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ABSTRAC'T

The object of this study is human ankvrin repeat domain protein 2
(hAnkrd2/Arpp), a member of the muscle ankyrin repeat protein (MARP) farmlv.
MARPs are proposed to be involved in response pathways of striated musele cells to
mechanical stimuli, and are characterized by ankirin repeats known to mediate
protein-protein interactions.

The expression of Ankrd2 gene in myoblasts is regulated bv MyoD, and in
myocites, by NFkB. upon longitudinal stretch stimuli. In addition to these two
transcription factors, in silico analysis of Jinkrdl gene prornoter, shows potential
binding sites for p53 and Nkx2.5, but there are still no experimental evidences to
support bioinformatic prediction. It has been reported that hAnkrd2 can interact with
nuclear proteins PML (premyelocytic leukemia protein), p53 and YB1, as well as
with sarcomeric proteins telethonin and titin. It is assumed that ankirin repeat motifs
are involved m physical interaction of Ankrd2 with protein partners, as demonstrated
for titin, but so far, there are no experimental evidence regarding mapping of Ankrd2
domains involved in direct protein-protein interactions, with other binding partners.

The aim of this study was to analyze Ankrd2 promoter activity under the
influence of transcriptional factors selected by in silico analvsis, and to map the
region of Ankrd2 protein involved in protein-protein interactions.

Dual luciferase promoter reporter assays was used for investigation of
regulatory potential of recombinant transcriptional factors MyoD, p53, Nkx2.5 and
NFkB in myoblasts. The effect of MARP family member CARP as a potential
transcriptional cofactor on Ankrd2 promoter activity was also studied. In order to
tnap the regions of Ankrd2 that interact with telethonin, p53, YB1 and PML, GST
pull down assays were performed, using chimeric proteins comprised of GST linked
to a protein of interest (Ankrd2 and its deletants) and target proteins (telethonin, p53,
YB1 and PML) expressed in eukaryotic cell system.

The study has given evidence for regulatory potential of transcriptional
factors MyoD, p53 and Nkx2.5, but not of NFkB. The results have also shown the
ability of CARP to modulate MyoD and p53 dependent Ankrd2 promoter activity. It
is evident that Ankrd2 interacts with proteins differing in function and localization
within the cell trough different motifs of Ankrd2 protein.

Our findings support hypothesis of Ankrd2 as a protein with a signal function
in the striated muscle cell, which is achieved trough intensive interaction with
numerous protein partners. This study also suggests the role of Ankrd2 in striated
muscle development and remodeling. These processes are controlled by a key
regulators of tissue specific gene expression (MyoD in skeletal muscles and Nkx2.5
in heart) as well as by p53 involved in protective mechanisms in the cell.



APSTRAKT

Predmet ovog rada je humani protein Ankyrin repeat domain protein 2
(hAnkrd2/Arpp), koji pripada familiji proteina MARP (Muscle Ankyrin Repeat
Proteins). Pretpostavlja se da proteini familije MARP imaju ulogu u molekulamom
odgovoru popre¢no-pmgastih misi¢nih éelija na mehanicke stimuluse. Upecatljiva
struktuma karakteristika ovih proteina je prisustvo ankirinskih ponovaka, motiva
predodredenih za ostvarivanje proteinsko-proteinskih interakcija.

Poznato je, daje u mioblastima ekspresija gena Ankrd2, regulisana faktorom
MyoD, Kkljuénim faktorom diferencijacije skeletnih miSiéa, a u miocitima
dijafragame, nakon longitudinalnog istezanja, faktorom NFkB. In silico analiza je
pokazala da u promotom gena Ankrd2, osim mesta za MyoD i NFkB, postoje
potencijalna mesta za vezivanje transkripcionih faktora p53 i Nkx2.5, ali jo§ uvek
nema eksperimentalne potvrde bioinformatickih podataka. DosadaSnje studije su
pokazale da hAnkrd2 ostvamje interakcije sa raznorodnim proteinima kao Sto su
transkripcioni faktori YB1, p53 i PML (promyelocytic leukemia protein) i
sarkomemi proteini teletonin i titin. Pretpostavlja se da interakcije sa proteinskim
partnerima Ankrd2 ostvamje posredstvom ankirinskih motiva, ali je ta pretpostavka
potvrdenajedino u slu€aju vezivanja hAnkrd2 i titina.

Cilj ove studije je bio ispitivanje uticaja transkripcionih faktora predvidenih
bioinformati¢kim analizama, na aktivnost promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim
Celijama skeletnih miSi¢a, kao i mapiranje regiona posredstvom kojih Ankrd2
ostvamje interakciju sa svojim protinskim partnerima (YB1, p53, PML i teletonin).

Metodom dualnih luciferaznih promotorskih eseja ispitivan je regulatorni
potencijal transkripcionih faktora MyoD, p53, Nkx2.5 i NFkB na aktivnost
promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim Celijama skeletnih misi¢a. Takode,
ispitivan je i potencijal proteina CARP da, kao kofaktor, modulira efekat
transkripcionih faktora koji imaju uticaj na promotor Ankrd2. U cilju mapiranja
regiona Ankrd2 posredstvom kojih se ostvamju interakcije sa dmgim proteinima,
koriséenjem ,,GST pull down” eseja, analizirana je interakcija serije deletanata
proteina Ankrd2 sa transkripcionim faktorima YB1, p53, PML i sarkomemim
proteinom teletoninom.

Rezultati ove studije su ukazali na regulatomi potencijal transkripcionih
faktora p53 i Nkx2.5, ali ne i NFKkB « pogledu uticaja na aktivnost promotora Ankrd?2
u nediferenciranim misi¢nim celijama. Takode, potvrden je uticaj faktora MyoD na
aktivnost promotora Ankrd2. Osim toga, pokazano je da protein CARP moze da
modulira uticaj transkripcionih faktora MyoD i p53 na aktivnost promotora Ankrd2.
Mapiranje regiona proteina Ankrd2 posredstvom kojih protein Ankrd2 ostvamje
interakciju sa svojim proteinskim partnerima, pokazalo je da se vezivanje za
sarkomeme proteine i transkripcione faktore realizuje posredstvom razliCitih
domena.

Dobijeni podaci idu u prilog pretpostavci da protein Ankrd2 ima ulogu
signalnog molekula u misiénoj celiji, koju ostvamje kroz intenzivne interakcije sa
raznorodnim proteinima. Osim toga, ova studija je ukazala da Ankrd2 moze biti
uklju€en u mehanizme razvoja i remodelovanja miSica koji su kontrolisani klju¢nim
faktorima regulacije gena u éelijama skeletnih misi¢a (MyoD) i srca (Nkx2.5), kao i
u mehanizme zastite Celije od oStecenja (posredstvom p53).
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¢ Uvod

1. UVOD

1.1. Opéste fizioloSke karakteristike miSica

Misi¢i su kontraktilni organi predodredeni da proizvode snagu i izazivaju
pokretanje kako pojedinacnih organa, tako i Citavog organizma. U odnosu na citoloSke
karakteristike miSi¢nih ¢elija (miocita), inervaciju i nacin kontrakcije, uspostavljena je
podela misi¢nog tkiva na skeletno, glatko i sr€ano. Za skeletne i sréane miSiéne Celije
karakteristiCna je popreCno prugasta grada koja potiCe od organizacije kontraktilnih
elemenata u vidu sarkomera. U okviru skeletnih miSica, pojedinana misSi¢na vlakna
pokazuju dva osnovna fenotipa. Spora misi¢na vlakna odlikuju se vecom izdrZljivoscu,
vecim brojem mitohondrija i veCim zahtevom aerobnih izvora energije. Brza misi¢na
vlakna predodredena su za efekte snage i koriste anaerobne izvore energije (McKoy el
al., 1998).

Diferencirana poprecno prugasta misicna Celija funkcionie pod uticajem
razliCitih stimulusa kao Sto su: nervni umpulsi, mehanicki nadrazaji, metaboliCki stres,
povrede, denervacija, dejstvo hormona, itd. Sposobnost miSi¢a da odgovore na razliCite
stimuluse je bazirana na dve osnovne fizioloSke Kkarakteristike: nadrazljivost
(sposobnost da Celija brzo odgovori na stimulus) i kontraktilnost (sposobnost da se
hemijska energija pretvori u mehanicki rad). Osim toga, upeCatljiva karakteristika
miSi¢a je mogucnost adaptabilnosti i remodelovanja, u cilju pruZanja adekvatnog
odgovora na fizioloSke zadatke. Tako na primer, tokom treninga snage, spora misi¢na
vlakna menjaju sastav kontraktilnih proteina i metabolickih enzima u smeru ,,brzog
fenotipa” (Smerdu et al., 2001). Jedan od adaptivnih odgovora miSi¢a na ponovljene
stimuluse je i hipertrofija, a zasnovana je na aktiviranju mehanizma koji omogucava
redno i/ili serijsko dodavanje sarkomera (hipertroficni odgovor). Nizu morfoloskih i
fizioloSkih promena koje karakteriSu remodelovanje miSi¢a, prethode promene na
molekulamom nivou, gde je najupecCatljivija promena na nivou iRNK, a pre svega onih
koje kodiraju proteine kontraktilne masinerije (Fliick i Hoppeler, 2003). Za
adaptabilnost popre¢no prugaste miSiéne celije je od presudnog znaCaja postojanje

mehanizama koji omogucéavaju da se detektuju promene koje nastaju u Celiji prilikom
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odgovora na adekvatne drazi, kao i da se informaeije o nastalim promenama prenesu u
jedro, gde ¢e.se modulirati ekspresija odgovarajucih gena. U tom smislu, vazna je uloga
multiproteinskih kompleksa koji u sarkomeri funkciomSu kao biomehanicki senzori,
detektujuci lokalne promene nastale u toku istezanja ili kontrahovanja misica.

Danadnja istraZzivanja u oblasti molekulame biologije miSi¢ne Celije dobrim
delom su usmerena upravo na komponente biomehanickih senzora i faktore Kkoji
omogucavaju prenos signala iz citoplazme ujedro, jer je njihovo poznavanje bitno kako
zajasnije razumevanje funkcionisanja miSica, tako i za razumevanje patoloskih procesa
i unapredenje novih dijagnostickih pristupa kod oboljenja miSiénog sistema (Karpati,
2001).

1.2. Sarkomera

Sarkomera je osnovna kontraktilna jedinica poprecno prugaste miSiéne Celije
(Slika 1). Tradicionalni opis funkcije sarkomere podrazumeva da se kontrakcije
odigravaju interakcijom dva fllamentozna sistema. Prvi filamentozni sistem sadrZi
miozin i protein C vezan za miozin. Drugi sadrZi aktin za koga su vezani nebulin,
troponin i tropomiozin. TreCem filamentoznom sistemu sarkomere, koga €ini najveci
protein u prirodi - titin/konektin - pridavan je iskljucivo struktumi znaCaj, odnosno
uloga u odrzavanju elasticnosti i pasivnom otporu sarkomere.

Istrazivanja u toku poslednje decenije su pokazala da sarkomera nije samo
kontraktilna jedinica, nego i sediSte biomehanickih senzora i signalnih molekula koji
detektuju mehanicke promene u sarkomeri, a zatim informacije prosleduju u druge
odeljke Celije. Tako se pokazalo da Z-disk, Ciju struktumu osnovu €ini a-aktinin, nije
samo Cvoriste gde se ukotvljuju elementi dve susedne sarkomere, nego i mesto
delovanja nekoliko gmpa proteina koji su u dinamiCkoj interakciji sa ostalim
elementima sarkomere, ali i sa dmgim odeljcima Celije. U takve proteine Z-diska
spadaju teletonin, miotilin i njemu homologni paladin i miopaladin, kao i proteini
familija FATZ (Filamin, Actinin and Telethonin binding proteins of the Z-disk), ZASP
(Z-band Altematively Spliced PDZ motif Proteins) i MLP (Muscle LIM Proteins).
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Slika 1. Grada sarkomere prikazana Sematski prema Granzier i Labeit, 2004 (A) i
elektronskom mikrografijom (B). Sarkomera se prostire izmedu dve Z linije u kojoj se
ukotvljuju filamenti susednih sarkomera. Anizotropna zona (A) je oblast interakcije aktina i
miozina, dok je u izotropnoj zoni (I) miozin odsutan. Molekuli titina udruzeni sa nebulinom
prostiru se od Z do sredisne M linije (M-Middle of the sarcomere, eng).

Pokazalo se da su pomenuti proteini Z-diska znaCajni, kako u struktumoj organizaciji
sarkomere, tako i u prenosu signala iz sarkomere u jedro, nakon konformacionih
promena kontraktilnih vlakana (Faulkner et al., 2000; Frank et al,, 2006; von
Nandelstadh et al., 2009). Takode, proteini Z diska su u vezi sa kostamerom, slozenom
multiproteinskom stmkturom, koja sarkomem povezuje sa sarkolemom i ekstracelijskim
matriksom (Pardo et al,, 1983).

Titinski filamenti, nekada razmatrani iskljuCivo kao elasticha komponenta
miSi¢a, u okvim poslednjih istraZzivanja se predstavljaju kao integrator razliCitih
signalnih puteva znaCajnih za funkciju sarkomere i celog miSiénog vlakna (Slika 2).
Interakcija titina sa kalpain-proteazama, proteinima familije MuRF (Muscle-speciftc

RING Finger Protein) i malim ,,heat-shock” proteinima kao Sto su aj3-kristalin i HSP27,
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¢ini ga delom sistema za kontrolu kvaliteta proteina. Osim toga, nekoliko grupa proteina
sa pojedinim domenima titinskog molekula formira mehano-senzome centre i
generatore signala za hipertroficni odgovor, koji se aktiviraju nakon $to se sarkomera

izlozi mehaniCkom stresu (Linke et al,, 2010).

Z disk | zona Azona M trak
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Slika 2. Sematski prikaz dela molekula titina u interakciji sa drugim komponentama
sarkomere. Adaptirano prema Linke et al., 2010. 1- teletonin, 2-mali ankirin 1, 3- y-filamin,
4-nebulin, 5-aaktinin, 6-obskurin, 7-aktin, 8-kalpain 1, 9-familija MARP (CARP, Ankrd2,
DARP), 10-kalpain 3, 11-MyHC, 12-MyBP-C, 13-familija MURF (MURFI, MURF2), 14-
kalmodulin, 15-Nbrl, 16-FHL2, 17-miomezin, 18-Binl, MLP-Muscle LIM Protein, MDM2-
mouse double-minute 2 protein.

U toku kontrakcije, dolazi do vezivanja teletonina za NH2-kraj titina u oblasti Z-
diska, Sto dovodi do regrutovanja proteina familije MLP. Ova familija proteina je
pretezno lokalizovana u oblasti Z-diska, mada se moZe detektovati i u okviru | zone
sarkomere, u oblasti kostamere, citosola, kao i u jedru gde funkcioniSu kao regulatori
transkripcije. Proteini familije MLP, ucestvuju u indukciji hipertrofije vezujuci se za
kalcineurin koji aktivira NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) - transkripcioni
faktor koji u jedru direktno aktivira gene odgovome za pokretanje hipertroficnog
odgovora (Boateng et al., 2009). S dmge strane, proteini familije MLP su ukljuCeni i u
inhibiciju hipertrofije, reguliSuci aktivnost proteina PICOT (Protein Kinase C-
Interacting Cousin of Thioredoxin), koji inhibira signalni put kalcineurin - NFAT,
znacajan za hipertroficni odgovor (Jeong et al, 2008; Samarel, 2008 ).

Clanovi familije MuRF, koji se vezuju za titin u zoni M sarkomere, osim $§to
ucestvuju u proveri kvaliteta proteina, regulisu i hipertrofi¢ni odgovor inhibirajuci ovaj

proces. Ova gmpa proteina svoje dejstvo ostvamje migrirajuci u jedro gde direktno
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reguliSu gensku ekspresiju miSi¢no-specificnih gena. Osim toga, MuRF proteini mogu i
direktno da modulidu proces hipertrofije, inhibirajuci aktivnost enzima SRF (Serum
Response Factor) (Lange et al., 2005; Witi et ai., 2008; Willis et al., 2007).

U zoni M sarkomere, titin poseduje domen sa kinaznom aktivnoScu.
Konformacione promene molekula titina koje su posledica mehanickog stresa,
omogucavaju interakciju kinaznog domena sa proteinom nbrl (neighbor of BRACAI),
a preko njega i sa p62, koji intereaguje sa MuRF2 proteinom (Lange et al., 2005).

U okviru | zone sarkomere, N2A domen titina formira joS jedan mehano-
senzomi sistem, ostvarujuCi interakciju sa grupom proteina koji pripadaju familiji
MARP (Muscle Ankyrin Repeat Proteins). Proteini ove familije ostvaruju interakcije i
sa drugim proteinima sarkomere kao $to su teletonin, miopaladin i kalpain proteaza p94.
Pokazano je da Clanovi familije MARP, mogu da interaguju sa pojedinim
transkripcionim faktorima, kao i da funkcioniSu kao kofaktori u regulaciji ekspresije
gena, pa se pretpostavlja da se posredstvom ovih proteina uspostavlja veza izmedu
titinskog kompleksa i jedra, nakon Sto sarkomemi elementi pretrpe konformacione
promene (Miller et al., 2003).

Uzimajuci u obzir raznovrsnost i aktivnost pojedinacnih proteinskih faktora
sarkomere, njihovu dinamicku lokalizaciju i interakciju sa elementima dmgih odeljaka
Celije, oCigledno je da sarkomera nije samo ureden skup kontraktilnih elemenata, nego i
sediste biomehanickih senzora znacajnih za registrovanje lokalnih mehanickih promena
u miSiénoj Celiji i prenos informacija u dmge odeljke celije. U tom smislu, elementi
sarkomere koji naroCito privlaCe paznju su proteini koji se vezuju za molekul titina, sa
kojim sacinjavaju svojevrstan mehanosenzomi, tenziometrijski i signalni kompleks,
znaCajan za registrovanje lokalnih promena u sarkomeri i transmisiju signala u dmge
odeljke celije. Vecina tih signalnih proteina sarkomere otkrivena je u toku poslednje
decenije, tako da Ce tek naredna istraZivanja, rasvetliti njihove funkcije i medusobne

relacije.

1.3. Proteini miSi¢ne Celije sa ankirinskim ponovcima (Muscle Ankyrin Repeat
Proteins - MARPS)

U kontekstu defmisanja faktora koji ucestvuju u prenoSenju signala nakon
nadraZzaja miSi¢ne celije, u novijim istrazivapjima, posebna paznja se pridaje ¢lanovima

proteinske familije MARP (Muscle Ankyrin Repeat Proteins). Karakteristicnost ovih
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proteina je specificha ekspresija u popre€no prugastom misicnom tkivu (skeletmm

Ankirinski ponovci su konzervisani motivi koji se sastoje od 33 aminokiseline i
predodredeni su za posredovanje u proteinsko -proteinskim interakcijama. Ove strukture
su medu najzastupljenijim motivima u proteinima ijavljaju se kako kod prokariota tako
i kod eukariota. Najveci broj ankirinskih ponovaka u jednom proteinu je 33, mada
vecina proteina ima 6 i manje ankirinskih ponovaka. Poteini koje karakteriSe prisustvo
ankirinskih motiva imaju razliCite fimkcije kao $to su transport jona, regulacija ¢elijskog
ciklusa, inicijacija transkripcije, formiranje citoskeleta, ueSce u transdukciji signala, itd
(Mosavi et al., 2004). U celijama miSic¢a, osim proteina iz familije MARP, postoji i niz
drugih proteina koji poseduju ankirinske motive, kao $to su miotrofin, Notch i proteini
familije ASB (Ankyrin repeat and SOCS box containing proteins). Neki autori smatraju
da upravo u misi¢noj Celiji proteini sa ankirinskim ponovcima imaju poseban znacaj
zbog intenzivnog metabolizma, dinamike signalne transdukcije i Celijskih odgovora na
razliCite stimuluse, koji su u osnovi bazirani na intezivnoj ..komunikacijr medu
proteinima (Tee i Peppelenbosch, 2010).

Clanovi familije MARP medusobno imaju 50% homologije (Slika 3) u
primamoj sekvenci, istu intracelulamu distribuciju i zajedniCke partnere u proteinsko -
proteinskim interakcijama. Zavisno od faze razvica i stimulusa kojim su Celije izloZene,
ovi proteini se mogu detektovati kako u zoni | sarkomere tako i u jedru. Vecina autora
danas smatra da MARP proteini imaju ulogu u primamom odgovoru misi¢ne Celije na
mehanicki stres (Miller et al., 2003).

L*&1Im1iIm1lA
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Slika 3. Uporedni prikaz osnovnih strukturnih karakteristika proteina familije MARP,
prema Mikhailov i Torrado, 2008. CC- Coiled-coil motivi odgovomi za dimerizaciju
molekula, NLS (nuclear localization signal)-signal za lokalizaciju u jedru, PEST - signal za
brzu degradaciju, ANK - ankirinski ponovci.
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Do sada su identifikovana i okarakterisana 3 clana familije MARP:
CARP/Ankrdl/MARPI  (Cardiac Ankyrin Repeat Protein), Ankrd2/Arpp/MARP2
(Ankvrin repeat domain 2 ) i DARP/MARP3 (Diabetes-associated Ankyrin Repeat
Protein).

Protein CARP/Ankrdl/MARPI je prvi opisani Clan familije MARP (Chu et al.,
1995). Prvobitno je okarakterisan kao protein koji se specifi¢no eksprimira u miokardu
(Zou et al., 1997; Ishiguro et al., 2002), ali su kasnija istrazivanja pokazala da razlicCiti
stimulusi, kao Sto su ekscentricne kontrakcije i denervacija, mogu indukovati njegovu
Ekspresija proteina CARP je znacajno povecana tokom hipertrofije i oStecenja miokarda
(Aihara et al., 2000), a postoje dokazi da ovaj protein moze da bude u vezi i sa
kongenitalnim bolestima srca (Cinquetti et al., 2008, Moulik et al., 2009). Osim Sto je
ucesnik signalne transdukcije u sarkomeri kardiomiocita (Miller et al., 2003), pokazano
je da protein CARP ima ulogu transkripcionog kofaktora u srcu, delujuci inhibitomo na
ekspresiju gena za sr€ani troponin C, atrijalni natriureticki faktor i laki lanac miozina
komora (Jeyasseelan et al., 1997; Zou et al, 1997). Zbog toga neki autori
pretpostavljaju da CARP ima ulogu lokalnog regulatora ekspresije gena specificno
eksprimiranih u srcu (Zou et al., 1997).

Protein DARP/MARP3 povezan je sa energetskim metabolizmom u celiji, a
Interesantno je daje ovaj protein osim u poprec¢no prugastim misi¢nim Celijama, u istoj
meri, eksprimiran i u mrkom masnom tkivu (lkeda et al., 2003), Sto je podatak koji
govori u prilog novije hipoteze o zajednickom poreklu propre¢no prugastog i mrkog

masnog tkiva (Timmons et al., 2007; Seale et al., 2008).

1.4. Humani protein Ankrd2/Arpp/MARP2

Humani protein Ankrd2/Arpp/MARP2 (u daljem tekstu Ankrd2) je opisan
tokom istrazivanja dizajniranih u cilju identifikacije novih informativnih molekula koji
su specificni za Celije poprec¢no prugastih misica (Pallavicini et al., 2001). U literaturi se
ovaj protein moze naci i pod imenom Arpp (Ankvrin repeat, PEST sequence proline
rich), koji su dali Moriyama i koautori opisavsi ga u ¢elijama kancera ezofagusa u isto

vreme kad i prethodna grupa autora (Moriyama et al., 2001).
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1.4.1. Strukturne karakteristike proteina Ankrd2

Gen za Ankrd2 mapira u regionu 10923.31-23.32 i ima 9 egzona od kojih egzoni
5 6, 7 1 8 kodiraju po jedan ankirinski ponovak Otvoreni okvir eitanja je 999 bp i
kodira protein od 333 amino kiseline molekulske mase 37,150 kDa, koji u
denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu pokazuje pokretljivost koja odgovara proteinu od
42 kDa (Pallavicini et al., 2001).

Aminokiselinski sastav proteina Ankrd2 Coveka pokazuje 52% sliCnosti sa
proteinom Ankrd2 miSa i 89% slicnosti sa humanim proteinom CARP. U primamoj
sekvenci, osim ankirinskih ponovaka, prisutni su i drugi funkcionalni motivi: signal za
lokalizaciju u jedru (NLS-Nuclear Localization Signal), PEST sekvence odgovome za
brzu degradaciju proteina, mesta za fosforilaciju protein kinazom C i kazein kinazom Il
kao i motivi za dimerizaciju (CC-Coiled-coil). Za razliku od dmgih proteina familije
MARP, Ankrd2 poseduje deo bogat prolinom u C-terminalnom kraju (Moriyama et al.,
2001). Program Pfam za analizu proteinske sekvence, predvida Cetiri ankirinska
ponovka u humanom proteinu Ankrd2, dok program SMART ukazuje na pet (Pallavicini
etal., 2001).

1.4.2. Ekspresija Ankrd2 na nivou iRNK i proteina

Dosadas$nja istrazivanja pokazuju daje ekspresija proteina Ankrd2 dominantna u
poprecno pmgastom miSiénom tkivu, kao i da je zavisna od stepena diferenciranosti
miSicne Celije i faze razvi¢a organizma.

Analize biopsija razli€itih tkiva humanog porekla, primenom Nothem blot-a i
reverzne amplifikacije (RT-PCR), pokazale su da je iIRNK za Ankrd2 eksprimirana
specifitno u skeletnim misi¢ima i srcu adulta, a u fetalnom stadijumu samo u skeletnim
Pallavicini i saradnici povecanjem broja ciklusa u toku RT-PCR-a, detektovali
specificnu iRNK i u prostati i bubrezima (Pallavicini et al., 2001).
embrionalnoj fazi razvica, U adultnom srcu protein Ankrd2 naden je samo u pojedinim
odeljcima - kardiomiocitima komora. medukomomoj pregradi i apeksu (Moriyama et
al., 2001), dok u fetalnom srcu nije detektovan (Moriyama et al., 2001; Ishiguro et al.,
2002). Poredenje razliCitih tipova miSiénih vlakana pokazalo je preferencijalno

prisustvo ovog proteina u vlaknima sporog tipa (Ishiguro et al., 2002), mada su McKoy
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i saradnici pokazali da se kod miSa ekspresija Ankrd2 moZe indukovati i u brzim
miSi¢nim vlaknima nakon duZeg izlaganja pasivhom istezanju (McKoy et a!,, 2005).
Interesantno je da je ekspresija Ankrd2 kod miSa detektovana ne saino u skeletnim
(T'sukamoto et al, 2002). Na modelu miSa dobijen je i niz drugih podataka o nacinu
indukovanja ekspresije ovog proteina. Tako je pokazano da se ekspresija Ankrd?2
indukuje u miSi¢ima nakon 7 dana imobilizacije u istegnutom stanju (Kemp et al.,
2000), a udruzeno sa ekspresijom proteina CARP, nakon pojedinacnih ekscentricnih
kontrakcija (Barash et al., 2004) i nakon denervacije miSi¢a (Tsukamoto el al., 2002).

U eksperimentima Hentzen-a i saradnika analizirana je ekspresija misi¢no-
specificnih gena u zavisnosti od tipa kontrakcije i nivoa stresa koji Celija trpi izrazenog
kroz frekvenciju elektri¢nih stimulusa kojima su izazivane kontrakcije. Pokazano je da,
za razliku od drugih analiziranih gena, ekspresija Ankrd2 zavisi iskljuivo od tipa
kontrakcije, nezavisno od nivoa stresa kojem je celija izloZzena (Hentzen et al., 2006).
Mohamed i saradnici su ispitivali ekspresiju proteina Ankrd2 u zavisnosti od vektora
istezanja miSi¢a. Rezultati ove grupe autora su pokazali da se ekspresija Ankrd2
indukuje bez obzira da li istezanje deluje u transferzalnom ili longitudinalnom pravcu u
odnosu na pravac pruzanja miSiénih vlakana, ali da se indukcija ekspresije Ankrd2
tokom ova dva tipa istezanja ostvaruje razli¢itim mehanizmima, tj po anizitropnom
principu (Mohamed et al., 2010).

McKoy i koautori su analizirali ekspresiju Ankrd2 koristeCi kao model miSeve
,,Kyphoscoliosis - mutant”, za koje je karakteristicno odsustvo mehanizma koji dovodi
do hipertrofije. Pasivno istezanje brzih miSi¢nih vlakana ovih mutanata, takode je
dovelo do indukcije ekspresije Ankrd2 proteina, na osnovu Cega je zakljuCeno da je
ekspresija Ankid2 vezana za odgovor na istezanje i fenotip sporih misi¢nih vlakana. a
ne za hipertrofiju (McKoy et al., 2005).

1.4.3. Funkcija proteina Ankrd2

Uloga Ankrd2 u miSiénoj Celiji nije u potpunosti jasna. Konkretniji podaci koji
ukazuju na funkciju ovog proteina dobijeni su u eksperimentima koji su iinali za cilj da
preciziraju njegovu lokalizaciju unutar misSiéne Celije i detektuju njegove partnere u

proteinsko-proteinskim interakcijama.
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U diferenciranim miSiénim celijama Ankrd2 je lokalizovan u citoplazmi, dok je
u proliferiSsu¢im mioblastima detektovan u jedru (Pallavicini et al., 2001, Bean et al..
2008), Sto ukazuje da je njegova distribucija, izmedu ostalog, diktirana procesima
razvic¢a i diferencijacije. Osim toga, Tsukamoto i saradnici su pokazali da u miocitima, u
kojima je oSteCenje sarkomera izazivano kardiotoksinom ili suvim ledom, dolazi do
migracije Ankrd2 iz sarkomere u jedro i to u oblast euhromatina (Tsukamoto et al
2008). Navedeni rezultati ukazuju da Ankrd2 ima ulogu signalnog molekula u
mehanizmima koji se aktiviraju u odgovoru na stres i da moze imati u¢eS¢a u regulaciji
transkripcije. Dodatne dokaze o regulatomoj ulozi proteina Ankrd2 dali su Bean i
saradnici, pokazavsi da ,,overekspresija" Ankrd2 dovodi do inhibicije ekspresije glavnih
regulatora transkripcije u misiénoj Celiji - faktora MyoD i miogenina (Bean et al.,
2008).

Najveci broj do sada dobijenih podataka ukazuje da Ankrd2 ima ulogu signalnog
molekula koji je ukljuen u primami odgovor na mehanicki stres. U tom smislu posebno
se naglaSava da ovaj protein najverovatnije ostvamje informacionu vezu izmedu
sarkomere i jedra. Poseban dokaz ovakve uloge je podatak da Ankrd2 ostvamje
interakcije sa proteinima raznorodne lokalizacije i funkcije. Naime, pokazano je da
Ankrd2 interaguje sa sarkomemim proteinima teletoninom, titinom, miopaladinom i
kalpain proteazom p94 (Kojic et al., 2004; Miller et al., 2003). S druge strane, Ankrd2
ostvamje interakcije i sa transkripcionim faktorima kao Sto su p53, YB1 i PML (Koji¢
et al., 2004).

Eksperimenti Miller-a i saradnika pokazuju da Ankrd2, kao i ostali Clanovi
familije MARP, zajedno sa dmgim proteinima sarkomere, ucestvuje u formiranju
biomehanickog senzora. Prema modelu koji je dala ova gmpa istrazivaCa, centar ovog
senzora je N2A domen titina koji ostvamje interakcije sa kalpain proteazom p94 i
proteinima familije MARP, a indirektno preko MARP-a i sa miopaladinom. Sva tri
proteinska liganda organizovana oko N2A domena titina, mogu se detektovati i u jedru,
pa je pretpostavka da su molekulama veza izmedu sarkomere i jedra, te da MARP
proteini, ucestvujuéi u tom senzomom putu, mogu regulisati i svoju sopstvenu
ekspresiju (Miler et al., 2003).

Osim §to razmatraju uceS¢e Ankrd2 u prenosu signala, pojedini autori skrecu
paznju na ulogu ovog proteina u odrzavanju mehanicke stabilnosti sarkomere. Barash i
saradnici su, proucavajuci efekat odsustva MARP proteina kod ,,knock-out" miSeva,

pokazali da tek istovremeno odsustvo sva tri proteina ima morfoloski i fizioloSki merljiv
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efekat. Naime, kontraktilni fibrili trostrukih ,,knock-out™ miSeva bili su opusteniji, a
dusina sarkomere u odmoru bila je veca. Duzina sarkomere u odmoru je parametar
specifi¢an za svaki miSi¢, a direktno je zavisna od duZine eksprimirane izoforme titina.
Na osnovu toga, zakljuCuje se da proteini familije MARP utiCu na konstrukciju
sarkomere tako Sto reguliSu ekspresiju titina ili direktnim uceS¢em u odrZavanju
intergriteta strukture | zone. Cinjenica da kod ,knock-out” miSeva za pojedinacne
Clanove familije MARP nema efekta na morfoloskom i tizioloSkom nivou, i da su ti
efekti uocCljivi jedino kod trostrukih deletanata, ide u prilog pretpostavci da se ovi
proteini, konzervisane strukture i funkcije, mogu funkcionalno dopunjavati i dodatno

istiCe vaznost njihove uloge u Celijskim procesima (Barash et al., 2007).

1.4.4. Protein Ankrd2 u patoloSkim stanjima

Uloga proteina Ankrd2 razmatrana je i u patoloSkim procesima s ciljem da se
promene u njegovoj ekspresiji povezu sa odredenim poremecajima i dobiju podaci koji
bi omogucili jasniji uvid u njegovu funkciju.

Tkivno specificna ekspresija proteina Ankrd2 je inhibirana kod pacijenata sa
miSicnom distrofijom, a pojaCana kod kongenitalnih miopatija. Ekspresija Ankrd2 kod
spinalne misicne atrofije je pojaCana kod tezih oblika bolesti u odnosu na blaze, dok
Ankrd2-pozitivna vlakna imaju tendenciju grupisanja (Nakada et al., 2004). U
promene obrazca ekspresije Ankrd2. Kod ovog poremecaja, ekspresija u jedrima se
pojaCava, a za razliku od zdravih miSi¢a gde su Ankrd2-pozitivna vlakna rasporedena
nalik Sahovskoj tabli, kod obolelih od ALS-a Ankrd2 ima uniformnu raspodelu
(Nakamura et al., 2003). Ankrd2 je detektovan u ¢elijama kancera ezofagusa gde su ga
Moriyama i saradnici opisali prvi put (Moriyama et ai, 2001). Povecana ekspresija
Ankrd2 opisanaje u Celijama rabdomiosarkoma, (Ishiguro, et al, 2002; Ishiguro, et al.,
2005) i u onkocitomima bubrega (Shomori et al., 2007).

Mada je promenjen obrazac ekspresije Ankrd2 pronaden u vise patoloskih
stanja, ne postoji dovoljno objasnjenja na koji naCin bi ovaj protein mogao biti u vezi sa
patogenezom, ili da li bi mogao da se koristi kao dijagnosticki i prognosticki marker
odredene bolesti. Medutim, detaljnije studije, koje obuhvataju analizu veéeg broja

pacijenata, mogle bi dati odgovor na ova pitanja.
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1.4.5. Regulacija ekspresije gena Ankrd2

O regulaciji ekspresije gena za Ankrd2 zna se veoma malo. Bioinformatickom
analizom u promotoru gena Ankrd2 detektovana su potencijalna mesta vezivanja
transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5, p53 i NF-kB (Pallavicini et al., 2001).

Bean i koautori su pokazali da je ekspresija gena Ankrd2 u proliferiSucim
mioblastima pod kontrolom faktora MvoD (Bean et al., 2005). MyoD pripada familiji
transkripcionih faktora bFILH (basic Helix-Loop-Helix) i smatra se klju¢nim faktorom u
procesu diferencijacije skeletnih misSica (Choi et al., 1990). Ovaj faktor reguliSe dva
vazna dogadaja u miogenezi - pokretanje ekspresije gena specifinih za celije skeletnih
miSi¢a i inhibiciju proliferacije u terminalnoj fazi diferencijacije miocita (Maione i
Amati, 1997). Kao i ostali transkripcioni faktori familije bHLH, MyoD se aktivira
veoma rano u procesu embriogeneze i diriguje ekspresijom kaskade gena koji su
odgovomi za uspostavljanje misi¢nog fenotipa (Olson, 1993).

Mohamed i saradnici su dali dokaze da se u diferenciranoj miSi¢noj Celiji
indukcija ekspresije gena Ankrd2 reguliSe u zavisnosti od tipa stimulusa.
Longitudinalnim istezanjem miSica, ekspresija gena Ankrd2 se indukuje posredstvom
transkripcionog faktora NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells). Transferzalno istezanje miSica dovodi do indukcije ekspresije Ankrd2 na dmgi
nacin. preko proteina APl (Activator Protein 1) (Mohamed et al., 2010). Transkripcioni
faktori NF-kB i APl su vazni kao induktori ekspresije gena koji se aktiviraju u imunom
i inflamatomom odgovom Celije. Aktivaciju ovih transkripcionih faktora izaziva
prisustvo razliCitih agenasa kao Sto su zraCenja, slobodni radikali, citokini, virusni ili
bakterijski antigeni (Baldwvin, 1996; Hess et al., 2004; Kurylowicz i Nauman, 2008).
Regulacija posredstvom faktoraNF-kB i API, ekspresiju gena za Ankrd2 dovodi u vezu
sa opStim mehanizmima koje Celija aktivira u odgovom na stres. Medutim, do sada
nema dokaza da li se uticaj ovih transkripcionih faktora uspostavlja i u nediferenciranim
miSiénim Celijama, ili u toku odgovora misiéne ¢elije na druge vrste stimulusa (dejstvo

hormona, denervacija, hipoksija, itd).

1.4.6. Potencijalni faktori regulacije ekspresije gena Ankrd2
Kada su u pitanju faktori p53 i Nkx2.5, ne postoje eksperimentalni dokazi o

njihovom uceS¢u u regulaciji ekspresije gena za Ankrd2. Pored rezultata
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bioinformatickih analiza, mnogi podaci iz iiterature ukazuju, da bi uceS¢e p53 i Nkx2.5

u regulaciji aktivnosti gena Ankrd2 bila opravdana pretpostavka.

1.4.6.1. Transkripcioni faktor Nkx2.5

Nkx2.5 pripada familiji transkripcionih faktora Nk-2 sa homeodomenom. Ovaj
protein je od sustinskog znaCaja za razvoj srca i konzervisan je kod svih ki€menjaka,
mada ima svoje analoge i kod beskicmenjaka ( Jamali et al., 2001). Odsustvo faktora
Nkx2.5 kod ,,knock-ouf” miSeva je letalno. Kod Coveka, mutacije u genu za faktor
Nkx2.5 su opisane kod razliCitih anomalija srca (Benson et al., 1999; Reamon-Buettner
i Borlak 2004; Reamon-Buettner i Borlak, 2010). Nkx2.5 se aktivira rano, u
embrionalnom razvicu posredstvom proteina BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2)
koji produkuju endodermalne Celije. Kasnije, faktor Nkx2.5 aktivira gene koji se
specificno eksprimiraju u srcu kao Sto su ANP (Atrial Natriuretic Peptid), sr€ani alfa
aktin, i MEF 2C (Myocyte Enhancer Factor 2C) (Akazawa i Komuro, 2005). Pored
toga, Nkx2.5 deluje i kao koaktivator transkripcionog faktora GATA-4 koji stimuliSe
ekspresiju gena ukljucenih u regulaciju razvica srca, kao $to su srcani troponin C i alfa
forma teSkog lanca miozina (Durocher et al.,, 1997; Harvey et al., 2002). Medu
proteinima srca Cija se ekspresija odvija pod kontrolom faktora Nkx2.5 je i CARP, Clan
familije MARP, koji pokazuje najvise homologije sa proteinom Ankrd2 (Zou et ah,
1997). Osim §to ucestvuje u procesu razvica srca, transkripcioni faktor Nkx2.5 je i u
adultnom srcu ukljucen u odgovor na inicijatore hipertrofije kao $to su poviSen pritisak,
isoproterenol i fenilefrin (Thompson et al., 1998; Saadane et al., 1999).

Uzimajuci u obzir da je protein Ankrd2 eksprimiran u adultnom srcu, i da se
njegova uloga povezuje sa procesiina plasti¢nosti i hipertrofije poprecno prugaste
miSi¢ne cCelije, moZe se pretpostaviti da je i ekspresija gena Ankrd2 u miokardu

regulisana transkripcionim faktorom Nkx2.5.

1.4.6.2. Transkripcioni faktor p53

Od vremena kada je otkriven (Lane i Crawford, 1979) protein p53 postao je
jedan od najvise proucCavanih proteina zivog sveta. Zbog uloge koju ima u odgovoru
¢elije na genotoksiCne agense i uceS¢a u procesima koji su presudni za oCuvanje

integriteta genoma, ovaj protein nazvan je Cuvarom genoma. Svoju ulogu p53 ostvaruje

13
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utiuci na procese kao Sto su programirana Celijska smrt (apoptoza), popravka oste¢enog
molekula DNK i éelijski ciklus (Lane, 1992; Levine, 1997; Vogelstein et al., 2000).

U odsustvu stresa, protein p53 se u citoplazmi nalazi u kompleksu sa proteinom
Mdm2 (mouse double-minute 2 protein) (Momand ei al., 1992) koji posreduje u
njegovoj degradaciji zavisnoj od ubikvitina, pa je u normalnim uslovima koliCina
proteina p53 neznatna (Li et al, 2003). Osim toga, regulacija nivoa p53 ostvaruje se i
tako Sto p53 aktivira transkripciju gena za Mdm2, tako da smanjenje nivoa p53 dovodi i
do smanjenja nivoa njegovog prirodnog inhibitora (Wu et al., 1993). RazliCiti stimulusi
kao Sto su zraCenja, prisustvo virusa. onkogena ili druge vrste stresa dovode do
aktivacije enzima koji vrSe posttranslacione modifikacije kako p53, tako i Mdm2.
Najvaznije od tih modifikacija su fosforilacija, acetilacija i glikozilacija (Brooks et al.,
2003). Ove promene omogucavaju odvajanje p53 iz kompleksa sa Mdm2 i predstavljaju
signal za dalje angaZovanje p53 u odgovoru na stres. Svoj efekat p53 ostvaruje
regulacijom ekspresije gena na transkripcionom nivou (Farmer et al., 1992; Kem et al..
1991; Levine et al, 1997). Identifikovano je viSe gena koji funkcioniSu nizvodno od p53
u toku odgovora Celije na oStecenja DNK. Neki od tih gena su GADD45, p21/Waf/Cipl,
ciklin G, i bax. ModuliSuci ekspresiju ovih gena, p53 moZe da zaustavi progresiju
Celijskog ciklusa ili usmeri Celiju ka procesu apoptoze (Kastan et al., 1992; El-Deiry et
al., 1993; Okamoto i Beach, 1994; Miyashita i Reed, 1995).

Osim uloge u procesima sustinskim za odbranu cCelije od stresa, pokazano je da
p53 ima ulogu i u finoj regulaciji procesa razvica i diferencijacije (Kastan el al., 1991,
Almon et al., 1993; Soddu et al., 1996; Almong i Rotterr, 1997; Choi i Donehover
1999) .

Sto se ti¢e poprecno prugastog misi¢nog tkiva, ne postoji dovoljan broj podataka
na osnovu kojih bi se mogla uvideti jasna tkivno specificna funkcija p53. Eksperimenti
sa ,,p33”knock-omC misevima su pokazali da ovaj protein nije neophodan za normalan
al., 1992). Sdruge strane, veliki broj podataka ukazuje na potrebu za angaZzovanjem p53
u procesima koji karakterisu misiénu celiju. Tako je pokazano da ekspresija i aktivnost
proteina p53 rastu u toku diferencijacije misi¢nih Celija (Tamir i Bengal, 1998). Protein
p53 je ukljuCen u regulaciju difereneijacije mioblasta posredstvom proteina pRb
(retinoblastoma protein), reguliSuci ekspresiju gena za ovaj protein (Porrello et al.,
2000) . Povecanje sadrZaja jedame (ali ne i citoplazmati¢ne) frakcije p53 evidentirano je

u skeletnim miSi¢ima kod kojih je hipertrofija izazvana dugotrajnim istezanjem (Siu i
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Alway, 2005 B). Poveéavanje koli€ine sadrzaja p53 u jedru registrovano je i u
izolovanim miSi¢ima koji su podvrgnuti seriji tetaniCkih (izduzujucih) kontrakcija
(Chen et al., 2002). Za razliku od hipertrofije, kod atrofi¢nih stanja, izazvanih
rasterecenjem prethodno hipertrofiranih misica, detektovano je povecanje i jedamog i
citoplazmati¢nog sadrZaja proteina p53 (Siu i Alway 2005 A).

Funkcija p53 je proucavana i u kontekstu hipertrofije srca Tako je pokazano da
u sréanom misiéu, prilikom istezanja komora u fazi dijastole, sekrecija angiotenzina Il
moze dovesti do translokacije protein kinaze C koja fosforiliSe i aktivira p53. Aktivirani
p53, osim Sto pokreée apoptozu aktiviranjem proapoptotskog gena bax, stimulise
ekspresiju gena za angiotenzin i gena za receptor ATi (Leri et al,, 1998; Leri et al.,
2000).

Pretpostavka o potencijalnoj ulozi proteina p53 u procesima znaCajnim za
miSiénu Celiju, potkrepljena je podatkom da on intereaguje sa proteinima Ankrd2,
(Koji¢ et al., 2004) i CARP (Koji¢ et al., 2010), Cija se ekspresija u popre¢no pmgastoj
misiénoj Celiji indukuje kao odgovor na mehanicki stres. U kontekstu razmatranja p53
kao potencijalnog regulatora ekspresije gena Ankrd2, od posebnog je znaCaja podatak da
je aktivnost promotora gena za CARP pozitivno regulisana transkripcionim faktorom
p53 (Koji¢ et al., 2010).
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2. CILJ RADA

[ | Podaci iz literature ukazuju da protein Ankrd2 ima ulogu u procesima znacajnim
za odgovor poprecno prugastin miSicnih celija na mehaniCke nadraZzaje. lako bi
poznavanje mehanizama regulacije ekspresije gena Ankrd2 moglo da doprinese boljem
razumevanju uloge ovog proteina u misiénoj celiji, o mehanizmima regulacije njegove
ekspresije postoje vrlo oskudni podaci. S obzirom na rezultate bioinformatickih analiza,
kao i podatke iz literature, postavljeni su sledeci ciljevi:

-ispitivanje uticaja faktora MyoD na aktivnost promotora gena Ankrd2,

-ispitivanje uticaja faktora Nkx2.5 na aktivnost promotora gena Anh'd2,

-ispitivanje uticaja faktora p53 na aktivnost promotora gena Ankrd2,

-ispitivanje uticaja faktora NF-kB na aktivnost promotora gena Ankrd2.
| Pokazano je da protein CARP igra ulogu kofaktora u regulaciji ekspresije gena.
Takode, postoje pretpostavke da bi proteini familije MARP mogli biti funkcionalno
povezani. Ovo je bio motiv da se u ciljeve istrazivanja ukljuci i ispitivanje potencijala
proteina  CARP da regulise ekspresiju gena Ankrd2 modulisanjem aktivnosti
transkripcionih faktora koji imaju uticaj na aktivnost promotora Ankrd?2.
| Strukturu proteina Ankrd2 karakteriSe prisustvo ankirinskih ponovaka, motiva
predodredenih za ostvarivanje proteinsko-proteinskih interakcija. Pokazano je da
Ankrd2 interaguje sa sarkomemim proteinima (titinom, teletoninom i kalpain proteazom
p94) i transkripcionim faktorima (YB1, p53 i PML). Pretpostavlja se da interakcije sa
proteinskim partnerima Ankrd2 ostvaruje posredstvom ankirinskih motiva, ali je ta
pretpostavka potvrdena jedino u slucaju vezivanja Ankrd2 i titina. Zato je jedan od
ciljeva ovog istraZivanja bio da se ispita udeo pojedinih domena proteina Ankrd2 u tim
interakcijama, odnosno odgovori na pitanja:

-da li su ankirinski ponovci funkcionalni i dovoljni za proteinsko-proteinske

interakcije koje ostvamje Ankrd2,

-da li pored ankirinskih ponovaka, postoje dodatni elementi koji posreduju u

interakciji Ankrd2 sa drugim proteinima i eventualno regulisu specificnost ovih

interakcija.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATEMJAL

3.1.1. Bakterijski sojevi

U ovom radu korisCeni su razliciti sojevi E. coli. Za propagaciju konstrukata i
izolovanje plazmidne DNK koriséen je soj DH5a (supE44, AlaclJ169, (P80 lacZ
M154), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl). Rekombinantni proteini
fuzionisani sa proteinom GST (glutation-S-transferaza) su eksprimirani u soju M15
[PREP4], (Nals, Strs, Rif’ Lav', Ara', Gaf, Mtf, F, RecA+Uvr+) ili BL21 pLysS (F,
ompT, hsdSe. (r8 mB), dcm, gal, (DE3), pLysS, Cm).

3.1.2. Celije u kulturi
Za potrebe eksperimenata sa sisarskim celijama u kulturi, koris¢ene su misje

misic¢ne Celije C2C12 i fibriblasti poreklom iz bubrega africkih zelenih majmuna - cos7.

3.1.3. Nekomercijalni Celijski ekstrakti

U ovom radu koris¢eni su ekstrakti Celija U20S u kojima je eksprimiran
rekombinantni humani protein teletonin, ustupljeni od strane ICGEB-a (Intemational
Centre for Genetic Engineering and Biotechnology, Trst, Italija), u okviru saradnje sa

IMGGI (Institit zamolekulamu genetiku i geneticko inZenjerstvo, Beograd, Srbija).
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3.1.4. Ekspresioni vektori

Vektor pGEM-T-Easy komercijalnog kita The pPGEM®-T Easy Vector System
(Promega) je koriscen za kloniranje fragmenata DNK koji su dobijeni metodom PCR ili
RT-PCR. Ovaj sistem sadrZi linearizovan vektor pPGEM-T-Easy sa po tri nesparena
timidina na oba kraja, S$to omogucava kloniranje produkata reakcije lancanog
umnozavanja polimerazom, s obzirom da ovi produkti imaju slobodne adenine koje
ostavlja polimeraza.

Vektor pGEX-6P-3 (Amersham Pharmacia Biotech) je koris¢en u cilju
ekspresije proteina fuzionisanih sa proteinom GST u bakterijskim sistemima.

Vektor pCDNAS3 (Invitrogen) je korisCen za ekspresiju proteina u eukariotskim
Celijama.

Vektor pCMVTag 2B (Stratagene, Agilent Technologies) je korisen za
ekspresiju proteina fuzionisanih sa dodatkom FLAG (niz od 8 aminokiselina
DYKDDDDK) u eukariotskim celijama.

Vektor pEGFP-CI (Clontech) je koriS¢en za ekspresiju proteina fuzionisanih sa
proteinom GFP (Green Fluorescent Protein) u eukariotskim celijama.

Vektor pGL4.1 (Promega) je koriS¢en za kloniranje promotorskog regiona. Ovaj
vektor sadrZi repoterski gen za luciferazu organizma Photinus pyralis (svitac), koji se
eksprimira pod uticajem ispitivanog promotora.

Vektor pRL-TK (Promega) sadrzi reporterski gen za luciferazu morskog
organizma Renilla reniformis, koris¢en je u dualnim luciferaznim promotorskim esejima

kao kontrolni reporterski vektor.

3.1.5. Nekomercijalni konstrukti

U ovom radu korisceni su konstrukti ustupljeni od strane ICGEB-a, a u okviru
saradnje sa IMGGI. To su konstrukti koji su formirani kloniranjem razliCitih regiona
cDNK za hAnkrd2 u vektor pGEX-6P-3 (Ankrd2-pGEX-6P-3, N-pGEX-6P-3, NA-
pGEX-6P-3, AC-pGEX-6P-3, C-pGEX-6P-3), kao i konstrukti p53-pCDNA3, YB1-
FLAG-pCDNA3 i PML HA-pCDNA3.
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Antitela koriSéena u ovom radu data su u Tabeli 1

Antitelo
Anti p53

Anti p50

Antii p65

Anti FLAG

Anti H3

Anti teletonin
Anti mouse HRP*

Anti rabbit HRP*

Poreklo /tip antitela

misje
monoklonalno
misje
monoklonaino
misje
monoklonalno
misje
monoklonalno
zeje
poliklonalno
misje
monoklonalno
kozje
poliklonalno
kozje
poliklonalno

Proizvodag
Abcam

Santa Cruz |
Biotechnology
Santa Cruz
Biotechnology
Sigma

Millipore
Proizvedeno u ICGEB-u
Dr Faulkner
Sigma

Pierce

Tabe a 1. Pregled koris¢enih antitela. *Antitelo konjugovano sa peroksidazom bilj

(Armoracia rusticana, JHorseradish j>eroxidase/

3.1.7. Granicnici

Granicnici, koris¢eni u reakcijama lan€anog umnoZzavanja polimerazom (PCR) i

reverzne transkripcije praéene lan€anim umnoZavanjem polimerazom (RT-PCR) dati su

u Tabeli 2.
UmnoZavani region Sekvenca granicnika Restiikcioni
enzimi
korisceni za
kloniranje
Promotorski region For: GCGACTCGAGGTAC'AGAACTGTCCTG \/n4
gena za hAnkrdz Rev: ATATAAGC.TTCGCCTCTGCAGGCC Hindlll
(-439/+7)
hMyoD (cDNK) For: CTATGGATCCCATGGAGCTACTG BamHI
Rev: ATATCTCGAGTCAGAGCACCTGGTA Xho\
hNkx2.5 (cDNK) For:ATGGATCCAATGTTCCCCAGCCCTGCTCT Batill
Rev: TGCTACCAGGCTCGGATACCATGCAGCGT  Xho\
hCARP (cDNK) For: GCTGCAGCGATGATGGTACTGAAAGTA BaTll
Rev: TAGGATCCTCAGAATGTAGCTATGCG Xhol
SA For: ATGGATCCCAGAAGAAGCGGCAC BaTll

(hAnkrdZ, 97 - 333 ak) Rev: TCGGACACGGTCGGGTCACTCTTAAGCG EcolLl
Tabela 2. Sekvence grani¢nika koris¢enih za umnozavanje fragmenata DNK metodama

PCR i RT-PCR.
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3.2. METODE

3.2.1. Kultivacija bakterija
Bakterije sojeva E. coli su gajene na 37 °C ili 28 °C, na ¢vrstim podlogama, ili u
teCnim medijumima uz aeraciju (Maniatis, 1982). Za gajenje bakterija E. coli koriS¢eni
su slede€i tipovi hranljivih medijuma:
LB (Luria Broth) medijum koji sadrzi 1 % baktotripton, 0,5 % kvasCev ekstrakt i
1% NaCl. Cvrsta podloga u medijumu LB sadrZi i 1,5 % agar.
TB (Terrific Broth) medijum koji sadrzi 1,2 % baktotripton, 2,4 % kvascev
ekstrakt, 0,4 % glicerol, 72 mM K*HPCM i 17 mM KHrPCW,
SOB (Super Optimal Broth) medijum koji sadrzi 2 % baktotripton, 0,5 %
kvasCev ekstrakt i 0,05 % NaCl.
Bakterije su gajene na selektivnim podlogama (Cvrstim ili teCnim) u prisustvu
odgovarajucih antibiotika. Koncentracije antibiotika koris¢enih za gajenje bakterija
iznosile su 100 pg/mL za ampicilin, 25 pg/mL za hloramfenikol i 30 pg/mL za

kanamicin.

3.2.2. lzolovanje plazmidne DNK na velikoj skali

Za izolovanje plazmidne DNK, visokog kvaliteta i prinosa, oslobodene
endotoksina, koris¢en je Endofree plasmid Maxi/Mega Prep Kit (QIAGEN), po
uputstvu proizvodaca. DNK izolovana na ovaj nalin je koris¢ena za transfekciju

eukariotskih ¢éelija u kulturi.

3.2.3. lzolovanje plazmidne DNK na maloj skali

Za izolovanje plazmidne DNK na maloj skali, koris¢en je Mini Prep Kit
(Qiagen), po uputstvu proizvodaca, ili standardna Mini prep metoda za izolovanje
plazmidne DNKnamaloj skali (Maniatis, 1982).

U cilju izolovanja plazmidne DNK metodom Mini prep. bakterijske Celije sa

sveze Petri Solje ili glicerolskog stoka zasejavane su u 5 mL medijuma LB sa
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odgovarajuc¢im antibioticima. Bakterijska kultura je gajena preko no¢i na 37 °C, uz
intenzivno muckanje, a zatim su Celije iz 1,5 mL prekonoéne kulture istaloZene kratkim
centrifugiranjem (10 s). Talog je resuspendovan u 50 -100 uL zaostalog supernatanta,
nakon Cega je liza Celija lzazivana dodavanjem 300 pL pufera TENS [TE pufer (10 mM
Tris-HCIl .1 mM Na”EDTA, pH 8,0), 0,1 N NaOH, 0.5 % SDS], Precipitacija ostataka
Celija i hromozomske DNK vr3enaje dodavanjem 150 pL 5M natrijum acetata (pH 5,2)
i centrifugiranjem (2 min) u mikrofugi na maksimalnom broju obrtaja. Plazmidna DNK
iz supematanta talozena je dodavanjem 900 pL apsolutnog etanola i centrifugiranjem (2
minuta) na maksimalnom broju obrtaja u mikrofugi. Talog je ispiran dva puta
koris¢enjem 70% etanola, osuSen pod vakumom, a potom rastvoren u 20-40 uL sterilne

vode ili TE pufera. Zaostala RNK je eliminisana RNA-zom.

3.2.4. Merenje koncentracije DNK
Za merenje koncentacije DNK koriséen je spektrofotometar NanoVue (GE

Healthcare, Life Sciences), po uputstvu za rad sa aparatom.

3.2.5. Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je wvrsena elektroforezom u agaroznom gelu odgovarajuée
koncentracije (0,8 - 2 %), u zavisnosti od veliine fragmenata DNK. U gelove je pre
polimerizacije dodavan etidijum bromid (5 pg/ml). Elektroforeza je tekla u puferu TAE
(Tris-acetate-EDTA, 40 mM Tris, 20 TM Na-acetat, 1 mM Na”"EDTA), pri voltaZi od 4-
7 Vicm. DNK je vizuelizovana izlaganjem gela svetlu talasne duzine 266 nm (UV).
Nakon elektroforeze gelovi su dokumentovani kamerom CCD sa BioDocAnalyze
sistemom. VeliCina fragmenata DNK odredivana je poredenjem sa duzinama

fragmenata DNK komercijalnih markera.
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3.2.6. Reakcija lanCanog umnozavanja polimerazom (polymera.se chain reaction -
PCR)

Reakcija lanfanog umnoZavanja polimerazom (PCR) je koriS¢ena za
umnozavanje dela promoforskog regiona gena Ankrd2, kao i za umnozavanje cDNK
koja kodira protein Ankrd2, deletiran za prvih 96 aminokiselina, Umnozavanje
fragmenata DNK je vrSeno koris¢enjem Taq DNA Polvmerase (Qiagen) i grani¢nika
datih u Tabeli 2. Reakciona smeSa od 50 pL sadrzala je pufer za polimerazu (Qiagen),
25 mM MgCI2 0,2 mM dNTP (smeSa), po 10 pmol svakog granicnika, 2,5 U
polimeraze i 500 ng DNK. Kao matrica. koris¢ena je genomska DNK humanog porekla,
odnosno DNK konstrukta Ankrd2-pGEX-6P-3P. Program za umnoZavanje sastojao se
od pocetne denaturacije na 94 °C u trajanju od 5 minuta koju je pratilo 30 ciklusa od
kojih je svaki sadrzavao denaturaciju na 94 °C u trajanju 30 s, hibridizaciju na 60 °C u
trajanju 30 s i elongaciju na 72 °C u trajanju 30 s. Program je zavrsen elongacijom na
72 °C u trajanju 10 minuta.

3.2.7. RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)

Za umnozavanje cDNK koje kodiraju humane forme proteina MyoD, Nkx2.5 i
CARP, metodom RT-PCR, koris¢en je One Step RT-PCR Kit (Qiagen) i granicnici
navedeni u Tabeli 2. Kao matrica za MyoD koriS¢ena je komercijalna iRNK izolovana
iz humanih skeletnih miSi¢a (Ambion), a u slu¢aju Nkx2.5 i CARP, koris¢ena je
komercijalna iRNK izolovana iz humanog srca (Ambion). U ovom radu primenjen je
,One-step RT-PCR", sto podrazumeva da se reakcije reverzne transkripcije i lancanog
umnoZavanja polimerazom odvijaju jedna za drugom, u istoj epruveti. U obe reakcije
koriste se isti graniCnici specifiCni za gen, Cime se postize veca osetljivost RT-PCR
reakcije. Sastav reakcione smese je dat u Tabeli 3.

Temperatumi profil RT-PCR reakcije prikazan je u Tabeli 4. U fazi lan€anog
umnoZavanja polimerazom, primenjen je program ,touchdown® Kkoji poveéava
senzitivnost reakcije. Temperatura hibridizacije u pocetnom ciklusu reakcije je 64 °C, U
narednim ciklusima temperatura hibridizacije se stnanjuje za po 1 °C, dok se ne
postigne temperatura topljenja (Tm) grani¢nika (50 °C), koja se odrZava u narednih 29

ciklusa. Na kraju reakcije je finalna elongacija na 72 °C u trajanju od 10 minuta.
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Kompunenta Volumen Finalna koncentracija
Matrica RNK Varijabilno In0-500 ng 1RNK
H?0, ,,RNase free* Varijabilno -

5x Qiagen OneStep RT-PCR pufer 10 pl 1X

dNTP Mix (10 mM) 2pl 400 pM svaki

5 X Q-rastvor 10 pl 1X

Granicnici specificni za gen Varijabilno 0,6 pM

Inhibitor RNA-ze Varijabilno 510U

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2pl

Finalni volumen 50 pl

Tabela 3. Komponente reakcione smeSe za RT-PCR. Dati su volumeni i finalne koncentracije
pojedinaCnih komponenti.

Fazc reakcije RT-PCR T/t
Reverzna transkripcija 50 °C/ 30 min
Aktivacija polimeraze HotStarTaq i o .
inaktivacija reverzne transkriptaze %°C/ 15 min
Omniscript i Sensiscript

Denaturacija M°C/30s

Hibridizacija (poCetna temperatura) 64 °C/ 1 min
Hibridizacija (Tm grani¢nika) 50°C/ 1min
Elongacija 72°C/ 1min

Tabela 4. Temperaturni profll ciklusa tokom RT-PCR.

Kao pozitivna kontrola reverzne transkripcije sluzilo je umnoZzavanje
,,housekeeping“ gena ABL (Abelson Murine Leukemia). Produkti reakcije RT-PCR su
preCisceni koris¢enjem kita QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

3.2.8. Sekvenciranje DNK

Za sekvenciranje DNK je koris¢en BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Kao matrica u reakciji sekvenciranja korisena je precis¢ena
plazmidna DNK. Reakciona smeSa za sekvenciranje zapremine s pL sadrzavalaje 150-
300 ng precis¢enog plazmida, 3,2 pmol grani¢nika, i 3 pL BigDye Terminator v3.1
Ready Reaction Mix-a (Applied Biosvstems). Reakcija sekvenciranja odvijala se po
programu koji se sastojao od inicijalne denaturacije fragmenta od 1 min na 96 °C i 25
ciklusa umnozavanja: 10 sna 96 °C, 5sna 50 °C i 4 min na 60 CC. Produkti reakcije su

talozeni tako Stoje u s pL smeSe u kojoj je vrsena reakcija sekvenciranja dodavano 40
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JiL rastvora A (0,1M Na-acetat pl 15.2 rastvoren u etanolu). Talog dobijen nakon 10
minuta centrifugiranja na 13000 obr/min je dva puta ispiran sa 200 uL hladnog 70 %
etanola, a zatim osuSen i rastvoren u 20 pL Hi-Di Formamide (Appiied Biosystems).
Produkti reakcije sekvenciranja su analizirani kapilamom elektroforezom na aparatu
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) u komercijalnom polimeru POP-7
Polymer (Applied Biosystems). Za analizu dobijenih sekvenci koriséen je Sequencing

Analysis Sofhvare v5.3 1 with KB Basecaller vl.4 (Applied Biosystems).

3.2.9. Digestija DNK restrikcionim enzimima

Vektori su, pre ligacije, seCeni odgovarajuc¢im restrikcionim enzimima
proizvodata New England BioLabs ili Fermentas, prema uputstvu proizvodaca.
Reakcije su se odvijale u odgovaraju¢im puferima (New England BiolLabs ili
Fermentas), na temperaturi od 37 °C, tokom 2 h.

UspeSnost kloniranja i prisustvo odgovarajuéih fragmenata u konstmktima, je
takode, proveravano digestijom odgovarajucim restrikcionim enzimima.

SpreCavanje samoligacije vektora vrSeno je uklanjanjem 5’ fosfatnih grupa sa
krajeva fragmenata DNK. Nakon zavrSetka digestije vektora, u digestionu smesu je
dodavano 10 U alkalne fosfataze CIAP (Calf Intestinal Alcaline Phosphatase), a zatim

je uzorak dodatno inkubiran 30 minuta na 37 °C.

3.2.10. Ekstrakcija fragmenata DNK iz agaroznog gela

Fragmenti DNK dobijeni digestijom restrikcionim enzimima ili u reakciji
lanCane polimerizacije razdvajani su na agaroznim gelovima u pufem TAE. Fragmenti
DNK odgovarajuce veliine su isecani iz agaroznog gela i eluirani koris¢enjem

komercijalnog kita QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), prema uputstvu proizvodaca.

3.2.11. Ligacija fragmenata DNK

Ligacija preciSéenih fragmenata DNK, dobijenih kao produkat reakcije PCR, sa
vektorom pGEM-T Easy je vrSena pomocu komercijalnog kita pPGEM-T Easy Vector
System (Promega). Reakciona smeSa, ukupne zapremine 10 uL, je sadrzala
linearizovani vektor pGEM-T Easy (Promega) i insert u molamom odnosu 1:3, pufer za
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ligazu (Promega) i 1 uL ligaze (10 U/uL, Promega). Reakcija se odvijala preko noci na
4 °C.

Ligacija preciS¢enih fragmenata, dobijenih isecanjem inserta iz vektora pGEM-T
Easy, sa vektorima pGEX-6P-3, pCDNA3, pCMVTag 2B i pGL4.1 vr8ena je pomocu
ligaze T4 (New England BioLabs). Reakcija ligacije ukupne zapremine 20 pL sadrzala
je pufer za ligazu (New England BioLabs), 10 U ligaze T4 (New England BioLabs) i
odgovarajuci linearizovani vektor i insert u molamom odnosu 1:3. Reakcija se odvijala

preko noci na 16 °C.

3.2.12. Pripremanje kompetentnih bakterijskih celija za transformaciju toplotnim
Sokom

Bakterijske kolonije sa sveze Petri Solje su resuspendovane u 1 mL medijuma
SOB. Resuspendovane bakterije su zasejane u 100 mL medijuma SOB koji je sadrZzavao
odgovarajuci antibiotik i gajene na 37 °C, na 180 obr/min, dok opticka gustina nije
dostigla vrednosti 0,3<00600<0,5, nakon Cega su inkubirane 15 min na ledu. TalozZenje
¢elija je vrseno centrifugiranjem na 3000 obr/min. 15 min, na 4 °C. Dobijeni talog je
resuspendovan u 100 mL hladnog 0,05 M CaCL i inkubiran na ledu 15 min, nakon ¢ega
je suspenzija centrifugirana na 3000 obr/min, 15 min, na 4 °C. Dobijen talog je
resuspendovan u 4 mL pufera RF2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CaC'L, 15 %
glicerol, pH 6,8 (puferisano sa KOH)). Po 200 pL smeSe je alikvotirano hladnim

nastavcima u hladne tube, inkubirano na ledu 15 min i zamrzavano na -80 °C.

3.2.13. Transformacija kompetentnih bakterijskih celija toplotnim Sokom

U suspenziju kompetentnih ¢elija (200 pL) je dodavana celokupna ligaciona
smesSa, nakon Cegaje transformaciona smeSa inkubirana 1 h na ledu, 2 minuta na 42 °C,
a potom 5 min na ledu. Oporavak Celija se odvijao 30 minuta na 37 °C, nakon dodavanja
400 pL medijuma LB. Na selektivnu podlogu je zatim nanoSeno svih 600 pL smeSe,

nakon €ega su Petri Solje inkubirane na 37 °C.
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3.2.14. Analiza transformanata

Uspesnost Kloniranja je proveravana na nivou ekspresije proteina. analizom
fragmenata DNK nakon digestije i sekvenciranjem.

Nekoliko kolonija transformanata sa Petri Solja je zasejavano u 2 mL medijuma
TB sa odgovarajucim antibiotikom. Kulture su gajene preko noCi na 37 °C uz intenzivno
muckanje. Sledeceg dana, 0.5 mL prekonoéne kulture je dodavano u 15 mL svezZeg
medijuma TB Kkoji je sadrzavao odgovarajuce antibiotike. RazblaZzena kultura je
inkubirana 30 minuta na 37 °C, a zatim su bakterije talozene centrifugiranjem 1 minut
na 13000 obr/min. Talog bakterija je resuspendovan u 100 pL pufera B (100 mM
NaLLPCU, 10 mM Tris-HCI, s M urea, pH 6.3), a onda pomeSan sa 2 puta
koncentrovanim puferom za uzorak (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol,
5 % p-merkaptoetanol, boja bromfenolplavo) i inkubiran 5 min na 95 °C. Proteini su
analizirani na SDS poliakrilamidnim gelovima. Nakon elektroforeze, gelovi su bojeni
po proceduri opisanoj u odeljku 3.2.26.

Iz uzoraka kod kojih je detektovan protein odgovarajuée veli€ine, vrseno je
preCiS¢avanje na maloj skali (u malim zapreminama) eksprimiranog proteina radi
utvrdivanja optimalnih uslova za preciS¢avanje i eluciju.

Ispravnost konstrukata na nivou nukleotidne sekvence proveravana je

automatskim sekvenciranjem.

3.2.15. Cuvanje transformanata

Dobijeni transformanti su vijabilni na ¢vrstim LB podlogama svega nekoliko
nedelja, tako da su za duze Cuvanje pripremani i zamrzavani glicerolski stokovi. 1J
mikro tubu sa 150 pL sterilnog 100 % glicerola dodavano je po 850 uL teCne
prekonoéne bakterijske kulture i smeSa je zamrzavana u te€nom azotu. Glicerolski

stokovi su vijabilni duZi niz godina na -80 °C.
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3.2.16. Kloniranje

Konstrukti MyoD-pCDNA3, CARP-pCDNA3, Nkx2.5-pCDNA3, Nkx2.5-
pCMVTag 2B. Kloniranje cDNK za humane forme proteina MyoD, Nkx2.5 i CARP je
vrieno tako Sto su regioni od interesa amplifikovani metodom RT-PCR koris¢enjem
grani¢nika prikazanih u Tabeli 2 i komerciialne iIRNK. Za kioniranje cDNK za Myob
kao matrica, koriS¢ena je iRNK izolovana iz humanih miSi¢éa (Ambion), a za Nkx2.5 i
CARI’ koris¢ena je iRNK humanog srca (Ambion). UnmozZeni fragmenti su precisceni
kitom (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) i uklonirani u pGEM-T-Easy vektor
(Promega), odakle su isecani enzimima BaTLU i Xhol. IzbaCeni fragmenti su
elektroforezom na agaroznom gelu razdvojeni od linearizovanog plazmida i precis¢eni
(QIlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen), a potom ligacijom ubaceni u vektor pPCDNA3
koji je obraden restrikcionim enzimima - BaTLU i Xho\. KoriS¢enjem istih restrikcionih
enzima {BaTLlU i Xho\), izvrSeno je i kloniranje cDNK za Nkx2.5 iz vektora pGEM-T-
Easy u vektor pCMVTag 2B.

Konstrukt PromA-pGL4.1 Deo promotorskog regiona gena Ankrd2,
amplifikovan je metodom PCR, koris¢enjem grani¢nika prikazanim u Tabeli 2. Kao
matrica u reakciji, koris¢ena je humana genomska DNK. UmnoZeni fragmenti DNK su
pre€is€eni (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) i uklonirani u pGEM-T-Easy
vektor (Promega), a iz ovog vektora je fragment DNK od interesa isecan restrikcionim
enzimima Xhol i IlindlU. Izbaceni fragment je elektroforezom na agaroznom gelu
razdvojen od linearizovanog plazmida i precis¢en (QIAquick Gel Extraction Kit
Qiagen), a potom ligacijom ubacCen u vektor pGL4.1, koji je obraden istim restrikcionim
enzimima - Xho\ i HindIU.

Konstrukt PML-pCMVTag 2B. Rekombinantni gen za humani PML kloniran
je u pCMVTag 2B, prebacivanjem inserta iz konstrukta PML-HA-pCDNAS3 u vektor
pCMVTag 2B. koriS¢enjem restrikcionih enzima BaTLL i rfcoRl.

Konstrukt SA-pGEX-6P-3. U ciiju formiranja konstrukta koji je omogucio
ekspresiju proteina Ankrd2 deletiranog za prvih 96 ak, odgovarajuci fragment DNK
umnozen je reakcijom lanCane polimerizacije polimerizacije (PCR), koris¢enjem
granicnika prikazanim u Tabeli 2. Kao matrica, koriscen je konstrukt Ankrd2-pGEX-
6P-3 koji sadrzi ukloniranu cDNK za kompletni humani protein Ankrd2. UrnnoZeni
fragment je preciScen i ukloniran u vektor pGEM-T-Easy, a iz ovog vektora je isecan

restrikcionim enzimima Batll i Ecolll. Fragment od interesa je pre€iscen
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komercijalnim kitom, a zatim ligacijom ubaCen u vektor pGEX-6P-3, predhodno

obraden restrikcionim enzimima BaTLL i EcoRl.

3.2.17. Gajenje sisarskih ¢elija u kulturi

Celijske linije su odrZavane prema op3tim smemicama koje se preporucuju za
rad sa cCelijskom kulturom, uz respektovanje specifinosti koje karakteriSu svaku
¢elijsku liniju (Davis, 2002).

Celije cos7 i C2C12 su gajene u medijumu koji je sadrzavao DMEM sa L-
glutaminom i glukozom u koncentraciji 4,5 g/L (PAA Laboratories), 10 % FBS (Fetal
Bovine Semm, PAA Laboratories) i gentamicin u finalnoj koncentraciji 50 pg/mL.
PasaZiranje je vrSeno kada je konfluentnost éelija bila priblizno 80 %, tako Sto im je
nakon ispiranja puferom PBS (137 mM NaCl, 3,4 mM KCI, 1,8 mM KH2PO4, 10 mM
NaiHPO”) dodavan rastvor tripsina i EDTA [0,05 % tripsin, 0,02 % EDTA u D-PBS
(Dulbecco’'s phosphate-buffered saline), (PAA Laboratories)]. Nakon kratkotrajnog
delovanja tripsina (2 min), aktivnost enzima je zaustavljena dodavanjem medijuma sa
serumom. Celije su resuspendovane, izbrojane, a zatim zasejavane u odgovarajuéem
razblazenju ili pripremane za zamrzavanje.

U cilju zamrzavanja, suspenzija Celija je centrifugirana 5 minuta na 1500
obr/min u klinickoj centrifugi (Biosan LMC 3000), nakon Cegaje talog resuspendovan u
pufem za zamrzavanje - 10 % DMSO (Dimetil sulfoksid) u FBS. Suspenzija Celija je
razdeljena u kriotube i zamrzavana postupno, do temperature teCnog azota (-198 °C).

Zasejavanje cCelija wvrSeno je brzim odmrzavanjem alikvota celija |

resuspendovanjem u zagrejanom kompletnom medijumu.

3.2.18. Tranzientna transfekcija adherentnih Celija

Transfekcija Celija u kulturi vrSena je 24 h nakon $to su Celije pasaZirane i
zasejane u Petri Solje ili ,,12 well plates”. U momentu transfekcije, konfluetnost celija je
dostizala 40-60 %. Nakon ispiranja u puferu PBS, vrSena je transfekcija po uputstvu
proizvodacCa reagensa za transfekciju.

Za transfekciju celija cos7 konstruktima YBI-FLAG-pCDNA3, PML-
pCMYTag2B, p53-pEGFP-CI i Nkx2.5-pCMVTag2B koriséen je reagens PolyFect

(Qiagen). Za poterbe promotorskih eseja, kotransfekcija Celija C2C12 konstruktima
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PromA-pGL4.1, pRL-TK, MyoD-pCDNA3, Nkx2.5-pCDNA3, p53-pCDNA3 i CARP-
pCDNAS3 vrsena je koriS¢enjem reagensa SuperFect (Qiagen),

3.2.19. Pripremanje proteinskih ekstrakata ¢elija u kulturi

Proteinski ekstrakti Celija cos7 su pripremani kako iz netransfekovanih celija
tako i iz Celija transfekovanih konstruktima YBI-FLAG-pCDNA3, PML-pCMVTag2B,
p53-pEGFP-CI i Nkx2.5-pCMVTag2B. Ekstrakti netransfekovanih celija su pripremani
24 Casa nakon zasejavanja, a u slucaju transfekovanih, 24 Casa nakon transfekcije. Za
lizu netransfekovanih ¢elija kao i celija koje su transfekovane konstruktima YB1-
FLAG-pCDNA3, PML-pCMVTag2B koris¢en je pufer Ela [250 mM NaCl, 50 mM
Hepes, pH 8,0, 0,1 % NP40 sa inhibitorima proteaza (Complete EDTA free, ROCHE)],
dok su cCelije cos7 transfekovane konstruktima p53-pEGFP-CI i Nkx2.5-pCMVTag2B,
lizirane u puferu EBC [50 mM TrisHCI pH 7,5, 120 mM NaCl, 0,5 % NP40, inhibitori
proteaza (Complete EDTA free, ROCHE)]. Pre izlaganja litickom puferu, Celije su
oprane dva puta kompletnim puferom PBS (137 mM NaCl, 3,4 mM KCI, 1,8 mM
KH2PO4, 10 mM Naz2HPo4, 1 mM CaCL, 1 mM MgCL). Nakon poslednjeg ispiranja,
dodavano je po 1 mL kompletnog pufera PBS u svaku $olju, pa su Celije ,,scraper”-om
skinute sa Solje. Suspenzija ¢elija je centrifugirana 1 minut u klinickoj centrifugi na
1500 obr/min, nakon Cega je talog resuspendovan u 200 pL pufera za lizu. Ukoliko je za
lizu koriS¢en EBC pufer, uzorak je inkubiran na ledu 20 minuta, nakon Cega su lizati
centrifugirani u mikrofugi, 10 min, na maksimalnom broju obrtaja, na 4 °C. Lizati Celija
u puferu Ela, podvrgavani su sonikaciji u dva pulsa u trajanju po 5 s, nakon Cega su
centrifugirani 10 min, u mikrofugi na maksimalnom broju obrtaja, na 4 °C. Supematanti

su do upotrebe Cuvani na -80 °C.

3.2.20. Pripremanije citoplazmaticnih i jedarnih ekstrakata

Citoplazmaticni i jedami ekstrakti su dobijani iz Celija C2C12 koje su tretirane
citokinom TNF-a, u cilju aktivacije transkripcionog faktora NFkB. Celije su tretirane
rastvorom TNF-a, 24 Casa nakon pasaziranja, u finalnim koncentracijama 1 ng/mL i 20
ng/mL, a 24 Casa nakon tretmana, Celije su ispirane kompletnim puferom PBS,
resuspendovane u 500 pL istog pufera i centrifugirane 5 minuta na 9000 obr/min na 4
°C. Talog je resuspendovan u 150-200 pL pufera A [10 mM Hepes-KOH pH 7,8, 1,5
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wM MgCl2 10 mM KCI, 0,5 wM DTT, inhibitori proteaza (Complete EDTA free,
ROCHE)] i inkubiran na ledu 10 minuta, posle Cega je dodavan 10 % Triton X-100 u
koli€ini koja odgovara 1/30 od volumena pufera A dodatog u prethodnom koraku.
Uzorak je vorteksovan 30 s, a zatim centrifugiran 1 min na 11000 obr/min, na 4 °C. U
citoplazmaticni ekstrakt u vidu supematanta dodavan je pufera B [0,3 mM Hepes-KOH,
pH 7,8, 30 mM MgCI2 1,4 mM KCI, inhibitori proteaza (Complete EDTA free,
ROCHE)] u zapremini koja Cini 11 % volumena pufera A prethodno dodatog u uzorak.
Jedami talog je resuspendovan u pufem C [20 mM Hepes-KOH, pH 7,8, 1.5 mM
MgCI2 0,42M NaCl, 25 % glicerol, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, inhibitori proteaza
(Complete EDTA free, ROCHE)] u zapremini koja odgovara 1/5 zapremine pufera A.
Jedami i citoplazmatiCni ekstrakti su zatim centrifugirani na 14 000 obr/min, na 4 °C,
nakon Cega su supematanti deponovani na -80 °C, gde su Cuvani do upotrebe.

3.2.21. Indukcija ekspresije rekombinantnih proteina fuzionisanih sa GST u E. coli

Sa sveZze Petri Solje ili glicerolskog stoka odgovarajuceg bakterijskog klona
sterilnom ezom zasejavane su bakterije u 10 mL medijuma TB sa odgovarajuéim
antibioticima. Kulturaje inkubirana preko noci na 27 °C, a zatim je razblazivana 10 puta
(do 100 mL) medijumom TB koji sadrZi odgovarajuce antibiotike. Kultura je inkubirana
na 27 °C uz povremeno merenje opticke gustine. U logaritamskoj fazi rasta, pri optikoj
gustini OD=0,4-0,6 dodavan je IPTG (izopropil-P-D-tiogalaktopiranozid) do fmalne
koncentracije 0,5 mM, nakon cCega je kultura dodatno inkubirana 3 h na 27 °C.
Bakterijske Celije su taloZzene centrifugiranjem 20 minuta na 4000 obr/min u stonoj
centrifugi (Eppendorf 5804R) na 4 °C. Talozi bakterija su zamrzavani na -20 °C, gde su

¢uvani do sledeée faze rada.

3.2.22. lIspitivanje rastvorljivosti rekombinantnih proteina fuzionisanih sa GST,
eksprimiranih u E. coli

Talog bakterija dobijen centrifugiranjem 10 mL bakterijske kulture je
resuspendovan u 2 mL pufera za lizu koji sadrZi inhibitore proteaza. Resuspendovane
bakterijske Celije su sonifikovane sa tri pulsa, amplitude 70, u trajanju od 10 sekundi, na
ledu (Sonikator Fisher 300), a zatim centrifugirane 15 min na 13000 obr/min, na 4 °C.
Nakon centrifugiranja, 10 pL supematanta koji je sadrzavao rastvorljivi rekombinantni
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protein je odvajano za analizu elektroforezom na denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu,
Talog sa nerastvorljivom frakcijom proteina je resuspendovan u 100 pL denaturiSuceg
pufera B, a 10 pL je odvajano za analizu na denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu.

Nakon elektroforeze u denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima, proteini su
vizuelizovani bojenjem gelova kako je opisano u poglavlju 3.2.26.

Uporedivana je koli€ina rekombinantnog proteina u solubilnoj i nesolubilnoj
frakciji za razliCite pufere u kojima je vrSena liza bakterija. Za pre€iS¢avanje proteina u
daljem radu, koris¢en je pufer koji je omogucio najveci prinos rekombinantnog proteina

u solubilnoj frakciji.

3.2.23. Precis¢avanje rekombinantnih proteina fuzionisanih sa GST u
nedenaturiSucim uslovima

Talog bakterija dobijen centrifugiranjem 50 mL bakterijske kulture je
resuspendovan u 10 mL pufera za lizu koji sadrzi inhibitore proteaza (Complete EDTA
free, ROCHE). Za preciS¢avanje proteina Ankrd2-GST, i njegovih deletanata koris¢en
je pufer sastava 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 5 % glicerol, 1% Triton X-100, 2 mM DTT,
dok je u slucaju proteina Nkx2.5-GST za lizu koris¢en pufer sastava 1 % Triton X-100,
0,2 % SDS, 0,5 % Nonidet P40, 0,1 % Tween 20, PBS-ECL (80 mM Na2HP04, 20 mM
NaH2P 04, 100 mM NaCl, pH 7,5). Nakon resuspendovanja, Celije su sonifikovane sa tri
pulsa, amplitude 70, u trajanju 10 sekundi (Sonikator Fisher 300), na ledu. Sonikat je
zatim centrifugiran 10 min na 13000 obr/min, na 4 °C u stonoj centrifugi (Eppendorf,
5417R). U Celijski lizat osloboden nerastvorljivog materijala dodavano je 0,5 mL
pripremljenog matriksa. Matriks je pripreman tako Sto je 1 mL suspenzije glutation
sefaroze 4B (GE Healthcare), istaloZzen kratkim centrifugiranjem, nakon cega je
glutation sefaroza oprana dva puta u 10 mL pufera PBS-ECL. Vezivanje proteina za
matriks se odvijalo 1 h na 4 °C, uz konstantno meSanje na rotacionom tocku.
Nespecificno vezani proteini su uklanjani pranjem matriksa puferom PBS-ECL koji je
sadrZavao i inhibitore proteaza (Complete EDTA free, ROCHE), tri puta po pet minuta
na 4 °C. Za dalji rad su koriS¢eni rekombinantni proteini vezani za matriks, tako Sto je
glutation sefaroza 4B sa vezanim rekombinantnim proteinima resuspendovana u 200 pL

pufera PBS-ECL sa proteaznim inhibitorima.
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3.2.24. Merenje koncentracije proteina
Koncentracija ukupnih protema u uzorku je merena koriséenjem komercijalnog

reagensa Bradford Reagent ready-to-use (Fermentas), po uputstvu proizvodaca.

3.2.25. Elektroforeza proteina u denaturiSu¢em gelu

Elektroforeza proteina u denaturiSu¢em gelu se uvek vrsi u diskontinualnom
sistemu gelova. Gel za koncentrovanje (stacking gel) omogucava homogenizaciju
uzoraka i sadrzi ¢ % poliakrilamid, 0,12 M Tris-HCI, pH 6,8, 01 % SDS, 14 %
amonijumpersulfat i 0,14 % TEMED. Gel za razdvajanje (running gel) u kome se
proteini uzorka razdvajaju na osnovu molekulske mase, sadrZzi odgovarajucu
koncentraciju polikrilamida (10-15 %), 428 mM Tris-HCI pH s,s, 0,1 % SDS, 0,7 %
amonijumpersulfat i 0,04 % TEMED. Uzorci se pripremaju tako da pufer za uzorak
lInalno bude 25 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glicerol, 0,250 mM P
merkaptoetanol, 0,1 % boja bromfenolplavo, a zatim se denaturiSu kuvanjem 5 min na
95 °C, posle ¢ega se nanose na gel. Elektroforeza se odvija u TG (Tris-Glycine) puferu
(25 mM Tris-HCI, pH 8,8, 250 mM glicin, 0,1 % SDS), pod konstantnim naponom od
100 V u gelu za koncentrovanje i 180 V u gelu za razdvajanje. Zajedno sa uzorcima, na
gel se nanosi marker odgovarajucih molekulskih masa.

Posle elektroforeze, gelovi su bojeni, ili je vrSen prenos proteina na membranu u

cilju njihove detekcije metodom Westem blot.

3.2.26. Bojenje poliakrilamidnih gelova (vizuelizacija proteina)

Bojenje poliakrilamidnih gelova u cilju vizuelizacije proteina, vrseno je na dva
nacina:
-bojenjem komasi plavim (0,4 % komasi plavo, 10 % sircetna kiselina i 40 % metanol),
nakon Cega su odbojavani u rastvoru 7 % sircetne kiseline i 25 % metanola;
-komercijalnim preparatom PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas), po
uputstvu proizvidaca.

32



« Materijal i metode

3.2.27. Prenos proteina na membranu (polusuvi elektro-transfer)

Prenos proteina sa denaturiSucih poliakrilamidnih gelova na membrane vr3en je
polusuvim elektro-transferom koris¢enjem aparata Fastbiot B43 (Whatman, Biometra).

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom, gel je inkubiran u katodnom puferu
(25 mM Tris-HCI pH 9,4, 40 mM glicin, 20 % metanol). Membrana od polivinilidin-
fluorida (Imobilion-P, Millipore), je aktivirana potapanjem u metanol 1-2 s, ispirana u
vodi 5 min, i inkubirana u anodnom puferu Il (25 mM Tris-HCI pH 10,4, 20 % metanol)
5 minuta. Nakon toga formiran je "sendvi¢" po slede¢em rasporedu: na donju, anodnu
ploCu aparata za transfer, koja je nakvaSena anodnim puferom 1 (300 mM Tris-HCI pH
10,4, 20 % metanol) stavljana su 2 sloja 3 MM papira potopljenih u anodni pufer I;
preko ovoga, stavljan je jedan 3MM papir natopljen u anodni pufer Il; zatim je stavljana
aktivirana membrana, a preko nje gel; kao poslednji sloj stavljana su 3 3MM papira
natopljena u katodni pufer. Transfer je trajao 35-40 minuta (u zavisnosti od veli€ine

proteina) pri maksimalnoj struji od 5 mA po 1 cm membrane.

3.2.28. ,,Westem blot”

Posle transfera, membrana je inkubirana u puferu PBS-ECL sa 5 % bezmasnim
mlekom i 0,1 % Tween 20, preko noci, nakon Cega je ispirana rastvorom PBS-ECL,
0,1% Tween 20. Inkubacija sa primamim antitelom se odvijala 1-1,5 h u puferu PBS-
ECL koji sadrZzi 5 % bezmasno mleko i 0,1 % Tween 20, na sobnoj temperaturi, uz
blago muckanje. Nespecifitno vezana primama antitela su uklanjana pranjem
membrane 4 puta po 15 minuta u pufem PBS-ECL, 0,1 % Tween 20. Membrana je
zatim inkubirana 1 h sa sekundamim antitelom koje je konjugovano sa peroksidazom
rena. Nespecificno vezana sekundama antitela su uklanjana pranjem membrane 4 puta
po 15 minuta u pufem PBS-ECL, 0,1 % Tween 20, nakon Cega je vrSena detekcija

signala.

3.2.29. Detekcija proteina hemiluminiscencijom

Detekcija proteina hemiluminiscencijom predstavlja neradioaktivnu metodu za
detekciju imobilizovanih antigena konjugovanih za antitela za koja je vezana
peroksidaza rena (engl. HRP, Horseradish Peroxidase). Ovaj enzim katalizuje reakciju u
kojoj se supstrat (Lumigen PS-3 akridan) prevodi u jedinjenje koji emituje svetlost, tj.

daje hemiluminiscentni signal sa maksimalnom emisijom na talasnoj duzini od 430 nm.
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Signal je vizuelizovan izlaganjem filmova za radiografije na membrane koje su
prethodno tretirane reagensima za izazivanje hemiluminiscencije.

U ovom radu, za izazivanje hemiluminiscencije koris¢eni su komercijalni
reagensi Immobilion™ Westem Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) ili ECL
Plus Westem Blotting Detection System (GE Healthcare), po uputstvu proizvodaca.

Kori$éena antitela prikazana su u Tabeli 1

3.2.30. ,,GST puil down”

Metoda ,,GST pull down” koristi se za ispitivanje proteinsko-proteinskih
interakcija u in vitro uslovima. Protein od interesa, koji je preko proteina GST vezan za
matriks od glutation-sefaroze se inkubira sa proteinskim ekstraktima. Proteini koji
interaguju sa proteinom od interesa stvaraju kompleks koji se zadrzava na matriksu.
Nespecificno vezani proteini se uklanjaju pranjem matriksa u prisustvu blagog
deterdZenta, nakon Cega se proteini zaostali na matriksu analiziraju elektroforezom na
denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu i detektiju ,,Westem blot” metodom (Haian,
2004).

Interakcije deletanata proteina Ankrd2 sa proteinima p53, YB1, PML i
teletoninom. Za glutation sefarozu 4B (GE Healthcare) vezani su rekombinantni
proteini Ankrd2-GST, N-GST, NA-GST, AC-GST, C-GST i SA-GST, kao i sam GST
kao negativna kontrola. Kao izvor proteina koji se vezuju za Ankrd2 koris¢eni su
ekstrakti netransfekovanih cos7 ¢elija (u slu€aju p53), Celija cos7 transfekovanih
odgovarajué¢im ekspresionim vektorima (u sluaju YB1 i PML), kao i ekstrakti Celija
U20S u kojima je eksprimiran rekombinantni protein teletonin. Reakcije vezivanja su
se odvijale u pufem Ela, u finalnoj zapremini od 200 pL, uz blago meSanje na
rotacionom to¢ku 1 h, na 4 °C. Nakon vezivanja, kompleksi su taloZeni centrifugiranjem
1 min na 1500 obr/min, na 4 °C, Proteini nespecificno vezani za matriks su uklanjani
pranjem matriksa u 500 pL pufera Ela sa inhibitorima proteaza. Sefaroza sa
imobilisanim kompleksimaje resuspendovana u pufem za uzorak i inkubirana 5 min na
95 °C. Proteini u uzorcima su razdvajani elektroforezom na denaturiSu¢im
poliakrilamidnim gelovima, nakon Cega je vrSen njihov transfer na membranu i
detekcija proteina p53, YB1, PML i teletonina metodom Westem-blot.

Interakcija rekombinantnih proteina p53-GFP i Nkx2.5-GST. Nkx2.5-GST

je imobilisan na glutation sefarozu 4B i inkubiran sa ekstraktom celija cos7
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transfekovanih konstruktom p53-pEGFP u puferu EBC u ukupnoj zapremini od 500 pL.
Vezivanje se odvijalo 12 h na 4 °C, uz blago meSanje na rotacionom toCku. Nakon
vezivanja kompleks je talozen centrifugiranjem od 1 min na 1500 obr/min, na 4 °C.
Nespecificno vezani proteini su uklanjani pranjem matriksa u 800 pL EBC pufera sa
proteaznim inhibitorima. Matriks je resuspendovan u puferu za uzorak i inkubiran 5
minuta na 95 °C. Proteini u uzorcima su razdvajani elektroforezom u denaturiSu¢im
poliakrilamidnim gelovima, nakon Cega je vrSen njihov transfer na membranu i

detekcija proteina p53 antitelom na ovaj protein.

3.2.31. Koimunoprecipitacija

Koimunoprecipitacija je metoda koja se Koristi za ispitivanje proteinsko-
proteinskih interakcija u in vivo uslovima. Po principu ove metode, ako dva proteina
medusobno interaguju, imunoprecipitacija jednog od njih doveS¢e do ko-precipitacije
drugog, Sto se moze potvrditi antitelom na drugi protein (Haian, 2004).

Interakcija proteina p53-GFP i Nkx2.5-FLAG. Proteinski ekstrakt celija
C2C12 u kojima su eksprimirani proteini p53-GFP i Nkx2.5-FLAG, inkubiran je sa
matriksom za koji je vezano antitelo na FLAG (Ezview Red ANTI-FLAG M2 Afinity
Gel, Sigma). Vezivanje se odvijalo u puferu EBC, u ukupnoj zapremini od 500 pL, 1h,
na 4 °C, uz blago meSanje na rotacionom tocku. Nakon vezivanja kompleks je taloZen
centrifugiranjem 1 min na 1500 obr/min, na 4 °C. Nespecifino vezani proteini su
uklanjani pranjem matriksa u 800 pL pufera EBC sa proteaznim inhibitorima. Istalozeni
matriks je resuspendovan u puferu za uzorak (125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4 % SDS, 20
% glicerol, 100 mM DTT, BPP) i inkubiran 5 min na 95 °C. Proteini u uzorcima su
razdvajani elektroforezom na denaturiSué¢im poliakrilamidnim gelovima, nakon ¢ega je

vrsen njihov transfer na membranu i detekcija p53, koris¢enjem antitela na p53.
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3.2.32. Dualni luciferazni promotorski eseji

Promotorski eseji omogucavaju analizu aktivnosti promotora od interesa, pod
uticajem razliCitih faktora (Avison, 2007). Jedan tip ovakvih esejaje lueiferazni esej gde
je promotor ed interesa ukloniran u vektor pGL4.1 (Promega) koji kao reporterski
protein eksprimira luciferazu svica (Photinus pyralis). U dualnim luciferaznim
promotorskim esejima, osim luciferaze P. pyralis, kao drugi reporter, se Kkoristi
luciferaza morskog organizma Renilla reniformis, koja se eksprimira sa vektora pRL-
TK (Promega) i sluzi za normalizaciju aktivnosti reporterskog proteina P. pyralis,
odnosno za pracenje efikasnosti transfekcije Celija.

Celije C2C12 su kotransfekovane sa 500 ng konstrukta PromA-pGL4.1, 50 ng
vektora pRL-TK, i rastu¢im koncentracijama odabranih konstrukata: MyoD-pCDNAS3,
Nkx2.5-pCDNA3, p53-pCDNA3 i CARP-pCDNA3. Koli¢ina DNK kojom su
transfekovane Celije je odrzavana konstantnom uz pomoc¢ plazmida pPCDNA3. Nakon 24
h od transfekcije, Celije su ispirane dva puta u po 1 mL kompletnog pufera PBS. Nakon
dodavanja 200 pL pufera za lizu (Passive Lysis Buffer, Promega) Celije su inkubirane
30 min na ledu. Nakon inkubacije, dobijeni Celijski ekstrakti su centrifugirani 30 s na
13000 obr/min, a supematanti koji sadrze proteine Celijskih ekstrakata deponovani na -
80 °C.

Aktivnosti luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis u lizatima ekstrakata
¢elija je merena pomocu komercijalnog kita DualGlo Luciferase Assay (Promega) na
aparatu GloMax 20/20 Luminometer (Promega). Metoda se zashiva na merenju
aktivnosti luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis u istom uzorku. Aktivnost
navedenih enzima dovodi do hemijskih reakcija u kojima se emituje svetlost, Ciji se
intenzitet meri pomoc¢u luminometra. Prvo se meri aktivnost luciferaze P. pyralis
dodavanjem reagensa LAR Il (Luciferase Assay Reagent Il), u kome se nalazi luciferin
koji luciferaza P. pyralis prevodi u oksiluciferin uz emitovanje svetlosti, ¢ime se
generiSe stabilan luminescentni signal. Ovaj signal se gasi dodavanjem reagensa STOP
& Glo Reagent, u kome se nalazi celenterazin koji luciferaza R. reniformis prevodi u
celenteramid uz emitovanje svetlosti, Cime se ujedno generiSe signal za merenje
aktivnosti luciferaze R. reniformis koji se sam postepeno gasi tokom merenja. Analiza
se vrsi na uzorku od 10 pL Celjskih ekstrakata pripremljenih u Passive Lysis Buffer, a za

merenje se koristi po 50 pL reagenasa LARII i STOP & Glo Reagent.
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3.2.33. Statisticka analiza
Za statisticku analizu podataka, koriS¢en je Studentov t-test, sa nivoom statistiCke

znaCajnosti od 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje uticaja transkripcionih faktora MyoD, p53, Nkx2.5 i

NF-kB na aktivnost promotora gena Ankrd2

U ovoj studiji ispitivan je uticaj transkripcionih faktora MyoD, p53, Nkx2.5 i
NF-kB na aktivnost promotora gena za humanu formu proteina Ankrd2. Za analizu je
odabran deo promotora gena Ankrd2 od 446 bp (-439/+47) u okviru kojeg je
identifikovan minimalni promotorski region koji obezbedjuje prostomu i vremensku
specifiCnost ekspresije gena Ankrd2 u skeletnim miSiénim celijama (Pallavicini et al.,
2001). BioinformatiCka analiza ovog regiona je pokazala postojanje potencijalnih mesta
za vezivanje transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5, p53, i NF-kB (Slika 4). Podaci iz
literature pokazuju da su pomenuti transkripcioni faktori vazni za diferencijaciju i
plasti¢nost poprecno pmgaste misiéne Celije (MyoD, Nkx2.5), kao i za odgovor misi¢ne
Celije na razliCite vrste stresa (p53, NF-kB), pa je ispitivanje njihovog uticaja na
aktivnost promotora gena Ankrd2 bilo naucno relevantno.

Kao metoda za analizu uticaja odabranih transkripcionih faktora na aktivnost
promotora gena Ankrd2 koris€eni su dualni luciferazni promotorski eseji, a kao
eksperimentalni model izabrane su miSje nediferencirane miSiéne celije C2C12.
Proksimalni region promotora gena Ankrd2 duzine 446 bp (-439 do +7) kloniran je u
reporterski vektor pGL4.1 ispred gena za luciferazu Photinns pyralis (PromA-pGL4.1),
Cija je aktivnost direktno uslovljena aktivnos¢u ukloniranog promotora. Dmgi
reporterski protein je bila luciferaza Renilla reniformis, koja se eskprimira sa dmgog
konstrukta (pRL-LK) i sluzi za normalizaciju aktivnosti prvog reporterskog proteina,
odnosno za pracenje efikasnosti transfekcije celija. Odnos aktivnosti luciferaze P.
pyralis i aktivnosti luciferaze R. reniformis izrazen je kao relativna aktivnost luciferaze i
ova vrednost je koriS¢ena za poredenje promotorske aktivnosti u razli¢itim uzorcima.
Aktivnost promotora gena Ankrd2 je ispitivana u prisustvu rekombinantnih humanih
formi faktora MyoD, Nkx2.5 i p53, kao i endogenog faktora NF-kB celija C2C12.

cDNK koje kodiraju transkripcione faktore MyoD, Nkx2.5 1 p53 su uklonirane u

ekspresioni vektor pCDNA3 koji obezbeduje visoku 1 efikasnu ekspresiju u
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eukariotskim celijama. Formirani konstrukti (MyoD-pCDNAS3, Nkx2.5-pCDNA3, p53-
PCDNAS3 i PromA-pGL4.1), kao i komercijalni pRL-TK, su propagirani u celijama
DH5a i izolovani po protoklu koji obezbeduje visok kvalitet i prinos plazmidne DNK,
oslobodjene endotoksina bakterija koji negativno utiCu na efikasnost transfekcije.

Koncentracija DNK je precizno merena na spektrofotometru.

-439 Grani¢nik 1 (,,forvvard”)
GTACAGAACTGTCCTGGGTCCCCCGTTTGGTTTTCAGGCCCTCTTCCTGGAGCTGGCTGA

GCAGGGTTTCCAGGCATCCAGCAGGTGGCACTGTCATCTGGGCTGGAGCATGCAGCCAGC
p53 Nkx2.5
AGTTCCCTTTTGCA ACTCAGTTGCCTTGGCTA ACCALIBHMNA/IMAAIHaNNCTCACICIA

CAGAGGCTGGACGGGCTCCTTCCTGCACCCCTGCTCTTGGGACACAGTGCCCTCCGGCTCT
MyoD
AATAGGCCAGGAGTTGGGGGGGCA'ACTGGCTCTGCTCCCTGGCCCTGGCTCCCCCTGCTC
NFkB MyoP MyoD CAATDboks
CAGTGAGCTCATGGCAAAGGCGCCCAGCTGGGCAGGGGTGGGTGCTCTGGCCTATAAAG

CCCCCGAGGCCCTGTGGCCTGCAGAGGCGGTTATG
Granicnik 2 (,,reverse”) +1

Slika 4. Rezultat analize promotorskog regiona (-439/+7) genaAnkrd2 programom TF
Bind. Oznacena su potencijalna mesta za vezivanje transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5, p53
I NFKB, kao 1 CAAT boks, start transkripcije (+1) i translacije (ATG).

Misje miSi¢ne Celije C2C12 su kotransfekovane reporterskim konstruktima
PromA-pGL4.1 i pRL-TK, u kombinaciji sa konstruktima koji kodiraju proteine Ciji je
uticaj na promotor analiziran (MyoD-pCDNAS3, Nkx2.5-pCDNA3, p53-pCDNAB3).
Aktiviranje konstitutivno eksprimiranog transkripcionog faktora NF-kB vrSeno je
tretiranjem transfekovanih celija citokinom TNFa. U svakom eksperimentu ukupna
koli¢ina DNK kojom je vrSena transfekcija, odrzavana je konstantnom pomocu DNK
ekspresionog vektora pCDNA3. Dvadeset Cetiri Casa nakon transfekcije, celije su
lizirane 1 merena je aktivnost luciferaza (P. pvralis i R. reniformis). Eksperimenti su
izvodeni u tehniCkom triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje
tri nezavisna eksperimenta sa standardnom greSkom srednje vrednosti (tSEM , standard
error of mean). Vrednosti relativne aktivnosti luciferaze razliCitih uzoraka su poredene

statisticki, Studentovim t-testom.
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4.1.1. Ispitivanje uticaja transkripcionog faktora MyoD na aktivnost promotora
gena Ankrd2 u celijama C2C12
lako je jedna grupa autora dala dokaze da je gen Ankrd2 pod kontrolom
transkripcionog faktora MyoD (Bean et al.,, 2005), potvrda ove relacije drugim
metodoloskim pristupom je bila opravdana, kako zbog naucCnog znacaja, tako i zbog
optimizacije dualnog luciferaznog promotorskog eseja za dalja istrazivanja.
Eksperimenti su dizajnirani tako $to su nediferencirane misje miSiéne Celije C2C12
transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im koli¢inama MyoD-
pPCDNAS, kako je prikazano na Slici 5. Uticaj faktora MyoD na aktivnost ispitivanog
promotora analiziran je u rasponu koli¢ina DNK konstrukta MyoD-pCDNAS3 od 100 ng
do 500 ng. Aktivnost luciferaza je merena u ekstraktima celija, 24 h nakon transfekcije.
Relativna aktivnost luciferaze izmerena u ekstraktima ¢elija u kojima nije eksprimiran
MyoD, uzeta je kao jedini¢na/referentna vrednost (Slika 5, 1 stubac). Vrednost
relativne aktivnost luciferaze ekstrakata Celija u kojima je eksprimiran rekombinantni
MyoD je pokazivala dozno zavisno povecanje u odnosu na referentni uzorak (Slika 5).
Sve vrednosti relativne aktivnosti luciferaze ekstrakata sa rekombinantnim MyoD u

odnosu na referentni uzorak, pokazivale su statisticki znacajnu (p<0,05) razliku.

Slika 5. StimuliSuéi uticaj transkripcionog faktora MyoD na aktivnost promotora Attkrd2.
Celije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastucim koliinama
MyoD-pCDNA3. Nakon transfekcije Celije su lizirane i merena je aktivnost luciferaza. Rezultati
su izrazeni kao odnos aktivnosti luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis.
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Dobijeni rezultati su potvrdili da MyoD ima pozitivan efekat i aktivira promotor gena
Ankrd2. Ovim eksperimentima je, takode, optimizovan dualni luciferazni promotorski

esej u Celijama C2C12, kao eksperimentalnom modelu.

4.1.2. Ispitivanje uticaja transkripcionog faktora Nkx2.5 na aktivnost promotora
genaAnkrdl u celijama C2C12

odeljcima srca adulta (Moriyama et al., 2001; Ishiguro et al., 2002), ali je mehanizam
regulacije ekspresije gena Ankrd2 u miokardu potpuno neispitan. Osim Sto je in silico
analizom predviden kao potencijalni regulator gena Ankrd2, transkripcioni faktor
Nkx2.5 je poznat kao regulator ekspresije gena specificno eksprimiranih u srcu (Jamali
et al., 2001) ukljuCujuci tu i gen za protein CARP (Zou et a\.. 1997), to je dalo dodatno
opravdanje za ispitivanje njegovog uticaja na aktivnost promotora Ankrd2.

Eksperimenti su dizajnirani tako S$to su nediferencirane misje misic¢ne celije
C2C12 transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im koli¢inama
konstrukta Nkx2.5-pCDNA3 u opsegu od 100 ng do 1000 ng. Relativna aktivnost
luciferaze je merena u ekstraktima éelija, 24 h nakon transfekcije. Vrednost dobijena za
ekstrakt Celija u kojima nije eksprimiran rekombinantni transkripcioni faktor Nkx2.5 je
uzeta kao jedinicna vrednost (Slika s, 1. stubac). Rezultati prikazani na Slici & pokazuju
dozno zavisno povecanje relativne aktivnosti luciferaze u odnosu na referentni uzorak.
Sve vrednosti relativne aktivnosti luciferaze ekstrakata sa rekombinantnim Nkx2.5 u
odnosu na referentni uzorak, pokazivale su statistiCki znaCajnu (p<0,05) razliku.

Dobijeni rezultati ukazuju da bi transkripcioni faktor Nkx2.5 mogao biti jedan

od regulatora promotorske aktivnosti genaAnb'd2.
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Slika 6. Stimulisuci uticaj transkripcionog faktora Nkx2.5 na aktivnost promotora Ankrd2.
Celije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastucim koli¢inama
Nkx2.5-pCDNA3. Nakon transfekcije celije su lizirane i merena je aktivnost luciferaza.
Rezultati su izrazeni kao odnos aktivnosti luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis.

4.1.3. Ispitivanje uticaja transkripcionog faktora p53 na aktivnost promotora gena
Ankrd2 u c¢elijama C2C12

Razmatranje uticaja p53 na ekspresiju gena Anh-d2 je bilo znacajno jer protein
p53 osim ,, klasi¢ne” uloge tumor supresora, regulatora celijskog ciklusa i induktora
diferencijacija (Porrello et al., 2000), hipertrofija (Siu i Alway, 2005 B, Chen et al.,
2002) i atrofija ( Siu i Alway, 2005A).

Potencijal transkripcionog faktora p53 da reguliSe ekspresiju gena Ankrd2,
ispitivan je koris¢enjem dualnih luciferaznih promotorskih eseja, tako Sto su Celije
C2C12 transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im koli¢inama
ekspresionog konstrukta p53-pCDNA3. Dvadeset Cetiri Casa nakon transfekcije
pripremani su Celijski ekstrakti pasivnom lizom ¢elija i merena je aktivnost luciferaza P.
pyralis i R. reniformis. Relativna aktivnost luciferaze izmerena u ekstraktima celija u
kojima nije eksprimiran rekombinantni p53 je predstavljala jedini¢nu vrednost (Slika 7,

1. stubac).
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p53-pCDNA3 (ng) 0 100 250 500

Slika 7. StimuliSuéi uticaj transkripcionog faktora p53 na aktivnost promotora Ankrd2.
Celije C2C12 su transfektovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im
koli¢inama p53-pCDNA3. Nakon transfekcije Celije su lizirane i merena je aktivnost luciferaza.
Rezultati su izrazeni kao odnos aktivnosti luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis.

Kao $to je prikazano na Slici 7 poveéavanjem koli€ine eksprimiranog p53 (od
100 ng do 1000 ng konstrukta p53-pCDNAZ3), vrednost relativne aktivnosti luciferze je
rasla zavisno od doze. Sve vrednosti relativne aktivnosti luciferaze ekstrakata sa
rekombinantnim p53 u odnosu na referentni uzorak, pokazivale su statisticki znacajnu
(p<0,05) razliku. Ovaj rezultat sugeriSe da transkripcioni faktor p53 moze regulisati

ekspresiju gena Ankrdl.

4.1.4. Ispitivanje uticaja endogenog transkripcionog faktora NF-kB na aktivnost
promotora gena Ankrd2 u ¢elijama C2C12

Mohamed i saradnici su dali dokaze da je aktivnost gena Ankrd2, tokom
longitudinalnog istezanja miSica, regulisana faktorom NF-kB (Mohamed et al, 2010).
Medutim, nema podataka koji bi ukazivali da ovaj transkripcioni faktor regulise
aktivnost gena Ankrd2 i u nediferenciranim misi¢nim Celijama. Zato je jedan od ciljeva
ovog rada bio da se ispita da li bi transkripcioni faktor NF-kB mogao imati uticaj na

aktivnost promotora gena Ankrd2 i u nediferenciranom stadijumu miSi¢nih éelija.
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Za ispitivanje uticaja endogenog NF-kB na aktivnost odabranog regiona
promotora Ankrd2, iskoriS¢ene su neke osobenosti dinamike i nafina aktivacije ovog
transkripcionog faktora.

Transkripcioni faktor NF-kB sastoji se od razlicitih subjedinica (p50, p52, p65,
c-Rel, RelB) koje na ciljnom promotoru formiraju hetero- ili homodimere. Ove
subjedinice su, u odsustvu stimuliSué¢ih agenasa, lokalizovane u citoplazmi, u
kompleksu sa inhibitorima familije IkB. U prisustvu odredenih stimulusa (citokini,
zraCenje, slobodni radikali, virusni ili bakterijski antigeni, itd.), dolazi do oslobadanja
subjedinica NF-kB iz kompleksa sa inhibitorima, a zatim i do njihove migracije u jedro,
gde uzimaju ucesce u regulaciji ekspresije ciljnih gena (Kurylowicz i Nauman, 2008).

Prva faza ispitivanja imala je za cilj da pokaze, da se u ¢elijama C2C12 koje su
koris¢ene kao rnodel i pri eksperimentalnim uslovima primenjenim u ovom radu,
aktivacija i migracija subjedinica p50 i p65 faktora NF-kB u jedro, moze izazvati
tretiranjem Celija citokinom TNFa.

Celije C2C12 su pasazirane i nakon dostizanja 40-60 % konfluentnosti, tretirane
citokinom TNFa u finalnoj koncentraciji od 1 ng/mL i 20 ng/mL. 24 Casa nakon
tretmana citokinom, pripremani su jedami i citoplazmaticni ekstrakti. Jednake koliCine
jedamih i citoplazmati¢nih ekstrakata su nanete na 12 % denaturiSuci poliakrilamidni
gel i proteini su razdvojeni elektroforezom. Nakon prenosa sa gela na membranu,
proteini  su detektovani koriS¢enjem odgovarajuéih antitela i detekcijom
hemiluminiscentnih signala.

Za detekciju subjedinica p50 i p65 kao primamo, koris¢eno je antitelo na
humane forme ovih proteina u razblazenju 1:1000. Kao sekundamo, koriséeno je
antitelo na misje imunoglobuline konjugovano sa peroksidazom rena, razblazeno 80000
puta.

U cilju ocene uspednosti frakcionisanja, jedami i citoplazmaticni ekstrakati su
testirani na prisustvo histona H3. Za detekciju je koris¢eno antitelo na H3 u razblaZenju
1:500. Kao sekundamo, koriséeno je antitelo na ze€je imunoglobuline konjugovano sa
peroksidazom rena (u razblazenju 1:4000).

Prisustvo subjedinica transkripcionog faktora NF-kB. p50 i p65 pokazano je
samo u jedrima tretiranih Celija (Slika s, kolone 11 2). U jedrima netretiranih Celija
(Slika &, kolona 3) nije detektovano prisustvo ni jedne od analiziranih subjedinica. U
ekstraktima citoplazme kako tretiranih (Slika &, kolone 4 i 5), tako i netretiranih (Slika

8, kolona 6) Celija nije detektovan p50, dok je p65 detektovan samo u citoplazmi
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netretiranih Celija, ali u mnogo manjoj meri nego u jedru tretiranih Celija, Histon H3 je
detektovan u jedrima, kako tretiranih, tako i netretiranih ¢elija (Slika s, kolone 1, 2 i 3),
ali ne i u citoplazmati¢nim ekstraktima (Slika s, kolone 4, 5 i &) $to je bio dokaz
uspesnog frakcionisanja Celijskih ekstrakata.

Uticaj endogenog transkripcionog faktora NF-kB celija C2C12 (aktiviranog
citokinom TNFa), na promotor gena Arikrd2, ispitivan je promotorskim esejima
dizajniranim na sledeCi nacin: ¢elije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1
i 50 ng pRIL-TK, a pet Casova nakon transfekcije su tretirane citokinom TNFa u
koncentracijama od 0,1, 11 20 ng/mL. Kao pozitivna kontrola, u istom eksperimentu,
Celije su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im koli¢inama
konstrukta MyoD-pCDNAS3 (u rasponu od 100 ng - 500 ng). 24 h nakon indukcije
merena je aktivnost luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis, i rezultati su izrazeni
kao relativna aktivnost luciferaze. Vrednost relativne aktivnosi luciferaze dobijena u
ekstraktu Celija koje nisu tretirane citokinom TNFa, uzeta je kao jedini¢na vrednost
(Slika 9, 1. stubac).

NE CF

1 2 3 4 3) 6

Slika 8. Detekcija proteina p50 i p65 u jedarnim (NE) i citoplazmati¢nim (CE)
ekstraktima ¢elija C2C12 tretiranih citokinom TNFa. Translokacija NF-kB iz citoplazme u
jedro izazvanaje tretiranjem celija C2C12 citokinom TNFa u koncentraciji od 1 ng/mL (1 i4) i
20 ng/mL (2 i 5), Kao kontrola koris¢eni sujedami i citoplazmaticni ekstrakti netretiranih Celija
(3 16). Proteini p50, p65 i H3 su detektovani metodom Westem blot.

Kao sto se vidi na Slici 9, aktiviranje endogenog faktora NF-kB nije dovelo do promene
relativne aktivnosti luciferaze merene u lizatima transfekovanih Ccelija tretiranih

citokinom, u odnosu na referentni uzorak. Povecanje luciferazne aktivnosti izazvano
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uticajem transkripcionog faktora MvoD na analizirani promotor (Slika 9, 5., 6. 1 7.

stubac) je potvrdilo tehni¢ku uspednost izvedenog eksperimenta.
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Slika 9. Aktivirani endogeni transkripcioni faktor NF-kB nema uticaj na aktivnost
promotora Ankrd2. Celije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1 i 50 ng pRL-TK,
a 5 Casova nakon transfekcije tretirane rastuc¢im koncentracijama TNFa. U kontrolnim uzorcima
Celije su transfekovane reporterskim konstruktima i rastuéim koncentracijama Kkonstrukta
MyoD-pCDNA3 (5. 6. i 7. stubac). Rezultati su izrazeni kao odnos aktivnosti luciferaze P.
pvralis i luciferaze R. reniformis .

Dobijeni rezultati pokazuju da endogeni faktor NF-kB u nediferenciranim
misicnim Celijama C2C12, nakon indukcije Celija citokinom TNFa, nema uticaj na

aktivnost ispitivanog promotora gena Ankrd2.

4.1.5. Ispitivanje zdruzenog efekta transkripcionih faktora Nkx2.5 i p53 na
promotor gena Ankrd2 u ¢elijama C2C12

In silico analiza ispitivanog promotorskog regiona gena Ankrd2 u programu TF
Bind (Slika 4) je pokazala da se potencijalna mesta za vezivanje transkripcionih faktora
Nkx2.5 i p53 nalaze jedno uz drugo. Zbog toga se nametnulo pitanje da li istovremeno
prisustvo oba transkripciona faktora ima razliCit efekat od efekta koji svaki od njih
pojedinacno ima na promotor gena Ankrd2. U ovom radu je analizirano zdruZzeno
dejstvo Nkx2.5 i1 p53 na ispitivani promotor, tj u uslovima kada su oba faktora
eksprimirana. U tom cilju, ¢elije C2C12 su transfekovane reporterskim konstruktima
(500 ng PromA-pGL4.1 i 50 ng pRL-TK) i rastuéim koli¢inama vektora Nkx2.5-
PCDNA3 i p53-pCDNAS3, pojedinacno ili zajedno (Slika 10). Aktivnost luciferaza je
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merena u ekstraktima Celija, 24 Casa nakon transfekcije. Relativna aktivnost luciferaze
Celijskih ekstrakata u kojima nisu eksprimirani transkripcioni faktori Nkx2.5 i p53,
uzeta je kao jedini¢na vrednost (Slika 10, prva tri stubca). Eksperiment je bio dizajniran
tako da su koliCine vektora Nkx2.5-pCDNA3 i p53-pCDNA3 u pojedinacnim
transfekcijama bile uvek duplo veée od onih u udruzenoj varijanti. Dobijeni rezultati su

graficki predstavljeni na Slici 10.

Slika 10. Zdruzeno dejstvo transkripcionih faktora Nkx2.5 i p53 na aktivnost promotora
Ankrd2. Celije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK i rastu¢im
koliGinama Nkx2.5-pCDNA3 i p53-pCDNA3 (pojedinacno ili kombinovano). Vrednosti
relativne aktivnosti luciferaza pri kombinovanoj transfekciji sa ekspresionim konstruktima
Nkx2.5-pCDNAS3 i p53-pCDNAS3 su statisticki znacajno vece (p<0.05) od vrednosti dobijenih u
lizatima Celija transfekovanih pojedinacnim vektorima.

MoZe se uocCiti da su vrednosti relativne aktivnosti luciferaze dobijenih pri merenju
njihove aktivnosti u lizatima Ccelija transfekovanih pojedinacnim transkripcionim
faktorima, Nkx2.5 ili p53, bile uvek niZze od vrednosti dobijenih u lizatima celija u
kojima su p53 i Nkx2.5 bili koeksprimirani. Dobijene razlike su bile statistiCki znacajne
(p<0,05).

Na osnovu dobijenih rezultata se moZe zakljuciti da faktor Nkx2.5, kljucni
regulator ekspresije gena specificno eksprimiranih u srcu i opsti transkripcioni faktor
p53 ostvaruju sinergistiCko dejstvo na promotor gena Ankrd2, $to moZe imati za

posledicu tkivno specifi¢nu regulaciju ekspresije gena Ankrd2 u ¢elijama srca.
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4.1.6. Ispitivanje interakcije proteina Nkx2.5 i p53

Promotorskim esejima je pokazano da traskripcioni faktori p53 i Nkx2.5 imaju
sinergisticko dejstvo na promotor gena Ankrd2. In silico analiza ispitivanog
promotorskog regiona gena Ankrd2 je pokazala da se potencijalna mesta za vezivanje
transkripcionih faktora p53 i Nkx2,5 nalaze jedno uz drugo, $to-bi pre ukazalo na
kompetitivnho, nego na sinergistiCko dejstvo. Stoga smo pretpostavili da njihov
sinergisticki efekat moze biti posledica fiziCke interakcije, paje deo ovog istrazivanja
bio posvecen ispitivanju da li ova dva transkripciona faktora medusobno interaguju.
Pretpostavljena interakcija proteina Nkx2.5 i p53 je ispitivana u in vitro uslovima

metodom ,,GST pull-down” i in vivo uslovima, metodom koimunoprecipitacije.

4.1.6.1. Ispitivanje interakcije proteina Nkx2.5 i p53 u in vitro uslovima metodom
,,GST pull down”

Za potrebe eseja ,,GST pull-down”, cDNK gena za humani Nkx2.5 je uklonirana
u vektor pGEX-6P-3 $to je omogucilo da se ovaj protein, fuzionisan sa proteinom GST,
eksprimira u bakterijskim Celijama. Da bi se u sisarskim celijama omogucila ekspresija
p53 fuzionisanog sa GFP, cDNK gena za humani p53 je uklonirana u vektor pEGFP-
Cl.

Nkx2.5-GST je eksprimiran u soju E. coli BL21 i iz bakterijskog lizata precis¢en
afinitativnom hromatografijom na glutation-sefarozi 4B.

Protein p53 je eksprimiran u Celijama cos7 u fuziji sa GFP (p53-GFP), nakon
transfekcije ¢elija cos7 konstruktom p53-pEGFP-CIl. 24 Casa nakon transfekcije
pripremljeni su proteinski ekstrakti u puferu EBC.

Ujednacene koliCine proteinaNkx2.5-GST i GST (koji je koris¢en kao negativna
kontrola), imobilisanih na matriksu od glutation sefaroze su inkubirane sa ekstraktom
¢elija cos7 u kojima je eksprimiran p53-GFP. Nakon uklanjanja nespecificno vezanih
proteina, proteini kompleksa su razdvajani elektroforezom na 12% denaturiSu¢im
poliakrilamidnim gelovima i analizirani Western blot metodom. Protein p53-GFP je
detektovan monoklonskim antitelom na humani p53 (razblazenim u odnosu 1:4000),
Kao sekundamo, koris¢eno je antitelo na miSje imunoglobuline konjugovano sa
peroksidazom rena, razblazeno 80000 puta. Hemiluminiscentni signal je detektovan
eksponiranjem filma za radiograflje. Rezultati ,,GST pull dowwn" eksperimenta su
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prikazani na Slici 11. Protein p53-GFP je detektovan u kompleksu sa proteinom
Nkx2.5-GST. Specifi¢nost interakcije je pokazana odsustvom signala u koloni GST koja
odgovara uzorku u kome su inkubirani imobilisani GST i ekstrakt Celija cos7 u kojima
je eksprimiran p53-GFP. Posto se u Celijama cos7 protein p53 eksprimira endogeno,
detektovana je i endogena forma proteina p53 u kompleksu sa Nkx2.5-GST, Sto
predstavlja dodatnu potvrdu interakcije ova dva transkripciona faktora u in vitro

uslovima.

Nkx2.5-GST GST K

P53-GFP

p53

Slika 11. Ispitivanje interakcije proteina Nkx2.5 i p53 u in vitro uslovima metodom ,, GST
pull-down”. Imobilisani proteini Nkx2.5-GST i GST su inkubirani sa ekstraktom celija cos7 u
kojima je eksprimiran p53-GFP. Nakon inkubiranja i uklanjanja nespecificno vezanih proteina,
proteini kompleksa su razdvojeni elektroforezom i analizirani Westem blot metodom. Lizat
transfekovanih éelija cos7 koriséen je kao pozitivna kontrola (K). U kompleksu sa Nkx2.5-GST.
kao i u pozitivnoj kontroli detektovan je i endogeni p53.

4.1.6.2. Ispitivanje interakcije proteina Nkx2.5 i p53 u in vivo uslovima metodom
koimunoprecipitacije

U cilju ispitivanja interakcije proteina Nkx2.5 1 p53 metodom
koimunoprecipitacije, proteini Nkx2.5 i p53 su eksprimirani u ¢elijama cos7 u fuziji sa
razliCitim dodacima (tag-ovima). cDNK gena za Nkx2.5 je uklonirana u eukariotski
ekspresioni vektor pCMVTag2B, Sto je omogucilo da se u eukariotskim ¢elijama
protein Nkx2.5 eksprimira sa tag-om FLAG (Nkx2.5-FLAG), cDNK gena za p53 je
uklonirana u vektor pEGFP-CI, §to je omogucilo da se protein p53 eksprimira u fuziji
sa proteinom GFP (p53-GFP). Celije cos7 su transfekovane ekspresionim vektorima u

slede¢im kombinacijama:
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1 pCMVTag2B i pEGFP-C1

2. Nkx2,5-pCMVTag2B i pEGFP-CI

3. Nkx2.5-pCMVTag2B i p53-pEGFP-CI

4, PCMVTag2B i p53-pEGFP-CI
Dvadeset Cetiri Casa nakon transfekcija, napravijeni su proteinski ekstrakti u puferu
EBC. Ekstrakti su inkubirani sa antitelom anti-FLAG koje je imobilisano na agarozi
CL-4B. Nakon uklanjanja nespecificno vezanih proteina pranjem imobilisanih
kompleksa puferom u kome je vrSeno vezivanje, proteini kompleksa su eluirani sa
matriksa i razdvajani elektroforezom na 12% denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu.
Proteini komleksa su analizirani metodom Westem blot. Za detekciju proteina p53 GFP,
kao primamo, koris¢eno je monoklonsko antitelo na p53, razblazeno 4000 puta, a kao
sekundamo, antitelo na miSje imunoglobuline konjugovano sa peroksidazom rena, u
razblazenju 1:80000. Protein Nkx2.5-FLAG je detektovan antitelom na FLAG
razblazenim 2000 puta. i antitetlom na misje imunoglobuline konjugovanim sa
peroksidazom rena, u razblaZenju 1: 80000.

Kao Sto je pokazano na Slici 12, protein p53-GFP je detektovan samo u
kompleksu sa proteinom Nkx2.5-FLAG nakon imunoprecipitacije proteina Nkx2.5-
FLAG antitelom na FLAG. Protein p53 nije detektovan u kontrolnim reakcijama.
Metodom koimunoprecipitacije potvrdjena je interakcija proteina Nkx2.5 1 p53

prethodno detektovana metodom ,,GST pull down".

Nkx2.5-FLAG: +
p53-GFP: - + +

I antiFLAG
Wh: anti p53

Wh: anti FLAG

Wh: anti p53

Slika 12. Ispitivanje interakcije proteina Nkx2.5 i p53 u itt vivo uslovima metodom
koimunoprecipitacije. Proteinski ekstrakti Celija cos? u kojima su eksprimirani proteini
Nkx2.5-FLAG i p53-GFP pojedinacno ili u kombinaciji, su inkubirani sa imobilisanim anti-
FLAG antitelom. Proteini formiranin kompleksa su razdvojeni elektroforezom i analizirani
metodom Westem blot. Koprecipitirani protein p53-GST je detektovan monoklonskim
antitelom na p53 (prvi panel). Prisustvo eksprimiranih proteina Nkx2.5-FLAG i p53-GFP u
ekstraktima transfekovanih Celija detektovano je Westem blot analizom (drugi i treCi panel).
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da transkripcioni faktori p53 i Nkx2.5

ostvaruju fiziCku interakeiju, kako je pokazano u in vitro i u in vivo uslovima.

4.2. Ispitivanje uticaja proteina CARP na aktivnost promotora gena
Ankrd2

Protein CARP, kao i analizirani protein Ankrd2, pripada familiji proteina MARP
koji se specificno eksprimiraju u Celijama skeletnih misica i srca i odlikuju prisustvom
ankirinskih ponovaka. Pokazano je da CARP deluje kao kofaktor, tj. kao negativni
regulator ekspresije gena specificno eksprimiranih u srcu, Cija je ekspresija pod
kontrolom faktora Nkx2.5 (Jeyasseelan, et al., 1997; Zou et al., 1997). Osim toga,
postoje pretpostavke da bi Clanovi familije MARP, medusobno, mogli biti u
funkcionalnoj vezi (Barash et al., 2007). Stoga je analiza regulacije aktivnosti
promotora gena Ankrd2 obuhvatila i ispitivanje uticaja proteina CARP na aktivnost
promotora gena Ankrd2, u prisustvu transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5 i1 p53, za
koje je pokazano da imaju potencijal da reguliSu ekspresiju gena Ankrd2. Za analize su
koridceni dualni luciferazni promotorski eseji u nediferenciranim misjim misSi¢nim
Celijama C2C12. c¢cDNK gena za humanu formu proteina CARP je uklonirana u
ekspresioni vektor pCDNAS3. Dobijeni konstrukt CARP-pCDNAS3 je propagiran u
¢elijama DH5a, odakle je izolovan metodom koja obezbeduje visok kvalitet i prinos
plazmidne DNK, oslobodjene endotoksina bakterija.

Celije C2C12 su transfekovane konstruktom CARP-pCDNAS3 u odgovarajucoj
kombinaciji sa reporterskim konstruktima (PromA-pGL4.1 i pRL-TK) i konstruktima
koji obezbeduju ekspresiju rekombinantnih faktora MyoD, Nkx2.5 i p53. Transfekcija
¢elija C2C12 reporterskim konstruktima i konstruktom CARP-pCDNA3 (1000 ng) u
odsustvu rekombinantnih proteina MyoD, Nkx2.5 i p53, posluzila je za analizu
neposrednog uticaja proteina CARP na aktivnost promotora Ankrd2.

4.2.1. Ispitivanje uticaja proteina CARP na aktivnost promotora gena Ankrd2 u
prisustvu transkripcionog faktora MyoD
U cilju ispitivanja uticaja proteina CARP na aktivnost promotora gena Ankrd2 u

prisustvu transkripcionog faktora MyoD, celije C2C12 su transfekovane reporterskim
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vektorima (500 ng PromA-pGL4.1 i 50 ng pRL-TK), 50 ng MyoD-pCDNA3 i rastu¢im
koliCinama konstrukta CARP-pCDNA3 (100 ng, 500 ng i 1000 ng). Relativna aktivnost
luciferaze izmerena u ekstraktima c¢elija u kojima je eksprimiran faktor MyoD u
odsustvu proteina CARP (Slika 13, 1 stubac) je uzeta kao jedini¢na vrednost. Kao Sto je
prikazano na Slici 13, prisustvo proteina CARP dovelo je do pojacanja efekta faktora
MyoD na promotor gena Ankrd2, za maksimalno 50 %. Rezultati su takode, pokazali da
CARP u odsustvu transkripcionog faktora MyoD nema uticaja na aktivnost promotora
gena Ankrd2 (Slika 13, 5. i 6. stubac).

StatistiCka znacCajnost (p<0,05) razlike relativne aktivnosti luciferaze u odnosu
na referentni uzorak, potvrdenaje za sve uzorke u kojima je eksprimiran rekombinantni
protein CARP (Slika 13, 2., 3. i 4. stubac).

Prikazani rezultati ukazuju da protein CARP, moZe imati stimuliSuéi efekat na
aktivnost transkripcionog faktora MyoD, tj. da moze indirektno uCestvovati u regulaciji
ekspresije gemAnkrd2.

\lyoD-pCDNA3 (ng) 50 50 50 50 0 0
CARP-pCDNA3 (ng) 0 100 500 1000 1000 0

Slika 13. Protein CARP modulise simulisuci efekat transkripcionog faktora MyoD na
promotor gena Ankrd2. Celije C2C12 su transfekovane reporterskim vektorima (500 ng
PromA-pGL4.1 i 50 ng pRL-TK), 50 ng MyoD-pCDNAS3 i rastuim koli¢inama CARP-
PCDNAS3. Relativna aktivnost luciferaze izmerena u ekstraktima Celija bez rekombinantnog
CARP-a (prvi stubac), uzeta je kao jedini¢na vrednost u odnosu na koju su normalizovane ostale
vrednosti.
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4.2.2. Ispitivanje uticaja proteina CARP na aktivnost promotora gena Ankrd2 u
prisustvu transkripcionog faktora Nkx2.5

U jedru, protein CARP ima ulogu transkripcionog kofaktora, delujudi
inhibitomo na ekspresiju gena koji su pod kontrolom Nkx2.5 (Zou et al., 1997). Posto
su rezultati prethodnih eksperimenata pokazali da Nkx2.5 ima stimuliSuci uticaj na
aktivnost promotora gena Ankrd2, ispitivan je i potencijalni modulatomi efekat proteina
CARP na aktivnost faktora Nkx2.5. Eksperimenti su dizajnirani tako S$to su celije
C2C12 transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK, 250 ng Nkx2.5-
PCDNAB i rastu¢im koli¢inama konstmkta CARP-pCDNAS3 (od 250 ng - 1000 ng).
Aktivnost luciferaza P. pyralis i R reniformis merena je u lizatima Celija 24 h nakon
transfekcije. Vrednost relativne aktivnosti luciferaze izmerene u ekstraktima celija u
kojima je eksprimiran Nkx2.5, u odsustvu proteina CARP (Slika 14, 1 stubac), uzeta je
kao jedini¢na vrednost. Relativne aktivnosti luciferaze u ekstraktima celija u kojima je
eksprimiran CARP nisu pokazivale statisticki znacajnu razliku u odnosu na jedini¢nu
vrednost (Slika 14, 2., 3., 4. i 5. stubac).

Prikazani rezultati pokazuju da protein CARP ne utiCe na efekat transkripcionog
faktora Nkx2.5 na promotor Ankrd2 u opsegu od 250 ng do 1000 ng. I u ovom
eksperimentu je potvrdeno da protein CARP, u odsustvu transkripcionog faktora, nema

uticaja na ispitivani promotor (Slika 14, 6.1 7. stubac).

Slika 14. Protein CARP ne menja stimulisuci efekat transkripcionog faktora Nkx2.5 na
promotor Ankrd2. Celije C2C12 su transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK,
250 ng Nkx2.5-pCDNAS3 i rastucim koli¢inama CARP-pCDNAS3. Relativna aktivnost luciferaze
izmerena u ekstraktima Celija bez rekombinantnog CARP-a (prvi stubac), uzeta je kao jedini¢na
vrednost u odnosu na koju su normalizovane ostale vrednosti.
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4.2.3. Ispitivanje uticaja proteina CARP na aktivnost promotora gena Ankrd2 u
prisustvu transkripcionog faktora p53

U cilju analize uticaja proteina CARP na regulatomu aktivnost transkripcionog
faktora p53 koju ostvamje na promotor gena Ankrd2, Celije C2C12 su transfekovane sa
500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK, 250 ng p53-pCDNAS3 i rastu¢im koli¢inama
CARP-pCDNAZ3. Aktivnost luciferaze P. pyralis i luciferaze R. reniformis merena je u
lizatima celija 24 h nakon transfekcije. Vrednost relativne aktivnosti luciferaze
izmerene u ekstraktima éelija u kojima je eksprimiran protein p53, u odsustvu proteina
CARP (Slika 15, 1 stubac), uzeta je kao jediniCna vrednost.

Kao Sto se vidi na Slici 15, pri porastu koli¢ine vektora CARP-pCDNA3 od 50
ng do 1000 ng, vrednosti relativne aktivnosti luciferaze se povecavaju. Statisticki
znaCajno (p<0,05) povecanje postignuto je sa 500 ng odnosno 1000 ng konstmkta
CARP-pCDNAS3 (Slika 15, 4. i 5. stubac), gde je relativna aktivnost luciferaze povec¢ana
2 odnosno 2,5 puta u odnosu na referentni uzorak. Rezultati su takode pokazali da
CARP nema uticaja na ispitivani promotor u odsustvu transkripcionog faktora (Slika 15,

6.1 7. stubac).

p53-pCDNA3 (ng) 250 250 250 250 250 0
CARP-pCDNA3 (ng) 0 50 250 500 1000 1000

Slika 15. CARP modulira dejstvo p53 na promotor gena Ankrd2. Celije C2C12 su
transfekovane sa 500 ng PromA-pGL4.1, 50 ng pRL-TK, 250 ng p53-pCDNA3 i rastu¢im
koli¢inama CARP-pCDNA3. Relativna aktivnost luciferaze izmerena u ekstraktima Celija bez
rekombinantnog CARP-a (prvi stubac), uzeta je kao jediniCna vrednost u odnosu na koju su
nonnalizovane ostale vrednosti.

Dobijeni  rezultati pokazuju da protein CARP moduliSe aktivnost
transkripcionog faktora p53, tj potencira njegovu aktivnost na promotoru gena Ankrd2.
Opisanim panelom eksperimenata je pokazano da protein CARP moZe delovati

kao modulator aktivnosti promotora Ankrd2 u prisustvu transkripcionih faktora MyoD i
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p53. Ujedno su identifikovana dva nova transkripciona faktora (MyoD i p53) cCiju
aktivnost moduliSe protein CARP. Takode, prvi put je pokazano da CARP moZe da

deluje i kao pozitivan kofaktor u regulaciji ekspresije gena.

4.3. Mapiranje regiona proteina Ankrd2 neophodnib za interakciju sa
transkripcionim faktorima p53, PML i YB-1 i sarkomernim proteinom

teletoninom

U ranijim istrazivanjima je pokazano da protein Ankrd2 interaguje sa
transkripcionim faktorima p53, YB1 i PML (Kojic et ai, 2004), i sa proteinima
sarkomere kao Sto su teletonin, titin, miopaladin i kalpain proteaza p94 (Miller et al.,
2003; Kojic et al, 2004). Pretpostavlja se da interakcije sa proteinskim partnerima
Ankrd2 ostvaruje posredstvom ankirinskih motiva, ali je ta pretpostavka potvrdena
jedino u slucaju vezivanja Ankrd2 i titina (Hayashi et al., 2008). S obzirom da su
ankirinski ponovci konzervisane strukture velikog broja proteina, i ne pokazuju visoku
specifiCnost u prepoznavanju peptidnih struktura, postavlja se pitanje, da li su za
proteinsko-proteinske interakcije koje ostvaruje Ankrd2 dovoljni ankirinski ponovci
(kao u slucaju titina), ili su potrebni i dodatni elementi. Metodom ,,GST pull-down”
analizirali smo interakciju serije deletanata Ankrd2 sa proteinima p53, YB1, PML i
teletoninom u cilju mapiranja regiona proteina Ankrd2 neophodnih za interakciju sa
proteinskim partnerima.

U ,,GST pull-down™ cksperimentima koriS¢ena je serija deletanata dobijenih
kloniranjem razliCitih regiona cDNK za Ankrd2 u vektor pGEX-6P-3. Koris¢eni
konstrukti su kodirali sledece varijante proteina Ankrd2 (Slika 16 ):

Ankrd2-GST, protein Ankrd2, od 5 do 333 ak, (A);
N-GST, N terminus proteina Ankrd2, od 5 do 120 ak, (N);
NA-GST, N terminus proteina Ankrd2 sa ankirinskim ponovcima, od 5 do 284 ak,
(NA);
AC-GST, C terminus proteina Ankrd2 sa ankirinskim ponovcima, od 121 do 333 ak,
(AC) i
C-GST, Cterminus proteina Ankrd2, od 280 do 333 ak (C).
Opisani konstrukti su koris¢em za ekspresiju proteina fuzionisanih sa proteinom

GST u bakterijskom sistemu.
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120 284 333 AK

NLS !

I ANK ANK | ANK T ANK ] ANK
A 5 - 333
N 5-120
NA  5-284

AC 121 -333
C 280 - 333
SA 97 - 333

Slika 16. Sematski prikaz deletanata proteina Ankrd2 koriséenih u eksperimentima GST
pull down. NLS (Nuclear localization signal)-signal za lokalizaciju u jedru, AK- amino-
kiseline, ANK- ankirinski motiv. Jedan od ankirinskih motiva na Semi predstavljen je belom
bojom zbog razlika u broju ankirinskih motiva dobijenih analizom primame aminokiselinske
strukture proteina Ankrd2 u razliCitim programima za analizu proteinskih motiva (Pfam i
SMART).

Eksprimirani rekombinantni proteini su precisceni i imobilisani na matriksu od
glutation sefaroze. Imobilisani proteini su potom, analizirani na denaturiSu¢im
poliakrilamidnim gelovima u cilju provere kvaliteta i procene koliina koje ¢e se
koristiti u ,,GST pull down” esejima (Slika 17).

M  GST A N NA AC C

Slika 17. Analiza kvaliteta proteina imobilisanih na glutation sefarozi Rekombinantni
proteini GST, Ankrd2-GST (A) i deletanti N-GST (N), NA-GST (NA), AC-GST (AC) i C-GST
(C), eksprimirani u bakterijama i imobilisani na glutation sefarozi su analizirani elektroforezom
na poliakrilamidnom gelu. Proteini su vizuelizovam bojenjem komasi plavim. M -marker
molekulskih masa. Brojevi oznaCavaju molekulske mase proteina markera u kDa.

Proteini Cija je interakcija sa Ankrd2 ispitivana, eksprimirani su u eukariotskim

¢elijama u kulturi (cos7 i U20S). Posto Celije cos7 eksprimiraju protein p53 endogeno,
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kao izvor proteina p53 koriScen je ekstrakt Celija cos7 koje su lizirane u puferu Ela.
Proteini YB1 i PML fuzionisani sa dodatkom FLAG su eksprimirani u celijama cos7
koje su prethodno transfekovane konstruktima PML-pCMVTag2B i YBI1-FLAG-
PCDNA3, Celije su lizirane 24 Casa nakon transfekcije u puferu Ela. Kao izvor
teletonina koris¢en je ekstrakt Celija U20S u kojima je eksprimirana rekombinantna
forma ovog proteina.

Jednake koliCine proteina Ankrd2 i deletanata fuzionisanih sa GST, imobilisanih
na glutation sefarozi (Slika 17) su inkubirane 12 h, u puferu Ela, sa po 300 pg
ekstrakata Celija u kojima su eksprimirani proteini p53, YB1-FLAG, PML-FLAG i
teletonin. Nakon uklanjanja nespecificno vezanih proteina, zaostali proteini kompleksa
su razdvajani elektroforezom na denaturiSuchn poliakrilamidnim gelovima i analizirani
metodom Western blot. Protein p53 je detektovan monoklonskim antitelom na humani
p53 (razblazenje 1:4000), proteini YB1-FLAG i PML-FLAG su detektovani
monoklonskim antitelom na polipeptid FLAG (1:2000), dok je teletonin detektovan
misjim poliklonskim antitelom na humani teletonin (1:500). Kao sekundarno, koris¢eno
je antitelo na misje imunoglobuline konjugovano sa peroksidazom rena, razblazeno
80000 puta.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 18. Teletonin je, osim sa proteinom
Ankrd2 (A), interagovao i sa deletantima NA i CA koji osim amino ili karboksi
terminusa sadrze i ankirinske ponovke. Do interakcije nije doSlo izmedju teletonina i
deletanata koji sadrze samo amino i karboksi terminus proteina, kao i sa samim
proteinom GST koji je koris€en kao negativna kontrola, MoZe se zakljuciti da su za
interakciju Ankrd2 i teletonina potrebni samo ankirinski ponovci.

S druge strane, proteini p53, YBl i PML su detektovani u kompleksu sa
proteinom Ankrd2 i deletantom NA koji sadrzi aminoterminus i ankirinske ponovke.
Interakcija proteina p53, YB1 i PML i deletanata N, AC i C nije detektovana, kao ni
interakcija sa GST. Dobijeni rezultati su ukazali da za interakciju izmedu proteina
Ankrd2 i proteina p53, YB1 i PML nisu dovoljni ankirinski ponovci vec i N-terminus.

Moze se zakljuCiti da se interakcija Ankrd2 i proteina sarkomere ostvaruje
uceS¢em ankirinskih ponovaka, dok je za vezivanje protema Ankrd2 i transkripcionih
faktora p53, YB1 i PML, osim ankirinskih pormvaka, neophodno i uceS¢e N terminusa

proteina Ankrd2.
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Slika 18. Mapiranje regiona proteina Ankrd2 koji ucestvuju u interakciji sa proteinima
YB1, p53, PML i teletoninom. Protein Ankrd2-GST (A) i deletanti N-GST (N), NA-GST
(NA), AC-GST (AC) i C-GST (C), kao i negativna kontrola (GST), imobilisani na glutation-
sefarozi, su inkubirani sa ekstraktima Celija u kojima su eksprimirani YB1-FLAG, p53, PML-
FLAG i teletonin. Proteini kompleksa su analizirani Westem blot metodom. Kao pozitivna
kontrola (INPUT) koriS¢eni su ekstrakti Celija (1 pg) u kojima su eksprimirani YB1-FLAG
(YB1), p53, PML-FLAG (PML) i teletonin (TEL).

U cilju definisanja struktura u okviru N terminusa proteina Ankrd2 potrebnih za
njegovu interakciju sa transkripcionim faktorima pripremljen je deletant proteina
Ankrd2 (SA), kome je nedostajalo 96 aminokiselina na N terminusu, tj sadrZavao je 23
aminokiselinska ostatka proksimalno uz ankirinske ponovke. Odgovarajuéa cDNK je
uklonirana u vektor pGEX-6P-3 pri ¢emu je dobijen konstrukt SA-pGEX-6P-3. Protein
SA-GST je eksprimiran u bakterijskom soju BL21, preciS¢en i imobilisan na glutation
sefarozi, a njegova interakcija sa proteinima p53, YB1 i PML je ispitivana metodom
,,GST pull down”.

Jednake koliCine proteina Ankrd2-GST, NA-GST, SA-GST i GST, imobilisanih
na glutation sefarozi (Slika 19) inkubirane su sa po 300 pg ekstrakata Celija u kojima su
eksprimirani  YB1-FLAG, p53 i PML-FLAG. Proteini kompleksa su razdvajani
elektroforezom u denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima i analizirani metodom
Westem blot.
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Slika 19. Analiza kvaliteta proteina imobilisanih na glutation sefarozi. Rekombinantni
proteini Ankrd2-GST (A), NA-GST' (NA) i SA-GST (SA), kao i negativna kontrola (GST),
eksprimirani u bakterijama i imobilisani na glutation sefarozi analizirani su elektroforezom na
poliakrilamidnom gelu. Proteini su vizuelizovani bojenjem komasi plavim. Brojevi predstavljaju
molekulske mase u kDa.

Protein p53 je detektovan monoklonskim antitelom na humani p53 (razblaZenje
1:4000), a proteini YB1-FLAG i PML-FLAG su detektovani monoklonskim antitelom
na polipeptid FLAG (1:2000). Kao sekundarno, koriseno je antitelo na misje
imunoglobuline konjugovano sa peroksidazom rena razblazeno 80000 puta. Kao Sto je
prikazano na Slici 20, proteini p53, YB1 i PML su detektovani u kompleksu sa
deletantom SA-GST, kao i sa pozitivnim kontrolama Ankrd2-GST (A) i NA-GST (NA).

Vezivanje sa negativnom kontrolom, proteinom GST je izostalo.

GST A NA SA INPUT

Slika 20. Mapiranje regiona N terminusa proteina Ankrd2 koji je pored ankirinskih
ponovaka potreban za interakciju Ankrd2 sa proteinima YB1, p53 i PML. Protein Ankrd2-
GST (A) i deletanti NA-GST (NA) i SA-GST (SA) kao i negativna kontrola (protein GST),
imobilisani na glutation-sefarozi, su inkubirani sa ekstraktima Celija u kojima su eksprimirani
YB1-FLAG, p53 i PML-FLAG. Proteini kompleksa su analizirani Western blot metodom. Kao
pozitivna kontrola (INPUT) koriS¢eni su ekstrakti Celija (Ipg) u kojima su eksprimirani YB1-
FLAG (YB1), p53 i PML -FLAG (PML).

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da su za interakciju proteina

Ankrd2 sa partnerima razliCite funkcije neophodni ankirinski ponovci. Za fizicku
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interakciju sa sarkomernim proteinima kao Sto je teletonin ankirinski ponovci su i
dovoljni, dok je vezivanje proteina Ankrd2 i transkripcionih faktora uslovljeno i
dodatnim regionom od najvise 23 aminokiseline proksimalno uz ankirinske ponovke u

okviru N terminusa (97-120 ak).
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5. DISKUSIJA

| pored intezivnih istraZzivanja koja se odnose kako na Ankrd2, tako i na celu
familiju MARP, veliki broj pitanja u vezi ovog proteina jo§ uvek ostaje otvoren,
uklju€ujuéi tu i mehanizam regulacije ekspresije, kao i bioloSki smisao mnogobrojnih
interakcija sa drugim proteinima.

U ovom radu, jedan deo istraZivanja se odnosio na ispitivanje regulacije
promotorske aktivnosti gena Ankrd2. Zbog malobrojnih podataka u literaturi, koji se
odnose na regulaciju ekspresije gena Ankrd2, bilo je znaCajno ispitati uticaj odabranih
transkripcionih faktora (MyoD, p53, Nkx2.5 i NF-kB) na promotor ovog gena i to onih
za koje su bioinformaticke analize, zajedno sa podacima iz literature, dale opravdanje.
Uzimajuci u obzir procese koji su regulisani ispitivanim transkripcionim faktorima,
mogli bi se izvesti i zakljuCci kako o nacinu regulacije gena Ankrdl, tako i o procesima
u kojima je produkt ovog gena ukljucen.

Pokazano je da protein CARP igra ulogu kofaktora u regulaciji ekspresije gena.
Osim toga, postoje pretpostavke da bi proteini familije MARP mogli biti funkcionalno
povezani (Barash et al, 2007). Zbog toga je ova studija obuhvatila i ispitivanje
potencijala proteina CARP da moduliSe aktivnost transkripcionih faktora koji imaju
uticaj na aktivnost promotora Ankrd?2.

Deo istrazivanja ove studije je bio posvecen i analizi proteinsko-proteinskih
interakcija koje Ankrd2 ostvaruje sa drugim proteinima (YB1, p53, PML i teletonin) i
obuhvatio je mapiranje regiona posredstvom kojih protein Ankrd2 ostvaruje interakcije

sa svojim partnerima.

5.1. Uticaj transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5, p53 i NF-kB na

aktivnost promotora gena Ankrd2

BioinformatiCka analiza proksimalnog regiona promotora gena Ankrd2, duzine
446 bp (439 do +7), je pokazala postojanje potencijalnih mesta za vezivanje
transkripcionin faktora MyoD, Nkx2.5, p53, i NF-kB (Pallavicini et al., 2001).

Pomenuti transkripcioni faktori su vazni za diferencijaciju i plasti¢nost skeletnih misi¢a
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(MyoD) i srca (Nkx2.5), kao i za odgovor Celije na razliCite vrste stresogenih faktora
(p53 i NF-kB). Osim toga, podaci iz literature pokazuju da opsti transkripcioni faktori
p53 i NF-kB uzimaju uceSca i u procesima karakteristi¢nim za misiénu celiju..

lako je jedna grupa autora pruZila dokaze da je ekspresija gena Ankrd2 pod
kontrolom transkripcionog faktora MyoD (Bean et al., 2005), bilo je znaCajno da se ova
relacija potvrdi i drugim metodoloskim pristupom. Mohamed i saradnici, su pokazali da
se longitudinalnim istezanjem miSi¢a dijafragme ekspresija Ankrd2 indukuje
posredstvom transkripcionog faktora NF-kB (Mohamed et al,, 2010). Medutim, u
literaturi, do sada nema podataka o uticaju NF-kB na ekspresiju gena Ankrd2 u
nediferenciranim misi¢nim celijama, ili tokom odgovora miSi¢ne Celije na neke druge
vrste stimulusa, pa je ispitivanje uticaja NF-kB na aktivnost promotora gena Ankrd2 u
mioblastima, bilo nau¢no opravdano.

Promotorska aktivnost gena Ankrd2 ispitivana je KkoriS¢enjem dualnih
luciferaznih  promotorskin eseja, kojima je testiran efekat rekombinantnih
transkripcionih faktora MyoD, Nkx2.5, p53 i endogenog NF-kB u nediferenciranim

misjim misiénim Celijama C2C12.

Transkripcioni faktor MyoD u miobiastima stimuliSe aktivnost promotora gena
Ankrd2

Ova studija je potvrdila rezultate Bean i saradnika (Bean et al., 2005) koji su
pokazali da je gen Ankrd2 pod kontrolom transkripcionog faktora MyoD. Pomenuta
grupa istrazivaca je do ovog zakljucka dosla drugaCijim metodoloSkim pristupom u
odnosu na onaj koji je koris¢en u ovom istraZivanju tj. prateci efekte odsustva ekspresije
MyoD u ¢elijama C2C12 u kojima je gen za MyoD bio ..utiSan”. Efekte ,,utiSavanja”
MyoD pratili su koriste¢i ,,micro arrav" tehnologiju. Na istom eksperimentalnom
modelu, ispitivali su i aktivnost reporterskog enzima pod uticajem promotora Ankrd2
(Bean et al, 2005), U ovoj studiji je ispitivan efekat ..overckspresije™ proteina MyoD u
¢elijama C2C12, na aktivnost reporterskog proteina luciferaze, koji se eksprimirao pod
uticajem promotora Ankrd2. Aktivnost luciferaze je pokazivala znaCajno povecanje, sa
povecanjem koli¢ine rekombinantnog MyoD.

Transkripcioni faktor MyoD ima centralnu ulogu u razvicu skeletnih misica.
Prisustvo ovog faktora u mioblastima, dovodi do obustavljanja njihove proliferacije,

pokretanja ekspresije misi¢no specificnih gena i fuzije mioblasta u visejedame miotube
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(miocite) (Maione i Amati, 1997). Smatra se, da je grupa gena koji su direktno
regulisani faktorom MyoD znaCajna za uspostavljanje i odrzavanje fenotipa miSicne
¢elije (Bean et al., 2005). Na osnovu rezultata ove studije i podataka koji su objavili
Bean i saradnici, protein Ankrd2 se moze svrstati u faktore preko kojih MyoD regulise
tok diferencijacije miSi¢a. Na znaCaj proteina Ankrd2 u miogenezi, ukazali su kasniji
eksperimenti Bean i saradnika, pokazavsi da promene u nivou ekspresije Ankrd2
znaCajno utiCu na uspostavljanje misiéno specificnog fenotipa, Osim toga, ova grupa
autora je pokazala da ,,overckspresija" Ankrd2 dovodi do inhibicije ekspresije glavnih
regulatora transkripcije u ¢elijama skeletnih miSica - faktora MyoD i miogenina (Bean
et al., 2008), S obzirom na dokaze o relaciji ova dva proteina, postoji mogucnost da
MyoD, uti¢uci na ekspresiju Ankrd2, reguliSe svoju sopstvenu ekspresiju.

Kao i drugi miogeni transkripcioni faktori, MyoD je aktivan i kod adulta. U
ovom periodu MyoD je regulisan neuralnim i humoralnim faktorima, i ucCestvuje u
odrZzavanju plasti¢nosti misi¢nog tkiva (Hughes et al., 1993). Shodno tome, moZe se
pretpostaviti da MyoD reguliSe ekspresiju Ankrd2 u toku remodelovanja diferenciranih
miSica.

Dugo se smatralo da su MyoD i drugi proteini familije bHLH aktivni samo u
gena imaju vezivna mesta za pojedine Clanove ove familije (Olson et al, 1993).
Medutim, istrazivanja u toku poslednje decenije su pokazala da je MyoD aktivan i u
Celijama srca, u Purkinjeovom snopu (Takebayashi-Suzuki et al., 2001; Harris et al.,
2004). Celije ovog provodnickog snopa se prostiru kroz unutrasnji zid sr€anih komora i
imaju razli¢it program genske ekspresije u odnosu na okolne celije miokarda. S obzirom
da se Ankrd2 eksprimira u istom odeljku srca (Moriyama et al., 2001) postoji

mogucnost da MyoD reguliSe ekspresiju Ankrd2 i u srcu.

Transkripcioni faktor Nkx2.5 u mioblastima stimuliSe aktivnost promotora gena
Ankrd?2

U ovom radu, promotorskim esejima je pokazano da u proliferiSué¢im
mioblastima faktor Nkx2.5 dovodi do pojaCane aktivnosti promotora Ankrd2. lako su u
eksperimentima koriS¢eni mioblasti, srodnost Celija srca i skeletnih miSica, kao i
¢injenica daje Ankrd2 eksprimiran i u srcu, daje nam mogucénost za pretpostavku da je
u miokardu ekspresija gena Ankrd2 regulisana transkripcionim faktorom Nkx2.5.
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Ujedno, rezultati ove studije su prvi podaci koji sugerisu jedan od mogucih mehanizama
regulacije ekspresije gena Ankrd2 u srcu.

Transkripcioni faktor Nkx2.5 je od sustinskog znaCaja za razvoj srca kod s\ih
ki€menjaka i aktivira se veoma rano tokom razvica u primordijalnim ¢elijama srca
(Jamali et al., 2001). U neonatalnom i adultnom sreu, Nkx2.5 je takode eksprimiran
(Toko et al., 2002). Uzimajuci u obzir da je tokom pojedinih faza razviéa Nkx2.5
prisutan i u drugim organima (tiroidea, jezik, slezina), smatra se da ovaj transkripcioni
faktor svoju ulogu ostvaruje preko ,,lokalnih” nukleamih kofaktora. U tom smislu, Zou i
saradnici su pokazali da Nkx2.5 reguliSe ekspresiju proteina CARP, koji bi mogao da
ima ulogu lokalnog regulatora transkripcije u srcu (Zou et al., 1997). Rezultati ove
svoj tkivno-specificni efekat. Ova pretpostavka je u korelaciji sa dokazima da Ankrd2,
kao kofaktor, moze da moduliSe ekspresiju proteina kao §to su MyoD, miogenin, Myhl
(myosin heavy chain 1), Cdknl (cyclin-dependent kinase inhibitor 1), Gadd45 (Growth
Arrest and DNA Damage 45), Bax (Bcl-2-associated X protein) i p21 (Bean et al.,
2008; Koji¢ et al., 2004).

Tokom embrionalnog razviéa protein Ankrd2 nije eksprimiran u srcu, dok je kod
adulta eksprimiran u komorama, medukomomim pregradama i apeksu (Moriyama et al.,
2001; Ishiguro et al., 2002), Sto sugriSe da se uticaj Nkx2.5 na ekspresiju Ankrd2
uspostavlja u adultnom stadijumu. U ranijim istrazivanjimaje pokazano da je ekspresija
Nkx2.5 u adultnom srcu indukovana razli¢itim inicijatorima hipertroflje kao Sto su
povisen pritisak, isoproterenol, fenilefrin (Thompson et al., 1998; Saadane e! al., 1999),
pa se moze ocCekivati da signalni putevi koji se aktiviraju navedenim stimulusima
ukljuCuju i aktivaciju gena Ankrd2. Uzimajuci u obzir ulogu Nkx2.5 i njegov uticaj na
ekspresiju Ankrd2, moZe se pretpostaviti da bioloski smisao funkcionalne sprege ova
dva proteina u adultnom srcu verovatno leZi u angaZovanju Ankrd2 u signalnim
putevima koji se aktiviraju nakon razli€itih vrsta stresa, ukljucujuéi i one koji dovode do
hipertrofije.

Transkripcioni faktor p53 u mioblastima stimuliSe aktivnost promotora Ankrd2
Ispitivanje uticaja rekombinantnog proteina p53 u mioblastima, pokazalo je

potencijal transkripcionog faktora p53 da reguliSe ekspresiju gena Ankrd2, $to ukazuje
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da bi Ankrd2, posredstvom p53 mogao biti ukljucen u opSte mehanizme zastite celije od
oStecenja.

Pitanje funkcionalne povezanosti proteina p53 i Ankrd2, do sada je razmatralo
nekoliko grupa autora i o€igledno je da su ova dva proteina u uzajamnoj vezi na vise
nivoa. Tako su Koji¢ i saradnici ustanovili da p53 i Ankrd2 medusobno interaguju
(Koji¢ et al., 2004). Pokazano je takode, daje ekspresija gena Cdknl, Gadd45, Bax i
p21, preko kojih p53 ostvaruje svoj apoptotski efekat, modulirana proteinom Ankrd2
(Bean et al., 2008). ,,Overekspresija” proteina Ankrd2 u céelijama C2C12, dovodi do
ometanja diferencijacije i indukovanja apoptoze. Kao objaSnjenje ovog efekta,
pretpostavlja se da Ankrd2 ometa diferencijaciju, podsticuéi ekspresiju proapoptotskih
gena, kao kofaktor p53 (Bean et al., 2008).

Rezultati ovog istraZzivanja ukazuju da funkcionalna veza izmedu Ankrd2 i p53
postoji na jos jednom nivou - na relaciji protein-gen. Naime, promotorskim esejima je
pokazano da prisustvo p53 pojaCava aktivnost promotora gena Ankrd2. Sa ovim
rezultatima u korelaciji je i Cinjenica da se tokom procesa diferencijacije poprecno
prugastih misSi¢nih Celija, ekspresija oba proteina - p53 i Ankrd2 - poveéava (Tamir i
Bengal, 1998; Palavicini et al., 2001), pa je verovatno da se putem p53 ostvaruje jedan
od nacina aktivacije gena Ankrd2.
kontrakcijama ili istezanju, navodi na zakljuCak da aktivacija p53 predstavlja
potencijalni mehanizam odbrane miSi¢ne Celije, od mehani¢kog, oksidativhog i
termalnog stresa koji se javlja pri misicnoj kontrakciji (Chen et al., 2002). U skladu sa
ovakvom pretpostavkom je i mogucnost p53 da indukuje ekspresiju proteina Ankrd2, s
obzirom daje Ankrd2 okarakterisan kao protein Cija se ekspresija indukuje kao odgovor
na razliCite vrste stresa u misicnoj Celiji. PoSto pojedini autori navode dokaze da su
proteini familije MARP povezani sa mehani¢kom stabilno$¢u sarkomere (Barash et al.,
2007), moze se pretpostaviti da p53 aktiviranjem ekspresije Ankrd2, pokrece i
mehanizme koji omogucavaju oCuvanje integriteta kontraktilne masinerije.

Posredstvom p53, protein Ankrd2 bi mogao biti angazovan i u mehanizmima
hipertrofrje miokarda, s obzirom da istezanje komora izmedu ostalog, dovodi i do
aktiviranja protein kinaze C koja fosforilacijom aktivira p53 (Leri et al., 1998; Leri et
al, 2000).

Jos jedan vazan aspekt koji ne treba zanemariti, odnosi se na sustinsku ulogu

p53 i Cinjenicu da, decenijama unazad, mnogi proteini dobijaju epitet po tome Sto
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funkcioniu ,,nizvodno od p53”. Uloga proteina p53 je vezana za odbranu Celije, a pre
svega genoma, od stresogenih faktora, kao $to su jonizujuca zracenja, virusi, hemijski
agensi itd. U prisustvu ovih agenasa p53 biva aktiviran i angazovan u jedru kao
aktivator gena Ciji produkti ucestvuju u odbrani Celije od stresa. Rezultati ove studije
ukazuju da i Ankrd2 pripada grupi gena regulisanih faktorom p53. Na osnovu toga moze
se pretpostaviti da ekspresija Ankrd2 moze.biti indukovana stresogenim faktorima. kao
Sto su zraCenja, onkogeni i virusi, a koji nisu u vezi sa kontraktilnim statusom miSicne
Celije. Takode, moguce je da aktivacijom ekspresije Ankrd2, faktor p53 obezbeduje
sopstveni kofaktor za aktivaciju proapoptotskih gena - Cdknl, Gadd45, Bax i p21 (Bean
etal., 2008; Koji¢ et al.. 2004).

Sinergisticko dejstvo transkripcionih faktora p53 i Nkx2.5 na aktivnost promotora
gena Ankrd?2

Uzimajuéi u obzir da se u promotoru gena Ankrd2 pretpostavljena mesta za
vezivanje transkripcionih faktora Nkx2.5 i p53 nalaze jedno uz drugo, nametnulo se
pitanje da li istovremeno prisustvo oba transkripciona faktora ima razliCit efekat od
efekta koji svaki od njih pojedinacno ima na promotor gena Ankrd2. Rezultati ove
studije su pokazali da izmedu Nkx2.5 i p53 postoji sinergisticki efekat u pogledu dejstva
na promotor gena Ankrd2, Sto navodi na pretpostavku da izmedu ovih transkripcionih
faktora postoji i fiziCka interakcija. Ova pretpostavka je potvrdena u in vitro, kao i u in
vivo uslovima. Potvrda interakcije Nkx2.5 i p53 je novi podatak koji se odnosi na
znaCajne regulatore transkripcije, ali za definisanje njenog Sireg smisla potrebna su dalja
istraZzivanja. U pogledu regulacije ekspresije gena Ankrd2, najverovatnije je da
interakcija izmedu Nkx2.5 i p53, u fizioloSkim uslovima, postaje znacajna u
kardiomiocitima adulta, tokom stanja koja dovode do remodelovanja komora. U tom
smislu, moZe se pretpostaviti da pojedina stanja zahtevaju ekstremno angaZovanje
Ankrd2, Sto bi se ostvarivalo delovanjem oba transkripciona faktora na promotor gena
ovog proteina.

Sinergisticko delovanje ova dva transkripciona faktora, ne samo da ukazuje na
moguci nacin regulacije ekspresije gena Ankrd2 u srcu, ve¢ naglaSava vaznost prisustva
Ankrd2 u ovom organu. Za sada, ne postoje studije koje se odnose na defmisanje uloge
Ankrd2 u miokardu, kako u normalnim fizioloskim uslovima, tako i u patoloskim

stanjima. Medutim, Moriyama i saradnici su uoCili da se region hromozoma 10 u okviru
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koga je mapiran gen Ankrd2, preklapa sa regionom u okviru kojeg su mapirani geni
asocirani sa dilatiranim kardiomiopatijama (Moriyama et al.,, 2001). Rezultati ove
studije, mogli bi biti dodatni podsticaj za istrazivanja koja bi ukazala na znaCaj proteina
Ankrd2 u srcu.

Endogeni transkripcioni faktor NF-kB u mioblastima nema uticaja na aktivnost
promotora Ankrd2

Rezultati ove studije su pokazali da transkripcioni faktor NF-kB u
nediferenciranim misi¢nim celijama, nema uticaja na ispitivani region promotora gena
Ankrd2. Podaci iz literature pokazuju da NF-kB utiCe na razliCite procese koji su
karakteristicni za miSice, kao i da u dijafragmi miSa regulide ekspresiju gena Ankrd2.
Tako je pokazano da faktor NF-kB mozZe biti aktiviran kontrakcijama (Hollander et al.,
2001), mehanickim istezanjem (Kumar et al, 2003), ili kao posledica mitohondrijalnog
stresa u Celijama skeletnih miSica (Biswas et al., 2003). U mioblastima koji su
podvrgnuti mehani¢kom stresu, dolazi do aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, kao
i proteina FAK (Focal Adhesion Kinase), Rac-1 i GTP-aze, Sto za posledicu ima
podsticanje dalje proliferacije mioblasta i ometanje diferencijacije mioblasta u miotube
(Kumar et al., 2004). Mohamed i saradnici su pokazali da faktor NF-kB uzima uce$c¢a u
regulaciji gena Ankrd2 tokom longitudinalnog istezanja (Mohamed et al., 2010)
Medutim, nema podataka da li bi faktori familije NF-kB mogli uticati na ekspresiju
Ankrd2 u prisustvu drugih vrsta stresa ili u nediferenciranim misi¢nim celijama. Zbog
toga je bilo znaCajno da se uticaj faktora NF-kB na promotor gena Ankrd2 ispita i na
modelu koji je koris¢en u ovoj studiji - proliferiSu¢im mioblastima.

Primenom dualnih luciferaznih promotorskih eseja, nije evidentiran uticaj NF-
kB na aktivnost promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim misjim misi¢nim celijama.
Meduim, negativni rezultati eksperimenata u ovom radu, nisu u suprotnosti sa do sada
objavljenim rezultatima. Mohamed i saradnici su objavili dokaze da longitudinalno
istezanje dijafragme miSa dovodi do aktivacije subjedinica p50 i p65 familije NF-kB
koje se nakon migracije ujedro vezuju za promotor gena Ankrd2 i intenziviraju njegovu
ekspresiju. S druge strane, transferzalno istezanje dijafragme dovodilo je do indukcije
ekspresije gena Ankrd2 na drugi naCin - preko proteina APl (Mohamed et al., 2010),
Na osnovu rezultata pomenute grupe autora kao i rezultata ove studije, moZe se

pretpostaviti da je ekspresija gena Ankrd2 pod kontrolom NF-kB, ali se taj mehanizam
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regulacije uspostavlja, nakon diferencijacije rniSiéne celije i uspostavljanja njene
funkcije.

U ovom radu je potvrderi jedan (miSi¢no specifi¢ni transkripcioni faktor MyoD)
I identifikovana su dva (sr€ano-specificni transkripcioni faktor Nkx2.5 i opsti
transkripcioni faktor p53) transkripciona faktora, koja imaju pozitivan (stimuliSuci)
efekat na promotor gena Ankrd2. Takode, eksperimenti u ovoj studiji su pokazali da
MyoD deluje snaznije na promotor gena Ankrd2 od faktora Nkx2.5 i p53, ali za potvrdu
ovih relacija potrebna su dalja i detaljnija istrazivanja. KonaCna potvrda uticaja
pomenutih transkripcionih faktora na aktivnost promotora gena Ankrd2 zahteva
koriS¢enje i drugih eksperimentalnih modela, kao i potvrdu direktne fizicke interakcije

transkripcionih faktora i specificnih nukleotidnih sekvenci analiziranog promotora.

5.2. Uticaj proteina CARP na aktivnost promotora gena Ankrd2 u
prisustvu faktora MyoD, p53 i Nkx2.5

Rezultati ove studije su pokazali da protein CARP moZze, indirektno, moduliSuci
aktivnost transkripcionih faktora MyoD i p53, da uti¢e na promotor gena Ankrd2 (Koji¢
et al., 2010). Na taj nacin, identifikovana su dva nova transkripciona faktora - MyoD i
p53 - Cija je aktivnost modulisana proteinom CARP. Istovremeno, rezultati su ukazali
na novu funkciju proteina CARP - ulogu pozitivhog modulatora ekspresije gena.

Protein CARP, kao i Ankrd2, pripada familiji proteina koji se specificno
eksprimiraju u popre¢no prugastim misiénim celijama i odlikuju prisustvom ankirinskih
ponovaka. DosadaSnja istraZivanja su pokazala da CARP deluje kao negativni regulator
transkripcije gena kao Sto su srcani troponin C, ANF (atrial naturetic factor) i laki lanac
miozina komora, Cija je ekspresija inaCe regulisana transkripcionim faktorom Nkx2.5
(Jeyasseelan, et al., 1997; Zou et al., 1997). Takode, postoje pretpostavke da bi proteini
familije MARP mogli biti funkcionalno povezani (Barash et al., 2007). Stoga je analiza
regulacije aktivnosti promotora gena Ankrd2 obuhvatila i ispitivanje uticaja proteina
CARP, kako samostalno, tako i kao modulatora aktivnosti transkripcionih faktora koji
pokazuju uticaj na promotor Ankrd2.

Za razliku od prethodnih istraZzivanja koja su pokazala da CARP ima ulogu
negativnog modulatora aktivnosti transkripcionog faktora Nkx2.5, rezultati ove studije
pokazuju da protein CARP ne modulira uticaj Nkx2.5 na promotor Ankrd2. Osim toga,
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protein CARP se pokazao kao pozitivan modulator aktivnosti transkripcionih faktora
MvoD i p53. U odsustvu transkripcionih faktora MyoD i p53, efekat pojaCavanja
ekspresije je izostao,

U prisustvoi proteina CARP, efekat transkripcionog faktora MyoD na promotor
gena Ankrd2 bio je intenziviran za maksimalno 50 %, dok je efekat p53 bio pojafan
maksimalno 2,5 puta. Ovaj nivo pojacanja efekta faktora MvoD i p53 ha promotor gena
Ankrd2, u prisustvu proteina CARP, mogao bi biti znaCajan u fizioloSkim uslovima, ali
potvrde te relacije.

Moguci znaCaj uticaja proteina CARP na promotor gena Anb'd2, u fizioloSkim
usiovima moZe se razmatrati u viSe konteksta. Tokom razviCa, ekspresija proteina
Ankrd2 i CARP se vremenski i prostomo u potpunosti ne preklapaju. Protein CARP je
pre svega eksprimiran u srcu, kako u toku embrionalnog razvica, tako i kod adulta
(Tsukamoto et al., 2002j, a njegova intenzivirana ekspresija je jedan od prvih
pokazatelja hipertrofije srca (Aihara et al., 2000). Ankrd2 je eksprimiran u
kardiomiocitima adultnog srca i to samo u pojedinim odeljcima, gde je mehanizam
regulacije njegove ekspresije potpuno nepoznat ( Moriyama et al., 2001; Ishiguro et al.,
2002). Kao §to je ve¢ pomenuto, p53 se aktivira tokom istezanja miokarda i hipertrofije
srca, pa se moze pretpostaviti da su upravo uslovi stresa i hipertrofije miokarda, faze
kadaje potrebno da se uticaj p53 na Ankrd2, dodatno podstakne i preko CARP-a.
eksperimentima sa ,.knock-out™ miSevima kod kojih proteini familije MARP odsustvuju
pojedinacno ili u medusobnoj kombinaciji, pokazano je daje prisustvo proteina familije
MARP u periodu diferencijacije, bitno za pravilno formiranje miSiénog fenotipa
(Barash, et al., 2007). S obzirom na relacije pokazane u ovom radu, verovatno je, daje u
periodu embriogeneze, ekspresija Ankrd2 posredstvom MyoD i p53 regulisana dodatno
i preko proteina CARP. Za skeletne miSice adulta nije karakteristicno prisustvo proteina
CARP (Ishiguro et al, 2002). Medutim, pokazano je da pojedini stimulusi ili patoloska
stanja, mogu da indukuju ekspresiju ovog proteina i u miocitima adulta (Barash et al.,
2003; Tsukamoto et al., 2002). To ukazuje na mogucnosti da se ekspresija Ankrd2
posredstvom MyoD i p53, moze modulisati uticajem proteina CARP i u adultnom
stadijumu.

Uticaj proteina CARP na ekspresiju Ankrd2, verovatno nije od vitainog znacaja,

ali bi mogao biti znaCajan za flnu regulaciju ekspresije ovog gena tokom znacajnih
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rearanzmana u celiji koji su regulisani faktorima MyoD i p53, Takode, interesantan
aspekt je mogucnost jednog od proteina da utiCe na ekspresiju srodnog proteina, Sto

baca svetlo na znacaj njihove funkcionalne povezanosti.

5.3. Interakcija Ankrd2 sa sarkomernim proteinom teletoninom i
transkripcionim faktorima p53, YB1 i PML ostvaruje se uceSem
razliCitih motiva

Jedan deo istraZzivanja u ovom radu se odnosio na ispitivanje interakcija koje
Ankrd2 ostvaruje sa drugim proteinima. Pokazano je da Ankrd2, ima raznorodne
proteinske partnere. Ovaj protein ostvaruje interakciju sa transkripcionim faktorima
p53, YBl i PML, dok u sarkomeri, ostvaruje kontakte sa teletoninom titinom,
miopaladinom i kalpain proteazom p94, formirajuci tako jedan od mehanosenzomih
sistema vezanih za titin (Miller et al., 2003; Koji¢ et al., 2004). Shodno funkciji, koja
podrazumeva proteinsko-proteinske kontakte, primama struktura proteina Ankrd2 je
»opremljena” ankirinskim ponovcima, motivima koji su predodredeni za ostvarivanje
interakcija sa drugim proteinima. Ankirinski motivi su organizovani u vidu alfa spirala
koje su medusobno razdvojene petljama. Nacin pakovanja ovih spirala u peptidnoj
stmkturi formira idealnu povrSinu za interakciju sa dmgim proteinima, nezavisno od
njihove sekvence ili stmkture (Mosavi el al., 2004). Medutim, namece se pitanje da li su
za intezivne proteinske interakcije, koje ostvamje protein Ankrd2 osim ovih
konzervisanih motiva, potrebne joS neke stmkture. Da bi se dao odgovor na ovo pitanje,
analizirana je interakcija deletanata Ankrd2 sa proteinima Cija je interakcija sa Ankrd2
potvrdena ranije. Rezultati su pokazali da se interakcije Ankrd2 sa transkripcionim
faktorima i sa sarkomernim proteinima, ostvaruju na razliCite nacine.

Za interakciju Ankrd2 sa sarkomemim proteinom teletoninom, potrebni su samo
ankirinski ponovci. Ovi rezultati su u korelaciji sa rezultatima koje su dobili Hayashi i
saradnici, pokazavsi da za interakciju Ankrd2 sa sarkomemim proteinom titinom, nije
potreban N-terminalni deo proteina Ankrd2 (Hayashi et al., 2008). Ista gmpa autora je
pokazala da je Ankrd2 supstrat kalpain proteaze p94, koja na mestu Arg 77 vrsi
proteolizu i na taj naCin odstranjuje deo N terminusa, Sto dodatno stabiliSe interakciju

ostatka proteina Ankrd2 i titina. Takode, najnovija istraZivanja pokazuju, da su za
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interakciju Ankrd2 sa sarkomemim proteinom ZASP dovoljni samo ankirinski ponovci
(G Faulkner, razmena podataka u okviru kolaborativnog projekta),

S druge strane, vezivanje Ankrd2 sa proteinima p53, YB1 i PML, pored
ankirinskih ponovaka zahteva i N terminus. Ovi rezultati sugeriSu da bi se Ankrd2
mogao vezivati na razliCite naCine za proteine jedra i citoplazme/sarkomere. Ovakvo
..ponasanjc" moglo bi se objasniti pretpostavkom da ankirinski ponovci, kao nedovoljno
selektivne strukture, nisu dovoljni za ostvarivanje interakcija izmedu Ankrd2 i proteina
p53, YB1 i PML. Ocigledno je, daje za ostvarivanje intezivnih proteinsko-proteinskih
kontakata, osim ankirinskih motiva, potrebno angazovanje i dodatnih struktura koje bi
stabilisale proteinske komplekse ili obezbedile specifinost u prepoznavanju proteina.

U cilju blizeg definisanja dodatnih struktura potrebnih za interakciju Ankrd2 sa
proteinima p53, YB1 i PML analizirane su interakcije ovih proteina sa proteinom
Ankrd2 kod kojeg je deletiran jedan deo N terminusa (prvih 96 amino kiselina).
Rezuitati ovih analiza su pokazali daje preostali deo N terminusa (izmedu NLS signala
i ankirinskih ponovaka) dovoljan da, sa ankirinskim ponovcima, omoguci vezivanje
proteina Ankrd2 sa p53. YBL1 i PML.

Jedno od objasnjenja na koji naCin sekvenca- izmedu NLS signala i ankirinskih
ponovaka - ucCestvuje u ostvarivanju fiziCke interakcije izmedu Ankrd2 i jedamih
proteina, jeste mogucnost da ovaj deo peptida stabilizuje trodimenzionalnu stmkturu
koja se preko ankirinskih ponovaka stvara prilikom kontakta Ankrd2 i proteina p53,
YB1 i PML. Na ovaj nacin povecava se i mogucnost proteina Ankrd2 da interaguje sa
vecim brojem proteinskih partnera.

Sumarno, rezultati ove studije, sugeriSu da protein Ankrd2 moze biti ukljucen ne
samo u primami odgovor poprecno pmgaste miSiéne Celije na adekvatne stimuluse,
nego i u procese na kojima se zasniva adaptacija miSi¢éa na dugorocne fizioloSke
zahteve. Rezulati ispitivanja regulacije ekspresije gena Ankrd2, pokazuju da se
aktiviraju rano, joS u toku embrionalnog razvia. Osim toga, transkripcioni faktori,
kljuéni za diferencijaciju i razvoj skeletnih miSica (MyoD), i srca (Nkx2.5), postaju
znaCaini i u diferenciranim misi¢nim celijama, tokom odgovora na stimuluse Koji
zahtevaju znaCajne rearanZmane tj. remodelovanje miSic¢a. Na taj nacin, protein Ankrd2
je verovatno angazovan, kako u procesu razvoja i diferencijacije, tako i u odrzavanju

plasti¢nosti poprecno-prugastog misi¢nog tkiva.
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Rezultati o potencijalnoj ulozi transkripcionog faktora Nkx2.5 u regulaciji
ekspresije gena Ankrd2, su prvi podaci koji sugeriSu nacin regulacije ekspresije gena
Ankrd2 u srcu, ana taj naCin i mogucu ulogu proteina Ankrd2 u miokardu.

Dokazi o uticaju proteina p53. kao transkripcionog faktora, na ekspresiju gena
Ankrd2, dati u ovoj studiji, kao i moguénost proteina Ankrd2 da modulise ekspresiju
proapoptotskih gena regulisanih faktorom p53 (Bean et al., 2008), ukazuje da Ankrd2
uzima uceSce u mehanizmima na kojima se zasniva ocuvanje integriteta Celije, kao i to
da verovatno predstavlja jednu vrstu spone izmedu miSi¢no-specificnog programa
ekspresije i opStih mehanizama zastite Celije od oStecenja.

Ispitivanje aktivnosti promotora gena Ankrd2 pod uticajem proteina CARP,
ukazalo je ne samo na postojanje fine regulacije analiziranog promotora nego i na novu
ulogu proteina CARP kao pozitivnog regulatora ekspresije gena. Posebno interesantan
aspekt je pitanje uzajamnog odnosa medusobno homologih proteina, kako su u svom
radu nagovestili Barash i saradnici (Barash et al., 2007), Sto bi mogao biti predmet
daljih Istrazivanja.

Dokazi o uceSéu faktora znacCajnih za razvoj poprecno prugastih misi¢nih celija
kao Sto su MyoD i Nkx2.5 u regulaciji promotora gena Ankrd2, nisu dovoljni da objasne
protein zastupljen preferencijalno u sporim miSiénim vlaknima, a u srcu samo u
pojedinim odeljcima. To sugeriSe na uceS¢e lokalnih ili epigenetskih faktora koji bi
mogli dodatno regulisati ekspresiju ovog gena.

Postojanje dodatnih struktura koje pored ankirinskih ponovaka ucestvuju u
vezivanjima Ankrd2 za druge proteine je svojstvo koje povecava ,kapacitet” vezivanja
Ankrd2 za druge proteine. Ovakva osobina je potpuno u skladu sa njegovom
pretpostavljenom ulogom u signalnim putevima, odnosno dinami¢kom lokalizacijom i
intenzivnim interakcijama koje ostvaruje sa drugim proteinima. Signalnu ulogu proteina
Ankrd2 sugeriSu ne samo postoje€i podaci iz literature, veC i najnovijia istraZivanja u
okviru kojih je identifikovano preko 20 novih proteinskih partnera Ankrd2. Medu tim
novootkrivenim partnerima su razli€iti transkripcioni faktori, proteini sa PDZ motivima
I proteini sa SH3 domenom (G Faulkner, razmena podataka u okviru kolaborativnog
projekta). Buduca istaraZivanja trebalo bi da objasne dinamiku i na¢in vezivanja Ankrd2

sa mnogobrojnim partnerima, kao i bioloski smisao tih interakcija,
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6. ZAKLJUCCI

| Ekspresija rekombinantnog transkripeionog faktora MyoD, kljucnog faktora
diferencijacije skeletnih miSica, stimuliSe aktivnost promotora gena Ankrd2 u
nediferenciranim misjim miSi¢nim éelijama C2C12.

[ | Ekspresija rekombinantnog transkripcionog faktora Nkx2.5, kljutnog faktora
razvica srca, stimuliSe aktivnost promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim misjim
miSicnim ¢éelijama C2C12, §to je prvi rezultat koji ukazuje na mehanizam regulacije
ekspresije proteina Ankrd2 u srcu.

| Ekspresija rekombinantnog transkripcionog faktora p53 stimuliSe aktivnost
promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim misjim misicnim celijama C2C12, Sto
protein Ankrd2 povezuje sa opStim mehanizmima zastite integriteta éelije.

| Endogeni transkripcioni faktor NF-kB. aktiviran citokinom TNFa, nema uticaja
na aktivnost promotora gena Ankrd2 u nediferenciranim misjim misicnim celijama
C2C12.

[ | Rekombinantni  transkripcioni  faktori Nkx2.5 1 p53, eksprimirani u
nediferenciranim misjim misiénim ¢éelijama C2C12, pokazuju sinergisticko dejstvo na
aktivnost promotora gena Ankrd2.

[ | Proteini Nkx2.5 i p53, medusobno interaguju, $to je pokazano u in vivo
(metodom koimunoprecipitacije) i u in vitro (metodom ,,GST puli down") uslovima.
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[ | Rekombinantni protein CARP, eksprimiran u nediferenciranim misjim misi¢nim
Celijama stimuliSe efekat transkripcionih faktora MyoD i p53 na aktivnost promotora
gena Ankrdl, Sto je prvi rezultat koji ukazuje na ulogu proteina CARP kao pozitivnog
modulatora ekspresije gena.

| Rekombinantni protein CARP, eksprimiran u nediferenciranim misjim misi¢nim
¢elijama C2C12 ne modulira uticaj transkripcionog faktora Nkx2.5 na promotor gena
Ankrd2.

[ | Ankirinski ponovci su neophodni i dovoljni za interakciju proteina Ankrd2 sa
sarkomemim proteinom teletoninom.

[ | Interakcija proteina Ankrd2 sa proteinima p53, YBL i PML, osim ankirinskih
motiva, zahteva prisustvo regiona od 97. do 120. aminokiseline u okviru N terminusa
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