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Uloga Sonic hedgehog signalnog puta u regulaciji ekspresije SOX18 gena u HeLa 

ćelijama, kao model sistemu karcinoma grlića materice 

REZIME 

 

Sonic Hedgehog (SHH) signalni put ima važnu ulogu u procesima koji se 

odvijaju tokom embrionalnog razvića u kojima kontroliše proliferaciju i diferencijaciju 

ćelija i učestvuje u održavanju polarnosti tkiva. Poslednjih godina mnogobrojni 

literaturni podaci pokazuju da promena u regulaciji SHH signalnog puta dovodi do 

nastanka i progresije različitih vrsta tumora kod čoveka. SHH signalni put je povezan sa 

meduloblastomom, leukemijom, karcinomom bazalnih ćelija, tumorima pluća, prostate, 

pancreasa, dojke i jajnika. Takođe, povećana ekspresija komponenti SHH signalnog 

puta je primećena u premalignim lezijama i ćelijama karcinoma grlića materice.  

SOX18 gen pripada familiji SOX gena koji kodiraju transkripcione faktore 

uključene u kontrolu različitih procesa tokom embrionalnog razvića. SOX18 protein 

ima važnu ulogu u razviću vaskularnog sistema kao i u adultnoj neovaskularizaciji. 

Uloga SOX18 proteina u vaskularnom razviću otkrivena je na osnovu poremećaja u 

razvoju vaskularnog sistema koji su uočeni kod prirodnih mutanata miša i čoveka. Osim 

toga, kod adultnog organizma SOX18 protein učestvuje u regulaciji angiogeneze i 

limfangiogeneze kako u fiziološkim stanjima organizma, tako i tokom patofizioloških 

promena kao što su zarastanje rana i tumorska angiogeneza. Takođe, pokazano je da se 

inhibicijom SOX18 funkcije utiče na limfangiogenezu čime se sprečava metastaza ćelija 

tumora. Najnoviji podaci pokazuju da je ekspresija SOX18 gena, detektovana u ćelijama 

invazivnog karcinoma dojke i tumora jajnika, a nivo ekspresije je u direktnoj korelaciji 

sa stadijumom tumora i može predstavljati prognostički marker.  

 Predmet istraživanja prikazanog u ovom radu je bila analiza uloge SHH 

signalnog puta u regulaciji ekspresije SOX18 gena u HeLa ćelijama, in vitro model 

sistemu karcinoma grlića materice. Prvo je analizirana uloga GLI regulatornih proteina, 

finalnih efektora SHH signalne kaskade, u regulaciji transkripcije SOX18 gena. 

Prikazani rezultati su pokazali da su GLI1 i GLI2 pozitivni regulatori promotorske 

aktivnosti SOX18 gena kao i da povećavaju endogenu ekspresiju SOX18 gena, dok 



GLI3 transkripcioni faktor nije uticao na aktivnost SOX18 promotorskog konstrukta niti 

na nivo endogene ekspresije SOX18 gena u HeLa ćelijama. U eksperimentima smanjene 

elektroforetske pokretljivosti pokazano je da se GLI1 transkripcioni faktor specifično 

vezuje za tri od ukupno sedam identifikovanih potencijalnih vezivnih mesta za GLI 

proteine u okviru promotora SOX18 gena. Rezultati su takođe pokazali da promena 

aktivnosti SHH signalnog puta upotrebom specifičnih aktivatora i inhibitora dovodi do 

promena u nivou proliferacije, vijabilnosti i migracije HeLa ćelija. Najbitnije, 

modulacija aktivnosti SHH signalnog puta dovodi do promena u nivou ekspresije 

SOX18 gena, tako što se nivo ekspresije smanjuje tokom inhibicije SHH signalne 

kaskade, odnosno povećava tokom njegove aktivacije. Osim toga, u radu je analiziran 

uticaj povećane  ekspresije SOX18 gena u HeLa ćelijama i pokazano je da nema uticaja 

na proliferaciju i vijabilnost, dok je zapažen značajan uticaj na migraciju HeLa ćelija. 

Takođe, rezultati pokazuju da SOX18 smanjuje ekspresiju GLI1, GLI2, GLI3 

transkripcionih faktora i SHH proteina. 

 SOX18 gen je identifikovan kao novi ciljni gen čiju ekspresiju reguliše SHH 

signalna kaskada u HeLa ćelijama. Prikazani rezultati omogućiće bolje razumevanje 

molekularnih mehanizama uključenih u regulaciju transkripcije SOX18 gena. Na osnovu 

prikazanih rezultata možemo zaključiti da njegova uloga u HeLa ćelijama može biti u 

regulisanju procesa migracije gde pokazuje promigratorni potencijal. Modulacija 

aktivnosti SHH signalnog puta malim, aktivnim molekulima za posledicu ima i 

promene u regulaciji SOX18 ekspresije, čime se otvara mogućnost za potencijalnu 

farmakološku manipulaciju ekspresijom SOX18 gena u tumorskim ćelijama.  
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The role of Sonic Hedgehog signaling pathway in the regulation of SOX18 gene 

expression in HeLa cells, model system of cervical carcinoma 

 

ABSTRACT 

 

The Sonic Hedgehog (SHH) signaling pathway plays important role in 

embrionic development directing cell proliferation and diferentiation and maintaing 

tissue polarity. In adults, this signaling pathway is rather suppressed. SHH signaling 

pathway has been associated with medulloblastoma, leukemia, basal cell carcinoma and 

lung, prostate, pancreatic, breast and ovarian cancers. In the last years, numerous data 

show that deregulation of SHH signaling pathway has been associated with onset and 

progression of various types of human cancer. It was shown that increased expression of 

HH-signaling molecules was seen in precancerous lesions and in cervical cancer. 

 SOX18 gene is a member of SOX gene family that encodes transcription factors 

implicated in the control of various developmental processes. SOX18 protein plays 

important roles in vascular development and postnatal neovascularization. The 

functional importance of SOX18 protein in vascular development is revealed by the 

vascular defects caused by mutation in mice and humans. Also, in adults SOX18 is 

involved in the regulation of angiogenesis and lymphangiogenesis in physiological and 

pathophysiological condition such in wound healing or tumor growth. Furthermore, it 

has been reported that interfere with SOX18 function impairs tumor lymphangiogenesis 

which decreases the rate of cancer cell metastasis. In past two years, literature data show 

SOX18 expression in invasive ductual breast carcinoma and ovarian carcinoma and that 

level of expression correlates with poor prognosis suggesting that a SOX18 expression 

may serve as a prognostic marker. 

 The aim of this study was to investigate the role of Sonic Hedgehog signaling 

pathway in the regulation of SOX18 gene expression in HeLa cells, in vitro model 

system of cervical cancer . We were analyzing the effect of GLI regulator proteins, final 

effectors of SHH signaling pathway, on transcriptional regulation of SOX18 gene 

expression. Presented results have shown that GLI1 and GLI2 are potent activators of  



SOX18 promoter activity as well as SOX18 expression in HeLa cells, while GLI3 had no 

effect. By in vitro binding assays we show binding of GLI1 protein to three out of seven 

predicted binding sites within SOX18 promoter. Presented results also show that 

modulation of pathway using inhibitors and activators of SHH signaling pathway 

affected cell proliferation, viability and migration of HeLa cells. More importantly, 

modulation of SHH signaling pathway affected SOX18 gene expression, presenting that 

cyclopamine thretman of HeLa cells decreased SOX18 gene expression while 

purmorphamine thretman of HeLa cells increased SOX18 gene expression. Furthermore, 

we have shown that overexpression of SOX18 caused no significant change in cell 

proliferation and viability while had considerable effect on HeLa cell’s migratory 

potential. Also, SOX18 overexpression resulted in down regulation of GLI1, GLI2, 

GLI3 and SHH gene expression. 

 SOX18 was identified as a novel target gene regulated by SHH signaling in 

HeLa cells. Presented results will help in better understanding of molecular mechanisms 

involved in transcriptional regulation of SOX18 gene expression. Presented results also 

show that SOX18 is involved in the regulation of HeLa cells migration. Applying small 

molecules inhibitors and activators for SHH signaling, it was possible to affect SOX18 

gene expression, opening a new possibilities for pharmacological manipulation with 

SOX18 gene expression in cancer cells.  
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1. UVOD 

 

Kao rezultat vremenski i prostorno strogo kontrolisane ekspresije gena nastaje 

veliki broj različitih, specijalizovanih tipova ćelija koje formiraju tkiva i organe tokom 

razvića višećelijskog organizma. Sa stanovišta evolucije, stvaranje složenijih bioloških 

sistema nije teklo u pravcu nastajanja većeg broju novih gena, već su se usložnjavali 

mehanizmi kojima su ekspresije već postojećih gena regulisane. Regulacija ekspresije 

gena kod eukariota predstavlja vrlo kompleksan proces koji iziskuje kontrolisanu 

interakciju opštih i tkivno-specifičnih transkripcionih faktora kao i cis regulatornih 

elemenata. O važnosti regulacije ekspresije gena govori i činjenica da poremećaji u 

regulaciji gena uključenih u važne procese tokom razvića dovode do maligne 

transformacije ćelija. 

Ovaj rad se bavi analizom transkripcione regulacije humanog SOX18 gena pod 

uticajem Hedgehog signalne kaskade u ćelijskom model sistemu koji vodi poreklo od 

karcinoma grlića materice. Funkcinalna veza između pomenutog signalnog puta i 

humanog SOX18 gena, koja je prikazana u ovom radu, predstavlja doprinos u boljem 

razumevanju uloge SOX18 gena u regulaciji procesa koji su uključeni u nastanak i 

napredovanje tumora.  
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1. Regulacija ekspresije gena kod eukariota 

 

Poznato je da regulacija ekspresije gena i sinteza proteina kod eukariota 

predstavljaju složene procese koji su kontrolisani na više nivoa. Procesi regulacije 

podrazumevaju transkripcionu kontrolu, posttranskripcionu kontrolu (regulacija obrade 

pre-iRNK i transport iz jedra), kontrolu degradacije iRNK, translacionu i 

posttranslacionu kontrolu (modifikacija proteina posle nakon čega se oni aktiviraju) 

(Darnell, 1982). Pre samog procesa transkripcije eukariotskih gena dolazi do 

remodelovanja hromatina na ciljnom lokusu, modifikacije histona, vezivanja aktivatora 

za regulatorne elemente (promotor, enhenser) i vezivanja transkripcione mašinerije za 

jezgro promotora (Smale and Kadonaga, 2003). Za otpočinjanje transkripcije 

neophodno je otvaranje kondenzovanog hromatina u regionima koji obuhvataju 

promotor ali i sam gen. U sastav hromatina ulaze DNK i histonski protein, koji 

sačinjavaju visoko organizovanu i gusto pakovanu strukturu. Proces dekondenzacije 

otpočinje u okviru velikih hromatinskih domena, nakon čega dolazi do remodelovanja 

hromatina u okviru promotora koje je praćeno kovalentnim modifikacijama histona u 

okviru nukleozoma (Turner et al., 1992; Wallrath et al., 1994). Nakon modifikacija 

dolazi do promena u strukturi i poziciji nukleozoma na promotorima koji su 

transkripciono aktivni. 

Eukariotski geni kodiraju informacione RNK molekule (iRNK) koji nose 

informaciju za sintezu proteina, ali i ne-kodirajuće RNK molekule u koje spadaju 

transportna RNK (tRNK), ribozomalna RNK (rRNK), mikro RNK (miRNK), mala-

nuklearna RNK , mala-interferirajuća RNK. Prokarioti imaju jednu RNK polimerazu 

kojom se transkribuju protein-kodirajući geni, dok kod eukariota postoje: RNK 

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

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

tRNK i 5S RNK (Lewis and Burgess, 1982).  

Eukariotski promotor gena se sastoji od jezgra promotora koje okružuje mesto 

inicijacije transkripcije koji predstavlja minimalnu sekvencu neophodnu za vezivanje 

transkripcione mašinerije i otpočinjanje bazalne transkripcije. U sastav promotora 
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eukariotskih gena ulaze i uzvodne sekvence udaljene nekoliko stotina baznih parova, 

koje sadrže vezivna mesta za opšte i tkivno-specifične transkripcione faktore koji imaju 

aktivatorsku ili represorsku ulogu u transkripcionoj regulaciji gena (Maston et al., 

2006). TATA boks (TATAWAAR; W-A/T, R- A/G) je prvi identifikovani promotorski 

element lokalizovan 25 do 30 baznih parova uzvodno od starta transkripcije 

(Breathnach and Chambon, 1981). Ipak, veliki broj promotora ne sadrži TATA motiv, 

već sadrže druge konsenzusne elemente, kao što je inicijatorski element (Inr, 

YYANWYY, Y-C/T, N-A/C/G/T) koji okružuje start transkripcije.  

Proces transkripcije se sastoji iz nekoliko faza. U prvoj fazi dolazi do 

dekondenzacije hromatina i omogućavanja interakcije DNK sa brojnim transkripcionim 

faktoraima (Ghosh and Van Duyne, 1996). U ovoj fazi se formira preinicijacioni 

kompleks koji omogućava vezivanje RNK polimeraze II. Formiranje preinicijacionog 

kompleksa počinje vezivanjem TATA vezujućeg proteina (eng. TATA binding protein-

TBP) u vidu sedla za TATAAA sekvencu ostavljajući spoljašnje površine slobodne za 

interakciju sa oko 13 TAF proteina (eng. TBP associated factors, TBP asociranih 

proteina) (Sanders and Weil, 2000). Na taj način se formira TFIID kompleks 

(transkripcioni faktor D RNK polimeraze II) (Ghosh and Van Duyne, 1996). Nakon 

toga sledi vezivanje TFIIA za TFIID što stabilizuje interakcija između TFIID i DNK 

(Maldonado et al., 1990). Zatim se vezuje TFIIB koji ima ulogu da stabilizuje vezivanje 

TBP za DNK (Imbalzano et al, 1994). RNK polimeraza II se preko TFIIB vezuje za 

preinicijacioni kompleks i pravilno se pozicionira u odnosu na start transkripcije (Li et 

al., 1994). Vezivanjem TFIIE i TFIIH koji čine holoenzim mase oko 2 MDa 

preinicijacioni kompleks se finalno formira (Dvir et al., 2001). TFIIH funkcioniše kao 

helikaza, ATP-azna i protein-kinazna (Flores et al., 1992; Zawel and Reinberg, 1992). 

Ovaj transkripcioni faktor u prisustvu ATP-a dovodi do razmotavanja DNK u regionu 

starta transkripcije (Roy et al., 1994).Takođe, dolazi do fosforilacije TBP-a, TFIIE, 

TFIIF i RNK polimeraze II što za posledicu ima oslobađanje RNK polimeraze II iz 

inicijacionog kompleksa nakon što se transkribuje 30-40 nukleotida.  

Posle preinicijacije i inicijacije sledi proces elongacije koji je strogo kontrolisan 

proces. Naime pokazano je da višećelijski organizmi imaju i još jedan vid regulacije 

genske ekspresije, post-inicijacijsku regulaciju, pa tako nekih 15% tkivno-specifičnih 
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gena ima vezanu polimerazu na promotorima u svim tkivima ali je prolazak polimeraze 

ka startu transkripcije dozvoljen na tkivno specifičan način (Zeitlinger et al., 2007). Kod 

inducibilnih gena kao što su geni toplotnog šoka (Hsp70 vinske mušice) ili 

protoonkogeni (c-myc) na promotorima se nalazi već postavljena bazalna transkripciona 

mašinerija, transkripcija je započeta ali nakon polimerizacije nekoliko desetina 

ribonukleotida elongacija transkripcije je zaustavljena (Rougvie and Lis, 1988; Strobl 

and Eick, 1992; Rasmussen and Lis, 1993; Aida et al., 2006). Na ovaj način proksimalni 

promotorski region je uz pomoć regulatornih proteina oslobođen od nukleozoma pa je 

omogućen brz odgovor na stimulus (Gilchrist et al., 2008; Mavrich et al., 2008) 

Terminacija transkripcije predstavlja završnu fazu transkripcije gena. U ovoj fazi 

RNK polimeraza II stiže do poliadenilacionog signala (AATAA) na kodirajućem lancu 

DNK. Poliadenilacioni signal prepoznaje poli A polimeraza koja dodaje oko 250 

adenina na iRNK na osnovu čega se formira poliadenilacioni rep koji ima bitnu ulogu u 

transportu iz nukleusa i stabilnosti iRNK u citoplazmi (Tran et al., 2001).   

Kako je predhodno napomenuto, regulacija transkripcije gena je strogo 

kontrolisan proces u kome učestvuju transkripcioni faktori. To su DNK-vezujući 

proteini koji se vezuju u okviru promotrora gena ili enhenserske sekvence i učestvuju u 

aktivaciji ili inhibiciji ekspresije gena. Broj transkripcionih faktora zavisi od veličine i 

složenosti genoma, tako da veći genomi imaju i veći broj transkripcionih faktora (van 

Nimwegen, 2003). Transkripcioni faktori se mogu podeliti na opšte, koji su uključeni u 

formiranje preinicijacionog i inicijacionog kompleksa i koji su odgovorni za 

otpočinjanje transkripcije, i specifične koji se vezuju za odgovarajuće DNK sekvence i 

imaju ulogu aktivatora ili represora transkripcije. Transkripcioni faktori se sastoje iz 

nekoliko domena među kojima su DNK-vezujući domen, preko koga ostvaruju funkciju 

vezivanja i domen za protein-protein inerakcije koji služi za interakciju sa drugim 

proteinima. Kod prokariota regulatorni proteini aktiviraju ili reprimiraju gene uglavnom 

pojedinačno, a kod eukariota uglavnom funkcionišu u određenim kombinacijama. U 

višećelijskim organizmima, naime, transkripcioni faktori ne obavljaju svoju funkciju 

pojedinačno već uz pomoć ko-faktora pri čemu stvaraju mrežu regulatornih proteina 

koja omogućava različite proteinske interakcije. 
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1.2. Molekularni mehanizmi prenosa signala kroz ćeliju 

 

Jedna od karakteristika koja je zajednička za sve žive organizme je njihova 

sposobnost da svakodnevno usklađuju svoju aktivnost sa uslovima sredine u kojoj žive. 

Komunikacija sa sredinom je omogućena zahvaljujući mnogobrojnim signalnim 

putavima koji primaju i obrađuju signale koji potiču iz spolašnjeg okruženja, od drugih 

ćelija unutar samog organizma ili iz različitih delova ćelije. Pored toga, u višećelijskom 

organizmu u normalnim fiziološkim uslovima procesi u ćeliji su koordinisani sa 

potrebama organizma kao celine. Formiranje višećelijskog organizma koji sadrže 

specijalizovana tkiva i organe zavisi od koordinisane regulacije broja ćelija, 

morfologije, lokalizacije i ekspresije različitih funkcija. Koordinacija velikog broja 

fizioloških funkcija, među kojima su ćelijski rast, deoba, diferencijacija, razviće, 

ćelijska kretanja, obrada čulnih informacija, podrazumeva komunikaciju između ćelija 

istog ili različitog tkiva (Krauss, 2008).   

Ćelije mogu da komuniciraju na nekoliko različitih načina prenosom signala. 

Signali predstavljaju male molekule koji migriraju od ćelije koja ih oslobađa do 

susednih ili udaljenih ćelija i prenose informacije koje se dešavaju u njihovom 

okruženju. To su tzv. spoljašnji signali koji se vezuju za receptore na ciljnim ćelijama. 

Vezivanje signala za receptor dovodi do promene u ćeliji, do obrade signala označenog 

kao transdukcija signala. Unutarćelijski prenos signala ili signalna transdukcija se 

sastoji iz više koraka i predstavlja odgovor ćelije na stimulus (Krauss, 2008).  

Ćelije koje se nalaze jedna pored druge komuniciraju preko površinskih 

molekula, kao što su adhezioni proteini (Ahmed and Xiang, 2011). Takođe, ćelije mogu 

da komuniciraju i direktno, prenosom signalnih molekula i metabolita iz citoplazme 

jedne ćelije u citoplazmu susedne ćelije kroz pukotinaste veze (eng. gap junction) (De 

Maio et al., 2002). Poseban vid komunikacije je zapažen kod nervnih ćelija koje pod 

uticajem električnog stimulusa sa krajeva svojih aksona oslobađaju neurotransmitere 

koji do ciljne ćelije dospevaju difuzijom kroz sinaptičku pukotinu. 

Međućelijska komunikacija je složen proces koji se može podeliti u nekoliko 

faza. Prvu fazu predstavlja formiranje signala u kojoj se različiti signalni putevi 
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povezuju i usklađuju. U sledećoj fazi se nastali signalni molekul prenosi do ciljne ćelije. 

Transport signalnog molekula može biti putem krvi i tada govorimo o endokrinoj 

kontroli. U krvotoku signalni molekul su vezani za transpotne proteine ili su u sastavu 

većih proteinskih kompleksa da bi bili zaštićeni od degradacije i da bi se dopremili do 

ciljnih ćelija. Međutim, postoje signalni molekuli koji deluju lokalno putem difuzije 

kroz vanćelijsku tečnost i tako deluju na ćelije u neposrednoj blizini (parakrina 

kontrola) ili na samu ćeliju koja ih proizvodi (autokrina kontrola). Treća faza 

predstavlja prijem signala pomoću receptora, proteina specijalizovanih za ovu funkciju. 

Vezivanjem signala za receptor dolazi do strukturnih promena u receptoru što se 

označava kao aktivacija receptora. Samo ćelija koja poseduje odgovarajući receptor 

može da primi dati signal i da odgovori na njega. Nakon što ćelija primi signal dolazi do 

obrade signala putem unutarćelijskog prenosa signala (eng. signal transduction 

pathway). Unutraćelijski prenos signala razlikuje se u zavisnosti od tipa receptora. Tako 

razlikujemo površinske i unutarćelijske receptore. Kod površinskih receptora koji su 

transmembranski proteini, signalni molekul ne ulazi u ćeliju već predaje signal 

vezivanjem za vanćelijski domen receptora. Na taj način se aktivira nizvodni kaskadni 

prenos signala. Kod unutarćelijskih receptora signali su mali liposolubilni molekuli koji 

prolaze kroz membranu ćelije i vezuju se za receptore. Kao kranji ishod prenosa signala 

kroz ćeliju otpočinju biohemijski procesi koji će dati odgovor ćelije na stimulus 

(Krauss, 2008).  

Unutarćelijski prenos signala je strogo regulisan proces čime se obezbeđuje 

pravilan i usaglašen odgovor ćelije u određenom trenutku. Kontrola se vrši na nivou 

biosinteze signala, oslobađanja signalnih molekula iz unutarćelijskih depoa, nivo 

sekrecije signalnih molekula. Takođe, jedan od važan faktor regulacije predstavlja i 

dostupnost signala specifičnim receptorima i njihova aktivacija. Mehanizmi putem kojih 

se kontrolišu koncentracija signala i receptora su negativna i pozitivna povratna sprega 

kojima se reguliše koncentracija enzima koji su uključeni u sintezu i degradaciju 

signalnih molekula i receptora. Na ovaj način je međućelijska komunikacija usaglašena 

sa funkcijama organizma (Krauss, 2008).   

U prenosu signala kroz ćeliju učestvuje veliki broj signalnih komponenti. 

Modularna struktura, mnogobrojne modifikacije i postojanje velikog broja izoformi daju 
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mogućnost da različiti signali budu obrađeni u istom tipu signalnog puta dajući različite 

ishode. Signalni putevi na osnovu organizacije mogu biti linearni, gde se signal 

detektuje od uzvodne komponente i prenosi na tačno organizovane nizvodne 

komponente. Osim linearnh, mnogo je više signalnih puteva koji se granaju i ukrštaju. 

Zapaženo je da mnogi signalni molekuli mogu da imaju ne jednog već veći broj 

nizvodnih partnera. Takođe, ćelije istovremeno mogu da obrađuju veliki broj signala 

koji se prenosi različitim signalnim putevima. Osim toga složenost signalnih mreža 

proističe i iz činjenice da npr. jedan hormon se može vezati za različite receptore na 

ćeliji ili unutar nje i na taj način usmeravati isti signal u različite signalne puteve. 

Takođe, izlazni signal nekog signalnog puta može da zavisi od jačine i učestalosti 

ulaznog signala. Na kraju, treba napomenuti i da različiti signalni molekuli i signalni 

putevi mogu da dovedu do istog ćelijskog odgovora (Krauss, 2008).  
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1.3. Hedgehog signalni put 

 

Hegdehog (HH) siganlni put je prvi put opisan kod vinske mušice, Drosophila 

melanogaster (Huangfu and Anderson, 2006; Hausmann et al., 2009; Xie et al., 2013; 

Zhao et al., 2014). Istraživajući mutacije kod D. melanogaster, Christiane Nüsslein-

Volhard and Wieschaus su identifikovali oko pedeset gena koji učestvuju u 

embrionalnom razviću, među kojima je bio i gen Hedgehog (HH). Rezultati prikazani u 

toj studiji su pokazali da mutacije u HH genu dovode do razvoja larve sa bodljikavim 

omotačem koja podseća na ježa (eng. Hedgehog) pa otuda naziv ovom genu. 

Eksperimenti na D.melanogaster su ukazali da je HH gen važan za pravilnu segregaciju, 

tj. polarnost organizma. HH gen je veoma evolutivno očuvan počevši od vinske mušice 

do čoveka te se danas on smatra ključnim regulatorom embrionalnog razvoja (Varjosalo 

and Taipale, 2008). Prvobitno se uloga HH signalnog puta vezivala za embrionalno 

razviće, u kojem ima važnu ulogu pri razvoju mnogih tkiva i organa. Međutim, sve je 

više podataka o njegovoj ulozi u nastanku i progresiji tumora (Taipale and Beachy, 

2001). 

HH signalni put započinje vezivanjem HH liganda za protein PTCH (eng. 

Patched) koji poseduje 12 transmembranskih domena i koji je evolutivno veoma očuvan 

(Marigo et al., 1996a; Stone et al., 1996). Kod D. melanogaster HH ligand se vezuje za 

PTCH receptor koji se nalazi na plazma membrani (Ingham et al., 1991). HH signalna 

kaskada se kod vertebrata odvija u primarnim cilijama, organelama zaduženim za 

prijem mehaničkih, hemijskih i termičkih signala, u kojima su smeštene sve 

komponente HH signalnog puta (Plotnikova et al., 2008; Goetz and Anderson, 2010). 

Za razliku od D.melanogaster kod koje je identifikovan samo jedan HH gen, kod 

vertebrata HH signalni put uključuje tri liganda: Sonic hedgehog (SHH), Indian 

hedgehog (IHH) i Desert hedgehog (DHH) (Echelard et al., 1993; Krauss et al., 1993; 

Riddle et al., 1993; Ingham and McMahon, 2001). Interakcija HH sa receptorom je 

regulisana ko-receptorima, transmembranskim proteinima Ihog i Boi kod D. 

melanogaster ili Cdo,Boc i Gas1 kod vertebrata (Lum et al., 2003; Okada et al., 2006; 

Tenzen et al., 2006; Allen et al., 2007; Allen et al., 2011; Izzi et al., 2011; Zhang et al., 

2011). Za razliku od PTCH receptora, ovi proteini imaju samo jedan transmembranski 
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domen i ekstracelularni domen koji sadrži imunoglobulin i fibronektinske ponovke. 

Genetičke studije kod D. melanogaster i miša pokazuju da Ihog, Cdo i Bos pozitivno 

regulišu HH signalni put (Tenzen et al., 2006; Yao et al., 2006; Robbins et al., 2012) 

kao i da Cdo i Gas1 zajedno regulišu HH signalni put (Allen et al., 2007). Pretpostavlja 

se da Ihog/Cdo proteinska familija funkcioniše kao HH koreceptor i olakšava vezuvanje 

HH liganda za receptor. Jedinstvena karakteristika PTCH receptora je da se on ne 

aktivira vezivanjem liganda već je suprimiran ovom interakcijom.  

U odsustvu liganda PTCH onemogućava aktivnost drugog proteina SMO (eng. 

Smoothened), čija aktivacija je neophodna za prenos HH signala kroz plazma 

membranu u ćeliju. Na ovaj način HH aktivira SMO receptor i signalnu kaskadu 

vezivanjem i inhibicijom PTCH receptora.  

Kod D. melanogaster, nizvodno od SMO u signalnoj kaskadi učestvuje 

citoplazmatski proteinski kompleks HSC (eng. Hegdehog signalling complex) koga čine 

efektor signalnog puta transkripcioni faktor Ci (eng. Cubitus interruptus), Fu (eng. 

Fused) serin-treonin kinaza, Cos2 (kinezinu-sličan protein Costal2) i SuFu (eng. 

Supressor of fused). U odsustvu HH liganda, PTCH je vezan za SMO sprečavajući ga 

na taj način da aktivira signalnu kaskadu. HSC je sa jedne strane, vezan za mikrotubule 

i/ili membranu, a sa druge, preko Cos2 proteina vezan za SMO receptor. Vezivanjem 

SuFu i Cos2 za Ci sprečava se njegov ulazak u jedru. Nakon vezivanja HH liganda za 

PTCH, SMO se oslobađa inhibitornog dejstva i započinje signalna kaskada. Dolazi do 

disocijacije HSC kompleksa, SMO se fosforiliše na C-kraju proteina, Ci protein nije 

više inhibiran SuFu proteinom i ulazi u jedro gde funkcioniše kao transkripcioni 

aktivator ciljnih gena. Ci transkripcioni faktor, poseduje trans-aktivacioni i trans-

represorni domen, pa tako ima dvojaku funkciju. U odsustvu HH liganda C-terminalni 

aktivacioni domen je proteolitički isečen što rezultira u formiranju skraćenog proteina 

koji ulazi u jedro i reprimira ciljne gene. Aktivacija SMO blokira proteolitičku obradu 

Ci proteina, koji ulazi u jedro i funkcioniše kao aktivator.  

Sve komponente HH signalnog puta, uključujući SMO i PTCH, kod sisara su 

lokalizovane su u primarnoj ciliji. U eukariotskim ćelijama funkcija ove organele je u 

prijemu mehaničkih, hemijskih i fizičkih stimulus (Plotnikova et al., 2008; Goetz and 

Anderson, 2010). Promena lokalizacije SMO kod sisara predstavlja odgovor na 
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aktivaciju HH signalnog puta. Kod D.melanogaster se nakon aktivacije ovog signalnog 

puta SMO akumulira u plazma membrani. Pretpostavlja se da je promena u subćelijskoj 

lokalizaciji SMO proteina, u oba slučaja, važna za njegovu aktivaciju. SMO receptor 

kod sisara nije u interakciji sa cilijom i u ćeliji postoji u tri različita stanja, u neaktivnoj 

internalizovanoj formi, u neaktivnoj formi koja je vezana za ciliju i u aktivnoj formi 

(Corbit et al., 2005; Kim et al., 2009; Rohatgi et al., 2009). Eksperimentalno je 

potvrđeno da se prenos signala posredstvom SMO receptora kod vertebrata odigrava u 

dve faze, jedna predstavlja transport do cilija, gde neaktivna forma iz citoplazme dolazi 

do cilija, i druga, aktivacija SMO. U bazi primarne cilije PTCH receptor inhibira 

aktivaciju SMO, usled čega GLI transkripcioni faktori, efektori ovog signalnog puta, su 

u kompleksu sa SUFU proteinom (Kinzler and Vogelstein, 1990; Pearse et al., 1999). 

Kod kičmenjaka postoje tri GLI transkripciona faktora, GLI1, GLI2 i GLI3, od kojih 

GLI2 i GLI3 podležu proteolitičkoj degradaciji, dok GLI1 funkcioniše isključivo kao 

aktivator koji, jednom kada je pokrenuta signalna kaskada, amplifikuje transkripcioni 

odgovor na stimulus (Ruiz i Altaba, 1998; Ruiz i Altaba, 1999; Bai et al., 2004; 

Stamataki et al., 2005). Nakon vezivanja HH liganda, PTCH receptor napušta ciliju i 

dolazi do njegove degradacije u lizozomima. Zatim se formira aktivna forma SMO 

proteina i sprečava se proteilitičko isecanje GLI regulatornih proteina. Krajnji ishod HH 

signalnog puta je aktivacija GLI transkripcionih faktora koji se vezuju za regulatorne 

sekvence u okviru promotora ciljnih gena i regulišu njihovu transkripciju. Interesantna 

je činjenica da se među ciljnim genima HH signalnog puta nalaze i komponente samog 

signalnog puta PTCH i GLI1 koji predstavljaju negativne (PTCH) i pozitivne (GLI1) 

regulatore ovog signalnog puta regulišući na ovaj način aktivnost HH signalne kaskade 

(Regl et al., 2002; Ruiz i Altaba et al., 2007). 

Nekoliko godina unazad pokazano je da HH proteini mogu da učestvuju u 

signalnoj transdukciji preko takozvanog GLI-nezavisnog mehanizma koji se još 

označava i kao nekanonski HH signalni put (Jenkins, 2009; Brennan et al., 2012). 

Opisane su do sada dva tipa nekanonske HH signalne kaskade. Prvi tip ne zahteva 

prisustvo SMO receptora, ali zahteva prisustvo HH liganda i PTCH receptora. U 

odsustvu HH liganda, PTCH interaguje sa ciklinB1 proteinom i proapoptotskim 

kompleksom koga čine kaspaza -9, Tucan-1 protein i Dral adapterski protein. Ova 

interakcija inhibira proliferaciju onemogućavajući ciklinB1 proteinu da uđe u jedro. U 
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prisustvu HH liganda narušavaju se ove interakcije što za posledicu ima proliferaciju 

ćelija. Drugi tip nekanonskog HH signalnog puta je takođe poznat kao SMO-zavisan 

GLI-nezavisan signalni put. Ovaj signalni put učestvuje u regulaciji aktinskog 

citoskeleta aktivacijom malih GTP-aza RhoA i Rac1.  

 

 

 

Slika 1. HH signalni put. a) U odsustvu HH liganda Gli regulatorni proteini su u 

kompleksu sa negativnim regulatorom SuFu i bivaju proteolitički obrađeni od stane 

proteazoma. Na ovaj način se sprečava transkripcija ciljnih gena. b) U prisustvu HH 

liganda dolazi do vezivanja za Ptch koji se premešta iz primarne cilije čime je 

omogućena aktivacija Smo receptora. Sprečava se proteolitičko isecanje Gli 

regulatornih proteina koji mogu da se vežu za promotore ciljnih gena i aktiviraju 

transkripciju ciljnih gena. Slika je preuzeta i modifikovana iz (Chen et al., 2013b). 
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1.3.1. Komponente HH signalnog puta 

 

Komponente HH signalnog puta uključuju ligande (IHH, DHH i SHH) čijim 

vezivanjem za PTCH receptor otpočinje nizvodni prenos signala. U sastav HH signalne 

kaskade ulazi SMO receptor čijom se aktivacijom signal prenosi nizvodno posredstvom 

različitih komponenti signalnog puta (SUFU, COS2, PKA, CK1, CK2, GRK2) kojima 

se informacija prenosi do krajnjih efektora GLI transkripcionih faktora (GLI1, GLI2 i 

GLI3). 

 

1.3.1.1. Ligandi HH signalnog puta 

 

Kod kičmenjaka su otkrivena tri HH homologa, a nazvani su: Indian hedgehog 

(IHH) Desert hedgehog (DHH) i Sonic hedgehog (SHH), (Echelard et al., 1993; Krauss 

et al., 1993; Riddle et al., 1993; Marigo et al., 1996a). Od svih otkrivenih HH proteina 

najviši stepen sličnosti sa HH ligandom D. melanogaster ispoljava DHH (Robbins et al., 

2012). 

IHH ima ulogu u modulisanju hondrogeneze, učestvujući kao negativni regulator 

diferencijacije hondrocita (Vortkamp et al., 1995). Takođe, zapaženo je da IHH 

učestvuje u razvoju gastrointestinalnog trakta i mlečnih žlezda (Lewis and Veltmaat, 

2004; van den Brink, 2007). DHH učestvuje u razvoju testis (Bitgood et al., 1996). 

Najviše proučavan od svih HH liganada je SHH. SHH protein je uključen u 

razvoj mnogobrojnih organa tokom embrionalnog razvića. Eksprimiran je između 

ostalog tokom razvoja udova, centralnih struktura u mozgu, gastrointestinalnog trakta, 

zuba, prostate, folikula dlake, pluća (Ingham and McMahon, 2001).  

Svi HH proteini prisutni kod kičmenjaka prolaze kroz identičan proces 

maturacije prekursorskog protein pre nego što se njihova aktivna forma oslobodi iz 

ćelije (Johnson and Scott, 1998). Nakon translacije HH gena, nastaje prekurskorski 

protein dužine ~ 45kDa sa koga se uklanja N terminalna signalna sekvenca (Mann and 
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Beachy, 2004; Wang et al., 2007). Nakon toga se polipeptid autokatalitički cepa između 

glicina i cisteina pri čemu nastaje N-terminalni fragment HH polipeptida dužine ~ 

19kDa i C-terminalni kraj, dužine ~ 25kDa, koji poseduje intramolekularnu holesterol-

transferaznu aktivnost i dodaje holesterol na N-terminalni fragment HH polipeptida 

(Marti et al., 1995; Mann and Beachy, 2004; Wang et al., 2007). Ovakav polipeptid trpi 

još jednu posttranslacionu modifikaciju. Na N-kraj polipeptida za koji je vezan 

holesterol, uz pomoć Hhat (eng. Hedgehog acyl transferase) vezuje se palmitinska 

kiselina pri čemu nastaje aktivna forma HH proteina (Buglino and Resh, 2008). Proteini 

koji nastaju kao produkti ekspresije HH gena se vezuju za PTCH receptor što dovodi do 

aktivacije HH signalne kaskade (Pathi et al., 2001). Sekrecija zrelog, funkcionalno 

aktivnog HH protein regulisana je Dispatched (Disp) proteinom, koji omogućava 

njegovo otpuštnje iz ćelija u kojima nastaje.  

 

1.3.1.2. Patched protein 

  

Patched (PTCH) protein se, kao ključni HH receptor, aktivira vezivanjem 

nanomolarnih koncentracija HH liganda (Marigo et al., 1996a; Stone et al., 1996). Kod 

vertebrata su izolovana dva homologa, PTCH1 i PTCH2 (Zaphiropoulos et al., 1999). 

Shh, Ihh i Dhh imaju sličan afinitet vezivanja za oba homologa PTCH protein (Hooper 

and Scott, 1989; Stone et al., 1996). PTCH1 je prvenstveno eksprimiran u 

mezenhimalnim ćelijama koje reaguju na SHH ligand, dok je PTCH2 eksprimiran 

uepitelijalnim ćelijama koje proizvode SHH ligand  (Motoyama et al., 1998). Ekspresija 

PTCH2 zapažena je u koži i testisima (Hahn et al., 1996; Motoyama et al., 1998).  

Humani PTCH1 gen je dužine 34 kb i sadrži 23 egzona (Hahn et al., 1996). 

PTCH1 gen kodira protein koji ima 12 transmembranskih domena i dve velike 

vanćelijske  petlje (Marigo et al., 1996a). Na osnovu stukture i primarne sekvence 

PTCH pokazuje visok stepen homologije sa familijom bakterijskih RND (eng. 

resistance-nodulation-division) transportera (Routh et al., 2011). Ovi protein su 

pronađeni samo u bakterijama, u kojima imaju ulogu u ispumpavanju lipofilnih toksina i 

teških metala iz ćelije promenom protonskog gradijenta. Takođe, PTCH sadrži 180 
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amino kiselinski, sterol-osetljivi domen koji je karakteristika mnogih proteina za koje je 

vezan holesterol (Martin et al., 2001; Strutt et al., 2001; Johnson et al., 2002; Kuwabara 

and Labouesse, 2002). Mutacije koje pogađaju ovaj domen utiču na njegovu sposobnost 

da regulišu ekspresiju HH ciljnih gena, pri čemu se ne menja sposobnost PTCH recetora 

da veže HH ligand. Pored toga što vezuje HH ligand kako bi otpočela signalizacija, 

PTCH moduliše vanćelijski gradijent liganda u ćelijskoj okolini tokom razvića 

funkcionalno drugačijim načinom kojim moduliše HH signalnu kaskadu (Chen and 

Struhl, 1996).  

PTCH protein funkcioniše kao inhibitor HH signalnog puta, jer u nedostatku HH 

liganda blokira aktivaciju puta blokiranjem drugog transmembranskog proteina SMO. 

Kada se HH ligand veže za PTCH receptor, aktivira se signalni put i dolazi do 

nizvodnog prenosa signala, što za posledicu ima aktivaciju transkripcije ciljnih gena. U 

ciljne gene HH signalnog puta spade i PTCH gen. Transkripcija PTCH gena direktno je 

regulisana GLI transkripcionim faktorima (Goodrich et al., 1996; Marigo et al., 1996b; 

Jenkins, 2009). Takođe, treba istaći da pored toga što učestvuje u regulaciji HH 

signalnog puta, promene u ekspresiji PTCH, izazvane mutacijama ovog gena, leže u 

osnovi različitih oboljenja (Saldanha, 2001). 

 

1.3.1.3. Smoothened protein 

 

Protein Smoothened (SMO) se smatra pozitivnim regulatorom HH signalnog 

puta, jer se u prisustvu HH liganda ovaj protein oslobađa inhibirajućeg uticaja PTCH 

receptora, čime se postiže njegova konstitutivna aktivacija i prenos signala (Murone et 

al., 1999). SMO protein poseduje 7 transmembranskih domena i pripada GPCR (eng. G-

protein coupled receptors) familiji proteina (Alcedo et al., 1996). PTCH se u 

neaktivnom obliku nalazi u ćelijskoj membrane, dok je SMO u unutarćelijskim 

vezikulama. Nakon aktivacije signalnog puta dolazi do internalizacije PTCH proteina i 

aktivacije SMO receptora (Incardona et al., 2002). Aktivacija SMO receptora se 

odigrava u dva koraka, translokacijom iz unutarćelijskih vezukula do plazma membrane 

i foforilacijom. Pokazano je da fosforilacija SMO receptora predstavlja najvažniji korak 
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u njegovoj aktivaciji (Jia et al., 2004). Za razliku od većine proteina GPCR familije, 

SMO sadrži značajno duži, unutarćelijski C-terminalni domen koji je bitan u HH 

signalnoj kaskadi (Alcedo et al., 1996; van den Heuvel and Ingham, 1996; Kristiansen, 

2004). Ovaj domen sadrži šest Ser-Thr mesta neophodnih za njegovu fosforilaciju. 

SMO receptor sadrži još i N-terminalni domen koji je bogat cisteinom (CRD) (eng. 

cysteine rich domain) za koji se pretpostavlja da posreduje u prenosu signala nakon HH 

liganda i da omogućuje interakciju između PTCH i SMO (Nachtergaele et al., 2013). 

SMO receptor se kod D. melanogaster fosforiliše cAMP zavisnom protein kinazom-

PKA (eng. Protein kinase A), kazein kinazom 1 (CK1), kazein kinazom 2 (CK2), GRK2 

(eng. G protein-coupled receptor kinase 2) u prisustvu HH liganda  (Jia et al., 2004; 

Apionishev et al., 2005; Chen et al., 2010; Jia et al., 2010). U odsustvu HH liganda 

različite proteinske fofataze su uključene u održavanju fosforilacije SMO na niskom 

nivou (Jia et al., 2009; Su et al., 2011). Kod sisara proteinske kinaze CK1α i GRK2 su 

uključene u fosforilaciju SMO receptora (Chen et al., 2010). 

 

1.3.1.4. GLI familija proteina 

  

GLI proteinsku familiju kod vertebrata čine GLI1, GLI2 i GLI 3 regulatorni 

proteini koji su odlikuju evolutivno očuvanim DNK-vezujućim domenom. DNK-

vezujući domen se sastoji od pet tandemski ponovljenih C2 – H2 Zn-prstiju i 

konsenzusne sekvence His-Cys između njih. GLI1 protein je otkriven 1987. godine 

kada je ustanovljeno da je ekspresija jednog protein do višestruko povećana u 

glioblastomima (Kinzler et al., 1987), dok su godinu dana kasnije otkivena i ostala dva 

člana GLI proteinske famlije (Ruppert et al., 1988) 

Svi GLI proteini sadrže transaktivacioni domen na C-kraju, dok GLI2 i GLI3 

sadrže i transrepresorski domen na N-kraju (Villavicencio et al., 2000; Zhu and Lo, 

2010). GLI transkripcioni faktori, regulišući transkripciju ciljnih gena prevode 

ekstracelularni HH signal. U neaktivnom obliku, GLI1 protein je smešten u citoplazmi u 

kompleksu sa SUFU proteinom koji predstavlja negativni regulator aktivnosti GLI 

proteina, zadržavajući ih u citoplazmi (Ding et al., 1999; Kogerman et al., 1999; 
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Dunaeva et al., 2003). Aktivnost GLI2 i GLI3 je, u odsustvu HH liganda, regulisana 

fosforilacijom, nakon čega se C-terminalni fragment degraduje, a ostaje samo N-

terminalni fragment koji ima represorsku aktivnost. GLI2 je primarno aktivator, 

međutim ima primera gde ovaj transkripcioni faktor funkcioniše kao represor (Ruiz i 

Altaba, 1999). GLI3 deluje uglavnom kao represor ciljnih gena, mada neki rezultati 

potvrđuju njegovu aktivatorsku funkciju (Shin et al., 1999; Wang et al., 2000; Buttitta et 

al., 2003; Motoyama et al., 2003). Vezivanjem HH liganda za PTCH receptor dolazi do 

aktivacije transkripcije GLI1 gena GLI2 i GLI3 regulatornim proteinima (Dai et al., 

1999; Ikram et al., 2004). Smatra se da je povećana ekspresija GLI1 zapravo marker 

aktivnosti HH signalnog puta (Kasper et al., 2006).  

Podaci iz literature pokazuju da su ekspresija GLI transkripcionih faktora i 

njihova aktivacija regulisane različitim signalnim putevima. U karcinomu ezofarinksa je 

pokazano da mTOR/S6K1 signalni put aktivira GLI1 fosforilacijom što za posledicu 

ima otpuštanje GLI1 iz kompleksa sa SUFU proteinom i njegovu translokaciju u jedro 

(Kogerman et al., 1999). Osim toga pokazano je da TGF-β, EGF, MAPK i FGF signalni 

putevi takođe mogu da indukuju ekspresiju GLI transkripcionih faktora (Jenkins, 2009). 

 

 

1.3.2. Uloga SHH signalnog puta u embriogenezi sisara 

  

SHH signalni put igra važnu ulogu tokom embriogeneze. SHH ligand delujući 

kao morfogen vrši modelovanje mnogobroljnih organa i organskih sistema (Currie and 

Ingham, 1996). U nervnom sistemu SHH signalni put je bitan za rano modelovanje 

nervne cevi i razviće dorzalnih struktura mozga. Eksperimentalni rezultati su pokazali 

da različiti tipovi interneurona i motoneurona nastaju kao posledica gradijenta SHH 

liganda koji je zapažen u nervnoj cevi (Roelink et al., 1995; Ericson et al., 1997; 

Stamataki et al., 2005). Na gradijentnu raspodelu SHH morfogena reaguju ćelije 

aktivacijom određenih grupa gena što za posledicu ima nastajanje različitih tipova ćelija 

(Poh et al., 2002). Ericson i saradnici su u in vitro uslovima pokazali da različite 
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koncentracije SHH proteina dovode do indukcije različitih podtipova neurona (Ericson 

et al., 1996). Kod ljudi mutacije u SHH genu uzrokuju nerazdvajanje prozencefalona u 

cereberalne hemisfere i lateralne ventrikule u periodu od četvrte do osme nedelje 

trudnoće što dovodi do težih malformacija koje često završavaju intrauterinom smrću 

(Villavicencio et al., 2000). 

SHH ima ulogu i u pravilnom pozicioniranju srca tokom razvića (Levin et al., 

1995). U eksperimentima na embrionima pileta uočeno je da se SHH eksprimira 

asimetrično u Hensenovom čvoru tokom gastrulacije na levoj strani (Wang et al., 2004). 

Kod miševa koji su imali mutacije u SHH nije detektovana ekspresija markera 

specifičnih za desno-levu simetriju, a takođe su primećeni defekti u morfologiji srca i 

drugih organa (Tsukui et al., 1999).  

SHH je uključen u proces de novo vaskularizacije nekih embrionalnih tkiva 

(Vokes et al., 2004). Pepicelli i saradnici su pokazali da embrioni miševa kojima je 

ukinuta SHH aktivnost imaju lošu vaskularizaciju pluća. Pokazano je da kod SHH-/- 

mišijih embriona ne dolazi do formiranja pluća (Grindley et al., 1997). Zapaženo je da 

promena u SHH signalnoj kaskadi kod pacova uzrokuje da se kod jedinki ne formira 

jezik (Liu et al., 2004). Pored toga zapažena je uloga ovog signalnog puta u razviću 

gastrointestinalnog trakta. 

1.3.3. Uloga SHH signalnog puta kod adulta 

  

Kao što je u predhodnom odeljku pokazano SHH signalna kaskada ima veoma 

važne funkcije tokom embriogeneze vertebrata. Nakon rođenja, kod adultnog organizma 

ovaj signalni put je neaktivan ili slaboaktivan i prema potrebi se ponovo aktivira. 

Aktivacija SHH signalnog puta u odraslom organizmu se dešava prilikom zarastanja 

rana (Le et al., 2008). Važnu ulogu ovaj signalni put ima u normalnoj funkciji folikula 

dlake (Silva-Vargas et al., 2005). 

SHH signalni put je uključen u održanje adultnih matičnih ćelija. Nekoliko 

grupa je pokazalo da je ovaj signalni put neophodan za održanje neuralnih matičnih 

ćelija u subgranularnoj zoni (SGZ) i subventrikularnoj zoni (SVZ) mozga, kao i da 
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ciklopamin koji predstavlja inhibitor SHH signalnog puta blokira proliferaciju neuralnih 

matičnih ćelija (Lai et al., 2003; Machold et al., 2003; Palma et al., 2005). Do sada se 

zna da je SHH signalni put važan u održanju adultnih matičnh ćelija kože, pluća, 

eritroidnih progenitora  (Watkins et al., 2003; Detmer et al., 2005; Zhou et al., 2006).  

 

1.3.4. Uloga SHH signalnog puta u kancerogenezi 

 

Prva veza između SHH signalnog puta i razvoja tumora kod čoveka uočena je 

otkrićem mutacija u humanom PTCH genu. Identifikovana mutacija je povezana sa 

retkom naslednom bolešću pod nazivom Gorlinov sindrom  (Hahn et al., 1996; Johnson 

et al., 1996; Epstein, 2001). Gorlinov sindrom je retko autozomno oboljenje kod koga 

primećen povećan rizik od razvoja različitih tumora kao što su karcinom bazalnih ćelija, 

meduloblastom, rabdomiosarkom.  

SHH signalni put ima različite uloge u različitim tipovima tumora (Yang et al., 

2010). Tako je primećeno da kod SCLC (eng. small cell lung cancer) aktivacija HH 

signalni put indukuje razvoj tumora, ali nije dovoljna za progresiju (Park et al., 2011). 

Kod tumora pankreasa inhibicija ovog signalnog puta ne utiče na formiranje tumora, 

već sprečava metastaze. Kod tumora jetre i mijeloidne leukemije HH signalna kaskada 

ima ulogu u regulaciji broja matičnih ćelija tumora ili stromi tumora  (Xie et al., 2013). 

Maligni tumori mogu nastati usled mutacija komponenti HH signalnog puta pri 

čemu proces transformacije ne zahteva prisustvo liganda. Mutacije koje dovode do 

inaktivacije PTCH receptora za posledicu imaju konstantnu aktivaciju signalne kaskade. 

Opisane su takođe i mutacije koje za posledicu imaju gubitak funkcije SUFU proteina. 

Mutacije koje dovode do aktivacije SMO receptora nezavisno od liganda takođe dovode 

do nastanka tumora. Kod sporadičnog karcinoma bazalnih ćelija su potvrđene mutacije 

u genima za PTCH i SMO (Xie et al., 1997). Povećana amplifikacija GLI1 regulatornog 

proteina primećena je u glioblastomima (Kinzler et al., 1987). Pored mutacija, 

epigenetske modifikacije mogu poremetiti HH signalni put. Pokazano je da je metilacija 



19 

 

promotora gena PTCH1 povećana u fibromima jajnika (Cretnik et al., 2007) i raku 

dojke (Wolf et al., 2007). 

Neki maligni tumori se formiraju usled ligand-zavisne aktivacije HH signalnog 

puta. Kod ovog tipa malignih tumora je karakteristično da ligand ostvaruje svoju ulogu 

posredstvom autokrine komunikacije između ćelija. HH ligand se vezuje za receptore 

tumorske ćelije u kojoj je sintetisan. Ovakav vid signalizacije je opisan kod tumora 

pankreasa, pluća, prostate, dojke, želuca, debelog creva, creva jajnika (Onishi and 

Katano, 2011). 

Pretpostavlja se da postoje tri modela koja govore o ulozi HH signalnog puta u 

malignim oboljenjima (Taipale and Beachy, 2001; Thayer et al., 2003; Rubin and de 

Sauvage, 2006; Yauch et al., 2008; Dlugosz and Talpaz, 2009; Scales and de Sauvage, 

2009; Teglund and Toftgard, 2010). Maligni tumori koji pripadaju vrsti ligand-zavisnih 

tumora mogu imati i parakrinu komunikaciju sa sredinom koja ih okružuje. Pokazano je 

da većina malignih tumora povezana sa prekomernom produkcijom HH liganda koji u 

okolini tumorskih ćelija stimulišu endotelijalne, epitelijalne ćelije imunog sistema. Ove 

ćelije strome obezbeđuju podršku tumorskim ćelijama, matičnim ćelijama tumora, 

modulišu ektraćelijski matriks, stimulišu angiogenezu i stimulišu sekreciju signalnih 

komponenti (Curran and Ng, 2008; Yauch et al., 2008).  

Pored činjenice da je HH signalni put aberantno aktiviran u različitim vrstama 

tumora, ovaj signalni put je ujedno i povezan sa drugim signalnim putevima koji 

doprinose razvoju malignih tumora što upućuje da kontrola HH signalnog puta 

predstavlja novo polje u terapiji malignih poremećaja. 

 

1.4. SOX geni 

 

Familija SOX/Sox gena je prvi put identifikovana 1990. godine kod sisara. Ova 

familija kodira SOX proteine koji pripadaju HMG (high mobility group) boks 

superfamiliji DNK vezujućih proteina (Wegner, 1999), pri čemu je njihova zajednička 

osobina posedovanje HMG boks domen, dužine 79 aminokiselina. Ovim domenom 
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omogućeno je specifično prepoznavanje i vezivanje za heksamernu sekvencu -5'  

A/TA/TCAAA/T-3'.(Denny et al., 1992; van de Wetering et al., 1993; Harley et al., 

1994; Mertin et al., 1999). 

 Sry (Sex-determing region Y) gen, odgovoran za determinaciju muškog pola, je 

prvi identifikovani gen iz Sox familije  (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Ostali 

članovi SOX/Sox genske familije otkriveni su na osnovu homologije sa Sry genom u 

okviru HMG boks domena i na osnovu ove sličnosti nastao je akronim Sox (Sry-related 

HMG box)  (Gubbay et al., 1990; Denny et al., 1992; Wright et al., 1993).  

Sox geni su na osnovu poređenja proteinskih sekvenci unutar i van HMG boks 

domena podeljeni u 8 grupa od A do H, pri čemu je B grupa podeljena na podgrupe B1 i 

B2  (Lefebvre et al., 2007). Pored Sox gena prikazanih u Tabeli 1. u literaturi su opisani 

i Sox31 gen žabe (Xenopus laevis) i SoxJ gen crva (Caenorhabditis elegans) koji nemaju 

ortologe među Sox genima kičmenjaka (Bowles et al., 2000). Na Tabeli 1. Prikazano je 

8 grupa Sox/SOX gena (A-H) koje su prisutne kod miša i čoveka. 

SOX proteini iste grupe imaju visok stepen homologije (70-90%) kako u okviru 

HMG boks domena ali i izvan njega, dok proteini iz različitih grupa pokazuju 

homologiju samo u okviru HMG boks domena (≥46%)  (Lefebvre et al., 2007). Većina 

Sox gena ima 1-3 egzona i jednu varijantnu primarnog transkripta, dok Sox geni grupe D 

i H sadrže više egzona koji mogu dati primarne transkripte različitih dužina i 

promenjenih karakteristika  (Wunderle et al., 1996; Hiraoka et al., 1998; Lefebvre et al., 

1998; Osaki et al., 1999). SOX/Sox geni grupe A, B, C i G nemaju introne. SOX3 gena 

se nalazi na X hromozomu, SRY gen na Y hromozomu, dok svi ostali geni iz SOX 

genske superfamilije su smešteni na autozomima i nisu grupisani već su razbacani po 

genomu. 
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Tabela 1. Klasifikacija Sox gena miša sa oznakom grupe, hromozomske pozicije kod 

miša i čoveka (lokus) i strukturnom organizacijom gena. Na shemi organizacije gena 

pravougaonici označavaju funkcionalne domene: crni-HMG boks domen, uzdužne 

pruge-transaktivacioni, poprečne pruge-transrepresorski, dijagonalne prude-

dimerizacioni domen. Preuzeto iz (Lefebvre et al., 2007) i modifikovano.
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1.4.1. Osnovne osobine SOX proteina 

 

SOX proteini se vezuju specifično za DNK sekvencu uz pomoć HMG boks 

domena i ostvaruju svoju funkciju kao transkripcioni faktori. Osim toga, HMG boks 

domen učestvuje u konformacionim promenama DNK, interakcijama sa drugim 

proteinima i transportu proteina unutar i van jedra (Lefebvre et al., 2007). HMG boks 

domen je visoko evolutivno očuvan kod SOX proteina iste grupe, dok stepen očuvanosti 

u okviru ovog domena između SOX proteina različitih grupa iznosi oko 50% (Lefebvre 

et al., 2007). Za razliku od većine DNK-vezujućih domena koji ostvaruju interakcije sa 

DNK preko velikog žljeba, HMG boks domen interaguje sa malim žljebom i dovodi do 

savijanja DNK zavojnice, pri čemu ugao savijanja može da varira između 30º i 110º 

(Wegner, 1999; Weiss, 2001). Vezivanjem SOX proteina za manji žljeb DNK, sterički 

je omogućeno njihovo vezivanje u neposrednoj blizini drugih transkripcionih faktora 

koji su vezani za veći žljeb DNK  (Wegner, 1999).U isto vreme, interakcija sa DNK 

dovodi do kompletnog savijanja proteina pri čemu on zauzima svoju tercijernu 

strukturu.  

Domeni SOX proteina izvan HMG boks domena kod ortologa su visoko 

očuvani, dok su potpuno različiti kod pripadnika različitih grupa (Lefebvre et al., 2007). 

Ovi domeni uključuju transaktivacione, transrepresorske i domene važne za 

dimerizaciju proteina (Lefebvre et al., 2007). Brojni SOX proteini (SOXB1, C, E, F) 

sadrže transaktivacione domene locirane na C-terminalnom delu proteina (Bernard and 

Harley, 2010). SOXB2 proteini poseduju snažan represorski domen C-terminalno u 

odnosu na HMG boks domen (Uchikawa et al., 1999). Članovi SOXD grupe poseduju 

HMG boks domen ali nemaju transaktivacione domene  (Chew and Gallo, 2009).  

SOX proteini poseduju nizak afinitet vezivanja za DNK, tako da se visok afinitet 

i specifičnost postižu preko interakcije sa drugim transkripcionim faktorima, kao što su 

homeodomenski proteini, proteini koji poseduju cinkane prstiće, proteini sa strukturom 

leucinskog rajsferšlusa (Remenyi et al., 2003; Wissmuller et al., 2006). Interakcije SOX 

proteina i njihovih partnera zavisi od tipa ćelije i promotorske sekvence, odnosno 

određena je specifičnošću DNK sekvence uz mesto vezivanja SOX proteina i 
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dostupnošću partnerskih faktora u ćeliji (Wegner, 1999; Kondoh and Kamachi, 2010). U 

toku embrionalnog razvića transkripciona regulacija, koja se zasniva na kooperaciji 

SOX proteina i njihovih partnera se menja iz faze u fazu i bitna je ne samo za proces 

razvića već i za generisanje i održavanje diferenciranih ćelija (Kondoh and Kamachi, 

2010). 

Proteinska svojstva SOX proteina kao što su stabilnost, aktivnost, intraćelijska 

lokalizacija i interakcija sa partnerima su regulisana posttranslacionim modifikacijama 

(Benayoun and Veitia, 2009). Tako je pokazano da fosforilacija SRY i SOX9 proteina 

povećava efikasnost vezivanja ovih proteina i sposobnost da aktiviraju ili inhibiraju 

transkripciju ciljnih gena (Desclozeaux et al., 1998; Huang et al., 2000). Zatim 

pokazano je da acetilacija reguliše ulogu SRY u determinaciji pola (Thevenet et al., 

2004). Acetilacija SOX9 je važna za njegovu ulogu u hondrocitima (Bernard and 

Harley, 2010). Modifikacija SOX proteina sumoilacijom ili ubikvitinacijom in vitro je 

pokazana za SOX3, SOX4, SOX6 i proteine SOXE grupe. Na ovaj način se utiče na 

njihovu stabilnost, lokalizaciju u ćeliji, transaktivacioni potencijal i afinitet vezivanja za 

DNK (Savare et al., 2005; Girard and Goossens, 2006; Hattori et al., 2006; Pan et al., 

2006). 

Proteini SOXD grupe su jedinstveni po prisustvu dva evolutivno očuvana 

domena po tipu leucinskog rajferšlusa, koji obezbeđuju homodimerizaciju u prisustvu ili 

u odsustvu DNK i omogućavaju efikasno vezivanje za susedna konsenzusna mesta 

(Lefebvre et al., 1998). Kako se homodimerizacija ne odvija preko HMG boks domena, 

omogućene su interakcije i sa drugim transkripcionim faktorima. Osim SOXD i SOXE 

proteini formiraju homodimere nakon vezivanja za DNK preko očuvanih regiona koji se 

nalaze na N kraju proteina (Schlierf et al., 2002). 
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1.4.2. Funkcije SOX proteina 

Tokom nekoliko poslednjih godina SOX proteini su prepoznati i okarakterisani 

kao važni regulatori brojnih procesa tokom razvića. Takođe, poznata je uloga ovih 

transkripcionih faktora u ključnim fiziološkim procesima tokom adultnog života 

kičmenjaka. Osim toga, jedan Sox protein može da ostvaruje funkciju na različitim 

stupnjevima razvića jednog tipa ćelija i/ili u procesima razvića više tipova ćelija  

(Kiefer, 2007). U Tabeli 2. Sumirana je funkcija Sox gena kod miša. 

Tabela 2. Pregled funkcija Sox gena miša. Preuzeto iz (Lefebvre et al., 2007)i 

modifikovano. 

Grupa Gen Uloga 

A Sry Determinacija pola (Polanco and Koopman, 2007) 

Regulacija dopaminergičnih neurona nigrostriatalnog sistema (Dewing et al., 2006) 

B1 

Sox1 
Razviće oka (Kondoh et al., 2004)  

Neurogeneza (Bylund et al., 2003; Pevny and Placzek, 2005) 

Sox2 

Održavanje pluripotentnosti embrionalnih matičnih ćelija (Avilion et al., 2003) 

Neurogeneza (Pevny and Placzek, 2005; Wegner and Stolt, 2005) 

Razviće oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004) 

Razviće hipofize (Kelberman et al. 2006) 

Razviće čulnih kvržica (Okubo et al., 2006) 

Sox3 

Neurogeneza (Bylund et al., 2003; Pevny and Placzek, 2005)  

Razviće oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)  

Razviće hipofize (Rizzoti et al., 2004)  

Razviće gonada (Weiss et al., 2003) 

B2 

Sox14 Neurogeneza (Sandberg et al., 2005) 

Sox21 Neurogeneza (Sandberg et al., 2005) 

C Sox4 

Kardiogeneza (Schilham et al., 1996)  

Limfopoeza (Schilham et al., 1997)  

Razviće pankreasa (Wilson et al., 2005)  

Neurogeneza (Bergsland et al., 2006) 
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Grupa Gen Uloga 

Sox11 

Kardiogeneza (Sock et al., 2004)  

Razviće oka, pluća, pankreasa, skeleta i slezine (Sock et al., 2004)  

Neurogeneza (Bergsland et al., 2006) 

Sox12 Nepoznata 

D 

Sox5 

Razviće skeleta (Smits et al., 2001)  

Razviće nervne kreste (Perez-Alcala et al., 2004)  

Gliogeneza (Stolt et al., 2006) 

Sox6 

Provodljivost srčanog mišića (Hagiwara et al., 2000)  

Razviće skeleta (Smits et al., 2001)  

Gliogeneza (Stolt et al., 2006)  

Eritropoeza (Dumitriu et al., 2006; Yi et al., 2006) 

Sox13 Limfopoeza (Melichar et al., 2007) 

E 

Sox8 

Gliogeneza (Stolt et al., 2004 and 2005)  

Razviće testisa (Chaboissier et al., 2004)  

Osteogeneza (Schmidt et al., 2005)  

Formiranje nervne kreste (Maka et al., 2005; O'Donnell et al., 2006) 

Sox9 

Determinacija pola (Barrionuevo et al., 2006a; Kobayashi et al., 2005)  

Hondrogeneza (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002)  

Razviće nervne kreste (Cheung et al., 2005)  

Gliogeneza (Stolt et al., 2003; Wegner and Stolt, 2005)  

Održavanje ćelija notohorda (Barrionuevo et al., 2006)  

Kardiogeneza (Akiyama et al., 2004)  

Formiranje unutrašnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)  

Formiranje folikula dlake (Vidal et al., 2005)  

Razviće pankreasa (Seymour et al., 2007)  

Razviće epitela creva (Moniot et al., 2004) 

Sox10 
Razviće nervne kreste (Wegner and Stolt, 2005; Kelsh et al., 2006)  

Formiranje unutrašnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005) 

F 

Sox7 Kardiogeneza (Zhang et al., 2005) 

Sox17 
Formiranje endoderma ( Kanai-Azuma et al., 2002)  

Angiogeneza (Matsui et al., 2006) 
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Grupa Gen Uloga 

Sox18 

Kardiogeneza (Pennisi et al., 2000; Zhang et al., 2005)  

Angiogeneza (Downes & Koopman, 2001; Matsui et al., 2006)  

Razviće folikula dlake (Pennisi et al., 2000) 

 

Razviće folikula dlake (Pennisi et al., 2000) 

G Sox15 Regeneracija skeletne muskulature (Lee et al., 2004; Meeson et al., 2007) 

H Sox30 Nepoznata 

 

1.5. SOXF geni / SOXF proteini 

 

Sox7/SOX7, Sox17/SOX17 i Sox18/SOX18 geni pripadaju SoxF/SOXF podgrupi. 

Uloga SOXF transkripcionih faktora je visoko očuvana tokom evolucije. Ova grupa 

gena ima važnu ulogu u razviću kardiovaskularnog i limfnog sistema. Naime, SOXF 

transkripcioni faktori učestvuju u specifikaciji endotelijalnih ćelija i regulišu 

diferencijaciju ćelija kako bi došlo do formiranja srca, krvnih i limfnih sudova (Francois 

et al., 2010).  

SOXF transkripcioni faktori, kao ostali SOX proteini, se vezuju za konsenzusnu 

DNK sekvencu 5'- A/TA/TCAAA/T -3' (Hosking et al., 1995; Niimi et al., 2004). 

SOXF proteini aktiviraju transkripciju ciljnih gena transaktivacionim domenom koji se 

nalazi u okviru C-terminalnog domena u odnosnu na HMG boks domen  (Hosking et 

al., 1995).  

Najbitniji mehanizam koji moduliše transkripcionu aktivnost SOXF 

transkripcionih faktora je interakcija sa partnerskim proteinima. In vitro je pokazano da 

MEF2C (eng. myocyte enhancer factor-2) direktno interaguje sa HMG boks domenom 

SOX18 (Hosking et al., 2001). Ova dva transkripciona faktora ko-lokalizuju u 

endotelijalnim ćelijama tokom embrionalnog razvića miša  (Lin et al., 1998; Pennisi et 

al., 2000a). Mutacije u Sox18 genu kod miša, kao i delecija Mef2C dovode do 

poremećaja u vaskularnom razviću (Pennisi et al., 2000a). Ovi podaci pokazuju da 

SOX18 i MEF2C zajedno učestvuju u kontroli morfogeneze krvnih sudova.  
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Tokom rane organogeneze, Sox18 ekspresija je detektovana već u 8 dpc (eng. 

days post-coitum) u ćelijama koje su predodređene da postanu endokardijum (Pennisi et 

al., 2000a). Detaljna analiza SOXF ekspresije pokazala je da su Sox7 i Sox18 

eksprimirani u perikardialnom regionu na 8.25 dpci u srčanoj cevi 8.5 dpc, dok 

ekspresija Sox17 nije primećena (Sakamoto et al., 2007). Kod žaba, xSox7 je maternalno 

eksprimiran i identifikovana je njegova ekspresija tokom perikardijalnog razvića 

(Fawcett and Klymkowsky, 2004). Tokom kardiogeneze kod žaba je detektovana 

ekspresija i xSox18β (Hasegawa et al., 2002).  

Eksperimentalno je pokazano da su Sox7, Sox17 i Sox18 tranzijentno 

eksprimirani u endotelijalnim ćelijama tokom embrionalnog razvića miša  (Young et al., 

2006). Ekspresija Sox18 najranije je zapažena 7.5 dpc u krvnim ostrvcima žumancetne 

kese i endotelijalnim ćelijama alantoisa. Oko 8.25 – 8.5 dpc u dorzalnim aortama u 

nastajanju su detektovani Sox7 i Sox18, ali ne i Sox17 (Pennisi et al., 2000a; Sakamoto 

et al., 2007). Već od 9 dpc u manjim granama krvotoka su eksprimirani Sox 7, Sox17 i 

Sox18 (Pennisi et al., 2000a; Sakamoto et al., 2007). Ova faza predstavlja primitivnu 

limfangiogenezu. Sox18 je u ovoj fazi eksprimiran u endotelijalnim ćelijama limfnih 

sudova koji nastaju diferencijacijom od krvnih sudova. Kod zebrica Sox7 transkripti se 

u endotelijalnim ćelijama detektuju pre Sox18  (Francois et al., 2010). Izgleda da je 

ekspresija ova dva gena u endotelijalnim ćelijama nezavisno regulisana.  

S obzirom na važnu ulogu SOXF transkripcionih faktora u kardiogenezi, 

vaskulogenezi i limfangiogenezi, mutacije u genima koji kodiraju ove proteine 

učestvuju u etiologiji humanih vaskularnih bolesti. Primećeno je da su mutacije u 

SOX18 genu povezane sa poremećajima limfnog sistema koji dovode do 

gastroenteropatija (Hokari et al., 2008). Pokazano je, takođe, da su dominantne i 

recesivne mutacije u SOX18 genu uzrok naslednog sindroma označenog kao 

Hypotrichosis-Lymphedema-Telangiectasia (HLT) (Irrthum et al., 2003). Zatim, 

pretpostavlja se da je SOX17 odgovoran za razvoj primarnog limfedema kod čoveka 

(Ferrell et al., 2008). 
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1.6. SOX18 gen 

 

Humani SOX18 gen kodira transkripcioni faktor koji se tranzijentno eksprimira 

tokom embrionalnog razvića u endotelijalnim ćelijama. Takođe, ekspresija SOX18 

transkripcionog faktora identifikovana je i tokom adultne neovaskularizacije  (Downes 

and Koopman, 2001). In situ hibridizacijom je analizirana ekspresija mišijeg Sox18 

gena i pokazano da se on eksprimira vrlo rana, već tokom embrionalnog razvoja 

kardiovaskularnog sistema (Pennisi et al., 2000a). Naime, njegova ekspresija je 

detektovana počev od 7.5 dpc i prisutna sve do formiranja periferne mikrocirkulacije 

(Downes and Koopman, 2001). Darby i saradnici su pokazali da se Sox18 eksprimira i 

tokom adultnog perioda u endotelijalnim ćelijama na mestima zarastanja rana (Darby et 

al., 2001). Ono što je važno istaći je da ekspresija Sox18 gena na bilo kom mestu 

ograničena na period od oko 2 dana (Downes and Koopman, 2001). Studije na 

embrionima pileta su takođe pokazale tranzijentnu endotelijalnu ekspresiju Sox18 gena 

(Olsson et al., 2001). 

Humani SOX18 gen kodira protein dužine 384 amino kiselina. SOX18 svojim 

DNK vezujućim domenom (HMG boks domenom) specifično prepoznaje i vezuje za 

DNK sekvencu 5’- AACAAAG-3’ in vitro  (Hosking et al., 1995). Takođe, u in vitro 

Gal4 eseju SOX18 je sposoban da aktivira transkripciju  (Hosking et al., 1995). Humani 

SOX18 poseduje pored HMG boks domena i dva domena koja poseduju 

transaktivacionu aktivnost (Sandholzer et al., 2007). Jedan transaktivacioni domen je 

mapiran u regionu protein od 168 do 260 amino kiseline. Drugi transaktivacioni motiv 

od 9 amino kiselina je lokalizovan u okviru C terminalnog domena i odgovoran je za 

interakciju sa kofaktorom TAF9 (Sandholzer et al., 2007). U in vitro esejima je 

pokazano da se delecijom ovog regiona značajno smanjuje transaktivaciona aktivnost 

SOX18 proteina (Sandholzer et al., 2007). HMG boks domen i transaktivacioni domen 

imaju tačno određene funkcije i izuzetno su evolutivno očuvani između miša i čoveka 

(Azuma et al., 2000; Pennisi et al., 2000b; Stanojcic and Stevanovic, 2000). Sa druge 

stane transaktivacioni domen SOX18 proteina kod pileta se žnačajno razlikuje što može 

da ukaže na drugačiju funkciju ili su mu za tu funkciju neophodni različiti kofaktori 

(Olsson et al., 2001).  
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Pored ekspresije tokom razvića krvnog i limfnog sistema primećena je 

tranzijentna ekspresija Sox18 gena tokom razvića dlake i pera kod miša i pileta  (Pennisi 

et al., 2000a; Olsson et al., 2001).  

 

1.6.1 Regulacija ekspresije SOX18 gena 

 

Humani SOX18 gen je kloniran i okarakterisan u Laboratoriji za humanu 

molekularnu genetiku, Instituta za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo. U 

istoj Laboratoriji analiziran je uzvodni 5' regulatorni region SOX18 gena sa ciljem 

rasvetljavanja mehanizama koji učestvuju u regulaciji njegove transkripcije. Naime, 

okarakterisan je optimalan SOX18 promotor koji obuhvata region od -726 do +166 bp u 

odnosu na start transkripcije i minimalni promotor SOX18 gena koji obuhvata region od 

-89 do +166 bp u odnosu na start transkripcije (Petrovic and Stevanovic, 2007). 

Analizirana je uloga odabranih transkripcionih faktora u regulaciji transkripcije 

SOX18 gena. Pokazano je da je Sp1 (eng. specificity protein 1) faktor, koji pripada 

familiji proteina sa cinkanim prstićima, pozitivan regulator promotorske aktivnosti 

SOX18 gena (Petrovic, 2005). Zatim, dokazano je da još jedan član Sp familije 

transkripcionih faktora, Sp3 (specificity protein 3), ima funkcionalan značaj u 

transkripcionoj regulaciji SOX18 gena. Eksperimentalno je pokazano da Sp3 negativan 

regulator ekspresije SOX18 gena (Petrovic et al., 2009).  Zatim, ZBP-89 (eng. zinc 

finger binding protein) okarakterisan je kao još jedan negativan regulator SOX18 genske 

ekspresije (Petrovic et al., 2009).  

Osim negativnih regulatora ekspresije SOX18 gena, identifikovani su i 

okarakterisani pozitivni regulatori. Utvrđeno je da NF-Y (eng. nuclear factor Y) 

transkripcioni faktor dovodi do aktivacije ekspresije SOX18 gena (Petrovic et al., 2009). 

Pokazano je da EGR1 (eng. early growth response) transkripcioni faktor koji kontroliše 

ekspresiju velikog broja gena uključenih u angiogenezu i razvoj tumora značajno 

aktivira ekspresiju SOX18 gena (Petrovic et al., 2010a).  
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Osim toga, ekperimentalno je utvrđeno da VEGF i TNF siganlni putevi menjaju 

nivo SOX18 proteina u endotelijalnim ćelija kao i da ibuprofen i NS398, steroidni 

antiinflamatorni lekovi utiču na značajno smanjenje nivoa SOX18 proteina u 

endotelijalnom model sistemu (Petrovic et al., 2010b). 

 

1.6.2. Funkcije SOX18 gena 

 

Uloga SOX18 proteina u vaskularnom razviću i razviću folikula dlake otkrivena 

je na osnovu poremećaja u razvoju vaskularnog sistema i dlake koji su uočeni kod 

prirodnih mutanata miša i čoveka. Okarakterisane su četiri alelske vrste prirodnih 

„ragged“(Ra) mutanata miša: Ra (ragged), RaJ (ragged Jackson), Ragl (raggedlike) i 

RaOp (ragged oppossum) (James et al., 2003). Svi Ra mutanti imaju deleciju jednog 

baznog para koja dovodi do sinteze skaćenog proteina kao rezultat promene okvira 

čitanja. Heterozigoti za Ra, RaJ i Ral mutacije odlikuju se promenama u krznu, imaju 

tzv. čupav (eng. ragged) izgled, dok homozigoti za navedene mutacije razvijaju edem, 

nakupljane tečnosti i cijanozu (Carter, 1954). RaOp mišiji mutanti u heterozigotnoj 

formi pokazuje iste fenotipske karakteristike kao Ra, RaJ i Ral u homozigotnom stanju. 

Međutim, RaOp homozigotni embrioni umiru in utero usled cijanoze, edema i ozbiljnih 

kardiovaskularnih poremećaja (Green, 1961). RaOp miševi eksprimiraju dominantno-

negativnu formu SOX18 proteina koja se vezuje za DNK, ali ne može da interaguje sa 

partnerskim proteinima pa izostaje aktivacija SOX18 ciljnih gena koji su uključeni u 

regulaciju razvića vaskularnog sistema. 

HLT sindrom kod ljudi je povezan sa mutacijama u SOX18 genu  (Irrthum et al., 

2003). Identifikovane su tri mutacije u okviru SOX18 gena od kojih su dve mutacije 

recesivne, mapirane unutar HMG boks domena i dovode do zamene aminokiselina 

A104P i W95R. Posledice ovih mutacija su promene u DNK vezujućem domenu što 

destabilizuje protein i onemogućava vezivanje SOX18 transkripcionog faktora za DNK. 

Treća, de novo mutacija je dominantna i mapirana je u okviru transaktivacionog domena 

SOX18 proteina. Ova mutacija dovodi do stvaranja preuranjenog stop kodona i za 
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posledicu ima sintezu skraćenog proteina, sa smanjenom transaktivacionom funkcijom 

(Irrthum et al., 2003). 

Jedna karakteristika ovog sindroma je smanjena maljavost i potpuno odsustvo 

obrva i trepavica. Kod pacijenata sa ovim sindromom javljaju se limfedemi usled 

nepravilnog razvoja limfnog sistema kao i poremećaji u perifernoj cirkulaciji. Svi 

navedeni poremećaji potvrđuju važnu ulogu SOX18 gena u razviću dlake, krvnog i 

limfnog sistema.  

Brojni autori ukazuju na moguću ulogu SOX18 gena u nastanku i progresiji 

ateroskleroze. Hosking i saradnici su pokazali da SOX18 reguliše ekspresiju VCAM-1 

gena (eng. vascular cell adhesionmolecul 1), adhezionoga molekul koji se pojačano 

eksprimira u aterosklerotskim lezijama (Hosking et al., 2004). Garsia-Ramirez i 

saradnici su imunohistohemijski detektovali povećanu ekspresiju SOX18 gena u 

aterosklerotskim lezijma implicirajući moguću ulogu u nastajanju ateroskleroze (Garcia-

Ramirez et al., 2005). Ova grupa naučnika navodi da bi SOX18 mogao ima važnu ulogu 

u procesima koji uključuju rast ćelija, kao što su zadebljanje unutrašnjeg zida arterija i 

neovaskularizacija (Garcia-Ramirez et al., 2005). 

 

1.6.3. SOX18 u kancerogenezi 

 

Poznato je da mnogobrojni geni koji imaju važnu ulogu u embrionalnom razviću 

su uključeni i u proces kancerogeneze. Takav primer predstavljaju članovi SOX familije 

gena koji funkcionišu kao onkogeni ili tumor supresor geni ili mogu da imaju obe uloge 

u zavisnosti od ćelijskog konteksta. SOX proteini mogu da doprinose malignom 

fenotipu svojom sposobnošću da regulišu procese kao što su proliferacija ćelija, 

apoptoza, preživljavanje, diferencijacija, invazija, migracija, angiogeneza (Dong et al., 

2004; Castillo and Sanchez-Cespedes, 2012).  

Podaci iz literature pokazuju da je ekspresija SOX18 gena detektovana u 

različitim ćelijskim linijama poreklom od tumora. Saitoh i Katoh su pronašli SOX18 

transkripte u 7 tumorskih linija želuca, isto toliko tumorskih linija pankreasa, 3 ćelijske 
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linije karcinoma dojke i 5 embrionalnih tumorskih linija (Saitoh and Katoh, 2002). EST 

analizom (eng. express sequence tag) je pokazano da je SOX18 eksprimiran u 

melanomima, neuroblastomima karcinomu ovarijuma, uterusa i pankreasa  (Dong et al., 

2004).  

Poslednjih godina sve je više radova koji govore o ulozi SOX18 gena u nastanku 

i progresiji tumora. Tako su Eom i saradnici pokazali da je SOX18 pojačano eksprimiran 

u tumoru želuca u poređenju sa normalnim tkivom (Eom et al., 2012). Osim toga, 

pokazali su da  je verovatnoća invazije putem limfnog sistema povećana ukoliko se radi 

o tumoru želuca sa povećanom ekspresijom SOX18 gena u odnosu na tumor istog tipa 

kod koga nije detektovana promena u ekspresiji ovog gena (Eom et al., 2012). Ova 

činjenica predstavlja razlog zbog koga autori ove studije smatraju da bi SOX18 mogao 

biti prognostički marker ali i ciljni gen u terapiji tumora. Na osnovu analize 

metilacionog statusa pojedinih gena, među kojima je bio i SOX18 gen, u uzorcima 

NSCLC ( eng. non small cell lung cancer), koji predstavlja jednu vrstu karcinoma pluća, 

došlo se do zaključka da je metilacioni status promotora analiziranih gena vrlo 

heterogen u tumoru i okolnom tkivu (Azhikina et al., 2011). Kod zdravog tkiva gde 

heterogenest skoro ne postoji, promotori ovih gena su ili nemetilovani ili metilovani 

(Azhikina et al., 2011). Povećana heterogenost u metilaciji normalnog tkiva koje 

okružuje tumor mogla bi da predstavlja najraniji stupanj epigenetskih promena koje 

vode ka tumorskoj transformaciji i može se upotrebiti kao biomarker ranih kanceroznih 

promena što može imati primenu u kliničkoj praksi.  

Uloga SOX18 gena u kancerogenezi je povezivana sa njegovom ulogom u 

procesu razvića krvnog i limfnog sistema, koji su neophodni za rast i širenje tumora 

migracijom tumorski ćelija što konačno dovodi do pojave metastaza. Young i saradnici 

su pokazali da kod RaOP heterozigotni miševi, koji eksprimiraju dominantno-negativnu 

formu SOX18 proteina, nakon ubrizgavanja mišijih B16 melanoma linija dolazi do 

slabijeg razvoja tumora (Young et al., 2006). Smanjene veličine tumora je direktna 

posledica slabo razvijene lokalne mikrocirkulacije. Osim toga, ova grupa naučnika je 

pokazala da HUVEC i MCF-7 ćelije koje su transfektovane dominantno negativnim 

SOX18 slabije proliferišu i migriraju (Young et al., 2006). Duong i saradnici su 

prikazali na mišijem modelu da se smanjenjem SOX18 funkcije u melanomima 
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sprečava metastaza tumora i time pokazali da je indukcija SOX18 gena ključan korak u 

tumorskoj limfangiogenezi identifikujući još jednom SOX18 kao potencijalni ciljni 

molekul u sprečavanju metastaza  (Dong et al., 2004). 

Međutim, nedavno je jedan grupa naučnika detektovala ekspresiju SOX18 gena 

u ćelijama invazivnog karcinoma dojke. Primenom imunohistohemijske anailize na 

uzorcima tkiva invazivnog karcinoma dojke, osim u krvnim i limfnim sudovima, 

primećena je SOX18 ekspresija i u jedrima ćelija tumora (Pula et al., 2013).  Takođe, 

ustanovljeno je da SOX18 ekspresija korelira sa višim stadijumon maligniteta i da je 

povezana sa lošom prognozom kod pacijenata obolelih od ove bolesti, pa autori ove 

studije zaključuju da ekspresija SOX18 gena predstavlja prognostički marker kod 

invazivnog karcinoma dojke (Pula et al., 2013). Ista grupa naučnika je pokazala da se na 

osnovu nivoa SOX18 ekspresija u karcinomu ovarijuma može predvideti odgovor na 

hemoterapiju. Rezultati prikazani u ovoj studiji su pokazali da povećana SOX18 

ekspresija, detektovana u rezidualnoj bolesti nakon tretmana tumora ovarijuma i u  

kasnijem stadijumu bolesti, ukazuje na lošu prognozu. Na ovaj način SOX18 je 

predstavljen kao prognostički marker kod još jednog tipa invazivnog  tumora (Pula et 

al., 2014).  

1.7. Karcinom grlića materice 

 

Epidemiološke studije su pokazale da je karcinom grlića materice kod žena drugi 

po učestalosti u svetu, odmah iza karcinoma dojke (Jemal et al., 2009). Procenjuje se da 

je ova vrsta tumora glavni uzrok smrtnosti, sa oko 500000 novodijagnostifikovanih 

svake godine i oko 250000 smrtnih slučajeva svake godine (Peralta-Zaragoza et al., 

2012). 

Oko 85% karcinoma grlića materice pripada skvamocelularnom tipu, 10%-15% 

pripadaju adenokarcinomu i 3% adenoskvamoznom karcinomu. Tretman pacijenata sa 

ovom vrstom maligniteta zavisi od kliničkog stadijuma bolesti koji se određuje prema 

FIGO klasifikaciji (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics) i koji 

podrazumeva pet stadijuma (Jadon and Joshi, 2012). 

Karcinom grlića materice se razvija kroz niz premalignih promena koje 

predstavljaju oštećenja površinskog sloja kože i nazivaju se displazije ili skvamozne 
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intraepitelijalne lezije (CIN) . Postoji tri oblika promena označenih kao CIN I, CIN II, 

CIN III, gde CIN III predstavlja najteži oblik benign promene.   

Infekcija Humanim papilomavirusom (HPV) je najvažniji faktor rizika i 

neophodan uslov za nastanak karcinoma. Poznato je da E6 i E7, viralni geni učestvuju u 

procesu maligne transformacije. Naime, pokazano je da produkti ovih viralnih gena 

inaktiviraju tumor supresor gene, p53 i Rb. Do danas je identifikovano više od 120 

tipova HPV, među kojima postoje grupe sa niskim i visokim onkogenim rizikom. 

Pokazano je da 99% slučajeva karcinoma grlića materice je uzrokovano HPV tipom 

visokog onkogenog rizika (Sturgeon et al., 2010). Većina od njih (70%) je posledica 

infekcije HPV16 i HPV18 tipom (Sturgeon et al., 2010).  

Dug latentni period izmedju inicijalne izloženosti HPV i razvoja raka grlića 

materice, kao i činjenica da samo mali broj žena izloženih HPV infekciji zaista i dobije 

karcinom, ukazuje da, iako neophodna, HPV infekcija nije dovoljna za nastanak raka 

grlića materice. Da bi HPV infelcija dovela do nastanka raka grlića materice, ona mora 

opstajati, za šta su neophodni i drugi faktori . Većina žena inficiranih HPV u kratkom 

vremenskom intervalu od nekoliko meseci se putem imunog sistema izbori sa 

infekcijom. U malom broju slučajeva, uglavnom kod onih žena koje su inficirane HPV 

tipom visokog onkogenog potencijala, infekcija se zadržava. Kod njih postoji povećana 

verovatnoća od stvaranja premalignih lezija. 

Dobra osobina karcinoma grlića materice je što se on razvija u dugom 

vremenskom periodu od oko 5 godina od prvih premalignih promena na ćelijama grlića 

do raka. Ovo omogućava otkrivanje u ranom stadijumu pre nego što postane invazivan i 

počne da se širi. Sa druge starne on ne daje simptome ili su oni blagi ili vrlo 

nespecifični, pa se u ranim fazama kada je stopa izlečenja najveća teško prepoznaje. 

Standaran tretman pacijenata u uznapredovalim stadijumima ove bolesti 

uključuje hemoterapiju cisplatinom i zračenje. ored toga petogodišnje preživljavanje je 

66 % (Sturgeon et al., 2010). Takođe terapijske metode za pacijente sa metastazama su 

vrlo ograničene pri čemu je njihovo preživljavanje svega 12 meseci. Stoga je 

identifikacija potencijalnih novih targeta neophodna kako bi se razvili novi terapeutski 

pristupi. 

Deregulacija HH signalnog puta dovodi do razvoja različitih tipova tumora. U 

studiji Xuan i saradnika je po prvi put prikazano da ekspresija komponenti HH 
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signalnog puta u prekancerogenim lezijama i u karcinomu grlića materice povećana u 

poređenju sa normalnim tkivom, u kome nije detektovana ekspresija pojedinih 

analiziranih komponente, dok su ostale komponente slabo eksprimirane (Xuan et al., 

2006). Naime, eksperimentalno je pokazano da je nivo ekspresije SHH u 

prekancerogenim epitelijalnim lezijama oko tri puta povećan, u karcinomu okom šest u 

poređenju sa normalnim tkivom gde je njegova ekspresija bila niska. Ekspresija IHH 

nije uočena u normalnom tkivu, dok je u prekancerogenim lezijama i tumoru bila 

značajno povećana (u zavisnosti od oblika lezije od dva do tri puta) (Xuan et al., 2006). 

Ekspresija PTCH takođe je bila značajno povećana u neoplastičnim lezijama i tumoru 

(oko dva puta u lezijama, dok je u tumoru oko tri) u poređenju sa normalnim epitelom, 

što je uočeno i za ekspresiju SMO. Analizirana je ekspresija efektora HH signalnog 

puta, GLI transkripcionih faktora, i uočeno je da se njihova ekspresija povećala 

značajno u prekancerogenim lezijama tipa II i III ali i u samom tumoru. Ovi rezultati 

nedvosmisleno pokazuju da je HH signalni put uključen u nastajanje i progresiju 

karcinoma grlića materice (Xuan et al., 2006). Takođe, utvrđeno je da je HH signalni 

put aktiviran u ćelijskim linijama koje vode poreklo od karcinoma grlića materice je 

(Samarzija and Beard, 2012). 

U ovom radu je korišćen in vitro model karcinoma grlića materice, permanentna 

ćelijska linija HeLa, kao model sistem za ispitivanje uloge SHH signalnog puta u 

regulaciji transkripcije humanog SOX18 gena. 
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2. CILJ RADA 

 

 

Predhodna istraživanja su pokazala da SHH signalni put igra važnu ulogu u 

ranim fazama embrionalnog razvića. Takođe, kod adultnog organizma ovaj signalni put 

je uključen u održanje pluripotentnog i progenitorskog stanja matičnih ćelija. Međutim, 

poslednjih godina pokazano je da promene u regulaciji SHH signalnog puta dovode do 

razvoja različitih vrsta tumora kod čoveka ubrzavajući proliferaciju, invaziju i ćelijsko 

preživljavanje (Sanchez et al., 2005; Ruiz i Altaba et al., 2007; Mas and Ruiz i Altaba, 

2010; Onishi and Katano, 2011).  

Humani SOX18 gen je kloniran i okarakterisan u Laboratoriji za humanu 

molekularnu genetiku. Takođe, u istoj Laboratoriji definisan je minimalan promotor 

ovog gena, kao i transkripcioni faktori bitni za transkripcionu regulaciju njegove 

ekspresije. Poznato je da se SOX18 transkripcioni faktor tranzijentno eksprimira tokom 

razvića vaskularnog i limfnog sistema, kao i na mestima gde dolazi do razvoja novih 

krvnih sudova od već postojećih, tokom procesa angiogeneze (Downes and Koopman, 

2001). Poslednjih godina su proučavanja usmerena na analizu njegove uloge u razvoju i 

širenju tumora regulisanjem procesa tumorske angiogeneze. 

Predmet ovog rada je analiza uloge SHH signalnog puta u regulaciji ekspresije 

humanog SOX18 gena u HeLa ćelijama kao model sistemu karcinoma grlića materice. 

U ovom radu ispitivan je međusobni funkcionalni odnos SHH signalnog puta i 

ekspresije SOX18 gena. 

U istraživanjima koja su predstavljena u ovoj tezi postavljeni su sledeći ciljevi: 

I) Određivanje uloge GLI transkripcionih faktora, kao efektora SHH signalnog puta, u 

regulaciji ekspresije SOX18 gena u HeLa ćelijama, a koja je uključivala: 

Ia) in silico analizu SOX18 promotora u cilju identifikacije potencijalnih 

vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore, 
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Ib) funkcionalnu analizu uloge GLI transkripcionih faktora u regulaciji 

aktivnosti SOX18 promotora, 

Ic) ispitivanje in vitro vezivanja GLI transkripcionih faktora za potencijalna 

vezivna mesta,  

Id) analizu uticaju GLI transkripcionih faktora na endogenu ekspresiju SOX18 

gena, 

II) Modulacija SHH signalnog puta komercijalnim agonistima i antagonistima HH 

signalne kaskade koja je uključivala: 

IIa) modulaciju aktivnosti signalnog puta ciklopaminom, antagonistom HH 

signalnog puta, i ispitivanje njegovog uticaja na proliferaciju, vijabilnost i 

migraciju HeLa ćelija, 

IIb) modulaciju SHH signalnog puta ciklopaminom i ispitivanje uticaja na 

ekspresiju SOX18 gena, 

IIc) modulaciju aktivnosti signalnog puta purmorfaminom, agonistom HH 

signalnog puta, i ispitivanje njegovog uticaja na proliferaciju, vijabilnost i 

migraciju HeLa ćelija, 

IId) modulaciju SHH signalnog puta purmorfaminom i ispitivanje uticaja na 

ekspresiju SOX18 gena, 

III) Generisanje i funkcionalna analiza konstrukata koji eksprimiraju wild-type i 

skraćenu formu SOX18 proteina, 

IV) Ispitivanje uloge SOX18 gena u procesima proliferacije, vijabilnosti i migracije 

HeLa ćelija 

V) Analiza uticaja SOX18 proteina na ekspresiju komponenti SHH signalnog puta. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Eksperimentalni materijal 

 

3.1.1. Bakterijski soj korišćen u radu 

 

Soj Karakteristike-genotip Referenca 

 

XL1 Blue 

 

lac recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 

lac [F'proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr)] 

 

Stratagene 

 

3.1.2. Vektori korišćeni u radu 

 

Plazmid Veličina Karakteristike Referenca 

pBLCAT6 4.25 kb 

Vektor za analizu promotora u 

ćelijama sisara, koji poseduje 

reporterski gen za 

hloramfenikol-

acetiltransferazu (CAT) 

(Boshart et al., 1992) 

pBS II KS+ 2.96 kb 
Prokariotski fagemidni vektor 

sa amp rezistencijom 
Stratagene 

pcDNA3.1 5.4 kb 

Eukariotski ekspresioni vektor 

koji poseduje amp i neo 

rezistenciju 

Invitrogen 
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pCH110 7.1 kb 

Eukariotski vektor koji 

eksprimira β-galaktozidazu i 

služi kao marker za praćenje i 

normalizaciju ekspresije,  

Amersham 

Pharmacia Biotech ® 

pCI 4 kb 
Eukariotski ekspresioni vektor 

koji poseduje amp rezistenciju 
Promega 

pEGFP-C1 4.7 kb 

Eukariotski ekspresioni vektor 

koji poseduje pUC i SV40 

početak replikacije, mutiranu 

varijantnu GFP gena, amp, 

kan rezistenciju 

BD Bioscience 

Clontech 

 

3.1.3. Plazmidni konstrukti korišćeni u radu 

 

Plazmid Veličina Karakteristike Referenca 

892pCAT6 5.1 kb 

Sadrži 892bp 5’ 

regulatornog regiona SOX3 

gena 

(Petrovic and 

Stevanovic, 2007) 

pcDNA4-

NLSMTGLI1 
8.686 kb 

Eukariotski ekspresioni 

vektor za humani GLI1 gen 

Dr Bert Vogelstein i 

Dr Kenneth W. 

Kinzler, Johns 

hopkins university, 

Baltimore, maryland, 

USA 

P4TO6MTGLI2 9.009 kb 
Eukariotski ekspresioni 

vektor za humani GLI2 gen 

Dr Fritw Aberger, 

University of 

Salzburg, Austria 
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3.1.4. Ćelijska linija korišćena u radu 

 

U ovom radu je korišćena permanentna ćelijska linija HeLa poreklom iz 

humanog adenokarcinoma grlića materice koja je komercijalno dostupna (American 

Type Culture collection, Manassas, VA 20108, USA-ATCC br.CCL2). HeLa ćelije su 

gajene u DMEM-u sa niskim sadržajem glukoze, 10% FBS-a i 1x neesencijalnim 

aminokiselinama (Gibco BRL) na 37°C i 5%CO2. 

 

3.1. 5. Antitela korišćena u radu 

 

U “superšift” eksperimentima korišćena su sledeća antitela: 

- anti- SOX18 (sc-20100, Santa Cruz Biotechnology) 

pcDNA4/TO/ 

GLI3richtig 

10.201 kb 
Eukariotski ekspresioni 

vektor za humani GLI3 gen 

Dr Bert Vogelstein i 

DrKenneth W. 

Kinzler, Johns 

hopkins university, 

Baltimore, maryland, 

USA 

pCISOX18wt 5.6 kb 

Sadrži kompletan kodirajući 

region humanog SOX18 

gena 

Ovaj rad i 

(Milivojevic et al., 

2013) 

pCISOX18DN 4.62 kb 
Sadrži EcoRI/NorI fragment 

SOX18 cDNA 

Ovaj rad i 

(Milivojevic et al., 

2013) 
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- anti- GLI1 ( ab49314, Abcam) 

U “Western blot” i u imunocitohemijskoj analizi eksperimentima korišćena su sledeća 

antitela 

1. primarna 

- anti- SOX18 (sc-20100, Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-α-tubulin (CP06, Calbichem) 

2. sekundarna 

- HRP-konjugovano anti-zečji-IgG (GE Healthcare) 

-HRP-konjugovano anti-mišji IgG (GE Healthcare) 

-Alexa Fluor 488- biotinilizovana kozja anti-zečja IgG (Vector, Burlingame) 

 

3.1. 6. Oligonukleotidi korišćeni u radu 

 

Naziv Sekvenca 

GAPDH F 5’-GGACCTGACCTGCCGTCTAG-3’ 

GAPDH R 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 

GLI1 F 5’-CAGTTATGGGCCAGCCAGAGA-3’ 

GLI1 R 5’-TGGCATCCGACAGAGGTGAG-3’ 

GLI2 F 5’-AGCAGCAGCAACTGTCTGAGTGA-3’ 

GLI2 R 5’-GACCTTGCTGCGCTTGTGAA-3’ 

GLI3 F 5’-TCCAACACAGAGGCCTATTCCAG-3’ 

GLI3 R 5’-CTCTTGTTGTGCATCGGGTCA-3’ 
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SHH F 5’-TCCAGAAACTCCGAGCGATTTAAG-3’ 

SHH R 5’-CACTCCTGGCCACTGGTTCA-3’ 

PTCH F 5’-ACCAGAATGGGTCCACGACAA-3’ 

PTCH R 5’-AAAGTCTGAGGTGTCCCGCAA G-3’ 

SOX18FG1 5’-CAAGGGCCCTTGGGGGGCAGGGAGGACG-3’ 

SOX18RG1 5’-GGCGTCCTCCCTGCCCCCCAAGGGCCCTTG-3’ 

SOX18FG2 5’-GAGCCTCCCAGCGGGGGGCGGGGAACGGCAA -3’ 

SOX18RG2 5’-GGTTGCCGTTCCCCGCCCCCCGCTGGGAGGCTC -3’ 

SOX18FG3 5’-CCAGTTACTGCCCGGGGGTCCGACT -3’ 

SOX18RG3 5’-GGAGTCGGACCCCCGGGCAGTAACTGG -3’ 

SOX18FG4 5’-CGACTCCGTGGGTGGGTGGCAGCTCG -3’ 

SOX18RG4 5’-GGCGAGCTGCCACCCACCCACGGAGTCG -3’ 

SOX18FG5 5’CTTTCTTTCCCACCCGGGGGGTCTCT -3’ 

SOX18RG5 5’-GGAGAGACCCCCCGGGTGGGAAAGAAAG -3’ 

SOX18FG6 5’- GGGGGAGGTGGGGGGGCTGTGCGCGGGGGAGG -3’ 

SOX18RG6 5’- CCTCCCCCGCGCACAGCCCCCCCACCTCCC -3’ 

FGLI 5’- GGTTTAAGCTTCGTGGGTGGTCAC-3’ 

RGLI 5’-GTGACCACCCACGAAGCTTAAA -3’ 
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3.1.7. Komercijalni kitovi 

 

Plazmidna DNK je izolovana i prečišćena upotrebom “Endofree plasmid Maxi 

Kit”- a (Qiagen). Totalna RNK iz HeLa ćelija je izolovana korišćenjem kita “TRI-

Reagent” (Ambion). Za sintezu cDNK je korišćna MuLV reverzna transkriptaza 

(Applied Biosystems). RT-PCR je urađen pomoću “KAPA 2G Fast Hot Start Ready 

Mix” PCR kita (Byosistems). Kvantitativni qRT-PCR je urađen pomoću “Power SYBR 

Green PCR master mix” reagensa (Applied Biosystems). Tranzijentne transfekcije HeLa 

ćelija su rađene “LIPOFECTAMINE” reagensom (Invitrogen). Merenje β-gal aktivnosti 

je rađeno pomoću “β-galactosidase Enzyme Assay System” (Promega). CAT aktivnost 

je određena “CAT ELISA” kitom (Roche Pharmaceuticals). 

 

3.1.8. Komercijalni agensi korišćeni u radu 

Za modulaciju SHH signalnog puta u HeLa ćelijama korišćeni su sledeći 

hemijski agensi: ciklopamin (Sigma) u cilju inhibicije SHH signalnog puta, tomatidin 

(Sigma), kao kontrola ciklopaminu i purmofamin (Sigma) u cilju aktivacije SHH 

signalnog puta. MTT boja je korišćena u testu vijabilnosti. 

 

3.1.9. Kompjuterski program 

Pretraživanje baze podataka i poređenje nukleotidnih sekvenci je urađeno 

pomoću NCBI (eng. National Center for Biotechnology Information) i ClustalW 

kompjuterskog programa (EMBL-EBI). Pretraživanje potencijalnih mesta za vezivanje 

transkripcionih faktora je urađeno pomoću MatInspector kompjuterskog programa 

(Genomatix), a uslov za pretraživanje je bio da verovatnoća vezivanja transkripcionog 

faktora za jezgro vezivnog mesta bude jednaka 1. Imunoreaktivni signali detektovani 

primenom Western blot metode su kvantifikovani pomoću ImageJ kompjuterskog 

programa. 
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3.2. Eksperimentalne metode 

 

3.2.1. Enzimska reakcija isecanja DNK restrikcionim enzimima 

 U sastav smeše za restrikciono isecanje DNK enzimima (restrikciona digestija) 

ulazila je DNK (vector ili konstrukt oko 5µg), odgovarajući komercijalni pufer za 

restrikcioni enzim i restrikcioni enzim koncentracije 2U/µg DNK. Reakcija je rađena u 

zapremini od 50µl u trajanju od 3-5h na 37°C. 

 

3.2.2. Ligiranje fragmenata DNK 

 

Uz pomoć enzima ligaze dolazi do povezivanja linearnih dvolančanih 

fragmenata DNK.Reakcija ligiranja rađena je u zapremini od 10µl, a sastojala se od 

vektora koji je predhodno linearizovan (isečen restrikcionim enzimom) i insertom u 

molarnom odnosu 1:5, pufera za ligaciju i 4U ligaze. Reakcija je pripremana na ledu, a 

odvijala se preko noći na +16°C. 

3.2.3. Kultivacija bakterija 

 

 Bakterije E.coli su gajene u tečnom LB medijumu (1% tripton, 1%NaCl, 0.5% 

ekstrakt kvasca)ili na čvrstoj LB podlozi (1% tripton, 1%NaCl, 0.5% ekstrakt kvasca, 

1.5% bacto-agar) koji su sterilisani autoklaviranjem. Kultivacija se odvijala na 37°C. U 

oba medijuma dodavan je ampicillin u koncentraciji 100 µg/ml. 

3.2.4. Priprema bakterija za elektroporaciju (elektro-transformaciju) i 

transformacija 

 Najbitnije u pripremi bakterija za elektro-transformaciju je da su bakterije 

rastvorene u rastvoru niske jonske jačine kako soli koje su u rastvoru ne bi uticale na 

električno polje što bi dovelo do lize bakterija. U tu svrhu se bakterije rastvaraju u vodi.  

1% inokulum prekonoćne XL1 blue bakterija se inokuliše u 1000 ml tečnog LB 

medijuma i gaji na 37°C do postizanja OD600 0.5-0.7. Zatim se bakterije premeštaju na 

led usled čega se njihov rast zaustavlja i inkubiraju 15-30 min. Nakon toga sebakterije 

centrifugiraju 15 min na 5000 obrtaja/min u hladnom GSArotoru (Sorvall centrifuga). 
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Takozi se resuspenduju u 1000 ml hladne vode i ponovo centrifugiraju pod istim 

uslovima. Ovaj korak se još jednom ponavlja ali u 500 ml vode. Talog se na kraju 

resuspenduje u 20ml 10% hladnog glicerola i centrifugira u hladnom SS34 rotoru 10 

min na 7000obrtaja/min. Nakon toga se talog resuspenduje u 3 ml 10% glicerola i 

alikvotira po 50 µl na suvom ledu. Ovako pripremljene bakterije se čuvaju na -70°C.  

Posle pripreme bakterija usledila je elektroporacija koja predstavlja efikasan 

način transformacije E. coli. Efikasnost transformacije se menja u zavisnosti od jačine 

polja, što predstavlja odnos voltaže i rastojanja između, i trajanja pulsa, RC vremenska 

konstanta. 

Bakterije se odmrznu na sobnoj temperature i prebace na led.U smešu bakterija 

se doda ligaciona reakcija I inkubira 30 min. na ledu, nakon čega se sve iz tube 

prebacuje u hladnu 0.2 cm kivetu za elektroporaciju. Uslovi za elektroporaciju na “ 

Gene pulser” aparatu su bili 25µF, 200Ω i 2.5kV. U kivete je po završenoj 

elektroporaciji u kivetu dodavan 1 ml LB medijuma, nakon čega su se bakterije 

oporavljale 30 min na 37°C uz konstantno mešanje. Deo transformisane smeše je 

prebačen na podlogu sa ampicilinom I inkubiran preko noći na 37°C. 

3.2.5. In silico analiza humanog SOX18 promotora i poređenje sa ortologom 

sekvencom miša 

Iz genomske sekvence NT_011333.5-klon AL355803 koja je objavljene na 

NCBI je dobijena sekvenca humanog SOX18 promotorskog regiona i upoređena je sa 

ortologom sekvencom kod miša, koja je dobijena iz genomske sekvence NT_039212.5. 

Clustal W softverom je urađeno poređenje ovih sekvenci. Za identifikaciju potencijalnih 

vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore u okviru optimalnog promotora humanog 

SOX18 gena i njegovog mišjeg ortologa upotrebljen je MatInspector program. 

Kriterijumi prilikom korišćenja ovog programa su bili da je verovatnoća vezivanja za 

jezgro konsenzusne sekvence vezivnog mesta (eng. core similarity) je iznosila 1 i 

odgovarajući kontekst nukleotida u sekvencama koje okružuju vezivno mesto (eng. 

Matrix similarity) je bio optimizovan. 



46 

 

3.2.6. Izolacija plazmidne DNK “EndoFreeR Plasmid” kitom 

 

Qiagen kit za izolaciju plazmidne DNK se zasniva na modifikovanoj procedure 

alkalne lize gde se plazmidna DNK veže za patentirani Qiagen anjonski-

jonoizmenjivački matriks u odgovarajućim uslovima niskih jonskih jačina i pH. 

Pranjem rastvorom srednje jonske jačine se odstranjuju RNK, proteini i ostale nečistoće, 

dok se plazmidna DNK eluira u puferu visoke jonske jačine, izopropanolskom 

precipitacijom odsoljava. Plazmidni izolati korišćeni i za potrebe tranzijentne 

transfekcije,pa je bilo neophodno da se iz izolata odstrane bakterijski endotoksini jer se 

znatno umanjuje efikasnost transfekcija eukariotskih ćelija.. Endotoksini predstavljaju 

lipopolisaharidi Gram-negativnih bakterija, kao što je E.coli. Korišćenjem patentiranog 

ER (eng. Endotoxin removal) pufera onemogućava se vezivanje endotoksina za DNK 

vezujući matriks.Izolacija je rađena prema uputstvu proizvođača, a u radu su korišćeni 

“EndoFree Maxi Plasmid” i “EndoFree Midi Plasmid”. Izolovana plazmidna DNK je 

čuvana na -20°C do upotrebe u tranzijentnim transfekcijama. 

 

3.2.7. Tranzijentna transfekcija HeLa ćelija kalcijum fosfatnom precipitacijom 

 

Za eksperimente tranzijentne transfekcije zasejavano je 1.1 x 106 HeLa ćelija u 

Petri šolje prečnika 10cm. Nakon 24h rasta, ćelije su isprane dva puta HEPES 

rastvorom (6.7 mM KCl, 142 mM NaCl, 10 mM HEPES) i gajene još 2h u svežem 

medijumu. 

Po isteku ovog vremena na ćelije je nakapan kalcijum fosfatni precipitat DNK 

koji je napravljen na sledeći način. Rastvoru DNK u 1ml 2 x HEBS rastvora (HEPES 

buffered saline; 274 mM NaCl, 42 mM HEPES, 9.6 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4; pH 

7.15-7.30), koji je neprekidno aerisan, nakapavanjem je dodavan 259 mM rastvora 

CaCl2. Na ovaj način se formira kalcijum fosfatni precipitat koji se nakapava na ćelije i 

inkubira 5h u standardnim uslovima za gajenje HeLa ćelija. Precititati se uklanjaju 



47 

 

pranjem dva puta rastvorom HEPES-a i dodaje se svež kompletan medijum za gajenje 

HeLa ćelija. Po isteku 48h od uklanjanja precipitate pravljeni su ćelijski ekstrakti. 

U eksperimentima tranzijentne transfekcije promotor–zavisnim reporterskim 

konstruktima HeLa ćelije su transfektovane sa 10 µg 892pCAT6, 4 µg pBS II KS+ i 3 

µg pCH110 vektora. U eksperimentima kotransfekcije HeLa ćelije su transfektovane sa 

10 µg 892pCAT6 konstruktom i 2 µg ili praznog vektora (pcDNA 3.1) ili 

odgovarajućim ekspresionim vektorima, zajedno sa 3 µg pCH110. 

3.2.8. Tranzijentana transfekcija Hela ćelija LIPOFECTAMINE reagensom 

 

Dan pre transfekcije 3 x 105 Hela ćelija je sađeno u 35 mm Petri šolji. Ćelijama 

se sutradan promeni medijum i doda medijum bez seruma. Transfekcija je rađena u 

minimalnom OPTI-MEM (Invitrogen) medijumu u odsustvu seruma. U eksperimentima 

transfekcije ćelije su transfektovane sa ukupno 3µg DNK (pCI, pCDNA3.1 ili 

odgovarajućim plazmidnim konstruktima) koja je rastvorena u 250 µl OPTI-MEM-a. 

Takođe, 8 µl LIPOFECTAMINE reagensa je rastvoreno u 250 µl OPTI-MEM-a. Ova 

dva sadržaja se potom spoje i inkubiraju 30 minuta., nakon formiranja kompleksa u 

ukupnoj zapremini od 500µl. Za svaku pojedinačnu transfekciju, kompleksi su sipaju 

preko ćelija i ćelije se inkubiraju 5 h. Nakon toga, ćelije su isprane 1xPBS-om i dodaje 

se svež , kompletan medijum koji se koristi za gajenje HeLa ćelija. 24h nakon 

transfekcija izolovana je RNK, a takođe i ukupni ćelijski proteini. 

3.2.9. Priprema ćelijskih ekstrakata 

 

Ćelije su oprane hladnim 1 x PBS-om, struganjem odvojene od podloge u 1ml 

TEN rastvora (Tris-EDTA-NaCl; 40mMTris-HCl pH 7.4, 1mM EDTA, 150mM NaCl) i 

istaložene na 13000 rpm, 2 minuta na +4°C. Ćelijski talog je, zatim, resuspendovan u 

100µl 0.25 M tris-HCl (pH 7.8 na 37°C),nakon čega je liza ćelija rađena kroz tri ciklusa 

zamrzavanja i odmrzavanja (3 min u tečnom azotu praćeno inkubacijom na 37°C do 

otapanja ćelijskog taloga. Nakon centrifugiranja na 13200 obrtaja/10 min na +4°C, a 

supernatant (ćelijski ekstrakt) je korišćen u β-galaktozidaznom i CAT eseju. 
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3.2.10. β-galaktozidazni esej 

 

Za normalizaciju ekspefikasnosti transfekcija korišćen je pCH110 vektor koji 

eksprimira gen za β-galaktozidazu čija se aktivnost meri pomoću eseja β-galaktozidazne 

aktivnosti (“β-galactosidase Enzyme Assay System”). 

β-galaktozidazni esej je metoda kojom se određuje aktivnosti enzima β-

galaktozidaze u ekstraktima ćelija koje su transfektovane pCH110 vektorom. Esej se 

izvodi tako što se uzorku razblaženom u Tris-HClpH 7.8 doda ista količina 2x Assay 

Buffer-a koji sadrži 200 mM PBS, 2 mM MgCl2, 100 mM β-merkaptoetanol i 1.33 

mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil-β-D-galaktopiranozid). Uzorci se inkubiraju na 

37°, pri čemu se β-galaktozidaza hidrolizuje bezbojan supstrat u o-nitrofenil žute boje. 

Absorbanca je merena na Microplate reader aparatu tipa Multiscan RC (Labsystem) na 

talasnoj dužini od 420nm. Kao referentne vrednosti za konstruisanje standardne 

kalibracione krive i određivanje vrednosti β-galaktozidaze u ispitivanjim ćelijskim 

ekstraktima korišćena su sledeća razblaženja ovog enzima: 1.56 mU 3.125 mU, 6.25 

mU, 12.5 mU, 25 mU, 50 mU, 100 mU i 200 mU. 

3.2.11. CAT esej  

 

Aktivnost CAT enzima (hloramfenikol-aceti-transferaza) su određivane “CAT 

ELISA esejem’’ (CAT Enzyme Immunosorbent Assay/ELISA Roche). CAT ELISA je 

enzimski imunoesej za kvantifikaciju hloramfenikol-acetil–transferaze iz E.coli u 

transfektovanim eukariotskim ćelijama, tj za kvantifikaciju ekspresije CAT enzima u 

eukariotskim ćelijama transfektovane plazmidima koje sadrže CAT reporterski gen. 

Esej se zasniva na sendvič-ELISA principu i izvodi se u mikrotitar pločana koje 

imaju antitela na CAT (anti-CAT) vezane za površinu bunarčića. Prvo se u bunarčiće 

mikrititar ploče dodaju ekstrakti transfektovanih ćelija i inkubiraju 60 min na 37°C. 

Tada dolazi do vezivanja CAT enzima iz ćelijskih ekstrakata sa anti-CAT antitelom 

vezano za dno bunarića. U sledećem koraku se dodaje digoksigeninom obeleženo 

antitelo na CAT (anti-CAT-DIG) i dolazi dog njegovo vezivanja za CAT. Zatim se 
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dodaju antitela na digoksigenin koja su konjugovana sa peroksidazom (anti-DIG-POD) 

koja se vezuje za digoksigenin. U poslednjem koraku dodaje se supstrat ABTS, koji u 

prisustvu peroksidaze daje obojenu reakciju pri inkubaciji na 37°C. Absorbanca je 

merena na Microplate reder aparatu tipa Multiscan RC (Labsystem) tipa Multiscan RC 

(Labsystem) na talasnoj dužini 405/492 nm. Kao standardi za određivanje aktivnosti 

CAT-a u ispitivanim uzorcima, tj. za konstruisanje standardne krive korišćena su 

sledeća razblaženja CAT enzima: 1.56 pg 3.125 pg, 6.25 pg, 12.5 pg, 25 pg, 50 pg, 100 

pg i 200 pg. Vrednosti dobijenih CAT aktivnosti su normalizovane u odnosu na 

efikasnost transfekcije, tj u odnosu na izmerenu vrednost β-galatozidaze u datom uzor 

3.2.12. Izolacija jedarnih proteina iz HeLa ćelija 

 

Jedarni proteini su izolovani po modifikovanoj proceduri Dignama i saradnika 

(Dignam et al., 1983). Ćelije su isprane 1 x PBS rastvorom i centrifugirane 5 min na 

900 rpm +4ºC. Talog je resuspendovan u puferu A (10mM HEPES-KOH pH 7.8, 1.5 

mM MgCl2, 10 mM KCl) i inkubiran 10 min na ledu. Nakon toga je dodato 10% tritona, 

1/30 zapremine u odnosu na količinu dodatog pufera A. Ćelie su vorteksovane i 

staložene. Supernatan, koji predstavlja citoplazmatsku frakciju, je odvojen od taloga i 

njemu je dodat pufer B (0.3 mM HEPES-KOH pH 7.8, 30 mM MgCl2, 1.4 mM KCl). 

Talog, koji predstavlja jedarnu frakciju, je resuspendovan u puferu C (20 mM HEPES-

KOH pH 7.8, 1.5 mM MgCl2, 0.42 M NaCl, 25% glicerol, 0.2 mM EDTA). Nakon 

mešanja frakcija 15 min na +4ºC usledilo je centrifugiranje 15 min na 14000 rpm na 

+4ºC. Puferi A i C su sadržali inhibitore proteaza u sledećim koncentracijama: 0.5 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF, 1 µg/ml leupeptina, 1 µg/ml pepstatina i 1 µg/ml antipaina, dok 

pufer B imao je sve inhibitore proteaza osim DTT-a. 

 

3.2.13. Izolacija ukupnih ćelijskih proteina iz HeLa ćelija 

 

Nakon transfekcija HeLa ćelija ekspresionim vektorima za GLI transkripcione 

faktora, nativnu i skraćenu formu SOX18 proteina, kao i nakon tretmana komercijalnim 



50 

 

agensima koji modilišu SHH signalni put, izolovani su ukupni ćelijski protein koji su 

korišćeni u “Westen blot”analizi. Ćelije su tripsinizovane , isprane dva puta 1 x PBS-om 

i lizirane u puferu koji sadrži 50mM Tris HCl pH 8.0, 150mM NaCl, 1% NP-40, 5µg/ml 

PMSF, 1µg/ml aprotinin, 1µg/ml leupeptin, 1µg/ml, pepstatin A (1 x 107 ćelija se lizira 

1ml pufera za lizu) 30 minuta na ledu. Nakon toga su ćelije centrifugirane na 11600 

obrtaja/15 min na +4°C. Supernatan u kome su se nalazili ukupni ćelijski protein je 

alikvotiran i alikvoti čuvani na - 80°C. 

 

3.2. 14. Esej smanjene elektroforetske pokretljivosti 

 

Dvolančane probe su generisane reakcijama hibridizacije komplementarnih F i R 

nukleotida u 1 x STE puferu (0.1 MnaCl, 10mM tris.HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 

nakon 10 min denaturacije na 98°C i postepenog hlađenja do sobne temperature., nakon 

čega su istaložene etanolnom precipitacijom.  

R ili F oligonukleotidi su dizajnirani tako da sadrže 2-3 nesparena guanozina na 

5’ kraju čime se obezbeđuju obeležavanje probe ugrađivanjem [α-32P] dCTP-a na 

komplementranom lancu u reakciji sa Klenow-im fragmentom. Reakcija obeležavanja je 

sadržala: 100 ng oligonukleotida, 1µl[α-32P] dCTP, 2 µl 10 x Klenow reaction Buffer 

(USB), 1 µl Klenofragmenta DNK polimeraze (USB) i ddH2O do 20 µl. Nakon 

inkubacije u trajanju od 60 min na 37°C i dodavanje 30 µl ddH2O, reakcije su 

propuštane kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia Biotech). 

EMSA reakcije su rađenje sa 5 µg jedarnih proteina iz HeLa ćelija i 1 ng 

obeležene probe, u reakcionom puferu koji sadrži 10 mM HEPES pH 7.9, 15 mM KCl, 

0.25 mM ZnSO4, 0.25 mM EDTA, 3% glicerol, 0.25 mM DTT i 50 ng/µl poly (dI-dC) u 

zapremini od 20 µl, 30 min na 37°C. Za kompeticiju su korišćeni neobeležene 

oligonukleotidne probe u molarnom višku od 100 x. U esejima smanjene elektroforetske 

pokretljivosti u prisustvu antitela (superšift) proteini su, pre dodavanja obeležene probe 

inkubitani sa antitelima na SOX18 20 min na sobnoj temperaturi ili 30 min na 37ºC u 

reakcijama sa anti-GLI1 antitelom 
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Reakcije su elektroforetski razdvojene u 5% nativnom poliakrilamidnom gelu sa 

0.5 x TBE puferom (Tris-borat-EDTA, 45mM Tris-borat, 1mM Na2 EDTA). 

3.2.15. Imunološka detekcija proteina (eng.Western blot) 

 

Uzorci ukupnih ćelijskih proteina su razdvajani 10% SDS-PAGE i transferom 

prebačeni na PVDF membranu. Posle blokade u 5% nemasnom mleku preko noći na 

+4°C, membrane su inkubirane sa primarnim antitelima na SOX18 i α-tubulin 1h na 

sobnoj temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sa odgovarajućim HRP-

konjugovanim sekundarnim antitelima 1h na sobnoj temperaturi. Imunoblotovi su 

vizualizovani ECL sistemom za detekciju (Millipore).  

3.2.16. Imunofluorescentna citohemijska analiza 

 

Ova metoda omogućava detekciju ekspresije, ali i lokalizaciju proteina unutar 

adherentnih ćelija. Imunofluorescentni esej je zasnovan na vezivanju specifičnih 

primarnih antitela za membranske, citosolne i nuklearne proteine, koja se vizuelizuje 

korišćenjem sekundarnih i/ili tercijernih antitela konjugovanih fluorohromama.  

24h časa nakon tranzijentne kotransfekcije GFP ekspresionim vektorom i 

ekspresionim vektorima za GLI transkripcione faktore pokrovna stakalca na kojima su 

rasle ćelije su isprana 1x PBS-om i fiksirane 4% paraformaldehidom (PFA) u trajanju 

od 20 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga je usledila je permeabilizacija hladnim 

metanolom 10 min, a posle toga blokada nespecifičnog vezivanja 30 min sa 0.1% 

tritonom i 5% goveđem serum albuminu (BSA) u 1xPBS-u na sobnoj temperaturi. 

Inkubacija sa primarnim antitelima, rastvorenim u 0.1% triton, 1% BSA u 1xPBS-u, 

razblaženje 1: 100, vršena je 1 sat na sobnoj temperaturi. Pokrovna stakalca su zatim 

oprana tri puta po 10 min u 0.1% triton u 1xPBS-u i inkubirana sa biotinilizovanim 

kozjim anti zečjim IgG antitelima 1h na sobnoj temperaturi u 1% BSA, 0.1% triton u 

1xPBS-u (razblaženje 1:500). Nakon toga ljuspice su inkubirane sa streptavidin 

konjugovanom Cy3 bojom (Jackson ImmunoResearch, 1: 500) u 1x PBS-u, 1h na 

sobnoj temperaturi. Nakon isteka ovog vremena, ćelije su oprane tri puta po 10 min u 1 
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x PBS puferom, i ćelije su bojene 0.1 mg/ml diaminofenilindolom (DAPI, Sigma). 

Uzorci su analizirani korišćenjem Leica TCS SP8 konfokalnog mikroskopa i Leica 

Microsystems LAS AF-TCS SP8 (Leica Mycrosystems). 

3.2.17. Tretmani ćelija 

U cilju modulacije Hedgehog (HH) signalnog puta ćelije su tretirane 10 M 

ciklopaminom ili 10M purmorfaminom. U eksperimentima inhibicije HH signalnog 

puta ciklopaminom kontrolne ćelije su tretirane tomatidinom (strukturnim analogom 

ciklopamina koji ne ispoljava inhibitorni efekat na HH signalni put). U eksperimentima 

aktivacije istog signalnog puta purmorfaminom kontrolnu grupu su činile ćelije tretirane 

DMSO-om, koji je korišćen kao rastvarač purmorfamina. 

 

3.2.18. MTT test vijabilnosti 

 

MTT test je kvantitativna kolorimetrijska metoda i koristi se za merenje 

vijabilnosti i proliferativnog kapaciteta ćelija. Ova metoda se zasniva na sposobnosti 

enzima mitohondrija dehidrogenaze da redukuje žuti 3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il]-2, 5-

difenitetrazolijum bromid (MTT) u ljubičasti formazin. Pomenuta reakcija se odvija 

samo u živim ćelijama, u kojima su dehidrogenaze aktivne pa je količina dobijenog 

formazina proporcijalna broju vijabilnih ćelija. Za ovaj esej sađeno je 2x103 HeLa ćelija 

u svaki bunarić mikroplate ploče sa 96 bunarića. Nakon zasejavanja ćelije su gajene u 

medijumu za gajenje HeLa ćelija u prisustvu ilil odsustvu komercijalni agrnasa, 

modulatora SHH signalnog puta. Nakon završetka tretmana medijum je zamenje 

rastvorom MTT boje u svežem medijumu u finalnoj koncentraciji od 0.5 mg/ml. Ćelije 

su inkubirane 1h na 37°C. Rastvor je posle inkubacije zamenjen DMSO-om koji je 

omogućio liziranje ćelija usled čega je dolazi do lize ćelija i oslobađanja formazina. 

Apsorbanca ovako dobijenog rastvora izmerena je na Microplate reader aparatu tipa 

Multiscan RC (Labsystem) na talasnoj dužini od 490nm. 
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3.2.19. “Wound scratch’’ esej  

 

“Wound scratch” test se koristi za određivanje migracione sposobnosti ćelija in 

vitro. Pomoću ovog testa praćen je efekat migracije HeLa ćelije tretirane modulatorima 

SHH signalnog puta, ali i HeLa ćelije tranzijentno transfektovane kontrolnim vektorom 

i vektorima koji eksprimiraju nativnu i skraćenu formu SOX18 proteina. Nakon 24 h, 

nastavkom je napravljena pukotina koju su ćelije određenim tempom popunjavale. 

Formirane pukotine su fotografisane u početnom trenutku, nakon 5 i 24h i analizirano je 

da li i kojom brzinom popunjavaju nastali prazan prostor. 

3.2.20. Izolacija RNK 

RNK je izolovana iz konfluentnih HeLa ćelija direktnim nakapavanjem 300 µl 

TRIzol reagensa (Sigma) u 35mm Petri šolje, prema uputstvu proizvođača. TRIzol 

reagens je rastvor fenola i guanin-izotiocijanata koji efikasno izoluje totalnu RNK iz 

ćelija i tkiva. Nakon dodavanja TRIzol-a pri čemu dolazi do lize ćelija, lizati su 

pokupljeni i prebačeni u ependorficu. Zatim je dodato 60 µl hloroforma u ependorficu u 

kojoj se nalaze lizati, dobro promućkano i inkubirano 10 min na sobnoj temperaturi, a 

nakon toga je usledilo centrifugiranje 15 min na +4°C/12000 g. Posle centrifugiranja, u 

ependorfici se izdvojila vodena faza u kojoj se nalazi  RNK od organske faze. Nakon 

odvajanja vodene faze RNK se precipitira izopropanolom (150 µl izopropanola na 300 

µl TRIzol-a), a zatim se centrifugira 10 min na +4°C/12000 g. Dobijen talog RNK se 

pere 75% etanolom, kratko suši na sobnoj temperaturi i rastvara u 30-60 µl DEPC 

tretiranoj bidestilovanoj vodi i inkubira 10 min na 55 °C kako bi se sva RNK dobro 

rastvorila. Ukupne RNK se do upotrebe čuva na -80°C. Ovako izolovana RNK se koristi 

za potrebe RT-PCR i qRT-PCR metoda. Koncentracija totalne RNK je izmerena 

pomoću NanoDrop spektrofotometra (Thermo Scientific). 

3.2.21. Oslobađanje totalne RNK od ostataka genomske DNK  

 

Nakon izolovanja RNK urađen je tretman DNKazom (eng. Deoxyribonuclease) 

upotrebom DNA-free Kit-a po uputstvima proizvođača. Ovaj tretman omogućuje 
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prečišćavanje totalne RNK uklanjajući zaostalu kiličinu DNK iz izolata. DNKazaI 

svojom endonukleaznom aktivnošću hidrolizuje fosfodiestarske veze dvolančane i 

jednolančane DNK. DNKazaI i divalentni katjoni (magnezijum i kalcijum- katalizuju 

degradaciju RNK) se uklanjaju pomoću DNKazaI inaktivišućeg reagensa. 5µl totalne 

RNK je tretirano 1U DNKaze I u prisustvu 1 x DNKaza I pufera (10mM Tris-HCl 

pH7.5, 2.5 mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2) u zapremini od 25 µl, prema uputstvu 

proizvođača, 30 min na 37°C. Po završenoj inkubaciji u smešu je dodat resuspendovani 

DNKaza inaktivišuće reagens. Nakon inkubacije u trajanju od 2 min usledilo je 

centrifugiranje na 10000g 1.5 min. Supernatant koji je sadržao RNK oslobođenu od 

genomske DNK je prebačen u novu tubu.  

 

3.2.22. Sinteza komplementarne DNK (cDNK) 

 

Sinteza cDNK vrši se procesom reverzne transkripcije u prisustvu MuLV 

reverzne transkriptaze (Applied Byosistems) u kome se kao matrica koristi jednolančana 

RNK. U prisustvu 2.5 µl prajmera (Random hexamers, Applied Byosistems), 2.5 U 

MuLV reverzne transkriptaze, 10 U Rnaznog inhibitora, 4mM dNTPmix-a, 1 x pufera i 

5 mM MgCl2, 1µg RNK se prevodi u cDNK, inkubacijom 10 min na sobnoj temperaturi 

a zatim u PCR aparatu, 15 min na 42°C, 5 min 99°C i 5 min na 5°C. 

 

3.2.23. RT-PCR 

 

Dobijena cDNK korišćena je kao matrica u semi-kvantitativnoj RT-PCR reakciji 

za umnožavanje željenih sekvenci, uporedo sa kontrolnom GAPDH. U reakcijama je 

korišćen KAPA 2G Fast Hot Start Ready Mix (2 x) (Byosistem). 

Program PCR reakcije bio je: 

1. Početna denaturacija - 95°C, 2 min 
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2. Denaturacija - 95°C, 15sec 

3. Sparivanje prajmera - 60°C, 15 sec (broj ciklusa je 35, osim za GAPDH, 25) 

4. Polimerizacija - 72°C, 30 sec 

5. Završna sinteza - 72°C, 2 min 

 

3.2.24. Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR) 

 

 Kvantitativni RT-PCR je tehnika koja omogućava amplifikaciju i istovremenu 

kvantifikaciju specifičnog DNK molekula. Reakcije qRT-PCR su rađenje Power SYBR 

Green PCR master mix-om u ukupnoj zapremini od 20 µl u aparatu 7500 Real-Time 

PCR Systems (Applied Byosistems). SYBR Green boja se vezuje za dvolančanu DNK i 

nakon ekscitacije emituje fluorescentni signal određene talasne dužine. Preciznije, kako 

se PCR produkti amplifikuju i nagomilavaju, intenzitet fluorescentnog signala se 

proporcionalno povećava. cDNK iz Hela ćelija tretiranih komercijalnim agensima za 

modulaciju SHH signalnog puta, ali i iz ćelija transfektovanim plazmidnim 

konstruktima koji eksprimiraju nativnu i skraćenu formu SOX18 proteina su poslužile 

kao matrica u ovim reakcijama. Svaka reakcija je rađena u triplikatu i uzimana je u 

obzir srednja vrednost za svaki uzorak. Relativni nivo ekspresije analiziranih gena je 

određen pomoću komparativnog algoritma za kvantifikaciju, gde je ∆∆Ct vrednost 

inkorporisana u formulu 2-∆∆Ct čime se dobija stepen razlike u ekspresiji između dva 

uzorka. Relativna ekspresija ispitivanih gena (SOX18 gena, gena koji eksprimiraju 

komponente SHH signalnog puta) je predstavljena kao procenat u odnosu na ekspresiju 

u lažno transfektovanim ćelijama ili u kontrolnom tretmanu, kojima je dodeljena 

vrednost 100%. 
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3.2.25. Kvantifikacija luminiscentnih signala luciferaza primenom “Dual-

Luciferase Reporter Assay” sistemom 

 

“Dual-Luciferase Reporter Assay” sistem omogućava istovremeno merenje 

ekspresije dva nezavisna reporterska gena, aktivnosti luciferaze svica i “Renilla” 

luciferaze uzastopno unutar istog uzorka. Najpre se meri aktivnost luciferaze svica 

dodavanjem reagensa označenog kao LAR II (eng. Luciferase Assay Reagent II). Nakon 

kvantifikacije luminiscencije luciferaze svica meri se aktivnost “Renilla” luciferaze 

dodavanjem reagensa “Stop&Glo” koji dovodi do gašenja signala luciferaze svica i 

aktiviranja “Renilla” luciferaze.  

HeLa ćelije su ko- transfektovane sa pCISOX18wt i pCISOX18DN 

konstruktima zajedno sa 3xSXluc reporterskim konstruktom (ref). Nakon transfekcije 

ćelije su isprane 1 x PBS puferom i lizirane dodavanjem tzv. pasivnog pufera za lizu 

(eng. Passive Lysis Buffer). Zatim su lizirane ćelije inkubirane 30 min na ledu i 

centrifugirane 30 sec u mikrofugi na 13000 obrtaja. 10 µl lizata je prebačeno u novu 

tubu i usledilo je merenje luminiscentnih signala.  
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4. REZULTATI 

 

 

4.1. HeLa ćelije kao model sistem za ispitivanje uloge SHH puta u regulaciji 

ekspresije SOX18 gena 

 

Kao in vitro model sistem za proučavaje uloge SHH signalnog puta u regulaciji 

ekspresije SOX18 gena izabrana je HeLa ćelijska linija. HeLa ćelijska linija vodi 

poreklo od humanog adenokarcinoma grlića materice. Ova permanentna ćelijska linija 

je u Laboratoriji za humanu molekularnu genetiku korišćena za ispitivanje 

transkripcione regulacije SOX18 gena, kada su otkriveni pozitivni i negativni regulatori 

promotorske aktivnosti i endogene ekspresije ovog gena (Petrovic et al., 2009; Petrovic 

et al., 2010a). Noviji literaturni podaci pokazuju da se određene komponenete SHH 

signalnog puta pojačano eksprimiraju u karcinomu grlića materice u poređenju sa 

normalnim tkivom (Xuan et al., 2006). Takođe, predhodno je pokazano da je SHH 

signalni put aktivan i u permanentnim ćelijskim linijama koje vode poreklo od 

karcinoma grlića materice (Samarzija and Beard, 2012) 

Prvi korak u ispitivanju uticaja SHH signalnog puta u regulaciji humanog 

SOX18 gena bio je analiza nivoa ekspresije određenih komponenti SHH signalnog puta 

u HeLa ćelijskoj liniji. Kada se analizira aktivnost Hedgehog signalnog puta, proverava 

se nivo ekspresije različitih komponenti ove signalne kaskade. Često se analiza zasniva 

na proveri ekspresije finalnih efektora ove signalne kaskade, GLI transkripcionih 

faktora. Kako ekspresija GLI transkripcionih faktora nije isključivo zavisna od nivoa 

aktivnosti Hedgehog signalnog puta, poželjno je u analizu uključiti nivo ekspresije 

jednog od dva receprora, PTCH i SMO, a ukoliko se sumnja na autokrinu regulaciju, 

proverava se i nivo ekspresije Hedgehog liganada. Kao što je prikazano na Slici 2. u 

HeLa ćelijama su eksprimirane sledeće analizirane komponente SHH signalnog puta: 

SHH ligand, PTCH, GLI1, GLI2 i GLI3.  
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Slika 2. Ekspresija komponenti SHH signalnog puta u HeLa ćelijskoj liniji. 100bp DNK 

marker. Komponente SHH signalnog puta čija je ekspresija identifikovana su označene 

iznad slike. 

 

Na osnovu ovog rezultata potvrđena je ekspresija komponenti SHH signalnog 

puta u HeLa ćelijama, na osnovu čega se može zaključiti da je SHH signalni put 

autonomno aktivan u ovom model sistemu. Time su se stekli uslovi da se ova ćelijska 

linija dalje koristi za ispitivanje međusobnih funkcionalnih odnosa pomenutog 

signalanog puta i ekspresije SOX18 gena. 

  

4.2. Bioinformatička (in silico) analiza promotorskog regiona SOX18 gena 

 

Cilj istraživanja u ovom radu je utvrđivanje uloge SHH signalnog puta u 

regulaciji ekspresije humanog SOX18 gena. Kako su GLI transkripcioni faktori efektori 

SHH signalnog puta koji se vezuju u okviru promotora ciljnih gena i regulišu njihovu 

transkripciju, prvi korak bila je bioinformatička analiza promotorskog regiona humanog 

SOX18 gena koja je obuhvatala utvrđivanje potencijalnih mesta vezivanja za GLI 

transkripcione faktore. Familija GLI transkripcionih faktora, GLI1, GLI2 i GLI3, vezuje 
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se sa velikim afinitetom za konsenzusnu sekvencu 5’- GACCACCCA -3’. Analiziran je 

promotorski region od -726 do +166 u odnosu na start transkripcije, koji je 

okarakterisan kao optimalni SOX18 promotor. U tu svrhu korišćen je MatInspector 

kompjuterski program, pomoću koga je analizirano prisustvo potencijalnih vezivnih 

mesta za transkripcione faktore, pri čemu je zadat uslov da verovatnoća vezivanja 

transkripcionog faktora za jezgro vezivnog mesta bude 1.0. Rezultati dobijeni 

MatInspector analizom (Slika 3.) pokazali su da se u okviru optimalnog promotora 

SOX18 gena nalazi sedam potencijalnih vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore.  

 

 

Slika 3. Shematski prikaz optimalnog SOX18 promotora (892pCAT6) sa ucrtanim 

potencijalnim vezivnim mestima za GLI transkripcione faktore (označeno krugovima). 

Pozicije potencijalnih vezivnih mesta, kao i pozicije optimalnog SOX18 promotora, u 

odnosu na start transkripcije (tsp) označene su iznad sheme, dok su ispod crvenom 

bojom označene relativne pozicije DNK probe koje su korišćene u EMSA eseju. CAT – 

reporterski gen hloramfenikol-acetil-transferaza u okviru promotorkog konstrukta. 

 

Potom je izvršeno poređenje humane sekvence optimalnog promotora SOX18 

gena sa ortologom sekvencom kod miša. Upotrebom Clustal W kompjuterskog 

programa poređena je genomska sekvenca na poziciji 1417497-1418397 humane 

sekvence (NT_011333.5), koja odgovara optimalnom promotorskom regionu SOX18 

gena, sa odgovarajućom ortologom sekvencom kod miša. Ova analiza je pokazala da 

homologija nukleotidnih sekvenci promotora SOX18 gena čoveka i miša  nije visoka i 

iznosi 35% (Kovacevic-Grujicic et al., 2007). Takođe, analiza nije ukazala na značajnu 

očuvanost u broju, sekvenci i poziciji potencijalnih vezivnih mesta za GLI 

transkripcione faktore kod čoveka i miša (Slika 4). Evolutivna očuvanost vezivnih 

mesta govori o mogućnosti da ona mogu imati značajnu regulatornu ulogu. Sa druge 
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strane, izostanak evolutivne očuvanosti nije dovoljan dokaz o izostanku funkcionalnog 

značaja i iziskuje da se svako pojedinačno potencijalno vezivno mesto ponaosob 

analizira da bi se eksperimentalno potvrdila mogućnost vezivanja transkripcionih 

faktora. Zbog toga su u daljem radu analizirana sva potencijalna vezivna mesta. 
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Slika 4. Nukleotidna sekvenca optimalnog promotorskog regiona humanog SOX18 gena 

i poređenje sa ortologom sekvencom miša. Pozicije GLI vezivnih mesta kod čoveka 

označene su crvenim pravougaonicima i naznačene iznad sekvence. 

 

4.3. Analiza uloge povećane ekspresije GLI 1-3 transkripcionih faktora na 

aktivnost optimalnog promotora SOX18 gena u HeLa ćelijama 

 

Uzimajući u obzir rezultate bioinformatičke analize, a u cilju funkcionalne 

analize uloge GLI transkripcionih faktora u regulaciji transkripcije SOX18 gena, prvi 

korak je bila analiza uticaja pojačane ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 transkripcionih 

faktora na aktivnost promotora SOX18 gena. U tu svrhu korišćeni su ekspresioni vektori 

za GLI1, GLI2 i GLI3 transkripcione faktore: pcDNA4NLSMTGLI1, p4TO6MTGLI2 i 
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pcDNA4/TO/GLI3richtig. Analiziran je efekat povećane ekspresije GLI transkripcionih 

faktora na aktivnost 892pCAT6 SOX18 promotorskog konstrukta koji je ranije definisan 

kao optimalni promotor SOX18 gena (Petrovic and Stevanovic, 2007). Na Slici 3 

prikazan je optimalni promotorski konstrukt sa relativnim položajem potencijalnih GLI 

vezivnih mesta. Efekat povećane ekspresije GLI 1, GLI2 i GLI 3 proteina na aktivnost 

892pCAT6 je praćen CAT imuno-esejem. 

 

Slika 5. Efekat pojačane ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 na aktivnost SOX18 promotora. 

Normalizovane CAT vrednosti su predstavljene kao procenat aktivnosti 892pCAT6 

promotor-reporterskog konstrukta kome je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su 

predstavljene kao srednja vrednost ±SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna 

eksperimenta. 
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Tranzijentno povećanje ekspresije GLI1 transkripcionog faktora u HeLa 

ćelijama dovelo je do povećanja aktivnosti optimalnog SOX18 promotora (892pCAT6) 

od približno 30 puta, kao što je predstavljeno na Slici 5. Takođe, pojačana ekspresija 

GLI2 transkripcionog faktora dovodi do povećanja aktivnosti SOX18 promotorskog 

konstrukta približno 80 puta. Sa druge strane, povećana ekspresija GLI3 transkripcionog 

faktora nije uticala na aktivnost optimalnog konstrukta, tj. odgovor konstrukta je 

izostao.  

Na osnovu prikazanih rezultata može se zaključiti da su GLI1 i GLI2 

transkripcioni faktori snažni aktivatori promotorske aktivnosti SOX18 gena. Suprotno 

njima, GLI3 transkripcioni faktor nije doveo do promene SOX18 promotorske 

aktivnosti.  

 

4.4. In vitro vezivanje GLI transkripcionih faktora za potencijalna vezivna mesta u 

okviru optimalnog promotora SOX18 gena 

 

Kako je prikazano na Slici 3, sedam potencijalnih vezivnih mesta za GLI 

transkripcione faktore nalazi se u okviru optimalnog promotora SOX18 gena. Imajući u 

vidu da nijedno potencijalno GLI vezivno mesto prepoznato u okviru SOX18 promotora 

nije evolutivno očuvano kod čoveka i miša, odlučeno je da se u esejima smanjene 

elektroforetske pokretljivosti (EMSA) analiziraju sva potencijalna vezivna mesta, kao 

što je ranije obrazloženo. S obzirom da su potencijalna GLI vezivna mesta na 

pozicijama -221 do -217 i -213 do -209 međusobno blisko pozicionirana, za potrebe 

eksperimenata in vitro vezivanja generisana je jedna dvolančana SOX18 

oligonukleotidna proba koja je obuhvatala oba potencijalna GLI vezivna mesta (G4). Za 

sva ostala GLI potencijalna vezivna mesta generisane su pojedinačne SOX18 

dvolančane oligonukleotidne probe (G1, G2, G3, G5 i G6) kao što je i prikazano na 

Slici 3. 

 U EMSA eseju, jedarni proteini izolovani iz HeLa ćelija su se specifično vezali 

za svih šest SOX18 oligonukleotidnih proba formirajući protein-DNK komplekse (Slika 
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6, linije 2, 6, 10, 14, 18, 22). Specifičnost formiranih kompleksa proverena je u 

reakcijama kompeticije sa 100 puta molarnim viškom neobeleženih (hladnih) proba. U 

svim reakcijama došlo je do kompeticije u vezivanju obeleženih i neobeleženih proba 

što je dovelo do smanjenja formiranja kompleksa, tzv. ''efekta hlađenja'' svih formiranih 

protein-DNK kompleksa. Na ovaj način je potvrđeno da su nastali kompleksi posledica 

specifičnog vezivanja jedarnih proteina za ponuđene oligonukleotidne probe (Slika 6, 

linije 3, 7, 11, 15, 19, 23). Da bi ispitali da li se u okviru formiranih protein-DNK 

kompleksa nalaze GLI transkripcioni faktori, urađene su reakcije kompeticije vezivanja 

jedarnih proteina sa 100 puta molarnim viškom neobeleženog specifičnog kompetitora. 

Kao specifični kompetitor, upotrebljena je oligonukleotidna proba koja sadrži GLI 

vezivno mesto (GLI konsenzus). Kao što je na Slici 6 predstavljeno, kompeticija sa GLI 

konsensusnom probom nije dovela do gubitka protein-DNK kompleksa koji su 

formirani sa probama G1, G3, G5, G6 (Slika 6, linije 4, 12, 20, 24). U reakcijama sa 

probama G2 i G4, hlađenje GLI konsenzus probom dovelo je do smanjenja intenziteta 

formiranih kompleksa, označenih strelicama na Slikci 6 (linije 8 i 16). Na osnovu ovih 

rezultata, zaključeno je da u formiranju protein-DNK kompleksa sa probama G1, G3, 

G5 i G6 ne učestvuju GLI transkripcioni faktori. Sa druge strane, rezultati su ukazali na 

mogućnost da u protein-DNK kompleksima formiranim sa probama G2 i G4 učestvuju 

GLI transkripcioni faktori. 
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Slika 6. EMSA reakcija sa odgovarajućim SOX18 oligonukleotidnim probama (G1-G6) 

i jedarnim proteinima izolavanih iz HeLa (JP HeLa) ćelija. Protein-DNK kompleksi koji 

se formiraju u reakciji G1-G6 proba i JP HeLa označeni su debljim strelicama, dok su 

specifični protein-DNK kompleksi koji se hlade 100 x molarnim viškom GLI 

konsenzusom označeni tanjim strelicama. Kompeticija vezivanja za svaku DNK probu 

je urađena sa odgovarajućim neobeleženim oligonukleotidnim SOX18 DNK probama u 

100 x molarnom višku, što je predstavljeno linijama 3, 7, 11, 15, 19, 23. Kompeticija sa 

100 x molarnim viškom neobeležene oligonukleotidne probe koja nosi konsenzusno 

vezivno mesto za GLI transkripcione faktore (GLI konsenzus) predstavljeno je linijama 

4, 8, 12, 16, 20, 24. 

S obzirom da je u funkcionalnim esejima pokazano da su GLI1 i GLI2 

transkripcioni faktori aktivatori promotorske aktivnosti SOX18 gena, a GLI3 ne dovodi 

do promene SOX18 promotorske aktivnosti, u dalju analizu uključeni su GLI1 i GLI2 

transkripcioni faktori, dok uticaj GLI3 na in vitro vezivanje nije bio predmet dalje 

analize. Da bi se ispitala ova mogućnost, u EMSA reakcijama su korišćeni ukupni 
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ćelijski proteini izolovani iz HeLa ćelija koje su tranzijentno transfektovane 

ekspresionim vektorima za GLI1 i GLI2. U reakcijama u kojima su korišćeni ukupni 

ćelijski proteini koji su “obogaćeni“ GLI1 proteinom, vezivanje ovih proteina za obe 

probe dovelo je do povećanja intenziteta formiranih protein-DNK kompleksa (Slika 7, 

linije 2 i 5). Sa druge strane, u reakciji ukupnih ćelijskih proteina obogaćenih GLI2 

proteinom sa probom G2, formirani protein-DNK kompleksi su bili intenzivniji u 

poređenju sa ukupnim ćelijskim proteinima iz HeLa ćelija, ali svakako manjeg 

intenziteta od kompleksa koji je nastao u reakciji sa proteinima obogaćenim GLI1 

transkripcionim faktorom (Slika 7., linije 1, 2 i 3). 

  

 

Slika 7. EMSA reakcija sa SOX18 oligonukleotidnim probama G2 i G4 i ćelijskim 

proteinima iz HeLa ćelija (ĆP HeLa) i HeLa transfektovanih GLI1 (ĆP HeLa + GLI1) i 

GLI2 (ĆP HeLa + GLI2) ekspresionim vektorima.  
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U reakciji vezivanja sa oligonukleotidnom G4 proba, kompleksi formirani sa 

proteinima izolovanim iz ćelija u kojima je tranzijentno povećana ekspresija GLI2 su 

bili znatno manjeg intenziteta od onih formiranim sa GLI1 obogaćenim proteinima i 

nisu se razlikovali po intenzitetu od kompleksa formiranih sa ukupnim ćelijskim 

proteinima izolovanih iz HeLa (Slika 7, linije 4, 5 i 6). Dobijeni rezultati su ukazali na 

mogućnost da GLI1 transkripcioni faktor učestvuje u formiranju protein-DNK 

kompleksa sa G2 i G4 probama. 

U cilju dodatne potvrde da u formiranju kompleksa sa oligonukleotidnim 

probama G2 i G4 učestvuje GLI1 transkripcioni faktor, upotrebljena su specifična GLI1 

antitela u “supershift“ reakcijama. U EMSA reakcijama sa obe probe došlo je do 

inhibicije formiranja protein-DNK kompleksa, čime je potvrđeno da u njihovom 

formiranju učestvuje GLI1 transkripcioni faktor (Slika 8, linije 4 i 8). Premda upotreba 

specifičnih antitela najčešće dovodi do formiranja novog kompleksa, smanjene 

elektroforetske pokretljivosti, tzv. “supershift“ kompleksa, u literaturi postoje slučajevi 

kada upotreba specifičnih antitela dovodi do inhibicije formiranja kompleksa (Petrovic 

et al., 2009; Petrovic et al., 2010a). U ovakvim slučajevima antitelo specifično 

prepoznaje i vezuje DNK-vezujući domen transkripcionog faktora usled čega je 

sprečeno njegovo vezivanje za DNK, pa tako izostaje formiranje protein-DNK 

kompleksa.  
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Slika 8. EMSA reakcija sa SOX18 oligonukleotidnim probama G2 i G4 izolavanih iz 

HeLa ćelija (JP HeLa), hlađenje sa specifičnim kompetitorom (GLI konsenzus) i 

“supershift“ sa anti GLI1 antitelima (GLI1At) označen strelicama-ss (linije 4 i 8). 

 

 

Ovim rezultatima je potvrđeno da GLI1 transkripcioni faktor učestvuje u 

formiranju protein-DNK kompleksa sa G2 i G4 dvolančanim oligonukleotidnim 

probama u in vitro uslovima.  
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4.5. Analiza efekta pojačane ekspresije GLI transkripcionih faktora na endogenu 

ekspresiju SOX18 gena 

 

U predhodnih rezultatima je pokazano da GLI1 i GLI2 regulatorni protein utiču 

na aktivnost optimalnog promotora SOX18 gena. Sledeći korak u analizi efekta SHH 

signalnog puta u regulaciji humanog SOX18 gena predstavljao je analizu uticaja 

pojačane ekspresije GLI transkripcionih faktora na endogenu ekspresiju SOX18 gena.  

Kako bi se ispitao efekat povećane ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 

transkripcionih faktora na nivo endogene ekspresije SOX18 gena, HeLa ćelije su 

tranzijentno transfektovane ekspresionim vektorima za GLI transkripcione faktore. 

Nakon transfekcije bilo je neophodno utvrditi da li su GLi transkripcioni faktori uspešno 

eksprimirani u HeLa ćelijama. Analiza ekspresija GLI transkripcionih faktora, praćena 

na RNK nivou, RT-PCR metodom, pokazala je da u ćelijama transfektovanim 

ekspresionim konstruktima za GLI regulatorne protein povećan nivo ekspresije gena za 

GLI1, GLI2 i GLI3 u odnosu na ćelije transfektovane praznim vektorom (Slika 9a). 

Nakon što je potvrđena uspešnost tranzijentne transfekcije u Hela ćelijama, analizirana 

je ekspresija PTCH, poznatog, direktnog ciljnog gena SHH signalnog puta. Analizom 

rezultata uočeno je da ekspresija PTCH najveća u ćelijama u kojima je povećana 

ekspresija gena GLI1, nešto manji u ćelijama koje su transfektovane GLI2 ekspresionim 

konstruktom, dok je najniži nivo ekspreije uočen je u ćelijama sa povećanom 

ekspresijom gena GLI3, kao što je prikazano na Slici 9b.  

Uticaj na endogenu ekspresiju SOX18 gena praćen je na RNK i proteinskom 

nivou. Kao što je prikazano na Slici 9b, povećana ekspresija GLI1 i GLI2 

transkripcionih faktora dovodi do povećanja transkripcije SOX18 gena, dok povećana 

ekspresija GLI3 ne menja nivo transkripcije SOX18 u HeLa ćelijama. Potom, “Western 

blot” metodom pokazano je da u uslovima povećane ekspresije GLI1 i GLI2 dolazi do 

porasta nivoa SOX18 proteina (Slika 9c). Povećana ekspresija GLI3 regulatornog 

proteina u HeLa model sistemu nije uticala na nivo SOX18 proteina.  

Konačno, imunocitohemijskom metodom je analiziran efekat povećane 

ekspresije GLI transkripcionih faktora na nivo SOX18 proteina u pojedinačnim ćelijama 

(Slika 9d). Za ovaj eksperiment, Hela ćelije su ko-transfektovane GFP ekspresionim 
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vektorom, kako bi se utvrdila efikasnost transfekcije, i odgovarajućim ekspresionim 

vektorima. Rezultati ovog eksperimenta su pokazali da na nivou pojedinačnih ćelija 

GLI1 i GLI2 dovode do povećenja nivoa SOX18 proteina, dok GLI3 ne menja nivo 

ovog SOX proteina u jedrima HeLa ćelija (Slika 9c).  

Na osnovu dobijenih rezultata zaključeno je da povećanje ekpresije GLI1 i GLI2 

transkripcionih faktora u HeLa ćelijama dovodi do povećanja endogene ekspresije 

humanog SOX18 gena kako na nivou RNK tako i na proteinskom nivou. 

 

 

 

Slika 9. Uticaj povećane ekspresije GLI transkripcionih faktora na ekspresiju SOX18 

gena u HeLa ćelijama: a) Dokaz ektopične ekspresije GLI transkripcionih faktora u 

HeLa ćelijama. RT-PCR analiza nakon tranzijentne transfekcije GLI ekspresionim 
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vektorima. GAPDH je korišćen kao kontrola unosa cDNK. Specifični produkti su 

naznačeni sa desne strane. b) Efekat povećane ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 na nivo 

transkripcije SOX18 gena. RT-PCR analiza SOX18 ekspresije nakon tranzijentne 

transfekcije HeLa ćelija praznim pcDNA3.1 vektorom i ekspresionim vektorima za GLI 

ekspresionim vektorima. Takođe RT-PCR metodom je analiziran efekat GLI 

transkripcionih faktora na ekspresiju PTCH gena. GAPDH je korišćen kao kontrola 

količine cDNK unete u reakciju. Specifični produkti (SOX18 i GAPDH) su označeni sa 

desne strane. c) Efekat povećane ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 na nivo SOX18 

proteina. Western blot analiza ukupnih ćelijskih proteina izolavanih iz HeLa ćelija 

nakon transfekcija sa praznim pcDNA3.1 vektorom i ekspresionim vektorima za GLI 

transkripcione faktore. α-tubulin je korišćen kao kontrola količine analiziranih proteina. 

Sa desne strane označene su pozicije SOX18 proteina i tubulina. d) Imunocitohemijska 

analiza efekata povećane ekspresije GLI transkripcionih faktora na nivo SOX18 

proteina. HeLa ćelije su ko-transfektovane GFP i pcDNA 3.1 ekspresionim vektorima 

(A-C), GFP i GLI1 ekspresionim vektorima (D-F), GFP i GLI2 ekspresionim vektorima 

(G-I) ili GFP i GLI3 ekspresionim vektorima (J-L). Jedra HeLa ćelija su obojena DAPI 

bojom (A, D, G I J). U svakoj slici (A-L) su određeni delovi uvećani i uokvireni. 

 

4.6. Modulacija SHH signalnog puta ciklopaminom u HeLa ćelijama 

 

Poslednjih godina pokazano je da promene u regulaciji SHH signalnog puta 

dovode do razvoja različitih vrsta  tumora kod čoveka. Uzimajući u obzir ulogu SHH 

signalnog puta u razviću i progresiji tumora, manipulacija ovim signalnim putem 

potencijalno predstavljada efikasnu strategiju u terapiji različitih tipova tumora. 

Prvi okarakterisan inhibitor HH signalnog puta je ciklopamin, alkaloid izolovan 

iz biljke Veratrum californicum (planinski ljiljan) (McFerren, 2006). Ciklopamin 

inhibira aktivnost HH signalnog puta na taj način što se direktno veže za SMO receptor, 

onemogućava njegovu aktivaciju i dalji prenos signala (Beachy et al., 1997). Literaturni 

podaci ukazuju da ciklopamin ima antitumorsko dejstvo kod tumora pankreasa, 
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meduloblastoma, tumora dojke, prostate i gastrointestinalnog trakta (Onishi and Katano, 

2011). 

Kako je pokazano na Slici 1, u HeLa ćelijama su autonomno prisutne 

komponente SHH signalnog puta. U odsustvu SHH liganda, PTCH inhibira aktivnost 

SMO receptora. Međutim, vezivanjem SHH liganda za PTCH receptor ukida se ova 

inhibicija i pokreće signalna kaskada do krajnjih efektora GLI transkripcionih faktora. 

Ciklopamin se vezuje za heptahelični SMO receptor i dovodi do konformacione 

promene ovog G-proteina (Chen et al., 2010), usled ćega je inhibiran dalji prenos 

signala do efektora, GLI transkripcionih faktora, odnosno finalno, do ciljnih gena. 

U literaturi ima dosta podataka o upotrebi ciklopamina u svrhu inhibicije 

Hedgehog signalnog puta. Kako bi se inhibirao SHH signalni put različite permanentne 

ćelijske linije su tretirane različitim koncentracijama ciklopamina u rasponu od 5 µM do 

100 µM. Tako je pokazano da tretmani U87-MG ćelijske linije poreklom od 

glioblastoma 10 µM ciklopaminom u trajanju od dva dana dovode do značajnog 

smanjenja broja ćelija (Bar et al., 2007). Zatim, za tretmane MCF-7 i MDA-MB-231, 

humanih ćelijskih linija poreklom od karcinoma dojke, korišćen je tretman 10 i 20 µM 

ciklopaminom u trajanju od jednog i do deset dana pri čemu su obe koncentracije 

dovode do smanjenja proliferacija (Che et al., 2013). Za AGS ćelije, koje vode poreklo 

od karcinoma želuca, je pokazano da 5 µM i 10 µM koncentracije ciklopamina ne utiču 

na proliferaciju, već su neophodne daleko veće koncetracije od 50 µM i 100 µM koje su 

i dovele do promene u broju ćelija (Bai et al., 2014). U studiji Bearda i Samarzija je 

pokazano da inhibicija SHH signalnog puta 5 i 10 µM ciklopaminom smanjuje 

proliferaciju ćelija karcinoma grlića materice na dozno- zavisan način (Samarzija and 

Beard, 2012). Za potrebe inhibicije SHH signalnog puta u HeLa ćelijama odlučeno je da 

se koristi ciklopamin u finalnoj koncentraciji od 10 µM. Takođe, ćelije su tretirane 

tomatidinom, strukturnim analogom ciklopamina koji ne dovodi do inhibicije SMO 

receptora i predstavlja negativnu kontrolu (Thayer et al., 2003).  

Kako bi utvrdili nivo modulacije, tj. efikasnost tretmana HeLa ćelija 

ciklopaminom, analiziran je nivo ekspresije PTCH, direktnog ciljnog gena SHH 

signalne kaskade, kao i negativnog regulatora i GLI1, takođe direktnog ciljnog gena 

SHH signalnog puta koji predstavlja marker aktivacije ovog signalnog puta. Ekspresija 
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ovih gena je pozitivno regulisana kada je put aktivan (Lee et al., 1997; Dai et al., 1999; 

Rahnama et al., 2006). Kao što je na Slici 10 pokazano, inhibicije SHH signalnog puta 

10 µM ciklopaminom u trajanju od jednog dana dovela je do smanjenja ekspresije oba 

ciljna gena SHH signalnog puta. Ovim rezultatom je potvrđeno da je SHH signalni put 

uspešno inhibiran 10 µM ciklopaminom. 

 

     

Slika 10. Modulacija SHH signalnog puta SMO antagonistom. HeLa ćelije su tretirane 

10 µM cilopaminom (cyclo). Kontrola reakcije bio tretman HeLa ćelija tomatidinom 

(tom). Ekspresija PTCH i GLI1 je praćena RT-PCR-om. GAPDH je korišćen kao 

kontrola količine cDNK unete u reakciju. 
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4.6.1. Uticaj ciklopamina na proliferaciju i vijabilnost Hela ćelija 

Iz literature je poznato da pojačana ekspresija GLI1 transkripcionog faktora, kao 

posledica poremećaja u regulaciji SHH signalnog puta, dovodi do povećanja 

proliferacije, invazivnosti i diferencijacije ćelija tumora i povezana je sa lošom 

prognozom (Kinzler et al., 1987; Roberts et al., 1989). Novija istraživanja ukazuju da 

SHH signalni put indukuje proliferaciju i migraciju ćelija karcinoma grlića materice i na 

taj način promoviše njihovo preživljavanje (Samarzija and Beard, 2012).  

Kako bi analizirali uticaj inhibicije SHH signalnog puta na proliferaciju, HeLa 

ćelije su tretirane 10 µM ciklopaminom i tomatidinom i testiran je njegov uticaj na 

proliferaciju HeLa ćelija posle jednog, tri i pet dana. Ćelije su tripsinizovane nakon 

svakog ovog vremenskog intervala od početka tretmana i izbrojane. Tretman 

ciklopaminom u trajanju od tri dana doveo je do značajnog smanjenje broja HeLa ćelija, 

za oko 50%,  u poređenju sa tretmanom kontrolnim agensom dok je tretman od pet dana 

ciklopaminom doveo do smanjenja proliferacije za oko 75%.(Slika 11). 

 

Slika 11. Uticaj modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom na proliferaciju HeLa 

ćelija. Ćelije su tretirane 10 µl ciklopaminom i tomatidinom kao kontrolom i brojane 

posle tretmana u trajanju od 1, 3 i 5 dana. Rezultati uticaja ciklopamina na proliferaciju 

su predstavljeni kao srednja vrednost broja ćelija ± SEM od najmanje tri nezavisna 

eksperimenta. 
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Upotrebom MTT testa praćen je efekat modulacije signalnog puta na vijabilnost 

HeLa ćelija nakon jednog, tri i četiri dana tretmana. Primenom ovog testa, kao što je 

prikazano na Slici 12, prvi efekat inhibicije SHH signalnog puta na vijabilnost ćelija 

uočen je posle tri dana tretmana, što je u korelaciji sa efektom ciklopamina na 

proliferaciju. Naime, nakon tri dana tretmana ciklopaminom, vijabilnost ćelija je 

smanjena oko 30%. Ovaj trend smanjenja vijabilnosti HeLa ćelija nastavljen je nakon 

četiri dana pri čemu je zapaženo smanjenja vijabilnost iznosilo skoro 60% (Slika 12). 

 

 

Slika 12. Uticaj modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom na vijabilnost HeLa 

ćelija. Vijabilnost Hela ćelija praćena je MTT testom nakon 1, 3 i 4 dana tretmana ćelija 

10µM ciklopaminom i tomatidinom kao kontrolom. Vrednosti su predstavljene kao 

srednja vrednost ± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta. 

 

Prikazani rezultati pokazuju da inhibicija SHH signalnog puta ciklopaminom 

dovodi do smanjenja proliferacije i vijabilnosti HeLa ćelija.  
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4.6.2. Uticaj ciklopamina na migraciju HeLa ćelija 

 

Sposobnost ćelija tumora da migriraju je usko povezana sa njihovom 

sposobnošću da metastaziraju. Da bi se analizirao efekat tretmana ciklopminom na 

proces migracije HeLa ćelija, kao model sistema karcinoma grlića materice, primenjen 

je migratorni esej. Ovaj esej se izvodi tako što se konfluentnoj kulturi ćelija napravi 

povreda (“scratch”), nakon čega se posmatra kojom brzinom se tako formirani prostor 

popunjava. Popunjavanje praznog prostora praćeno je tokom 24h, kao što je prikazano 

na Slici 13. Zapaženo je da HeLa ćelije tretirane ciklopaminom sporije popunjavaju i 

zatvaraju prazan prostor u poređenju sa HeLa ćelijama tretiranim tomatidinom.  

 

 

Slika 13. Uticaj modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom na migraciju HeLa 

ćelija. Migraciona sposobnost ćelija analizirana je “wound scratch”testom. Urađena su 

tri nezavisna eksperimenta od kojih je jedan prikazan. 

 

Na ovaj način je pokazano da inhibicija SHH signalnog puta ciklopaminom 

smanjuje sposobnost migracije HeLa ćelija u kulturi na osnovu čega se može zaključiti 

da SHH signalni put učestvuje u regulaciji procesa migracije HeLa ćelija.  
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4.6.3. Uticaj ciklopamina na endogenu SOX18 ekspresiju 

Predhodno je pokazano da transkripcioni faktori GLI1 i GLI2 u funkcionalnim 

esejima povećavaju aktivnost SOX18 promotora. Takođe, pokazano je da pojačana 

ekspresija GLI1 i GLI2 transkripcionih faktora povećava endogenu ekspresiju humanog 

SOX18 gena.  

 U skladu sa ovim rezultatima, osnovna pretpostavka je bila da će i modulacija 

SHH signalnog puta uticati na ekspresiju SOX18 gena. Kako bismo ovo analizirali, 

HeLa ćelije su tretirane 10 µM ciklopaminom i tomatidinom, jedan i tri dana. Nakon 

toga, iz ćelija su izolavani totalna RNK i ukupni ćelijski protein i ispitivana je promena 

u nivou ekspresije SOX18 gena na nivou transkripcije, qRT-PCR kao i na proteinskom 

nivou “Wester blot” metodom. 

 

Slika 14. Efekat modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom na nivo ekspresije 

SOX18 gena. HeLa ćelije su tretirane inhibitorom SHH puta ciklopaminom i kontrolnim 

agensom tomatidinom. Relativni nivo SOX18 iRNK izražen je u odnosu na nivo iRNK 

u ćelijama koje su tretirane tomatidimon koji je prikazan kao 100%. Vrednosti su 

predstavljene kao srednja vrednost ± S.E.M. najmanje tri nezavisna eksperimenta. 

Kvantitativnom qRT-PCR metodom je pokazano da nakon jednog dana tretmana 

ciklopaminom dolazi do smanjenja transkripcije SOX18 gena u HeLa ćelijama za oko 
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40% (Slika 14) u odnosu na tretman tomatidinom. Nakon trećeg dana tretmana 

ciklopaminon primećeno je dalje smanjenje ekspresije SOX18 gena (smanjenje za 60%) 

Potom je ispitivan uticaj tretmana ciklopaminom na nivo SOX18 proteina u 

HeLa ćelijama. Primenom Western blot metode pokazano je da nakon tretmana 

ciklopaminom u trajanju od tri dana dolazi do smanjenja nivoa SOX18 proteina 

približno za 20% u HeLa ćelijama u poređenju sa kontrolnim tretmanom tomatidinom 

(Slika 15.). 

 

Slika 15. Efekat modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom na nivo SOX18 

proteina. HeLa ćelije su tretirane i ciklopaminom (cyclo) i tomatidinom (tom) u trajanju 

od tri dana. Ekspresija proteina analizirana je Western blot metodom na ukupnim 

ćelijskim proteinima upotrebom antitela na SOX18 i α-tubulin. Urađena su tri nezavisna 

eksperimenta od kojih je jedan predstavljen. Imunoreaktivni signali su digitalizovani i 

kvantifikovani pomoću Image J kompjuterskog programa i normalizovani u odnosu na 

α-tubulin. Količina SOX18 proteina u ćelijama tretiranim ciklopaminom je izračunata 

kao procenat u odnosu na količinu SOX18 proteina u ćelijama tretiranim tomatidinom 

kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± 

S.E.M. najmanje tri nezavisna eksperimenta. 
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Predstavljeni rezultati pokazuju da tretman HeLa ćelija ciklopaminom dovodi do 

smanjenja endogene ekspresije humanog SOX18 gena, kako na nivou RNK tako i na 

nivou proteina. S obzirom da smo pokazali da ciklopamin dovodi do smanjenja 

expresije GLI1 transkripcionog faktora, možemo pretpostaviti da je inhibitorni efekat 

ciklopamina na ekspresiju SOX18 gena, jednim delom posledica smanjenja GLI1 

ekspresije. Pošto je ciklopamin specifični inhibitor Hedgehog signalnog puta, a HeLa 

ćelije imaju konstitutivnu ekspresiju SHH liganda, možemo zaključiti da je 

predstavljeni rezultat dodatna potvrda da SHH signalni put učestvuje u regulaciji 

ekspresije humanog SOX18 gena. 
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4.7. Modulacija SHH signalnog puta purmofaminom u HeLa ćelijama 

Purmorfamin je sintetički agonist SHH signalnog puta (Beloti et al., 2005). 

Ekspresione analize su pokazale da purmorfamin aktivira PTCH1 i GLI1 ali ne i HH 

ligande, SHH, DHH i IHH, čime je potvrđeno da je ovaj molekul agonist SHH 

signalnog puta i da deluje vezujući se za SMO receptor (Beloti et al., 2005). Takođe, 

pokazano je da purmorfamin smanjuje efekat ciklopamina i kompetira sa njim za SMO 

receptor (Beloti et al., 2005; Sinha and Chen, 2006).  

Kako bi uspešno modulisali SHH signalni put SMO agonistom, 

purmorfaminom, bilo je neophodno odrediti efektivnu koncentraciju ovog agensa. Iz 

literature je poznato da tretman HeLa ćelija 10 µM purmorfaminom tokom 24 časa 

dovodi do aktivacije SHH signalnog puta. U našim eksperimentima je za potrebe 

analize uloge modulacije SHH signalnog puta ovaj signalni put modulisan rastućim 

koncentracijama purmorfamina 2,5 µM , 5 µM , 10 µM i 20 µM purmorfaminom u 

period od 1, 3 i 4 dana. Primećeno je da niže koncentracije od 10 µM purmorfamina 

(2,5 i 5 µM purmorfamin) ne dovode do promene stope proliferacije HeLa ćelija. Sa 

druge strane, 20 µM purmorfamin je pokazao značajnu citotoksičnost sa značajnim 

smanjenjem proliferacije HeLa ćelija (rezultati titracija purmorfamina nisu prikazani u 

ovom radu). Na osnovu ovih rezultata je odlučeno da se za modulaciju SHH signalnog 

puta agonistom SMO receptora u HeLa ćelijama koristi purmorfamin u finalnoj 

koncentraciji od 10 µM.  
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Slika 16. Modulacija SHH signalnog puta SMO agonistom. HeLa ćelije su tretirane 10 

µM purmorfaminom (purmo). Kontrolne ćelije su tretirane DMSO-om. Ekspresija 

PTCH i GLI1 je praćena je RT-PCR metodom. GAPDH je korišćen kao kontrola 

količine cDNK unete u reakciju. 

Da bi dokazali da je purmorfamin efikasno modulisao, tj. aktivirao SHH signalni 

put ispitana je promena nivoa ekspresije SHH ciljnih gena, PTCH i GLI1. Kontrolne 

ćelije su tretirane DMSO-om. Kao što je prikazano na Slici 16. profili ekspresije PTCH 

i GLI1 pokazuju porast ekspresije oba gena u poređenju sa kontrolnim tretmanom nakon 

jednog dana tretmana purmorfaminom. 

 

4.7.1. Uticaj purmorfamina na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelijama 

 

U predhodnim rezultatima je prikazano kako inhibicija SHH signalnog puta 

utiče na procese proliferacije, vijabilnosti i migracije HeLa ćelija. Takođe, pokazano je 

kako ovaj vid modulacije utiče na endogenu ekspresiju SOX18 gena. 

Kako bi ispitali da li i na koji način aktivacija SHH signalnog puta 

purmorfaminom utiče na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelije su tretirane pet dana 10 

µM purmorfaminom. Ćelije su tretirane jedan i tri dana 10 µM purmorfaminom i 

DMSO-om, tripsinizovane i izbrojane. Tretman od jednog dana purmorfaminom nije 

doveo do promene u broju HeLa ćelija u odnosu na kontrolni tretman DMSO-om, ali se 
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zato nakon tri dana tretmana purmorfaminom oučava razlika od oko 30% u odnosu na 

kontrolni tretman (Slika 17). 

 

 

Slika 17. Uticaj modulacije SHH signalnog puta purmorfaminom na proliferaciju HeLa 

ćelija. Ćelije su tretirane 10 µM purmorfaminom i DMSO-om kao kontrolom i brojane 

posle 1 i 3 dana tretmana. Rezultati uticaja purmorfamina su predstavljeni kao srednja 

vrednost broja ćelija ± SEM od najmanje tri nezavisna eksprerimenta. 

 

Upotrebom MTT eseja praćen je efekat purmorfamina na vijabilnost HeLa 

ćelija. Za potrebe ovog eseja ćelije su tretirane 10 µM purmorfaminom jedan i tri dana. 

Tretman 10 µM purmorfaminom u trajanju od jednog dana doveo je do povećanja 

vijabilnosti za 30% u odnosu na kontrolni tretman rastvaračem (DMSO). Modulacija 

SHH signalnog puta purmorfamina tokom tri dana dovela je do daljeg povećanja 

vijabilnost ćelija za 50% (Slika 18). 
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Slika 18. Uticaj modulacije SHH signalnog puta purmorfaminom  na vijabilnost HeLa 

ćelija. Vijabilnost Hela ćelija praćena je MTT testom nakon jednog i tri dana tretmana 

ćelija 10 µM purmorfaminom. Relativna vijabilnost ćelija je predstavljena kao procenat 

vijabilnosti u odnosu na vijabilnost ćelija tretirane DMSO-om koja je određena za 

100%. Rezultati uticaja purmorfamina na vijabilnost ćelija su predstavljeni kao srednja 

vrednost relativne vijabilnosti  ± SEM od najmanje tri nezavisna eksperimenta. 

Prikazani rezultati pokazuju da uspešno modulisan SHH signalni put SMO 

agonistom purmorfaminom dovodi do porasta broja HeLa ćelija i do povećanja 

vijabilnosti.  

4.7.2. Uticaj purmorfamina na migraciju HeLa ćelija 

 Pored stope rasta i vijabilnosti, analizirana je i sposobnost migracije HeLa ćelija 

nakon tretmana 10 µM purmorfaminom u trajanju od 24h. Kontrolne ćelije su tretirane 

DMSO-om takođe u trajanju od 24h. Konfluentnoj kulturi ćelija je nastavkom 

napravljena povreda (scratch), nakon čega je posmatrano kojom brzinom i na koji način 

se ovaj prostor popunjava ćelijama tokom 24h (Slika 19). Posle pet sati od uklanjanja 

ćelija vidljivi su prvi znaci popunjavanja prostora. Uočeno je da HeLa ćelije tretirane 

purmorfaminom migriraju brže u prazan prostor u odnosu na tretman ćelija DMSO-om, 
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što je predstavljeno na Slici 19. Ova razlika u migraciji je još veća nakon 24h. 

Primenom ovog testa zapažena je još jedna razlika između migracije HeLa ćelija 

tretitiranih agonistom u odnosu na kontrolu. Za razliku od HeLa ćelija tretiranih 

DMSO-m koje ulaze u prazan prostor, tj popunjavaju prazan prostor u vidu fronta, 

nakon tretmana purmorfaminom pojedinačne ćelije se odvajanju i popunjavaju prazan 

prostor (Slika 19). 

 

 

Slika 19. Uticaj modulacije SHH signalnog puta purmorfaminom na migraciju HeLa 

ćelija. Migraciona sposobnost ćelija analizirana je “wound scratch”testom. Urađena su 

tri nezavisna eksperimenta od kojih je jedan prikazan. 

 

Na osnovu dobijenih rezultata može se doneti zaključak da tretman 

purmorfaminom povećava sposobnost HeLa ćelija da migriraju i to na način da 

pojedinačne ćelije popunjavaju prazan prostor. 

4.7.3. Uticaj purmorfamina na endogenu SOX18 ekspresiju 

 

Predhodni eksperimenti pokazuju da efektori SHH signalnog puta, GLI1 i GLI2 

transkripcioni faktori, utiču na ekspresiju humanog SOX18 gena. Takođe, pokazano je 

da uspešna inhibicija SHH signalnog puta ciklopaminom smanjuje endogenu ekspresiju 

SOX18 gena. Pored uticaja purmorfamina na proliferaciju, vijabilnost i migraciju HeLa 
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ćelije analiziran je efekta modulacije SHH signalnog puta purmorfaminom na ekspresiju 

SOX18 gena nakon tri dana tretmana. HeLa ćelije su tretirane 10 µM purmorfaminom i 

DMSO-m u trajanju od tri dana. Nakon toga, iz ćelija je izolavana RNK i ispitivana je 

promena u nivou ekspresije SOX18 gena qRT-PCR metodom. 

 

 

Slika 20. Efekat aktivacije SHH signalnog puta SMO agonistom. HeLa ćelije su 

tretirane 10 µM purmorfaminom i DMSO-m, kao kontrola u trajanju od tri dana. 

Relativna SOX18 ekspresija je predstavljena kao procenat ekspresije u ćelijama 

tretiranim DMSO-m i ta vrednost je zadata kao 1. Vrednosti su predstavljene kao 

srednja vrednost ± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta. 

Kvantitativnom qRT-PCR metodom je pokazano da nakon tri dana tretmana 

purmorfaminom dolazi do povećanja transkripcije SOX18 gena u HeLa ćelijama za oko 

30% (Slika 20) u odnosu na kontrolni tretman. 

Predstavljeni rezultati još jednom potvrđuju da SHH signalni put učestvuje u 

regulaciji ekspresije humanog SOX18 gena. Ovim rezultatima je pokazano da tretman 

purmorfaminom povećava endogenu ekspresiju SOX18 gena, stimulacijom SHH 

signalnog puta.  
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Zajedno, rezultati modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom i 

purmorfaminom  potvrđuju funkcionalnu vezu između aktivnosti pomenute signalne 

kaskade i nivoa ekspresije SOX18 gena. 

 

4.8. Konstruisanje i funkcionalna analiza wild-type i dominantno-negativnog 

SOX18 ekspresionih konstrukata 

 

Predhodnim rezultatima je pokazano da GLI1 i GLI2 transkripcioni faktori, kao 

efektori SHH signalnog puta, učestvuju u regulaciji ekspresije humanog SOX18 gena, 

kao i da modulacija ovog signalnog puta uzrokuje promene u ekspresiji SOX18 gena. 

Takođe, pokazano je da modulacija SHH signalnog puta, inhibitorom i aktivatorom, 

utiče na proliferacija, vijabilnost i migraciju  HeLa ćelija.  

Da bi razumeli značaj transkripcione regulacije SOX18 gena pod uticajem SHH 

signalne kaskade, naš sledeći cilj je bio da ispitamo da li je SOX18 transkripcioni faktor 

uključen u prenos SHH signala tako što učestvuje u regulaciji proliferacije, vijabilnosti i 

migracije HeLa ćelija, za koje je pokazano da su pod uticajem pomenutog signalnog 

puta. S obzirom da smo pokazali da modulacija SHH signalnog puta utiče na ekspresiju 

SOX18 gena i procese proliferacije, vijabilnosti i migracije, sledeći korak je bila analiza 

uticaja SOX18 transkripcionog faktora u regulaciji procesa proliferacije, vijabilnosti i 

migracije Hela ćelija. Osim toga, kako je predmet ovog rada ispitivanje međusobnih 

odnosa SHH signalnog puta i ekspresije SOX18 gena u HeLa ćelijama, sledeći cilj u 

ispitivanju predstavljala je analiza uticaja SOX18 proteina u regulaciji ekspresije 

komponenti SHH signalnog puta u Hela ćelijama. 

Proučavanje funkcije SOX proteina, pa tako i SOX18, utišavanjem pojedinačnih 

članova u okviru iste genske familije, otežano je činjenicom da ovi protein ispoljavaju 

funkcionalnu redundantnost. In vivo experimenti su pokazali da su miševi, kod kojih ne 

postoje Sox18 transkript, vijabilni, fertilni i ne pokazuju nikakve kardiovaskularne 

defekte. Za razliku od njih RaOp miševi, koji eksprimiraju dominantno-negativnu formu 

SOX18 proteina, koja se vezuje za DNK ali ne može da ostvari svoju funkciju u 
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regulaciji ciljnih gena, razvijaju edeme i rano umiru. Zbog toga se smatra da je upotreba 

dominantno-negativnog mutant, koji zauzima vezivno mesto u promotoru ciljnog gena i 

onemogućava vezivanje wild type proteina i funkcionalno redundantnih proteina, bolja 

strategija za ispitivanje funkcije SOX proteina.  

U cilju ispitivanja uloge SOX18 gena konstruisana su dva tipa SOX18 

ekspresionih konstrukata, jedan koji eksprimira wild type SOX18 protein i drugi koji 

eksprimira skraćenu, dominantno-negativnu, formu SOX18 proteina.  



88 

 

4.8.1. Konstruisanje pCISOX18wt i pCISOX18DN ekspresionih konstrukata 

 

Humani SOX18 gen kodira protein dužine 384 amino kiselina koji poseduje N-

terminalni domen, DNK vezujući domen (HMG BOX domen), centralni 

transaktivacioni domen (central TAD) i C-terminalni domen u okviru koga je 

identifikovan transaktivacioni motiv od 9 aminokiselina (9aa TAD) (Slika 21).  

 

Slika 21. Shematski prikaz strukture SOX18 proteina. Brojevi ispod ilustracije 

predstavljaju pozicuju aminokiselina u proteinskim domenima. Shema humanog SOX18 

proteina (hSOX18wt) i dominantno negativnog SOX18 (SOX18DN), opisanog u ovom 

radu. 

 

Wild type SOX18 konstrukt (pCISOX18wt) je generisan ligacijom fragmenta iz 

SOX18 cDNK klona, koji je sadržavao kompletan kodirajući region humanog SOX18 

gena (Stanojcic and Stevanovic, 2000), u pCI ekspresioni vektor. 

Kako bi generisali dominantno-negativni SOX18 konstrukt (pCISOX18DN), 

izvršena je restikciona digestija humanog SOX18 cDNK klona. Na taj način dobijeni 

SOX18 konstrukt eksprimira protein koji sadrži samo N terminalni domen, kompletan 

HMG BOX domen i mali deo centralnog transaktivacionog domena, dok mu kompletan 

C-terminalni domena i veći deo centralnog transaktivacionog domena nedostaju. Ovako 

konstruisan vektor eksprimira skraćeni SOX18 protein od svega 204 amino kiseline, 

koji bi trebalo da se vezuje za svoje ciljne sekvence u okviru promotora ciljnih gena, ali 

usled nedostatka transaktivacionog domena ne bi trebalo da ostvaruje svoju funkciju u 

SOX18DN

hSOX18wt

HMG BOX domen

central TAD

C-terminalni domen

9aa TAD

HUMANI SOX18

83                       161   168                      260                                         384  

83                      161   168         204
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regulaciji njihove transkripcije. Istovremeno, ovakav protein trebalo bi da spreči da 

drugi proteine iz iste, SOXF grupe ostvare svoju ulogu preko istih vezivnih mesta.  

 

4.8.2. Ekspresija wild-type i dominantno-negativnog SOX18 proteina u HeLa 

ćelijama 

 

Nakon generisanja SOX18 ekspresionih konstrukata, bilo je neophodno proveriti 

da li se u HeLa ćelijama uspešno eksprimiraju wild type i skraćeni SOX18 protein. U tu 

svrhu urađena je Western blot analiza na ukupnim ćelijskim proteinima, izolovanih iz 

HeLa ćelije koje su tranzijentno transfektovane pCISOX18wt i pCISOX18DN 

konstruktima, kao što je prikazano na Slici 22. Upotrebom SOX18 antitela, koje je 

napravljeno tako da prepoznaje epitop koji odgovara regionu SOX18 proteina od 161-

300 amino kiseline, omogućena je detekcija SOX18wt proteina, molekulske mase 

45kDa, kao i skraćene forme, koja je oko 23kDa.Kao što je i očekivano, transfekcije 

HeLa ćelija pCISOX18wt konstruktom dovela je do značajnog povećanja SOX18 

proteina. Takođe, u uzorcima Hela ćelija transfektovanim pCISOX18DN konstruktom 

detektovan je pored endogenog SOX18 proteina i skraćena forma ovog protein, 

očekivane molekulske mase od oko 23kDa (Slika 22).  
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Slika 22. Pojačana ekspresija SOX18wt i SOX18DN u HeLa ćelijama. HeLa ćelije su 

tranzijentno transfektovane pCISOX18wt i pCISOX18DN ekspresionim vektorima i 

izolovani ukupni ćelijski proteini. Urađena je Western blot analiza sa anti SOX18 

antitelima i α-tubulinom kao kontrolom količine analiziranih proteina.Detektovani 

proteini su označeni sa strane. Urađena su tri nezavisna eksperimenta od kojih je jedan 

prikazan. 

 

Na osnovu ovih rezultata potvrđeno je da se i wild-type i skraćena forma SOX18 

proteina efikasno eksprimiraju u HeLa ćelijama. 

 

4.8.3. In vitro vezivanje wild type i dominantno-negativnog SOX18 mutanta 

 

Pošto je pokazano da se generisani SOX18 konstrukti uspešno eksprimiraju u 

HeLa ćelijskoj liniji, sledeći korak bila je analiza in vitro vezivanja wild type i 

dominantno-negativnog SOX18 proteina. Kako SOX18 transkripcioni faktor specifično 

prepoznaje 5’AACAAAG-3’ DNK sekvencu (SOX konsenzusno vezivno mesto), za 

potrebe EMSA eseja generisana je oligonukleotidna proba koja sadrži tri SOX vezivna 

mesta, označena kao 3SX.  

Inkubacija 3SX probe sa jedarnim proteinima izolovanim iz netransfektovanih 

HeLa ćelija dovela je do formiranja tri protein-DNA označenih kao K1, K2 i K3 (Slika 
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23, linija 2). Kada su korišćeni jedarni proteini, izolovani iz ćelija u kojima je 

tranzijentno pojačano eksprimiran SOX18wt, afinitet za vezivanje ovih protein za 3SX 

probu se značajno povećao što je uočeno povećanjem intenziteta sva tri protein-DNK 

kompleksa (Slika 23, linije 3). U EMSA reakcijama u kojima su korišćeni jedarni 

proteini obogaćeni SOX18DN uočava se pojačanje K3 protein-DNK kompleksa u 

poređenju sa ovim kompleksima formiranim sa jedarnim proteinima iz HeLa ili 

proteinima obogaćenim SOX18wt kao što je i predstavljeno na Slici 23. 

Kako bi potvrdili da u kompleksima formiranim sa 3SX probom i jedarnim 

proteinima obogaćenim SOX18wt i njegovom skraćenom formom zaista učestvuje 

SOX18 protein, urađene su reakcije vezivanja u prisustvu antitela za SOX18. Primenom 

SOX18 antitela, došlo je do pojave kompleksa sporije elektroforetske pokretljivosti, 

“supershifta” (Slika 23, linije 7 i 9), čime se potvrđuje da SOX18wt i skraćena, 

dominantno-negativna forma ovog proteina učestvuju u formiranju protein-DNK 

kompleksa.  

Ovi rezultati nedvosmisleno pokazuju da su wild type i skraćena forma SOX18 

proteina, koji se eksprimiraju sa konstruisanih vektora, sposobni da se specifično vežu 

za SOX18 konsenzusnu sekvencu in vitro.  
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Slika 23. Proučavanje sposobnosti in vitro vezivanja wild type i skraćene forme SOX18 

proteina. EMSA reakcija sa radioaktivno obeleženom 3SXprobom (sadrži tri SOX 

vezivna mesta, mesta su podvučena na slici), jedarnim proteinima iz HeLa ćelija (linija 

2) i jedarnim proteinima iz HeLa ćelija transfektovanim pCISOX18wt (linije 3 i 6) ili 

pCISOX18DN (linije 4 i 8). “Supershift” sa anti SOX18 antitelom (linije 7 i 9) obeležen 

strelicom-SS. DNK-proteinski kompleksi K1, K2 i K3 su označeni strelicama. 
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4.8.4. Funkcionalna analiza pCISOX18wt i pCISOX18 ekspresionih konstrukata 

 

Predhodno je pokazano da se wild type i skraćena forma SOX18 proteina 

efikasno eksprimiraju u HeLa ćelijama, kao i da su sposobni da se in vitro vežu za 

SOX18 konsenzusnu sekvencu. Sledeći korak u istraživanju bio je ispitivanje njihovih 

transaktivacionih osobina. Za potrebe funkcionalne analize u HeLa ćelijama korišćen je 

3xSXluc reporterski konstrukt, koji je ranije upotrebljen za analizu aktivnosti Sox4 i 

Sox10 proteina (Schreiber et al., 1997). 3xSXluc reporterski plazmid sadrži tri 

ponovljene oligonukleotidne sekvence koje odgovaraju SOX vezivnom mestu, 

uklonirane u pTATAluc vektor koji eksprimira reporter gen za luciferazu pod 

kontrolom β-globinskog minimalnog promotoa (Kuhlbrodt et al., 1998). Na Slici 24 

prikazana je funkcionalna analiza generisanih SOX18 ekspresionih konstrukata. 

Eksperimentima ko-transfekcije Hela ćelija 3xSXluc vektorom i pCISOX18wt 

pokazano je da se aktivnost luciferaze povećava 100 puta u odnosu na bazalni nivo 

(Slika 24a). Ovaj rezultat pokazuje da egzogeni SOX18wt, eksprimiran sa pCISOX18wt 

konstrukta, ima snažno transaktivatorsko svojstvo u HeLa ćelijama, što je u korelaciji sa 

predhodno objavljenim literaturnim podacima (Hosking et al., 1995). Sa druge strane, u 

funkcionalanim esejima sa pCISOX18DN, pokazano je smanjenje transaktivacionog 

svojstva za 20 puta u poređenju sa efektom SOX18wt, kao što je prikazano na Slici 24a. 

Ovim rezultatom je pokazano da skraćeni SOX18DN, kome nedostaju kompletan C-

terminalni domena i veći deo centralnog transaktivacionog domena, ima smanjeno 

transaktivaciono svojstvo. 

Kako bi dodatno potvrdili da skraćeni SOX18 protein zaista funkcioniše na 

dominantno negativan način, urađeni su eksperimenti kompeticije u kojima je na 

konstantnu količinu pCISOX18wt sukcesivno dodavana rastuća količina pCISOX18DN. 

Kao što je na Slici 24b prikazano, u uslovima kompeticije SOX18DN sa SOX18wt u 

odnosu 1:1, dolazi do smanjenja aktivnosti reporterskog konstrukta za oko 50%. 

Naknadnim dodavanjem SOX18DN, 2:1 u odnosu na SOX18wt, došlo je do još većeg 

smanjenja aktivnosti SOX- reporterskog konstrukta. 
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Prikazani rezultati potvrđuju da skraćena forma SOX18 proteina, SOX18DN, 

funkcioniše na dominantno-negativan način, vezuje za istu ciljnu sekvencu kao i 

SOX18wt, ali zbog nedostatka transaktivacionog domena ne ostvaruje svoju ulogu.  
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Slika 24. Funkcionalna karakterizacija SOX18wt i SOX18DN ekspresionih konstrukata. 

a) Kotransfekcije HeLa ćelija 3xSXluc reporterskim plazmidom i praznim vektorom 

pCI ili ekspresionim konstruktima pCISOX18wt i pCISOX18DN. Normalizovana 

luciferazna aktivnost je predstavljena kao odnos aktivnosti 3xSXluc reporterskog 

plazmida u ćelijama transfektovanim ekspresionim SOX18 konstruktima i aktivnosti sa 

praznim pCI vektorom kojem je zadata vrednost 1. b) Dominantno-negativni efekat 

pCISOX18DN je testiran u ekspreimentima kotransfekcije sa konstantnom 

koncentracijom pCISOX18wt i rastućom koncentracijom pCISOX18DN (1:1 i 1:2) u 

prisustvu 3xSXluc reporterskog plazmida. Normalizovana luciferazna aktivnost je 

predstavljena kao procenat aktivnosti 3xSXluc reporterskog plazmida u ćelijama 

transfektovanim pCISOX18wt konstruktima kojoj je dodeljena vrednost 100%. 

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± SEM najmanje tri nezavisna 

eksperimenta. 
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4.9. Uticaj SOX18 proteina na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelija 

 

Poznato je da se SOX18 transkripcioni faktor tranzijentno eksprimira tokom 

embrionalnog razvića u endotelijalnim ćelijama koje se formiraju (Downes and 

Koopman, 2001). Pored embrionalnog razvića, SOX18 se tranzijentno eksprimira na 

mestima gde dolazi do razvoja već postojećih krvnih sudova, tokom procesa zarastanja 

rana (Darby et al., 2001). Literaturni podaci pokazuju da pojačana ekspresija SOX18 

gena u endotelijalnim ćelijama doprinosi proliferaciji vaskularnih ćelija u poodmaklim 

koronarnim aterosklerotičnim lezijama kod ljudi, dok inhibicija ekspresije SOX18 

specifičnim oligonukleotidima dovodi do smanjenja njihove proliferacije (Garcia-

Ramirez et al., 2005). Na osnovu ovih rezultata pretpostavljena je uloga SOX18 u 

procesima koji uključuju ćelijski rast. 

Osim toga, pokazano je da ekspresija mišijeg dominantno-negativnog SOX18 

(SOX18RaOp) smanjuje proliferaciju HUVEC, primarne ćelijske linije poreklom od 

endotela humane umbilikalne vene, i MCF7 ćelija, permanentne ćelijske linije poreklom 

od karcinoma dojke, a takođe narušava formiranje krvnog suda in vitro (Young et al., 

2006). 

Imajući u vidu sve ove literaturne podatke, sledeći korak u istraživanju bio je da 

se pokaže da li SOX18 gen utiče na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelija. Kako bi se 

ispitao njegov uticaj na pomenute procese, HeLa ćelije su tranzijentno transfektovane 

generisanim SOX18 konstruktima koji eksprimiraju wild type i skraćenu formu ovog 

proteina, kao i praznim vektorom. 24h nakon transfekcije ćelije su tripsinizovane i 

izbrojane. Kao što je prikazano na Slici 25 nije primećena razlika u broju HeLa ćelija 

transfektovanih pCISOX18wt u poređenju sa kontrolnim vektorom, kao ni razlika kod 

ćelija transfektovanih pCISOX18 DN u poređenju sa brojem HeLa ćelija 

transfektovanim kontrolnim vektorom. 

 Kako bi se na još jedan način utvrdio efekat SOX18 na proliferaciju HeLa 

ćelija, analizirana je ekspresija ciklinD1 gena koji je neophodan za proliferaciju ćelija i 

reguliše prelazak iz G1 u S fazu ćelijskog ciklusa (Slika 26). Pokazano je da se 
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ekspresija ciklinD1 gena povećava tokom aktivacije SHH signalnog puta, a takođe je 

dokazano da je ciklinD1 ciljni gen GLI transkripcionih faktora (Stecca and Ruiz, 2010).  

 

 

Slika 25. Efekat SOX18 proteina na proliferaciju HeLa ćelija. HeLa ćelije su 

transfektovane pCI kontrolnim vektorom, pCISOX18wt ili pCISOX18DN ekspresionim 

konstruktima i izbrojane 24 časa nakon transfekcije. Vrednosti su predstavljene kao 

srednja vrednost ± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta. 

 

 Za potrebe tog eksperimenta HeLa ćelije su tranzijentno transfektovane pCI 

ekspresionim vektorom i konstruktima koji eksprimiraju nativnu i skraćenu formu 

SOX18 proteina (pCISOX18wt i pCISOX18DN). Praćen je uticaj na ekspresiju 

ciklinD1 gena RT-PCR metodom. Rezultati ove analize su pokazali da nema promene 

ekspresije ciklinD1 gena čime je još jednom potvrđeno da SOX18 ne utiče na 

proliferaciju HeLa ćelija. 

MTT testom je praćen efekat humanog SOX18wt proteina i njegove skraćene 

forme na vijabilnost HeLa ćelija. Na Slici 27 prikazan je rezultat testa vijabilnosti nakon 

tranzijentne transfekcije HeLa ćelija praznim vektorom i konstruktima koji eksprimiraju 

wild type i dominantno-negativni SOX18. Kao što rezultati pokazuju, ni SOX18wt, ni 

njegova skraćena forma nisu dovele do promene u vijabilnosti HeLa ćelija. 
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Slika 26. Efekat povećane ekspresije SOX18 na ekspresiju ciklinD1 gena. RT-PCR 

analiza ciklinD1ekspresije nakon tranzijentne transfekcije HeLa ćelija praznim pCI 

vektorom i ekspresionim vektorima za nativnu i skraćenu formu SOX18 proteina. 

Nakon transfekcije je takođe proveren nivo transkripcije SOX18 gena. GAPDH je 

korišćen kao kontrola količine cDNK unete u reakciju. Specifični produkti (SOX18, 

ciklinD1 i GAPDH) su označeni sa desne strane. 

 

 

Slika 27. Uticaj modulacije SOX18 ekspresije na vijabilnost HeLa ćelija. HeLa ćelije su 

transfektovane pCI vektorom (kontrola), pCISOX18wt i pCISOX18DN ekspresionim 

konstruktima. 24 časa nakon transfekcije rađen je MTT test. Vrednosti su predstavljene 

kao srednja vrednost ± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta. 
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Na osnovu dobijenih rezultata zaključeno je da nakon tranzijentne transfekcije HeLa 

ćelija SOX18 ekspresionim konstruktima nije primećen uticaj SOX18wt i skraćenog, 

dominantno-negativnog SOX18 proteina na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelija. Kako 

je predhodnim eksperimentima pokazano, modulacija SHH signalnog puta ima uticaj na 

proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelija, a istovremeno dovodi do promene u ekspresiji 

SOX18 gena. Naši rezultati pokazuju, međutim, da modulacija SOX18 ekspresije ne 

utiče na analizirane procese, te se nameće zaključak da proliferacija HeLa ćelija pod 

uticajem aktiviranog SHH signalnog puta nije posredovana SOX18 transkripcionim 

faktorom. 

 

4.10. Uticaj SOX18 proteina na migraciju HeLa ćelija 

 

Literaturni podaci ukazuju da se SOX18 gen eksprimira u različitim tumorima, 

kao što su melanomi, neuroblastomi, tumori pankreasa, jajnika, ovarijuma, uterusa. 

Takođe, pokazano je da modulisanjem SOX18 funkcije upotrebom mišjeg dominantno-

negativnog SOX18 (RaOp) dolazi do slabijeg razvaja tumora in vivo i do smanjenja 

proliferacije i migracije ćelija in vitro, što je verovatno posledica smanjenje 

mikrocirkulacije koja je neophodan uslov za napredovanje samog tumora (Young et al., 

2006). Pula i saradnici su nedavno pokazali da ekspresija SOX18 gena koreliše sa 

razvojem kancera dojke, ali da nije povezana sa proliferacijom ćelija kancera (Pula et 

al., 2013). 

Sledeće pitanje je da li modulacija SOX18 ekspresije utiče na migraciju HeLa 

ćelija? U tu svrhu HeLa ćelije su transfektovane ekspresionim SOX18 konstruktima, 

pCISOX18wt, pCISOX18DN i praznim vektorom, nakon čega je primenjen “wound 

scratch” esej. Popunjavanje praznog prostora praćeno je tokom 24h, kao što je 

prikazano na Slici 28 pri čemu su prvi znaci popunjavanja praznog prostora, tj.migracije 

bili su vidljivi već nakon 5 h od nastanka povrede. Zapaženo je da HeLa ćelije, u kojima 

je pojačano eksprimiran SOX18wt, popunjavaju i zatvaraju prazan prostor brže u 

poređenju sa HeLa ćelijama transfektovanim konstruktom koji eksprimira dominantno-

negativni SOX18 (Slika 28).  
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Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da SOX18wt povećava 

migraciju HeLa ćelija, kao i da efikasnije popunjava prostor u poređenju sa HeLa 

ćelijama transfektovanim kontrolnim i vektorom koji eksprimira dominantno-negativni 

SOX18.  

 

 

 

Slika 28. Uticaj pojačane ekspresije SOX18 wild type i skraćenog SOX18 proteina na 

migraciju HeLa ćelija. Hela ćelije su tranzijentno transfektovane pCI, pCISOX18wt i 

pCISOX18DN ekspresionim konstruktom, nakon čega je urađen wound scratch esej. 

Migraciona sposobnost ćelija je praćena tokom 24 časa. Urađena su tri nezavisna 

eksperimenta od kojih je jedan prikazan. 

 

4.11. Uticaja SOX18 proteina na ekspresiju komponenti SHH signalnog puta u 

HeLa ćelijama 

 

U prvom delu rada je eksperimentalno pokazano da HeLa ćelije konstitutivno 

eksprimiraju komponente SHH signalnog puta, SHH, PTCH, GLI1, GLI2 i GLI3. 

Takođe, pokazano je i da SHH signalni put učestvuje u regulaciji SOX18 ekspresije u 

HeLa ćelijama. Kako je predmet ovog istraživanja analiza međusobnih funkcionalnih 
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odnosa SHH signalanog puta i ekspresije SOX18 gena, u ovom delu rada analizirana je 

uloga SOX18 proteina na ekspresiju komponenti ovog signalnog puta u istoj ćelijskoj 

liniji.  

Kako bi utvrdili uticaj SOX18 na ekspresiju komponenti SHH signalnog puta u 

Hela ćelijama, ćelije su tranzijentno transfektovane konstruktima koji eksprimiraju wild 

type i skraćenu formu SOX18 proteina i praćen uticaj na nivou transkripcije (Slika 29). 

Rezultati qRT-PCR analize su pokazali da povećana ekspresija wild type SOX18 dovodi 

smanjenja transkripcije SHH, familije GLI transkripcionih faktora GLI1, GLI2 i GLI3, 

dok nije bilo uticaja na ekspresiju PTCH gena Sa druge strane, pojačana ekspresija 

dominantno-negativne forme SOX18 proteina nije dovela do promene nivoa ekspresije 

SHH, GLI1, GLI2 i GLI3 (Slika 29). 

 

 

Slika 29. Efekat SOX18 proteina na komponente SHH signalnog puta. HeLa ćelije su 

tranzijentno transfektovane pCI vektorom i konstruktima koji eksprimiraju nativnu i 

dominantno-negativnu formu SOX18 proteina (pCISOX18wt i pCISOX18 DN). 

Relativna ekspresija komponenti SHH signalnog puta je izražena kao stepen promene 

ekspresije datog gena u poređenju sa ekspresijom u ćelijama transfektovanim praznim 

vektorom i ta vrednost je zadata kao 1. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost 

± SEM najmanje tri nezavisna eksperimenta. 
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Podaci ove analize pokazuju da SOX18 utiče na ekspresiju SHH i GLI 

transkripcionih faktora, ukazujući na moguću negativnu povratnu spregu između SHH 

signalnog puta i SOX18 regulatornog proteina. Ovaj rezultat nedvosmisleno potvrđuje 

postojanje međusobne funkcionalne veze, koja u slučaju uticaja SHH signalne kaskade 

može biti i direkta, s obzirom da smo pokazali da se GLI1 direktno vezuje za SOX18 

promotor u in vitro uslovima. Uloga SOX18 proteina u regulaciji ekspresije SHH 

liganda i GLI transkripcionih faktora najverovatnije nije direktna, s obzirom da za ovaj 

transkripcioni faktor još uvek nije pokazano da može da ima ulogu transkripcionog 

represora. 
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5. DISKUSIJA 

 

Humani SOX18 gen pripada SOXF grupi zajedno sa SOX7 i SOX17 genima. 

Članovi ove grupe gena kodiraju transkripcione faktore odgovorne za specifikaciju i 

diferencijaciju endotelijalnih ćelija tokom razvića vaskularnog i limfnog sistema 

(Downes and Koopman, 2001). Tokom adultnog perioda ovi geni imaju važnu ulogu u 

regulaciji procesa angiogeneze u fiziološkim i patološkim stanjima organizma (Darby et 

al., 2001). Kod čoveka mutacije u regionima SOX18 gena koji kodiraju DNK-vezivni i 

transaktivacioni domen dovode do Hypotrichosis-lymphedema-telangiectasia (HLT) 

sindroma, koga karakterišu poremećaji u razviću dlake, vaskularnog i limfnog sistema 

(Irrthum et al., 2003). Takođe, literaturni podaci pokazuju da se SOX18 gen eksprimira i 

u različitim tumorima. Tako su Saitoh i Katoh pokazali da je SOX18 eksprimiran u 7 

ćelijskih linija poreklom od tumora želuca, 7 tumorskih linija pankreasa, 3 ćelijske linije 

karcinoma dojke i 5 embrionalnih tumorskih linija (Saitoh and Katoh, 2002). Dong i 

saradnici su na osnovu EST (eng. express sequence tag) analize utvrdili da se SOX18 

eksprimira u melanomina, neuroblastomima, kancerima pankreasa, ovariuma i uterusa 

(Dong et al., 2004). Kako je SOX18 gen uključen u razviće krvnog i limfnog sistema, 

poslednjih godina su proučavanja njegove uloge u kancerogenezi bila usmerena na 

ispitivanje funkcije ovog gena u širenju tumora regulisanjem tumorske angiogeneze 

čime se formiraju povoljni uslovi za rast i progresiju tumorskih ćelija. Tako su Eom i 

saradnici utvrdili da je kod tumora želuca veći nivo SOXF transkripata u poređenju sa 

normalnim tkivom, ali su takođe pokazali da je kod tumora želuca koji eksprimiraju 

SOX18 (SOX18 pozitivna grupa) veća učestalost invazije limfnim sistemom i metastaza 

u limfnim čvorovima u poređenju sa tumorom želuca kod koga nije detektovana SOX18 

ekspresija (SOX18 negativna grupa) (Eom et al., 2012). Duong i saradnici su takođe 

pokazali da je uloga SOX18 gena u kancerogenezi povezivana sa progresijom tumora 

kroz regulaciju procesa tumorske angiogeneze i limfangiogeneze (Duong et al., 2012) i 

identifikovali SOX18 je kao ključni regulator neolimfangiogeneze (Duong et al., 2012). 

Osim toga, pokazano je da ovaj gen moduliše sposobnost ćelija melanoma da 

metastaziraju do najbližeg limfnog čvora (Duong et al., 2012). Sa druge strane, 

modulisanjem SOX18 funkcije dolazi do smanjenja u razvoju tumora in vivo, kao i do 
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smanjenja proliferacije i migracije ćelija in vitro (Young et al., 2006). Najnoviji 

istraživanja pokazuju da je SOX18 gen pojačano eksprimiran ne samo u endotelu koji 

okružuje tumor, već i ćelijama tumora (Pula et al., 2013). U studiji koja prikazuje ulogu 

SOX18 ekspresije kod invazivnog karcinoma dojke, po prvi put je pokazano da je 

SOX18 protein osim u endotelu krvnih i limfnih sudova eksprimiran i u ćelijama tumora 

na presecima tkiva poreklom od pacijenata. Osim toga, povećana ekspresija SOX18 

detektovana je kod svih ćelijskih linija poreklom od karcinoma dojke. Takođe, u 

karcinomu jajnika detektovana je SOX18 ekspresija u jedru i citoplazmi tumorskih 

ćelija, pri čemu je primećeno da povećan nivo SOX18 ekspresije u jedru povezan sa 

višim stadijumom maligniteta i tako povezan sa lošom prognozom (Pula et al., 2014). 

SHH, delujući kao morfogen, igra važnu ulogu u ranim fazama embrionalnog 

razvića udova, centralnih struktura u mozgu, kičmene moždine, talamusa (Ingham and 

McMahon, 2001). Kod adultnog organizma ovaj signalni put je uključen u održanje 

pluripotentnog i progenitorskog stanja matičnih ćelija (Beachy et al., 2004). SHH 

signalni put je uključen u proces de novo vaskularizacije određenih embrionalnih tkiva, 

ali i u proces indukovanja angiogeneze kod adulta (Pola et al., 2001; Vokes et al., 2004). 

Na osnovu podataka iz literature zaključuje se da promene u regulaciji SHH signalnog 

puta dovode do razvoja različitih vrsta tumora kod čoveka (Katoh and Katoh, 2005). 

Najnovija istraživanja pokazuju da se određene komponente SHH signalnog puta 

pojačano eksprimiraju i u karcinomu grlića materice u poređenju sa normalnim tkivom, 

kao i da je SHH signalni put aktivan u permanentnim ćelijskim linijama koje vode 

poreklo od karcinoma grlića materice (Xuan et al., 2006; Samarzija and Beard, 2012). 

Cilj istraživanja u ovom radu bio je analiza uloge SHH signalnog puta u 

regulaciji ekspresije humanog SOX18 gena u HeLa ćelijskoj liniji. U predhodnim 

istraživanjima kloniran je i okarakterisan humani SOX18 gen (Stanojcic and Stevanovic, 

2000). Takođe, definisan je promotor SOX18 gena i pokazano je da su transkripcioni 

faktori EGR1, Sp3, ZBP-89 i NF-Y odgovorni za regulaciju promotorske aktivnosti 

ovog gena i njegove endogene ekspresije (Petrovic and Stevanovic, 2007; Petrovic et 

al., 2009; Petrovic et al., 2010a). Pored toga, pokazana je funkcionalna veza SOX18 

transkripcionog faktora i određenih signalnih molekula koji imaju važnu ulogu u 

regulaciji angiogeneze (Petrovic et al., 2010b).  
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U ovom radu opisana je uloga GLI transkripcionih faktora, efektora SHH 

signalnog puta, u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena. Pokazano je da modulacija 

SHH signalnog puta, pored toga što utiče na proliferaciju, vijabilnost i migraciju HeLa 

ćelija, utiče i na ekspresiju humanog SOX18 gena. Na ovaj način je humani SOX18 gen 

prvi put predstavljen kao target SHH signalne kaskade u in vitro model sistemu 

karcinoma grlića materice. 

Imajući u vidu da je predmet ovog rada analiza međusobnih funkcionalnih 

odnosa SHH siganalnog puta i ekspresije SOX18 gena, prikazani su i rezultati koji 

govore o ulozi SOX18 transkripcionog faktora u regulaciji ekspresije određenih 

komponenti SHH signalnog puta. Pored toga, analizirana je uloga SOX18 proteina u 

regulaciji proliferacije, vijabilnosti i migracije HeLa ćelija, u cilju boljeg razumevanja 

njegove uloge u prenosu efekta aktiviranog SHH signalnog puta. 

 

5.1. Kompjuterska analiza potencijalnih vezivnih mesta za GLI transkripcione 

faktore u okviru promotorskog regiona SOX18 gena 

 

Promotor SOX18 gena analiziran je upotrebom MatInspector kompjuterskog 

programa. Ovaj program daje predikciju za koje transkripcione faktore postoje vezivna 

mesta u okviru zadatog promotorskog regiona nekog gena, tj. prepoznaje konsenzusne 

sekvence vezivnih mesta i verovatnoću vezivanja za određeni transkripcioni faktor.  

Kako je predmet ovog rada uticaj SHH signalnog puta u regulaciji ekspresije 

SOX18 gena, pretraživanje promotora SOX18 gena je bilo usmereno na identifikaciju 

potencijalnih vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore, koji predstavljaju finalne 

efektore SHH signalne kaskade. Familiju GLI transkripcionih faktora kod ljudi 

sačinjavaju GLI1, GLI2 i GLI3 (Ruppert et al., 1988). Sva tri GLI proteina prepoznaju i 

vezuju se za istu konsenzusnu sekvencu 5’ GACCACCCA 3’svojim visoko očuvanim 

DNK vezujućim domenom po tipu cinkanih prstića (Kinzler and Vogelstein, 1990). 

Uslovi koji su korišćeni za ovu bioinformatičku analizu bili su da je verovatnoća 

vezivanja za jezgro vezivnog mesta 1, koja ukazuje da je konzerviranost nukleotida u 
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okviru jezgra vezivnog mesta potpuna. Takođe, zadato je da verovatnoća vezivanja za 

sekvence koje uokviruju vezivno mesto, tzv. matriks vezivnog mesta bude 

optimizovana, što znači da program iz baze podataka procenjuje i selektuje samo one 

sekvence koje zaista predstavljaju matriks vezivnog mesta nekog transkripcionog 

faktora. In silico analiza promotora SOX18 gena ukazala je na prisustvo sedam 

potencijalnih vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore sa verovatnoćom vezivanja 

za matriks vezivnog mesta u rasponu od 0,8 do 0,914 što ukazuje na visoku verovatnoće 

vezivanja transkripcionog faktora za identifikovano potencijalno vezivno mesto koja ne 

odgovaraju u potpunosti konsenzusnoj sekvenci za vezivanje GLI transkripcionih 

faktora. 

U literaturi postoji mnogo primera koji pokazuju da se potencijalna vezivna 

mesta za GLI transkripcione faktore apsolutno ne poklapaju sa konsenzusnom GLI 

sekvencom, ali da su funkcionalno aktivna. Winklmayr i saradnici su funkcionalnim 

analizama pokazali da promene u nukleotidnoj sekvenci i manji afinitet vezivanja GLI 

transkripcionih faktora za potencijalne sekvence u promotorima ciljnih gena, ne 

isključuje njihovu ulogu u regulaciji transkripcije ciljnih gena (Winklmayr et al., 2010). 

Takođe, ovi autori su pokazali da mutacijom funkcionalno dokazanih GLI vezivnih 

mesta u promotorima JUN i GLI1 gena iz ne-konsenzusnih u konsenzusna ne dovode do 

promene aktivacije luciferaznog reporter gena (Laner-Plamberger et al., 2009). 

Dokazano je da GLI2 transkripcioni faktor aktivira transkripciju GLI1 gena vezivanjem 

za potencijalno GLI vezivno mesto koje se razlikuje u jednom baznom paru u poređenju 

sa konsenzusnom sekvencom za GLI transkripcione faktore (Ikram et al., 2004). 

Takođe, ne-konsenzusno GLI vezivno mesto u okviru HNF3 enhensera je važno za 

aktivaciju ovog transkripcionog faktora (Sasaki et al., 1997). Dalje, u okviru promotora 

gena za osteopontin kod pacova i miševa okarakterisano je ne-konsenzusno GLI 

vezivno mesto (Das et al., 2009). Takođe, Bien-Willner i saradnici su pokazali da GLI1 

transkripcioni faktor učestvuje u regulaciji ekspresije humanog SOX9 gena, vezivanjem 

za ne-konsenzusno vezivno mesto (Bien-Willner et al., 2007). Zanimljiva je činjenica da 

mutacija GLI konsenzusne sekvence u promotoru TGM3 gena ne utiče na aktivnost 

reporter gena kao ni na in vivo vezivanje. Suprotno tome, funkcionalni eseji su pokazali 

da uvođenje dodatnih mutacija u ne-konsenzusna GLI vezivna mesta u okviru istog 

promotora potpuno ukidaju transkripcionu aktivnost (Winklmayr et al., 2010).  
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Sva potencijalna GLI vezivna mesta identifikovana u promotoru SOX18 gena se 

od konsenzusne GLI sekvence razlikuju u dva bazna para. Istovremeno šest od ukupno 

sedam, identifikovanih GLI potencijalnih vezivnih mesta se ne podudaraju sa 

pomenutim ne-konsenzusnim GLI sekvencama iz literature. Potencijalno G7 vezivno 

mesto se po sekvenci poklapa sa pomenutim vezivnim mesto za GLI transkripcione 

faktore u okviru promotora JUN gena (Laner-Plamberger et al., 2009). Zbog velike 

heterogenosti, kao i činjenice da publikovani podaci ukazuju na funkcionalni značaj ne-

konsenzusnih vezivnih mesta odlučeno je da se u daljem radu analiziraju sva 

potencijalna GLI vezivna mesta identifikovana u okviru optimalnog promotora SOX18 

gena.  

5.2. Uloga GLI transkripcionih faktora u regulaciji transkripcije SOX18 gena u 

HeLa ćelijama 

SHH signalni put svoj efekat ostvaruje preko uloge GLI transkripcionih faktora 

u regulaciji ekspresije SOX18 gena. Na osnovu rezultata funkcionalnih analiza, in vitro 

vezivanja kao i funkcionalnih analiza u nativnom kontekstu, pokazano je da su GLI 

transkripcioni faktori uključeni u transkripcionu regulaciju SOX18 gena u HeLa 

ćelijama.  

Rezultati fukcionalne analize prikazane u ovom radu pokazuju da su 

transkripcioni faktori GLI1 i GLI2 pozitivni regulatori promotorske aktivnosti SOX18 

gena u HeLa ćelijama. Podaci iz literature pokazuju da GLI1 ima ulogu aktivatora 

transkripcije ciljnih gena kod svih vrsta kičmenjaka (Dai et al., 1999; Wang et al., 2000; 

Bai et al., 2004). GLI2 prevashodno ima ulogu aktivatora, ali je pokazana i represorska 

uloga, kod žaba, gde inhibira diferencijaciju podne ploče nervne cevi (Ruiz i Altaba, 

1998). U funkcionalnim esejima prikazanim u ovom radu, primećena je razlika u jačini 

odgovora istog promotorskog regiona na pojačanu ekspresiju GLI1 odnosno GLI2 

transkripcionog faktora. Pokazano je da GLI2 transkripcioni faktor oko 2,5 puta jače 

aktivira optimalni promotorski region SOX18 gena (Slika 5, približno 80 puta) u 

poređenju sa GLI1 (Slika 5, približno 30 puta). Ova razlika u odgovoru se delom može 

objasniti činjenicom da GLI2 transkripcioni faktor može aktivirati ekspresiju GLI1, te bi 

njegova uloga mogla biti indirektna, preko aktivacije GLI1, i direktna, vezivanjem za 

vezivna mesta u promotoru SOX18 gena. U literaturi postoje podaci koji opisuju 
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funkcionalnu vezu GLI1 i GLI2 transkripcionih faktora. Tako je pokazano da GLI2 u 

normalnom humanom epidermisu i bazocelularnom karcinomu indukuje GLI1 

ekspresiju vezivanjem za njegov promotor koji sada pozitivnom povratnom spregom 

indukuje GLI2 (Ikram et al., 2004). Sa druge strane, u eksperimentima smanjene 

elektroforetske pokretljivosti je nedvosmisleno pokazano da GLI1 transkripcioni faktor 

ima veći afinitet vezivanja za ponuđene seksvence poreklom iz SOX18 promotorskog 

regiona, što nameće zaključak da je GLI1-posredovana aktivacija SOX18 promotora 

verovatno dominantniji mehanizam transkripcione kontrole u odnosu na aktivaciju od 

strane GLI2. 

GLI3 je u literaturi opisan kao repressor ciljnih gena, mada ima podataka koji 

govore o njegovoj slaboj aktivatorskoj ulozi (Sasaki et al., 1997; Ruiz i Altaba, 1998; 

Regl et al., 2002; Bai et al., 2004). U funkcionalnim esejima prikazanim u ovom radu, 

GLI3 nije uticao na promotorsku aktivnost SOX18 gena u HeLa model sistemu. 

Uloga GLI transkripcionih faktora na endogenu ekspresiju SOX18 gena je u 

skladu sa efektima dobijenim na osnovu funkcionalne analize promotorske aktivnosti, te 

je povećana ekspresija GLI1 i GLI2 transkripcionih faktora dovela do povećanja nivoa 

SOX18 transkripta i proteina u HeLa ćelijama. Već je istaknuto da svih sedam 

potencijalnih vezivnih mesta za GLI transkripcione faktore u okviru SOX18 promotora 

pripadaju grupi tzv, ne-konsenzusnih GLI vezivnih mesta. U in vitro esejima interakcije 

jedarnih proteina iz HeLa ćelija sa odgovarajućim DNK probama koje sadrže GLI 

vezivna mesta ustanovljeno je da se GLI1 transkripcioni faktor vezuju samo za vezivna 

mesta na pozicijama od -289 do -285 i od -221 do -209 u odnosu na start transkripcije. 

Identifikovana vezivna mesta mogu imati ulogu u odgovoru SOX18 promotora na 

direktno vezivanje GLI1 transkripcionog faktora. Takođe, uloga GLI transkripcionih 

fakora u regulaciji SOX18 gena može biti i indirektna, posredovana drugim 

molekularnim mehanizmima čija je aktivnost pod uticajem GLI regulatornih proteina. 

Za nekoliko gena iz Sox/SOX genske familije je pokazano da su regulisani 

komponentama SHH signalnog puta u tumorskim model sistemima. Humani SOX14 gen 

je u U87MG, ćelijskoj liniji poreklom od glioblastoma, pozitivno regulisan GLI1 

transkripcionim faktorom na RNK i proteinskom nivou (Popovic et al., 2010). Takođe, 

tretman ovih ćelija SHH-N signalnim peptidom dovodi do povećanja ekspresije SOX14 
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gena, kako na nivou iRNK, tako i na nivou proteina. Ekspresija humanog SOX9 gena je 

regulisana GLI1 transkripcionim faktorom u SW1353 ćelijskoj liniji koja vodi poreklo 

od hondrosarkoma (Bien-Willner et al., 2007). Podaci najnovijih istraživanja na 

melanomima pokazuju da je SOX2 direktno regulisan GLI1 i GLI2 transkripcionim 

faktorima (Santini et al., 2014). 

Moguća funkcionalna veza između SHH i SOX18 gena primećena je u 

istraživanjima koja se bave uticajem HH signalnog puta u održanju krvno-moždane 

barijere (Alvarez et al., 2011). Autori su u ovom radu pokazali da je SOX18 genska 

ekspresija u endotelijalnim ćelijama koje ulaze u sastav krvno-moždane barijere najviša 

dva sata nakon aktivacije GLI1 transkripcionog faktora humanim rekombinantnim SHH 

proteinom. Autori, takođe, pretpostavljaju da je ovaj SOX gen regulisan SHH signalnim 

putem, verovatno posredstvom GLI1 transkripcionog faktora (Alvarez et al., 2011).  

U ovom radu je prvi put prikazana uloga GLI1 i GLI2 transkripcionih faktora 

kao pozitivnih regulatora SOX18 ekspresije u in vitro model sistemu karcinoma grlića 

materice. S obzirom da je SHH signalni put aktivan u ćelijama koje vode poreklo od 

karcinoma grlića materice, prikazana funkcionalna veza sa SOX18 regulatornim 

proteinom doprinosi boljem razumevanju prenosa signala ovom signalnom kaskadom u 

ćelijama kancera.  

 

5.3. Efekat modulacije SHH signalnog puta ciklopaminom u HeLa ćelijama 

 

Uzimajući u obzir ulogu SHH signalnog puta u razviću i progresiji tumora, 

inhibicija ovog signalnog puta bi predstavljala efikasnu strategiju u terapiji različitih 

tipova tumora. Ciklopamin je prvi okarakterisani inhibitor HH signalnog puta koji 

inhibira njegovu aktivnost vezujući se direktno za SMO receptor. Na taj način ovaj 

agens onemogućava aktivaciju pomenutog signalnog puta i dalji nizvodni prenos signala 

(Beachy et al., 1997). Literaturni podaci ukazuju da ciklopamin ima antitumorsko 

dejstvo kod tumora pankreasa, meduloblastoma, tumora dojke, prostate, tumora 

gastrointestinalnog trakta (Ruiz i Altaba et al., 2002; Low and de Sauvage, 2010; Onishi 



110 

 

and Katano, 2011; Che et al., 2013; Xie et al., 2013). Ciklopamin suprimira proliferaciju 

ćelija adenokarcinoma pankreasa in vitro i in vivo koja je posredovana GLI3 

transkripcionim faktorom (Steg et al., 2010). Poslednjih godina su generisani 

mnogobrojni derivati ciklopamina. Do sada su razvijeni derivati sa poboljšanom 

rastvorljivošću (IPI-926), zatim SMO inhibitori koji se značajno razlikuju po strukturi 

od ciklopamina (GDC-0499- vismodegib, LDE225, BMS-833923, XL-139, PF-

0449913), zatim inhibitori transformacije SMO receptora iz neaktivnog u aktivanu 

formu (SANT 74-75) i inhibitori transporta neaktivnog SMO receptora iz citoplazme do 

cilija (SANT 1-4) (Katoh and Katoh, 2005; Rudin et al., 2009; Tremblay et al., 2009a; 

Tremblay et al., 2009b; Yang et al., 2009; Buonamici et al., 2010; Low and de Sauvage, 

2010). Početkom 2012. godine vismodegib (GDC-0499), sintetički inhibitor HH 

signalnog puta, je prvi lek iz grupe HH inhibitora odobren za terapiju bazocelularnog 

karcinoma. Ovaj mali molekul se selektivno vezuje za SMO protein i na taj način 

blokira unutarćelijsku signalnu kaskadu i inaktivira HH signalni put. Vismodegib je 

trenutno u kliničkim studijama za primenu u terapiji kolorektalnog karcinoma, 

karcinoma malih ćelija pluća, karcinoma pankreasa, meduloblastoma i hondrosarkoma. 

Najnovija studija koja se bavi uticajem SHH signalnog puta na proliferaciju, 

preživljavanje i migraciju ćelija karcinoma grlića materice pokazuje da inhibiranjem 

puta ciklopaminom utičemo na ove procese (Samarzija and Beard, 2012). Osim toga, 

autori ove studije pokazuju da SHH ligand promoviše preživljavanje različitih ćelijskih 

linija poreklom od karcinoma grlića materice povećanjem njihove proliferacije i 

migracije (Samarzija and Beard, 2012).  

Podaci prikazani u ovom radu pokazuju da tretman HeLa ćelija ciklopaminom 

dovodi do značajnog smanjenja proliferacije (do 75%), što je u skladu sa predhodno 

pomenutom studijom. U drugom, nezavisnom testu kojim se meri proliferacija i 

vijabilnost ćelija, ciklopamin dovodi do smanjenja vijabilnosti Hela ćelija oko 60%. 

Poznato je da HH signalni put reguliše proliferaciju ćelija direktnom aktivacijom gena 

koji su uključeni u regulaciju ćelijskog ciklusa. Pokazano je da HH signalni put reguliše 

ekspresiju c-Myc, l-Myc i n-Myc gena (Berman et al., 2002). Takođe, ciklinD1 i 

ciklinD2, geni bitni za proliferaciju ćelija i prelazak ćelija iz G1 u S fazu ćelijskog 

ciklusa, su pod kontrolom HH signalnog puta (Mill et al., 2003). Stoga je razumljivo da 
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inhibicija HH signalnog puta, za koga je pokazano da stimuliše proliferaciju ćelija, ima 

za posledicu smanjenje proliferacije HeLa ćelija. 

Pored toga, u ovoj tezi je praćen uticaj ciklopamina na migraciju HeLa ćelija. 

Rezultati naših eksperimenata pokazuju da HeLa ćelije nakon tretmana ciklopaminom 

sporije migriraju u poređenju sa ćelijama tretiranim kontrolnim agensom. U brojnim 

studijama je pokazano da je aberantna aktivacija SHH signalnog puta usko povezana sa 

nastankom tumora, metastazom i tumorskom angiogenezom (Yoo et al., 2011; Yang et 

al., 2012; Chen et al., 2013a). Veliki broj autora pokazuje da molekularni mehanizami, 

pomoću kojih SHH signalni put utiče na migraciju i invaziju ćelija uključuju regulaciju 

target gena kao što su E-kadherin i matriksne metaloproteinaze (MMP) koji učestvuju u 

remodelovanju tkiva regulišući na taj način procese neohodne za invaziju tumorskih 

ćelija i metastaze (Fan et al., 2014). 

Osim efekta na pomenute procese, analizirana je uloga ciklopamina na endogenu 

ekspresiju SOX18 gena. Premda je dokazano da GLI1 i GLI2 transkripcioni faktori 

učestvuju u regulaciji ekspresije SOX18 gena, njihov uticaj ne govori o ulozi kanonskog 

HH signalnog puta u regulaciji ekspresije ovog SOX gena. GLI transkripcioni faktori 

mogu biti aktivirani raznim signalnim molekulima nezavisno od HH liganda, odnosno 

SMO receptora. Naime, pokazano je da TNF-α i TGF-β dovode do SMO-nezavisne 

aktivacije GLI transkripcionih faktora (Javelaud et al., 2012; Wang et al., 2012; Perrot 

et al., 2013). S obzirom da je ciklopamin selektivni inhibitor HH signalnog puta, 

smanjenje ekspresije SOX18 gena pod dejstvom ciklopamina nedvosmisleno pokazuje 

da SOX18 ekspresija u HeLa ćelijama zavisi od nivoa aktivnosti SHH signalne kaskade. 

Tačnije, može se reći da je transkripciona regulacija SOX18 gena pod kontrolom 

kanonske HH-GLI signalne kaskade. 

Uzimajući u obzir ulogu SOX18 proteina u kardiovaskularnom razviću i 

adultnoj neovaskularizaciji poslednjih godina ovaj transkripcioni faktor je označen kao 

potencijalan ciljni molekula u terapiji različitih vrsta tumora, modulišući angiogenezu ili 

limfangiogenezu (Azhikina et al., 2011; Duong et al., 2012; Eom et al., 2012). Autori 

najnovije studije o ulozi SOX18 u invazivnom karcinomu dojke su pokazali da je 

povećana SOX18 ekspresija primećena u tkivima sa najvišim stupnjem maligniteta i 

time povezana sa lošom prognozom, pa smatraju da nivo ekspresije ovog gena može 
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predstavljati prognostički marker (Pula et al., 2013). Osim toga u pomenutoj studiji je 

po prvi put pokazano da je SOX18 eksprimiran ne samo u endotelu koji okružuje tumor 

već i u jedrima ćelija tumora. Takođe, SOX18 gen je označen kao potencijalni 

prognostički marker u karcinomu jajnika, nakon što je imunohistihemijski detektovan 

povećan nivo ekspresije SOX18 u ćelijama uznapredovalog stadijuma ovog tumora 

(Pula et al., 2014). Stoga inhibicija ekspresije SOX18 gena ciklopaminom koji 

istovremeno utiče na procese bitne za progresiju tumora predstavlja ohrabrujući korak u 

potrazi za novim terapeutskim pristupima.  

 

5.4. Efekat modulacije SHH signalnog puta purmorfaminom u HeLa ćelijama 

 

Purmorfamin predstavlja sintetički agonist HH signalnog puta (Sinha and Chen, 

2006). Purmorfamin selektivno indukuje osteogenezu u multipotentnim mezenhimalnim 

progenitorskim ćelijama (Wu et al., 2004). Rezultati mikroerej analize su pokazali da 

osteogena aktivnost ćelija tretiranih purmorfaminom nastaje usled aktivacije HH 

signalnog puta (Wu et al., 2004). Ekspresione analize su pokazale da purmorfamin 

aktivira PTCH1 i GLI1 ali ne i HH ligande, SHH, DHH i IHH, čime je potvrđeno da je 

ovaj molekul agonist SHH signalnog puta i da deluje vezujući se za SMO receptor. 

Dokazano je i da purmorfamin smanjuje efekat ciklopamina i kompetira sa njim za 

SMO receptor (Beloti et al., 2005). 

U eksperimentima koji su prikazani u ovom radu je pokazano da inhibicija SHH 

signalnog puta antagonistom SMO receptora dovodi do smanjenja proliferacije, 

vijabilnosti i migracije HeLa ćelija. Tretman ćelija agonistom doveo je do očekivanog, 

suprotnog efekta u istom model sistemu, dovodeći do povećanja broja ćelija za oko 30% 

i povećanja vijabilnost za oko 50%. Takođe, tretman purmorfaminom doveo je do 

povećanja migracije ćelija. Pored toga što su HeLa ćelije tretirane purmorfaminom brže 

popunjavale prazan prostor u oblasti povrede (eng. wound scratch), primećeno je da se 

veći broj pojedinačnih ćelija odvojio od konfluentnog sloja ćelija i samostalno migrirao 

u prazan prostor. Interesantna je činjenica da način pokretljivosti ćelija tumora može 

uticati na to da li će se širenje vršiti putem limfnog ili krvnog sistema (Giampieri et al., 
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2009). Pokazano je da aktivacija TGFβ signalnog puta koja se dešava u maloj populaciji 

ćelija tumora, promoviše pokretljivost pojedinačnih ćelija koje zatim odlaze u krvotok. 

Suprotno, ćelije kod kojih ovaj signalni put nije aktiviran pokreću se zajedno, u frontu i 

ulaze u limfne sudove, pa se pretpostavlja da će način na koji ćelije tumora migriraju 

utiče na to da li će se širenje tumora postići krvnim ili limfnim sistemom. Tako ova 

studija naglašava da aktivirani TGFβ signalni put dovodi do pokretljivosti pojedinačnih 

ćelija tumore koji će metastazirati putem krvi, za razliku od onih ćelija tumora koje 

nemaju aktiviran ovaj signalni put i koje će migriratu u frontu putem limfnog sistema 

(Giampieri et al., 2009). U experimentima prikazanim u ovom radu pokazano je da 

aktivacija SHH signalnog puta, najverovatnije, favorizuje migraciju pojedinačnih HeLa 

ćelija.  

Kako je purmorfamin agonist SHH signalnog puta i svoje dejstvo ostvaruje 

direktno preko SMO receptora, tretman purmorfaminom je doveo do povećanja SOX18 

ekspresije u HeLa ćelijskoj liniji. Na ovaj način je pokazano da, nezavisno od liganda, 

aktivirana SHH signalna kaskada dovodi do povećanja SOX18 ekspresije. S obzirom da 

purmofamin dovodi do aktivacije transkripcije GLI1 gena, a istovremeno dovodi do 

povećanja SOX18 ekspresije još jednom se nameće zaključak da je regulacija ovog SOX 

gena pod kontrolom kanonskog HH-GLI signalnog puta. 

5.5. Strategija primenjena za generisanje konstrukta koji eksprimira dominantno-

negativni SOX18 protein 

 

Sox18/SOX18 gen zajedno sa Sox7/SOX7 i Sox17/SOX17 pripada SOXF grupi 

((Bowles et al., 2000) koja kodira transkripcione aktivatore (Hosking et al., 1995). Kao 

što je u uvodnom delu rečeno, humani SOX18 gen kodira protein veličine 384 amino 

kiselina koji poseduje N-terminalni domen, DNK vezujući domen (HMG BOX domen), 

centralni transaktivacioni domen (central TAD) i C-terminalni domen u okviru koga je 

identifikovan transaktivacioni motiv od 9 aminokiselina (9aa TAD) (Hosking et al., 

1995; Sandholzer et al., 2007) ( Slika 21). 

Članovi SOXF familije imaju ulogu u razviću vaskularnog sistema i u 

postnatalnoj neovaskularizaciji (Matsui et al., 2006; Cermenati et al., 2008). Sox7, 
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Sox17 and Sox18 su tranzijentno koeksprimirani tokom embrionalnog razvića u 

nastajućim endotelijalnim ćelijama (Olsson et al., 2001; Fawcett and Klymkowsky, 

2004; Cermenati et al., 2008). Uloga SOX18 je otkrivena zahvaljujući poremećajima u 

razvoju vaskularnog sistema i dlake koji postoje kod prirodnih mišijih mutanata. Već je 

istaknuto da postoje četiri vrste prirodnih mutanata koji su označeni kao „ragged“ (Ra) 

miševi kod kojih je identifikovana delecija jednog baznog para i koje dovode do 

promene okvira čitanja. Kao rezultat ovih mutacija, dolazi do sinteze skraćenog proteina 

(Pennisi et al., 2000a; James et al., 2003). Ra (ragged), RaJ (ragged Jackson) i Ragl 

(raggedlike) miševi u homozigotnoj formi razvijaju edeme i vrlo brzo umiru, dok se 

heterozigoti odlikuju samo promenom krzna (Pennisi et al., 2000a; James et al., 2003). 

Četvrta vrsta RaOp (ragged opsum) u heterozigotnoj formi ima izražene fenotipske 

promene, kao homozigoti za Ra, RaJ i Ral mutacije, dok homozigoti imaju ozbiljne 

kardiovaskularne defekte i umiru in utero (Pennisi et al., 2000a). Pokazano je da RaOp 

miševi eksprimiraju dominantno-negativnu formu SOX18 proteina koja se vezuje za 

DNK ali ne ostvaruje interakciju sa partnerskim proteinom i time onemogućava 

aktivaciju ciljnih gena koji su odgovorni za kontrolu vaskularnog razvića. Prirodne 

mutacije u SOX18 genu kod ljudi su povezane sa Hypotrichosis–lymphedema–

telangiectasia sindromom (HLT) (Irrthum et al., 2003). Dve mutacije su recesivne, 

mapirane unutar HMG boks domena i dovode do aminokiselinske zamene, pa je 

onemogućeno vezivanje SOX18 transkripcionog faktora za DNK. Treća mutacija je 

dominantna i pogađa transaktivacioni domen SOX18 proteina. Ova mutacija dovodi do 

stvaranja preuranjenog stop kodona što za posledicu ima sintezu skraćenog proteina, sa 

smanjenom transaktivacionom funkcijom (Irrthum et al., 2003; Sandholzer et al., 2007). 

U literaturi postoji mnogo podataka koji potvrđuju da SOXF proteini u kontroli 

vaskularizacije i u postnatalnoj angiogenezi ispoljavaju funkcionalnu redundantnost 

(Cermenati et al., 2008). Tako su Sox18-/-miševi za razliku od ragged mutanata vijabilni 

i nemaju defekte kardiovaskularnog sistema. Funkcionalna redundantnost između Sox7 i 

Sox18 je pokazana tokom vaskularnog razvića zebrica (Cermenati et al., 2008), dok je 

funkcionalna redudantnost za Sox17 i Sox18 pokazana tokom ranog kardiovaskularnog 

razvića miševa (Sakamoto et al., 2007). 
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SOXF grupa gena nije jedina SOX genska familija koja pokazuje funkcionalnu 

redundantnost. Članovi SOXB1 grupe, SOX1, SOX2 i SOX3 funkcionišu na redundantan 

način tokom razvoja centralnog nervnog sisitema u neuralnim matičnim ćelijama 

(Miyagi et al., 2009). Sox5 i Sox6, članovi SOXD genske familije, pokazuju 

funkcionalnu redundantnost tokom diferencijacije i proliferacije hondrocita (Smits et 

al., 2001). Članovi SOXE grupe, SOX8, SOX9 i SOX10 takođe pokazuju funkcionalnu 

redundantnost (Chaboissier et al., 2004; Barrionuevo and Scherer, 2010). Zbog svega 

navedenog proučavanje uloge SOX proteina utišavanjem pojedinačnih članova u okviru 

iste genske familije ne predstavlja dobru strategiju. Bolji pristup u proučavanju proteina 

čije se funkcije preklapaju predstavlja upotreba dominantno negativnog mutanta koji 

ima sposobnost da zauzme vezivno mesto u okviru promotora ciljog gena i onemogući 

vezivanje i wild typa proteina ali i drugih u okviru iste grupe. U literaturi je opisano 

nekoliko primera upotrebe dominantno negativnih mutanata u proučavanju funkcije 

SOX proteina pri čemu je prikazano i nekoliko strategija za njegovo konstruisanje. Neki 

od načina se zasnivaju na uvođenju mutacija u DNK vezujući domen ili u okviru NLS 

(eng.nuclear localisation signal) koji je važan za transport u jedro (Li et al., 2007; Shih 

et al., 2010). Tako je pokazano da je kod Sox3 mutanta zebrice, kod koga je mutacija 

uticala na DNK vezivanje, izostala sposobnost aktivacije 3xSX luciferaznog 

reporterskog konstrukta (Shih et al., 2010). Osim toga ovaj donimantno negativni 

mutant onemogućio je i wild type Sox3 da aktivira ciljne gene (Shih et al., 2010). 

Mutacije koje pogađaju NLS, pozicionirane u okviru HMG box domena, kod mišijeg 

Sox2 i Sox3 kod zebrice funkcionišu na dominantno-negativan način (Li et al., 2007; 

Shih et al., 2010). Međutim, ovakvo konstruisani dominantno-negativni mutanti ne 

mogu da prevaziđu funkcionalnu redundantnost SOX proteina. Dobra strategija je 

konstruisanje mutanta koji ima očuvan DNK vezujući domen ali ne i transaktivacioni ili 

transrepresorni domen. Takav primer predstavlja SOX10 mutant koji ima očuvan DNK 

vezujući domen, ali mu nedostaju K2 i transaktivacioni domen. Ovakav mutant 

sprečava transkripcionu aktivnost wild type SOX10 proteina i ostale članove SOXE 

grupe da ga u funkciji nadomeste (Cossais et al., 2010).  

Osim toga, uvođenje mutacija po uzoru na prirodne predstavlja još jednu 

strategiju u konstruisanju dominantno negativnog mutant. Za ovakav pristup su se 

opredelili Fontijn i saradnici, koji su generisali humani SOX18 dominantno-negativni 



116 

 

mutant uvođenjem mutacije na isto mesto kao kod RaOp mišjeg ortologa, što je za 

posledicu imalo sintezu skraćenog SOX18 proteina. Skraćeni SOX18 protein je zadržao 

sposobnost vezivanja, usled očuvanog DNK vezujućeg domena, ali je imao smanjenu 

transaktivacionu sposobnost (Fontijn et al., 2008). Nekoliko prirodnih mutacija koje su 

kod SOX2 proteina povezane sa anoftalmijom, mikroftalmijom i hipogonadotropnim 

hipogonadizmom su dovele do sinteze skraćene forme ovog proteina koji ima 

nepromenjen DNK vezujući HMG box domen, ali narušen transaktivacioni domen 

(Kelberman et al., 2006). Premda su ovi SOX2 mutanti pokazali smanjenu 

transaktivacionu funkciju, ipak je izostao dominantno-negativni efekat u 

eksperimentima kotransfekcije sa wild type proteinom (Kelberman et al., 2006). Takođe, 

Chen i saradnici su pokazali da SOX2 mutant kome nedostaje C-terminalni domen i 

domen bogat serinom ima očuvanu transaktivacionu sposobnost (Chen et al., 2008). 

U ovom radu je predstavljeno konstruisanje novog dominantno-negativnog 

SOX18 proteina, koje se oslanja na strategiju ponavljanja prirodnih mutacija. 

Dominantno negativni SOX18 ekspresioni vektor predstavljen u ovom radu konstruisan 

je delom po ugledu na prirodne mutacije kod čoveka i kodira protein koji se sastoji od N 

terminalog domena, kompletnog HMG BOX domen i malog dela centralnog 

transaktivacionog domena, dok mu ceo C-terminalni domena i veći deo centralnog 

transaktivacionog domena nedostaju. U odnosu na dominantno-negativni SOX18 

protein nastao prirodnom mutacijom u transaktivacionom regionu kod čoveka, 

predstavljeni protein predstavlja do sada najkraću opisanu formu koja zadržava 

mogućnost vezivanja za ciljne DNK sekvence (Milivojevic et al., 2013). Uporedo sa 

njim napravljen je i konstrukt koji eksprimira wild type SOX18 protein (Milivojevic et 

al., 2013). In vitro esejima je ispitivana sposobnost vezivanja oba generisana konstrukta. 

Funkcionalnim analizama je potvrđeno da je nativni SOX18 protein snažan aktivator, 

dok skraćeni SOX18 mutantni protein funkcioniše na dominantno-negativni način 

uspešno funkcionalno kompetirajući sa wild type proteinom (Milivojevic et al., 2013).  
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5.6. Uticaj SOX18 proteina na proliferaciju, vijabilnost, migraciju HeLa ćelija kao 

i na ekspresiju komponenti SHH signalnog puta 

 

Dosadašnji prikazani rezultati su pokazali da SOX18 gen predstavlja novi target 

SHH signalne kaskade, kao i da je moguće modulisati njegovu ekspresiju hemijskim 

agensima koji istovremeno menjaju aktivnost SHH signalnog puta u HeLa ćelijama. 

Prirodno se nametnulo pitanje kakvu posledicu uzrokuje promena u SOX18 ekspresiji u 

istom model sistemu? Do sada je u literaturi pokazano da SOX18 gen ima ulogu u 

regulaciji razvića vaskularnog i limfnog sistema, folikula dlake, kao i u procesima 

angiogeneze. Njegova uloga u biologiji kancera je prevashodno bila povezana sa 

tumorskom angiogenezom, a sam SOX18 je bio obeležen kao dobar target za 

potencijalne antiangiogenetske terapije kancera. Tek nedavno je uočeno da ekspresija 

SOX18 gena kod tumora ne korelira samo sa krvnim sudovima koji se nalaze u blizini 

tumora, već je primećena u ćelijama samog tumora. Takođe, pokazano je da SOX18 

predstavlja marker na osnovu koga se može predvideti prognoza bolesti kao i odgovor 

na primenjenu terapiju (Pula et al., 2013; Pula et al., 2014). 

Danas se zna da je uloga SOX18 gena u indukovanom endotelu u regulaciji 

procesa angiogeneze. Angiogeneza podrazumeva modulacije u endotelijalnim ćelijama 

takve da omoguće njihovu proliferaciju, adheziju i migraciju. U Laboratoriji za humanu 

molekularnu genetiku je pokazano da vaskularni faktor rasta (VEGF), koji predstavlja 

glavni regulatorni molekul angiogeneze, u endotelijalnim ćelijama, dovodi do povećanja 

ekspresije SOX18 gena (Petrovic et al., 2010b).  

Ispitujući ulogu SOX18 proteina u proliferaciji HeLa ćelija u ovom radu je 

zaključeno da povećanje njegove ekspresije ne doprinosi povećanju proliferacije i 

vijabilnosti HeLa ćelija, kao ni promeni u nivou ekspresije gena za ciklinD1. Do danas, 

uloga SOX18 u proliferaciji tumora nije u potpunosti razjašnjena. U literaturi postoje 

primeri koji pokazuju da ekspresija mišijeg dominantno-negativnog SOX18 

(SOX18RaOp) pored toga što smanjuje proliferaciju HUVEC, primarne ćelijske linije 

poreklom od endotela humane umbilikalne vene, dovodi i do antiproliferativnog efekta 

kod MCF7 ćelija, permanentne ćelijske linije poreklom od karcinoma dojke (Young et 
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al., 2006). Pula i saradnici su, međutim. primetili da ekspresija SOX18 u ćelijama 

karcinoma dojke ne korelira sa veličinom samog tumora niti utiče na proliferaciju ćelija 

in vitro (Pula et al., 2013). Rezultati prikazani o ovoj tezi su u saglasnosti sa rezultatima 

Pula i saradnika i pokazuju da SOX18 protein ne utiče na proliferaciju i vijabilnost 

HeLa ćelija u kulturi. 

Sa druge strane, predstavljeni rezultati pokazuju da je povećana SOX18 

ekspresija dovela do brže migracije HeLa ćelija. Sposobnost ćelije tumora da migriraju 

povezana je sa njihovom sposobnošću da dovedu do metastatskog širenja tumora, tako 

da se aktivacijom procesa migracije povećava maligni potencijal tumorskih ćelija. 

Promigratorni potencijal SOX18 gena je predhodnih godina objašnjen u studiji Young i 

saradnika. U ovoj studiji je pokazano da MCF-7 ćelijske linije, poreklom od karcinoma 

dojke, stabilno transfektovane dominantno-negativnom formom SOX18 gena (SOX18 

RaOp) imaju smanjenu migratornu sposobnost(Young et al., 2006). Osim toga, uspešno 

je pokazano da miševi koji eksprimiraju dominantno-negativnu formu SOX18 proteina, 

tj. imaju RaOP mutaciju, sporije razvijaju tumore (Young et al., 2006). Poznato je da se 

ekspresija SOX18 gena ne može detektovati u endotelijalnim ćelijama limfnih sudova. U 

patološkim uslovima, kao što su zarastanje rana ili rast tumora, u kojima dolazi do 

aktivacije endotela koja uključuje proliferaciju i migraciju endotelijalnih ćelija, 

primećena ekspresija SOX18 gena (Garcia-Ramirez et al., 2005).  SOX18 gen se 

pojačano eksprimira u endotelijalnih ćelijama koje se nalaze na granicama povreda i 

pokazano je da on učestvuje u indukciji angiogeneze tokom zarastanja rana (Darby et 

al., 2001). Kod miševa sa smanjenom SOX18 funkcijom utvrđeno je smanjene 

limfangiogeneza indukovana tumorom što je za posledicu imalo smanjenje brzine 

kojom ćelije tumora metastaziraju (Duong et al., 2012). Hosking i saradnici su pokazali 

da je VCAM-1, adhezioni molekul eksprimiran na membranama endotelijalnih ćelija 

važan u aktivaciji endotela, direktno regulisan SOX18 transkripcionim faktorom 

(Hosking et al., 2004). Pretpostavlja se da ova veza doprinosi remodelovanju limfnog 

sistema tokom tumorogeneze (Hosking et al., 2004). Kako je jedan od okarakterisanih 

ciljnhi SOX18 gena MMP7, matriksna melaloproteinaza 7, enzim odgovoran za 

degradaciju ekstraćelijskog matriksa koja je primećena tokom invazije ćelija tumora i 

metastaze, može se pretpostaviti da SOX18 preko regulacije ovog enzima utiče na 

migraciju ćelija (Hoeth et al., 2012). Predhodno je, takođe, pokazano da SOX18 
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reguliše transkripciju klaudina-5, proteina specifičnog za endotelijalne ćelije koji 

učestvuje u formiranju međućelijskih adhezionih veza i formiranju endotelijalne barijere 

(Fontijn et al., 2008). Nedavno je pozano da ovaj transkripcioni faktor utiče na 

pokretljivost ćelija karcinoma dojke (Escudero-Esparza et al., 2012).  Na kraju, u 

rezultatima predstavljenim u ovoj tezi je pokazano da inhibicija SHH signalnog puta 

dovodi do smanjenja ekspresije SOX18 gena kao i da narušava migratornu sposobnost 

HeLa ćelija. Istovremeno, povećanje ekspresije SOX18 u HeLa ćelijama dovodi do 

stimulacije migracije ovih ćelija u kulturi. Do danas su identifikovani neki ciljni geni za 

koje se smatra da mogu biti odgovorni za SHH indukovanu migraciju ćelija kao što su E 

katerin i matriksne metaloproteinaze. Predstavljeni rezultati ukazuju da bi SOX18 

protein mogao da bude novi target gen odgovaran za transdukciju promigratornog 

signala od strane SHH signalne kaskade. Da li su promigratorna svojstva aktiviranog 

SHH signalnog puta sa jedne strane i SOX18 proteina sa druge strane zaista u tesnoj 

funkcionalnoj vezi, treba da bude predmet daljih analiza.  

U cilju daljeg ispitivanja uloge SOX18 proteina u okviru SHH signalne kaskade 

pokazano je da povećana ekspresija SOX18 wild type dovodi do smanjenja nivoa 

ekspresije GLI1, GLI2 i GLI3 transkripcionih faktora i SHH liganda, dok se ekspresija 

gena za PTCH receptor nije promenila. Istovremeno, skraćena, dominantno-negativna 

forma SOX18 nije dovela do promena u ekspresiji analiziranih SHH komponenti. 

Prikazani rezultati ukazuju da funkcionalna vezu između signalnog puta i SOX18 

transkripcionog faktora možda uključuje regulaciju negativnom povratnom spregom. 

Do danas nisu objavljeni podaci koji govore o represorskoj ulozi SOX18 

transkripcionog faktora. SOX18 je protein sa definisanim transaktivacionim domenom i 

svi do sada identifikovani ciljni geni su pozitivno regulisani ovim transkripcionim 

faktorom (Hosking et al., 2001; Hosking et al., 2004; Fontijn et al., 2008; Hoeth et al., 

2012). Zato se može pretpostaviti da je uočena represorska uloga SOX18 u regulaciji 

pomenutih komponenti SHH kaskade indirektna, odnosno posredovana drugim 

regulatornim proteinima, koji se vezuje za regulatorne elemente ovih gena i reprimiraju 

njihovu ekspresiju. U literaturi postoje podaci o međusobnoj regulaciji SOX gena i 

komponenti SHH signalnog puta. U mozgu je Shh gen identifikovan kao veoma važan 

ciljni gen Sox2 transkripcionog faktora. Sa druge strane, nizvodni efektori ovog 

signalnog puta, Gli proteini predstavljaju partnere Sox2 transkripcionom faktoru u 
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aktivaciji Nkx2.2 (NK2 homeobox 2), Olig2 (oligodendrocyte transcription factor 2), 

Nkx6.1 and Nkx6.2, koji su eksprimirani u neuralnim progenitorima u kičmenoj moždini 

((Peterson et al., 2012)). Takođe, pokazano je da Sox2 i Sox3 na dozno-zavisan način 

regulišu ekspresiju Shh direktnim vezivanjem za njegove enhenserske regione u 

prednjem mozgu mišijih embriona ((Zhao et al., 2012) 

U literaturi je poznato da su mnogi proteini koji su prvobitno identifikovani i 

okarakterisani kao veoma važni za kontrolu embrionalnog razvića takođe uključeni i u 

razvoj mnogih tumora. Pokazano je da SHH signalni put ima bitnu ulogu tokom ranog 

embrionalnog razvića, ali i tokom nastajanja i progresije tumora. Sa druge strane, 

poznato je da su SOX transkripcioni faktori uključeni u mnogobrojne procese tokom 

embrionalnog razvoja. Takođe, njihova uloga primećena je kod različiti vrsta tumora. 

Zbog toga nije neočekivano postojanje funkcionalne veze između SOX gena i SHH 

signalne kaskade u tumorima. Sve je veći broj radova koji prepoznaju SOX gene kao 

važne regulatore komponenti SHH signalne kaskade, ali i kao ciljne gene ovog 

signalnog puta tokom embrionalnog razvića. Pokazano je da SHH u neuralnim 

matičnim ćelijama hipokampusa ima ulogu medijatora Sox2 funkcije ((Favaro et al., 

2009). Eksperimentima hromatinske imunoprecipitacije na embrionalnim ćelijama 

mozga poreklom iz hipokampusa pokazano je da se SOX2 vezuje za tri od četiri 

ispitivana potencijalna mesta u okviru regulatornog regiona SHH gena, kao i da je SHH 

eksprimiran u wild-type neuralnim ćelijama u kulturi, dok se ekspresija gubi u Sox2 null 

ćelijama in vitro ((Favaro et al., 2009)). Takanaga i saradnici pokazuju da je Sox2 

transkripcioni faktor, važan za održanje neuralnih matičnih ćelija telencefalona, 

regulisan SHH ligandom i da utišavanje ovog transkripcionog faktora skraćenom 

formom Gli2 regulatornog proteina inhibira ekspresiju Sox2 i drugih markera 

pluripotentnosti (Takanaga et al., 2009). Rezultati eksperimenata sa embrionima pileta i 

miša pokazali su da je Sox14 genska ekspresija zavisna od SHH signalnog molekula 

(Hargrave et al., 2000) 

Istraživanja prikazana u ovoj tezi pokazuju da je ekspresija SOX18 gena u in 

vitro tumorskom model sistemu regulisana SHH signalnim putem za koji je poznato da 

igra važnu ulogu u kancerogenezi. Predstavljeni rezultati ističu da je ekspresija SOX18 

gena u HeLa ćelijama pozitivno regulisana GLI1 i GLI2 transkripcionim faktorima, i da 
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je reč o transkripcionoj regulaciji kanonskom SHH-GLI signalnom kaskadom. 

Pokazano je da SOX18 transkripcioni faktor ne menja proliferaciju HeLa ćelija, ali 

značajno utiče na njihovu migratornu sposobnost. Konačno, uočeno je da SOX18 

transkripcioni faktor takođe može da utiče na ekspresiju pojedinih komponenti SHH 

signalnog puta reprimirajući njihovu ekspresiju. 

Mnogobrojni literaturni podaci dokazuju da je poremećaj SHH signalne kaskade 

uzrok razvoja i progresije različitih vrsta tumora. Međutim, SHH signalni put ne utiče 

samostalno na razvoj i progresiju tumora, već taj efekat ostvaruje u međusobnoj 

interakciji sa drugim signalnim putevima i regulatornim proteinima. Takođe, podaci 

najnovijih istraživanja navode da je ekspresija SOX18 gena uočena kod invazivnih 

formi tumora dojke i ovarijuma što ukazuje da ovaj humani gen može imati važnu ulogu 

u nastanku i širenju malignih tumora.(Pula et al., 2013; Pula et al., 2014). Proučavanje 

međusobnih funkcionalnih odnosa SHH signalnog puta i SOX18 regulatornog proteina 

omogućiće bolje razumevanje složenih molekularnih mehanizama koji se nalaze u 

osnovi procesa kancerogeneze, zbog čega ovaj rad predstavlja važan doprinos u oblasti 

fundamentalnog istraživanja kancera. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

U ovoj tezi su prikazani rezultati koji doprinose razjašnjavanju uloge SHH 

signalnog puta u regulaciji ekspresije humanog SOX18 gena u in vitro model sistemu 

karcinoma grlića materice. Analizirana je uloga GLI transkripcionih faktora, efektora 

SHH signalnog puta, u regulaciji transkripcije SOX18 gena u HeLa ćelijskoj liniji. Osim 

toga ispitivan je efekat modulacije SHH signalnog puta na proliferaciju, vijabilnost i 

migraciju HeLa ćelija. Sa druge stane, analiziran je uticaj SOX18 proteina na ekspresiju 

komponenti SHH signalnog puta u Hela ćelijskoj liniji, kao i na proliferaciju, vijabilnost 

i migraciju HeLa ćelija. 

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj tezi mogu se izvesti sledeći zaključci: 

1. U okviru optimalnog promotora SOX18 gena in silico analizom identifikovano je 

sedam potencijalnih vezivnih mesta za familiju GLI transkripcionih faktora. Analiza 

interakcije jedarnih proteina izolovanih iz HeLa ćelija sa DNK probama, koje 

obuhvataju potencijalna vezivna mesta za GLI transkripcione faktore, pokazano je da se 

GLI1 transkripcioni faktor specifično vezuje za tri potencijalna vezivna mesta u okviru 

regiona optimalnog SOX18 promotora na pozicijama -289 do -285 i od - 221 do - 209 u 

odnosu na start transkripcije. 

2. Funkcionalnom analizom je pokazano da povećana ekspresija GLI1 i GLI2 

transkripcionih faktora dovodi do povećanja aktivnosti optimalnog SOX18 promotor-

reporterskog konstrukta u HeLa ćelijama. Povećana ekspresija GLI3 transkripcionog 

faktora ne dovodi do promene aktivnosti optimalnog SOX18 promotor-reporterskog 

konstrukta u istom model sistemu. Zaključeno je da su transkripcioni faktori GLI1 i 

GLI2 pozitivni regulatori aktivnosti SOX18 promotora. 

3. Povećana ekspresija GLI1 i GLI2 transkripcionih faktora u HeLa ćelijama 

dovela je do povećanja ekspresije endogenog SOX18 gena, kako na nivou RNK tako i 

na nivou proteina, potvrđujući aktivatorski uticaj ovih transkripcionih faktora na 

ekspresiju SOX18 gena. Tranzijentna transfekcija istog model sistema GLI3 
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ekspresionim vektorom nije dovela do promene ekspresije endogenog SOX18 gena na 

RNK i proteinskom nivou. 

4. Tretman HeLa ćelija inhibitorom SHH signalnog puta, ciklopaminom, doveo je 

do smanjenja stepena proliferacije i smanjenja vijabilnosti HeLa ćelija. Osim toga 

pokazano je da modulacija SHH signalnog puta ciklopaminom smanjuje sposobnost 

migracije Hela ćelija. 

5. Tretman HeLa ćelija ciklopaminom doveo je do smanjenja ekspresije SOX18 

gena, na RNK i proteinskom nivou, čime je još jednom potvrđeno da SHH signalni put 

učestvuje u regulaciji ekspresije SOX18 gena.  

6. Aktivacija SHH signalnog puta purmorfaminom doveo je do povećanja stepena 

proliferacije i vijabilnosti HeLa ćelija. Takođe, tretman HeLa ćelija purmorfaminom 

povećao je stopu migracije HeLa ćelija. 

7. Modulacijom SHH signalne kaskade purmorfaminom u HeLa ćelijskoj liniji 

detektovano je povećanje ekspresije SOX18 gena.  

8. Generisani su konstrukti koji eksprimiraju nativni, wild type kao i novi 

dominantno-negativni SOX18 protein, koji poseduje DNK vezujući domen i manji deo 

transaktivacionog domena. Pokazano je da generisani konstrukti efikasno eksprimiraju 

nativnu i skraćenu formu SOX18 proteina u HeLa model sistemu. Funkcionalnom 

analizom je potvrđeno da nativni SOX18 deluje kao transkripcioni aktivator, dok 

skraćeni SOX18 pokazuje dominantno-negativni efekat. 

9. U okviru ovog rada pokazano je da povećana ekspresija nativne i skraćene forme 

SOX18 proteinne ne utiče na proliferaciju i vijabilnost HeLa ćelija. Sa druge strane, 

pojačana ekspresija wild type dovela je do povećanja sposobnosti migracije HeLa ćelija 

u poređenju sa pojačanom ekspresijom skraćenog SOX18 proteina. 

10. Povećana ekspresija nativnog SOX18 proteina smanjuje ekspresiju SHH gena, 

kao i GLI1, GLI2 i GLI3 komponenti SHH signalne kaskade upućujući na postojanje 

potencijalne negativne povratne sprege.  
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