 

ovih gena ispoljava se patološkim fenotipom naročito na mestima gde je taj gen dominantno 

eksprimiran (Rhee et al., 2004). U slučajevima Pbxl ili РЪхЗ mutanata пеке fenotipske 

karakteristike odgovaraju fenotipovima mutanata Hox gena, potvrđujući ulogu PBX proteina 

kao HOX kofaktora (Laurent et al., 2008). Međutim, ovi Pbx mutanti ne predstavljaju 

fenokopije Hox mutanata. Ova poređenja sugerišu da drugi dianovi PBC familije mogu da 

kompenzuju funkcije odsutnog proteina u tkivima gde im se ekspresioni profili preklapaju i 

da PBX proteini ostvaruju funkcije koje su nezavisne od HOX proteina (Laurent et al., 2008). 

Ovu hipotezu potvrđuju rezultati dobijeni na mišu kome nedostaje PBX2. Pbx2 mutantni 

miševi su vijabilni i ne ispoljavaju vidljiv patološki fenotip uprkos veoma širokom profilu 

ekspresije Pbx2 tokom embrionalnog razviéa (Selleri et al., 2004). Jedino objašnjenje ovog 

fenomena je da su funkcije PBX2 kompenzovane aktivnošću drugih članova PBC familije.

Mehanizmi delovanja PBX proteina još uvek nisu rasvetljeni, ali je kvantitativni 

model, aktuelan za HOX proteine, za sada jedini predložen. Po ovom modelu, redundantnost 

različitih PBX proteina i održavanje kritičnog nivoa (praga) njihove koncentracije su 

neophodan uslov za normalno razviée (Laurent et al., 2008). Za potvrđivanje ovog modela 

neophodno je analizirati složene Pbx mutante (mutirano je  vise Pbx gena) koji mogu ukazati 

na preklapanje fimkcija pojedinih PBC proteina u različitim procesima diferencijacije tokom 

organogeneze. Rezultati dobijeni poređenjem pojedinačnog Pbx 1 mutanta sa složenim 

Pbxl/Pbx2 mutantima ukazuju da smanjenje doze PBX2 u odsustvu PBX1 dovodi do težih 

poremećaja u razviću udova nego samo odsustvo PBX1 (Capellini et al., 2006). Takođe, 

mutant koji nema nijedan alel Pbx2 (PbxPl'/Pbx2'l~) nema zadnje ekstremitete (Capellini et 

al., 2006). Ovo je u korelaciji sa kvantitativnim modelom jer pokazuje da je präg 

koncentracija PBX proteina ključan za normalno razviée udova (Capellini et al., 2006).



Dugo vremena PBC proteini su tretirani kao ključni kofaktori HOX proteina, s 

obzirom da je ova njihova funkcija potvrđena u mnogim slučajevima regulacije gena 

uključenih u razviće (Moens and Sederi, 2006). Međutim, istraživanja su pokazala da funkcija 

PBX proteina nije ograničena na interakcije sa HOX proteinima. Novija istraživanja pokazuju 

da samo 6% potencijalnih partnera PBX1 predstavljaju homeodomenski proteini, a samo 18% 

ostali transkripcioni faktori (Laurent et al., 2008). Veliki broj partnera PBX1 koji ne pripadaju 

homeodomenskim proteinima pokazuje da PBX proteini imaju znatno širu ulogu u regulaciji 

razvića.

1.4.2 MEIS proteini

Meis 1 gen prvi put je identifikovan kao glavno onkogeno mesto virusne integracije u 

BXH-2 mišijem model-sistemu leukemogeneze (Moskow et a l, 1995). Virusna integracija u 

promotorsku sekvencu Meisl gena uvek rezultira poveéanom ekspresijom ovog gena i 

inicijacijom onkogenog događaja. Ispitivanja u ovom model sistemu pokazuju da sličan 

onkogeni potencijal imaju i Meis2 i Meis3 geni, sto je u korelaciji sa rezultatima dobijenim 

proučavanjem humanih ortoioga ovih gena (Nakamura et al., 1996). Tako je region 

hromozoma 15 u kom je smešten Meis2 povezan sa akutnom mijeloidnom leukemijom 

(AML) i hroničnom mijeloidnom leukemijom (CML) (Steelman et al., 1997), a region koji 

sadrži Meis3 sa gliomom i neuroblastomom (Hartmann et al., 2002). Meis geni su 

identifikovani i okarakterisani kod Dani rerio, Xenopiis-а, misa i čoveka, a podeljeni su u 4 

grupe: Meisl, Meisl, Meisl i Prepl (Moskow et al., 1995; Nakamura et al., 1996; Salzberg et 

al., 1999).

Od četiri ciana MEIS familije MEIS1, MEIS2 i MEIS3 pokazuju visoku homologiju 

kompletne proteinske sekvence (MEIS1 i MEIS2 imaju 77,2% homologije, MEIS1 i MEIS3 

69,9%) (Thorsteinsdottir et a l, 2001), koja je najveća u homeodomenskom i N terminalnom



regionu (Nakamura et a l,  1996). PREPI protein, međutim, osim u homeodomenu i N 

terminusu, ne pokazuje homologiju sa sekvencama ostalih članova MEIS familije. I pored 

toga pokazano je da PREP1 uspešno zamenjuje funkciju MEIS1 proteina i njegovog ortoioga 

kod vinske mušice, HTH, u prenošenju PBX ili EXD proteina u jedro (Berthelsen et al., 1999; 

Jaw et al., 2000), i da kao i MEIS1 formira heterodimere sa PBX1 i HOXB1 na enhenseru 

Hoxb2 gena (Jacobs et al., 1999; Ferretti et al., 2000). Studije na transgenim vinskim 

mušicama su takođe ukazale na funkcionalnu očuvanost PREPI i HTH (Jaw et al., 2000). 

Medutim, pokazano je da, za razliku od MEISl, PREPI ne može, zajedno sa HOXA9, da 

indukuje akutnu mijeloidnu leukemiju (AML) (Thorsteinsdottir et al., 2001) sto sugeriše 

postojanje funkcionalnih razlika izmedu ova dva proteina. Ove razlike su verovatno rezultat 

aktivnosti domena ovih proteina koji se nalaze van homeoboksa i regiona kojima se se 

ostvaruju interakcije sa drugim homeodomenskim proteinima (Thorsteinsdottir et al., 2001), i 

nezavisne su od vezivanja za DNK i interakcija sa članovima PBC klase proteina 

(Thorsteinsdottir et al., 2001). Ovo ukazuje da je evolutivni nastanak PREP1 kod kičmenjaka 

možda uslovljen potrebom da se obezbedi antagonistička funkeij a ostalim članovima MEIS 

familije (Berthelsen et al., 1998). Zanimljivo je da u P19 ćelijama embrionalnog karcionoma, 

retinoična kiselina različito reguliše ekspresiju MEISl i PREP1 proteina, tako da je PREP1 

dominantno eksprimiran u neindukovanim a MEISl u indukovanim óelijama (Ferretti et al., 

2000). U skladu sa ovim rezultatima, u tkivima adultnog misa PREPI se konstitutivno 

eksprimira, dok ekspresija MEIS1 pokazuje veću specifičnost (Ferretti et a l, 1999). Ovo 

ukazuje na razlicite regulame uloge PREPI i MEISl, i predstavlja još jedan nivo složenosti 

signalnih puteva u koje su uključeni TALE i HOX transkripcioni faktori.

Za razliku od vedine homeoboks proteina, MEIS proteini pokazuju izrazitu 

homologiju sekvenci N i C terminusa sa ostalim članovima TALE familije (Geerts et al., 

2005). Homologija ovih proteina povezana je sa funkeijom TALE proteina: pojedinačni



TALE proteini nemaju visok afinitet i specifičnost za vezivanje za DNK, ali u kompleksu sa 

članovima drugih TALE subfamilija ili HOX proteina postaju aktivni trankripcioni regulatori 

ciljnih gena (Chang et al., 1995; Chang et al., 1996; Shen et al., 1997). Pored vezivanja za 

DNK i stabilizacije proteinskih kompleksa na ciljnim sekvencama, MEIS proteini učestvuju i 

u translokaciji drugih TALE proteina u jedro (Rieckhof et al., 1997).

Za sve TALE homeoboks gene karakteristična je altemativna obrada. Spojevi intron- 

egzon i mehanizmi obrade su očuvani kod članova TALE familije što ukazuje na važne 

funkcionalne razlike pojedinih izoformi (Geerts et al., 2005). MEIS2 ima 4 izoforme 

MEIS2A-D, a kod MEIS1 su opisane varijante B i D (Oulad-Abdelghani et al., 1997; Yang et 

al., 2000). Izoforme se međusobno razlikuju u sekvencama na C terminusu proteina (Geerts et 

al., 2005). Posto MEINOX domen na N terminusu obezbeduje interakcije sa drugim TALE i 

HOX proteinima, C terminus omogućava interakcije MEIS proteina sa dodatnim 

transkripcionim regulatorima (Geerts et al., 2005). Mala homologija domena na C terminusu 

tako obezbeduje da izoforme MEIS proteina formiraju transkripcione komplekse različite 

aktivnosti na promotorskim sekvencama ciljnih gena (Geerts et al., 2005). Funkcionalne 

razlike pojedinih izoformi već su opisane u slučaju MEIS1B i D tokom neuralnog razviéa 

žabe (Maeda et a l, 2002). MEIS2 izoforme (A-D) pokazuju funkcionalne razlike u aktivaciji 

promotora ciljnih gena (Yang et al., 2000) kao i različitu distribuciju u tkivima tokom 

embriogeneze kod misa (Oulad-Abdelghani et al., 1997).

Uloga domena na C terminusu potvrdena je i otkrićem MEI2E izoforme koja sadrži 

samo N terminus i trećinu homeodomena (Yang et a l, 2000). Kao rezultat toga, MEIS2E se 

ne vezuje za DNK i ne ostvaruje interakcije sa proteinima koji ne pripadaju homeoboks 

familiji. MEINOX domen na očuvanom N terminusu obezbeduje ovoj izoformi interakcije sa 

drugim homeoboks proteinima (Yang et al., 2000). Na taj način kompeticijom za vezivanje za 

druge homeoboks proteine MEIS2E negativno reguliše funkcije izoformi MEIS2A-D (Yang



et a l, 2000). Opisane su i izoforme MEIS proteina kojima je deletiran domen na N terminusu 

(Geerts et al., 2005). Po analogiji sa PBX mutantima kojima nedostaje isti region, ove 

varijante proteina pokazuju smanjeno vezivanje za druge homeoboks proteine u kompleksima 

na ciljnim promotorima (Milech et al., 2001).

Delecija Meisl kod misa dovodi do embrionalno letalnog fenotipa i to od 13 do 14 

dana embrionalnog razvića (E 13.5), sa dominantnim nepravilnostima u razviću 

hematopoetskog sistema, angiogenezi i formiranju oka (Hisa et al., 2004; Azcoitia et al., 

2005). Kod žabe izoforma MEISlb reguliše ekspresiju gena tokom razvića neuralne kreste i 

zadnjeg mozga (Maeda et al., 2002).

MEIS proteini su dominantni in vìvo partneri PBX proteina. MEIS proteini takođe 

dimerizuju sa HOX proteinima i to članovima paralogih grupa 9-13 (Laurent et al., 2008). 

Heterodimeme interakcije PBX-a i MEIS-a odvijaju se preko N terminusa oba proteina. 

Trimemi kompleksi koji uključuju i HOX proteine (HOX-PBX-MEIS/PREP) su takode dobro 

okarakterisani (Moens and Selleri, 2006). Nasuprot HOX monomerima koji najčešće 

prepoznaju TAAT motiv na DNK (Gehring et al., 1994), HOX-PBX, HOX-MEIS i PBX- 

MEIS heterodimeri prepoznaju vece motive na DNK sekvenci sto rezultira povećanjem 

afmiteta i specifičnosti za vezivanje za DNK (Mann and Chan, 1996).

PBX1/MEIS1 heterodimeri pokazuju najveéi afmitet vezivanja za bipartitnu DNK 

sekvencu koja se sastoji od polumesta za vezivanje PBX1 na 5' kraju (TGAT) i MEIS 

vezivnog mesta (TGACAG) smeštenog na 3' kraju (Chang et al., 1997). PBX1 i MEIS 

dimerizuju i u odsustvu DNK, a ovo se odnosi i na in vitro sintetisane proteine i na PBX1 i 

MEIS1 iz jedamih ekstrakata óelija (Chang et al., 1997). Sposobnost dimerizacije ova dva 

proteina u rastvoru može biti razlog sto se PBX1 preferencijalno vezuje za MEIS1 (Chang et 

al, 1997).



1.4.3 TGIFproteìni

Članovi ove familije TALE proteina ime su dobili po karakteristikama motiva na DNK 

sekvenci za koji se vezuju, 5'-TG-3' interacting factor (Yang et al., 2000). Funkcionalne 

analize su pokazale da su TGIF proteini transkripcioni represori koji interaguju sa opštim 

korepresorskim proteinima, CtBP, mSin3 i histon deacetilazama (Wotton et al., 1999; 

Melhuish and Wotton, 2000; Sharma and Sun, 2001; Wotton et al., 2001). MEIS i TGIF 

proteini često imaju preklapajuća konsenzusna vezivna mesta, u suprotnim orjentacijama, na 

komplementamim lancima DNK. Na ovakvim regulatomim elementima pokazana je 

kompeticija u vezivanju TGIF i MEIS proteina, pri čemu TGIF uglavnom inhibira, a MEIS 

aktivira transkripciju ciljnih gena (Yang et al., 2000). Fiumani Tgifl gen mapiran je u 

minimalnom regionu hromozoma 18 (18pl 1.3) koji je deletiran kod pacijenata sa 

holoprozencefalijom (sindrom nastao malformacijama srednjeg i prednjeg mozga) (Bartholin 

et al., 2006), ali u nastanak ovog sindroma su uključeni mnogi drugi faktori poput morfogena 

Sonic Hedgehog (Shh), i transkripcionih faktora Zic2 i Six3 (Roessler and Muenke, 1998; 

Muenke and Beachy, 2000).

Miševi sa delecijom Tgifl gena nemaju vidljive fenotipske nedostatke (Bartholin et 

al., 2006). Takođe, prisustvo Tgif2 gena može mehanizmima kompenzacije da neutralise 

efekat navedene mutacije. Jedini efekat koji je zapažen kod Tgifl mutanata je povećana 

ekspresija gena čija je aktivnost regulisana retinoičnom kiselinom u nekim tkivima u 

poredenju sa ekspresijom u wt životinjama (Bartholin et ah, 2006). Povećanje ekspresije je 

izraženije u adultnim tkivima nego na nivou celih embriona, što je  u saglasnosti sa odsustvom 

izmenjenog fenotipa tokom razvića (Bartholin et a l, 2006). Navedeni rezultati sugerišu da je 

TGIF važan regulator signalnog puta retinoime kiseline. Posto je ranije dokazana uloga 

TGIF-a u mreži TGFß signalne transdukcije, moguće je  da TGIF integriše signale ova dva 

važna signalna puta (Bartholin et a l, 2006).



1.4.4 PKNOXproteini

Ovu grupu za sada cine samo dva ciana PKNOX1 i PKNOX2. PKNOX1 je 

identifikovan kao komponenta transkripcionog kompleksa UEF3 (UEF3-urokinase enhenser 

factor 3) (Berthelsen et al., 1998). Homeodomen PKNOX proteina pokazuje visoku 

homologiju sa istim domenom MEIS i TGEF proteina, i shodno tome vezuje se za isti motiv 

na DNK 5'-TGACAG-3' (Berthelsen et al., 1998). PKNOX1 formira stabilne heterodimere sa 

PBX1 proteinim što rezultira u povećanom afmitetu formiranog kompleksa za vezivanje za 

konsenzusno mesto TGACAG (Imoto et a l, 2001). Interakcije PKNOX1 i PBX1 odvijaju se 

preko N terminusa oba proteina. PKNOX1/PBX1 heterodimeri vezuju se za DNK 

kooperativno sa HOX proteinima, a u ovakvim trimemim kompleksima PKNOX 1 ima ulogu 

koaktivatora (Berthelsen et ah, 1998; Penkov et ah, 2000). U nekim slučajevima, međutim, 

PKNOX1/PBX1 ima ulogu transkripcionog represora (Herzig et al., 2000). Činjenica da se 

PKNOX i MEIS vezuju za PBX preko N terminalnog domena (Geerts et al., 2003), koji 

pokazuje visoku homologiju u slučaju ova dva proteina, i da imaju isto vezivno mesto na 

DNK, ukazuje da prisustvo jednog proteina u kompleksu isključuje prisustvo drugog (Geerts 

et al., 2003). Razlike u transkripcionoj aktivnosti PKNOX/PBX i MEIS/PBX kompleksa 

stoga potiču od interakcija PKNOX i MEIS proteina sa drugim transkripcionim regulatorima 

(Geerts et al., 2003).

Analize ekspresije PKNOX1 pokazuju da je ovaj protein konstitutivno eksprimiran u 

gotovo svim analiziranim tkivima (Imoto et al., 2001). Za razliku od njega, PKNOX2 iRNK je 

dominantno prisutna u mozgu i skeletnim mišićima (Imoto et al., 2001). Tkivno specifična 

ekspresija PKNOX2 ukazuje da PKNOX1 i PKNOX2 mogu ostvarivati različite uloge 

formiranjem heterodimera sa različitim PBX proteinima, ili da PKNOX2 ima ulogu tkivno 

speciflčnog modulatora funkcije PKNOX1 (Imoto et al., 2001).



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 (Thomson et ah, 1998; Pera et a l, 2000). 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 razviéa i regulaciji ekspresije gena 

(Andrews, 1998).

Ntera2/Dl su ćelije 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 standardizovani 

uslovi njihove propagacije i transfekcije u in vitro uslovima, ove ćelije su prihvaćene kao 

model sistem humanog embrionalnog razvića, komplementaran humanim ES ćelijama 

(Freemantle et al., 2002). Pluripotentne NT2/D1 ćelije nakon indukcije retinoičnom kiselinom 

(RA-retinoic acid) ulaze u process neuralne diferencijacije koji se završava na stadijumu koji 

morfološki i imunofenotipski odgovara stadijumu zrelih neurona CNS-a (Freemantle et ah, 

2002). Procès neuralne diferencijacije praćen je gubitkom proliferativne sposobnosti i 

tumorogenog potencijala (Freemantle et ah, 2002). Na ovom stadijumu diferencijacije ćelije 

eksprimiraju proteine neurofilamenata, funkcionalne glutamatne receptore i natrijumske 

jonske kanale (Freemantle et ah, 2002). Takode, formiraju funkcionalne sinapse i poseduju 

elektrohemijska svojstva neurona CNS-a (Freemantle et al., 2002).

Rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija , 48h nakon indukcije retinoičnom 

kiselinom, praćene su tranzijentnim povećanjem ekspresije SOX3 gena (Stevanovic, 2003).



Povećanje nivoa S0X3  iRNK nakon indukcije retinoičnom kiselinom potvrđeno je RT-PCR- 

om i Northern blot analizom (Stevanovic, 2003; Krstic et ah, 2007), dok je Western blot 

analiza potvrdila i povećanje ekspresije SOX3 proteina (Mojsin et a l, 2006). Navedeni 

rezultati ukazuju da su NT2/D1 ćelije pogodan model sistem za izučavanje uloge SOX3 gena 

u ranim fazama neuralne diferencijacije.

Treba naglasiti da tretman EC ćelija retinoičnom kiselinom predstavlja i važan model 

za proučavanje tumorogeneze, posto RA izaziva reverziju malignog fenotipa (Mojsin et al., 

2006). I pored brojnih istraživanja, mehanizmi neuralne diferencijacije, procesi opredeljivanja 

multipotentnih preogenitora i represija tumorogenog potencijala pluriptentnih EC ćelija još 

uvek nisu potpuno razjašnjeni (Mojsin et al., 2006).

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 о povoljnom uticaju retinoida u prevenciji i tretmanima kliničkih tumora 

(Nason-Burchenal et a l, 1998).

Signalni put all-trans retinoične kiseline uključuje retinoidne receptore: RAR (retinoic 

acid receptors) i RXR (retinoid-X-recepros) (Mangelsdorf et al., 1995; Chambon, 1996). 

Vezivanje RA za retinoidne receptore dovodi do njihove hetero- ili homodimerizacije i 

vezivanja ovih kompleksa za konsenzusna mesta (RARE) u regulatomim sekvencama 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).

Identifikacija ciljnih gena retinoične kiseline tokom ranih faza (8-48h) indukcije 

NT2/D1 ćelija pokazala je aktivaciju 57 i represiju 37 gena (Freemantle et a l, 2002). Mnogi 

identifikovani geni pripadaju signalnim mrežama uključenim u razviće, uključujući TGF-(3 

(Lefty A, NMA), IGF (IGFBP3, IGFBP6), Notch (ADAMI 1), Hedgehog (patched) i Wnt 

(Frat2) i homeodomenske proteine (HOXD1, MEIS1, MEIS2, GEIS2) (Freemantle et a l, 

2002). Pored toga, identifikovani su geni uključeni u mehanizme ćelijske adhezije, 

remodelovanja citoskeleta i matriksa, intracelulame signalizacije, metabolizma (Freemantle et 

a l, 2002).



2. CILJ RADA

Dosadašnja istraživanja regulacije ekspresije Sox3 gena kičmenjaka pokazale su da 

ovaj procès obuhvata vise različitih, složenih mehanizama koji obezbeđuju preciznu tkivno i 

vremenski specifičnu ekspresiju ovog gena (Brunelli et al., 2003; Rogers et a l, 2008). Ovi 

mehanizmi uključuju brojne opšte i tkivno specifične transkripcione faktore kao i neke 

morfogene čija je flmkcija tokom razvića kicmenjaka dobro defmisana (Brunelli et al., 2003; 

Kovacevic Grujicic et al., 2005; Rogers et al., 2008). Navedeni faktori interaguju sa 

regulatomim elementima koji mogu biti pozicionirani kako u neposrednoj blizini otvorenog 

okvira čitanja Sox3 gena, tako i u okviru veoma udaljenih sekvenci. Dodatnu kompleksnost 

predstavlja slaba evolutivna očuvanost mehanizama regulacije Sox3 gena kicmenjaka (Rogers 

et al., 2008).

Našim istraživanjima koja su bila usmerena ka odredivanju strukture promotora 

humanog SOX3 gena stekli su se uslovi za detaljniju analizu uloge ovog regiona u regulaciji 

ekspresije humanog SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et al., 2005). Takođe, na modelu 

indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom omogućeno je istraživanje uloge pojedinih 

elemenata promotora humanog SOX3 gena u aktivaciji ovog gena tokom ranih faza neuralne 

diferencijacije NT2/D1 (Stevanovic, 2003). Ciljevi ovog rada su bili:

1. Identifikacija potencijalnih kontrolnih elemenata u promotorskom regionu humanog 

SOX3 gena

2. Analiza i precizna karakterizacija transkripcionih faktora koji se vezuju za 

identifikovane kontrolne demente i učestvuju u regulaciji transkripcije SOX3 gena

3. Funkcionalna analiza kontrolnih elemenata za koje se vezuju članovi TALE familije 

transkripcionih faktora

4. Ispitivanje uloge TALE transkripcionih faktora u indukciji SOX3 gena retinoičnom 

kiselinom tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija



3. MATERIJAL I  MET ODE

3.1 NT2/D1 ćelije

U ovom radu je korišćena permanentna ćelijska linija NT2/D1 poreklom iz humanog 

embrionalnog teratokarcinoma (ATCC br. CRL-1973) (Andrews, 1984, 1988). NT2/D1 ćelije 

su gajene u standardnim uslovima, u DMEM-u sa visokim sadržajem glukoze, 10% FBS-a i 

2mM 1-glutaminom (Gibco BRL) na 37°C i 10% CO2 (Andrews, 1984). Za ispitivanje uticaja 

retinoične kiseline na ekspresiju SOX3 gena, NT2/D1 ćelije su indukovane 10 pM all-trans 

retinoičnom kiselinom (Sigma), (Andrews, 1984), a efekat indukcije je praćen nakon 48h.

3.1.1 Tranzijentna transfekcija NT2/D1 ćelija kalcijnm-fosfatnom precipitaci]от

U eksperimentima tranzijentne transfekcije 2 x 106 ćelija je zasejavano u Petri šolje 

prečnika 10 cm. Nakon 24h rasta ćelije su oprane dva puta HEPES rastvorom (6.7 mM KCl, 

0.142 M NaCl, ЮгаМ 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 х HEB S rastvora (HEPES buffered 

saline; 0.274 M NaCl, 42 mM HEPES, 9.6 mM KC1, 1.5 mM Na2H P04; pH 7.15 - 7.23), koji 

je neprekidno aerisan, nakapavanjem je dodavan 1 ml 250 mM rastvora CaCl2. Ovako 

formiran kalcijum-fosfatni précipitât dodavan je na ćelije i inkubiran 4h u standardnim 

uslovima za gajenje NT2/D1 ćelija. Nakon inkubacije precipitati su uklonjeni sa ćelija 

pranjem 2 puta rastvorom HEPES-a. Ćelije su u svežem medijumu gajene narednih 48h, pri 

сети  su u eksperimentima sa indukovanim éelijama 10 pM dW-trans retinoična kiselina 

dodavana nakon transfekcije.



U eksperimentima tranzijentne transfekcije NT2/D1 ćelije su transfekovane sa 5 pg wt 

(F19R30) (Kovacevic Grujicic et a l, 2005) ili mutiranih SOX3 promotorskih konstrukata 

(PBXMUT, MEISMUT i TGIFMUT) i 3 pg pCHl 10 vektora (Amersham Pharmacia).

Za ispitivanje uticaja povećane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina na aktivnost SOX3 

gena u NT2/D1 ćelijama, cDNK Pbxlb i Meisla misa su klonirane u pCI, vector za ekspresiju 

proteina u sisarskim ćelijama. Prvi konstrukt, pCIPBXlb, génerisan je ХЬаНЕсоШ digestijom 

pGEM3zf-Pbxlb plazmida. Dobijeni insert je zatim subkloniran u pCI, prethodno pripremljen 

Nhel/EcoRl digestijom. Drugi konstrukt, pCIMEISla, nastao je duplom digestijom MSCV- 

M eisla plazmida sa BglU i ЕсоШ., nakon čega je dobijeni fragment ukloniran u pCI vektor 

pripremljen digestijom sa EcoRI i Nhel. Plazmide pGEM3zf-Pbxlb i MSCV-Meisla ljubazno 

nam je ustupio prof. Mark P. Kamps (Department of Pathology, University of California, San 

Diego, USA).

Uticaj povećane ekspresije TGIF proteina praćen je korišćenjem ekspresionog vektora 

pCDNA3.1TGIF koji nam je ljubazno ustupio prof Young Yang (Department of Biological 

Science, Sookmyng Women's University, South Korea).

U eksperimentima kotransfekcije korišćeno je 5 pg ekspresionih vektora pCIPBXlb, 

pCIMEISla i pCDNA3.1TGEF, 5 pg wt (F19R30) i 3 pg pCHllO. Vektor pBluescript 

(Stratagene) korišćen je za ujednačavanje ukupne količine DNK u kotransfekcijama.

3.1.2 Priprema ćelijskih ekstrakata

Ćelijski ekstrakti su pripremani 48 h nakon transfekcije. Ćelije su oprane PBS-om, 

struganjem odvojene od podloge u 1 ml TEN rastvora (Tris-EDTA-NaCl; 0.04 M Tris-HCl 

pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.15 M NaCl) i staložene centrifiigiranjem na 13200 rpm, 2 min. Talog 

ćelijaje resuspendovan u 100 pl 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 praćen inkubacijom na



37°C do otapanja ćelijskih taloga). Ćelijski talog je uklonjen centrifiigiranjem na 13200 rpm, 

10 min na +4°C, a supernatant (ćelijski ekstrakt) je korišćen u ß-galaktozidaznom i CAT 

eseju.

3.1.3 ß-galaktozidazni esej

Za normlizaciju eflkasnosti transfekcije korišćen je pCHllO vektor koji eksprimira 

gen za ß-galaktozidazu, a aktivnost ovog enzima merena je pomoću eseja ß-galaktozidazne 

aktivnosti (“ß-galactosidase Enzyme Assay System“), Promega.

ß-galaktozidazni esej je uobičajen metod za određivanje aktivnosti enzima ß- 

galaktozidaze u lizatima ćelija koje su transfekovane ß-galaktosidaza reporterskim vektorom- 

pCHl 10. Standardni esej se izvodi tako sto se uzorku razblaženom u Tris-HCl pH 7.8 doda 

jednaka koliöina 2X Assay Buffer-а koji sadrži 200 mM PBS, 2 mM MgCb, 100 mM ß- 

merkaptoetanol i 1.33 mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil-ß-D-galaktopiranozid). Uzorci se 

inkubiraju na 37°C najmanje 30 minuta. Tokom ovog vremena ß-galaktosidaza hidrolizuje 

bezbojan supstrat u o-nitrofenil koji ima žutu boju. Absorbanca je merena na Microplate 

reader Multiskan RC (Labsystems) aparatu na talasnoj dužini 420 nm.

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 150 mU.

3.1.4 CAT esej

Aktivnosti CAT enzima (hloramfenikol-acetil-transferaza) su određivane “CAT 

ELIZA esejem“ (CAT Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Roche.



CAT ELIZA esej je enzimski imunoesej za kvantifikaciju hloramfenikol-acetil- 

transferaze (CAT) iz E. coli u transfekovanim eukariotskim ćelijama. CAT ELIZA se koristi 

za kvantifikovanje ekspresije CAT-a u eukariotskim ćelijama koje su transfekovane 

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 biinarčića u kojima se sukcesivno 

odvijaju sledeće reakcije. Najpre se u bunarčiće dodaju ekstrakti transfekovanih ćelija i 

inkubiraju 60 min na 37°C. U ovom koraku dolazi do specifičnog vezivanja CAT enzima iz 

ćelijskih ekstrakata za anti-CAT antitela vezanim za dno bunarčića. U sledeéem koraku 

dodaje se digoksigeninim obeleženo antitelo na CAT anti-CAT-DIG i događa se njegovo 

vezivanje za CAT. Siedi dodavanje antitela na digoksigenin koja su konjugovana 

peroksidazom, anti-DIG-POD, i koja se vezuju za digoksigenim. U završnom koraku ovog 

eseja dodaje se substrat ABTS, koji u prisustvu peroksidaze daje obojenu reakciju.

Absorbanca je merena na Microplate reader Multiskan RC (Labsystems) aparatu na 

talasnoj dužini 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-. 0,78 pg, 3,125 pg, 6,25 pg, 12,5 pg, 25 pg, 50 pg, 100 pg, 200 pg.

Vrednosti dobijenih aktivnosti CAT enzima normalizovane su u odnosu na aktivnost 

promotorskog konstrukta F19R30 (100%) i predstavljene kao srednja vrednost ±

S.E.M.(standard error mean) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti 

relativnih aktivnost CAT enzima poredene su Student Mestoni, a statistička analiza je urađena 

programom SPSS. Samo u slučajevima kada je p  vrednost bila manja od 0,05 rezultat je 

smatran statistički značajnim.



3.2 Analiza sekvenci SOX3 ortoioga

Pretraživanje baza podataka dostupnih sekvenci i njihovo međusobno poređenje 

urađeno je korišćenjem programa NCBI (National Center for Biotechnology Informations) i 

ClustalW. Sekvenca promotora humanog SOX3 gena, prijavljena pod brojem AL121875.10 

poredena je sa sekvencama ortologih promotora šimpanze (AC149044.1), rezus majmuna 

(NW_001218193.1), pacova (NW 048052.2) i misa (NT_039706.6).

Matlnspector program (Quandt et al., 1995) 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)-0,95.

3.3 Analiza regiona promotora zastićenih od dejstva enzima DNKaza I  (’’DNase I  
footprinting” analiza)

“DNase I footprinting“ analiza je urađena korišćenjem SureTrack Footprinting Kit-a 

(Amersham Pharmacia Biotech), uz odredene modifikacije. DNK fragmenti promotorkog 

regiona humanog SOX3 gena generisani su restrikcionim digestijama klonova F18R12 (-293 

do-21) (Krstic et al., 2007) i F19R14 (-427 do -92) (Mojsin et al., 2006). Korišćeni fragmenti 

preklapaju se u regionu (-293 do -92). Na oba fragmenta analiziran je i kodirajući i 

nekodirajuói lanac.

Kodirajući lanac je analiziran korišćenjem fragmenata nastalih Kpnl/Xbal digestijom 

klonova: F18R12 fragment dužine 272 bp i F19R14 fragment dužine 335 bp. Navedena 

digestija ostavlja na 3' kraju fragmenata, posle digestije sa Xbal, produžene krajeve 5' 

AGATC 3'. Ovako generisani fragmenati nose nespareni guanozin na 3' krajevima što



obezbeđuje obeležavanje samo kodirajućeg lanca fragmenta korišćenjem Klenow-og 

fragmenta DNK polimeraze i [a-3'P] dCTP.

Za analizu nekodirajućeg lanca korišćeni su F18R12 Sacl/Cîal i F19R14 SacUClal 

čije su dužine 273 i 336 baznih parava. Digestija sa Clal ostavlja na ovim fragmentima 3' 

produžene krajeve 5' AGCT 3', na nekodirajućem lancu što obezbeđuje selektivno 

obeležavanje samo nekodirajućeg lanca Klenow-im fragmentom DNK polimeraze i [a-j2P] 

dCTP.

Obeleženi DNK fragmenti su inkubirani sa jedamim proteinima izolovanim iz 

neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija (25 pg ili 50 pg) i govedim serumskim 

albuminom (BSA-bovine serum albumin) u kontrolnim reakcijama, u uslovima koji će 

dataljno biti opisani u delu koji se odnosi na esej smanjene elektroforetske pokretljivosti u 

gelu (EMSA). Uzorci su zatim tretirani DNkazom I, 0,4 U, 1 min na sobnoj temperaturi. DNK 

fragmenti su nakon tretmana DNkazom I prećišćavani ekstrakcijom fenol/hloroformom (1/1) i 

precipitaci)om etanolom i razdvajani na denaturišućem gelu za sekvenciranje (8% 

poliakrilamid/7 M urea). Reakcija sekvenciranja odgovarajućeg DNK fragmenta rađena je po 

metodi Maxam i Gilbert (G+A reakcija). Pozicije zaštićenih nukleotida odredene su 

poredenjem sa A+G sekvencom datog fragmenta i DNK markerom ФХ174 Hinfl.

3.4 Izolacìja jedarnih proteina

Jedami proteini iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija su izolovani po 

modifikovanoj proceduri Dignam-a et al (Dignam et al., 1983). NT2/D1 ćelije (IO9) su posle 

taloženja i pranja u PBS-u resuspendovane u puferu A (0.25 M saharoza, 10 mM HEPES pH 

7.9, 10 mM KC1, 1.5 mM MgCb, 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. Celije 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 MgCp, 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 (20000 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, lpg/ml leupeptina, lpg/ml 

pepstatina i lpg/ml antipaina, a pufer D 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF.

3.5 In vitro transkripcija i translacija

Prof. Mark P. Kamps nam je ljubazno ustupio cDNK M eisla  i Pbxlb  misa uklonirane 

u pGEM3zf-. Ovi vektori iskorišćeni su za in vitro sintezu MEISla i PBXlb proteina. In vitro 

transkripcija i sinteza PBX1 i MEIS1 proteina sa ovih plazmida urađena je korišćenjem 

retikulocitnog lizata za transkripciju i translaciju proteina (“TNT coupled transcription- 

translation reticulocyte lysate (SP6 polymerase version)” (Promega).

Korišćeni retikulocitni lizat (“TNT coupled transcription-translation reticulocyte 

lysate“) je in vitro model sistem translacije eukariota. Sistem obezbeđuje transkripciju i 

translaciju gena kloniranih nizvodno od SP6 promotora RNK polimeraze, u jednom koraku. U 

40 pi TNT® Quick Master Mix-а doda se 1 pi ImM metionina i 1 pg plazmidne DNK, nakon 

čega siedi inkubacija od 90 min na 30°C. 3 pi od ukupnog volumena in vitro sintetisanog 

proteina (50 pi) korišćeno je u EMSA reakcijama.



3.6 Esej smanjene elktroforetske pokretljivosti (EMSA-electrophoretic mobility shift 
assay)

U EMSA reakcijama korišćene su wt (wr-wild type) i mutirane olgonukleotidne probe 

F31R31 i F3R3 regiona SOX3 promotora. Na priloženim sekvencama mutirani nukleotidi su 

podvučeni, a malim slovima su označena po tri nesparena guanozina na 5 ’ kraju R prajmera.

F31R31(ÎF7) 5’ GAACCTGTCAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGACAGTTAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mutl 5’ GAACCTCAGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGAGTCTTAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mut2 5’ GAACCTGTCTTACACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGACAGAATGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mut3 5’ GAACCTGTCAATGTGGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGACAGTTACACCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mut4 5’ GAACCTGTGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGACACATAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F3R3 5 ’ CGCCGGTCTGCCTTGACAGGGTTGCAAAGTTG 3 ’

3’ GCGGCCAGACGGAACTGTCCCAACGTTTCAACggg 5’



Dvolančane probe su generisane reakcijama hibridizacije komplementamih F i R 

prajmera (2 nmol svakog prajmera) u 1 x STE puferu (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 

mM EDTA pH 8.0) nakon 10 min denaturacije na 98°C i postepenog hlađena do sobne 

temperature. Dvolančane oligonukleotidne probe su staložene etanolnom precipitaci]о т .

R prajmeri su dizajnirani tako da sadrže 3 nesparena guanozina na 5’ kraju koji 

obezbeđuju obeležavanje probe ugrađivanjem [a-j2P] dCTP na komplementamom lancu u 

reakciji sa Klenow-im fragmentom. Reakcija obeležavanja je sadržala: 50 ng oligonukleotida, 

0.5 pi 40 mM dNTPmix, 2 pi Eco?o\ pufera (10 mM Tris-HCl, ph 7.5, 5 mM MgCl2, 7.5 mM 

DTT), 1 pi Klenow fragmenta DNK polimeraze (New England Biolabs) (5U) i ddH20 do 20 

pl. Nakon inkubacije od 60 min na 37°C i dodavanja 30 pl ddH20, reakcija je propuštena 

kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia Biotech).

EMSA reakcije su rađene sa 2,5 pg jedamih proteina iz neindukovanih i RA 

indukovanih NT2/D1 ćelija i 1 ng obeležene probe, u reakcionom puferu koji sadrži 10 mM 

HEPES pH 7.9, 15 mM KC1, 0,25 mM EDTA, 3% glycerol, 0,25mM DTT i 40 ng/pl poly 

(dl-dC) u volumenu od 25 pl, 30 minuta na 37°C. U EMSA reakcijama sa in vitro sintetisanim 

PBX1 i MEIS1 proteinima korišćeno je 3 pi od ukupno 50 pl produkta dobijenog in vitro 

transkripcijom/translacijom. U reakcijama sa ukupnim ćelijskim lizatima (WCL-whole cell 

lysates) korišćeno je 20 pg uzorka. Za kompeticiju (hladenje) su korišćeni neobeleženi 

mutirani oligonukleotidi (mut 1-4) u molamom višku od 100 puta. U esejima smanjene 

elektroforetske pokretljivosti u prisustvu antitela (“superšift“) jedami proteini su inkubirani sa 

antitelima Pbxl (C-20), Meisl/2 (H-80) i TGIF (K-15), Santa Cruz, CA, na sobnoj 

temperaturi, 20 minuta pre dodavanja obeležene probe.

Reakcije su elektroforetski razdvajane na 4% nativnom poliakrilamidnom gelu sa 

0.5 X TBE puferom (Tris-borat-EDTA; 45 mM Tris-borat, 1 mM Na2-EDTA).



3.7 Ekstrakcija proteina iz gela posle EMSA reakcija

Za ovaj eksperiment paralelno su rađene EMSA reakcije sa neobeleženom i 

obeleženom wt F31R31 probom i jedamim proteinima iz neindukovanih i RA indukovanih 

NT2/D1 ćelija. Reakcije su elektroforetski razdvajane na istom 4% nativnom 

poliakrilamidnom gelu i na osnovu pozicije formiranih kompleksa u reakciji sa obeleženom 

probom isecani su delovi gela koji odgovaraju poziciji kompleksa formiranih sa neobeleženih 

probom (Zhang et ah, 2002). Isečeni komadići gela su denaturisani kuvanjem 5 minuta u SDS 

puferu (12,5 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 20% glycerol, 0,002% bromphenol blue, 10% 2- 

mercaptoethanol) a proteini iz gela su razdvojeni na 10% SDS-PAGE (Zhang et al., 2002). 

Posle elektrotransfera na nitroceluloznu membranu proteini iz kompleksa formiranih na 

F31R31 probi su identifikovani Western blot analizom korišćenjem PBX1 i MEIS1/2 antitela 

(Zhang et al., 2002).

3.8 Generisanje mutiranih promotorskih konsrukata SOX3 gena

Za generisanje promotorskih konsrukata SOX3 gena koji nose mutacije u 

konsenzusnim sekvencama za vezivanje PBX i MEIS proteina (PBXMUT i MMEISMUT) i 

TGIF proteina (TGIFMUT) korišćen je QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit 

(Stratagene). Ovom metodom PCR reakcijama su uvedene mutacije u SOX3 wt promotorski 

konstrukt (F19R30) korišćenjem prajmera PBXmutF, MEISmutF i TGIFmutF koji nose 

mutacije odgovarajućih vezivnih mesta (podvučeni nukleotidi su mutirani):

PBXmutF- 5 ’ GAACCTGTCATACACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

MEISmutF-5’ GAACCTCAGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

TGEFmutF-5’ CGCCGGTCTGCCTTGCTAGGTTGCAAAGTTG 3’



Navedeni prajmeri su fosforilisani u reakciji u kojoj je 1 nmol prajmera dodat u 

reakciju sa 2, 5 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). 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 KC1, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA, 20 mM MgS04; Stratagene), 100 ng 5’OH 

fosforilisanog prajmera, 1 pl 25mM dNTP mix-a, 0,5 pl (1,25 U) Pfnl Polymerase 

(Fermentas) i 0,5 pl VentPolymerase (1 U) (New England Biolabs), kao i ddH20  do 50pl.

Za uvođenje mutacija PCR-om, korišćen je sledeći program:

Početna

denaturacija
Denaturacija Renaturacija Elongacija

Završna

elongacija
Hlađenje

9 5  °C 9 5 ° C 5 5 ° C 6 5 ° C 6 5 ° C 4 ° C

6 0  s e e 6 0  s e e 6 0  s e e
1 2 0  s e c  /  k b  

p l a z m i d a
6 0  s e e CO

1 c ik lu s 3 0  c i k l u s a 1 c ik lu s

Nakon PCR reakcije, u reakcionu smešu je dodat restrikcioni enzim Dpnl koji 

specifično prepoznaje metilovani adenozin motiva GATC tj. isključivo adenozin iz plazmidne 

matrice, a ne PCR produkta. Inkubacija enzimske reakcije je trajala 2 h na 37°C, nakon čega 

je rađena etanoina precipitacija. 10 pl mutirane DNK je iskorišćeno za transformaciju 

bakterisjskog 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 ni jedna dodatna 

mutacija.



3.9 Izolacija ukupnih ćeliskih proteina i Western blot analiza

Ekspresija PBX1, MEIS1, TGIF i SOX3 proteina tokom 48h indukcije NT2/D1 ćelija 

retinoičnom kiselinom praćena je Western blot analizom ukupnih éelijskih proteina (WCL- 

whole cell lysates) izolovanih iz neindukovanih i RA indukovanih NT2 éelija.

Radi praóenja ekspresije SOX3 proteina tokom poveéane ekspresije PBX1 i MEIS1 

proteina WCL su izolovani iz 1 x IO7 NT2/D1 éelija transfekovanih sa po 5 pg ekspresionih 

plazmida pCEPbxlb i PCIMeisla u prisustvu ili odsustvu retinoične kiseline.

Ukupni ćelijski proteini NT2/D1 éelija su izolovani inkubacijom ćelija 20 minuta na 

ledu u TNE puferu (0.05 M Tris pH 8.0, 0.15 M NaCl, 1% NP-40, i 2 mM EDTA pH 8.0) i 

centrifugiranjem 10 minuta na 9,000g. U dobijenom supematantu se nalaze ukupni ćelijski 

proteini (Qin et al., 2004). Uzorci WCL (50 pg) su razdvajani na 10% SDS-PAGE i 

elektrotransferom prebačeni na nitroceluloznu membranu. Posle blokade u 5% nemasnom 

mleku, membrane su inkubirane sa primamim antitelima (razblaženje 1:1000), SOX3 (H- 

135), Pbxl (C-20), Meisl (N-17), Meisl/2 (H-80), TGIF(K-15) i actin (H-196) (Santa Cruz, 

CA). Membrane su zatim inkubirane sa odgovarajuéim sekundarnim antitelima, HRP- 

konjugovana anti-rabbit IgG (razblaženje 1:10000), anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia 

Biotech) (razblaženje 1:20000) i anti-goat IgG (Sigma) (razblaženje 1:20000), a imunoblotovi 

su vizuelizovani ECL sistemom (Amersham Pharmacia Biotech).

3.10 Koimunoprecipitacija

Reakcije koimunoprecipitacija su radene na ukupnim éelijskim lizatima (WCL) 

neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 éelija (Qin et al., 2004). 300 pg WCL i 2 pg Meisl 

(N-17) antitela (Santa Cruz, Inc) je inkubirano preko noci na 4°C, uz konstantno mešanje. 

Zatim je u uzorak dodato 20 pi protein-AG agarose pa je  inkubacija nastavljena još 2 h na



4°C, uz mešanje. Posle intenzivnog pranja (5 x 1ml TNE pufera), antitelo i proteini su 

odvojeni od agaroze kuvanjem uzorka u 2-mercaptoethanol puferu (120 mM Tris, 20% 

glycerol, 2% 2-mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue, pH 6.8). Uzorci su zatim 

centrifugirani 2 minuta na 18,000g. 25 jil supematanta je pušteno na SDS-PAGE, a PBX1 

protein je detektovan Western blot-om, korišćenjem antitela na Pbxl (C-20) (Santa Cruz, Inc).



4. REZULTATI

4.1 Analiza regiona promotora humanog SOX3 gena koji su zaštićeni od dejstva enzima 
DNKaza I

U cilju identifikacije regulatomih elemenata u okviru promotora humanog SOX3 gena, 

urađena je “DNase I footprinting“ analiza. Ova analiza ukazuje na regione DNK koji su 

prisustvom proteina zaštićeni od delovanja enzima DNKaza I. Logično je pretpostaviti da 

proteini koji se vezuju za sekvence DNK u zaštićenim regionima promotora ispitivanog gena 

učestvuju u regulaciji njegove ekspresije.

“DNase I footprinting“ analiza promotora humanog SOX3 gena uradena je za 

kodirajući i nekodirajuói lanac DNK. Analiza oba lanca olakšava tumačenje rezultata ovog 

eseja, jer prisustvo zaštićenog regiona na istim pozicijama na oba lanca defìnitivno ukazuje da 

je u pitanju mesto interakcije proteina sa promotorskim regionom. Radi lakšeg praćenja 

dobijenih rezultata na Siici 2 shematski je prikazan promotor SOX3 gena sa označenim 

pozicijama regiona neophodnih za bazalnu i optimalnu aktivnost promotora, kao i pozicije 

regulatomih elemenata za koje je dokazano da utiču na regulaciju aktivnosti SOX3 gena. 

Takode, predstavljeni su i delovi promotora ispitivani “DNase I footprinting“ analizom.

Oba lanca promotorskog regiona analizirana su korišćenjem preklapajućih ffagmenata 

F18R12 i F19R14 (Mojsin et al., 2006; Krstic et al., 2007) (Slika 2), i jedamih proteina 

izolovanih iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija. Generisanje preklapajućih 

fragmenata F18R12 i F19R14 detaljno je opisano u poglavlju Materijal i metode, u sekciji 

“DNase I footprinting“ analiza. Korišćenje preklapajućih ffagmenata omogućilo je preciznije 

određivanje pozicije zaštićenih sekvenci u regionima preklapanja kao i na krajevima 

analiziranih fragmenata.



RXR RXR n p -Y USF Spi TATA

I----------------------------------------------------------------------------optim aln i prom Otor

Slika 2: Shematski prikaz 5' regulatomog regiona SOX3 gena dužine 713 bp i pozicije 

optimalnog i bazalnog promotora. Označena je pozicija starta transkripcije (+1), kao i pozicije 

prajmera koji su korišćeni za generisanje promotor-reporterskih konstrukata (F19, F17, R30, 

R24) i fragmenata korišćenih u “DNase I footprinting“ analizi (F 19, F18, R14, R12). 

Shematski su prikazani i elementi preko kojih je regulisana aktivnost SOX3 gena koji 

uključuju TATA boks, USF, Spi, NF-Y i RXR.

Rezultati “DNase I footprinting“ analize oba lanca fragmenta F18R12, koji obuhvata 

deo bazalnog promotora SOX3 gena, predstavljeni su na Siici 3. Pet zaštićenih regiona 

detektovano je i na kodirajućem i na nekodirajućem lancu DNK. Pozicije ovih regiona 

odredene su na osnovu DNK markera i G+A sekvence analiziranog fragmenta. Na oba lanca, 

u reakcijama sa 50 pg jedamih proteina (kolone 5 i 6 na panelu A; kolone 4 i 5 na panelu B) 

detektuje se veća zaštita nego u reakcijama sa 25 pg proteina (kolone 7 i 8 na panelu A; 

kolone 6 i 7 na panelu B). Takođe, na kodirajućem lancu (Panel A), tri zaštićena regiona (1, 2 

i 3) pokazuju veću zaštitu u rakcijama sa jedamim proteinima iz indukovanih ćelija. Ovo 

ukazuje na potencijalnu razliku u proteinskim kompleksima poreklom iz indukovanih i 

neindukovanih éelija formiranim na ovim regionima. U zaštićenim regionima na 

nekodirajuéem lancu fragmenta F18R12 nije primećena razlika u zaštiti u reakcijama sa 

jedamim proteinima iz indukovanih i neindukovanih éelija. Odsustvo razlike u regionima 8, 9 

i 10 koji odgovaraju regionima 1, 2 i 3 na kodirajuóem lancu može se objasniti prisustvom 

veoma jakih hipersenzitivnih mesta na tim delovima sekvence nekodirajuéeg lanca.
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Rezultati analize fragmenta F19R14, koji se preklapa sa fragmentom F18R12 i koji 

sadrži distalni deo optimalnog promotora SOX3 gena, prikazani su na Siici 4. Detektovana su 

četiri zaštićena regiona na kodirajućem i četiri na nekodirajućem lancu DNK. Pozicije ovih 

regiona odredene su na osnovu G+A sekvence fragmenta. Kao i u slučaju fragmenta F18R12, 

na oba lanca, u reakcijama sa 50 pg jedamih proteina (kolone 4 i 5 na panelima A i B) 

detektuje se veća zaštita nego u reakcijama sa 25 pg jedamih proteina (kolone 6 i 7 na 

panelima A i B).

U regionu preklapanja fragmenata F18R12 i F19R14 zaštite istih regiona su 

detektovane na oba fragmenta. To su regioni 4, 5, 6 i 8 na F18R12, i odgovarajuéi regioni 12, 

13, 17 i 18 na fragmentu F19R14.

Dobijeni rezultati sumirani su u Tabeli 3, a shematski prikaz pozicija zaštićenih 

regiona na nukleotidnoj sekvenci S0X3 promotora predstavljen je na Siici 5. Regioni 

promotora koji su zaštićeni na oba lanca DNK označeni su kao FP1-FP4, dok regioni u 

kojima je zaštita detektovana samo na jednom lancu DNK nose oznake FP5, FP6 i FP7.

Z a š t i ć e n i

r e g i o n i

O z n a k e

z a š t i ć e n i h

r e g i o n a

P o z i c i j a

z a š t i ć e n o g

r e g i o n a

Z a š t i t a  

d e t e k t o v a n a  

n a  f r a g m e n t u  

F 1 8 R 1 2  F 1 9 R 1 4

D N K  

l a n a c  n a  

k o m  j e  

z a .š t i  t a

R a z l i k a  u

z a š t i t i

N T 2 - R A

F P l
1 - 2 8  d o  - 5 9 + - + +
1 0 - 2 7  d o  - 4 7 + - - /

F P 2

2 - 6 6  d o  - 8 7 + - + +
9 - 6 2  d o  - 1 2 3 + - - /
3  . - 9 4  d o  - 1 2 1 + - + +
11 - 1 2 1  d o - 1 3 5 - + + /

F P 3

8 /1 8 - 1 5 6  d o  - 1 6 2 + + - /
1 2 /4 - 1 5 9  d o - 1 9 7 + + + /
7 - 1 8 7  d o  - 1 9 4 + - - /

F P 4
1 4 - 2 7 9  d o  - 3 4 2 - + + /
1 6 - 2 9 5  d o  - 3 3 6 - + - /

F P 5 5 /1 3 - 2 1 4  d o  -2 4 1 + + + /
F P 6 1 7 /6 - 2 4 2  d o  - 2 6 0 + + - /
F P 7 1 5 - 3 6 1  d o  - 3 9 5 - + - /

Tabela 3: Pozicije regiona zaštićenih u “DNase I footprinting“ analizi promotora humanog 

S0X3 gena. Pozicije su predstavljene u odnosu na start transkripcije. Kodirajući lanac je 

označen sa +, a nekodirajući sa -.
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Slika 5: Shematski prikaz pozicija zaštićenih regiona na nukleotidnoj sekvenci SOX3 

promotora. Velikim slovima je predstavljena nukleotidna sekvenca regiona ispitivanog 

“DNase I footprinting“ analizom, a strelicama pozicije prajmera F19, F18, R14 i R12. 

Svetlijim slovima su označene zaštićene sekvence, a pravougaonici uokviruju regione 

zaštićene na oba lanca DNK. Malim slovima je predstavljena nizvodna sekvenca SOX3 

promotora na kojoj su podvučeni nukleotidi koji predstavljaju start transkripcije i TATA 

boks. Pozicije zaštićenih sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

Analiza rezultata ukazuje da na promotoru SOX3 gena postoje 4 regiona zaštićena na 

oba lanca DNK: FP1 na poziciji -27 do -59, FP2 od -62 do -135, FP3 u regionu -156/-197 i 

FP4 od -279 do -342. Zaštićeni regioni su na identičnim pozicijama u reakcijama sa jedamim 

proteinima iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija. Međutim, na kodirajućem 

lancu, u regionima FP1 i FP2 zaštita je izraženija u reakcijama sa jedamim proteinima iz NT2 

ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom (Slika 3).



Pored regiona FP1-FP4, “DNase I footprinting“ analiza je pokazala prisustvo jos 3 

regiona zaštićena samo na jednom lancu, FP5 na kodirajućem lancu na poziciji -214 do -241 i 

FP6 (-242/-260) i FP7 (-361/-395) na nekodirajućem lancu.

4.2 In silico analiza sekvenci и okviru zašićenih regiona SOX3 gena

U cilju identifikacije proteina koji se vezuju za sekvence DNK u promotoru SOX3 

gena zaštićeni regioni su analizirani na prisustvo potencijalnih mesta za vezivanje 

transkripcionih faktora. Ova analiza je urađena programom Matinspector (Quandt et al., 

1995), uz kriterijum da verovatnoća vezivanja transkripcionog faktora za ispitivanu sekvencu 

bude 1.0. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.

Zaštićeni
region

Pozicija
zaštićenog
regiona

Transkripcioni faktori čija se vezivna mesta nalaze u 
zaštićenim regionima

FPl -211-39

Sp 1 -Specificity protein 1 
MAZ-MYC-associated zinc finger protein 
AHR-aryl hydrocarbon receptor 
ZF2-zinc finger 2

FP2 -62/-135

TGlF-TGFß-induced factor homeobox 1 
USF-upstream stimulatory factor 1
PBX/MEIS heterodimer PBX-pre В-cell leukemia transcription 
factor 1; MEIS-myeloid ecotropic viral integration site 1 
CCAAT boks
HNFl-hepatocyte nuclear factor 1
COMP 1 -cooperates with myogenic proteins 1
РАХб-paired box gene 6

FP3 -156/-197

Egr-early growth response 
HNF4-hepatocyte nuclear factor 4
VDR/RXR heterodimer, VDR-vitamin D receptor; RXR-retinoid 
X receptor
PPAR/RXR heterodimer, RXR-retinoid X receptor; PPAR- 
peroxisome proliferator activated receptor 
CREB-cAMP responsive element binding protein 
ATF 6-activating transcription factor 6

FP4 -279/-342

ZBP89-zinc binding protein 89 
CCAAT boks 
MZF1-myeloid zinc finger 
S p i-Specificity protein 1 
MAZ-MYC-associated zinc finger protein



Zaštićeni
region

Pozicija
zaštićenog
regiona

Transkripcioni faktori cija se vezivna mesta nalaze u 
zaštićenim regionima

FP5 -214/-241 /
FP6 -242/-260 CCAAT boks

EKLF-Erythroid krueppel-like transcription factor
FP7 -361/-395 TGBF-TGFß-induced factor homeobox 1

Tabela 4: Prikaz transkripcionih faktora čija se poteneijalna vezivna mesta nalaze u 

zaštićenim regionima promotora SOX3 gena.

Rezultati dobijeni ovom analizom pokazuju da se u zaštićenim regionima SOX3 

promotora nalaze poteneijalna mesta za vezivanje velikog broja transkripcionih faktora. Pored 

opštih transkripcionih faktora (Spi, USF, NF-Y) prisutni su i faktori čija je ekspresija tkivno 

specifična (CREB, PBX, MEIS). Očekivano, analiza je pokazala i prisustvo vezivnog mesta 

za nukleami receptor RXR, koji je jedan od medijatora aktivnosti retinoiene kiseline.

Matinspector analiza urađena je i za regione zaštićene samo na jednom lancu DNK. 

Rezultati su pokazali da se u regionima na nekodirajućem lancu nalaze poteneijalna mesta za 

vezivanje transkripcionih faktora, i to CCAAT boks i EKLF u regionu FP6 (242/-260), a 

TGLF u zaštićenom regionu FP7 na pozieiji -361/-395.

4.3 Analiza potencijalnog vezivnog mesta za heterodimer PBX/M EIS и okviru FP2 
ragiona humanog SOX3 promotora

Region FP2 (Slika 6) bio je interesantan za dalju analizu iz vise razloga. Prvo, ovaj 

region se nalazi u bazalnom promotoru SOX3 gena (-62/-13 5). Drugo, “DNase I footprinting“ 

analiza pokazala je da je u ovom regionu zaštita prisutna na oba lanca DNK. Takode, na 

kodirajućem lancu DNK u okviru FP2, regioni 2 i 3 (Slika 3) pokazuju izraženiju zaštitu u 

reakeiji sa jedamim proteinima iz RA indukovanih NT2/D1 ćelija u poredenju sa netretiranim



ćelijama. Ovo može ukazivati da retinoična kiselina povećava afmitet jedamih proteina za 

vezivanje za FP2 ili da je ovaj region regulatomi element za koji se vezuju transkripcioni 

faktori koji su prisutni samo u jedamim proteinima indukovanih NT2/D1 ćelija.

Pored toga, analiza sekvence FP2 regiona na prisustvo potencijalnih mesta za 

vezivanje transkripcionih faktora pokazala je da ovaj region sadrži brojna vezivna mesta, kakö 

za opšte transkripcione faktore (NF-Y, USF), tako i za faktore koji pokazuju tkivnu i 

vremenski specifičnu ekspresiju (TGIF, PBX, MEIS, F1NF1, PAX6) (Tabela 4).

-62
,A

N đ c o d ir a ju ć i  la n a c  . 9 5  K o đ ir a ju ć i  la iia c

Slika 6: Uvećani region zaštite 2 sa Slike 3 i odgovarajući zaštićeni deo regiona 9 na 

nekodirajućem lancu. Pozicije zaštićenih regiona su označene pravougaonicima uz koje su 

prikazane odgovarajuće nukleotidne sekvence. M-DNK marker; G+A-sekvenca analiziranog 

fragmenta; BSA-kontrolne reakcije sa BSA; NT2-reakcije sa jedamim proteinima 

neindukovanih ćelija (25 pg); RA-reakcije sa jedamim proteinima indukovanih ćelija (25 pg)
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Matinspector analiza pokazala je da se u okviru FP2 regiona na nekodirajućem lancu 

(pozicija -70 do -79), nalazi konsenzusna sekvenca za vezivanje PBX/MEIS heterodimera-5’ 

TGATTGACAG 3’ (Chang et a l, 1997) (Slika 6). Konsenzus cine polumesto za vezivanje 

PBX proteina na 5’ kraju (TGAT) i MEIS mesto (TGACAG) pozicionirano na 3’ kraju 

(Chang et a l, 1997). Potencijalni značaj ovog mesta potvrđen je i rezultatima poređenja 

sekvence zaštićenog regiona sa odgovarajućim sekvencama ortoioga Sox3 gena kod sisara 

(Slika 7). Poređenje sekvenci čoveka, šimpanze, makaka majmuna, pacova i misa pokazalo je 

da je mesto za vezivanje PBX/MEIS heterodimera evolutivno ocuvano, i po nukleotidnom 

sastavu i po poziciji u promotorskim regionima, kod svih analiziranih ortoioga. Ovi rezultati 

ukazali su na potencijalni značaj konsenzusnog mesta za vezivanje heterodimera PBX/MEIS 

u regulaciji ekspresije SOX3 gena.

FP2 (-62/-135)

- 1 3 5  - 6 2

Slika 7: Sekvenca kodirajućeg lanca DNK u FP2 regionu (-62/-135) i poređenje 

konsenzusnog mesta za vezvanje PBX/MEIS heterodimera sa ortolognim sekvencama sisara. 

Pozicije sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.



4.3.1 Interdicci]e PBX/MEIS konsenzusnog mesta saproteinima

Dalja analiza PBX/MEIS konsenzusnog mesta u okviru SOX3 promotora išla je u 

pravcu identifikacije transkripcionih faktora koji se za njega vezuju, tj. dokazivanja prisustva 

PBX i MEIS proteina u kompleksima formiranim na ovom mestu. Interakcije ovog mesta i 

proteina ispitivane su u esejima smanjene elektroforetske pokretljivosti, EMSA 

(Electrophoretic Mobility Shift Assay). Za analizu je korišćena dvolančana oligonukleotidna 

proba, označena kao F31R31, koja zahvata 31 bp FP2 regiona, uključujući i PBX/MEIS 

vezivno mesto (Slika 8A), i jedami proteini iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 

ćelija. EMSA reakcije pokazuju da se za probu F31R31 vezuju jedami proteini kako 

neindukovanih, tako i RA indukovanih NT2/D1 ćelija (Slika 8B, kolone 2 i 3). Formirani 

kompleksi manje elektroforetske pokretljivosti su izraženiji u reakcijama sa jedamim 

proteinima indukovanih ćelija, što je u korelaciji sa rezultatima dobijenim “DNase I 

footprinting“ analizom, gde su ovi jedami proteini pokazali intenzivniju zaštitu ovog regiona. 

Međutim, formirani kompleksi ne ukazuju na kvalitativne razlike u vezivanju jedamih 

proteina iz neindukovanih i indukovanih NT2/D1 ćelija za probu. U cilju identifikacije 

proteina prisutnih u formiranim kompleksima na probi F31R31 urađena je “superšift“ analiza 

korišćenjem antitela na PBX1 i MEIS 1/2 proteine, kandidatne transkripcione faktore za 

vezivanje u ovom regionu. Antitelo na PBX1 dovodi do “superšifta” proteinskih kompleksa 

na F31R31 probi u reakcijama i sa jedamim proteinima iz neindukovanih i indukovanih 

NT2/D1 éelija (Slika 8B, kolone 4 i 5). Međutim, u reakcijama sa MEIS 1/2 antitelima 

“superšift“ je dobijen samo sa kompleksima proteina iz RA indukovanih NT2/D1 éelija (Slika 

8B, kolone 6 i 7).

Poveéanje intenziteta formiranih kompleksa u reakcijama “superšifta“ može se 

objasniti većom stabilnošću kompleksa usled prisustva antitela u reakcijama i veé je primeéen 

kako u našim tako i u radovima drugih autora (Kovacevic Grujicic et al., 2005).
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Slika 8: EMSA reakcije (A) Region 2 u okviru FP2 koji pokazuje vécu zaštitu u reakcijama sa 

jedamim proteinima indukovanih ćelija i proba F31R31 (koja sadrži PBX/MEIS vezivno 

mesto) korišćena u EMSA reakcijama. (B) EMSA reakcije sa jedamim proteinima (JP) 

neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) ćelija i probom F31R31. “Superšift“ reakcije su 

rađene korišćenjem antitela na PBX1 i MEIS 1/2. Kompleksi dobijeni u reakcijama 

“superšifta“su označeni strelicama.



4.3.2 Identifikacija proteinimaprisutnih и kompleksima formiranim naprobi F31R31

Da bi potvrdili prisustvo PBX i MEIS u kompleksima formiranim sa jedamim 

proteinima iz indukovanih NT2/D1 ćelija i probom F31R31 urađena je Western blot analiza 

proteina prisutnih u kompleksima. Rezultati ove analize prikazani su na Siici 9. Nakon EMSA 

reakcija i detekcije kompleksa, delovi gela koji odgovaraju poziciji kompleksa su isečeni i 

analizirani metodama SDS-PAGE i Western blot. Ovom metodom proteini prisutni u 

formiranim kompleksima su isečeni kao delovi nativnog gela, a zatim analizirani 

razdvajanjem u denaturišućim uslovima i detekcijom u prisustvu specifičnih antitela. Analiza 

je potvrdila rezultate dobijene u reakcijama “superšifta“, u kojima je prisustvo PBX1 

detektovano u oba ispitivana kompleksa, poreklom iz neindukovanih i indukovanih ćelija, 

(Slika 9, kolone 1 i 2) dok je prisustvo MEIS proteina detektovano samo u kompleksu iz 

indukovanih ćelija (Slika 9, kolone 3 i 4). Opisani rezultati ukazuju da je u NT2/D1 ćelijama 

na ispitivanom PBX/MEIS vezivnom mestu u promotoru SOX3 gena prisutan samo PBX1, a 

da su nakon indukcije retinoičnom kiselinom na mestu prisutna oba transkripciona faktora.

NT2 RA

MEIS 1/2

3 4

Slika 9: Western blot analiza proteina iz delova gela koji sadrže komplekse formirane na 

probi F31R31 sa jedamim proteinima neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) ćelija. 

Korišćena su antitela na PBX1 i MEIS1/2.



4.3.3 Specifičnost vezivanja PBX i MEIS proteina za konsenzusno mesto

Specifičnost vezivanja PBX i MEIS proteina za probu F31R31 ispitivana je 

uvođenjem mutacija u konsenzusno mesto. Korišćene su 4 mutirane dvolančane 

oligonukleotidne probe (mutl-mut4), a pozicije mutiranih nukleotida odabrane su tako da 

naruše strukturu PBX vezvnog mesta (mut3), MEIS mesta (muti i mut4) ili oba mesta (mut2). 

Sekvence wt i mutiranih oligonukleotida prikazane su na Siici 10A.

U prvom setu ekspreimenata, jedami proteini iz neindukovanih i RA indukovanih 

NT2/D1 ćelija vezivani su za obeleženu F31R31 probu, a mutirani oligonukleotidi su 

korišćeni kao neobeleženi kompetitori (Slika 10B). Dobijeni rezultati su ukazali da su 

uvedene mutacije narušile integritet PBX/MEIS vezivnog mesta, tako da mutirane probe nisu 

mogie da vežu jedame proteine. Usled nemoguénosti interakcija sa jedamim proteinima 

mutirane probe ne kompetiraju (muti i mut2) ili slabo kompetiraju (mut3 i mut4) vezivanje 

proteina za wt probu ( F31R31) (Slika 10B). Mentirai rezultati dobijeni su korišćenjem 

jedamih proteina neindukovanih i indukovanih NT2/D1 óelija (Slika 10B). Ovaj rezultat 

potvrduje da sekvenca TGATTGACAG sadrži demente neophodne za vezivanje proteina 

prisutnih u jedamim ekstraktima neindukovanih i indukovanih NT2/D1 óelija.
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Slika 10: Mutaciona analiza PBX/MEIS vezivnog mesta. (A) Sekvence wt (F31R31) i 

mutiranih oligonukleotidnih proba (mutl-mut4). Mutirani nukleotidi su podvučeni. Vezivno 

mesto za PBX/MEIS je uokvireno, a isprekidane linije pokazuju pozicije vezivnog mesta u 

mutiranim probama.(B) EMSA reakcije sa obeleženom probom F31R31 Jedam im  proteinima 

i kompetitorima mutl-4. Neobeležene mutirane probe su dodavane u 100 puta većem 

molamom odnosu.

U drugom setu eksperimenata interakcije obeleženih mutiranih proba (mutl-mut4) su 

ispitivane primenom EMSA sa jedamim proteinima neindukovanih i RA indukovanih 

NT2/D1 ćelija, a zatim je dodavanjem antitela na PBX1 i MEIS1/2 proveravano prisustvo 

ovih proteina u formiranim kompleksima (Slika 11A i B). Kod svih mutanata u reakcijama 

vezivanja nije detektovano formiranje kompleksa karakterističnih za wt probu (F31R31), a 

reakcije “superšifta” pokazuju da kompleksi slabijeg intenziteta formirani na mutiranim



probama ne sadrže PBX i MEIS proteine (Slika HA i В). Interesantno je da “superšift” sa 

PBX1 antitelima nije detektovan sa probom koje nose mutaciju u MEIS polumestu (mut4), 

niti je proba koja nosi mutaciju u PBX mestu (mut3) pokazala “supršift” sa MEIS 1/2 

antitelima (Slika 11A i B). Ovi rezultati ukazuju da su oba polumesta u okviru konsenzusne 

sekvence neophodna za formiranje proteinskih kompleksa između jedamih proteina iz 

NT2/D1 ćelija i probe F31R31.

A
proba + + + + + + + + + + + + + + +
NT2 JP - + - + - - + - + - - + - + -
RA JP - + - + - - + - + - - + - +

Pbxl Ab _ - + + - _ . + + - - . + +

F3№31 MÜT3 MÜT4

proba + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

NT2 JP - + - + - + - + - - + - + - - + - + - + - + -
RA JP - + - + - - + - + - + - + - + - + - + - +

Meisl/2Ab _ _ + + - - . + + _ _ + + _ - + + - - + +

F31R31 MIETI МТЕГ2 М ТТЗ М1ЕГ4

Slika 11: EMSA i “superšift” analiza sa wt (F31R31) i mutiranim oligonukleotidima (mutl- 

mut4) i jedarnim proteinima (JP) iz neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) NT2/D1 ćelija. 

U reakcijama “superšifta“ su korišćena antitela na PBX1 (Panel A) i MEIS1/2 (Panel B). 

Kompleksi dobijeni u reakcijama “superšifta“ su označeni strelicama.



Takođe, rezultati vezivanja sa probama koje nose mutacije u PBX/MEIS 

konsenzusnom mestu potvrđuju specifičnost vezivanja proteina PBX i MEIS za ovaj region.

4.3.4 PBX1 i MEIS1 proteini se vezuju za konsenzusno mesto и promotoru SOX3 gena

Dosadašnji rezultati su pokazali da se PBX1 i jedan od MEIS proteina (MEIS1 ili 

MEIS2) vezuju za ispitivano mesto. Već je naglašeno da vezivno mesto u SOX3 promotoru 

odgovara konsenzusnoj sekvenci za in vitro vezivanje heterodimera PBX1/MEIS1, i kao 

takvo je već opisano u promotorima drugih gena (Chang et al., 1997). Na ovakvoj 

konsenzusnoj sekvenci MEIS1 je dominantni partner PBX1 proteina (Chang et al., 1997; 

Wang et al., 2001), pa je bilo logično pretpostaviti da je na ovom regulatomom elementu 

SOX3 promotora partner PBX1 upravo protein MEIS1. Zbog toga je u narednim 

eksperimentima testirana hipoteza da se PBX1 i MEIS1 proteini u formi heterodimera vezuje 

za regulatomi element u promotoru SOX3 gena.

Proverà afmiteta PBX1 i MEIS1 proteina za vezivanje za ispitivano mesto uradena je 

korišćenjem in vitro sintetisanih PBX1 i MEIS1 proteina u EMSA reakcijama sa probom 

F31R31 (Slika 12). Specificni kompleksi formirani su samo u reakciji vezivanja kada su 

prisutna oba sintetisana proteina. Ni PBX1 ni MEIS1 pojedinačno se ne vezuju za probu 

(Slika 12, kolone 1 i 2), dok prisustvo oba proteina u reakciji vezivanja inicira formiranje 

kompleksa na probi F31R31 (Slika 12, kolona 3). Ovaj rezultat ukazuje da se in vitro 

sintetisani PBX1 i MEIS1 vezuju za konsenzusno mesto u okviru SOX3 promotora u formi 

heterodimera.



Slika 12: EMSA reakcije sa in vitro sintetisanim proteinima PBX1 i MEIS1. Strelice 

označavaju komplekse formirane na probi F31R31. Zvezdica označava nespecifičan 

kompleks prisutan i u reakciji vezivanja sa neprogramiranim lizatom.

4.3.5 Uticaj poveéane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina na formiranje proteinskih 
kompleks a na probi F31R31

EMSA eksperimentima je takođe analiziran uticaj poveéane ekspresije PBX1 i MEIS1 

proteina na formiranje kompleksa u F31R31 regionu SOX3 promotora. U reakcijama su



korišćeni ukupni ćelijski lizati (WCL-whole cell lysates) neindukovanih i RA indukovanih 

NT2/D1 éelija koje su transfekovane PBX1 i MEIS1 ekspresionim vektorima. Rezultati su 

prikazani na Siici 13. Vezivanje WCL iz neindukovanih NT2/D1 ćelija (netransfekovanih i 

transfekovanih) rezultiralo je formiranjem jednog kompleksa (Slika 13, kolone 2, 4, 6 i 8), 

dok su WCL RA indukovanih ćelija doveli do formiranja dva proteinska kompleksa, od kojih 

jedan pokazuje manju elektroforetsku pokretljivost u odnosu na kompleks dobijen u 

reakcijama sa WCL neindukovanih ćelija (Slika 13, kolone 3, 5, 7 i 9). Novoformirani 

kompleks postaje intenzivniji u reakcijama sa WCL transfekovanih ćelija indukovanih 

retinoičnom kiselinom (Slika 13, kolone 5, 7 i 9 u odnosu na kolonu 3), pri čemu je najveći 

intenzitet primećen sa WCL ćelija kojima je bila povećana ekspresija oba proteina (Slika 13, 

kolona 9). Prikazani rezultati pokazuju da povećana ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina 

omogućava formiranje kompleksa veéeg intenziteta na PBX/MEIS vezivnom mestu u 

promotoru SOX3 gena.



F31R31
NT2
RA
NT2 Pbxl 
RAPbxl 
NT2 Mei si 
RA Meisl 
NT2 Pbxl M eisl 
RA Pbxl/Mei si

Slika 13: Efekti povećane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina na formiranje kompleksa na

probi F31R31. U EMSA reakcijama korišćena je proba F31R31 i ukupni ćelijski lizati (WCL)

neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) ćelija, kao i ovih ćelija u kojima je nakon 

transfekcije povećana ekspresija PBX1, MEIS1 ili oba proteina. Strelicama su označeni

formirani kompleksi.

4.3.6 Profil ekspresije PBX1 i MEISl proteina tokom indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom 
kiselinom

Poznato je da su rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, koje se događaju 

tokom prvih 48h indukcije retinoičnom kiselinom, praćene povećanjem ekspresije SOX3, 

kako na nivou iRNK (Stevanovic, 2003; Krstic et al., 2007) tako i na proteinskom nivou 

(Mojsin et al., 2006). U cilju praéenja endogene ekspresije PBX1 i MEISl proteina tokom



indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom, Western blotom je analizirano prisustvo ovih 

proteina u WCL neindukovanih i indukovanih ćelija (Slika 14). Ekspresija PBX1 i MEIS1 

proteina je detektovana u WCL neindukovanih ćelija, a nakon 48h indukcije retinoičnom 

kiselinom dolazi do povećanja ekspresije oba proteina. Dobijeni rezultati pokazuju da profil 

ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina tokom indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom 

odgovara već opisanom profilu ekspresije SOX3 gena u ovim uslovima. Ovaj rezultat je 

ukazao na potencijalnu ulogu ovih faktora kao medijatora indukcije SOX3 gena retinoičnom 

kiselinom.

S 0X3

PBX1 

■«— MEISl 

-**—  a k tm

Slika 14: Western blot analiza ekspresije S0X3, PBX1 i MEISl proteina u neindukovanim 

(NT2) i ćelijama indukovanim retinoičnom kiselinom (RA) tokom 48h. Aktin je korišćen kao 

kontrola količine proteina unetih u reakciju. Strelice označavaju pozicije proteina S0X3, 

PBX1, MEISl i aktina.

4.3.7 Dimerizacija PBX1 i MEISl proteina u odsustvu DNK

Poznato je da su MEIS proteini glavni partneri PBX-a prilikom vezivanja za DNK u in 

vivo uslovima (Chang et al., 1997). Međutim, in vtro je pokazano je da ovi proteini 

dimerizuju i u odsustvu DNK (Chang et al., 1997). U cilju identifikacije potencijalnih

NT2 RA



PBX/MEIS interakcija u NT2/D1 ćelijama, urađeni su eksperimenti koimunoprecipitacije. 

Dobijeni rezultati prikazani su na Siici 15. Antitelima na MEIS1 (konjugovanim sa protein 

А/G agarozom), imunoprecipitiran je endogeni MEIS 1 iz WCL neindukovanih i RA 

indukovanih NT2/D1 ćelija, a proteini koji se nalaze u precipitiranom imunokompleksu su 

analizirani Western blotom, korišćenjem antitela na PBX1. U obe reakcije detektovano jé 

prisustvo PBX1 proteina u kompleksu precipitiranom antitelima na MEIS1 (Slika 15, kolone 

1 i 2), a detektovani protein komigrira sa PBX1 proteinom u pozitivnoj kontroli (WCL iz 

NT2/D1 ćelija, Slika 15, kolona 5). Osim toga, količina PBX1 proteina asocirana sa MEIS1 

proteinom povećana je nakon indukcije ćelija retinoičnom kiselinom (Slika 15, kolona 2 u 

odnosu na kolonu 1). U kontrolnim reakcijama (bez antitela) nije detektovan PBX1, što 

potvrđuje odsustvo nespeciflčnih reakcija izmedu WCL i protein А/G agaroze (Slika 15, 

kolone 3 i 4). Ovim rezultatom je potvrđeno da PBX1 i MEISl interaguju i u odsustvu DNK u 

NT2/D1 ćelijama, i da se afmitet za ove interakcije povećava nakon indukcije retinoičnom 

kiselinom.

NT2 RA NT2c RAc WCL

1 2  3 4 5

Slika 15: Dimerizacija PBX1 i MEISl proteina u NT2/D1 ćelijama. Ukupni ćelijski lizati 

(WCL) neindukovanih (NT2) i RA indukovanih ćelija (RA) su korišćeni u reakcijama 

koimunoprecipitacije. Imunoprecipitacija je urađena antitelima na MEISl, a 

koimunoprecipitirani proteini su razdvojeni na SDS-PAGE, i detektovani Western blotom 

antitelima na PBX1. U kontrolnim reakcijama (NT2c i RAc), nisu dodavana antitela. WCL 

NT2/D1 ćelija korišćeni su kao pozitivna kontrola.



4.3.8 PBX1 i MEIS1 regulišu in vivo ekspresiju S0X3 gena и NT2/D1 čelijama

U sledećem eksperimentu ispitivan je efekat povećanja ekspresije PBX1 i MEIS1 na 

endogenu ekspresiju SOX3 proteina. NT2/D1 ćelije su transfekovane PBX1 i MEIS1 

ekspresionim vektorima, a efekat povećanja njihove ekspresije na aktivnost SOX3 gena 

praćen je Western blot analizom. Rezultati su prikazani na Siici 16. Povećanje ekspresije, 

kako pojedinačnih, tako i oba proteina zajedno, dovodi do porasta nivoa SOX3 proteina. 

Prikazani rezultati potvrduju da su PBX1 i MEIS1 proteini uključeni u aktivaciju SOX3 gena 

u NT2/D1 ćelijama. Očekivano, efekat je najizraženiji kada je u indukovanim ćelijama 

povećana ekspresija oba proteina (Slika 16, kolona 8), što ponovo ukazuje da PBX1 i MEIS1 

proteini imaju ulogu medijatora u RA indukovanoj aktivaciji SOX3.

NT2 RA NT2 RA NT2 RA NT2 RA

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 16: Efekat povećane ekspresije PBX1 i MEIS1 na ekspresiju endogenog SOX3 

proteina. U Western blot analizi su korišćeni ukupni ćelijski lizati (WCL) neindukovanih 

(NT2) i indukovanih (RA) ćelija, netransfekovanih (kolone 1 i 2), transfekovanih 

ekspresionim vektorima za PBX1 ( kolone 3 i 4), MEIS1 (5 i 6) ili sa oba proteina (7 i 8). 

Aktin je korišćen kao kontrola kolicine proteina unetih u reakciju. Strelice označavaju 

pozicije SOX3 proteina i aktina.



4.3.9 Funkcinalna analiza regulatornog elementa S0X3 promotor a koji sadrži vezivno mesto 
za heterodimer PBXZMEIS

Funkcionalni značaj PBX/MEIS vezivnog mesta u promotoru SOX3 gena ispitivan je 

u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija. 

Korišćen je promotor-reporterski konstrukt F19R30pBLCAT6 koji sadrži 713 bp 5’ 

regulatornog regiona SOX3 gena, za koji je prethodno pokazano da sadrži optimalni promotor 

SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et ai., 2005). Na ovaj način je u eksperimentima tranzijentne 

transfekcije praéena aktivnost reporterskog gena {cat) koji je pod kontrolom optimalnog 

promotora SOX3 gena.

Takođe, funkcionalni znacaj PBX1/MEIS1 vezivnog mesta analiziran je u 

eksperimentima u kojima su primenom mesto-specifične mutageneze uvedene mutacije u 

analizirano konsenzusno mesto.

4.3.9.1 Transkripcioni faktori PBX1 i ME1S1 aktiviraju SOX3 promotor u NT2/D1 ćelijama

Da bi ispitali ulogu PBX1 i MEIS1 proteina u aktivaciji SOX3 promotora praćen je 

efekat povećane ekspresije ovih transkripcionih faktora u eksperimentima tranzijentne 

transfekcije NT2/D1 ćelija. U ovim eksperimentima ekspresioni vektori za PBX1 i MEIS1 su 

kotransfekovani sa SOX3 promotor-reporterskim konstruktom F19R30. U ovom konstruktu 

reporterski gen se nalazi pod kontrolom optimalnog SOX3 promotora (Kovacevic Grujicic et 

a l, 2005). Rezultati ovih eksperimenata prikazani su na Siici 17.

U neindukovanim ćelijama, kotransfekcija sa pojedinačnim ekspresionim vektorima 

nije dovela do statistički značajne promene aktivnosti reprterskog gena, sto ukazuje da 

pojedinačno ni jedan protein ne ostvaruje značajan efekat na aktivnost SOX3 promotora. 

Međutim, prisustvo oba ekspresiona vektora, tj. poveóana ekspresija i PBX1 i MEIS1 

proteina, dovodi do poveéanja aktivnosti reporterskog gena približno 1,8 puta (Slika 17),



ukazujući da u neindukovanim ćelijama samo prisustvo oba proteina dovodi do aktivacije

SOX3 promotora.

Rezultati dobijeni na ćelijama indukovanim 48h retinoičnom kiselinom pokazuju 

drugačiji trend. Aktivnost reporterskog gena povećava se u kotransfekcijama sa pojedinačnim 

vektorima, i to 1,3 puta u slučaju povećane ekspresije PBX1 i 1,8 puta pri poveéanoj 

ekspresiji MEIS1 (Slika 17). U slučaju povećane ekspresije oba proteina beleži se povećanje

aktivnosti od 2 puta u odnosu na aktivnost promotorskog konstrukta F19R30 (Slika 17). Ovi

rezultati pokazuju da u prisustvu retinoične kiseline oba proteina pojedinačno mogu da

dovedu do aktivacije SOX3 promotora, a da se ovaj efekat povećava u prisustvu oba proteina.
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Slika 17: Efekat povećane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina na aktivnost SOX3 promotora. 

NT2/D1 ćelije su tranzijentno transfekovane F19R30 SOX3 promotor-reporterskim 

konstruktom i ekspresionim konstruktima za PBX1 i MEIS1, kao što je naznačeno u tabeli. 

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.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri 

nezavisne transfekcije. 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 p<0.01 sa dve zvezdice (**).



4.3.9.2 Analiza uticaja mutaci]a vezivnih mesta za PBX i MEIS na aktivnost S0X3
promotora

Definitivna potvrda fimkcionalnog značaja ispitivanog PBX/MEIS vezivnog mesta 

dobijena je analizom promotor-reporterskih konstrukata koji nose mutacije u ovom mestu. 

Mutacije su uvedene u promotor-reporterski konstrukt F19R30. U konstruktu PBXMUT 

mutacija je uvedena u polumesto koje prepoznaje PBX, gde je wt sekvenca TGAT zamenjena 

sekvencom TGTG, dok je u konstruktu MEISMUT polumesto koje prepoznaje MEIS, 

TGACAG, zamenjeno sekvencom TCTGAG. Mutirani konstrukti tranzijentno su 

transfekovani u NT2/D1 éelije, a aktivnost reporterskog gena poređena je sa aktivnošću wt 

konstukta F19R30. Dobijeni rezultati su prikazani na Siici 18.

U slučaju neindukovanih NT2/D1 ćelija mutacija u PBX polumestu (PBXMUT) ne 

dovodi do značajne promene aktivnosti promotora, dok MEISMUT smanjuje promotorsku 

aktivnost približno 1,6 puta u poređenju sa aktivnošću wt (F19R30) konstrukta (Slika 18).

U cilju dokazivanja uloge PBX/MEIS vezivnog mesta u indukciji SOX3 gena 

retinoičnom kiselinom, aktivnost wt i mutiranih konstrukata ispitivana je i u NT2/D1 ćelijama 

indukovanim retinoičnom kiselinom. Oba mutirana konstrukta, PBXMUT i MEISMUT, 

značajno smanjuju indukciju SOX3 gena retinoičnom kiselinom, redukujući aktivnost 

promotora za približno 60% (Slika 18). U slučaju wt konstrukta aktivnost promotora je 

indukovana retinoičnom kiselinom 3,8 puta, dok je stepen indukcije mutiranih konstrukata 

približno 1,3 puta (Slika 17).

Rezultati mutacione analize pokazuju da je vezivno mesto koje prepoznaje MEIS 

neophodno kako za bazalnu aktivnost SOX3 promotora, tako i za njegovu aktivaciju 

retinoičnom kiselinom, dok je vezivno mesto koje prepoznaje PBX uključeno u odgovor 

promotora na indukciju SOX3 gena retinoičnom kiselinom.
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Slika 18: Efekti mutacija u polumestima za vezivanje PBX i MEIS na aktivnost SOX3 

promotora. NT2/D1 ćelije su transfekovane wt (F19R30) SOX3 promotor-reporterskim 

konstruktom ili mutiranim konstruktima: PBXMUT (mutirano polumesto koje prepoznaje 

PBX) i MEISMUT (mutirano vezivno mesto koje prepoznaje MEIS). 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.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije. 

Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u Studentovom r-testu. Vrednosti za koje je 

p<0.01 su predstavljene jednom zvezdicom (*), a vrednosti za koje je pO.OOl sa dve 

zvezdice (**).



Rezultati mutacione analize i eseji kotransfekcije ukazuju da PBX/MEIS vezivno 

mesto ima funkcionalni značaj, kako u regulaciji bazalne aktivnosti SOX3 gena, tako i u 

povećanju njegove ekspresije tokom indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom.

4.4 Uloga transkripcionog faktora TGIF и regulaciji ekspresije SOX3 gena

Matinspector analiza promotora SOX3 gena pokazala je da pored konsenzusnog mesta 

koje prepoznaje i za koje se vezuje heterodimer PBX/MEIS u ispitivanom regionu postoje 

potencijalna vezivna mesta za još jednog ciana TALE familije proteina-transkripcioni factor 

TGIF. Za razliku od aktivatorske uloge PBX i MEIS proteina, za TGIF je pokazano da 

ostvaruje represorsku funkciju na promotorima ciljnih gena (Bartholin et al., 2006). U cilju 

sveobuhvatne analize uloge svih članova TALE familije koji imaju potencijalno vezivno 

mesto u SOX3 promotoru u regulaciji ekspresije ovog gena u ovom radu su analizirana i dva 

potencijalna vezivna mesta za TGIF. Matlnspector analiza je pokazala da se prvo potencijalno 

vezivno mesto za TGIF nalazi u okviru FP2 zaštićenog regiona, na kodirajućem lancu DNK, 

na poziciji -70 do -74. Drugo mesto nalazi se u regionu FP7, na nekodirajućem lancu, na 

poziciji -381 do -385 (Slika 5, Tabela 4).

Potencijalna uloga transkripcionog faktora TGIF u regulaciji ekspresije SOX3 gena 

analizirana je karakterizacijom oba identifikovana vezivna mesta i ispitìvanjem funkcionalnog 

značaja ovih regulatomih elemenata SOX3 promotora. Takode, analiziran je profil ekspresije 

ovog transkripcionog faktora tokom RA indukcije NT2/D1 ćelija u cilju ispitivanja 

potencijalne uloge TGIF proteina u aktivaciji SOX3 gena retinoičnom kiselinom.



4.4.1 Analiza potencijalnog, vezivnog mesta za TGIF и FP2 zaštićenom regionu promotora 
S0X3 gena

Jedno potencijalno vezivno mesto za transkripcioni factor TGIF nalazi se u bazalnom 

promotoru SOX3 gena, na kodirajućem lancu DNK, na poziciji -70 do -74 i obuhvaéeno je 

zaštićenom regionom FP2 (Slika 19). Literatumi podaci pokazuju da TGIF i MEIS proteini 

cesto imaju preklapajuća vezivna mesta, u suprotnim orijentacijama, na komplementamim 

lancima DNK. Sekvenca zaštićenog regiona SOX3 promotora pokazuje prisustvo 

potencijalnog vezivnog mesta za TGIF na kodirajućem lancu DNK (5' TGTCA 3') koje se 

preklapa sa već opisanim vezivnim mestom za MEIS na nekodirajućem lancu (5' TGACAG 

3') (Slika 19).
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Slika 19: DNK sekvenca zaštićenog regiona FP2 sa označenim pozicijama konsenzusnih 

sekvenci za TGIF (kodirajuói lanac) i heterodimer PBX/MEIS (nekodirajući lanac). Pozicije

sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

4.4.1.1 Interakcije TGIF proteina sa potencìjalnim vezivnim mestom u FP2 regionu
bazalnog promotora SOX3 gena

Prisustvo transkripcionog faktora TGIF u proteinskim kompleksima na probi F31R31 

(Slika 8), koja je u prethodnim istraživanjima korišćena za analizu vezivnog mesta za 

heterodimer PBX/MEIS, provereno je u reakcijama “superšifta“ korišćenjem antitela na TGIF 

(Slika 20).
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Slika 20. EMSA reakcije sa jedamim proteinima (JP) neindukovanih (NT2) i indukovanih 

(RA) ćelija i probom F31R31. Proteinski kompleksi su označeni strelicom. U reakcijama 

“superšifta“ korišćena su antitela na TGIF.



Reakcije “superšifta“ na probi F31R31 sa jedamim proteinima iz neindukovanih i RA 

indukovanih NT2/D1 ćelija nisu pokazale prisustvo transkripcionog faktora TGIF u 

proteinskim kompleksima detektovanim na ispitivanoj probi (Slika 20, kolone 4 i 5). U 

reakcijama “superšifta“ primetno je samo povećenje vezanog proteinskog kompleksa, koje je 

verovatno posledica povećanja afmiteta jedamih proteina za vezivanje za DNK u prisustvu 

antitela. Na osnovu prikazanih rezultata može se zaključiti da se protein TGIF iz jedamih 

proteina NT2/D1 éelija ne vezuje za konsenzusno mesto u bazalnom promotoru SOX3 gena.

U prilog zaključku da se TGIF ne vezuje za potencijalno mesto u FP2 regionu idu i 

rezultati dobijeni analizom promotor reporterskog konstrukta koji nosi mutaciju u MEIS 

polumestu konsenzusne sekvence, MEISMUT (Slika 18). Ovaj mutant, zbog preklapajuéih 

sekvenci vezivnih mesta za TGIF i MEIS, nosi i mutaciju u TGIF mestu (TGTCA je 

izmenjeno u TCAGA) (Slika 18). Represija promotora izazvana ovom promenom ukazuje da 

mutirana sekvenca predstavlja mesto vezivanja proteina koji ima ulogu transkripcionog 

aktivatora, a ne represora, sto je dokazana fimkcija TGIF proteina (Bartholin et al., 2006).

4.4.2 Karakterizacija vezivnog mesta za transkripcioni faktor TGIF u FP7 regionu SOX3 
gena

Rezultati dobijeni Matlnspector analizom promotora SOX3 gena pokazali su da se i u 

distalnom regionu optimalnog promotora nalazi dodatno potencijalno vezivno mesto za 

transkripcioni faktor TGIF. Konsenzusno mesto za vezivanje TGIF transkripcionog faktora (5' 

TGTCA 3') nalazi se na nekodirajućem lancu DNK na poziciji od -381 do -385 (Slika 21).
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Slika 21: Sekvenca nekodirajućeg lanca DNK FP7 regiona promotora SOX3 gena i poređenje 

konsenzusnog mesta za vezivanje TGIF sa ortologim sekvencama sisara. Vezivno mesto za 

TGIF je uokvireno. Pozicije sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

Iako TGIF i MEIS proteini cesto imaju preklapajuća vezivna mesta, u suprotnim 

orjentacijama, na komplementamim lancima DNK, u slučaju ovog regiona Matlnspector 

analiza nije pokazala prisustvo potencijalnog vezivnog mesta za MEIS proteine na 

kodirajućem lancu na poziciji -381/-385. Ovo je u saglasnosti sa rezultatom dobijenim 

“DNase I footprinting analizom“ promotora SOX3 gena koja je pokazala prisustvo zaštićenog 

regiona na poziciji -361 do -395 samo na nekodirajućem lancu DNK (Slika 4B).

Evolutivna ocuvanost potencijalnog vezivnog mesta za transkripcioni faktor TGIF 

ispitivana je poređenjem sekvence konsenzusnog mesta sa odgovarajuóim sekvencama 

ortoioga Sox3 promotora sisara (šimpanza, makaka majmun, pacov i miš) (Slika 21). Ova 

analiza pokazuje da je potencijalno mesto za vezivanje TGIF proteina ocuvano po 

nukleotidnom sastavu i po poziciji u promotoru kod svih ispitivanih primata (Slika 21). 

Analiza sekvenci pacova i misa ukazuje na izmenjen nukleotidni sastav u ispitivanom 

regionu, sto je dovelo do narušavanja konsenzusnog mesta za vezivanje transkripcionog



faktora TGIF u promotorima navedenih ortoioga. Ovi rezultati ukazuju da ne postoji 

evolutivna očuvanost ispitivanog regiona promotora Sox3 gena sisara, kao i da prisustvo 

potencijalnog vezivnog mesta za TGIF u promotoru Sox3 gena primata može ukazati na 

različite mehanizme regulacije transkripcije Sox3 gena kod nižih i viših sisara.

4.4.2.1 Interakcije potencijalnog vezivnog mesta za TGIF u FP7 regionu sa jedarnim 
proteinìma

Dalja karakterizacija konsenzusne sekvence za vezivanje transkripcionog faktora 

TGIF išla je u pravcu ispitivanja potencijalnih interakcija ovog mesta sa proteinima. Već je 

pomenuto da je zaštita u “DNase I footprinting“ analizi ukazala na vezivanje jedamih proteina 

za ovaj region promotora SOX3 gena. Dalja analiza interakcija proteina i DNK u ovom 

regionu ispitivana je u eksperimentima smanjene elektroforetske pokretljivosti u gelu 

(EMSA). U ovim reakcijama korišćena je obeležena, dvolančana DNK proba F3R3 koja 

obuhvata deo zaštićenog regiona koji sadrži potencijalno vezivno mesto za TGIF (Slika 22A). 

Ova proba inkubirana je sa jedarnim proteinima neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 

ćelija, a dobijeni rezultati su predstavljeni na Siici 22.
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Slika 22: (A) Sekvence FP7 regiona SOX3 promotora (-361/-395) i probe F3R3 (koja sadrži 

vezivno mesto za TGDF) korišćena u EMSA reakcijama. (B) EMSA reakcije sa jedamim 

proteinima (JP) neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) ćelija i probom F3R3. Proteinski 

kompleksi su označeni strelicom. U reakcijama “superšifta“ korišćena su antitela na TCTF.



EMS A reakcije pokazuju da se za probu F3R3 vezuju proteini kako iz neindukovanih 

tako i iz RA indukovanih NT2/D1 ćelija. U oba slučaja formira se jedan proteinski kompleks 

čiji je intenzitet jači u reakcijama sa jedamim proteinima iz neindukovanih NT2/D1 ćelija 

(Slika 22B, kolone 2 i 3). Kako je konsenzusno mesto za vezivanje TGIF u okviru probe 

F3R3 ukazivalo je na potencijalno prisustvo ovog proteina u identifikovanim kompleksima, 

vezivanje ovog transkripcionog faktora za probu F3R3 potvrđeno je u reakcijama “superšifta“ 

korišćenjem antitela na TGIF. Prisustvo antitela na TGIF u EMSA reakcijama dovelo je do 

smanjenog vezivanja proteina za probu F3R3 (Slika 22B, kolone 4 i 5). Ovaj efekat 

“hladenja“ u reakcijama “supersifta“ nastaje kao posledica konformacionih promena proteina 

prilikom vezivanja za antitela, što onemogućava njihovo vezivanje za DNK i već su opisane u 

literaturi (Won et al., 2002).

Rezultati dobijeni u EMSA reakcijama ukazuju da se transkripcioni faktor TGIF iz 

jedamih proteina indukovanih i neindukovanih NT2/D1 ćelija vezuje za konsenzusno mesto u 

promotoru SOX3 gena.

4.4.2.2 Profil ekspresije TGIF proteina tokom ranìh faza indukcije NT2/D1 éelija
retinoičnom kiselinom

U uvodu ovog rada citirani su literatumi podaci koji ukazuju da je TGIF važan 

regulator signalnog puta retinoične kiseline (Bartholin et al., 2006). Otuda je bilo interesantno 

utvrditi profil ekspresije ovog proteina nakon prvih 48h indukcije NT2/D1 éelija retinoičnom 

kiselinom i uporediti ga sa ekspresionim profilom SOX3 proteina. Endogena ekspresija TGIF 

praćena je, kao i slučaju PBX i MEIS proteina, Western blot analizom ukupnih éelijskih lizata 

(WCL) izolovanih iz NT2/D1 éelija pre i nakon 48h indukcije retinoičnom kiselinom (Slika 

23). Nakon 48h sati indukcije, nivo TGIF proteina značajno opada sto ukazuje da je ekspresija 

TGIF proteina u NT2/D1 éelijama regulisana retinoicnom kiselinom. Smanjena ekspresija



TGLF-a u vremenskom intervalu koji se poklapa sa aktivacijom ekspresije SOX3 proteina 

ukazuje na potencijalnu ulogu TGIF proteina kao negativnog regulatora transkripcije SOX3 

gena u NT2/D1 ćelijama. Različiti profili ekspresije članova TALE familije proteina u 

NT2/D1 ćelijama tokom indukcije retinoičnom kiselinom u skladu su sa njihovim ulogama u 

regulaciji transkripcije: PBX i MEIS deluju kao transkripcioni aktivatori, a TGIF kao represor 

ciljnih gena.

+ -  SOX3 

◄- TGIF

aktin

NT2 RA

Slika 23: Western blot analiza ekspresije SOX3 i TGIF proteina u ukupnim ćelijskim lizatima 

neindukovanih NT2/D1 ćelija (NT2) i istih óelija nakon 48h indukcije retinoičnom kiselinom 

(RA). Aktin je korišćen kao kontrola količine lizata unetih u reakcije. Strelice označavaju 

pozicije navedenih proteina na membrani.



4.4.2.3 Funkcionalna analiza regulatornog elemento promotora S0X3 gena koji sadrži 
vezivno mesto za TGIF

Analiza potencijalne uloge TGEF proteina u regulaciji ekspresije SOX3 gena ispitivana 

je u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ćelija 

uz korišćene F19R30 promotor reporterskog konstrukta i ekspresionog vektora za za TGIF; 

Dobijeni rezultati prikazani su na Siici 24.
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Slika 24: Efekat povećane ekspresije TGIF proteina na aktivnost SOX3 promotora. NT2/D1 

éelije su tranzijentno transfekovane F19R30 SOX3 promotor-reporterskim konstruktom i 

ekspresionim konstruktima za TGEF, kao što je naznačeno u tabeli. Normalizovana 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.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije. 

Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poređene u Studentovom r-testu. Vrednosti za koje je 

p<0.01 su predstavljene sa dve zvezdice (**).



Rezultati prikazani na Siici 24 su pokazali da i kod neindukovanih i RA indukovanih 

NT2/D1 ćelija, povećana ekspresija TGIF proteina dovodi do gubitka ekspresije reporterskog 

gena. Ovi rezultati ukazuju da povećana ekspresija transkripcionog faktora TGIF dovodi do 

represije transkripcije SOX3 gena kako u neindukovanim tako i u indukovanim NT2/D1 

ćelijama.

Da bi potvrdili funkcionalni značaj vezivnog mesta za TGIF, na poziciji -381 do -385 

u promotoru SOX3 gena, tj., da bi pokazali da se represorska funkcija TGIF proteina ostvaruje 

preko regulatomog dementa koji sadrži TGIF konsenzusnu sekvencu u analizu je uključen 

reporterski konstrukt koji sadrži mutaciju u okviru ovog vezivnog mesta. Konstrukt je 

napravljen uvođenjem mutacije u vezino mesto za TGIF u okviru optimalnog SOX3 

promotorskog konstrukta F19R30. Mutirani (TGIFMUT) i wt konstrukt (F19R30) korišćeni 

su u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 óelija 

(Slika 25A).

Dobijeni rezultati potvrduju funkcionalni značaj regulatomog dementa koji sadrži 

vezivno mesto za TGIF u promotoru SOX3 gena (Slika 25B). Mutacija uvedena u TGIF 

vezivno mesto dovodi do povećanja aktivnosti reporterskog gena, i to približno 2 puta u 

slučaju neindukovanih ćelija i približno 1,7 puta u NT2/D1 óelijama indukovanim 

retinoičnom kiselinom. Aktivacija SOX3 promotora nakon uvođenja mutacije u TGIF 

konsenzusno mesto ukazuje na represorsku funkciju ovog regulatomog dementa i u skladu je 

sa prethodno opisanim rezultatima u kojima je povećana ekspresija TGIF proteina dovela do 

represije ekspresije reporterskog gena. Ovi rezultati nedvosmisleno potvrduju da TGIF deluje 

kao represor transkripcije SOX3 gena preko vezivnog mesta u optimalnom promotoru ovog 

gena.
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Slika 25: Uticaj mutacije vezivnog mesta za TGIF na poziciji -381/-385 na aktivnost SOX3 

promotora. (A) Shematski prikaz mutacije uvedene u TGIF vezivno mesto u F19R30 

promotor reporterskom konstruktu (B) Efekat mutacije na aktivnost SOX3 promotora. 

NT2/D1 ćelije su tranzijentno transfekovane F19R30 promotor-reporterskim konstruktom ili 

mutiranim konstruktom TGIFMUT. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao 

procenat aktivnosti F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100% u neindukovanim 

ćelijama (NT2). Vrednost su predstavljene kao srednja vrednost ± S.E.M. (SEM-standard 

error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su 

poređene u Studentovom r-testu. Vrednosti za koje je pO.Ol su predstavljene jednom 

zvezdicom (*).



5. DISKUSIJA

U ovom radu prikazan je nastavak proučavanja mehanizama uključenih u 

transkripcionu regulaciju ekspresije humanog SOX3 gena i njegovu aktivaciju tokom 

indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom. Identifikovani su brojni regulatomi elementi 

u okviru promotora humanog SOX3 gena, a detaljno su analizirani regioni preko kojih 

transkripcioni faktori koji pripadaju TALE familiji homeodomenskih proteina učestvuju u 

regulaciji ekspresije ovog gena.

5.1 Analiza zaštićenih regiona FP1-FP7 u promotoru SOX3 gena

Analiza regiona zaštićenih u “DNase I footprinting“ reakcijama (FP1-FP7) išla je u 

pravcu identifikacije potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore i ispitivanja 

evolutivne očuvanosti ovih regulatomih elemenata kod kičmenjaka.

Do sada je pokazano prisustvo brojnih potencijalnih mesta vezivanja transkripcionih 

faktora u identifikovanim zaštićenijm regionima SOX3 promotora i fimkcionalno je dokazana 

uloga nekih od identifikovanih transkripcionih faktora u regulaciji ekspresije humanog SOX3 

gena.

Na primer, u našim prethodnim istraživanjima pokazano je da se na kodirajućem 

lancu, na poziciji -45 do -48 vezuje opšti transkripcioni faktor Spi koji ima ulogu 

transkripcionog aktivatora promotora humanog SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et a l, 2005). 

Istraživanja u ovom radu su pokazala da se navedeno mesto nalazi u okviru zaštićenog 

regiona FPL Istu funkciju ostvaruje i transkripcioni faktor USF čije vezivno mesto se nalazi u 

zaštićenom regionu FP2, na kodirajuéem lancu DNK, na poziciji -68 do -71 (Kovacevic 

Grujicic et al., 2005). Takođe, potvrđen je funkcionalni značaj tri CCAAT boksa 

identifikovana u regionima FP2, FP4 i FP6 u regulaciji ekspresije S0X3 gena (Krstic et al., 

2007). Pokazano je da se za sva tri mesta vezuje opšti transkripcioni faktor NF-Y, i da preko



ovih regulatomih elemenata ostvaruje funkciju aktivatora transkripcije SOX3 gena (Krstic et 

al., 2007).

Na model sistemu NT2/D1 ćelija indukovanih retinoičnom kiselinom praéena je uloga 

pojedinih regulatomih elemenata u aktivaciji SOX3 gena tokom ranih faza neuralnog razvića 

ovih éelija. Pokazano je da se u regionu FP3 nalazi regulatomi element koji vezuje nukleami 

receptor RXR i učestvuje u aktivaciji SOX3 gena retinoičnom kiselinom (Mojsin et al., 2006). 

Preciznije pozicioniranje ovog dementa urađeno je “DNase I footprinting“ analizom na 

ffagmentu F18R12 uz vezivanje rekombinantnog RXR proteina (Mojsin et a l, 2006). Veoma 

zanimljivi rezultati su dobijeni ispitivanjem uloge CCAAT boksova u aktivaciji humanog 

SOX3 gena retinoičnom kiselinom. Ova istraživanja su pokazala da su dva CCAAT boksa u 

regionima FP4 i FP6 uključeni u aktivaciju SOX3 gena tokom indukcije NT2/D1 ćelija 

retinoičnom kiselinom (Krstic et a l, 2007).

Regulatomi dementi identifikovani u promotoru humanog SOX3 gena, koji su u ovom 

radu otkriveni metodom “DNase I footprinting“, takođe su analizirani metodom evolutivnog 

ili filogenetskog footprintinga (Neph and Tompa, 2006). Evolutivni footprinting je jedan od 

pristupa koji se koristi za identifikaciju regulatomih sekvenci koje imaju funkcionalni značaj 

u genomu. Ovaj metod podrazumeva identifikaciju vezivnih mesta za transkripcione faktore u 

nekodirajućem regionu DNK, poredenjem ortologih sekvenci različitih vrsta. Evolutivni 

footprinting zasnivan je na dva principa (Neph and Tompa, 2006). Prvo, funkcije 

transkripcionih faktora i njihov afmitet za vezivanje za specifične sekvence na DNK su 

evolutivno očuvani kod različitih vrsta. Drugo, nekodirajuće DNK sekvence koje imaju ulogu 

u regulaciji ekspresije gena izložene su različitom sdektivnom pritisku tokom evolucije. 

Sekvence koje predstavljaju vezivna mesta za transkripcione faktore pokazuju manju stopu 

promena tokom evolucije od ostalih, manje kritičnih, regiona nekodirajuóe DNK.



Evolutivni footprinting promotorskih sekvenci Sox3 ortoioga sisara pokazao je visoku 

evolutivnu ocuvanost brojnih regulatomih elemenata, pri čemu se neki od njih nalaze u okviru 

zaštićenih regiona koji su detektovani u ovom radu metodom “DNase I footprinting“ 

(Kovacevic-Grujicic et al., 2008). To ukazuje na njihov fimkcionalni značaj tj. na ocuvanost 

regulacionih mehanizama u kojima učestvuju (Kovacevic-Grujicic et al., 2008). Evolutivnä 

ocuvanost potencijalnih mesta prepoznavanja transkripcionih faktora detaljno je analizirana i 

prikazana u radu Kovačević-Grujičić et al., 2008. Rezultati prikazani u ovoj tezi su omogućili 

da se identifikuju potencijalna mesta vezivanja transkripcionih faktora koja se nalaze u 

regionima zaštićenim u reakcijama ’’DNase I footprinting-a”. Tako, na primer, analiza je 

pokazala da se vezivna mesta za SPI i MAZ, očuvana kod svih kičmenjaka, nalaze u okviru 

FP1 regiona. Takođe, u slučaju zaštićenog regiona FP2 evolutivno su očuvana vezivna mesta 

za USF i PBX/MEIS. U FP3 regionu kod svih kičmenjaka je očuvano vezivno mesto za 

CREB, dok je vezivno mesto za heterodimer VDR/RXR po nukleotidnom sastavu i poziciji 

očuvano kod primata, a kod nižih sisara pozicija ovog mesta je promenjena i nalazi se 

nizvodno u promotoru Sox3 gena. Zanimljivo je da su dva CCAAT boksa u regionima FP2 i 

FP4 evolutivno očuvani kod svih kičmenjaka, dok je ovaj element u FP6 regionu očuvan 

samo kod primata. Uprkos tome, fimkcionalni značaj CCAAT boksa u FP6 regionu SOX3 

promotora je eksperimentalno dokazan (Krstic et al., 2007). Analiza FP7 regiona je pokazala 

da je vezivno mesto za TGIF evolutivno očuvano kod primata, ali ne i kod nižih sisara (Slika 

21).

Od brojnih navedenih potencijalnih vezivnih mesta u našim prethodnim istraživanjima 

su analizirani regulatomi elementi za koje se vezuju opšti transkripcioni faktori Spi, USF i 

NF-Y (Kovacevic Grujicic et al., 2005; Krstic et al., 2007) i nukleami receptor RXR (Mojsin 

et al., 2006) za koji je  pokazano da je jedan od medijatora indukcije SOX3 gena retinoičnom 

kiselinom.



U ovom radu po prvi put analizirana je uloga TALE transkripcionih faktora u regulaciji 

bazalne ekspresije SOX3 gena i njegovoj indukciji tokom neuralne deferencijacije NT2/D1 

ćelija. Brojni literatumi podaci, koji su usmerili istraživanja prikazana u ovoj tezi, ukazivali 

su da bi dianovi TALE familije (transkripcioni faktori PBX1, MEIS1 i TGIF) mogli biti 

uključeni u složene mehanizme transkripcione regulacije SOX3 gena:

• Prisustvo konsenzusnog vezivnog mesta za heterodimer PBX/MEIS u promotoru 

SOX3 gena i njegova evolutivna očuvanost kod sisara.

• Interakcija PBX1 i MEIS1 proteina je evolutivno očuvan mehanizam kod 

kičmenjaka (Burglin, 1997; Rieckhof et ab, 1997).

• PBX/MEIS heterodimeri ulaze u sastav aktivacionih kompleksa na promotorima 

gena uključenih u razviće nervnog sistema različitih organizama (Nakata et al., 

1997).

• U različitim model sistemima je pokazano da je ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina 

povećana tokom neuralne diferencijacije indukovane retinoičnom kiselinom što 

odgovara profilu ekspresije SOX3 gena tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 

éelija (Freemantle et al., 2002; Stevanovic, 2003; Qin et al., 2004).

• U promotoru SOX3 gena se nalazi vezivno mesto za transkripcioni represor TGIF.

• TGIF je inhibitor signalnog puta retinoične kiseline tokom embrionalnog razvića 

misa (Bartholin et al., 2006).

• Ekspresija transkripcionog faktora TGIF se smanjuje tokom indukcije NT2/D1 ćelija 

retinoičnom kiselinom sto je suprotno profilu ekspresije SOX3 proteina tokom ovog 

procesa (Houldsworth et al., 2002; Stevanovic, 2003).

Rezultati prikazani u ovom radu potvrdili su da su dianovi TALE familije 

homeodomenskih proteina ukljudeni u regulaciju bazalne aktivnosti SOX3 gena. Takode,



pokazano je da su ovi proteini uključeni u mehanizme aktivacije SOX3 gena u ranim fazama 

neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, indukovane retinoičnom kiselinom.

5.2 Uloga PBX1 i M EIS1 proteina u regulaciji bazalne ekspresije humanog SOX3 gena u 
NT2/D1 ćelijskoj liniji

“DNase I footprinting“ analiza promotora SOX3 gena'ukazala je na prisustvo 4 regiona 

zaštićena na oba lanca DNK, i 3 zaštite na samo jednom lancu. In sïlico analiza jednog od 

zaštićenih regiona u okviru bazalnog promotora SOX3 gena pokazala je prisustvo 

potencijalnog mesta za vezivanje PBX/MEIS heterodimera. Mesto se nalazi na nekodirajućem 

lancu DNK, na poziciji -70 do -79 i potpuno odgovara konsenzusnoj sekvenci za vezivanje 

PBX/MEIS heterodimera-5’ TGATTGACAG 3’ koja je prethodno opisana u literaturi (Chang 

et al., 1997). Ova sekvenca je opisana kao mesto za koje se PBXl/MEISl kompleksi vezuju 

visokim afmitetom, pri сети  PBX1 prepoznaje 5’ polumesto-5’ TGAT 3’, dok se MEIS1 

vezuje za 3’ polumesto-5’ TGACAG 3’ (Chang et al., 1997; Shen et al., 1997). Poređenje 

sekvenci ortologih promotora sisara i Matlnspector analiza pokazuju da je ovo mesto 

očuvano, i po sekvenci i po poziciji, и promotorima Sox3 gena svih analiziranih sisara (Slika 

7). Evolutivna očuvanost vezivnih mesta и ortologim promotorima ukazuje na njihov značaj и 

regulaciji transkripcije ispitivanog gena. Imajući и vidu da je interakcija PBX1 i MEIS1 

proteina takođe evolutivno očuvan mehanizam, naša polazna pretpostavka, potvrdena 

rezultatima prikazanim u ovoj tezi, je bila da ovo mesto može predstavljati važan 

transkripcioni regulatomi element Sox3 gena sisara (Burglin, 1997; Rieckhof et al., 1997; 

Steelman et al., 1997).

Kooperativno vezivanje PBX i MEIS proteina za DNK je evolutivno pčuvan 

mehanizam regulacije ekspresije gena od insekata do sisara. Homolozi PBX i MEIS proteina 

kod Drosophila, extradenticle (exd) i homothorax (Rieckhof et al., 1997), i C. elegans, ceh-20



i ceh-25 (Burglin, 1997; Steelman et al., 1997), interaguju in vitro. Interakcije PBX i MEIS 

proteina su već opisane i okarakterisane kod sisara, a ostvaruju se preko N terminusa oba 

proteina (Moens and Sederi, 2006). Rezultati ispitivanja ovih interakcija u dvohibridnom 

sistemu kvasca pokazuju širok spektar mogućih interakcija, naročito u ćelijama koje 

ekprimiraju vise izoformi ovih proteina (Williams et a l, 2005). Тако su kompleksi PBX i 

MEIS/PREP proteina vezani za promotorske elemente ükljuceni u regulaciju ekspresije 

brojnih gena poput Hoxb2, Hoxbl, НохаЗ, H o x ll (Jacobs et al., 1999; Ryoo et al., 1999; 

Salzberg et al., 1999; Ferretti et al., 2000; Manzanares et al., 2001; Brendolan et al., 2005). 

Ovi kompleksi uključeni su i u regulaciju endokrinih funkcija, pa je  PBX/MEIS1 kompleks 

medijator efekta cAMP na tranksripciju gena za 17a-hidroksilaza citohrom P450 (Bischof et 

a l, 1998). PBX/PREP1 kompleksi obezbeđuju u pankreasu specifičnu ekspresiju gena za 

somatostatin (Goudet et al., 1999) i glukagon (Herzig et al., 2000). Veoma je interesantno da 

ovi kompleksi ostvaruju interakcije i sa nukleamim receptorima, pa su do sada opisane 

interakcije PBX proteina iz ovih kompleksa sa glukokortikoidnim (Subramaniam et al., 1998; 

Subramaniam et al., 2003) i tiroidnim receptorima (Wang et al., 2001).

Rezultati predstavljeni u ovoj tezi pokazuju da se PBX1 i MEIS1 direktno vezuju za 

konsenzusno mesto SOX3 promotora. EMSA reakcije vezivanja i “superšifta” pokazuju da se 

PBX1 nalazi u kompleksima formiranim na ovom mestu vezivanjem jedamih proteina 

neindukovanih NT2/D1 ćelija, dok su i PBX1 i MEIS1 prisutni u komleksima sa jedamim 

proteinima indukovanih ćelija (Slika 8B). Upotrebom mutiranih oligonukleotidnih proba, u 

eksperimentima kompeticije i “superšifta”, potrđena je specifičnost vezivanja PBX1 i MEIS1 

proteina za konsenzusnu sekvencu (Slike 10 i 11). Takođe, PBX1 i MEIS1 proteini sintetisani 

in vitro formiraju dimemi kompleks na ovom mestu (Slika 12). Iako pojedinačno in vitro 

sintetisani proteini ne mogu da se vežu kao monomeri, PBX1 iz jedarnih proteina 

neindukovanih éelija se vezuje za ovo mesto u odsustvu Meisl (Slika 9). Ovo ukazuje da neki



drugi, još uvek neidentifikovan, faktor ili faktori, prisutni u jedamim proteinima NT2/D1 

ćelija, stabilizuju vezivanje PBX1 proteina. Pokazano je da interakcije РВХ, MEIS i HOX 

proteina nisu ograničene samo na međusobne interakcije kada su ovi proteini vezani za DNK 

(Williams et al., 2005) (Huang et al., 2005). Naprotiv, trimemi kompleks ovih proteina može 

regulisati aktivnost gena i u takvoj konstelaciji, kada je samo jedan od ovih proteina vezan za 

DNK, dok interakcije sa ostala dva ciana kompleksa nisu uslovljene njihovim vezivanjem za 

DNK. Ovakav mehanizam nije još uvek u potpunosti razjašnjen, ali je pokazano da se 

nasuprot brzog i efikasnog vezivanja HOXB1 i PBX za autoregulatomi element u Hoxbl 

promotoru, MEIS priključuje kasnije iako je  prisutan u dovoljnoj kolicini u óeliji (Huang et 

al., 2005). Ovo sugeriše da se MEIS ne vezuje za DNK samo kao deo preformiranog 

trimemog kompleksa sa PBX i HOX proteinima. Pored formiranja kompleksa sa 

homeodomenskim proteinima, PBX ostvaruje interakcije i sa nehomeodomenskim proteinima 

koji nemaju domene za vezivanje za DNK (Abramovich et al., 2000). Ovi proteini, takode, 

utiču na funkcionalne karakteristike PBX proteina preko protein-protein interakcija 

(Abramovich et al., 2000). Tako je pokazano da HP IP (Haematopoietic Pbxl interacting 

Protein) sprecava vezivanje PBX/HOX kompleksa za DNK in vitro (Manavathi et al., 2006). 

Još jedan nehomeodomenski protein ZFPIP (Zinc Finger PBX1 Interacting Protein), inhibira 

in vivo vezivanje PBX/HOX kompleksa za DNK (Laurent et al., 2008).

Sledeći rezultati prikazani u ovoj tezi potvrdili su da PBX1 i MEIS1 imaju ulogu 

aktivatora transkripcije SOX3 gena. Poveóanje ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina u NT2/D1 

ćelijama, u eksperimentima kotransfekcije sa ekspresionim vektorima, dovela je do poveóanja 

aktivnosti reporterskog konstrukta F19R30, ukazujuói da promotor SOX3 gena sadrži 

regulatome demente preko kojih proteini ostvaruju efekat. Takoje, povećana ekspresija ovih 

proteina dovodi i do poveóanja intenziteta kompleksa formiranog na regulatomom elemento u 

SOX3 promotoru na poziciji -70/-79 (Slika 13), kao i do poveóanja ekspresije SOX3 proteina



in vivo (Slika 16). U korelaciji sa ovim rezultatima je i analiza mutiranih F19R30 reporterskih 

konstrukata. Oba mutanta, PBXMUT (mutirano PBX polumesto) i MEISMUT (mutacija u 

MEIS mestu), dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora (Slika 18).

Treba naglasiti da u okviru transkripcionog kompleksa na promotorima ciljnih gena, 

PBX proteini ostvaruju interakcije sa brojnim regulatomim proteinima. Partneri PBX su kako 

homeodomenski (HOX, MEIS, PDX1) (Laurent et a l, 2008), tako i nehomeodomenski 

proteini (FOXC1, БРГР, ZFPEP, Smad, MyoD) (Laurent et a l, 2008). Svi ovi proteini imaju 

profil ekspresije koji je vremenski i prostomo mnogo ograničeniji od ekspresije PBX-atokom 

razvića (Laurent et a l, 2008). U kontekstu modulacije funkeije Pbx proteina, oni se mogu 

posmatrati kao PBX kofaktori pa ih neki autori označavaju kao XPIP (X PBX Interacting 

Proteins, gde X označava bilo koji factor koji ostvaruje interakcije sa PBX) (Laurent et a l, 

2008). Ovakav koncept je u korelaciji sa rezultatima dobijenim poredenjem fenotipa PBX 

mutantnog misa i XPIP mutantnih fenotipa. Poremećaji u razviću prisutni kod PPX mutantnih 

miševa mnogo su izraženiji i zahvataju vise struktura nego u slučaju XPIP mutanata (Laurent 

et a l, 2008). PBX proteini interaguju sa MEIS proteinima formirajući heterodimere 

PBX/MEIS koji u brojnim esejima tranzijentne transfekcije ne pokazuju drastienu 

transkripcionu aktivaciju. Brojni autori su primetili mnogo vécu efikasnost heterodimera 

PBX/MEIS/XPIP, sugerišući kooperativnu ulogu XPIP (Laurent et al., 2008). Ova 

kooperacija ostvaruje se fizickim interakeijama sa PBX-om i drugim transkripcionim 

faktorima. Međutim, cesto se kooperacija može ostvariti samo na proširenim promotorskim 

sekvencama koje se generalno ne koriste u promoter-reporterskim esejima (Laurent et a l, 

2008).



5.3 Uloga PBX1 i M EIS1 proteina и aktivaciji ekspresije humanog S0X 3 gena tokom  
neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom

Paralelno sa analizom regulacije bazalne aktivnosti SOX3 gena, ispitivana je i promena 

ekspresije ovog gena u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, koja je 

indukovana retinoičnom kiselinom. Pokazano je da tokom prvih 48h indukcije dolazi do 

značajnog povećanja iRNK za SOX3, a da zatim nivo ekspresije dramatično pada, mada i 

dalje ostaje na nivou većem od onog kod neindukovanih ćelija (Stevanovic, 2003). Može se 

redi da su rane faze indukcije NT2/D1 ćelija praćene tranzijentnim povećanjem ekspresije 

SOX3 gena (Stevanovic, 2003). Praćenje nivoa SOX3 proteina tokom indukcije pokazalo je 

povećanje ekspresije i na proteinskom nivou (Mojsin et al., 2006). Nukleami receptor RXR je 

jedan od medijatora indukcije SOX3 gena retinoičnom kiselinom i tokom ranih faza indukcije 

NT2/D1 ćelija RXR i SOX3 proteini pokazuju sličan profil ekspresije (Mojsin et al., 2006). 

Analiza promotor-reporterskih konstrukata SOX3 gena u uslovima poveéane ekspresije 

nukleamog receptora RXR ukazala je na prisustvo nekoliko regiona preko kojih se odvija 

indukcija SOX3 gena retinoičnom kiselinom. Jedan identifikovani region predstavlja atipično 

mesto za vezivanje RXR-a, koje se sastoji od dva polumesta na pozicijama -155/-178 i -227/- 

254 (Mojsin et al., 2006). Delecija ovog mesta iz reporterskih konstrukata dovodi do 

smanjenja odgovora SOX3 promotora na indukciju retinoičnom kiselinom. Međutim, iako 

neophodan, ovaj region nije dovoljan za ostvarivanje punog efekta retinoične kiseline na 

aktivaciju SOX3 promotora (Mojsin et al., 2006). Nedavno je identifìkovan još jedan element 

preko koga RXR u prisustvu retinoične kiseline aktivira ekspresiju SOX3 gena (Nikcevic et 

al., 2008). Ovaj region nalazi se nizvodno od PBX/MEIS vezivnog mesta okarakterisanog u 

ovom radu, i predstavlja jos jedan element preko koga se ostvaruje efekat retinoične kiseline 

(Nikcevic et al., 2008). Kao i u slučaju prethodno opisanog regiona i ovaj element je



funkcionalno značajan, ali ne ì dovoljan za puni efekat aktivacije S 0X3 gena retinoičnom 

kiselinom (Nikcevic et a l, 2008).

Složenost mehanizama indukcije SOX3 gena retinoičnom kiselinom potvrjuju i naši 

prethodni rezultati koji ukazuju da je opšti transkripcioni faktor NF-Y uključen u ovaj procès 

(Krstic et a l, 2007). Najvažniju ulogu u ovom regulatomom mehanizmu igraju CCAAT 

boksovi u enhenserskom regionu optimalnog promotora SOX3 gena, mada mutacije sva tri 

boksa značajno smanjuju, kako bazalnu aktivnost, tako i inducibifnost promotora (Krstic et 

a l, 2007).

U ovom radu pokazano je da se heterodimemi kompleks PBX1/MEIS1 vezuje za 

konsenzusno mesto u SOX3 promotoru samo u prisustvu retinoične kiseline. Sledeéi rezultati 

pokazuju da PBX1 i MEIS1 dovode do aktivacije SOX3 gena u NT2/D1 ćelijama 

indukovanim retinoičnom kiselinom. Rezultati Western blot analize pokazuju značajno 

povećanje nivoa SOX3 proteina nakon poveéane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina u 

prisustvu retinoične kiseline (Slika 16). Funkcionalna analiza SOX3 promotora potvrđuje ove 

rezultate. Mutacije u oba polumesta, u okviru PBX/MEIS konsenzusa, smanjuju odgovor 

SOX3 promotora na retinoičnu kiselinu (Slika 18). Na osnovu ovih rezultata, može se 

zaključiti da PBX1 i MEIS1 proteini učestvuju u indukciji SOX3 gena retinoičnom kiselinom. 

Iako mehanizam indukcije SOX3 gena retinoičnom kiselinom nije u potpunosti razjašnjen, 

može se spekulisati о ulozi regulatomog dementa koji sadrži PBX/MEIS vezivno mesto u 

ovom procesu. EMSA analiza ukazuje da je MEIS1 prisutan u proteinskom kompleksu koji je 

formiran na regulatomom elementu SOX3 promotora samo u reakcijama sa jedamim 

proteinima iz indukovanih NT2/D1 ćelija (Slike 8 i 9). Ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina 

znacajno je povećana tokom indukcije ćelija retinoičnom kiselinom od 48h, što odgovara 

profilu ekspresije SOX3 u ovim uslovima (Slika 14). Posto retinoična kiselina aktivira 

ekspresiju PBX1 i MEIS1 u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/Dlćelija, logično je



pretpostaviti da ovi geni imaju regulatomu ulogu u opredeljivanju óelija za procès neuralne 

diferencijacije. Takođe, može se pretpostaviti da procès opredeljivanja ovih ćelija uključuje 

aktivaciju SOX3 gena.

U različitim model sistemima je pokazano da je ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina 

poveóana tokom neuralne diferencijacije indukovane retinoičnom kiselinom. U „microarray” 

analizama pokazano je da se ekspresija Meisl proteina poveóava 2,4 puta nakon 48h 

indukcije NT2/D1 óelija retinoičnom kiselinom (Freemantle et al., 2002). U P19 óelijama, 

koje su mišiji homolog humanim NT2/D1 óelijama, indukcija retinoičnom kiselinom dovodi 

do poveóane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina (Knoepfler and Kamps, 1997; Qin et al., 

2004). Osim poveóanja ekspresije, u istom model sistemu je detektovano značajno produženje 

poluživota sva tri PPX proteina prisutna u ovim óelijama, PBX1/2/3 (Qin et al., 2004). Ovo 

poveóanje stabilnosti, nakon indukcije retinoiónom kiselinom, objašnjava se smanjenjem 

proteozomske degradacije PBX proteina i poveóanjem vezivanja PBX i MEIS proteina (Qin 

et al., 2004). Slični rezultati dobijeni su u D. rerio gde je pokazano da poveóanje ekpresije 

MEIS1 proteina dovodi do poveóane stabilnosti PBX proteina (Burglin, 1997).

Ovi literatumi podaci ukazuju da PBX1 i MEIS1, tranzijentnom aktivacijom SOX3 

gena, mogu uóestvovati u regulaciji ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 óelija. 

Potencijalnu ulogu ovih proteina u regulaciji neurogeneze potvrđuju i brojni podaci koji 

ukazuju da PBX/MEIS heterodimeri ulaze u sastav aktivacionih kompleksa na promotorima 

gena ukljuóenih u razvióe nervnog sistema razlióitih organizama. Tako je  pokazano da su 

PBX1 i MEIS1 kod žabe važni regulatori Zic3 gena koji je primami regulator neuralnog 

razvióa (Nakata et al., 1997; Brewster et al., 1998; Kuo et a l, 1998). Takode, poveóanje 

ekspresije ovih proteina dovoljno je za indukciju ekspresije Zic3 gena u naivnom ektodermu 

žabe (Kelly et al., 2006).



Praćenje ekspresije Pbxl gena u embrionu paco va pokazuje da ovaj gen ima gotovo 

konstitutivnu ekspresiju, ali je najveći nivo ekspresije zabeležen u centralnom nervnom 

sistemu, i to već na stadijumu od 14 dana (Qin et a l, 2004). U embrionima misa, MEIS1 je 

okarakterisan kao rani marker progenitora granulamih ćelija (GCP-Granule cell progenitor) 

gde je njegova ekspresija detektovana već na stadijumu embrionalnog razvića od 10 dana 

(E l0) (Salerò and Hatten, 2007). Istraživanja na telencefalonu misa su pokazala da regionalno 

specifična ekspresija MEIS1 i MEIS2, od desetog dana embrionalnog razvića (ЕЮ) do 

rođenja, omogućava defmisanje različitih regiona telencefalona tokom razvića (Toresson et 

al., 2000). U poređenju sa MEIS, ekspresija PBX u telencefalonu je mnogo šira (manje 

specifična), ali je lokalizacija PBX u jedru u korelaciji sa ekspresijom MEIS (Toresson et a l, 

2000).

U embrionima vinske mušice, homolog MEIS1 homothorax (HTH) interaguje sa 

extradenticlein (EXD) homologom PBX1 u jedru tokom organizacije senzomih organa u 

embrionalnom perifemom nervnom sistemu (Rieckhof et a l,  1997). Kao i kod misa, 

ektopička ekspresija hth u korelaciji je sa ektopičkom lokalizacijom EXD u jedru (Rieckhof et 

a l, 1997).

Iako dodijeni rezultati potvrđuju ulogu PBX1/MEIS1 heterodimera u aktivaciji SOX3 

gena tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 ćelija, ne može se isključiti prisustvo drugih 

proteina u kompleksu formiranom na ispitivanom konsenzusnom mestu u SOX3 promotoru. 

Najčešći partneri PBX i MEIS proteina na regulatomim sekvencama promotora ciljnih gena 

su HOX proteini (Moens and Selleri, 2006). Pokazano je da retinoična kiselina indukuje 

ekspresiju Hox gena u ćelijskim linijama embrionalnog karcinoma (Featherstone et ah, 1988; 

Popperl and Featherstone, 1993; Pratt et ah, 1993). Eksperimentalni podaci ukazuju da PBX i 

MEIS proteini preko interakcija koje ostvaruju sa HOX proteinima imaju ključnu ulogu u 

kontroli neuralne diferencijacije PI 9 ćelija (Knoepfler and Kamps, 1997; Qin et ah, 2004; Qin



et al., 2004). Smanjenje nivoa PBX proteina, korišćenjem siRNK, redukuje neuralnu 

diferencijaciju P19 ćelija indukovanu retinoičnom kiselinom (Qin et al., 2004). Uloga 

HOXA2, PBX1 i MEIS1 proteina u neuralnoj diferencijaciji proučavana je eksperimentima 

povećane ekspresije ovili proteina u P19 ćelijama i pilećim embrionima (Yang et al., 2008). U 

oba slučaja, promena profila ekspresije ova tri gena dovela je do smanjenja frekvencije ulaska 

ćelija u neuralnu diferencijaciju (Yang et al., 2008). Primeéeno je da, i u P19 ćelijama i u 

pilećim embrionima, redukcija neurogeneze nastaje samo u prisustvu PBX i MEIS proteina 

koji su kofaktori HOXA2 proteina (Yang et al., 2008). U P19 ćelijama, inhibicija 

neurogeneze izazvana HOXA2 proteinom potpuno se ukida mutacijom domena ovog proteina 

kojim se ostvaruje dimerizacija HOXA2 i PBX1. Ovaj model regulacije neuralne 

diferencijacije P19 ćelija ukazuje da bi trebalo ispitati potencijalno prisustvo HOX proteina na 

promotom SOX3 gena (Yang et al., 2008). Potencijalni trimemi kompleks na PBX/MEIS 

vezivnom mestu u SOX3 promotoru mogao bi imati različite karakteristike u neindukovanim i 

indukovanim NT2/D1 ćelijama. Priroda do sada opisanih trimemih kompleksa 

РВХ/МЕЕЕЮХ varira, kako u interakcijama pojedinačnih proteina sa DNK, tako i u 

medusobnim interakcijama članova kompleksa (Laurent et al., 2008). Ove kombinacije 

odreduju fimkcionalne karakteristike kompleksa i njegovu ulogu u regulaciji transkripcije 

ciljnih gena (Laurent et al., 2008).

Proudavanje uloge PBX1 i MEIS1 proteina u regulaciji ekspresije SOX3 proteina 

dodatno komplikuje mogućnost da su ostali dianovi TALE familije transkripcionih faktora 

uključeni u ovaj mehanizam preko istih regulatomih elementata u SOX3 promotoru. Brojni 

dianovi divergentne familije TALE homeodomenskih proteina desto imaju preklapajuće 

profile ekspresije i mogu da formiraju razlicite heterodimeme komplekse na DNK, sto 

doprinosi kompleksnosti mehanizama regulacije ciljnih gena (Knoepfler et al., 1997).



5.4 Uloga transkripcionog faktora TGIF и regulaciji ekspresije humanog S0X 3  gena и 
NT2/D1 ćelijskoj liniji

Za razliku od transkripcionih aktivatora PBX i MEIS, TGIF je okarakterisan kao 

represor promotora ciljnih gena. Matlnspector analiza ukazala je na prisustvo dva potencijalna 

vezivna mesta za transkripcioni faktor TGIF u promotoru SOX3 gena. Prvo mesto nalazi se u 

FP2 zaštićenom regionu, u bazalnom promotoru, a drugo u distalnom delu optimalnog 

promotora SOX3 gena. U cilju sveobuhvatne analize uloge TALE proteina u regulaciji 

ekspresije SOX3 gena, oba mesta su analizirana u ovom radu.

Prvo mesto nalazi se na kodirajućem lancu DNK na poziciji -70 do -74 (Slika 19), i 

kao u mnogim do sada opisanim promotorima preklapa se, u suprotnoj orjentaciji sa MEIS 

vezivnim mestom na nekodirajućem lancu DNK. Rezultati dobijeni analizom ovog dementa 

ukazuju da ovo mesto ne vezuje transkripcioni faktor TGIF: “supersift” analiza je pokazala da 

TGIF nije prisutan u proteinskom komplesku koji se formira na DNK probi koja sadrži ovo 

mesto (Slika 20), a mutacija ovog mesta dovodi do smanjenja aktivnosti promotora SOX3 

gena (Slika 18). Ovi, i ostali rezultati dobijeni ispitivanjem FP2 zaštićenog regiona, ukazuje 

da se na ispitivanoj poziciji, -70 do -74, nalazi fimkcionalno MEIS1 vezivno mesto na 

komplementamom lancu DNK.

Drugo potencijalno vezivno mesto za TGIF nalazi se u regionu -381 do -385 na 

kodirajućem DNK lancu (Slika 21). Na komplementamom lancu DNK na ovoj poziciji 

Matlnspector program nije pokazao prisustvo potencijalnog vezivnog mesta za MEIS 

proteine, iako nukleotidna sekvenca odgovara konsenzusu za vezivanje ovog transkripcionog 

faktora. To se može objasniti time da nukleotidne sekvence koje okružuju konsenzusnu 

sekvencu stvaraju kontekst koji ne omogućava vezivanje MEIS proteina u ovom regionu.

EMSA analiza ukazuje da se na probi koja obuhvata ispitivani region formira 

kompleks sa jedamim proteinima iz NT2/D1 ćelija, a “supersift“ analiza je potvrdila prisustvo



TGEF proteina u ovom kompleksu (Slika 22). Funkcionalni eseji pokazuju da povećana 

ekspresija TGEF proteina dovodi do inaktivacije SOX3 promotora sto ukazuje da TGIF ima 

ulogu represora na regulatomom elementu ovog promotora (Slika 24). Mutacija vezvnog 

mesta dovodi do aktivacije SOX3 promotora, što potvrđuje represorsku funkciju TGIF 

proteina (Slika 25).

Prikazani rezultati takođe pokazuju da je ekspresija TGIF proteina u NT2/D1 ćelijama 

regulasana retinoičnom kiselinom. Naime, tokom prvih 48h indukcije beleži se smanjenje 

ekspresije TGIF proteina u ovim ćelijama (Slika 23). Ovo je u saglasnosti sa rezultatima 

dobijenim “microarray“ analizom NT2/D1 óelija koje su pod uticajem retinoične kiseline ušle 

u procès neurlne diferencijacije (Houldsworth et al., 2002). Zanimljivo, ova analiza je 

pokazala da od svih analiziranih homeoboks proteina samo TGEF pokazuje pad nivoa 

ekspresije tokom RA indukovane neuralne diferencijacije NT2/D1 óelija (Houldsworth et al., 

2002). Suprotni profili ekspresije SOX3 i TGEF proteina tokom indukcije NT2/D1 óelija 

retinoičnom kiselinom podržavaju ideju о represorskoj funkciji TGIF na promotoru SOX3 

gena.

Dobijeni rezultati su veoma interesantni kada se ima u vidu da je TGIF inhibitor 

signalnog puta retinoične kiseline (Bartholin et al., 2006) i da je, na osnovu sposobnosti da 

moduliše odgovor na dejstvo retinoične kiseline, ovaj protein uključen u regulaciju razvića 

(Bartholin et al., 2006). Zanimljivo je da je TGIF otkriven kao jedan od proteina koji se 

vezuju za specifičan element promotora CrbpII gena pacova (DR1 RXRE) koji je odgovoran 

za aktivaciju ovog gena retinoičnom kiselinom (Bertolino et al., 1995). Pokazano je da 

poveóana ekspresija TGIF-a dovodi do represije aktivnosti reporterskog gena u prisustvu RA 

čak i pri poveóanoj ekspresiji RXR-a (Bertolino et al., 1995). Ovaj element evolutivno je 

očuvan i funkcionalan i kod CrbpII gena misa (Bartholin et al., 2006). Medutim, kako ovaj 

element nije prisutan u promotoru humanog CrbpII gena, kao i da veóina elemenata preko



kojih se odvija aktivacija gena retinoičnom kiselinom ne poseduje vezivna mesta za TGIF 

jasno je da ovo ne može biti generalni regulatomi mehanizam (Bartholin et al., 2006). 

Najnovija istraživanja pokazuju da TGEF ne može direktno da se veže za kanonski DR5 

element preko kog RA ostvaruje svoju funkciju, ali da poveóana ekspresija TGLF-a dovodi do 

represije transkripcije i sa DR1 i sa DR5 elemenata u promotorima ciljnih gena retinoične 

kiseline (Bartholin et al., 2006). Ovo ukazuje da je TGEF regulator ekspresije ciljnih gena 

retinoične kiseline (Bartholin et al., 2006). U tim slučajevima TGIF interaguje sa LBD (ligand 

binding domain) nukleamog receptora RXR, a formiranje ovog kompleksa inhibirano je u 

prisustvu retinoične kiseline (Bartholin et al., 2006). Zanimljivo je da TGEF može da 

interaguje sa RXR-om koji se već nalazi u heterodimemom kompleksu sa nekim drugim 

nukleamim receptorom (VDR, PPAR, RAR) i da je  to način na koji se ovaj protein integriše u 

kompleks (Bartholin et al., 2006). U kompleksu sa RXR-om TGEF regrutuje transkripcione 

represore za koje se inače vezuje (Melhuish and Wotton, 2000; Sharma and Sun, 2001; 

Wotton et al., 2001) i na taj način inhibira indukciju gena retinoičnom kiselinom (Bartholin et 

al., 2006).

Navedeni literatumi podaci ukazuju da transkripcioni faktor TGEF može biti uključen 

u vise regulatomih mehanizama kojima je regulisana ekspresija SOX3 gena tokom indukcije 

NT2/D1 ćelija retinoienom kiselinom. Naša ranija istraživanja su pokazala da u optimalnom 

promotoru SOX3 gena postoje dva regulatoma dementa preko kojih se ostvaruje aktivacija 

ovog gena retinoienom kiselinom i to direktnom interakeijom RXR-a sa ovim elementima 

(Mojsin et a l, 2006; Nikcevic et al., 2008). Takođe, Matlnspector analiza promotora SOX3 

gena pokazala je da se u zaštićenim regionima nalaze potencijalna vezivna mesta za 

heterodimere RXR/VDR i RXR/PPAR. Bilo bi interesantno ispitati potencijalne interakeije 

TGIF-a sa ovim elementima i navedenim nukleamim receptorima tokom indukcije NT2/D1 

ćelija retinoienom kiselinom. To bi pokazalo da li TGEF utiče na regulaciju ekspresije SOX3



gena samo preko konsenzusnog mesta u optimalnom promotoru opisanog u ovom radu, ili je 

uključen u još пеке mehanizme regulacije ekspresije ovog gena.

5.5 Literaturnipodaci о regulaciji Sox3 gena drugih kičmenjaka

Kao što je ranije naglašeno, jedine dve studije regulacije ekspresije Sox3 gena drugih 

kičmenjaka urađene su na mišu i žabi, a analizirana je transgena ekspresija većih genomskih 

regiona tokom embrionalnog razvića ovih organizama.

Analiza regulatomih elemenata odgovomih za ekspresiju Sox3 gena misa rađena je 

korišćenjem transgenih reporterskih gena poređenjem profila ekspresije transgena i 

endogenog Sox3 gena u embrionima (Brunelli et al., 2003). Genomski region, dužine 8,3 kb, 

koji sadrži Sox3 gen, 3,5 kb uzvodno i 3,5 kb nizvodno od otvorenog okvira čitanja (ORF- 

open reading frame) pokazao se dovoljnim da u transgenom mišu reprodukuje profil 

ekspresije endogenog Sox3 gena tokom ranih faza neurogeneze. Međutim, širok profil 

ekspresije Sox3 gena duž nervne cevi postiže se aktivnošću dve različite kategorije 

regulatomih elemenata: jedne koja defmiše ekpresiju u različitim regionima duž anteriomo- 

posteriome (А-P) ose i druge koja je odgovoma za specifičnu ekspresiju u neuralnim 

progenitorina u okviru dorzo-ventralne (D-V) ose (Brunelli et al., 2003).

Regulatomi elementi u regionu nizvodno od ORF-a Sox3 gena, neophodni su za 

ekspresiju ovog gena u posteriomim regionima nervne cevi i u rombomerama 3 i 5, a kasnije i 

u 4 i 6. Ovaj profil ekspresije odgovara profilu nekih Hox gena (Whiting et ah, 1991; Studer 

et ah, 1994). Različiti regulatorni elementi odgovomi su za ekspresiju Hox gena u 

rombomerama zadnjeg mozga i u posteriomim regionima nervne cevi. Elementi koji regulišu 

ekspresiju Hox u nervnoj cevi odgovaraju na gradijent retinoične kiseline duž nervne cevi i 

sadrže vezivna mesta za RAR i RXR. U 3’ regionu analiziranog genomskog regiona Sox3 

gena misa detektovan je veoma sličan region, koji takođe sadrži vezivna mesta za RAR i RXR



i čija delecija ukida ekspresiju Sox3 u rombomerama i posteriomim regionima kičmene 

moždine. Ekspresija Sox3 gena u NT2/D1, P19 i ES ćelijama je regulsana retinoičnom 

kiselinom, i to rastom u ranim fazama indukcije, a zatim padom ekspresije (Brunelli et a l, 

2003). Ovo možda reflektuje odgovor na gradijent retinoične kiseline in vivo, koji se dešava u 

ranim fazama razvića.

Sekvence u regionu uzvodno od ORF-a Sox3 gena misa neophodne su za ekspresiju 

ovog gena u mozgu i ventralnim regionima nervne cevi. Enhenserski element prisutan u 5’ 

regionu ogovoran je za ekspresiju ovog gena duž dorzo-ventralne ose kičmene moždine i 

specifičnu ekpresiju u Y2 intemeuronima. U enhenseru su identifikovana potencijalna mesta 

za vezivanje transkripcionih faktora PAX6 i NKX2.5, koji su veé opisani kao regulatomi 

proteini u ventralnim delovima nervne cevi (Brunelli et al., 2003).

Zanimljivo je da pomenuti genomski region Sox3 gena misa kao transgen u žabi 

uspeva da u najvećoj meri obezbedi ekspresiju koja odgovara endogenoj u najranijim fazama 

razvića žabe, koje se, bitno je naglasiti, umnogome razlikuje od neuralnog razviéa misa (Streit 

and Stem, 1999; Harland, 2000). Ovo je posebno interesantno jer poredenje sekvenci van 

kodirajućeg regiona Sox3 gena misa i žabe nije ukazalo na postojanje većih regiona koji 

pokazuju homoîogiju (Brunelli et a l, 2003). Ovo je u suprotnosti sa pravilom da konzervisani 

mehanizmi regulacije podrazumevaju postojanje dugih evolutivno očuvanih sekvenci. Jedino 

objašnjenje ovog fenomena je  da samo nekoliko kratkih DNK sekvenci, koje se ne mogu 

detektovati pri poređenju dugih sekvenci, mogu biti odgovome za evolutivnu očuvanost 

transgene ekspresije u mišu i žabi.

I kod misa i kod žabe genomski konstrukt uspeva da održi profil ekspresije koji 

odgovara endogenom otprilike do stadijuma 15, tj. neurule, ali ne uspeva da ga održi tokom 

narednih stadijuma razviéa, blastule i gastrule (Brunelli et a l, 2003). Verovatno je da su 

elementi odgovomi za ekspresiju Sox3 gena tokom procesa gastrulacije smešteni u distalnim



regionima na većoj udaljenosti od ORF-a, kao što je već pokazano za Soxl, Sox2 i Sox9 

(Zappone et a l, 2000).

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). To podrazumeva da ovaj region sadrži elemente odgovome za aktivaciju Sox3 

gena, ali i represorske demente koji ograničavaju ekspresiju u specifičnim regionima. 

Deleciona analiza transgena pokazala je prisustvo dva enhenserska regiona, A l na poziciji - 

74Ó/-672 bp i A2 od -1550 do -746, i jednog represorskog RI od -672 do-299 u odnosu na 

ATG (Rogers et a l, 2008). Analiza ovih regiona na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za 

transkripcione faktore nije otkrila potencijalne aktivatore u A l, ali su u A2 detektovana dva 

mesta za FKHD (forkhead) od kojih je distalno mesto neophodno za ekspresiju Sox3 

transgena u CNS-u. U RI detektovano je po jedno funkcionalno vezivno mesto za Venti i 

Vent2 proteine koji su deo BMP signalnog puta (Rastegar et al., 1999; Friedle and Knöchel, 

2002; Peiffer et al., 2005), i koji se eksprimiraju u delovima ektoderma koji ne pripadaju 

neuroektodrmu. Prisustvo ovih vezivnih mesta u represorskom regionu ukida ekspresiju Sox3 

u ektodermu i ograničava je na neuroektoderm. Međutim, poređenja sekvenci ovog regiona 

žabe, misa i čoveka nisu pokazala značajnu homologiju, tako da regulatomi elementi ranije 

opisani kod Sox3 misa (u genomskom regionu od 8,3 kb) nisu identifikovani kod žabe 

(Rogers et a l, 2008). Zanimljivo je da regulatomi regioni Sox2 i Sox3 gena koji obezbeduju 

veoma slične profile ekpresije i interaguju sa molekulima istih signalnih puteva (BMP, FGF, 

Wnt) ne pokazuju značajnu homologiju. Tako se na nivou paralognih Sox2 i Sox3 gena mogu 

pratiti dva modela indukcije neurogeneze, sa idukcijom ekspresije Sox3 mehanizmom 

inhibicije BMP signalnog puta i regulacijom Sox2 koja zahteva instruktivne mehanizme 

različitih signalnih puteva (Rogers et al., 2008).



Prikazani literatumi rezultati pokazuju da je  regulacija ekspresije Sox3 gena veoma 

složena i da uključuje brojne enhenserske i represome module koji mogu biti smešteni na 

velikoj udaljenosti od otvorenog okvira čitanja ovog gena. Za razliku od Sox2 gena 

kičmenjaka, gde je prisutna velika evolutivna očuvanost regulatomih elemenata, u slučaju 

Sox3 gena je jasno da regulatomi mehanizmi njegove aktivacije nisu evolutivno očuvani. Ovo 

dodatno otežava ispitivanje regulacije ekspresije humanog SOX3 gena i njegove uloge u 

neurogenezi.

Naša istraživanja predstavljaju prvu analizu regulatomih elemenata humanog SOX3 

gena. Ona su ukazala da je regulacija aktivnosti humanog SOX3 gena u NT2/D1 ćelijama 

veoma kompleksna i da uključuje različite regulatome mehanizme. U regulaciju su uključeni 

kako opšti transkripcioni faktori, Spi, USF i NF-Y (Kovacevic Grujicic et ah, 2005; Krstic et 

ah, 2007), tako i faktori specified za pojedine faze razvióa organizma ili pojedina tkiva, poput 

ovde opisanih članova TALE familije i transkripcionih faktora MAZ (Kovacevic Grujicic et 

ah, 2008) i ZBP-89 (neobjavljeni rezultati). Očigledno je da je u regulaciju tkivne i vremenski 

specifične ekspresije SOX3 gena uključeno vise različitih mehanizama, čijom koordinaeijom 

se postiže njegova precizna aktivaeija.

Dodatno usložnjavanje predstavljaju mehanizmi regulacije aktivnosti SOX3 gena 

tokom indukeije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom. Nasi prethodni rezultati pokazuju da 

je vise regulatomih modula uključeno u aktivaeiju SOX3 gena retinoičnom kiselinom 

(Kovacevic Grujicic et al., 2005; Mojsin et al., 2006; Krstic et ah, 2007; Nikcevic et al., 2008) 

i da su medijatori aktivnosti retinoične kiseline nukleami receptor RXR (Mojsin et al., 2006; 

Nikcevic et al., 2008), opšti transkripcioni faktorNF-Y (Krstic et al., 2007) kao i ovde opisani 

Sianovi TALE familije transkripcionih faktora. Ovi rezultati, zajedno sa otkriéem regulatomih 

modula preko kojih se ostvaruje aktivaeija Sox3 gena miša retinoičnom kiselinom, ukazuju na 

veliku složenost mehanizama uključenih u aktivaeiju ovog gena retinoičnom kiselinom.



Ovako kompleksna regulacija ne predstavlja iznenađenje kada se zna da aktivacija Sox3 gena 

predstavlja jedan od najranijih dogadjaja neuralne diferencijacije, a da je istovremeno 

retinoična kiselina jedan od važnih morfogena embrionalnog razvića kičmenjaka.

Novi potencijalni nivo kompleksnosti regulacije ekspresije SOX proteina kičmenjaka 

predstavljaju regulatorni mehanizmi u koje su uključene mikroRNK (miRNK). Ovi 

mehanizmi uključuju posttranskripcione događaje: degradaci] u iRNK i prekidanje translacije 

(Pillai, 2005). Najnovija istraživanja na Sox2 genu misa pokazuju da se vise ciljnih sekvenci 

za miRNK nalazi u kodirajuéem regionu ovog gena i da su neke od njih evolutivno očuvane 

(Tay et al., 2008). Ekspresija miRNK koje prepoznaju ove sekvence, miR-134, miR-296 i 

miR-470, povećana je tokom diferencijacije mišijih embrionalnih matičnih ćelija indukovanih 

retinoičnom kiselinom (Tay et al., 2008). Vezivanje ovih miRNK za ciljne sekvence u Sox2 

genu dovodi do pada njegove ekspresije, što je jedan od ranih događaja neuralne 

diferencijacije ćelija (Tay et al., 2008). Mutacije u ciljnim sekvencama onemogućavaju 

aktivnost miRNK dime se sprecava represija Sox2 i odlaže ulazak ćelija u procès 

diferencijacije (Tay et al., 2008). Dalja istraživanja će pokazati da H je ovaj vid regulacije 

karakterističan i za ostale Sox gene, uključujući i SOX3, i da li je ovaj mehanizam evolutivno 

očuvan kod čoveka.



6. ZAKLJUČCI

1. “DNase I footprinting” analiza promotora humanog SOX3 gena, uz korišćenje DNK 

fragmenata koji obuhvataju region promotora od -21 do -427 i jedamih proteina, 

neindukovanih i retinoičnom kiselinom indukovanih NT2/D1 ćelija, pokazala je prisustvo 7 

zaštićenih regiona. Četiri regiona pokazuju zaštitu na oba lanca DNK: FP1 (-27/-59), FP2 (- 

62/-135), FP3 (-156/-197) i FP4 (-279/-342). Preostala tri regiona su zaštićena samo na 

jednom DNK lancu, i to FP5 na kodirajućem lancu na poziciji -214 do -222, i dva regiona na 

nekodirajućem lancu FP6 (-242/-260) i FP7 (-361/-395). Regioni FP1 i FP2 pokazuju 

intenzivniju zaštitu u reakcijama sa jedamim proteinima NT2/D1 ćelija indukovanih 

retinoičnom kiselinom.

2. Analiza sekvenci zaštićenih regiona na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za 

transkripcione faktore ukazala je na prisustvo konsenzusnih mesta za vezivanje proteina iz 

familije TALE transkripcionih faktora u regionima FP2 i FP7. U regionu FP2 prisutno je 

konsenzusno mesto za vezivanje heterodimera transkripcionih aktivatora PBX i MEIS (5' 

TGATTGACAG 3') dok su dva vezivna mesta za transkripcioni represor TGIF (5’ TGTCA 

3’), detektovana u FP2 i FP7 regionima. Poređenje sekvenci FP2 regiona čoveka, šimpanze, 

makaka majmuna, pacova i misa pokazalo je da je konsenzusno mesto za vezivanje 

heterodimera PBX/MEIS evolutivno očuvano po nukleotidnom sastavu i poziciji u 

promotorskim regionima svih analiziranih ortoioga.

3. Regulatomi element SOX3 promotora koji sadrži PBX/MEIS konsenzusno mesto vezuje 

jedame proteine NT2/D1 ćelija. Pokazano je da se u kompleksima formiranim sa jedamim 

proteinima neindukovanih ćelija nalazi PBX protein, dok se u kompleksima koje formiraju 

jedami proteini ćelija indukovanih retinoiönom kiselinom nalaze oba proteina, PBX i MEIS. 

Prisustvo MEIS proteina u kompleksima formiranim sa jedamim proteinima indukovanih 

ćelija potvrđeno je i Western blot analizom.



4. In vitro sintetisani PBX1 i MEIS1 proteini pojedinačno se ne vezuju za konsenzusno mesto, 

dok prisustvo oba proteina dovodi do formiranja heterodimera na ovom kontrolnom elementi!. 

Koimunoprecipitacija je pokazala da PBX1 i MEIS1 proteini interaguju i u odsustvu DNK, a 

afmitet za heterodimeme interakcije ovih proteina se povećava nakon indukcije retinoičnom 

kiselinom.

5. Mutaciona analiza regulatomog dementa pokazala je da konsenzusna sekvenca u FP2 

regionu sadrži demente neophodne za vezivanje PBX i MEIS proteina i potvrdila specifičnost 

njihovog vezivanja. Takođe, funkcionalni eseji su pokazali da mutacije ovog vezivnog mesta 

dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora.

6. Tokom indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina 

se povećava i prati profil ekspresije SOX3. Pokazano je da povećan nivo ekspresije PBX1 i 

MEIS1 proteina dovodi do aktivacije SOX3 gena. Reakcije smanjene elektroforetske 

pokretljivosti su pokazale da povećana ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina dovodi do 

formiranja kompleksa jačeg intenziteta na konsenzusnom mestu u promotoru SOX3 gena. 

Western blot analiza je ukazala da povećana ekspresija PBX1 i MEIS1 aktivira ekspresiju 

endogenog SOX3 proteina, dok su funkcionalni eseji pokazali da povećanje ekspresije ovih 

proteina dovodi do aktivacije SOX3 promotora. Svi ovi rezultati ukazuju da su PBX1 i MEIS1 

proteini medijatori aktivacije SOX3 gena retinoičnom kiselinom.

7. Vezivno mesto u FP7 regionu ostvaruje interakcije sa transkripcionim faktorom TGEF iz 

jedamih proteina NT2/D1 ćelija, a mutacija ovog mesta dovodi do povećanja aktivnosti SOX3 

promotora. Povećan nivo ekspresije TGIF proteina dovodi do gubitka aktivnosti SOX3 

promotora. Tokom indukcije NT2/D1 ćelija retinoičnom kiselinom u periodi! od 48h 

ekspresija TGIF proteina se smanjuje i ovakav profil ekspresije suprotan je profilu ekspresije 

SOX3 proteina. Ovi rezultati ukazuju da transkripcioni factor TGIF ostvaruje svoju 

represorsku funkciju na SOX3 promotoru preko konsenzusnog mesta u FP7 regionu.
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