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APSTRAKT

Sox3/SOX3 gen je jedan od najranijih markera neuralnog razvica ki¢menjaka, koji
ima klju¢nu ulogu u odrZavanju populacije ¢elija neuralnih progenitora. Nasa ranija
istrazivanja dovela su do prve karakterizacije promotora humanog SOX3 gena i
identifikacije kontrolnih elemenata preko kojih su opsti transkripcioni faktori NF-Y, Spl
i USF uklju€eni u regulaciju ekspresije ovog gena. Rezultati predstavljeni u ovom radu
po prvi put pokazuju da su TALE transkripcioni faktori PBX1, MEIS1 i TGIF ukljuceni u
regulaciju ekspresije humanog SOX3 gena. '

PBXI1 i MEIS1 proteini direktno interaguju sa konsenzusnim mestom za
vezivanje Pbx/Meis heterodimera koje je visoko evolutivno ocuvano u bazalnom
promotoru Sox3 gena sisara. PBX1 je prisutan u proteinskim kompleksima formiranim na
ovom mestu sa jedarnim proteinima iz neindukovanih ¢elija, dok su1 PBX1 1 MEIS1
prisutni u kompleksima formiranim sa jedarnim proteinima iz NT2/D1 ¢elija indukovanih
retinoi¢nom kiselinom. Zanimljivo je da je MEIS1 jedini do sada identifikovani faktor
koji interaguje sa kontrolnim elementima SOX3 promotora tek nakon indukcije ovog
gena retinoi¢nom kiselinom. Funkcionalne analize su pokazale da mutacije Pbx/Meis
vezivnog mesta dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora u RA indukovanim NT2/D1
éelijama, dok poveéana ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina dovodi do aktivacije SOX3
gena kako u indukovananim tako i u neindukovanim celijama.

Transkripcioni faktor TGIF ostvaruje funkciju transkripcionog represora
interakcijom sa konsenzusnim vezivnim mestom u promotoru SOX3 gena. Mutacija ovog
mesta dovodi do poveéane aktivnosti SOX3 promotora, dok povecana ekspresija
transkripcionog faktora TGIF zna¢ajno smanjuje ekspresiju SOX3 gena u neindukovanim
i RA indukovanim NT2/D1 ¢elijama.

Prikazani rezultati po prvi put uspostavljaju funkcionalnu vezu izmedu ¢lanova
TALE familije transkripcionih faktora (PBX1, MEIS1 i TGIF) i ekspresije humanog
SOX3 gena. Povezivanje ove dve familije trankripcionih faktora ima poseban znacaj kada
se ima u vidu njihova uloga tokom razvi¢a nervnog sistema ki¢menjaka.

Kljuéne re¢i: NT2/D1 ¢elije, SOX3, PBX1, MEIS1, TGIF, retinoi¢na kiselina



ABSTRACT

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

PBX1 and MEIS1 proteins are involved in the up-regulation of human SOX3 gene
expression in NT2/D1 cells by direct interaction with the consensus Pbx/Meis binding
site that is conserved in all analyzed mammalian orthologue promoters. PBX1 is present
in the protein complex formed on this site with nuclear proteins from uninduced cells,
while both, PBX1 and MEIS1 proteins were detected in the complex created with extract
from retinoic acid (RA) induced NT2/D1 cells. Interestingly, MEIS1 is the only
transcription factor demonstrated so far to interact with SOX3 promoter upon RA induced
activation of the SOX3 gene expression. By functional analysis it was demonstrated that
mutations of the Pbx1/Meisl binding sites resulted in profound reduction of the SOX3
promoter responsiveness to RA. Finally, it was demonstrated that overexpressed Pbx1
and Meisl increased endogenous SOX3 protein expression in both uninduced and RA
induced NT2/D1 cells.

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

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

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

Normalno embrionalno razvie i1 odrzavanje homeostaze adultnih visecelijskih
organizama obezbedeno je sloZzenim mehanizmima kontrole osnovnih celijskih procesa koji
obuhvataju opredeljivanje multipotentnih progenitora u pravcu odredenih celijskih tipova,
diferencijaciju, proliferaciju i dcelijsku smrt. Ovi mehanizmi omoguéavaju da organizarﬁ
tokom razviéa i u adultnom stadijumu raspolaze populacijom mati¢nih éelija koje pod
odredenim uslovima mogu uci u proces opredeljivanja za odredenu ¢elijsku liniju. Proces
opredeljivanja ukida neogranicen proliferativni kapacitet i multipotentnost mati¢nih celija i
oznaCava ulazak opredeljenih progenitora u ireverzibilan proces koji se =zavrSava
diferencijacijom u odredeni celijski tip (Lefebvre et al., 2007). Mehanizam opredeljivanja
¢elija pracen je promenom ekspresije odredene grupe gena i u velikoj meri je kontrolisan
transkripcionim faktorima specifiénim za odredeni ¢elijski tip. Ovi transkripcioni faktori
pripadaju razli¢itim proteinskim familijama: HLH proteini, POU proteini, Runt proteini,
homeodomenski proteini, forkhead proteini i SOX proteini (Lefebvre et al., 2007).

Ovaj rad bavi se ulogom TALE familije homeodomenskih proteina u regulaciji
ekspresije humanég SOX3 gena. Kratka rekapitulacija objavljenih rezultata olakSace
razumevanje klasifikacije, evolucije i jedinstvenih karakteristika proteina koji pripadaju SOX
i TALE familijama. Takode, ukazace i na znacaj funkcionalnog povezivanja ¢lanova ovih
proteinskih familija i potencijalne implikacije njihovih interakcija na embrionalno razvice
ki¢menjaka, posebno na razviée CNS-a, proces tokom kog se u neuralnim progenitorima

poveéava ekspresija kako SOX3, tako i pojedinih ¢lanova TALE familije proteina

1.1 SOX proteini

SOX proteini evolutivno su povezani sa familijom HMG domenskih proteina

(Wegner, 1999). HMG domenski proteini prisutni su u svim eukariotskim ¢elijama. Poseduju
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dva ili vise kanonskih HMG domena dugih oko 80 amino kiselina koji obezbeduju vezivanje
proteina za DNK (Weiss, 2001). Vecina drugih proteina koji se vezuju za DNK ostvaruju ovaj
kontakt preko velikog Zljeba DNK zavojnice ¢ime se konformacija DNK molekula neznatno
menja. Zahvaljuju¢i strukturi svog DNK vezujuceg domena, HMG domenski proteini se
umecu u mali Zljeb DNK uslovljavajuéi znacajno savijanje DNK zavojnice pri ¢emu dolazi do
Sirenja malog Zljeba i kompresije velikog (Lefebvre et al., 2007). Promena konformacije DNK
olakSava pristup proteinima i ubrzava formiranje enhensozoma, funkcionalno aktivnih
kompleksa transkripcionih faktora na enhenserskim sekvencama gena (Lefebvre ef al., 2007).

SOX proteini se odlikuju prisustvom jednog nekanonskog HMG domena koji je
oznaden kao HMG boks domen (Lefebvre et al., 2007). Prisutni su samo u Zivotinjskom
carstvu, §to ukazuje da su nastali evolucijom HMG domenskih proteina. Za razliku od Sirokog
profila ekspresije HMG domenskih gena, nizak nivo ekspresije Sox gena, podgrupe HMG
boks gena, detektovan je u ograniéenom broju éelijskih tipova. HMG boks domen pokazuje
samo 20% homologije sa predackim, kanonskim HMG domenom ali su amino kiseline koje
obezbedjuju konformacione promene DNK prilikom vezivanja ostale evolutivno oCuvane
(Lefebvre et al., 2007).

Sry je prvi otkriveni Sox gen (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Njegovim
otkricem okoncana je duga potraga za genom odgovornim za diferencijaciju muskog pola na
Y hromozomu (SRY; sex-determing region on the Y chromosome). Ostali ¢lanovi ove genske
familije otkriveni su na osnovu homologije sa Sry genom u HMG boks domenu i na osnovu
ove karakteristike nastao je akronim Sox (Sry-related HMG box) (Gubbay et al., 1990;
Sinclair et al., 1990; Denny et al., 1992; Wright et al., 1993). Brojevi su Sox genima
dodeljivani na osnovu redosleda otkrivanja. Schepers i saradnici su 2002. godine izvrSili
pretrazivanje sekvenci kompletnih genoma Coveka i miSa i izvrSili ponovnu numeraciju i

klasifikaciju priblizno dvadesetak Sox gena prisutnih kod ove dve vrste (Schepers et al.,
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2002). Na osnovu poredenja proteinskih sekvenci Sox geni sisara su svrstani u 8 grupa, A-H

(Tabela 1), pri Cemu je grupa B podeljena na podgrupe B1 i B2 (Lefebvre er al., 2007).

: LOKUS : )
GRUPA | GEN E G SHEMATSK] PRIKAZ GENA REFERENCE
: . Gubbay stal, 1392
A | SY YC3 vpta 13 8 W 453 Dubia &8 s, 1555
B | Saxt | BA-A2  13qw | [PSSCTIIIIOND Coignn st sl 199
Kamachi stal, 1599
Sax2 3A2B  3q26.3-g27 | A ' Celgron st ol 1896
. Kamachi stal, 1999
. AT
Sox3 XAT3B  Xq26.3 e - Cofigron st &, 1996
B2 Sox14 9E3.3 322923 . T Hargeave et 3l., 2000
Sox2T 14 E4 13q34q32 e Uchikawa olat, 1999
= (B (I, s etsl,
c SoxA I3 A3-A5  6p223 i 9 ?9;3 Wetedng
. o Kurbodt et 8, 1998
Soxf! | 12A3 P I T
. NGB« CAMEZI207
Soxi2 2363 20pt T3 G o
: [rete) Dennyetal, 1532
D | Sox5 8§63 120121 | ST R e Lolobves a1 5L, 1553
. Lekdnroatal. 1558
L-Sax5 | 8G3 b o e 8 Hroska st el,, 1998
B Lelebwee eial, 1998
Soxt 7F1 tptesd 2 w@éﬁa Tar 515 817 6% w7| Tskamatustsl 1985
Conrcratal, 1595
Boxzi3 {E4 ) 1q32 ‘[ 1m20 = e Ko elal, 1963
: ] Schepes & 8l, 2000
E Sox3 1743 depterpi23 | ooy wm 55 FrT -
TN Sudhack atal, 1896
Soxg 11 E2  17gq24.3g254 ¢ 63 103 142 w0 ot WWigH et sk, 1995
[ B TTHIHAD Pusch il al, 1988
Sox10 15 E1 2213 Ve 101 130 24 ot Kuhibrodt at al., 1998
TarigueH atal, 1999
F Sox7 14C3 8p22 Y43 13 T30 Takashatal, 2001
O 1111513 i
Sox17 | 1a1 8qitz3 . R Karei st al., 1698
f 1311 . Dgenl sl 138
Sox18 2R4 20q13.33 7 168 245 278 345 448 Hosking el sf., 2001
6 |Sess | 1183 47p13 T Baranger el al. 2000
' [ TIIEICIE Gsoki of al., 1959
H | Sox3p t1B1.1 54933 T S35 4% 782

Tabela 1: Klasifikacija Sox gena mi$a, sa oznakom grupe, hromozomske pozicije kod misa i
¢oveka (lokus) i strukturnom organizacijom gena. Na shemi organizacije gena blokovi
oznatavaju funkcionalne domene: crni-HMG domen, uzduzne pruge-transaktivacioni,
popreéne pruge-transrepresorski, dijagonalne pruge-dimerizacioni domen. Preuzeto iz

Lefebvre, V et al., 2007.

(U]
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SOX proteini u okviru iste grupe pokazuju visok nivo homologije (70-90%) kako u
okviru HMG boks domena tako i van njega, dok proteini iz razli¢itih grupa pokazuju
homologiju samo u okviru HMG boks domena (=46%). Vecina Sox gena ima 1-3 egzona i
jednu varijantu primarnog RNK transkripta dok Sox geni grupa D i H sadrZe vise egzona koji
mogu dati primarne transkripte razlicitih duzina i izmenjenih karakteristika (Wunderle et al.,
1996; Hiraoka et al., 1998; Lefebvre et al., 1998; Osaki et al., 1999). Sox geni su prisutni i
kod invertebrata, tako na primer, Drosophila melanogaster ima samo pet a Caenorhabditis
elegans osam Sox gena ali svi ovi geni imaju odgovarajuée ortologe u pomenutim grupama

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

1.1.1 Karakteristike SOX proteina

Vecina SOX proteina ima vise funkcionalnih domena (Gubbay et al., 1992; Connor et
al., 1995; Dunn et al., 1995; Takamatsu et al., 1995; Wright et al., 1995; Collignon et al.,
1996; Kanai et al., 1996; Kido et al., 1998; Kuhlbrodt et al., 1998; Taniguchi et al., 1999;
Hargrave et al., 2000; Kamachi et al., 2000; Schepers et al., 2000). Najznacajniji je svakako
HMG boks domen koji sam obezbeduje ostvarivanje veoma znacajnih funkcija: vezivanje
proteina za DNK i konformacione promene DNK, interakcije sa drugim proteinima, transport
proteina u i van jedra (Lefebvre er al., 2007) (Slika 1). Ove funkcije ostvaruju se preko
sekvenci HMG boks domena koje su evolutivno visoko ocuvane kod svih SOX proteina.
Posto je HMG boks domen visoko o¢uvan kod SOX proteina iste grupe, a proteini razlicitih
grupa pokazuju ~ 50% homologije ovog regiona, pretpostavlja se da je evolucija ovog
domena isla u pravcu ostvarivanja jedinstvenih funkcija SOX proteina pojedinih grupa.
Domeni SOX proteina izvan HMG boks-a visoko su evolutivno ocuvani kod ortologa i
¢lanova iste grupe, a potpuno razliciti kod pripadnika razli¢itih grupa (Lefebvre ez al., 2007).

Ovi domeni ukljucuju transaktivacione, transrepresorske 1 domene odgovorne za dimerizaciju
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proteina (Sudbeck et al., 1996; Pusch et al.,, 1998). Sry gen je zanimljiv izuzetak od ovog
pravila. Njegovi ortolozi ne pokazuju homologiju izvan HMG boks domena (Lefebvre et al.,
2007). Postoje dva pristupa u objasnjenju ovog fenomena. Po prvom SRY protein nema
drugih funkcionalnih domena osim HMG boks-a (Lefebvre et al., 2007). Ovu hipotezu
podrzava Cinjenica da veéina mutacija u humanom Sry genu koje dovode do reverzije pola
pogadaju upravo HMG boks domen (Cameron and Sinclair, 1997). Po drugoj hipotezi
nepostojanje homologije izvan HMG boks domena objasnjava se brzim promenama regiona
izvan ovog domena izazvanih adaptivnim pritiskom specifi¢nim za odredenu vrstu (Lefebvre
et al., 2007). Potencijalni transaktivacioni domeni izvan HMG boks-a SRY proteina su

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

Slika 1: Shematski prikaz strukture HMG domena SOX proteina. Domen se savija u strukturu
oblika slova L koja se sastoji od 3 a-heliksa i ostvaruje kontakt sa malim zljebom DNK
zavojnice, savijaju¢i ga pod uglom od 30° do 110°. Slika prikazuje dva HMG domena vezana
za DNK u suprotnoj orjentaciji. a-heliksi su predstavljeni cilindrima a sekvece izmedu
heliksa, kao i N i C terminalni domeni su predstavljeni trakama. Ugao savijanja DNK je

predstavljen iznad HMG domena. Preuzeto iz Lefebvre, V et al., 2007.
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1.1.2 Vezivanje SOX proteina za DNK

SOX i TEF/LEF-1 proteini pokazuju vecu specifi¢nost za odredene sekvence prilikom
vezivanja za DNK od svojih evolutivnih predaka, HMG domenskih proteina (Lefebvre et al.,
2007). Ova karakteristika omoguc¢ava SOX proteinima da, iako su prisutni u maloj koli¢ini u
Celiji, ostvare svoje funkcije preko specificnih sekvenci u regulatornim regionima ciljnih
gena. In vitro eksperimenti u kojima je ispitivan afinitet SOX proteina za vezivanje za
specificne sekvence DNK ukazali su da se SOX proteini preferencijalno vezuju za
heksamernu sekvencu 5° (A/T)(A/T)CAA(A/T) 3° (Denny et al., 1992; van de Wetering et al.,
1993; Harley et al., 1994; Mertin et al., 1999). Ova sekvenca veoma je sli¢na konsenzusnoj
sekvenci za vezivanje TEF/LEF-1 proteina, 5° T(A/T)(A/T)CAAG 3’ (Love et al., 1995;
Werner et al., 1995). Na afinitet vezivanja SOX proteina uti¢u i nukleotidi koji okruzuju
heksamernu sekvencu, ali zahtevi za prisustvom odredenih nukleotida variraju medu
razli¢itim SOX proteinima (Mertin ef al, 1999). Na primer SOX9 i SOX17 zahtevaju
prisustvo 5° AG, ali im se zahtevi za nucleotide na 3” kraju razlikuju: u slu¢aju SOXO to je 3’
GG, aza SOX17 3° G (Mertin et al., 1999). Afinitet za odredene nukleotide direktno zavisi od
strukture HMG boks domena Sto SOX proteinima iz iste grupe obezbeduje da reguliSu
ekspresiju istih ciljnih gena, dok proteini iz drugih grupa mogu da kompetiraju za ista mesta
ili da preko izmenjenih sekvenci reguliSsu druge ciljne gene (Lefebvre er al, 1998).
Eksperimentalni podaci ukazuju da oba mehanizma funkcioniSu iz vivo. SOX5 1 SOX6, koji
pripadaju SoxD grupi, aktiviraju Co/2al gen preko enhensera koji sadrzi nekoliko mesta za
vezivanje SOX proteina kooperativno se vezujuci sa SOX9 (pripada grupi E) (Lefebvre et al.,
1998). Medutim, u promotorima Mpz 1 Mpb gena ovi proteini kompetiraju za vezivanje sa
SOX9 i SOX10 ostvarujuci pri tom represorsku funkciju (Stolt ez al., 2006).

Vazno je naglasiti da je otkriveno vise slucajeva u kojima se SOX proteini vezuju za

sekvence DNK koje samo delimi¢no odgovaraju konsenzusnoj sekvenci otkrivenoj in vitro
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eksperimentima (Mertin et al., 1999). Sekvence sli¢ne konsenzusnoj veoma su zastupljene u
genomu pa je jasno da specifiénost DNK sekvence nije jedini kriterijum za vezivanje SOX
proteina u regulatornim regionima ciljnih gena in vivo. Gore pomenuti enhenser Co/2al gena,
za koji se vezuju SOX5, SOX6 1 SOX9, poseduje 4 vezivna mesta za SOX proteine od kojih
ni jedno ne deli homologiju sa konsenzusnim heksamerom u svih 6 nukleotida (Lefebvre et
al., 1997; Lefebvre et al., 1998). Ova 4 mesta nalaze se u delu enhensera koji salinjavaju 2
invertovana ponovka od po 11 nukleotida koji mogu da formiraju nelinearne strukture DNK
(Lefebvre et al., 1997; Lefebvre et al., 1998). Konformacija DNK u regionima gde se nalaze
nekonsenzusne sekvence moze da bude jedan od kriterijuma po kojima SOX proteini vrse
selekciju mesta za vezivanje. Cinjenica da se SOX proteini in vivo vezuju za DNK sekvence
koje ne odgovaraju u potpunosti konsenzusnom mestu otkrivenom in vitro otezavaju
pronalazenje potencijalnih ciljnih gena ovih proteina. Potencijalna vezivna mesta za SOX
proteine ne mogu se otkriti samo na osnovu sekvence DNK, po ¢emu se razlikuju od vecine
drugih transkripcionih faktora. Sve dok se ne otkriju svi kriterijumi po kojima SOX proteini
vrie selekciju vezivnih mesta na DNK bice tesko identifikovati sve ciljne gene u Ciju

regulaciju ekspresije su ovi proteini ukljuceni.

1.1.2.1 Konformacione promene DNK izazvane vezivanjem SOX proteina

Pokazano je da LEF-1 protein ima klju¢nu arhitektonsku ulogu u formiranju aktivnog
transkripcionog kompleksa na enhenseru gena za T ¢elijski receptor alfa (TCRc) (Giese et al.,
1995). Prilikom formiranja ovog enhensozoma, LEF-1 se vezuje za DNK i izaziva veoma
ostro savijanje zavojnice koje dovodi do bliskog kontakta proteina vezanih za veoma udaljene
sekvence na linearnoj DNK (Lefebvre et al., 2007). lako SOX proteini takode izazivaju
savijanje DNK 1 verovatni imaju znacajnu ulogu u formiranje enhensozoma, ovakav primer

uloge SOX proteina kao arhitektonskih faktora jos nije potvrden in vivo. U prilog hipotezi da
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je promena konformacije DNK jedna od osnovnih funkcija SOX proteina idu podaci o
specificnim mutacijama SOX proteina. Kod ¢oveka su opisane mutacije u SRY i SOX2 genu,
povezane sa patoloSkim fenotipom, koje ne utiCu na njihovo vezivanje za DNK ve¢ selektivno
pogadaju sposobnost ovih proteina da izazovu konformacione promene DNK (Scaffidi and
Bianchi, 2001).

Ugao savijanja DNK zavojnice prilikom vezivanja SOX proteina varira od 30° do ¢ak
110° (Weiss, 2001). Ovakav raspon savijanja obezbeden je fleksibilnom strukturom HMG
boks domena koja postaje rigidna prilikom vezivanja za DNK izazivajudi savijanje zavojnice.
Istovremeno, interakcija sa DNK obezbeduje kompletno savijanje proteina i zauzimanje
tercijarne strukture. Fleksibilna struktura HMG boks domena predstavlja veoma ekonomican
nacin da u mnogobrojniim ¢elijskim tipovima dvadesetak SOX proteina organizuje veoma

razli¢ite tipove enhensozoma.

1.1.3 Interakcije sa drugim proteinima

Jo§ jedna vazna karakteristika SOX proteina je njihova sposobnost da interaguju sa
razli¢itim transkripcionim faktorima (Kamachi et al., 2000; Wilson and Koopman, 2002). Ova
osobina SOX proteina prvi put je otkrivena, i do sada najbolje okarakterisana, na enhenseru
Fgf4 gena koji je specifiéno aktiviran u embrionalnim mati¢nim celijama i embrionalnim
karcinoma Celijama (Yuan et al., 1995). Ovaj enhenser sadrzi blisko postavljena vezivna
mesta za SOX proteine i POU domenske proteine. SOX2 i OCT3/4 (pripada familiji POU
domenskih proteina) su koeksprimirani u ovim celijama i sinergisti¢ki aktiviraju enhenser
Fgf4 gena formirajuci heterodimere preko svojih domena za vezivanje za DNK (Remenyi er
al., 2003). Sinergisticko delovanje ova dva proteina potvrdeno je i drugim slucajevima

aktivacije gena specifiéno eksprimiranih u maticnim celijama, ukljucujuéi i Sox2 gen
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(Tomioka et al., 2002). Transkripcioni faktori sa kojima SOX2 ostvaruje interakcije u drugim
Celijskim tipovima su Pax6 u celijama sociva (Kamachi ef al., 2001) i Brn2 u neuralnom
primordijumu (Tanaka ez al., 2004).

Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima odvijaju se preko
domena za vezivanje za DNK. Efikasnost ovih proteinskih interakcija na DNK verovatno je
povezana sa ¢injenicom da se SOX proteini vezuju za mali, a vecina ostalih transkripcionih
faktora za veliki zljeb DNK zavojnice (Lefebvre et al., 2007).

In vitro je pokazano da SOX proteini ostvaruju interakcije sa razliCitim
transkripcionim faktorima: homeodomenskim proteinima, proteinima koji poseduju Zn-
prstice, HLH proteinima i proteinima sa strukturom leucinskog rajsferslusa (Remenyi et al.,
2003; Wissmuller et al., 2006). U svim slu¢ajevima heterodimerizacija se ostvaruje preko
C terminalnog kraja HMG boks domena SOX proteina i domena za vezivanje za DNK drugog
proteina (Remenyi et al, 2003). Na ovaj natin HMG boks ucestvuje u formiranje
enhensozoma, ne samo promenom konformacije DNK, ve¢ i direktnom interakcijom sa

razliitim tipovima transkripcionih faktora.

1.1.4 Lokalizacija SOX proteina u celiji

HMG boks SOX proteina sadrzi dva domena koji obezbeduju lokalizaciju ovih
proteina u jedru. Ovi domeni (NLS-Nuclear Localisation Signal) su medusobno nezavisni i
evolutivno visoko ocuvani kod svih SOX proteina (Sudbeck and Scherer, 1997). HMG
boksovi gena iz SoxE grupe, pored signala za ulazak proteina u jedro, poseduju i signal za
izlazak proteina iz jedra u citoplazmu (Gasca et al., 2002). Jo§ uvek je nejasno da li je
transport SOX proteina izmedu citoplazme i jedra generalni mehanizam regulacije aktivnosti
ovih proteina. SOX 9 je lokalizovan u citoplazmi u nediferenciranim gonadama embriona i

ranim stadijumima diferencijacije zenskih gonada (Morais da Silva ez al., 1996), dok je SOX2
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detektovan u citoplazmi éelija unutra$nje éelijske mase blastocista (Avilion ef al., 2003).
Osim u ovim slu¢ajevima i SOX2 i SOXO9, kao i svi ostali proteini ove familije, smatraju se

jedarnim proteinima.

1.1.5 Transaktivacija i transrepresija

SOX proteini koji pripadaju grupama B1, C, E 1 F, koji ¢ine 12 od ukupno dvadesetak
SOX proteina, poseduju veoma jak transaktivacioni domen na svom C terminusu. Ovaj
domen SOX2 i SOX9 proteina fizicki interaguje sa transkripcionim koaktivatorima CBP/p300
$to je jo$ jedan mehanizam preko koga SOX proteini ucestvuju u aktivaciji enhensozoma
(Nowling et al., 2003; Tsuda et al., 2003).

U tumacenju mehanizama transaktivacije i transrepresije od posebnog interesa je B
grupa Sox gena koja je evoluirala u dve podgrupe: Bl koju ¢ine transkripcioni aktivatori
SOX1, SOX2 i SOX3 i B2 koja obuhvata transkripcione represore SOX14 i SOX21
(Uchikawa ef al., 1999). Pet SOX proteina B grupe pokazuju visoku homologiju HMG boks
domena i imaju preklapajuéi profil ekspresije: transrepresori B2 podgrupe iz vivo reprimiraju
aktivnost Sox gena podgrupe B1 (Uchikawa et al., 1999). Domen odgovoran za represiju
nalazi se van HMG boks-a, na C terminusu, $to ukazuje da ovi proteini deluju ne samo kao
kompetitori SOX proteina B1 podgrupe za vezivanje za DNK, ve¢ i direktnim interakcijama
preko domena na C terminusu (Uchikawa et al., 1999).

SOX15 (jedini ¢lan G grupe SOX proteina) funkciju represije takode ostvaruje preko
domena lokalizovanog na C terminusu (Beranger et al., 2000). Zanimljivo je da SOX proteini
D grupe (SOXS5, 6 i 13) mogu regulisati transkripciju i kao koaktivatori i kao represori. Sox
proteini ove grupe sa SOX9 kooperativno aktiviraju specifiéne gene ukljuCene u proces
hondrogeneze, iako nemaju transaktivacioni domen, niti direktno reaguju sa SOX9 (Lefebvre

et al, 1998). Ovakav mehanizam aktivacije moze se objasniti njihovom ulogom

10
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arhitektonskih faktora ili/i interakcijama sa drugim proteinima. Mehanizmi preko kojih ovi
proteini ostvaruju represiju, potpuno su drugaciji i veoma raznovrsni. U Celijama usnog
mehura, SOX6 reaguje sa transkripcionim korepresorom CtBP2 preko kratkog motiva
PLNLSS koji se nalazi van HMG boks domena (Lefebvre ef al., 2007), dok u beta éelijama
pankreasa interaguju sa Pdx1 proteinim preko HMG boks-a. U oligodendrocitima SOXS5 i
SOX6 kompetiraju sa SOX proteinima E grupe (SOX 8, 9 1 10) za vezivanje za DNK (Stolt ez
al., 2006). SOX13 vrsi represiju gena specificnih za T limfocite direktnim vezivanjem za

DNK i istiskivanjem TCF1 proteina, ali domen odgovoran za ovu aktivnost jo§ uvek nije

identifikovan (Melichar ez al., 2007).

1.1.6 Homodimerizacija

Homodimerizacija SOX proteina do sada je opisana kod ¢lanova SoxD i SoxE grupe
(Lefebvre et al., 2007). Proteini SoxD grupe poseduju dva evolutivno ocuvana domena koji
obezbeduju homodimerizaciju u prisustvu ili u odsustvu DNK i omogucavaju visoko efikasno
vezivanje za susedna konsenzusna mesta (Lefebvre er al, 1998). Takode, poSto se
homodimerizacija ne odvija preko HMG boks domena, moguée su interakcije sa drugim
transkripcionim faktorima. SoxE proteini takode formiraju homodimere, ali nakon vezivanja
za DNK, i to preko evolutivno ouvanih regiona koji se nalazi na N terminusu proteina
(Schlierf et al., 2002). Zanimljivo je da mutacija ovog regiona u humanom SOX9 dovodi do
sindroma kampomeli¢ne displazije ali ne i do XY reverzije pola, Sto ukazuje da je
homodimerizacija kao mehanizam regulacije aktivnosti proteina specifina za odredene

Celijske tipove (Bernard ez al., 2003).

i f
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1.1.7 Posttranslacione modifikacije

Kao i u sluCaju drugih regulatornih faktora, aktivnost SOX proteina je modulisana
razli¢itim tipovima posttranslacionih modifikacija. Mnogi SOX proteini poseduju
potencijalna mesta za fosforilaciju, ali je do sada potvrdena samo fosforilacija SOX9 proteina
kinazom A na dva mesta u regionima oko HMG boksa (Huang et al., 2000). Ova modifikacija
SOX9 proteina dogada se u hrskavici (Huang et al., 2001) i tokom razvi¢a muskih gonada
(Malki et al., 2005) gde omogucava translokaciju proteina u jedro.

SOX3, SOX4, SOX6 i SoxE proteini mogu biti modifikovani sumoilizacijom ili
ubikvitinacijom in vitro, ¢ime se menjaju karakteristike ovih proteina: stabilnost, Celijska

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

1.2 Funkcije Sox gena in vivo

Sox geni imaju znaajnu ulogu u brojnim regulatornim mehanizmima tokom
embrionalnog razvica i uéestvuju u kljuénim fizioloSkim procesima tokom adultnog zivota
ki¢menjaka (Lefebvre et al., 2007). U Tabeli 2 dat je sazet pregled funkcija Sox gena miSa

koje su potvrdene in vivo.

12
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Grupa

Gen

Uloga

Sry

Determinacija pola (Polanco and Koopman, 2007)
Regulacija aktivnosti mozga (Dewing et al., 2006)

Bl

Sox1

Razvice oka (Kondoh et al., 2004)
Neurogeneza (Bylund et al., 2003; Pevny and Placzek, 2005)

Sox2

Odrzavanje pluripotentnosti ES ¢elija (Avilion et al., 2003)
Neurogeneza (Pevny and Placzek, 2005; Wegner and Stolt, 2005)
Razvice oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)

Razvice hipofize (Kelberman et al. 2006)

Razviée ¢ulnih kvrzica (Okubo et al., 2006)

Sox3

Neurogeneza (Bylund et al., 2003; Pevny and Placzek, 2005)
Razviée oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)
Razvice hipofize (Rizzoti et al., 2004)

Razviée gonada (Weiss et al., 2003)

Sox14

Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

Sox21

Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

Sox4

Kardiogeneza (Schilham et al., 1996)
Limfopoeza (Schilham et al., 1997)

" Razviée pankreasa (Wilson et al., 2005)

Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)

SoxI11

Kardiogeneza (Sock et al., 2004)
Razviée oka, pluéa, pankreasa, skeleta i slezine (Sock et al., 2004)
Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)

Sox12

Nepoznata

Sox5

Razvice skeleta (Smits et al., 2001)
Razviée nervne kreste (Perez-Alcala et al., 2004)
Gliogeneza (Stolt et al., 2006)

Sox6

Funkcije srca (Hagiwara et al., 2000)

Razvice skeleta (Smits et al., 2001)

Gliogeneza (Stolt et al., 2006)

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

SoxI3

Limfopoeza (Melichar et al., 2007)

Sox§8

Gliogeneza (Stolt et al., 2004 and 2005)

Razviée testisa (Chaboissier et al., 2004)

Osteogeneza (Schmidt et al., 2005)

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

13
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Grupa |Gen Uloga

e Determinacija pola (Barrionuevo et al., 2006a; Kobayashi et al., 2005)
e Hondrogeneza (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002)

e Razvice nervne kreste (Cheung et al., 2005)

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

e (Odrzavanje ¢elija notohorda (Barrionuevo et al., 2006)

Sox9 e Kardiogeneza (Akiyama et al., 2004)

e  Formiranje unutrasnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)

e Formiranje folikula dlake (Vidal et al., 2005)

e Razvice pankreasa (Seymour et al., 2007)

e Razvice epitela creva (Moniot et al., 2004)

e Razvice nervne kreste (Wegner and Stolt, 2005; Kelsh et al., 2006)
Sox10 e Formiranje unutradnjeg uha (Taylor and LaBonne,-2005)

e Kardiogeneza (Zhang et al., 2005)

Sox7
e Formiranje endoderma ( Kanai-Azuma et al., 2002)
. Sox17 e  Angiogeneza (Matsui et al., 2006)
¢ Kardiogeneza (Pennisi et al., 2000; Zhang et al., 2005)
SoxI8 e Angiogeneza (Downes & Koopman, 2001; Matsui et al., 2006)
e Razvice folikula dlake (Pennisi et al., 2000)
G Sox15 e Regeneracija skeletne muskulature (Lee et al., 2004; Meeson et al., 2007)
H Sox30 * nepoznata

Tabela 2 : Pregled funkcija Sox gena misa koje su potvrdene in vivo. Preuzeto iz Lefebvre,
Vetal., 2007.

1.2.1 Onkogeni potencijal Sox gena

Pokazano je da mnogi proteini koji imaju ulogu u kontroli razvi¢a, poseduju onkogeni
potencijal, kao i da brojni geni prvobitno identifikovani kao protoonkogeni ucestvuju u
procesima vezanim za diferencijaciju (Dong et al., 2004). Ovakvi proteini pripadaju grupama
sekretornih proteina (Dong et al., 2004), transmembranskih proteina (Alberti et al., 2003),
proteina ukljucenih u puteve signalne transdukcije (Wicking et al., 1999; Classon and Harlow,
2002; Lustig and Behrens, 2003) i transkripcionim faktorima (Lu et al., 1995; Barr, 1997;
Chang et al., 1997). Brojni podaci ukazuju na onkogeni potencijal ¢lanova SOX familije

(Dong et al., 2004).

14
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Jednu od retkih direktnih studija onkogenog potencijala Sox gena izveli su Xia et al.
(Xia et al., 2000). U toj studiji je pokazano da ektopi¢na ekspresija Sox3 gena u fibroblastima
embriona pileta dovodi do onkogene transformacije ovih ¢éelija. Takode je pokazano da je za
proces transformacije neophodno prisustvo kako HMG, tako i transaktivacionog domena Sox3
gena. Ova studija medutim nije dala odgovor na pitanje da li je uticaj delecija ovih domena na
onkogeni potencijal zasnovan na njihovoj funkcionalnoj aktivnosti ili na konformacionim
promenama mutiranih proteina (Xia ef al., 2000). Uloga Sox3 u tumorogenezi potvrdena je i u
ispitivanjima misijeg T ¢elijskog limfoma (Kim ez al., 2003). Naime, Sox3 gen je bio jedno od
brojnih mesta retrovirusne insercije koja indukuje ovaj tip maligne transformacije (Kim et al.,
2003). Takode, ekspresija SOX1, SOX2, SOX3 i SOX14 je povecana u Celijama karcinoma
pluca, a sva Cetiri proteina su prisutna i u serumu pacijenata obolelih od SCLC (small cell
lung cancer) (Gure er al., 2000). U normalnom razvi¢u, ekspresija ova Cetiri SOX gena
detektovana je tokom ranih faza razvica, da bi u adultnim tkivima doSlo do znacajnog pada
njihove ekspresije (Gure ef al., 2000). Opisani rezultati su u skladu sa hipotezom da je
maligna transformacija Cesto posledica reverzije procesa koji prate normalno razvice.

Clanovi C grupe Sox gena, SOX4 i SOXI1, eksprimirani su u visokom nivou kod
klasi¢nog meduloblastoma (Lee et al., 2002), anaplasti¢nog oligodendroglioma i glioblastoma
(Dong et al., 2004). Povecana ekspresija SOX4 detektovana je u brojnim drugim tipovima
tumora: SCLC (small cell lung cancer) (Friedman et al., 2004), malignitetima pankreasa,
ovarijuma i prostate (Lee et al., 2002), adenoidnom cisticnom karcinomu (Frierson et al.,
2002), kao i ¢elijskim linijama kancera dojke (Graham et al., 1999).

Brojne studije ukazuju na onkogeni potencijal gena koji pripadaju SoxE i SoxD grupi.
Opsezna studija ekspresije ovih gena u humanim gliomima pokazuje povecan nivo SOX6,
SOX8 1 SOXI13 gena u oligodendrogliomima (Schlierf ez al., 2007). Visok nivo ekspresije

SOX6 gena zabelezen je u Celijama glije i fetalnom mozgu dok je ekspresija u adultnom
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mozgu veoma slaba (Schlierf et al., 2007). Otuda i profil ekspresije ovog gena u
malignitetima vezanim za nervni sistem zavisi od tipa ¢elija u kojima je doslo do maligne
transformacije (Ueda ef al., 2004). Tako je visok nivo ekspresije SOX6 zabeleZen kod tumora
koji su nastali od multipotentnih, progenitorskih celija nervnog sistema, dok u tumorima
poreklom od diferenciranih nervnih éelija ekspresija ovog gena ili nije detektovana ili je slaba
(Ueda et al., 2004). Gubitak heterozigotnosti na hromozomima 1p i 19q dovodi do povecanja
nivou iRNK za SOX8 (Schlierf et al., 2007). Promena ekspresije SOX8 primeéena je kod
astrocitoma, ali ne i kod glioblastoma (Schlierf et al., 2007). EST analiza ukazuje na
ekspresiju SOX10 u anaplasti¢nim oligodendrogliomima (Dong ef al., 2004).

Razli¢ite analize (Northern blot, RT-PCR) ukazuju na visok nivo iRNK specifi¢ne za
SOXI8 u celijskim linijama gastrointesinalnog trakta, pankreasa i embrionalnih tumora
(Saitoh and Katoh, 2002). EST analiza takode ukazuje na visok nivo ekspresije SOXI8 u
melanomu, karcinom pankreasa, neuroblastomu (Dong et al., 2004). IzuCavanje onkogenog
potencijala SOX18 gena komplikuje ¢injenica da je ovaj gen eksprimiran u endotelijalnim
¢elijama i tokom neovaskularizacije (Pennisi et al., 2000; Darby et al., 2001). Otuda je tesko
razgraniCiti da li je SOX18 marker tumorskih ¢elija ili je rezultat procesa angiogeneze u
tumoru.

Jedna od vaznih karakteristika imortalizovanih ¢elija je amplifikacija gena koja nastaje
kao posledica hromozomske nestabilnosti. Mesta amplifikacije ukazuju na regione genoma u
kojima mogu biti locirani potencijalni onkogeni uklju¢eni u tumorogenezu (Savelieva et al.,
1997). Tako pozicija SOX18 (20q13.3) predstavlja region ¢ija je amplifikacija povezana sa
kancerom dojke (Collins ef al., 1998), kolona (Schlegel et al., 1995) i ovarijuma (Iwabuchi ef
al., 1995). Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se utvrdilo da li je SOXI8 povezan sa

uzrocima navedenih transformacija.
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Pokazano je da se broj kopija SOX2, SOX4 1 SOX5 gena povecava u tumorskim
¢elijama. Broj kopija SOX2 gena povecan je u Celijama kancera prostate (Sattler e al., 2000)
a SOX4 u Celijama karcinoma mokrac¢ne beSike (Bruch et al., 2000). SOX5 je jedan od tri
otkrivena gena koji su smesteni u regionu amplifikacije na kratkom kraku hromozoma 12 u
testikularnom karcinomu (Zafarana ef al., 2002). Medutim EST analiza je ukazala da je SOX5
eksprimiran i u normalnom tkivu testisa, pa su dodatna istrazivanja neophodna da bi se
utvrdilo eventualno povecanje ekspresije ovog gena tokom maligne transformacije (Dong et
al., 2004).

Navedeni literaturni podaci jasno pokazuju brojne primere povezanosti SOX
transkripcionih faktora i pojave karcinoma kod ¢oveka. Medutim, jo§ uvek nema podataka
koji bi direktno povezali mutacije u SOX genima sa procesima tumorogeneze ili misijih
modela koji bi dokazali da je neki SOX gen uzroénik maligne transformacije. Takode,
povecana ekspresija Sox transgena u misu nije ukazala na vezu ekspresije Sox gena i kancera
(Dong et al., 2004).

Svi ovi rezultati nedvosmisleno povezuju ekspresiju brojnih Sox gena sa progresijom
razli¢itih tumora, potvrdujuéi njihov onkogeni potencijal. Medutim, uloga Sox gena kao
uzro¢nika maligne transformacije nije dokazana. Ipak, i na ovom stadijumu istrazivanja SOX
proteini sluze kao tumor markeri i koriste se za bolju dijagnostiku, klasifikaciju i prognostiku

razli¢itih tumora kod coveka (Dong et al., 2004).

1.3 Sox3 gen

Sox3 gen, zajedno sa Sox/ 1 Sox2 genima, pripada grupi SoxB, podgrupi Bl
transkripcionih aktivatora (Stevanovic et al.,, 1993; Uchikawa et al., 1999). Pojedine
karakteristike Sox3 gena evolutivno ga povezuju za Sry. HMG domen Sox3 gena pokazuje

najve¢u homologiju sa HMG domenom Sry gena (Wegner, 1999). Takode, ova dva gena su
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Jedini ¢lanovi Sox familije locirani na polnim hromozomima (Ypl1.3 za SRY i Xq27.1 za
SOX3) (Goodfellow and Lovell-Badge, 1993; Stevanovic et al., 1993). Pojedine evolutivne
studije ukazuju da Sry gen vodi poreklo upravo od Sox3 gena (Graves, 1998; Weiss et al.,
2003).

Humani SOX3 gen ima jedan egzon duZine 1125 bp. Produkt ovog gena je protein koji
se satoji od 446 amino kiselina i karakteriSe ga prisustvo domena karakteristi¢nih za ¢lanove
SOX familije (Stevanovic et al., 1993). To su pre svega HMG domen (79 amino kielina),
region visoke homologije izmedu proteina SoxB grupe (Group B homology) i SOX123C
domen (region visoke homologije izmedu ¢lanova SoxB1 subgrupe) na C terminusu (Katoh
and Katoh, 2005). Takode, u okviru SOX3 proteina su detektovani NLS motivi koji
omogudavaju transport ovog proteina u jedro (Stevanovic et al., 1993).

Humani SOX3 protein se odlikuje 1 prisustvom homopolimernih nizova:
poliglutaminski niz na N terminusu, poliprolinski i 4 polialaninska niza na C terminusu
(Stevanovic et al.,, 1993). Veoma je interesantna evolucija polialaninskih nizova SOX3
proteina ki¢menjaka koji sui oCuvani kod sisara, dok se na nivou ki¢menjaka moze pratiti
povecanje broja alaninskih nizova, kao i broja alanina u okviru pojedina¢nih nizova tokom
evolucije (Wallis et al., 2007). Ovo nam ukazuje da polialaninski nizovi mogu imati zna¢aj u
regulaciji funkcije SOX3 proteina. Indikativno je i to §to su promene na nivou polialaninskih
nizova humanog SOX3 gena povezane sa patoloskim fenotipom (Laumonnier et al., 2002;
Woods et al., 2005; Salemi et al., 2007). O poremecajima funkcije SOX3 gena izazvanim
promenama na nivou polialaninskih traktova biée viSe re¢i u nastavku ovog teksta, u delu koji
se bavi mutacijama SOX3 gena.

Ekspresija humanog SOX3 gena je detektovana u fetalnim i adultnim tkivima, i to u:
fetalnom mozgu, ki¢menoj mozdini, nadbubreznim Zlezdama, jetri, timusu, slezini, pankreasu,

kao i adultnim testisima, jetri, slezini i srcu, dok je najvisi nivo ekspresije pokazan RT-PCR
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analizom u mozdanom tkivu (Stevanovic et al., 1993). SAGE analiza (SAGE-Serial Analysis
of Gene Expression) pokazuje vrlo visok nivo ekspresije u pankreasu.

Funkcije humanog SOX3 gena uglavnom su izuCavane pracenjem patoloskih fenotipa
koji se javljaju kao posledica mutacija ovog gena. Razlog leZi u nemoguénosti izu¢avanja
regulacije ekspresije 1 funkcije SOX3 gena tokom embrionalnog razvica Coveka. To je
uslovilo upotrebu permanentnih ¢elijskih linija koje predstavljaju model sistem neurogeneze, i
koriS¢enje transgenih zivotinja u kojima je analizirana aktivnost ortologa SOX3 gena tokom
embrionalnog razvica ki¢menjaka. Pregled rezultata dobijenih ovakvim analizama bice dat u

narednim poglavljima.

1.3.1 Mutacije SOX3 gena

Poremecaji funkcije SOX3 gena proucavani su pra¢enjem efekata mutacija u okviru
ovog gena kod Coveka i ispitivanjima na transgenim miSevima. U skladu sa profilom
ekspresije SOX3 gena u embrionalnim i adultnim tkivima, posledice aberantne ekspresije
ovog gena najdramaticnije se uocavaju na nivou morfoloskih i funkcionalnih promena CNS-a
i reproduktivnog sistema ki¢menjaka (Rizzoti and Lovell-Badge, 2007).

Brojni slucajevi X-vezanog hipopituarizma povezani su sa duplikacijom regiona
Xq26-27 (Rizzoti et al., 2004). Pokusaji da se preciznije definiSe gen odgovoran za fenotipske
efekte ove mutacije, mentalnu retardaciju i nedostatak hormona rasta, urodile su brojnim
studijama koje su kritiéni region suzile najpre na 3,9 Mb (Xq26.1 i Xq27.3) (Hamel et al.,
1996; Solomon et al., 2002), a zatim na region od 685,5 kb (Woods et al., 2005). Prouc¢avani
region daje samo tri transkripta, SOX3 i dva nepoznata gena, od kojih se kod miSa samo Sox3
eksprimira u infundibulumu (Woods et al., 2005). Ovo nedvosmisleno potvrduje da je
duplikacija SOX3 povezana sa fenotipom hipopituarizma (Woods ez al., 2005). Takode je

pokazano da je ekspanzija od 7 alanina u okviru prvog polialaninskog trakta SOX3 proteina
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(na poziciji od 234. do 248. amino kiseline), koja dovodi do gubitka funkcionalnosti proteina
usled promenjene lokalizacije, povezana sa hipopituitarizmom (Woods et al., 2005). Ovi
podaci ukazuju da svaka promena nivoa SOX3 proteina (smanjenje ili povecanje) dovodi do
poremecaja tokom razvi¢a hipotalamo-pituitarne ose organizma i da rezultuje fenotipom
hipopituarizma (Woods et al., 2005). Zanimljivo je da u opisanim slu¢ajevima ekspanzije
polialaninskih nizova nije zabeleZzena mentalna retardacija kod analiziranih pacijenata (Woods
etal., 2005).

Jos jedna studija povezanosti mentalne retardacije i mutacija SOX3 gena pokazala je
da delecija od 6 bp u prvom polialaninskom traktu, koja ne menja okvir ¢itanja i dovodi do
gubitka 2 alanina, nije povezana sa mentalnom retardacijom (Salemi ef al., 2007).

Analiza 17 familija sa X-vezanim sindromom nedostatka hormona rasta i mentalnom
retardacijom pokazala je prisustvo mutacija u SOX3 genu kod 2 ispitivane familije
(Laumonnier et al., 2002). U obe familije mutacijama je pogoden prvi od 4 polialaninska
trakta SOX3 proteina. Kod jedne familije duplikacija 33 bazna para, koja ne menja okvir
¢itanja, dovodi do ekspanzije polialaninskog trakta za 11 amino Kiselina (Laumonnier e al.,
2002). Nosioci ove mutacije su niskog rasta usled potpunog odsustva hormona rasta i imaju
mentalnu retardaciju razli¢itog nivoa. U slucaju druge familije, dva mentalno retardirana
deCaka imaju deleciju dugu 27 bp u okviru polialaninskog trakta koji je narusen i kod
prethodne familije (Laumonnier et al., 2002). Zanimljivo je da je deda ovih de¢aka po majci,
koji je nosilac iste mutacije, zdrav. Svi pomenuti nosioci ove mutacije imaju normalan nivo
hormona rasta (Laumonnier et al., 2002).

Fenotipske posledice mutacija u polialaninskim traktovima SOX3 proteina ukazuju na
znataj ovog regiona za funkcionalnu aktivnost ovog proteina. Korelacija ekspanzije
polialaninskih traktova i kongenitalnih poremecaja opisana je u slucaju osam razli¢itih gena

(Amiel et al., 2003). Poznato je da ekspanzije dovode do formiranja nesolubilnih proteinskih
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agregata u slu¢aju PABPNI proteina (polyadenine-binding protein nuclear 1) (Brais et al,
1998), dok je kod HOXD13 (Albrecht et al., 2004) zabelezena promena pozicije proteina iz
jedra u citolazmu gde se, i u ovom slucaju, formiraju agregati. Medutim, mehanizmi preko
kojih proteinski agregati dovode do pojave kongenitalnih poremecaja jo§ uvek nisu dovoljno
istrazeni (Wong er al., 2007). Otuda je veoma interesantna analiza funkcionalnih
karakteristika mutiranih SOX3 proteina koji nose, ve¢ opisane, ekspanzije od 7 i 11 alanina
(Wong et al, 2007). Studija je pokazala da oba mutantna proteina formiraju agregate u
citoplazmi i perijedarnom prostoru (Wong et al., 2007). Aktivnost mutiranih proteina kao
transkripcionih faktora je promenjena i njihov kapacitet inhibicije beta-katenina je smanjen
(Wong et al., 2007). Ovim se menja efikasnost Wnt signalnog puta u neuralnim progenitorima
§to moze dovesti do promene funkcije duz hipotalamo-pituitarne ose CNS-a, tj. pojave
hipopituaritizma (Wong et al., 2007).

Eksperimenti na transgenim miSevima omogu¢ili su detaljniju analizu funkcije Sox3
gena tokom razvica nervnog sistema. Analize miSeva koji nose deleciju Sox3 gena ukazuju da
je ovaj gen neophodan za morfogenezu hipotalamisa i hipofize i da obezbeduje normalne
funkcije duz hipotalamo-hipofizne ose (Rizzoti et al., 2004). Sox3/Y mi$ ima patuljasti rast,
smanjenje koli¢ine hormona hipofize i patoloske promene u morfologiji hipotalamusa 1
hipofize (Rizzoti et al, 2004). Ovi defekti su posledica nenormalnog razvi¢a ventralnog
diencefalona koji pokazuje hipoplasti¢nost i nepravilnu organizaciju. Pored toga, ovi mutanti
pokazuju niz drugih nepravilnosti u razviéu CNS-a §to potvrduje kljucnu ulogu Sox3 gena u
neurogenezi (Rizzoti et al., 2004). Interesantno je da ovi miSevi ne pokazuju znacajne
promene u ponasanju u odnosu na normalne jedinke (Rizzoti and Lovell-Badge, 2007).

Odsustvo Sox3 kod miSa dovodi do poremecaja u rastu zuba i njihovoj organizaciji
(Weiss et al., 2003), Sto je u skladu sa nepravilnostima u morfologiji zuba i lica kod nekih

pacijenata nosilaca SOX3 mutacija (Hamel et al., 1996).
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Sox3 se eksprimira u urogenitalnoj brazdi (Collignon ef al., 1996) od koje ¢e tokom
razvi¢a nastati gonade, a njegova ekspresija je detektovana i u adultnim gonadama oba pola
(Shen and Ingraham, 2002; Weiss et al., 2003). SOX3 je detektovan i u gonadama kod kojih
ne postoje germinativne Celije (Collignon ez al., 1996), Sto potvrduje ekspresija ovog gena u
somatskim ¢elijama. Medutim, kod pileta je Sox3 detektovan u primordijalnim germinativnim
¢elijama oba pola (Uchikawa et al., 1999), pa se ne moze iskljuciti potencijalna ekspresija u
germinativnim celijama. Kod adulta SOX3 je eksprimiran u testisima (Weiss et al., 2003).
MiSevi kod kojih je deletiran Sox3 razvijaju geneticki odreden pol, tj. nije detektovana
reverzija pola. Medutim, zenske jedinke imaju folikularnu atreziju i smanjenu fertilnost
(Weiss et al., 2003). Muzjaci kod kojih je ovaj gen deletiran pokazuju disfunkciju Sertolijevih
elija sa veoma izrazenom vakuolizacijom, gubitak germinativnih ¢elija i redukciju broja
spermatozoida (Weiss et al., 2003). Iz svega navedenog jasno je da SOX3 nije neophodan za
determinaciju pola, ali je vazan za normalno razvice oocita i diferencijaciju testisa i
gametogenezu u njima.

Kod ¢oveka velika delecija regiona X hromozoma koji sadrzi i SOX3 gen kod nekih
pacijenata dovodi do smanjenja veliCine testisa (Raverot er al, 2004). Medutim, nije
potvrdena veza izmedu mutacija SOX3 gena i idiopatskog steriliteta muskaraca (Raverot ef
al., 2004).

Prouavanje efekata mutacija SOX3 gena oteZzano je iz viSe razloga. SRY, SOXI,
SOX2, i SOX3 proteini mogu da se vezu za isti motiv na DNK sekvenci, ali sa razli¢itim
afinitetom (Collignon et al., 1996). Sva Cetiri proteina su tokom razvi¢a eksprimirana u
mozgu i urogenitalnoj brazdi (Collignon ez al., 1996). Sa izuzetkom SRY, funkcije navedenih
proteina nisu jasno definisane pa je teSko utvrditi uloge pojedinih faktora usled njihove
funkcionalne redudantnosti (Bergstrom et al., 2000) i smrti embriona na ranim stadijumima

razvica kod pojedinih delecionih mutanata (Avilion et al., 2003). Takode, ciljni geni koji su
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regulisani ovim transkripcionim faktorom u neuralnim progenitorima i nizvodni signalni
putevi u koje je Sox3 gena ukljucen nisu jo$ uvek identifikovani. Kod zabe je pokazano da se
Sox3 vezuje za (-katenin i na taj nacin inhibira TCF/B-katenin zavisnu transaktivaciju (Zorn
et al.,, 1999). Ovaj mehanizam je deo Wnt signalnog puta u kom akumulacija B-katenina u
jedru dovodi do njegove interakcije sa proteinima LEF/TCF familije i do aktivacije ekspresijé
cilinih gena (Zorn et al., 1999). Ovi rezultati ukazuju da bi SOX3 mogao biti ukljuéen u
kanonski put Wnt signalne transdukcije, za koji je pokazano da ima kljuénu ulogu u

neurogenezi embriona sisara (Wodarz and Nusse, 1998).

1.3.2 Ekspresija Sox3 gena tokom razvic¢a centralnog nervnog sistema

Ekspresija Sox3 gena prati razviée centralnog nervnog sistema (CNS) od pocetnih
stadijuma, pa su prvi transkripti ovog gena prisutni ve¢ u anteriornom ektodermu od kog ¢e
nastati neuroektoderm, da bi kasnije, njegova ekspresija bila detektovana u regionima mozga i
ki¢mene mozdine, uglavnom u slojevima celija koje predstavljaju populacije neuralnih
progenitora (Brunelli ez al., 2003). U daljem tekstu bi¢e dat kratak pregled ranih faza razvica
CNS-a ki¢émenjaka, sa osvrtom na profil ekspresije Sox3 tokom ovih procesa.

Pravilan razvoj organizma ki¢menjaka duz anteriorno-posteriorne (AP) i dorzo-
ventaralne (DV) ose podrazumeva precizno definisanu ekspresiju regulatornih gena
specifi¢nih za odredenu fazu razvica (Brunelli ez al., 2003). Ovo je narocito evidentno tokom
razvica centralnog nervnog sistema (CNS) (Brunelli et a/., 2003). CNS nastaje od stanjenog
dela anteriornog ektoderma, oznafenog kao nervna ploca, koji se savija oko anterio-
posteriorne ose formirajuci nervnu cev. Anteriorni delovi ¢e se podeliti na prednji i zadnji
mézak dok ¢e posteriorni formirati kicmenu mozdinu (Brunelli er al, 2003). Ovi rani
morfoloski dogadaji praceni su mesto-specificnom ekspresijom gena koji reguliSu razvice 1

obezbeduju regionalizaciju i organizaciju CNS-a. Brojni signalni putevi ukljuceni su u
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regulaciju ovih dogadaja. Sekretorni molekuli, poput retinoi¢ne kiseline (RA-retinoic acid) i
faktora rasta fibroblasta (FGF-fibroblast growth factors), kao i transkripcioni faktori, posebno
HOX proteini, uklju¢eni su u anterio-posteriornu organizaciju nervne cevi (Lumsden and
Krumlauf, 1996). Drugi signalni molekuli, poput Shh (Sonic Hedgchog) i BMP (Bone
Morphogenetic Factors) odreduju dorzo-ventralno pozicioniranje (Tanabe and Jessell, 1996). |

Regionalizaciju nervne cevi prati nastanak brojnih tipova nervnih Celija.
Diferencijacija Celija neuroepitela u razliCite Celijske tipove praéena je gubitkom
proliferativne aktivnosti i specijalizacijom u dati ¢elijski tip. Odluka o ulasku pluripotentnih
neuroepitelijalnih ¢elija u proces diferencijacije za dati celijski tip donosi se na osnovu
pozicije ¢elija u odnosu na dve glavne ose nervne cevi, a uslovljena je specificnom
ekspresijom gena ukljuCenih u rane faze razviéa CNS-a (Brunelli er al., 2003). Otuda je
vremenski i mesto-specifiéna ekspresija pojedinih grupa regulatornih gena klju¢na za rane
faze razvica CNS-a. Sox geni pripadaju ovoj grupi gena i oznaceni su kao rani markeri razvica
nervnog sistema (Brunelli et al., 2003).

Clanovi familije Sox gena koji pripadaju B grupi, Sox/, Sox2, Sox3, Sox14 i Sox21,
eksprimiraju se tokom regionalizacije nervne cevi, a profili njihove ekspresije sugeriSu da ovi
geni uéestvuju u kontroli populacije neuroepitelijalnih ¢elija (Avilion et al., 2003; Bylund et
al., 2003; Pevny and Placzek, 2005). Ekspresija Sox/ gena poklapa se sa pojavom
neuroepitela i ova ekspresija predstavlja marker neopredeljenih, proliferativno aktivnih ¢elija
u ventrikularnim slojevima (Pevny et al., 1998). Ekspresijom ovog gena zapocCinje neuralna
diferencijacija P19 ¢elija, koje su in vitro model sistem za neurogenezu (Pevny ef al., 1998).
Ekspresija Sox2 je detektovana znatno ranije, u ¢elijama unutrasnje mase blastocista i, kasnije,
u epiblastu, da bi u kasnijim fazama bila ograni¢ena na neuroepitel, slicno ekspresiji Sox/
(Av‘ilion et al., 2003). Ekspresija jednog od ova dva gena moZze se iskoristiti za izolaciju

pre¢iséene populacije neuralnih progenitora iz meSovite populacije ES Celija ili embriona (Li
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et al., 1998; Zappone et al., 2000). Sox/4 i Sox2! su takode eksprimirani tokom razvica
nervne cevi, pri ¢emu je aktivnost Sox/4 gena u ventralnim interneuronima dozno zavisna od
Sonic Hedgchog (Shh) signalnog molekula (Hargrave et al., 2000).

Ekspresija Sox3 gena zapoCinje tokom formiranja nervne brazde, u
ekstraembrionalnom ektodermu 1 epiblastu (Wood and Episkopou, 1999). Kasnije se
ekspresija gubi u ekstraembrionalnim tkivima i postaje ograni¢ena na epiblast u anteriorom
regionu i posteriorne domene pored primitivne brazde (Wood and Episkopou, 1999). U
kasnijim fazama razvica, ekspresija Sox3 se detektuje u neuroktodermu, kao u slu¢aju Sox/ i
Sox2 gena, uglavnom u populaciji neuralnih progenitora (Collignon et al., 1996; Wood and
Episkopou, 1999). Analize ekspresije Sox3 u CNS-u pileta i Zabe pokazuju da je profil
ekspresije ovog gena tokom neuralnog razvic¢a evolutivno o€uvan i da se Sox3 moze oznaciti
kao marker ranih faza neuralnog razvica kod ovih vrsta (Penzel et al., 1997; Rex et al., 1997).

Mehanizam indukcije neurogeneze ki¢menjaka, tj. ulazak celija ektoderma u proces
neuralne diferencijacije, nije u potpunosti razjasnjen, jer dosadasnja saznanja podrzavaju oba
aktuelna modela zapoc¢injanja neurogeneze. Po modelu “neuralnog nedostatka® (neural default
model) indukcija neurogeneze uzrokovana je odsustvom faktora indukcije ektoderma BMP
(bone morphogenetic protein) (Hawley ef al., 1995). Model je potvrden rezultatima dobijenim
izuCavanjem neurogeneze vodozemaca. Medutim neurogeneza viSih ki¢menjaka podrzava
drugi model (instructive signaling model) (Tropepe et al., 2001) koji, ne odbacujuéi znacaj
inhibicije BMP u indukciji, postulira da ovaj mehanizam nije dovoljan za indukciju ovog
procesa (Linker and Stern, 2004). Signalni putevi koji uz BMP mogu biti ukljuCeni u
inicijaciju neurogeneze su Wnt i FGF (Fibroblast growth factor) (Rogers et al., 2008).
Ekperimentalni podaci ukazuju da oba signalna puta dovode do represije BMP i da, nezavisno

od ovog mehanizma, mogu da indukuju neurogenezu. lako je uloga Wnt i FGF signalnog puta
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u ovom procesu jo§ uvek nejasna, rezultati pokazuju da su transkripcioni faktori koji su u njih
ukljuc¢eni neophodni za neuralnu diferencijaciju (Rogers et al., 2008).

Budu¢i da su Sox geni B grupe eksprimirani u najranijim fazama neuralne
diferencijacije, Sox2 i Sox3 geni predstavljaju dobar model sistem za izu¢avanje mehanizama
ukljuenih u indukciju neurogeneze (Rogers et al., 2008). Visoka evolutivna oduvanost
njihovih sekvenci 1 slican, Sirok profil ekspresije, ¢ini ih pogodnim za ispitivanje mehanizama
ukljucenih u regulaciju neurogeneze (Mizuseki et al., 1998; Pevny et al., 1998; Uchikawa et
al., 1999; Wood and Episkopou, 1999; Bowles et al., 2000). Medutim, iako su u pitanju
paralogni geni, dosadasnji rezultati ukazuju da regulatorni mehanizmi koji kontroliSu njihovu
ekspresiju tokom neurogeneze nisu evolutivno ocuvani (Rogers et al, 2008). Paralelna
istrazivanja na Sox2 i Sox3 genima kod zabe pokazala su da FGF ne indukuje njihovu
ekspresiju ali je ovaj faktor neophodan za odrzavanje zadatog profila ekspresije (Rogers et al.,
2008). Inhibicija BMP dovodi do aktivacije oba gena ali preko razli¢itih regulatornih
mehanizama (Rogers et al., 2008).

Zbog svega navedenog analiza transkripcione regulacije Sox3 gena veoma je vazna za
utvrdivanje mehanizama regulacije neurogeneze i identifikaciju signalnih molekula i

transkripcionih faktora ukljucenih u kontrolu populacije neuralnih progenitora.

1.3.3 Regulacija ekspresije SOX3 gena

Nasa grupa uradila je prvu karakterizaciju regulatornih elemenata humanog SOX3
promotora odgovornih za njegovu bazalnu ekspresiju u NT2/D1 ¢elijama (Kovacevic Grujicic
et al., 2005). Koris¢enjem promotorskih reporterskih konstrukata identifikovan je optimalni
pror\notor SOX3 gena (pozicija -427/4+286), a u okviru ovog regiona, bazalni promotor
(pozicija -219/+67) i enhenserski element na poziciji -427/-219 u odnosu na start transkripcije

(Kovacevic Grujicic et al., 2005). In silico analiza optimalnog promotora SOX3 gena pokazala
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je visok stepen homologije ove sekvence kod svih ispitivanih ortologa sisara (Simpanza,
makaka majmun, pacov, miS) (Kovacevic-Grujicic et al., 2008). Pretrazivanje ortologih
sekvenci na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore pokazalo je da su
brojna mesta ocuvana kako po nukleotidnom sastavu, tako i po poziciji u promotoru SOX3
gena (Kovacevic-Grujicic et al., 2008). Ovo ukazuje da su mehanizmi regulacije ekpresije
Sox3 gena sisara koji se odvijaju preko regulatornih elemenata u promotoru ovog gena,
verovatno evolutivno oCuvani kod sisara.

Takode, na modelu NT2/D1 ¢elija indukovanih retinoi¢nom kiselinom, identifikovani
su promotorski regioni preko kojih se ostvaruje aktivacija SOX3 gena tokom ranih faza (48h)
neuralne diferencijacije ovih celija (Mojsin et al., 2006; Krstic et al., 2007). Ovaj model
sistem bice detaljnije opisan na kraju ovog poglavlja.

Istrazivanja regulacije ekspresije Sox3 gena kod drugih ki¢menjaka pokazala su da
pored elemenata u optimalnom promotoru, brojni regulatorni moduli u udaljenijim regionima,
uzvodno i nizvodno od otvorenog okvira &itanja Sox3 gena, utiCu na njegovu ekspresiju
(Brunelli et al., 2003; Rogers et al., 2008). Do sada su regulatorni elemenati Sox3 gena
ki¢menjaka ispitivani na ve¢im genomskim regionima misa (Brunelli e al., 2003) i Zabe
(Rogers et al., 2008). Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na slozenost regulacije ekpresije
Sox3 gena tokom razvica misa i zabe, kao i na velike razlike koje postoje u mehanizmima
regulacije ovog gena kod razli¢itih ki¢menjaka (Brunelli et al., 2003; Rogers et al., 2008).

Literaturni podaci i nasa istrazivanja pokazuju da je regulacija ekspresije Sox3 gena
veoma slozena i da ukljucuje brojne enhenserske i represorne module koji mogu biti smeSteni
na velikoj udaljenosti od otvorenog okvira Citanja ovog gena (Brunelli et al., 2003; Rogers et
al., 2008). Za razliku od Sox2 gena ki¢menjaka, gde je prisutna velika evolutivna ouvanost

regulatornih elemenata, u slucaju Sox3 je jasno da regulatorni mehanizmi njegove aktivacije
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nisu evolutivno o€uvani. Ovo dodatno otezava ispitivanje regulacije ekspresije humanog

SOX3 gena i njegove uloge u neurogenezi.

1.4 TALE homeoboks proteini

TALE homeoboks geni predstavljaju familiju atipi¢nih homeodomenskih gena. TALE
geni imaju kljuénu ulogu u razviéu nervnog sistema (Geerts et al._, 2003), a vecina ¢lanova
ove familije ukljucena je i u tumorogenezu. Ovi geni se odlikuju karakteristikama koje ih
izdvajaju od drugih familija homeoboks gena.

Proteini kodirani ovim genima poseduju jedinstvenu inserciju dugu 3 amino kiseline
izmedu a-heliksa 1 i 2 u homeodomenu, po ¢emu je cela familija dobila ime (TALE-three
amino acid length) (Chang et al., 1995). Ova insercija je kljucna za interakcije sa drugim
homeoboks proteinima. Kooperativno vezivanje TALE proteina sa drugim homeéboks
proteinima (npr. interakcije sa HOX proteinima) znacajno povecava njihov afinitet i
specifi¢nost za vezivanje za DNK (Chang et al., 1995). Ovi proteini se ne vezuju za sve
homeoboks proteine $to ih ¢ini selektivnim aktivatorima razli¢itih homeoboks proteina
(Chang et al., 1995).

Geni koji kodiraju TALE proteine visoko su evolutivno oCuvani i prisutni su kod
zajednickih predaka gljiva, biljaka i zivotinja (Yang et al, 2000). Za razliku od veline
homeoboks gena, TALE geni pokazuju visoku homologiju sekvenci izvan homeoboksa, $to
sugeriSe da i N i C terminus imaju evolutivo ocuvane funkcije (Burglin, 1997). Evolutivna
oc¢uvanost funkcija ovih regiona veé¢ je potvrdena kod razlicitih ¢lanova TALE familije
(Buzglin, 1997).

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

a pojedini ¢lanovi familije su konstitutivno eksprimirani (Geerts et al., 2003). Pojedini
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¢lanovi familije imaju ogranien profil ekspresije i detektovani su samo tokom razvica, dok su
drugi eksprimirani i u adultnim tkivima (Geerts et al., 2003).

TALE familija je podeljena na 4 dobro okarakterisane subfamilije: MEIS, PBX, TGIF
i PKNOX (Burglin, 1997). U daljem tekstu bi¢e opisane karakteristike sve Cetiri subfamilije
TALE proteina, sa posebnim osvrtom na PBX i MEIS subfamilije, koje su i najbolje

okarakterisane.

1.4.1 PBX proteini

PBX1 protein (pre B-cell leukaemia transcription factor) je identifikovan kao
onkoprotein u humanim leukemijama koje su indukovane translokacijom t(1;19) i
ekspresijom onkogenog fuzionog proteina E2a-PBX1 (Kamps et al., 1990; Nourse et al.,
1990). PBX1 pripada PBC proteinskoj familiji. Ime su dobili po evolutivno o¢uvanom PBC
motivu na N terminusu njihovog homeodomena. PBC familiji pripadaju PBX1, PBX2, PBX3
(Monica et al., 1991) i PBX4 kod sisara (Wagner et al., 2001), Lazarus (Lzr) kod Danio rerio
(Popperl et al., 2000; Waskiewicz et al., 2001), kao i Extradenticle (Exd) kod Drosophila
melanogaster 1 Ceh-20 kod Caenorhabditis elegans (Shanmugam et al., 1999; Shen et al.,
1999).

Pbxl, Pbx2, Pbx3 i Pbx4 geni kodiraju proteine koji pokazuju visok stepen
homologije, kako u okviru homeodomena koji obezbedjuje vezivanje za DNK (i do 97%),
tako i u sekvencama koje ga okruzuju (Monica ef al., 1991). Neki od ovih gena daju razlicite
izoforme proteina zahvaljuéi alternativnoj obradi, tako da postoje duge (PBXla, PBX2a,
PBX3a i PBX4a) i kratke (PBX1b, PBX3b, PBX3c i PBX3c) forme odgovarajucih proteina
(Monica et al., 1991; Milech et al., 2001; Wagner et al., 2001).

Biohemijske karakteristike PBX proteina i njihovih izoformi unekoliko se razlikuju.

Prvo, svi PBX proteini ne pokazuju isti afinitet za vezivanje DNK. Iako su in vitro studije
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pokazale da svi PBX proteini prepoznaju istu konsenzusnu sekvencu, PBX1 ne moze u
odsustvu partnera da se veze za DNK, dok se PBX2 i PBX3 vezuju za DNK samostalno, bez
prisustva partnera (Neuteboom and Murre, 1997).

Drugo, sposobnost homodimerizacije na DNK pokazuju samo PBX1 (obe izoformre) i
PBX3 (Neuteboom and Murre, 1997; Calvo et al., 1999). Iako je fenomen homodimerizacije
PBX proteina proutavan samo in vitro, on bi mogao imati znacajnu ulogu u regulaciji
aktivnosti gena mehanizmom kompeticije medu razliCitim partnerima. Vaznost
homodimerizacije ve¢ je pokazana za neke homeodomenske proteine kao Sto je Octl
(Poellinger and Roeder, 1989), Cdx2 (Suh ef al., 1994), Mix1 (Mead et al., 1996) i Pitl
(Jacobson et al., 1997). Homodimerizacija moze biti mehanizam kojim se sprecava vezivanje
PBX proteina za druge transkripcione faktore i time vr$i selekcija proteina koji ¢e imati
pristup promotorima ciljnih gena (Laurent et al., 2008).

Alternativna obrada je jo§ jedan mehanizam koji uslovljava funkcionalne razlike
izoformi PBX proteina. Najoc¢igledniji primer predstavljaju funkcionalne karakteristike 4
izoforme PBX3 proteina nastale translacijom razli€itih transkripata Pbx3 gena (Ferretti ef al.,
1999). Najduza izoforma je PBX3a, dok izoforme PBX3b i PBX3c nemaju N odnosno C
terminus, a najkra¢a forma PBX3d ne sadrzi ni N ni C terminus (Ferretti et al., 1999).
Izoforme PBX3c i PBX3d kojima nedostaje C terminus proteina, u kome su dva evolutivno
visoko oCuvana regiona PBC-A i PBC-B, ne interaguju sa Prepl i veoma slabo interaguju sa
MEIS, dok ostale izoforme PBX3 ostvaruju snazne interakcije sa ovim proteinima (Ferretti et
al., 1999). Kao rezultat, izoforme PBX3c i PBX3d ne mogu da se transportuju u jedro sa
Prepl proteinom, ve¢ se aktiviraju drugi mehanizmi njihovog transporta (Berthelsen et al.,
1999). Sli¢ne razlike uocavaju se i u slucaju izoformi PBX1 i njihovih interakcija sa PDX1

proteinom (Peers et al., 1995). Kompleks PDX1/PBX1b je transkripcioni aktivator, dok je
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PDX1/PBXla represorki kompleks zahvaljuju¢i C terminusu prisutnom u izoformi PBXla
koji regrutuje korepresorske proteine SMRT i NcoR (Asahara ef al., 1999).

Dodatak na biohemijsku raznolikost predstavlja i razli¢it profil ekspresije izoformi
PBX proteina. Ekspresija PBX1a izoforme je ograni¢ena na mozak, dok se PBX1b eksprimira
u svim tkivima organizma (Laurent et al., 2008). PBX1b je dominantna izoforma tokom
embrionalnog razvi¢a dok je PBXla izoforma specifi¢na za adultni stadijum (Schnabel et al.,
2001). Cest je slucaj da su razligiti transkripti Pbx gena prisutni tokom razviéa nekog organa,
ali da je distribucija odgovarajucih proteina ograni¢ena na neke Celijske tipove (Laurent et al.,
2008). Tako se tokom embrionalnog razvi¢a PBX1a ne moze detektovati u pankreasu, dok je
PBX1b lokalizovan samo u jedrima acinusnih celija. PBX2 je prisutan i u jedarnoj i u
citoplazmati¢noj frakciji endokrinih i acinusnih Celija, dok je PBX3b prisutan u citoplazmi
oba Celijska tipa (Swift e al., 1998). Takode je pokazano da se ekspresija pojedinih izoformi
vezuje za odredeni patoloski kontekst, pa je PBX3d prisutan u normalnim a PBX3c u
leukemi¢nim celijama (Milech et al, 2001). Svi ovi podaci ukazuju da mehanizmi koji
regulisu posttranslacione modifikacije i ¢elijsku lokalizaciju PBX proteina igraju vaznu ulogu
u odredivanju njihovih funkcija.

Funkcije PBX proteina i mehanizmi njihovog delovanja izucavaju se koriS¢enjem
mutanata ¢lanova PBC familije. MiSevi koji nemaju PBX1 umiru tokom embrionalnog
razvi¢a (E15.5) a na embrionima su detektovane teske forme hipoplazije (pluca, jetra, stomak,
creva, bubrezi i pankreas), ektopije (timus i bubrezi) ili aplazije (slezina i nadbubrezna zlezda)
razli¢itih organa kao i brojni defekti aksijalnog i apendikularnog skeleta (Selleri et al., 2001).
Malformacije skeleta prisutne su u proksimalnim elementima udova, rebrima i ki¢menim
priljenovima (Selleri et al., 2001). MiSevi bez PBX3 prezivljavaju do rodenja, ali umiru par
sati nakon rodenja usled respiratornih problema nastalih kao posledica izmenjene aktivnosti

inspiratornih neurona u meduli gde je ovaj gen visoko ekprimiran (Laurent et al., 2008).
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Zanimljivo je da PBX1 i PBX3 imaju preklapajuci profil ekspresije i da mogu pokazati
redundantnost u ostvarivanju funkcija (Laurent et al., 2008). Medutim, nedostatak jednog od
ovih gena ispoljava se patoloSkim fenotipom naro¢ito na mestima gde je taj gen dominantno
eksprimiran (Rhee ef al, 2004). U slucajevima Pbx/ ili Pbx3 mutanata neke fenotipske
karakteristike odgovaraju fenotipovima mutanata Hox gena, potvrdujuéi ulogu PBX proteina
kao HOX kofaktora (Laurent et al., 2008). Medutim, ovi Phx mutanti ne predstavljaju
fenokopije Hox mutanata. Ova poredenja sugeriSu da drugi ¢lanovi PBC familije mogu da
kompenzuju funkcije odsutnog proteina u tkivima gde im se ekspresioni profili preklapaju i
da PBX proteini ostvaruju funkcije koje su nezavisne od HOX proteina (Laurent et al., 2008).
Ovu hipotezu potvrduju rezultati dobijeni na misu kome nedostaje PBX2. Pbx2 mutantni
miSevi su vijabilni i ne ispoljavaju vidljiv patoloski fenotip uprkos veoma Sirokom profilu
ekspresije Pbx2 tokom embrionalnog razvica (Selleri ez al., 2004). Jedino objaSnjenje ovog
fenomena je da su funkcije PBX2 kompenzovane aktivnos¢u drugih ¢lanova PBC familije.
Mehanizmi delovanja PBX proteina jo§ uvek nisu rasvetljeni, ali je kvantitativni
model, aktuelan za HOX proteine, za sada jedini predlozen. Po ovom modelu, redundantnost
razli¢itih PBX proteina i odrzavanje kritiénog nivoa (praga) njihove Kkoncentracije su
neophodan uslov za normaino razvi¢e (Laurent et al., 2008). Za potvrdivanje ovog modela
neophodno je analizirati slozene Pbx mutante (mutirano je vise Pbx gena) koji mogu ukazati
na preklapanje funkcija pojedinih PBC proteina u razli¢itim procesima diferencijacije tokom
organogeneze. Rezultati dobijeni poredenjem pojedinaénog Pbx1 mutanta sa slozenim
Pbx1/Pbx2 mutantima ukazuju da smanjenje doze PBX2 u odsustvu PBX1 dovodi do tezih
poremecéaja u razvicu udova nego samo odsustvo PBX1 (Capellini et al., 2006). Takode,
mutant koji nema nijedan alel Pbx2 (PbxI "/Pbx2") nema zadnje ekstremitete (Capellini et
al., 2006). Ovo je u korelaciji sa kvantitativnim modelom jer pokazuje da je prag

koncentracija PBX proteina kljuc¢an za normalno razvic¢e udova (Capellini ez al., 20006).
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Dugo vremena PBC proteini su tretirani kao klju¢ni kofaktori HOX proteina, s
obzirom da je ova njihova funkcija potvrdena u mnogim sluCajevima regulacije gena
ukljuéenih u razvi¢e (Moens and Selleri, 2006). Medutim, istrazivanja su pokazala da funkcija
PBX proteina nije ograni¢ena na interakcije sa HOX proteinima. Novija istrazivanja pokazuju
da samo 6% potencijalnih partnera PBX1 predstavljaju homeodomenski proteini, a samo 18%
ostali transkripcioni faktori (Laurent ef al., 2008). Veliki broj partnera PBX1 koji ne pripadaju
homeodomenskim proteinima pokazuje da PBX proteini imaju znatno $iru ulogu u regulaciji

razvicéa.

1.4.2 MEIS proteini

Meis1 gen prvi put je identifikovan kao glavno onkogeno mesto virusne integracije u
BXH-2 misijem model-sistemu leukemogeneze (Moskow et al., 1995). Virusna integracija u
promotorsku sekvencu Meis/ gena uvek rezultira povecanom ekspresijom ovog gena i
inicijacijom onkogenog dogadaja. Ispitivanja u ovom model sistemu pokazuju da sli¢an
onkogeni potencijal imaju i Meis2 i Meis3 geni, §to je u korelaciji sa rezultatima dobijenim
proutavanjem humanih ortologa ovih gena (Nakamura er al, 1996). Tako je region
hromozoma 15 u kom je smeSten Meis2 povezan sa akutnom mijeloidnom leukemijom
(AML) i hroni¢nom mijeloidnom leukemijom (CML) (Steelman ez al., 1997), a region koji
sadrzi Meis3 sa gliomom i neuroblastomom (Hartmann et al., 2002). Meis geni su
identifikovani i okarakterisani kod Dani rerio, Xenopus-a, misa i Coveka, a podeljeni su u 4
grupe: Meisl, Meis2, Meis3 i Prepl (Moskow et al., 1995; Nakamura et al., 1996; Salzberg et
al, 1999):

Od c¢etiri ¢lana MEIS familije MEIS1, MEIS2 i MEIS3 pokazuju visoku homologiju
kompletne proteinske sekvence (MEIS1 i MEIS2 imaju 77,2% homologije, MEIS1 i MEIS3

69,9%) (Thorsteinsdottir et al., 2001), koja je najve¢a u homeodomenskom i N terminalnom
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regionu (Nakamura ez al, 1996). PREP1 protein, medutim, osim u homeodomenu i N
terminusu, ne pokazuje homologiju sa sekvencama ostalih ¢lanova MEIS familije. I pored
toga pokazano je da PREP1 uspeSno zamenjuje funkciju MEIS1 proteina i njegovog ortologa
kod vinske musice, HTH, u prenoSenju PBX ili EXD proteina u jedro (Berthelsen et al., 1999;
Jaw et al., 2000), i da kao i MEIS1 formira heterodimere sa PBX1 i HOXB1 na enhenseru
Hoxb2 gena (Jacobs et al., 1999; Ferretti et al., 2000). Studije na transgenim vinskim
musicama su takode ukazale na funkcionalnu ouvanost PREP1 i HTH (Jaw et al., 2000).
Medutim, pokazano je da, za razliku od MEIS1, PREP1 ne moze, zajedno sa HOXAY, da
indukuje akutnu mijeloidnu leukemiju (AML) (Thorsteinsdottir ez al., 2001) Sto sugeriSe
postojanje funkcionalnih razlika izmedu ova dva proteina. Ove razlike su verovatno rezultat
aktivnosti domena ovih proteina koji se nalaze van homeoboksa i regiona kojima se se
ostvaruju interakcije sa drugim homeodomenskim proteinima (Thorsteinsdottir et al., 2001), i
nezavisne su od vezivanja za DNK i interakcija sa ¢lanovima PBC klase proteina
(Thorsteinsdottir ef al., 2001). Ovo ukazuje da je evolutivni nastanak PREP1 kod ki¢menjaka
mozda uslovljen potrebom da se obezbedi antagonisti¢ka funkcija ostalim ¢lanovima MEIS
familije (Berthelsen et al., 1998). Zanimljivo je da u P19 ¢elijama embrionalnog karcionoma,
retinoi¢na kiselina razli¢ito reguliSe ekspresiju MEIS1 i PREP1 proteina, tako da je PREPI
dominantno eksprimiran u neindukovanim a MEISI u indukovanim déelijama (Ferretti ef al.,
2000). U skladu sa ovim rezultatima, u tkivima adultnog misa PREP1 se konstitutivno
eksprimira, dok ekspresija MEIS1 pokazuje vecu specifiénost (Ferretti et al., 1999). Ovo
ukazuje na razli¢ite regularne uloge PREP1 i MEISI, i predstavlja jo$ jedan nivo sloZenosti
signalnih puteva u koje su ukljuceni TALE i HOX transkripcioni faktori.

Za razliku od vecine homeoboks proteina, MEIS proteini pokazuju izrazitu
homologiju sekvenci N i C terminusa sa ostalim ¢lanovima TALE familije (Geerts et al.,

2005). Homologija ovih proteina povezana je sa funkcijom TALE proteina: pojedinalni
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TALE proteini nemaju visok afinitet i specifi¢nost za vezivanje za DNK, ali u kompleksu sa
¢lanovima drugih TALE subfamilija ili HOX proteina postaju aktivni trankripcioni regulatori
ciljnih gena (Chang et al., 1995; Chang et al., 1996; Shen et al., 1997). Pored vezivanja za
DNK i stabilizacije proteinskih kompleksa na ciljnim sekvencama, MEIS proteini uéestvuju i
u translokaciji drugih TALE proteina u jedro (Rieckhof er al., 1997).

Za sve TALE homeoboks gene karakteristi¢na je alternativna obrada. Spojevi intron-
egzon i mehanizmi obrade su ocuvani kod ¢lanova TALE familije $to ukazuje na vazne
funkcionalne razlike pojedinih izoformi (Geerts et al., 2005). MEIS2 ima 4 izoforme
MEIS2A-D, a kod MEISI1 su opisane varijante B i D (Oulad-Abdelghani et al., 1997; Yang et
al., 2000). Izoforme se medusobno razlikuju u sekvencama na C terminusu proteina (Geerts et
al., 2005). Posto MEINOX domen na N terminusu obezbeduje interakcije sa drugim TALE i
HOX proteinima, C terminus omogucava interakcije MEIS proteina sa dodatnim
transkripcionim regulatorima (Geerts et al., 2005). Mala homologija domena na C terminusu
tako obezbeduje da izoforme MEIS proteina formiraju transkripcione komplekse razliCite
aktivnosti na promotorskim sekvencama ciljnih gena (Geerts et al., 2005). Funkcionalne
razlike pojedinih izoformi ve¢ su opisane u slu¢aju MEIS1B i D tokom neuralnog razvica
zabe (Maeda et al., 2002). MEIS2 izoforme (A-D) pokazuju funkcionalne razlike u aktivaciji
promotora ciljnih gena (Yang et al., 2000) kao i razli¢itu distribuciju u tkivima tokom
embriogeneze kod misa (Oulad-Abdelghani et al., 1997).

Uloga domena na C terminusu potvrdena je i otkricem MEI2E izoforme koja sadrzi
samo N terminus i tre¢inu homeodomena (Yang et al., 2000). Kao rezultat toga, MEIS2E se
ne vezuje za DNK i ne ostvaruje interakcije sa proteinima koji ne pripadaju homeoboks
familiji. MEINOX domen na ouvanom N terminusu obezbeduje ovoj izoformi interakcije sa
drugim homeoboks proteinima (Yang et al., 2000). Na taj naCin kompeticijom za vezivanje za

druge homeoboks proteine MEIS2E negativno reguliSe funkcije izoformi MEIS2A-D (Yang
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et al., 2000). Opisane su i izoforme MEIS proteina kojima je deletiran domen na N terminusu
(Geerts et al., 2005). Po analogiji sa PBX mutantima kojima nedostaje isti region, ove
varijante proteina pokazuju smanjeno vezivanje za druge homeoboks proteine u kompleksima
na ciljnim promotorima (Milech er al., 2001).

Delecija Meis! kod miSa dovodi do embrionalno letalnog fenotipa i to od 13 do 14
dana embrionalnog razvica (E13.5), sa dominantnim nepravilnostima u razviéu
hematopoetskog sistema, angiogenezi i formiranju oka (Hisa et al., 2004; Azcoitia et al.,
2005). Kod zabe izoforma MEIS1b reguliSe ekspresiju gena tokom razviéa neuralne kreste i
zadnjeg mozga (Maeda er al., 2002).

MEIS proteini su dominantni in vivo partneri PBX proteina. MEIS proteini takode
dimerizuju sa HOX proteinima i to ¢lanovima paralogih grupa 9-13 (Laurent et al., 2008).
Heterodimerne interakcije PBX-a i MEIS-a odvijaju se preko N terminusa oba proteina.
Trimerni kompleksi koji ukljucuju i HOX proteine (HOX-PBX-MEIS/PREP) su takode dobro
okarakterisani (Moens and Selleri, 2006). Nasuprot HOX monomerima koji najceSce
prepoznaju TAAT motiv na DNK (Gehring ef al., 1994), HOX-PBX, HOX-MEIS i PBX-
MEIS heterodimeri prepoznaju vece motive na DNK sekvenci §to rezultira povecanjem
afiniteta i specifi¢nosti za vezivanje za DNK (Mann and Chan, 1996).

PBX1/MEIS1 heterodimeri pokazuju najveéi afinitet vezivanja za bipartithu DNK
sekvencu koja se sastoji od polumesta za vezivanje PBX1 na 5' kraju (TGAT) i MEIS
vezivnog mesta (TGACAG) smestenog na 3' kraju (Chang et al., 1997). PBX1 i MEIS
dimerizuju i u odsustvu DNK, a ovo se odnosi i na in vitro sintetisane proteine i na PBX1 1
MEIS1 iz jedarnih ekstrakata celija (Chang er al., 1997). Sposobnost dimerizacije ova dva
proteina u rastvoru moze biti razlog §to se PBX1 preferencijalno vezuje za MEIS1 (Chang ef

al., 1997).
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1.4.3 TGIF proteini

~

Clanovi ove familije TALE proteina ime su dobili po karakteristikama motiva na DNK
sekvenci za koji se vezuju, 5-TG-3' interacting factor (Yang et al., 2000). Funkcionalne
analize su pokazale da su TGIF proteini transkripcioni represori koji interaguju sa op§tim
korepresorskim proteinima, CtBP, mSin3 i histon deacetilazama (Wotton et al., 1999;
Melhuish and Wotton, 2000; Sharma and Sun, 2001; Wotton et al, 2001). MEIS i TGIF
proteini Cesto imaju preklapaju¢a konsenzusna vezivna mesta, u suprotnim orjentacijama, na
komplementarnim lancima DNK. Na ovakvim regulatornim elementima pokazana je
kompeticija u vezivanju TGIF i MEIS proteina, pri ¢emu TGIF uglavnom inhibira, a MEIS
aktivira transkripciju ciljnih gena (Yang er al., 2000). Humani 7gif/ gen mapiran je u
minimalnom regionu hromozoma 18 (18pl1.3) koji je deletiran kod pacijenata sa
holoprozencefalijom (sindrom nastao malformacijama srednjeg i prednjeg mozga) (Bartholin
et al., 2006), ali u nastanak ovog sindroma su ukljuéeni mnogi drugi faktori poput morfogena
Sonic Hedgehog (Shh), i transkripcionih faktora Zic2 i Six3 (Roessler and Muenke, 1998;
Muenke and Beachy, 2000).

MisSevi sa delecijom Tgifl gena nemaju vidljive fenotipske nedostatke (Bartholin ez
al., 2006). Takode, prisustvo Tgif2 gena moze mehanizmima kompenzacije da neutralise
efekat navedene mutacije. Jedini efekat koji je zapaZen kod 7gif/ mutanata je povecana
ekspresija gena Cija je aktivnost regulisana retinoi¢nom kiselinom u nekim tkivima u
poredenju sa ekspresijom u wt zivotinjama (Bartholin et al., 2006). Poveéanje ekspresije je
izrazenije u adultnim tkivima nego na nivou celih embriona, $to je u saglasnosti sa odsustvom
izmenjenog fenotipa tokom razvica (Bartholin ez al., 2006). Navedeni rezultati sugeriSu da je
TGIF vazan regulator signalnog puta retinoi¢ne kiseline. PoSto je ranije dokazana uloga
TGIF-a u mrezi TGFp signalne transdukcije, moguce je da TGIF integriSe signale ova dva

vazna signalna puta (Bartholin et al., 2006).
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1.4.4 PKNOX proteini

Ovu grupu za sada ¢ine samo dva c¢lana PKNOXI1 i PKNOX2. PKNOXI je
identifikovan kao komponenta transkripcionog kompleksa UEF3 (UEF3-urokinase enhenser
factor 3) (Berthelsen er al, 1998). Homeodomen PKNOX proteina pokazuje visokq
homologiju sa istim domenom MEIS i TGIF proteina, i shodno tome vezuje se za isti motiv
na DNK 5'-TGACAG-3' (Berthelsen et al., 1998). PKNOX1 formir_a stabilne heterodimere sa
PBX1 proteinim Sto rezultira u pove¢anom afinitetu formiranog kompleksa za vezivanje za
konsenzusno mesto TGACAG (Imoto et al., 2001). Interakcije PKNOX1 i PBX1 odvijaju se
preko N terminusa oba proteina. PKNOXI/PBX1 heterodimeri vezuju se za DNK
kooperativno sa HOX proteinima, a u ovakvim trimernim kompleksima PKNOX1 ima ulogu
koaktivatora (Berthelsen ‘et al., 1998; Penkov et al., 2000). U nekim slu¢ajevima, medutim,
PKNOXI/PBX1 ima ulogu transkripcionog represora (Herzig et al., 2000). Cinjenica da se
PKNOX i MEIS vezuju za PBX preko N terminalnog domena (Geerts et al., 2003), koji
pokazuje visoku homologiju u sluaju ova dva proteina, i da imaju isto vezivno mesto na
DNK, ukazuje da prisustvo jednog proteina u kompleksu iskljucuje prisustvo drugog (Geerts
et al., 2003). Razlike u transkripcionoj aktivnosti PKNOX/PBX i MEIS/PBX kompleksa
stoga poti¢u od interakcija PKNOX i MEIS proteina sa drugim transkripcionim regulatorima
(Geerts et al., 2003).

Analize ekspresije PKNOXI1 pokazuju da je ovaj protein konstitutivno eksprimiran u
gotovo svim analiziranim tkivima (Imoto et al., 2001). Za razliku od njega, PKNOX2 iRNK je
ekspresija PKNOX2 ukazuje da PKNOX1 i PKNOX2 mogu ostvarivati razli¢ite uloge
formiranjem heterodimera sa razli¢itim PBX proteinima, ili da PKNOX2 ima ulogu tkivno

specifi¢nog modulatora funkcije PKNOX1 (Imoto et al., 2001).
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1.5 NT2/DI Celije kao model sistem za izucavanje neuralne diferencijacije

Poredenja humanih embrionalnih mati¢nih ¢elija (ES-embrional stem) i Celija
humanog embrionalnog karcinoma (EC) pokazala su da ova dva Celijska tipa dele brojne
morfoloske i fenotipske karakteristike (Thomson et al., 1998; Pera et al., 2000). Pluripotentne
humane EC celije predstavljaju veoma vazan model sistem za proucavanje razvi¢a Coveka
(Andrews, 1998). One predstavljaju rane embrionalne mati¢ne celije kako po morfoloskim
karakteristikama, tako 1 po profilu ekspresije antigenih determinanti, biohemijskim
osobenostima, potencijalu za diferencijaciju tokom razviéa i regulaciji ekspresije gena
(Andrews, 1998).

Ntera2/D1 su Celije humanog embrionalnog karcinoma (EC-embrional carcinoma)
poreklom iz tumora germinativnih Celija testisa (TGCT-testicular germ cell tumors)
(Andrews, 1998). S obzirom da su NT2/D1 éelije dobro okarakterisane, da su standardizovani
uslovi njihove propagacije i transfekcije u in vitro uslovima, ove ¢elije su prihvacene kao
model sistem humanog embrionalnog razvi¢a, komplementaran humanim ES c¢elijama
(Freemantle ef al., 2002). Pluripotentne NT2/D1 Celije nakon indukcije retinoi¢nom kiselinom
(RA-retinoic acid) ulaze u process neuralne diferencijacije koji se zavrSava na stadijumu koji
morfoloski i imunofenotipski odgovara stadijumu zrelih neurona CNS-a (Freemantle et al.,
2002). Proces neuralne diferencijacije praden je gubitkom proliferativne sposobnosti i
tumorogenog potencijala (Freemantle et al., 2002). Na ovom stadijumu diferencijacije celije
eksprimiraju proteine neurofilamenata, funkcionalne glutamatne receptore i natrijumske
jonske kanale (Freemantle et al., 2002). Takode, formiraju funkcionalne sinapse i poseduju
elektrohemijska svojstva neurona CNS-a (Freemantle et al., 2002).

Rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 ¢Celija , 48h nakon indukcije retinoi¢nom

kiselinom, praene su tranzijentnim povecanjem ekspresije SOX3 gena (Stevanovic, 2003).
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Povecanje nivoa SOX3 iRNK nakon indukcije retinoi¢nom kiselinom potvrdeno je RT-PCR-
om i Northern blot analizom (Stevanovic, 2003; Krstic et al., 2007), dok je Western blot
analiza potvrdila i povecanje ekspresije SOX3 proteina (Mojsin ef al, 2006). Navedeni
rezultati ukazuju da su NT2/D1 celije pogodan model sistem za izuCavanje uloge SOX3 gena
u ranim fazama neuralne diferencijacije.

Treba naglasiti da tretman EC celija retinoi¢nom kiselinom predstavlja i vazan model
za prou¢avanje tumorogeneze, posto RA izaziva reverziju malignog fenotipa (Mojsin et al.,
2006). I pored brojnih istrazivanja, mehanizmi neuralne diferencijacije, procesi opredeljivanja
multipotentnih preogenitora i represija tumorogenog potencijala pluriptentnih EC ¢elija jo3
uvek nisu potpuno razjasnjeni (Mojsin et al., 2006).

Retinoidi su prirodni ili sinteti¢ki derivati vitamina A koji uti€u na rast i
diferencijaciju normalnih, embrionalnih i neoplasti¢nih Celija (Gudas, 1994). Vitamin A
(retinol) je neophodan za normalan vid, reproduktivne funkcije, embrionalno razviée i rast i
diferencijaciju razli¢itih Celijskih tipova u adultnim tkivima (Gudas, 1994; Zile, 2001). Pored
toga postoje dokazi o povoljnom uticaju retinoida u prevenciji i tretmanima klini¢kih tumora
(Nason-Burchenal ez al., 1998).

Signalni put all-frans retinoi¢ne kiseline ukljucuje retinoidne receptore: RAR (retinoic
acid receptors) i RXR (retinoid-X-recepros) (Mangelsdorf et al., 1995; Chambon, 1996).
Vezivanje RA za retinoidne receptore dovodi do njihove hetero- ili homodimerizacije i
vezivanja ovih kompleksa za konsenzusna mesta (RARE) u regulatornim sekvencama ciljnih
gena (Mangelsdorf ef al., 1995). RazliCita ekspresija izoformi RAR-a (RARa, RARB, RARY)
i RXR-a (RXRa, RXRB, RXRy) retinoidnih receptora obezbeduje vremensku i tkivnu
specifi¢nost delovanja retinoida tokom razliCitih faza razvica (Mark et al., 1999). Slozena

mreza biohemijskih puteva u koje su retinoidi ukljuceni nije potpuno razjasnjena, ali
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eksperimentalni podaci ukazuju da oni reguliSu veci broj ciljnih gena i da retinoidi uestvuju
u vecini do sada opisanih signalnih puteva (Freemantle ez al., 2002).

Identifikacija ciljnih gena retinoi¢ne kiseline tokom ranih faza (8-48h) indukcije
NT2/D1 ¢elija pokazala je aktivaciju 57 i represiju 37 gena (Freemantle ez al., 2002). Mnogi
identifikovani geni pripadaju signalnim mrezama ukljuéenim u razviée, ukljudujuéi TGF-B
(Lefty A, NMA), IGF (IGFBP3, IGFBP6), Notch (ADAMI11), Hedgehog (patched) i Wnt
(Frat2) i homeodomenske proteine (HOXDI1, MEIS1, MEIS2, GEIS2) (Freemantle et al.,
2002). Pored toga, identifikovani su geni ukljueni u mehanizme Cdelijske adhezije,
remodelovanja citoskeleta i matriksa, intracelularne signalizacije, metabolizma (Freemantle e?

al., 2002).
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2. CILJ RADA

Dosadasnja istrazivanja regulacije ekspresije Sox3 gena ki¢menjaka pokazale su da
ovaj proces obuhvata viSe razliCitih, sloZzenih mehanizama koji obezbeduju preciznu tkivno i
vremenski specifi¢nu ekspresiju ovog gena (Brunelli et al., 2003; Rogers et al., 2008). Ovi
mehanizmi ukljucuju brojne opste i tkivno specifi¢ne transkripcione faktore kao i neke
morfogene Cija je funkcija tokom razvic¢a ki¢menjaka dobro definisana (Brunelli et al., 2003;
Kovacevic Grujicic et al.,, 2005; Rogers et al., 2008). Navedeni faktori interaguju sa
regulatornim elementima koji mogu biti pozicionirani kako u neposrednoj blizini otvorenog
okvira €itanja Sox3 gena, tako i u okviru veoma udaljenih sekvenci. Dodatnu kompleksnost
predstavlja slaba evolutivna ofuvanost mehanizama regulacije Sox3 gena ki¢menjaka (Rogers
et al., 2008).

NaSim istrazivanjima koja su bila usmerena ka odredivanju strukture promotora
humanog SOX3 gena stekli su se uslovi za detaljniju analizu uloge ovog regiona u regulaciji
ekspresije humanog SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et al., 2005). Takode, na modelu
indukcije NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom kiselinom omoguéeno je istrazivanje uloge pojedinih
elemenata promotora humanog SOX3 gena u aktivaciji ovog gena tokom ranih faza neuralne
diferencijacije NT2/D1 (Stevanovic, 2003). Ciljevi ovog rada su bili:

1. Identifikacija potencijalnih kontrolnih elemenata u promotorskom regionu humanog

SOX3 gena

2. Analiza 1 precizna karakterizacija transkripcionih faktora koji se vezuju za
identifikovane kontrolne elemente i uéestvuju u regulaciji transkripcije SOX3 gena

3. Funkcionalna analiza kontrolnih elemenata za koje se vezuju ¢lanovi TALE familije
transkripcionih faktora

4. Ispitivanje uloge TALE transkripcionih faktora u indukciji SOX3 gena retinoi¢nom

kiselinom tokom ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1  celija
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 NT2/DI Celije

U ovom radu je koris¢ena permanentna celijska linija NT2/D1 poreklom iz humanog
embrionalnog teratokarcinoma (ATCC br. CRL-1973) (Andrews, 1984, 1988). NT2/D1 ¢elije
su gajene u standardnim uslovima, u DMEM-u sa visokim sadrzajem glukoze, 10% FBS-a i
2mM l-glutaminom (Gibco BRL) na 37°C 1 10% CO; (Andrews, 1984). Za ispitivanje uticaja
retinoi¢ne kiseline na ekspresiju SOX3 gena, NT2/D1 ¢elije su indukovane 10 uM all-trans

retinoi¢nom kiselinom (Sigma), (Andrews, 1984), a efekat indukcije je pracen nakon 48h.

3.1.1 Tranzijentna transfekcija NT2/D1 ¢elija kalcijum-fosfatnom precipitacijom

U eksperimentima tranzijentne transfekcije 2 x 10° ¢elija je zasejavano u Petri $olje
pre¢nika 10 cm. Nakon 24h rasta ¢elije su oprane dva puta HEPES rastvorom (6.7 mM KCl,
0.142 M NaCl, 10mM HEPES) i gajene jos 2h u svezem medijumu.

Po isteku ovog vremena na Celije je dodat kalcijum-fosfatni precipitat DNK koji je
napravljen na slede¢i na¢in. Rastvoru DNK u 1 ml 2 x HEBS rastvora (HEPES buffered
saline; 0.274 M NaCl, 42 mM HEPES, 9.6 mM KCI, 1.5 mM Na,HPO,; pH 7.15 - 7.23), koji
je neprekidno aerisan, nakapavanjem je dodavan 1 ml 250 mM rastvora CaCl,. Ovako
formiran kalcijum-fosfatni precipitat dodavan je na celije i inkubiran 4h u standardnim
uslovima za gajenje NT2/D1 ¢elija. Nakon inkubacije precipitati su uklonjeni sa ¢elija
pranjem 2 puta rastvorom HEPES-a. Celije su u svezem medijumu gajene narednih 48h, pri
¢emu su u eksperimentima sa indukovanim celijama 10 pM all-frans retinoi¢na kiselina

dodavana nakon transfekcije.
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U eksperimentima tranzijentne transfekcije NT2/D1 ¢Eelije su transfekovane sa 5 pg wt
(F19R30) (Kovacevic Grujicic et al., 2005) ili mutiranih SOX3 promotorskih konstrukata
(PBXMUT, MEISMUT i TGIFMUT) i 3 pg pCH110 vektora (Amersham Pharmacia).

Za ispitivanje uticaja povecane ekspresije PBX1 1 MEIS]1 proteina na aktivnost SOX3
gena u NT2/D1 ¢elijama, cDNK Pbx/b i Meisla miSa su klonirane u pCl, vector za ekspresiju
proteina u sisarskim ¢éelijama. Prvi konstrukt, pCIPBX1b, generisan je Xbal/EcoRI digestijom
pGEM3zf-Pbx 1b plazmida. Dobijeni insert je zatim subkloniran u pCI, prethodno pripremljen
Nhel/EcoRI digestijom. Drugi konstrukt, pCIMEIS1a, nastao je duplom digestijom MSCV-
Meisla plazmida sa Bg/Il i EcoRI., nakon Cega je dobijeni fragment ukloniran u pCI vektor
pripremljen digestijom sa EcoRI i Nhel. Plazmide pGEM3zf-Pbx1b i MSCV-Meisla ljubazno
nam je ustupio prof. Mark P. Kamps (Department of Pathology, University of California, San
Diego, USA).

Uticaj poveéane ekspresije TGIF proteina pracen je koris¢enjem ekspresionog vektora
pCDNA3.1TGIF koji nam je ljubazno ustupio prof. Young Yang (Department of Biological
Science, Sookmyng Women's University, South Korea).

U eksperimentima kotransfekcije koris¢eno je 5 pg ekspresionih vektora pCIPBX1b,
pCIMEISla i pCDNA3.1TGIF, 5 pg wt (FI9R30) i 3 pg pCHI110. Vektor pBluescript

(Stratagene) koriséen je za ujednacavanje ukupne koli¢ine DNK u kotransfekcijama.

3.1.2 Priprema Celijskih ekstrakata

Celijski ekstrakti su pripremani 48 h nakon transfekcije. Celije su oprane PBS-om,
struganjem odvojene od podloge u 1 ml TEN rastvora (Tris-EDTA-NaCl; 0.04 M Tris-HCI
pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.15 M NaCl) i stalozene centrifugiranjem na 13200 rpm, 2 min. Talog
¢elija je resuspendovan u 100 pl 0.25 M Tris-HCI (pH 7.8 na 37°C). Liza celija je uradena

kroz tri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja (3 min u teCnom azotu prac¢en inkubacijom na
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37°C do otapanja ¢elijskih taloga). Celijski talog je uklonjen centrifugiranjem na 13200 rpm,
10 min na +4°C, a supernatant (Celijski ekstrakt) je koriS¢en u B-galaktozidaznom i CAT

eseju.

3.1.3 p-galaktozidazni esej

Za normlizaciju efikasnosti transfekcije koriS¢en je pCH110 vektor koji eksprimira
gen za P-galaktozidazu, a aktivnost ovog enzima merena je pomocu eseja B-galaktozidazne
aktivnosti (“p-galactosidase Enzyme Assay System*), Promega.

B-galaktozidazni esej je uobiCajen metod za odredivanje aktivnosti enzima f-
galaktozidaze u lizatima Celija koje su transfekovane B-galaktosidaza reporterskim vektorom-
pCHI110. Standardni esej se izvodi tako $to se uzorku razblazenom u Tris-HCI pH 7.8 doda
jednaka koli¢ina 2X Assay Buffer-a koji sadrzi 200 mM PBS, 2 mM MgCl,, 100 mM B-
merkaptoetanol i 1.33 mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid). Uzorci se
inkubiraju na 37°C najmanje 30 minuta. Tokom ovog vremena p-galaktosidaza hidrolizuje
bezbojan supstrat u o-nitrofenil koji ima zutu boju. Absorbanca je merena na Microplate
reader Multiskan RC (Labsystems) aparatu na talasnoj duzini 420 nm.

Kao referentne vrednosti za konstrukciju standardne kalibracione krive i odredivanje
vrednosti B-galaktozidaze u ispitivanim Celijskim lizatima koriS¢ena su standardna

razblaZenja ovog enzima: 3,125 mU, 6,25 mU, 12,5 mU, 25 mU, 50 mU, 100 mU i 150 mU.

3.14 CATesej

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

ELIZA esejem (CAT Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Roche.
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CAT ELIZA esej je enzimski imunoesej za kvantifikaciju hloramfenikol-acetil-
transferaze (CAT) iz E. coli u transfekovanim eukariotskim ¢elijama. CAT ELIZA se koristi
za kvantifikovanje ekspresije CAT-a u eukariotskim celijjama koje su transfekovane
plazmidima koji sadrze CAT reporterski gen.

Ovaj esej se zasniva na sendvi¢-ELIZA principu i izvodi se u mikrotitar plocama koje
imaju antitela na CAT (anti-CAT) vezana za povrSinu bunar¢i¢a u kojima se sukcesivno
odvijaju sledeée reakcije. Najpre se u bunarCi¢e dodaju ekstrakti transfekovanih celija i
inkubiraju 60 min na 37°C. U ovom koraku dolazi do specifi¢cnog vezivanja CAT enzima iz
Celijskih ekstrakata za anti-CAT antitela vezanim za dno bunarci¢a. U slede¢em koraku
dodaje se digoksigeninim obelezeno antitelo na CAT anti-CAT-DIG i dogada se njegovo
vezivanje za CAT. Sledi dodavanje antitela na digoksigenin koja su konjugovana
peroksidazom, anti-DIG-POD, i koja se vezuju za digoksigenim. U zavrSnom koraku ovog
eseja dodaje se substrat ABTS, koji u prisustvu peroksidaze daje obojenu reakciju.

Absorbanca je merena na Microplate reader Multiskan RC (Labsystems) aparatu na
talasnoj duzini 405/492 nm.

Kao standardi za odredivanje aktivnosti CAT-a u ispitivanim celijskim lizatima (za
konstrukciju standardne kalibracione krive) koris¢ena su sledeca razblazenja CAT enzima E
coli: 0,78 pg, 3,125 pg, 6,25 pg, 12,5 pg, 25 pg, 50 pg, 100 pg, 200 pg.

Vrednosti dobijenih aktivnosti CAT enzima normalizovane su u odnosu na aktivnost
promotorskog konstrukta FI19R30 (100%) i predstavljene kao srednja vrednost =+
S.E.M.(standard error mean) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti
relativnih aktivnost CAT enzima poredene su Student #-testom, a statisticka analiza je uradena
programom SPSS. Samo u slu¢ajevima kada je p vrednost bila manja od 0,05 rezultat je

smatran statisticki znacajnim.
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3.2 Analiza sekvenci SOX3 ortologa

Pretrazivanje baza podataka dostupnih sekvenci i njihovo medusobno poredenje
uradeno je koriS¢enjem programa NCBI (National Center for Biotechnology Informations) i
ClustalW. Sekvenca promotora humanog SOX3 gena, prijavljena pod brojem AL121875.IQ
poredena je sa sekvencama ortologih promotora Simpanze (AC149044.1), rezus majmuna
(NW_001218193.1), pacova (NW_048052.2) i miSa (NT_039706.6).

MatInspector program (Quandt ez al., 1995) je kori$éen za identifikaciju potencijalnih
mesta za vezivanje poznatih transkripcionih faktora u okviru optimalnih promotora SOX3
ortologa. Prilikom ove analize kori§¢eni su slede¢i kriterijumi: verovatnoca vezivanja za
konsenzusnu sekvencu vezivnog mesta (core similarity)-1,0 1 odgovaraju¢i kontekst

nukleotida u sekvencama koje okruzuju vezivno mesto (matrix similarity)-0,95.

3.3 Analiza regiona promotora zasticenih od dejstva enzima DNKaza I (*DNase I
Jfootprinting” analiza)

“DNase I footprinting® analiza je uradena kori$¢enjem SureTrack Footprinting Kit-a
(Amersham Pharmacia Biotech), uz odredene modifikacije. DNK fragmenti promotorkog
regiona humanog SOX3 gena generisani su restrikcionim digestijama klonova F18R12 (-293
do-21) (Krstic et al., 2007) i F19R14 (-427 do -92) (Mojsin et al., 2006). KoriS¢eni fragmenti
preklapaju se u regionu (-293 do -92). Na oba fragmenta analiziran je i kodiraju¢i i
nekodirajuci lanac.

Kodirajuéi lanac je analiziran kori$¢enjem fragmenata nastalih Kpnl/Xbal digestijom
klonova: F18R12 fragment duZine 272 bp i FI9R14 fragment duzine 335 bp. Navedena
digestija ostavlja na 3' kraju fragmenata, posle digestije sa Xbal, produzene krajeve 5'

AGATC 3'. Ovako generisani fragmenati nose nespareni guanozin na 3' krajevima Sto
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obezbeduje obelezavanje samo kodirajuéeg lanca fragmenta koris¢enjem Klenow-og
fragmenta DNK polimeraze i [a->-P] dCTP.

Za analizu nekodirajuc¢eg lanca koris¢eni su F18R12 Sacl/Clal i F19R14 Sacl/Clal
C¢ije su duzine 273 i 336 baznih parova. Digestija sa Clal ostavlja na ovim fragmentima 3'
produzene krajeve 5' AGCT 3', na nekodiraju¢em lancu 3to obezbeduje selektivno
obelezavanje samo nekodirajuc¢eg lanca Klenow-im fragmentom DNK polimeraze i [a-*P]
dCTP.

Obelezeni DNK fragmenti su inkubirani sa jedarnim proteinima izolovanim iz
neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ¢celija (25 pg ili 50 pg) i govedim serumskim
albuminom (BSA-bovine serum albumin) u kontrolnim reakcijama, u uslovima koji ¢e
dataljno biti opisani u delu koji se odnosi na esej smanjene elektroforetske pokretljivosti u
gelu (EMSA). Uzorci su zatim tretirani DNkazom I, 0,4 U, 1 min na sobnoj temperaturi. DNK
fragmenti su nakon tretmana DNkazom I pre¢is¢avani ekstrakcijom fenol/hloroformom (1/1) i
precipitacijom etanolom i razdvajani na denaturiSuem gelu za sekvenciranje (8%
poliakrilamid/7 M urea). Reakcija sekvenciranja odgovarajuéeg DNK fragmenta radena je po
metodi Maxam i Gilbert (G+A reakcija). Pozicije zaSticenih nukleotida odredene su

poredenjem sa A+G sekvencom datog fragmenta i DNK markerom ®X174 Hinfl.

3.4 Izolacija jedarnih proteina

Jedarni proteini iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ¢celija su izolovani po
modifikovanoj proceduri Dignam-a et al (Dignam et al., 1983). NT2/D1 ¢elije (10%) su posle
taloZenja i pranja u PBS-u resuspendovane u puferu A (0.25 M saharoza, 10 mM HEPES pH
7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA) i inkubirane 10 minuta na ledu. Nakon
talozenja centrifugiranjem (1300 rpm, 5 min) Celije su resuspendovane u 2 volumena pufera

A. Celije su lizirane homogenizacijom u staklenom homogenizeru uz dodavanje NP-40
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(0.05%). Jedra su stalozena centrifugiranjem (2000 rpm, 10 minuta, +4°C) i zatim
resuspendovana i homogenizovana u puferu C (20 mM HEPES pH 7.9, 25% glicerol, 0.42 M
NaCl, 1.5 mM MgCl, 0,2 mM EDTA). Nakon meSanja 30 min na +4°C suspenzija je
centrifugirana (20000 rpm, 30 min, +4°C). Supernatant je dijaliziran u puferu D (20 mM
HEPES pH 7.9, 20% glicerol, 0.1 M KCI, 0,2 mM EDTA) 4-5 h na +4°C. Nakon dijalizé
rastvor je centrifugiran (20000 rpm, 20 min, +4°C). Dobijeﬁi supernatant koji sadrzi jedarne
proteine je alikvotiran i ¢uvan u teCnom azotu. Puferi A i C sa&rie inhibitore proteaza u
slede¢im koncentracijama: 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1lupg/ml leupeptina, 1pg/ml

pepstatina i 1pg/ml antipaina, a pufer D 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF.

3.5 Invitro transkripcija i translacija

Prof. Mark P. Kamps nam je ljubazno ustupio cDNK Meisla i Pbx1b miSa uklonirane
u pGEM3zf-. Ovi vektori iskoriséeni su za in vitro sintezu MEIS1a i PBX1b proteina. In vitro
transkripcija i sinteza PBX1 i MEIS1 proteina sa ovih plazmida uradena je koriS¢enjem
retikulocitnog lizata za transkripciju i translaciju proteina (“TNT coupled transcription-
translation reticulocyte lysate (SP6 polymerase version)” (Promega).

Koriséeni retikulocitni lizat (“TNT coupled transcription-translation reticulocyte
lysate®) je in vitro model sistem translacije eukariota. Sistem obezbeduje transkripciju i
translaciju gena kloniranih nizvodno od SP6 promotora RNK polimeraze, u jednom koraku. U
40 pl TNT® Quick Master Mix-a doda se 1 ul ImM metionina i 1 pg plazmidne DNK, nakon
¢ega sledi inkubacija od 90 min na 30°C. 3 pl od ukupnog volumena in vitro sintetisanog

proteina (50 pl) koriS¢eno je u EMSA reakcijama.
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3.6 Esej smanjene elktroforetske pokretljivosti (EMSA-electrophoretic mobility shift
assay)

U EMSA reakcijama kori$¢ene su wt (wr-wild type) i mutirane olgonukleotidne probe
F31R31 i F3R3 regiona SOX3 promotora. Na prilozenim sekvencama mutirani nukleotidi su

podvuceni, a malim slovima su oznaCena po tri nesparena guanozina na 5° kraju R prajmera. -

F31R31(WT) 5> GAACCTGTCAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3" CTTGGACAGTTAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31Imutl 5’ GAACCTCAGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

3’ CTTGGAGTCTTAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mut2 5° GAACCTGTCITACACGGGTCCTCCGGGTTGC 3°

3’ CTTGGACAGAATGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5°

F31IR31mut3 5" GAACCTGTCAATGTGGGGTCCTCCGGGTTGC 3°

3’ CTTGGACAGTTACACCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F31R31mut4 5° GAACCTGTGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3°

3’ CTTGGACACATAGTGCCCAGGAGGCCCAACGggg 5’

F3R3 5" CGCCGGTCTGCCTTGACAGGGTTGCAAAGTTG 3°

3> GCGGCCAGACGGAACTGTCCCAACGTTTCAACggg 5’
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Dvolancane probe su generisane reakcijama hibridizacije komplementarnih F i R
prajmera (2 nmol svakog prajmera) u 1 x STE puferu (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1
mM EDTA pH 8.0) nakon 10 min denaturacije na 98°C i postepenog hladena do sobne
temperature. Dvolancane oligonukleotidne probe su stalozene etanolnom precipitacijom.

R prajmeri su dizajnirani tako da sadrze 3 nesparena guanozina na 5> kraju koji
obezbeduju obelezavanje probe ugradivanjem [oc—SzP] dCTP na komplementarnom lancu u
reakciji sa Klenow-im fragmentom. Reakcija obelezavanja je sadrzala: 50 ng oligonukleotida,
0.5 pl 40 mM dNTPmix, 2 pl EcoPol pufera (10 mM Tris-HCI, ph 7.5, 5 mM MgCl,, 7.5 mM
DTT), 1 ul Klenow fragmenta DNK polimeraze (New England Biolabs) (5U) i ddH,0 do 20
ul. Nakon inkubacije od 60 min na 37°C i dodavanja 30 pl ddH2O, reakcija je propuStena
kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia Biotech).

EMSA reakcije su radene sa 2,5 pg jedarnih proteina iz neindukovanih i RA
indukovanih NT2/D1 éelija i 1 ng obeleZene probe, u reakcionom puferu koji sadrzi 10 mM
HEPES pH 7.9, 15 mM KCl, 0,25 mM EDTA, 3% glycerol, 0,25mM DTT i 40 ng/ul poly
(dI-dC) u volumenu od 25 pl, 30 minuta na 37°C. U EMSA reakcijama sa in vitro sintetisanim
PBX1 i MEIS1 proteinima koris¢eno je 3 pl od ukupno 50 pl produkta dobijenog in vitro
transkripcijom/translacijom. U reakcijama sa ukupnim déelijskim lizatima (WCL-whole cell
lysates) korid¢eno je 20 pg uzorka. Za kompeticiju (hladenje) su koris¢eni neobelezeni
mutirani oligonukleotidi (mutl-4) u molarnom visku od 100 puta. U esejima smanjene
elektroforetske pokretljivosti u prisustvu antitela (“superSift™) jedarni proteini su inkubirani sa
antitelima Pbx1 (C-20), Meisl/2 (H-80) i TGIF (K-15), Santa Cruz, CA, na sobnoj
temperaturi, 20 minuta pre dodavanja obeleZene probe.

Reakcije su elektroforetski razdvajane na 4% nativnom poliakrilamidnom gelu sa

0.5 X TBE puferom (Tris-borat-EDTA; 45 mM Tris-borat, I mM Na,-EDTA).
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3.7 Ekstrakcija proteina iz gela posle EMSA reakcija

Za ovaj eksperiment paralelno su radene EMSA reakcije sa neobelezenom i
obelezenom wt¢ F31R31 probom i jedarnim proteinima iz neindukovanih i RA indukovanih
NT2/D1 Celija. Reakcije su elektroforetski razdvajane na istom 4% nativnom
poliakrilamidnom gelu i na osnovu pozicije formiranih kompleksa u reakciji sa obelezenom
probom isecani su delovi gela koji odgovaraju poziciji kompleksa f_ormiranih sa neobelezenih
probom (Zhang et al., 2002). Iseeni komadié¢i gela su denaturisani kuvanjem 5 minuta u SDS
puferu (12,5 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 20% glycerol, 0,002% bromphenol blue, 10% 2-
mercaptoethanol) a proteini iz gela su razdvojeni na 10% SDS-PAGE (Zhang et al., 2002).
Posle elektrotransfera na nitroceluloznu membranu proteini iz kompleksa formiranih na
F31R31 probi su identifikovani Western blot analizom koris¢enjem PBX1 i MEIS1/2 antitela

(Zhang et al., 2002).

3.8 Generisanje mutiranih promotorskih konsrukata SOX3 gena

Za generisanje promotorskih konsrukata SOX3 gena koji nose mutacije u
konsenzusnim sekvencama za vezivanje PBX i MEIS proteina (PBXMUT i MMEISMUT) i
TGIF proteina (TGIFMUT) korid¢en je QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene). Ovom metodom PCR reakcijama su uvedene mutacije u SOX3 wt promotorski
konstrukt (F19R30) koris¢enjem prajmera PBXmutF, MEISmutF i TGIFmutF koji nose

mutacije odgovarajuéih vezivnih mesta (podvuéeni nukleotidi su mutirani):
PBXmutF- 5> GAACCTGTCATACACGGGTCCTCCGGGTTGC 3°

MEISmutF-5" GAACCTCAGAATCACGGGTCCTCCGGGTTGC 3’

TGIFmutF-5> CGCCGGTCTGCCTTGCTAGGTTGCAAAGTTG 3’
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Navedeni prajmeri su fosforilisani u reakciji u kojoj je 1 nmol prajmera dodat u
reakciju sa 2, 5 ul 10 mM ATP, 2 ul T4 Polynucleotide Kinase (20U) (New England Biolabs),
2,5 ul 10x PNK pufera (70 mM tris-HCI, pH 7.6, 10 mM MgCl,, 5SmM DTT). Nakon
inkubacije reakcione smese 45 min na 37°C, enzim je inaktiviran 5 min na 65°C. U reakciju je
dodato 25 ul ddH,O, a zatim su slobodni nukleotidi iz reakcione smeSe odstranjeni
propustanjem kroz G-50 kolonu (Amersham Pharmacia).

Reakciona sme3a za PCR je sastavljena od 100 ng plazmidne matrice (F19R30), 5 pl
reakcionog pufera 10x Muta Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.8, 100 mM amonijum-sulfat,
100 mM KCl, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA, 20 mM MgSO4; Stratagene), 100 ng 5’OH
fosforilisanog prajmera, 1 pl 25mM dNTP mix-a, 0,5 pl (1,25 U) Pful Polymerase
(Fermentas) 1 0,5 ul VentPolymerase (1 U) (New England Biolabs), kao i ddH,O do 50pl.

Za uvodenje mutacija PCR-om, koriS¢en je sledec¢i program:

Pocetna B . . Zavr$na )
| Denaturacija | Renaturacija | Elongacija - Hladenje
denaturacija elongacija
95°€ 95°C 55°C 65°C 65°C 4°C
120 sec / kb
60 sec 60 sec 60 sec 60 sec e9
plazmida
1 ciklus 30 ciklusa 1 ciklus

Nakon PCR reakcije, u reakcionu smeSu je dodat restrikcioni enzim Dpnl koji
specificno prepoznéje metilovani adenozin motiva GATC tj. isklju¢ivo adenozin iz plazmidne
matrice, a ne PCR produkta. Inkubacija enzimske reakcije je trajala 2 h na 37°C, nakon Cega
je radena etanolna precipitacija. 10 pl mutirane DNK je iskoriS¢eno za transformaciju
bakterisjskog soja E.Coli XL1Blue. Nakon selekcije i propagacije bakterijskih kolonija
izolovana je plazmidna DNK i mutirani konstrukti su sekvencirani ¢ime je potvrdeno
prisustvo uvedenih mutacija i pokazano da PCR amplifikacijom nije uvedena ni jedna dodatna

mutacija.
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3.9 Izolacija ukupnih Celiskih proteina i Western blot analiza

Ekspresija PBX1, MEIS1, TGIF i SOX3 proteina tokom 48h indukcije NT2/D1 ¢elija
retinoi¢nom Kiselinom pracena je Western blot analizom ukupnih ¢elijskih proteina (WCL-
whole cell lysates) izolovanih iz neindukovanih i RA indukovanih NT2 celija.

Radi pracenja ekspresije SOX3 proteina tokom povecane ekspresije PBX1 i MEIS1
proteina WCL su izolovani iz 1 x 10" NT2/D1 éelija transfekovanih sa po 5 ug ekspresionih
plazmida pCIPbx1b i PCIMeisla u prisustvu ili odsustvu retinoi¢ne kiseline.

Ukupni celijski proteini NT2/D1 éelija su izolovani inkubacijom c¢elija 20 minuta na
ledu u TNE puferu (0.05 M Tris pH 8.0, 0.15 M NaCl, 1% NP-40, i 2 mM EDTA pH 8.0) i
centrifugiranjem 10 minuta na 9,000g. U dobijenom supernatantu se nalaze ukupni Celijski
proteini (Qin ez al., 2004). Uzorci WCL (50 pg) su razdvajani na 10% SDS-PAGE i
elektrotransferom prebaceni na nitroceluloznu membranu. Posle blokade u 5% nemasnom
mleku, membrane su inkubirane sa primarnim antitelima (razblazenje 1:1000), SOX3 (H-
135), Pbx1 (C-20), Meisl (N-17), Meis1/2 (H-80), TGIF(K-15) i actin (H-196) (Santa Cruz,
CA). Membrane su zatim inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima, HRP-
konjugovana anti-rabbit IgG (razblazenje 1:10000), anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia
Biotech) (razblazenje 1:20000) i anti-goat IgG (Sigma) (razblazenje 1:20000), a imunoblotovi

su vizuelizovani ECL sistemom (Amersham Pharmacia Biotech).

3.10 Koimunoprecipitacija

Reakcije koimunoprecipitacija su radene na ukupnim celijskim lizatima (WCL)
neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ¢elija (Qin et al., 2004). 300 png WCL i 2 pg Meisl
(N-17) antitela (Santa Cruz, Inc) je inkubirano preko noci na 4°C, uz konstantno mesanje.

Zatim je u uzorak dodato 20 pl protein-AG agarose pa je inkubacija nastavljena jo$ 2 h na
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4°C, uz meSanje. Posle intenzivnog pranja (5 x Iml TNE pufera), antitelo i proteini su
odvojeni od agaroze kuvanjem uzorka u 2-mercaptoethanol puferu (120 mM Tris, 20%
glycerol, 2% 2-mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue, pH 6.8). Uzorci su zatim
centrifugirani 2 minuta na 18,000g. 25 pl supernatanta je pusteno na SDS-PAGE, a PBX1

protein je detektovan Western blot-om, koriS¢enjem antitela na Pbx1 (C-20) (Santa Cruz, Inc).
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4. REZULTATI

4.1 Analiza regiona promotora humanog SOX3 gena koji su zasticeni od dejstva enzima
DNKaza I

U cilju identifikacije regulatornih elemenata u okviru promotora humanog SOX3 gena,
uradena je “DNase I footprinting® analiza. Ova analiza ukazuje na regione DNK koji su
prisustvom proteina zaSticeni od delovanja enzima DNKaza I. Logi¢no je pretpostaviti da
proteini koji se vezuju za sekvence DNK u zaSti¢enim regionima promotora ispitivanog gena
ucestvuju u regulaciji njegove ekspresije.

“DNase [ footprinting™ analiza promotora humanog SOX3 gena uradena je za
kodirajuéi i nekodirajuci lanac DNK. Analiza oba lanca olaks$ava tumacenje rezultata ovog
eseja, jer prisustvo zastiCenog regiona na istim pozicijama na oba lanca definitivno ukazuje da
je u pitanju mesto interakcije proteina sa promotorskim regionom. Radi lakSeg pracenja
dobijenih rezultata na Slici 2 shematski je prikazan promotor SOX3 gena sa oznafenim
pozicijama regiona neophodnih za bazalnu i optimalnu aktivnost promotora, kao i pozicije
regulatornih elemenata za koje je dokazano da uti¢u na regulaciju aktivnosti SOX3 gena.
Takode, predstavljeni su i delovi promotora ispitivani “DNase I footprinting* analizom.

Oba lanca promotorskog regiona analizirana su koriséenjem preklapajuéih fragmenata
F18R12 i FI9R14 (Mojsin et al., 2006; Krstic et al., 2007) (Slika 2), i jedarnih proteina
izolovanih iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 celija. Generisanje preklapajucih
fragmenata F18R12 i F19R14 detaljno je opisano u poglavlju Materijal i metode, u sekciji
“DNase I footprinting™ analiza. Koris¢enje preklapajucih fragmenata omogucilo je preciznije
odredivanje pozicije zasti¢enih sekvenci u regionima preklapanja kao 1 na krajevima

analiziranih fragmenata.
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RXR RXR NF-Y  USF Spl TATA
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) r—>ﬂ —> |

92 +1 167 +286
| | |
[ B | | | |
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p————— bazalni promotor ———

L optimalni promotor |

Slika 2: Shematski prikaz 5' regulatornog regiona SOX3 gena duzine 713 bp i pozicije
optimalnog i bazalnog promotora. Oznacena je pozicija starta transkripcije (+1), kao i pozicije
prajmera koji su koriS¢eni za generisanje promotor-reporterskih konstrukata (F19, F17, R30,
R24) i fragmenata koriS¢enih u “DNase I footprinting™ analizi (F19, F18, R14, R12).
Shematski su prikazani i elementi preko kojih je regulisana aktivnost SOX3 gena koji

ukljuéuju TATA boks, USF, Sp1, NF-Y i RXR.

Rezultati “DNase I footprinting analize oba lanca fragmenta F18R12, koji obuhvata
deo bazalnog promotora SOX3 gena, predstavljeni su na Slici 3. Pet zaStienih regiona
detektovano je i na kodirajuéem i na nekodirajuéem lancu DNK. Pozicije ovih regiona
odredene su na osnovu DNK markera i G+A sekvence analiziranog fragmenta. Na oba lanca,
u reakcijama sa 50 ug jedarnih proteina (kolone 5 i 6 na panelu A; kolone 4 1 5 na panelu B)
detektuje se veéa zaStita nego u reakcijama sa 25 pg proteina (kolone 7 i 8 na panelu A;
kolone 6 i 7 na panelu B). Takode, na kodiraju¢em lancu (Panel A), tri zasti¢ena regiona (1, 2
i 3) pokazuju veéu zastitu u rakcijama sa jedarnim proteinima iz indukovanih celija. Ovo
ukazuje na potencijalnu razliku u proteinskim kompleksima poreklom iz indukovanih i
neindukovanih ¢elija formiranim na ovim regionima. U zaStienim regionima na
nekodirajuéem lancu fragmenta F18R12 nije primecena razlika u zaStiti u reakcijama sa
jedarnim proteinima iz indukovanih i neindukovanih ¢elija. Odsustvo razlike u regionima 8§, 9
i 10 koji odgovaraju regionima 1, 2 i 3 na kodirajuéem lancu moZze se objasniti prisustvom

veoma jakih hipersenzitivnih mesta na tim delovima sekvence nekodirajuceg lanca.
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Rezultati analize fragmenta F19R14, koji se preklapa sa fragmentom FI18R12 i koji
sadrzi distalni deo optimalnog promotora SOX3 gena, prikazani su na Slici 4. Detektovana su
Cetiri zaStiCena regiona na kodirajucem i Cetiri na nekodirajuéem lancu DNK. Pozicije ovih
regiona odredene su na osnovu G+A sekvence fragmenta. Kao i u slu¢aju fragmenta F18R12,
na oba lanca, u reakcijama sa 50 pg jedarnih proteina (kolone 4 i 5 na panelima A i B)
detektuje se veca zastita nego u reakcijama sa 25 pg jedarnih proteina (kolone 6 i 7 na
panelima A i B).

U regionu preklapanja fragmenata F18R12 i FI19R14 zastite istih regiona su
detektovane na oba fragmenta. To su regioni 4, 5, 6 i 8§ na F18R12, i odgovarajuéi regioni 12,
13,171 18 na fragmentu F19R 14.

Dobijeni rezultati sumirani su u Tabeli 3, a shematski prikaz pozicija zaStienih
regiona na nukleotidnoj sekvenci SOX3 promotora predstavljen je na Slici 5. Regioni
promotora koji su zaSti¢eni na oba lanca DNK oznaceni su kao FP1-FP4, dok regioni u

kojima je zastita detektovana samo na jednom lancu DNK nose oznake FP5, FP6 i FP7.

T Oznake Pozicija L b Razlika u
Zasticeni e ) detektovana lanac na o
I zaSti¢enih zasticenog . | zasStiti
regioni resiona Fepiona na fragmentu kovm‘ ie | NT2-RA
: F18R12 FI19R14 zaStita
1 -28 do -59 it - + +
e 10 -27 do -47 + - - /
2 -66 do -87 + - + +
9 -62 do -123 + - - /
FpP2 3 -94 do -121 + - + ol
11 -121 do -135 - + + /
8/18 -156 do -162 + + - /
FP3 12/4 -159 do -197 + + + /
7 -187 do -194 + - - /
14 -279 do -342 - el + /
b 16 -295 do -336 - + - /
FP5 5/13 -214 do -241 + y St /
FP6 17/6 -242 do -260 + + - /
FP7 15 -361 do -395 - & = /

Tabela 3: Pozicije regiona zastienih u “DNase I footprinting* analizi promotora humanog

SOX3 gena. Pozicije su predstavljene u odnosu na start transkripcije. Kodiraju¢i lanac je

oznacen sa +, a nekodirajudi sa -.
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-427 F19
AAGCTTTGCGGCTGGCCGGGGGATGGGGEGCCGGTCTGCCTTGACAGGGTTGCAAAGTTGTTTTCTAAATTCCGAAGCGC

TTCGAAACGCCGACCGGCCCCCTACCCCGCGGCCRAGA POICCCAACGTTTTCAALY SATTTAAGGCTTCGCG
-395 FP7 -361
—342 FP4 F18 -279 o
CCQTC ‘ I ( TP TEGTTCTTTCAA
GGGAGACGGGG! PTAGA( SAGGH CCAGTGGAGGAGTCCAAARCAAGAAAGTT
—-336 -295
-241 FP5 -214
ACTTTTTGAAACCCTAATTGGTGGC TCTGAS ' TCCCGCCTCCTAAGTAACTCTTACK!
3QCAC:;GAGACTCACCCGGAGCACCTGAGGGCGGAGGATTCATTGAGAATC
-242

-159 ~135 2 FP2
SCCA GGGCTCCCGAACTTTTTTTTTT Al G

ACGGTTTCTCCCCGCACCCCA“ PTECTTTCOCGAGGGCTT GGTCGGTCCGGCTTEX

=187 =165 -1586 =123

-87 -66 -59 FP1 -28

R14 —62 -47 < Rili2- =21

+1
GGGAATccgagcaggtatataaggggce
CCCTTAggctcgtccatatattcceceg

Slika 5: Shematski prikaz pozicija zasti¢enih regiona na nukleotidnoj sekvenci SOX3
promotora. Velikim slovima je predstavljena nukleotidna sekvenca regiona ispitivanog
“DNase [ footprinting™ analizom, a strelicama pozicije prajmera F19, F18, R14 i R12.
Svetlijim slovima su oznaene za$tiCene sekvence, a pravougaonici uokviruju regione
zasticene na oba lanca DNK. Malim slovima je predstavljena nizvodna sekvenca SOX3
promotora na kojoj su podvuéeni nukleotidi koji predstavljaju start transkripcije i TATA

boks. Pozicije zastienih sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

Analiza rezultata ukazuje da na promotoru SOX3 gena postoje 4 regiona zasti¢ena na
oba lanca DNK: FP1 na poziciji -27 do -59, FP2 od -62 do -135, FP3 u regionu -156/-197 i
FP4 od -279 do -342. Zasti¢eni regioni su na identi¢nim pozicijama u reakcijama sa jedarnim
proteinima iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ¢elija. Medutim, na kodirajuéem
lancu, u regionima FP1 i1 FP2 zastita je izrazenija u reakcijama sa jedarnim proteinima iz NT2

¢elija indukovanih retinoi¢nom kiselinom (Slika 3).
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Pored regiona FP1-FP4, “DNase I footprinting™ analiza je pokazala prisustvo jo§ 3

regiona zaSti¢ena samo na jednom lancu, FP5 na kodiraju¢em lancu na poziciji -214 do -241 i

FP6 (-242/-260) i FP7 (-361/-395) na nekodirajuéem lancu.

4.2 Insilico analiza sekvenci u okviru zaSicenih regiona SOX3 gena

U cilju identifikacije proteina koji se vezuju za sekvence DNK u promotoru SOX3

gena zaSti¢eni regioni su analizirani na prisustvo potencijalnih mesta za vezivanje

transkripcionih faktora. Ova analiza je uradena programom Matlnspector (Quandt et al.,

1995), uz kriterijum da verovatnoca vezivanja transkripcionog faktora za ispitivanu sekvencu

bude 1.0. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.

Zasti¢eni
region

Pozicija
zaSti¢enog
regiona

Transkripcioni faktori ¢ija se vezivna mesta nalaze u
zaSti¢enim regionima

EP1

-27/-59

Sp1-Specificity proteinl

MAZ-MY C-associated zinc finger protein
AHR-aryl hydrocarbon receptor

ZF2-zinc finger 2

FP2

-62/-135

TGIF-TGFB-induced factor homeobox 1

USF-upstream stimulatory factor 1

PBX/MEIS heterodimer PBX-pre B-cell leukemia transcription
factor 1; MEIS-myeloid ecotropic viral integration site 1

CCAAT boks

HNF1-hepatocyte nuclear factor 1

COMP1-cooperates with myogenic proteins 1

PAX6-paired box gene 6

FP3

-156/-197

Egr-early growth response

HNF4-hepatocyte nuclear factor 4

VDR/RXR heterodimer, VDR-vitamin D receptor; RXR-retinoid
X receptor

PPAR/RXR heterodimer, RXR-retinoid X receptor; PPAR-
peroxisome proliferator activated receptor

CREB-cAMP responsive element binding protein

ATF 6-activating transcription factor 6

FP4

-279/-342

ZBP89-zinc binding protein 89

CCAAT boks

MZF1-myeloid zinc finger
Sp1-Specificity proteinl

MAZ-MY C-associated zinc finger protein
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Zas.tlcem POVZI.C,IJa Transkripcioni faktori ¢ija se vezivna mesta nalaze u
region zaspcenog zaSti¢enim regionima
regiona
EP5 -214/-241 |/
FP6 242/-260 CCAAT boks
i EKLF-Erythroid krueppel-like transcription factor
FP7 -361/-395 | TGIF-TGFB-induced factor homeobox 1

Tabela 4: Prikaz transkripcionih faktora ¢ija se potencijalna vezivna mesta nalaze u

zaStiéenim regionima promotora SOX3 gena.

Rezultati dobijeni ovom analizom pokazuju da se u zaStiCenim regionima SOX3
promotora nalaze potencijalna mesta za vezivanje velikog broja transkripcionih faktora. Pored
opstih transkripcionih faktora (Spl, USF, NF-Y) prisutni su i faktori ¢ija je ekspresija tkivno
specificna (CREB, PBX, MEIS). Oc¢ekivano, analiza je pokazala i prisustvo vezivnog mesta
za nuklearni receptor RXR, koji je jedan od medijatora aktivnosti retinoi¢ne kiseline.

MatInspector analiza uradena je i za regione zaSti¢ene samo na jednom lancu DNK.
Rezultati su pokazali da se u regionima na nekodiraju¢em lancu nalaze potencijalna mesta za
vezivanje transkripcionih faktora, i to CCAAT boks i EKLF u regionu FP6 (242/-260), a

TGIF u zasticenom regionu FP7 na poziciji -361/-395.

4.3  Analiza potencijalnog vezivhog mesta za heterodimer PBX/MEIS u okviru FP2
regiona humanog SOX3 promotora

Region FP2 (Slika 6) bio je interesantan za dalju analizu iz viSe razloga. Prvo, ovaj
region se nalazi u bazalnom promotoru SOX3 gena (-62/-135). Drugo, “DNase I footprinting®
analiza pokazala je da je u ovom regionu zastita prisutna na oba lanca DNK. Takode, na
kodiraju¢em lancu DNK u okviru FP2, regioni 2 i 3 (Slika 3) pokazuju izrazeniju zastitu u

reakciji sa jedarnim proteinima iz RA indukovanih NT2/D1 ¢elija u poredenju sa netretiranim
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¢elijama. Ovo moze ukazivati da retinoi¢na i(ise]ina povecava afinitet jedarnih proteina za
vezivanje za FP2 ili da je ovaj region regulatorni element za koji se vezuju transkripcioni
faktori koji su prisutni samo u jedarnim proteinima indukovanih NT2/D1 ¢elija.

Pored toga, analiza sekvence FP2 regiona na prisustvo potencijalnih mesta za
vezivanje transkripcionih faktora pokazala je da ovaj region sadrzi brojna vezivna mesta, kako
za opste transkripcione faktore (NF-Y, USF), tako i za faktore koji pokazuju tkivnu i

vremenski specifi¢nu ekspresiju (TGIF, PBX, MEIS, HNF1, PAX6) (Tabela 4).
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Slika 6: Uvecani region zastite 2 sa Slike 3 i odgovarajuci zasticeni deo regiona 9 na
nekodiraju¢em lancu. Pozicije zaSti¢enih regiona su oznacene pravougaonicima uz koje su
prikazane odgovaraju¢e nukleotidne sekvence. M-DNK marker; G+A-sekvenca analiziranog
fragmenta; BSA-kontrolne reakcije sa BSA; NT2-reakcije sa jedarnim proteinima

neindukovanih ¢elija (25 pg); RA-reakcije sa jedarnim proteinima indukovanih éelija (25 pg)
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MatInspector analiza pokazala je da se u okviru FP2 regiona na nekodiraju¢em lancu
(pozicija -70 do -79), nalazi konsenzusna sekvenca za vezivanje PBX/MEIS heterodimera-5’
TGATTGACAG 3’ (Chang er al., 1997) (Slika 6). Konsenzus ¢ine polumesto za vezivanje
PBX proteina na 5° kraju (TGAT) i MEIS mesto (TGACAG) pozicionirano na 3’ kraju
(Chang et al., 1997). Potencijalni znacaj ovog mesta potvrden je i rezultatima poredenja
sekvence zasticenog regiona sa odgovarajuéim sekvencama ortologa Sox3 gena kod sisara
(Slika 7). Poredenje sekvenci Coveka, Simpanze, makaka majmuna, pacova i misa pokazalo je
da je mesto za vezivanje PBX/MEIS heterodimera evolutivno o¢uvano, i po nukleotidnom
sastavu i po poziciji u promotorskim regionima, kod svih analiziranih ortologa. Ovi rezultati

ukazali su na potencijalni zna¢aj konsenzusnog mesta za vezivanje heterodimera PBX/MEIS

u regulaciji ekspresije SOX3 gena.

FP2 (-62/-135)

=135 -62
CCAGCCAGGCCGAACGGGGGCTCGGTAATGATTGGCCAGGGCGCATCACTGCGAACCTGTCAATCACGGETCCT

PBX/MEIS
vezivno mest

CTGCGAACCTGTCAATCALGGG

e

-87 -66

CTGTCAATCH

GACAGTTAGT

T
MEIS PBX

Slika 7: Sekvenca kodirajueg lanca DNK u FP2 regionu (-62/-135) i poredenje
konsenzusnog mesta za vezvanje PBX/MEIS heterodimera sa ortolognim sekvencama sisara.

Pozicije sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.
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4.3.1 Interakcije PBX/MEIS konsenzusnog mesta sa proteinima

Dalja analiza PBX/MEIS konsenzusnog mesta u okviru SOX3 promotora isla je u
pravcu identifikacije transkripcionih faktora koji se za njega vezuju, tj. dokazivanja prisustva
PBX i MEIS proteina u kompleksima formiranim na ovom mestu. Interakcije ovog mesta 1
proteina ispitivane su u esejima smanjene elektroforetske pokretljivosti, EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay). Za analizu je koriS¢ena dvolancana oligonukleotidna
proba, oznacena kao F31R31, koja zahvata 31 bp FP2 regiona, ukljucujuéi i PBX/MEIS
vezivno mesto (Slika 8A), i jedarni proteini iz neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1
Celija. EMSA reakcije pokazuju da se za probu F31R31 vezuju jedarni proteini kako
neindukovanih, tako i RA indukovanih NT2/D1 (elija (Slika 8B, kolone 2 i 3). Formirani
kompleksi manje elektroforetske pokretljivosti su izrazeniji u reakcijama sa jedarnim
proteinima indukovanih celija, $to je u korelaciji sa rezultatima dobijenim “DNase I
footprinting® analizom, gde su ovi jedarni proteini pokazali intenzivniju zastitu ovog regiona.
Medutim, formirani kompleksi ne ukazuju na kvalitativne razlike u vezivanju jedarnih
proteina iz neindukovanih i indukovanih NT2/D1 ¢elija za probu. U cilju identifikacije
proteina prisutnih u formiranim kompleksima na probi F31R31 uradena je “supersift” analiza
koris¢enjem antitela na PBX1 i MEISl/2 proteine, kandidatne transkripcione faktore za
vezivanje u ovom regionu. Antitelo na PBX1 dovodi do “superSifta” proteinskih kompleksa
na F31R31 probi u reakcijama i sa jedarnim proteinima iz neindukovanih i indukovanih
NT2/D1 celija (Slika 8B, kolone 4 i 5). Medutim, u reakcijama sa MEIS1/2 antitelima
“supersift“ je dobijen samo sa kompleksima proteina iz RA indukovanih NT2/D1 ¢elija (Slika
8B, kolone 6 1 7).

Povecanje intenziteta formiranih kompleksa u reakcijama “superSifta® moze se
objasniti ve¢om stabilno$¢u kompleksa usled prisustva antitela u reakcijama i ve¢ je primecen

kako u nasim tako i u radovima drugih autora (Kovacevic Grujicic et al., 2005).
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A
Region 2 CTGCGAAQCTGTCAATCACGGG
GACGCTTGEGACAGTTAGTGCCC
-87 -66
F31R31 CGGGTCCTCCGGGTTGC
CTTGGACAGTTAGTIGCCCAGGAGGCCCAACG
-83  MEIS/PBX -53
vezivno mesto
B
F31R31 EEUE ST R AR S =
NT2 JP - + - + - + -
RA JP - - + 2 SR g
Pbx1 Ab S R + o+ - =
Meis1/2 Ab - - - - -+ o+

Slika 8: EMSA reakcije (A) Region 2 u okviru FP2 koji pokazuje vecu zastitu u reakcijama sa
jedarnim proteinima indukovanih delija i proba F31R31 (koja sadrzi PBX/MEIS vezivno
mesto) koriS¢ena u EMSA reakcijama. (B) EMSA reakcije sa jedarnim proteinima (JP)
neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) Celija i probom F31R31. “SuperSift* reakcije su
radene koris¢enjem antitela na PBX1 i MEIS1/2. Kompleksi dobijeni u reakcijama

“supersifta““su oznaleni strelicama.
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4.3.2 Identifikacija proteinima prisutnih u kompleksima formiranim na probi F31R31

Da bi potvrdili prisustvo PBX i MEIS u kompleksima formiranim sa jedarnim
proteinima iz indukovanih NT2/D1 ¢elija i probom F31R31 uradena je Western blot analizg
proteina prisutnih u kompleksima. Rezultati ove analize prikazani su na Slici 9. Nakon EMSA
reakcija i detekcije kompleksa, delovi gela koji odgovaraju pozic@ji kompleksa su iseceni i
analizirani metodama SDS-PAGE i Western blot. Ovom metodom proteini prisutni u
formiranim kompleksima su iseCeni kao delovi nativnog gela, a zatim analizirani
razdvajanjem u denaturi$u¢im uslovima i detekcijom u prisustvu specifi¢nih antitela. Analiza
je potvrdila rezultate dobijene u reakcijama “superSifta®, u kojima je prisustvo PBXI1
detektovano u oba ispitivana kompleksa, poreklom iz neindukovanih i indukovanih ¢elija,
(Slika 9, kolone 1 i 2) dok je prisustvo MEIS proteina detektovano samo u kompleksu iz
indukovanih Celija (Slika 9, kolone 3 i 4). Opisani rezultati ukazuju da je u NT2/D1 ¢elijama
na ispitivanom PBX/MEIS vezivnom mestu u promotoru SOX3 gena prisutan samo PBX1, a

da su nakon indukcije retinoi¢nom kiselinom na mestu prisutna oba transkripciona faktora.

NT2 RA

4= MEIS1/2

Slika 9: Western blot analiza proteina iz delova gela koji sadrze komplekse formirane na
probi F31R31 sa jedarnim proteinima neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) éelija.
Kori$éena su antitela na PBX1 i MEIS1/2.
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4.3.3 Specificnost vezivanja PBX i MEIS proteina za konsenzusno mesto

Specificnost vezivanja PBX i MEIS proteina za probu F31R31 ispitivana je
uvodenjem mutacija u konsenzusno mesto. KoriS¢ene su 4 mutirane dvolandane
oligonukleotidne probe (mutl-mut4), a pozicije mutiranih nukleotida odabrane su tako da
naruse strukturu PBX vezvnog mesta (mut3), MEIS mesta (mut] i muf4) ili oba mesta (mut2).
Sekvence wr i mutiranih oligonukleotida prikazane su na Slici 10A. "

U prvom setu ekspreimenata, jedarni proteini iz neindukovanih i RA indukovanih
NT2/D1 (celija vezivani su za obelezenu F31R31 probu, a mutirani oligonukleotidi su
koriS¢eni kao neobelezeni kompetitori (Slika 10B). Dobijeni rezultati su ukazali da su
uvedene mutacije narusile integritet PBX/MEIS vezivnog mesta, tako da mutirane probe nisu
mogle da vezu jedarne rproteine. Usled nemoguénosti interakcija sa jedarnim proteinima
mutirane probe ne kompetiraju (mutl i mut2) ili slabo kompetiraju (mut3 i mut4) vezivanje
proteina za wr probu ( F31R31) (Slika 10B). Identi¢ni rezultati dobijeni su koriS¢enjem
jedarnih proteina neindukovanih i indukovanih NT2/D1 celija (Slika 10B). Ovaj rezultat
potvrduje da sekvenca TGATTGACAG sadrzi elemente neophodne za vezivanje proteina

prisutnih u jedarnim ekstraktima neindukovanih i indukovanih NT2/D1 éelija.
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A F31R31 (WI) 5' GAACCTGTCAATCACGGGTCCTCCGGETTGC 37
3’ CTTGGACAGTTAGTIGCCCAGGAGECCCAACE 57
Pbx
MUT1 3 TAGTGCCCAGGAGGCCCRACG 5/
MUT2 37 NATGTCCCCAGGAGGCCCAACG 5’
MUT3 3f TACACCCCAGGAGGCCCRACE 57
MUT4 31 CACHTAGTGCCCAGGAGGCCCAACG 57

Slika 10: Mutaciona analiza PBX/MEIS vezivnog mesta. (A) Sekvence wt (F31R31) i
mutiranih oligonukleotidnih proba (mutl-mut4). Mutirani nukleotidi su podvuceni. Vezivno
mesto za PBX/MEIS je uokvireno, a isprekidane linije pokazuju pozicije vezivnog mesta u
mutiranim probama.(B) EMSA reakcije sa obelezenom probom F31R31, jedarnim proteinima
i kompetitorima mutl-4. NeobeleZzene mutirane probe su dodavane u 100 puta veem
molarnom odnosu.

U drugom setu eksperimenata interakcije obelezenih mutiranih proba (mutl-mut4) su
ispitivane primenom EMSA sa jedarnim proteinima neindukovanih i RA indukovanih
NT2/D1 celija, a zatim je dodavanjem antitela na PBX1 i MEIS1/2 proveravano prisustvo
ovih proteina u formiranim kompleksima (Slika 11A i B). Kod svih mutanata u reakcijama

vezivanja nije detektovano formiranje kompleksa karakteristiénih za wr probu (F31R31), a

reakcije “superSifta” pokazuju da kompleksi slabijeg intenziteta formirani na mutiranim
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probama ne sadrze PBX i MEIS proteine (Slika 11A i B). Interesantno je da “supersift” sa
PBXI1 antitelima nije detektovan sa probom koje nose mutaciju u MEIS polumestu (mut4),
niti je proba koja nosi mutaciju u PBX mestu (mut3) pokazala “suprsift” sa MEIS1/2
antitelima (Slika 11A i B). Ovi rezultati ukazuju da su oba polumesta u okviru konsenzusne

sekvence neophodna za formiranje proteinskih kompleksa izmedu jedarnih proteina iz

NT2/D1 ¢elija i probe F31R31.

proha + + + + 4+ + + + + + + + + + 4+

NIZAP = & o o ool BRI D Bl g
RAJP [ S S e S
PhxL &k = i o =b b e a LRTERTGE ok ol Dl e

proha i F o undealieE SEERSE o SR L E b SRR SF poh it S A bR Lk o
NT2 JP R I T N T S
RAJP T e B s et Sy - O e
Meisl 288 - = =+ = ol e E b L oL s ke o 0 L R o o R

vy

F31R31 MUT1 MUT?2 MUT3 MUTH4

Slika 11: EMSA 1 “supersift” analiza sa wr (F31R31) i mutiranim oligonukleotidima (mutl-
mut4) i jedarnim proteinima (JP) iz neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) NT2/D1 ¢elija.
U reakcijama “supersifta® su koris¢ena antitela na PBX1 (Panel A) i MEIS1/2 (Panel B).

Kompleksi dobijeni u reakcijama “supersifta“ su oznaceni strelicama.
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Takode, rezultati vezivanja sa probama koje nose mutacije u PBX/MEIS

konsenzusnom mestu potvrduju specifi¢nost vezivanja proteina PBX i MEIS za ovaj region.

4.3.4 PBXI i MEISI proteini se vezuju za konsenzusno mesto u promotoru SOX3 gena

Dosadasnji rezultati su pokazali da se PBX1 i jedan od MEIS proteina (MEISI ili
MEIS2) vezuju za ispitivano mesto. Ve¢ je naglaSeno da vezivno mesto u SOX3 promotoru
odgovara konsenzusnoj sekvenci za in vitro vezivanje heterodimera PBXI1/MEISI, i kao
takvo je ve¢ opisano u promotorima drugih gena (Chang et al., 1997). Na ovakvoj
konsenzusnoj sekvenci MEIS1 je dominantni partner PBX1 proteina (Chang et al., 1997;
Wang et al., 2001), pa je bilo logi¢no pretpostaviti da je na ovom regulatornom elementu
SOX3 promotora partner PBX1 upravo protein MEIS1. Zbog toga je u narednim
eksperimentima testirana hipoteza da se PBX1 i MEIS1 proteini u formi heterodimera vezuje
za regulatorni element u promotoru SOX3 gena.

Provera afiniteta PBX1 i MEIS1 proteina za vezivanje za ispitivano mesto uradena je
koris¢enjem in vitro sintetisanih PBX1 i MEIS1 proteina u EMSA reakcijama sa probom
F31R31 (Slika 12). Specifi¢ni kompleksi formirani su samo u reakciji vezivanja kada su
prisutna oba sintetisana proteina. Ni PBX1 ni MEIS1 pojedinaéno se ne vezuju za probu
(Slika 12, kolone 1 i 2), dok prisustvo oba proteina u reakciji vezivanja inicira formiranje
kompleksa na probi F31R31 (Slika 12, kolona 3). Ovaj rezultat ukazuje da se in vitro
sintetisani PBX1 i MEIS1 vezuju za konsenzusno mesto u okviru SOX3 promotora u formi

heterodimera.
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Slika 12: EMSA reakcije sa in vitro sintetisanim proteinima PBX1 i MEISI1. Strelice
oznacavaju komplekse formirane na probi F31R31. Zvezdica oznaCava nespecifi¢an

kompleks prisutan i u reakciji vezivanja sa neprogramiranim lizatom.

4.3.5 Uticaj poveéane ekspresije PBX1 i MEISI proteina na formiranje proteinskih
kompleksa na probi F31R31

EMSA eksperimentima je takode analiziran uticaj povecane ekspresije PBX1 i MEIS]

proteina na formiranje kompleksa u F31R31 regionu SOX3 promotora. U reakcijama su

73



REZULTATI

koris¢eni ukupni Celijski lizati (WCL-whole cell lysates) neindukovanih i RA indukovanih
NT2/D1 ¢elija koje su transfekovane PBX1 i MEIS1 ekspresionim vektorima. Rezultati su
prikazani na Slici 13. Vezivanje WCL iz neindukovanih NT2/D1 ¢elija (netransfekovanih i
transfekovanih) rezultiralo je formiranjem jednog kompleksa (Slika 13, kolone 2, 4, 6 i 8),
dok su WCL RA indukovanih ¢elija doveli do formiranja dva proteinska kompleksa, od kojih
jedan pokazuje manju elektroforetsku pokretljivost u odnosu na kompleks dobijen u
reakcijama sa WCL neindukovanih ¢elija (Slika 13, kolone 3, 5, 7 i 9). Novoformirani
kompleks postaje intenzivniji u reakcijama sa WCL transfekovanih c¢elija indukovanih
retinoi¢nom kiselinom (Slika 13, kolone 5, 7 i 9 u odnosu na kolonu 3), pri ¢emu je najveci
intenzitet primecen sa WCL ¢elija kojima je bila povec¢ana ekspresija oba proteina (Slika 13,
kolona 9). Prikazani rezultati pokazuju da povecana ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina
omogucéava formiranje kompleksa veceg intenziteta na PBX/MEIS vezivnom mestu u

promotoru SOX3 gena.
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Slika 13: Efekti povecane ekspresije PBX1 i MEISI proteina na formiranje kompleksa na
probi F31R31. U EMSA reakcijama koriS¢ena je proba F31R31 i ukupni ¢elijski lizati (WCL)
neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) celija, kao i ovih ¢elija u kojima je nakon
transfekcije poveéana ekspresija PBX1, MEIS1 ili oba proteina. Strelicama su oznaleni

formirani kompleksi.

4.3.6 Profil ekspresije PBX1 i MEISI proteina tokom indukcije NT2/D1 celija retinoicnom
kiselinom

Poznato je da su rane faze neuralne diferencijacije NT2/D1 Celija, koje se dogadaju
tokom prvih 48h indukcije retinoi¢nom kiselinom, pracene povecanjem ekspresije SOX3,
kako na nivou iRNK (Stevanovic, 2003; Krstic et al., 2007) tako i na proteinskom nivou

(Mojsin et al., 2006). U cilju pracenja endogene ekspresije PBX1 i MEISI proteina tokom
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indukcije NT2/D1 éelija retinoiénrom kiselinom, Western blotom je analizirano prisustvo ovih
proteina u WCL neindukovanih i indukovanih ¢elija (Slika 14). Ekspresija PBX1 i MEIS1
proteina je detektovana u WCL neindukovanih celija, a nakon 48h indukcije retinoi¢nom
kiselinom dolazi do povecanja ekspresije oba proteina. Dobijeni rezultati pokazuju da profil
ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina tokom indukcije NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom kiselinom
odgovara ve¢ opisanom profilu ekspresije SOX3 gena u ovim uslovima. Ovaj rezultat je

ukazao na potencijalnu ulogu ovih faktora kao medijatora indukcije SOX3 gena retinoi¢nom

kiselinom.

NT2 RA

- S50X3

-+ PBX1

| +— MEIS1

= alctin

Slika 14: Western blot analiza ekspresije SOX3, PBX1 i MEIS1 proteina u neindukovanim
(NT2) i ¢elijama indukovanim retinoi¢nom kiselinom (RA) tokom 48h. Aktin je kori§¢en kao
kontrola koli¢ine proteina unetih u reakciju. Strelice oznacavaju pozicije proteina SOX3,

PBX1, MEIS] i aktina.

4.3.7 Dimerizacija PBXI i MEISI proteina u odsustvu DNK

Poznato je da su MEIS proteini glavni partneri PBX-a prilikom vezivanja za DNK u in
vivo uslovima (Chang er al., 1997). Medutim, in vtro je pokazano je da ovi proteini

dimerizuju i u odsustvu DNK (Chang et al., 1997). U cilju identifikacije potencijalnih
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PBX/MEIS interakcija u NT2/D1 c¢elijama, uradeni su eksperimenti koimunoprecipitacije.
Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 15. Antitelima na MEIS1 (konjugovanim sa protein
A/G agarozom), imunoprecipitiran je endogeni MEIS1 iz WCL neindukovanih i RA
indukovanih NT2/D1 ¢elija, a proteini koji se nalaze u precipitiranom imunokompleksu su
analizirani Western blotom, koris¢enjem antitela na PBX1. U obe reakcije detektovano je
prisustvo PBX1 proteina u kompleksu precipitiranom antitelima na MEIS1 (Slika 15, kolone
11 2), a detektovani protein komigrira sa PBX1 proteinom u pozitivnoj kontroli (WCL iz
NT2/D1 celija, Slika 15, kolona 5). Osim toga, koli¢ina PBX1 proteina asocirana sa MEIS]
proteinom povecana je nakon indukcije ¢elija retinoi¢nom kiselinom (Slika 15, kolona 2 u
odnosu na kolonu 1). U kontrolnim reakcijama (bez antitela) nije detektovan PBXI, Sto
potvrduje odsustvo nespecifi¢nih reakcija izmedu WCL i protein A/G agaroze (Slika 15,
kolone 3 i4). Ovim rezultatom je potvrdeno da PBX1 i MEIS1 interaguju i u odsustvu DNK u

NT2/D1 celijama, i da se afinitet za ove interakcije povecava nakon indukcije retinoi¢nom

kiselinom.

NTZ2 RA HNTic Eac WCL

Slika 15: Dimerizacija PBX1 i MEISI proteina u NT2/D1 ¢elijama. Ukupni celijski lizati
(WCL) neindukovanih (NT2) i RA indukovanih Celija (RA) su koriséeni u reakcijama
koimunoprecipitacije. ~ Imunoprecipitacija je uradena antitelima na MEISI, a
koimunoprecipitirani proteini su razdvojeni na SDS-PAGE, i detektovani Western blotom
antitelima na PBX1. U kontrolnim reakcijama (NT2c i RAc), nisu dodavana antitela. WCL

NT2/D1 éelija koriSéeni su kao pozitivna kontrola.
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4.3.8 PBXI i MEISI regulisu in vivo ekspresiju SOX3 gena u NT2/DI celijama

U sledeCem eksperimentu ispitivan je efekat povecanja ekspresije PBX1 i MEIS1 na
endogenu ekspresiju SOX3 proteina. NT2/D1 ¢elije su transfekovane PBX1 i MEISI
ekspresionim vektorima, a efekat povecanja njihove ekspresije na aktivnost SOX3 gena
praden je Western blot analizom. Rezultati su prikazani na Slici 16. Povecanje ekspresije;
kako pojedinacnih, tako i oba proteina zajedno, dovodi d.o porasta nivoa SOX3 proteina.
Prikazani rezultati potvrduju da su PBX1 1 MEIS1 proteini ukljuée;li u aktivaciju SOX3 gena
u NT2/D1 ¢elijama. Ocekivano, efekat je najizrazeniji kada je u indukovanim celijama
povecana ekspresija oba proteina (Slika 16, kolona 8), $to ponovo ukazuje da PBX1 1 MEIS]

proteini imaju ulogu medijatora u RA indukovanoj aktivaciji SOX3.

NT2 RA NT2 RA NT2 RA
PBX1 PEX1 MEIS1 MEIS1

~— alktin

Slika 16: Efekat povecane ekspresije PBX1 i MEIS1 na ekspresiju endogenog SOX3
proteina. U Western blot analizi su koriS¢eni ukupni celijski lizati (WCL) neindukovanih
(NT2) i indukovanih (RA) Ccelija, netransfekovanih (kolone 1 i 2), transfekovanih
ekspresionim vektorima za PBX1 ( kolone 3 i 4), MEIS1 (5 i 6) ili sa oba proteina (7 i 8).
Aktin je koris¢en kao kontrola koli¢ine proteina unetih u reakciju. Strelice oznacavaju

pozicije SOX3 proteina i aktina.
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4.3.9 Funkcinalna analiza regulatornog elementa SOX3 promotora koji sadrzi vezivno mesto
za heterodimer PBX/MEIS

Funkcionalni znac¢aj PBX/MEIS vezivnog mesta u promotoru SOX3 gena ispitivan je
u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 éelija.
Koris¢en je promotor-reporterski konstrukt F19R30pBLCAT6 koji sadrzi 713 bp 5°
regulatornog regiona SOX3 gena, za koji je prethodno pokazano da sadrzi optimalni promotor
SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et al., 2005). Na ovaj nadin je u eksperimentima tranzijentne
transfekcije pracena aktivnost reporterskog gena (car) koji je pod kontrolom optimalnog
promotora SOX3 gena.

Takode, funkcionalni znafaj PBXI1/MEIS1 vezivnog mesta analiziran je u
eksperimentima u kojima su primenom mesto-specifiéne mutageneze uvedene mutacije u

analizirano konsenzusno mesto.

4.3.9.1 Transkripcioni faktori PBXI1 i MEISI aktiviraju SOX3 promotor u N12/D1 celijama

Da bi ispitali ulogu PBX1 1 MEISI proteina u aktivaciji SOX3 promotora praéen je
efekat povecane ekspresije ovih transkripcionih faktora u eksperimentima tranzijentne
transfekcije NT2/D1 ¢elija. U ovim eksperimentima ekspresioni vektori za PBX1 i MEIS1 su
kotransfekovani sa SOX3 promotor-reporterskim konstruktom F19R30. U ovom konstruktu
reporterski gen se nalazi pod kontrolom optimalnog SOX3 promotora (Kovacevic Grujicic et
al., 2005). Rezultati ovih eksperimenata prikazani su na Slici 17.

U neindukovanim celijama, kotransfekcija sa pojedinaénim ekspresionim vektorima
nije dovela do statisti¢ki znaCajne promene aktivnosti reprterskog gena, $to ukazuje da
pojedinacno ni jedan protein ne ostvaruje znatajan efekat na aktivnost SOX3 promotora.
Medutim, prisustvo oba ekspresiona vektora, tj. povecana ekspresija i PBX1 i MEISI

proteina, dovodi do povecanja aktivnosti reporterskog gena priblizno 1,8 puta (Slika 17),
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ukazujué¢i da u neindukovanim celijama samo prisustvo oba proteina dovodi do aktivacije
SOX3 promotora.

Rezultati dobijeni na celijama indukovanim 48h retinoicnom kiselinom pokazuju
drugaciji trend. Aktivnost reporterskog gena povecava se u kotransfekcijama sa pojedinaénim
vektorima, i to 1,3 puta u slucaju povecane ekspresije PBX1 i 1,8 puta pri poveéanoj
ekspresiji MEIS1 (Slika 17). U sluCaju povecane ekspresije oba proteina belezi se povecanje
aktivnosti od 2 puta u odnosu na aktivnost promotorskog konstrukta F19R30 (Slika 17). Ovi
rezultati pokazuju da u prisustvu retinoi¢ne kiseline oba proteina pojedina¢no mogu da

dovedu do aktivacije SOX3 promotora, a da se ovaj efekat povecava u prisustvu oba proteina.

600
500
Relativna CAT 4 O O

aktivnost

ONT2
200
100
0
F19R30 + it + & s i o i
PBX1 - - + + < = i s
MEIS1 - : = = + # * *

Slika 17: Efekat povecane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina na aktivnost SOX3 promotora.
NT2/D1 cCelije su tranzijentno transfekovane FI19R30 SOX3 promotor-reporterskim
konstruktom i ekspresionim konstruktima za PBX1 i MEIS1, kao §to je naznaceno u tabeli.
Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 konstrukta
kojoj je dodeljena vrednost 100% u neindukovanim celijama (NT2). Vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + S.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri
nezavisne transfekcije. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poredene u Studentovom #-
testu. Vrednosti za koje je p<0.05 su predstavljene jednom zvezdicom (*), a vrednosti za koje

je p<0.01 sa dve zvezdice (**).
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4.3.9.2  Analiza uticaja mutacija vezivnih mesta za PBX i MEIS na aktivnost SOX3
promotora

Definitivna potvrda funkcionalnog znacaja ispitivanog PBX/MEIS vezivnog mesta
dobijena je analizom promotor-reporterskih konstrukata koji nose mutacije u ovom mestu.
Mutacije su uvedene u promotor-reporterski konstrukt FI9R30. U konstruktu PBXMUT
mutacija je uvedena u polumesto koje prepoznaje PBX, gde je wt sekvenca TGAT zamenjena
sekvencom TGTG, dok je u konstruktu MEISMUT polumesto koje prepoznaje MEIS,
TGACAG, zamenjeno sekvencom TCTGAG. Mutirani konstrukti tranzijentno su
transfekovani u NT2/D1 éelije, a aktivnost reporterskog gena poredena je sa aktivnoSéu wt
konstukta F19R30. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 18.

U slucaju neindukovanih NT2/D1 c¢elija mutacija u PBX polumestu (PBXMUT) ne
dovodi do znacajne promene aktivnosti promotora, dok MEISMUT smanjuje promotorsku
aktivnost priblizno 1,6 puta u poredenju sa aktivnoséu wz (F19R30) konstrukta (Slika 18).

U cilju dokazivanja uloge PBX/MEIS vezivnog mesta u indukciji SOX3 gena
retinoi¢nom kiselinom, aktivnost wt i mutiranih konstrukata ispitivana je i u NT2/D1 celijama
indukovanim retinoi¢nom kiselinom. Oba mutirana konstrukta, PBXMUT i MEISMUT,
znaCajno smanjuju indukciju SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom, redukujuéi aktivnost
promotora za priblizno 60% (Slika 18). U slu¢aju wr konstrukta aktivnost promotora je
indukovana retinoi¢nom kiselinom 3,8 puta, dok je stepen indukcije mutiranih konstrukata
priblizno 1,3 puta (Slika 17).

Rezultati mutacione analize pokazuju da je vezivno mesto koje prepoznaje MEIS
neophodno kako za bazalnu aktivnost SOX3 promotora, tako i za njegovu aktivaciju
retinoicnom kiselinom, dok je vezivno mesto koje prepoznaje PBX ukljueno u odgovor

promotora na indukciju SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom.
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Slika 18: Efekti mutacija u polumestima za vezivanje PBX i MEIS na aktivnost SOX3
promotora. NT2/D1 ¢elije su transfekovane wr (F19R30) SOX3 promotor-reporterskim
konstruktom ili mutiranim konstruktima: PBXMUT (mutirano polumesto koje prepoznaje
PBX) i MEISMUT (mutirano vezivno mesto koje prepoznaje MEIS). Normalizovane CAT
aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena
vrednost 100% u neindukovanim delijama (NT2). Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = S.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije.
Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poredene u Studentovom -testu. Vrednosti za koje je
p<0.01 su predstavljene jednom zvezdicom (*), a vrednosti za koje je p<0.001 sa dve

zvezdice (**).
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Rezultati mutacione analize i eseji kotransfekcije ukazuju da PBX/MEIS vezivno
mesto ima funkcionalni znacaj, kako u regulaciji bazalne aktivnosti SOX3 gena, tako i u

povecanju njegove ekspresije tokom indukcije NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom kiselinom.

4.4 Uloga transkripcionog faktora TGIF u regulaciji ekspresije SOX3 gena

Matlnspector analiza promotora SOX3 gena pokazala je da pored konsenzusnog mesta
koje prepoznaje i za koje se vezuje heterodimer PBX/MEIS u ispitivanom regionu postoje
potencijalna vezivna mesta za jos$ jednog ¢lana TALE familije proteina-transkripcioni factor
TGIF. Za razliku od aktivatorske uloge PBX i MEIS proteina, za TGIF je pokazano da
ostvaruje represorsku funkciju na promotorima ciljnih gena (Bartholin et al., 2006). U cilju
sveobuhvatne analize uloge svih ¢lanova TALE familije koji imaju potencijalno vezivno
mesto u SOX3 promotoru u regulaciji ekspresije ovog gena u ovom radu su analizirana i dva
potencijalna vezivna mesta za TGIF. Matlnspector analiza je pokazala da se prvo potencijalno
vezivno mesto za TGIF nalazi u okviru FP2 zaStiéenog regiona, na kodirajuéem lancu DNK,
na poziciji -70 do -74. Drugo mesto nalazi se u regionu FP7, na nekodiraju¢em lancu, na
poziciji -381 do -385 (Slika 5, Tabela 4).

Potencijalna uloga transkripcionog faktora TGIF u regulaciji ekspresije SOX3 gena
analizirana je karakterizacijom oba identifikovana vezivna mesta i ispitivanjem funkcionalnog
znacaja ovih regulatornih elemenata SOX3 promotora. Takode, analiziran je profil ekspresije
ovog transkripcionog faktora tokom RA indukcije NT2/D1 delija u cilju ispitivanja

potencijalne uloge TGIF proteina u aktivaciji SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom.
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4.4.1 Analiza potencijalnog, vezivnog mesta za TGIF u FP2 zasSticenom regionu promotora
SOX3 gena

Jedno potencijalno vezivno mesto za transkripcioni factor TGIF nalazi se u bazalnom
promotoru SOX3 gena, na kodirajuéem lancu DNK, na poziciji -70 do -74 i obuhvaceno je
zasticenom regionom FP2 (Slika 19). Literaturni podaci pokazuju da TGIF i MEIS proteini
Cesto imaju preklapaju¢a vezivna mesta, u suprotnim orijentacijama, na komplementarnim
lancima DNK. Sekvenca za$ti¢enog regiona SOX3 promotora pokazuje prisustvo
potencijalnog vezivnog mesta za TGIF na kodiraju¢em lancu DNK (5' TGTCA 3') koje se
preklapa sa ve¢ opisanim vezivnim mestom za MEIS na nekodiraju¢em lancu (5' TGACAG
3") (Slika 19).

FP2 (-62/-135)

=135 —~62
CCAGCCAGGCCGAACGGGGGCTCGGTAATGATTGGCCAGGGCGCATCACTGCGAAQCTGTCAATCACGGGTCCT
GGTCGGTCCGGCTTGCCCCCGAGCCATTACTAACCGGTCCCGCGTAGTGACGCTTGGACAGTTAGTGCCCAGGA

_—>.
TGIF

5' 'qTGTCAATCA 3!
3’ [GACAGTTAGT 5’

IS DPBX
&_ 4__
Slika 19: DNK sekvenca zastienog regiona FP2 sa oznalenim pozicijama konsenzusnih

sekvenci za TGIF (kodirajuéi lanac) i heterodimer PBX/MEIS (nekodiraju¢i lanac). Pozicije

sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

4.4.1.1  Interakcije TGIF proteina sa potencijalnim vezivnim mestom u FP2 regionu
bazalnog promotora SOX3 gena

Prisustvo transkripcionog faktora TGIF u proteinskim kompleksima na probi F31R31
(Slika 8), koja je u prethodnim istrazivanjima kori§¢ena za analizu vezivnog mesta za
heterodimer PBX/MEIS, provereno je u reakcijama “supersifta“ koris¢enjem antitela na TGIF

(Slika 20).
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F31R31 + + + + +

NT2 JP -+ -+ -
RA JP - - 4+ - +
TGIFA - - - + +

1 2 3 4 5

Slika 20. EMSA reakcije sa jedarnim proteinima (JP) neindukovanih (NT2) i indukovanih
(RA) Celija i probom F31R31. Proteinski kompleksi su oznaceni strelicom. U reakcijama

“supersifta” koriS¢ena su antitela na TGIF.
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Reakcije “supersifta® na probi F31R31 sa jedarnim proteinima iz neindukovanih i RA
indukovanih NT2/D1 ¢elija nisu pokazale prisustvo transkripcionog faktora TGIF u
proteinskim kompleksima detektovanim na ispitivanoj probi (Slika 20, kolone 4 i 5). U
reakcijama “supersifta™ primetno je samo povecenje vezanog proteinskog kompleksa, koje je
verovatno posledica povecanja afiniteta jedarnih proteina za vezivanje za DNK u prisustvu
antitela. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se protein TGIF iz jedarnih
proteina NT2/D1 Celija ne vezuje za konsenzusno mesto u bazalnom promotoru SOX3 gena.

U prilog zakljucku da se TGIF ne vezuje za potencijalno mesto u FP2 regionu idu i
rezultati dobijeni analizom promotor reporterskog konstrukta koji nosi mutaciju u MEIS
polumestu konsenzusne sekvence, MEISMUT (Slika 18). Ovaj mutant, zbog preklapajucih
sekvenci vezivnih mesta za TGIF i MEIS, nosi i mutaciju u TGIF mestu (TGTCA je
izmenjeno u TCAGA) (Slika 18). Represija promotora izazvana ovom promenom ukazuje da
mutirana sekvenca predstavlja mesto vezivanja proteina koji ima ulogu transkripcionog

aktivatora, a ne represora, $to je dokazana funkcija TGIF proteina (Bartholin et al., 2006).

4.4.2  Karakterizacija vezivnog mesta za transkripcioni faktor TGIF u FP7 regionu SOX3
gena

Rezultati dobijeni MatInspector analizom promotora SOX3 gena pokazali su da se i u
distalnom regionu optimalnog promotora nalazi dodatno potencijalno vezivno mesto za
transkripcioni faktor TGIF. Konsenzusno mesto za vezivanje TGIF transkripcionog faktora (5'

TGTCA 3') nalazi se na nekodirajuéem lancu DNK na poziciji od -381 do -385 (Slika 21).
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Slika 21: Sekvenca nekodirajué¢eg lanca DNK FP7 regiona promotora SOX3 gena i poredenje
konsenzusnog mesta za vezivanje TGIF sa ortologim sekvencama sisara. Vezivno mesto za

TGIF je uokvireno. Pozicije sekvenci su predstavljene u odnosu na start transkripcije.

Iako TGIF i MEIS proteini Cesto imaju preklapajuéa vezivna mesta, u suprotnim
orjentacijama, na komplementarnim lancima DNK, u slu€aju ovog regiona Matlnspector
analiza nije pokazala prisustvo potencijalnog vezivnog mesta za MEIS proteine na
kodirajuéem lancu na poziciji -381/-385. Ovo je u saglasnosti sa rezultatom dobijenim
“DNase I footprinting analizom® promotora SOX3 gena koja je pokazala prisustvo zasti¢enog
regiona na poziciji -361 do -395 samo na nekodiraju¢em lancu DNK (Slika 4B).

Evolutivna oCuvanost potencijalnog vezivnog mesta za transkripcioni faktor TGIF
ispitivana je poredenjem sekvence konsenzusnog mesta sa odgovarajuéim sekvencama
ortologa Sox3 promotora sisara (Simpanza, makaka majmun, pacov i mi$) (Slika 21). Ova
analiza pokazuje da je potencijalno mesto za vezivanje TGIF proteina ofuvano po
nukleotidnom sastavu i po poziciji u promotoru kod svih ispitivanih primata (Slika 21).
Analiza sekvenci pacova i miSa ukazuje na izmenjen nukleotidni sastav u ispitivanom

regionu, Sto je dovelo do naruSavanja konsenzusnog mesta za vezivanje transkripcionog
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faktora TGIF u promotorima navedenih ortologa. Ovi rezultati ukazuju da ne postoji
evolutivna ocuvanost ispitivanog regiona promotora Sox3 gena sisara, kao i da prisustvo
potencijalnog vezivnog mesta za TGIF u promotoru Sox3 gena primata moze ukazati na

razli¢ite mehanizme regulacije transkripcije Sox3 gena kod nizih i visih sisara.

4.4.2.1  Interakcije potencijalnog vezivnog mesta za TGIF u FP7 regionu sa jedarnim
proteinima

Dalja karakterizacija konsenzusne sekvence za vezivanje transkripcionog faktora
TGIF i8la je u pravcu ispitivanja potencijalnih interakcija ovog mesta sa proteinima. Ve je
pomenuto da je zastita u “DNase I footprinting™ analizi ukazala na vezivanje jedarnih proteina
za ovaj region promotora SOX3 gena. Dalja analiza interakcija proteina i DNK u ovom
regionu ispitivana je u eksperimentima smanjene elektroforetske pokretljivosti u gelu
(EMSA). U ovim reakcijama kori§¢ena je obelezena, dvolancana DNK proba F3R3 koja
obuhvata deo zastiéenog regiona koji sadrzi potencijalno vezivno mesto za TGIF (Slika 22A).
Ova proba inkubirana je sa jedarnim proteinima neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1

¢elija, a dobijeni rezultati su predstavljeni na Slici 22.
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Slika 22: (A) Sekvence FP7 regiona SOX3 promotora (-361/-395) i probe F3R3 (koja sadrzi
vezivno mesto za TGIF) koris¢ena u EMSA reakcijama. (B) EMSA reakcije sa jedarnim
proteinima (JP) neindukovanih (NT2) i indukovanih (RA) ¢elija i probom F3R3. Proteinski

kompleksi su oznaceni strelicom. U reakcijama “supersifta“ koriS¢ena su antitela na TGIF.
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EMSA reakeije pokazuju da se za probu F3R3 vezuju proteini kako iz neindukovanih
tako 1 iz RA indukovanih NT2/D1 éelija. U oba slu¢aja formira se jedan proteinski kompleks
Ciji je intenzitet jaCi u reakcijama sa jedarnim proteinima iz neindukovanih NT2/D1 éelija
(Slika 22B, kolone 2 i 3). Kako je konsenzusno mesto za vezivanje TGIF u okviru probe
F3R3 ukazivalo je na potencijalno prisustvo ovog proteina u identifikovanim kompleksima,
vezivanje ovog transkripcionog faktora za probu F3R3 potvrdeno je u reakcijama “supersifta“
koris¢enjem antitela na TGIF. Prisustvo antitela na TGIF u EMSA reakcijama dovelo je do
smanjenog vezivanja proteina za probu F3R3 (Slika 22B, kolone 4 i 5). Ovaj efekat
“hladenja“ u reakcijama “supersifta® nastaje kao posledica konformacionih promena proteina
prilikom vezivanja za antitela, Sto onemogucava njihovo vezivanje za DNK i veé su opisane u
literaturi (Won et al., 2002).

Rezultati dobijeni u EMSA reakcijama ukazuju da se transkripcioni faktor TGIF iz
jedarnih proteina indukovanih i neindukovanih NT2/D1 éelija vezuje za konsenzusno mesto u

promotoru SOX3 gena.

4.4.2.2 Profil ekspresije TGIF proteina tokom ranih faza indukcije NT2/D1 celija
retinoicnom kiselinom

U uvodu ovog rada citirani su literaturni podaci koji ukazuju da je TGIF vazan
regulator signalnog puta retinoi¢ne kiseline (Bartholin et al., 2006). Otuda je bilo interesantno
utvrditi profil ekspresije ovog proteina nakon prvih 48h indukcije NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom
kiselinom i uporediti ga sa ekspresionim profilom SOX3 proteina. Endogena ekspresija TGIF
pracena je, kao i slu¢aju PBX i MEIS proteina, Western blot analizom ukupnih ¢elijskih lizata
(WCL) izolovanih iz NT2/D1 ¢elija pre i nakon 48h indukcije retinoi¢nom kiselinom (Slika
23). Nakon 48h sati indukcije, nivo TGIF proteina znacajno opada Sto ukazuje da je ekspresija

TGIF proteina u NT2/D1 ¢elijama regulisana retinoicnom kiselinom. Smanjena ekspresija
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TGIF-a u vremenskom intervalu koji se poklapa sa aktivacijom ekspresije SOX3 proteina
ukazuje na potencijalnu ulogu TGIF proteina kao negativnog regulatora transkripcije SOX3
gena u NT2/DI1 (celijama. Razli¢iti profili ekspresije ¢lanova TALE familije proteina u
NT2/D1 ¢elijama tokom indukecije retinoi€nom kiselinom u skladu su sa njihovim ulogama u
regulaciji transkripcije: PBX i MEIS deluju kao transkripcioni aktivatori, a TGIF kao represor

ciljnih gena.

NT2 RA

Slika 23: Western blot analiza ekspresije SOX3 i TGIF proteina u ukupnim celijskim lizatima
neindukovanih NT2/D1 éelija (NT2) i istih ¢elija nakon 48h indukcije retinoi¢nom kiselinom
(RA). Aktin je koris¢en kao kontrola koli€ine lizata unetih u reakcije. Strelice oznaCavaju

pozicije navedenih proteina na membrani.
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4.4.2.3  Funkcionalna analiza regulatornog elementa promotora SOX3 gena koji sadrZi
vezivno mesto za TGIF

Analiza potencijalne uloge TGIF proteina u regulaciji ekspresije SOX3 gena ispitivana
je u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 celija
uz koris¢ene F19R30 promotor reporterskog konstrukta i ekspresionog vektora za za TGIF.

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 24.

350
Relativna CAT 300
aktivnost 250
200 ONT2
100
0 _— =
FI9R30 - +
TGIF v nath ki 4 4

Slika 24: Efekat povecane ekspresije TGIF proteina na aktivnost SOX3 promotora. NT2/D1
Celije su tranzijentno transfekovane F19R30 SOX3 promotor-reporterskim konstruktom i
ekspresionim konstruktima za TGIF, kao $to je naznaceno u tabeli. Normalizovana CAT
aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti F19R30 konstrukta kojoj je dodeljena
vrednost 100% u neindukovanim ¢elijama (NT2). Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = S.E.M. (SEM-standard error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije.
Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su poredene u Studentovom #-testu. Vrednosti za koje je

p<0.01 su predstavljene sa dve zvezdice (**).
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Rezultati prikazani na Slici 24 su pokazali da i kod neindukovanih i RA indukovanih
NT2/D1 ¢elija, povecana ekspresija TGIF proteina dovodi do gubitka ekspresije reporterskog
gena. Ovi rezultati ukazuju da povecana ekspresija transkripcionog faktora TGIF dovodi do
represije transkripcije SOX3 gena kako u neindukovanim tako i u indukovanim NT2/DI
Celijama.

Da bi potvrdili funkcionalni znacaj vezivnog mesta za TGIF, na poziciji -381 do -385
u promotoru SOX3 gena, tj., da bi pokazali da se represorska ﬁmkcija TGIF proteina ostvaruje
preko regulatornog elementa koji sadrzi TGIF konsenzusnu sekvencu u analizu je ukljucen
reporterski konstrukt koji sadrzi mutaciju u okviru ovog vezivnog mesta. Konstrukt je
napravljen uvodenjem mutacije u vezino mesto za TGIF u okviru optimalnog SOX3
promotorskog konstrukta F19R30. Mutirani (TGIFMUT) i wr konstrukt (F19R30) koriS¢eni
su u eksperimentima tranzijentne transfekcije neindukovanih i RA indukovanih NT2/D1 ¢elija
(Slika 25A).

Dobijeni rezultati potvrduju funkcionalni zna¢aj regulatornog elementa koji sadrzi
vezivno mesto za TGIF u promotoru SOX3 gena (Slika 25B). Mutacija uvedena u TGIF
vezivno mesto dovodi do povecanja aktivnosti reporterskog gena, i to priblizno 2 puta u
slu¢aju neindukovanih celija i priblizno 1,7 puta u NT2/D1 ¢elijama indukovanim
retinoi¢nom kiselinom. Aktivacija SOX3 promotora nakon uvodenja mutacije u TGIF
konsenzusno mesto ukazuje na represorsku funkciju ovog regulatornog elementa i u skladu je
sa prethodno opisanim rezultatima u kojima je povecana ekspresija TGIF proteina dovela do
represije ekspresije reporterskog gena. Ovi rezultati nedvosmisleno potvrduju da TGIF deluje
kao represor transkripcije SOX3 gena preko vezivhog mesta u optimalnom promotoru ovog

gena.
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Slika 25: Uticaj mutacije vezivnog mesta za TGIF na poziciji -381/-385 na aktivnost SOX3
promotora. (A) Shematski prikaz mutacije uvedene u TGIF vezivno mesto u F19R30
promotor reporterskom konstruktu (B) Efekat mutacije na aktivnost SOX3 promotora.
NT2/D1 ¢elije su trénzijentno transfekovane F19R30 promotor-reporterskim konstruktom ili
mutiranim konstruktom TGIFMUT. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao
procenat aktivnosti FI9R30 konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100% u neindukovanim
¢elijama (NT2). Vrednost su predstavljene kao srednja vrednost = S.E.M. (SEM-standard
error mean) iz najmanje tri nezavisne transfekcije. Vrednosti relativnih CAT aktivnosti su
poredene u Studentovom #-testu. Vrednosti za koje je p<0.01 su predstavljene jednom

zvezdicom (*).
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5. DISKUSIJA

U ovom radu prikazan je nastavak proucavanja mehanizama ukljucenih u
transkripcionu regulaciju ekspresije humanog SOX3 gena i njegovu aktivaciju tokom
indukcije NT2/D1 Celija retinoi¢nom kiselinom. Identifikovani su brojni regulatorni elementi
u okviru promotora humanog SOX3 gena, a detaljno su analizirani regioni preko kojiﬁ
transkripcioni faktori koji pripadaju TALE familiji homeo-domenskih proteina ucestvuju u

regulaciji ekspresije ovog gena.

5.1 Analiza zastiéenih regiona FPI1-FP7 u promotoru SOX3 gena

Analiza regiona zastienih u “DNase I footprinting® reakcijama (FP1-FP7) isla je u
pravcu identifikacije potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore i ispitivanja
evolutivne o€uvanosti ovih regulatornih elemenata kod ki¢menjaka.

Do sada je pokazano prisustvo brojnih potencijalnih mesta vezivanja transkripcionih
faktora u identifikovanim zasti¢enijm regionima SOX3 promotora i funkcionalno je dokazana
uloga nekih od identifikovanih transkripcionih faktora u regulaciji ekspresije humanog SOX3
gena.

Na primer, u naSim prethodnim istrazivanjima pokazano je da se na kodirajuéem
lancu, na poziciji -45 do -48 vezuje opsti transkripcioni faktor Spl koji ima ulogu
transkripcionog aktivatora promotora humanog SOX3 gena (Kovacevic Grujicic et al., 2005).
Istrazivanja u ovom radu su pokazala da se navedeno mesto nalazi u okviru zasti¢enog
regiona FP1. Istu funkciju ostvaruje i transkripcioni faktor USF Eije vezivno mesto se nalazi u
zasticenom regionu FP2, na kodirajuéem lancu DNK, na poziciji -68 do -71 (Kovacevic
Grujicic et al., 2005). Takode, potvrden je funkcionalni znacaj tri CCAAT boksa
identifikovana u regionima FP2, FP4 i FP6 u regulaciji ekspresije SOX3 gena (Krstic et al.,

2007). Pokazano je da se za sva tri mesta vezuje opsti transkripcioni faktor NF-Y, i da preko
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ovih regulatornih elemenata ostvaruje funkciju aktivatora transkripcije SOX3 gena (Krstic et
al., 2007).

Na model sistemu NT2/D1 ¢elija indukovanih retinoi¢nom kiselinom praéena je uloga
pojedinih regulatornih elemenata u aktivaciji SOX3 gena tokom ranih faza neuralnog razviéa
ovih ¢elija. Pokazano je da se u regionu FP3 nalazi regulatorni element koji vezuje nuklearni
receptor RXR i ucestvuje u aktivaciji SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom (Mojsin et al., 2006).
Preciznije pozicioniranje ovog elementa uradeno je “DNase I footprinting™ analizom na
fragmentu F18R12 uz vezivanje rekombinantnog RXR proteina (Mojsin ef al., 2006). Veoma
zanimljivi rezultati su dobijeni ispitivanjem uloge CCAAT boksova u aktivaciji humanog
SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom. Ova istrazivanja su pokazala da su dva CCAAT boksa u
regionima FP4 i FP6 ukljuceni u aktivaciju SOX3 gena tokom indukcije NT2/D1 ¢elija
retinoi¢nom kiselinom (Krstic et al., 2007).

Regulatorni elementi identifikovani u promotoru humanog SOX3 gena, koji su u ovom
radu otkriveni metodom “DNase I footprinting™, takode su analizirani metodom evolutivnog
ili filogenetskog footprintinga (Neph and Tompa, 2006). Evolutivni footprinting je jedan od
pristupa koji se koristi za identifikaciju regulatornih sekvenci koje imaju funkcionalni znacaj
u genomu. Ovaj metod podrazumeva identifikaciju vezivnih mesta za transkripcione faktore u
nekodiraju¢em regionu DNK, poredenjem ortologih sekvenci razliCitih vrsta. Evolutivni
footprinting zasnivan je na dva principa (Neph and Tompa, 2006). Prvo, funkcije
transkripcionih faktora i njihov afinitet za vezivanje za specificne sekvence na DNK su
evolutivno oCuvani kod razli€itih vrsta. Drugo, nekodiraju¢e DNK sekvence koje imaju ulogu
u regulaciji ekspresije gena izlozene su razliCitom selektivnom pritisku tokom evolucije.
Sekvence koje predstavljaju vezivna mesta za transkripcione faktore pokazuju manju stopu

promena tokom evolucije od ostalih, manje kriti¢nih, regiona nekodiraju¢e DNK.
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Evolutivni footprinting promotorskih sekvenci Sox3 ortologa sisara pokazao je visoku
evolutivnu oCuvanost brojnih regulatornih elemenata, pri ¢emu se neki od njih nalaze u okviru
zastienih regiona koji su detektovani u ovom radu metodom “DNase I footprinting*
(Kovacevic-Grujicic et al., 2008). To ukazuje na njihov funkcionalni znac¢aj tj. na oCuvanost
regulacionih mehanizama u kojima ucestvuju (Kovacevic-Grujicic et al., 2008). Evolutivna
oCuvanost potencijalnih mesta prepoznavanja transkripcionih faktora detaljno je analizirana i
da se identifikuju potencijalna mesta vezivanja transkripcionih faktora koja se nalaze u
regionima zasti¢enim u reakcijama “DNase I footprinting-a”. Tako, na primer, analiza je
pokazala da se vezivna mesta za SP1 i MAZ, oCuvana kod svih ki¢menjaka, nalaze u okviru
FP1 regiona. Takode, u slucaju zasti¢enog regiona FP2 evolutivno su ofuvana vezivna mesta
za USF i PBX/MEIS. U FP3 regionu kod svih ki¢menjaka je ofuvano vezivno mesto za
CREB, dok je vezivno mesto za heterodimer VDR/RXR po nukleotidnom sastavu i poziciji
ouvano kod primata, a kod niZih sisara pozicija ovog mesta je promenjena i nalazi se
nizvodno u promotoru Sox3 gena. Zanimljivo je da su dva CCAAT boksa u regionima FP2 i
FP4 evolutivno ofuvani kod svih ki¢menjaka, dok je ovaj element u FP6 regionu oCuvan
samo kod primata. Uprkos tome, funkcionalni znataj CCAAT boksa u FP6 regionu SOX3
promotora je eksperimentalno dokazan (Krstic et al., 2007). Analiza FP7 regiona je pokazala
da je vezivno mesto za TGIF evolutivno oduvano kod primata, ali ne i kod nizih sisara (Slika
21).

Od brojnih navedenih potencijalnih vezivnih mesta u nasim prethodnim istrazivanjima
su analizirani regulatorni elementi za koje se vezuju opéti transkripcioni faktori Spl, USF i
NF-Y (Kovacevic Grujicic et al., 2005; Krstic et al., 2007) i nuklearni receptor RXR (Mojsin
et al., 2006) za koji je pokazano da je jedan od medijatora indukcije SOX3 gena retinoi¢nom

kiselinom.
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U ovom radu po prvi put analizirana je uloga TALE transkripcionih faktora u regulaciji
bazalne ekspresije SOX3 gena i njegovoj indukciji tokom neuralne deferencijacije NT2/D1
¢elija. Brojni literaturni podaci, koji su usmerili istraZivanja prikazana u ovoj tezi, ukazivali
su da bi ¢lanovi TALE familije (transkripcioni faktori PBX1, MEIS1 i TGIF) mogli biti
ukljuceni u sloZzene mehanizme transkripcione regulacije SOX3 gena:

e Prisustvo konsenzusnog vezivnog mesta za heterodimer PBX/MEIS u promotoru

SOX3 gena i njegova evolutivna ocuvanost kod sisara.

e Interakcija PBX1 i MEIS1 proteina je evolutivno oCuvan mehanizam kod
ki¢menjaka (Burglin, 1997; Rieckhof et al., 1997).

e PBX/MEIS heterodimeri ulaze u sastav aktivacionih kompleksa na promotorima
gena ukljuCenih u razviée nervnog sistema razliCitih organizama (Nakata et al.,
1997).

e U razli¢itim model sistemima je pokazano da je ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina
poveéana tokom neuralne diferencijacije indukovane retinoi¢nom Kiselinom Sto
odgovara profilu ekspresije SOX3 gena tokom neuralne diferencijacije NT2/D1
¢elija (Freemantle et al., 2002; Stevanovic, 2003; Qin et al., 2004).

e U promotoru SOX3 gena se nalazi vezivno mesto za transkripcioni represor TGIF.

e TGIF je inhibitor signalnog puta retinoi¢ne kiseline tokom embrionalnog razvi¢a
misa (Bartholin et al., 2006).

e Ekspresija transkripcionog faktora TGIF se smanjuje tokom indukcije NT2/D1 ¢elija
retinoi¢nom kiselinom $to je suprotno profilu ekspresije SOX3 proteina tokom ovog
procesa (Houldsworth et al., 2002; Stevanovic, 2003).

Rezultati prikazani u ovom radu potvrdili su da su clanovi TALE familije

homeodomenskih proteina ukljuceni u regulaciju bazalne aktivnosti SOX3 gena. Takode,
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pokazano je da su ovi proteini ukljueni u mehanizme aktivacije SOX3 gena u ranim fazama

neuralne diferencijacije NT2/D1 ¢elija, indukovane retinoi¢nom kiselinom.

5.2 Uloga PBXI i MEISI proteina u regulaciji bazalne ekspresije humanog SOX3 gena u
NT2/D1 Celijskoj liniji

“DNase I footprinting* analiza promotora SOX3 gena ukazala je na prisustvo 4 regiona
zastiena na oba lanca DNK, i 3 zastite na samo jednom lancu. /n silico analiza jednog od
zastiCenih regiona u okviru bazalnog promotora SOX3 gena pokazala je prisustvo
potencijalnog mesta za vezivanje PBX/MEIS heterodimera. Mesto se nalazi na nekodiraju¢em
lancu DNK, na poziciji -70 do -79 i potpuno odgovara konsenzusnoj sekvenci za vezivanje
PBX/MEIS heterodimera-5> TGATTGACAG 3’ koja je prethodno opisana u literaturi (Chang
et al., 1997). Ova sekvenca je opisana kao mesto za koje se PBX1/MEIS1 kompleksi vezuju
visokim afinitetom, pri ¢emu PBX1 prepoznaje 5° polumesto-5° TGAT 3’, dok se MEIS1
vezuje za 3’ polumesto-5" TGACAG 3’ (Chang et al., 1997; Shen et al., 1997). Poredenje
sekvenci ortologih promotora sisara i Matlnspector analiza pokazuju da je ovo mesto
ocuvano, i po sekvenci i po poziciji, u promotorima Sox3 gena svih analiziranih sisara (Slika
7). Evolutivna ofuvanost vezivnih mesta u ortologim promotorima ukazuje na njihov znacaj u
regulaciji transkripcije ispitivanog gena. Imajuéi u vidu da je interakcija PBX1 i MEISI
proteina takode evolutivno ocCuvan mehanizam, nasa polazna pretpostavka, potvrdena
rezultatima prikazanim u ovoj tezi, je bila da ovo mesto moze predstavljati vazan
transkripcioni regulatorni element Sox3 gena sisara (Burglin, 1997; Rieckhof et al., 1997,
Steelman et al., 1997) .

Kooperativno vezivanje PBX i MEIS proteina za DNK je evolutivnho pcuvan
mehanizam regulacije ekspresije gena od insekata do sisara. Homolozi PBX i MEIS proteina

kod Drosophila, extradenticle (exd) i homothorax (Rieckhof ef al., 1997), i C. elegans, ceh-20
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i ceh-25 (Burglin, 1997; Steelman et al., 1997), interaguju in vitro. Interakcije PBX i MEIS
proteina su ve¢ opisane i okarakterisane kod sisara, a ostvaruju se preko N terminusa oba
proteina (Moens and Selleri, 2006). Rezultati ispitivanja ovih interakcija u dvohibridnom
sistemu kvasca pokazuju Sirok spektar mogucih interakcija, naroCito u celijama koje
ekprimiraju viSe izoformi ovih proteina (Williams et al., 2005). Tako su kompleksi PBX i
MEIS/PREP proteina vezani za promotorske elemente ukljuceni u regulaciju ekspresije
brojnih gena poput Hoxb2, Hoxbl, Hoxa3, Hoxl1 (Jacobs et al., 1999; Ryoo et al., 1999;
Salzberg et al., 1999; Ferretti et al., 2000; Manzanares et al., 2001; Brendolan et al., 2005).
Ovi kompleksi ukljuceni su i u regulaciju endokrinih funkcija, pa je PBX/MEIS1 kompleks
medijator efekta cAMP na tranksripciju gena za 17a-hidroksilaza citohrom P450 (Bischof et
al., 1998). PBX/PREP1 kompleksi obezbeduju u pankreasu specifinu ekspresiju gena za
somatostatin (Goudet ef al., 1999) i glukagon (Herzig et al., 2000). Veoma je interesantno da
ovi kompleksi ostvaruju interakcije i sa nuklearnim receptorima, pa su do sada opisane
interakcije PBX proteina iz ovih kompleksa sa glukokortikoidnim (Subramaniam et al., 1998;
Subramaniam et al., 2003) i tiroidnim receptorima (Wang et al., 2001).

Rezultati predstavljeni u ovoj tezi pokazuju da se PBX1 i MEIS1 direktno vezuju za
konsenzusno mesto SOX3 promotora. EMSA reakcije vezivanja i “supersifta” pokazuju da se
PBX1 nalazi u kompleksima formiranim na ovom mestu vezivanjem jedarnih proteina
neindukovanih NT2/D1 ¢elija, dok su i PBX1 i MEIS1 prisutni u komleksima sa jedarnim
proteinima indukovanih ¢elija (Slika 8B). Upotrebom mutiranih oligonukleotidnih proba, u
eksperimentima kompeticije i “supersifta”, potrdena je specifi¢nost vezivanja PBX1 i MEIS1
proteina za konsenzusnu sekvencu (Slike 10 i 11). Takode, PBX1 i MEIS1 proteini sintetisani
in vitro formiraju dimerni kompleks na ovom mestu (Slika 12). lako pojedinacno in vitro
sintetisani proteini ne mogu da se vezu kao monomeri, PBXI iz jedarnih proteina

neindukovanih ¢elija se vezuje za ovo mesto u odsustvu Meis1 (Slika 9). Ovo ukazuje da neki
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drugi, joS uvek neidentifikovan, faktor ili faktori, prisutni u jedarnim proteinima NT2/D1
Celija, stabilizuju vezivanje PBX1 proteina. Pokazano je da interakcije PBX, MEIS i HOX
proteina nisu ograni¢ene samo na medusobne interakcije kada su ovi proteini vezani za DNK
(Williams et al., 2005) (Huang ef al., 2005). Naprotiv, trimerni kompleks ovih proteina moZe
regulisati aktivnost gena i u takvoj konstelaciji, kada je samo jedan od ovih proteina vezan za
DNK, dok interakcije sa ostala dva ¢lana kompleksa nisu uslovljene njihovim vezivanjem za
DNK. Ovakav mehanizam nije jo§ uvek u potpunosti razjasnjen, ali je pokazano da se
nasuprot brzog i efikasnog vezivanja HOXB1 i PBX za autoregulatorni element u HoxbI
promotoru, MEIS prikljucuje kasnije iako je prisutan u dovoljnoj koli¢ini u ¢eliji (Huang er
al., 2005). Ovo sugeriSe da se MEIS ne vezuje za DNK samo kao deo preformiranog
trimernog kompleksa sa PBX i HOX proteinima. Pored formiranja kompleksa sa
homeodomenskim proteinima, PBX ostvaruje interakcije i sa nehomeodomenskim proteinima
koji nemaju domene za vezivanje za DNK (Abramovich ez al., 2000). Ovi proteini, takode,
utiCu na funkcionalne karakteristike PBX proteina preko protein-protein interakcija
(Abramovich ef al., 2000). Tako je pokazano da HPIP (Haematopoietic Pbx1 interacting
Protein) spre¢ava vezivanje PBX/HOX kompleksa za DNK in vitro (Manavathi et al., 2006).
Jo§ jedan nehomeodomenski protein ZFPIP (Zinc Finger PBX1 Interacting Protein), inhibira
in vivo vezivanje PBX/HOX kompleksa za DNK (Laurent ef al., 2008).

Slede¢i rezultati prikazani u ovoj tezi potvrdili su da PBX1 i MEIS1 imaju ulogu
aktivatora transkripcije SOX3 gena. Povecanje ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina u NT2/D1
¢elijama, u eksperimentima kotransfekcije sa ekspresionim vektorima, dovela je do poveéanja
aktivnosti reporterskog konstrukta F19R30, ukazuju¢i da promotor SOX3 gena sadrzi
regulatorne elemente preko kojih proteini ostvaruju efekat. Tako]e, povecana ekspresija ovih
proteina dovodi i do povecanja intenziteta kompleksa formiranog na regulatornom elementu u

SOX3 promotoru na poziciji -70/-79 (Slika 13), kao i do poveéanja ekspresije SOX3 proteina

101



DISKUSIJA

in vivo (Slika 16). U korelaciji sa ovim rezultatima je i analiza mutiranih F19R30 reporterskih
konstrukata. Oba mutanta, PBXMUT (mutirano PBX polumesto) i MEISMUT (mutacija u
MEIS mestu), dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora (Slika 18).

Treba naglasiti da u okviru transkripcionog kompleksa na promotorima ciljnih gena,
PBX proteini ostvaruju interakcije sa brojnim regulatornim proteinima. Partneri PBX su kako
homeodomenski (HOX, MEIS, PDX1) (Laurent er al., 2008), tako i nehomeodomenski
proteini (FOXC1, HPIP, ZFPIP, Smad, MyoD) (Laurent et al., 2008). Svi ovi proteini imaju
profil ekspresije koji je vremenski i prostorno mnogo ograniceniji od ekspresije PBX-a tokom
razvica (Laurent ef al., 2008). U kontekstu modulacije funkcije Pbx proteina, oni se mogu
posmatrati kao PBX kofaktori pa ih neki autori oznacavaju kao XPIP (X PBX Interacting
Proteins, gde X oznacava bilo koji factor koji ostvaruje interakcije sa PBX) (Laurent ef al.,
2008). Ovakav koncept je u korelaciji sa rezultatima dobijenim poredenjem fenotipa PBX
mutantnog misa i XPIP mutantnih fenotipa. Poremecaji u razviéu prisutni kod PPX mutantnih
miseva mnogo su izrazeniji i zahvataju vise struktura nego u sluc¢aju XPIP mutanata (Laurent
et al., 2008). PBX proteini interaguju sa MEIS proteinima formiraju¢i heterodimere
PBX/MEIS koji u brojnim esejima tranzijentne transfekcije ne pokazuju drasti¢nu
transkripcionu aktivaciju. Brojni autori su primetili mnogo vecu efikasnost heterodimera
PBX/MEIS/XPIP, sugeriSu¢i kooperativnu ulogu XPIP (Laurent et al., 2008). Ova
kooperacija ostvaruje se fizi¢kim interakcijama sa PBX-om i drugim transkripcionim
faktorima. Medutim, Cesto se kooperacija moze ostvariti samo na proSirenim promotorskim
sekvencama koje se generalno ne koriste u promoter-reporterskim esejima (Laurent et al.,

2008).
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5.3 Uloga PBXI i MEISI proteina u aktivaciji ekspresije humanog SOX3 gena tokom
neuralne diferencijacije NT2/D1 Celija retinoicnom kiselinom

Paralelno sa analizom regulacije bazalne aktivnosti SOX3 gena, ispitivana je i promena
ekspresije ovog gena u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1 celija, koja je
indukovana retinoicnom kiselinom. Pokazano je da tokom prvih 48h indukcije dolazi do
znacajnog povecanja iRNK za SOX3, a da zatim nivo ekspresije dramati¢no pada, mada i
dalje ostaje na nivou ve¢em od onog kod neindukovanih ¢elija (Stevanovic, 2003). Moze se
re¢i da su rane faze indukcije NT2/D1 Celija pracene tranzijentnim poveéanjem ekspresije
SOX3 gena (Stevanovic, 2003). Pracenje nivoa SOX3 proteina tokom indukcije pokazalo je
povecanje ekspresije i na proteinskom nivou (Mojsin et al., 2006). Nuklearni receptor RXR je
jedan od medijatora indukcije SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom i tokom ranih faza indukcije
NT2/D1 ¢elija RXR i SOX3 proteini pokazuju sli¢an profil ekspresije (Mojsin et al., 2006).
Analiza promotor-reporterskih konstrukata SOX3 gena u uslovima povecane ekspresije
nuklearnog receptora RXR ukazala je na prisustvo nekoliko regiona preko kojih se odvija
indukcija SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom. Jedan identifikovani region predstavlja atipi¢no
mesto za vezivanje RXR-a, koje se sastoji od dva polumesta na pozicijama -155/-178 1 -227/-
254 (Mojsin et al., 2006). Delecija ovog mesta iz reporterskih konstrukata dovodi do
smanjenja odgovora SOX3 promotora na indukciju retinoi¢nom kiselinom. Medutim, iako
neophodan, ovaj region nije dovoljan za ostvarivanje punog efekta retinoi¢ne kiseline na
aktivaciju SOX3 promotora (Mojsin et al., 2006). Nedavno je identifikovan jo3 jedan element
preko koga RXR u prisustvu retinoi¢ne kiseline aktivira ekspresiju SOX3 gena (Nikcevic et
al., 2008). Ovaj region nalazi se nizvodno od PBX/MEIS vezivnog mesta okarakterisanog u
ovom radu, 1 predstavlja jos jedan element preko koga se ostvaruje efekat retinoi¢ne kiseline

(Nikcevic et al., 2008). Kao i u sluCaju prethodno opisanog regiona i ovaj element je
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funkcionalno znacajan, ali ne i dovoljan za puni efekat aktivacije SOX3 gena retinoi¢nom
kiselinom (Nikcevic et al., 2008).

Slozenost mehanizama indukcije SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom potvr]uju i nasi
prethodni rezultati koji ukazuju da je opSti transkripcioni faktor NF-Y ukljucen u ovaj proces
(Krstic et al., 2007). Najvazniju ulogu u ovom regulatornom mehanizmu igraju CCAAT
boksovi u enhenserskom regionu optimalnog promotora SOX3 gena, mada mutacije sva tri
boksa znacajno smanjuju, kako bazalnu aktivnost, tako i inducibilnost promotora (Krstic et
al., 2007).

U ovom radu pokazano je da se heterodimerni kompleks PBX1/MEIS1 vezuje za
konsenzusno mesto u SOX3 promotoru samo u prisustvu retinoi¢ne kiseline. Sledeéi rezultati
pokazuju da PBX1 i MEIS1 dovode do aktivacije SOX3 gena u NT2/D1 (celijjama
indukovanim retinoiénom kiselinom. Rezultati Western blot analize pokazuju znacajno
poveéanje nivoa SOX3 proteina nakon poveéane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina u
prisustvu retinoi¢ne kiseline (Slika 16). Funkcionalna analiza SOX3 promotora potvrduje ove
rezultate. Mutacije u oba polumesta, u okviru PBX/MEIS konsenzusa, smanjuju odgovor
SOX3 promotora na retinoi¢nu kiselinu (Slika 18). Na osnovu ovih rezultata, moze se
zakljuciti da PBX1 i MEIS]1 proteini u€estvuju u indukciji SOX3 gena retinoiénom kiselinom.
lako mehanizam indukcije SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom nije u potpunosti razjasnjen,
moze se spekulisati o ulozi regulatornog elementa koji sadrzi PBX/MEIS vezivno mesto u
ovom procesu. EMSA analiza ukazuje da je MEIS1 prisutan u proteinskom kompleksu koji je
formiran na regulatornom elementu SOX3 promotora samo u reakcijama sa jedarnim
proteinima iz indukovanih NT2/D1 ¢elija (Slike 8 i 9). Ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina
znacajno je povecana tokom indukcije celija retinoi¢nom kiselinom od 48h, Sto odgovara
profilu ekspresije SOX3 u ovim uslovima (Slika 14). Posto retinoi¢na kiselina aktivira

ekspresiju PBX1 1 MEISI u ranim fazama neuralne diferencijacije NT2/D1¢elija, logi¢no je
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pretpostaviti da ovi geni imaju regulatornu ulogu u opredeljivanju éelija za proces neuralne
diferencijacije. Takode, moze se pretpostaviti da proces opredeljivanja ovih éelija ukljucuje
aktivaciju SOX3 gena.

U razli¢itim model sistemima je pokazano da je ekspresija PBX1 i MEIS] proteina
povecana tokom neuralne diferencijacije indukovane retinoi¢nom kiselinom. U , microarray”
analizama pokazano je da se ekspresija Meisl proteina poveéava 2,4 puta nakon 48h

indukcije NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom kiselinom (Freemantle ez al., 2002). U P19 ¢elijama,

do povecane ekspresije PBX1 i MEIS1 proteina (Knoepfler and Kamps, 1997; Qin et al.,
2004). Osim povedéanja ekspresije, u istom model sistemu je detektovano znacajno produzenje
poluzivota sva tri PPX proteina prisutna u ovim ¢elijama, PBX1/2/3 (Qin et al., 2004). Ovo
povecanje stabilnosti, nakon indukcije retinoi¢nom kiselinom, objasnjava se smanjenjem
proteozomske degradacije PBX proteina i poveéanjem vezivanja PBX i MEIS proteina (Qin
et al., 2004). Sli¢ni rezultati dobijeni su u D. rerio gde je pokazano da povecanje ekpresije
MEIS1 proteina dovodi do povecane stabilnosti PBX proteina (Burglin, 1997).

Ovi literaturni podaci ukazuju da PBX1 i MEISI, tranzijentnom aktivacijom SOX3
gena, mogu ulestvovati u regulaciji ranih faza neuralne diferencijacije NT2/D1 Celija.
Potencijalnu ulogu ovih proteina u regulaciji neurogeneze potvrduju i brojni podaci koji
ukazuju da PBX/MEIS heterodimeri ulaze u sastav aktivacionih kompleksa na promotorima
gena ukljucenih u razviée nervnog sistema razli¢itih organizama. Tako je pokazano da su
PBX1 i MEIS1 kod zabe vazni regulatori Zic3 gena koji je primarni regulator neuralnog
razvica (Nakata et al., 1997; Brewster et al., 1998; Kuo et al., 1998). Takode, povecanje
ekspresije ovih proteina dovoljno je za indukciju ekspresije Zic3 gena u naivnom ektodermu

zabe (Kelly et al., 2006).

105



DISKUSITA

Pracenje ekspresije Pbx/ gena u embrionu pacova pokazuje da ovaj gen ima gotovo
konstitutivnu ekspresiju, ali je najveéi nivo ekspresije zabelezen u centralnom nervnom
sistemu, i to ve¢ na stadijumu od 14 dana (Qin et al,, 2004). U embrionima misa, MEIS1 je
okarakterisan kao rani marker progenitora granularnih ¢elija (GCP-Granule cell progenitor)
gde je njegova ekspresija detektovana ve¢ na stadijumu embrionalnog razvi¢a od 10 dana
(E10) (Salero and Hatten, 2007). Istrazivanja na telencefalonu misa su pokazala da regionalno
specifitna ekspresija MEIS1 i MEIS2, od desetog dana embrionalnog razvi¢a (E10) do
rodenja, omogucava definisanje razli¢itih regiona telencefalona tokom razvi¢a (Toresson et
al.,, 2000). U poredenju sa MEIS, ekspresija PBX u telencefalonu je mnogo Sira (manje
specifi¢na), ali je lokalizacija PBX u jedru u korelaciji sa ekspresijom MEIS (Toresson et al.,
2000).

U embrionima vinske musice, homolog MEIS1 homothorax (HTH) interaguje sa
extradenticlein (EXD) homologom PBXI1 u jedru tokom organizacije senzornih organa u
embrionalnom perifernom nervnom sistemu (Rieckhof ez al., 1997). Kao i kod miSa,
ektopicka ekspresija Atk u korelaciji je sa ektopi¢kom lokalizacijom EXD u jedru (Rieckhof et
al., 1997).

Iako dodijeni rezultati potvrduju ulogu PBX1/MEIS1 heterodimera u aktivaciji SOX3
gena tokom neuralne diferencijacije NT2/D1 celija, ne moze se iskljuciti prisustvo drugih
proteina u kompleksu formiranom na ispitivanom konsenzusnom mestu u SOX3 promotoru.
Najces¢i partneri PBX 1 MEIS proteina na regulatornim sekvencama promotora ciljnih gena
su HOX proteini (Moens and Selleri, 2006). Pokazano je da retinoi¢na kiselina indukuje
ekspresiju Hox gena u ¢elijskim linijama embrionalnog karcinoma (Featherstone et al., 1988;
Popperl and Featherstone, 1993; Pratt et al., 1993). Eksperimentalni podaci ukazuju da PBX i
MEIS proteini preko interakcija koje ostvaruju sa HOX proteinima imaju kljuénu ulogu u

kontroli neuralne diferencijacije P19 ¢éelija (Knoepfler and Kamps, 1997; Qin et al., 2004; Qin
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et al, 2004). Smanjenje nivoa PBX proteina, koris¢enjem siRNK, redukuje neuralnu
diferencijaciju P19 ¢celijja indukovanu retinoi¢nom kiselinom (Qin er al., 2004). Uloga
HOXA2, PBX1 i MEISI proteina u neuralnoj diferencijaciji prouc¢avana je eksperimentima
povecane ekspresije ovih proteina u P19 ¢elijama i pile¢im embrionima (Yang et al., 2008). U
oba slucaja, promena profila ekspresije ova tri gena dovela je do smanjenja frekvencije ulaska
¢elija u neuralnu diferencijaciju (Yang et al., 2008). Primeceno je da, i u P19 Celijama i u
pile¢im embrionima, redukcija neurogeneze nastaje samo u prisustvu PBX i MEIS proteina
koji su kofaktori HOXA2 proteina (Yang et al, 2008). U P19 <Celijama, inhibicija
neurogeneze izazvana HOXA?2 proteinom potpuno se ukida mutacijom domena ovog proteina
kojim se ostvaruje dimerizacija HOXA2 1 PBX1. Ovaj model regulacije neuralne
diferencijacije P19 ¢elija ukazuje da bi trebalo ispitati potencijalno prisustvo HOX proteina na
promotoru SOX3 gena (Yang et al, 2008). Potencijalni trimerni kompleks na PBX/MEIS
vezivnom mestu u SOX3 promotoru mogao bi imati razlicite karakteristike u neindukovanim i
indukovanim NT2/D1 ¢elijama. Priroda do sada opisanih trimernih kompleksa
PBX/MEIVVHOX varira, kako u interakcijama pojedinacnih proteina sa DNK, tako 1 u
medusobnim interakcijama ¢lanova kompleksa (Laurent et al., 2008). Ove kombinacije
odreduju funkcionalne karakteristike kompleksa i njegovu ulogu u regulaciji transkripcije
ciljnih gena (Laurent ez al., 2008).

Prouéavanje uloge PBX1 i MEISI proteina u regulaciji ekspresije SOX3 proteina
dodatno komplikuje moguénost da su ostali ¢lanovi TALE familije transkripcionih faktora
ukljuceni u ovaj mehanizam preko istih regulatornih elementata u SOX3 promotoru. Brojni
Clanovi divergentne familije TALE homeodomenskih proteina Cesto imaju preklapajuce
profile ekspresije i mogu da formiraju razliite heterodimerne komplekse na DNK, $to

doprinosi kompleksnosti mehanizama regulacije ciljnih gena (Knoepfler ez al., 1997).
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5.4 Uloga transkripcionog faktora TGIF u regulaciji ekspresije humanog SOX3 gena u
NT2/D1 Celijskoj liniji

Za razliku od transkripcionih aktivatora PBX i MEIS, TGIF je okarakterisan kao
represor promotora ciljnih gena. MatInspector analiza ukazala je na prisustvo dva potencijalna
vezivna mesta za transkripcioni faktor TGIF u promotoru SOX3 gena. Prvo mesto nalazi se u
FP2 zaSti¢enom regionu, u bazalnom promotoru, a drugo u distalnom delu optimalnog
promotora SOX3 gena. U cilju sveobuhvatne analize uloge TALE proteina u regulaciji
ekspresije SOX3 gena, oba mesta su analizirana u ovom radu.

Prvo mesto nalazi se na kodiraju¢em lancu DNK na poziciji -70 do -74 (Slika 19), 1
kao u mnogim do sada opisanim promotorima preklapa se, u suprotnoj orjentaciji sa MEIS
vezivnim mestom na nekodiraju¢em lancu DNK. Rezultati dobijeni analizom ovog elementa
ukazuju da ovo mesto ne vezuje transkripcioni faktor TGIF: “supersift” analiza je pokazala da
TGIF nije prisutan u proteinskom komplesku koji se formira na DNK probi koja sadrzi ovo
mesto (Slika 20), a mutacija ovog mesta dovodi do smanjenja aktivnosti promotora SOX3
gena (Slika 18). Ovi, i ostali rezultati dobijeni ispitivanjem FP2 zasti¢enog regiona, ukazuje
da se na ispitivanoj poziciji, -70 do -74, nalazi funkcionalno MEIS1 vezivno mesto na
komplementarnom lancu DNK.

Drugo potencijalno vezivno mesto za TGIF nalazi se u regionu -381 do -385 na
kodirajuéem DNK lancu (Slika 21). Na komplementarnom lancu DNK na ovoj poziciji
MatInspector program nije pokazao prisustvo potencijalnog vezivnog mesta za MEIS
proteine, iako nukleotidna sekvenca odgovara konsenzusu za vezivanje ovog transkripcionog
faktora. To se moze objasniti time da nukleotidne sekvence koje okruzuju konsenzusnu
sekvencu stvaraju kontekst koji ne omogucava vezivanje MEIS proteina u ovom regionu.

EMSA analiza ukazuje da se na probi koja obuhvata ispitivani region formira

kompleks sa jedarnim proteinima iz NT2/D1 Celija, a “superSift“ analiza je potvrdila prisustvo
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TGIF proteina u ovom kompleksu (Slika 22). Funkcionalni eseji pokazuju da povelana
ekspresija TGIF proteina dovodi do inaktivacije SOX3 promotora Sto ukazuje da TGIF ima
ulogu represora na regulatornom elementu ovog promotora (Slika 24). Mutacija vezvnog
mesta dovodi do aktivacije SOX3 promotora, Sto potvrduje represorsku funkciju TGIF
proteina (Slika 25).

Prikazani rezultati takode pokazuju da je ekspresija TGIF proteina u NT2/D1 ¢éelijama
regulasana retinoi¢nom kiselinom. Naime, tokom prvih 48h indukcije belezi se smanjenje
ekspresije TGIF proteina u ovim c¢elijama (Slika 23). Ovo je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim “microarray analizom NT2/D1 éelija koje su pod uticajem retinoi¢ne kiseline usle
u proces neurlne diferencijacije (Houldsworth et al., 2002). Zanimljivo, ova analiza je
pokazala da od svih analiziranih homeoboks proteina samo TGIF pokazuje pad nivoa
ekspresije tokom RA indukovane neuralne diferencijacije NT2/D1 ¢elija (Houldsworth et al.,
2002). Suprotni profili ekspresije SOX3 i TGIF proteina tokom indukcije NT2/D1 celija
retinoi¢nom kiselinom podrzavaju ideju o represorskoj funkciji TGIF na promotoru SOX3
gena.

Dobijeni rezultati su veoma interesantni kada se ima u vidu da je TGIF inhibitor
signalnog puta retinoi¢ne kiseline (Bartholin et al., 2006) i da je, na osnovu sposobnosti da
moduliSe odgovor na dejstvo retinoi¢ne kiseline, ovaj protein ukljucen u regulaciju razvica
(Bartholin et al., 2006). Zanimljivo je da je TGIF otkriven kao jedan od proteina koji se
vezuju za specifian element promotora Crbpll gena pacova (DR1 RXRE) koji je odgovoran
za aktivaciju ovog gena retinoi¢nom kiselinom (Bertolino et al., 1995). Pokazano je da
povecana ekspresija TGIF-a dovodi do represije aktivnosti reporterskog gena u prisustvu RA
¢ak 1 pri povecanoj ekspresiji RXR-a (Bertolino et al, 1995). Ovaj element evolutivno je
ocuvan i funkcionalan i kod CrbpIl gena misa (Bartholin et al., 2006). Medutim, kako ovaj

element nije prisutan u promotoru humanog Crbpll gena, kao i da velina elemenata preko
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kojih se odvija aktivacija gena retinoi¢nom kiselinom ne poseduje vezivna mesta za TGIF
jasno je da ovo ne moze biti generalni regulatorni mehanizam (Bartholin et al., 2006).
Najnovija istrazivanja pokazuju da TGIF ne mozZe direktno da se veZe za kanonski DRS5
element preko kog RA ostvaruje svoju funkciju, ali da povecana ekspresija TGIF-a dovodi do
represije transkripcije i sa DR1 i sa DRS elemenata u promotorima ciljnih gena retinoi¢ne
kiseline (Bartholin et al., 2006). Ovo ukazuje da je TGIF regulator ekspresije ciljnih gena
retinoi¢ne kiseline (Bartholin et al., 2006). U tim slu¢ajevima TGIF interaguje sa LBD (ligand
binding domain) nuklearnog receptora RXR, a formiranje ovog kompleksa inhibirano je u
prisustvu retinoi¢ne kiseline (Bartholin et al., 2006). Zanimljivo je da TGIF moZe da
interaguje sa RXR-om koji se ve¢ nalazi u heterodimernom kompleksu sa nekim drugim
nuklearnim receptorom (VDR, PPAR, RAR) i da je to nacin na koji se ovaj protein integriSe u
kompleks (Bartholin et al., 2006). U kompleksu sa RXR-om TGIF regrutuje transkripcione
represore za koje se inaCe vezuje (Melhuish and Wotton, 2000; Sharma and Sun, 2001;
Wotton et al., 2001) i na taj nacin inhibira indukciju gena retinoi¢nom kiselinom (Bartholin et
al., 20006).

Navedeni literaturni podaci ukazuju da transkripcioni faktor TGIF moze biti ukljucen
u vise regulatornih mehanizama kojima je regulisana ekspresija SOX3 gena tokom indukcije
NT2/D1 ¢elija retinoi¢nom kiselinom. Nasa ranija istrazivanja su pokazala da u optimalnom
promotoru SOX3 gena postoje dva regulatorna elementa preko kojih se ostvaruje aktivacija
ovog gena retinoi¢nom kiselinom i to direktnom interakcijom RXR-a sa ovim elementima
(Mojsin et al., 2006; Nikcevic et al., 2008). Takode, Matlnspector analiza promotora SOX3
gena pokazala je da se u zaStienim regionima nalaze potencijalna vezivna mesta za
heterodimere RXR/VDR i RXR/PPAR. Bilo bi interesantno ispitati potencijalne interakcije
TGIF-a sa ovim elementima i navedenim nuklearnim receptorima tokom indukcije NT2/D1

¢elija retinoi¢nom kiselinom. To bi pokazalo da li TGIF utiCe na regulaciju ekspresije SOX3
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gena samo preko konsenzusnog mesta u optimalnom promotoru opisanog u ovom radu, ili je

ukljucen u joS neke mehanizme regulacije ekspresije ovog gena.

5.5 Literaturni podaci o regulaciji Sox3 gena drugih kicmenjaka

Kao Sto je ranije naglaSeno, jedine dve studije regulacije ekspresije Sox3 gena drugih
ki¢menjaka uradene su na misSu i zabi, a analizirana je transgena elfspresija vecih genomskih
regiona tokom embrionalnog razvi¢a ovih organizama.

Analiza regulatornih elemenata odgovornih za ekspresiju Sox3 gena misa radena je
koriS¢enjem transgenih reporterskih gena poredenjem profila ekspresije transgena i
endogenog Sox3 gena u embrionima (Brunelli ef al., 2003). Genomski region, duzine 8,3 kb,
koji sadrzi Sox3 gen, 3,5 kb uzvodno i 3,5 kb nizvodno od otvorenog okvira ¢&itanja (ORF-
open reading frame) pokazao se dovoljnim da u transgenom miSu reprodukuje profil
ekspresije endogenog Sox3 gena tokom ranih faza neurogeneze. Medutim, Sirok profil
ekspresije Sox3 gena duZ nervne cevi postize se aktivnoSéu dve razliCite kategorije
regulatornih elemenata: jedne koja definiSe ekpresiju u razli¢itim regionima duz anteriorno-
posteriorne (A-P) ose i druge koja je odgovorna za specificnu ekspresiju u neuralnim
progenitorina u okviru dorzo-ventralne (D-V) ose (Brunelli ez al., 2003).

Regulatorni elementi u regionu nizvodno od ORF-a Sox3 gena, neophodni su za
ekspresiju ovog gena u posteriornim regionima nervne cevi i u rombomerama 3 i 5, a kasnije i
u 41 6. Ovaj profil ekspresije odgovara profilu nekih Hox gena (Whiting et al., 1991; Studer
et al., 1994). RazliCiti regulatorni elementi odgovorni su za ekspresiju Hox gena u
rombomerama zadnjeg mozga i u posteriornim regionima nervne cevi. Elementi koji reguliSu
ekspresiju Hox u nervnoj cevi odgovaraju na gradijent retinoicne kiseline duz nervne cevi i
sadrze vezivna mesta za RAR i RXR. U 3’ regionu analiziranog genomskog regiona Sox3

gena misa detektovan je veoma slian region, koji takode sadrzi vezivna mesta za RAR i RXR
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i Cija delecija ukida ekspresiju Sox3 u rombomerama i posteriornim regionima ki¢mene
mozdine. Ekspresija Sox3 gena u NT2/DI1, P19 i ES ¢elijama je regulsana retinoi¢nom
kiselinom, i to rastom u ranim fazama indukcije, a zatim padom ekspresije (Brunelli et al.,
2003). Ovo mozda reflektuje odgovor na gradijent retinoi¢ne kiseline in vivo, koji se deSava u
ranim fazama razvica.

Sekvence u regionu uzvodno od ORF-a Sox3 gena miSa neophodne su za ekspresiju
ovog gena u mozgu i ventralnim regionima nervne cevi. Enhenserski element prisutan u 5’
regionu ogovoran je za ekspresiju ovog gena duz dorzo-ventralne ose ki¢mene mozdine 1
specifinu ekpresiju u V2 interneuronima. U enhenseru su identifikovana potencijalna mesta
za vezivanje transkripcionih faktora PAX6 i NKX2.5, koji su ve¢ opisani kao regulatorni
proteini u ventralnim delovima nervne cevi (Brunelli et al., 2003).

Zanimljivo je da pomenuti genomski region Sox3 gena miSa kao transgen u zabi
uspeva da u najveéoj meri obezbedi ekspresiju koja odgovara endogenoj u najranijim fazama
razviéa zabe, koje se, bitno je naglasiti, umnogome razlikuje od neuralnog razvi¢a misa (Streit
and Stern, 1999; Harland, 2000). Ovo je posebno interesantno jer poredenje sekvenci van
kodirajuéeg regiona Sox3 gena miSa i zabe nije ukazalo na postojanje ve¢ih regiona koji
pokazuju homotiogiju (Brunelli e al., 2003). Ovo je u suprotnosti sa pravilom da konzervisani
mehanizmi regulacije podrazumevaju postojanje dugih evolutivno oCuvanih sekvenci. Jedino
objasnjenje ovog fenomena je da samo nekoliko kratkih DNK sekvenci, koje se ne mogu
detektovati pri poredenju dugih sekvenci, mogu biti odgovorne za evolutivnu oCuvanost
transgene ekspresije u misu i Zabi.

I kod miSa i kod Zzabe genomski konstrukt uspeva da odrzi profil ekspresije koji
odgovara endogenom otprilike do stadijuma 15, tj. neurule, ali ne uspeva da ga odrzi tokom
narednih stadijuma razviéa, blastule i gastrule (Brunelli et al., 2003). Verovatno je da su

elementi odgovorni za ekspresiju Sox3 gena tokom procesa gastrulacije smesteni u distalnim
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regionima na vecoj udaljenosti od ORF-a, kao §to je ve¢ pokazano za Sox/, Sox2 i Sox9
(Zappone et al., 2000).

Pokazano je da uzvodni region Sox3 gena zabe, duzine 1,5 kb, obezbeduje ekspresiju
ovog gena u neuroektodermu koja potpuno odgovara profilu endogenog Sox3 gena (Rogers et
al., 2008). To podrazumeva da ovaj region sadrzi elemente odgovorne za aktivaciju Sox3
gena, ali i1 represorske elemente koji ograniCavaju ekspresiju u specifiénim regionima.
Deleciona analiza transgena pokazala je prisustvo dva enhenserska regiona, Al na poziciji -
746/-672 bp i A2 od -1550 do -746, i jednog represorskog R1 od -672 do-299 u odnosu na
ATG (Rogers et al., 2008). Analiza ovih regiona na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za
transkripcione faktore nije otkrila potencijalne aktivatore u Al, ali su u A2 detektovana dva
mesta za FKHD (forkhead) od kojih je distalno mesto neophodno za ekspresiju Sox3
transgena u CNS-u. U R1 detektovano je po jedno funkcionalno vezivno mesto za Ventl i
Vent2 proteine koji su deo BMP signalnog puta (Rastegar et al., 1999; Friedle and Knochel,
2002; Peiffer et al., 2005), i koji se eksprimiraju u delovima ektoderma koji ne pripadaju
neuroektodrmu. Prisustvo ovih vezivnih mesta u represorskom regionu ukida ekspresiju Sox3
u ektodermu i ogranicava je na neuroektoderm. Medutim, poredenja sekvenci ovog regiona
zabe, misa i ¢oveka nisu pokazala znaajnu homologiju, tako da regulatorni elementi ranije
opisani kod Sox3 miSa (u genomskom regionu od 8,3 kb) nisu identifikovani kod Zabe
(Rogers et al., 2008). Zanimljivo je da regulatorni regioni Sox2 i Sox3 gena koji obezbeduju
veoma sli¢ne profile ekpresije i interaguju sa molekulima istih signalnih puteva (BMP, FGF,
Wnt) ne pokazuju znacajnu homologiju. Tako se na nivou paralognih Sox2 i Sox3 gena mogu
pratiti dva modela indukcije neurogeneze, sa idukcijom ekspresije Sox3 mehanizmom
inhibicije BMP signalnog puta i regulacijom Sox2 koja zahteva instruktivne mehanizme

razli¢itih signalnih puteva (Rogers et al., 2008).
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Prikazani literaturni rezultati pokazuju da je regulacija ekspresije Sox3 gena veoma
slozena i da ukljuCuje brojne enhenserske i represorne module koji mogu biti smesteni na
velikoj udaljenosti od otvorenog okvira ¢itanja ovog gena. Za razliku od Sox2 gena
ki¢menjaka, gde je prisutna velika evolutivna oCuvanost regulatornih elemenata, u slucaju
Sox3 gena je jasno da regulatorni mehanizmi njegove aktivacije nisu evolutivno ouvani. Ovo
dodatno otezava ispitivanje regulacije ekspresije humanog SOX3 gena i njegove uloge u
neurogenezi.

Nasa istrazivanja predstavljaju prvu analizu regulatornih elemenata humanog SOX3
gena. Ona su ukazala da je regulacija aktivnosti humanog SOX3 gena u NT2/D1 ¢elijama
veoma kompleksna i da ukljucuje razlicite regulatorne mehanizme. U regulaciju su ukljuceni
kako opsti transkripcioni faktori, Spl, USF i NF-Y (Kovacevic Grujicic et al., 2005; Krstic et
al., 2007), tako i faktori specifi¢ni za pojedine faze razvica organizma ili pojedina tkiva, poput
ovde opisanih ¢lanova TALE familije i transkripcionih faktora MAZ (Kovacevic Grujicic et
al., 2008) i ZBP-89 (neobjavljeni rezultati). Oc¢igledno je da je u regulaciju tkivne i vremenski
specifi¢ne ekspresije SOX3 gena ukljuceno vise razli€itih mehanizama, ¢ijom koordinacijom
se postiZe njegova precizna aktivacija.

Dodatno usloznjavanje predstavljaju mehanizmi regulacije aktivnosti SOX3 gena
tokom indukcije NT2/D1 celija retinoi¢nom kiselinom. Nasi prethodni rezultati pokazuju da
je vise regulatornih modula ukljuéeno u aktivaciju SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom
(Kovacevic Grujicic et al., 2005; Mojsin et al., 2006; Krstic et al., 2007; Nikcevic et al., 2008)
i da su medijatori aktivnosti retinoi¢ne kiseline nuklearni receptor RXR (Mojsin et al., 2006;
Nikcevic et al., 2008), opsti transkripcioni faktor NF-Y (Krstic et al., 2007) kao i ovde opisani
¢lanovi TALE familije transkripcionih faktora. Ovi rezultati, zajedno sa otkri¢em regulatornih
modula preko kojih se ostvaruje aktivacija Sox3 gena miSa retinoi¢nom kiselinom, ukazuju na

veliku slozenost mehanizama ukljucenih u aktivaciju ovog gena retinoi¢nom Kiselinom.
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Ovako kompleksna regulacija ne predstavlja iznenadenje kada se zna da aktivacija Sox3 gena
predstavlja jedan od najranijih dogadjaja neuralne diferencijacije, a da je istovremeno
retinoi¢na kiselina jedan od vaznih morfogena embrionalnog razvi¢a ki¢menjaka.

Novi potencijalni nivo kompleksnosti regulacije ekspresije SOX proteina ki¢menjaka
predstavljaju regulatorni mehanizmi u koje su ukljuéene mikroRNK (miRNK). Ovi
mehanizmi ukljuuju posttranskripcione dogadaje: degradaciju iRNK i prekidanje translacije
(Pillai, 2005). Najnovija istrazivanja na Sox2 genu misa pokazuju da se viSe ciljnih sekvenci
za miRNK nalazi u kodiraju¢em regionu ovog gena i da su neke od njih evolutivno o¢uvane
(Tay et al., 2008). Ekspresija miRNK koje prepoznaju ove sekvence, miR-134, miR-296 i
retinoi¢nom kiselinom (Tay et al., 2008). Vezivanje ovih miRNK za ciljne sekvence u Sox2
genu dovodi do pada njegove ekspresije, Sto je jedan od ranih dogadaja neuralne
diferencijacije Celija (Tay et al., 2008). Mutacije u ciljnim sekvencama onemogucavaju
aktivnost miRNK ¢ime se spreCava represija Sox2 1 odlaze ulazak delija u proces
diferencijacije (Tay et al., 2008). Dalja istrazivanja ¢e pokazati da li je ovaj vid regulacije
karakteristi¢an i za ostale Sox gene, ukljucujuéi 1 SOX3, i da li je ovaj mehanizam evolutivno

o¢uvan kod Coveka.
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6. ZAKLJUCCI

1. “DNase [ footprinting” analiza promotora humanog SOX3 gena, uz koris¢enje DNK
fragmenata koji obuhvataju region promotora od -21 do -427 i jedarnih proteina,
neindukovanih i retinoi¢nom kiselinom indukovanih NT2/D1 ¢elija, pokazala je prisustvo 7
zasticenih regiona. Cetiri regiona pokazuju zatitu na oba lanca DNK: FP1 (-27/-59), FP2 (-
62/-135), FP3 (-156/-197) i FP4 (-279/-342). Preostala tri regiona su zaSti¢ena samo na
jednom DNK lancu, i to FP5 na kodirajuéem lancu na poziciji -214 do -222, i dva regiona na
nekodirajuéem lancu FP6 (-242/-260) i FP7 (-361/-395). Regioni FP1 i FP2 pokazuju
intenzivniju za$titu u reakcijama sa jedarnim proteinima NT2/D1 ¢elija indukovanih
retinoi¢nom kiselinom.

2. Analiza sekvenci zaStiCenih regiona na prisustvo potencijalnih vezivnih mesta za
transkripcione faktore ukazala je na prisustvo konsenzusnih mesta za vezivanje proteina iz
familije TALE transkripcionih faktora u regionima FP2 i FP7. U regionu FP2 prisutno je
konsenzusno mesto za vezivanje heterodimera transkripcionih aktivatora PBX i MEIS (5'
TGATTGACAG 3") dok su dva vezivna mesta za transkripcioni represor TGIF (5> TGTCA
37), detektovana u FP2 i FP7 regionima. Poredenje sekvenci FP2 regiona oveka, Simpanze,
makaka majmuna, pacova i miSa pokazalo je da je konsenzusno mesto za vezivanje
heterodimera PBX/MEIS evolutivno oCuvano po nukleotidnom sastavu i poziciji u
promotorskim regionima svih analiziranih ortologa.

3. Regulatorni element SOX3 promotora koji sadrzi PBX/MEIS konsenzusno mesto vezuje
jedarne proteine NT2/D1 ¢elija. Pokazano je da se u kompleksima formiranim sa jedarnim
proteinima neindukovanih ¢elija nalazi PBX protein, dok se u kompleksima koje formiraju
jedarni proteini celija indukovanih retinoi¢nom kiselinom nalaze oba proteina, PBX i MEIS.
Prisustvo MEIS proteina u kompleksima formiranim sa jedarnim proteinima indukovanih

¢elija potvrdeno je i Western blot analizom.
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4. In vitro sintetisani PBX1 i MEIS1 proteini pojedinacno se ne vezuju za konsenzusno mesto,
dok prisustvo oba proteina dovodi do formiranja heterodimera na ovom kontrolnom elementu.
Koimunoprecipitacija je pokazala da PBX1 i MEIS1 proteini interaguju i u odsustvu DNK, a
afinitet za heterodimerne interakcije ovih proteina se poveéava nakon indukcije retinoi¢nom
kiselinom.

5. Mutaciona analiza regulatornog elementa pokazala je da konsenzusna sekvenca u FP2
regionu sadrZi elemente neophodne za vezivanje PBX i MEIS proteina i potvrdila specifi¢nost
njihovog vezivanja. Takode, funkcionalni eseji su pokazali da mutacije ovog vezivnog mesta
dovode do pada aktivnosti SOX3 promotora.

6. Tokom indukcije NT2/D1 éelija retinoi¢énom kiselinom ekspresija PBX1 i MEIS] proteina
se povecéava i prati profil ekspresije SOX3. Pokazano je da povecan nivo ekspresije PBX1 i
MEIS1 proteina dovodi do aktivacije SOX3 gena. Reakcije smanjene elektroforetske
pokretljivosti su pokazale da poveéana ekspresija PBX1 i MEIS1 proteina dovodi do
formiranja kompleksa jaeg intenziteta na konsenzusnom mestu u promotoru SOX3 gena.
Western blot analiza je ukazala da poveana ekspresija PBX1 i MEIS1 aktivira ekspresiju
endogenog SOX3 proteina, dok su funkcionalni eseji pokazali da povecanje ekspresije ovih
proteina dovodi do aktivacije SOX3 promotora. Svi ovi rezultati ukazuju da su PBX1 i MEIS1
proteini medijatori aktivacije SOX3 gena retinoi¢nom kiselinom.

7. Vezivno mesto u FP7 regionu ostvaruje interakcije sa transkripcionim faktorom TGIF iz
jedarnih proteina NT2/D1 ¢elija, a mutacija ovog mesta dovodi do poveéanja aktivnosti SOX3
promotora. Poveéan nivo ekspresije TGIF proteina dovodi do gubitka aktivnosti SOX3
promotora. Tokom indukcije NT2/D1 ¢Eelija retinoicnom kiselinom u periodu od 48h
ekspresija TGIF proteina se smanjuje i ovakav profil ekspresije suprotan je profilu ekspresije
SOX3 proteina. Ovi rezultati ukazuju da transkripcioni factor TGIF ostvaruje svoju

represorsku funkciju na SOX3 promotoru preko konsenzusnog mesta u FP7 regionu.
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