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Analiza uloge gena SOX1 i SOX3 u promovisanju malignog fenotipa Celija
glioblastoma
Sazetak:

Glioblastom, glioma tumor gradusa IV, je naje$¢i maligni tumor mozga kod
odraslih i jedan od najsmrtonosnijih tipova tumora. | pored agresivne terapije koja obuhvata
hirurs§ko uklanjanje tumora, radio- i hemio-terapiju, prose¢no prezivljavanje bolesnika sa
ovim tipom tumora je oko 15 meseci. Glioblastom (GBM), pored tumorskih ¢elija, sadrzi i
populaciju samo-obnavljaju¢ih tumor-iniciraju¢ih mati¢nih c¢elija (mati¢ne Celije
glioblastoma) koje se smatraju odgovornim za nastanak, progresiju, metastaziranje i
rezistenciju na terapiju.

Geni SOXB1 podgrupe (SOX1, SOX2 i SOX3) kodiraju regulatorne proteine koji
imaju znacajne uloge u mnogim procesima u toku razvi¢a, kao §to su odrzavanje
pluripotentnosti mati¢nih ¢elija i odrzavanje populacije neuralnih progenitora u
pluripotentnom 1 proliferiSu¢em stanju. Ovi geni imaju 1 znacajne funkcije u procesu
karcinogeneze. Ekspresija gena ove podgrupe detektovana je u GBM. Funkcija gena SOX2
je dobro proucena kod ovog tipa tumora; pokazano je da ovaj gen promovise maligni
potencijal ¢elija GBM 1 neophodan je za odrZavanje tumorogenog potencijala mati¢nih
¢elija glioblastoma. Za razliku od gena SOX2, uloga gena SOX1 i SOX3 u ¢elijama GBM
jo$ uvek nije dovoljno istrazena. Stoga, u okviru ove doktorske disertacije analizirana je
uloga ovih gena u ¢elijama glioblastoma.

Dobijeni rezultati pokazuju da ¢elijske linije GBM eksprimiraju gen SOX1. Pored
toga, u uslovima utiSane ekspresije proteina SOX1 detektovano je smanjenje
proliferativnog kapaciteta, vijabilnosti i migratornog potencijala U251 celija GBM, kao i
povecanje broja ovih Celija u senescenciji. Nakon dediferencijacije ¢elijskih linija GBM
detektovano je povecanje ekspresije gena SOX1 u poredenju sa ekspresijom uocenom u
njihovim parentalnim celijama. Nivo ekspresije gena SOX1 povecan je u kulturama
mati¢nih ¢elija glioblastoma u poredenju sa ekspresijom ovog gena u imortalizovanim U87
1 U251 ¢elijama; pri diferencijaciji ovih kultura uoceno je smanjenje ekspresije gena SOX1.
UtiSavanje ekspresije gena SOX1 u GNS166 kulturi maticnih ¢elija GBM dovodi do

smanjenja proliferativnog kapaciteta i vijabilnosti ovih ¢elija.



Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da ¢éelijske linije GBM i GBM tumori
eksprimiraju gen SOX3. Ekspresija gena SOX3 povecana je kod veéine uzoraka GBM
tumora u odnosu na ekspresiju detektovanu u netumorskom mozdanom tkivu. Nivo
ekspresije ovog gena ne korelira sa prezivljavanjem obolelih. U uslovima povecane
ekspresije proteina SOX3 uoceno je povecanje proliferativnog kapaciteta, vijabilnosti,
migratornog i invazivnog potencijala ¢elija GBM. Poveéanje ekspresija proteina SOX3 ne
uti¢e na aktivnost WNT signalnog puta, povecava aktivnost Hedgehog signalnog puta i ima
inhibitorni efekat na proces autofagije u c¢elijama GBM. Radioterapija y zraCenjem ne
dovodi do promene ekspresije gena SOX3 u ¢elijama GBM, dok efekat temozolomida na
ekspresiju ovog gena zavisi od koncentracije (doze) temozolomida i tipa ¢elija GBM.
Detektovano je da je dediferencijacija celijskih linijja poreklom od GBM pracena
povecanjem ekspresije gena SOX3, kao i da je nivo ekspresije ovog gena povecan u
kulturama mati¢nih ¢elija glioblastoma u poredenju sa ekspresijom u imortalizovanim U87
1 U251 ¢elijama GBM. Pri diferencijaciji ovih kultura uo¢eno je smanjenje ekspresije gena
SOXa3.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da geni SOX1 i SOX3 promovisu
maligni fenotip celija GBM, kao 1 da visoka ekspresija ova dva gena korelira sa
nediferenciranim stanjem maticnih ¢elija GBM, §to ukazuje na potencijalnu ulogu gena
SOX1 i SOX3 u odrzavanju populacije mati¢nih ¢elija glioblastoma.

Jedna od perspektivnih strategija u leCenju malignih bolesti je diferencijaciona
terapija koja ima za cilj diferencijaciju Celija tumora S§to vodi ka smanjenju njihovog
malignog potencijala. Stoga, u okviru ove disertacije analiziran je i efekat all-trans
retinoicne kiseline (RK), jednog od najeSce primenjivanih agensa u diferencijacionoj
terapiji, na osobine U251 c¢elija GBM. Rezultati ove analize su pokazali da RK smanjuje
vijabilnost, menja nac¢in migracije i dovodi do promene morfologije ¢elija GBM, ali ne
indukuje neuralnu diferencijaciju ovih celija. Takode, efekat RK na sposobnost adhezije
U251 c¢celija GBM za komponente ekstracelijskog matriksa zavisi od primenjene
koncentracije ovog agensa. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su potrebna

dodatna istraZivanja pre potencijalne primene RK u terapiji GBM.
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Analysis of the role of SOX1 and SOX3 genes in promotion of malignant phenotype of
glioblastoma cells
Abstract:

Glioblastoma (GBM), a grade IV of glioma, is the most common adult brain tumor
and one of deadliest cancers. Despite aggressive treatment, including surgical resection,
chemotherapy and radiation, the median survival of patients with glioblastoma is 15
months. A growing body of evidence indicates that GBM contains a population of self-
renewing tumor-initiating cells (glioblastoma stem cells - GSCs) that drive tumor initiation,
propagation, metastasis and therapy resistance.

SOXB1 genes (SOX1, SOX2 and SOX3) encode transcription regulators with
important roles in embryonic development and carcinogenesis. Literature date revealed that
SOXB1 genes are expressed in GMB tumor samples. The role of one member of this group,
SOX2 gene, is well documented in GBM. It was shown that SOX2 gene promotes malignant
potential of GBM cells and it is mandatory for maintenance of tumorogenicity of GSCs.
Since the function of SOX1 and SOX3 genes in GBM still remains to be established, the
aim of this thesis was to analyze the role of these genes in GBM.

Obtained results demonstrated that all analyzed GBM cell lines express SOXI.
Downregulation of this gene expression decreases proliferation, viability and migration,
and induces senescence of U251 cells. Furthermore, dedifferentiation of GBM cells is
accompanied by increase of SOX1 level compared to that in parental cells. Expression of
this gene was significantly increased in patient-derived GSC cultures compared to that in
U87 and U251 cells; downregulation of SOX1 gene expression was Seen upon
differentiation of GSCs. In addition, knock-down of this gene expression reduced
proliferation and viability of GSCs.

Results obtained in this thesis reveal SOX3 expression in GBM cell lines and tumor
tissue; the expression of this gene was elevated in the most of analyzed GBM samples
compared to expression levels detected in non-tumoral brain tissues. A high SOX3
expression was not associated with the overall survival of GBM patients. Ectopic
overexpression of this gene increased proliferation, viability, migration and invasion of

GBM cells. Moreover, it was found that SOX3 protein overexpression had no influence on



WNT signalling but increased activity of Hedgehog signaling pathway and decreased
autophagy in GBM cells. Radiotherapy had no impact on SOX3 expression in GBM cells,
while effect of temozolomide is dose- and cell type-specific. Dedifferentiation of GBM
cells was accompanied by increase of SOX3 level compared to that in parental cells and
expression of this gene was increased in patient-derived GSC cultures compared to that in
U87 and U251 cells. Moreover, the expression of SOX3 was decreased upon differentiation
of GSC cultures.

Overall, it could be concluded that SOX1 and SOX3 genes promote malignant
phenotype of GBM cells and that a high-level of expression of these genes is associated
with undifferentiated state of GBM cells and it is important for maintaining of GSCs.

One of the new therapeutic approaches for treating cancer is differentiation therapy
which aims to differentiate cancer cells in order to suppress their malignant potential.
Therefore, the one of the aims of this thesis was to analyze the effects of all-trans retinoic
acid (ATRA), the prototype of a differentiation therapy agent, on features of human
glioblastoma U251 cells. Obtained results demonstrated that ATRA treatment reduced
viability, affected the mode of migration and induced morphological changes of U251 cells.
The effect of ATRA on the cell-matrix adhesion capability of U251 cells was dose-
dependent. However, this agent had no impact on neural differentiation of GBM cells.
Based on obtained results it could be concluded that further studies are warranted before

ATRA could be considered for the treatment of glioblastoma.

Key words: glioblastoma, SOX1, SOXS3, glioblastoma stem cells, malignant phenotype,
differentiation therapy, retinoic acid
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular biology
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1. UVOD

1.1. Tumori

Tumori obuhvataju heterogenu grupu oboljenja koja nastaju usled nekontrolisanih
promena u osnovnim c¢elijskim procesima i koja dovodi do promena u meducelijskim
interakcijama [1-3]. Na osnovu potencijala da se proSire na okolna i udaljena tkiva, tumori
se dele na benigne i maligne. Tumori koji ostaju lokalizovani na mestu nastanka, ne
poseduju invazivna svojstava i koji nemaju sposobnost Sirenja na okolna i udaljena tkiva
nazivaju se benignim tumorima [4]. Ovi tumori su naje$¢e obavijeni kapsulom od
fibroznog vezivnog tkiva, odlikuju se sporim rastom i diferencirano$¢u celija koje ga
saCinjavaju, lakSe se odstranjuju jer formiraju kompaktnu masu, a posle otklanjanja
najcesce ne dolazi do ponovnog javljanja bolesti [4]. Tumori koji imaju sposobnost da se
prosire na okolna i udaljena tkiva i koje karakteriSe i prisustvo nediferenciranih ¢elija
nazivaju se malignim tumorima [4]. Ovi tumori se odlikuju ubrzanim rastom, i zbog
sposobnosti da prodru do okolnih i udaljenih tkiva, veoma Cesto dolazi do ponovnog
javljanja bolesti [4].

Maligne bolesti (eng. cancer) predstavljaju jedan od vodecih uzroka smrti, kako u
razvijenim tako i u nerazvijenim delovima sveta. Statisti¢ki podaci ukazuju da je tokom
2012. godine kod 14.1 miliona ljudi dijagnostikovana maligna bolest, dok je 8.2 miliona
bolesnika umrlo od ovog oboljenja Sirom sveta [5]. Pored toga, literaturni podaci ukazuju
na sve vecu ucestalost malignih bolesti kako zbog rasta populacije 1 produzavanja zivotnog
veka, tako 1 zbog geneticke osnove i sve vece izloZenosti faktorima rizika kao Sto su

pusenje, prekomerna telesna tezina i fizicka neaktivnost [5].

1.1.1. Karcinogeneza

Karcinogeneza je proces koji se sastoji od vise koraka i koji rezultuje progresivnom
transformacijom normalnih ¢elija u maligne derivate [6]. Tri osnovne faze ovog procesa su:

inicijacija, promocija i progresija [6]. Tokom inicijacije dolazi do spontanih ili



kancerogenim agensima indukovanih ireverzibilnih promena u genomu [6]. Rezultat
Inicijacije je autonomni rast izmenjenih celija koji ih izdvaja od okolnih, zdravih celija.
Ukoliko se ¢elije koje se nalaze u inicijaciji stimuliSu na dalje povecanje proliferativnog
kapaciteta one ulaze u fazu promocije [6]. Ova faza karcinogeneze odlikuje se klonalnom
ekspanzijom celija koje su prosle kroz fazu inicijacije, Sto dovodi do nastanka uocljive
tumorske mase koja moze biti benigna ili premaligna [7]. Tre¢a i poslednja faza
karcinogeneze podrazumeva progresiju iz premalignog u maligni tip tumora. Molekularni
mehanizmi koji se nalaze u osnovi ove faze su i dalje nedovoljno ispitani ali se smatra da
promene u genomu, koje uklju¢uju mutacije i aberacije hromozoma, doprinose nastanku
ove faze karcinogeneze [6]. Naime, proliferacijom celija koje su prosle kroz fazu inicijacije
dolazi do povecanja tumora; tokom rasta tumora u tumorskim ¢elijama mogu da se dogode
dodatne promene u genomu S§to ima za rezultat povecanje heterogenosti populacije ¢elija
tumora [6]. Tokom ove faze tumorske celije karakteriSe povecani invazivni potencijal,
razvijena sposobnost metastaziranja i promene biohemijskih, metaboli¢kih i morfoloskih
karakteristika [7].

Od 1950. godine pa do danas opisano je nekoliko teorija o nastanku malignih
bolesti, ali ni jedna od njih ne objasnjava u potpunosti proces karcinogeneze.

Zastupnici embrionalne teorije smatraju da su maligne bolesti embrionalnog
porekla, odnosno da embrionalne ¢elije koje zaostanu u adultnim tkivima ili ¢éelije koje
podsecaju na gamete mogu da budu aktivirane u adultnom dobu i da dovedu do nastanka
tumora [8]. U prilog ovoj hipotezi ide podatak da su indukovane pluripotentne mati¢ne
éelije (iPMC) generisane od somatskih éelija i da mogu da indukuju pojavu teratoma
tumora [8].

Teorija somatskih mutacija posmatra karcinogenezu kao problem kontrole
proliferativnog kapaciteta celija [9]. Ova teorija bazirana je na premisama da se somatske
¢elije nalaze u stanju mirovanja i da maligna bolest nastaje od jedne somatske celije u kojoj
su se akumulirale mutacije u genima koji kontroliSu proliferaciju ¢elija 1 progresiju kroz
¢elijski ciklus [9]. Na osnovu ove teorije maligne bolesti nastaju kao posledica mutacija u
genima, medutim ova teorija ne objasnjava mehanizme koji dovode do nastanka ovih

bolesti [10]. Suprotno ovoj teorije postoje saznanja koja pokazuju da neki tumori sadrze na



hiljade mutacija u DNK, dok su sa druge strane identifikovani i tumori kod kojih nisu
detektovane mutacije [8].

Teorija organizacije tkiva posmatra karcinogenezu kao proces organogeneze koji se
ne deSava prema utvrdenom planu [9]. Osnovne premise ove teorije su da je karcinogeneza
problem organizacije tkiva i da je proliferacija osnovna odlika svih ¢elija [11]. Na osnovu
ove teorije maligna bolest nastaje kao rezultat poremecaja komunikacije izmedu celija,
medutim Teorija organizacije tkiva ne objasnjava kako se to desava [10].

Teorija mati¢nih c¢elija tumora zasniva se na podacima da veliki broj tipova
malignih tumora nastaje transformacijom mati¢nih i/ili multipotentnih progenitorskih ¢éelija
tokom procesa karcinogeneze [7]. Na osnovu ove teorije mutacije i epigeneticki faktori

doprinose nastanku heterogenosti malignih tumora [7].

1.1.2. Glavne karakteristike malignih celija

U literaturi je opisano vise od 100 razli¢itih tipova tumora u okviru kojih se mogu
razlikovati podtipovi [12]. | pored velike raznovrsnosti tumora, prema Hanahan-Wainberg-
ovoj teoriji osnovne Kkarakteristike malignih ¢elija su neograni¢ena proliferacija,
neograniceni rast, izbegavanje programirane celijske smrti, neograniCeni replikativni
potencijal, indukcija angiogeneze, visoka stopa invazije i metastaziranja, genomska
nestabilnost, aktivacija procesa inflamacije, izmenjeni metabolizam i izbegavanje

prepoznavanja od strane imunog sistema (Slika 1) [13].
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Slika 1. Osnovne karakteristike malignih ¢elija (Preuzeto i modifikovano od [13]).

Maligne ¢elije mogu da razviju sposobnost neogranicene proliferacije autokrinom
stimulacijom proliferacije (produkcijom faktora rasta u samim c¢elijama i ekspresijom
receptora za faktore rasta na povrsini ¢elija), kao i stimulacijom okolnih normalnih ¢elija da
sintetiSu i sekretuju faktore rasta [14, 15]. Takode, neograni¢ena proliferacija moze da
nastane kao rezultat povecane ekspresije receptora za faktore rasta na povrSini malignih
¢elija omogucavajuci ovim celijama da postanu hipersenzitivne na male koli¢ine liganada,
ili moze biti rezultat strukturnih promena receptora koje omogucavaju aktivaciju receptora
nezavisnu od vezivanja liganda [13]. Pored toga, do neograni¢ene proliferacije tumorskih
¢elija moze da dode i usled konstitutivne aktivacije komponenti signalnih puteva koje se

nalaze nizvodno od receptora [13].



Druga znacajna osobenost malignih ¢elija je neograni¢en rast. Klju¢nu ulogu u
regulaciji Celijskog rasta imaju tumor supresorni geni [12]. Mehanizmi koje je tumorska
¢elija razvila kako bi se izborila sa inhibicijom celijskog rasta zasnivaju se na inhibiciji
ekspresije tumor supresornih gena, sintezi neaktivne forme tumor supresora, kao i
povecéanoj ekspresiji inhibitora tumor supresora [13].

Izbegavanje programirane celijske smrti takode predstavlja jednu od osnovnih
karakteristika malignih ¢elija. Mehanizam koji malignim ¢elijama omogucava izbegavanje
programirane c¢elijske smrti je najéesce gubitak funkcije univerzalnog tumor supresornog
gena p53, koji je kljucni detektor ostecenja u ¢eliji [16]. Pored ovog mehanizma, pokazano
je da maligne ¢elije mogu da izbegnu programiranu ¢elijsku smrt i povecanjem ekspresije
anti-apoptotskih regulatora (kao $to je Bcl-2) ili faktora ukljucenih u prezivljavanje celije
(kao sto je Igf1/2), kao i smanjenjem ekspresije pro-apoptotskih regulatora (kao $to su Bax,
Bim, Puma) [17-19].

Neogranicen replikativni potencijal je veoma znacajna karakteristika malignih ¢elija
[20]. Smatra se da je za nastanak tumora makroskopskih dimenzija neophodan neogranic¢eni
replikativni potencijal malignih ¢elija [20]. Pokazano je da je broj deoba kroz koje prolaze
normalne Celije ograni¢en 1 da tokom deoba dolazi do skra¢ivanja duZine telomere koje
sadrze heksanukleotidne ponovke [20, 21]. Ove heksanukleotidne ponovke na krajeve
hromozoma dodaje enzim telomeraza [21]. U normalnim i neimortalizovanim ¢elijama ovaj
enzim je gotovo odsutan, dok je u malignim celijama detektovan visok nivo ekspresije
ovog enzima [20, 21]. Konstantno produzavanje telomerne DNK, aktivno$¢u enzima
telomeraze, omogucava malignim ¢elijama rezistenciju na senescenciju i apoptozu [21].

Indukcijom angiogeneze formira se neovaskulatura tumora, koja omogucava
tumorskim ¢elijama stalni dotok hranljivih materija i kiseonika, kao i odnoSenje produkata
metabolizma i CO: [13]. Tokom embriogeneze razvice vaskularnog sistema ukljucuje
grupisanje endotelijalnih ¢elija u krvne sudove (vaskulogeneza), a zatim grananje i Sirenje
novih krvnih sudova iz ve¢ formiranih (angiogeneza) [13]. Normalna vaskulatura je nakon
formiranja u adultnom periodu uglavnom u stanju mirovanja; izuzeci su fizioloski procesi
kao Sto je zarastanje rana i zenski reproduktivni ciklus kada se angiogeneza prolazno

ponovo aktivira [22]. Nasuprot ovome, proces angiogeneze je stalno aktivan tokom



progresije tumora uzrokujuci kontinuirano formiranje novih krvnih sudova koji podrzavaju
progresivni rast neoplasti¢no transformisanog tkiva [22].

Osobenost tumorskih ¢elija je i sposobnost invazije u okolno tkivo i metastaziranja
u udaljena tkiva [23]. Invaziono-metastatska kaskada podrazumeva seriju dogadaja koji
dovode do Sirenja tumora i nastanka tumorske mase na drugom mestu u organizmu [23,
24]. Ova kaskada zapocinje invazijom malignih ¢elija u okolno tkivo, zatim sledi ulazak
malignih ¢elija u obliznje krvne 1 limfne sudove, transport limfnim i krvnim sistemom,
izlazak iz lumena sudova u parenhim udaljenih organa, formiranje mikrometastaza i na
kraju rast mikrometastatskih lezija u makroskopske tumore [23, 24].

Kod normalnih c¢elija odrzavanje genomske stabilnosti je veoma znacajno;
mehanizmi ukljuceni u reparaciju DNK otkrivaju 1 otklanjaju mutacije odrzavajuéi na taj
nacin vrlo nisku stopu spontanih mutacija [13]. S druge strane maligne celije odlikuje
genomska nestabilnost; ove Celije se odlikuju pove¢anom stopom mutacija [25, 26] koju
postizu preko poveéane osetljivosti na mutagene agense i/ili prestanka pravilnog
funkcionisanja jedne ili vise komponenti sistema za reparaciju [26-28].

Pokazano je da se tumori odlikuju prisustvom ¢elija urodenog i ste¢enog imuniteta
[29, 30]. lako se smatralo da proces inflamacije sluzi samo za borbu imunog sistema protiv
tumorskih celija, dokazano je da inflamacija doprinosi progresiji tumora jer obezbeduje
tumorskoj mikrosredini bioaktivne molekule, ukljucujuc¢i faktore rasta, faktore za
prezivljavanje i izbegavanje apoptoze, pro-angiogene faktore, kao i ekstracelularne enzime
koji olakSavaju angiogenezu, invaziju i metastazu [31-34].

Vazna karakteristika malignih Celija je 1 izmenjeni metabolizam. Za razliku od
normalnih celija, maligne celije prevashodno koriste glikolizu (aerobna glikoliza) za
proizvodnju energije, ¢ak i u prisustvu kiseonika [35]. Pored toga za tumorske celije je
karakteristiCan i povecan unos glukoze, povecana ekspresija enzima koji ucestvuju u
glikolizi, kao i favorizovanje konverzije piruvata u laktat [35]. Osobenost metabolizma
malignih ¢elija je i sposobnost preuzimanja neophodnih hranljivih materija iz nutrijentima
siromasnog okruzenja i njihovo koriS¢enje za odrzavanja vijabilnosti I Stvaranja nove

tumorske mase [36].



Vaznu karakteristiku malignih celija predstavlja i izbegavanje prepoznavanja od
strane imunog sistema. Na osnovu teorije oznacena kao "immunoediting" postoje tri faze
(eliminacija, ekvilibrijum 1 izbegavanje) koje objasnjavaju interekciju izmedu tumora i
imunog sistema [37]. Prelaz izmedu ovih faza zavisi od stanja imunog sistema i osobina
tumorskih ¢elija [37]. Imuni sistem konstantno nadzire ¢elija i tkiva i odgovoran je za
prepoznavanje i eliminisanje vecéine tumorskih ¢elija u inicijalnoj fazi [37]. Medutim,
ukoliko tumorske celije ne budu u potpunosti eliminisane, one mogu u¢i u fazu
ekvilibrijuma unutar koje ove ¢elije ulaze u stanje mirovanja i rast tumora biva kontrolisan
od strane imunog sistema [37]. Razli¢iti mehanizmi, kao $to je smanjenje prepoznavanja
tumorskih ¢elija od strane imunog sistema, povecana rezistentnost na delovanje celija
imunog sistema i razvoj imunosupresivne tumorske mikrosredine mogu dovesti do prelaska
u fazu izbegavanja prepoznavanja od strane imunog sistema [37].

Navedene osobenosti tumorskih celija ukazuju da maligni tumor nije grupa
relativno homogenih ¢elija ve¢ predstavlja grupu razlicitih tipova celija koje stupaju u
medusobne interakcije 1 koje kolektivno omogucavaju rast i progresiju tumora (Slika 2)
[13]. Pokazano je da tumori sadrze tumorske ¢elije, mati¢ne ¢elije tumora, endotelijalne
¢elije 1 pericite koje ucestvuju u formiranju vaskulature tumora, infiltrirajuce ¢elije imunog
sistema, fibroblaste asocirane sa tumorom i mati¢ne 1 progenitorske celije strome tumora
[13].
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Slika 2. Celije parenhima i strome tumora. Tumori sadrze razliite tipove éelija koje stupaju u medusobne

interakcije i omogucéavaju rast i progresiju tumora (Preuzeto i modifikovano od [13]).

1.1.3. Klasifikacija tumora

Na osnovu tipa ¢elija iz kojih nastaju, tumori se mogu svrstati u sledece kategorije
[38]:
1. Karcinomi — tumori koji vode poreklo od epitelijalnih ¢elija
2. Sarkomi — tumori koji vode poreklo od mezenhimalnih ¢elija vezivnog tkiva (kostiju,
miSi¢a, masnog i vezivnog tkiva)
3. Leukemije, limfomi i mijelomi — tumori koji vode poreklo od hematopoetskih ¢elija
kostne srzi
4. Tumori centralnog nervnog sistema — tumori koji vode poreklo od c¢elija embrionalnog
neuroektoderma
5. Ostali tipovi tumora — tumori germinativnih ¢elija, melanomi (poreklom od melanocita),
i neuroendokrini tumori (tumori hipofize, Stitne Zlezde, pluca, gastrointestinalnog trakta,
perifernog nervnog sistema)

Pored ove klasifikacije, tumori se klasifikuju i na osnovu tkiva u kojem nastaju, npr.

tumori pluca, dojke i jajnika [38].



1.1.4. Tumori centralnog nervnog sistema

Do sada je identifikovano oko 130 razli¢itih tipova tumora centralnog nervnog
sistema (CNS) koji nastaju u razli¢itim delovima ovog sistema [39]. Neoplazije CNS-a
obuhvataju tumore mozga, mozdanih ovojnica, ki¢mene mozdine, kranijalnih nerava i
ostalih delova CNS-a [39]. Ovi tumori predstavljaju najcéesc¢i uzrok smrti od malignih
bolesti kod dece [40]. Tokom 2012. godine dijagnostifikovano je oko 256 000 novoobolelih
sa nekim od tipova tumora CNS, dok je broj preminulih od ovih neoplazija procenjen na
189 000 [40]. Ovi tumori mogu biti maligni i benigni, primarni i sekundarni (metastaze
primarnih tumora iz drugih tkiva) ali se podela najces¢e zasniva na histopatoloskim,
morfoloskim i molekularnim parametrima [39].

Prema Klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije iz 2016. godine (World Health
Organization, WHO) tumori centralnog nervnog sistema se klasifikuju u sledece grupe
[39]:

. Difuzne astrocitome i oligodendroglijalne tumore
. Ostale astrocitome

. Ependimalne tumore

. Ostale gliome

. Tumore horoidnog pleksusa

. Neuronalne i meS$ane neuronalno-glijalne tumore
. Tumore pinealnog regiona
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17. Tumore germinativnih ¢éelija
18. Tumore podrucja turskog sedla

19. Metastatske tumore

Najces¢i benigni tumor CNS-a je meningiom (53,4% slucajeva), dok je najcesci
maligni tumor CNS-a glioblastom (46,1% slucajeva) [41].

Svetska zdravstvena organizacija je na osnovu histoloskih kriterijuma uvela
klasifikaciju tumora CNS-a i na Cetiri gradusa [39]:
1. Gradus | (niskogradusni) — ovaj tip tumora je benigni, moguée ga je hirurski ukloniti,
najéesée ne rezultuje ponovom pojavom tumora. Celije ovog tipa tumora odlikuju se
normalnom morfologijom, slabom mitotskom aktivnoséu, kao 1 niskim invazivnim
potencijalom
2. Gradus Il (niskogradusni) — ¢elije ovog tipa tumora odlikuju se slabijom mitotskom
aktivnoscu, ali im je sposobnost invazije u okolno tkivo povecana i moguca je progresija u
visokogradusne tumore
3. Gradus Il (visokogradusni) — ¢elije ovog tipa tumora odlikuje povecana mitotska
aktivnost i invazivni potencijal, kao i izmenjena morfologija
4. Gradus 1V (visokogradusni) — ¢elije ovog tipa tumora imaju izraZzenu mitotsku aktivnost,
slabo su diferencirane, izrazen im je invazivni potencijal; najupecatljivija pojava kod

tumora ovog gradusa je pojava regiona nekroze i angiogeneze u samom tumoru.

1.2. Glioma tumori

Glioma tumori su najucestaliji primarni tumori mozga koji obuhvataju sve
neoplazije koje poticu od ¢elija glije tj. od astrocita, oligodendrocita ili ependimalnih ¢elija
[42]. Ovi tumori ¢ine 27% svih tumora CNS-a i 80% svih malignih tumora CNS-a [42]. U
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama se na godiSnjem nivou dijagnostikuje 6 slucajeva sa
glioma tumorima na 100,000 ljudi [42]. Najcesce se javlja kod dece (od rodjenja do 8
godine starosti) ili kod odraslih starosti izmedu 50 i 70 godina [43, 44]. Takode je

primeéena i mala predominantnost nastanka ove neoplazije kod osoba muskog pola [45].

10



Pokazano je da predispozicija za nastanak ovog oboljenja moze biti povezana sa
profesijama u kojima su radnici stalno izlozeni delovanju organskih rastvaraca ili pesticida
[46]. Takode, uoceno je da infekcija citomegalovirusom moze imati ulogu u etiologiji ili
progresiji nekih glioma [47].

Osnovne Kkarakteristike glioma tumora su nekontrolisana proliferacija ¢elija,
izbegavanje celijske smrti, genomska nestabilnost i difuzna infiltracija u okolno normalno
tkivo [48].

Na osnovu Klasifikacije Svetske zdravstvene organizacije iz 2007. godine vecina
glioma tumora ukljuuje Ccetiri histoloske grupe oznacene kao ependimomi,
oligodendrogliomi, oligoastrocitomi i astrocitomi [49]. Svaka od ovih grupa obuhvata i
graduse odredene na osnovu stepena maligniteta koji se procenjuje na osnovu histoloskih
osobina i promena u genomu [49]. Svetska zdravstvena organizacija je 2016. godine
revidirala klasifikaciju glioma uzimaju¢i u obzir molekularne i genetiCke markere
karakteristi¢ne za odredene tipove glioma tumora [50].

Ependimomi su glioma tumori koji se sastoje od tumorskih ¢elija koje vode poreklo
od ependimalnih celija [51]. Ovi tumori ¢ine oko 1,8% tumora CNS-a [52] i CeSce se
javljaju kod osoba muskog pola [53]. Detektovani su u svim starosnim grupama; ¢es$ée se
javljaju kod dece, dok se kod odraslih javljaju najéesc¢e izmedu 35 i 45 godina starosti [51,
54]. Na osnovu klasifikacije Svetske zdravstvene organizacije iz 2007. godine, razlikuju se
tri gradusa ependimoma tumora: gradus | koji obuhvata miksopapilarni ependimom i
subependimom, gradus II koji obuhvata klasi¢ne ependimome i gradus Il koji obuhvata
anaplasticne ependimome [49, 55]. Na osnovu lokacije razlikuju se supratentorijalni i
infratentorijalni tumori [55]. Tretman za ependimome ukljuéuje hirur§ko uklanjanje tumora
koje je praceno radioterapijom [51].

Oligodendrogliomi predstavljaju diferencirane, difuzno-infiltrirusuce glioma tumore
koji se sastoje od tumorskih ¢elija koje vode poreklo od oligodendrocita [56]. Ce3ce se
javljaju kod osoba starosti od 40 do 60 godina, mada su detektovani i kod dece [56, 57].
Takode, prisutniji su medu osobama muskog pola [57]. Klasifikuju se u niskogradusne
(gradus I1) i visokogradusne (gradus I11) [39]. Kod 60-90% oligodendroglioma uocena je
delecija kratkog kraka hromozoma 1 (1p) i dugog kraka hromozoma 19 (19q) [58, 59].

11



[60]. Tretman oligodendroglioma zavisi od gradusa tumora. Ako su klasifikovani kao
niskogradni preporucuje se hirurSko odstranjivanje tumora, dok se u slucaju
visokogradusnih oligodendroglioma preporucuje hirurS§ko odstranjivanje tumora praceno
radio- i/ili hemio- terapijom [59, 60].

Oligoastrocitomi su tumori koji se sastoje od tumorskih ¢elija koje vode poreklo od
oligodendrocita, ependimalnih ¢elija i astrocita [61]. NajéeSce se javljaju kod osoba starosti
od 30 do 50 godina [62]. Ovi tumori se dele na meSane oligoastrocitome (gradus II) i
anaplasti¢ne oligoastrocitome (gradus I1I) [49]. Kod 30-50% oligoastrocitoma detektovana
je delecija kratkog kraka hromozoma 1 (1p) i dugog kraka hromozoma 19 (19q), dok su
kod 30% ovih tumora uo¢ene mutacije u genu p53 [63]. Na osnovu Klasifikacije Svetske
zdravstvene organizacije iz 2016. godine oligoastrocitome bi na osnovu molekularnih
markera trebalo klasifikovati kao oligodendrogliome ili astrocitome [39].

Astrocitomi su glioma tumori koji se sastoje od tumorskih ¢elija koje vode poreklo
od astrocita [64]. Ovi tumori predstavljaju najces¢u i najletalniju formu intrakranijalnih
tumora [64]. Dele se na difuzne infiltririSu¢e tumore i tumore ogranicenog rasta. U difuzne
infiltririSuée tumore ubrajaju se difuzni astrocitom, anaplasti¢ni astrocitom 1 glioblastom,
dok se u tumore ograni¢enog rasta ubrajaju pilocitiéni astrocitom, pleomorfni
ksantoastrocitom, subependimalni gigantocelularni astrocitom i Turkot sindrom [48, 64].
Difuzni infiltririsu¢i tumori su maligni. Ovi tumori imaju sposobnost progresije iz nizeg u
visi gradus i nakon hirur§kog odstanjivanja i primene hemio- i/ili radio-terapije moguce je
ponovno javljanje ovih tumora [65]. Astrocitomi obuhvataju glioma tumore i niskog i
visokog gradusa [50]. Pilociti¢ni astrocitom i subependimalni gigantocelularni astrocitom
su gradusa I, dok je pleomorfni ksantoastrocitom gradusa II. Ovi tumori se obi¢no razvijaju
kod dece i mladih osoba i uglavnom su blagog klinickog toka [50]. Difuzni astrocitom je
gradusa II, anaplasti¢ni astrocitom gradusa III, a glioblastom gradusa IV [50]. Bolesnici sa
pilociti¢énim astrocitomom imaju dobro prognozu jer je tumor moguce otkloniti hirurSkom
intervencijom, nije potrebna hemio- ili radio-terapija nakon hirurskog odstranjivanja i
progresija ovog tumora u anaplasticnu formu izrazito je retka [43, 44]. Difuzni astrocitomi

su spororastu¢i tumori, javljaju se u srednjim godinama starosti, ¢eS¢e kod muskaraca,
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prosecno prezivljavanje bolesnika sa ovim tipom tumora je oko 5 godina i pokazano je da
imaju tendenciju progresije u visi gradus [66]. Anaplasti¢ni astrocitom se najc¢esce javlja u
petoj 1 Sestoj deceniji Zivota, prosecno prezivljavanje bolesnika sa ovim tipom tumora je
oko 2-3 godine, progresija u glioblastom je vrlo Cesta i zlatni standard u leCenju
podrazumeva hirur§ko odstranjivanje tumora koje je praceno radioterapijom [66].
Glioblastom je najces¢i glioma tumor [41], karakteriSe ga veliki broj tumorskih
¢elija (hipercelularnost), atipi¢na jedra, poveCana mitotska aktivnost, kao i zone
angiogeneze i nekroze (Slika 3) [65]. Prose¢no prezivljavanje obolelih sa glioblastoma

tumorom je oko 15 meseci [65].

Slika 3. Histolo$ki prikaz glioblastoma nakon bojenja preseka tumora hematoksilin i eozin bojama. Na
prikazanim mikrografijama moze se uociti da ove tumore karakterise: (A) veliki broj tumorskih ¢elija, (B)
zone angiogeneze (obelezene strelicama) i (C) zone nekroze (obeleZzene vrhovima strelica). Jedra celija

obojena su plavom bojom (Preuzeto i modifikovano od http://neuropathology-

web.org/chapter7/chapter7bGliomas.html).
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1.2.1. Gliomageneza

Glioma tumori u momentu dijagnostikovanja sadrze veliki broj promena u genomu,
od izmena u jednom nukleotidu (eng. SNVs - single nucleotide variants) do strukturnih
rearanzmana hromozoma [67]. lzmene genoma mogu imati funkcionalne posledice, kao $to
su smanjenje ili povecanje nivoa iRNK-a ili izmene iRNK [67].

Gliomageneza podrazumeva proces nastanka glioma tumora. Barthel i saradnici su
predlozili model gliomageneze koji obuhvata pet faza kroz koje ¢elije prolaze pre nego Sto
se pojave klini¢ke manifestacije glioma tumora (Slika 4) [67]. Na osnovu ovog modela faze
gliomageneze, koje se deSavaju jedna za drugom, su oznaCene kao inicijalni rast,
senescencija indukovana onkogenima, rast u stresnim uslovima, replikativna
senescencija/Celijska kriza i imortalizovani rast (Slika 4) [67]. Svaka od ovih faza odlikuje
se razliCitim izmenama u genomu i razliCitim fenotipskim karakteristikama, kao Sto su

razlike u dinamici rasta i evolucionim mehanizmima [67].

) o
© - - -
5 IIl Inicijaini rast Replikativha senescencija
= . . Iéelijska kriza
° Senescencija
g- indukovana
! onkogenima . .
= . Imortallzovanl rast
2 Rast u stresnim
s uslovima
S
m
&
& &
A

Slika 4. Sematski prikaz broja éelija u proliferaciji kroz faze gliomageneze (Preuzeto i modifikovano od

[67]).

Prva faza (inicijalni rast) deSava se nakon transformacije normalne u pre-tumorsku
¢eliju 1 odlikuje se povecanim proliferativnim kapacitetom transformisanih éelija. U okviru

Il faze, kontinuirana ekspresija onkogena moze kod vecine tumorskih celija dovesti do
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zaustavljanja celijskog ciklusa $to se oznacava kao senescencija indukovana onkogenima
[67]. Tokom 11 II faze u nekim od ¢elija mogu da se dese promene u genomu koje mogu da
dovedu do prevazilazenja senescencije indukovane onkogenima S§to omogucava ovim
¢elijama proliferaciju 1 u nepovoljnim i stresnim uslovima koji ukljucuju ostecenja DNK 1
nepravilnu funkciju telomere [67]. Kontinuirani rast uprkos genomskoj nestabilnosti
odlikuje fazu Il gliomageneze. U okviru faze IV rast ¢elija glioma u nepovoljnim uslovima
dovodi do zaustavljanja Celijskog ciklusa koji se oznacava kao replikativna senescencija ili
u nekim slucajevima dovodi do Celijske krize koju karakteriSe smrt ¢elija po tipu apoptoze
[67]. Mali broj ¢elija u toku ove faze moze zadobiti osobine slicne mati¢nim ¢elijama koji
im omogucéava neograni¢eni imortalizovani rast koji karakteriSe fazu V. Tokom faze V
mati¢ne Celije glioma asimetriénim deobama formiraju populaciju progenitorskih celija

tumora ali i diferencirane ¢elija glioma [67].

1.2.2. Glioblastom

Glioblastom (GBM) je najc¢es¢i maligni tumor mozga kod odraslih i jedan od
najsmrtnijih tipova tumora [68]. Ovaj tip tumora c¢ini oko 15-20% svih malignih
intrakranijalnih tumora i oko 50-60% svih astrocitoma [39]. Ucestalost pojave GBM na
svetskom nivou iznosi 3,5 nova slucaja na 100 000 stanovnika godiS$nje [68]. Ucestalost se
povecava sa godinama starosti; najeSce se glioblastom dijagnostifikuje kod ljudi starosti
izmedu 45-60 godina [64], sa blago pove¢anom ucestalo$¢u kod osoba muskog pola [69].

Jedini potvrdeni faktor rizika za razvoj GBM je izloZenost visokim dozama
jonizujuceg zracenja [70]. Takode, nekoliko istrazivanja je pokazalo da steroidni hormoni
jajnika mogu predstavljati okida¢ za razvoj GBM [70]. Pored toga, uo¢eno je da su
bolesnici koji su le¢eni od akutne limfoidne leukemije podlozniji nastanku GBM [70].
Nastanak GBM se ne dovodi u vezu sa pusenjem, ishranom, kori§¢enjem mobilnih telefona
ili elektromagnetnim zracenjem, ozbiljnim povredama glave i izlozenosti pesticidima [70].
Sa druge strane, uoceno je da alergijske reakcije i infekcije imaju potencijalno protektivni
efekat pri nastanku GBM §to moze biti posledica aktivacije imunog sistema [70]. Naime,

rezultati meta-analize su pokazali da su $anse za nastanak GBM smanjene za oko 40% kod
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ljudi koji imaju ili su imali alergijske reakcije [71]. Genetska predispozicija za razvoj GBM
detektovana je u 5-10% slucajeva [70]. Retke geneticke bolesti, kao S§to su
neurofibromatoza tipa 1 1 2 i tuberozna skleroza su povezane sa pove¢anom ucestaloS¢u
pojave GBM [70].

GBM tumori najces¢e su lokalizovani u cerebralnim hemisferama pri ¢emu 95%
ovih neoplazija nastaje u supratentorijalnom regionu, a mali procenat u cerebelumu,

mozdanom stablu i ki¢menoj mozdini [72].

1.2.2.1. Klasifikacija glioblastoma

Na osnovu klasifikacije Svetske zdravstvene organizacije iz 2016. godine
glioblastomi su svrstani u dve kategorije [39] (Slika 5):
1. Glioblastomi kod kojih u genima IDH1 i IDH2 (Isocitrate Dehydrogenase) nisu
detektovane mutacije (tzv. IDH “wild-type” GBM). Ova kategorija obuhvata primarne ili
de novo nastale glioblastome, javlja se u 90% sluc¢ajeva GBM i to naj¢esce kod obolelih
starijih od 55 godina
2. Glioblastomi kod kojih su prisutne mutacije u genima IDH1 i IDH2 (tzv. GBM sa
mutacijama u genima IDH1/2). Ova kategorija obuhvata 10% slucajeva GBM i ¢eSc¢e se
javlja kod mladih osoba. U okviru ove grupe nalaze se sekundarni glioblastomi koji nastaju

progresijom od nizih gradusa.
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Slika 5. Klasifikacija glioblastoma na osnovu prisustva ili odsustva mutacija u genima IDH1/2. Na
oshovu ovog parametra glioblastomi se dela na primarne i sekundarne GBM. Na slici su prikazane i promene

na nivou molekula DNK detektovane kod primarnih i sekundarnih GBM tumora.

Geni IDH1 i IDH2 kodiraju enzime izocitratnu dehidrogenazu 1 i 2 koje poseduju
funkcije u Krebsovom ciklusu [73]. Patogene genske varijante detektovane u ovim genima
dovode do smanjenja enzimske aktivnosti izocitratne dehidrogenaze [73].

Na osnovu klini¢ke prezentacije razlikuju se primarni i sekundarni GBM. Primarni
GBM su ucestaliji, nastaju de novo i karakteristi¢ni su za starije bolesnike (iznad 50 godina
starosti), dok su sekundarni glioblastomi manje ucestali, nastaju progresijom astrocitoma
gradusa IT 1 III i uglavnom se razvijaju kod bolesnika mladih od 45 godina starosti [64, 74].
Pokazano je da postoji povezanost primarnih i sekundarnih GBM sa odredenim tipom
promena na nivou molekula DNK [70] (Slika 5). Glavno obeleZje primarnih GBM je
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prisustvo genskih varijanti i amplifikacija gena EGFR (Epidermal growth factor receptor),
amplifikacija gena MDM2 (Mouse Double Minute 2), delecija gena pl6 i PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), kao i mutacije u promotoru gena TERT (Telomerase
reverse transcriptase) [70] (Slika 5). Najces¢e detektovane promene na nivou DNK
molekula kod sekundarnih GBM su amplifikacija gena PDGFA (Platelet-derived growth
factor subunit A) i PDGFRa (Platelet-derived growth factor receptor «), gubitak gena RB
(Retinoblastoma) i genske varijante u genima IDH1/2, TP53 i ATRX (ATP-dependent
helicase) [70] (Slika 5).

Podaci dobijeni u okviru TCGA (The Cancer Genome Atlas) projekta doveli su do
molekularne stratifikacije GBM na osnovu promena detektovanih u genomu i izmenjenih
signalnih puteva u Celijama glioblastoma [75]. Identifikovana su Cetiri molekularna podtipa
GBM: proneuralni, mezenhimalni, klasi¢ni i neuralni [75, 76]. Proneuralni tumori imaju
bolju prognozu, uglavnom su dijagnostifikovani kod mladih osoba 1 karakteriSu ih
amplifikacija, povecana ekspresija i mutacije u genu PDGFRA, mutacije u genima
IDH1/IDH2 i TP53, ekspresija gena ukljucenih u neuralnu diferencijaciju (kao $to su geni
SOX familije), kao i aktivacija PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) signalnog puta (Tabela
1) [75]. Pored toga za ovaj podtip tumora karakteristi¢na je i hipermetilacija promotora duz
celog genoma (glioma-CpG island methylator phenotype) koja je povezana sa prisustvom
mutacija u genima IDH1/2 i smatra se da je ova hipermetilacija razlog bolje progonoze za
bolesnike sa ovim podtipom GBM tumora [77, 78]. Mezenhimalni GBM su sa lo$ijom
prognozom, obi¢no se javljaju kod starijih osoba i karakteriSe ih gubitak gena NF1
(Neurofibromatosis type 1), mutacije u genima PTEN i NF1, ekspresija mezenhimalnih
markera kao $to CHI3L1 (Chitinase 3-like 1) i MET (Mesenchymal-epithelial transition
factor), aktivacija MAPK (mitogen-activated protein kinase) signalnog puta i visok nivo
ekspresije gena ukljuc¢enih u TNF (Tumor necrosis factor) i NF-xB (Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) signalne puteve (Tabela 1) [75]. Klasi¢ni
glioblastomi su sa loSijom prognozom i karakteri$e ih amplifikacija i visok nivo ekspresije
gena EGFR, delecija gena PTEN i CDKN2A (Cyclin dependent kinase inhibitor 2A),
odsustvo mutacija u genu TP53, visok nivo ekspresije neuralnog markera/markera mati¢nih

¢elija NES (Nestin) i aktivacija Shh (Sonic hedgehog) i Notch signalnih puteva (Tabela 1)
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[76]. Neuralni glioblastom karakteriSe ekspresija neuronalnih markera kao $to su NEFL
(Neurofilament light), GABRA1 (Gamma-Aminobutyric acid type A receptor alpha 1
Subunit), SYT1 (Synaptotagmin 1) i SLC12A5 (Solute carrier family 12 member 5) (Tabela
1) [76].

Tabela 1. Molekularna stratifikacija GBM na Cetiri molekularna podtipa

Molekularni podtipovi GBM Promene detektovane u genomu i
signalnim putevima

- amplifikacija, povecana ekspresija i
mutacije u genu PDGFRA

Proneuralni - mutacije u genima IDH1/IDH2 i TP53
- ekspresija gena ukljucenih u neuralnu
diferencijaciju
- aktivacija PI13K signalnog puta

- gubitak gena NF1

- mutacije u genima PTEN i NF1
Mezenhimalni -ekspresija mezenhimalnih markera CHI3L1
i MET

- aktivacija MAPK signalnog puta

- visok nivo ekspresije gena ukljucenih u
TNF i NF-xB signalne puteve

- amplifikacije gena EGFR

- delecija gena PTEN i CDKN2A

Klasi¢ni - odsustvo mutacija u genu TP53

-visok nivo ekspresije neuralnog
markera/markera mati¢nih ¢elija NES
-aktivacija Sonic hedgehog i Notch
signalnih puteva

Neuralni -ekspresija  neuronalnih  markera NEFL,
GABRA1, SYT1 i SLC12A5

Znacajna korelacija utvrdena je izmedu primarnih glioblastoma i klasi¢nog podtipa

GBM, kao i sekundarnih glioblastoma i proneuralnog podtipa GBM [69, 79, 80].

1.2.2.2. Osnovna obelezja glioblastoma

Osnovne Kkarakteristike GBM tumora, pored neograni¢enog proliferativnog

kapaciteta, rasta i replikativnog potencijala, visoke stope invazije i metastaziranja,
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indukcije angiogeneze, izmenjenog metabolizma, izbegavanja programirane ¢elijske smrti i
prepoznavanja od strane imunog sistema su i heterogenost, izrazena sposobnost infiltracije
u okolno tkivo mozga, kao i rezistencija na radio- i hemio-terapiju [81].

Za GBM je karakteristi¢na inter- i intra-tumorska heterogenost [82]. Detektovano je
da su GBM tumori poreklom od razli¢itih bolesnika izuzetno heterogeni (intertumorska
heterogenost) [82]. Sa druge strane, uoceno je da se i ¢elije unutar jednog tumora razlikuju
(intratumorska heterogenost) [82]. Reinartz i saradnici [83] pokazali su da pojedina¢ni
¢elijski klonovi jednog tumora imaju razli¢it geneticki identitet i razlicit odgovor na
terapiju. Pored toga, uoceno je da se razliCiti regioni istog GBM tumora odlikuju
specifinim obrascima ekspresije iRNK na osnovu ¢ega mogu biti klasifikovani u razlicite
molekularne podtipove GBM [84]. Smatra se da su glioblastoma matiéne ¢elije (GMC)
odgovorne za intratumorsku heterogenost [85]. Naime, tokom deobe ovih ¢éelija mogu da se
generiSu cCelije razliCitog fenotipa, te samim tim i da se formiraju razli¢ite subpopulacije
¢elija u okviru jednog tumora [85, 86].

Glioblastomi, kao i svi difuzni glioma tumori, odlikuju se izrazitom infiltracijom u
okolni parenhim mozga [87]. Ova karakteristika GBM je, u velikoj meri odgovorna, za
ponovu pojavu tumora nakon hirur§kog odstranjivanja. Naime, pre hirurS§kog odstranjivanja
tumora, zbog izrazite sposobnosti infiltracije, izvestan broj pojedina¢nih celija GBM ili
malih grupacija ¢elija infiltrira u okolno tkivo mozga [87]. Kako savremenim metodama
dijagnostike nije moguce detektovati pojedinacne Celije ili male grupacije celija, ove Celije
ne bivaju odstranjene hirurSkom intervencijom. Osobenost koja odlikuje ¢elije GBM je 1
nacin infiltracije [87]. Naime, uofeno je da ove c¢elije migriraju duz aksona neurona i
bazalne membrane krvnih sudova, dok svi ostali tumori za infiltraciju u okolno tkivo
koriste krvni i limfni sistem (Slika 6). Za razliku od ostalih tumorskih ¢elija, ¢elije GBM
vrlo retko prolaze kroz bazalnu membranu krvnih sudova i ulaze u krvne sudove te su
metastaze Celija glioblastoma u druge organe veoma retke [87]. Pored toga, pokazano je da
¢elije GBM mogu da se infiltriraju i u udaljeno tkivo mozga (kontralateralnu hemisferu)
[87].
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Slika 6. Sematski prikaz infiltracije ¢elija glioblastoma u tkivo mozga. Celije GBM migriraju i infiltriraju

u okolno tkivo duz bazalne membrane krvnih sudova i aksonskih nastavaka (Preuzeto i modifikovano od

[877).

Za glioblastome je karakteristicna i rezistencija na radio- i hemio- terapiju [65].
Trenutna standardna terapija ovih tumora podrazumeva hirur§ko uklanjanje tumora koje je
praceno radio- i hemio- terapijom (koris¢enjem alkiliraju¢eg agensa temozolomida ¢iji je
osnovni mehanizam delovanja preko zaustavljanja celijskog ciklusa) [88, 89]. U literaturi
se kao potencijalni razlozi rezistencije GBM tumora na terapiju navode heterogenost GBM
tumora, plasti¢nost Celija, prisustvo mati¢nih ¢elija glioblastoma i izraZzena sposobnost
infiltracije u druge regiona mozga [82, 87].

U patogenezi glioblastoma veliki udeo ima i izmenjena aktivnost signalnih puteva,

kao Sto su kanonski WNT i Hedgehog (HH) signalni putevi [90, 91], i autofagija [92-94].
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1.2.2.2.1. Kanonski WNT signalni put

WNT signalni put vazan je mehanizam transdukcije signala kako tokom
embriogeneze tako i u adultnom stadijumu razvic¢a [95]. Ovaj signalni put reguliSe procese
kao Sto su proliferacija i diferencijacija celija, determinacije telesne ose i sinapticka
plasti¢nost [96]. Kanonski WNT signalni put posredovan je preko proteina B-katenina [95].
Pokazano je da B-katenin ima dvostruku ulogu u ¢eliji - povezuje E-kadherin i a-katenin sa
aktinskim citoskeletom [97, 98], a kao klju¢ni molekul kanonskog WNT signalnog puta
ucestvuje u transaktiviranju Tcf (T-cell factor)/Lcf (lymphoid enhancer binding factor)
regulatornih proteina u jedru [95].

U odsustvu WNT liganda, citoplazmatski B-katenin je u okviru velikog proteinskog
kompleksa koji se oznacava kao destruktivni kompleks. U okviru ovog kompleksa -
katenin biva obeleZzen za proteozomalnu degradaciju [99, 100]. Pored toga, u odsustvu
WNT signalizacije Tcf/Lef HMG domenski proteini su u kompleksu sa transkripcionim
korepresorima (kao $to su Tle/Groucho) vezani za promotere WNT ciljnih gena, te ne
dolazi do transkripcije ciljnih gena (Slika 7) [101, 102]. Vezivanjem WNT liganada za
transmembranske receptore LPR (Lipoprotein receptor-related protein) i Frizzled dolazi do
inaktivacije destruktivnog kompleksa [103] sto za rezultat ima akumulaciju p-katenina u
citoplazmi i translociranje ovog proteina u jedro gde interaguju sa Tcf/Lef regulatornim
proteinima [95, 104]. Vezujuci se za Tcf/Lef kompleks, B-katenin potiskuje ko-represore iz
kompleksa vezanog za promotor WNT ciljnih gena i regrutuje ko-aktivatore kao §to su
histon acetiltransferaze CBP/p300 [105-107]. Rezultat vezivanja B-katenina za Tcf je
aktivacija ekspresije ciljnih gena (Slika 7) [95].
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Slika 7. Aktivnhost WNT signalnog puta u odsustvu i prisustvu liganda. U odsustvu liganda signalni put je
neaktivan, protein B-katenin se nalazi u okviru destruktivnog kompleksa i obeleZen je za degradaciju.
Destruktivni kompleks ¢ine Axin, APC (Adenomatosis polyposis coli), PP2A (Protein phosphatase
2A), GSK3p (Glycogen synthase kinase 35) i CKla (Casein kinase la). U prisustvu liganda pokrece se
signalna kaskada preko proteina Dsh (Dishevelled) koja rezultuje translokacijom proteina B-katenin u jedro,
vezivanjem B-katenina za TCF (T-cell factor) i aktivacijom transkripcije WNT ciljnih gena. Groucho —
korepresor transkripcije; CBP —koaktivator transkripcije; LRP i Frizzled — receptori WNT signalnog puta;
WNT - ligand (Preuzeto i modifikovano od [108]).

Pokazano je da je aktivacija kanonskog WNT signalnog puta, posredstvom
akumulacije B-katenina u jedru, ukljuéena i u proces karcinogeneze kod ljudi [109].
Akumulacija B-katenina u jedru moze biti rezultat mutacije u genu koji kodira 3-katenin ili
genu APC koji kodira tumor supresorni protein, ¢ime je onemogucena degradacija [-
katenina [109]. Mutacije u ovim genima su uo¢ene u mnogim tipovima malignih tumora,
ukljucujuéi 1 glioblastom, karcinom debelog creva, melanom, hepatocelularni karcinom 1
karcinom zeluca [110-112]. Povecana aktivnost WNT/B-katenin signalnog puta povezana je
sa povecanim malignim potencijalom glioma tumora [113]. Pokazano je da ovaj signalni
put ima veoma znacajne uloge u procesima, kao Sto su proliferacija, migracija, invazija i
angiogeneza kod glioma tumora ¢ime doprinosi progresiji ovih maligniteta [113]. Takode,

WNT/B-katenin signalni put je ukljuCen u nastanak glioma tumora; postoji korelacija
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izmedu aktivnosti ovog signalnog puta sa gradusom glioma tumora i povecana aktivnost

ovog signalnog puta doprinosi loSoj prognozi kod bolesnika sa glioma tumorima [114-116].

1.2.2.2.2. Hedgehog signalni put

HH (Hedgehog) signalni put je uklju¢en u regulaciju mnogobrojnih fundamentalnih
procesa tokom razvica kicmenjaka, kao Sto su odrzavanje populacije mati¢nih celija,
odredivanje sudbine celija, proliferacija, apoptoza, migracija i diferencijacija [117].
Takode, literaturni podaci ukazuju i na znac¢ajnu ulogu ovog signalnog puta u postnatalnom
periodu gde ucestvuje u regulaciji procesa kao Sto su odrzavanje homeostaze tkiva,
reparacija i regeneracija tkiva nakon povrede [118]. Sa druge strane, sve je vise podataka o
ulozi HH signalnog puta u nastanku i progresiji tumora [118, 119].

HH signalni put zapoc€inje vezivanjem HH liganda za protein PTCH (Patched)
(Slika 8). Kod vertebrata HH signalni put ukljucuje tri liganda: Sonic hedgehog (SHH),
Indian hedgehog (IHH) i Desert hedgehog (DHH). U odsustvu liganda PTCH inhibira
aktivnost proteina SMO (Smoothened), ¢ija je aktivacija neophodna za prenos HH signala
kroz plazma membranu u ¢eliju. Vezivanjem HH liganda inhibira se PTCH, a aktivira SMO
koji pokrece signalnu kaskadu u citoplazmi (Slika 8) [120]. Ishod pokretanja ove signalne
kaskade zavisi od balansa aktivatorskih i represorskih formi proteina Ci (Cubitus
interruptus )/GLI (Glioma-associated oncogene) (Slika 8). Familija GLI proteina obuhvata
tri ¢lana, GLI1, GLI1 i GLI3; GLI1/2 imaju ulogu aktivatora transkripcije ciljnih gena, dok
GLI3 funkcioniSe kao represor [121]. Pokazano je da je ekspresija gena GLI1 i PTCH
direktno zavisna od aktivacije HH signalnog puta zbog ¢ega se ovi geni smatraju klju¢nim

markerima aktivnosti ovog signalnog puta [122].
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Slika 8. Aktivnost HH signalnog puta u odsustvu i prisustvu liganda. U odsustvu liganda GLI represori
transkripcije (GliR) su uglavnom eksprimirani te ne dolazi do transkripcije ciljnih gena. U prisustvu liganda
GLI aktivatori transkripcije (GliA) su uglavnom eksprimirani $to za rezultat ima aktivaciju ekspresije ciljnih
gena. PTC — Patched; SMO — Smoothened; HH — Hedgehog (Preuzeto i modifikovano od [123]).

HH signalni put predstavlja jedan od najvaznijih mehanizama transdukcije signala u
malignim ¢elijama [124]. PoviSena aktivnost ovog signalnog puta uocena je u glioblastomu,
meduloblastomu, tumorima pluca, prostate, dojke i pankreasa [124]. Takode, literaturni
podaci ukazuju na znacaj HH signalnog puta u inicijaciji, odrzavanju i progresiji GBM

[125-128].

1.2.2.2.3. Autofagija

Autofagija je evolutivno ocuvan lizozomalni katabolicki proces kod eukariota
[129]. Ovim procesom selektivno se degraduju agregati proteina, peroksizomi, oSteCene
mitohondrije, unutarcelijske bakterije i virusi, endoplazmati¢ni retikulum i ribozomi [129].
Pokazano je da je autofagija neophodna za prezivljavanje, diferencijaciju, razvice i
odrzavanje homeostaze [129]. U literaturi su opisane 3 forme autofagije - autofagija
posredovana Saperonima, mikroautofagija i makroautofagija, koje se razlikuju u odnosu na

njihove fizioloSke funkcije 1 na¢in na koji dopremaju sadrzaj citoplazme, koji je potrebno
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degradovati, do lizozoma [129]. Pri autofagiji posredovanoj Saperonima agregati
citoplazmati¢nih proteina se selektivno transportuju u lizozom pri ¢emu ne dolazi do
formiranja vezikula niti znacajnih promena u membrani lizozoma [130]. Tokom procesa
mikroautofagije, komponente citoplazme se transportuju u lizozom direktnom
invaginacijom membrane lizozoma [131]. Za proces makroautofagije, najuniverzalnije
forme autofagije, karakteristicno je formiranje autofagozoma odnosno mali delovi
citoplazme se pakuju u dvoslojnu membranu; zatim sledi fuzionisanje autofagozoma sa
lizozomom i formiranje autofagolizozoma unutar kojih se degraduju agregati proteina i

ostecene organele (Slika 9) [132]. Termin autofagija se naj¢esce koristi za makroautofagiju.

Agregati proteina
i oStecene organele

/ Lizozom
-9
@

Formiranje autofagozoma Autofagozom Autofagolizozom

Slika 9. Shematski prikaz procesa makroautofagije (Preuzeto i modifikovano od [133]).

Uloga autofagije u ¢eliji je dvojaka. Sa jedne strane, autofagija predstavlja jedan od
mehanizama odgovora Celije na stres (kao Sto su gladovanje ¢elija, hipoksija, zraCenje celija
1 tretman citostaticima) kojim se uklanjanju oSteCeni proteini Celija 1 organele S§to
omogucava prezivljavanje celija [129]. Sa druge strane, autofagija je ukljucena i u
programiranu celijsku smrti oznacenu kao autofagna celijska smrt. Karakteristicno za
autofagnu cCelijsku smrt je prisustvo velikog broja autofagozomama i autolizozoma u ¢eliji
koja umire [134].

Kljuéni dogadaj u procesu autofagije predstavlja konverzija proteina LC3

(Microtubule-associated protein 1 light chain 3). Ovaj protein se proteoliticki obraduje i na
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taj naCin se generiSe solubilna citoplazmatska forma LC3-l koja se zatim konjuguje sa
fosfatidilaminom, formiraju¢i LC3-1I koji se ugraduje u membranu autofagozoma [129].
Takode, znacajnu funkciju u procesu autofagije imaju i protein Beclin-1 koji je neophodan
za indukciju ovog procesa [135] i protein p62 koji je reporter autofagne aktivnosti u celiji.
Naime, p62 protein je uklju¢en u isporucivanje ubikvitovanih proteina do proteozoma
[136].

U tumorskim ¢elijama autofagija ima dvojaku ulogu, supresorsku i promovisucu
[137, 138]. Rezultati istrazivanja ukazuju da autofagija supresorsku funkciju u tumorskim
¢elijama ostvaruje uklanjanjem oSteCenih organela i spre¢avanjem akumulacije slobodnih
kiseoni¢nih radikala koji bi prouzrokovali nestabilnost genoma [139]. Sa druge strane,
uoceno je da autofagija moze da promovise prezivljavanje tumorskih ¢elija u uslovima
loSeg snabdevanja hranljivim materijama Sto je Cesta pojava kod solidnih tumora i
metastatskih ¢elija malignih tumora [139]. Pored toga, poviSena aktivnost autofagije se
Cesto uocava kod tumora kao odgovor na terapiju; smatra se da u ovim uslovima autofagija
Stiti tumorske Celije od terapijom indukovane apoptoze [139]. Pokazano je da uloga
autofagije u malignim tumorima zavisi od tipa Celija, tipa tumora i faze karcinogeneze
[140-144].

Podaci iz literature pokazuju da je progresija nizih gradusa glioma tumora u vise
graduse pra¢ena smanjenom aktivnoS$¢u autofagije [94]. Pored toga, visi gradusi glioma
tumora imaju niZu ekspresiju proteina uklju¢enih u proces autofagije u odnosu na nize
graduse ovih tumora [93]. Pokazano je da zracenje, kao i tretman temozolomidom indukuje
autofagiju u celijama glioma [145]. Takode, rezultati nekoliko studija su pokazali da
modulacija procesa autofagije ¢ini tumorske celije mozga podloznije smrti indukovanoj
radio- i hemio-terapijom [145]. S obzirom da su GBM rezistentni na trenutne terapijske
pristupe koji promovisu apoptozu, targetiranje autofagije kao alternativnog mehanizma
smrti Celija je pristup za koji se smatra da ima veliki potencijal za uspesnu terapiju GBM

[145].
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1.2.2.2.4. Hijerarhijska organizacija ¢elija glioblastoma

Podaci iz literature ukazuju da je za glioblastome karakteristican kompleksni
hijerarhijski odnos medu ¢elijama [146]. Hijerarhijski odnos medu ¢elijama u bioloSkim
sistemima podrazumeva da sve Celije nekog sistema nisu jednake po znacajnosti ili
potencijalu; kod hijerarhijskih modela nediferencirane maticne celije prolaze kroz
asimetri¢ne ¢elijske deobe; ove deobe omogucavaju odrzavanje populacije mati¢nih celija i
generisanje specijalizovanih progenitora i diferenciranih ¢elija [146].

Dominantnu ulogu u hijerarhijskoj organizaciji ¢elija glioblastoma imaju mati¢ne
éelije glioblastoma (tumor-inicirajuce ¢elije) (GMC) [146]. Pokazano je da ove éelije imaju
sposobnost samoobnavljanja, generisanja svih Celijskih linija tumora (ukljucujuci
endotelijum i pericite krvnih sudova), generisanja ksenograft tumora u mozgu
imunodeficijentnih miSeva i sposobnost formiranja neurosfera [146]. Rezultati istrazivanja
ukazuju da su ove ¢elije slicne neuralnim mati¢nim ¢elijama i mnogi regulatorni i strukturni
proteini koji su neophodni za normalno funkcionisanje populacije neuralnih mati¢nih 1
progenitorskih Celija su markeri i mati¢nih celija glioblastoma, ukljucuju¢i SOX2,
NANOG, OLIG2 (Oligodendrocyte transcription factor), NESTIN, MUSASHI1 i BMI1 (B
cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1) [147]. Pored toga, podaci iz
literature ukazuju da su ove celije odgovorne za nastanak, progresiju, metastaziranje i
ponovno javljanje GBM tumora, kao i za rezistenciju na radio- i hemio-terapiju [147].
Smatra se da mati¢ne ¢elije glioblastoma mogu da nastanu transformacijom neuronalnih
mati¢nih ¢elija ili de-diferencijacijom normalnih ¢elija mozga, kao Sto su astrociti ili
oligodendrociti (Slika 10) [148]. Izolacijom GMC iz glioma visokog gradusa, uo¢eno je da
mogu da se razlikuju dve grupe ovih ¢elija — proneuralna i mezenhimalna grupa [148];
proneuralne maticne ¢elije glioblastoma pokazuju sli¢nosti sa fetalnim neuralnim mati¢nim

¢elijama, dok mezenhimalne pokazuju slicnosti sa adultnim neuralnim mati¢nim c¢elijama

[148].
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Slika 10. Poreklo celija glioblastoma. Smatra se da mati¢ne celije glioblastoma mogu da nastanu
transformacijom neuralnih mati¢nih ¢elija (NMC) ili de-diferencijacijom astrocita i oligodendrocita. TMC —
mati¢na Celija tumora; GRP - glijalni progenitor; OPC - prekursor oligodendrocita (Preuzeto i modifikovano
od [149)).

Smatra se da ¢e istrazivanja posveCena maticnim Celijama glioblastoma i
hijerarhijskoj organizaciji ¢elija glioblastoma doprineti razvoju novih terapeutskih pristupa
ne samo kod glioblastoma, nego i kod ostalih tumora kod kojih je detektovan hijerarhijski

odnos medu Celijama [146].
1.3. Familija gena SOX/Sox

Geni SOX (Sry-related HMG-box) kodiraju proteine SOX koji pripadaju HMG
(High-mobility group) boks superfamiliji DNK vezujucih proteina [150, 151]. Ovi proteini

poseduju ulogu kako regulatornih proteina, tako i arhitektonskih komponenti hromatina

(interaguju sa manjim zljebom DNK zavojnice i dovode do savijanja DNK zavojnice)
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[152]. HMG boks domen proteina SOX, duzine 79 aminokiselina, omogucava specifi¢no
vezivanje za heksamernu DNK sekvencu S>WWCAAW3’ (W-A/T) [153, 154].
Devedesetih godina proslog veka otkriven je prvi ¢lan familije gena SOX, gen SRY
mapiran na Y hromozomu [155, 156]. Familija gena SOX/Sox kod ¢oveka i miSa broji
dvadeset gena SOX [157], svrstanih u osam grupa, od A do H (Tabela 2). Clanovi grupe B
su podeljeni u dve podgrupe, B1 (SOX1, SOX2, SOX3) i B2 (SOX14, SOX21) [152]. U
okviru iste grupe proteini pokazuju visok stepen homologije (70-95%), kako u okviru HMG
boks domena tako 1 izvan njega, dok proteini razli¢itih grupa pokazuju delimi¢nu

homologiju samo u okviru HMG boks domena (>45%) [151, 152].

Tabela 2. Podela gena SOX

Grupa Clanovi

SOXA SRY

SOXB1 SOX1, SOX2, SOX3
SOXB2 SOX14, SOX21
SOXC SOX4, SOX11, SOX12
SOXD SOX5, SOX6, SOX13
SOXE SOX8, SOX9, SOX10
SOXF SOX7, SOX17, SOX18
SOXG SOX15

SOXH SOX30

Veéina gena SOX/Sox ima od 1 do 3 egzona i jednu varijantu zrele informacione
RNK [158-161]. Geni grupe A, B, C i G ne poseduju introne. Za razliku od njih, geni grupe
D 1 H sadrze viSe egzona 1 obradom njihovih pre-iIRNK mogu nastati razlicite izoforme
SOXD/H proteina [158-161].

SOX proteini poseduju nekoliko funkcionalnih domena: HMG boks domen,
transaktivacione, transrepresorske i domene odgovorne za dimerizaciju proteina [152].

HMG boks domen omogucava ostvarivanje funkcija kao Sto su vezivanje proteina za DNK,
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savijanje DNK, interakcije sa drugim proteinima i transport proteina iz citoplazme u jedro i
obrnuto. Vec¢ina SOX proteina poseduje jedan ili vise funkcionalnih domena izvan HMG
boksa. Ovi domeni su visoko evolutivno o¢uvani kod ortologa, kao i kod ¢lanova iste
grupe, dok je nizak nivo homologije ili odsustvo homologije detektovano izmedu ¢lanova

razlicitih grupa [152].

1.3.1. Funkcije gena SOX

Geni SOX familije reguliSu brojne procese kako tokom embriogeneze, tako i u
adultnom periodu zivota [152]. Pokazano je da proteini SOX imaju znacajne funkcije u
determinaciji pola, odrzavanju populacije mati¢nih ¢elija, neurogenezi, gliogenezi, razvi¢u
nervne kreste, skeletogenezi, hematopoezi, razvi¢u endoderma, kardiogenezi i angiogenezi
[152]. Pored toga ovi proteini ucestvuju u kontroli homeostaze u adultnim tkivima [157].

Gen SRY, ¢lan SOXA grupe, ima znacajne funkcije u determinaciji pola i razvicu
testisa [162]. Pokazano je da kod embriona misa gen Sry indukuje diferencijaciju ¢elija
nedeterminisanih gonada u Sertolijeve Celije [162].

Geni SOXB1 podgrupe imaju znacajne uloge u mnogim procesima, kao §to su
neuralna diferencijacija, razviée senzornih plakoda i razvi¢e folikula dlake [163]. Clanovi
ove grupe su ko-eksprimirani u neuralnom epitelu i ispoljavaju funkcionalnu redudantnost
tokom razvica CNS [164, 165]. Pokazano je da ovi geni imaju ulogu u odrzavanju
potencijala 1 identiteta neuralnih mati¢nih ¢elija i neuralnih progenitora, dok se njihova
ekspresija smanjuje pri ulasku neuralnih progenitora u proces diferencijacije [166]. U
adultnom periodu geni SoxB1 su eksprimirani u odredenim podtipovima postmitotickih
neurona i smatra se da u ovom periodu geni SoxB1 kontroliSu neuronalnu diferencijaciju
specifi¢nu za odreden podtip neurona i/ili prezivljavanje ovih ¢elija [167]. Najproucavaniji
gen iz ove podgrupe je SOX2. Rezultati istrazivanja ukazuju da SOX2 odrzava populaciju
mati¢nih ¢elija u nediferenciranom stanju [163]. Pored toga, ovaj gen je jedan od Cetiri
faktora neophodnih za reprogramiranje somatskih celija u indukovane pluripotentne
maticne Celije [168]. Takode, pokazano je da je funkcija proteina SOX2 neophodna za

formiranje unutrasnje Celijske mase embriona [164]. Rezultati istrazivanja Weiss i
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saradnika ukazuju da je kod misa gen Sox3, pored uloge u neuralnoj diferencijaciji, bitan i
za normalno razvi¢e oocita, diferencijaciju testisa muzjaka i gametogenezu, ali ne i za
determinaciju pola [169].

Clanovi SOXB2 podgrupe imaju znacajne uloge tokom razvi¢a nervnog sistema
[170]. Pokazano je da SOX21, reprimirajuci aktivnost Sox1-3, ucestvuje u kontroli
tranzicije od neuralnih progenitora do neurona [167]. Pored toga, gubitak funkcije proteina
SOX14 kod embriona pileta rezultuje inhibicijom diferencijacije GABAergickih neurona u
rostralnom talamusu [171]. Takode, detektovano je da su u dorzalnom srednjem mozgu
SOX14 i SOX21 neophodni i dovoljni za indukciju specifikacije GABAergickih neurona
[172].

Geni SOXC grupe reguliSu procese diferencijacije i organizacije tkiva tokom
kasnijih faza razvica [163]. Predominantno su ekspremirani u neuralnim i mezenhimalnim
progenitorskim éelijama [163]. Clanovi ove grupe odgovorni su za diferencijaciju neuralnih
progenitora u terminalno diferencirane nervne ¢elije [173], kao i za razvoj bubreznog tkiva
[174]. Detektovano je da u uslovima povecane ekspresije gena SOXC grupe dolazi do
aktivacije ekspresije panneuralnih markera, kao §to su Tujl i MAP2 [167]. Takode,
pokazano je da gubitak funkcije ovih gena dovodi do malformacija raznih organa [163].
Ekspresija gena Sox4 detektovana je u timusu; pokazano je da SOX4 promovise ekspanziju
pro-B limfocita i diferencijaciju T limfocita [175] Sto ukazuje na ulogu ovog gena u
procesu hematopoeze.

Geni SOXD grupe imaju znacéajne funkcije u procesu hondrogeneze [163]. Rezultati
istrazivanja Smits-a i saradnika ukazuju da nedostatak gena Sox5 ili gena Sox6 kod miseva
prouzrokuje blage abnormalnosti skeleta, dok misevi kojima nedostaju oba gena umiru sa
ozbiljnim, generalizovanim hondrodisplazijama [176]. Pored toga, pokazano je da geni
SoxD grupe regulisu i razvi¢e oligodendrocita [167]. Sa druge strane, pokazano je da
SOX13 ima znacajne funkcije u diferencijaciji T limfocita [177], dok je Sox6 bitan
stimulator eritropoeze [178].

Geni SOXE grupe imaju znacajne funkcije u neuralnoj diferencijaciji, hondrogenezi
I determinaciji pola [163]. Pokazano je da geni ove grupe regulisu diferencijaciju neuralnih

mati¢nih Celija u celije glije [163]. Literaturni podaci ukazuju da diferencijacija i
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specifikacija oligodendrocita zavisi od gena SoxE grupe [167]. Ekspresija gena Sox9
detektovana je u glijalnim prekursorima, dok je ekspresija gena Sox10 detektovana u
diferenciranim oligodendrocitima i astrocitima [179-181]. Takode, ovi geni su ukljuceni u
specifikaciju i odrzavanje populacije progenitora nervne kreste [167]. Sa druge strane,
detektovano je da je gen SOX9 kljucan regulator hondrogeneze i da je ukljucen u brojne
faze tokom formiranja hrskavice [167]; pokazano je da mutacije na jednom alelu ovog gena
prouzrokuju kampomeli¢nu displaziju i autozomalnu XY reverziju pola kod ljudi [182,
183]. Takode, rezultati istrazivanja pokazuju da SOX9 promoviSe diferencijaciju
Sertolijevih celija [184] i da su SOX8 i SOX9 neophodni za odrzavanje fertiliteta kod
muskog pola [185].

Geni SOXF grupe poseduju znacajne funkcije tokom razviéa endoderma,
vaskulogenezi, limfangiogenezi, neovaskularizaciji, hematopoezi i razvi¢u folikula dlake
[163].

Gen SOX15, ¢lan SOXG grupe, bitan je za razvoj skeletne muskulature. Nedostatak
ovog gena dovodi do odsustva regeneracije skeletne muskulature kod misa [163].

Gen SOX30, ¢lan SOXH grupe, ima znacajne funkcije u spermatogenezi. Nedostatak

ovog gena indukuje sterilitet muzjaka misa [186].

1.3.2. Familija gena SOX i karcinogeneza

Literaturni podaci ukazuju da mnogi proteini za koje je pokazano da poseduju
znacajne uloge u toku embrionalnog razvi¢a imaju bitne funkcije i u procesu karcinogeneze
[187]. Sa druge strane, za mnoge proteine za koje je najpre utvrdeno da su kljucni za
razvi¢e malignih tumora, kasnije je uo¢eno da imaju znacajne uloge u toku embrionalnog
razvica [187].

U poslednjih nekoliko godina sve je vise podataka da su mutacije u genima SOX i
disfunkcija proteina SOX povezani sa bolestima kod ljudi, ukljucujuéi i maligne bolesti
[165]. Na Slici 11 shematski su prikazani proteini SOX za koje je do sada poznato da

poseduju ulogu u malignim tumorima.
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Tumori mozga, gliomi,meduloblastomi

SOX1, SOX2, SOX3, SOX4, SOX5, SOX6, SOX9,

SOX10, SOX11, SOX21

Tumori pluca

SOX2, SOX3, SOX4, SOX9, SOX11,
SOX17, SOX18

Leukemije i limfomi
SOX3,S0X4, SOX11, SOX17

Tumor jetre

SOX1, SOX3, SOX4, SOX7, SOX9,
SOX10, SOX17, SOX18

Karcinom debelog creva
SOX2, SOX4, SOX9, SOX17

Tumori jajnika
SOX2, SOX3, SOX9

Tumori glave i vrata
S0OX2, SOX4, SOX11

Tumori dojke

SOX1, SOX2, SOX3, SOX4,
SOX9, SOX10, SOX18

Tumori Zzeluca i ezofagusa

SOX1, SOX2, SOX3, SOX4
SOX9, SOX11, SOX17

Tumor pankreasa

SOX2, SOX9, SOX15

Karcinom endometrijuma
SOX4

Karcinom grlica
materice
SOX1, SOX2, SOX4, SOX9
SOX14, SOX18

SOX18
Tumori testisa Karcinom besike
SOX2, SOX17 SOX4, SOX9
Melanomi Sarkomi
SOX2

SOX3, SOX4, SOX9, SOX10

Slika 11. Shematski prikaz proteina SOX ukljuéenih u razli¢ita maligna oboljenja (Preuzeto i

modifikovano iz [187]; funkcija proteina SOX1 i SOX3 u glioblastomu opisana je u ovoj tezi).

Pokazano je da ¢lanovi familije gena SOX mogu da ostvaruju funkciju onkogena,
tumor supresornog gena, ili obe funkcije u zavisnosti od sastava/tipa ¢elija i da mogu da
budu aktivirani ili inhibirani preko razli¢itih genetickih i epigenetickih mehanizama,
uklju€ujuéi promene u metilaciji DNK, broju kopija DNK, kao i usled promena ekspresije
mikro RNK [187-190]. Proteini SOX familije doprinose malignom fenotipu ¢elija tumora

preko regulacije razli¢itih procesa, kao Sto su proliferacija, apoptoza, prezivljavanje,
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invazija, migracija, diferencijacija, odrzavanje populacije mati¢nih celija tumora,
senescencija i angiogeneza [191].

Ekspresija gena SOXB1 podgrupe detektovana je u glioblastomima [192]. Pored
toga, funkcija gena SOX1 opisana je kod razli¢itih malignih bolesti, kao S§to je
hepatocelularni karcinom i karcinomi grli¢a materice, zeluca, nazofarinksa, dojke i prostate
[193-198]. Takode, pokazano je da gen SOX2 ostvaruje funkciju onkogena kod karcinoma
skvamoznih ¢elija jednjaka i karcinoma pluca [199], dok ima funkciju tumor supresora kod
karcinomu zeluca [200]. Visok nivo ekspresije gena SOX2 karakteristiCan je za mati¢ne
¢elije tumora kao S$to su karcinom grli¢a materice, sarkomi, karcinom dojke, kolorektalni
karcinom i glioblastom [201]. Literaturni podaci pokazuju da u uslovima poveéane
ekspresije gena SOX2 dolazi do onkogene transformacije transbronhijalnih epitelijalnih
¢elija [199, 202]. Takode, pokazano je i da poviSena ekspresija gena SOX3 indukuje
onkogenu transformaciju fibroblasta embriona pileta [203]. Uloga gena SOX3 opisana je
kod karcinoma skvamoznih ¢elija jednjaka, epitelijalnog karcinoma jajnika, osteosarkoma,
T-¢elijskih limfoma i hepatocelularnog karcinoma [204-208].

Pokazano je da gen SOX14, ¢lana SOXB2 podgrupe, utice na osobine Celija
karcinoma grli¢a materice, kao $to su proliferativni kapacitet, vijabilnost, Celijska smrt 1
invazivni potencijal [209], dok povecana ekspresija gena SOX21 indukuje apoptozu ¢elija
glioma [210].

Kada su u pitanju ¢lanovi SOXC grupe, detektovano je da je ekspresija gena SOX4
povecana kod akutne leukemije, sitnocelijskog karcinoma pluca, kolorektalnog karcinoma,
karcinoma dojke, dok je ekspresija ovog gena smanjena kod karcinoma jetre 1 mokraéne
besike [190]. Povecana ekspresije gena SOX4 u netumorskim ¢elijama prostate dovodi do
onkogene transformacije ovih celija [211]. Poviseni nivo ekspresije gena SOX11
detektovan je kod nesitnocelijskog karcinoma pluca [212]. Pokazano je da gena SOX11 kod
karcinoma glave i vrata ima funkciju onkogena [213], dok kod karcinoma Zeluca ima ulogu
tumor supresora [214].

Visok nivo ekspresije gena SOX5 i SOX6, ¢lanova SOXD grupe, detektovan je u
gliomima [165].
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Povecana ekspresija ¢lanova SOXE grupe (SOX8, SOX9, SOX10) uocena je kod
razli¢itih malignih tumora [191]. Povecana ekspresija gena SOX8 detektovana je kod
hepatocelularnog karcinoma [215], dok je poviSen nivo ekspresije gena SOX9 detektovan
kod tumora mozga, pankresa, creva, pluca i prostate [216]. Kod glioma i karcinoma
pankreasa SOX9 poseduje funkciju onkogena, dok kod melanoma ima ulogu tumor
supresora [217]. lzmenjena ekspresija gena SOX10 detektovana je kod melanoma [218-
220].

Kada su u pitanju ¢lanovi SOXF grupe, pokazano je da je ekspresija gena SOX7
smanjena u tumoru pluca, dojke, debelog creva i prostate [221]. Smanjena ekspresija gena
SOX17 detektovana je kod hepatocelularnog karcinoma, kolorektalnog karcinoma i
karcinoma jednjaka [222]. Smatra se da SOX7 i SOX17 imaju funkciju tumor supresora u
razli¢itim tumorima [221, 223]. Povecana ekspresija gena SOX18 detektovana je kod
razli¢itih tumora kao S$to su nesitnocelijski karcinom pluca, hepatocelularni karcinom,
karcinom jajnika, grlica materice i dojke, i kod ovih tumora povecana ekspresija gena
SOX18 povezana je sa lo§ijom prognozom [224-227].

Literaturni podaci ukazuju da gen SOX15, ¢lan SOXG grupe, ima ulogu tumor

supresora kod karcinoma pankreasa [228].

1.3.2.1. Gliomi i geni SOX

Podaci iz literature ukazuju da su brojni ¢lanovi familije gena SOX eksprimirani u

gliomima (Slika 12).
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Tumor
supresor

Onkogen

Slika 12. Uloga gena SOX u malignim glioma tumorima (Preuzeto i modifikovano od [165]).

Visok nivo ekspresije proteina SOX2 detektovana je u glioblastomima
[165]. Pokazano je da je kod bolesnika sa GBM poviSena ekspresija ovog proteina
povezana sa lo§ijim prezivljavanjem bolesnika [229]. Takode, visok nivo ekspresije ovog
gena detektovan je i u populaciji glioma mati¢nih ¢elija gde je ovaj gen neophodan za
odrzavanje pluripotentnosti, tumorogenog potencijala i proliferativnog kapaciteta ovih
¢elija [230, 231]. Studija Suva i saradnika pokazuje da je SOX2, zajedno sa POU3F2,
SALL2 i OLIG2, neophodan za potpunu dediferencijaciju (reprogramiranje) ¢elija GBM u
glioma mati¢ne ¢elije [232].

Literaturi podaci pokazuju da forsirana ekspresija SOX21, ¢clana SOXB2 podgrupe,
inhibira ekspresiju gena SOX2 i indukuje apoptozu ¢elija glioma [210]. Pored toga, uoceno
je da SOX21 inhibira progresiju glioma in vivo formirajuc¢i kompleks sa SOX2 i stimuli$uéi
aberantnu diferencijaciju [233]. Ovi rezultati ukazuju na tumor supresorsku ulogu gena
SOX21 [165].

Clan SOXC grupe, protein SOX4 poviseno je eksprimiran u uzorcima tkiva GBM i
rezultati istrazivanja ukazuju da je poviSena ekspresija ovog proteina povezana sa
povec¢anom aktivno$séu TGF-B (tumor growth factor ) [234] signalnog puta za koji je
pokazano da je odgovoran za nastanak i progresiju GBM [235]. Takode, uoceno je da
povisena ekspresija gena SOX4 korelira sa losijim prezivljavanjem obolelih od GBM [236].

Uloga SOX11 u GBM jos uvek nije u potpunosti razjasnjena. Dok je povisen nivo
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ekspresije ovog proteina detektovan u GBM [237], nizak nivo ekspresije ovog gena korelira
sa loijim prezivljavanjem bolesnika sa ovim tipom tumora [238]. U GMC nije detektovana
ekspresija gena SOX11. Sa druge strane, pokazano je da miSevi kojima su transplantirane
mati¢ne celije glioblastoma sa ektopi¢énom ekspresijom ovog gena duze prezivljavaju u
poredenju sa mi§evima kojima su transplantirane kontrolne GMC [238].

Povecana ekspresija proteina SOX5 i SOX6, ¢lanova SOXD grupe, detektovana je u
gliomima [239, 240]. Takode, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu prisustva antitela na
proteine SOX5 i SOX6 (IgG) u serumu bolesnika sa gliomima i prezivljavanja bolesnika
[240]. Pokazano je da ektopi¢no povecanje ekspresije gena SOX5, SOX6 i SOX21 u
primarnim ¢elijama GBM poreklom od bolesnika uvodi ove celije u senescenciju i
apoptozu, smanjujuci na taj nac¢in njihov maligni potencijal [241]. Takode, ekspresija ova
tri gena smanjuje se tokom maligne progresiji glioma tumora u viSe graduse. Pored toga,
detektovano je da smanjenje ekspresije gena SOX5, SOX6 i SOX21 povecava kapacitet
mati¢nih ¢elija subventrikularne zone misa da formiraju glioma tumore kod onkogenom-
indukovanog modela tumora mozga misa [241].

PoviSena eckspresija gena SOX9, pripadnika SOXE grupe, uocena je u glioma
tumorima. Pokazano je da sa povec¢avanjem gradusa glioma tumora raste ekspresija ovog
gena i gena SOX10, drugog ¢lana ove grupe [242]. Pored toga, pokazano je da povecana
ekspresija gena SOX9 korelira sa losijim prezivljavanjem obolelih od GBM [243]. Takode,
uoceno je da je prezivljavanje bolesnika kod kojih su detektovani glioma tumori sa
povecanom ekspresijom gena SOX9 krace u poredenju sa bolesnicima kod kojih su
detektovani glioma tumori sa nizom ekspresijom ovog gena [243]. UtiSavanje ekspresije
gena SOX9 smanjuje proliferativni kapacitet ¢elija glioma tumora, dovodi do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa u G2/M fazi i povecava apoptozu u ovim ¢elijama [243].

Pokazano je da je gen SOX17, ¢lan SOXF grupe, eksprimiran u endotelijalnim
¢elijama GBM tumora te se smatra da je ovaj gen ukljuen u promovisanje procesa
angiogeneze u tumorima [244]. Rezultati istrazivanja ukazuju da ekspresija ovog gena u
krvnim sudovima glioblastoma nije u korelaciji sa prezivljavanjem bolesnika sa ovim tipom
tumora [245]. Takode, u krvnim sudovima GBM tumora bolesnika uocena je heterogena

ekspresija gena SOX7; detektovano je da visok nivo ekspresije ovog gena korelira sa
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losijom prognozom kod bolesnika, kao i sa pojavom malih i razgranatih krvnih sudova
unutar tumora [245].

Geni SOX1 i SOX3 eksprimirani su u GBM tumorima, medutim njihova uloga u
ovom malignitetu jo§ uvek nije dovoljno istrazena. Imajuci to u vidu, tema ove doktorske

disertacije je analiza uloge gena SOX1 i SOX3 u ¢elijama GBM.

1.3.3. Gen SOX1

Gen SOX1 mapiran je na hromozomu 13 u regionu g34 [246]. Ovaj gen kodira
protein duzine 391 aminokiseline koji na svom C-terminalnom domenu poseduje
polialaninske nizove i histidin-prolin ponovke [246].

Protein SOX1 ima znacajne funkcije u procesu neurogeneze [246, 247]. Naime,
pokazano je da je ovaj protein jedan od najranijih markera Celija koje su se opredelile za
formiranje neuroektoderma. Regulatorni protein SOX1 odrzava neuralne progenitore u
nediferenciranom, mitotski aktivnom stanju [248]. Takode, uoceno je da ektopi¢no
povecana ekspresija gena SOX1 u ¢elijama miSa dovodi do indukcije neuralne
diferencijacije §to ukazuju da je protein SOX1 dovoljan faktor za pokretanje procesa
neurogeneze [249]. Literaturi podaci ukazuju da je precizno regulisana ekspresija gena
SOX1 u prednjem mozgu klju¢ni faktor diferencijacije postmitotskih GABAnergickih
neurona ventralnog strijatuma [250, 251]. U adultnom periodu ekspresija ovog gena je
uocena u populaciji neuralnih mati¢nih ¢elija [252].

Pored uloga u procesu neurogeneze, protein SOX1 poseduje znacajnu funkciju i u
procesu razvica sociva oka regulisuci ekspresiju y-kristalina [253, 254].

Podaci iz literature ukazuju da odsustvo ekspresije ovog gena tokom razvica
rezultuje pojavom epilepsije [151, 166, 251, 255].

U literaturi su sve prisutniji podaci o ulozi gena SOX1 u malignim oboljenjima.
Visok titar antitela specificnih za SOX1 detektovan je u serumu bolesnika sa sitnocelijskim
karcinomom pluca [256]. Takode, pokazano je da je ekspresija gena SOX1 epigeneticki

inhibirana kod karcinoma grlica materice i ovarijuma, odnosno uoceno je da je promotor
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ovog gena hipermetilovan u ovim karcinomima [257, 258]. Aktivnost ovog gena kao tumor
supresornog gena detektovana je kod hepatocelularnog karcinoma, karcinoma grlica
materice, nazofaringsa, dojke i zeluca [193-197]. Istrazivanja ukazuju da protein SOX1
inhibira proliferaciju, invaziju i rast ¢elija karcinoma grli¢a materice [195]. Ekspresija ovog
gena je utiSana kod karcinoma Zeluca; ektopi¢no poveéanje ekspresije gena SOX1 dovodi
do zaustavljanja proliferacije i do smrti ¢elija ovog karcinoma [193]. Takode, ektopicno
povecanje ekspresije ovog gena indukuje senescenciju i smanjuje proliferativni kapacitet 1
migratornu sposobnost ¢elija karcinoma nazofaringsa, kao i rast ovog tipa karcinoma [194].
Pored toga, povecana ekspresija gena SOX1 smanjuje proliferaciju i invazivni potencijal
¢elija hepatocelularnog karcinoma, kao i sposobnost formiranja kolonija ¢elija i i sam rast
tumora in vivo [197].

Iako vecina doskorasnjih podataka ukazuju na tumor supresorsku aktivnost proteina
SOX1, skorasnji podaci ukazuju da gen SOX1 moze ispoljavati i onkogenu aktivnost.
Naime, u ¢elijama karcinoma prostate koje se odlikuju izrazenom sposobnoscéu da izvrse
invaziju, detektovan je visok nivo ekspresije gena SOX1 u poredenju sa celijama ovog

tumora koje nemaju sposobnost invazije, kao i parentalnim ¢elijama [198].

1.3.4. Gen SOX3

Humani gen SOX3 mapiran je na hromozomu X na dugom kraku u regionu 26-27 i
sadrzi jedan egzon [259]. Ovaj gen kodira za istoimeni protein koji poseduje N-terminalni
domen, HMG domen i C-terminalni domen koji sadrzi 4 polialaninska niza [254, 259].

Kao i ostala dva ¢lana SOXBI1 podgrupe, protein SOX3 ima vaznu ulogu tokom
procesa embriogeneze. Pokazano je da je funkcija ovog gena bitna tokom procesa razvica
gonada, kao i tokom neurogeneze i razvi¢a kognitivnih funkcija [150, 151, 169, 259].
Smatra se da je gen SOX3 predak gena SRY i da je gen SRY nastao tokom rane evolucije
sisara mutacijama i gubitkom sekvence gena SOX3 izvan HMG boks domena, §to je dovelo
do pojave novog vida determinacije pola kod placentalnih sisara [260, 261]. U prilog ovoj
hipotezi govori 1 €injenica da protein SOX3 deli oko 90% sli¢nosti u sekvenci HMG

domena sa proteinom SRY [183, 261, 262]. Duplikacije gena SOX3 i ekspanzija
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polialaninskog trakta ovog gena prouzrokuje infundibularnu hipoplaziju i hipopituitarizam
sa ili bez mentalne retardacije [263, 264]. Pored toga, kod bolesnika sa mutacijama u genu
SOX3 uocena je mentalna retardacija i nizak rast [169]. Pored toga, detektovano je da
delecija gena SOX3 nije letalna za miSeve; u uslovima odsustva ekspresije 0vog gena
detektovano je smanjenje tezine testisa, vakuolizacija Sertolijevih celija, gubitka
germinitivnih ¢elija i smanjenje broja spermatozoida kod jedinki muskog pola, odnosno
atrezija folikula, prisustvo defektnih oocita i znacajno smanjenje fertiliteta kod Zenki [169].
Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da SOX3 nije neophodan za determinaciju
pola, ali je bitan za normalno razviée oocita, diferencijaciju testisa i gametogenezu [169].

Ekspresija ovog gena uocena je tokom najranijih faza embrionalnog razvica
ki¢menjaka, kao i tokom formiranja CNS-a [265, 266]. Literaturni podaci ukazuju da je gen
SOX3 jedan od najranijih neuralnih markera koji je ukljucen u odredivanje i odrzavanje
identiteta neuralnih progenitora [265, 267, 268]. Eksperimenti na piletu su pokazali da je
protein  SOX3 jedan od kljuénih faktora za odrzavanje neuralnih progenitora u
nediferenciranom stanju, smanjujuci aktivnost proneuralnih proteina tokom neurogeneze
[267]. Ovaj gen, takode, poseduje znac¢ajnu ulogu i u morfogenezi i formiranju hipotalamo-
hipofizinog sistema [269]. Uocena je i uloga proteina SOX3 u razvi¢u i diferencijaciju
¢elija sociva oka kod embriona pileta i misa [254, 270].

U literaturi su opisana oboljenja i sindromi u ¢ijoj je osnovi naruSena ekspresija 1/ili
funkcija ovog proteina. Kod ¢oveka, mutacije u genu SOX3 naruSavaju razvoj medumozga,
infundibuluma i prednjeg reznja hipofize [263, 264, 271]. Gubitak funkcije proteina SOX3
(loss-of-function mutacije) koja je pracena ekspanzijom polialaninskog trakta dovodi do
nedostatka hormona hipofize i smanjenja intelektualnih sposobnosti kod jednog broja
nosioca [272, 273]. Hipotalamo-hipofizna osa je SOX3 dozno-zavisna, §to je potvrdeno i
kod familija sa duplikacijama Xq26-27 regiona, kod kojih se javljaju hipopituitarizam i
mentalna retardacija [274-276]. Takode, heterozigotne duplikacije gena SOX3 i/ili regiona
koji ga okruzuju kod bolesnika sa 46,XX kariotipom povezane su sa formiranju testisa kod
ovih bolesnika [277-279].

Sve je vise studija u kojima je pokazana uloga gena SOX3 1 u procesu

karcinogeneze. Prvi podaci koji govore o ulozi ovog gena u malignoj transformaciji ¢elija
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datiraju iz 2000. godine [203]. Naime, Xia i saradnici su pokazali da ektopi¢na ekspresija
ovog gena dovodi do onkogene transformacije fibroblasta embriona pileta [203]. Podaci iz
literature ukazuju na onkogenu aktivnost proteina SOX3 u razli¢itim tumorima [203-208].
Pokazano je da gen SOX3 mozZe da ima onkogeni potencijal kod karcinoma skvamoznih
¢elija jednjaka, epitelijalnog karcinoma jajnika, osteosarkoma i T-¢elijskih limfoma [205-
208]. U tkivu hepatocelularnog karcinoma detektovana je povecana ekspresija
SOX3/SOX3; visok nivo ekspresije ovog gena je u korelaciji sa progresijom tumora i sa
lo$ijim prezivljavanjem kod bolesnika sa ovim tipom tumora [204]. Pored toga kod
bolesnika sa ovim tipom tumora, kod kojih je detektovana i visoka ekspresija gena SOX3,
uoceno je ¢eS¢e ponovno javljanje bolesti u kratkom vremenskom interval [204]. Ektopi¢na
ekspresija ovog gena promoviSe proliferaciju, migraciju i invaziju i smanjuje apoptozu
¢elija karcinoma jajnika [205]. Povisena ekspresija proteina SOX3 povezana je sa
odrzavanjem mati¢nih Celija karcinoma endometrijuma u nediferenciranom stanju [280].
Takode, utiSavanje ekspresije ovog gena smanjuje epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju i
smanjuje sposobnost invazije mati¢nih ¢elija ovog tumora [280]. Visoka ekspresija proteina
SOX3 indukuje metastaziranje skvamoznih ¢elija karcinoma jednjaka u limfne ¢vorove in
vivo i promoviSe limfangiogenezu [281]. Podaci iz literature pokazuju da je gen SOX3
eksprimiran u glioma tumorima [192, 282] i da smanjenje ekspresije proteina SOX3 dovodi
do smanjenja proliferativnog kapaciteta, migratornog i invazivnog potencijala mati¢nih

¢elija glioblastoma i promovise apoptozu ovih ¢éelija [282].

1.4. Diferencijaciona terapija

Tradicionalni terapeutski pristup u le€enju malignih bolesti podrazumeva hirur§ko
odstranjivanje tumora koje je praceno hemio- i/ili radio-terapijom koje ukljucuju ubijanje
tumorskih ¢elija (Slika 13) [283]. Za razliku od hemio- i radio-terapije, cilj diferencijacione
terapije je reaktivacija endogenih programa diferencijacije u malignim ¢elijama $to vodi ka

maturaciji ¢elija tumora i gubitku malignog fenotipa [284].
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Slika 13. Sematski prikaz efekta tradicionalne i diferencijacione terapije na sudbinu éelija tumora

(Preuzeto i modifikovano od [285]).

Ideja o konverziji malignih ¢elija u benigne kao mogucem terapijskom pristupu
pojavila se 1961. god kada je uoCeno da cCelije teratokarcinoma mogu spontano da se
diferenciraju u kulturi [286]. Prva uspesna primena diferencijacione terapije u terapiji
malignih bolesti zabelezena je 1983. god kada je all-trans retinoi¢na kiselina (eng. all-
trans-retinoic acid - ATRA) (RK) primenjena u tretmanu akutne promijelocitne leukemije
[287]. Od sedamdeset godina proslog veka za nekoliko molekula i agensa, uklju¢uju¢i RK,
CAMP, natrijum butirat i citokine, pokazano je da mogu da indukuju terminalnu ex vivo
diferencijaciju ¢elija kod akutne mijeloidne leukemije, kao i ¢elija embrionalnih karcinoma
ili neuroblastoma [288, 289]. Pokazano je da agensi koji se koriste u diferencijacionoj
terapiji imaju manje toksican efekat na ¢elije nego konvencionalni agensi koji se koriste za
leenje tumora [285].

Agens koji se veoma Cesto koristi u diferencijacionoj terapiji je RK [285]. All-
trans-retinoicna kiselina pripada grupi retinoida, prirodnih 1 sinteti¢kih jedinjenja koji su
vazni modulatori razli¢itih bioloskih procesa, kao §to su proliferacija i diferencijacija [290-
292]. Takode, pokazano je da su retinoidi ukljuceni u indukciju diferencijacije i inhibiciju
rasta kod razli¢itih tipova malignih ¢elija [293, 294]. RK je prirodni derivat vitamina A koji
reguliSe razliite procese u celiji, ukljuujuéi proliferaciju, diferencijaciju 1 apoptozu

odredenog broja normalnih i malignih ¢elija [295-298]. Pokazano je da ovaj agens ima anti-
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tumorske efekte kod akutne promijelocitne leukemije [299, 300], kao i kod karcinoma
dojke [301], prostate [302], debelog creva [303] i pankreasa [304]. Primenu ovog agensa za
leCenje limfoma T ¢elija i akutne promijelocitne leukemije odobrila je FDA (eng. Food and
Drug Administration) [305]. Sa druge strane, pokazano je da RK moze da promovise
maligni potencijal ¢elija tumora dojke misa [306].

Postoje brojne preklini¢ke i klini¢ke studije koje su u toku ili su zavrSene, a koje se

bave proucavanjem efekta RK na razli¢ite tumore.

1.4.1. Primena RK u tretmanu ¢elija glioblastoma

I pored intenzivne terapije, prosecno prezivljane bolesnika kod kojih je
dijagnostifikovan glioblastom je oko 15 meseci [65]. Zbog toga je neophodno identifikovati
efikasnije terapeutske pristupe za leCenje ove maligne bolesti. Neki od novih terapeutskih
pristupa su usmereni na osnovne karakteristike celija glioblastoma, kao $to su
nekontrolisana proliferacija, migracija, invazija, rezistencija na apoptozu, odsustvo
diferencijacije i intenzivna angiogeneza [307-309]. Indukcija diferencijacije malignih ¢elija
glioma u benigne je u fokusu istrazivanja novih pristupa u terapiji glioma [310].

Literaturni podaci ukazuju da RK moZe da inhibira proliferaciju, migraciju i
invaziju ¢elija glioblastoma i da indukuje diferencijaciju i apoptozu ovih ¢elija [295, 311] .
Medutim, odgovor celija glioblastoma na RK je razli¢it 1 pokazano je da zavisi od tipa
¢elija glioblastoma, primenjene koncentracije RK 1 vremena izlaganja [295, 311-313].
Naime, pokazano je da se odgovor ¢elijskih linija poreklom od glioblastoma na tretman RK
razlikuje od odgovora primarnih kultura; uoceno je da tretman RK dovodi do smanjenja
proliferacije i migracije primarnih kultura GBM poreklom od bolesnika, ali ne uti¢e na iste
procese u imortalizovanim ¢elijskim linijama glioblastoma koje su dugo propagiraju u
kulturi [312]. Pored toga, uoceno je da je efekat RK na migraciju i invaziju ¢elijskih linija
glioma zavisan od primenjene doze RK [314]. Pokazano je da izlaganje GL-15 ¢celija
glioblastoma malim koncentracijama RK (0,1-1 uM) povecéava proliferativni kapacitet ovih
¢elija, dok vece koncentracije RK (5-10 uM) smanjuju proliferativni kapacitet ovih celija
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[315]. Pored toga, pokazano je da efektat RK na inhibiciju rasta i apoptozu U87 celija
glioblastoma zavisi od primenjene doze i vremena izlaganja [316].

Imaju¢i u vidu da su rezultati u literaturi o efektu RK na maligne karakteristike
¢elija glioblastoma oprecni, u okviru ove doktorske disertacije analiziran je efekat RK na

osobine U251 ¢elija glioblastoma.
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2. CILJEVI RADA

Glioblastom je najces¢i maligni tumor mozga kod odraslih i jedan od
najagresivnijih tipova tumora sa prosecnim prezivljavanjem obolelih oko 15 meseci i pored
intenzivne terapije. Zbog toga se intenzivno traga za novim terapeutskim pristupima za
leCenje obolelih sa ovim tipom tumora. Kako brojni literaturni podaci ukazuju da
molekularne karakteristike glioblastoma znacajno uti¢u na ishod terapije, neka od
istrazivanja novih terapeutskih pristupa su usmerena ka identifikaciji molekularnih markera
glioblastoma tumora koji bi predstavljali ciljna mesta terapije.

Ekspresija gena SOXB1 podgrupe (SOX1, SOX2 i SOX3) detektovana je u
glioblastomima. Ovi geni kodiraju regulatorne proteine koji imaju znaajne uloge u
mnogim procesima u toku razvica, kao $to su odrzavanje pluripotentnosti mati¢nih c¢elija i
odrZavanje populacije neuralnih progenitora u pluripotentnom i proliferiSu¢em stanju. Sa
druge strane, uoc¢eno je da brojni regulatorni proteini koji imaju funkciju u odredivanju
sudbine celija tokom razvica, u kasnijem periodu funkcioniSu kao onkogeni aktivirajuéi
rekapitulaciju programa razvica i1 promoviSuci populaciju ¢elija sli¢nih maticnim ¢elijama
[232, 317]. Funkcija gena SOX2 je dobro prou¢ena kod glioblastoma; pokazano je da ovaj
gen promoviSe maligni potencijal Celija glioblastoma i da je neophodan za odrzavanje
pluripotentnosti i tumorogenog potencijala mati¢nih celija glioblastoma [231, 318]. Za
razliku od gena SOX2, uloga preostala dva ¢lana SOXB1 podgrupe gena u c¢elijama
glioblastoma jo$ uvek nije dovoljno istraZena i stoga je osnovni cilj ove doktorske
disertacije analiza uloga gena SOX1 i SOX3 u ¢elijama glioblastoma.

Jedna od perspektivnih strategija u terapiji malignih bolesti je tzv. diferencijaciona
terapija koja ima za cilj diferencijaciju ¢elija tumora $to bi vodilo ka smanjenju malignog
potencijala ovih ¢elijja. Imajuéi u vidu ovaj podatak, jedan od ciljeva ove doktorske
disertacije bila je i analiza efekta all-trans retinoi¢ne kiseline na karakteristike celija
glioblastoma.

U svrhu proucavanja uloge gena SOX1 i SOX3, kao i efekta tretmana RK-om na

karakteristike celija glioblastoma definisani su slede¢i specificni ciljevi:
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1. Analiza ekspresije gena SOX1 u ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma.

2. Utisavanje ekspresije gena SOX1 u celijskoj liniji poreklom od glioblastoma i
ispitivanje efekta utiSane ekspresije ovog gena na proliferativni kapacitet, vijabilnost,
senescenciju 1 migratorni potencijal ¢elija glioblastoma.

3. Analiza ekspresije gena SOX1 nakon dediferencijacije ¢elijskih linija GBM.

4. Analiza ekspresije gena SOX1 u kulturama mati¢nih ¢elija glioblastoma i nakon
njihove diferencijacije.

5. UtiSavanje ekspresije gena SOX1 u kulturi mati¢nih celija glioblastoma 1 ispitivanje
efekta utiSane ekspresije ovog gena na proliferativni kapacitet i vijabilnost kulture mati¢nih
¢elija glioblastoma.

6. Analiza ekspresije gena SOX3 u tumorskom tkivu glioblastoma, astrocitima i
¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma.

7. Generisanje ¢elija glioblastoma sa pove¢anom ekspresijom gena SOX3 i ispitivanje
efekta povecane ekspresije gena SOX3 na proliferativni kapacitet, vijabilnost, migratorni i
invazivni potencijal ¢elija glioblastoma.

8. Ispitivanje efekta povecane ekspresije gena SOX3 na proces autofagije i aktivnost
kanonskog WNT i HH signalnog puta u ovim ¢elijama.

9. Ispitivanje uticaja hemio- i radio-terapije na ekspresiju gena SOX3 u celijskim
linijama poreklom od glioblastoma.

10.  Analiza ekspresije gena SOX3 nakon dediferencijacije ¢elijskih linija poreklom od
glioblastoma.

11.  Analiza ekspresije gena SOX3 u kulturama mati¢nih celija glioblastoma i nakon
njihove diferencijacije.

12.  Analiza efekta all-trans RK na morfologija, vijabilnost, migratorni potencijal,
sposobnost adhezije za komponente ekstracelijskog matriksa i neuralnu diferencijaciju

U251 ¢elija glioblastoma.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalni materijal

3.1.1. Uzorci humanog tumorskog tkiva glioblastoma

U ovoj doktorskoj disertaciji za analizu ekspresije gena SOX3 kori$¢eno je 40
uzoraka glioblastoma tumora (27 uzoraka za analizu ekspresije gena SOX3 i 13 uzoraka za
analizu ekspresije proteina SOX3), dva uzorka mozdanog tkiva koje okruzuje GBM i
uzorak normalnog mozdanog tkiva. Komercijalno dostupan uzorak normalnog mozdanog
tkiva obuhvatao je smesu iRNK izolovanih iz razli¢itih regiona mozga 23 osobe razlicitog
pola i starosti (od 23-86 godina starosti) (Ambion, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

Svi koriS¢eni uzorci tumorskog tkiva su histopatoloski klasifikovani kao primarni
glioblastomi. Takode, svi bolesnici od kojih je uzorkovano GBM tumorsko tkivo potpisali
su saglasnost za ucestvovanje u ovoj studiji. Istrazivanja sprovedena u okviru ove
doktorske disertacije koja predvidaju koriS¢enje uzoraka GBM tumora bolesnika odobrena
su od strane Eti¢kog odbora Biodonostia instituta i Donostia bolnice (Spanija) i od strane
Etickog odbora Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo, Univerziteta u
Beogradu. Pored toga, Eticki odbor Instituta za molekularnu genetiku 1 geneticko
inZenjerstvo, Univerziteta u Beogradu je dao saglasnost za sprovodenje istrazivanja koja su

predvidena u okviru ove doktorske disertacije.
3.1.2. Celijske linije kori§¢ene u radu

U ovom radu koris¢eno je pet komercijalno dostupnih permanentnih ¢elijskih linija
poreklom od humanog glioblastoma (U87, U373, U251, A172 i T98) (ATCC® eng.
American Type Culture Collection, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), permanentna Celijska
linijja poreklom od humanog embrionalnog teratokarcinoma NT2/D1 (ATCC® eng.
American Type Culture Collection, Sjedinjene Americke Drzave) i permanentna Celijska

linija poreklom od humanog embrionalnog bubrega HEK293 (ATCC® eng. American Type
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Culture Collection, Sjedinjene Americke Drzave). Takode, istrazivanja sprovedena u

okviru ove doktorske disertacije obuhvatala su i koris¢enje Cetiri kulture mati¢nih celija
GBM izolovanih iz tumora bolesnika, GB1 i GB2 [319], GNS166 i GNS177 [320] koje su

dobijene u saradnji sa dr Ander Matheu (BioDonostia Health Research Institute, Spanija).

3.1.3. Ekspresioni vektori i ekspresioni konstrukti kori$éeni u radu

U Tabeli 3. navedeni su ekspresioni vektori i ekspresioni konstrukti koris¢eni u

radu.

Tabela 3. Ekspresioni vektori i konstrukti kori§éeni u radu

Plazmid

Veli¢ina

Karakteristike

Referenca

pcDNA3.1

5,42 kb

- eukariotski  ekspresioni
vektor

- poseduje gene za
rezistenciju na ampicilin i
neomicin, promotor poreklom
od citomegalovirusa (CMV)
(fuzionisan sa enhenserom
ranog gena 0vog Virusa)
uzvodno od polilinkerskog
mesta (mesta insercije gena od
interesa u vektor - eng.

"multiple cloning site™)

Invitrogen®

pcDNA3.1/SOX3

6,84 kb

- ekspresioni konstrukt Koji
sadrzi kompletan kodirajuci

region humanog gena SOX3

[321]

pLKO.1

7,05 kb

- eukariotski  ekspresioni

lentivirusni vektor

Sigma
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- sadrzi U6 promotor uzvodno
od mesta kloniranja RNK koja
formira  strukturu  oblika
ukosnice (eng. short hairpin
RNA) (shRNA), kao i gene za
rezistenciju na ampicilin i

puromicin

pLKO.1/shSOX1

7,08 kb

- ekspresioni konstrukt Kkoji
sadrzi  shRNA  sekvencu

specificnu za humanu SOX1

RNK

Sigma

pPMDLg/RRE

8,89 kb

- lentivirusni vektor trece
generacije za pakovanje virusa
- sadrzi HIV-1 gene Pol
(kodira revereznu
transkriptazu, RNAzu H i
integrazu) 1 Gag (kodira
glavni strukturni poliprotein
Gag) neophodne za pakovanje
virusa, kao i gen za

rezistenciju na ampicilin

Addgene

pCMV-VSV-G

6,507 kb

- ekspresioni lentivirusni
vektor za pakovanje virusa

- kodira G glikoprotein virusa
vezikularnog stomatitisa
(VSV-G)

- neophodan za produkciju
virusnih partikula

- sadrZi gen za rezistenciju na

Addgene
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ampicilin

PRSV-Rev 4,18 kb | - lentivirusni vektor trece | Addgene
generacije za pakovanje virusa
- sadrzi gen Rev (kodira trans-
aktivacioni protein koji je
neophodan za  regulaciju
translacije strukturnih proteina
kapsida) i gen za rezistenciju

na ampicilin

3.1.4. Oligonukleotidi kori$¢eni u radu
U Tabeli 4. navedene su sekvence oligonukleotida koris¢enih u eksperimentima
semi-kvantitativni reverzna transkripcija PCR (RT-PCR) i PCR u realnom vremenu (RT-

gPCR).

Tabela 4. Oligonukleotidi kori§éeni u ovom radu

Naziv Sekvenca Reference
SOX1F 5-GCACCACTACGACTTAGTCCG-3' [322]
SOX1R 5-AGACCTAGATGCCAACAATTGG-3' [322]
SOX3 F 5-GACCTGTTCGAGAGAACTCATCA-3' [323]
SOX3R 5-CGGGAAGGGTAGGCTTATCAA-3' [323]
SOX3 F1 5- [324]
CACGGGTCCTCCGGGTTGCGAGGGGCGGACC-
3
SOX3 R1 5-TGGGGAACAAGGGTGGACGAGC-3’ [324]
p21 F 5-GACACCACTGGAGGGTGACT-3' [322]
p21 R 5-CAGGTCCACATGGTCTTCCT-3' [322]
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p27 F 5-GCAACCGACGATTCTTCTAC-3' [322]
p27 R S-CTTCTGAGGCCAGGCTTCTT-3 [322]
PTCHF 5’-ACCAGAATGGGTCCACGACAA-3’ [325]
PTCHR 5’-AAAGTCTGAGGTGTCCCGCAAG-3’ [325]
GLI1F 5’-CAGTTATGGGCCAGCCAGAGA-3’ [325]
GLI1R 5’-TGGCATCCGACAGAGGTGAG-3’ [325]
GLI2 F 5’-AGCAGCAGCAACTGTCTGAGTGA-3’ [325]
GLI2R 5’-GACCTTGCTGCGCTTGTGAA-3’ [325]
GLI3 F 5’-TCCAACACAGAGGCCTATTCCAG-3 [325]
GLI3R 5>-CTCTTGTTGTGCATCGGGTCA-3’ [325]
GFAP F 5’-GCAGAGATGATGGAGCTCAATGACC-3 [324]
GFAPR 5’-GTTTCATCCTGGAGCTTCTGCCTCA-3’ [324]
GAPDH F 5’-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3’ [326]
GAPDHR 5’-CCACGATACCAAAGTTGTCATGG-3° [326]
Nasumicéni Nepoznata Applied
heksanukleotidi Biosystems

3.1.5. Antitela koriSéena u radu

U Tabeli 5. navedena su primarna antitela koris¢ena u radu, dok su u Tabeli 6.

navedena sekundarna antitela koriS¢éena u radu.

Tabela 5. Primarna antitela Koris§éena u radu

Primarno Zivotinja u | Proizvoda¢ RazblaZenje Primena

antitelo na | kojoj je

protein proizvedeno

SOX1 Zec Cell Signaling, SAD | 1:250 Western blot
SOX3 Zec Santa Cruz, SAD 1:500 Western blot
SOX3 Zec Abcam, Velika | 1:200 Imunohistohemija
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Britanija

B-katenin Mis BD  Transduction | 1:10000 Western blot
Laboratories, SAD

LC3 Zec Cell Signaling, SAD | 1:5000 Western blot

P62 Svinja Progen Biotechnik | 1:2500 Western blot
GmbH, Nemacka

BECLIN1 Zec Cell Signaling, SAD | 1:2000 Western blot

Ki67 Zec Abcam, 1:250 Imunocitohemija

pH3 Mis Abcam 1:1000 Imunocitohemija

GFAP Zec DakoCytomation, 1:1000 Imunocitohemija
Nemacka

GAPDH Mis Abcam, Velika | 1:2500 Western blot
Britanija

a-TUBULIN | Mis Calbiochem, 1:10000 Western blot
DMI1A, SAD 1:200 Imunocitohemija

Tabela 6. Sekundarna antitela koriS¢ena u radu

Sekundarna Proizvodac RazblaZenje Primena

antitela

anti-ze¢je  antitelo | Active Motive, SAD 1:10000 Western blot

konjugovano sa

peroksidazom rena

anti-misje  antitelo | Active Motive, SAD 1:10000 Western blot

konjugovano sa

peroksidazom rena

anti-svinjsko Novex Life | 1:10000 Western blot

antitelo Technologies, SAD

konjugovano sa

peroksidazom rena
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Alexa Fluor 488- | Invitrogen, SAD 1:500 Imunocitohemija
biotinilizovano anti-

zeCje antitelo

Alexa Fluor 594- | Invitrogen, SAD 1:500 Imunocitohemija
biotinilizovano anti-

misje antitelo

3.1.6. Komercijalni Kkitovi koriS¢eni u radu

Totalna RNK izolovana je iz ¢elija koris¢enjem “TRI-Reagent” reagensa (Ambion,
SAD). PreciS¢evanje totalne RNK od tragova genomske DNK uradeno je primenom DNA-
free™ Kit (Ambion®, Invitrogen, USA). Za sintezu cDNK je koriséen High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Sjedinjene Americke Drzave).
Reakcija semikvantitativnog RT-PCR-a uradena je pomocu “KAPA 2G Fast HotStart
Ready Mix” kita (Byosistems, SAD). Reakcija RT-qPCR uradena je pomocu “Power
SYBR Green PCR master mix”-a (Applied Biosystems, SAD). Za izolaciju ekspresionih
vektora i konstrukata koris¢en je “QIAGEN Plasmid Midi Kit”. Luciferazna aktivnost
odredena je pomocu kita “Dual-luciferase® Reporter Assay System” (Promega, SAD). Za
analizu senescencije koriS¢en je “Senescence [-Galactosidase Staining Kit” (Cell

Signaling, SAD).
3.1.7. Softverski programi koriS¢eni u radu
Produkti Western blot analize i semikvantitativnog RT-PCR-a su kvantifikovani uz

pomoc¢u ImagelJ softvera. Statisticka obrada podataka uradena je koriS¢enjem Studentovog

t-testa i Kruskal-Wallisovog testa, kao i SPSS softvera.
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3.2. Eksperimentalne metode

3.2.1. Kultivisanje Celija

Sve permanentne celijske linije gajene su u standardnim uslovima, u DMEM-u
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) sa visokim sadrzajem glukoze, 10% FBS-om (Eetal
Bovine Serum) i 2 mM L-glutaminom (Gibco) na 37°C i 10% CO:..

Kulture mati¢nih ¢elija glioblastoma gajene su u medijumu za kultivaciju neuralnih
mati¢nih ¢elija koji je sadrzavao DMEM/F12 medijum (Invitrogen, SAD) uz dodatak 1%
N2 i 2% B27 suplementa (Fisher, Nemacka), 40% glukoze (Sigma, SAD) i 20 ng/ml
faktora rasta b-FGF2 (Basic fibroblast growth factor) i EGF (Epidermal growth factor)
(Sigma-Aldrich, SAD) na 37°C i 10% CO.. Kulture mati¢nih celija glioblastoma
diferencirane su u medijumu koji je sadrzavao DMEM/F12 medijum (Invitrogen, SAD) uz
dodatak 1% N2 i 2% B27 suplementa (Fisher, Nemacka), 40% glukoze (Sigma, SAD) i 1%
FBS na 37°C i 10% CO..

3.2.2. Tretmani U87 i U251 celija

Pri ispitivanju efekta y zraCenja na ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251 ¢elijama,
ove Celije su izlozene 24 h 1 72 h y zracenju jacine 2 1 4 Gy. Za generisanje y zraka koriS¢en
je uredaj HWM D-2000 unit (Siemens, Nemacka) koji kao izvor y zracenja koristi izotop
cezijuma 137. Brzina doze je iznosila 0,5 Gy/min.

Pri ispitivanju efekta hemioterapije na ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251
¢elijama, ove c¢elije su tretirane 72 h temozolomidom (Sigma, SAD) koncentracije 50, 100
ili 200 uM ili DMSO-om (Sigma, SAD) (kontrola, DMSO je koris¢en za rastvaranje
temozolomida).

Pri ispitivanju efekta RK na vijabilnost U251 ¢elija, ove ¢elije su tretirane 3 i 5 dana
RK-om koncentracije 1, 5, 10, 20, 40 i 60 uM, dok je pri analizi efekta RK na migratorni

potencijal, sposobnost adhezije za komponente ekstracelijskog matriksa, morfologiju i
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indukciju neuralne diferencijacije U251 ¢elija tretman trajao 5 dana i koriS¢ena je RK

koncentracije 10, 20 i 40 uM.

3.2.3. Dediferencijacija permanentnih cCelijskih linija poreklom od glioblastoma

Za dediferencijaciju ¢elijskih linija poreklom od GBM koriséen je protokol opisan
od strane Garros-Regulez i saradnika [319]. Ukratko, celijske linije poreklom od
glioblastoma su zasejane u bunari¢e mikrotitar plo¢e sa 6 otvora za gajenje Celija u
suspenziji (25000 ¢elija je zasejano po bunaricu) i kultivisane u medijumu za gajenje
neuralnih mati¢nih Celija dok nisu formirale onkosfere dijametra veceg od 100 pm; nakon
toga pristupalo se disagregaciji onkosfera na manje agregate Celija koris¢enjem akutaze.

Svez medijum dodat je svakog drugog dana.

3.2.4. Protokol za diferencijaciju NT2/D1 ¢elija u astrocite

Za diferencijaciju NT2/D1 ¢elija u astrocite koriséen je protokol koji su opisali
Sandhu i saradnici [327]. Naime, tretman RK (Sigma, SAD) indukuje neuralnu
diferencijaciju ovih ¢elija. Za potrebe ovog eksperimenta, 13000 éelija zasejano je po cm?u
odgovarajuce sudove za gajenje ¢elija. Nakon toga celije su tretirane Cetiri nedelje 10 uM
RK uz zamenu medijuma na svaka dva do tri dana. Po isteku Cetiri nedelje, ¢elije su
pasazirane u odnosu 1:6 i gajene narednih 48 h u medijumu bez RK. Zatim su iz ove
mesSovite populacije uklonjeni neuroni. Naime, neuroni se odlikuju slabom adhezijom za
povrsinu suda te se mogu izolovati mehani¢kim lupkanjem suda u kome se gaje. Nakon
mehanickog lupkanja neuroni su bili u medijumu za gajenje Celija koji je uklonjen iz suda
za gajenje Celija, dok je ¢elijama koje su ostale adherirane za povrSinu suda u kome se gaje
dodat svez medijum za gajenje ¢elija koji nije sadrzavao RK. Ove adherentne celije su se
diferencirale u astrocite u medijumu za kultivaciju NT2/D1 ¢elija bez prisustva RK tokom
naredne Cetiri nedelje. SveZ medijum je dodat na svakih 72 h, dok su ¢elije pasaZirane u

odnosu 1:2 na svakih 7 dana.
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3.2.5. Transdukcija U251 ¢elija glioblastoma i GNS166 Kkultura mati¢nih delija
glioblastoma

Prvi korak u transdukciji ¢elija glioblastoma obuhvatao je generisanje zrelih virusa
u HEK293 éelijama. U tu svrhu 1,2x10° ovih éelija je zasejano u Petri $olje pre¢nika 10 cm.
Dan posle zasejavanja u Petri $olje, uradena je privremena (tranzijentna) ko-transfekcija
HEK?293 ¢elija ekspresionim vektorima i konstruktima (pMDLg/RRE (2,5 pg), pCMV-
VSV-G (1,7 pg), pRSV-Rev (1 pg) i PLKO.1 (10 pg) ili PLKO.1/shSOX1 (10 pg))
koriS¢enjem PEI "Max" reagensa. Odnos PEI:DNK koji je kori§¢en pri transfekciji celija je
iznosio 3:1. Sest sati nakon nakapavanja PEI-DNK kompleksa na éelije, ¢elije su "oprane"
1xPBS-om (Phosphate-buffered saline) i dodat im je sveZ medijum. Tokom narednih 48 h
u transfektovanim HEK?293 ¢elijama generisani su virusi koji su se "oslobadali" iz ¢elija u
medijum za gajenje ¢elija. Medijum za gajenje celija koji je sadrzavao viruse je nakon 48 h
pokupljen se celija i filtriran kroz filter koji poseduje pore pre¢nika 0.2 pum u cilju
precis¢avanja virusa od komponenti ¢elija. Po zavrSenom filtriranju u filtrat je dodat agens
polibren (eng. "Polybrene™) (Sigma) u finalnoj koncentraciji 8 pg/ul u cilju poboljsavanja
efikasnosti penetracije virusa u eukariotsku Celiju. Ovako formirana smesa nakapavana je
na U251 i GNS166 ¢elije. Nakon 6 h Celije su "oprane" u 1xPBS-u i dodat im je svez
medijum za gajenje Celija koji je sadrZzavao 1 antibiotik puromicin (0,2 pg/ml) u cilju
selekcije transdukovanih ¢elija. Celije su rasle u medijumu koji je sadrzavao puromicin
narednih 48 h. Dalji eksperimenti sa transdukovanim c¢elijama radeni su 72 h nakon

prestanka selekcije.

3.2.6. Privremena (tranzijentna) transfekcija U87 ¢elija LIPOFECTAMINE 2000

reagensom

Dan pre transfekcije ¢elije su zasejane u Petri Solje pre¢nika 3,5 cm (200 000 ¢elija
po petri Solji) ili u mikrotitar ploce sa 24 bunari¢a (50 000 ¢elija po bunaricu). Sledeceg
dana, po dostizanju priblizno 90% konfluentnosti, ¢elijama je dodat svez medijum bez

seruma. Zatim je pomesano 3 pg DNK sa 200 pl minimalnog OPTI-MEM medijuma bez
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seruma (Invitrogen, SAD) (za transfekciju ¢elija gajenih u Petri $olji precnika 3,5 cm),
odnosno 0,7 pg DNK sa 100 pl minimalnog OPTI-MEM medijuma bez seruma (za
transfekciju ¢elija gajenih u bunari¢u mikrotitar ploce) (tuba 1). U drugu tubu (tuba 2)
pomesano je 200 pl minimalnog OPTI-MEM medijuma bez seruma sa 6 pl
LIPOFECTAMINE 2000 (za transfekciju celija gajenih u Petri Solji pre¢nika 3,5 cm),
odnosno 100 pl minimalnog OPTI-MEM medijuma bez seruma sa 1,5 ul
LIPOFECTAMINE 2000 (za transfekciju ¢elija gajenih u bunari¢u mikrotitar ploce). Zatim
je pomesan sadrzaj tube 1 i tube 2 i usledila je inkubacija smeSe na sobnoj temperaturi u
trajanja od 20 min u cilju formiranja kompleksa izmedu DNK i lipida. Potom su formirani
kompleksi nakapani na celije. Po isteku vremenskog perioda od 5 h, ¢elije su isprane

1xPBS-om i dodat im je svez medijum.

3.2.7. Privremena (tranzijentna) transfekcija U251 ¢elija polietilenimin (PEI) “Max”

agensom

Celije su dan pre transfekcije zasadene u Petri Solje pre¢nika 3,5 cm (200 000 éelija
po petri $olji) ili u mikrotitar ploCe sa 24 bunari¢a (50 000 celija po bunaricu). Sledeceg
dana po dostizanju priblizno 90% konfluentnosti, ¢elijama je dodat svez medijum za
gajenje Celija. Za potrebe transfekcije pomesano je 3 pg DNK sa 9 ul polimera PEI “Max”
(Polysciences, Inc, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) pH 7,2 (1 pug/ul) u 200 ul OPTI-MEM
medijuma (za transfekciju ¢elija gajenih u Petri Solji precnika 3,5 ¢m), odnosno 0,7 pg
DNK sa 2,1 ul PEI “Max” agensa pH 7,2 (1 pg/ul) u 100 pl OPTI-MEM medijuma (za
transfekciju celija gajenih u bunaricu mikrotitar ploce). U cilju formiranja DNK-PEI
kompleksa smesa je inkubirana 15 min na sobnoj temperaturi, a zatim nakapana na celije.

Nakon 24 h ¢elija su "oprane" 1xPBS-om i dodat im je sveZ medijum.

3.2.8. Izolacija totalne RNK

U okviru ove doktorske disertacije totalna RNK je izolovana iz celijskih linija

poreklom od GBM, transdukovanih U251 i GNSI166 celija 72h nakon selekcije
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puromicinom, dediferenciranih Celijskih linija poreklom od GBM, kultura mati¢nih ¢elija
GBM, diferenciranih kultura mati¢nih ¢elija GBM, transfektovanih U87 1 U251 ¢elija 48h
nakon transfekcije, U87 1 U251 <¢celija izloZzenih zracenju 1 tretiranih razli¢itim
koncentracijama temozolomida i U251 ¢celija tretiranih razlicitim koncentracijama RK.
Izolacija totalne RNK uradena je koris¢enjem “TRI-Reagent” reagensa prema uputstvu
predavaca. Celije su najpre "oprane" 1xPBS-om, odvojene od povrine suda 1x tripsinom i
resuspendovane u medijumu za gajenje ¢elija. Zatim su Celije centrifugirane 5 min na 1600
rpm, a talog cCelija je resuspendovan u 1 ml 1x PBS-a. Nakon toga, usledilo je ponovo
centrifugiranje ¢elija 5 min na 1600 rpm nakon ¢ega je talog ¢elija resuspendovan u “TRI-
Reagent” reagensu (koli¢ina reagensa je zavisila od povrsini suda u kome su ¢elije gajene —
Iml “TRI-Reagent” reagensa je koriS¢en ukoliko su ¢elije bile konfluentne u Petri $olji
pre¢nika 10cm). Potom su Celijski lizati inkubirani 5 min na sobnoj temperaturi. Po
zavrsenom period inkubacije, dodat je hloroform (1/5 zapremine koris¢enog “TRI-Reagent”
reagensa) i smesa je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Posle centrifugiranja u
trajanju od 15 min pri brzini od 12000xg na 4°C, u tubi su se izdvojile vodena faza,
interfaza i organska faza. Vodena faza u kojoj se nalazila RNK prebacena je u novu tubu, a
RNK je precipitirana dodatkom izopropanola (polovina zapremine koriS¢enog “TRI-
Reagent” reagensa). Nakon inkubacije u trajanju od 10 min i centrifugiranje na 12000xg 8
min na 4°C, precipitat RNK je "opran" 75% etanolom (ista zapremina kao 1 koriS¢enog
“TRI-Reagent” reagensa). Uzorak je centrifugiran na 7500xg, 5 min na sobnoj temperaturi.
Nakon kratkog susenja na sobnoj temperaturi, precipitirana RNK resuspendovana je u 20 pl
bidestilovane vode.

Za merenje koncentracije izolovane totalne RNK koriS¢en je NanoVue aparat,
verzija 4282 V1.7.3. Provera kvaliteta izolovane RNK uradena je koris¢enjem 1% gela od

agaroze.

3.2.9. Oslobadanje totalne RNK od ostataka genomske DNK

DNA-free™ kit (4mbion®, Invitrogen, USA) koriséen je za uklanjanje tragova

genomske DNK iz izolata totalne RNK. Pet mikrograma izolovane totalne RNK tretirano je
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30 minuta na 37°C sa 2U enzima DNKaze I (Deoxyribonuclease) u prisustvu 1xDNKaza |
pufera koji omogucava optimalne uslove za aktivnost ovog enzima. Ukupna zapremina u
kojoj je radena reakcija bila je 25 ul. Po zavrSenoj inkubaciji u reakcionu smesu je dodato
2,5 ul DNKaza I inaktivacionog agensa. Inkubacija reakcione smesSe sa inaktivacionim
agensom trajala je 2 min na sobnoj temperaturi, a zatim je reakciona smesa centrifugirana
90 sec na 10000xg. Nakon toga je supernatant koji sadrzi totalnu RNK precis¢enu od

ostataka genomske DNK prebacen u novu mikrotubu.

3.2.10. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Jedan mikrogram izolovane totalne RNK, preciS¢ene od tragova genomske DNK,
koris¢en je kao matrica u reakciji sinteze komplementarne DNK. Za sintezu cDNK
koris¢en je High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Sjedinjene Americke Drzave) prema uputstvu proizvodaca. Reakciona smesa je pored 1 ug
totalne RNK sadrzavala i 2 ul nasumi¢nih heksanukleotida (10x RT Random primers)
(Tabela 4), 1 ul MuLV reverzne transkriptaze, 1 pl RNKaznog inhibitora, 2 pul 10x RT
pufera, 0,8 ul 100 mM dNTP miksa i ddH20 do 20 ul. Reakcija sinteze cDNK se odvijala u
PCR aparatu prema sledecem programu: 10 min na 23°C, 40 min na 42°C, 5 min na 95°C 1

5 min na 5°C.

3.2.11. Semi-kvantitativni RT-PCR

U reakcijama semi-kvantitativnog RT-PCR-a kao matrica koris¢ena je prethodno
sintetisana cDNK. KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix (Kapa Biosystems, USA) je
koris¢en za umnozavanje DNK fragmenata. Reakciona smesa je pored 50 ng cDNK matrice
i 10 ul KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix-a, sadrzavala i 0,5 pmol/ul odgovarajuc¢eg F
(eng. forward - F) oligonukleotida, 0,5 pmol/ul odgovaraju¢eg R (eng. reverse - R)
oligonukleotida i ddH20 do 20 pl. U okviru ove doktorske disertacije u reakcijama semi-
kvantitativnog RT-PCR-a koris¢eni su oligonukleotidi specifi¢ni za gene SOX3 (SOX3 F1 i
SOX3 R1), GFAP (GFAP F i GFAP R) i GAPDH (GAPDH F i GAPDH R) (sekvence
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koris¢enih oligonukleotida date su u Tabeli 4). Ekspresija gena GAPDH koriséena je za
normalizaciju koli¢ine matrice kori§¢ene u reakcijama semi-kvantitativnog RT-PCR-a.
Reakcije polimeraznog umnozavanja DNK fragmenata odvijale su se u PCR aparatu
prema slede¢em protokolu:
- amplifikacija gena GFAP i GAPDH: pocetna denaturacija 2 min na 95°C, a zatim 35
ciklusa umnozavanja (denaturacija 15 sekundi 95°C, renaturacija 15 sekundi 60°C,
elongacija 15 sekundi 72°C — alikvoti PCR reakcija su uzimani nakon 30 i 35 ciklusa
umnozavanja) i zavrSna sinteza 2 min na 72°C
- amplifikacija gena SOX3: pocetna denaturacija 5 min na 95°C, a zatim 35 ciklusa
umnozavanja (denaturacija 30 sekundi 95°C, renaturacija 30 sekundi 68°C, elongacija 30
sekundi 72°C — alikvoti PCR reakcija su uzimani nakon 30 i 35 ciklusa umnozavanja) i
zavrSna sinteza 2 min na 72°C. Dobijeni PCR produkti razdvojeni su na 2% gelu od
agaroze i vizuelizovani bojenjem etidijum bromidom. Razdvojeni PCR produkti su
digitalizovani i kvantifikovani koris¢enjem ImageJ softvera, a vrednosti koje su dobijene za
PCR produkte gena SOX3 i GFAP normalizovane su u odnosu na vrednosti dobijene za
PCR produkte gena GAPDH u istom uzorku.

3.2.12. Kvantitativni RT-PCR u realnom vremenu (RT-gPCR)

Tehnika RT-qPCR omogucava amplifikaciju i istovremenu detekciju i
kvantifikaciju amplifikovanog produkta u realnom vremenu. U okviru ove doktorske
disertacije za RT-gPCR koris¢éen je Power SYBR™ Green PCR Master mix (Applied
Biosystems, USA) prema uputstvu proizvodaca. Za dvolanc¢anu DNK vezuje se SYBR
Green boja koja, nakon ekscitacije, emituje fluorescentni signal. Umnozavanje PCR
produkta dovodi do povecanja intenziteta fluorescentnog signala te je intenzitet
fluorescencije proporcionalan koli¢ini PCR produkta.

Prethodno sintetisani ¢cDNK molekuli koris¢eni su kao matrice u RT-qPCR
reakcijama. Reakcije su pored ¢cDNK i Power SYBR™ Green PCR Master mix-a,
sadrzavale 1 oligonukleotide specificne za gene od interesa i ddH20 do 10 pl. Isti cDNK

uzorci koriS¢eni su 1 kao matrice u RT-qPCR reakcijama koje su sadrzavale oligonukleotide

61



specifi¢ne za gen GAPDH (GAPDH F i GAPDH R). Ekspresija gena GAPDH koris¢ena je
za normalizaciju koli¢ine matrice koris¢ene u RT-gPCR reakcijama. Reakcije su se odvijale
u aparatu 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) prema slede¢em protokolu:
50°C 2 minuta; 95°C 10 minuta; 40 ciklusa od 95°C 15 sekundi i 60°C 1 minut. Svaka
reakcija je radena u triplikatu i1 za svaki uzorak izracunata je srednja vrednost. Pomocu
komparativnog algoritma za kvantifikaciju odreden je relativni nivo ekspresije analiziranih
gena. U formulu 224t koja omogucava izracunavanje stepena razlike u ekspresiji
analiziranog gena izmedu dva uzorka inkorporisana je AACt vrednost, koja predstavlja
razliku izmedu Ct vrednosti analiziranog gena i Ct vrednosti za gen GAPDH. Relativna
ekspresija analiziranih gena u ¢elijama sa utiSanom ekspresijom gena SOX1 ili povecanom
ekspresijom gena SOX3 je predstavljena kao stepen promene ekspresije tog gena

detektovane u relevantnim kontrolnim ¢elijama kojoj je dodeljena vrednost 1 ili 100%.

3.2.13. Izolacija ukupnih ¢elijskih proteina

U okviru ove doktorske disertacije ukupni ¢éelijski proteini za potrebe Western blot
analize izolovani su iz transdukovanih U251 celija 72h nakon selekcije puromicinom 1
transfektovanih U87 i U251 ¢elija 48h nakon transfekcije. Celije su odvojene od povrsine
suda u kome se gaje 1x tripsinom, a zatim resuspendovane u medijumu za gajenje Celija i
centrifugirane 5 minuta na 1300 rpm. Nakon toga, supernatant je odliven, a talog celija je
resuspendovan u 1xPBS-u i centrifugiran 5 minuta na 1300 rpm. Posle centrifugiranja talog
¢elija je resuspendovan u puferu za lizu (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, koktel proteaznih i fosfataznih inhibitora). Lizati ¢elija su inkubirani na ledu
30 minuta, a zatim centrifugirani u mikrofugi 15 minuta na 14000 rpm na 4°C. Dobijeni
supernatanti, u kome su se nalazili ukupni proteini ¢elija, su prebaceni u nove tube i Cuvani

na -80°C do upotrebe.
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3.2.14. Merenje koncentracije proteina po Bradfordu

Merenje koncentracije proteina po Bradfordu zasniva se na kolorimetrijskom
odredivanju nepoznate koncentracije proteina u uzorku na osnovu standardne krive
dobijene merenjem apsorbance standarda poznate koncentracije (Bradford, 1976).
Rastvaranjem BSA (Bovin serum albumin) u ddH>O generisani su standardi sledecih
koncentracija: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 16 i 20 ug/ml. Za potrebe merenja koncentracije uzoraka, 1
ul ukupnog celijskog lizata uzorka rastvoren je u 799 ul ddH20. Zatim je u standarde i
uzorke dodato 200 pl “BioRad Protein Assay Dye” reagensa (BioRad) nakon ¢ega je na

spektrofotometru izmerena apsorbancija na talasnoj duzini od 595 nm.

3.2.15. Imunoloska detekcija proteina primenom Western blot-a

Western blot analiza koristi se za detekciju i odredivanje koli¢ine proteina od
interesa u smesi proteina. Za razdvajanje ukupnih proteina Celija korisé¢ena je SDS (Sodium
dodecyl sulfate)-poliakrilamidna gel elektroforeza. Uzorci ukupnih proteina celija su
pomesani u odnosu 1:2 sa Laemmli puferom (60 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, 2%
SDS, 5% B-merkaptoetanol, 0,01% bromfenol plavo), denaturisani 5 minuta na 95°C, a
zatim inkubirani na ledu 5 minuta. Nakon elektroforeze u 8, 10 ili 15% poliakrilamidnom
gelu, koja je tekla u TANK puferu (25 mM Tris, 190 mM glicin, 0,1% SDS u ddH20) pri
naponu od 90 V u gelu za koncentrovanje i 160 V u gelu za razdvajanje uzoraka, usledio je
elektroforetski polusuvi transfer (Biometra, Nemacka) proteina iz gela na PVDF
(Polyvinylidene difluoride) membranu prema uputstvu proizvodaca. Posle transfera
proteina iz gela na membranu, usledila je inkubacija membrana u 5% nemasnom mleku 1h
na sobnoj temperaturi u cilju blokade nespecificnog vezivanja antitela. Nakon toga,
membrane su inkubirane sa primarnim antitelom 1h na sobnoj temperaturi ili preko no¢i na
+4°C. Primarna antitela koja su koriS¢ena 1 njihova razblaZzenja prikazana su u Tabeli 5.
Posle inkubacije sa primarnim antitelom, membrane su "oprane™ 3 x po 10 mini 2 x po 5
min u IXTBST puferu (10 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl i 0,05% Tween 20), a zatim

inkubirane 1h sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom na sobnoj temperaturi. Sekundarna
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antitela koja su kori$¢ena i njihova razblazenja prikazana su u Tabeli 6. Nakon "pranja" 3 x
po 10 min i 2 x po 5 min u 1xTBST puferu, signali su vizuelizovani ECL sistemom za

detekciju prema uputstvu proizvodaca (Millipore, SAD).

3.2.16. Imunofluorescentna citohemijska analiza

Imunofluorescentna citohemijska analiza primenjena je kod transdukovanih U251 i
GNS166 celija 72h nakon selekcije puromicinom, transfektovanih U87 1 U251 ¢elija 48h
nakon transfekcije, astrocita dobijenih diferencijacijom NT2/D1 ¢elija i U251 celija
tretiranih razli¢itom koncentracijom RK. Imunofluorescentna citohemijska analiza se
zasniva na sposobnosti primarnih antitela da se vezuju za proteine membrane, citoplazme i
jedra nakon cega se formirani kompleksi vizuelizuju koris¢enjem sekundarnih antitela
konjugovanih sa fluorohromima. Ova metoda omogucava ne samo detekciju ekspresije, ve¢
i utvrdivanje lokalizacije proteina u ¢elijama.

Za potrebe ovog eksperimenta ¢elije su zasejane na pokrovna stakalca (50 000 ¢elija
po stakalcu) i gajene na njima naredna 24 h. Zatim su ¢elije "oprane™ 1x PBS-om, fiksirane
4% paraformaldehidom (PFA) 20 min na sobnoj temperaturi i nakon toga "oprane™ 1x
PBS-om 3x po 10 minuta. Nakon permeabilizacije ¢elija 0,2% Tritonom X-100 u PBS-u u
trajanju od 10 min, usledilo je blokiranje nespecificnog vezivanja antitela inkubacijom
¢elija u rastvoru koji je sadrzavao 10% serum (dobijen od neimunizovanih zdravih koza
(normal goat serum)), 1% BSA, 0,1% Triton-X-100 u PBS-u u trajanju od 1h na sobnoj
temperaturi. Primarna antitela koriS¢ena u ovom istraZivanju su razblaZena u rastvoru koji
je sadrzavao 1% BSA 1 0,1% PBT (0,1% Triton-X-100 u PBS-u) (odgovarajuca razblazenja
su navedena u Tabeli 5). Nakon blokade nespecifiénog vezivanja antitela usledila je
inkubacija ¢elija sa odgovaraju¢im razblazenjima primarnih antitela preko no¢i na 4°C.
Zatim su Celije na pokrovnim stakalcima "oprane" 3 x po 10 min u 0,1% PBT-u i nakon
toga inkubirane sa fluorescentno obeleZzenim sekundarnim antitelima 1lh na sobnoj
temperaturi (odgovarajuc¢a razblazenja su navedena u Tabeli 6). Posle inkubacije sa
fluorescentno obelezenim sekundarnim antitelima ¢elije su "oprane" 3 x po 10 min u 0,1%

PBT, a zatim su jedra ¢elija obojena diaminofenilindolom (DAPI) (Sigma) koncentracije
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0,1 mg/ml. Nakon toga, koris¢enjem "Mowiol" agensa pokrovna stakalca su zalepljena za
staklenu plo¢icu. Za vizuelizaciju rezultata imunofluorescentne citohemijske analize
koris¢en je TCS SP8 konfokalni mikroskop (Leica) i LAS AF-TCS SP8 softver (Leica

Mycrosystems).

3.2.17. Imunohistohemijska analiza

Imunohistohemijska analiza primenjena je na presecima tumorskog tkiva
glioblastoma. Parafinski preseci su deparafinisani u ksilolu (Zorka Pharma-Hemija, Sabac,
Srbija), a zatim rehidrirani u seriji etanola opadajuc¢e koncentracije (100%, 96%, 70%,
Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija). U cilju demaskiranja antigena preparati su kuvani u
citratnom puferu (pH = 6,0). Aktivnost endogene peroksidaze blokirana je 3% hidrogenom
(H202), nakon ¢ega su uzorci inkubirani u normalnom serumu zeca (VECTASTAIN Elite
ABC HRP Kit - Peroxidase, Rabbit 19gG, PK-6101, Vector Laboratories). Preseci su tokom
noci inkubirani sa antitelom specifi¢cnim za SOX3 (podaci u Tabeli 5). Nakon toga preseci
su inkubirani jo§ sat vremena sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom (Tabela 6) i tretirani
sa ABC-compleksom (VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit - Peroxidase, Rabbit 1gG, PK-
6101, Vector Laboratories). Izmedu svakog koraka uzorci su ispirani u svezem PBS-u (3 X
5 minuta). Vizuelizacija je izvrSena primenom 3,3’-diaminobenzidin hromogena (DAB
Peroxidase (HRP) Substrate Kit, SK-4100, Vector Laboratories). Preseci su kontrastirani
Majerovim hematoksilinom, dehidrirani u seriji alkohola rastu¢e koncentracije, provuceni
kroz ksilol 1 pokriveni odgovaraju¢im lepkom (DPX, 44581, Sigma, St. Louis, MO, USA) i

pokrovnim stakalcem.
3.2.18. Odredivanje broja Zivih ¢elija bojenjem "Trypan plavom' bojom

U okviru ove doktorske disertacije bojenje "Trypan plavom™ bojom koris¢eno je za
odredivanje broja zivih U251 ¢elija transdukovanih ekspresionim vektorom pLKO.I i

ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 72h nakon selekcije puromicinom i za

odredivanje broja zivih U87 1 U251 <celija transfektovanih ekspresionim vektorom
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pcDNA3.1 i ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 48h nakon transfekcije. Celije su
odvojene od povrsine suda koriS¢enjem 1x tripsina i potom resuspendovane u medijumu za
gajenje Celija. Pedeset mikrolitara resuspendovanih ¢elija pomeSano je sa 50 pl 0,1%
"Trypan plave" boje. Za brojanje celija koriS¢ena je Biirker plo¢ica. Mrtve celije su
posmatranjem pod mikroskopom bile vidljive kao plavo obojene, dok su zive ¢elije, u koje
boja ne prodire, bile svetle sa zlatnim oreolom.

Broj zivih ¢elija u 1 ml medijuma preracunat je na osnovu formule: N = broj zivih

¢elija/broj kvadrata u kojima su izbrojane ¢elije x 2 x 10000

3.2.19. MTT test

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid, tetrazol) test se
koristi za odredivanje broja vijabilnih celija. Ovaj test se zasniva na sposobnosti
mitohondrijskih NAD(P)H-zavisnih oksidoreduktaza da u mitohondrijama zivih celija
redukuju MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolijum bromid, tetrazol) u
ljubicasti formazan. Merenjem apsorbance ovako obojenog rastvora moguce je odrediti
vijabilnost ¢elija.

Dvadeset Cetiri sata nakon transfekcije ekspresionim vektorom pcDNA3.1 ili
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3, transfektovane celije su zasejane u bunarice
mikrotitar ploc¢e sa 96 otvora (4000 celija po bunaricu) i gajene preko no¢i u medijumu za
gajenje Celija. Celije transdukovane lentivirusnim ekspresionim vektorom pLKO.1 ili
ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 su zasejane u bunari¢e mikrotitar ploce sa 96
otvora (4000 celija po bunaricu) i1 gajene naredna 72 h u medijumu za gajenje celija. Po
isteku 24 h (transfektovane celije), odnosno 72 h (transdukovane celije), medijum za
gajenje celija je uklonjen, a ¢elije su inkubirane sa MTT rastvorom finalne koncentracije
0,5 mg/ml 1 h na 37°C. Po isteku inkubacije, ¢elije su lizirane DMSO-om i na Infinite 200
PRO Microplate Reader-u (Tecan, Austria) merena je apsorbanca na talasnoj duzini od 550
nm.

Za potrebe analize vijabilnosti celija tretiranih razli¢itim koncentracijama

temozolomida, U87 1 U251 ¢celije su zasejane u bunari¢e mikrotitar ploce sa 96 otvora
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(4000 celija po bunari¢u) i gajene u medijumu sa razli¢itim koncentracijama temozolomida
72h. Po isteku 72 h, uklonjen je medijum, ¢elije su inkubirane sa MTT rastvorom (0,5
mg/ml) 1 h na 37°C, lizirane DMSO-om i merena je apsorbanca na Infinite 200 PRO
Microplate Reader-u (Tecan, Austria) na talasnoj duzini od 550 nm.

Pri analizi efekta razli¢itih koncentracija retinoi¢ne kiseline na vijabilnost U251
¢elija, ove celije su zasejane u bunari¢e mikrotitar plo¢e sa 96 otvora (4000 celija po
bunari¢u) i gajene u medijumu sa razli¢itim koncentracijama RK 3 i 5 dana. Po isteku
tretmana, uklonjen je medijum, ¢elije su inkubirane sa MTT rastvorom (0,5 mg/ml) 1 h na
37°C, lizirane DMSO-om i merena je apsorbanca na Infinite 200 PRO Microplate Reader-u
(Tecan, Austria) na talasnoj duzini od 550 nm.

3.2.20. Test zarastanja povrede

Test zarastanja povrede (scratch wound healing assay) koristi se za analizu
migratornog potencijala ¢elija in vitro. Ovim testom analiziran je migratorni potencijal
U251 ¢elija transdukovanih ekspresionim vektorom pLKO.1 ili ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1, kao i migratorni potencijal U251 ¢elija gajenih u medijumu sa razli¢itim
koncentracijama RK. Sedamdeset dva sata nakon Sto su transdukovane celija selektovane
puromicinom i nakon 5 dana gajenja U251 ¢elija u medijumu sa razli¢itim koncentracijama
RK, plasti¢cnim nastavkom od 200 pL napravljena je povreda, tj. u jednom delu suda ¢elije
su mehanic¢ki odstranjene. Po formiranju povrede Ccelije su "oprane" nekoliko puta
medijumom kako bi se uklonile ¢elije koje su odlepljene od povrsine suda za gajenje celija.
Mesto povrede je fotografisano u momentu nanoSenja povrede i nakon 12h upotrebom
invertnog mikroskopa DM IL LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka). Brzina
popunjavanja praznog prostora analizirana je primenom softvera Leica Application Suite
V4.8.
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3.2.21. Test invazivnosti i migratornog potencijala (eng. Transwell assay)

Test invazivnosti i migratornog potencijala (eng. Transwell assay) kori$¢en je za
analizu migratornog i invazivnog potencijala U87 i U251 ¢elija transfektovanih
ekspresionim vektorom pcDNA3.1 ili ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3. Pri
analizi migratornog potencijala kori$¢eni su netretirani inserti za ¢elijsku kulturu na ¢ijem
dnu se nalazi membrana sa porama veli¢ine 8,0 um (eng. Transwell polycarbonate
membrane, Corning, NY, USA) kroz koje ¢elije mogu da migriraju. Pri analizi invazivnog
potencijala gornja strana membrane inserta bila je oblozena matriksom (Matrigel Basement
Membrane Matrix) (Corning, Njujork, Sjedinjene Americke Drzave) (koncentracija 1
pg/ul). Inserti su stavljeni u bunari¢e mikrotitar ploce sa 24 otvora. U bunari¢e je dodat
medijum za gajenje Celija koji je sadrzavao 10% FBS koji je koriS¢en kao hemoatraktant za
¢elije. Za oba navedena eseja 24 h nakon transfekcija 50 000 celija zasejano je na gornju
stranu membrane inserta u medijumu za gajenje ¢elija bez seruma. Nakon 16 h ¢elije koje
su prosle kroz membranu i koje su se nalazile na donjoj strani membrane su fiksirane i
obojene rastvorom kristal violet boje (crystal violet) (20% metanol, 2% paraformaldehid,
0,5% kristal violet). Nakon bojenja, gornja povrS§ina membrane je nezno obrisana Stapi¢em
za uvo da bi se odstranile éelije koje nisu prosle kroz membranu. Celije koje se nalaze na
donjoj strani membrane posmatrane su koris¢enjem invertnog mikroskopa DM IL LED
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) (uveli¢anje 10x). Prebrojane su celije sa tri

nasumiéno odabrana polja na svakoj membrani.

3.2.22. Test senescencije

Za analizu senescencije U251 c¢elija nakon utiSavanja ekspresije gena SOX1
koris¢en je Senescence f-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling) prema uputstvu
proizvodaca. Ovaj test se zasniva na sposobnosti enzima B-galaktozidaze povezane sa
senescencijom (Senescence Associated p-galactosidase, SA- B-gal) da na pH=6 katalizuje
hidrolizu hromogenog supstrata X-gal-a (5-bromo-4-hloro-3-indolil-$-D-galaktopiranozid),

Sto je praceno pojavom plavog produkta u senescentnim ¢elijama.
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Za potrebe ovog testa transdukovane U251 celije, koje su prethodno izlozene
selekciji primenom puromicina, zasejane su u bunari¢e mikrotitar ploce sa 6 otvora (100
000 celija po bunaricu) i gajene naredna 72 h. Nakon isteka ovog vremena celije su
fiksirane kori$¢enjem rastvora za fiksaciju (Senescence f-Galactosidase Staining Kit, Cell
Signaling), isprane 1 x PBS-om, a zatim im je dodat rastvor za bojenje ¢ija je pH vrednost 6
i koji sadrzi X-gal (Senescence [-Galactosidase Staining Kit, Cell Signaling). Celije su
inkubirane u rastvoru za bojenje preko noc¢i u inkubatoru bez CO2 na 37°C. Nakon toga
¢elije su "oprane" 1x PBS-om i posmatrane invertnim mikroskopom DM IL LED (Leica

Microsystems, Wetzlar, Germany) (20x uveli¢anje).

3.2.23. TOPFlash/FOPFlash luciferazni esej

Efekat povecane ekspresije gena SOX3 na aktivnost WNT signalnog puta u U87 i
U251 celijama analiziran je primenom TOPFlash/FOPFlash luciferaznog eseja. U bunaric¢
mikrotitar plo¢e sa 24 otvora zasejano je 50 000 U87 ili U251 ¢elija. Nakon 24 h ¢elije su
kotransfektovane plazmidom pRLSV40, ekspresionim vektorom pcDNA3.1 ili
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 i TOPflash ili FOPflash luciferaznim
konstruktom. Plazmid pRL-SV40 koris¢en je za normalizaciju efikasnosti transfekcije.

Cetrdeset osam sati nakon transfekcije, éelije su "oprane" dva puta 1x PBS-om i
lizirane pomoc¢u pasivnog pufera za lizu (Passive Lysis Buffer, PLB) (Promega, Sjedinjene
Americke Drzave) u trajanju od 20 min. Lizirane ¢elije su zatim resuspendovane, prebacene
u tube i inkubirane na ledu 30 minuta. Nakon toga usledilo je centrifugiranje lizata 30
sekundi na 13000 rpm na +4°C. Po zavrSenom centrifugiranju 10 pl lizata je prebaceno u
novu tubu i analizirana je aktivnost luciferaza primenom "Dual-Luciferase Reporter Assay"
sistema (Promega, USA) prema uputstvu proizvodaca. Uz pomo¢ ovog sistema odreduje se
aktivnost luciferaze svica i "Renilla” luciferaze unutar istog uzorka. Prvo se analizira
aktivnost luciferaze svica dodavanjem 50 ul reagensa LAR Il u lizate (Luciferase Assay
Reagent). LAR II sadrzi luciferin koji luciferaza prevodi u oksiluciferin §to je praceno
emitovanjem svetlosti. Zatim se meri aktivnost "Renilla" luciferaze dodavanjem u

reakcionu smesu 50 pl reagensa "STOP & Glo". Ovaj reagens dovodi do prestanka emisije
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luminiscentnog signala dobijenog aktivnoséu luciferaze svica. Pored toga, ovaj reagens
sadrzi celenterazin koji "Renilla" luciferaza prevodi u celenteramid. Kao posledica ovog
prevodenja javlja se emisija svetlosti. Koli¢ina emitovane svetlosti u obe reakcije
proporcionalna je aktivnosti luciferaza.

Za merenje aktivnosti luciferaza koris¢en je aparat GloMax 20/20 Luminometer

(Promega, Sjedinjene Americke Drzave).

3.2.24. Test za ispitivanje sposobnosti adhezije ¢elija za komponenete ekstracelijskog

matriksa

Test za ispitivanje sposobnosti adhezije celija za komponenete ekstracelijskog
matriksa kori$¢en je za analizu adhezivne sposobnosti U251 celija gajenih u medijumu sa
razli¢itim koncentracijama RK. Pre samog zasejavanja ¢elija, dno bunari¢a oblozeno je
proteinima ekstracelijskog matriksa (Matrigel Basement Membrane Matrix) u koncentraciji
0,05 pg/ul. Nakon oblaganja matriksom, dno bunari¢a je tretirano 1h na 37°C sa 2% BSA
(Sigma) rastvorenim u DMEM medijumu kako bi se spreéilo nespecifiéno vezivanje Celija
za dno bunari¢a. U251 ¢celije (50 000 c¢elija u DMEM medijumu koji sadrzi 0.1% BSA)
gajene 5 dana u medijumu sa DMSO-om (kontrola) ili u medijumu sa razli¢itim
koncentracijama RK su zasejane u bunarice mikrotitar ploe sa 96 otvora. Nakon
inkubacije 30 min na 37°C, bunari¢i su "isprani" dva puta 1X PBS-om kako bi se uklonile
¢elije koje nisu adherirale za dno bunari¢a. Broj ¢elija koje su adherirale za komponente

ekstracelijskog matriksa odreden je primenom MTT testa.
3.2.25. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka uradena je koriS¢enjem Studentovog t-testa i SPSS
softvera. Svi rezultati prikazani su kao srednja vrednost + srednja vrednost standardne

devijacije (eng. Standard Deviation — S.D.). Vrednosti p < 0.05 su smatrane statisticki

znacajnim i obelezene su zvezdicom (*).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza uloge gena SOX1 u promovisanju malignog fenotipa ¢elija glioblastoma

4.1.1. Analiza ekspresije gena SOX1 u ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma

Rezultati dosadasnjih nauc¢nih istrazivanja pokazali su da je gen SOX1 eksprimiran
u tumorskom tkivu glioblastoma [192]. U cilju ispitivanja potencijalne uloge ovog gena u
promovisanju malignog potencijala ¢elija GBM prvi korak u istrazivanju podrazumevao je
analizu ekspresija gena SOX1 u pet permanentnih ¢elijskih linija poreklom od glioblastoma:
u87, U373, U251, A172 i T98. Rezultati dobijeni primenom RT-gPCR tehnike pokazuju
da svih pet analiziranih Celijskih linija eksprimira gen SOX1 (Slika 14). Pored toga,
relativno visi nivo ekspresije ovog gena detektovan je u U251 1 U373 ¢elijama u poredenju
sa nivoom ekspresije ovog gena u U87, A172 i T98 celijama (Slika 14). Kako je, u
poredenju sa ostalim analiziranim Celijskim linijjama, najvisi nivo ekspresije gena SOX1
uocen u U251 ¢elijskoj liniji poreklom od glioblastoma (Slika 14) ova permanentna ¢elijska
linjja koriS¢ena je kao model sistem za analizu potencijalne uloge gena SOX1 u

promovisanju malignog fenotipa ¢elija glioblastoma.
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Relativna ekspresija gena SOX1

Slika 14. Relativna ekspresije gena SOX1 u ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma. Metodom RT-
gPCR analizirana je ekspresija gena SOX1 u U87, U373, U251, A172 i T98 ¢elijskim linijama glioblastoma.
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Nivo ekspresije gena SOX1 u uzorku normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku.
Ekspresija gena SOX1 u U373, U251, A172 i T98 ¢elijama uporedena je sa ekspresijom ovog gena u U87
¢elijama i prikazana je kao stepen promene ekspresije detektovane u U87 ¢elijama kojoj je dodeljena vrednost
1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + standardna devijacija (S.D.) iz najmanje tri nezavisna

eksperimenta.

4.1.2. Uspostavljanje uslova za utiSavanje ekspresije gena SOX1 u U251 ¢elijskoj liniji

poreklom od glioblastoma

U cilju izucavanja da li gen SOX1 poseduje ulogu u promovisanju malignog
fenotipa celija glioblastoma, sledeé¢i korak u istraZivanju podrazumevao je utiSavanje
ekspresije ovog gena u U251 C¢elijama. U tu svrhu U251 ¢elije su transdukovane
eukariotskim lentivirusnim ekspresionim vektorom pLKO.1 (pLKO) (sadrzi mesto
kloniranja short hairpin RNA - shRNA) ili pLKO.1/shSOX1 ekspresionim konstruktom
(sadrzi shRNA sekvencu specificnu za humanu SOX1 RNK - shSOX1). Nakon
transdukcije, ekspresija proteina SOX1 u ¢elijama analizirana je tehnikom Western blot-a.
Rezultati ove analize pokazali su da je ekspresija proteina SOX1 smanjenja u U251
¢elijama transdukovanim ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) u
poredenju sa ekspresijom ovog proteina detektovanom u celijama transdukovanim
lentivirusnim ekspresionim vektorom pLKO.1 (pLKO) (Slika 15).

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da su uspostavljeni uslovi za
utiSavanje ekspresije proteina SOX1 u U251 ¢elijama. U narednim eksperimentima za
ispitivanje uticaja smanjenje ekspresije ovog gena na proliferaciju, vijabilnost, senescenciju
1 migraciju celija glioblastoma koriS¢ena je lentivirusna transdukcija U251 celija

ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1.
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Slika 15. Analiza ekspresije proteina SOX1 u U251 ¢elijama transdukovanim ekspresionim vektorom
pLKO.1 (pLKO) i ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) primenom Western blot
metode. Ekspresija proteina SOXI analizirana je u ukupnim proteinima izolovanim iz U251 ¢elija
transdukovanih ekspresionim vektorom pLKO.1 i ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1. Tri nezavisna
eksperimenta su uradena i na slici je predstavljen reprezentativni primer Western blot analize. Kao kontrola

ujednacenosti nanoSenja uzoraka kori$c¢en je a-tubulin.

4.1.3. Analiza efekta utiSane ekspresije proteina SOX1 na proliferativni kapacitet
U251 ¢elija

Jedna od osnovnih karakteristika maligno transformisanih ¢elija je neogranicena 1
neregulisana sposobnost deobe §to za posledicu ima uvecanje tumorske mase [1, 2]. Imajuci
u vidu navedene literaturne podatke, slede¢i korak u istraZivanju podrazumevao je
ispitivanje uticaja smanjenje ekspresije proteina SOX1 na proliferativni kapacitet U251
celija.

Proliferativni kapacitet kontrolnih U251 ¢elija (pLKO) (Celije transdukovane
ekspresionim vektorom pLKO.1) i U251 ¢elija sa utiS8anom ekspresijom proteina SOX1
(shSOX1) (¢elije transfektovane ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1) proucavan je
imunocitohemijskom analizom ekspresije markera celija u mitozi, fosforilisane forme
histona H3 (pH3). Analizom ekspresije proteina pH3 uoceno je da nakon transdukcije U251
¢elija ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) dolazi do smanjenja broja
¢elija koje eksprimiraju ovaj protein za oko 90% u poredenju sa brojem kontrolnih ¢elija

(pLKO) koje eksprimiraju ovaj marker (Slika 16).
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Slika 16. Efekat utiSane ekspresije proteina SOX1 na proliferativni kapacitet U251 ¢éelija. (A)
reprezentativni primer imunocitohemijskog bojenja primenom antitela specificnog za pH3 protein (crveni
signal) kod kontrolnih U251 ¢elija (pLKO) i U251 C(elija transdukovanih ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 (shSOX1). Jedra celija obojena su DAPI-jem (plavi signal) (B) Relativni broj ¢elija koje
eksprimiraju pH3 protein. Relativni broj pH3 pozitivnih U251 celija nakon transdukcije ekspresionim
konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) prikazan je kao stepen promene broja pH3 pozitivnih kontrolnih
¢elija (pLKO) kojem je arbitrarno dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz
tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05
oznadena je *. Za vizuelizaciju ekspresije proteina pH3 koris¢en je TCS SP8 konfokalni mikroskop (Leica)

(uveli¢anje od 40x) i softver LAS AF-TCS SP8 (Leica Microsystems).

4.1.4. Analiza efekta utiSane ekspresije proteina SOX1 na vijabilnost U251 éelija

Imajuéi u vidu da je jedna od osnovnih karakteristika maligno transformisanih ¢elija
i povecana vijabilnost [13], u okviru ove doktorske disertacije analizirana je i vijabilnost
U251 celija glioblastoma sa smanjenom ekspresijom proteina SOX1 primenom metode
bojenja ¢elija “Trypan plavom* bojom 1 MTT testom. Primenom metode bojenja Celija
»Irypan plavom* bojom detektovano je da nakon transdukcije U251 ¢elija ekspresionim

konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) dolazi do smanjenja broja zivih ¢elija za oko 70%
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u odnosu na broj zivih ¢elija detektovan kod kontrolnih ¢elija (pLKO) (Slika 17A). Takode,
rezultati MTT testa su pokazali da je vijabilnost ¢elija transdukovanih ekspresionim
konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) smanjena za oko 70% u odnosu na vijabilnost
kontrolnih ¢elija (pLKO) (Slika 17B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da u uslovima utiSane ekspresije

proteina SOX1 dolazi do smanjenja vijabilnosti ¢elija GBM.
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Slika 17. Efekat utiSane ekspresije proteina SOX1 na vijabilnost U251 ¢elija. A) Relativni broj zivih
¢elija nakon transdukcije U251 ¢Celija ekspresionim vektorom pLKO.1 (pLKO) ili ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) odreden bojenjem celija “Trypan plavom” bojom. Relativni broj zivih U251
¢elija nakon transdukcije pLKO.1/shSOX1 konstruktom (shSOX1) prikazan je kao stepen promene broja zivih
kontrolnih ¢elija (pLKO), kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz

najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p <
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0.05 oznacena je * B) Analiza vijabilnosti kontrolnih ¢éelija (pLKO) i ¢éelija sa utiSanom ekspresijom proteina
SOX1 (transdukovanih ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1) (shSOX1) primenom MTT testa.
Relativna vijabilnost U251 ¢elija transdukovanih pLKO.1/shSOX1 konstruktom (shSOX1) prikazana je kao
stepen promene vijabilnosti kontrolnih ¢éelija (pLKO), kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim

t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

4.1.5. Analiza efekta utiSane ekspresije proteina SOX1 na senescenciju U251 ¢elija

Senescencija ili Celijsko starenje predstavlja proces ireverzibilnog zaustavljanja
rasta ¢elija koje je praceno promenom morfologije ¢elija, promenom ekspresije gena (kao
§to su p53, p21, p27 i Retinoblastoma (Rb), kao i poveéanom aktivno$¢u enzima [-
galaktozidaze povezane sa senescencijom (Senescence-Associated [-galactosidase, SA-B-
gal) [328]. Literaturni podaci ukazuju da senescencija poseduje tumor supresorsku
aktivnost u ¢elijama malignih tumora, odnosno uloga ovog procesa je zaustavljanje
nekontrolisanog rasta ¢elija [328-330]. Pored toga, podaci iz literature ukazuju da su celije
glioblastoma razvile razli¢ite mehanizme kako bi izbegle senescenciju [331-334]. Imajuéi u
vidu navedene podatke, u okviru ove studije analiziran je efekat utiSane ekspresije proteina
SOX1 na senescenciju U251 Celija. Za analizu ovog procesa koris¢en je SA-B-gal
citohemijski test. Ovaj test se zasniva na sposobnosti enzima B-galaktozidaze povezane sa
senescencijom da katalizuje hidrolizu hromogenog supstrata X-gal-a (5-bromo-4-hloro-3-
indolil-f-D-galaktopiranozid), $to je praceno pojavom plavog produkta u senescentnim
¢elijama [328]. Primenom ovog testa detektovano je da se broj ¢elija u senescenciji
poveéava za oko 3,3 puta nakon transdukcije U251 celija ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) u poredenju sa brojem kontrolnih ¢elija koje su u senescenciji
(pLKO) (Slika 18). Na osnovu navedenih rezultata moze se zakljuciti da se u uslovima

utiSane ekspresije proteina SOX1 indukuje senescencija U251 ¢elija.
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Slika 18. Efekat utiSane ekspresije proteina SOX1 na proces senescencije u U251 ¢elijama. A)
Reprezentativne slike kontrolnin U251 ¢elija (pLKO) i ¢elija transdukovanih ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) nakon dodavanja hromogenog supstrata X-gal-a. U ¢elijama koje se nalaze u
senescenciji se, usled aktivnosti enzima SA-B-gal, detektuje plava boja. Celije su posmatrane kori§¢enjem
invertnog mikroskopa DM IL LED (Leica) pri uveli¢anju od 20x. Eksperiment je ponovljen u tri nezavisna
eksperimenta. B) Relativni broj kontrolnih U251 ¢elija i U251 C¢elija transdukovanih ekspresionim

konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) koje se nalaze u senescenciji (plavo obojene ¢elije). Relativni broj
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U251 ¢elija u senescenciji nakon transdukcije pLKO.1/shSOX1 konstruktom (shSOX1) prikazan je kao stepen
promene broja kontrolnih ¢elija u senescenciji (pLKO), kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su
prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim
t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

Podaci iz literature ukazuju da je proces senescencije pracen povecanom
ekspresijom gena ¢iji proteinski produkti imaju ulogu u zaustavljanju celijskog ciklusa
[335]. Imaju¢i u vidu ove podatke, u U251 celijama transdukovanim ekspresionim
vektorom pLKO.1 ili ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 analizirana je ekspresija
gena p2l i p27 koji kodiraju proteine koji imaju ulogu inhibitora celijskog ciklusa.
Rezultati RT-gPCR analize su pokazali da je u U251 C(¢elijama transdukovanim
ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 ekspresija gena p2l povecana priblizno 2,3
puta (Slika 19A), dok je ekspresija gena p27 povecana priblizno 1,5 puta (Slika 19B) u

poredenju sa ekspresijom ovog gena detektovanom u kontrolnim U251 ¢elijama.
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Slika 19. Efekat uti$ane ekspresije proteina SOX1 na ekspresiju gena p21 (A) i p27 (B). Tehnikom RT-
gPCR analizirana je ekspresija gena p21 i p27 nakon transdukcije U251 celija ekspresionim vektorom
pLKO.1 (pLKO) ili ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1). Nivo ekspresije gena p21 i p27 u
uzorcima normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija gena
p21 i p27 u Celijama transdukovanim ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 prikazana je kao stepen

promene ekspresije detektovane u kontrolnim U251 c¢elijama kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su
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prikazane srednje vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisti¢ki

uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se u uslovima utisane ekspresije
proteina SOX1 povecava broj U251 ¢elija u senescenciji Sto je praceno poveéanom

ekspresijom gena Ciji su proteinski produkti ukljuceni u zaustavljanje ¢elijskog ciklusa.

4.1.6. Analiza efekta utiSane ekspresije proteina SOX1 na migratorni potencijal U251

éelija

Jedan od osnovnih procesa ukljucenih u metastaziranje tumora je migracija maligno
transformisanih celija [13]. Stoga, nakon analize efekta utiSane ekspresije proteina SOX1
na proliferativni kapacitet, vijabilnost i senescenciju U251 <¢elija, slede¢i korak u
istrazivanju obuhvatao je izucCavanje efekta smanjene ekspresije ovog proteina na
migratorni potencijal U251 celija. Uticaj smanjene ekspresije proteina SOX1 na migraciju
U251 ¢Celija analiziran je primenom Testa zarastanje povrede (Scratch wound healing
assay). Popunjavanje praznog prostora celijama analizirano je 12 h nakon nanoSenja
povrede. Rezultati primenjenog testa pokazuju da je 12 h nakon nanoSenja povrede prazan
prostor kontrolnih U251 c¢elija (pLKO) bio ispunjen c¢elijama, dok su U251 celije
transdukovane ekspresionim  konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) sa manjom
efikasno$¢u popunjavale prazan prostor u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (Slika 20).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se u uslovima utiSane ekspresije

proteina SOX1 smanjuje migratorni potencijal U251 ¢elija.
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Slika 20. Uticaj smanjene ekspresije proteina SOX1 na migratorni potencijal U251 ¢elija. Migratorni
potencijal kontrolnih U251 ¢elija (pLKO) i ¢elija transdukovanih ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1
(shSOX1) analiziran je primenom Testa zarastanja povrede. Celije su posmatrane invertnim mikroskopom

DM IL LED (Leica) pod uveli¢anjem od 10x u momentu nano$enja povrede (0 h) i 12 h nakon nanoSenja

povrede.
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4.1.7. Analiza ekspresije gena SOX1 u mati¢nim ¢elijama glioblastoma

Brojni literaturni podaci ukazuju da su mati¢ne ¢elije GBM odgovorne za nastanak,
progresiju, metastaziranje, rezistenciju na terapiju i relaps tumora [80, 87]. Postoji nekoliko
hipoteza o nastanku mati¢nih ¢elija glioblastoma [147]. Po jednoj od njih, mati¢ne celije
GBM nastaju dediferencijacijom (transdiferencijacijom ili reprogramiranjem) tumorskih
¢elija glioblastoma [147]. Pokazano je da u procesu dediferencijacije tumorskih ¢elija bitnu
ulogu imaju regulatorni proteini koji su ukljueni u odredivanje sudbine celija tokom
normalnog razvi¢a [232]. Uzimajuci u obzir da je gen SOX1 eksprimiran u GBM kao i da
ima bitnu ulogu tokom razvi¢a nervnog sistema, sledeci korak u istrazivanju podrazumevao
je ispitivanje ekspresije ovog gena nakon dediferencijacije ¢elijskih linija poreklom od
GBM. Celijske linije poreklom od GBM (U87, U373, U251, A172 i T98) su
dediferencirane i ekspresija gena SOX1 je analizirana u nastalim onkosferama (onkosfere
mogu da formiraju samo celije koje su se dediferencirale) metodom RT-gPCR. Primenom
ove metode kod svih dediferenciranih ¢elijskih linija detektovano je povecanje ekspresije
gena SOX1 u poredenju sa ekspresijom uocenom u njihovim parentalnim ¢elijama (Slika
21A). Najvece povecane ekspresije ovog gena detektovano je nakon dediferencijacije A172
(povecanje oko 92 puta u poredenju sa ekspresijom detektovanom kod parentalnih Celija) 1
T98 celija (povecanje oko 103 puta u poredenju sa ekspresijom detektovanom kod
parentalnih celija). Istovremeno, nakon dediferencijacije U887 <¢elija detektovano je
povecanje ekspresije gena SOX1 oko 6,3 puta, dok je nakon dediferencijacije U373 ¢elija
uocCeno povecanje ekspresije ovog gena bilo oko 5,8 puta u poredenju sa ekspresijom
detektovanom kod njihovih parentalnih celija. Pored toga, u dediferenciranim U251
¢elijama ekspresija gena SOX1 bila je povecana oko 7,8 puta u odnosu na ekspresiju
detektovanu u parentalnim ¢elijama (Slika 21A).

Druga hipoteza o nastanku GMC polazi sa stanovista da ove éelije nastaju od
neuralnih mati¢nih Celija koje su prosle kroz procese genetickih i epigenetickih promena
[336]. Kako je SOX1 marker neuralnih mati¢nih celija [252], ekspresija ovog gena
analizirana je u kulturama mati¢nih celija glioblastoma izolovanim iz tumora bolesnika

(GMC). Ekspresija gena SOX1 analizirana je u Getiri kulture GMC: GB1, GB2, GNS166 i
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GNS179 i uporedena sa ekspresijom ovog gena u U87 1 U251 ¢elijskim linijama poreklom
od glioblastoma. Primenom metode RT-gPCR detektovano je da je ekspresije gena SOX1
bila statisti¢ki zna¢ajno poveéana u svakoj od analiziranih kultura GMC u poredenju sa
ekspresijom ovog gena detektovanom u imortalizovanim ¢elijskim linijama poreklom od
GBM, U87 i U251 (Slika 21B).

U cilju proucavanja da 1li visok nivo ekspresije gena SOX1 koreliSe sa
nediferenciranim stanjem ¢elija glioblastoma naredni eksperimentalni korak obuhvatao je
diferencijaciju kultura GMC i analizu ekspresije ovog gena u diferenciranim ¢elijama
primenom metode RT-gPCR-a. Rezultati ove analize pokazuju da je proces diferencijacije
GMC praéen smanjenjem ekspresije gena SOX1 (Slika 21C). Naime, ekspresija ovog gena
bila je smanjena za oko 50% nakon diferencijacije GBIl celija, oko 90% nakon
diferencijacije GB2 celija, oko 70% nakon diferencijacije GNS166 celija i za oko 80%
nakon diferencijacije GNS179 ¢elija u odnosu na ekspresiju detektovanu u njihovim
odgovaraju¢im nediferenciranim GMC (Slika 21C).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je gen SOX1 potencijalni
marker GMC, kao i da visoka ekspresija ovog gena koreli$e sa nediferenciranim stanjem
GMC $to nam ukazuje na potencijalnu ulogu gena SOX1 u odrzavanju nediferenciranog

stanja GMC.
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Slika 21. Ekspresija gena SOX1 u mati¢nim ¢éelijama glioblastoma. A) Ekspresija gena SOX1 nakon
dediferencijacije celijskih linija poreklom od glioblastoma. Nivo ekspresije gena SOX1 u uzorcima
normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativha ekspresija gena SOX1 u
dediferenciranim ¢elijama prikazana je kao stepen promene ekspresije detektovane u njihovim odgovaraju¢im
parentalnim ¢elijama, kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisticki uporedene Studentovim t-testom.
Vrednost p < 0.05 oznacena je * B) Ekspresija gena SOX1 u permanentnim ¢elijskim linijama poreklom od
glioblastoma (U87 i U251) i kulturama mati¢nih éelija GBM (GB1, GB2, GNS166 i GNS179). Nivo
ekspresije gena SOX1 u uzorcima normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku.

Relativna ekspresija gena SOX1 u U251 ¢elijama i kulturama matiénih ¢elija GBM prikazana je kao stepen
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promene ekspresije detektovane u U87 ¢elijama kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisti¢ki uporedene
Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je * C) Ekspresija gena SOX1 nakon diferencijacije kultura
mati¢nih Celija glioblastoma. Nivo ekspresije gena SOX1 u uzorcima normalizovan je u odnosu na ekspresiju
gena GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija gena SOX1 u diferenciranim éelijama GMC prikazana je
kao stepen promene ekspresije detektovane u njihovim odgovarajué¢im parentalnim celijama, kojoj je
dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz najmanje dva nezavisna

eksperimenta. Srednje vrednosti su statisticki uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je

*

4.1.8. Uspostavljanje uslova za utiSavanje ekspresije gena SOX1 u GNS166 kulturi
matic¢nih ¢elija GBM

U cilju ispitivanja potencijalne uloge gena SOX1 u GMC, sledeéi korak u
istrazivanju obuhvatio je uspostavljanje uslova za utiSavanje ekspresije gena SOX1 u
GNS166 kulturi mati¢nih ¢elija GBM. U svrhu utiSavanja ekspresije ovog gena, GNS166
¢elije su transdukovane lentivirusnim ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1. Takode,
ove c¢elije su transdukovane i kontrolnim lentivirusnim ekspresionim vektorom pLKO.1
(kontrolne ¢elije). Tehnikom RT-qPCR detektovano je smanjenje ekspresije gena SOX1 za
oko 40% u GNS166 celijama transdukovanim ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1
u poredenju sa ekspresijom ovog gena detektovanom u kontrolnim GNS166 ¢elijama (Slika
22). Dobijeni rezultati ukazuju da lentivirusna transdukcija ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 predstavlja efikasan nacin za utiSavanje ekspresije gena SOX1 u GNS166
kulturi mati¢nih ¢elija GBM.
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Slika 22. UtiSavanje ekspresije gena SOX1 u GNS166 c¢elijama. Tehnikom RT-gPCR analizirana je
ekspresija gena SOX1 u kontrolnim GNS166 c¢elija (pLKO) i u GNS166 celijama transdukovanim
ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1). Nivo ekspresije gena SOX1 u uzorcima normalizovan
je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija gena SOX1 u celijama
transdukovanim ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 prikazana je kao stepen promene ekspresije

ovog gena detektovane u kontrolnim ¢éelijama kojoj je dodeljena vrednost 1.

4.1.9. Analiza efekta utiSane ekspresije gena SOX1 na proliferativni kapacitet GNS166
kulture mati¢nih éelija GBM

Nakon uspostavljanja uslova za smanjenje ekspresije gena SOX1 u GNS166 GMC,
analiziran je proliferativni kapacitet GNS166 ¢elija u uslovima smanjene ekspresije gena
SOX1.

Imunocitohemijskom analizom ekspresije pH3 proteina detektovano je da je broj
¢elija koje eksprimiraju pH3 protein za oko 80% manji kod GNS166 ¢elija transdukovanih
ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) u poredenju sa brojem ovih ¢elija
detektovanim kod kontrolnih ¢elija (pLKO) (Slika 23).
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Slika 23. Efekat smanjene ekspresije gena SOX1 na proliferativni kapacitet GNS166 celija. (A)
Reprezentativni primer imunocitohemijskog bojenja primenom antitela specifi¢cnog za pH3 protein (crveni
signal) kod kontrolnih GNS166 celija (pLKO) i GNS166 celija transdukovanih ekspresionim konstruktom
pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) (B) relativni broj ¢elija koje eksprimiraju pH3 protein kod kontrolnih GNS166
¢elija (pLKO) i GNS166 celija transdukovanih ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1).
Relativni broj pH3 pozitivnih GNS166 ¢elija transdukovanih ekspresionim konstruktom pLKO.1/shSOX1
(shSOX1) prikazan je kao stepen promene broja pH3 pozitivnih kontrolnih ¢elija (pLKO) kojem je arbitrarno
dodeljena vrednost 1. Jedra celija obojena su DAPI-jem (plavi signal). Za vizuelizaciju ekspresije proteina
pH3 koris¢en je TCS SP8 konfokalni mikroskop (Leica) (uveli¢anje od 40x) i softver LAS AF-TCS SP8

(Leica Microsystems).

Ovi rezultati pokazuju da se u uslovima smanjene ekspresije gena SOX1 smanjuje

proliferativni kapacitet GMC.
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4.1.10. Analiza efekta utiSane ekspresije gena SOX1 na vijabilnost GNS166 kulture
maticnih ¢elija GBM

Nakon analize proliferativnog kapaciteta GNS166 ¢elija sa utiSanom ekspresijom
gena SOX1, analizirana je vijabilnost ovih ¢elija primenom MTT testa. Rezultati ove
analize pokazali su da je vijabilnost GNS166 ¢elija transdukovanih ekspresionim
konstruktom pLKO.1/shSOX1 (shSOX1) smanjena za priblizno 70% u poredenju sa
vijabilno$¢u kontrolnih ¢elija (pLKO) (Slika 24).
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Slika 24. Efekat utiSane ekspresije gena SOX1 na vijabilnost GNS166 celija. Relativna vijabilnost
kontrolnih GNS166 celija (pLKO) i ¢elija sa utiSanom ekspresijom gena SOX1 (shSOX1) (transdukovanih
ekspresionim  konstruktom pLKO.1/shSOX1). Relativna vijabilnost GNS166 celija transdukovanih
pLKO.1/shSOX1 konstruktom (shSOX1) prikazana je kao stepen promene vijabilnosti kontrolnih celija
(pLKO), kojem je dodeljena vrednost 1.

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da se u uslovima smanjene

ekspresije gena SOX1 smanjuje vijabilnost éelija GNS166 kulture GMC.
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4.2. Analiza uloge gena SOX3 u promovisanju malignog fenotipa éelija glioblastoma

4.2.1. Analiza ekspresije gena/proteina SOX3/SOX3 u tumorskom tkivu glioblastoma

Podaci iz literature ukazuju da je gen SOX3 eksprimiran u glioblastomima [192].
Imajuéi u vidu navedeni podatak u okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj
disertaciji analizirana je ekspresija gena SOX3 u GBM i netumorskom mozdanom tkivu
(normalnom mozdanom tkivu i mozdanom tkivu koje okruzuje tumor). Nivo ekspresije
gena SOX3 u normalnom mozdanom tkivu, mozdanom tkivu koje okruzuje tumor i
tumorskom tkivu glioblastoma ispitivan je primenom metode RT-qPCR (Slika 25A).
Analiza je obuhvatila 27 uzoraka tumorskog tkiva, uzorak normalnog mozdanog tkiva (ovaj
uzorak je obuhvatao smeSu RNK izolovanih iz razli¢itih regiona mozga poreklom od 23
osobe razli¢itog pola i starosti (od 23-86 godina starosti)) i 2 uzorka tkiva izolovana iz
regiona mozga neposredno uz tumor. Tehnikom RT-gPCR u uzorcima glioblastoma
detektovan je razli¢it nivo ekspresije gena SOX3 u poredenju sa ekspresijom detektovanom
u netumorskom mozdanom tkivu. Na osnovu relativne ekspresije gena SOX3, 27 uzoraka
glioblastoma je svrstano u dve grupe — sa relativnom niskom i sa relativno visokom
ekspresijom gena SOX3. Grupa sa niskom ekspresijom obuhvatala je 8 uzoraka kod kojih je
detektovano ili smanjenje ekspresije gena SOX3 ili povecanje ekspresije ovog gena do 1,8
puta u poredenju sa ekspresijom detektovanom u netumorskom mozdanom tkivom. Sa
druge strane, grupa sa visokom ekspresijom gena SOX3 obuhvatala je 19 uzoraka tumora
kod kojih je ekspresija gena SOX3 bila povetana najmanje 1,8 puta u poredenju sa
ekspresijom detektovanom u netumorskom mozdanom tkivu. Rezultati Kruskal-Wallisovog
testa analize varijanse ukazuju da su razlike izmedu grupa (kontrolne, sa relativno niskom i
relativno visokom ekspresijom gena SOX3) statisticke znaCajne (p = 0.0003). Nakon
analize ekspresije gena SOX3 u GBM ispitivana je ekspresije proteina SOX3 u uzorcima
glioblastoma tumora primenom imunohistohemijske analize. KoriS¢enjem ove metode
ekspresija proteina SOX3 detektovana je u svim analiziranim uzorcima GBM tumora (Slika

25B). Medutim, ekspresija ovog proteina nije detektovana u svim ¢elijama svakog od
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analiziranih uzorka tumora Sto ukazuje na heterogenu ekspresiju proteina SOX3 unutar
GMB tumora (Slika 25B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da GBM tumori eksprimiraju
SOX3/SOX3. Pored toga, ekspresija gena SOX3 je povecana kod vecine uzoraka GBM u

odnosu na ekspresiju detektovanu u netumorskom mozdanom tkivu.
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Slika 25. Ekspresija SOX3/SOX3 u tumorskom tkivu glioblastoma. A) Relativha ekspresija gena SOX3 u
tumorskom i netumorskom mozdanom tkivu. Tehnikom RT-gPCR analizirana je ekspresija gena SOX3 u 27
uzoraka tumorskog tkiva, jednom uzorku normalnog mozdanog tkiva i dva uzorka tkiva izolovana iz regiona
mozga neposredno uz tumor. Na osnovu nivoa ekspresije gena SOX3 u uzorcima GBM formirane su dve
grupe, sa visokom i sa niskom ekspresijom ovog gena. Nivo ekspresije gena SOX3 u uzorku normalizovan je
u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Ekspresija gena SOX3 u uzorcima glioblastoma
normalizovana je u odnosu na vrednost medijane netumorskog mozdanog tkiva, kojoj je dodeljena vrednost 1.
B) Ekspresija proteina SOX3 u GBM. Metodom imunohistohemije analizirana je ekspresija proteina SOX3
kod 13 uzoraka GBM tumora. Na slici je prikazan reprezentativni primer imunohistohemijske analize na
parafinskom preseku tumora. Za imunohistohemijsku analizu kori§¢eno je antitelo specificno za SOX3
protein (braon signal). Jedra celija obojena su hematoksilinom (plavi signal). Za vizuelizaciju ekspresije
proteina SOX3 u uzorcima GBM koris¢en je BX41 mikroskop (Olympus) (uvelicanje od 20x) i digitalna
kamera C5060-ADU (Olympus).

4.2.2. Analiza korelacije nivoa ekspresije gena SOX3 i prezivljavanja bolesnika sa
GBM

U cilju ispitivanja da li postoji korelacija izmedu nivoa ekspresije gena SOX3 i
prezivljavanja obolelih, 27 bolesnika sa GBM je na osnovu nivoa ekspresije gena SOX3 u

ovom tipu tumora podeljeno u dve grupe, grupu sa visokom i grupu sa niskom ekspresijom
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ovog gena. Na osnovu rezultata Kaplan—Meier—e analize prezivljavanja moze se zakljuciti
da ne postoji korelacija izmedu nivoa ekspresije gena SOX3 i prezivljavanja obolelih (Slika
26).
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Slika 26. Kaplan-Meier-ova kriva prezivljavanja bolesnika sa GBM u odnosu na nivo ekspresije gena
SOX3. Crvena kriva predstavlja preZivljavanje obolelih sa visokom ekspresijom SOX3, crna kriva sa niskom

ekspresijom ovog gena. Kaplan—Meier-ova kriva prezivljavanja obolelih preuzeta je sa chioportal sajta.

4.2.3. Analiza ekspresije gena SOX3 u ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma

Imajuéi u vidu da je ekspresija gena SOX3 detektovana u glioblastomima, sledeci
korak u istraZzivanju obuhvatao je ispitivanje uloge ovog gena u celijama glioblastoma.
Kako bi se proucila funkcija gena SOX3 u ¢elijama glioblastoma, prvi korak u istrazivanju
obuhvatao je pronalazenje adekvatnog model sistema za in vitro eksperimente. U tu svrhu
ekspresija ovog gena analizirana je u pet permanentnih celijskih linija poreklom od
glioblastoma, U87, U373, U251, A172 i T98 primenom tehnike RT-qPCR. Rezultati
dobijeni primenom tehnike RT-qPCR pokazuju da svih pet analiziranih celijskih linija
eksprimiraju ovaj gen (Slika 27). Pored toga, visi nivo ekspresije gena SOX3 detektovan je
u U251 1 U373 Celijama u poredenju sa nivoom ekspresije ovog gena u U87, A172 1 T98
¢elijama (Slika 27). Na osnovu nivoa ekspresije gena SOX3 u analiziranim celijskim

linjjama, za proucavanje funkcije gena SOX3 u ¢elijama glioblastoma odabrane su dve
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¢elijske linije: U87 celijska linija u kojoj je detektovana relativno niska ekspresija ovog

gena 1 U251 ¢elijska linija u kojoj je detektovana relativno visoka ekspresija gena SOX3.
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Slika 27. Ekspresije gena SOX3 u ¢éelijskim linijama poreklom od glioblastoma. Metodom RT-gPCR
analizirana je ekspresija gena SOX3 u U87, U373, U251, A172 i T98 Celijskim linijama poreklom od
glioblastoma. Nivo ekspresije gena SOX3 normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom
uzorku. Relativna ekspresija gena SOX3 u analiziranim Celijskim linijama prikazana je kao stepen promene
ekspresije detektovane u U87 celijama kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje

vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.

4.2.4. Uporedna analiza ekspresije proteina SOX3 u astrocitima i c¢elijama

glioblastoma

Kako se u literaturi astrociti naj¢eS¢e navode kao potencijalni kandidati od kojih
¢elije GBM vode poreklo [337], slede¢i korak u istrazivanju obuhvatao je analizu
ekspresije proteina SOX3 u astrocitima i celijama glioblastoma, U87 i U251. U cilju
generisanja astrocita humane pluripotentne embrionalno karcinomske NT2/D1 ¢elije su
tretirane retinoicnom kiselinom (RK). Naime, za ove ¢elije je pokazano da se pod dejstvom
RK diferenciraju u ¢elije razlicitog tipa, ukljucujuéi i neurone i astrocite [327, 338].

Imunocitohemijskom analizom primenom antitela specificnog za GFAP protein,

marker astrocita, utvrdeno je da celije, dobijene nakon RK-indukovane neuralne
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diferencijacije NT2/D1 ¢elija i mehanickog uklanjanja neurona, eksprimiraju GFAP protein
Sto ukazuje na astrocitno poreklo generisanih ¢elija (Slika 28A). Pored toga, ¢éelijske linije
GBM, U87 i U251, takode eksprimiraju protein GFAP $to govori u prilog teoriji da GBM
vode poreklo od astrocita (Slika 28A).

Nivo ekspresije proteina SOX3 u astrocitima poreklom od NT2/D1 ¢elija, kao i u
U871 U251 ¢elijama glioblastoma analiziran je primenom tehnike Western blot-a. Rezultati
ove analize pokazuju da je ekspresija proteina SOX3 manja za oko 90% u astrocitima
poreklom od NT2/D1 ¢celija u poredenju sa ekspresijom detektovanom u US87 ¢elijama
(Slika 28B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da celije glioblastoma imaju visi

nivo ekspresije proteina SOX3 u poredenju sa astrocitima.
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Slika 28. Ekspresija proteina SOX3 u humanim astrocitima i ¢elijama GBM. A) Imunocitohemijska
analiza ekspresije proteina GFAP u astrocitima poreklom od NT2/D1 ¢elija i ¢elijama glioblastoma US87 i
U251. Za imunocitohemijsko bojenje je koris¢eno antitelo specificno za GFAP protein (zeleni signal). Jedra
¢elija obojena su DAPI-jem (plavi signal). Za vizuelizaciju ekspresije proteina GFAP koris¢en je TCS SP8
konfokalni mikroskop (Leica) (uveli¢anje od 40x) i softver LAS AF-TCS SP8 (Leica Microsystems). B)
Reprezentativni primer Western blot analize ekspresije proteina SOX3 u astrocitima poreklom od NT2/D1
¢elija, U87 i U251 celijama i relativni nivo ekspresije proteina SOX3 u ovim c¢elijama. Za kvantifikaciju

rezultata Western blot analize primenjen je ImageJ softver. Nivo ekspresije proteina SOX3 u uzorcima je
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normalizovan u odnosu na ekspresiju proteina GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija proteina SOX3 u
astrocitima i U251 c¢elijama glioblastoma prikazana je kao stepen promene ckspresije ovog proteina
detektovane u U87 Celijama kojima je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti +
S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom.Vrednost p < 0.05

oznacena je *.

4.2.5. Uspostavljanje uslova za modulaciju ekspresije gena SOX3 u U87 i U251

¢elijama glioblastoma

Kako bi se ispitalo da li gen SOX3 ima ulogu u promovisanju malignog fenotipa
¢elija GBM, sledeci korak u istrazivanju podrazumevao je modulaciju ekspresije ovog gena
u celijama glioblastoma, odnosno povecanje ekspresije gena SOX3 u celijskoj liniji sa
relativno niskom ekspresijom gena SOX3 (U87 celije) i ¢elijskoj liniji koja se odlikuje
relativno visokom ekspresijom ovog gena (U251 éelije) (Slika 27). Celije su transfektovane
eukariotskim ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) (omogucava ekspresiju ciljnog
gena pod kontrolom promotor poreklom od humanog citomegalovirusa) ili ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) koji sadrzi komplentan kodiraju¢i region humanog
gena SOX3. Nakon privremene (tranzijentne) transfekcije, ekspresija proteina SOX3 u
¢elijama transfektovanim ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (kontrolne ¢elije, pcDNA),
odnosno ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) analizirana je tehnikom
Western blot-a. Rezultati ove analize pokazali su da U87 i U251 ¢éelije, transfektovane
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3), imaju visi nivo ekspresije proteina
SOX3 u odnosu na nivo ekspresije ovog gena detektovan u kontrolnim ¢elijama (pcDNA)
(Slika 29).

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da su uspostavljeni uslovi za
povecanje ekspresije proteina SOX3 u U87 1 U251 ¢elijama. Imajuci to u vidu, u narednim
eksperimentima za ispitivanja uticaja povecane ekspresije ovog gena na proliferativni
kapacitet, vijabilnost, migratorni i invazivni potencijal, kao i aktivnost WNT i HH signalnih
puteva 1 autofagiju Celija glioblastoma koriS¢ena je privremena transfekcija U87 1 U251

¢elija ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOXa.
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Slika 29. Analiza ekspresije proteina SOX3 u U87 i U251 ¢elijama transfektovanim ekspresionim
vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) ili ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Ekspresija

proteina SOX3 analizirana je primenom Western blot metode. Na Slici je predstavljen reprezentativni primer

Western blot analize ekspresije proteina SOX3 u kontrolnim ¢elijama (pcDNA) i ¢elijama transfektovanim
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). a-tubulin je kori§¢en za normalizaciju koli¢ine proteina

u uzorcima. Eksperiment je ponovljen u tri nezavisne transfekcije.

4.2.6. Analiza efekta povecCane ekspresije proteina SOX3 na proliferativni kapacitet
U871 U251 ¢elija

Nakon uspostavljanja uslova za modulaciju ekspresije gena SOX3, sledeci korak u
istraZzivanju podrazumevao je ispitivanje uticaja povecane ekspresije proteina SOX3 na
proliferativni kapacitet U87 i U251 ¢celija. Proliferativni kapacitet kontrolnih ¢elija
(pcDNA) i celija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3)
ispitivan je analizom ekspresije markera ¢elija u mitozi, fosforilisane forme histona H3
(PH3).

Imunocitohemijskom analizom ekspresije proteina pH3 detektovano je da je broj
U87 1 U251 c¢elija koje eksprimiraju ovaj protein povecan za oko 1,7 puta nakon
transfekcije ovih ¢elija ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) u poredenju sa
brojem odgovarajucih kontrolnih ¢elija koje eksprimiraju protein pH3 (pcDNA) (Slika 30).
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Slika 30. Efekat poveéane ekspresije proteina SOX3 na proliferativni kapacitet U87 i U251 ¢Celija. A)
Reprezentativni primeri imunocitohemijskog bojenja kontrolnih U87 i U251 (elija transfektovaih
ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) i U87 i U251 ¢elija transfektovanih ekspresionim konstruktom
pcDNAS3.1/SOX3 (SOX3) primenom antitela specifi¢nog za pH3 protein (crveni signal). Jedra celija obojena
su DAPI-jem (plavi signal). Za vizuelizaciju ekspresije proteina pH3 koris¢en je TCS SP8 konfokalni
mikroskop (Leica) i softver LAS AF-TCS SP8 (Leica Microsystems). B) Relativni broj U87 i U251 ¢elija
koje eksprimiraju pH3 protein kod kontrolnih ¢elija (pcDNA) i Celija transfektovanih ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Relativni broj pH3 pozitivnih U87 i U251 ¢elija transfektovanih
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazan je kao stepen promene broja pH3 pozitivnih
kontrolnih U87, odnosno kontrolnih U251 ¢elija (pcDNA), kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su
prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim

t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se u uslovima povecane

ekspresije proteina SOX3 povecava proliferativni kapacitet ¢elija glioblastoma.
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4.2.7. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na vijabilnost U87 i U251

celija

Nakon ispitivanja proliferativnog kapaciteta c¢elija glioblastoma sa povecanom
ekspresijom proteina SOX3, analizirana je vijabilnost U87 i U251 ¢elija sa poveéanom
ekspresijom proteina SOX3 primenom metode bojenja ¢elija ,,Trypan plavom“ bojom i
MTT testom. Odredivanjem broja zivih ¢elija u suspenziji primenom metode bojenja celija
,Trypan plavom* bojom detektovano je da je broj zivih ¢elija nakon transfekcije U87 i
U251 celija ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) veéi za oko 1,4 puta kod
U87 ¢elija i za oko 1,6 puta kod U251 ¢elija u odnosu na broj zivih ¢elija detektovan kod
kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija (pcDNA) (Slika 31A).

Rezultati MTT testa pokazali su da se vijabilnost U87 C¢elija transfektovanih
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) povecava za oko 1,3 puta, a U251
¢elija za oko 1,2 puta u odnosu na vijabilnost kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija
(pcDNA) (Slika 31B).
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Slika 31. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na vijabilnost U87 i U251 ¢elija. A) Analiza
vijabilnosti ¢elija primenom metode bojenja ¢elija ,, Trypan plavom® bojom. Relativni broj zivih U87 i U251
¢elija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazan je kao stepen promene
broja zivih kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija transfektovaih ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA),
kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = S.D. iz tri nezavisna
eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *. B)
Analiza vijabilnosti ¢elija primenom MTT testa. Relativna vijabilnost U87, odnosno U251 (celija
transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNAS3.1/SOX3 (SOX3) prikazana je kao stepen promene
vijabilnosti kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija transfektovaih ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA)
kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = S.D. iz tri nezavisna

eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p <0.05 oznacena je *.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da se u uslovima povecane

ekspresije proteina SOX3 povecava vijabilnost U87 1 U251 ¢elija glioblastoma.

4.2.8. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na migratorni potencijal U87

i U251 éelija

Imajuéi u vidu da su migracija i invazija jedne od glavnih odlika malignih glioma
[339], u ovoj tezi istrazivan je i uticaj povecane ekspresije proteina SOX3 na migratorni i
invazivni potencijal ¢elija glioblastoma. Migratorni potencijal U87 1 U251 ¢elija analiziran
je primenom "Transwell" sistema. Rezultati primene ovog sistema pokazuju da je broj U87
1 U251 ¢elija koje su migrirale kroz poroznu membranu nakon transfekcije ekspresionim

konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) za oko 2,3 puta veci (U87 ¢elije), odnosno za oko 2

99



puta veci (U251 celije) u poredenju sa brojem kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija koje su
migrirale kroz poroznu membranu (pcDNA) (Slika 32).
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Slika 32. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na migratorni potencijal U87 i U251 (¢elija.
Migratorni potencijal kontrolnih U87 i U251 C¢elija transfektovaih ekspresionim vektorom pcDNA3.1
(pcDNA) i U87 1 U251 ¢éelija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) analiziran
je primenom "Transwell” sistema. A) Reprezentativni primeri primene "Transwell” sistema za detekciju
migratornog potencijala U87 i U251 ¢elija transfektovanim ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) ili
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Za vizuelizaciju U87 i U251 ¢elija koje su migrirale
kroz poroznu membranu, 16 h nakon zasejavanja na gornju povr$inu membrane, kori§¢en je mikroskop DM
IL LED (Leica) (uveli¢anje od 10x). B) Relativni migratorni potencijal kontrolnih U87 i U251 ¢elija
(pcDNA) i ¢elija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Migratorni potencijal
je odreden na osnovu broja ¢elija koje su migrirale kroz poroznu membranu. Relativni migratorni potencijal
U87, odnosno U251 ¢elija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazan je
kao stepen promene broja kontrolnih U87, odnosno U251 ¢elija koje su migrirali kroz membranu, kojem je
arbitrarno dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna

eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da povecanje ekspresije proteina

SOX3 dovodi do povecanja migratornog potencijala U87 1 U251 c¢elija.
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4.2.9. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na invazivni potencijal U87 i

U251 celija

Za analizu invazivnog potencijala kontrolnih U87 i U251 ¢elija transfektovanih
ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) i celija transfektovanih ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) koris¢en je Test invazivnosti (eng. "transwell
invasion assay"). Za potrebe izvodenja ovog testa gornja strana porozne membrane
Transwell sistema oblozena je komponentama ekstracelijskog matriksa. Transfektovane
¢elije zasejane su sa gornje strane membrane u medijumu za rast ¢elija bez faktora rasta,
dok se sa donje strane membrane nalazio medijum za rast ¢elija sa faktorima rasta. Da bi
prosle kroz pore membrane, ¢elije moraju da razloZze komponente ekstracelijskog matriksa.
Celije koje su uspesno prosle kroz membranu Transwell sistema vizuelizovane su bojenjem
Crystal violet bojom. Rezultati testa invazivnosti pokazuju da je za oko 2,2 puta vise U87 i
U251 ¢elija proslo kroz membranu nakon transfekcije ekspresionim konstruktom
PCDNA3.1/SOX3 (SOX3) u odnosu na broj kontrolnih U87 i U251 ¢elija koje su prosle
kroz membranu (pcDNA) (Slika 33).

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da u uslovima povecane ekspresije

proteina SOX3 dolazi do povecanja invazivnog potencijala ¢elija glioblastoma.
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Slika 33. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na invazivni potencijal U87 i U251 ¢elija. Invazivni
potencijal kontrolnih U87 i U251 ¢elija (pcDNA) i U87 i U251 celija transfektovanih ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) analiziran je primenom Testa invazivnosti (eng. Transwell invasion
assay). A) Reprezentativni primeri invazije kontrolnih U87 i U251 ¢éelija (pcDNA) i ¢elija transfektovanih
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) kroz poroznu membranu obloZzenu sa gornje strane
komponentama ekstraéelijskog matriksa. Celije su posmatrane 20 h nakon zasejavanja na gornju povrsinu
membrane kori§¢enjem mikroskopa DM IL LED (Leica), pod uveli¢anjem od 10x. B) Relativni invazivni
potencijal kontrolnih U87 i U251 ¢elija (pcDNA) i U87 i U251 C¢elija transfektovanih ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Invazivni potencijal je odreden na osnovu broja ¢elija koje su prosle
kroz poroznu membranu. Relativni invazivni potencijal U87, odnosno U251 ¢elija transfektovanih
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazan je kao stepen promene broja kontrolnih U87,
odnosno U251 ¢éelija koje su prosle kroz membranu (pcDNA), kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su
prikazane srednje vrednosti £ S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene

Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

4.2.10. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost kanonskog

WNT signalnog puta u U87 i U251 ¢Celija

Nakon utvrdivanja efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na proliferativni
kapacitet, vijabilnost, migratorni i invazivni potencijal ¢elija glioblastoma, slede¢i korak u
istrazivanju podrazumevao je otkrivanje molekularnih mehanizama preko kojih protein
SOX3 utice na navedene procese u ovim Celijama. Podaci iz literature ukazuju da je
kanonski WNT signalni put neophodan za pravilno odvijanje procesa razvica [340].
Medutim, u brojnim tumorima aktivnost ovog signalnog puta je izmenjena [340]. Takode,
brojni literaturni podaci ukazuju da nepravilna aktivacija kanonskog WNT signalnog puta
promoviSe rast i invazivni potencijal éelija glioblastoma [90]. Imajuéi u vidu navedene
podatke, u okviru ove doktorske disertacije ispitivan je uticaj povecane ekspresije proteina
SOX3 na aktivnost WNT signalnog puta. Zlatni standard za izucavanje aktivnosti ovog
signalnog puta je luciferazni TOP/FOPFlash reporterski esej [341]. U TOPFlash
reporterskom konstruktu uzvodno od reporterskog gena za luciferazu nalaze se tri vezivna

mesta za B-katenin/TCF/LEF kompleks. B-katenin je centralni efektor ovog signalnog puta
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koji se za ciljne sekvence vezuje u kompleksu sa proteinima TCF/LEF [340]. Vezivanjem
B-katenin/TCF/LEF kompleksa za vezivna mesta aktivira se transkripcija reporterskog gena
[340]. U FOPFlash reporterskom konstruktu ova vezivna mesta su mutirana i ovaj
reporterski konstrukt se koristi za merenje nespecifi¢ne aktivacije reporterskog gena [341].
Rezultati istrazivanja dobijeni koriS¢enjem ovog reporterskog eseja pokazuju da nema
statisticki znacajnih razlika u aktivnosti luciferaze izmedu US87 i U251 ¢elija
transfektovanih  ekspresionim  konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) i njihovih
odgovarajuc¢ih kontrolnih U87 1 U251 celija transfektovanih ekspresionim vektorom
pcDNA3.1 (pcDNA) (Slika 34).
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Slika 34. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost WNT signalnog puta u U87 i U251
¢elijama. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost luciferaza, koja je merena kori§¢enjem
GloMax 20/20 Luminometra, pra¢en je koris¢enjem luciferaznog TOP/FOPFlash reporterskog eseja.
Relativna aktivnost luciferaza kod ¢elija transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3)
prikazana je kao stepen promene aktivnosti luciferaza kod odgovarajué¢ih kontrolnih ¢elija (pcDNA) kojima je
dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti £ S.D. iz najmanje tri nezavisna

eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom.

Pored analize aktivnosti luciferaze, a u cilju izucavanja efekta povecane ekspresije
proteina SOX3 na aktivnost WNT signalnog puta, Western blot metodom ispitivan je i nivo
ekspresije proteina B-katenina u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama transfektovanih

ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) i U87 i U251 celijama transfektovanim

103



ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Rezultati Western blot analize
pokazuju da nakon transfekcije U887 1 U251 (celija ekspresionim konstruktom
pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) ne dolazi do promene ekspresije proteina B-katenin u odnosu na
nivo ekspresije ovog proteina detektovanog u njihovim odgovaraju¢im kontrolnim ¢éelijama
(pcDNA) (Slika 35), odnosno ne dolazi do promene aktivnosti WNT signalnog puta u

uslovima povecéane ekspresije proteina SOX3.
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Slika 35. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na ekspresiju proteina p-katenin u U87 i U251
celijama. Ekspresija proteina B-katenin analizirana je primenom Western blot metode. A) Reprezentativni
primer Western blot analize ekspresije proteina p-katenin u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama (pcDNA) i U87 i
U251 ¢elijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). B) Relativna ekspresija
proteina B-katenin u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama (pcDNA) i U87 i U251 celijama transfektovanim
ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). Produkti detektovani nakon Western blot analize su
digitalizovani i kvantifikovani uz pomo¢ ImageJ softvera. Relativna ekspresija proteina B-katenin u U87,
odnosno U251 ¢elijama transfektovanim pcDNA3.1/SOX3 konstruktom (SOX3) prikazana je kao stepen
promene ekspresije ovog proteina detektovane u kontrolnim U87, odnosno U251 ¢elijama (pcDNA), kojoj je
dodeljena vrednost 1. a-tubulin je koris¢en za normalizaciju koli¢ine proteina u uzorcima. Na grafiku su
predstavljene srednje vrednosti = S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene

Studentovim t-testom.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da povecanje ekspresija proteina

SOX3 ne utice na aktivnost WNT signalnog puta u ¢elijama glioblastoma.
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4.2.11. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost HH signalnog
puta u U87 i U251 celija

Aktivnost HH signalnog puta izmenjena je u razli¢itim tumorima, kao §to su
glioblastom, meduloblastom, tumori pluca, prostate, dojke i pankreasa [124, 342, 343].
Pokazano je da nepravilna aktivacija ovog signalnog puta promovise tumorogenezu,
progresiju tumora i rezistenciju na terapiju kod glioblastoma [91, 344]. Imajuci u vidu ove
literaturne podatke, slede¢i korak u istrazivanju podrazumevao je ispitivanje uticaja
povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost HH signalnog puta u U87 1 U251 ¢elijama.
Aktivnost ovog mehanizma transdukcije signala proucavana je analizom ekspresija gena
koji kodira receptor (PTCH) i gena koji kodiraju efektore ovog signalnog puta (GLI1,2,3)
primenom tehnike RT-gPCR. Rezultati ove analize pokazuju da nakon transfekcije U87 i
U251 c¢elija ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) dolazi do povecanja
ekspresije gena PTCH za vise od 1,4 puta u poredenju sa ekspresijom ovog gena
detektovanom u njihovim odgovarajué¢im kontrolnim ¢elijama (pcDNA) (Slika 36A). Pored
toga, ekspresija gena GLI1 u U87 i U251 Ccelijama transfektovanim ekspresionim
konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) je povecana za visSe od 1,4 puta u odnosu na
ekspresiju ovog gena u odgovarajuc¢im kontrolnim ¢elijama (pcDNA) (Slika 36B). Takode,
u uslovima povecéane ekspresije proteina SOX3 detektovano je i povecanje ekspresije gena
GLI2 za viSe od 1,3 puta u obe ¢elijske linije u poredenju sa ekspresijom ovog gena u
njihovim odgovaraju¢im kontrolnim ¢elijama (Slika 36C). Istovremeno, statisticki znacajne
razlike u ekspresiji gena GLI3 nisu detektovane izmedu U87 i U251 sa poveéanom
ekspresijom proteina SOX3 i njihovih odgovarajucih kontrolnih ¢elija (Slika 36D).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da povecana ekspresija proteina

SOX3 promovise aktivnost HH signalnog puta u ¢elijama glioblastoma.
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Slika 36. Efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost HH signalnog puta. Metodom RT-
gPCR analizirana je ekspresija gena A) PTCH, B) GLI1, C) GLI2 i D) GLI3 nakon transfekcije U87 i U251
¢elija ekspresionim vektorom pcDNA3.1 (pcDNA) i ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3).
Kvantifikacija rezultata dobijenih metodom RT-gPCR predstavljena je grafikom. Nivo ekspresije gena PTCH,
GLI1, GLI2 i GLI3 normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativni nivo
ekspresije gena PTCH, GLI1, GLI2 i GLI3 u C(elijama transfektovanim ekspresionim konstruktom
pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) izrazen je kao stepen promene ekspresije ovih gena u kontrolnim celijama
(pcDNA), kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = S.D. iz najmanje tri

nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je

*

4.2.12. Analiza efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na proces autofagije u U87 i

U251 ¢elija

Literaturni podaci ukazuju na znacajnu funkciju autofagije u tumorogenezi [345,
346]. Pokazano je da autofagija ima dvojaku ulogu u tumorskim cCelijama; ovaj proces

moze da promovise ili inhibira rast tumora [92, 345-350]. Naime, uoceno je da uloga
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autofagije u tumorskim ¢elijama zavisi od tipa Celija, tipa tumora i faze tumorogeneze [92,
347-350]. Imaju¢i u vidu da autofagija moze da ima dvojaku ulogu u tumorskim ¢elijama,
slede¢i korak u istrazivanju podrazumevao je ispitivanje uticaja povecane ekspresije
proteina SOX3 na proces autofagije u U887 i U251 celijama. Primenom Western blot
metode analizirana je konverzija proteina LC3-1 u LC3-11 i ekspresija proteina markera
autofagije, p62 i BECLINI. Autofagiju karakteriSe konverzija proteina LC3-1 u LC3-II,
degradacija proteina p62 u autofagozomima i povecanje ekspresije proteina BECLIN1
[129]. Western blot metodom detektovano je smanjenje konverzije proteina LC3-1 u LC3-11
za vise od 1,2 puta u U87 i U251 ¢elijama transfektovanim ekspresionim konstruktom
pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) u poredenju sa stepenom konverzije ovog proteina u njihovim
odgovarajuc¢im kontrolnim ¢éelijama (pcDNA) (Slika 37A). Takode, kod U87 i U251 ¢elija
transfektovanih ekspresionim konstruktom pcDNAS3.1/SOX3 detektovano je smanjenje
ekspresije proteina BECLINT1 za priblizno 30% u poredenju sa ekspresijom ovog proteina u
njihovim odgovaraju¢im kontrolnim ¢elijama (pcDNA) (Slika 37B). Pored toga,
detektovano je povecanje ekspresija proteina p62 u U87 (za oko 1,8 puta) i U251 (za oko
1,2 puta) ¢elijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) u
poredenju sa ekspresijom ovog proteina u njihovim odgovarajuéim kontrolama (pcDNA)
(Slika 37C).

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da povecanje ekspresije proteina

SOX3 ima inhibitorni efekat na proces autofagije u ¢elijama glioblastoma.

107



=
2 T 2 S
S =
- . was Qe
2 505
- e "™ e oca :£8
e | S e o Tubulin g 0
o

@©
B us U251 s
SIS 30
& L & L S @
~— ®
8 # e e BECLN1 g 203
i = o
- @D g Wy o Tubulin ég N
T S
C F P
us7 U251 S o5 .
(O]
s s s
S S & gs 2
& o & 9 o 815 » [U87
o | “ p62 g;g 1 W U251
- A L. = bt
.. e - Tuwuin =00 ﬂ
&) 0 ¥ 4> ¥ 1o
S g G
S L

Slika 37. Efekat povetane ekspresije proteina SOX3 na proces autofagije u U87 i U251 cCelijama. A)
Reprezentativni primer Western blot analize ekspresije proteina LC3I i LC3Il i graficki prikaz odnosa
relativne ekspresije proteina LC3I1 i LC3I (LC3II/LC3I) u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama (pcDNA) i U87 i
U251 ¢elijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). a-tubulin je koriséen za
normalizaciju koli¢ine proteina u uzorcima. Produkti detektovani nakon Western blot analize su digitalizovani
i kvantifikovani uz pomo¢ ImageJ softvera. Relativni odnos ekspresije proteina LC3II/LC3I u éelijama
transfektovanim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazan je kao stepen promene odnosa ekspresije
proteina LC3I1/LC3I u kontrolnim ¢elijama (pcDNA) kojem je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti = S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim
t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *. B) Reprezentativni primer Western blot analize ekspresije proteina
BECLIN1 i graficki prikaz relativne ekspresije proteina BECLIN1 u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama
(pcDNA) i U87 i U251 Celijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). a-
tubulin je kori$¢en za normalizaciju koli¢ine proteina u uzorcima. Produkti detektovani nakon Western blot

analize su digitalizovani i kvantifikovani uz pomo¢ ImageJ softvera. Relativna ekspresija proteina BECLIN1
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u celijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazana je kao stepen
promene ekspresije ovog proteina u kontrolnim ¢elijama (pcDNA) kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku
su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene
Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *. C) Reprezentativni primer Western blot analize
ekspresije proteina p62 i graficki prikaz relativne ekspresije proteina p62 u kontrolnim U87 i U251 ¢elijama
(pcDNA) i U87 i U251 Celijama transfektovanim ekspresionim konstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3). o-
tubulin je koriS¢en za normalizaciju koli¢ine proteina u uzorcima. Produkti detektovani nakon Western blot
analize su digitalizovani i kvantifikovani uz pomo¢ Imagel softvera. Relativna ekspresija proteina p62 u
¢elijama transfektovanim ekspresionim Kkonstruktom pcDNA3.1/SOX3 (SOX3) prikazana je kao stepen
promene ekspresije ovog proteina detektovane u kontrolnim ¢éelijama (pcDNA) kojoj je dodeljena vrednost 1.
Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su

uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

4.2.13. Analiza efekta radio- i hemio- terapije na ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251

¢elijama

Standardni tretman bolesnika sa glioblastomom podrazumeva hirursko uklanjanje
tumora koje je zatim praceno radio- i hemio-terapijom [89]. Imajuci u vidu ove podatke, u
okviru ove doktorske disertacije ispitivan je i uticaj radio- i hemio-terapije na ekspresiju
gena SOX3 u U871 U251 ¢elijskim linijama.

Za analizu uticaja radioterapije na ekspresiju gena SOX3, U87 i U251 c¢elije su
izlozene y zracenju jacine 2 ili 4 Gy. Efekat zra¢enja na ekspresiju gena SOX3 pracen je
nakon 24 i 72 h. Prvi korak u proucavanju efekta radioterapije na ekspresiju gena SOX3
obuhvatao je analizu uticaja radijacije na broj zivih U87 1 U251 ¢elija. Broj Zivih U87 1
U251 ¢elija analiziran je 24 1 72 h nakon izlaganja zraenju. Rezultati istrazivanja pokazuju
da 24 h nakon izlaganja zracenju dolazi do smanjenja broja zivih U87 ¢elija ozraCenih sa 4
Gy u poredenju sa brojem Zzivih neozra¢enih U87 celija. Pored toga, 72 h od izlaganja
zraCenju dolazi do smanjenja broja Zivih U87 ¢elija ozracenih sa 2 i 4 Gy u poredenju sa
brojem zivih neozraenih U87 ¢Celija (Slika 38A). Dvadeset Cetiri sata nakon izlaganja
zraCenju U251 ¢elija dozama od 2 i 4 Gy nije detektovana razlika u broju zivih ozra¢enih
U251 ¢éelija i broju zivih U251 ¢elije koje nisu bile izlozene zracenju (Slika 38A). Nasuprot

tome, 72 h nakon izlaganja U251 ¢elija zracenju od 2 i 4 Gy detektovano je statisticki
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znacajno smanjenje broja zivih ¢elija u poredenju sa brojem zivih U251 ¢elija koje nisu bile
izlozene zracenju (Slika 38A). Nakon utvrdivanja broja zivih ¢elija, primenom tehnike RT-
gPCR ispitivana je ekspresija gena SOX3 kod U87 i U251 ¢elija izlozenih y zracenju jadine
2 ili 4 Gy. Dobijeni rezultati pokazuju da 24 i 72 sata nakon izlaganja ¢elija zracenju nema
statisticki znacCajnih razlika u ekspresiji gena SOX3 izmedu U87 1 U251 ¢elija izloZenih
zraCenju od 2 i 4 Gy i njihovih odgovarajuéih kontrolnih ¢elija (Slika 38B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da radioterapija u kojoj se koristi y

zracenje jacine 2 ili 4 Gy ne dovodi do promene ekspresije gena SOX3 u ¢elijama GBM.
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Slika 38. Efekat y zracenja na broj Celija i ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251 ¢elijama. A) Efekat y
zraéenja na broj zivih U87 i U251 éelija. Celije su ozraéene sa 2 ili 4 Gy, dok kontrola predstavlja éelije koje
nisu izlozene zracenju (0 Gy). Broj zivih ¢elija analiziran je 24 i 72 h nakon izlaganja celija radijaciji.
Relativni broj zivih U87 i U251 ¢elija nakon izlaganja zracenju jacine 2 ili 4 Gy prikazan je kao stepen
promene broja njihovih odgovarajuéih kontrolnih ¢elija koje nisu bile izlozene zracenju (0 Gy) kojem je
dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje
vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznadena je *. B) Efekat y zratenja na
ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251 ¢éelijama. Celije su zracene sa 2 i 4 Gy, dok kontrola predstavlja éelije
koje nisu izlozene zracenju (0 Gy). Ekspresija gena SOX3 analizirana je 24 i 72 h nakon izlaganja celija
radijaciji. Nivo ekspresije gena SOX3 u uzorku normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom
uzorku. Relativni nivo ekspresije gena SOX3 u ozracenim Celijama prikazan je kao stepen promene ekspresiju
ovog gena detektovane u odgovaraju¢im kontrolnim ¢éelijama koje nisu izlozene zracenju (0 Gy), kojoj je
dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje

vrednosti su uporedene Studentovim t-testom.

U cilju ispitivanja uticaja hemioterapije na ekspresiju gena SOX3, U87 i U251 ¢elije
su tretirane sa 50, 100 i 200 uM temozolomidom u trajanja od 72 h. Po isteku tretmana
utvrdivan je broj Zivih Celija. Dobijeni rezultati pokazuju da koriS¢ene koncentracije
temozolomida dovode do statisticki znacajnog smanjenja broja zivih U87 1 U251 ¢elija u

poredenju sa brojem ¢elija kod njihovih odgovarajucih kontrola (U87 1 U251 ¢Celije tretirane
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DMSO-om) (Slika 39A). Naime, pri tretmanu U87 i U251 ¢elija 50 uM temozolomidom
detektovano je smanjenje broja zivih ¢elija za oko 10 %, dok je pri tretmanu ovih ¢éelija 100
uM temozolomidom detektovano smanjenje broja zivih ¢elija za oko 25% (U87), odnosno
15% (U251) u poredenju sa brojem zivih kontrolnih ¢elija. Efekat temozolomida na broj
zivih Celija bio je najizrazeniji pri tretmanu U87 i U251 celija 200 pM temozolomidom
(smanjenje broja zivih ¢elija za oko 35% u poredenju sa brojem Zivih kontrolnih ¢elija). Po
utvrdivanju broja zivih U87 1 U251 ¢elija nakon tretmana temozolomidom, slede¢i korak u
istrazivanju obuhvatao je ispitivanje uticaja tretmana temozolomidom na ekspresija gena
SOX3 u U87 1 U251 <(Celijama. Tretman U87 <celija razli¢itim koncentracijama
temozolomida nije doveo do statisticki znacajne promene ekspresije gena SOX3 u ovim
¢elijama u poredenju sa ekspresijom ovog gena detektovanom u kontrolnim U87 ¢elijama
(DMSO-om tretirane ¢elije) (Slika 39B). Pored toga, tretman U251 ¢elija sa 50 i 100 uM
temozolomidom nije doveo do statisti¢ki znacajne promene ekspresije gena SOX3 u ovim
¢elijama u poredenju sa ekspresijom ovog gena detektovanom u kontrolnim U251 ¢éelijama.
Sa druge strane, tretman U251 ¢elija 200 uM temozolomidom doveo je do statisticki
znacajnog povecanja ekspresije gena SOX3 u ovim celijama (oko 2 puta) u odnosu na
ekspresiju ovog gena detektovanu u kontrolnim, DMSO-om tretiranim U251 ¢elijama
(Slika 39B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da efekat temozolomida na
ekspresiju gena SOX3 u ¢elijama glioblastoma zavisi od koncentracije (doze) temozolomida

1 tipa Celija.
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Slika 39. Efekat tretmana temozolomidom (TMZ) na broj ¢elija i ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251
¢elijama. A) Efekat tretmana temozolomidom na broj Zivih U87 i U251 ¢éelija. Celije su tretirane 72 h sa 50,
100 1 200 uM temozolomidom (TMZ), dok su kao kontrola koris¢ene U87 1 U251 ¢elije tretirane DMSO-om.
Broj zivih Celija analiziran je nakon zavrSetka tretmana Celija. Relativni broj zivih ¢elija nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama temozolomida izracunat je kao stepen promene broja Zivih kontrolnih ¢elija, kojem
je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta.
Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *. B) Efekat tretmana
temozolomidom na ekspresiju gena SOX3 u U87 i U251 ¢elijama. Celije su tretirane 50, 100 i 200 uM
temozolomidom (TMZ), dok su kontrolne celije tretirane DMSO-om. Tretman je trajao 72 h nakon cega je
analizirana ekspresija gena SOX3. Nivo ekspresije gena SOX3 u svakom od uzoraka normalizovan je u
odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativni nivo ekspresije gena SOX3 u ¢éelijama tretiranim
temozolomidom (TMZ) prikazan je kao stepen promene ekspresije ovog gena u kontrolnim ¢éelijama, kojoj je
dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje

vrednosti su uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p <0.05 oznacena je *
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4.2.14. Analiza ekspresije gena SOX3 u mati¢nim ¢éelijama glioblastoma

Imajué¢i u vidu podatak da gen SOX3 ima bitnu ulogu tokom razvica nervnog
sistema [351-353] i hipotezu da mati¢ne ¢elije GBM, koje se smatraju odgovornim za
nastanak, progresiju, rezistenciju na terapiju i relaps tumora [80, 87], mogu da nastanu
procesom dediferencijacije tumorskih ¢elija, u kome bitnu ulogu imaju regulatorni proteini
koji su ukljuéeni u proces razvic¢a [232], u okviru ove doktorske disertacije analizirana je
ekspresija gena SOX3 nakon dediferencijacije Celijskih linija GBM (U87, U373, U251,
A172 i T98) koris¢enjem metoda RT-qPCR. Primenom ove metode kod svih analiziranih
dediferenciranih celijskih linija detektovano je statisticki znacajno povecanje ekspresije
gena SOX3 u poredenju sa ekspresijom uocenom u njihovim parentalnim ¢elijama (Slika
40A). Najvece povecanje ckspresije ovog gena detektovano je nakon dediferencijacije
¢elija A172 (povecanje oko 690 puta u poredenju sa ekspresijom detektovanom u
parentalnim ¢elijama) 1 T98 (povecanje oko 50 puta u poredenju sa ekspresijom
detektovanom u parentalnim celijama). Istovremeno, nakon dediferencijacije U87 Celija
detektovano je povecanje ekspresije gena SOX3 za oko 3,5 puta, U373 celija za oko 4,4
puta, a nakon dediferencijacije U251 celija za oko 7,1 puta u odnosu na ekspresiju

detektovanu u odgovaraju¢im parentalnim éelijama (Slika 40).
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Slika 40. Ekspresija gena SOX3 u dediferenciranim ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma. Nivo

ekspresije gena SOX3 u svakom od uzoraka normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom
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uzorku. Relativna ekspresija gena SOX3 u dediferenciranim ¢elijama prikazana je kao stepen promene
ekspresije detektovane u odgovaraju¢im parentalnim éelijama, kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su
prikazane srednje vrednosti = S.D. iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisti¢ki

uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *

Pored hipoteze o nastanku GMC dediferencijacijom tumorskih ¢elija, u literaturi je
opisana i hipoteza o nastanku GMC od neuralnih mati¢nih éelija koje su prosle kroz
procese genetickih i epigenetickih promena [336]. Imaju¢i u vidu da je SOX3 marker
neuralnih mati¢nih ¢elija, u okviru ove doktorske disertacije analizirana je i ekspresija ovog
gena u kulturama mati¢nih ¢elija glioblastoma izolovanih iz tumora bolesnika. Ekspresija
gena SOX3 analizirana je primenom metode RT-qPCR u 4 kulture GMC (GB1, GB2,
GNS166 i GNS179) i uporedena sa ekspresijom ovog gena u U87 1 U251 ¢elijskim linijama
poreklom od glioblastoma. Rezultati ove analize pokazuju da je u svakoj od analiziranih
kultura GMC detektovana relativno visoka ekspresija gena SOX3 (poveéanje od 20 do 3153
puta u poredenju sa ekspresijom ovog gena u imortalizovanoj ¢elijskoj liniji GBM, U87)
(Slika 41A).

U cilju ispitivanja da i visok nivo ekspresije gena SOX3 koreliSe sa
nediferenciranim stanjem celija glioblastoma, naredni eksperimentalni korak obuhvatao je
diferencijaciju kultura GMC i analizu ekspresije ovog gena u diferenciranim GMC.
Rezultati RT-qPCR analize pokazuju da je ekspresija gena SOX3 u diferenciranim
kulturama GMC relativno niZa u poredenju sa ekspresijom ovog gena u nediferenciranim
parentalnim ¢elijama (Slika 41B). Naime, ekspresija gena SOX3 smanjuje se u opsegu od
55% do 90% nakon diferencijacije GB1, GB2, GNS166 i GNS179 ¢elija u odnosu na
ekspresiju ovog gena detektovanu u odgovaraju¢im nediferencirane GMC (Slika 41B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da je gen SOX3 potencijalni
marker GMC, kao i da visoka ekspresija ovog gena koreliSe sa nediferenciranim stanjem

GMC $to nam ukazuje na potencijalnu ulogu gena SOX3 u odrzavanju mati¢nosti GMC.
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Slika 41. Ekspresija gena SOX3 u mati¢nim ¢elijama glioblastoma. A) Ekspresija gena SOX3 u
permanentnim ¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma (U87 i U251) i kulturama mati¢nih ¢éelija GBM
(GB1, GB2, GNS166 i GNS179). Nivo ekspresije gena SOX3 u svakom od uzoraka normalizovan je u odnosu
na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija gena SOX3 u U251 ¢elijama i kulturama
mati¢nih éelija GMC prikazana je kao stepen promene ekspresije ovog gena detektovane u U87 ¢elijama,
kojoj je dodeljena vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = S.D. iz tri nezavisna eksperimenta.
Srednje vrednosti su statistiCki uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznaéena je * B)
Ekspresija gena SOX3 nakon diferencijacije kultura mati¢nih celija glioblastoma. Nivo ekspresije gena SOX3
u svakom od uzorka normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom uzorku. Relativna
ekspresija gena SOX3 u diferenciranim kulturama mati¢nih ¢elija glioblastoma prikazana je kao stepen
promene ekspresije detektovane u odgovarajué¢im parentalnim celijama, kojoj je dodeljena vrednost 1. Na
grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisticki

uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *

4.3. Analiza uticaja retinoi¢ne Kiseline na karakteristike U251 ¢elija glioblastoma

4.3.1. Analiza uticaja retinoi¢ne Kkiseline na vijabilnost U251 ¢elija

Literaturni podaci ukazuju da all-trans retinoi¢na kiselina ispoljava antitumorska
dejstva kod razli¢itih tipova tumorskih ¢elija [293-298]. Sa druge strane, podaci iz literature
o efektu RK na maligne karakteristike ¢elija GBM su kontradiktorni [299-306]. Imajuci u
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vidu ove podatke u okviru ove doktorske disertacije analiziran je i uticaj RK na
karakteristike U251 ¢elija glioblastoma.

Prvi korak u istrazivanju obuhvatao je analizu uticaja RK na vijabilnost U251 ¢elija.
Za potrebe ove analize ¢elije su tretirane 3 1 5 dana razli¢itim rastu¢im koncentracijama RK
(1, 5, 10, 20, 40 i 60 uM). Nakon isteka tretmana RK-om, vijabilnost ¢elija analizirana je
primenom MTT testa. Rezultati ovog testa pokazali su da nema statisticki znacajnih razlika
u vijabilnosti U251 ¢elija gajenih 3 i 5 dana u medijumu koji je sadrzao 1 i 5 uM RK i
kontrolnih U251 ¢elija gajenih 3 i 5 dana u medijumu koji je sadrzao DMSO (Slika 42).
Nasuprot tome, statisticki znacajne razlike u vijabilnosti detektovane su izmedu U251 ¢elija
gajenih 3 i 5 dana u medijumu koji je sadrzao 10, 20, 40 ili 60 uM RK i kontrolnih U251
¢elija gajenih 3 i 5 dana u medijumu koji je sadrzao DMSO. Naime, rezultati MTT testa su
pokazali da je vijabilnost U251 celija gajenih 3 i 5 dana u medijumom koji je sadrzao 10,
20, 40 ili 60 uM RK smanjena u poredenju sa vijabilnos¢u ¢elija gajenih u istom periodu u
medijumu koji je sadrzao DMSO (Slika 42). Pored toga, uoCeno je da je smanjenje
vijabilnosti U251 ¢éelija bilo izrazenije nakon petodnevnog tretmana u medijumu koji je
sadrzao 10, 20, 40 ili 60 uM RK u poredenju sa trodnevnim tretmanom. Takode, smanjenje
vijabilnost ¢elija je bilo najizrazenije nakon gajenja U251 ¢elija u medijumu koji je sadrzao
60 uM RK. Naime, nakon 3 dana gajenja ¢elija u medijumu koji je sadrzao 60 uM RK
vijabilnost ¢elija je bila smanjena za priblizno 40% (Slika 42A), dok je nakon 5 dana
tretmana vijabilnost bila smanjena za priblizno 60% u poredenju sa vijabilno$éu
odgovarajuc¢ih kontrolnih U251 ¢elija gajenih 3, odnosno 5 dana u medijumu Koji je
sadrzao DMSO (Slika 42B).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da RK smanjuje vijabilnost U251

¢elija glioblastoma na dozno- i vremensko-zavisan na¢in.
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Slika 42. Efekat retinoi¢ne Kiseline na vijabilnost U251 ¢éelija. U251 ¢elije su gajene u medijumu koji je
sadrzao 1, 5, 10, 20, 40 ili 60 uM RK 3 dana (A) i 5 dana (B). Relativna vijabilnost U251 éelija tretiranih
razli¢itim koncentracijama RK prikazana je kao stepen promene vijabilnosti njihovih odgovarajucih
kontrolnih ¢elija tretiranih DMSO-om, kojoj je dodeljena vrednost 100%. Na grafiku su prikazane srednje
vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom.
Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

Imaju¢i u vidu dobijene rezultate u daljem ispitivanju efekta RK na karakteristike
U251 ¢elija glioblastoma, ove ¢elije su gajene u medijumu koji je sadrzao 10, 20 ili 40 uM

RK u vremenu trajanja od 5 dana. U daljim istrazivanjima nije kori$¢ena 60 uM RK
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imajuci u vidu da je pri koris¢enju ove koncentracije RK detektovan najveci citotoksi¢ni

efekat na U251 ¢elije.

4.3.2. Analiza efekta retinoi¢ne kiseline na migratorni potencijal U251 ¢elija

Kako metastaziranje tumora ukljucuje i sposobnost malignih ¢elija da migriraju
[13], naredni korak u istrazivanju podrazumevao je analizu efekta RK na migratorni
potencijal U251 ¢elija. Migratorni potencijal U251 ¢elija gajenih u medijumu Kkoji je
sadrzao 10, 20 ili 40 uM RK analiziran je primenom Testa zarastanje povrede (eng. scratch
wound healing assay) nakon 5 dana tretmana. Popunjavanje praznog prostora ¢elijama
analizirano je 7 h nakon nanoSenja povrede. Rezultati primenjenog testa pokazuju da
kontrolne, DMSO-om tretirane ¢elije uglavnom kohezivno migriraju u prazan prostor
(zajednickim napredovanjem c¢elija koje se nalaze na ivicama povredenog mesta), dok RK
tretirane ¢elije uglavnom migriraju u prazan prostor kao pojedinacne ¢elije i na taj nacin ga
popunjavaju (Slika 43). Naime, oko dva puta vise pojedina¢nih U251 ¢elija detektovano je
u praznom prostoru nakon 5 dana tretmana razli¢itim koncentracijama RK u poredenju sa
brojem pojedinacnih ¢elija u praznom prostoru uo¢enim nakon 5 dana tretmana U251 celija
DMSO-om. Istovremeno, statisticki znacajne razlike u relativnom broju pojedinacnih celija
koje su migrirale u prazan prostor nisu uoc¢ene izmedu U251 ¢elija gajenih u medijumu koji
sadrzi 10, 20 1 40 uM RK.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da tretman U251 ¢elija RK menja
nac¢in migracije ovih cCelija, od kolektivnog ka migraciji pojedina¢nih ¢elija u prazan

prostor.
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Slika 43. Efekat retinoi¢ne kiseline na migratorni potencijal U251 ¢elija. A) Reprezentativni primer
primene Testa zarastanja povrede za analizu migratornog potencijala U251 ¢elija gajenih 5 dana u medijumu
koji je sadrzao DSMO, 10, 20 ili 40 uM RK. Celije su posmatrane mikroskopom DM IL LED (Leica) pod
uveli¢anjem od 10x u momentu nanoSenja povrede i 7 h nakon nanosenja povrede. 0, 7 — sati od momenta
nanoSenja povrede (formiranja praznog prostora). Crni trouglovi pokazuju pojedinacne celije koje su
migrirale u prazan prostor. B) Relativni broj pojedina¢nih U251 ¢elija koje su migrirale u prazan prostor
nakon petodnevnog gajenja u medijumu koji je sadrzao DMSO-om, 10, 20 ili 40 uM RK. Relativni broj
pojedinac¢nih U251 ¢elija tretiranih RK koje su migrirale u prazan prostor prikazan je stepen promene broja

pojedina¢nih U251 ¢elija tretiranih DMSO-om koje su migrirale u prazan prostor, kojem je dodeljena
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vrednost 100%. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = S.D. tri nezavisna eksperimenta. Srednje

vrednosti su statisti¢ki uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

4.3.3. Analiza efekta retinoi¢ne Kiseline na sposobnost adhezije U251 Cdelija za

komponente ekstracelijskog matriksa

Kako literaturni podaci ukazuju da sposobnost tumorskih ¢elija da metastaziraju
zavisi od njihovih moguénosti da se vezu za komponente ekstracelijskog matriksa (ECM) i
degraduju ih [354, 355], u okviru ove doktorske disertacije analizirano je i da li RK uti¢e na
sposobnost adhezije U251 celija za komponente ekstracelijskog matriksa. Adhezivna
sposobnost U251 ¢elija tretiranih RK analizirana je primenom Testa za analizu adhezije
éelija za komponente ECM. Za potrebe ove analize U251 ¢elije su gajene 5 dana u
medijumu koji je sadrzao DMSO, 10, 20 i 40 uM RK nakon ¢ega su zasejane u bunarice
mikrotitar plode prethodno oblozene ECM. Rezultati primenjenog Testa pokazuju da
gajenje celija u medijumu koji je sadrzao 10 uM RK dovodi do smanjenja za oko 20%
broja U251 ¢elija koje adheriraju za komponente ECM u poredenju sa brojem U251 éelija
tretiranih DMSO-om koji adheriraju za komponente ECM (Slika 44). Istovremeno,
statisticki znalajne razlike u broju éelija koje adheriraju za komponente ECM nisu
detektovane izmedu U251 celija gajenih u medijumu koji je sadrzao 20 i 40 uM RK i
kontrolnih U251 ¢elija gajenih u medijumu koji je sadrzao DMSO (Slika 44).

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da efekat RK na sposobnost
adhezije U251 éelija glioblastoma za komponente ECM zavisi od primenjene koncentracije

RK.
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Slika 44. Analiza efekta RK na sposobnost adhezija U251 éelija za komponente ECM. Sposobnost
adhezije U251 ¢elija za komponente ECM analizirana je nakon 5 dana gajenja ¢elija u medijumu koji je
sadrzao DMSO, 10, 20 ili 40 pM RK, primenom Testa za analizu adhezije ¢elija za komponente ECM.
Relativna sposobnost adhezije U251 ¢elija gajenih u medijumu koji je sadrzao razli¢ite koncentracije RK
prikazana je kao stepen promene sposobnosti adhezije U251 ¢elija tretiranih DMSO-om, kojoj je dodeljena
vrednost 1. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti

su statisti¢ki uporedene Studentovim t-testom. Vrednost p < 0.05 oznacena je *.

4.3.4. Analiza efekta retinoi¢ne kiseline na neuralnu diferencijaciju U251 ¢elija

Diferencijacija tumorskih ¢elija u cilju smanjenja malignog potencijala ovih cCelija
predstavlja jednu od perspektivnih strategija u terapiji tumora [284]. Na osnovu literaturnih
podataka moze se uociti da je jedan od najc¢es¢e primenjivanih agensa u diferencijacionoj
terapiji RK [285]. Imajuci u vidu navedene podatke, sledec¢i korak u istrazivanju obuhvatao
je ispitivanje da li tretman RK indukuje neuralnu diferencijaciju U251 ¢elija glioblastoma.
U tu svrhu analizirana je morfologija i ekspresija markera neuralne diferencijacije kod
U251 ¢elija gajenih 5 dana u medijumom koji je sadrzao DMSO, 10, 20 ili 40 uM RK.

Morfologija U251 ¢elija nakon 5 dana gajenja u medijumu koji je sadrzao DMSO,
10, 20 ili 40 uM RK ispitivana je imunocitohemijskom analizom ekspresije citoskeletnog
proteina, a-tubulina. Rezultati ove analize su pokazali da tretman U251 ¢elija razlicitim
koncentracijama RK indukuje promene morfologije U251 ¢elija u poredenju sa

morfologijom kontrolnih U251 ¢elija (tretiranih DMSO-om) (Slika 45). Naime, nakon
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tretmana RK kod vecine U251 celija detektovani su izduzeni, tanki razgranuti nastavci, dok

su kod vecine kontrolnih ¢elija uo¢ena mala, okrugla tela sa kratkim nastavcima (Slika 45).

DMSO 10 IM RK
20 uM RK 40 uM RK
S =
%
-~
\
-~

Slika 45. Efekat retinoi¢ne Kiseline na morfologiju U251 ¢elija. Morfologija U251 ¢elija gajenih 5 dana u

a—Tubulin/DAPI

medijumu koji je sadrzao DMSO, 10, 20 ili 40 uM RK proucavana je imunocitohemijskom analizom
ekspresije proteina a-tubulina (crveni signal). Jedra éelija su obojena DAPI-jem (plavi signal). Celije su
posmatrane TCS SP8 konfokalnim mikroskopom (Leica) (uveli¢anje od 40x) kori§¢enjem softvera LAS AF-
TCS SP8 (Leica Microsystems). Bele strelice oznac¢avaju ¢éelije sa dugim, razgranatim nastavcima. DMSO —

kontrolne U251 éelije tretirane DMSO-om.
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Nakon analize morfologije U251 ¢elija tretiranih RK, slede¢i korak u istrazivanju
obuhvatao je analizu ekspresije markera neuralne diferencijacije gena SOX3 (marker
neuralnih progenitora) i GFAP (marker astrocita) kod ovih ¢elija primenom semi-
kvantitativnog RT-PCR-a. Rezultati ove analize su pokazali da tretman RK ne indukuje
statisti¢ki znacajne promene u ekspresiji gena SOX3 i GFAP kod U251 ¢elija tretiranih RK

u poredenju sa ekspresije ova dva gena detektovanoj u U251 ¢elijama tretiranim DMSO-om
(Slika 46).
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Slika 46. Efekat RK na neuralnu diferencijaciju U251 éelija. A) Reprezentativni primer semikvantitativne
RT-PCR analize ekspresije gena SOX3 i GFAP kod U251 ¢elija gajenih 5 dana u medijumu koji je sadrzao
DMSO, 10, 20 ili 40 uM RK. NK — negativna kontrola PCR reakcije. B) Efekat RK na ekspresiju gena SOX3.
Produkti semikvantitativnog RT-PCR-a su digitalizovani i kvantifikovani uz pomo¢ ImagelJ softvera. Nivo
ekspresije gena SOX3 u svakom od uzoraka normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena GAPDH u istom
uzorku. Relativna ekspresija gena SOX3 kod U251 ¢elija gajenih u medijumu sa razli¢itim koncentracijama

RK prikazana je kao stepen promene ekspresije ovog gena detektovane kod U251 ¢elija gajenih u medijumu
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sa DMSO-om, kojoj je dodeljena vrednost 100%. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + S.D. iz tri
nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisti¢ki uporedene Studentovim t-testom. C) Efekat RK na
ekspresiju gena GFAP. Produkti semikvantitativnog RT-PCR-a su digitalizovani i kvantifikovani uz pomo¢
ImageJ softvera. Nivo ekspresije gena GFAP u svakom od uzoraka normalizovan je u odnosu na ekspresiju
gena GAPDH u istom uzorku. Relativna ekspresija gena GFAP kod U251 ¢éelija gajenim u medijumu sa
razli¢itim koncentracijama RK prikazana je kao stepen promene ekspresije ovog gena detektovane kod U251
¢elija gajenih u medijumu sa DMSO-om, kojoj je dodeljena vrednost 100%. Na grafiku su prikazane srednje
vrednosti + S.D. iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su statisti¢ki uporedene Studentovim t-

testom.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da RK iako dovodi do promena
morfologije U251 celija ne dovodi do promene u ekspresiji markera koji bi ukazali da je

indukovana neuralna diferencijacija.
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5. DISKUSIJA

Iz literature je poznato da mnogi proteini koji su klju¢ni regulatori embrionalnog
razviéa, ukljucujuéi i proteine SOX, imaju znacajne funkcije i u procesu karcinogeneze
[217]. Ekspresija proteina SOXB1 detektovana je u neuralnim mati¢nim ¢elijama mozga
tokom razvica i kod ¢oveka na adultnom stupnju gde ovi proteini predstavljaju znacajne
regulatore odrzavanja populacije ovih ¢elija u nediferenciranom i proliferiSu¢em stanju
[166, 356, 357]. Sa druge strane, ekspresija ovih proteina detektovana je i u glioblastomima
[192]. Za razliku od gena SOX2 ¢ija je funkcija dobro proucena kod glioblastoma
(pokazano je da ovaj gen promovise maligni potencijal ¢elija glioblastoma i da je bitan za
odrzavanje populacije glioblastoma mati¢nih celija [318]), u literaturi je veoma malo
podataka o potencijalnoj ulozi gena SOX1 i SOX3 u ¢elijama glioblastoma. Stoga je u

okviru ove doktorske disertacije analizirana uloga gena SOX1 i SOX3 u ovim ¢elijama.

5.1. Analiza uloge gena SOX1 u promovisanju malignog fenotipa ¢elija glioblastoma

Prvi podaci o povezanosti proteina SOX1 sa tumorima poti¢u od strane Gure i
saradnika koji su detektovali visok titar antitela specificnih za SOX1 u serumu bolesnika sa
sitnocelijskim karcinomom pluc¢a [256]. Nakon toga uoceno je da je promotor gena SOX1
hipermetilovan kod karcinoma grli¢a materice i karcinoma jajnika [257, 258]. Pored toga,
pokazano je da SOX1 ima ulogu tumor supresora u hepatocelularnom karcinomu, kao i
karcinomu grliéa materice, nazofarinksa, dojke i Zeluca [193-197]. Dugi niz godina
smatralo se da SOX1 ima univerzalnu tumor supresorsku aktivnost u malignim
oboljenjima, medutim skorasnji podaci istiCu da se ¢elije malignog tumora prostate, koje
imaju sposobnost invazije, odlikuju pove¢anom ekspresijom gena SOX1 u poredenju sa
¢elijama ovog tumora koje nemaju sposobnost invazije, kao i parentalnim ¢elijama [198]. O
uticaju gena SOX1 na maligni potencijal ¢elija GBM malo se znalo pre ovog istrazivanja.
Stoga je u okviru ove doktorske disertacije analizirana ekspresija gena SOX1 u ¢elijskim

linijjama poreklom od glioblastoma, generisane su celije glioblastoma sa utiSanom
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ekspresijom ovog gena i ispitan je efekat izmenjene ekspresije gena SOX1 na karakteristike

¢elija glioblastoma.

5.1.1. Efekat utiSane ekspresije gena SOX1 na karakteristike ¢elija glioblastoma

Rezultati prethodnih istrazivanja su pokazali da je gen SOX1 eksprimiran u
glioblastoma tumorima, dok ekspresija ovog gena nije detektovana kod astrocitoma gradusa
I, 111 11l [192] sto ukazuje da ovaj protein moze biti indikator gradusa glioma tumora.
Pored toga, detektovano je da je ekspresija ovog gena povecana u tumorskom tkivu GBM u
odnosu na netumorsko mozdano tkivo, kao i da povecana ekspresija ovog gena korelira sa
losijim prezivljavanjem obolelih [322]. Ovi podaci ukazuju na potencijalnu ulogu gena
SOX1 u GBM. U okviru ove doktorske disertacije u cilju prouc¢avanja uloge ovog gena u
¢elijama GBM, analiziran je efekat utiSane ekspresije gena SOX1 na karakteristike Celija
GBM. Prvi korak u ispitivanju obuhvatao je analizu ekspresije gena SOX1 u permanentnim
¢elijskim linijama poreklom od GBM. Rezultati ovog ispitivanja pokazali su da svaka od
analiziranih ¢elijskih linija poreklom od GBM eksprimira gen SOX1, kao i da je nivo
ekspresije ovog gena razli¢it u analiziranim celijskim linijjama. Naime, relativno vi$i nivo
ekspresije ovog gena detektovan je u U251 1 U373 ¢elijama u poredenju sa ekspresijom
ovog gena u U87, A172 i T98 ¢elijama. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz literature
ukazuju da postoje razlike i u nivou ekspresije gena SOX2, kao i gena SOX4 i SOX9 izmedu
¢elijskih linija poreklom od GBM [319, 358]. Detektovane razlike u nivou ekspresije
proteina SOX1 u razli¢itim ¢elijskim linijama GBM mogu biti posledica intra- i inter-
tumorske heterogenosti koja je karakteristi¢na za GBM [359].

Nakon analize ekspresije gena SOX1 wu (celijskim linijjama poreklom od
glioblastoma, slede¢i korak u istrazivanju podrazumevao je generisanje ¢elija glioblastoma
sa utiSanom ekspresijom ovog gena. Lentivirusnom transdukcijom primenom konstrukta
pLKO.1/shSOX1 u koji je klonirana shRNA sekvenca specifi¢na za humanu SOX1 iRNK
generisane su U251 celije sa utiSanom ekspresijom gena SOX1. Nakon uspostavljanja
uslova za utiSavanje ekspresije gena SOX1 analiziran je proliferativni kapacitet, vijabilnost,

senescencija i migratorni potencijal U251 ¢elija glioblastoma.
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Nekontrolisana proliferacija c¢elija predstavlja vaznu karakteristiku tumora
neophodnu za njegov nastanak i progresiju [2]. Pokazano je da GBM tumori mogu da
nastane kao rezultat nekontrolisane proliferacije ¢celija glije, kao i usled nebalansiranog
odnosa izmedu deobe i smrti ovih Celija [360]. Takode, celije GBM imaju najveci
proliferativni indeks medu astrocitomima [360]. Sa druge strane, analiza vijabilnosti ¢éelija
je veoma znacajan deo izuCavanja malignih bolesti jer omogucava utvrdivanje mehanizama
delovanja lekova koji se koriste u terapiji 1 otvara mogucnosti za identifikovanje novih
terapeutskih pristupa u le¢enju ovih bolesti [360]. Kako je pokazano da proteini SOX mogu
da inhibiraju ili promovisu proliferaciju i vijabilnost ¢elija [361], u okviru ove doktorske
disertacije analizirano je da li gen SOX1 utic¢e na ove procese u ¢elijama GBM. U ovoj tezi
je prvi put pokazano da gen SOX1 moze da promovise proliferaciju i vijabilnost tumorskih
¢elija. Naime, u uslovima smanjene ekspresije proteina SOX1 detektovano je smanjenje
proliferacije i vijabilnosti U251 celija glioblastoma. Za razliku od ovih rezultata, prethodna
istrazivanja ukazuju da ektopi¢na ekspresija gena SOX1 u ¢elijama karcinoma grlica
materice, dojke, Zeluca 1 jetre smanjuje proliferaciju/vijabilnost ¢elija ovih tumora
posredstvom kanonskog WNT signalnog puta [193, 195-197]. Razlike u rezultatima
dobijenim u okviru prethodnih istrazivanja i u okviru istraZivanja prezentovanog u ovoj
doktorskoj disertaciji ukazuju da efekat proteina SOX1 na proliferativni kapacitet i
vijabilnost ¢elija zavisi od tipa tumora. I za druge clanove SOX familije, kao Sto su SOX2,
SOX4 i SOX9 je pokazano da u razli¢itim tipovima tumora mogu da ostvaruju suprotan
efekat na proces proliferacije [190, 199, 200, 217]. Imaju¢i u vidu rezultate ovog
istrazivanja i prethodna istraZzivanja koja su pokazala da GBM imaju najveci proliferativni
indeks medu astrocitomima [360], kao i da je gen SOX1 eksprimiran u GBM, ali ne i u
ostalim gliomima [192] moze se pretpostaviti da je ovaj gen jedan od faktora odgovornih za
povecani proliferativni indeks GBM tumora.

Literaturni podaci ukazuju da ¢elije mogu da zaustave nekontrolisanu proliferaciju
aktiviranjem perioda mirovanja, apoptoze ili senescencije posredstvom tumor supresora
[328]. Medutim, jedna od glavnih karakteristika ¢elija malignih tumora je sposobnost da
izbegnu proces senescencije [13]. Kao i ve¢ina tumora, i GBM su razvili mehanizme

pomocu kojih izbegavaju aktivaciju procesa senescencije, te se smatra da bi indukcija
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senescencija mogla biti jedna od strategija u uspesnom le¢enju ovog oboljenja [331-334].
Rezultati dobijeni istrazivanjem prezentovanim u ovoj disertaciji pokazuju da utiSavanje
ekspresije gena SOX1 indukuje senescenciju ¢elija GBM §to je pradeno i povecanom
ekspresijom gena p21 i p27 ¢iji su proteinski produkti ukljuéeni u zaustavljanje Celijskog
ciklusa. Za razliku od ovih rezultata, podaci iz literature pokazuju da ektopi¢na ekspresija
gena SOX1 indukuje senescenciju celija hepatocelularnog karcinoma i karcinoma
nazofarinksa [194, 197]. Kod ova dva tipa karcinoma pokazano je da gen SOX1 ima ulogu
tumor supresora [194, 197]. Kako rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazuju da se
u uslovima utiSane ekspresije ovog gena smanjuje proliferacija i vijabilnosti i indukuje
senescencija ¢elija glioblastoma moze se zakljuciti da u ovom tipu tumora gen SOX1 ima
onkogenu aktivnost.

Imajuéi u vidu rezultate ovog istrazivanja i literaturne podatke, moze se zakljuciti
da gen SOX1 nema univerzalnu funkciju tumor supresora ili onkogena, odnosno da u
zavisnosti od tipa tumora ovaj gen promovise ili inhibira maligni fenotip. Takode, moze se
pretpostaviti da ovaj gen poseduje znacajnu funkciju u promovisanju rasta tumora. Ova
pretpostavka podrzana je podacima iz literature koji pokazuju da nakon ksenotransplatacije
U251 ¢celija sa utiSanom ekspresijom gena SOX1 u imunodeficijentne miSeve dolazi do
nastanka tumora znacajno manjih dimenzija u poredenju sa dimenzijama tumora kod
kontrolnih Zivotinja (imunodeficijentni miSevi u koje su ksenotransplantirane U251 celije
sa nemodifikovanom ekspresijom gena SOX1) [322].

Jedna od karakteristika GBM odgovorna za losu prognozu kod ovog tipa tumora je i
veoma izrazena sposobnost infiltracije ¢elija glioblastoma u okolno normalno mozdano
tkivo [362]. Pokazano je da su ¢elije GBM sposobne da migriraju u udaljene delove mozga
u odnosu na lokaciju primarnog tumora Sto onemogucava kompletno hirursko
odstranjivanje tumora [363]. Takode, migracija i invazija ¢elija GBM u udaljene delove
mozga omogucéava tim celijama da prezive terapiju zraenjem i hemioterapiju [364].
Naime, i pored savremenih metoda i tehnika, nemoguce je detektovati pojedinacne celije
koje su se odvojile od tumorske mase $to dovodi do relapsa GBM [362]. Imajuéi u vidu

navedene podatke, smatra se da bi identifikacija molekularnih mehanizama odgovornih za
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migraciju ¢elija GBM doprinela razvoju novih terapeutskih strategija za tretman ovog tipa
tumora [362].

Rezultati prikazani u ovoj tezi pokazuju da je gen SOX1 uklju¢en u molekularnu
mrezu koja reguliSe migraciju ¢elija GBM. Naime, u uslovima utiSane ekspresije ovog gena
detektovano je smanjenje migratornog potencijala U251 ¢elija. Ovaj rezultat po prvi put
ukazuje da gen SOX1 promovise migraciju tumorskih ¢elija. Nasuprot ovim rezultatima,
podaci iz literature pokazuju da u uslovima ektopi¢ne ekspresije gena SOX1 dolazi do
smanjenja migratornog potencijala ¢elija karcinoma nazofarinksa [194], dok epigeneti¢ka
inaktivacija gena SOX1 promoviSe migraciju ¢elija karcinoma pluca [365]. Kako je u
literaturi inhibitorni efekat gena SOX1 na migraciju tumorskih ¢elija povezan sa tumor
supresorskom aktivno$¢u ovog gena, moze se pretpostaviti da je u ¢elijama GBM efekat
gena SOX1 na migraciju ¢elija povezan sa njegovom onkogenom aktivno$éu u ovom tipu
tumora. Uticaj gena SOX1 na migratornu sposobnost ¢elija glioblastoma ukazuje na
potencijalnu ulogu ovog gena u procesu metastaziranja ¢elija GBM u okolno tkivo. Na
osnovu rezultata dobijenih u okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj disertaciji
i literaturnih podataka, moze se zakljuciti da je gen SOX1 deo molekularne masinerije koja
reguliSe migraciju tumorskih ¢elija, kao 1 da od tipa tumora zavisi da li ¢e efekat ovog gena

na migraciju tumorskih ¢elija biti inhibitorni ili stimulativni.

5.1.2. Efekat utiSane ekspresije gena SOX1 na karakteristike mati¢nih Cdelija

glioblastoma

Podaci iz literature pokazuju da glioblastoma tumori sadrZze populaciju samo-
obnavljajuc¢ih tumor-inicirajuéih mati¢nih éelija (GMC) koje doprinose nastanku tumora i
rezistenciji na terapiju [147]. Imajuéi u vidu ove podatke, smatra se da ¢e rasvetljavanje
mehanizama koji odrzavaju populaciju GMC doprineti pronalaZenju novih terapeutika za
tretman GBM. Jedna od hipoteza o maticnim ¢elijama tumora polazi sa stanovista da ove
¢elije imaju niz karakteristika specifi¢nih za normalne mati¢ne ¢elije i da su geni koji imaju
znacajne funkcije u neuralnim mati¢nim ¢elijama bitni i za funkcionisanje mati¢nih celija

tumora [366]. Kako je regulatorni protein SOX1 marker neuralnih mati¢nih ¢elija [367] i

130



jedan od kljuénih faktora neophodnih za odrzavanje proliferacije neuralnih
mati¢nih/progenitorskih ¢elija [255], u okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj
disertaciji ispitivana je ekspresija ovog gena u kulturama GMC izolovanim iz tumora
bolesnika. Dobijeni rezultati pokazuju da je u kulturama GMC nivo ekspresije gena SOX1
znacajno visi u poredenju sa ekspresijom ovog gena u imortalizovanim ¢elijskim linijama
poreklom od GBM: U87 i U251. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima iz
literature koji ukazuju da je protein SOX1 jedan od 19 regulatornih proteina cija je
ekspresija pove¢ana u GMC u odnosu na ekspresiju detektovanu u diferenciranim ¢elijama
GBM [232]. Takode, visok nivo ekspresije ovog gena detektovan je u mati¢nim ¢éelijama
karcinoma dojke [368], kao i celijama kancera prostate koje imaju osobinu tumor-
iniciraju¢ih celija [198]. Ovi rezultati ukazuju da je gen SOX1 jedan od markera mati¢nih
¢elija GBM. Pored toga, istrazivanja prezentovana U okviru ove doktorske disertacije
pokazuju da se ekspresija gena SOX1 povecava nakon procesa dediferencijacije
imortalizovanih ¢elijskih linija poreklom od GBM. Pored toga, nakon procesa
diferencijacije GMC, ekspresija gena SOX1 se smanjila. Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuditi da je visok nivo ekspresije gena SOX1 karakteristika GMC, kao i da
visok nivo ekspresije ovog gena koreliSe sa nediferenciranim stanjem celija glioblastoma,
$to ukazuje na znacajnu ulogu ovog gena u odrzavanju GMC u mati¢nom stanju.

Matic¢ne Celije tumora se odlikuju sposobno$éu samo-obnavljanja, konstantnom
proliferacijom i mogucno$cu formiranja tumora nakon transplantacije [147]. Takode,
uodeno je da utiSavanje ekspresija gena SOX1 u kulturama GMC smanjuje sposobnost
samo-obnavljanja ovih ¢elija in vitro i nastanak i progresiju tumora in vivo [322]. Rezultati
dobijeni u okviru ovog istrazivanja pokazuju da se u uslovima smanjene ekspresije gena
SOX1 smanjuje proliferativni kapacitet GMC. Takode, u okviru istraZivanja prezentovanog
u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je i da se u uslovima smanjene ekspresije gena SOX1
smanjuje vijabilnost kultura GMC. Na osnovu ovih rezultata i literaturnih podataka moze se
pretpostaviti da je ekspresija gena SOX1 neophodna za odrzavanje populacije GMC i da
0vaj gen precizno reguliSe odnos izmedu proliferacije, samo-obnavljanja i diferencijacije.

Imajuéi u vidu rezultate dobijene proucavanjem efekta utiSane ekspresije gena

SOX1 na karakteristike celija glioblastoma i GMC moze se zakljuciti da gen SOX1
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promovise maligni fenotip Celija glioblastoma. S obzirom da rezultati ovog istrazivanja
ukazuju da ovaj gen odrzava populaciju GMC u nediferenciranom stanju i da njegova
povecana ekspresija korelira sa losijim preZivljavanjem obolelih [322], ovaj gen bi mogao

predstavljati novi marker za delovanje ciljane terapije.

5.2. Analiza uloge gena SOX3 u promovisanju malignog fenotipa ¢elija glioblastoma

Prvi podaci koji ukazuju na ulogu gena SOX3 u tumorogenezi datiraju iz 2000.
godine [203]. Xia i saradnici su pokazali da ektopi¢na ekspresija ovog gena u fibroblastima
embriona pileta dovodi do formiranja fokusa transformisanih ¢elija, odnosno uoéili su da
gen SOX3 ispoljava onkogeni potencijal u ovim ¢elijama [203]. Ovi rezultati uvrstili su gen
SOX3 u grupu gena sa potencijalno vaznom ulogom u tumorogenezi i otvorili su put za
ispitivanje njegove funkcije u ovom procesu. Nakon ovog istrazivanja, pokazano je da gen
SOX3 moze da ima onkogeni potencijal kod karcinoma skvamoznih celija jednjaka,
epitelijalnog karcinoma jajnika, osteosarkoma i T-¢elijskih limfoma [205-208]. Takode,
uoceno je da je povecana ekspresija ovog gena povezana sa progresijom tumora i sa losijim
prezivljavanjem kod bolesnika sa hepatocelularnim karcinomom [204].

Podaci iz literature pokazuju da je gen SOX3 eksprimiran u glioma tumorima [192,
282]. Medutim, pre ovog istrazivanja malo se znalo o uticaju gena SOX3 na maligni fenotip
¢elija GBM. Stoga je u okviru ove doktorske disertacije analizirana ekspresija gena SOX3 u
tumorskom tkivu glioblastoma, mati¢nim c¢elijama glioblastoma 1 celijskim linijjama
poreklom od glioblastoma, generisane su celije glioblastoma sa pove¢anom ekspresijom
ovog gena 1 ispitan je efekat povecane ekspresije gena SOX3 na karakteristike celija
glioblastoma. Pored toga, analiziran je efekat povecane ekspresije ovog gena na aktivnost
WNT i HH signalnih puteva i na proces autofagije. Takode, u okviru ovog istraZivanja je

po prvi put analiziran uticaj radio- i hemio- terapije na ekspresiju gena SOX3.
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5.2.1. Ekspresije gena/proteina SOX3/SOX3 u tumorskom tkivu glioblastoma i
¢elijskim linijama poreklom od glioblastoma

Podaci iz literaturi pokazuju da se SOX3/SOX3 eksprimira u GBM tumorima [192,
282]. Rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja ukazuju na razli¢it nivo ekspresije gena
SOX3 u uzorcima glioblastoma tumora u poredenju sa ekspresijom detektovanom u
netumorskom mozdanom tkivu. Pored toga, kod otprilike 70% analiziranih biopsija GBM
tumora detektovan je povecan nivo ekspresije gena SOX3 u poredenju sa ekspresijom
detektovanom u netumorskom mozdanom tkivu. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima dobijenih od strane Su i saradnika koji su detektovali viSi nivo ekspresije
proteina SOX3 kod glioma gradusa III i IV u poredenju sa ekspresijom detektovanom u
normalnom mozdanom tkivu [282]. Takode, podaci iz literature ukazuju na poveéanu
ekspresiju SOX3/SOX3 u uzorcima epitelijalnog karcinoma jajnika [206], osteosarkoma
[208], karcinoma skvamoznih ¢elija jednjaka [205] i hepatocelularnog karcinoma [204].

Rezultati dobijeni u ovoj tezi ukazuju da se nivo ekspresije gena SOX3 u GBM ne
moze posmatrati kao prognosti¢ki marker za ovaj tip tumora jer nije detektovana korelacija
izmedu nivoa ekspresije gena SOX3 i prezivljavanja obolelih. Takode, Qui i saradnici nisu
uoCili korelaciju izmedu nivoa ekspresije gena SOX3 i prezivljavanja obolelih od
osteosarkoma [208]. S druge strane, podaci iz literature pokazuju da je visok nivo
ekspresije gena SOX3 u korelaciji sa loSijim prezivljavanjem obolelih od karcinoma
skvamoznih ¢elija jednjaka [205] i hepatocelularnog karcinoma [204]. Analiza ekspresije
proteina SOX3 u uzorcima tumora glioblastoma pokazala je da je ovaj gen eksprimiran u
svim analiziranim uzorcima GBM tumora. Medutim, ekspresija ovog proteina nije
detektovana u svakoj ¢eliji u svakom od analiziranih uzorka tumora. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa podacima iz literature koji takode pokazuju da protein SOX3 ne eksprimiraju
sve ¢elije glioblastoma tumora [192].

Istrazivanja sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji pokazali su da svaka od
analiziranih ¢elijskih linija poreklom od GBM eksprimira gen SOX3. Takode, uoceno je da
se celijske linije medusobno razlikuju po nivou ekspresije ovog gena. Ovaj rezultat je u

saglasnosti sa rezultatom ove teze koji pokazuje da svi analizirani GBM tumori
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eksprimiraju SOX3/SOX3, kao i da je nivo ekspresije ovog gena razli¢it u GBM uzorcima
razlicitih bolesnika. Takode, u okviru ovog istrazivanja detektovano je da se celijske linije
poreklom od glioblastoma medusobno razlikuju i po nivou ekspresije gena SOX1. Podaci iz
literature ukazuju da se Celijske linije poreklom od glioblastoma medusobno razlikuju i po
nivou ekspresije gena SOX2 [369] i SOX9 [319].

Tip ¢elija od kojih gliomi vode poreklo jo§ uvek nije definisan [337]. Kao jedan od
potencijalnih kandidata koji se veoma ¢esto navodi u literaturi su astrociti [337].
Sposobnost astrocita da se dele i dediferenciraju, kao i podatak da je ekspresija proteina
GFAP, markera astrocita, veoma Cesto detektovana u gliomima, ukazuje da gliomi mogu
voditi poreklo od ovih ¢elija [337]. Kada se dediferencirani astrociti ozrace y-zratenjem
postaju imortalizovani i mogu da indukuju pojavu glioma gradusa Il i IV nakon
ksenotransplantacije u mozak imunodeficijentnog misa [370]. Imajuci u vidu ove podatke,
u okviru ovog istrazivanja uporedivana je ekspresija proteina SOX3 u astrocitima
generisanim diferencijacijom humane embrionalne karcinomske celijske linije NT2/D1 i
¢elijskim linijjama poreklom od GBM. Uoceno je da je ekspresija proteina SOX3 povecana
u U87 1 U251 celijama u poredenju sa ekspresijom ovog proteina detektovanom u
astrocitima poreklom od NT2/D1 ¢elija. Imajuéi u vidu da su astrociti ¢elije od kojih GBM
potencijalno vode poreklo, moze se spekulisati da je gen SOX3 jedan od kandidata koji
moze da bude ukljucen u transformaciju astrocita u ¢elije glioma tumora. Iz literature je
poznato da ektopi¢na ko-ekspresija gena SOX2, OLIG2 i ZBP1 dovodi do transformacije
imortalizovanih astrocita u glioma-iniciraju¢e celije [371]. Imajuéi u vidu funkcionalnu
ekvivalentnost gena SOX2 i SOX3 [372], moze se pretpostaviti da je i gen SOX3 ukljucen u

transformaciju astrocita u ¢elije glioma tumora.
5.2.2. Efekat povecane ekspresije gena SOX3 na karakteristike ¢elija glioblastoma
U cilju analize uloge gena SOX3 u ¢elijama glioblastoma, generisane su U87 i U251

¢elije sa povecanom ekspresijom ovog gena i analiziran je efekat povecane ekspresije na

proliferativni kapacitet, vijabilnost, migratorni i invazivni potencijal ¢elija GBM.
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Promenjen proliferativni kapacitet i vijabilnost vazan su deo nastanka i progresije
malignih tumora [373]. Imaju¢i u vidu navedene podatke, u okviru ove disertacije
analiziran je efekat povecane ekspresije proteina SOX3 na proliferativni kapacitet i
vijabilnost ¢elija glioblastoma. Detektovano je da se u uslovima povecane ekspresije ovog
proteina povecava proliferativni kapacitet i vijabilnost U87 i U251 ¢elija GBM. Dobijeni
rezultati ukazuju da je gen SOX3 deo regulatorne mreze ukljucene u proces proliferacije i
vijabilnosti ¢elija GBM, §to sugeriSe da bi smanjenje ekspresije gena SOX3 predstavljalo
jedan od potencijalnih pristupa za smanjenje rasta tumora. Pored toga, literaturni podaci
ukazuju da skracena forma proteina SOX3 koja funkcioniSe kao dominantno-negativni
mutant promovise izlazak celija GBM iz ¢elijskog ciklusa [192], kao i da u uslovima
utiSane ekspresije proteina SOX3 dolazi do smanjenja proliferativnog kapaciteta mati¢nih
¢elija glioblastoma [282]. Pored toga, smanjenje ekspresije proteina SOX3 indukuje
smanjenje proliferativnog kapaciteta ¢elija osteosarkoma [374], dok povecanje ekspresije
gena SOX3 promovise proliferaciju ¢elija karcinoma jajnika [206]. Detektovano je i da se u
uslovima smanjene ekspresije gena SOX3 smanjuje vijabilnost skvamoznih celija
karcinoma jednjaka [281].

U okviru ove doktorske disertacije, pored analize efekta utiSane ekspresije proteina
SOX1 na migratorni potencijal ¢elijja GBM, analiziran je 1 efekat povecane ekspresije
proteina SOX3 na migratorni i invazivni potencijal ovih ¢elija, imaju¢i u vidu da migracija
1 invazija ¢elija GBM u udaljene delove mozga omogucava tim ¢elijama da prezive terapiju
zraCenjem i hemioterapiju i onemogucava kompletno hirursko odstranjivanje tumora [363,
364]. Rezultati dobijeni u ovoj tezi pokazuju da se u uslovima poveéane ekspresije proteina
SOX3 povecava migratorni 1 invazivni potencijal ¢elija GBM $§to ukazuje na ulogu ovog
gena u procesu metastaziranja celija GBM. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima Su i saradnika koji su detektovali da se u uslovima utiSane ekspresije proteina
SOX3 smanjuje migratorni i invazivni potencijal mati¢nih celija glioblastoma [282].
Takode, pokazano je da povecanje ekspresije proteina SOX3 promoviSe migraciju i
invaziju celija osteosarkoma [208] skvamoznih c¢elija karcinoma jednjaka [375] i celija
epitelijalnog karcinoma jajnika [206]. Pored toga, u uslovima smanjenja ekspresije gena

SOX3 detektovao je smanjenje invazivnog potencijala mati¢nih ¢elija endometrijalnog
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karcinoma [376]. Nasuprot ovim podacima, uoceno je i da se u uslovima povecane
ekspresije gena SOX3 smanjuje migratorni i invazivni potencijal ¢elija karcinoma dojke
[377].

Imaju¢i u vidu rezultate dobijene u okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj
doktorskoj disertaciji i literaturne podatake moze se pretpostaviti da je gen SOX3 deo
molekularne mreze koja reguliSe migratorni i invazivni potencijal malignih ¢elija, kao i da
uticaj gena SOX3 na smanjenje ili povecanje migratornog i invazivnog potencijala ovih
¢elija zavisi od tipa maligniteta.

Uzimaju¢i u obzir rezultate dobijene u okviru istrazivanja prezentovanog u 0Ovoj
doktorskoj disertaciji moze se zakljuciti da gen SOX3 promovise maligni potencijal ¢elija

glioblastoma.

5.2.3. Efekta povecane ekspresije proteina SOX3 na aktivnost kanonskog WNT i HH

signalnog puta i proces autofagije u ¢elijama glioblastoma

Kako rezultati istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da
protein SOX3 promovise maligni potencijal Celija glioblastoma, u okviru ove teze
analizirano je da li ovaj protein ostvaruje svoje funkcije u ¢elijama GBM modulisanjem
aktivnosti WNT i HH signalnih puteva.

Izmenjena aktivnost WNT signalnog puta povezana je sa nastankom, progresijom i
poveéanim invazivnim potencijalom razli¢itih tipova tumora [378]. Pokazano je da je
kanonski WNT signalni put kod GBM odgovoran za rezistenciju na hemio- i radio-terapiju,
povecani migratorni 1 invazivni potencijal 1 odrZzavanje osobina mati¢nih Celija
glioblastoma [378]. Rezultati dobijeni u okviru istraZivanja prezentovanog u OvoOj
doktorskoj disertaciji pokazuju da povecanje ekspresije proteina SOX3 ne utie na
aktivnost WNT signalnog puta u Celijama glioblastoma, Sto ukazuje da ovaj protein ne
ostvaruje svoju funkciju u ¢elijama GBM preko WNT signalnog puta. Literaturni podaci
ukazuju da povecana ekspresija proteina SOX3 ne utice na aktivnost WNT signalnog puta i
u humanoj teratokarcinomskoj ¢elijskoj liniji NT2/D1 [379]. Sa druge strane, detektovano

je da gen SOX3 moduliSe aktivnost ovog signalnog puta tokom embrionalnog razvica zabe
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(Xenopus leavis) [380]. Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ovog istraZivanja i
literaturnih podataka moze se pretpostaviti da protein SOX3 utice na aktivhost WNT
signalnog puta tokom razvica, dok u tumorskim celijama ovaj protein ostvaruje svoje
funkcije nezavisno od ovog signalnog puta.

Izmenjena aktivnost HH signalnog puta uocena je u mnogobrojnim malignitetima,
ukljucujuéi i GBM [124]. Tumorogeneza, progresija tumora, kao i odgovor malignih ¢elija
na terapiju su procesi na koje utice HH signalni put [381]. Rezultati ove teze pokazuju da
povecana ekspresija proteina SOX3 promovise aktivnost HH signalnog puta u ¢elijama
glioblastoma. Ovi rezultati su u saglasnosti sa podatkom da protein SOX3 tokom razvica
hipotalamusa miSa deluje kao direktni aktivator transkripcije gena Shh, liganada HH
signalnog puta i na taj nadin poveéava aktivnost ovog signalnog puta [382]. Pored toga,
uoceno je da protein SOX3 sinergisticki deluje sa GLI regulatornim proteinima i tako
indukuju transkripciju ciljnih gena HH signalnog puta [383]. Imaju¢i u vidu ulogu HH
signalnog puta u GBM, kao i efekat povecane ekspresije gena SOX3 na aktivnost ovog
signalnog puta, moZe se pretpostaviti da gen SOX3 u ¢elijama GBM funkcije ostvaruje,
jednim delom, preko aktivacije HH signalnog puta. Takode, moze se pretpostaviti da u
¢elijama GBM protein SOX3 deluje sinergisticki sa GLI proteinima 1 na taj nacin
promoviSe maligni fenotip ¢elija GBM.

Autofagija ima znacajnu funkciju u tumorogenezi [384]. Pokazano je da ovaj proces
moze da promovisSe ili inhibira rast tumora u zavisnosti od tipa Celija, tipa tumora i faze
tumorogeneze [92, 347-350]. U okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj
disertaciji pokazano je da povecanje ekspresije proteina SOX3 ima inhibitorni efekat na
proces autofagije u ¢elijama GBM. Pretragom literature nisu pronadeni podaci o uticaju
proteina SOX3 na proces autofagije, tako da su dobijeni rezultati prvi podaci koji ukazuju
da protein SOX3 modulise ovaj proces. Nasuprot tome, podaci iz literature pokazuju da
druga dva ¢lana SOXB1 podgrupe imaju uticaj na proces autofagije. Utisavanje ekspresije
proteina SOX1 indukuje autofagiju kod ¢elija nesitnocelijskog karcinoma pluca, §to dovodi
do povecanja rezistencije ovih ¢elija na terapiju [385]. Smanjenje ekspresije proteina SOX2

promovise proces autofagije u Celijskim linijama karcinoma pluc¢a [386], dok ektopi¢no
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povecanje ekspresije ovog proteina indukuje autofagiju u ¢elijama karcinoma debelog creva
smanjujuci na taj nac¢in maligni potencijal ovih ¢elija [387].

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru istrazivanja prezentovanih u ovoj disertaciji
moze se pretpostaviti da je smanjenje autofagije u U887 1 U251 ¢elijama sa povecanom
ekspresijom proteina SOX3 povezano sa poveéanim malignim potencijalom ovih celija.
Ova hipoteza podrzana je literaturnim podacima koji ukazuju da glioma tumori viseg
gradusa imaju nizu ekspresiju proteina ukljuenih u proces autofagije u odnosu na glioma
tumore nizeg gradusa [93]. Takode, utvrdeno je i da je progresija glijalnih tumora pra¢ena
sa smanjenjem autofagije [94]. Na osnovu literaturnih podataka i dobijenih rezultata moze
se pretpostaviti da je onkogena aktivnost proteina SOX3, uocena u c¢elijama GBM, bar
delom posledica uticaja ovog proteina na proces autofagije.

Nedavna istrazivanja su pokazala da HH signalni put reguliSe autofagiju i da je
smanjenje autofagije preko HH signalnog puta zavisno od GLI2 regulatornog proteina
[388]. Rezultati ove teze pokazuju da se u uslovima povecane ekspresije proteina SOX3
povecava ekspresija gena GLI2, a smanjuje proces autofagije. Imajué¢i u vidu literaturne
podatke i rezultate istrazivanja ove doktorske disertacije, moze se pretpostaviti da postoji
povezanost SOX3-GLI2-autofagija u ¢elijama GBM koja je odgovorna za promovisanje
malignog potencijala ovih ¢elija. Ova pretpostavka ukazuje da bi povecana ekspresija
proteina SOX3 indukovala povecanje aktivnosti HH signalnog puta $to bi dovelo do
smanjenja autofagije u ¢elijama GBM, a zajedni¢kim delovanjem promovisalo bi maligni
fenotipa ¢elija GBM.

5.2.4. Efekat radio- i hemio-terapije na ekspresiju gena SOX3 u ¢elijama GBM

Standardni tretman obolelih od GBM podrazumeva hirur§ko uklanjanje tumora koje
je zatim praceno radio- i hemio-terapijom [89]. Medutim, pokazano je da ¢elije GBM mogu
da razviju rezistenciju na terapiju [87]. Zbog pojave rezistencije znacajno je identifikovati
gene ukljucene u odgovor ¢elija na terapiju jer bi to potencijalno vodilo ka identifikaciji

novih markera za delovanje ciljane terapije.
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Rezultati prikazani u ovoj tezi pokazuju da tretman celijskih linija poreklom od
GBM vy zracenjem ne dovodi do promene ekspresije gena SOX3, §to ukazuje da ovaj gen
najverovatnije ne ucestvuje u odgovoru celija GBM na radioterapiju. Nasuprot ovome,
detektovano je da efekat temozolomida na ekspresiju gena SOX3 u ¢elijama glioblastoma
zavisi od koncentracije (doze) temozolomida i tipa ¢elija GBM. Na osnovu ovog rezultata
moze se spekulisati da bi SOX3 mogao kod nekih obolelih ucestvovati u odgovoru celija
GBM na hemioterapiju temozolomidom. Ova pretpostavka podrzana je podacima iz
literature koji pokazuju da nakon tretmana temozolomidom dolazi do povecanja ekspresije
gena SOX2 u ¢elijama GBM 1 da visok nivo ekspresije ovog gena promovise rezistenciju
ovih ¢elija na temozolomid [319]. Rezultati prezentovani u ovoj tezi predstavljaju prve

podatke o efektu hemio- i radio-terapije na ekspresiju gena SOX3.

5.2.5. Ekspresija gena SOX3 u mati¢nim ¢elijama glioblastoma

Imajuéi u vidu zna¢aj GMC u nastanku tumora i rezistenciji na terapiju [147], u
okviru ove doktorske disertacije, pored analize ekspresije gena SOX1, analizirana je i
ekspresija gena SOX3 u mati¢nim ¢elijama glioblastoma.

Rezultati dobijeni u ovoj tezi pokazuju da se ekspresija gena SOX3 povecava nakon
dediferencijacije imortalizovanih Celijskih linija poreklom od GBM. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima Su i saradnika koji su detektovali visi nivo ekspresije proteina
SOX3 u GMC poreklom od U87 i U251 éelijskih linija u poredenju sa ekspresijom ovog
proteina u njihovim parentalnim celijama [282]. Pored toga, u okviru istrazivanja
prezentovanog u ovoj disertaciji detektovana je povecana ekspresija gena SOX3 u
kulturama GMC u poredenju sa ekspresijom ovog gena u imortalizovanim U87 i U251
Gelijskim linijama poreklom od GBM. Takode, nakon diferencijacije kultura GMC uoéeno
je smanjenje ekspresija ovog gena u poredenju sa ekspresijom detektovanom kod
nediferenciranih kultura GMC. Imajuéi u vidu da se ekspresija ovog gena menja sa
procesima diferencijacije GMC i dediferencijacije éelija GBM moze se pretpostaviti da je
gen SOX3 deo regulatorne mreze ukljuéene u odrzavanje matiénosti GMC. Takode,

istrazivanja Gong-a i saradnika sugeriSu da visoka ekspresija gena SOX3 pozitivno korelise
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sa nediferenciranim stanjem mati¢nih ¢elija karcinoma endometrijuma [280]. Pored toga,
kod glodara je detektovano da se ekspresija proteina SOX3 smanjuje sa diferencijacijom
nediferenciranih neurosfera poreklom od subventrikularne zone [389]. Na osnovu svega
navedenog moze se zaklju¢iti da je gena SOX3 potencijalni marker GMC, kao i da je visoka
ekspresija ovog gena neophodna za odrzavanje mati¢nosti GMC.

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru istrazivanja prezentovanog u ovoj disertaciji
1 literaturnih podataka moze se zakljuciti da gen SOX3 promoviSe maligni fenotip celija

GBM i da ovaj gen predstavlja potencijalno mesto delovanja ciljane terapije za leCenje

GBM.

5.3. Efekat tretmana retinoicnom Kkiselinom na Kkarakteristike U251 Ccelija

glioblastoma

Prosec¢no prezivljavane bolesnika sa GBM je oko 15 meseci [65]. Zbog toga je
veoma znacajno identifikovati nove pristupe u terapiji. Neki od tih novih terapeutskih
pristupa su usmereni na osnovne karakteristike malignih celija glioblastoma, kao Sto su
nekontrolisani proliferativni kapacitet, migratorni i invazivni potencijal, rezistencija na
apoptozu, nemoguénost diferencijacije i intenzivna angiogeneza [308, 309, 390-393].

Jedna od perspektivnih strategija u le¢enju malignih oboljenja je primena RK [285]
za koju je pokazano da reguliSe brojne procese, kao $to su proliferacija, diferencijacija i
apoptoza u razli¢itim tipovima normalnih i malignih ¢elija [295, 394]. Pored toga, uoceno
je da RK ispoljava antitumorske efekte kod odredenog broja tumora [300-303, 395-397].

Literaturni podaci o efektu RK na ¢elije glioblastoma su opre¢ni. Pokazano je da
efekat RK na ove Celije zavisi od primenjene koncentracije RK, vremena trajanja tretmana 1
tipa celija GBM [295, 311-313, 394]. Imajuc¢i u vidu navedene podatke, u okviru
istrazivanja prezentovanog u ovoj doktorskoj disertaciji analiziran je efekat RK na
vijabilnost, migratorni potencijal, sposobnost adhezije za komponente ekstracelijskog
matriksa, morfologiju i neuralnu diferencijaciju U251 ¢elija glioblastoma.

Rezultati ove teze pokazuju da RK smanjuje vijabilnost U251 ¢elija glioblastoma na

dozno- i vremensko-zavisan nac¢in. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim
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kod U87 ¢elija [316]. Pored toga, detektovano je da visoke koncentracije RK (10, 20, 40 i
60 uM) smanjuju vijabilnost U251 ¢elija, dok niske koncentracije RK ne dovode do
smanjenja vijabilnost ovih ¢elija. Za razliku od ovog istrazivanja, Lu i1 saradnici su pokazali
da i tretman nizim koncentracijama RK (2,5 uM) smanjuje proliferaciju U251 celija za oko
60% [313]. Moguce objasnjenje za razlike u dobijenim rezultatima su varijacije u genotipu,
fenotipu i rastu razli¢itih subklonova U251 ¢elija [398]. Takode, rezultati istraZivanja ove
disertacije ukazuju da tretman farmakoloSki relevantnom koncentracijom RK (10 puM)
smanjuje vijabilnost U251 ¢elija, dok tretman celija 1 uM RK, takode farmakoloski
relevantnom koncentracijom ovog agensa, u trajanju od 3 dana dovodi do blagog povecanja
vijabilnosti ovih ¢elija. Kod GL-15 ¢elija glioblastoma je takode detektovano da tretman
ovih ¢elija niskim koncentracijama RK (0,1-1 puM) povecava proliferaciju celija, dok
tretman viSim koncentracijama RK (5-10 uM) smanjuju proliferativni kapacitet celija
[315]. Na osnovu dobijenih rezultata i literaturnih podataka moze se zakljuciti da efekat
tretmana RK na vijabilnost ¢elija GBM zavisi ne samo od doze ovog agensa, ve¢ i od tipa
¢elija.

Glavno obelezje ¢elija GBM je difuzna migracija i invazija u okolno normalno
moZdano tkivo Sto onemogucava kompletno hirurSko uklanjanje tumora, kao 1 efikasno
delovanje radioterapije [399]. Pokazano je da tretman RK smanjuje migraciju primarnih
kultura GBM, kao i U87 i SHG-44 ¢elija glioma [295, 312, 316]. Rezultati ove teze
pokazuju da tretman U251 ¢elija RK menja nacin migracije ovih ¢elija, od kolektivnog ka
migraciji pojedinacnih ¢elija u prazan prostor. Imajuéi u vidu da ¢elije GBM migriraju u
razli¢ite regione normalnog mozdanog tkiva kao pojedinacne celije [400], na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da tretman RK moze promovisati infiltraciju Celija
GBM u normalno mozdano tkivo.

Literaturni podaci ukazuju da sposobnost malignih ¢elija da formiraju metastaze
zavisi i od njihove sposobnosti da adheriraju za komponente ECM i degraduju ove
komponente [401]. Rezultati dobijeni u ovoj tezi pokazuju da farmakoloski relevantna
koncentracija RK (10 pM) nakon 5 dana tretmana smanjuje sposobnost adhezije U251
éelija za komponente ECM. Smanjenje sposobnosti adhezije ¢elija za komponente ECM

pod dejstvom RK uoceno je i kod ¢elijske linije karcinoma grlica materice (SiHa) i A375

141



¢elijske linije melanoma [402, 403]. Podaci o znacaju smanjenja sposobnosti adhezije
tumorskih celija za komponente ECM su opreéni. Dok jedni autori smatraju da smanjena
sposobnost adhezije tumorskih ¢elija za komponente ECM smanjuje metastatski potencijal
ovih ¢elija [404], drugi autori smatraju da je smanjena sposobnost adhezije tumorskih ¢elija
za komponente ECM povezana sa poveéanim metastatskim potencijalom ovih éelija [405,
406]. Dalja istrazivanja, koja bi omogucila utvrdivanje jacine adhezije celija za
komponente ECM, moguénost remodelovanja matriksa, invazivni potencijal i stopu §irenja
éelija, razjasni¢e da li je smanjenje sposobnosti adhezije U251 éelija za komponente ECM
pod dejstvom RK povezano sa smanjenjem ili povecanjem metastatskog potencijala ovih
¢elija.

Literaturni podaci ukazuju da maligni tumori, pored tumorskih celija sadrze i
populaciju mati¢nih ¢elija tumora koje su sposobne da se samoobnavljaju 1 daju sve ostale
tipove celija jednog tumora [407]. Ovi podaci su vodili ka pretpostavci da bi agensi koji
promovisu ¢elijsku diferencijaciju mogli da prouzrokuju uvodenje malignih ¢elija u manje
agresivno i post-mitoti¢ko stanje [407, 408]. Osnovni cilj diferencijacione terapije je
indukovanje procesa diferencijacije malignih celija i na taj nadin ograniCavanje rasta
tumora [408]. Pokazano je da diferencijacija Celija moze biti pratena promenama u
morfologiji ¢elija [409, 410]. Rezultati ove teze pokazuju da tretman RK indukuje promenu
morfologije U251 ¢elija. Medutim, tretman RK nije indukovao statisti¢ki znacajne promene
u ekspresiji gena SOX3 (marker neuralnih progenitora) i GFAP (marker astrocita), $to
ukazuje da tretman U251 celija glioblastoma RK nije indukovao neuralnu diferencijaciju
U251 celija glioblastoma. Za razliku od rezultata dobijenih u okviru ovih istrazivanja,
podaci iz literature ukazuju da RK indukuje diferencijaciju T98G, U87 i M059K c¢elija
glioblastoma [309, 411]. Pored toga, povezanost indukovanja diferencijacije celija sa
promenom morfologije uoceno je kod nekoliko ¢elijskih linija poreklom od GBM, kao §to
su T98G, U87MG, SHG-44 i humane linije neurosfera glioblastoma [309, 412-414].

Imaju¢i u vidu rezultate dobijene u ovom istrazivanju moze se zakljuciti da su
potrebna dodatna istrazivanja efekta tretmana RK na karakteristike ¢elija glioblastoma pre

potencijalne primene RK u terapiji glioblastoma tumora.

142



6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj tezi mogu se izvesti sledeci zakljudci:

Permanentne celijske linije poreklom od glioblastoma eksprimiraju gen SOX1 i
medusobno se razlikuju po nivou ekspresije ovog gena.

Generisane su U251 ¢elije glioblastoma sa utiSanom ekspresijom gena SOX1. U
uslovima utiSane ekspresije ovog gena smanjuje se proliferativni kapacitet,
vijabilnost i1 migratorni potencijal i indukuje senescencija U251 ¢elijama
glioblastoma.

Proces dediferencijacije celijskih linija poreklom od glioblastoma pracen je
povecanjem ekspresije gena SOX1.

Kulture mati¢nih cCelija glioblastoma eksprimiraju gen SOX1 i visi nivo ekspresije
ovog gena detektovan je u kulturama mati¢nih ¢elija glioblastoma u poredenju sa
ekspresijom ovog gena uoc¢enom u permanentnim ¢elijskim linijama poreklom od
GBM. Proces diferencijacije ovih ¢elija pracen je smanjenjem ekspresije gena
SOX1.

Generisane su GNS166 kulture mati¢nih ¢elija GBM sa utiSanom ekspresijom gena
SOX1. U uslovima utiSane ekspresije ovog gena smanjuje se proliferativni kapacitet
1 vijabilnost GNS166 kultura mati¢nih ¢elija GBM.

U uzorcima glioblastoma tumora detektovana je ekspresije gena SOX3. Kod vecine
uzoraka GBM tumora ekspresija ovog gena je bila povefana u poredenju sa
ekspresijom detektovanom u netumorskom mozdanom tkivu. Rezultati Kaplan—
Meier—e analize prezivljavanja ukazuju da ne postoji povezanost izmedu nivoa
ekspresije gena SOX3 i prezivljavanja obolelih.

. Permanentne celijske linije poreklom od glioblastoma eksprimiraju gen SOX3 i

medusobno se razlikuju po nivou ekspresije ovog gena.
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8. Generisane su celije sa povecanom ekspresijom proteina SOX3. U uslovima
povecéane ekspresije ovog proteina povecava se proliferativni kapacitet, vijabilnost,
migratorni i invazivni potencijal U87 i U251 ¢elija.

9. Povecanje ekspresija proteina SOX3 u U87 i U251 ¢elijama glioblastoma ne utice
na aktivnost WNT signalnog puta, promovise aktivnost HH signalnog puta i dovodi
do smanjenja procesa autofagije u ovim ¢elijama.

10. Radioterapija u kojoj se koristi y zracenje ne utiCe na ekspresiju gena SOX3 u
¢elijama GBM, dok efekat temozolomida, leka koji se koristi u hemioterapiji, na
ekspresiju gena SOX3 zavisi od koncentracije (doze) leka i tipa ¢elija glioblastoma.

11. Proces dediferencijacije ¢elijskih linija poreklom od glioblastoma praden je
povecanjem ekspresije gena SOX3.

12. Kulture mati¢nih ¢éelija glioblastoma eksprimiraju gen SOX3 i visi nivo ekspresije
ovog gena detektovan je u kulturama mati¢nih ¢éelija glioblastoma u poredenju sa
ekspresijom ovog gena uo¢enom u permanentnim ¢elijskim linijama poreklom od
GBM. Proces diferencijacije ovih Celija pracen je smanjenjem ekspresije gena
SOXa3.

13. Tretman U251 ¢elija RK smanjuje vijabilnost, menja nacin migracije i indukuje
promene morfologije U251 celija, ali ne indukuje neuralnu diferencijaciju ovih
¢elija. Pored toga, fizioloski relevantna koncentracija RK smanjuje sposobnost
adhezije U251 ¢Celija za komponente ekstracelijskog matriksa.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da geni SOX1 i SOX3 promovisu
maligni fenotip Celija glioblastoma, kao 1 da visoka ekspresija ova dva gena koreliSe sa
nediferenciranim stanjem mati¢nih ¢elija glioblastoma. Rezultati ove doktorske disertacije
po prvi put ukazuju da geni SOX1 i SOX3 mogu predstavljati nove markere za delovanje

ciljane terapije glioblastoma.
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H3jaBa o ayropcTBy

HMme n npeanme ayTopa Jerena Mapjanosuh
bpoj Haekea M3007/2012
Hijagyjem

O3 jc JOKTOPCKA JHCePTAlH|a Mo/ HacaoBoM

Anmansa vaore resa SOX/ uw SOXI v npomopucamy maaureor denornna heanja

Fio0IacToMa

*  PEINVITAT CONCTBEHOI HCTDAAHBAMKOrD paia,

® a ,ﬂHEL‘pTﬂI.‘[HjE Y HOEN4HH HH Y JelOBHMA HHjE Dulia LEDSUICKSHA 38 CTHIHAKRE
ApYTre JHONOMC [IpCMG '.TT:L'.'IE{IICHHM nporpaMHMa JUpyIEX  BHCOKOLIKOJICKHX
YeTAaHOBA,

* Jacy pei3yviTaTH KOpPCKTHO HABCIACHH H

® 4 HHCAM KpUIKMO/A ayTOpCKa MpaBa ¥ KOPHCTHO/IAa WHTENEKTYATHY CBOjHHY
JPYTHX JTHLA.

Tornue aytopa

V Beorpany, 4%.09. 2049, U ' 7
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMITAHE H eJIEKTPOHCKE Bep3uje
JIOKTOPCKOT paja

Mue u npespme aytopa Jeaena Mapjanosuh

Bpoj unexca _M3007/2012

Cryvanjexn nporpaM _Moaexyaapua dmoaoruja evkapmuora

Hacnop pana  Amaamza viaore reda SOXJ u SOXJF v npoMoBHealby MAAHTHOLD
penornna heanja ranobaacroma

MenTopu akagemuk Muaena Cresanosuh
ap lanujena Apaxyauh

M3jaebyviem ga je wiraMnaHa Bepija Mol J0KTOPCKOr Paja HWCTOBeTHA eleKTpPOHCKO]
BEPIM|H  KOJY caM npesao/ia  paidn noxpamkeHa v o JJdHraTaaHoM  penosuropijymy
YHuusepiurera v beorpany.

Ho3somaBam fa ce ofjaBe MOJM THYHH TOJAUH Be3aHM 3a gobfHjame akaJeMCcKOT HajHMBa
AOKTOPA HAYKA, K40 WTO CY MMe W NpeidMe, rogauHa M mecto pohewa u parym oadpaue
paja,

OBH THYHH MOJALKM MOTY ¢e ODjaBMTH HA MPEXHHM CTPAHHIIAMA IHTHTANHe OubanoTeKe, ¥
ENEKTPOHCKOM KaTanory ¥ y nybnukaunjama YHusepsutera v beorpaay.

IMornue avropa

V Beorpaay, 1 3.05. L0494,

ot [l st
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H3jasa o kopumhemwy

Osmamhyjem Yuusepautercky Ondauorexy ..Ceerozap Mapxosuh” na y Hurutannu
pernosuTOpijvM YHuBepsuteta v beorpany yHece Moly OOKTOPCKY AdHCepTaLlH]y MO

HACTOBOM:

"Anaansa vaore rena SOX/ n SOXI v npomosucaisy manuruor denornna hennja

ramodaacroma’

KOjd je MOJe ayTOPCKO [leno.

JIHCEpTaLIH]Y ca CBHM NPHI03HMA MPeIao/l1a CaM Y JIeKTPOHCKOM (PopMaTy NOTroHOM 3a
IpajHo apXHBHpake.

Mojy JoKTOPCKY AHcepTal]y noxpameny y JUruTarHoM peno3utTopujyMy YHUBepauTeTa
y Beorpaiy o gocrTynuy Y OTBOPCHOM TPHCTYIY MOrY [1a KOPHCTE CBH KOJH NOUITY]Y
ogpenbe cagpskaHe Yy ozabpanoMm Tuny guuedue Kpearusue 3ajeguuite (Creative
Commons) 3a Ko)y cam ¢e 0TYHHO/ JIA.

|. Avropetro (CC BY)
2. Ayropeteo — HekoMepunjamHo (CC BY-NC)
@A}’mpcmﬂ — nexkomepuujanio — Ges npepana (CC BY-NC-ND)
4. AVIOpCTBO — HEKOMEPLUHjAIHO — Je/IMTH nod neTHM veaoepuma (CC BY-NC-SA)
5. Ayropeteo — De3 npepana (CC BY-ND)
6. AyTopeTeo — JleauTi nog werum yernoenma (CC BY-SA)
(MOAHMO JI 3a0KPYAUTE CAMO JeHY 01 LeCT NOHYHeHnX JTHueHuu.
Kparak onuc HIEHILH je cacTanHu JIe0 OBE Wijane).

[loTmue avropa

I\

Y beorpaay. ’{505 .2,9@ .
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|. AyToperso, Jo3Bo/masare yMHOKasaLE, JUCTPHOYLH]Y W JaBHO CaonluTaBatke 4eaa, u
npepaie, aKo CE HABEAC MME ayTopa Ha Haukd onpeljen oa cTpane ayTopa Wil Jasaola
THUEHLE, YaK # Y Komepunjaide cepxe. OBO j¢ HajcnoboaHH|a 0 CBUX NTHUEHLH.

2. AVTOpeTBD — HeKoMepuHjaano. JlosBuibasaTe YMHOMKABAILE, AMCTPHOYLIM]Y ¥ JaBHO
CaoniuTaBame 1ena, ¥ npepaie, aKo C¢ HAapede HME ayTopa Ha HaydyHH oapeheH oo cTpaHe
AVTOpA WIH NABAOLA IMUeHIe. OBa IHUSHIA He 103B0/LARY KoMepuHjansy voorpedy aena.
3. AvropcTRo — HekoMepumjaano — Oe3 npepaga. Jlojsomapate  YMHOKABAME,
THCTPUBYLMjY M jABHO caoMTasaibe 3e7a. Oed POMEHA, Npeol/IHKOBabLA HIH ynotpebe
1ena Y CBOM JIEMY, 2KO Ce HABeAe MMe ayTopa Ha Hauun oapehed oA cTpane ayTopa Wi
qaBaoua dntedne. Osa AHUEHLA I1e 10IBO/basA KOMepLUMjanHy ynoTpely nena. Y omHOCY
A CBE OCTANe MHIEHLE, OBOM AHLEHUOM ¢e arpanuyasa Hajsehin oGuM npasa KopHmhewa
JeJHL.

4. AVTOPCTBO — HEKOMEPUMJAIND — JCIHTH N01 HETHM YCI0BHMA, Ho3sobasare
YMHOWABARE, AHCTPHOYLH]Y W JaBHO CAONINTABAILE Q€Na, W LIpepaje, aKo ce HaBele AMe
ayTopa Ha Hauyud onpeheH O CTpaHe YTOPA WM J4BaoUA JHUEHUE W ako ce npepada
AHCTPUBYHPA HOJ METOM  MAM  CoRuHOM anuehuom. Usa JuleHua He  [103BO/BABA
KOMEPUHjAIHY ynoTpedy lena i npeplli.

5. Ayroperso — Oe3 npepaaa. [o3Bomasiie YMHOKaBAbL, aucTpuByunjy W JaBHO
caoUITABAILE Aena. Ge3 NpoMena, NpeodinKosaka uin ynorpede 1ena y cBoM Ieay. ako
Ce HABE/E MUME ayTOopa Ha Haund o/pelien oa cTpade ayTopa WK [@Baocua JHUCHIIC. Opa
NMUEHIA J03R0/LABA KOMEPUH]aINY YNoTpedy Jena.

6. AYTOpCTBO — AAWTH HOT MCTHM  yedosuma. Jlospo/kamate  yMHOMABatbe,
AMCTPHOVUMIY M JABHO CAOTILITABALE JleNa, W IIPEpaje, ak0 CC HaBele HME ayTopa Ha
Hadny oapelieH O CIPANE ayTOPA MM JABA0LA JHUCHIIE M 3KO ¢e Mpepana aMcrpuiynpa
(0 MCTOM MW CAMYHOM JTMUCHLOM. OBd NHMUSHIEA 10380/5aBa KOMEPUMJAIHY yRoTpedy
nena u npepana. Canuna je codrepCknd ANLEHUAMA, OIHOCHO JHLCHIAMA OTBUPEHOT
KO,
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