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NASLOV: Transkripciona regulacija ekspresije humanog SOX18 gena

REZIME

Humani SOXI8 gen pripada familiji SOX gena koji kodiraju DNK-vezujuce
proteine koji imaju ulogu transkripcionih faktora i arhitektonskih komponenti hromatina.
SOXI8 gen ima vaznu ulogu u regulaciji vaskularnog razvica, 1 ucestvuje u specifikaciji 1
diferencijaciji endotelijalnih ¢elija, angiogenezi 1 limfangiogenezi. Mutacije u SOX18 genu
kod coveka su povezane sa sidromom Hipotrihoza-Limfedem-Talengiektazija (eng.
Hypotrichosis-Lymphedema-Talengiectasia) ¢ije su karakteristike poremecaji u razvicu
dlake, vaskularnog i1 limfnog sistema. lako do danas ima dosta podataka o ulozi SOXI8
gena u procesima vaskularogeneze, angiogeneze i limfangiogeneze, jo§ uvek se malo zna o
molekularnim mehanizmima uklju¢enim u regulaciju ekspresije ovog gena.

Osnovni ciljevi, istrazivanja predstavljenog u ovoj tezi, bili su analiza
transkripcione regulacije ekspresije humanog SOXI8 gena, kao 1 analiza uticaja pro-
angiogenetskih faktora i inhibitora angiogeneze na ekspresiju ovog gena u endotelijalnim
¢elijama. Ispitivanja transkripcione regulacije su obuhvatala analizu uloge odredenih
transkripcionih faktora u regulaciji aktivnosti SOXI8 promotora, kao i u regulaciji
endogene ekspresije SOXI18 gena. Transkripciona regulacija je ispitivana u dva model
sistema: HeLa ¢elijama, koje su koriS¢ena kao tumorski model sistem 1 EA.hy926 ¢elijama,
koje su koris¢ene kao endotelijalni model sistem. /n silico analizom su identifikovana
potencijalna vezivna mesta za razlicite transkripcione faktore koji mogu biti ukljuceni u
regulaciju ekspresije SOX18 gena. Za dalju funkcionalnu analizu odabrani su transkripcioni
faktori Sp3, ZBP-89, NF-Y 1 EGR1. Na osnovu eksperimenata smanjene elektroforetske
pokretljivosti, funkcionalnih/mutacionih analiza, i analiza ekspresije u nativnom kontekstu,
pokazano je da su transkripcioni faktori Sp3 i ZBP-89 negativni, a NF-Y 1 EGR1 pozitivni
regulatori transkripcije humanog SOXI8§ gena. Na ovaj naCin pokazana je funkcionalna
veza izmedu transkripcionih faktora Sp3, ZBP-89, NF-Y i1 EGR1 i SOXI§ gena i
omoguceno je bolje razumevanje, dela, transkripcione kontrole ekpresije ovog gena.

Polaze¢i od predpostavke da su procesi vaskularogeneze i angiogeneze kontrolisani

velikim brojem razli¢itih faktora, ukljucujuci faktore rasta, citokine, adhezione molekule i



endogene ihibitore, deo istraZzivanja se odnosio na analizu uticaja odabranih pro- i anti-
angiogenetskih faktora na ekspresiju SOX18 proteina u endotelijalnom model sistemu.
Tretman endotelijalnih ¢elija sa odredenim faktorom, a potom analiza uticaja na nivou
SOX18 proteina, pokazao je da su vaskularni endotelijalni faktor rasta (eng. vascular
endothelial growth factor-VEGF ) i tumorski faktor nekroze (eng. tumor necrosis factor-
TNF) odgovorni za povecanje nivoa SOX18 proteina u endotelijalnim ¢elijama. Na ovaj
nacin je pokazano da je SOX18 pod uticajem VEGF 1 TNF signalnih puteva, koji stimuliSu
angiogenezu. Sa druge strane, nesteroidni antiinflamatorni lekovi (eng. nonsteroidal
antiinflamatory drugs-NSAID) dovode do izrazenog smanjenja u nivou SOX18 proteina u
endotelijalnim c¢elijama. Dobijeni rezultati otvarajuéi mogucénost za potencijalnu

farmakoloSku manipulaciju ekspresijom SOXI§ gena.

KLJUCNE RECI: SOXI18, transkripcija, promotor, transkripcioni faktor, endotelijalne
¢elije, angiogeneza

NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna biologija

UDK BROJ: 577.218(043.3)



TITLE: Transcriptional regulation of the human SOX18 gene expression

ABSTRACT

Human SOXI8 gene belongs to the family of SOX genes that encode DNA-binding
proteins, which display properties of both transcription factors and architectural
components of chromatin. SOX/8 gene plays important role in vascular development,
endothelial cell specification and differentiation, angiogenesis and lymphangiogenesis.
Mutations in human SOXI8 gene are associated with Hypotrichosis-Lymphedema-
Talengiectasia syndrome, characterized by defects in hair, vascular and lymphatic
development. Despite the mounting evidence that SOX18 gene is an important player in
vasculogenesis, angiogenesis and lymphangiogenesis, little is known about molecular
mechanisms involved in the regulation of its expression.

The aim of this study was to investigate transcriptional regulation of the human
SOX18 gene expression, as well as the effecs of pro- and anti-angiogenic factors on SOX18
expression in endothelial cells. Analyses of transcriptional regulation included
identification of transcription factors that are involved in regulation of SOXI18 promoter
activity, as well as in regulation of endogenous SOXI8 expression. Two model systems
were used: HeLa cells, as a tumor model system, and EA.hy926 cells, as an endothelial
model system. Several putative transcription factor binding sites were identified by in silico
analysis of the SOXI8 promoter sequence. Transcription factors Sp3, ZBP-89, NF-Y and
EGR1 were selected for further functional analysis. By in vitro binding assays,
functional/mutagenesis assays and analyses of endogenous SOX1I8, it has been shown that
transcription factors Sp3 and ZBP-89 act as negative regulators, while NF-Y and
EGRloperate as positive regulators of SOXI/8 gene expression. These results gave first
functional link between Sp3, ZBP-89, NF-Y and EGRI1 transcription factors and SOXI8
gene, thus providing better understanding of transcriptional regulation of SOXI/8 gene
expression.

Considering that processes of vasculogenesis and angiogenesis are under control of
many various factors including growth factors, cytokines, adhesion molecules and

endogenous inhibitors , further investigation included analysis of the effect of selected pro-



and anti-angiogenic factors on SOX/8 expression in endothelial model system. Treatment
of endothelial cells with selected factors, followed by Western blot analyses revealed that
vascular endothelial growth factor (VEGF) and tumor necrosis factor (TNF), increases the
level of SOX18 protein. By this it has been shown that SOX18 expression is under control
of VEGF and TNF signaling pathways. On the other hand, treatment with selected non-
steroidal anti-inflamatory drugs (NSAID), led to strong decrease in SOX18 protein level.
Taken together, these results open the possibility of pharmacological manipulation of

SOX18 gene expression.

KEY WORDS: SOX18, transcription, promoter, transcription factor, endothelial cells,
angiogenesis

SCIENTIFIC FIELD: Biology

SCIENTIFIC DISCIPLINE: Molecular biology

UDC NUMBER: 577.218(043.3)
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UVOD

1. UVOD

Danas je jednostavno pronaci i razumeti definiciju transkripcije, datu u “slobodnoj
enciklopediji”: transkripcija je sinteza RNK molekula kao kopije dela jednog lanca DNK
(gena) koji katalizuje enzim RNK polimeraza, drugim re¢ima transkripcija je nista vise od

pretvaranja geneticke informacije iz oblika DNK u RNK (www.wikipedia.org ).

Medutim, ova jednostavna definicija prikriva sloZzenost procesa koji opisuje. Jedan

od velikih izazova molekularne genetike jeste, ve¢ decenijama, razumevanje procesa
transkripcije, preciznije, razumevanje njegove regulacije 1 otkrivanje molekularnih
mehanizama koji u toj regulaciji ucestvuju. Preciznost kojom se bioloski procesi odvijaju
lezi upravo u ta¢nom i sinhronizovanom sledu dogadaja koji omogucéavaju odgovarajuéu
ekspresiju gena. Bioloski znacaj transkripcione regulacije je posebno naglaSen u
slucajevima kada najmanje promene u transkripcionoj masineriji mogu dovesti do razvoja
razli¢itih bolesti. Kona¢no, smatra se da su upravo promene u transkripcionoj regulaciji
predstavljale znacajnu kvalitativnu i kvantitativahu geneticku komponentu za evolutivne
promene.
Ona ukljucuje veoma slozenu interakciju izmedu proksimalnih i distalnih regulatornih
regiona, transkripcionih faktora i ko-faktora, zavisna je od metilacionog statusa
regulatornih regiona kao 1 uzvodnih signalnih kaskada 1 razli¢itih uslova sredine.
Regulatorni mehanizmi su istovremeno kompleksni ali i veoma osetljivi i tacni.

Ovaj rad se bavi analizom transkripcione regulacije ekspresije humanog SOXI18
gena sa posebnim osvrtom na mehanizme koji imaju ulogu u regulaciji procesa
angiogeneze. Predstavljena je uloga odredenih transkripcionih faktora sa jedne strane i
angiogenetskih signalnih molekula sa druge strane. Zajedno, definisanje ovih mehanizama
omogucava bolje razumevanje uloge humanog SOXI8 gena u sloZenim fizioloSkim

procesima kao i u odredenim patofizioloskim procesima u kojima, takode, ucestvuje.


http://www.wikipedia.org/
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1.1 Regulacije genske ekspresije kod eukariota

Kod visec¢elijskih organizama, tokom razvica ili kao odgovor na Siroki spektar
ekstracelijskih signala, diferencijalno se eksprimiraju protein-kodirajuc¢i geni, a rezultat
toga je formiranje specificnih Celijskih tipova, tkiva 1 organa. Regulacija ekspresije gena i
sinteza proteina kod eukariota su slozeni procesi koji su kontrolisani na vise nivoa. Ti
procesi obuhvataju transkripcionu kontrolu, posttranskripcionu regulaciju (kontrola obrade
pre-iRNK i transporta iz jedra), kontrolu degradacije iRNK, translacionu i posttranslacionu
kontrolu, (aktivacija proteina kroz razne modifikacije), epigeneticku kontrolu (Darnell,
1982). Za ekspresiju veéine gena najvaznija je transkripciona kontrola (Alberts, 1994). Na
taj nain spreCava se sinteza nepotrebnih intermedijera 1 Stede c¢elijski resursi (Darnell,
1982). Transkripciji eukariotskih gena koji kodiraju proteine prethodi veliki broj dogadaja u
¢eliji, kao Sto su dekondenzacija i remodelovanje hromatina na ciljnom lokusu,
modifikacije histona, precizne prostorne i vremenski koordinisane interakcije izmedu opstih
1 specificnih transkripcionih faktora i1 cis regulatornih elemenata kao Sto su promotori,
pojacivaci (eng. enhanser), priguSivaci (eng. silencer) i1 izolatori (eng. insulators)
(Orphanides and Reinberg, 2002; Smale and Kadonaga, 2003; West and Fraser, 2005).

Eukariotski geni kodiraju proteine, odnosno informacione RNK molekule (iRNK)
koji nose informaciju za sintezu proteina, kao i1 druge, ne-kodiraju¢e RNK molekule kojima
pripadaju transportna RNK (tRNK), ribozozomalna RNK (rRNK), mikro RNK (miRNK),
mala-nuklearna RNK (eng. small-nuclear snRNK), mala-interferiraju¢a RNK (eng. small
interfiring siRNK). Za razliku od prokariota, koji imaju jednu RNK polimerazu, kod
eukariota postoje tri: RNK polimeraza I koja prepisuje gene za rRNK, RNK polimeraza II
koja prepisuje gene koji kodiraju proteine i neke nuklearne RNK, dok je RNK polimeraza
[T ukljuCena u sintezu malih RNK kao §to su tRNK i 5S RNK (Lewis, 1982). Treba
napomenuti da mikro RNK, mogu biti i proizvod obrade primarnog iRNK transkripta.

Faktori koji su uklju€eni u transkripciju eukariotskih protein-kodiraju¢ih gena RNK
polimerazom II, mogu biti klasifikovani u tri grupe: opsti (generalni) transkripcioni faktori
(GTF), promotor specifi¢ni aktivatorski proteini (aktivatori) i ko-aktivatori. GTF proteini

su neophodni i mogu biti dovoljni za transkripcionu inicijaciju in vitro (Orphanides et al.,
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1996). Toj grupi pripadaju RNK polimeraza II i pomo¢ne komponente ukljucuju¢i TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF i TFIIH. Medutim, ako posmatramo transkripciju in vivo,
pored ovih ,klasicnih® GTF proteina, za transkripciju je neophodan 1 tzv. medijator, koji
predstavlja visoko konzerviran, slozeni kompleks sastavljen od veceg broja subjedinica,
prvobitno opisan kod kvasaca (Conaway et al., 2005; Malik and Roeder, 2005). Medijator
ima ulogu u prenosu regulatornih signala izmedu sekvencno-specifi¢nih transkripcionih
faktora 1 komponenti bazalne transkripcione maSinerije. GTF-ovi se vezuju za jezgro
promotora i formiraju preinicijacioni kompleks (PIK), koji usmerava RNK polimerazu II ka
startu transkripcije (TS). Prvi korak u formiranju PIK-a je vezivanje TFIID za promoter
(Slika 1). TFIID se sastoji od TATA vezujuceg proteina (eng. TATA binding protein-TBP)
1 grupe povezanih pridruZenih faktora (eng. TBP associated factors-TAFs). Slede¢i faktor
koji se direktno vezuje za TFIID je TFIIA, ¢ime se stabilizuje interakcija izmedu TFIID i
DNK (Maldonado et al., 1990). Nakon vezivanja TFIIA, vezuje se TFIIB omogucava
vezivanje RNK polimeraze Il za preinicijacioni kompleks i postavlja je pravilno u odnosu
na start transkripcije (Li et al., 1994). Preinicijacioni kompleks se finalno formira
vezivanjem preostalih faktora, TFIIF, TFIIE i TFIIH (Slika 1) koji ¢ine holoenzim mase
blizu 2 MDa (Dvir et al., 2001).

Aktuelni model transkripcione regulacije posmatra ovaj process kao ciklus tokom
koga se PIK stimuliSe samo jednom. PoSto se RNA polimeraza II udalji od promotora,
nosacka struktura koju ¢ine TFIID, TFIIE, TFIIH i medijator ostaje vezana za jezgro
promotora, tako da nova inicijacija zahteva samo regrutovanje RNA polimeraza II-TFIIF
kompleksa i TFIIB.

Transkripciona aktivnost je znacajno stimulisana prisustvom druge grupe
transkripcionih faktora koji su oznaceni kao aktivatori. UopSteno, aktivatori predstavljaju
sekvencno-specificne DNK-vezujuée proteine Cija su vezivna mesta, najéesce, prisutna
uzvodno od jezgra promotora (Ptashne and Gann, 1997). Pored DNK-vezuju¢eg domena,
tipican aktivator poseduje odvojeni aktivatorski domen, koji ucestvuje u aktivaciji
transkripcije. Mnogi aktivatori formiraju hetero- ili homodimere, te precizan sastav tih
kompleksa moze da diktira njihovu specificnost vezivanja za DNK i konac¢no njihovu

aktivnost (Claessens and Gewirth, 2004). Takode, varijacije u DNK u okviru vezivnog
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mesta za odredeni aktivator, mogu imati znacajan uticaj na aktivnost (Pabo and Sauer,
1992; Massari and Murre, 2000). To je najbolje opisano na primerima vezivnih mesta za
nuklearne receptore koji obuhvataju veliku klasu ligand-zavisnih aktivatora. Relativna
orijentacija vezivnih polumesta i nukleotidne sekvence koja razdvaja ta polumesta, ima

vaznu ulogu u odredivanju aktivnosti nuklearnog receptora (Claessens and Gewirth, 2004).

Medijator. TFIIH TFIE
an e RNK
ah®t
# 4 % polimeraza I
. . . - . ee . .
* . Preinicijacioni
T kompleks
\
TFIIB
ko-
aktivator \\
TFIIA TFIID
AD
aktivator

TATA—TS

Slika 1. Transkripcija kod eukariota. Shematski prikaz u€esnika u transkripciji gena RNK polimerazom II.
Opsti transkripcioni faktori (objasnjeno u tekstu): TFIIA-H; TS- start transkripcije, AD-aktivacioni domen.

Shema uradena po uzoru na publikovanu shemu (Maston et al., 2006).

Aktivnost samih aktivatora moze biti izmenjena prisustvom tre¢e grupe faktora
oznacenih kao ko-aktivatori. Uobicajeno je da ko-aktivatori nemaju DNK-vezuju¢i domen,
ve¢ ostvaruju proteinske interakcije sa ve¢ vezanim aktivatorima. Specifi¢na grupa ko-
aktivatora u odredenoj celiji igra vaznu ulogu u odredivanju sposobnosti aktivatora da
pozitivno ili negativno reguliSe transkripciju (Lemon and Tjian, 2000).

Posle preinicijacije 1 inicijacije transkripcije sledi proces elongacije. Prvobitno se

smatralo da je regrutovanje polimeraze na promotor prvi regulisan korak u aktivaciji genske



UVOD

ekspresije (Keaveney and Struhl, 1998). Medutim, kasnija istrazivanja na viSecelijskim
organizmima ukazala su na joS neke nivoe regulacije, ukljucujuci i1 post-inicijacijsku
regulaciju, tacnije, regulaciju na nivou elongacije. Zeitlinger i saradnici su pokazali da 15%
tkivno-specificnih gena ima vezanu polimerazu na promotorima u svim tkivima, ali je
prolazak polimeraze ka startu transkripcije dozvoljen samo u specificnim tkivima
(Zeitlinger et al., 2007). Ovo je postignuto takozvanim stanjem ,,pauze®, gde je polimeraza
stabilno vezana ispred promotora i ¢eka odgovarajuci signal za oslobadanje 1 otpocinjanje
elongacije. Takode, inducibilni geni koji brzo reaguju na spoljasnje stimuluse, kao $to su
geni toplotnog Soka (Hsp70 vinske musice) ili neki proto-onkogeni (junB i c-myc sisara) se
odlikuju time da je na njihovim promotorima bazalna transkripciona masinerija, uklju¢ujuci
RNK polimerazu I, postavljena, transkripcija je zapoceta, ali posle polimerizacije nekoliko
desetina ribonukleotida elongacija transkripcije je zaustavljena (Rougvie and Lis, 1988;
Strobl and Eick, 1992; Rasmussen and Lis, 1993; Aida et al., 2006). Na ovaj nacin, sve je
spremno za brzu reakciju elongacije kao odgovor na stimulus, pri ¢emu formirani
transkripcioni kompleks pomocu odredenih regulatornih proteina kao S§to je NELF
(Negative Elongation Factor) odrzava proksimalni promotorski region slobodnim od
nukleozoma (Gilchrist et al., 2008; Mavrich et al., 2008).

Terminacija transkripcije je zavrSna faza transkripcije gena koja se deSava kada
RNK polimeraza II naide na poliadenilacioni signal (AATAA) na kodiraju¢em lancu DNK.
Poliadenilacioni signal prepoznaje poli A polimeraza koja na iRNK molekul dodaje oko
250 adenina, formirajudi karakteristi¢an poli A rep (Tran et al., 2001). Poli A rep ima vaznu
ulogu u transportu iRNK iz nukleusa i njenoj stabilnosti u citoplazmi.

Konacno, treba ista¢i da se transkripcija gena ostvaruje u kontekstu hromatina.
Hromatin je visoko organizovana i gusto pakovana struktura koja je sacinjena od DNK i
histonskih proteina. Vise strukture hromatina predstavljaju prvu barijeru za aktivaciju
transkripcije. Za ostvarivanje transkripcije neophodno je otvaranje upakovanog,
kondenzovanog hromatina u regionima koji obuhvataju promotor gena, pa i sam gen. Prvo
se dekondenzuju veliki hromatinski domeni (25 - 100 kb), a zatim dolazi do remodelovanja
hromatina u okviru promotorskog regiona s§to je praceno i kovalentnim modifikacijama

histona u okviru nukleozoma (Wallrath et al., 1994). Acetilacijom ili metilacijom slobodnih
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amino grupa na N- terminalnom delu histonskih molekula, dolazi do oslobadanja DNK iz
forme u kojoj se nalazi (Turner et al., 1992). Ovakva modifikacija uslovlja gubitak
pozitivne Sarze molekula histona, ¢ime se smanjuje njihov afinitet za fosfatne grupe DNK
(Wolffe and Pruss, 1996). Mnogi transkripcioni faktori, poseduju specijalizovane domene
preko kojih mogu da prepoznaju acetilovane i metilovane lizine u okviru histona, §to za
posledicu moze da ima inicijaciju i stabilizaciju interakcija izmedu ovih transkripcionih
faktora i1 promotorskih regiona (Daniel et al., 2005; de la Cruz et al., 2005). Kao rezultat
modifikacija, dolazi do promena u strukturi i poziciji nukleozoma na transkripciono
aktivnim promotorima. Takode, istrazivanja na genomskoj skali kod razli¢itih organizama,
od kvasca do coveka, ukazuju da su nedostatak nukleozoma, hiperacetilacija lizinskih
ostataka H3 1 H4 histona, kao i trimetilovani H3 protein, generalne epigenetske

karakteristike transkripciono aktivnih gena (Heintzman and Ren, 2007).

1.1.1 Strukturna organizacija promotora kod eukariota

Promotor gena predstavlja sekvencu uzvodno od gena koji se prepisuje i sastoji se
od jezgra i uzvodne sekvence. Jezgro promotora obuhvata mesto inicijacije transkripcije i
sadrzi sve regulatorne sekvence potrebne za prepoznavanje od strane bazalne transkripcione
masinerije 1 inicijaciju transkripcije ukljucuju¢i i prvi nukleotid od kojeg pocinje
transkripcija (Maston et al., 2006). Proksimalni promotor je definisan kao region koji se
nalazi odmah uzvodno od jezgra promotora koji obuhvata sekvencu od nekoliko stotina
baznih parova (Maston et al., 2006). Proksimalni promotor sadrzi vezivna mesta za opste i
tkivno-specifi¢ne transkripcione faktore koji mogu imati aktivatorsku ili represorsku ulogu
u regulaciji transkripcije gena (Slika 2).

Prvi identifikovani promotorski element bio je TATA boks (TATAWAAR; W-
A/T, R- A/G) (Breathnach and Chambon, 1981) koji je uobicajeno lociran 25 do 30 baznih
parova (bp) uzvodno od starta transkripcije (Slika 3). Ovaj motiv najCe$ce prepoznaje i
vezuje TATA vezujuéi protein (TATA binding protein- TBP), subjedinica opSteg
transkripcionog faktora TFIID (Burley and Roeder, 1996), mada su i drugi, TBP-u sli¢ni
proteini (TBP related factors-TRF) sposobni da vezuju ovaj element (Berk, 2000). TBP se
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vezuje za mali zljeb DNK 1 izaziva savijanje DNK uzvodno 1 nizvodno u odnosu na TATA
boks, delimi¢no odvijaju¢i DNK dupleks na mestu kontakta, zahvaljuju¢i inserciji
fenilalanina.

Veliki broj promotora ne sadrzi TATA motiv. Ovakvi promotori sadrze druge
konsenzusne elemente kao $to je inicijatorski element (Inr, YYANWYY; Y- C/T, N-
A/C/G/T) koji okruzuje start transkripcije (eng. transcription start point-zsp), odnosno
nalazi se na poziciji od -2 do +4 u odnosu na tsp (Smale and Baltimore, 1989) (Slika 2). Inr
element mogu posedovati i promotori sa TATA motivom. Dok Inr moze da stimuliSe
transkripciju nezavisno od TATA boksa, oba elementa deluju sinergisticki kada se nadu
zajedno u promotoru (Smale et al., 1990).

Nizvodni promotorski element (Downstream promoter element - DPE, RGWYV;
R- A/G, W- A/T, Y- C/T, V- A/C/G) (Kadonaga, 2002) je tipi¢an za promotore koji nemaju
TATA motiv, i on funkcionise u sadejstvu sa Inr elementom (Burke and Kadonaga, 1997).
Relativna pozicija ovog promotorskog elementa je kriticna za optimalnu transkripciju, i on
je lociran od +28 do +32 u odnosu na tsp (Kutach and Kadonaga, 2000) (Slika 2). Kao i u
slu¢aju TATA motiva i Inr elementa, DPE prepoznaje i vezuje TFIID, verovatno preko
subjedinica TAFII60 i TAFII40 (TAF6 i TAF9 po novoj nomenklaturi) (Burke and
Kadonaga, 1997).

BRE element koji prepoznaje TFIIB (TFIIB recognition element — BRE,
SSRCGCC; S- G/C, R- A/G) je promotorski element koji se nalazi odmah uzvodno od
TATA boksa i koji vezuje TFIIB transkripcioni faktor (Lagrange et al., 1998) (Slika 2). Za
ovaj element je pokazano da moze i da stimuliSe i da reprimira transkripciju (Evans et al.,
2001).

MTE (Motif ten element, CSARCSSAACGS; S- G/C, R- A/G) je identifikovan pri
kompjuterskoj analizi promotora vinske musSice (Ohler et al., 2002) i do sada nije
detektovan kod promotora vertebrata. Ovaj promotorski element je pozicioniran od 18 do
29 bp nizvodno od zsp, delimi¢no se preklapajuci sa 5° krajem DPE motiva (Slika 2). MTE
zahteva prisustvo Inr elementa i funkcioniSe sinergisticki sa TATA boksom ili DPE

motivom (Lim et al., 2004).
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Slika 2. Shematski prikaz strukture promotora kod eukariota. NPE-nizvodni promotorski elementi; MTE-
»Motif ten element®; INR-inicijacioni kompleks; TS-start transkripcije; BRE-,,TFIIB recognition element*.
PridruzZeni trouglovi i krugovi na shemi, predstavljaju kofaktore koji ucestvuju u regulaciji interagujuéi sa

DNK-vezuju¢im transkripcionim faktorima.

Izolator predstavlja tzv. grani¢nik, odnosno element koji §titi gene od uticaja
transkripcione masinerije susednih gena (Maston et al., 2006). Tipi¢no su dugi oko 0,5-3 kb
i funkcioni$u nezavisno od orijentacije, ali su zavisni od pozicije. Precizan broj izolatora u
humanom genomu nije poznat, ali se zna da su prisutni samo u regionima koji su bogati
kodiraju¢im genima i regulatornim sekvencama (Fourel et al., 2004).

Opsta karakteristika sisarskih promotora koji ne sadrze TATA boks i DPE je
prisustvo nizova CG nukleotida, odnosno prisustvo CpG ostrva (Blake et al., 1990). Ovi
promotori sadrze mnostvo CG boks motiva koja prepoznaju Spl i1 srodni transkripcioni
faktori (Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994). Prema literaturnim podacima, CpG
ostrva su naj¢esc¢e prisutna klasa promotorskih elemenata, s obzirom da je procenjeno da su
prisutna kod 79-88% promotora ¢oveka i kod 71% promotora misa (Kim et al., 2005; Bajic

et al., 20006).
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1.1.2. Pojacdivaci i utiSivadi transkripcije gena (enhenseri i sajlenseri)

Pojacivaci ili enhenseri (,,enhancers®) predstavljaju cis regulatorne elemente koji
stimuliSu proces transkripcije, nezavisno od svoje pozicije 1 orjentacije u odnosu na mesto
otpocCinjanja transkripcije (Arnosti and Kulkarni, 2005). Jedna od osobina enhensera
viSecelijskih organizama je da su njihove pozicije najceS¢e lokalizovane u okviru 100
kilobaza u odnosu na gen koji reguliSu. Smatra se da je uobic¢ajeno da enhenseri budu u cis
poziciji u odnosu na svoje ciljne gene iako postoje podaci o frans regulaciji preko
uparivanja sestrinskih hromatida (Kennison and Southworth, 2002). Enhenseri su
funkcionalno sli¢ni elementima iz proksimalnog promotora. U mnogim slucajevima, isti
aktivatori koji se vezuju za enhenserske elemente vezuju se, takode, i za proksimalne
promotorske elemente. Medutim, za razliku od regulatornih elemenati iz proksimalnog
promotora, enhenseri su tipicno udaljeni transkripcioni kontrolni elementi. Mogu biti
nekoliko stotina kilobaza uzvodno od promotora, nizvodno od promotora, u okviru introna
ili ¢ak posle 3’ kraja gena (Blackwood and Kadonaga, 1998). Smatra se da tako udaljeni
regulatorni elementi ostvaruju svoju funkciju pomocu formiranja DNK petlje, kojom se
enhenseri dovode u blizinu jezgra promotora (Vilar and Saiz, 2005). Veoma je interesantna
1 studija koja ukazuje da se PIK moze formirati na distalnom enhenseru, a ne samo na
jezgru promotora kako se obi¢no smatra (Szutorisz et al., 2005).

Utisivaci ili sajlenseri (,,silencers®) predstvljaju sekvencno-specificne regulatorne
elemente koji, kao i enhenseri, funkcionis$u nezavisno od orijentacije i udaljenosti od jezgra
promotora. Mogu postojati kao deo proksimalnog promotora, distalnih enhensera ili kao

nezavisni udaljeni regulatorni elementi (Maston et al., 2006).
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Slika 3. Shematski prikaz “transkripcionog aparata”. Opsti transkripcioni faktori, oznaceni slovima alfabeta,
su esencijalni za transkripciju ali ne mogu sami da uti¢u na povecanje ili smanjenje transkripcije. Ovu ulogu
imaju aktivatori (predstavljeni crvenom bojom) ili represori (predstavljeni tamno plavom bojom). Aktivatori,
a moguce 1 represori, komuniciraju sa opstim transkripcionim faktorima preko ko-aktivatora (svetlo plavo,
izrazeni brojevima koji oznacavaju njihovu masu u kDa), koji su u kompleksu sa TATA-vezujuc¢im proteinom

(TBP). Slika je preuzeta (Tjian, 1995).

Utisivaci predstavljaju vezivna mesta za negativne transkripcione faktore, odnosno
represore. Represori ostvaruju svoju funkciju regrutujuci razli¢ite negativne ko-faktore
oznacene kao ko-represori, (Popescu and Zimonjic, 2002). Postoji nekoliko modela koji
objasnjavaju kako represori ostvaruju svoju funkciju. U nekim slu¢ajevima represor radi
tako Sto blokira vezivanje obliznjeg aktivatora (Harris et al., 2005) ili tako Sto direktno
kompetira za isto mesto (Li et al., 2004). Sa druge strane, represor moze da spreci vezivanje
aktivatora ili transkripcionih faktora iz opSte transkripcione maSinerije regrutovanjem
faktora koji ¢e uticati na hromatinsku strukturu (Srinivasan and Atchison, 2004). Konacno,
ostoje podaci da represor moze blokirati transkripciju ihibiranjem formiranja PIK-a (Chen

and Widom, 2005).
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1.1.3 Transkripcioni faktori

Svi Celijski procesi koji obezbeduju rast, razvice, morfogenezu, diferencijaciju
¢elija, regulisani su na nivou genske ekspresije. Regulacija ekspresije gena na nivou
transkripcije je strogo kontrolisani proces u kome ucestvuju proteini oznaceni kao
transkripcioni faktori. Oni predstavljaju DNK-vezujuée proteine koji se vezuju u okviru
promotora gena ili enhenserskih sekvenci i u€estvuju u aktivaciji ili inhibicije ekspresije
gena. U osnovi, svi transkripcioni faktori se mogu podeliti na: opSte transkripcione faktore
koji su direktno ukljuceni u formiranje preinicijacionog i inicijacionog kompleksa i koji su
odgovorni za otpoc€injanje transkripcije i1 specifi¢ne transkripcione faktore koji se vezuju za
odgovaraju¢e DNK motive i imaju ulogu aktivatora ili represora transkripcije. Svoju ulogu
mogu ostvarivati ili direktnom interakcijom sa komponentama bazalne transkripcione
masinerije ili indirektno, regrutujuéi koaktivatore ili korepresore (Hahn, 1993; Hoey et al.,
1993; Gill et al., 1994; Ryu et al., 1999; Conkright et al., 2003).

Procenjeno je da kod ¢oveka postoji oko 200-300 razlicitih transkripcionih faktora
koji se vezuju za jezgro promotora i predstavljaju deo opSte transkripcione masinerije
(Farnham, 2009). Pored toga, u humanim c¢elijama ima oko 1400 drugih transkripcionih
faktora koji su sekvencno-specificni 1 reguliSu transkripciju odredenih gena vezujuci se
mesto-specificne cis-regulatorne elemente (Lander et al., 2001). Svaka promena u
ekspresiji gena usled neadekvatne transkripcione regulacije dovodi do poremecaja u
razviéu, razvoja bolesti, ukljucujuéi i kancer (Jimenez-Sanchez et al., 2001).

Transkripcioni faktori imaju modularnu strukturu i1 sadrZze nekoliko domena
ukljucujuéi DNK vezujuci domen, domen preko koga ostvaruju aktivatorsku ili represorsku
funkciju 1 domen za protein-protein interakcije koji sluzi ili za formiranje homo/hetero-
dimera ili za interakcije sa drugim regulatornim proteinima uklju¢enim u transkripciju
(Alberts, 1994; Tjian, 1995). DNK vezuju¢i domeni transkripcionih faktora su klasifikovani
u vise tipova uklju¢uju¢i HTH (helix-turn-helix), homeodomen, cinkani prsti¢i (zinc
finger), "leucinski rajsferSlus" (leucine zipper), bHLH (basic helix-loop-helix), WH
(winged helix) i winged HTH (winged helix-turn-helix) (Locker, 2001).

11
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U viSecelijskim organizmima, transkripcioni faktori uglavnom ne obavljaju svoju
funkciju pojedinacno, ve¢ pomocu ko-faktora ostvaruju funkcionalnu mrezu u kojoj su
moguée mnogostruke proteinske interakcije. bHLH motiv i leucinski rajsfeslus pored
specificnog vezivanja za odgovaraju¢e DNK sekvence sluze i za formiranje dimera.
Formiranje homo- i hetero-dimera od strane transkripcionih faktora je jos§ jedan nacin kojim
se povecava raznovrsnost 1 specifi¢nost vezivanja za DNK (Lamb and McKnight, 1991).
Utvrdeno je da mnogi transkripcioni faktori medusobno stupaju u interakcije preko svojih
cinkanih prsti¢a (Merika and Orkin, 1995) ili preko svojih aktivacionih domena (Mitchell
and Tjian, 1989).

Dok kod prokariota regulatorni proteini aktiviraju ili reprimiraju gene uglavnom
pojedina¢no, kod eukariota uglavnom funkcioniSu u odredenim kombinacijama,
specificnim za stupanj razvia 1 tip celija. Po jednom modelu, vezivna mesta za
transkripcione faktore u tkivno-specificnim enhenserima i promotorima sluze kao matrica
za regrutovanje odgovarajuc¢e kombinacije ovih proteina iz Citavog "pula" faktora prisutnih
u datom tipu Celije (Arnone and Davidson, 1997). Prema drugom modelu, baziranom na
istrazivanjima procesa hematopoeze, transkripcioni faktori su sposobni da obrazuju
multimerne komplekse nezavisno od DNK matrice (enhensera), odnosno pre vezivanja za
specificne DNK sekvence (Sieweke and Graf, 1998). Ovako formirani kompleksi mogu
imati razli¢it uticaj na razli¢ite enhensere. Tokom diferencijacije dolazi do sukcesivnih
promena u sastavu multimernih kompleksa. Naime, pojedini transkripcioni faktori bivaju
zamenjeni drugim, §to za posledicu ima promenu afiniteta kompleksa za pojedine
enhenserske sekvence. Ovako izmenjeni kompleksi, ne samo da sti¢u sposobnost aktivacije
novih enhensera, ve¢ takode mogu da reprimiraju enhensere koji vise nisu potrebni za dati
program ekspresije gena.

Sastav i1 struktura vezivnih mesta za transkripcione faktore u promotoru gena
odreduje njegov ekspresioni profil. Stoga vezivna mesta za transkripcione faktore
predstavljaju veoma vazne sekvence koje predstavljaju potencijalne targete za mutacije,
odnosno prirodnu selekciju ekspresije gena (Wray et al., 2003). Vecina transkripcionih
faktora prepoznaje vezivno mesto koje obuhvata 5-8 bp, a vecina tolerise jednu, a Cesto i

vise, specificnih supstitucija nukleotida, bez gubitka sposobnosti vezivanja (Locker, 2001).

12
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Ukoliko se u analizu uvrste 1 sekvence koje okruzuju vezivno mesto, onda se broj
nukleotida neophodan za specifi¢no vezivanje odredenog proteina moze smanjiti na 4-6 bp.
Dva razlicita pristupa se primenjuju za definisanje konsenzusne sekvence za koju se vezuje
transkripcioni faktor: prvi je poredenje sekvenci (porede se razlicita vezivna mesta za isti
protein i odreduje prosec¢ni nukleotidni sastav), a drugi je biohemijski esej (in vitro
odredivanje afiniteta vezivanja protein za odredenu sekvencu).

Iako se vecina transkripcionih faktora moZze vezati za izmenjene sekvence, njihovo
vezivanje moze pratiti razlicita kinetika (Czerny et al., 1993). Razlike u afinitetu vezivanja
su posebno znacajne kada se dva vezivna mesta preklapaju ili su blisko postavljena, jer u
tom sluc¢aju u svakom trenutku samo jedno vezivno mesto moZze biti zauzeto (nacesci
primer su GC-bogata vezivna mesta). U tim sluc¢ajevima razlika u koli¢ini raspoloZivog
proteina 1 kinetici vezivanja odlucuje koje vezivno mesto ¢e biti zauzeto sa kojim
proteinom u datom trenutku (Wray et al., 2003).

Kompjuterske analize promotorskih sekvenci ukazuju da svi promotori sadrze na
desetine ili ¢ak na stotine potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore. Medutim,
zbog mnogobrojnih razloga, mnoga od ovih predvidenih konsenzusnih mesta ne vezuje
proteine in vivo i nemaju uticaj na transkripciju (Biggin and McGinnis, 1997; Li and
Johnston, 2001). Identifikacija potencijalnog vezivnog mesta koje zaista vezuje odredeni
transkripcioni faktor i ima funkcionalni znacaj u regulaciji transkripcije zahteva primenu
razli¢itih eksperimentalnih metoda, a ti ekperimentalni pristupi su prikazani u ovom radu.

Vecina opisanih transkripcionih faktora pripada odredenim familijama gena, a
veliCina svake familije pokazuje znacajnu varijaciju izmedu razli¢itth organizama
(Latchman, 1998; Locker, 2001). U Tabeli 1 dat je pregled nekih familija transkripcionih

faktora koji reguliSu ekspresiju gena kod ¢oveka.
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Tabela 1. Broj clanova odabranih familija transkripcionih faktora kod ¢oveka. Kao §to se vidi u tabeli, veliki

broj transkripcionih faktora pripada familiji proteina koji ostvaruju vezivanje za DNK preko cinkanih-prstica.

Homeodomen 267
Nuklearni receptor 59
Cinkani-prstié 706
bHLH 131
Pax 38
RUNX 3
Myb 32

U daljem tekstu bice prikazane opste karakteristike odabranih transkripcionih

faktora Cija je uloga u regulaciji ekspresije SOX18 gena ispitivana u ovoj tezi.

1.1.3.1 Sp3 — (eng. specificity protein 3)

Sp3 transkripcioni faktor pripada Sp-multigenskoj familiji proteina zajedno sa Spl,
Sp2 1 Sp4 ¢iji su Clanovi evolutivno srodni 1 poseduju visoko konzerviran DNK vezujuéi
domen koji pripada C,H; tipu cinkanih prstica (Suske, 1999; Bouwman and Philipsen,
2002; Kaczynski et al., 2003). DNK-vezuju¢i domen se nalazi na C-terminusu proteina,
visoko je konzerviran kod Spl, Sp3 i Sp4 proteina, i u skladu sa tim, sva tri proteina
prepoznaju i sa istim afinitetom se vezuju za klasi¢no GC-boks Spl vezivno mesto (Hagen
et al., 1992). Sp2 protein poseduje zamenu aminokiseline histidin u leucin u prvom
cinkanom prsticu koja dovodi do veceg afiniteta vezivanja za GT-bogate sekvence
(Kingsley and Winoto, 1992). Postoje tri izoforme Sp3 proteina, jedna koja u punoj duzini
ima molekulsku masu oko 110-115 kDa 1 dve kra¢e forme molekulske mase oko 60-70kDa
kojima nedostaje deo N-terminusa kompletnog proteina (Kingsley and Winoto, 1992).

Funkcija Sp3 proteina u regulaciji transkripcije gena je dvostruka. On moze

ostvarivati svoju funkciju i kao aktivator i kao represor, gde krace forme proteina uvek
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imaju represorsku funkciju (Kennett et al., 1997). Postoje 1 podaci koji ukazuju na njegovu
aktivatorsku funkciju (Li et al., 1994; Udvadia et al., 1995; Ihn and Trojanowska, 1997,
Zhao and Chang, 1997), ali 1 oni koji govore o njegovoj represorskoj aktivnosti (Sun et al.,
2002). Primeceno je da promotori koji poseduju pojedinacno vezivno mesto za Sp protein
mogu biti aktivirani Sp3 transkripcionim faktorom, dok oni koji imaju vise vezivnih mesta
najcesce nisu aktivirani ili veoma slabo reaguju na Sp3 (Birnbaum et al., 1995; Dennig et
al., 1996). Da li ¢e Sp3 biti aktivator ili represor zavisi 1 od ¢elijskog konteksta. Tako je
pokazano da se Sp3 u transfektovanim NT2-D1 ¢elijama ponasa kao aktivator, za razliku
od HeLa 1 insekatskih ¢éelija gde pokazuje represorsku aktivnost (Sjottem et al., 1996).
Smatra se da pored toga Sto ima aktivatorski domen, ovaj faktor svoju represorsku funkciju
ostvaruje zahvaljujuci represorskom domenu koji je pozicioniran neposredno ispred prvog
cinkanog-prstic¢a (Suske, 1999). Aminokiselinski triplet KKE, je apsolutno esencijalan za
ovu represorsku funkciju (Dennig et al., 1996). Mutacija ove tri amino kiseline u alanine
pretvara Sp3 u jak aktivator.

Regulacija ekspresije gena Sp familijom transkripcionih faktora Cesto zavisi od
relativnog odnosa u ekspresiji Sp proteina. Pokazano je da je u endotelijalnim ¢elijama nivo
Spl veéi u odnosu na nivo Sp3 i da povecana ekspresija Sp3 dovodi do smanjenja Spl-
posredovane KDR/flk-1 aktivnosti (Hata et al., 1998). Promene u Sp1/Sp3 odnosu su
primecene i kada se C2C12 miociti kultiviSu u hipoksi¢nim uslovima tokom kojih dolazi do
zna€ajnog smanjenja u nivou Sp3, dok Spl nivo ostaje nepromenjen. Tokom hipoksije
aktivirani su geni za piruvat kinazu M i b-enolazu, a autori ukazuju da je to omoguéeno
upravo uklanjanjem Sp3-transkripcionog represora (Discher et al., 1998).

Zbog svoje dvostruke funkcije Sp3 transkripcioni faktor moze biti target uzvodnih
signalnih puteva i na taj nacin ucestvovati u regulaciji ekspresije gena u uslovima kada je
¢elija izlozena dejstvu spoljnih signala, dok Spl moze biti odgovoran za konstitutivnu

ekspresiju ciljnih gena (Suske, 1999).
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1.1.3.2 ZBP-89 — (eng. zinc finger binding protein)

ZBP-89 je transkripcioni faktor molekulske mase od 89-kDa koji zajedno sa ZBP-
99, ¢ini ZBP familiju transkripcionih faktora. DNK vezuju¢i domen ovog proteina se
sastoji od Cetiri cinkana prsti¢a koji su, za razliku od C-terminalne pozicije kod Sp proteina,
smeSteni na N-terminusu (Law et al., 1999). Ovaj transkripcioni faktor poseduje
bifunkcionalni regulatorni domen S$to ukazuje da moZze ostvarivati aktivnost i kao
transkripcioni aktivator i kao represor. ZBP-89 je transkripcioni represor ekspresije gena za
vimentin (Zhang et al., 2003), ENA-78 (eng. epithelial neutrophil-activating peptide-78)
(Keates et al., 2001), gastrin (Bai et al., 2002), ODC (eng. ornithine decarboxylase) (Law et
al., 1998a), Pax7 (Salmon et al., 2009) i adrenodoksin kod goveda (Cheng et al., 2000). Za
drugu grupu gena funkcioniSe kao transkripcioni aktivator, a to su geni za T ¢elijske o 1 3
receptore (Wang et al., 1993), protein-tirozin kinazu specifi¢nu za limfocite (Yamada et al.,
2001), kolagen tip 1 (Hasegawa et al., 2000), alkalnu fosfatazu intestinuma (Malo et al.,
2006), receptor hormona rasta (Xu et al., 2006) ciklin zavisni kinazni inhibitor p21W”f ! (Bai
and Merchant, 2000; Bai and Merchant, 2007).

Svoju represorsku funkciju ZBP-89 najcesce ostvaruje kompeticijom za ista ili
preklapajuéa vezivna mesta sa Spl, Sp3, Sp4, WT1 (eng. Wilms tumor 1) i cKrox (eng.
collagen-Kriippel box) transkripcionim faktorima (Merchant et al., 1996; Moshier et al.,
1996; Hasegawa et al., 1997; Law et al., 1998b). Nesto drugaciji mehanizam represije je
uocen pri ispitivanju regulacije ekspresije gena za vimentin, gde je pokazano da ZBP-89
direktno interaguje sa Sp1 transkripcionim faktorom, iako su vezivna mesta ova dva faktora
medusobno udaljena 235 bp (Zhang et al., 2003). Na taj nac¢in onemogucena je interakcija
Sp1 sa transkripcionom masinerijom ¢ime je inhibirana transkripcija gena za vimentin. Za
razliku od represije, malo se zna o mehanizmima transkripcione aktivacije posredovane
ZBP-89 transkripcionim faktorom. Ovaj protein ima ulogu aktivatora u butiratom

indukovanoj aktivaciji transkripcije p21"*’

gena, gde ZBP-89 stupa u interakciju sa
koaktivatorom p300 S$to je praceno regrutovanjem Spl u transkripcioni kompleks (Bai and

Merchant, 2000). p300 je transkripcioni koaktivator koji poseduje histon acetiltransferazni
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domen, zahvaljuju¢i kome smanjuje afinitet vezivanja histonskih proteina za DNK i na taj
nacin omogucuje laksi pristup drugim transkripcionim faktorima (Ogryzko et al., 1996).
ZBP-89 je ukljucen u regulaciju mnogih ¢elijskih funkcija koje su u korelaciji i1 sa
razvojem kancera, kao Sto su rast, diferencijacija, transformacija, starenje (Zhang et al.,
2010). Pokazano je da je nivo ZBP-89 proteina povecan u nekim tumorskim tkivima i
¢elijskim linijama, ukljucujuci kancer Zeludca (Taniuchi et al., 1997), kolonorektalni kancer
(Moran et al., 2005), kancer dojke (Serova et al., 2006), melanom (Strasberg Rieber et al.,
2001). U ¢elijama kancera kod ¢oveka ZBP-89 efikasno indukuje apoptozu preko p53-
zavisnog, ali 1 p53-nezavisnog mehanizma (Zhang et al., 2010). Takode, povecava efekat
nekih anti-kancer lekova, pa je razmatran kao potencijalni target u anticancer terapiji

(Zhang et al., 2010).

1.1.3.3 NF-Y — (eng. nuclear factor Y)

NF-Y predstavlja Siroko zastupljeni heterotrimerni transkripcioni faktor koji se
sastoji od subjedinica NF-YA, NF-YB i NF-YC (Mantovani, 1998). Ovaj transkripcioni
faktor prepoznaje CCAAT boks, sveprisutni element u promotoru eukariota koga
prepoznaju 1 drugi transkripcioni faktori kao S§to su NF-1 (nuclear factor 1), ¢/EBP
(enhancer binding protein), MSY (Y-box protein) (Mantovani, 1998). U najveéem broju
promotora eukariota, CCAAT boks koga prepoznaje NF-Y smesten je 60-100 nukleotida
uzvodno od starta transkripcije. Interesantno je, medutim, da se oko 40% vezivnih mesta za
NF-Y ne nalazi u okviru osnovnog promotora, ve¢ u intronima ili udaljenim 3' ili 5'
regionima gena (Testa et al.,, 2005). Subjedinica NF-YA je odgovorna za specifi¢no
prepoznavanje i vezivanje za DNK, ali se ova subjedinica ne vezuje pojedina¢no za DNK
molekul, ve¢ tek nakon formirnja heterotrimernog kompleksa sa preostale dve subjedinice
(Kim et al., 1996).

NF-Y pripada grupi malobrojnih proteina, medu kojima su 1 SOX proteini, koji se
vezuju za manji zljeb DNK (Ronchi et al., 1995). Funkcija NF-Y proteina je viSestruka.
Uopsteno, on promovise i stabiliSe vezivanje drugih transkripcionih faktora za susedne

DNK-vezujuée elemente, privlaci ko-aktivatore Sto dovodi do pojaCavanja transkripcije
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gena (Ronchi et al., 1995; Bellorini et al., 1997; Frontini et al., 2002). Kao i vecina
transkripcionih faktora, NF-Y moze imati ulogu aktivatora transkripcije (Reed et al., 1995;
Zhu et al., 2003), ili represora (Gowri et al., 2003), dok kod nekih gena NF-Y ima
bifunkcionalnu ulogu, i aktivatora i represora (Bernadt et al., 2005). Pokazano je da NF-Y
reguliSe transkripciju ciljnih gena u kooperaciji sa transkripcionim faktorima kao $to su Sp1
(Roder et al., 1997; Roder et al., 1999), GATA (Huang et al., 2004) i SREBP (Jump et al.,
2001). Takode, pokazano je da je vezivanje ovog transkripcionog faktora u promotorima

gena precizno regulisano tokom rasta i diferencijacije (Testa et al., 2005).

1.1.3.4 EGR1 — (eng. early growth response protein 1)

EGR1 transkripcioni faktor pripada grupi gena ,,ranog odgovora®, koji su vrlo brzo,
tranzijentno eksprimirani pod dejstvom razli¢itih vancelijskih stimulusa, ukljuc¢ujuéi faktore
rasta, citokine, stimuluse izazvane povredama tkiva itd. (Gashler and Sukhatme, 1995;
Kaufmann and Thiel, 2001). Istu familiju ¢ine 1 njemu srodni transkripcioni faktori EGR2, -
3 1 -4. Vezivanje za DNK ovaj transkripcioni faktor ostvaruje preko tri cinkana prsti¢a koji
se nalaze C-terminalno u proteinu i pretezno se vezuje za GC-bogate promotorske sekvence
(Gashler and Sukhatme, 1995).

Jednom vezan za DNK, svoju funkciju moZe ostvariti i kao aktivator i kao represor.
Strukturna analiza je pokazala da EGR1 ima jak transaktivacioni domen na N-terminusu
(Gashler and Sukhatme, 1995). Ko-aktivatori kao $to su CBP i p300 znacajno povecavaju
njegovu transaktivacionu funkciju (Silverman et al., 1998). Inhibitorni domen EGRI1
proteina se sastoji od 34 amino kiseline pozicionirane N-terminalno od DNK vezivnog
domena (Gashler et al., 1993). Otkrivena su dva represorska proteina NAB1 i NAB2
(,,nerve growth factor-induced) koji blokiraju EGR1 aktivnost direktnom interakcijom sa
ovim proteinom (Russo et al., 1995).

EGR1 prepoznaje ista ili slicna vezivna mesta kao 1 transkripcioni faktori Sp1/3 i
WT1 (Wilms tumor suppressor) (Silverman and Collins, 1999). Mnogi promotori sadrze
preklapaju¢a mesta za ove transkripcione faktore, a in vitro studije sa rekombinantnim

proteinima pokazuju da ovi transkripcioni faktori kompetiraju za ista vezivna mesta i mogu
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da zamene jedan drugog u mnogim promotorima (Liu et al., 1998; Silverman and Collins,
1999).

Poznato je da se EGR1 eksprimira u razli¢itim tipovima ¢elijama, a od posebnog
znacaja za rezultate prikazane u ovoj tezi je ¢injenica da je eksprimiran u endotelijalnim
¢elijama. Mnogi spoljasnji stimulusi, odgovorni za razvoj vaskularnih bolesti, kao $to su
mehanicke povrede, hipoksija, angiotenzin II, fibroblastni faktor rasta, mogu da dovedu do
indukcije EGR1 (Khachigian et al., 1996; Khachigian and Collins, 1997). Posle aktivacije
vaskularnih ¢elija, ekspresija EGR1 dovodi do regulacije transkripcije razli¢itih gena koji
su ukljuceni u genezu vaskularnih bolesti. Neki od tih gena su PDGFA (eng. platelet
derived growth factor A) (Khachigian et al., 1995), FGF2 (eng. fibroblast growth factor)
(Biesiada et al., 1996), apolipoprotein Al (Kilbourne et al., 1995), TNFa (eng. tumor
necrosis factor a) (Yao et al., 1997), tkivni faktor-TF (Cui et al., 1996), interleukin 2
(Skerka et al., 1995), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) (Maltzman et al., 1996),

trombospondin (Shingu and Bornstein, 1994). Svi ovi geni imaju jedno ili, ¢eS¢e, vise
vezivnih mesta za EGR1 u svojim promotorima.

Konac¢no, postoje studije koje govore o vaznoj ulozi EGR1 transkripcionog faktora
u proliferaciji endotelijalnih c¢elija, neovaskularizaciji, tumorskoj angiogenezi 1 rastu
tumora (Fahmy et al., 2003). Zbog svega navedenog i ovaj protein je identifikovan kao
potencijalni terapeutski target u leCenu bolesti koje mogu biti povezane sa poremecajem u

regulaciji angiogeneze.

1.2 SOX/Sox geni

Prvi otkriveni gen iz familije Sox gena bio je Sry (akronim od ,.sex-determining
region on the Y chromosome”) gen, identifikovan i okarakterisan 1990. godine (Gubbay et
al., 1990; Sinclair et al., 1990). Njegovim otkricem okoncana je potraga za genom
odgovornim za determinaciju muskog pola koji je lociran na Y hromozomu. SRY pripada
superfamiliji proteina koji poseduju HMG domen. Medu njima postoje proteini sa vise
HMG domena koji ostvaruju interakciju sa DNK nezavisno od sekvence i oni koji imaju

jedan HMG domen koji se spesificno vezuje za DNK sekvencu (Soullier et al., 1999;
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Wegner, 1999). SRY pripada ovoj drugoj grupi. Ostali ¢lanovi Sox/SOX genske familije
otkriveni su na osnovu homologije sa Sry genom u okviru HMG boks domena i na osnovu
ove karakteristike nastao je akronim Sox (Sry-related HMG box) (Gubbay et al., 1990;
Denny et al., 1992). Brojevi su Sox genima dodeljivani na osnovu redosleda otkrivanja.

Na osnovu poredenja proteinskih sekvenci unutar i van HMG boks domena, Sox
geni su svrstani u 10 grupa (A-J), pri ¢emu je grupa B podeljena na podgrupe B1 i B2, pri
tome grupe I i J obuhvataju pojeinac¢ne ¢lanove koji nemaju ortologe medu Sox genima
kicmenjaka (I- Xenopus laevis Sox31; J- Caenorhabditis elegans SoxJ) (Bowles et al.,
2000). SOX proteini u okviru iste grupe pokazuju visok nivo homologije (70-90%) kako u
okviru HMG boks domena tako i van njega, dok proteini iz razliCitih grupa pokazuju
homologiju samo u okviru HMG boks domena (>46%). Vecina Sox gena ima 1-3 egzona 1
jednu varijantu primarnog RNK transkripta, dok Sox geni grupa D i H sadrze viSe egzona
koji mogu dati primarne transkripte razlicitih duzina i izmenjenih karakteristika (Wunderle
et al., 1996; Hiraoka et al., 1998; Lefebvre et al., 1998; Osaki et al., 1999). SOX/Sox geni
grupe A, B, C 1 G ne poseduju introne. Osim SOX3 gena, koji je smeSten na X hromozomu
1 SRY-a koji se nalazi na Y hromozomu, svi ostali SOX geni mapiraju na autozomima i nisu
grupisani, ve¢ su razbacani po genomu. Ovakva genomska organizacija ukazuje na moguéu
ranu divergenciju subfamilije HMG proteina tokom evolucije (Pevny and Lovell-Badge,
1997). Predpostavlja se da je predacki HMG boks mogao imati introne koje i danas imaju
neki Sox geni, ali su se ti introni tokom evolucije izgubili (Pevny and Lovell-Badge, 1997).

Prvobitno je vladalo misljenje da su Sox geni karakteristicni samo za viSecelijske
organizme (Metazoa). Medutim, analizom genomske sekvence jednocelijskog organizma
Monosiga brevicollis (Protozoa, red Choanoflagellata) otkrivene su dve Sox genima sli¢ne
sekvence cije predvidene HMG domene odlikuje 49 — 50% identi¢nosti u aminokiselinskoj
sekvenci sa HMG domenima Sry/SRY gena misa i ¢oveka (King et al., 2008). Uzimajuci u
obzir da su ovi jednocelijski organizmi najblizi srodnici viSecelijskih organizama,
pretpostavlja se da je pojava predackog Sox gena prethodila pojavi Metazoa (Guth and
Wegner, 2008). Kod visecelijskih organizama Sox geni su detektovani ve¢ kod sundera, gde
je kod tri razli¢ite vrste sundera detektovano od 3 do 4 gena (Jager et al., 2006; Larroux et

al., 2008). Ovi Sox geni pripadaju SoxB ili SoxF grupi, a nekiod ¢lanova ove familije se ne
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mogu svrstati ni u jednu od postojecih grupa. Kod dupljara je broj identifikovanih Sox gena
mnogo veci 1, u zavisnosti od vrsta, kre¢e se od 10 do 14 (Jager et al., 2006). Sox geni
dupljara mogu biti svrstani u tri grupe: SoxB, SoxF 1 SoxE, ali i ovde postoje geni koji se
ne mogu klasifikovati na osnovu postojee podele. Ovi podaci ukazuju da se prva
ekspanzija Sox gena odigrala kod prvih Metazoa, pre divergencije sundera i dupljara, i da
su SoxB, SoxF i1 SoxE grupe filogenetski veoma stare (Guth and Wegner, 2008). S obzirom
da su ovi organizmi vrlo jednostavne grade, bez kompleksnih tkiva i bilateralne simetrije,
verovatno Sox geni kod njih obavljaju neke osnovne funkcije vezane za visecelijsku
organizaciju, $to se veoma razlikuje od slozenih funkcija koje ovi geni obavljaju kod
ki¢menjaka. SoxC 1 SoxD grupa gena se pojavljuju kod organizama sa bilateralnom
simetrijom, gde se moZze primetiti drasti¢na razlika u broju Sox gena izmedu protostomija i
deuterostomija.

Insekti (Drosophila melanogaster) 1 nematode (Caenorhabditis elegans) poseduju
po osam, odnosno pet Sox gena, a svi ovi geni imaju odgovarajuce ortologe u pomenutim
grupama Sox gena kicmenjaka (Bowles et al., 2000). Pretpostavlja se da je tokom evolucije
ki¢menjaka veoma rano doslo do duplikacije originalnog seta Sox gena dva puta, a zatim 1
do njihove divergencije (Hokamp et al., 2003). Neki od dupliranih gena su podelili
postojece funkcije koju je prvobitni gen obavljao pre duplikacije, dok su neke kopije stekle
nove funkcije tokom evolucije (subfunkcionalizacija i neofunkcionalizacija gena) (Lynch
and Force, 2000) Tokom procesa subfunkcionalizacije i neofunkcionalizacije gena postoji
period kada su obe kopije gena eksprimirane deleci iste funkcije. Time se mogu objasniti
slicne funkcije razliCitih ¢lanova iste grupe Sox gena, gde jedan Clan grupe moze zameniti
drugog u obavljanju neke funkcije.

Na Tabeli 2, prikazano je 8 grupa Sox gena (A-H) koje su su prisutne kod misa i

coveka.
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Tabela 2. Klasifikacija Sox gena misa i coveka, sa oznakom grupe, pozicijom na hromozomu kod misa i

coveka (lokus) i strukturnom organizacijom gena. Na shemi organizacije gena blokovi oznacavaju

funkcionalne domene: crni-HMG boks domen, uzduzne pruge-transaktivacioni domen, popre¢ne pruge-

transrepresorski domen, dijagonalne pruge-dimerizacioni domen. Tabela je preuzeta (Lefebvre et al., 2007).

LOKUS
GRUPA | GEN uiE EOVEK SHEMATSK] PRIKAZ GENA REFERENCE
: Gubbdayelal, 1952
A | S b YPHI  Swm e Oubin ot o, 1965
. Coligron et al, 1998
1 | Sort | 8AtA2  13qss | [CTIIINIID il
2 | 3m2e  3q26.3q2r | (NI Colgron ot o, 1998
Sox 3q26.3-q2 T4 18 19 Kamachiotel, 1900
Soxs XAT3B Xq26.3 T 1@ 38 Coligron ol al, 1996
, 2000
B2 | Soxi4 9E33 3q22.q23 e o Hargrave et 8l
Uchikowa ot al, 1999
Sox21 ues 13 | =5
(I de Weedng et al.,
c Soxd 13A3-A5 6p22.3 R — o \1.9;) wring
Kuhibrodt ot &, 1008
Soxit A 2p26 Y41 123 )
B — Sy
sox12 | 263 20p1s | L
Dennyetsl, 1992
0 | Sox5 6G3 129121 | e e T Leiobwo et al, 1998
Lelebwro elal, 1998
L-Sonb 6G3 1 158 240 Wd 400 69 ST (3] Hiroaka et ol.. 1998
[ A | | | 1 Lelebwe el al, 1998
Sox6 TF1 11p15.3 Takamatsuetal 1995
1 TINE] W7 515 67 e nr e
Sox13 1E4 1q32 |I_u~o % 26 415 gs Kdostal. 1090
T — Setogen ki, 2000
E | Sox8 1743 16ptor-p133 | | = L
Sudboeck el al, 1996
Soxd 11E2  17q24.3q25.1 | 163100183 o6 07 Wiight ot ol 1995
Puschalal, 1998
Sox10 15E1 22q13 181101 180 2M a0 Kubibrodt ot ol 1998
Taniguchi otal, 1999
F Sox? 14C3 Bp22 TG 30 Takashetal, 2001
Sox17 1A1 8q11.23 ,[—_—-—-_-—;,umm“ ey T Kanai of al. 1996
Dunnetal, 1995
Sox18 2H4 20q13.33 1 168 245 278 M5 468 Hosking el ol , 2001
G | sox1s | 1183  17p13 T4 s M s i
| TIIIIIIIED Osals of ol 1999
H Sox30 11811 5q33 [ T 365 4% T2
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1.2.1 Osnovne karakteristike SOX protein

Kao s§to smo ve¢ napomenuli, SOX proteini se vezuju specifiéno za DNK sekvencu
pomo¢u HMG domena i ostvaruju svoju funkciju kao transkripcioni faktori. Pored svoje
uloge u vezivanju za DNK, HMG domen ucestvuje u konformacionim promenama DNK,
interakcijama sa drugim proteinima i transportu proteina unutar i van jedra (Lefebvre et al.,
2007). Ovaj domen je visoko konzerviran kod SOX proteina iste grupe, a proteini razli¢itih
grupa pokazuju oko 50% homologije u okviru domena. Pretpostavlja se da je evolucija
ovog domena iSla u pravcu ostvarivanja jedinstvenih funkcija SOX proteina pojedinih
grupa. Domeni SOX proteina izvan HMG boks domena visoko su evolutivno ocuvani kod
ortologa 1 ¢lanova iste grupe, a potpuno razli¢iti kod pripadnika razli¢itih grupa (Lefebvre
et al., 2007). Ovi domeni ukljucuju transaktivacione, transrepresorske i domene odgovorne
za dimerizaciju proteina (Lefebvre et al., 2007).

Svi SOX proteini prepoznaju veoma slicnu heksamernu DNK sekvencu
A/TA/TCAAA/TG. Naravno, 1 okolna sekvenca uti¢e na afinitet vezivanja, a konsenzusni
nukleotidni sastav okolne sekvence za razlicite SOX proteine varira (Mertin et al., 1999).
Afinitet za odredene nukleotide direktno zavisi od strukture HMG boks domena, §to SOX
proteinima iz iste grupe obezbeduje regulisanje ekspresije istih ciljnih gena, dok proteini iz
drugih grupa mogu da kompetiraju za ista mesta ili da preko izmenjenih sekvenci regulisu
druge ciljne gene (Lefebvre et al., 1998). Vazno je naglasiti da je otkriveno vise slucajeva u
kojima se SOX proteini vezuju za sekvence DNK koje samo delimi¢no odgovaraju
konsenzusnoj sekvenci identifikovanoj u in vitro eksperimentima (Mertin et al., 1999).
Sekvence slicne konsenzusnoj veoma su zastupljene u genomu, pa je jasno da specifi¢nost
DNK sekvence nije jedini kriterijum za vezivanje SOX proteina u regulatornim regionima
ciljnih gena in vivo. Konformacija DNK u regionima gde se nalaze nekonsenzusne
sekvence moze da bude jedan od kriterijuma po kojima SOX proteini vrSe selekciju mesta
za vezivanje.

SOX proteini se vezuju za manji zljeb DNK 1 izazivaju savijanje DNK zavojnice,
pri ¢emu ugao savijanja moze da varira izmedu 30° 1 110° (Weiss, 2001). Ovakav raspon

savijanja obezbeden je fleksibilnom strukturom HMG boks domena koja postaje rigidna
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prilikom vezivanja za DNK, izazivajuci savijanje zavojnice. Istovremeno, interakcija sa
DNK obezbeduje kompletno savijanje proteina i zauzimanje tercijarne strukture. S obzirom
da se SOX proteini vezuju za manji Zljeb DNK, steri¢ki je omoguceno njihovo vezivanje u
neposrednoj blizini drugih transkripcionih faktora, koji se vezuju za veéi Zljeb
DNK(Wegner, 1999). Postavljena je hipoteza da SOX proteini organizuju hromatin i
omogucavaju vezivanje drugih transkripcionih faktora i formiranje aktivnih transkripcionih

kompleksa (enhensozoma) (Wegner, 1999).

1.2.2 Interakcije SOX proteina sa drugim transkripcionim faktorima

Uzimajuéi u obzir da svi SOX proteini prepoznaju i vezuju se za slicnu DNK
sekvencu, da se eksprimiraju u razli¢itim tkivama i da isti ¢elijski tip ko-eksprimira vise
SOX proteina, postavlja se pitanje kako svaki SOX protein prepoznaje svoj specificni target
gen? Pretpostavlja se da svaki SOX protein ineraguje sa svojim partnerskim proteinima i na
taj nacin ostvaruje tkivno specificnu regulaciju genske ekspresije (Kamachi et al., 2000).
Literaturni podaci govore da SOX proteini formiraju multi-proteinske komplekse na
promotorkim ili enhenserskim sekvencama i da ti kompleksi odreduju funkcionalnu
specificnost SOX proteina u razlicitim ¢elijama (Wilson and Koopman, 2002).

SOX proteini interaguju sa drugim transkripcionim faktorima, adapterskim
proteinima 1 faktorima odgovornim za transport u nukleus (Slika 4). Najveéi broj
interakcija sa drugim proteinima se ostvaruje preko HMG domena. Preko DNK vezujuéeg
domena interakciju sa svojim partnerskim proteinima ostvaruju SOX2, SOX9, SOX10,
SOX18, SRY (Tabele 3). Takode, neki ostvaruju interakciju i preko C-terminalnog domena
ili domena ,,namotani kalem* (eng. coiled-coil) (Tabela 3).

Transkripcioni faktori koji interaguju sa SOX proteinima pripadaju razlicitim
familijama 1 mogu aktivirati ili reprimirati transkripciju sa ciljnih promotora. Pokazano je
da SOX2 interaguje sa PAX6 transkripcionim faktorom i aktivira transkripciju d-kristalina,
gena koji se eksprimira u socivu oka (Kamachi et al., 2001). Takode, pokazano je da SOX2
1 SOX3 interaguju sa transkripcionim faktorima Oct3/4, tokom regulacije Fgf4, UTF1 1
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osteopontin gena tokom rane embriogeneze (Yuan et al.,, 1995; Botquin et al., 1998;

Nishimoto et al., 1999; Kamachi et al., 2000).

A) DNK vezujuéi proteini

transkripcioni
faktor
p—— stabilise DNK
vezivanje
SOX .
aktivira ili reprimira
transkripciju
B) Adapterski proteini
J reguliSe SOX
aktivnost
sox  PPZ ofaktor] —
protein .
formira
multiproteinske
komplekse

C) Proteini za transport u nukleus

importin

SOX \l

transport u nukleus

Slika 4. Tri razlicita tipa interakcije SOX-protein. Partneri SOX proteina mogu biti podeljeni u tri grupe: A)
DNK-vezujuéi proteini - uéestvuju u regulaciji genske ekspresije. B) Adapterski proteini, - obezbeduju vezu
SOX proteina sa drugim proteinima. C) Importini-neophodni za transport SOX proteina u nukleus. Shema je

preuzeta (Wilson and Koopman, 2002).

Sa druge strane, SOX proteini mogu da regrutuju i transkripcione represore. Npr.Na
primer, Fgf3 ekspresija je reprimirana kooperativnim dejstvom SOX6 1 CtBP2 proteina
(Murakami et al., 2001) Poslednjih godina otkriveno je jo§ SOX partnera, ukljucujuci
MEF2C koji interaguje sa SOX18 proteinom, Sp1/3 koji interaguju sa SOX10, androgeni
receptor koji interaguje sa SRY proteinom(Yuan et al., 2001).
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U tabeli 3. su prikazani do sada otkriveni partneri SOX proteina, domeni SOX

proteina preko kojih je omogucena interakcija sa partnerskim proteinima, kao i ciljni geni

¢ija je ekspresija regulisana i1 celijski tipovi, odnosno tkiva, u kojima su ostvarene

interakcije.

Tabela 3. SOX proteini i njihovi partneri. Tabela je preuzeta (Wilson and Koopman, 2002).

SOX2

SOX2
SOX4
SOXS

SOX6

XSOX17a/B
SOX9

SOX9

SOX10

SOX10

SOX10

SOX11

SOX18

Oct3/4

Pax6
Syntenin
SOX6

CtBP1

B-catenin

SF1

HSP70

Pax3

EGR2/Krox-20

Spl/3

Brnl

Mef2¢

HMG domen

HMG domen
Nije odreden
“coiled-coil”
domen

ak 383-388

C-terminus

HMG domen

C terminalne ak
236-330
Nije odreden

Nije odreden

HMG domen

Nije odreden

HMG domen

fof4, UTF1I,

hoxbl,

osteopontin

kristalin

nepoznat

col241

fef-3

nepoznat

AMH

nepoznat

c-ret

Koneksin 32

Sub.
nikotin.receptora

nepoznat

nepoznat

Embrion pre
implantacije,

zadnji mozak

soCivo

B celije
hondrocite
Opticke
vezikule

Endoderm

Sertolijeve
celije

Razlicita tkiva

Neuralna resta

Glijalne ¢elije

PNS

Glijalne celije

Endotel

Yuan H, 1995;
Botquin V, 1998;
Nishimoto M,
1999;

Di Rocco G, 2001.
Kamachi Y 2001
Geijsen N, 2001

Lefebvre V, 1998

Murakami A,
2001

Zorn A, 1999
de Santa Barbara

P, 1998
Marshall O, 2001

Lang D, 2000,.
Kuhlbrodt K,
1998,

Bondurand N
2001

Melnikova I, 2000

Kuhlbrodt K,
1998

Hosking BM 2001
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SRY Androgen HMG domen nepoznat Sertolijeve Yuan X, 2001
receptor ¢elije
SRY SIP1 C-terminus nepoznat Sertolijeve Poulat F, 1997
¢elije
SRY Importin-§ HMG domen nepoznat Sertolijeve Forwood J, 2001
celije
SRY Calmodulin HMG domen nepoznat Sertolijeve Harley VR, 996
celije

1.2.3 SOX proteini — transkripcioni aktivatori i represori

SOX proteini koji pripadaju grupama B1, C, E i F, koji ¢ine 12 od ukupno dvadeset
SOX proteina ¢oveka i miSa, poseduju potentan transaktivacioni domen na svom C-
terminusu. Ovaj domen SOX2 i SOX9 proteina fizicki interaguje sa transkripcionim
koaktivatorima CBP/p300 i na taj nacin ovi proteini stupaju u kontakt sa komponentama
transkripcione masinerije (Nowling et al., 2003; Tsuda et al., 2003).

U tumacenju mehanizama transaktivacije i transrepresije od posebnog interesa je B
grupa Sox gena koja je evoluirala u dve podgrupe: Bl koju ¢ine transkripcioni aktivatori
SOX1, SOX2 1 SOX3 1 B2 koja obuhvata transkripcione represore SOX14 i
SOX21(Uchikawa et al., 1999). Pet SOX proteina B grupe pokazuju visoku homologiju u
okviru HMG boks domena i preklapajuci profil ekspresije. Represori B2 podgrupe in vivo
reprimiraju aktivnost Sox gena podgrupe B1 (Uchikawa et al., 1999). Domen odgovoran za
represiju nalazi se van HMG boks-a, na C-terminusu, $to ukazuje da ovi proteini deluju, ne
samo kao kompetitori SOXBI proteina za vezivanje za DNK, ve¢ i direktnim interakcijama
preko C-terminalnog domena (Uchikawa et al., 1999).

SOX15, jedini ¢lan G grupe SOX proteina, ostvaruje svoju represorsku funkciju,
takode preko domena lokalizovanog na C-terminusu (Beranger et al., 2000). Zanimljivo je
da SOX proteini D grupe (SOXS, 6 1 13) mogu regulisati transkripciju 1 kao koaktivatori i
kao represori. SOX proteini ove grupe u sadejstvu sa SOX9 kooperativno aktiviraju
specifi¢ne gene ukljuc¢ene u proces hondrogeneze, iako nemaju transaktivacioni domen, niti

direktno reaguju sa SOX9 (Lefebvre et al., 1998). Ovakav mehanizam aktivacije moze se
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objasniti njihovom ulogom arhitektonskih faktora ili/i interakcijama sa drugim proteinima.
Mehanizmi preko kojih ovi proteini ostvaruju represiju, potpuno su drugaciji i veoma
raznovrsni. U Celijama uSnog mehura, SOX6 reaguje sa transkripcionim korepresorom
CtBP2 preko kratkog motiva PLNLSS koji se nalazi van HMG boks domena (Lefebvre et
al., 2007), dok u beta ¢elijama pankreasa interaguju sa Pdx1 proteinim preko HMG boks
domena. U oligodendrocitima SOX5 1 SOX6 kompetiraju sa SOX proteinima E grupe
(SOX8, 9 1 10) za vezivanje za DNK (Stolt et al., 2006). SOX13 vrsi represiju gena

specificnih za T limfocite direktnim vezivanjem za DNK i istiskivanjem TCF1 proteina, ali

domen odgovoran za ovu aktivnost jo§ uvek nije identifikovan (Melichar et al., 2007).

1.3 Funkcija SOX proteina

Transkripcioni faktori SOX proteinske familije reguliSu razli¢ite procese tokom
razviéa, a takode, kontrolisSu homeostazu u adultnim tkivima. Funkcija SOX proteina moze
biti prilagodena odredenoj fazi razvoja ili odredenom ¢elijskom kontekstu (Wegner, 2010).
Ima dosta podataka o istovremenoj ekspresiji razli¢itih SOX protein u odredenom tkivu,
gde oni ostvaruju redudantnu, sinergisticku ili antagonisti¢ku funkciju.

Posle otkri¢a da je SRY odgovoran za determinaciju muskog pola, zajedno sa SOX9
(Koopman, 2005)i za druge SOX proteine otkrivena je funkcija tokom razvi¢a i u razli¢itim
fizioloskim procesima u adultnom organizmu. Danas se zna da SOX proteini ucestvuju u
neurogenezi, razvicu skeleta, hematopoezi, razvi¢u dlake, kardiogenezi, angiogenezi
(Tabela 4). Takode, treba napomenuti da je SOX2 protein neophodan za odrzavanje
pluripotentnosti embrionalnih mati¢nih celija (Avilion et al., 2003). Pokazano je da SOX2,
zajedno sa Oct3/4, c-Myc i Klf4, moze da reprogramira adultne i embrionalne fibroblaste u
pravcu pluripotentne mati¢ne celije (Takahashi and Yamanaka, 2006). Zato Sox2 i
oznacavaju kao glavni gen “matic¢nosti” ¢elija.

S obzirom na veliki broj funkcija Sox gena, pregled funkcija ove genske familije

kod misa dat je u Tabeli 4.
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Tabela 4. Pregled funkcija Sox gena miSa. Preuzeta tabela (Lefebvre et al., 2007).

A

Bl

B2

Sry

Sox1

Sox2

Sox3

Sox14

Sox21

Sox4

Sox11

Sox12
Sox5

Sox6

Sox13

Determinacija pola (Polanco and Koopman, 2007)

Regulacija dopaminergicnih neurona nigrostriatalnog sistema (Dewing et al.,
Razvice oka (Kondoh et al., 2004)

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

Odrzavanje pluripotentnosti embrionalnih mati¢nih éelija (Avilion et al., 2003)
Neurogeneza (Pevny and Placzek, 2005; Wegner and Stolt, 2005)

Razvi¢e oka (Kamachi et al., 1998; Kondoh et al., 2004)

Razvice hipofize (Kelberman et al. 2006)

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

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

Razvi¢e hipofize (Rizzoti et al., 2004)

Razviée gonada (Weiss et al., 2003)

Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

Neurogeneza (Sandberg et al., 2005)

Kardiogeneza (Schilham et al., 1996)
Limfopoeza (Schilham et al., 1997)
Razvice pankreasa (Wilson et al., 2005)

Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)
Kardiogeneza (Sock et al., 2004)

Razvice oka, pluca, pankreasa, skeleta i slezine (Sock et al., 2004)

Neurogeneza (Bergsland et al., 2006)
Nepoznata
Razvice skeleta (Smits et al., 2001)

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

Gliogeneza (Stolt et al., 2006)
Provodljivost sr¢anog misSi¢a (Hagiwara et al., 2000)

Razvice skeleta (Smits et al., 2001)

Gliogeneza (Stolt et al., 2006)

Eritropoeza (Dumitriu et al., 2006; Yi et al., 2006)
Limfopoeza (Melichar et al., 2007)
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Sox8

Sox9
E

Sox10

Sox7

Sox17
F

Sox18
G Sox15
H Sox30

Gliogeneza (Stolt et al., 2004 and 2005)
Razviée testisa (Chaboissier et al., 2004)
Osteogeneza (Schmidt et al., 2005)

Formiranje nervne kreste (Maka et al., 2005; O'Donnell et al., 2006)
Determinacija pola (Barrionuevo et al., 2006a; Kobayashi et al., 2005)

Hondrogeneza (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002)
Razviée nervne kreste (Cheung et al., 2005)

Gliogeneza (Stolt et al., 2003; Wegner and Stolt, 2005)
Odrzavanje celija notohorda (Barrionuevo et al., 2006)
Kardiogeneza (Akiyama et al., 2004)

Formiranje unutrasnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)

Formiranje folikula dlake (Vidal et al., 2005)
Razvice nervne kreste (Wegner and Stolt, 2005; Kelsh et al., 2006)

Formiranje unutrasnjeg uha (Taylor and LaBonne, 2005)

Kardiogeneza (Zhang et al., 2005)

Formiranje endoderma ( Kanai-Azuma et al., 2002)
Angiogeneza (Matsui et al., 2006)

Kardiogeneza (Pennisi et al., 2000; Zhang et al., 2005)
Angiogeneza (Downes & Koopman, 2001; Matsui et al., 2006)

Razvice folikula dlake (Pennisi et al., 2000)
Regeneracija skeletne muskulature (Lee et al., 2004; Meeson et al., 2007)

nepoznata

1.4 SoxF/SOXF grupa

SoxF/SOXF grupa kojoj pripadaju Sox7/SOX7, Sox17/SOX17 1 Sox18/SO0X18 geni,

kodira transkripcione faktore koji imaju znacajnu ulogu u kardiovaskularnom razvicu.

SOXF transkripcioni faktori odreduju sudbinu endotelijalnih ¢elija i upravljaju celijskom

diferencijacijom u pravcu razvi¢a srca, krvnih i limfnih sudova (Francois et al., 2010).

Njihova uloga je visoko ocuvana tokom evolucije, a funkcija fino koordinisana pomocu

specificnih kofaktora 1 parterskih proteina. S obzirom na njihovu vaznu ulogu u

kardiogenezi, vaskularogenezi i limfogenezi, mutacije u SOXF genima ucestvuju u

etiologiji humanih vaskularnih bolesti. mutacije u SOXI8 genu su povezane sa
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poremecajem limfnog sistema koji dovodi do gastroenteropatija (Hokari et al., 2008).
Zatim, dominantna i recesivna forma mutacija u SOXI8§ genu lezi u osnovi naslednog
sindroma oznacenog kao Hypotrichosis—Lymphedema—Telangiectasia ili skraceno HLT
sindrom (Irrthum et al., 2003).

Takode, SOX17 je identifikovan kao potencijalni kadidat odgovoran za razvoj
primarnog limfedema kog Coveka (Ferrell et al., 2008). Medutim, molekularni mehanizmi
kojima SOXF protein ucestvuju u etiologiji 1 patofiziologiji navedenih oboljenja nisu jo§

uvek u potpunosti okarakterisani.

1.4.1 Molekularna funkcija SOXF proteina

Kao i ostali SOX proteini, SOXF transkripcioni faktori prepoznaju i vezuju se za
heptamernu konsenzus DNK sekvencu Al CAAMN G (Hosking et al., 1995; Niimi et al.,
2004). SOXF proteini aktiviraju transkripciju ciljnih gena pomocu trans-aktivacionog
domena koji se nalazi C-terminalno u odnosu na HMG boks domen (Hosking et al., 1995).
Kratki aminokiselinski motiv DXXEFD/EQYL koji posreduje u interakciji sa B-kateninom,
ocuvan je kod svih ¢lanova SOXF grupe (Sinner et al., 2004).

Interakcija sa partnerskim proteinima je glavni mehanizam koji modulise
transkripcionu aktivnost SOXF transkripcionih faktora. MEF2C (,,myocyte enhancer
factor-2”) direktno interaguje sa HMG boksom SOXI18 proteina in vitro (Hosking et al.,
2001). Ova dva transkripciona faktora su koeksprimirana u endotelijalnim ¢elijama tokom
embrionalnog razvi¢a misa (Lin et al., 1998; Pennisi et al., 2000b), a in vitro sinergisticki
aktiviraju transkripciju u luciferaznom eseju (Hosking et al., 2001). Ciljana delecija Mef2C
gena kod miSa dovodi do ozbiljnih poremecaja u vaskularnom razvi¢u, a homozigoti umiru
tokom embrionalnog razvi¢a (Lin et al., 1998). Za miSeve sa mutacijama u Sox/§ genu je
takode pokazano da imaju problema u vaskularnom razvi¢u (Pennisi et al., 2000b). Ovi
podaci ukazuju da ova dva transkripciona faktora kooperativno kontroliSu morfogenezu

krvnih sudova.
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1.4.2 SOXF u razviéu srca, krvnih i limfnih sudova

Detaljna analiza SOXF ekspresije tokom rane organogeneze otkriva da su Sox7 i
Sox18 eksprimirani u perikardialnom regionu 8,25 dpc (eng. days post-coitum), odnosno
8,5 dpc u sré¢anoj cevi, dok Sox!7 transkripti nisu primeéeni (Sakamoto et al., 2007). Kod
zabe, xSox7 je maternalno eksprimiran i detektovan je tokom razvi¢a u perikardialnom
region (Fawcett SR, Gene Expr Patterns 2004;4:29-33), a takode 1 xSox18f3 (Hasegawa M, Gene
2002;290:163-72.). Ciljana mutageneza Sox/7 kod miSeva 1 RNK interferencija u
diferenciraju¢im embrionalnim ¢elijama dovode do blokiranja miogeneze sprecavanjem

signala koji vode ka specifikaciji srca u primitivnom mezodermu (Liu Y, Proc Natl Acad Sci
USA 2007;104:3859—64.; Sakamoto Y, Biochem Biophys Res Commun 2007;360:539-44.).

Tokom embrionalnog razvi¢a misa Sox7, Sox17 i Sox18 su eksprimirani tranzijentno
u endotelijalnim c¢elijama. Ekspresija Sox/8 pocinje 7,5 dpc u krvnim ostrvcima
Zumancetne kese 1 endotelijalnim ¢elijama alantoisa. Oko 8,25-8,5 dpc Sox7 1 Sox18, ali ne
1 Sox17 su prisutni u dorzalnim aortama u nastajanju (Pennisi et al., 2000b; Sakamoto et al.,
2007). Posle 9 dpc Sox7 i SoxI8 i Sox17 su eksprimirani u manjim granama krvotoka
(Pennisi et al., 2000b; Sakamoto et al., 2007). U toj fazi, koja odgovara primitivnoj
limfangiogenezi, eksprimira se Sox/8 u endotelijalnim ¢elijama krvnih sudova od kojih se
diferenciraju limfni sudovi. Treba napomenuti da se Sox7 transkripti mogu uociti pre
Sox18 u prekursorima endotelijalnih ¢elija, kao 1 da Sox7 ekspresija prestaje ranije u odnosu
na SoxI8 ekspresiju u aksijalnoj veni, §to odgovara periodu kada je mreza krvnih sudova
ve¢ formirana. Izgleda da je expresija ova dva gena u endotelijalnim ¢elijama nezavisno
regulisana. Zna se da Sonic hedgehoc i VEGF signalni putevi moduliSu ekspresiju Sox7
gena u endotelijalnim ¢elijama, dok je signalna kaskada odgovorna za regulaciju Sox/8
ekspresije jos uvek nepoznata (Pendeville et al., 2008).

Funkcija SOXF protein u razvicu srca, krvnih 1 limfnih sudova najbolje je prouc¢ena
kod prirodnih mutanata kod misa i ¢oveka, a o tome ¢e detaljnije biti reci u daljem tekstu.

Na Slici 5 je dat shematski prikaz funkcija SOXF proteina kod zebrice, Zabe i misa.
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Slika 5. SOXF proteini i njihova uloga u kardiovaskularnom razvi¢u. Gornji panel predstavlja shematski
prikaz SOXF proteina, sa oznacenim HMG boks domenom i transaktivacionim domenom (TAD) u svakom
proteinu. SOX17 je predstavljen u dve varijante koje nastaju alternativnom obradom (funkcija kra¢e forme
nije poznata). Donji panel predstavlja ulogu SOXF proteina u razvicu srca, krvnih i limfnih sudova. Pune i
isprekidane linije oznacavaju model sistem u kome je odredena funkcija. Shema je preuzeta (Francois et al.,

2010).

1.5 SOX18 transkripcioni faktor

SOX18 je transkripcioni faktor koji je tranzijentno eksprimiran u nastajuc¢im
endotelijalnim ¢elijama tokom embrionalnog razvica i adultne neovaskularizacije i smatra

se da determiniSe endotelijalnu specifikaciju i/ili diferencijacju (Downes and Koopman,
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vezivanja za DNK sekvencu AACAAAG in vitro, kao 1 sposobnost aktivacije transkripcije
u in vitro Gal4 eseju (Hosking et al., 1995). Transaktivacioni domen SOX18 proteina kod
misa je mapiran u regionu od 160 do 255 ak (Hosking et al., 1995), a kod ¢oveka u regionu
od 168 do 260 ak (Sandholzer et al., 2007). Takode, Sandholzer i saradnici su pokazali da
C-terminalni domen sadrzi 9 amino kiselina dug transaktivacioni motiv koji ima
transaktivacionu aktivnost, a odgovoran je za interakciju sa transkripcionim kofaktorom
TAF9 (Sandholzer et al., 2007). Pomenuti 9 ak dug transaktivacioni motiv je smesten u C-
terminalnom regionu proteina koji se kod ¢oveka nalazi od 263 do 384 ak, pa se moze reci
da pored cetntralnog transaktivacionog domena, postoji i tzv C-terminalni transaktivacioni
domen proteina. Delecija tog regiona znac¢ajno smanjuje transaktivacionu aktivnost SOX18

proteina, Sto je pokazano u in vitro esejima (Sandholzer et al., 2007).

HMG Transaktivacioni C-terminalni domen | mSOX18
domen
1 77 155|160 253256 377
L97.5% 90,3% 92,0%
HMG Ernsaltdrasioe C-terminalni domen | hSOX18
domen
1 83 161 168 260 263 384

Slika 6. Poredenje SOX18 ortologa misa i ¢oveka. Funkcionalni domeni proteina su oznaceni. Procenat
slicnosti aminokiselinske sekvence vaznih domena SOXI18 proteina izmedu Coveka i misa prikazan je

brojevima izmedu linija koje definiSu svaki region.

HMG domen 1 transaktivacioni domen imaju jasno definisane funcije i dobro su
ocuvani izmedu ¢oveka 1 misa (Azuma et al., 2000; Pennisi et al., 2000c; Stanojcic and
Stevanovic, 2000) (Slika 6).

Ekspresija Sox/8 gena je ispitivana in situ hibridizacijom i1 detektovana tokom
razvi¢a kardiovaskularnog sistema kod embriona misa (Pennisi et al., 2000b). Ve¢ je
napomenuto da se transkripti Sox/8 gena detektuju veoma rano tokom embriogeneze, i

bivaju prisutni sve do formiranja periferne mikricirkulacije (Downes and Koopman, 2001).
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Pored embrionalnog razvica, Sox/8 se eksprimira i u endotelijalnim celijama tokom
zarastanja rana i reparacije tkiva (Darby et al., 2001). Dakle, ovaj gen se tranzijentno
eksprimira na mestima razvijanja krvnih sudova, bez obzira da li je re¢ o de novo
vaskularogenezi ili angiogenetskom Sirenju ve¢ postojecih krvnih sudova.

Transkripcioni faktori koji ucestvuju u razvicu su uglavnom eksprimirani na vise
mesta i u viSe faza tokom embrionalnog razvi¢a. Pored ekspresije tokom razvi¢a krvnog i
limfnog sistema, tranzijentna ekspresija Sox/8 primecena je i tokom razvica folikula dlake 1
pera, kod misa odnosno pileta (Pennisi et al., 2000b; Olsson et al., 2001). Ova uloga
SOX18 proteina je najbolje uocena kod miseva koji imaju mutacije u Sox/8 genu i

fenotipske promene krzna, Sto ¢e naknadno biti detaljnije objasSnjeno.
1.5.1 Mutacije u Sox18/SOX18 genu

Uloga Sox18 u vaskularnom razvicu je upravo otkrivena zahvaljujuc¢i poremecajima
u razvoju vaskularnog sistema i dlake koji su primeceni kod prirodnih mutanata misa koji
su imali mutaciju u Sox/8 genu. Postoje Cetiri aleleske vrste prirodnih mutanata, oznac¢ene
kao ,,ragged (Ra) misevi, a sve imaju delecionu mutaciju koja dovodi do promene u okviru
Citanja (eng. frameshift) tokom translacije i1 kao rezultat dovodi do siteze skracenog protein
(James et al., 2003). Tri forme mutacije ozna¢ene kao Ra (ragged), Ra’ (ragged Jackson) i
Rag' (raggedlike) u heterozigotnoj formi daju fenotip kojeg karakterise samo promena u
krznu (jedinke imaju “Cupav” izgled). Medutim homozigoti razvijaju edem, nakupljanje
te¢nosti u peritoneumu i cijanozu, tako da veoma rano umiru (Carter T, 1954). Cetvrta
forma Ra® (ragged opossum) i u heterozigotnoj formi daje izrazene fenotipske promene,
kao Ra, Ra' i Rag' homozigoti, dok homozigoti umiru in utero zbog ozbiljne
kardiovaskularne dismorfogeneze (Green E, 1961). Ra® miSevi eksprimiraju dominantno-
negativnu formu SOXI18 proteina, koja se vezuje za DNK, ali ne moze da ostvari
proteinsku interakciju sa endotelijalnim partnerskim proteinom Mef2C ¢ime je spreceno da
SOX18 aktivira target gene odgovorne za kontrolu vaskularnog razvi¢a (Green E, 1961).

Sa druge strane, “Sox/8 null” miSevi, kod kojih ne postoje Sox/8 transkripti,

. . .y . . v . . /- o .
nemaju fenotip Ra miSeva, iako se prvobitno to oc¢ekivalo. Sox/ 8" 1 Sox18” misevi su
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vijabilni, fertilni 1 ne pokazuju nikakve defekte u kardiovaskularnom sistemu. Jedina
uocljiva fenotipska promena u odnosu na wild type miSeve je neSto tamnije krzno (Pennisi
et al,, 2000a). Ovakav fenotip nedvosmisleno upucuje na funkcionalnu redudantnost
izmedu proteina iste grupe, SOX7, SOX17 1 SOX18. Funkcionalna redudantnost je
pokazana izmedu Sox/8 i Sox7 tokom vaskularnog razvi¢a zebrice (Cermenati et al., 2008).
Takode, Sakamoto i saradnici su pokazali redudantnu ulogu Sox/7 i SoxI8 tokom ranog
kardiovaskularnog razvi¢a kod miSa (Sakamoto et al., 2007).

Kod coveka detektovane su tri prirodne mutacije u SOXI/8 genu povezane sa
Hypotrichosis-Lymphedema-Talengiectasia sindromom (skraceno HLT) (Irrthum et al.,
2003). Dve recesivne mutacije, koje dovode do aminokiselinske zamene A104P i W95R,
mapirane su u HMG boks domenu proteina, Sto dovodi do promena u prvoj zavojnici DNK
vezivnog domena, destabilizacije proteina i nemoguénosti vezivanja za DNK. Treca
mutacija mapira u region koji korespondira regionu sa Ra mutacijama kod miSa. Re¢ je o
mutaciji koja dovodi do stvaranja preuranjenog stop kodona, §to za posledicu ima stvaranje
skracenog proteina od 240 ak. Ova mutacija pogada transaktivacioni domen proteina i daje
dominantnu formu sindroma. Takode, ova mutacija nije detektovana kod roditelja
pacijenata, ukazujuéi da je nastala de novo.

Prva karakteristika sindroma je hipotrihoza, redukovana maljavost sa nedostatkom
obrva i trepavica (Irrthum et al., 2003), i u skladu je sa ulogom SOXI8 gena u razvi¢u
dlake. Potom, limfedem, koji se javlja usled nepravilnog razvoja limfnog sistema, u ¢ijem
razviéu SOX18 ima vaznu ulogu. Poslednja karakteristika ovog sindroma je talengiktazija,
koja nastaje kao posledica anomalija u perifernom krvnom sistemu. Sindrom je detektovan
u tri familije i obuhvata fenotipske karakteristike koje su u direktnoj vezi sa funkcijom

SOX18 gena u procesima razvica dlake, krvnog i limfnog sistema.

1.5.2 SOX18, vaskularne bolesti i kancerogeneza

Molekularni mehanizmi koji reguliSu migraciju i proliferaciju adultnih vaskularnih

¢elija leze u osnovi patofiziologije vaskularnih bolesti, kao §to je na primer ateroskleroza.

Pojacana sekrecija faktora rasta i citokina dovodi do aktivacije vaskularnih glatko-miSi¢nih
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¢elija (VSMC) koje prelaze iz stanja potpuno diferenciranih, kontraktilnih c¢elija u
proliferativne, migrirajuce, dediferencirane glatko-misi¢ne celije (SMC) (Ross, 1999).
Tokom neovaskularizacije, koja dovodi do progresije aterosklerotskog plaka (Moulton,
2001), endotelijalne ¢elije migriraju i proliferiSu pod dejstvom vaskularnog endotelijalnog
faktora rasta (VEGF) i1 drugih faktora rasta (Inoue et al., 1998). Ovi ¢elijski procesi dovode
do promena u ekspresiji brojnih gena koji ih reguliSu. Garcia-Ramirez 1 saradnici su
pokazali da se SOXI8 gen eksprimira u endotelijjalnim celijam, kao 1 u VSMC u
poodmakloj humanoj koronarnoj aterosklerotskoj leziji, ukazuju¢i na mogucéu ulogu ovog
gena u nastajanju ateroskleroze (Garcia-Ramirez et al., 2005). Uloga SOX18 u ovom
procesu moze biti vezana za regulaciju zadebljanja zida arterija (zadebljanje tunica intima 1
tunica media) 1 neovaskularizacije. Tacnije, zadebljanje arterijskog zida 1
neovaskularizacija lezije su veoma povezani procesi s obzirom da su novi krvni sudovi
neophodni za rast ¢elija intime tzv. hiperplaziju (Moulton, 2001). Hosking i saradnici su
pokazali da je vaskularni adhezioni molekul-1 (VCAM-1), koji je pojacano eksprimiran u
aterosklerotskim lezijama, upravo target SOX18 transkripcionog faktora (Hosking et al.,
2004).

Mnogi proteini koji su ukljuceni u process razvica, imaju funkciju i u malignoj
transformaciji Celija. Tim proteinima pripadaju razli¢iti faktori rasta, transmembranski
proteini, komponente ukljucene u signalne puteve i transkripcioni faktori. Kada ¢elija ude u
tumorsku transformaciju nalazi se u fazi nekontrolisanog deljenja i mehanizmi odgovorni
za prirodnu ¢elijsku smrt viSe nisu aktivni. Karakteristika takvih “besmrtnih” ¢elija jeste
amplifikacija gena kao posledica hromozomske nestabilnosti. Mesta amplifikacije u
genomu mogu ukazati na regione gde se potencijalno nalaze onkogeni ukljuceni u
tumorogenezu (Savelieva et al., 1997). U hromozomskom regionu 20q13.2, gde mapira
humani SOX18 gen, detektovana je amplifikacija povezana sa kancerom dojke (Collins et
al., 1998), kancerom kolona (Schlegel et al., 1995) i kancerom ovarijuma (Iwabuchi et al.,
1995). Osim mapiranja u istom regionu, ne zna se direktna uloga SOXI8 gena u ovim
bolestima.

Ekspresija SOXI8 gena analizirana je u razli¢itim tumorskim c¢elijskim linijama.

SOXI18 transkripti pronadeni su u 7 tumorskih linija Zeludca, 7 tumorskih linija pankreasa,
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3 ¢elijske linije kancera dojke 1 5 embrionalnih tumorskih linija (Saitoh and Katoh, 2002).
Takode, EST (eng. expressed sequence tag) analiza je pokazala da se SOX18 eksprimira u
melanomima, neuroblastomima, kancerima pankreasa, ovariuma i uterusa (Dong et al.,
2004).

Novija istrazivanja pokazuju da su transkripti SOXF grupe gena u povisenom nivou
prisutni u kanceru zeludca, u poredenju sa normalnim tkivom zeludca. Kod tumora Zeludca
koji eksprimiraju SOXI8 gen postoji i ve€a verovatnoca invazije tumora limfnim putevima
1 metastaza u limfnim ¢vorovima, nego kod istog tipa tumora kod koga nije detektovana
povecana ekspresija SOX18 gena (Eom et al., 2012). Zbog toga, autori isticu da bi SOX18
mogao da bude prognosticki marker i potencijalni terapeutski target.

Takode, analiziran je metilacioni status odabranih gena, medu njima i SOX18 gena,
u uzorcima NSCLC (eng. non-small cell lung cancer), jednog oblika kancera pluca, i
ustanovljeno je da je metilacioni status promotora analiziranih gena veoma heterogen u
tumoru 1 okolnom, normalnom tkivu (Azhikina et al., 2011). Suprotno, u zdravom tkivu
plu¢a, promotori ovih gena su ili nemetilovani ili hipometilovani, i heterogenost skoro da
ne postoji (Azhikina et al., 2011). Povecana heterogenost u metilaciji u normalnom tkivu
koje okruzuje tumor mozda ukazuje na ranu fazu epigenetske kontrole procesa koji dovodi
do tumorske transformacije 1 moze biti upotrebljeno kao biomarker prekancerogeneze i
stoga moze imati koristi u klini¢koj praksi.

Konacno, treba napomenuti da je funkcija SOX18 gena u kancerogenezi, poslednjih
godina, usmerena na njegovu potencijalnu ulogu u Sirenju tumora, obezbedivanjem okolne
krvne i1 limfne cirkulacije koje sluze za rast tumora i1 migraciju tumorskih ¢elija dovodec¢i do
metastaza. Zato se SOXI8 gen CeS¢e pominje u kontekstu tumorske angiogeneze i/ili
limfangiogeneze. Young i saradnici su prikazali da heterozigotni Ra® miSevi, koji
eksprimiraju dominantno-negativnu formu SOXI18, slabije razvijaju tumor kada im se
ubrizgaju kultivisane ¢elije poreklom od misije B16 melanoma linije (Young et al., 2006).
Redukcija u veli¢ini tumora direkto je povezana sa slabije razvijenom lokalnom
mikrocirkulacijom. Takode, ekspresija dominantno-negativnog SOXI18 redukuje
proliferaciju i migraciju HUVEC i MCF-7 ¢elija, a takode narusava formiranje krvnog suda

(eng. tube formation) in vitro (Young et al., 2006).
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1.5.3 SOX18 target geni

Do danas je otkriveno nekoliki direktnih SOX18 target gena. Kod zebrice je
definisan jedan SOX18 target gen. Re¢ je o genu robo4 (eng. roundabout 4), koji je kod
zebrice odgovoran za angiogenzu. In situ hibridizacijom je pokazano da robo4, Sox7 i
Sox18 transkripti kolokalizuju u intersomitskim krvnim sudovima tokom razvi¢a (Samant
et al., 2011). Isti autori su pokazali da Sox18 ucestvuje u njegovoj transkripcionoj regulaciji
tokom razvi¢a embrionalnog krvnog sistema.

Kod misa su otkrivna tri ciljna gena ¢iju ekspresiju reguliSe SOX18 transkripcioni
faktor. Prvi otkriveni gen je za p-opioidni receptor za koga je pokazano da ga SOXI8
direktno, specifi¢no i dozno-zavisno aktivira preko ponovljenih SOX vezivnih mesta u
distalnom promotorskom elementu (Im et al., 2001). Dalje, VCAM-1 (eng. vascular
endothelial adhesion molecule 1), vazan adhezioni molekul eksprimiran na endotelijalnim
¢elijama koji ucestvuje u endotelijalnoj aktivaciji, inflamaciji, aterogenezi, je jo§ jedan
ciljni gen koga SOX18 direktno aktivira (Hosking et al., 2004). Hosking i saradnici su
pokazali da je SOX18 esencijalan za ekspresiju VCAM-1 gena i u ¢elijskoj kulturi i u
animalnom modelu. Poznato je da je Sox/8 gen direktno ukljucen u razvi¢e limfnog sistema
koji nastaje od endotelijalnih prekursora pod uticajem Prox1 gena (eng. prospero homeobox
1). SOX18 direktno aktivira Prox1 transkripciju vezuju¢i se u okviru proksimalnog
promotorskog regiona ovog gena (Francois et al., 2008).

Kod ¢oveka je microaaray analizom identifikovano vise SOX18 target gena. Medu
njima, targeti koji su potom potvrdeni “real time PCR” metodom obuhvataju gene za: DKK
(eng. dickkopf -Xenopus laevis) homolog 2, efrinski receptor (eng. ephrin receptor A7) ,
interleukin 7 receptor, hemokinski receptor 7, receptor za neuropeptid Y, efrin B2, matriks
metaloproteinazu 7, kanabinoidni receptor CBI1, semaphorin 3G (Hoeth et al., 2012).
Takode, pokazano je da SOX18 reguliSe ekspresiju gena za klaudin -5 (Fontijn et al., 2008).
Rec¢ je o genu koji kodira protein klaudin-5, specifican za endotelijalne celije, koji pripada
proteinima koji uc¢estvuju u formiranju (¢vrstih meducelijskih) adhezivnih veza 1 formiranju

endotelijalne barijere.
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1.5.4 Analiza promotora humanog SOX18 gena

U naSoj laboratoriji je predhodno kloniran i okarakterisan promotor humanog
SOXI18 gena i definisan je start transkripcije 172 nukleotida uzvodno od ATG kodona
(Slika 7). U funkcionalnim esejima je pokazano da region uzvodno od kodirajuce sekvence
SOX18 gena, koji obuhvata sekvencu od -726 do +166 bp u odnosu na start transkripcije,
poseduje promotorsku aktivnost, odnosno omogucava transkripciju reporter gena ispred
koga je kloniran (Petrovic and Stevanovic, 2007). Delecionom analizom ovog regiona
pokazano je da fragment 0d-726 do -89 bp u odnosu na start transkripcije, sadrzi pozitivne
cis-regulatorne elemente odgovorne za stimulaciju SOX18 promotorske aktivnosti (Petrovic
et al., 2010). Takode, utvrdeno je da region -89 do +166 bp u odnosu na start transkripcije,
nosi regulatorne elemente neophodne i dovoljne za transkripciju reporter gena i da

predstavlja minimalni promotorski region SOX18 gena (Petrovic et al., 2010).

-726 -89 — +166

SOX18 promotor SOX18gen

-~
minimalni I]FOI]]OTOI‘

300 Grovrererrens

CpG ostrvee

SOX18 nekodirajudi region
SOX18 kodirajuciregion
@ HMGboks

Slika 7. Shematski prikaz SOX18 gena i njegovog promotora. Start transkripcije je oznacen sa +1, a brojevi

iznad sheme oznacavaju poziciju odredenih promotorskih fragmenata relativno u odnosu na start transkripcije.

Dalje, kompjuterska analiza SOX18 promotora pokazala je da se radi o promotoru
bez TATA domena, a nisu prepoznati ni drugi klasi¢ni regulatorni elementi karakteristi¢ni

za promotore bez TATA domena. Podaci iz literature ukazuju da se, u takvim slucajevima,
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¢esto radi o GC-bogatim promotorima gde ulogu u regulaciji transkripcije gena imaju
transkripcioni faktori koji se vezuju za GC-bogate sekvence (Deaton and Bird, 2011).
GC-boksovi predstavljaju veoma vazne cis-regulatorne elemente neophodne za
transkripciju mnogih gena. Nalaze se u promotorima vecine ,,housekeeping® gena, kao i u
promotorima tkivno—specifi¢nih, inducibilnih i virusnih gena (Philipsen and Suske, 1999;
Bouwman and Philipsen, 2002; Zhu et al., 2008). CpG ostrvca predstavljaju sekvence koje
su najmanje duge oko 200 bp 1 sadrze 50% 1 viSe GC nukleotida, a nalaze se u blizini starta
transkripcije gena (Gardiner-Garden and Frommer, 1987). Program za predikciju CpG
ostrvaca (EMBOSS CpGplot softver) je identifikovao jedno CpG ostrvee u okviru SOX18
promotora, duzine 239 bp u regionu od -300 do -61 u odnosu na ATG (Slika 7) (Petrovic
and Stevanovic, 2007). U okviru tog regiona postoje predvidena mesta vezivanja za
transkripcione faktore koji se vezuju za GC-bogate sekvence. Ranije je odredeno da
transkripcioni faktor iz Sp familije transkripcionih faktora ima ulogu u regulaciji aktivnosti
SOX18 promotora (Petrovic, 2005). Ova teza, izmedu ostalog, predstavlja nastavak u
istrazivanju uloge razliCitih transkripcionih fakora koji ucestvuju u regulaciji aktivnosti
SOXI18 promotora, a posebna paznja je posvetena GC-vezujuéim transkripcionim

faktorima.

1.6 Angiogeneza

Angiogeneza predstavlja fizioloSki proces koji obuhvata nastajanje novih krvnih
sudova od ve¢ postoje¢ih i esencijalna je za embripnalni razvoj, formiranje organa,
remodelovanje tkiva, zarastanje rana i reprodukciju (Folkman and Shing, 1992; Risau,
1997). Proces angiogeneze je regulisan veoma slozenim medudejstvom faktora rasta,
adhezionih molekula, morfogena i1 endogenih inhibitora, a promene u njihovom
medusobnom odnosu dovode do premecaja u regulaciji angiogeneze i razvoja bolesti
(Felmeden et al., 2003).

Endotelijalne ¢elije imaju izvanrednu sposobnost da se brzo dele pod dejstvom
razli¢itih fizioloskih stimulusa kao $to su: hipoksija, inflamacija ili povreda tkiva. Upravo

je to preduslov za angiogenezu (ili limfangiogenezu-stvaranje novih limfnih sudova), kada
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fizioloSki postoji potreba za tim procesima, kao kod zarastanja rana i reparacije tkiva.
Medutim, kod mnogih bolesti, ti fizioloSki stimulusi prelaze normalnu, potrebnu koli¢inu, i
dolazi do promene u odnosu izmedu proangiogenetskih faktora i inhibitora. Posledica je
patoloSka angiogeneza, kao kod malignih i zapaljenskih bolesti (Carmeliet, 2005a). Kod
nekih drugih bolesti, kao §to su ishemijske bolesti srca ili preeklamsija, angiogenetski
»prekidac“ je iskljucen, dovode¢i do malformacija krvnih sudova, onemogucene
revaskularizacije 1 regeneracije.

Zbog svega navedenog, kontrola angiogeneze, bilo pozitivno ili negativno, se
smatra dobrim pristupom za tretman razlicitih bolesti. Poslednjih decenija se ulazu veliki
napori u cilju razvijanja terapeutskih pristupa koji ¢e promovisati revaskularizaciju

ishemicnih tkiva ili inhibirati angiogenezu kod tumora i razlicitih zapaljenskih bolesti.

1.6.1 Proangiogenetski faktori

Brojni proangiogenetskih molekuli su identifikovani i njihova funkcija je opisana u
regulaciji procesa angiogeneze. Medu njima su razliciti faktori rasta, kao $to je faktor rasta
vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial growth factor-VEGF), faktor rasta
poreklom od trombocita (eng. platelet derived growth factor-PDGF), faktor rasta poreklom
od fibrocita (eng. fibroblast growth factor-FGF), transformiSuc¢i faktor rasta (eng.
transforming growth factor-TGF), angiopoetini kao i razli¢iti adhezioni molekuli i citokini
(Papetti and Herman, 2002; Presta et al., 2005). Takode, mnogi drugi faktori uticu na
proces angiogeneze, kao Sto su membranski proteini, meducelijske interakcije, interakcije
¢elija sa proteinima matriksa (Papetti and Herman, 2002).

Medu faktorima rasta, najvazniji molekul koji reguliSe morfogenezu krvnih sudova
je, svakako, faktor rasta vaskularnog endotela A (VEGFA), koji pripada vecoj familiji
proteina koji reguliSu angiogenezu, a kojoj pripadaju faktor rasta placente (eng. placental
growth factor-PIGF), VEGFB, VEGFC i VEGFD (Ferrara et al., 2003; Shibuya, 2006).
VEGFA je neophodan za diferencijaciju endotelijalnih prekursorskih c¢elija (EPCs;
angioblasti), proliferaciju endotelijalnih ¢elija (EC), direktno povezivanje endotelijalnih

¢elija u vaskularne strukture (vaskularogeneza) i nastajanje novih krvnih sudova u procesu
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angiogeneze. Pored VEGF, kiseli 1 bazni faktori rasta poreklom od fibroblasta (eng. acidic
and basic firoblast growth factors-aFGF i1 bFGF) predstavljaju mitogene vazne za proces
angiogeneze (Thomas, 1987). In vitro, 1 aFGF 1 bFGF indukuju mnoge procese u EC koji
su bitni za proces angiogeneze, stimuliSu EC proliferaciju (Gospodarowicz et al., 1989) i
migraciju (Terranova et al., 1985). Dalje, za PDGF je pokazano da stimuliSe angiogenezu
in vivo (Risau et al., 1992; Oikawa et al., 1994). Pokazano je da PDGF uti¢e na
regrutovanje pericita, ¢elija koji okruzuju endotel kapilarnih sudova u mozgu i koje su
neophodne za stabilnost kapilarne mreZe krvnih sudova (Oikawa et al., 1994). TGF-f3 ima 1
pro- i anti- angiogenetsko dejstvo, ostvarujuéi ulogu delujuéi na endotelijalne ¢elije, ali i na
druge tipove ¢elija. U malim dozama TGF-3 doprinosi angiogenezi pozitivno reguliSuci
angiogenetske faktore i proteinaze, dok u visokim dozama, inhibira EC rast, a promovise
remodelovanje bazalne membrane, diferencijaciju i regrutovanje glatko-misSi¢nih ¢elija
(Carmeliet, 2003).

Mnogi membranski proteini igraju vaznu ulogu u angiogenezi. Integrini, efrini i
kadherini, predstavljaju membranske proteine koji imaju ulogu u formiranju krvnih sudova,
a medu njima avfB3-integrin, ephrin-2B,and VE-cadherin su vazni za kontrolu procesa
angiogeneze (Otrock et al., 2007).

PatoloSka angiogeneza, na primer tokom =zarastanja rana, deSava se posle
inflamatornog odgovora koji ukljucuje lucenje citokina, kao Sto je tumorski faktor nekroze
(eng tumor necrosis factor-TNF). Aktivnost TNF-a u angiogenezi je dvostruka: in vivo
uglavnom pokazuje proangiogenetsko dejstvo, a in vitro je antiangiogenetski (Frater-
Schroder et al., 1987). Pokazano je, medutim, da dugoro¢no izlaganje uticaju TNF-a ima
inhibitorni efekat i in vivo 1 in vitro, a da kratkoro¢no izlaganje od 2-3 dana stimuliSe
angiogenezu (Sainson et al., 2008). Naime, u angiogenezi, vremenski koordinisana
ekspresija TNF-a je presudna za regulaciju ovog procesa. Inicijalno, TNF odlaze
angiogenezu, blokiraju¢i VEGFR2 receptor, ali potom, po prolasku inflamatornog

odgovora, stimuliSe Sirenje endotelijalnih ¢elija (Sainson et al., 2008).
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1.6.2 Antiangiogenetski faktori

Kao $to je ve¢ napomenuto, angiogeneza predstavlja strogo regulisan proces koji
kontroliSu pozitivni i negativni regulatorni faktori. Veliko interesovanje za vaskularnu
biologiju i angiogenezu je u velikoj meri uzrokovano potrebom za pronalazenjem aktivnih
supstanci koje bi mogle da se koriste u terapeutske svrhe kod bolesti koje zavise od
angiogeneze, kao $to su kanceri 1 hroni¢ne inflamatorne bolesti (Folkman, 1995; Folkman,
2002). Identifikovano je viSe razliCitih inhibitora angiogeneze, a medu njima su:
trombospondin (DiPietro, 1997), endostatin (O'Reilly et al., 1997), tumstatin (Sund et al.,
2005), vazostatin (Pike et al., 1998), vazohibin (Watanabe et al., 2004). Pored
napomenutih, endogenih inhibitora angiogeneze, postoje i egzogeni, sintetski inhibitori koji
se godinama testiraju u klinickim studijama. Trenutno, najvise su razvijeni inhibitori VEGF
signalnog puta, a bevacizumab, anti VEGFA antitelo, je jedini registrovani lek u terapiji
kancera (Ferrara, 2004). Takode, postoje brojni podaci o anti angiogenetskom dejstvu
nesteroidnih antiinflamatornih lekova (eng. nonsteroidal antiinflamatory drugs-NSAID) 1
selektivnih COX-2 inhibitora (COXIB) (Gately, 2000; Monnier et al., 2005), koji
blokiraju¢i sintezu prostanglandina ostvaruju i svoje antiangiogenetsko delovanje

inhibiranjem signalnih puteva koji taj proces kontroliSu (Monnier et al., 2005).
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Uprkos ¢injenici da je SOXI8 gen ukljucen u regulaciju veoma vaZnih procesa
tokom embrionalnog razvi¢a, kao i u adulthom organizmu, malo se zna o regulaciji
ekspresije ovog gena. Poslednjih godina velika paznja je posvecena ulozi SOXI18 gena u
regulaciji procesa angiogeneze, limfangiogeneze, kao i u metastatskom Sirenju tumora koji
se oslanja na ova dva procesa (Young). Takode, otkriveni su razli¢iti SOX18 traget geni
kod coveka, miSa i zebrice, a medu identifikovanim genima se nalaze i geni ukluceni u
kontrolu procesa angiogeneze i limfangiogeneze. Ve¢ je napomenuto da je u dosadasnjem
ispitivanju u nasoj laboratoriji definisan promotor SOX/8 gena, kao i minimalni promotor,
te da je analiza promotora ukazala da se radi GC-bogatoj sekvenci bez karakteristi¢nih
promotorskih elemenata kao §to je TATA boks.

Predmet ovog rada je rasvetljavanje mehanizama transkripcione regulacije
ekspresije humanog SOXI8 gena, a posebna paZznja je posvefena vezi sa procesom
angiogeneze u ¢ijoj regulaciji SOX18 gen ucestvuje.

U istrazivanjima koja su predstavljena u ovoj tezi postavljeni su slede¢i osnovni
ciljevi:

I Identifikacija transkripcionih faktora koji ucestvuju u regulaciju aktivnosti SOX18
gena u endotelijalnim ¢elijama i ¢elijama kancera, a koja je ukljucivala:

Ia) In silico analizu SOX18 promotora u cilju identifikacije potencijalnih vezivnih

mesta za transkripcione faktore.

Ib) Ispitivanje vezivanja transkripcionih faktora za potencijalna vezivna mesta in

vitro.

Ic) Funkcionalnu analizu odabranih transkripcionih faktora.

IT) Ispitivanje uloge proangiogenetskih faktora i farmakoloskih inhibitora angiogeneze
na SOX18 ekspresiju u endotelijalnim ¢elijama, koje je obuhvatalo:
ITa) Ispitivanje uloge angiogenetskih faktora rasta, ekstracelijskih proteina matriksa

i citokina na nivo SOX18 proteina u primarnim endotelijalnim ¢elijama.
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IIb) Ispitivanje uloge nesteroidnih antiinflamatornih lekova, koji predstavljaju
farmakoloske inhibitore angiogeneze, na nivo SOXI18 proteina u primarnim

endotelijalnim ¢elijama.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 Eksperimentalni materijal

3.1.1 Bakterijski sojevi koriS¢eni u radu

Soj Karakteristike -genotip Referenca
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
XL1Blue Stratagene®
[F'proAB lacl’ZDM15 Tnl0 (Tet)]
BL21(DE3)pLysS | F- ompT gal dem lon hsdSp(rs mg) A(DE3) pLysS(cm®) Stratagene®
3.1.2 Vektori kori$¢eni u radu
Plazmid Veli¢ina | Karakteristike Referenca
Vektor za analizu promotora u celijama sisara,
- ) ) . (Boshart et al.,
pBLCAT6 4.25kb koji poseduje reporterski gen za hloramfenikol- 1992)
acetiltransferazu (CAT)
Prokariotski ~ fagemidni  vektor sa  amp
pBSII KS+ | 2.96 kb ) . Stratagen®
rezistencijom
Eukariotski ekspresioni vektor koji poseduje amp
pcDNA3.1 5.4 kb ) ) . Invitrogen®
1 neo rezistenciju
Eukariotski ~ vektor  koji ~ eksprimira  B- | Am.Pharmacia
pCHI110 7.1 kb

galaktozidazu i sluzi za normalizaciju ekspresije

Biotech ®
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3.1.3 Plazmidni konstrukti kori§éeni u radu

Plazmid Velic¢ina | Karakteristike Referenca
Sadrzi 892 bp 5° regulatornog regiona | (Petrovic and Stevanovic,
892pCAT6 5.1kb | SOX18 gena 2007)
Sadrzi 255 bp 5’ regulatornog regiona | (Petrovic et al., 2010)
255pCAT6 4.5kb | SOXI8 gena
Sadrzi 255 bp 5’ regulatornog regiona | (Petrovic et al., 2010)
255mutCAT6 4.5kb | SOXI8 gena sa takastim mutacijama u
EGRI1 vezivnim mestima
Eukariotski ekspresioni vektor; koriS¢en | Poklon od prof. Roberto
za ekspresiju NF-Y A proteina Mantovani, Department of
YAI3 6.0 kb Biomolecular Science and
Biotechnology, University
of Milano
Eukariotski ekspresioni vektor; koris¢en | Poklon od prof
pd;gg? I- 6.8 kb | za ekspresiju EGRI proteina Abdulkadir Sarki A.,
Department of Pathology,
University of Alabama
Eukariotski ekspresioni vektor; koriS¢en | Poklon od prof. Guntram
za ekspresiju Sp3 proteina Suske, Institut fur
pN3-Sp3FL 6.8 kb Molecularbiologie und
Tumorforschung,
Marburg, Germany
Poklon prof. Juanite
HcDNA3 ZBP- Eukariotski ekspresioni vektor; koris¢en | Merchant, Division of
% 8.1 kb | za ekspresiju ZBP-89 proteina Gastroenterology,

University of Michigan
Health System
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Poklon  prof.  Juanite

Prokariotski ekspresioni vektor; | Merchant, Division of

pGEX-KG- A koris¢en za ekspresiju ZBP-89 proteina | Gastroenterology,
ZBP-89 vezanog za glutation S transferazu | University of Michigan
(GST-ZBP-89) Health System, (Merchant
etal., 1996)

3.1.4 Celijske linije kori$¢ene u radu

U ovom radu je koriS¢ena permanentna ¢elijska linija HeLa poreklom iz humanog
adenokarcinoma cerviksa koja je komercijalno dostupna (American Type Culture
collection, Manassas, VA 20108, USA - ATCC br. CCL2). HeLa ¢celije su gajene u
standardnim uslovima, u DMEM-u sa niskim sadrzajem glukoze, 10% FBS-a i 1x
neesencijalnim aminokiselinama (Gibco BRL) na 37°C i 10% CO,. Potom, kori$¢ene su
primarne HUVEC (eng. human umbilical vein endothelial cells) celije poreklom od
endotela humane umbiliklane vene, koje su komercijalno dostupne (American Type Culture
collection, Manassas, VA 20108, USA - ATCC br CRL-1730). HUVEC ¢elijje su gajene u
M199 bazalnom medijumu (Invitrogen, Carlsbad, CA), sa 12 pg/ml BBE (eng. bovine brain
extract) (Clonetics, Walkersville, MA), 10 ng/ml humanog rekombinantnog EGF (eng.
epidermal growth factor) (Genzyme, Cambridge, MA), 25 U/ml heparina, i 1 pg/ml
hidrokortizona (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Takode, koriS¢ena je hibridoma ¢elijska
linija EA.hy926 koja je nastala fuzijom permanentne adenokarcinoma celijske linije i
primarnih HUVEC ¢elija (Edgell et al., 1983). EA.hy926 ¢elije su gajene u DMEM-u sa
visokim sadrZzajem glukoze, 10% FBS-a i 8x hypoxanthine/aminopterin/thymidine (HAT
suplement) (Gibco BRL) na 37°C u 5% COs.
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3.1.5 Antitela kori$éena u radu

U ,,supersift” eksperimentima kori§¢ena su sledeca antitela:

- na Sp3 protein (sc-644, Santa Cruz Biotechnology)

- na ZBP-89 protein (sc-19408, Santa Cruz Biotechnology)

- na NF-Y protein, subjedinicu B (sc-7711, Santa Cruz Biotechnology)

- na EGRI1 protein (#4154, Cell Signaling Technology)

U “Western blot” eksperimentima koriS¢ena su sledeca primarna antitela:
- na SOX18 protein (sc-20100, Santa Cruz Biotechnology)

- na a-tubulin (CP06, Calbiochem)

- na [3-aktin (A3853, Sigma)

3.1.6 Oligonukleotidi koriS¢eni u radu

Oligonukleotidi u ovom radu su koriS¢eni za potrebe RT-PCR-a, qRT-PCR-a i

generisanje oligonukleotidnih proba za EMSA eksperimente.

Prajmeri kori$¢eni za RT-PCR i qRT-PCR su:

SOX18F: 5' TTCCATGTCACAGCCCCCTAG 3'
SOX18R: 5' GACACGTGGGAACTCCAG3'

GAPDHF: 5' GGACCTGACCTGCCGTCTAG 3
GAPDHR: 5' CCACCACCCTGTTGCTGTAG 3'

Prajmeri kori$¢eni za generisanje oligonukleotidnih proba za EMSA eseje su:

EGR proba IF: 5" CAAGGGCCCTTGGGGGGCAGGGAGGACG 3’
EGR proba IR: 5" GGCGTCCTCCCTGCCCCCCAAGGGCCCTTG3’
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EGR proballF: 5" GAGCCTCCCAGCGGGGGGCGGGGAACGGCAA 3’
EGR proballR: 5" GGTTGCCGTTCCCCGCCCCCCGCTGGGAGGCTC 3’
EGR proba IIIF: 5" GGGGGAGGTGGGGGGGCTGTGCGCGGGGGAGG 3’
EGR proba IIIR: 5" CCTCCCCCGCGCACAGCCCCCCCACCTCCC3!

EGR proba IVF: 5" GACCCGCCCCCGCCCGCCCGCCCCGCCGCCGATTGG 3’
EGRproba IVR: 5" AGGGCCAATCGGCGGCGGGGCGGGCGGGCGGGGGCGGGTCY!

KonsenzusEGR1F: 5" GGATCCAGCGGGGGCGAGCGGGGGCGA 3’
KonsenzusEGRIR: 5" GGTCGCCCCGCTCGCCCCCGCTGGATCC 3’

3.1.7 Komercijalni Kitovi

Plazmidna DNK je izolovana i prec¢iS¢ena upotrebom “Endofree plasmid Maxi Kit*-
a (Qiagen). Totalna RNK iz HeLa 1 EAhy926 ¢elija je izolovana koriS¢enjem kita “TRI-
Reagent” (Ambion). Za sintezu cDNK je koriS¢ena MuLV reverzna transkriptaza (Applied
Biosystems). RT-PCR je uraden pomoc¢u "KAPA 2G Fast HotStart Ready mix" PCR kita
(Biosystems). Kvantitativni, qQRT-PCR je raden pomocu ,,Power SYBR Green PCR master
mix“ reagensa (Applied Biosystems). Tranzijentne transfekcije EA.hy926 Celija su radene
reagensom ,,LIPOFECTAMINE® (Invitrogen). Merenje -gal aktivnosti je radeno pomocu
“B-galactosidase Enzyme Assay System* (Promega). CAT aktivnost je odredena “CAT
ELISA* kitom, (Roche Pharmaceuticals).

3.1.8 Farmakoloski agensi

U cilju promovisanja procesa angiogeneze koris¢eni su proangiogenetski molekuli za

tretman HUVEC ¢elija u slede¢im koncetracijama:

Faktori rasta: VEGF (100 ng/ml); bFGF (5 ng/ml ) i TGF-f (20 ng/ml ).
Ekstracelijski proteini matriksa: kolagen I (10 pug/ml) 1 fibronektin (3 pg/ml).
Citokini: TNF (200 ng/ml).
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U cilju inhibicije angiogeneze, koris¢eni su nesteroidni antiinflamatorni lekovi u slede¢im

koncetracijama:

NSAID: ibuprofen (10 uM) i NS398 (50 uM).

3.1.9 Kompjuterski programi

Pretrazivanje baze podataka i poredenje nukleotidnih sekvenci je uradeno pomocu
NCBI (eng. National Center for Biotechnology Information) i ClustalW softvera (EMBL-
EBI). Pretrazivanje potencijalnih mesta za vezivanje transkripcionih faktora je uradeno
pomoc¢u Matlnspektor softvera (Genomatix), a uslov za pretraZivanje je bio da verovatnoca
vezivanja transkripcionog faktora za jezgro vezivnog mesta bude jednaka 1. Analiza
prisustva CpG ostrva je uradena pomoéu EMBOSS CpGplot programa. Imunoreaktivni
signali detektovani primenom Western blot metode su digitalizovani 1 kvantifikovani

pomocu ImageQuant Version 5.2 kompjuterskog programa.

3.2 Eksperimentalne metode

3.2.1 In silico analiza humanog SOX18 promotorskog regiona i poredenje sa
ortologom sekvencom misa

Sekvenca humanog SOXI18 promotorskog regiona je ekstrahovana iz genomske
sekvence NT 011333.5- klon AL355803, objavljene na NCBI i poredena je sa ortologom
sekvencom misSa, koja je takode ekstrahovana iz genomske sekvence NT 039212.5.
Medusobno poredenje ovih sekvenci je uradeno pomoc¢u GlustalW programa.

Matlnspector program je koriS¢en za identifikaciju potencijalnih mesta za vezivanje
poznatih transkripcionih faktora u okviru optimalnih promotora SOX18 ortologa coveka i
misa. Prilikom ove analize koriS¢eni su slede¢i kriterijumi: verovatno¢a vezivanja za jezgro
konsenzusne sekvence vezivnog mesta (core similarity)-1.0, a odgovarajuc¢i kontekst

nukleotida u sekvencama koje okruzuju vezivno mesto (matrix similarity)-optimizovan.
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3.2.2 Generisanje mutiranog promotorskog konsrukta 255mutCAT6

DNK fragment duZine 255 bp sa tackastim mutacijama u tri ponovljena EGR1
vezivna mesta (od -20 do -7 u odnosu na start transkripcije), koji predstavlja mutirani
analog minimalnog promotorskog regiona humanog SOXI8§ gena (od -89 do +166), je
komercijalno sintetisan i1 kloniran u pUC57 vektor (GeneScript Corporation). Potom je, za

potrebe tranzijentnih transfekcija, subkloniran u pPBLCAT6 vektor u HindIIl/BamHI mesta.

3.2.3 Izolacija plazmidne DNK “Qiagen EndoFree® Plasmid” kitom

Qiagen kit za izolaciju plazmidne DNK se zasniva na modifikovanoj proceduri
alkalne lize, nakon cega sledi vezivanje plazmidne DNK za patentirani Qiagen anjonski -
jonoizmenjivacki matriks, pod odgovaraju¢im uslovima niskih jonskih jacina i pH. RNK,
proteini i ostale necistoce se uklanjaju pranjem rastvorima srednje jonske jacine. Plazmidna
DNK je eluirana u puferu visoke jonske jacine, a zatim koncentrisana i odsoljavana
izopropanolskom precipitacijom.

Kako su plazmidni izolati koris¢eni i za potrebe tranzijentne transfekcije, bilo je
neophodno da iz izolata budu uklonjeni bakterijski endotoksini. Endotoksini su lipo-
polisaharidne komponente Gram-negativnih bakterija, kao Sto je E.coli. Prisustvo
endotoksina znatno umanjuje efikasnost transfekcije eukariotskih celija. KoriS¢enjem
patentiranog ER (endotoxin removal) pufera, onemogucava se vezivanje endotoksina za
DNK vezuju¢i matriks.

Prilikom izolacije plazmidne DNK pomenutim kitom, strogo su poStovana uputstva
proizvodaca. U radu je koriS¢en “EndoFree Maxi Kit“. Plazmidni izolat je ¢uvan na -20°C

do upotrebe u eksperimentima tranzijentne transfekcije.
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3.2.4 Tranzijentna transfekcija HeLa celija kalcijum fosfatnom precipitacijom

U eksperimentima tranzijentne transfekcije po 1.1 x 10° ¢elija je zasejavano u dve
Petri Solje pre¢nika 10 cm. Nakon 24 h rasta, ¢elije su prane dva puta HEPES rastvorom
(6.7 mM KCl, 142 mM NaCl, 10mM HEPES) i gajene jos$ 2h u svezem medijumu.

Po isteku ovog vremena na ¢elije je dodat kalcijum-fosfatni precipitat DNK koji
je napravljen na slede¢i nacin. Rastvoru DNK u 1 ml 2 x HEBS rastvora (HEPES buffered
saline; 274 mM NaCl, 42 mM HEPES, 9.6 mM KCIl, 1.5 mM Na,HPOg; pH 7.15 - 7.30),
koji je neprekidno aerisan, nakapavanjem je dodavan 1 ml 250 mM rastvora CaCl,. Ovako
formiran kalcijum-fosfatni precipitat dodavan je na ¢elije 1 inkubiran 5-6 h u standardnim
uslovima za gajenje HeLa celija. Nakon inkubacije precipitati su uklonjeni sa celija
pranjem 2 puta rastvorom HEPES-a i dodavan je svez medijum za gajenje HeLa ¢elija. Po
isteku 48 h od uklanjanja precipitata pravljeni su ¢elijski ekstrakti.

U eksperimentima tranzijentne transfekcije promotor-zavisnim reporterskim
konstruktima HeLa Ccelije su transfektovane sa 10 pug 892pCAT6 ili 255pCAT6 (ili
255mutCAT6), 4 pg pBS II KS+ i 3 ug pCH110 vektora (Amersham Pharmacia). U
eksprerimentima kotransfekcija HeLa celije su transfektovane sa 10 pg 892pCAT6 ili
255pCAT6 konstrukta i 2 pg ili praznog vektora (pcDNA3) ili odgovaju¢im ekspresionim
vektorom, zajedno sa 4 pg pBS I KS+1 3 pg pCH110 vektora.

3.2.5 Tranzijentna transfekcija EA.hy926 ¢elija LIPOFECTAMINE reagensom

Dan pre transfekcije 2 x 10° EA.hy926 éelija je sadeno u 60mm Petri $olji. Sutradan
je promenjen medijum i ¢elijama je dodat medijum bez seruma. Transfekcija je radena u
minimalnom OPTI-MEM (Invitrogen) medijumu u odsustvu seruma. U svakoj transfekciji
¢elije su transfektovane sa 4 ug 892pCAT6 ili 255pCAT6 (ili 255mutCAT6), 0.8 pg pBS 11
KS+1 1.2 ng pCH110 vektora, odnosnu u eksperimentima kotransfekcija je dodavano 0.8
pg odgovarajuéeg ekspresionog vektora umesto pBS II KS+. Ukupno 6 pg DNK je
rastvoreno u 500 pul OPTI-MEM-a, takode 16 ul LIPOFEKTAMINE reagensa je rastvoreno
u 500 ul OPTI-MEM-a. Potom su ti sadrzaji spojeni 1 inkubirani 30 minuta. PoSto su se
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formirali kompleksi, u ukupnom volumenu od 1 ml za svaku pojedinac¢nu transfekciju,
kompleksi su sipani na ¢elije 1 ¢elije su inkubirane 2.5 h. Nakon tog vremena, ¢elije su
ispirane 1 x PBS rastvorom, i dodavan im je svez, kompletan medijum koji se koristi za

gajenje EA.hy926 ¢elija. 48 sati nakon transfekcije izolovani su ¢elijski ekstrakti.

3.2.6 Priprema celijskih ekstrakata

Celijski ekstrakti su pripremani 48 h nakon transfekcije. Celije su oprane hladnim
PBS-om, struganjem odvojene od podloge u 1 ml TEN rastvora (Tris-EDTA-NaCl; 40 mM
Tris-HC1 pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) i istalozene centrifugiranjem na 13000
rpm, 2 min na +4°C. Talog ¢elija je resuspendovan u 100 pl 0.25 M Tris-HCI (pH 7.8 na
37°C). Liza ¢elija je uradena kroz tri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja (3 min u tecnom
azotu praéeno inkubacijom na 37°C do otapanja ¢elijskih taloga). Celijski talog je uklonjen
centrifugiranjem na 13200 rpm, 10 min na +4°C, a supernatant (Celijski ekstrakt) je

koriS¢en u B-galaktozidaznom i CAT eseju.

3.2.7 B-galaktozidazni esej

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

B-galaktozidazni esej je uobiCajen metod za odredivanje aktivnosti enzima [-
galaktozidaze u lizatima celija koje su transfektovane [-galaktozidaza reporterskim
vektorom-pCH110. Standardni esej se izvodi tako §to se uzorku razblazenom u Tris-HCI
pH 7.8 doda jednaka koli¢ina 2X Assay Buffer-a koji sadrzi 200 mM PBS, 2 mM MgCl,,
100 mM B-merkaptoetanol 1 1.33 mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozid). Uzorci se inkubiraju na 37°C. Tokom inkubacije B-galaktozidaza
hidrolizuje bezbojan supstrat u o-nitrofenil koji ima zutu boju. Absorbanca je merena na

Microplate reader aparatu tipa Multiskan RC (Labsystems) na talasnoj duZini 420 nm.
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Kao referentne vrednosti za konstrukciju standardne kalibracione krive i
odredivanje vrednosti [B-galaktozidaze u ispitivanim celijskim lizatima koriS¢ena su
standardna razblazenja ovog enzima: 3,125 mU, 6,25 mU, 12,5 mU, 25 mU, 50 mU, 100
mU 1200 mU.

3.2.8 CAT esej

Aktivnosti CAT enzima (hloramfenikol-acetil-transferaza) su odredivane “CAT
ELIZA esejem” (CAT Enzyme Linked Immunosorbent Assay- ELISA, Roche).

CAT ELIZA esej je enzimski imunoesej za kvantifikaciju hloramfenikol-acetil-
transferaze (CAT) iz E. coli u transfektovanim eukariotskim ¢elijama. CAT ELIZA se
koristi za kvantifikovanje ekspresije CAT-a u eukariotskim ¢elijama koje su transfektovane
plazmidima koji sadrze CAT reporterski gen.

Ovaj esej se zasniva na sendvi¢-ELIZA principu 1 izvodi se u mikrotitar plocama
koje imaju antitela na CAT (anti-CAT) vezana za povrSinu bunar¢i¢a u kojima se
sukcesivno odvijaju sledece reakcije. Najpre se u bunarCi¢e dodaju ekstrakti
transfektovanih ¢elija i inkubiraju 60 min na 37°C. U ovom koraku dolazi do specificnog
vezivanja CAT enzima iz cCelijskih ekstrakata za anti-CAT antitela vezanih za dno
bunarc¢ica. U slede¢em koraku dodaje se digoksigeninom obeleZeno antitelo na CAT (anti-
CAT-DIG) i desava se njegovo vezivanje za CAT. Sledi dodavanje antitela na digoksigenin
koja su konjugovana sa peroksidazom, (anti-DIG-POD), i koja se vezuju za digoksigenin.
U zavr$snom koraku ovog eseja dodaje se substrat ABTS, koji u prisustvu peroksidaze
(POD) daje obojenu reakciju pri inkubaciji na 37°C.

Absorbanca je merena na Microplate reader aparatu tipa Multiskan RC
(Labsystems) na talasnim duzinama 405/492 nm. Kao standardi za odredivanje aktivnosti
CAT-a u ispitivanim c¢elijskim lizatima (za konstrukciju standardne kalibracione krive)
koriS¢ena su sledec¢a razblazenja CAT enzima E coli: 3,125 pg, 6,25 pg, 12,5 pg, 25 pg, 50
pg, 100 pg, 200 pg. Vrednosti dobijenih CAT aktivnosti normalizovane su prema

efikasnosti transfekcije, odnosno prema izmerenoj -gal aktivnosti za dati uzorak.
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3.2.9 Izolovanje jedarnih proteina iz HeLa i EAhy926 celija

Jedarni proteini iz HeLa 1 EA.hy926 ¢elija su izolovani po modifikovanoj proceduri
Dignama 1 saradnika (Dignam et al., 1983). HeLa i EA.hy926 ¢elije su gajene da dostignu
broj od 1 x 10° ¢elija. Celije su sakupljene i, posle taloZenja i pranja u PBS-u,
resuspedovane u puferu A (0.25 M saharoza, 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCIl, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM EDTA) i inkubirane 10 minuta na ledu. Od ovog koraka, ostatak procedure
je raden na ledu u hladnoj sobi (+4°C). Nakon talozenja centrifugiranjem (1300 rpm, 5
min) éelije su resuspendovane u 2 volumena pufera A. Celije su lizirane homogenizacijom
u staklenom homogenizeru uz dodavanje NP-40 (0.05%). Jedra su stalozena
centrifugiranjem (2000 rpm, 10 minuta, +4°C) i zatim resuspendovana i homogenizovana u
puferu C (20 mM HEPES pH 7.9, 25% glicerol, 0.42 M NacCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA). Nakon meSanja 30 min na +4°C suspenzija je centrifugirana (20000 rpm, 30 min,
+4°C). Supernatant je dijaliziran u puferu D (20 mM HEPES pH 7.9, 20% glicerol, 0.1 M
KCl, 0,2 mM EDTA) 4-5 h na +4°C. Nakon dijalize rastvor je centrifugiran (20,000 rpm,
20 min, +4°C). Dobijeni supernatant koji sadrzi jedarne proteine je odvojen u nove
epruvete 1 Cuvan u teCnom azotu. Puferi A 1 C sadrze inhibitore proteaza u slede¢im
koncentracijama: 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1ug/ml leupeptina, 1ug/ml pepstatina i
1ug/ml antipaina, a pufer D 0.5 mM DTT i 0.5 mM PMSF.

3.2.10 I1zolovanje bakterijski eksprimiranih rekombinantnih proteina

Rekombinantni GST-ZBP-89 protein je eksprimiran u BL21(DE3) pLysS
bakterijskom soju. Protein ima za sebe vezanu glutation S transferazu (GST). Uradena je
2% inokulacija transformisanih bakterija iz prekono¢ne kulture. Bakterije su gajene na
25°C do postizanja ODggp = 0.4. Tada su indukovane 0.4 mM IPTG-om u trajanju od 1 h na
25°C. Dalja izolacija i1 preciS¢avanje rekombinantnih proteina je uradena po proceduri
proizvodaca Glutathione-S-transferase (GST) Gene Fusion System 1 Glutathione

Sepharose® 4B (Amersham Pharmacia Biotech).
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3.2.11 Esej smanjene elektroforetske pokretljivosti (EMSA-electrophoretic mobility
shift assay)

Dvolan¢ane probe su generisane reakcijama hibridizacije komplementarnih F i R
oligonukleotida (2 nmol svakog oligonukleotida) u 1 x STE puferu (0.1 M NaCl, 10 mM
Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) nakon 10 min denaturacije na 98°C i postepenog
hladenja do sobne temperature. Dvolancane oligonukleotidne probe su istaloZene
etanolnom precipitacijom.

R ili F oligonukleotidi su dizajnirani tako da sadrze 1-3 nesparena guanozina na 5’
kraju (izuzev NF-Y probe) koji obezbeduju obelezavanje probe ugradivanjem [o->"P]
dCTP-a na komplementarnom lancu u reakciji sa Klenow-im fragmentom. Reakcija
obelezavanja je sadrzala: 50 ng oligonukleotida, 0.5 pul 40 mM dNTPmix, 2 pl EcoPol
pufera (10 mM Tris-HCIL, ph 7.5, 5 mM MgCl,, 7.5 mM DTT), 1 pl Klenow fragmenta
DNK polimeraze (New England Biolabs) (5U) i ddH,0 do 20 pl. Nakon inkubacije od 60
min na 37°C 1 dodavanja 30 pl ddH,O, reakcija je propusStena kroz G-50 kolonu
(Amersham Pharmacia Biotech).

EMSA reakcije su radene sa 2.5 ug jedarnih proteina iz HeLa, odnosno EA.hy926
¢elija i 1 ng obelezene probe, u reakcionom puferu koji sadrzi 10 mM HEPES pH 7.9, 15
mM KCl, 0.25 mM ZnSOy4, 0.25 mM EDTA, 3% glicerol, 0.25mM DTT 1 50 ng/ul poly
(dI-dC) u volumenu od 20 pl, 30 minuta na 37°C. Za kompeticiju (‘“hladenje*) su kori$¢eni
neobelezeni oligonukleotidi u molarnom visku od 100 puta. U esejima smanjene
elektroforetske pokretljivosti u prisustvu antitela (“supersift™) proteini su, pre dodavanja
DNK probe, inkubirani sa antitelima na ZBP-89 I EGR1 30 minuta na +37°C, odnosno 30
minuta na +4°C a sa antitelima na NF-Y. Sp3 antitela su dodavana u reakciju posto su
formirani protein-DNK kompleksi 1 inkubirana 30 minuta na +37°C.

Reakcije su elektroforetski razdvajane u 6% nativnom poliakrilamidnom gelu sa

0.5 X TBE puferom (Tris-borat-EDTA; 45 mM Tris-borat, | mM Na,-EDTA).
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3.2.12 Izolacija ukupnih ¢elijskih proteina iz HeLa, EA.hy926 i HUVEC celija

Nakon transfekcije HeLa 1 EA.hy926 celija sa ekspresionim vektorima za
transkripcione faktore Sp3, ZBP-89, NF-Y i EGRI1, odnosno nakon tratmana HUVEC
¢elija sa razli¢itim proangiogenetskim agensima ili farmakoloskim inhibitorima
angiogeneze, izolovani su ukupni ¢elijski proteini koji su potom koris¢eni u ,,Western blot*
eseju.

Proteini su izolovani iz priblizno 1 x 10’ HeLa i EA.hy926 céelija koje su
transfektovane sa 4 pug pojedinacnog ekspresionog vektora, odnosno iz HUVEC ¢elija posle
odgovarajuceg tretmana.

HeLa i EA.hy926 ¢elije su sakupljene tripsinizacijom, isprane dva puta u 1 x PBS-u
1 lizirane u puferu koji sadzi 50 mM Tris Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP40, 5 pg/ml
PMSF, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin 1 1 pg/ml pepstatin A. Posle centrifugiranja
pokupljeni su ukupni ¢elijski proteini koji su u supernatantu i cuvani su na -80°C.

HUVEC ¢elije su isprane dva puta u 1 x PBS-u i sakupljene mehanicki u RIPA
puferu za lizu koji sadrzi 25 mM Tris HCI pH7.6, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1% natrijum
deoksiholat 1 0.1% SDS. Posle centrifugiranja pokupljeni su ukupni ¢elijski proteini koji su

u supernatantu i cuvani su na -80°C.

3.2.13 Imunoloska detekcija protein (eng. Western blot)

Uzorci ukupnih celijskih proteina (30 pg) su razdvajani na 12% SDS-PAGE 1
elektrotransferom prebaceni na nitroceluloznu membranu. Posle blokade u 5% nemasnom
mleku, preko no¢i na +4°C, membrane su inkubirane sa primarnim antitelima na SOX18 ,
a-tubulin ili B-aktin protein, 1 h na sobnoj temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sa
odgovaraju¢im HRP-konjugovanim sekundarnim antitelima 1h na sobnoj temperaturi, a
imunoblotovi su vizuelizovani ECL sistemom (Amersham Pharmacia Biotech) i
SuperSignal West Femto Trial Kit (Pierce). Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot
analizom vrSena je u programu ImageQuant Version 5.2, a statisticka obrada uz pomo¢

Student 7 testa.
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3.2.14 Izolacija RNK

Za potrebe RT-PCR metode i1 kvantitativnog qRT-PCR-a, RNK je izolovana iz 1
petri Solje konfluentnih HeLa, Eahy926 ili HUVEC ¢elija u prisustvu TRI reagent®
(Ambion) prema uputstvu proizvodaca. TRI Reagent je rastvor fenola i guanin-
izotiocijanata koji efikasno izoluje ukupnu RNK iz ¢elija. Nakon dodavanja 1ml reagensa u
petri Solju, lizati su pokupljeni 1 prebaceni u ependorficu. Zatim je na svaki ml koris¢enog
reagensa dodato 200ul hloroforma i centrifugirano 15min na +4°C/12000g. Dodavanjem
hloroforma i centrifugiranjem izdvaja se vodena faza od organske faze u kojoj se nalazi
RNK. Nakon odvajanja vodene faze RNK se precipitira izopropanolom (500pul
izopropanola na Iml koriS¢enog reagensa, zatim centrifugira 10 min na +4°C/12000g.
Dobijeni talog RNK je u zavr$noj fazi opran 75% etanolom, kratko osuSen na sobnoj
temperaturi, rastvoren u 75 pul DEPC tretirane bidestilovane vode i inkubiran 10 minuta na
55 °C kako bi se RNK dobro rastvorila. Kvalitet ovako dobijene RNK je proveren na
agaroznom gelu, a spektrofotometrijski je odredena koncentracija. Ovako dobijen uzorak je

zatim ¢uvan na -80°C do koriS¢enja.

3.2.15 Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija na dobijenoj RNK uradena je u prisustvu MuLV reverzne
transkriptaze (Applied Biosystems) koja koristi jednolancanu RNK matricu za sintezu
cDNK. U prisustvu 2.5 uM prajmera (Random hexamers, Applied Biosystems), 2.5U
MuLV reverzne transkriptaze, 10U RNaznog inhibitora, 4mM dNTPmixa (svaki ImM), 1x
pufera i SmM MgCl,, 1ug ukupne RNK je preveden u cDNK, inkubacijom 10min na
sobnoj temperaturi a zatim u PCR aparatu, 15 min na 42°C, 5 min na 99°C i 5Smin na 5°C.
Ovako sintetisanoj cDNK odredena je koncentracija na nano-drop apartu (Pharmacia) a

zatim je ¢uvana na -20°C do koriS¢enja.

60



MATERIJAL I METODE

3.2.12 RT-PCR

Dobijena ¢cDNK kori$¢ena je kao matrica u semi-kvantitativnoj PCR reakciji za
umnozavanje SOX18 sekvence, uporedo sa kontrolnom GAPDH. Koris¢en je "KAPA 2G
Fast HotStart Ready mix" 2x (Biosystems), i 100ng cDNK kao matrica.

Profil PCR reakcije bio je:
1. Pocetna denaturacija 98°C 5 min, 95°C 1 min
2. 40 ciklusa umnozavanja:
1. denaturacija 96°C 30sec
2. sparivanje prajmera 57°C 30sec
3. polimerizacija 72°C 30sec
3. zavrina sinteza 72°C 7min

Produkti PCR reakcija razdvajani su na 2% agaroznom gelu.

3.2.12 Kvantitativni-RT-PCR (q RT-PCR)

Totalna RNK je izolovana iz HelLa 1 EA.hy926 c¢elija, lazno transfektovanih,
odnosno transfektovanih sa odredenim ekspresionim vektorom i konvertovana reverznom
transkripcijom u cDNK. cDNK je koriS¢ena kao matrica za qRT-PCR koji je raden sa
»Power SYBR Green PCR master mix‘“-om u ukupnom volumenu od 20 pl u aparatu 7500
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Svaka PCR reakcija je radena u triplikatu i
uzimana je u obzir srednja vrednost za svaki uzorak. Relativni nivo SOX18 ekspresije je
odreden pomocéu komparativnog algoritma za kvantifikaciju, gde je AACt vrednost
inkorporisana u formulu 2" &ime se dobija stepen razlike u ekspresiji izmedu dva
uzorka. Relativna ekspresija SOX18 gena je predstavljena kao procenat u odnosu na SOX18
ekspresiju u lazno transfektovanim celijama, kome je dodeljena vrednost 100%, a

statistiCka obrada je uradena uz pomo¢ Student ¢ testa.
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4. REZULTATI

4.1. In silico analiza promotorskog regiona SOX18 gena i poredenje sa ortologom

sekvencom kod miSa

Osnovni cilj istrazivanja u ovom radu predstavlja ispitivanje transkripcione
regulacije humanog SOXI18 gena. Prvi korak je bila kompjuterska analiza promotorskog
regiona, ukljucujuéi analizu strukture promotora i potencijalnih vezivnih mesta za
transkripcione faktore (TF), kao i poredenje sa ortologom promotorskom sekvencom kod
misa. Ranije je napomenuto da je promotor SOXI/8 gena bez TATA boksa, a literaturni
podaci govore da se u takvim slucajevima cesto radi o GC-bogatim sekvencama gde ulogu
u regulaciji transkripcije gena imaju transkripcioni faktori koji se vezuju za GC-bogate
sekvence (Deaton and Bird, 2011). Promotorski region SOXI8 gene jeste GC-bogat, a
program za predikciju CpG ostrvaca (EMBOSS CpGplot softver) je identifikovao jedno
CpG ostrvee u okviru SOX18 promotora, duzine 239 bp u regionu od -300 do -61 u odnosu
na ATG, $to je predstavljeno na Slici 8 (isprekidanom linijom ispod sekvence).

Matlnspektor, program za predikciju vezivnih mesta za transkripcione faktore, je u
uslovima koji su definisani u odeljku Materijal i metode, identifikovao veliki proj
potencijalnih vezivnih mesta kako za opste, tako i za specifi¢ne transkripcione faktore.
Medu brojnim predvidenim mestima nalaze se vezivna mesta za transkripcione faktore iz
Sp, EGR, ETS i Gli proteinskih familija kao 1 transkripcione faktore ZBP-89, CREB, NF-
Y, Ap2 i druge. Na Slici 8 su u okviru nukleotidne sekvence ucrtana potencijalna vezivna
mesta za traskripcione faktore iz Sp proteinske familije, ZBP-89, EGR1 i NF-Y.

Uporedo sa ovom analizom, promotorski region humanog SOX18 gena uporeden je
sa ortologom sekvencom kod miSa. Ovo poredenje je pokazalo da homologija izmedu
nukleotidnih sekvenci SOX18 promotora coveka i misa nije visoka i iznosi 35% (Clustal
W). Ipak, izvesna potencijalna vezivna mesta za odredene transkripcione faktore su

pokazala ocuvanost u sekvenci i1 poziciji. To su vezivna mesta za transkripcione faktore
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NF-Y, ZBP-89, kao i transkripcione faktore iz Sp i EGR proteinskih familija ¢ija se vezivna

mesta i preklapaju.

_ SpIEGR1

Govek: TGCAGCGGTGG GC CC CCAG CCCTTCCC AA ‘Z‘ (8] A GGG :

mi ! - fF (C AIR }'-\A }\ AF\ JATGAAT A AAAQgTCCC '
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Sovek : GACG CC T T G GGC ICCTET@MCTCTC :
mi§ SAAGE AAACAG A C CF\C}\CA :

T

200
Covek: T _'CTT T C B GT TWT GECAG A..A CC AJAAA AAA TG :
mig : € G-~ GEIGAC C '.' T"C '.‘ T GAFT C Af A :
Covek: CA(. (,CC --GCE CCC G - SR8 C C T T T i‘vAAG c :
mi§ (‘AAA ACAT CA (‘AAAA" "?-"'1 CEgT T AC C "5"ZT A
Covek: |ERSENC C AT C e ERelA SREREEA C T T IERERE G T — [T T G RA A G G CIG C SC SR AR T T GGl - - - - - - - - - - - :
mi§ CJ-’Ar ‘ﬁAA CA AAf CCAT CTTTTCCCGAG Af AA' :

zBP-89 SmEGR1 ) z8Pag

Zovek: Tb L Lor (el leRel 5 T 1] o s iGAA :
mig : GGTGETARRT TRAATET T CY TC A

5
covek: (SENSIC 64 C NS C [EHNETE  INETEIE - INE  SEEIS | S1E)C GRS C SRR - - - - - - - GT CA :
mis CCTGA}\AAC Cl C‘,' CC CACCA :

332 ZBP-89 EGR1

Covek: ---- fTC ;
mis ¢ GCAG .
&= 70 7
Govek: C! BB G 5 c BCGAGGR
mi§ T CElE- - - A Mccrccld
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860
Covek : roEme
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Slika 8. Nukleotidna sekvenca promotorskog regiona humanog SOXI/8 gena i poredenje sa ortologom
sekvencom kod misa. Start transkripcije gena oznaCen je sa +1. Zasenceni delovi sekvenci pokazuju
nukleotidnu identi¢nost. Pozicije vezivnih mesta za transkripcione faktore koji su oc¢uvani kod coveka i misa
su oznaCene pravugaonicima koji uokviruju obe sekvence. Pozicije ostalih vezivnih mesta oznaCene su
pravougaonicima koji uokviruju samo sekvencu coveka. Imena transkripcionih faktora su obelezena iznad

sekvence. CpG ostrvo je podvuceno.

Evolutivna oCuvanost vezivnih mesta za transkripcione faktore ukazuje na njihov
potencijalni funkcionalni znacaj u regulaciji ekspresije analiziranog gena. Na osnovu

dobijenih rezultata, dalji cilj je bio detaljno ispitivanje uloge Sp, ZBP-89, NF-Y i EGR1
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transkripcionih faktora u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena. Na Slici 9 je shematski
predstavljen deo sekvence u okviru koje se nalaze potencijalna vezivna mesta za pomenute
transkripcione faktore, a data sekvenca predstavlja DNK probu koja je potom kori§¢ena u

esejima smanjene elektroforetske pokretljivosti (EMSA).

Sp ZBP-89 EGRI1 Sp/EGR1 SlprGRl S}u’EGRl 1 NFy
[ |

5’ GACCCGCCCCC GCjCCGCCCGCCC CGCCGCCGATTGGCCC ¥

Slika 9. Shematski prikaz SOX/8 DNK probe I (pozicija od -29 do +10 u odnosu na start
transkripcije gena) koriS¢éene u EMSA esejima sa potencijalnim vezivnim mestima za transkripcione faktore

koji su ocuvani kod ¢oveka i misa.

4.2. Uloga transkripcionog faktora Sp3 u regulaciji transkripcije SOX18 gena

Kao $to je predstavljeno na slici 8, potencijalna vezivna mesta za proteine iz Sp
familije transkripcionih faktora su prisutna duz celog promotorskog regiona SOX18 gena, a
na poziciji od -24 do -7 u odnosu na start transkripcije su prepoznata Cetiri potencijalna
vezivna mesta. [stovremeno, data sekvenca je veoma o¢uvana izmedu ¢oveka i misa (77%).
U odeljku Uvod je istaknuto da se Sp familija transkripcionih faktora sastoji od nekoliko
¢lanova, medu kojima su Spl i Sp3 proteini eksprimirani u vecini sisarskih celija. Spl
transkripcioni faktor se Cesto navodi kao konstitutivni aktivator, odnosno ukljucen je u
regrutovanje opste transkripcione masinerije na promotorima bez TATA motiva (kakav je i
promotor SOX18 gena) (Pugh and Tjian, 1990). Sa druge strane, Sp3 transkripcioni faktor
moze da ostvari i aktivatorsku i represorsku funkciju i njegova uloga u regulaciji
transkripcije SOX18 gena je ispitivana u ovom radu.

Predstavljena DNK proba I (Slika 9) je upotrebljena za ispitivanje vezivanja Sp3
proteina u EMSA eseju. Preciznije, interakcija jedarnih proteina izolovani iz HeLa ¢elija sa
DNK probom I dovela je do pojave tri protein-DNK kompleksa oznacenih kao k1, k2 1 k3
(Slika 10, linije 2 1 4). Specificnost formiranih kompleksa proverena je u reakciji

kompeticije sa 100 puta molarnim viSkom neobelezene probe 1. U datoj reakciji je doslo do
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smanjenja u formiranju kompleksa, tzv. ,hladenja®“, ¢ime smo potvrdili da su nastali
kompleksi posledica specifi¢nog vezivanja jedarnih proteina za probu I (Slika 10, linija 3).
U cilju identifikacije proteina prisutnih u formiranim protein-DNK kompleksima, na
odgovaraju¢oj probi I uradena je reakcija vezivanja u prisustvu antitela za Sp3
transkripcioni faktor. Primenom Sp3 antitela, doslo je do gubitka protein-DNK kompleksa
kl 1 k3 1 formiranja novog kompleksa promenjene -elektroforetske pokretljivosti-

“supershift” kompleksa (Slika 10, linija 5).

Proba + o+ o+ + +
NO proba - - + = =
JPHeLa - + + + +

At Sp3 - - - - +

Slika 10. EMSA reakcija sa SOX/8 DNK probom I i jedarnim proteinima iz HeLa ¢elija (JP HeLa).
Kompeticija je uradena sa neobelezenom probom I (NO proba) (linija 3). Formirani protein-DNK kompleksi

oznaceni su sa k1, k2 i k3 (linija 2). “Supershift” sa Sp3 antitelima (linija 5) je oznacen strelicom i ss.

Na ovaj nacin je utvrdeno da se za DNK probu I, poreklom iz promotora SOXI8§

gena, u in vitro uslovima vezuje Sp3 transkripcioni faktor.
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Slede¢i korak je bila analiza uticaja povecane ekspresije Sp3 transkripcionog
faktora na aktivnost SOXI8 promotora u HeLa celijama. U funcionalnim esejima je
koriS¢en promotor-reporter konstrukt koji je sadrzavao ceo SOXI8 promotor (892 bp
uzvodno od ATG kodona) i ekspresioni vektor za Sp3 transkripcioni faktor.

Na Slici 11. su predstavljeni rezultati funkcionalnih eseja gde je pokazano da
pojacana ekspresija Sp3 transkripcionog faktora dovodi do smanjenja aktivnosti SOXI18
promotoskog konstrukta 892p na priblizno 55%. Predstavljeni rezultati pokazuju da se Sp3
transkripcioni faktor ponaSa kao represor promotorske aktivnosti SOXI/8 gena u HeLa

¢elijskoj liniji.

125

100—

—

75—

50— E— M

25 N H— (-

Relativna CAT aktivnost

() —— e =

892p + &
Sp3 - +

Slika 11. Efekat pojacane ekspresije Sp3 na aktivnost SOX18 promotorskog konstrukta 892p. Hela éelije su
transfektovane sa SOXI8 promotorskim konstruktom 892pCAT6 u kombinaciji sa odgovaraju¢im
ekspresionim vektorom. Normalozovane CAT vrednosti su predstavljene kao procenat aktivnosti 892p
konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard
deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom ¢-

testu i vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*)

S obzirom da predhodni rezultati ukazuju na represorsku ulogu Sp3 proteina, sledeci
cilj je bio ispitivanje njegovog uticaja na endogeni nivo SOX18 ekspresije u HeLa ¢elijama.
Posle tranzijentne transfekcije HeLa celija sa ekspresionim vektorom za transkripcioni

faktor Sp3 (pN3-Sp3FL), pracena je promena u nivou SOX18 proteina u odnosu na Celije
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koje su ,lazno*“ transfektovane i koje su sluzile kao kontrola (Slika 12). Povecana
ekspresija Sp3 dovodi do umerenog smanjenja u nivou SOX18 proteina na priblizno 80%,
ukazujuéi da Sp3 transkripcioni faktor pokazuje inhibitorni efekat i u nativnim uslovima,
ali da njegov uticaj na ekspresiju SOX18 proteina nije dominantan u ispitivanom model

sistemu.

Kontrola pN3-Sp3FL

“ “ -«— SOX18

. .. «—— a-tubulin
125

100, *
751
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Slikal2. Uticaj povecane ekspresije Sp3 transkripcionog faktora na nivo SOX18 proteina u HeLa celijama.
Rezultati tri nezavisna eksperimenta su predstavljeni u vidu histograma. Jedna reprezentativna hibridizacija sa
antitelima za SOX18 i a-tubulin je predstavljena iznad histograma. Imunoreaktivni signali su digitalizovani i
kvatifikovani pomocu ImageQuant Version 5.2 kompjuterskog programa i normalizovani su na vrednosti o-
tubulina. Koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama koje pojacano eksprimiraju odredeni transkripcioni faktor je
izra¢unata kao procenat u odnosu na koli¢inu SOX18 proteina u kontrolnim HeLa ¢éelijama kojoj je dodeljena
vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (standard deviation) iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i vrednosti za koje je p <

0.05 su predstavljene zvezdicom (*).
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4.3. Uloga transkripcionog faktora ZBP-89 u regulaciji transkripcije SOX18 gena

Pored potencijalnih vezivnih mesta za Sp transkripcione faktore, duz SOXIS8
promotora se nalaze i viSestruka potencijalna vezivna mesta za jo§ jedan GC-vezujuci
transkripcioni faktor, ZBP-89 (Slika 8). Od Sest predvidenih vezivnih mesta, samo jedno
mesto je ocuvano 1 u sekvenci i u poziciji kod coveka 1 misa (Slika 9).

U EMSA eseju je analizirano vezivanje ZBP-89 transkripcionog faktora za DNK
probu I, koja sadrzi jedno evolutivno ocuvano ZBP-89 vezivno mesto. Jedarni proteini iz
HeLa c¢elija, vezuju¢i se za DNK probu I, dovode do formiranja tri DNK-proteinska
kompleksa, kao §to je ve¢ objasnjeno. U cilju identifikacije proteina prisutnih u formiranim
kompleksima, na odgovarajucoj probi I uradena je reakcija vezivanja sa antitelima za ZBP-
89 transkripcioni faktor. Upotrebom ZBP-89 antitela doSlo je do inhibicije formiranja sva
tri kompleksa, odnosno do tzv. efekta “hladenja”, bez formiranja novog kompleksa otezane
elektroforetske pokretljivosti (Slika 13, linija 4). Iako upotreba antitela obicno dovodi do
formiranja novog “supershift” kompleksa, u literaturi su zabeleZeni i slucajevi inhibicije
formiranja kompleksa (Kovacevic Grujicic et al.,, 2005). U takvim slucajevima,
najverovatnije, antitelo specificno prepoznaje DNK-vezuju¢i domen transkripcionog
faktora, spreCavaju¢i na taj nacCin njegovo vezivanje za DNK. Usled toga izostaje
formiranje protein-DNK kompleksa.

Da bi se dodatno potvrdilo vezivanje ZBP-89 proteina za SOX18 probu I, u EMSA
eseju je koris¢en rekombinantni ZBP-89 protein. Pokazano je da se rekombinantni ZBP-89
specificno vezuje za probu I, u in vitro uslovima, formiraju¢i jedan kompleks (Slika 13,
linijje 7 1 8). Upotrebom ZBP-89 antitela doSlo je do “hladenja” ovog kompleksa u
“supershift” reakciji (Slika 13, linija 6), isto kao i u reakciji vezivanja sa jedarnim
proteinima. Na ovaj nacin je ustanovljeno da se i transkripcioni faktor ZBP-89 vezuje za

SOX18 promotor, u okviru SOX18 DNK probe I.
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Proba +

NO proba - J_r : J_r Proba + 0+ + 4+
JP HeLa - + + + GST-ZBP8&9 -+ 4+ o+
At ZBP89 - - - 4 AtZBP® - 4 - -

kil -
k2 »-

k3 =

Slika 13. EMSA reakcija sa SOXI/8 DNK probom I i jedarnim proteinima iz HeLa c¢elija (JP HeLa).
Kompeticija je uradena sa neobelezenom probom I (NO proba) (linija 3). Formirani protein-DNK kompleksi
oznaceni su sa k1, k2 i k3 (linija 2). “Supershift” sa ZBP-89 antitelima (linije 4 i 6). Vezivanje 400 i 800 ng
rekombinantnog GST-ZBP-89 proteina (linije 7 i 8).

U funkcionalnim esejima je pokazano da pojacana ekspresija ZBP-89 dovodi do
smanjenja aktivnosti 892p promotorskog SOX18 konstrukta na oko 40%, u HeLa ¢elijama
(Slika 14). Time je pokazano da je ZBP-89 transkripcioni faktor, kao i Sp3, inhibitor

promotorske aktivnosti SOX18 gena u koriS¢enom model sistemu.
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Slika 14. Efekat pojacane ekspresije ZBP-89 na aktivnost SOX18 promotorskog konstrukta 892p. Hela celije
su transfektovane sa SOXI/8 promotorskim konstruktom 892pCAT6 u kombinaciji sa odgovarajuc¢im
ekspresionim vektorom. Normalozovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti 892p
konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard
deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom ¢-

testu i vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Na kraju je analiziran uticaj pojacane ekspresije ZBP-89 transkripcionog faktora na
endogeni nivo SOX18 proteina. HeLa celije su transfektovane ekspresionim vektorom za
ZBP-89 transkripcioni faktor (pcDNA3 ZBP-89), a potom je pradena promena u nivou
SOX18 proteina u odnosu na kontrolne HeLa celije koje su ,lazno“ transfektovane
(praznim ekspresionim vektorom). Rezultat je predstavljen na Slici 15, gde se uocava da
ovaj transkripcioni faktor smanjuje nivo SOX18 proteina na priblizno 80% ukazujuéi na
represorsku funkciju i u nativnom kontekstu. Tako je 1 ZBP-89 transkripcioni faktor
oznacen kao inhibitor i SOX18 promotorske aktivnosti i endogene ekspresije u HeLLa model

sistemu.
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Slikal5. Uticaj poveéane ekspresije ZBP-89 transkripcionog faktora na nivo SOXI18 proteina u HelLa
¢elijama. Rezultati tri nezavisna eksperimenta su predstavljeni u vidu histograma. Jedna reprezentativna
hibridizacija sa antitelima za SOX18 i a-tubulin je predstavljena iznad histograma. Imunoreaktivni signali su
digitalizovani i kvatifikovani pomoc¢u ImageQuant Version 5.2 kompjuterskog programa i normalizovani su
na vrednosti a-tubulina. Koli¢ina SOX18 proteina u celijama koje pojacano eksprimiraju odredeni
transkripcioni faktor je izracunata kao procenat u odnosu na koli¢inu SOX18 proteina u kontrolnim HeLa
¢elijama kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (standard
deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i

vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

4.4. Uloga transkripcionog faktora NF-Y u regulaciji transkripcije SOX18 gena

U promotoru SOXIS8 gena je prepoznato jedno potencijalno vezivno mesto za
transkripcioni faktor NF-Y, o¢uvano u sekvenci i poziciji kod ¢oveka i misa (Slike 8 i 9).
Vezivno mesto za NF-Y je obi¢no u promotorima pozicionirano 60-100 bp uzvodno od
starta transkripcije, medutim u SOXI/8 promotoru se nalazi neposredno posle starta
transkripcije.

EMSA esejima je pokazano da se u DNK-proteinskim kompleksima formiranim u

interakciji jedarnih proteina sa SOX18 DNK probom I, nalazi i NF-Y protein. Tacnije,

71



REZULTATI

anitela na NF-Y protein su dovela do znaCajnog smanjenja inteziteta kompleksa k1, k2 1 k3

Sto je prac¢eno formiranjem novog “supershift” kompleksa (Slika 16, linija 3).

k1
k2

Proba + - +
JPHeLa - + +
At NF-Y - - +

Slika 16. EMSA reakcija sa SOX/8 DNK probom I i jedarnim proteinima iz HeLa ¢elija (JP HeLa).

Formirani protein-DNK kompleksi oznaceni su sa k1, k2 i k3 (linija 2). “Supershift” sa NF-Y antitelima

(linija 3) je oznacen strelicom i ss.
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Posto je pokazano da se NF-Y protein vezuje za DNK probu iz SOX18 promotora u
in vitro uslovima, slede¢i korak je bio ispitivanje njegove uloge u funkcionalnim esejima.
Pojacana ekspresija transkripcionog faktora NF-Y u HelLa ¢elijama dovodi do pojacanja
aktivnosti SOX18 promotorskog konstrukta viSe od 4 puta (Slika 17). Dakle, za razliku od
inhibitornog efekta Sp3 1 ZBP-89, NF-Y transkripcioni faktor je potentan aktivator
promotorske aktivnosti SOX18 gena.

700
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Relativna CAT aktivnost

Slika 17. Efekat pojacane ekspresije NF-Y na aktivnost SOX18 promotorskog konstrukta 892p. Hela celije su
transfektovane sa SOXI8 promotorskim konstruktom 892pCAT6 u kombinaciji sa odgovarajuéim
ekspresionim vektorom. Normalozovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti 892p
konstrukta kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard
deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom z-

testu i vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Finalno, HeLa C¢elije su transfektovane sa ekspresionim vektorom za NF-Y
transkripcioni faktor (YA13) i promena u nivou SOX18 proteina je analizirana Western
blot metodom. Sli¢no kao i u funkcionalnom eseju sa SOX18 promotorskim konstruktom, i
u nativnom kontekstu NF-Y je pokazao aktivatorsku funkciju, povecavajuéi nivo SOX18
proteina za oko 40% (Slika 18). Kao $to je predstavljeno, NF-Y na proteinskom nivou ne

dovodi do jake aktivacije, kao §to je to slu¢aj na nivou promotorskog konstrukta, ali
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svakako zadrzava svoj aktivatorski potencijal. Na ovaj nacin je potvrdena aktivatorska

uloga NF-Y transkripcionog faktora u regulaciji transkripcione aktivnosti SOX18 gena.
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Slika 18. Uticaj povecane ekspresije NF-Y transkripcionog faktora na nivo SOX18 proteina u HeLa ¢elijama.
Rezultati tri nezavisna eksperimenta su predstavljeni u vidu histograma. Jedna reprezentativna hibridizacija sa
antitelima za SOX18 i a-tubulin je predstavljena iznad histograma. Imunoreaktivni signali su digitalizovani i
kvatifikovani pomocu ImageQuant Version 5.2 kompjuterskog programa i normalizovani su na vrednosti o-
tubulina. Koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama koje pojacano eksprimiraju odredeni transkripcioni faktor je
izraCunata kao procenat u odnosu na koli¢inu SOX18 proteina u kontrolnim HeLa ¢elijama kojoj je dodeljena
vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (standard deviation) iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i vrednosti za koje je p <

0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

4.5. Uloga transkripcionog faktora EGR1 u regulaciji transkripcije SOX18 gena

Od ranije je poznato da EGRI transkripcioni faktor ima vaznu ulogu u
transkripcionom odgovoru endotelijalnih ¢elija na angiogenetske faktore rasta, kao i da
reguliSe ekspresiju razli¢itth gena koji su ukljuceni u regulaciju procesa angiogeneze.
Uzimajuéi u obzir njegovu ulogu u ovim procesima, kao i ¢injenicu da je humani SOX18§

gen ve¢ povezan sa procesima vaskularogeneze, limfangiogeneze i angiogeneze, u ovom
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radu je posebna paznja posvecena funkcionalnoj analizi uloge EGR1 u transkripcionoj
regulaciji humanog SOX18 gena.

Kompjuterska predikcija je ukazala na Sest potencijalnih vezivnih mesta za EGR1
transkripcioni faktor u okviru SOXI8 promotora (Slika 8). Vezivna mesta za EGRI1
transkripcioni faktor Cesto se preklapaju u sekvenci i poziciji sa vezivnim mestima za
transkripcione faktore iz Sp familije. Na Slici 8 su predstavljena sva potencijalna vezivna
mesta za EGRI1 transkripcioni faktor, i kao §to je predstavljeno, vecina se preklapa sa

vezivnim mestima za Sp transkripcione faktore.

4.5.1 In vitro vezivanje EGR1 transkripcionog faktora za potencijalna vezivna mesta u

SOX18 promotoru

U cilju dokazivanja vezivanja EGRI1 transkripcionog faktora u okviru SOXI8
promotora, pored SOX18 DNK probe I, generisane su jos tri SOX/8 DNK probe (II-1V)
koje obuhvataju potencijalna EGR1vezivna mesta (Slika 19).

-726 -89 tsp +166
|j")1 -648 -288 -285 -108 -105 -20 -17-14 10 79
| I
I I
proba IV proba I11 proba II proba I

Slika 19. Shematski prikaz SOX18 promotora sa potencijalnim vezivnim mestima za EGR1 (oznaceno sivim
pravougaonicima).Tacne pozicije potencijalnih vezivnih mesta oznaCene su iznad pravougaonika, a relativne
pozicije DNK proba koje su koris¢ene u EMSA eseju oznaCene su punim, sivim linijjama. Brojevi u
podebljanom fontu oznacavaju pozicije optimalnog SOX18 promotora (-726 do +166), odnosno minimalnog

promotorskog regiona (-89 do +166) u odnosu na start transkripcije (zsp).

U EMSA eseju, jedarni proteini iz HeLa Celija su se specifi¢no vezali za sve Cetiri
SOX18 DNK probe (I-IV) formiraju¢i protein-DNK komplekse (Slika 20, linije 2, 5, 8 1
11). Da bi ispitali da li se u okviru formiranih protein-DNK kompleksa nalazi EGRI1

protein, uradene su reakcije kompeticije vezivanja jedarnih proteina sa 100 x molarnim
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viskom neobelezenog specificnog kompetitora. Kao specifi¢ni kompetitor upotrebljena je
oligonukleotidna proba koja sadrzi EGR1 vezivno mesto. Kao Sto je predstavljeno na Slici
20, kompeticija sa EGR1 konsensus probom nije dovela do gubitka protein-DNA
kompleksa koji su formirani sa probama Il i IV (linije 7 i 10). U slucaju probe I, doslo je
do smanjenja u intezitetu formiranih kompleksa (Slika 20, linija 4), dok je kod probe I
doslo do potpunog inhibiranja formiranja protein-DNK kompleksa (Slika 20, linija 3). Na
osnovu ovih rezultata, zakljueno je da u formiranju protein-DNK kompleksa sa probama
II i1 IV ne ucestvuje EGR1 transkripcioni faktor ¢ime je odbacena moguénost da se za ta

dva potencijalna vezivna mesta vezuje EGRI1.

Proba
JP HelLa
EGR1 konsenzus

1 2 3 4 5 6 7 89 101112

proba | proba Il  proba IIl  proba IV

Slika 20. EMSA reakcija sa odgovaraju¢im SOXI8 probama (I-IV) i jedarnim proteinima iz HeLa (JP HeLa)
¢elija. Specificni protein-DNK kompleksi su obelezeni strelicama. Kompeticija sa 100 x molarnim viskom
neobelezene oligonukleotidne probe koja nosi konsenzusna vezivna mesta za EGRI(EGR1 konsenzus)

predstavljena je u linijama 3, 4, 71 10.
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Da bi dalje ispitali da 1i EGR1 ucestvuje u formiranju kompleksa sa probama I 1 I,
upotrebljena su specificna EGR1 antitela u EMSA "supershift" reakciji. Kod probe I je u
“supershift” reakciji doslo do potpune inhibicije formiranja protein-DNK kompleksa, ¢ime
je potvrdeno da u formiranju tih kompleksa ucestvuje EGR1 transkripcioni faktor (Slika 21,
linjja 3). Efekat “hladenja” protein-DNK kompleksa pri upotrebi specifi¢nih antitela je
ranije objasnjen kod ,,supershif reakcije sa antitelima za ZBP-89 protein. Sa probom II
izostaje promena u elektroforetskoj pokretljivosti kompleksa, odnosno nema “‘supershift”
kompleksa, niti dolazi do znacajnog “hladenja” postoje¢ih kompleksa, Sto ukazuje da se za

ovu probu ne vezuje EGR1 (Slika 21, linija 6).

Proba + + + + + +
JPHela - + F -+ F
AtEGRI - - # - -+

- — - -

proba I proba I1

Slika 21. EMSA reakcija sa SOX18 probama I i II i jedarnim proteinima iz HeLa (JP HeLa) i “supershift” sa
anti EGR1 antitelima — ss (linije 3 i 6).
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Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da SOX18 1 EGR1 pripadaju transkripcionim faktorima
koji se eksprimiraju u endotelijalnim ¢elijama i1 imaju ulogu u procesu angiogeneze, sledeci
cilj je bio da se ispita da li se EGR1 vezuje za SOX18 DNK probu I kada se u EMSA
esejima koriste jedarni proteini iz endotelijalnih ¢elija. U ovom slucaju kori$¢eni su jedarni
proteini izolovani iz EA.hy926 ¢elija. Re¢ je o hibridoma ¢elijskoj liniji koja vodi poreklo
od primarnih endotelijalnih ¢elija izolovanih iz vene pupcane vrpce (HUVEC ¢elije), i
koriste se kao endotelijalni model sistem. U EMSA eseju jedarni proteini iz EA.hy926
¢elija se vezuju za SOX18 DNK probu I (Slika 22, linija 2), i dolazi do formiranja Cetiri
kompleksa (k1-4). Kompeticija sa specificnim kompetitorom, kao i upotreba specifi¢nih
antitela, dovode do inhibicije formiranja protein-DNK kompleksa k1 1 k2, ukazujuéi da se i
u slucaju proteina iz endotelijalnih ¢elija EGR1 transkripcioni faktor vezuje za probu I

(Slika 22, linije 3 i 4).

Proba + + o+ o+
JP EAhy926 - + + +
Konsen. EGRI - - + -
At EGRI - - - 4+

kl =

K2 -

K3 =

k4 =

Slika 22. EMSA reakcija sa SOXI/8 DNK probom I i jedarnim proteinima iz EA.hy926 celija. Formirani
specifi¢ni protein-DNK kompleksi oznaceni sa k1-4 (linija 2), hladenje sa specificnim kompetitorom -

Konsen. EGR1 (linija 3) i“supershift” sa anti EGR1 antitelima (linija 4).
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EMSA esejima je pokazano da jedini region iz SOX18 promotora koji vezuje EGR1
transkripcioni faktor obuhvata fragment -29 do +10 u odnosu na start transkripcije i nalazi
se u okviru SOX18 minimalnog promotorskog regiona (od -89 do +166 u odnosu na start
transkripcije). Re¢ je o regionu za koji je pokazano da vezuje Sp3, ZBP-89 i NF-Y
transkripcione faktore. Da bi dodatno potvrdili da je ovaj region vazan za vezivanje EGRI1,
u EMSA reakciji su koriS¢eni celijski proteini izolovani iz HelLa celija koje su
transfektovane praznim pcDNA3.1 vektorom ili ekspresionim vektorom za EGR1. Kada su
koriS¢eni ¢elijski proteini koji su “obogaceni” EGR1 proteinom, afinitet za vezivanje ovih
proteina za probu se znacajno povecao §to se uocava povecanjem inteziteta protein-DNK
kompleksa k1 i k2 (Slika 23, linija 3). Ovim je dodatno potvrdeno da EGR1 transkripcioni
faktor u€estvuje u formiranju protein-DNK kompleksa sa SOX78 DNK probom I.

Proba + + f
CP HeLa -+ -
CP HeLa+EGR1 - - +
par ED G
Lé - . -

Slika 23. EMSA reakcija sa SOXI8 DNK probom I i celijskim proteinima iz HeLa Ccelija lazno
transfektovanih (CP HeLa) i HeLa tranfektovanih sa EGR1 ekspresionim vektorom (CP HeLa + EGR1).
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4.5.2 Analiza uloge pojacane ekspresije EGR1 na aktivnost SOX18 promotorskih
konstrukata u HeLa i EA.hy926 ¢elijama

Slede¢i korak je bio ispitivanje uloge EGRI1 transkripcionog faktora u regulaciji
aktivnosti promotora SOX18 gena. U funkcionalnu analizu su uklju¢ena dva promotorska
konstrukta, jedan koji obuhvata region od -726 do +166 u odnosu na start transkripcije i
predstavlja optimalni SOX18 promotor (konstrukt 892pCAT6) 1 drugi koji obuhvata region
od -89 do +166 u odnosu na start transkripcije i oznacen je kao minimalni promotorski
region (konstrukt 255pCAT6). Na Slici 24A, prikazana su oba konstrukta sa relativnim
polozajem potencijalnih vezivnih mesta za EGR1 transkripcioni faktor.

U funkcionalnim esejima su koris¢ene HelLa celije, kao tumorski model sistem 1
EA hy926 ¢elije, kao endotelijalni model sistem. Kao Sto je predstavljeno na Slici 24B 1 C,
tranzijentno povecanje ekspresije EGR1 transkripcionog faktora dovodi do povecanja
aktivnosti optimalnog SOX18 promotora (892pCAT6) od priblizno 5 puta u obe celijske
linije. Sa druge strane, odgovor minimalnog promotorskog regiona (255pCAT6) na
povecanu ekspresiju EGR1 se razlikovao izmedu HeLa i1 EA.hy926 celija. Tacnije,
aktivnost 255pCAT6 konstrukta bila je povecana 5 puta u Hela ¢elijama, a 2.5 puta u
EA.hy926 celijama. Dakle, na odgovor u EA.hy926 ¢elijama je uticala delecija
promotorskog regiona od -726 do -89. Ova razlika u odgovoru moze da ukazuje na znacaj
uzvodnih sekvenci SOX18 promotora u endotelijalnom model sistemu, za koje se mogu
vezivati neki drugi, specificni faktori i time pozitivno uticati na odgovor promotorskog
konstrukta na povecanu ekspresiju EGR1.

Prikazani eksperimenti pokazuju da su tri EGRI1 vezivnha mesta u okviru
minimalnog promotorskog regiona dovoljna da EGRI1 transkripcioni faktor ostvari svoju
transaktivatorsku funkciju u oba model sistema. Takode, moZe se pretpostaviti da je
odgovor u endotelijalnim ¢elijama mozda specifi¢niji i da zavisi ne samo od raspolozivih
EGR1 mesta u minimalnom promotoru, ve¢ i od uzvodne promotorske sekvence, na Sta

ukazuju rezultati dobijeni sa minimalnim promotorskim konstruktom.
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Slika 24. Efekat povecane ekspresije EGR1 na aktivnost SOX78 promotora. A) Shematski prikaz 892pCAT6 i
255pCAT6, promotor-reporter konstrukata. Sivi prvougaonici predstavljaju potencijalna EGR1 vezivna mesta
i njihovu relativnu poziciju u okviru SOX/8 promotora i minimalnog promotorskog regiona. B) Efekat
pojacane ekspresije EGRI1 na aktivnost 892pCAT6 i 255pCAT6 konstrukata u HeLa ¢elijama. C) Efekat
pojacane ekspresije EGR1 na aktivnost 892pCAT6 1 255pCAT6 konstrukata u EA.hy926 celijama.
Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti promotor-reporter konstrukta kojoj je
dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard deviation) iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i

vrednosti za koje je p < 0.05 su predstavljene zvezdicom (*).
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4.5.3 Analiza uticaja mutacija u vezivhnim mesta za EGR1 na aktivnost SOX18

minimalnog promotorskog regiona

U cilju boljeg razumevanja uloge EGR1 u regulaciji ekspresije SOXI8 gena, u
istrazivanje je ukljucena funkcionalna analizu promotor-reporter konstrukta koji nosi
mutacije u vezivnim mestima za EGR1 transkripcioni faktor. S obzirom da se u okviru
minimalnog promotorskog regiona nalaze tri preklapaju¢a EGR1 vezivna mesta, u okviru
konstrukta 255pCAT6 uvedene su po dve nukleotidne zamene u jezgro svakog vezivnog

mesta i na taj nac¢in su mutirana sva tri vezivna mesta za EGR1 (Slika 25).

-89 +166

EGR1 EGRIEGRI
\—M—&z CAT |255pCATG6

5..CCCCCGCCCGLCCCGLLeCGlea..y
AT AT AT

Slika 25. Shematski prikaz mutiranog konstrukta 255pCAT6. Nukleotidne zamene uvedene mutagenezom su

oznacene ispod sekvence u podebljanom fontu.

Efekat mutacija tri vezivna mesta za EGR1 u okviru minimalnog promotorskog
konstrukta ispitivan je u HeLa i EA.hy926 ¢elijama. Mutacije u EGR1 vezivnim mestima
dovode do smanjenja aktivnosti minimalnog promotorskog konstrukta na 56% 1 14% u
HeLa, odnosno EA.hy926 ¢elijama (Slika 26). Ovi rezultati potvrduju funkcionalni znacaj
EGR1 vezivnih mesta koja su grupisana neposredno uzvodno od starta transkripcije SOX18
gena. Znacajniji efekat je uocen u EA.hy926 celijama, ukazujuéi na vaznost ovog
transkripcionog faktora u regulaciji SOX18 promotora u endotelijalnom model sistemu. Na
ovaj nacin je nedvosmisleno pokazano da EGRI transkripcioni faktor pozitivno reguliSe

aktivnost SOX18 promotora.
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Slika 26. Efekat mesto-specificne mutageneze EGR1 vezivnih mesta u okviru SOXI/8 minimalnog
promotorskog regiona. Hela i EA.hy926 celije su tranzijentno transfektovane sa nemutiranim (255p) ili
mutiranim (255mut) minimalnim promotorskim konstruktom. Normalizovane CAT aktivnosti su
predstavljene kao procenat aktivnosti nemutiranog promotor-reporter konstrukta kojoj je dodeljena vrednost
100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom z-testu i vrednosti za koje je p <0.05 su

predstavljene zvezdicom (*).

4.5.4 Analiza uticaja povecane ekspresije EGR1 na nivo endogene SOX18 ekspresije

Sledeca analiza je podrazumevala ispitivanje uticaja poveéane ekspresije EGR1 na
nivo SOX18 ekspresije u HeLa 1 EA.hy926 ¢elijama. Posle tranzijentne transfekcije HelLa 1
EA . hy926 ¢elija ekspresionim vektorom za EGR1, izolovani su RNK i proteini 1 ispitivana
je promena u nivou ekspresije SOXI8 gena na nivou transkripcije, kvantitativnom “qRT-

PCR” metodom, i na nivou translacije, “Western blot” metodom.
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Kvantitativnom “qRT-PCR” metodom je pokazano da povecana ekspresija EGR1
dovodi do povecanja transkripcije SOXI18 gena u HelLa, odnosno EA.hy926 ¢elijama, na
150%, odnosno 180 % (Slika 27).
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Slika 27. Efekat povecane ekspresije EGR1 na nivo transkripcije SOX/8 gena. HeLa, odnosno EA.hy926
¢elije su transfektovane sa praznim pcDNA3.1 vektorom ili ekspresionim vektorom za EGR1, pcDNA3.1-
EGRI1. Relativni nivo SOX18 ekspresije je odreden pomoc¢u komparativnog algoritma za kvantifikaciju, gde je

-AA
2 Ct

rezultujuéa AACt vrednost ukljucena u formulu za izraCunavanje opsega promene u transkripciji.

Relativna SOX18 ekspresija je predstavljena kao procenat ekspresije u ¢elijama transfektovanim sa praznim
vektorom i ta vrednost je odredena kao 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard
deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i

vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Na ovaj nacin je potvrdeno da je transkricioni faktor EGR1 pozitivan regulator
ekspresije SOX18 gena u obe ispitivane ¢elijske linije.

Potom je ispitivan uticaj pojacane ekspresija EGR1 na nivo SOX18 proteina u obe
¢elijske linije. Primenom “Western blot” metode, pokazano je da posle transfekcije HeLa i
EA.hy926 ¢elija EGR1 ekspresionim vektorom dolazi do porasta u nivou SOX18 proteina
na 140%, odnosno 130% (Slika 28).
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Slika 28. Efekat povecane ekspresije EGR1 na nivo SOX18 proteina. HeLa, odnosno EA.hy926 ¢elije su
transfektovane sa praznim pcDNA3.1 vektorom ili ekspresionim vektorom za EGR1, pcDNA3.1-EGRI. Iz
¢elija su izolovani ukupni éelijski proteini koji su kori$éeni za “Western blot” analizu. Detektovani proteini su
oznaceni strelicama. Jedna reprezentativna hibridizacija sa antitelima za SOX18 i a-tubulin je predstavljena
iznad histograma. Imunoreaktivni signali su digitalizovani i kvatifikovani pomoc¢u ImageQuant Version 5.2
kompjuterskog programa i normalizovani su na vrednosti a-tubulina. Koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama
koje pojacano eksprimiraju EGR1 transkripcioni faktor je izraCunata kao procenat u odnosu na koli¢inu
SOX18 proteina u ¢elijama koje su transfektovane praznim pcDNA3.1 vektorom kojoj je dodeljena vrednost
100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu 1 vrednosti za koje je p < 0.05 su

predstavljene zvezdicom (*).

Predstavljeni rezultati ukazuju na funkcionalni znacaj EGR1 transkripcionog faktora

u aktivaciji ekspresije SOX18 gena u in vivo uslovima.
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4.6. Funkcionalna kompeticija izmedu EGRI1 i Sp3 u regulaciji aktivnosti SOX18

promotora

Predhodno je pokazano da transkripcioni faktor Sp3 u funkcionalnim esejima ima
ulogu represora SOX18 promotorske aktivnosti (Slika 11). Takode, vezivna mesta za Sp i
EGR1 transkripcione faktore duz SOXI8 promotora se na vecini mesta preklapaju, s
obzirom da ovi transkripcioni faktori prepoznaju iste ili slicne GC-bogate sekvence (Slika
8). S obzirom da su predhodni funkcionalni eseji sa EGRI1 transkripcionim faktorom
pokazali da je re¢ o potentnom aktivatoru SOXI8 promotorske aktivnosti, nametnulo se
pitanje: da li povecana ekspresija EGR1 moze da “nadjaca” inhibitorni efekat Sp3
transkripcionog faktora?

U skladu sa pretpostavkama, postavljen je funkcionalni esej kompeticije u kome je
na konstantnu koli¢inu Sp3 ekspresionog vektora, koja bi trebalo da ima inhibitorni efekat
na promotorsku aktivnost SOXI8 gena, sukcesivno dodavana rastu¢a koli¢ina EGR1
ekspresionog vektora. Kao $to se mozZe videti na Slici 29, posle inicijalne inhibicije

promotora sa Sp3, dodavanje EGR1 dovodi do dozno-zavisne reaktivacije promotorske

aktivnosti.
HeLa EA.hy926
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Slika 29. Funkcionalna kompeticija izmedu EGR1 i Sp3 u regulaciji aktivnosti SOX18 promotora. HelLa i
EA.hy926 celije su tranfektovane sapromotorskim konstruktom 892pCAT6 i kotransfektovane fiksnom

koli¢inom Sp3 ekspresionog vektora i rastu¢om kolicinom EGRI1 ekspresionog vektora, kao S§to je
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predstavljeno ispod histograma. Normalizovane CAT aktivnosti su predstavljene kao procenat aktivnosti
konstrukta 892p u ¢elijama koje su kotransfektovane sa Sp3 i kojoj je dodeljena vrednost 100%. Vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.
Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i1 vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene

zvezdicom (*).

Nakon inhibicije promotorske aktivnosti usled povecane ekspresije Sp3
transkripcionog faktora, dodavanjem EGR1 transkripcionog faktora doSlo je do porasta
aktivnosti promotorskog konstrukta, za oko 6 puta u Hela, odnosno 2.5 puta u EAhy.926
¢elijama.

Prikazani rezultati pokazuju da povecana ekspresija EGR1 transkripcionog faktora
uspesno prevazilazi inhibitorni efekat transkripcionog faktora Sp3. Na ovaj nacin, dodatno

je istaknuta vazna uloga EGR1 u procesu transaktivacije SOX18 promotorske aktivnosti.

4.7. Ekspresija SOX18 gena u primarnim humanim endotelijalnim ¢elijama

Transkripciona regulacija humanog SOXI8 gena ispitivana je u HeLa i EAhy926
¢elijama, za koje je predhodno pokazano da eksprimiraju ovaj humani gen. Takode, rec€ je o
permanentnim c¢elijskim linijama koje je moguce efikasno tranzijentno transfektovati i
stoga uspesno koristiti u funkcionalnim esejima. Sa druge strane, uzimajuci u obzir da je
humani SOXI8 gen tranzijentno eksprimiran u endotelijalnim c¢elijama tokom
embrionalnog razvica i postnatalne angiogeneze, deo istrazivanja bio je usmeren na analizu
uticaja razlic¢itih angiogenetskih faktora 1 farmakoloSkih inhibitora angiogeneze na
ekspresiju SOX18 gena u endotelijalnom model sistemu. Danas je Siroko prihvaéeno da je
jedan od najadekvatnijih endotelijalnih model sistema primarna endotelijalna ¢elijska linija
HUVEC (“human umbilical vein endothelial cells”). Ova primarna linija se pravi od
endotela venskog krvnog suda pupcane vrpce dobrovoljnih davalaca, te je dostupnost ovih
¢elija ograniCena. Takode, ove ¢elije se pouzdano mogu koristiti kao endotelijali model
sistem do 5-6 pasaza, nakon Cega ¢elije gube proliferativni potencijal i umiru. Pored toga,
tranfekcija ovih ¢elija nije dovoljno efikasna, te nisu idealan model sistem za funkcionalne

eseje. Sa druge strane, veoma uspesSno se koriste za razli¢ite fizioloSke i farmakoloske
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tretmane, te predstavljaju odlican in vitro model sistem za pracenje uticaja tih tretmana na
angiogenetski potencijal endotelijalnih celija, signalne puteve i ekspresiju razlicitih ciljnih
gena.

Prvi korak u istrazivanjima uticaja razli¢itih pro- i anti- angiogenetskih agenasa na
nivo SOX18 proteina u endotelijalnom model sistemu, bio je da se odredi da 1i se u
HUVEC c¢elijama eksprimira SOXI8 gen. Kao pozitivna kontrola koris¢ene su celijske
linije HeLa 1 EA.hy926, za koje je predhodno pokazano da eksprimiraju SOXI8 gen
coveka. Kao unutrasnja kontrola koriS¢en je konstitutivno eksprimiran GAPDH gen.
Pomoc¢u RT-PCR metode detektovana je ekspresija SOXI8 gena u sve tri analizirane
¢elijske linije (Slika 30). Rezultati ovih analiza pokazuju da HUVEC c¢elije eksprimiraju
humani SOX18 gen, kao i da je relativni nivo ekspresije u HUVEC ¢elijama visi u odnosu
na HeLa i EA.hy926 ¢elije, na Sta ukazuje Cinjenica da se produkt SOX/8 gena kod
HUVEC ¢elija uocava posle 24 ciklusa amplifikacije, $to nije sluc¢aj kod HeLa i EA.hy926
¢elija. Ovim eksperimentom smo potvrdili da HUVEC ¢elije mogu da se koriste kao model
sistem za istrazivanje uticaja razlicitih angiogenetskih i anti-angiogenetskih faktora na nivo

ekspresije SOX138.
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Slika 30. Analiza SOXI8 ekspresije RT-PCR metodom. cDNA iz HelLa, EA.hy926 i HUVEC ¢elija je
koris¢ena kao matrica u PCR reakciji sa specificnim SOX/8 prajmerima, odnosno GAPDH prajmerima
(GAPDH transkripti su amplifikovani kao endogena kontrola). Ekspresija SOX18 gena je testirana posle 12,
24 i 35 ciklusa amplifikacije kao $to je naznaceno iznad slike. Specifi¢ni produkti (SOX18 odnosno GAPDH)

su oznaceni strelicama. M-DNK marker sa duzinama oznaCenim sa strane.
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Weeoo

ekspresiju biti ispitivan

Proces angiogeneze kontroliSe veliki broj razliCitih molekula ukljucujuéi faktore
rasta, adhezione molekule, citokine, morfogene, endogene inhibitore itd (Otrock et al.,
2007). Sa druge strane, malo se zna o transkripcionim faktorima koji reguliSu angiogenezu.
SOX18 je jedan od transkripcionih faktora za koji postoje brojni dokazi koji upucuju na
njegovu ulogu u procesima regulacije angiogeneze (Downes and Koopman, 2001). Stoga,
bilo je interesantno ispitati da li neki od molekula koji reguliSu proces angiogeneze, uticu
na ekspresiju SOX18 gena u endotelijalnim ¢elijama, preciznije na nivo SOX18 proteina u
njima.

Faktori rasta, ekstracelularni proteini matriksa, citokini 1 nesteroidni
antiinflamatorni lekovi (NSAID) su cetiri klase molekula ¢iji je uticaj pracen analizom
nivoa SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama. Od faktora rasta za analizu su odabrani VEGF,
bFGF 1 TGF-B, za koje je pokazano da imaju vaznu ulogu u procesu angiogeneze (ref
CEJB). Medu njima, VEGF se smatra najvaznijim faktorom koji reguliSe angiogenezu kao i
tumorsku angiogenezu, a anti-VEGF terapija se ve¢ koristi u onkologiji u leCenju
metastatskih kancera (Ferrara, 2005).

Proces angiogeneze zavisi od sposobnosti endotelijalnih celija da migriraju i
adheriraju, a ti procesi zavise od interakcije ¢elijskih integrina sa ekstracelijskim proteinima
matriksa. U tu svrhu, HUVEC C¢elije su sadene na podloge obloZene kolagenom I ili
fibronektinom, koji bi trebalo da interaguju sa celijskim integrinima o,f;, odnosno
asPi/oPBs 1 iniciraju signalne puteve odgovorne za celijsku migraciju (Leavesley et al.,
1993).

Od citokina, analiziran je uticaj tumorskog faktora nekroze (TNF), za koji se
pokazalo da moze da stimuliSe angiogenezu in vivo i formiranje tuba in vitro (Frater-
Schroder et al., 1987; Leibovich et al., 1987).

Takode, u analizu su ukljuena i1 dva farmakoloska inhibitora angiogeneze,
ibuprofen i NS398. Re¢ je o nesteroidnim antiinflamatornim lekovima (NSAID),

inhibitorima ciklooksigenaze, enzima koji ucestvuje u biosintetskom putu prostanglandina.
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Prostanglandini mogu da stimuliSu angiogenezu in vivo 1 in vitro, pa njihov nedostatak
dovodi do inhibicije ovog procesa (Form and Auerbach, 1983; Cheng et al., 1998; Dubois
et al., 1998).

Sve klase molekula koje su koriS¢ene u ovim eksperimentima, kao i njihove

koli¢ine, sumirane su u Tabeli 5.

Tabela 5. Pregled razlicitih klasa molekula koji su koris¢eni za tretman HUVEC ¢elija u cilju pracenja

njihovog uticaja na ekspresiju humanog SOX1§ gena.

KLASA MOLEKULA VRSTA MOLEKULA FINALNA

KORISCENA U TRETMANU KONCENTRACIJA

U TRETMANU

VEGF 100 ng/ml
FAKTORI RASTA TGF-B 5 ng/ml

bFGF 20 ng/ml
EKSTRACELIJSKI Kolagen I 10 pg/ml
PROTEINI MATRIKSA Fibronektin 3 pg/ml
CITOKINI TNF 200 ng/ml
NSAID Ibuprofen 10 uM

NS398 50 uM

4.9. Uticaj angiogenetskih faktora rasta na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

Prvi korak u ispitivanju uticaja proangiogenetskih faktora na na nivo SOXI18
proteina u HUVEC c¢elijama je bio ispitivanje uticaja angiogenetskih faktora rasta, VEGF,
bFGF i1 TGF-B. Posle tretmana odabranim faktorom, izolovani su ukupni ¢elijski proteini, a
razlika u nivou SOXI18 proteina je pracena “Western blot” metodom. Iz literature je
poznato da vecina faktora rasta ostvari svoje dejstvo u veoma krakom vremenskom
intervalu, pobudujuéi signalnu kaskadu koja je odgovorna za finalni efekat. Uzimajuéi u
obzir ovu Cinjenicu, vecéina tretmana je trajala 1h ili 3h izuzev za VEGF gde je interval bio

$iri (0.5h, 1h, 3h1 24 h).
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Rezultati ovih tretmana predstavljeni su na slikama 31,32 1 33. Kao S§to se moze
videti na slici 31, tretman HUVEC ¢elija sa fibroblastnim faktorom rasta (bFGF) u trajanju
od 1 1 3h nije doveo do promena u nivou SOXI18 proteina, analizirano Western blot
metodom. Imunoreaktivni signali su digitalizovani i kvatifikovani pomo¢u ImageQuant
Version 5.2 kompjuterskog programa i normalizovani su na vrednosti a-tubulina. Na
osnovu ove kvantifikacije zakljuceno je da fibroblastni faktor rasta ne dovodi do promena u

nivou SOX18 proteina.

bFGF
k 1h 3h

e — 07

A - < tubulin

Slika 31. Efekat bFGF tretmana na koli¢inu SOX18 proteina u HUVEC. k-HUVEC ¢elije koje nisu tretirane.
Duzina tretmana je predstavljena iznad slike, a detektovani proteini, SOX18 i o-tubulin, su oznaceni

strelicama. Jedna reprezentativna hibridizacija je prikazana, od najmanje dva nezavisna eksperimenta.

Tretman HUVEC c¢elija sa TGF-f u trajanju od 3h, takode nije doveo do promena u
nivou SOX18 proteina, §to je analizirano pomoc¢u ImageQuant Version 5.2 kompjuterskog

programa. Reprezentativna hibridizacija je predstavljena na slici 32.

TGF-p
Kk 3h
— W «——SOX18

- - -+—oi-tubulin

Slika 32. Efekat TGF-f tretmana na kolicinu SOX18 proteina u HUVEC. k-HUVEC ¢elije koje nisu
tretirane. Duzina tretmana je predstavljena iznad slike, a detektovani proteini, SOX18 i a-tubulin, su oznaéeni

strelicama. Jedna reprezentativna hibridizacija je prikazana, od najmanje dva nezavisna eksperimenta.
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Potom je testiran uticaj vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) u
vremenskim intervalima od 0.5, 1, 3 i 24 sata. Kao Sto se vidi na slici 33, tretmani u
trajanju od 0.5, 1 1 24 h nisu doveli do promena u nivou SOX18 proteina, dok je tretman od
3h doveo do promena, povecavajuci nivo SOX18 proteina. Na histogramu je predstavljeno
da VEGF tretman od 3h dovodi do poveéanja u nivou SOX18 proteina na priblizno 170%,

Sto je kvantifikovano ImageQuant Version 5.2 kompjuterskim programom.

VEGF VEGF VEGF
k 05h th Kk 3h Kk 24h
v :
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Slika 33. Efekat VEGF tretmana na koli¢inu SOX18 proteina HUVEC. k-HUVEC ¢elije koje nisu tretirane.
Duzina tretmana je predstavljena iznad slike, a detektovani proteini, SOX18 i o-tubulin, su oznaceni
strelicama. Koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama tretiranim 3h sa VEGF je izrazena kao procenat u odnosu na
koli¢inu SOX18 u netretiranim HUVEC koja je odredena za 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost = SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su uporedene

u Studentovom #-testu i1 vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Ovim eksperimentima je pokazano da od tri analizirana faktora rasta samo VEGF

utice na nivo SOXI18 proteina u endotelijalnim ¢elijama 1 to pri tretmanu od 3h.
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Predstavljeni rezultati ukazuju na funkcionalnu vezu SOXI/8 sa jednim od najvaznih

angiogenetskih signalnih puteva.

4.10. Uticaj ekstracelijskih proteina matriksa na nivo SOX18 proteina u HUVEC

¢elijama

Integrini predstavljaju celijske receptore odgovorne za posredovanje u interakciji
izmedu c¢elija kao 1 u interakciji sa spoljaSnjim proteinima matriksa. Te interakcije su od
presudnog znacaja za celijsku pokretljivost i predstavljaju vazan mehanizam u procesu
angiogeneze. U ovom radu je ispitivano da li ¢e aktiviranje integrina, gajenjem HUVEC
¢elija na podlogama obloZzenim odabranim proteinima matriksa, dovesti do promene u
ekspresiji SOX18.

HUVEC ¢elije su gajene u sudovima koji su predhodno oblozeni kolagenom I ili
fibronektinom. Na ovaj nacin se postize aktivacija ¢elijskih integrina af; , odnosno
asPi/ayBs koji su ukljuceni u procese Celijske adhezije, Sirenja i migracije. Posto su Celije
zasadene na tako pripremljene podloge, ¢ekalo se da se sve ¢éelije zalepe za podlogu, Sto je
u slu¢aju HUVEC C¢elija trajalo oko 3h. Potom su izolovani ukupni ¢elijski proteini iz ¢elija
koje su bile u suspenziji i nemaju aktivirane integrine (te celije sluZze kao kontrola) i iz
¢elija sadenih na odgovarajuce ekstracelijske proteine matriksa.

“Western blot” metodom je analizirana koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama koje su
gajene na odgovaraju¢im podlogama u odnosu na ¢elije u suspenziji i nije primecena
razlika u koli¢ini SOX18 proteina pre i posle aktivacije integrinskih receptora (Slika 34).
Moze se zakljuciti da ekspresija SOXI8 gena nije pod uticajem signalnih puteva koji se

aktiviraju preko integrinskih receptora.
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Slika 34. Efekat ekstracelijskih proteina matriksa na koli¢inu SOX18 proteina u HUVEC. k-HUVEC ¢elije
koje su 3h bile u suspenziji, kol -HUVEC gajene na kolagenu I, fib- HUVEC gajene na fibronektinu.
Detektovani proteini, SOX18 i a-tubulin, su oznaeni strelicama. Jedna reprezentativna hibridizacija je

prikazana, od najmanje dva nezavisna eksperimenta.

4.11. Uticaj TNF-a na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

TNF predstavlja potentan citokin koga pretezno produkuju makrofagi u
inflamatornim procesima, ali je pokazano da ovaj citokin moze da ucestvuje i u stimulaciji
angiogeneze in vivo (Frater-Schroder et al., 1987). Zato je, pored faktora rasta i
ekstracelijskih proteina matriksa, u analizu ukljuc¢en i TNF, odnosno pracen je uticaj TNF-a
na nivo SOX18 proteina u HUVEC. HUVEC ¢elijje su tretirane 1, 3 1 Sh ovim citokinom 1
posle izolovanja ukupnih ¢elijskih proteina, nivo SOX18 proteina je pracen “Western blot”
metodom.

Kao $to je predstavljeno na Slici 35, posle 3h tretmana, primeéena je promena u
nivou SOXI18 proteina. Tacnije, doSlo je do poveCanja u nivou SOXI8, S§to je
kvantifikovano i predstavljeno u formi histograma. Dok tretmani od 1 1 5h nisu doveli do
promene na proteinskom nivou, TNF tretman od 3h je doveo do poveéanja nivoa SOX18

proteina za oko 60% (Slika 35).
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Slika 35. Efekat TNF tretmana na koli¢inu SOX18 proteina u HUVEC. k-HUVEC ¢elije koje nisu tretirane.
Duzina tretmana je predstavljena iznad slike, a detektovani proteini, SOX18 i a-tubulin, su oznaceni
strelicama. Promena na nivou SOXI18 proteina posle 3h tretmana predstavljena je histogramom ispod
reprezentativnog blota. Koli¢ina SOX18 proteina u ¢elijama tretiranim 3h sa TNF je izrazena kao procenat u
odnosu na koli¢inu SOX18 u netretiranim HUVEC koja je odredena za 100%. Vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost £ SD (standard deviation) iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Relativne vrednosti su

uporedene u Studentovom z-testu i1 vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Ovim eksperimentom je pokazano da, pored VEGF-a, i TNF ima sposobnost da

poveca nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama.

4.12. Uticaj NSAID na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAID), inhibotori ciklooksigenaze (COX),

sprecavaju sintezu prostaglandina, koji imaju pozitivan uticaj na angiogenezu (Monnier et

al., 2005). Stoga, moze se re¢i da ovi lekovi imaju anti-angiogenetski potencijal. U ovom
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istrazivanju je ispitivan uticaj ibuprofena i NS398, odnosno efekat COX inhibicije na nivo
SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama.

HUVEC ¢elije su tretirane 3h sa ibuprofenom, odnosno NS398, potom su izolovani
ukupni ¢elijski proteini 1 “Western blot” metodom je pracena promena na nivou SOX18

proteina. Oba ispitivana leka su dovela do smanjenja u nivou SOX18 proteina (Slika 36).

k Ib INS398

e . 0 «—sO0XI8
T —

20
6l
40 .
(1]
k I

MS398

=
=S

—
= [
=

Relativni nivo SOX13 proteina

Slika 36. Efekat NSAID tretmana na koli¢inu SOX18 proteinau HUVEC. k-HUVEC ¢elije koje nisu tretirane,
Ib-tretman HUVEC sa ibuprofenom, NS398-tretman HUVEC sa NS398. Detektovani proteini, SOX18 i a-
tubulin, su oznaeni strelicama. Promena na nivou SOXI18 proteina posle 3h tretmana predstavljena je
histogramom ispod reprezentativnog blota. Koli¢ina SOX18 proteina u Ccelijama tretiranim 3h sa
ibuprofenom, odnosno NS398 je izrazena kao procenat u odnosu na koli¢inu SOX18 u netretiranim HUVEC
koja je odredena za 100%. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD (standard deviation) iz
najmanje dva nezavisna eksperimenta. Relativne CAT vrednosti su uporedene u Studentovom #-testu i

vrednosti za koje je p <0.05 su predstavljene zvezdicom (*).

Preciznije, tratman sa ibuprofenom je doveo do smanjenja nivoa SOX18 proteina na
50%, a sa NS398 na 25% (Slika 36, histogramski prikaz). Ovim eksperimentima je
pokazano da nesteroidni antiinflamatorni lekovi, tacnije ispitivana dva NSAID, imaju

potentan inhibitorni efekat na nivo SOX18 proteina u endotelijalnim ¢elijama.
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Na ovaj nacin, otvorena je mogucnost farmakoloSke manipulacije ekspresijom
SOXI18 gena. Uzimaju¢i u obzir ulogu ovog gena u regulaciji procesa angiogeneze, uz
¢injenicu da je SOXI8 ve¢ obeleZen kao potencijalni target u antiangiogenetskoj terapiji

tumora, ovi rezultati pruzaju znacajnu informaciju o moguénostima inhibicije ekspresije

SOX18 gena.
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5. DISKUSIJA

Humani SOXI8 gen ima vaznu ulogu u regulaciji razvi¢a dlake, vaskularnog i
limfnog sistema (Downes and Koopman, 2001; James et al., 2003). U literaturi ima dosta
podataka o wulozi ovog gena u specifikaciji 1 diferencijaciji endotelijalnih ¢elija,
angiogenezi, aterosklerozi i tumorskoj angiogenezi (Downes and Koopman, 2001; Young
et al., 2006; Sakamoto et al., 2007). Sa druge strane, veoma malo se zna o transkricionoj
regulaciji ovog humanog gena, kao 1 o signalnim putevima koji kontroliSu njegovu
ekspresiju.

Cilj naSeg istrazivanja bio je detaljna funkcionalna analiza uzvodnog 5'
regulatornog regiona SOXI8 gena u cilju rasvetljavanja mehanizama koji ucestvuju u
njegovoj transkripcionoj regulaciji. Ranije su definisani start transkripcije gena, kao i
regulatorne sekvence koje nose promotorsku aktivnost (Petrovic, 2005). Takode,
okarakterisan je minimalni promotorski region, dovoljan za regulaciju transkripcije reporter
gena u funkcionalnim esejima (Petrovic, 2005). U ovom radu prikazan je nastavak
proucavanja transkripcione regulacije humanog SOXI8 gena. Cilj je bio identifikacija
transkripcionih faktora odgovornih za regulaciju promotske aktivnosti, kao i za regulaciju
endogene ekspresije u analiziranim model sistemima. Takode, ispitivan je uticaj odredenih
angiogenetskih i anti-angiogenetskih faktora u cilju razumevanja uticaja razlicitih signalnih
puteva na regulaciju SOX18 ekspresije u endotelijalnim ¢elijama.

U ovom radu je opisana uloga transkripcionih faktora Sp3, NF-Y, ZBP-89 i EGR1 u
transkripcionoj regulaciji SOX18 gena. Takode, predstavljeni su rezulatati koji pokazuju da
VEGF 1 TNF signalni putevi menjaju nivo SOX18 proteina u endotelijalnim ¢elijama,
ukazujuéi da je ovaj transkripcioni faktor regulisan molekulima koji uc¢estvuju u regulaciji
angiogeneze. Pored toga, dva nesteroidna antiinflamatorna leka, ibuprofen 1 NS398, su
identifikovani kao negativni regulatori pod ¢ijim dejstvom dolazi do zna¢ajnog smanjenja u
nivou SOX18 proteina u endotelijalnim ¢elijama.

Predstavljeni rezultati omogucavaju bolje razumevanje regulacije ekspresije ovog

humanog gena, na nivou transkripcije sa jedne strane i u okviru signalnih puteva, sa druge
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strane, €ija je uloga u vaznim bioloSkim procesima ucinila da bude prepoznat kao jedan od

potencijalnih targeta u terapiji bolesti povezanih sa angiogenetskim poremecajima.

5.1. In silico analiza potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore u SOX18

promotoru i odabir transkripcionih faktora za dalju analizu

Kompjuterska analiza promotorskog regiona pomocu Matlnspector softvera pruza
informaciju o tome koji transkripcioni faktori mogu da se vezu u okviru analiziranog
promotorskog regiona. Tacnije, prepoznaju se konsenzusne sekvence vezivnih mesta i daje
verovatnoca vezivanja za odredeni transkripcioni faktor. Uslovi koje su koris¢eni za ovo
pretrazivanje jesu da verovatnoca vezivanja za jezgro vezivnog mesta (najceSce sekvenca
od cetiri nukleotida) bude maksimalna, odnosno iznosi 1, a to znaci da je konzerviranost
nukleotoda u okviru jezgra vezivnog mesta potpuna. Drugi uslov koji je zadat bio je da
verovatnoa za matriks vezivnog mesta (sekvenca koja uokviruje jezgro) bude
optimizovana, a to znafi da program sam procenjuje okolnu sekvencu 1 smanjuje
moguénost lazno pozitivnih sekvenci, odnosno selektuje iz baze podataka samo one
sekvence koje zaista pripadaju matriksu vezivnog mesta za odredeni faktor. Pomocu
ovakvog pretrazivanja moguce je dobiti veoma opseznu predikciju vezivanja
transkripcionih faktora, kako opstih, tako i tkivno specifi¢nih.

Sli¢na ili funkcionalno povezana vezivna mesta za transkripcione faktore program
grupiSe u takozvane matriks familije. Tako je pretrazivanjem SOXI8 promotora
identifikovan veliki broj vezivnih mesta za razli¢ite familije kao Sto su: Sp, EGR, ETS 1 Gli
1 druge. Svaka familija se sastoji od dva ili viSe ¢lanova koji prepoznaju isto vezivno mesto,
a moguce je i1 da razli¢ite familije prepoznaju ista ili sli¢na vezivna mesta. Stoga se odabir
transkripcionih faktora koji ¢e biti dalje analizirani ne oslanja samo na kompjutersku
predikciju. Transkripcioni faktori se dodatno selektuju u zavisnosti od evolutivne
ocuvanosti predvidenih vezivnih mesta, bioloSke uloge i potencijalne zajednicke veze sa
procesima u kojima analizirani gen ucestvuje.

Na osnovu pomenutih parametara, odluceno je da se proucava uloga transkripcionih

faktora Sp3, NF-Y, ZBP-89 1 EGR1 u transkripcionoj regulaciji humanog SOX18 gena.
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Promotor SOX18 gena je GC-bogat, a u skladu sa tim, program Matlnspector je prepoznao
veliki broj vezivnih mesta za GC-vezujuce transkripcione faktore kojima pripadaju Sp3,
ZBP-89 1 EGRI. Takode, vezivna mesta za ove transkripcione faktore, kao 1 za
transkripcioni faktor NF-Y, evolutivno su o¢uvana izmedu ¢oveka i miSa (Slika 8). Ve¢ je
istaknuto da evolutivha ocCuvanost potencijalnog vezivnog mesta ukazuje na moguci
funkcionalni znacaj u regulaciji traskripcije gena. Pored svega napomenutog, za ove
transkripcione faktore se zna da uc¢etvuju u procesima angiogeneze (Sp, ZBP-89 i EGR1) ili

reguliSu transkripciju drugih ¢lanova iz SOX familije (NF-Y).

5.2. Uloga transkripcionog faktora Sp3 u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena

Kompjuterska predikcija je pokazala da u okviru SOXI/8 promotorskog regiona
postoji vise vezivnih mesta za transkripcione faktore iz Sp proteinske familije (slika 8). U
ovom radu je analiziran funkcionalni znacaj transkripcionog faktora Sp3 u regulaciji
transkripcije SOX18 gena. U odeljku Rezultati predstvljena je serija funkcionalnih eseja i in
vitro eseja za vezivanje proteina za DNK sekvencu, gde je pokazano da se Sp3 vezuje za
SOX18 promotor u okviru regiona od -29 do +10 u odnosu na start transkripcije 1 ima ulogu
negativnog regulatora promotorske aktivnosti SOX18 gena. Inhibitorni efekat ostvaruje i u
nativnom kontekstu, gde snizava nivo SOX18 proteina u HeLa ¢elijama.

Sp familiji transkripcionih faktora (Spl, Sp2, Sp3 i Sp4), pripadaju proteini koji
prepoznaju i vezuju se za GC-bogate sekvence u promotorima gena- GGGGCGGGG
(Suske, 1999). Takve sekvence su zastupljene u promotorima razlicitith gena, a posebno
onih koji u€estvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa i1 razvi¢a. U okviru pomenute proteinske
familije, Spl 1 Sp3 su Siroko eksprimirani u vedini sisarskih ¢elija 1 najces¢e se Spl
transkripcioni faktor javlja kao pozitivni regulator genske ekspresije, a Sp3 kao represor,
odnosno negativni regulator (Birnbaum et al.,, 1995; Chu et al., 1999). Uloga
transkripcionog faktora Sp1 je ranije ispitivana u nasoj laboratoriji i1 rezulatati istraZivanja
su ukazali da je re¢ o umerenom pozitivnom regulatoru promotorske aktivnosti SOX78 gena
(Petrovic, 2005). U sisarskim ¢elijama u kojima je Spl protein konstitutivno eksprimiran,

pojacanje njegove ekspresije u funkcionalnim esejima ne daje efekat na nivou ekspresije
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gena, kao kada je u pitanju neki potentni aktivator. Naime, poznato je da je ovaj
transkripcioni faktor je ¢esto ukljuCen u regrutovanje opste transkripcione masinerije na
promotorima bez TATA-motiva (kakav jeste promotor SOXI/8 gena), te predstavlja tzv.
konstitutivni aktivator (Pugh and Tjian, 1990). U ¢elijama koje ga endogeno eksprimiraju,
ostvaruje svoju funkciju omogucavajuci bazalnu transkripciju gena. Takode, prisustvo Spl
na promotoru sprecava de novo metilaciju CpG ostrvaca, odrzavajuci na taj nacin aktivnost
gena (Brandeis et al., 1994). Zbog toga, uticaj egzogeno eksprimiranog Spl ne mora imati
znaCajan efekat na aktivnost promotora, $to su i nasi ekperimenti pokazali (rezultati nisu
prikazani). Sa druge strane Sp3, koji prepoznaje ista vezivna mesta, ukoliko je dodatno
eksprimiran, kompetira za ta mesta 1 finalno dovodi do suprotnog efekta, odnosno reprimira
promotorsku aktivnost (Hagen et al., 1994). Da li ¢e se Sp3 ponasati kao aktivator ili
represor Spl-kontrolisane promotorske aktivnosti, zavisi od ¢elijskog konteksta. Mi smo
pokazali da transkripcioni faktor Sp3 predstavlja represor promotorske aktivnosti u Hela i
EA.hy926 celijama. Drugi autori su, takodje, pokazali represorsku funkciju u HeLa i
insektnim SL2 ¢elijama, dok je aktivatorska uloga ovog transkripcionog faktora pokazana u
NTera2-D1 c¢elijama (Sjottem et al., 1996; Tsika et al., 2004; Xue et al., 2004). U
endotelijalnim ¢elijama, koje poseduju visok nivo oba transkripciona faktora, odnos izmedu
Sp1 1 Sp3 je u korist Sp1 transkripcionog faktora, ¢ime izgleda da se obezbeduje ekspresija
gena bitnih za odrzavanje endotelijalnih celija (Hata et al., 1998). Moze se pretpostaviti da
je na ovaj nacin regulisana i ekspresija SOXI8 gena. Takode, u ovom radu je predstavljen
veoma znacajan uticaj funkcionalne kompeticije izmedu Sp3 i EGRI u endotelijalnim
¢elijama, Sto ¢e biti detaljnije opisano kasnije u tekstu. Ovde je vazno istac¢i da postoji
veliki broj drugih transkripcionih faktora koji svoje delovanje ostvaruju vezuju¢i se za GC-
bogate sekvence, a vezivna mesta za neke, kao §to su ZBP-89 i EGRI1, se preklapaju sa
vezivnim mestima za Sp proteinsku familiju. Stoga, treba uzeti u obzir moguénost uticaja
razli¢itih transkripcionih faktora koji kompetiraju za vezivna mesta prepoznata kao Sp

vezivna mesta.
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5.3. Uloga transkripcionog faktora ZBP-89 u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena

Kao $to je predstavljeno u rezultatima, pored Sp3 transkripcionog faktora,
represorsku ulogu u regulaciji SOX18 promotorske aktivnosti ima 1 transkripcioni faktor
ZBP-89. ZBP-89 se vezuje za SOXI8 promotor u istom regionu kao i Sp3 protein (-29 do
+10 u odnosu na start transkripcije) 1 inhibira aktivnost SOX18 promotorskog konstrukta i
endogenu ekspresiju SOX78 gena u HeLa ¢elijama. Re¢ je o transkripcionom faktoru sa
cinkanim prsti¢ima koji pripada Kruppel-tipu transkripcionih faktora i najces¢e predstavlja
represor transkripcije gena (Law et al., 1998b). Vezivanje ZBP-89 za GC-bogate elemente
u promotorima humanih gena za gastrin, ornitin-dekarboksilazu i vimentin, dovodi do
represije njihove ekspresije (Merchant et al., 1996; Law et al., 1998b; Wieczorek et al.,
2000). Svoju represorsku funkciju ZBP-89 najceSée ostvaruje kompeticijom za ista ili
preklapajuéa vezivna mesta sa Spl, Sp3, Sp4, WT1 (Wilms tumor 1) i cKrox (collagen-
Kriippel box) transkripcionim faktorima (Merchant et al., 1996; Moshier et al., 1996;
Hasegawa et al., 1997). NeSto drugaciji mehanizam represije je uocen pri ispitivanju
regulacije ekspresije gena za vimentin, gde je pokazano da ZBP-89 direktno interaguje sa
Sp! transkripcionim faktorom, iako su vezivna mesta ova dva faktora medusobno udaljena
235 bp (Zhang et al., 2003). Na taj nafin onemogucéena je interakcija Spl sa
transkripcionom masinerijom ¢ime je inhibirana transkripcija gena za vimentin.

U promotoru SOX18 gena postoji vise potencijalnih ZBP-89 vezivnih mesta, ali je
upravo mesto koje je evolutivno oCuvano preklopljeno sa mestom za Sp transkripcione
faktore (Slika 8). Ovaj podatak jo$ jednom upucuje na pretpostavku da Spl omogucava
konstitutivnu ekspresiju SOX18 gena, dok Sp3 1 ZBP-89, kada su pojac¢ano eksprimirani, u
kompeticiji za ista mesta ostvaruju represiju SOX18 promotorske aktivnosti.

ZBP-89 je ukljucen u regulaciju mnogih ¢elijskih funkcija koje su u korelaciji i sa
razvojem kancera, kao Sto su rast, diferencijacija, transformacija, starenje (Zhang et al.,
2010). Takode, povecava efekat nekih anti-kancer lekova, pa je razmatran kao potencijalni
target u anticancer terapiji (Zhang et al., 2010). Funkcionalna veza izmedu ZBP-89

transkripcionog faktora 1 SOXIS8 koja je prikazana u ovom radu omogucava bolje
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razumevanje dogadaja koji dovode do razvoja bolesti, a u vezi su sa procesima rasta i

diferencijacije.

5.4. Uloga transkripcionog faktora NF-Y u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena

Medu vezivnim mestima za transkripcione faktore, u okviru SOX18 promotora, koji
su pokazali evolutivnu ocuvanost, identifikovan je i transkripcioni faktor NF-Y. Pokazano
je da se NF-Y specificno vezuje za SOX18 promotor u in vitro uslovima, a funkcionalnom
analizom je ustanovljeno da je re¢ o potentnom aktivatoru SOX78 promotorske aktivnosti.

NF-Y transkripcioni faktor prepoznaje CCAAT motiv u promotorima gena, ima
sposobnost da savije DNK molekul i na taj na¢in remodeluje lokalnu strukturu hromatina i
stupa u interakcije sa nukleozomima (Ronchi et al., 1995; Romier et al., 2003). U najve¢em
broju promotora eukariota, CCAAT boks koga prepoznaje NF-Y smesSten je 60-100
nukleotida uzvodno od starta transkripcije, medutim postoje i atipicna mesta vezivanja, ¢ak
1 izvan promotorskog regiona, u intronima ili udaljenim 3' ili 5' regionima gena (Testa et
al., 2005). U okviru SOX18 promotora, CCAAT boks koga prepoznaje NF-Y A subjedinica,
smesten je u region od +3 do +7 u odnosu na start transkripcije, $to takode predstavlja
netipi¢nu poziciju za mesto vezivanja.

Za ovaj transkripcioni faktor je ve¢ pokazano da ucestvuje u regulaciji ekspresije

et al., 2005), kao i humani SOX74 (Djurovic and Stevanovic, 2004) i SOX3 (Djurovic and
Stevanovic, 2004), su pozitivno regulisani sa NF-Y transkripcionim faktorom. Kao 1 na
primerima drugih Sox/SOX gena, NF-Y se pokazao kao potentan aktivator promotorske
aktivnosti SOX18 gena. Cinjenica da je otkriven jo§ jedan ¢lan SOX genske familije Cija je
ekspresija pod kontrolom NF-Y proteina,ukazuje na moguénost da ¢lanovi Sox/SOX genske
familije imaju jedan zajednicki mehanizam transkripcione regulacije koji se oslanja na NF-

Y transkripcioni faktor.
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5.5. Uloga transkripcionog faktora EGR1 u transkripcionoj regulaciji SOX18 gena

U ovom radu posebna paZnja je posvecena analizi uticaja transkripcionog faktora
EGR1 na transkripcionu regulaciju humanog SOXI/8 gena. Na osnovu EMSA eseja,
funkcionalnih/mutacionih analiza, i funkcionalnih analiza u nativnom kontekstu, pokazano
je da je re¢ o znaCajnom aktivatoru kako SOXI8 promotorske aktivnosti, tako i1 same
SOX18 ekspresije u HeLa 1 EA.hy926 ¢elijama. Takode, pokazano je da ovaj transkripcioni
faktor funkcionalno kompetira sa transkripcionim faktorom Sp3 i ima potencijal da
prevazide inhibitorni efekat Sp3, ¢ime smo dodatno istakli vaznu ulogu EGR1 u procesu
transaktivacije SOX18 promotorske aktivnosti.

Ranije smo istakli znacaj SOX18 u vaskularnom razvicu, aterogenezi i angiogenezi.
Uprkos ulozi u tako vaznim bioloskim procesima, dugo se nista nije znalo o njegovoj
transkripcionoj regulaciji. Kao §to je ve¢ predstavljeno, prvi pokusaji da se objasni
transkripciona regulacija humanog SOXI18 gena bili su usmereni na ispitivanja uloge Sp3,
ZBP-89 i NF-Y transkripcionih faktora. Medutim, cilj je bio da se, pored uloge opStih
transkripcionih faktora, ispita i uticaj onih transkripcionih faktora za koje postoje podaci da
su ukljuceni u regulaciju agiogeneze. Od posebne vaznosti je bilo da se uticaj odabranog
faktora ispita ne samo u HelLa celijama, ve¢ i u endotelijalnom model sistemu. Za
endotelijalni model sistem je odabrana permanentnu Celijsku liniju EA.hy926. Re¢ je o
hibridoma ¢elijskoj liniji koja vodi poreklo od primarne endotelijalne linije HUVEC, i time
pokazuje brojne karakteristike vaskularnih endotelijalnih ¢elija (Edgell et al., 1983). Ova
¢elijska linija se, za razliku od primarnih HUVEC ¢elija, efikasnije transfektuje i1 stoga
predstavlja bolji model sistem za funkcionalne eseje.

Pokazano je da transkripcioni faktor EGR1 ima fundamentalnu ulogu u tzv.
ntranskripcionom odgovoru® endotelijalnih ¢éelija na angiogenetske faktore rasta Cija je
uloga da aktiviraju mirujucu endotelijalnu Celiju 1 stimuliSu njen angiogenetski potencijal
(Lucerna et al, 2006). EGRI1 (,early growth response”) pripada EGR familiji
transkripcionih faktora zajedno sa EGR2,3 i1 4 i predstavlja tzv. protein ranog odgovora ¢ija
se ekspresija efikasno i brzo menja u odnosu na razli¢ite stimuluse kao $to su faktori rasta,

hormoni i neurotransmiteri (Thiel and Cibelli, 2002). Rec€ je o transkripcionom faktoru sa
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cinkanim-prsti¢ima koji se vezuje za GC-bogate cis-aktivne promotorske elemente i
kontroliSe ekspresiju velikog broja gena koji su ukljuCeni u angiogenezu i tumorogenezu
kao Sto su faktori rasta, citokini i rezliCiti receptori (Fahmy et al., 2003; Lucerna et al.,
2003). Inace, mnogi geni su idetifikovani kao potencijalni EGR1 targeti,a medu njima su
geni koji ucestvuju u regulaciji diferencijacije i razvica, kao i razli¢itih patofizioloskih
stanja (Silverman and Collins, 1999).

U rezultatima je pokazano da u okviru SOXI8 promotorskog regiona postoji veliki
broj potencijalnih vezivnih mesta za transkripcioni faktor EGR1 (Slika 8). Preciznije, u
okviru SOXI8 promotora identifikovano je Sest potencijalnih vezivnih mesta za EGR1
transkripcioni faktor, od kojih se tri nalaze u okviru minimalnog promotorskog regiona, u
vidu ponovaka koji se preklapaju sa vezivnim mestima za Sp transkripcione faktore (Slika
8). Uobicajeno je za GC-bogate promotore da poseduju veci broj vezivnih mesta za
transkripcione faktore iz EGR familije i ta vezivna mesta su Cesto preklopljena sa vezivnim
mestima za druge transkripcione faktore sa cinkanim prsti¢ima kao Sto su Spl 1 WT1
(Silverman and Collins, 1999). Nas cilj je bio da se prvo ispita vezivanje EGR1 za svako
pojedina¢no potencijalno vezivno mesto, u in vitro uslovima, a potom da se u razli¢itim
funkcionalnim esejima ispita njegov funkcionalni znacaj u regulaciji transkripcije SOX18
gena.

U in vitro esejima interakcije jedarnih proteina iz HeLa 1 EA.hy926 celija sa
odgovaraju¢im DNK probama, ustanovljeno je da se ovaj transkripcioni faktor specificno
vezuje samo za klaster od tri ponovljena EGR1 vezivna mesta u okviru  fragmenta od -
29 do +10 u odnosu na start transkripcije 1 nalazi se u okviru SOX/8 minimalnog
promotorskog regiona. Ovaj klaster je smeSten neposredno uz start transkripcije gena. Za
ostala potencijalna vezivna mesta nije doSlo do vezivanja EGR1 iz jedarnih proteina u in
vitro uslovima.

Funkcionalni eseji pokazuju da povecana ekspresija EGR1 dovodi do pojacanja
SOX18 promotorske aktivnosti i u HeLa 1 u EA.hy926 ¢elijama. Medutim, primecena je
razlika u odgovoru minimalnog promotorskog regiona izmedu dve ¢elijske linije. Dok kod
HeLa ¢celija 5' delecija optimalnog promotora do -89 relativno u odnosu na start

transkripcije nije znacajno promenila odgovor fragmenta na pojacano eksprimiran EGR1,
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ova delecija je kod EA.hy926 ¢elija dovela do smanjenja odgovora deletiranog fragmenta u
odnosu na optimalni promotorski fragment. Ovaj rezultat moze da ukazuje na znacaj
uzvodnih sekvenci, u endotelijalnom model sistemu, za odgovor na aktivatorsku ulogu
EGRI1 transkripcionog faktora. Sa druge strane, mutacija EGR1 ponovaka u minimalnom
promotorskom regionu znacajno narusava SOX/8 promotorsku aktivnost, a to je posebno
izrazeno kod EA.hy926 ¢elija, ukazujuc¢i na znacaj ovog regulatornog regiona za EGR1-
posredovanu aktivaciju SOXI8 genske transkripcije u endotelijalnom sistemu.
Funkcionalna analiza je potvrdila da vezivna mesta za koja je pokazano u in vitro esejima
da vezuju EGRI1, imaju i znacajnu funkcionalnu ulogu u regulaciji promotorske aktivnosti
SOX18 gena.

U vaskularnim ¢elijama EGRI1 je brzo i tranzijentno eksprimiranan pod dejstvom
razli¢itih faktora kao S$to su mehanicki stres (Akai et al., 1994), hipoksija (Yan et al., 1999),
akutne povrede tkiva (Khachigian et al., 1996). Vezivna mesta za ovaj transkripcioni faktor
su pronadena u promotorima mnogih gena koji ucestvuju u procesu angiogeneze, a medu
njima su fibroblastni faktor rasta 2-FGF-2 (Biesiada et al., 1996), transformisuci faktor
rasta -TGF-B1 (Kim et al., 1989), intercelijski adhezioni molekul 1-ICAM-1 (Maltzman et
al., 1996), VEGF receptor Flt-1 (Vidal et al., 2000), tumorski faktor nekroze a-TNFa (Yao
etal., 1997) i drugi.

Za nas je od posebnog znacaja Cinjenica da je i za SOX18 i za EGR1 transkripcioni
faktor pokazano da imaju vaznu ulogu u angiogenezi i rastu tumora (Lucerna et al., 2006;
Young et al., 2006). Literaturni podaci ukazuju na sli¢an profil ekspresije u odredenim
biolo¢kim procesima. Tacnije, Sox/8 gen miSa je pojacano eksprimiran u endotelijalnim
¢elijama na marginama povreda i pokazano je da on ucestvuje u indukciji angiogeneze
tokom zarastanja rana (Darby et al., 2001). Znacajna ekspresija EGR1 je takode primecena
u endotelijalnim celijama tokom zarastanja rana (Khachigian et al., 1996). Pored toga,
znacajan nivo ekspresije oba transkripciona faktora primecen je u okviru aterosklerotskih
lezija ukazujuéi da pomenuti faktori mozda imaju ulogu u formiranju ovog patoloskog
stanja krvnih sudova (McCaffrey et al., 2000; Garcia-Ramirez et al., 2005).

Uloga u istim bioloskim procesima dodatno istie znacaj razumevanja funkcionalne

veze izmedu pomenutih transkripcionih faktora. U ovom radu je prvi put pokazana
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funkcionalna veza na nivou transkripcione regulacije SOX/8 gena. Pored pozitivnog
odgovora SOX18 promotorskih konstrukata na povecanu ekspresiju EGR1 transkripcionog
faktora, pokazno je da svoju aktivatorsku ulogu ovaj protein ostvaruje i na ekspresiju
SOXI18 gena u nativnom kontekstu, kako u HeLa, tako i u endotelijalnim EA.hy926
¢elijama.

Proces angiogeneze se deSava tokom normanih, fizioloskih procesa u organizmu, ali
ovaj proces moze biti 1 idukovan u nekim patoloSkim stanjima. Angiogeneza koju idukuju
faktori koje produkuju Ccelije tumora dovodi do rasta tumora i njegove metastaze
(Carmeliet, 2005b). Pokazano je da je SOXI8 eksprimiran tokom inicijalnih faza tumorske
vaskularizacije 1 zbog toga je prepoznat kao potencijalni ciljni gen za razvoj anti-
angiogenetske terapije (Young et al., 2006). Druge studije pruzaju dokaze o vaznoj ulozi
EGR1 u neovaskularizaciji, tumorskoj angiogenezi i kona¢no rastu tumora, pa je i ovaj
protein identifikovan kao potencijalni ciljni gen u anti-angiogenetskoj terapiji tumora
(Fahmy et al., 2003). Zbog svega pomenutog, njihova funkcionalna veza, koja je u ovom
radu predstavljena, moZze da pomogne u razumevanju vaznih bioloSkih procesa u kojima

ovi proteini ucestvuju.

5.6. Uloga funkcionalne kompeticije izmedu transkripcionih faktora EGR1 i Sp3 u

transkripcionoj regulaciji SOX18 gena

Ve¢ smo istakli da se vezivna mesta za Sp i EGRI transkripcione faktore duz
SOX18 promotora na vecini mesta preklapaju, s obzirom da ova dva transkripciona faktora
sa cinkanim prsti¢ima prepoznaju iste ili slicne GC-bogate promotorske sekvence (Slika 8).
Funkcionalni eseji sa EGR1 transkripcionim faktorom pokazali su da je re¢ o potentnom
stimulatoru SOX18 promotorske aktivnosti, dok se za Sp3 pokazalo da je re¢ o inhibitoru.
Stoga, cilj je bio da se analizira da li u funkcionalnim esejima ova dva transkripciona
faktora zaista kompetiraju za ista vezivna mesta u SOX18 promotoru. S obzirom da je re€ o
transkripcionim faktorima koji ostvaruju razli¢ito dejstvo na aktivnost SOXI8 promotora,

cilj je bio da se u funkcionalnim esejima prati kompeticija izmedu inhibirorne aktivnosti

107



DISKUSIJA

Sp3 1 aktivatorke funkcije EGR1. Rezultat funkcionalnih eseja bio je da EGR1 prevazilazi
inhibitorni efekat Sp3 transkripcionog faktora zadrzavajuci svoju aktivatorsku funkciju.

Transkripcioni faktori Spl i Sp3 su konstitutivno eksprimirani u veéini sisarskih
¢elija 1 pokazuju sli¢ni afinitet za isto GC-bogato vezivno mesto (Hagen et al., 1992). Za
razliku od njih sinteza EGR1 je skoro zanemarljiva u nestimulisanim ¢elijama, dok razli¢iti
spoljasnji signali ne dovedu do tranzijentnog povecanja njegove ekspresije. Pokazano je da
su u miruju¢im vaskularnim endotelijalnim ¢elijama GC-bogati promotorski elementi gena
za PDGF-A lanac (eng. platelet-derived growth factor A) okupirani Spl transkripcionim
faktorom. Medutim, stimulacija ovih ¢elija forbol estrom pokre¢e biosintezu EGRI1
transkripcionog faktora, koji kompetira sa Spl, istiskuje ga sa promotora i1 vezuje se za
njegova vezivna mesta (Khachigian et al., 1995). Preklapaju¢a Spl/EGR1vezivna mesta su
prijavljena i za promotore drugih gena kao Sto su PDGF-B lanac (eng. platelet-derived
growth factor B), TF (eng. tissue factor), ABCA2 transporter (eng. ATP-binding cassette
sub-family A member 2), B-adrenergicni receptor (Cui et al., 1996; Khachigian et al., 1996;
Davis et al., 2003). Kod PDGF-B gena, Sp1 odrzava bazalni nivo transkripcije, dok EGR1
funkcioniSe kao aktivator, stimulisan vaskularnom povredom (Khachigian et al., 1996).

U ovom radu smo pokazali da povecana ekspresija EGR1 uspeSno prevazilazi
inhibitorni efekat Sp3 na promotorsku aktivnost SOX/8 gena. Stoga, mozemo pretpostaviti
da kompeticija izmedu Sp3 1 EGR1 ima znac¢ajnu ulogu u regulaciji ekspersije SOX18 gena.
Dalje, moguce je da povecana ili smanjena ekspresija ovog humanog gena zavisi upravo od
koli¢ine pomenutih proteina u nukleusu, a sve pod uticajem razli¢itih stimulusa. Ve¢ smo
istakli da se ekspresija EGR1, u endotelijalnim ¢elijama, znacajno poveéava pod dejstvom
razli¢itih stimulusa kao $to su hipoksija, povrede tkiva, mehanicki stres (Akai et al., 1994;
Khachigian et al., 1996; Yan et al., 1999). Takode, povrede tkiva povecavaju i1 ekspresiju
SOXI18 gena u endotelijjalnim celijama. Postoji moguénost da se je u mirujuéim
endotelijalnim ¢elijama bazalna ekspresija SOXI8 gena pod kontrolom GC-vezujuéeg
transkripcionog faktora iz Sp-proteinske familije, najverovatnije pod kontrolom
konstitutivno eksprimiranog transkripcionog faktora Spl. Posle stimulacije spoljnim
signalima koji promoviSu angiogenetski potencijal ¢elija, EGR1 preuzima ulogu potentnog

trans-aktivatora SOXI8 transkripcije. Ovde je vazno ista¢i da su slicni mehanizmi
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transkripcione regulacije ve¢ opisani u vaskularnim sistemima (Silverman and Collins,
1999).

Kompeticija za ista ili bliska vezivna mesta u promotorima gena izmedu ¢lanova Sp
1 EGRI1 proteinskih familija, o€igledno ima regulatorni znacaj. Rezultat kompeticije zavisi
od stanja ¢elije, odnosno fizioloskih potreba u datom sistemu, jer promena u koli¢ini ovih
transkripcionih faktora u nukleusu zavisi od veceg broja razli€itih spoljnih signala.

Transkripcioni faktor Spl se vezuje u okviru SOXI8 promotora in vitro (rezultati
nisu prikazani), medutim, kao §to smo ve¢ napomenuli njegova uloga je najverovatnije
ograni¢ena na odrzavanje bazalnog nivoa transkripcije. Sa druge strane, Sp3 i EGRI1, u
uslovima povecane ekspresije, ostvaruju svoje ihnibitorno, odnosto, aktivatorsko dejstvo.
Na Slici 37 je prikazan predloZeni model regulacije eskpresije humanog SOX18 gena, koji
se zasniva na kompeticiji izmedu ove dve proteinske familije za vezivanje za preklapajuca

vezivna mesta u minimalnom promotorskom regionu.

ekstracelijski signal (hipoksija, povreda tkiva,
faktori rasta, hormoni, citokini...)

E GRI povecana ekspresija

aktivacija promotora 1

— spt Spl  spl S soxig ramme

eksprimiran gen

inhibicija promotora

-povec'ana ekspresija

Slika 37. Shematski prikaz modela regulacije SOX18 gena preko preklapajucih vezivnih mesta za Sp/EGR1
transkripcione faktore. Bazalni nivo ekspresije omogucen je Spl transkripcionom faktorom koji se vezuje za

svoja mesta u proksimalnom promotoru i regrutuje opsStu transkripcionu masineriju. Pod dejstvom razlicitih
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spoljnih signala dolazi do povecanja ekspresije transkripcionog faktora EGR1, koji kompetira za GC-bogata
vezivna mesta, istiskuje Sp1 i stimuliSe ekspresiju SOX18 gena. Suprotno, promene u stanju Celije, dovode do
poveéanja Sp3 transkripcionog faktora, koji kompetira za za GC-bogata vezivna mesta, istiskuje Spl i

inhibira ekspresiju SOX18 gena.

5.7. Znacaj ispitivanja uloge angiogenetskih faktora i farmakoloSkih inhibitora

angiogeneze na SOX18 ekspresiju

Angiogeneza, proces formiranja novih krvnih sudova, predstavlja fundamentalni
bioloski proces neophodan za reprodukciju, embrionalno razviée, zarastanje povreda, ali je
i kljuéni proces koji obezbeduje progresiju tumora (Folkman and Shing, 1992; Folkman
and D'Amore, 1996; Hanahan and Folkman, 1996; Risau, 1997; Stolt et al., 2006).
Ispitivanje molekularne osnove regulacije ovog procesa podrazumeva, izmedu ostalog, i
otkrivanje uloge transkripcionih faktora koji ¢e u daljoj konsekvenci regulisati klju¢ne gene
uklju¢ene u kontrolu angiogenetskih procesa. Ekspresija transkripcionih faktora je
modulisana ekstracelijskim signalima, a potom ti transkripcioni faktori reguliSu ekspresiju
finalnih efektora signalne kaskade. Zbog toga, transkripcioni faktori predstavljaju veoma
interesantne potencijalne targete u terapiji razli¢itih bolesti, u ovom slucaju u anti-
angiogenetskoj terapiji. Podaci o ulozi odredenih transkripcionih faktora u regulaciji
vaskularogeneze i angiogeneze se neprekidno uvecavaju. Zna se da ulogu u ovom procesu
imaju: HIF (eng. hypoxia-inducible factor), HOX D3 (eng. homeobox protein D3), ETS-1
(eng. erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1), MEF2C (eng. myocyte-specific
enhancer factor 2C), PPARY (eng. peroxisome proliferator-activated receptor) i drugi (Sato,
2000). Istovremeno, veliki broj signalnih puteva je uklju¢en u procese regulacije
angiogeneze, signalni putevi koje pokre¢u faktori rasta (medju njima najpotentniji je
VEGF), membranski proteini (integrini, efrini i kadherini), inflamatorni molekuli, endogeni
inhibitori. Stoga, za potpuno razumevanje regulacije angiogeneze, neophodno je razumeti i
signalne puteve i transkripcionu regulaciju, kao 1 vezu izmedu ova dva procesa. Zbog toga,
jedan od ciljeva naseg istrazivanje je 1 bilo rasvetljavanje uloge nekoliko vaznih

angiogenetskih signalnih puteva na ekspresiju SOX18 gena u endotelijalnim ¢elijama.

110



DISKUSIJA

5.8. Uticaj faktora rasta VEGF na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

Prva grupa molekula ¢iji smo uticaj na SOX18 ekspresiju ispitivali bili su faktori
rasta, koji predstavljaju Siroku grupu molekula koji stimuliSu rast, proliferaciju i
diferencijaciju ¢elija. VEGF, bFGF (poznat i kao FGF-2), i TGF- imaju, u literaturi $iroko
opisanu, ulogu u angiogenezi (Massague et al., 2000; Presta et al., 2005; Otrock et al.,
2007). Medu njima, VEGF predstavlja glavni i najpotentniji regulator angiogeneze, ¢ija je
ekspresija, takode, u korelaciji sa vaskularizacijom tumora i njihovom progresijom
(Ferrara, 2004). Inhibicija VEGF-a dovodi do smanjenja rasta tumora putem redukcije
vaskularizacije, a anti-VEGF terapija se trenutno koristi u onkologiji za tretmane
metastatskih kancera (Ferrara et al., 2004).

Nasi rezultati pokazuju da, od svih analiziranih faktora rasta, samo VEGF dovodi do
promena, tako §to dovodi do povecanja nivoa SOX18 proteina za oko 70%, posle tretmana
HUVEC ¢elija od 3 h (Slika 17).

Brzina odgovora na stimulaciju VEGF faktorom varira, ali podaci ukazuje da oko
45% gena biva idukovano u okviru prvih 2-6 h od pocetka tretmana (Abe and Sato, 2001).
Ovako brzi odgovor upravo i ¢ini VEGF tako efikasnim aktivatorom angiogenetskog
procesa.

Ekpresija Sox/8 gena miSa, ispitivana in vivo, po€inje posle ekpresije gena za Vegf,
a otprilike u isto vreme kada ekspresija za Vegf receptor Flkl, odnosno pre ekspresije za
drugi receptor Flt/, u misijem embrionu (Dumont et al., 1995; Pennisi et al., 2000b). Isti
profil ekspresije je uoc¢en i kod adulta u okviru povredenog tkiva, odnosno tokom zarastanja
rana (Darby et al., 2001). Ovi podaci ukazuju da se ekspresija miSijeg Sox/§ deSava
nizvodno od Vegf, odnosno otvara mogucnost da je Sox8 target Vegf signalne kaskade. U
ovom radu je pokazano da je humani SOX18 pod uticajem VEGF signalnog puta in vitro,
Sto je od velikog funkcionalnog znacaja uzimaju¢i u obzir da oba proteina predstavljaju
medijatore u procesima angiogeneze, ukljucujuci proliferaciju, migraciju i formiranje tuba
od strane endotelijalnih ¢elija (Darby et al., 2001; Young et al., 2006; Otrock et al., 2007).

Da je nivo SOX18 transkripcionog faktora pod pozitivnim uticajem VEGF signalne

kaskade, pokazano je na proteinskom nivou u ovom radu. Pored toga, ranije je i na
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transkripcionom nivou pokazano da VEGF indukuje ekspresiju SOX18 gena posle dva sata
tretmana (Garcia-Ramirez et al., 2005). Medutim, na koji nain se ostvaruje ovaj
aktivatorski uticaj ostaje nepoznato. S obzirom da je re¢ o veoma kompleksnom signalnom
putu, bilo koji intermedijerni signalni molekul moze transdukovati signal koji ¢e finalno
dovesti do povecanja SOXI8 transkripcije. Medu mnogim transkripcionim faktorima koji
su idukovani od strane VEGF signalnog puta, postoje podaci da se ekspresija EGR1 naglo
povecava ve¢ u prvih 30 minuta po tretmanu VEGF proteinom (Abe and Sato, 2001).
Takode, VEGF stimuliSe akumulaciju EGR1 u nukleusu ve¢ u prvom satu tretmana,
omogucavajuc¢i da EGR1 brzo ostvari svoje dejstvo (Sassa et al., 2002). Ova funkcionalna
veza izmedu VEGF 1 EGRI1 je veoma interesantna, s obzirom da je u ovom radu pokazano
da je EGR1 pozitivni regulator SOX18 ekspresije. Zbog toga, moZemo pretpostaviti da je
EGR1 jedan od faktora koji omogucava aktivaciju SOX18 ekspresije pod dejstvom VEGF-a
tokom angiogeneze. Bilo bi veoma interesantno ispitati ovu funkcionalnu vezu, ¢ime bi se

dodatno razjasnila transkripciona regulacija SOX18 gena u vaskularnom endotelu.

5.9. Uticaj citokina TNF na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

Tumorski faktor nekroze predstavlja inflamatorni citokin koji moze da idukuje
¢elijsku smrt, inhibira tumorogenezu i replikaciju virusa (Zhao et al., 2001; Williams,
2008). Pored toga, postoje podaci koji govore o njegovoj ulozi u procesu angiogeneze.
Pokazano je da TNF ima sposobnost da stimuliSe angiogenezu in vivo (Frater-Schroder et
al., 1987) i formiranje tuba od strane endotelijalnih ¢elija in vitro (Leibovich et al., 1987).
U ovom radu je pokazano da TNF ima pozitivan uticaj na nivo SOX18 proteina u HUVEC
¢elijama, povecavajuci nivo ovog proteina za oko 60%.

Na transkripcionom nivou ova regulacija moze biti ostvarena putem transkripcionih
faktora koji reaguju na TNF signalni put. Ranije je pokazano da TNF ima sposobnost da
inhibira vezivanje Spl i Sp3 za njihova konsezusna vezivna mesta u promotorima gena
(Denson et al., 2001). Ovo moze uticati na SOXI8 ekspresiju na dva nacina. Prvo,
sprecavanjem vezivanja Spl za promotorske sekvence, omogucava se da se za te sekvence

vezu aktivatrski transkripcioni faktori (kao S$to je pokazano to moze biti EGR1), koji ¢e
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umesto bazalnog nivoa ekspresije dovesti do povecanja ekspresije SOX18 gena. Ovde je
vazno napomenuti da literaturni podaci ukazuju da je ekspresija transkripcionog faktora
EGRI1, takode stimulisana TNF-om (Goetze et al., 2001). Drugo, SOXI8 ekspresija
indukovana TNF-om, moze delom biti rezultat sprecCavanja vezivanja transkripcionog
faktora Sp3, za koji je pokazano da deluje inhibitorno na SOXI8 ekspresiju. Naravno, i
drugi transkripcioni faktori, koji nisu ispitivani u ovom radu, mogu posredovati u TNF-
posredovanoj indukciji SOX18 genske ekspresije.

Poznato je da ukoliko ne dovodi do ¢elijske smrti, TNF moze obezbediti
prezivljavanje Celija preko aktivacije transkripcionog faktora NF-kB, oslobadaju¢i ga iz
neaktivnog citoplazmatskog kompleksa (Hayden and Ghosh, 2004). In silico analiza SOX18
promotorskog regiona, ukazala je na nekoliko potencijalnih vezivnih mesta za ovaj
transkripcioni faktor. Zbog toga bi bilo interesantno ispitati da li identifikovana vezivna

mesta imaju funkcionalni znacaj za TNF-posredovanu idukciju SOX18 ekspresije.

5.10. Uticaj NSAID na nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAID) inhibiraju dve izoforme enzima
cikolooksigenaze, COX-1 i COX-2, koji ucestvuju u biosintetskom putu prostanglandina.
Prostanglandini predstavljaju potentne pro-inflamatorne molekule koji imaju sposobnost da
aktiviraju angiogenezu in vivo i in vitro (Form and Auerbach, 1983; Cheng et al., 1998;
Dubois et al., 1998). Zbog toga NSAID, pored antiinflamatarnog dejstva koji primarno
ostvaruju, imaju i dejstvo anti-angiogenetskih lekova. U ovom radu smo ispitivali uticaj
ibuprofena, nespecificnog COX1/2 inhibitora i NS398, specificnog COX-2 inhibitora, na
nivo SOX18 proteina u HUVEC. Predstavljeni rezultati pokazuju da je re¢ o dva potentna
inhibitora SOX18 proteinske ekspresije u endotelijalnim ¢elijama.

Mehanizam dejstva NSAID oslanja se na veliki broj razliCitih procesa. Oni
ukljucuju: aktivaciju proteinskih kinaza mitogenima, suprimiranje proteina celijskog
ciklusa, inhibiranje EGR1 ekspresije, inhibiciju proliferacije 1 migracije endotelijalnih
¢elija 1 indikciju apoptoze endotelijalnih ¢elija (Dormond et al., 2001; Tarnawski and Jones,

2003). S obzirom da je pokazano da NSAID inhibiraju aktivaciju EGR1 gena u
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mikrovaskularnim endotelijalnim ¢elijama (Szabo et al., 2001), moze se pretpostaviti da je
ova inhibicija od funkcionalnog znacaja za redukciju nivoa SOX18 proteina.

Iako su NSAID lekovi sa pleotropnim dejstvom, Cinjenica da znacajno smanjuju
nivo SOX18 proteina u endotelijjalnim ¢elijama otvara moguénost farmakoloske
manipulacije ekspresijom ovog gena. Anti-angiogenetska terapija svoje efikasno dejstvo
moze ostvariti najviSe ukoliko je visoko specificna, odnosno usmerena ka supresiji
molekula koji angiogenetski potencijal ostvaruju u aktiviranom endotelu, i koji ne uti¢u na
funkciju drugih, vaZznih biohemijskih procesa. Transkripcioni faktori, u tom smislu,
predstavljaju mnogo bolje potencijalne targete od bilo kog drugog uzvodnog molekula iz
signalne kaskade (Xie et al., 2006). Ve¢ smo istakli da je humani SOX18 gen, zbog svoje
uloge u inicijalnim fazama tumorske vaskularizacije, ve¢ prepoznat kao potencijalni ciljni
gen u anti-angiogenetskoj terapiji (Young et al., 2006). Uzimajuéi u obzir da rast i
progresija tumora zavise od nutrijenata kojima se snabdeva putem povecanja
prokrvljenosti, a takode duz novonastalih krvnih sudova tumorske celije putuju dovodeci
do metastaza, razumljivo je da se veliki broj istraZivanja bavi ispitivanjima anti-

angiogenetskih strategija u terapiji kancera (Feldman and Libutti, 2000).

5.11. SOX18 kao potencijalni target gen u terapiji vaskularnih bolesti i kancera

Formiranje novih krvnih sudova od ve¢ postoje¢ih, odnosno proces angiogeneze,
predstavlja normalan fizioloSki odgovor organizma u stanjima kao $to su zarastanje rana,
reparacija endometrijuma ili formiranje placente. Medutim, ovaj proces moze biti presudan
u metastatskom Sirenju tumora, s obzirim da neovaskularizacija obezbeduje njihov rast i
progresiju. Angiogeneza indukovana proangiogenetskim faktorima koje produkuju celije
kancera (kao Sro su VEGF 1 bFGF), je prepoznata kao kritican momenat za rast i progresiju
solidnih tumora (Tortora et al., 2004; Andreasson and Carlsson, 2005; Carmeliet, 2005b;
Sun and Schiller, 2007). U odsustvu tumorske angiogeneze, tumor ulazi u stanje tzv.
»uspavanosti“, koje karakteriSe balans izmedu celijske proliferacije i apoptoze, a tumorska

masa se stabiliSe na veli¢inu od nekoliko kubnih milimetara (Holmgren et al., 1995).
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Anti-angiogenetska terapija se u preklinickim ispitivanjima pokazala kao efikasna
strategija za izazivanje tumorske regresije. U klinicke studije je usSlo mnoStvo anti-
angiogenetskih agenasa, ali veina nije dala zadovoljavaju¢i rezultat kod pacijenata,
posebno ukoliko uporedimo sa rezultatima dobijenim na modelu misa. Za samo nekoliko,
kao sto su TNF-a i Avastin, su potvrdena antiangiogenetska dejstva i ovi agensi se koriste
u terapiji kancera kod coveka (Ruegg et al., 2006; Vokes et al., 2006). Uzimajuéi u obzir
ulogu SOXF proteina u kardiovaskularnom razvi¢u i adultnoj neovaskularizaciji, ovi
transkripcioni faktori potencijalno predstavljaju ciljne molekule koji mogu posluziti za
modulaciju angiogeneze ili limfangiogeneze, kada su ovi procesi stimulisani posebnim
stanjima kao $to je rast tumora i metastaze.

Young i saradnici su uspesno pokazali da alografi tumora mnogo sporije rastu u
mutantnim misevima Ra® koji eksprimiraju dominanto negativnu formu SOX18 proteina, u
poredenju sa wild type miSevima (Young et al., 2006). Tkode, HUVEC ¢elije
transfektovane sa dominantno negativnom formom SOXI18 proteina pokazuju izrazeno
umanjenu sposobnost formiranja tuba (krvnog suda), u poredenju sa adekvatnom kontrolom
(Young et al., 2006). Treba napomenuti da istraZivanja ukazuju da gubitak Sox18 funkcije
kod miseva ne ukazuje na promene u vaskularnom fenotipu, dok Sox17"” - Sox18 ) dupli
mutant, pokazuje smanjenu neovaskularizaciju (Pennisi et al., 2000a; Matsui et al., 2006). I
in vitro angiogenetski eseji pokazuju da su Sox17""” - Sox18 endotelijalne celije
neefikasne u Sirenju 1 remodelovanju vaskulature (Matsui et al.,, 2006). Ovi podaci
nedvosmisleno ukazuju da SOX17 1 SOX18 proteini pokazuju funkcionalnu redudantnost,
kao i da se SOX18 Ra®™ mutant ponasa kao dominantno negativni protein koji
onemogucéava SOX17 1 SOX18 wt proteinima da ostvare svoju funkciju.

U skladu sa navedenim podacim, jo§ 2006. godine su Young i saradnici istakli da
SOX18 gen moze biti potencijalni target u anti-angiogenetskoj terapiji tumora (Young et al.,
2006). Dve godine kasnije Min Luo sa saradnicima predstavlja rad koji govori o
moguénostima inhibicije tumorske angiogeneze upotrebom dominantno negativne forme
SOX18 proteina (Luo et al., 2008). Osnova ideje lezi u ¢injenici da takav protein zauzima
svoje vezivho mesto na promotorima ciljnih gena, ali zbog nedostatka transaktivacionog

domena ne moze da ostvari svoju funkciju u regulaciji njihove transkripcije. Istovremeno,
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sprecava da drugi proteini iz SOXF grupe, ostvare svoju funkciju preko istih vezivnih
mesta. Osnovni tehnicki problem predstavlja nemoguénost SOX18 mutantnog proteina da
prode ¢elijsku membranu i stigne u nukleus gde bi trebalo da ostvari svoju funkciju. Autori,
meduti, pronalaze reSenje kori§¢enjem rekombinantnog, celijski permeabilnog SOX18
mutanta, konstruisanog tako da nosi domen za proteinsku transdukciju od HIV TAT i HSV-
1 VP22, koji bi se uspesno koristio za proteinsku transdukciju. (Luo et al., 2008). Ovo nije
nov pristup, naprotiv, ve¢ postoje radovi koji predlazu primenu proteinske transdukcije kao
nove perspektive u terapiji bolesti (Noguchi and Matsumoto, 2006).

Imunohistohemijskim pristupom je detektovana povecana ekspresija SOX18 gena u
uznapredovalim aterosklerotskim lezijama, 1 ta ekspresija kolokalizuje sa markerima
¢elijske proliferacije (Garcia-Ramirez et al., 2005). Rezultati ove studije ukazuju da bi
SOX18 protein mogao igrati vaznu ulogu u aterogenezi u onim procesima koji obuhvataju
¢elijski rast, kao $to je proces zadebljanja zida arterija i neovaskularizacija. Takode,
Hosking 1 saradnici su pokazali da SOX18 reguliSe ekspresiju VCAM-1 gena, adhezionog
molekula koji je pojacano eksprimiran u aterosklerotskim lezijama kod individua koje pate
od heperholesterolemije (Hosking et al., 2004). Stoga, Garcia-Ramirez i saradnici ukazuju
na moguénost da SOXI8 potencijalno moze biti ciljni gen u terapiji koja bi sprecila
progresiju ateroskleroze (Garcia-Ramirez et al., 2005).

Treba napomenuti da se promene u regulaciji procesa angiogeneze deSavaju i kao
posledica nekih drugih bolesti. Tako su mnoge klinicke manifestacije dijabetesa tipa II
posledica nepravilnosti u regulaciji procesa angiogeneze i posebno pogadaju organe kao §to
su bubreg ili retina (Martin et al., 2003). DijabetiCari ¢esto imaju i problem sa zarastanjem
rana, proces u kome SOXI8 gena ima vaznu ulogu, te je ovo oboljenje takode kandidat za
razmatranje novih terapeutskih pristupa koji ukljucuju kontrolu angiogeneze.

Zbog svega navedenog, razumevanje slozenih mehanizama koji ucestvuju u
regulaciji ekspresije humanog SOXI8 gena, omoguci¢e bolje razumevanje vaznih

fizioloskih 1 patofizioloskih procesa u kojima ovaj transkripcioni faktor aktivno ucestvuje.
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj tezi su prikazana ispitivanja kontrolnih mehanizama ukljucenih u regulaciju
ekspresije SOX18 gena. Regulacija SOXI18 ekspresije ispitivana je u tri razli¢ita model
sistema: tumorskoj ¢elijskoj liniji HeLa, hibridoma celijskoj liniji EA.hy926 i1 primarnim
endotelijalnim ¢elijama HUVEC. Analizirana je uloga odabranih transkripcionih faktora u
regulaciji transkripcije SOX18 gena 1 otkriveni su i pozitivni i negativni regulatori SOX18
promotorske aktivnosti i ekspresije SOX18 gena u nativnom kontekstu. Takode, ispitivan je
uticaj proangiogenetskih signalnih molekula, kao 1 dejstvo nesteroidnih antiinflamatornih
lekova, na nivo SOX18 proteina u HUVEC C¢elijama. Rezultati ovih ispitivanja su ukazali
koji signalni putevi, uljuceni u kontrolu angiogeneze, mogu uticati na ekspresiju SOX18
gena u endotelijalnim ¢elijama. Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj tezi mogu se izvesti

sledec¢i zakljucci:

l. In silico analizom potencijalnih vezivnih mesta za transkripcione faktore u okviru
optimalnog promotora SOXI/8 gena i poredenjem sa ortologom sekvencom misa,
identifikovana su potencijalna vezivna mesta za transkripcione faktore Sp proteinske
familije, EGR1, ZBP-89 i NF-Y, koja su evolutivno o€uvana i u poziciji i po nukleotidnom

sastavu.

2. Analizom interakcija jedarnih proteina izolovanih iz HeLa ¢elija sa DNK probom
poreklom iz minimalnog promotora SOXI/8 gena i koris¢enjem specifi¢nih antitela,
pokazano je da se Sp3, ZBP-89, NF- Y 1 EGR1 specifi¢no vezuju za konsenzusna mesta u
okviru SOXI18 promotora. Za transkripcioni faktor EGR1 je potvrdeno da se specificno
vezuje 1 u slucaju kada jedarni proteini vode poreklo iz endotelijalnih ¢elija, EA.hy926,
ukazujuéi da i u endotelijalnom model sistemu ovaj transkripcioni faktor moze imati vaznu

ulogu u regulaciji ekspresije SOX18 gena.

3. Funcionalnom analizom je pokazano da povecana ekspresija transkripcionih faktora
Sp3 1 ZBP-89 dovodi do smanjenja aktivnosti SOX18 promotor-reporter konstrukta u HeLa

¢elijama, ukazujuéi da se radi o negativnim regulatorima aktivnosti SOX/8 promotora.
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Takode, povecana ekspresija ovih transkripcionih faktora dovela je do smanjenja u nivou
SOX18 proteina u HelLa celijama, potvrduju¢i njihov represorski uticaj na SOXI18
ekspresiju 1 u nativhom kontekstu. Na ovaj nacin identifikovana su dva negativna

regulatora ekspresije SOX18 gena.

4. Funcionalnom analizom je pokazano da povecana ekspresija transkripcionog
faktora NF-Y dovodi do povec¢anja aktivnosti SOX18 promotor-reporter konstrukta u HeLa
¢elijama. Dalje, pokazano je da povecana ekspresija transkripcionog faktora EGR1 dovodi
do povecanja aktivnosti SOXI8 promotor-reporter konstrukta u HeLa i u EA.hy926
¢elijama. Takode, povecana ekspresija ovih transkripcionih faktora dovodi do povecanja
nivoa SOX18 proteina u ispitivanim ¢elijskim linijama, potvrdujuci aktivatorski uticaj na
SOX18 ekspresiju i u nativnom kontekstu. Na ovaj nacin identifikovana su dva pozitivna

regulatora ekspresije SOX18 gena.

5. Mutacije u vezivnim mestima za EGR1 transkripcioni faktor dovela je do znacajnog
smanjenja promotorske aktivnosti SOX18 promotor-reporter konstrukta, a njihov uticaj na
aktivnost promotora je bio izrazeniji u endotelijalnom model sistemu. Ovi rezultati ukazuju
da mehanizam regulacije SOX18 ekspresije koji se oslanja na transkripcioni faktor EGR1,
ima veci uticaj u endotelijalnim ¢elijama 1 verovatno predstavlja glavni vid regulacije u

¢elijama koje karakteriSe brz odgovor na razlicite spoljasnje stimuluse.

6. Tretmani HUVEC ¢elija proangiogenetskim signalnim molekulima ukljucujuéi
razli¢ite faktore rasta, ekstracelijske proteine matriksa i citokine, pokazali su da VEGF i
TNF povecavaju nivo SOX18 proteina u HUVEC ¢elijama. Na ovaj nacin je, prvi put,
pokazana funkcionalna veza izmedu transkripcionog faktora SOX18 i signalnih molekula

VEGF, odnosno TNF, koji imaju vaznu ulogu u regulaciji procesa angiogeneze.

7. Testiranjem uticaja nesteroidnih antiinflamatornih lekova na nivo SOXI18 proteina,
ustanovljeno je da su ibuprofen i NS398 potentni inhibitori koji zna¢ajno snizavaju nivo SOX18
proteina u HUVEC ¢elijama, $to predstavlja prve identifikovane farmakoloske inhibitore ekspresije

SOX18 gena.
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2008 godine. Dobitnik je nagrade fondacije ,,Goran Ljubijanki¢* za najbolji magistarski rad
odbranjen u 2005. godini. Doktorsku tezu je najve¢im delom realizovala u Laboratoriji za
humanu molekularnu genetiku, Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo.
Deo doktorske disertacije je uraden u Laboratoriji za eksperimentalnu onkologiju, koja je
deo Univerzitetske bolnice, Univerziteta u Lozani, Svajcarska. U svom dosadasnjem radu
ucestvovala je u tri nacionalna i jednom medunarodnom projektu. Rezultate svog

dosadasnjeg rada je objavila u osam nau¢nih radova u medunarodnim ¢asopisima.



Mpunor 1.

WUzjaBa o ayTopcTBY

MoTnucanmn-Ucnaopa Metposuh

Bpoj uHaexca

W3jasreyjem
/ia je NOKTOpCKa AvcepTaumja noja HacrnosoM

TpaHCKpUnuWoHa perynauuje ekcnpecuwje xymasor SOX18 reHa

* pe3ynTart CONCTBEHOr UCTpaxuBa4dKor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauvja y UeNWHKM HW Y Aenosuma Huje Buna npeanoxeHa
3a gobujare OMNO Koje AvnNnoMme npema CTYAWCKAM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLKOMCKUX YCTaHOoBa,

e [acy pe3ynTaTti KOPeKTHO HaBeaeH! W

e [a HMCaM KpLMWO/Na ayTOpCcKa Npasa M KOPUCTMO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpaay, 24.10.2012.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM WITaMMNaHe U eNneKkTPoHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKor paaa

Wme 1 npesume ayTopa Wcuaopa MNetposeuh
BEpoj Haekca

Cryaujckn nporpam

Hacnoe papa TpaHcKkpunuuoHa naumje ekcnpecuje xymaror SOX18 rena

MenTop gp Munena CteeaHosuh

MoTnucanu/a Wecupopa Metposuh

Majareyjem Aa je wramnada sepsuja MOr [AOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
Bepavju kojy cam npepao/na 3a ofjaerbuBarse Ha noprany [AurutanHor
penoauTopujyma YHueepauteta y Beorpaay.

[lo3sorbaBam aa ce objase MOjM NWYHW NoAauu BesaHw 3a aobwjare akagemckor
3Baka [OKTOpa Hayka, Kao WTo Cy UMe U npesvmMe, roguHa u MecTo poﬁerba n natym
oabpaHe papa.

OBM NUYHKM nodaun mory ce o6jaBuUTU Ha MpEeXHUM cTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauujama YHueepautera y beorpagy.

MoTtnuc pokTopaHAaa

Y Beorpapy, 24.10.2012.
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Mpwunor 3.

WU3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepauteTcky Oubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [urutanHu
penoauTopujym YHueepauteTa y Beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauuvjy nog
HacrnoBoMm:

Tpasckpunuuona perynauuje ekcnpecuje xymanor SOX/8 rena

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[OucepTraumjy ca cBUM Npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHckom opmaty norogHoM
3a TpajHO apXxusupare.

Mojy moKTOpCKy AucepTauujy noxpareHy y [urutaniu peno3utopujym YHusepauteta
y Beorpagy Mory ga KopucTe CBW Koju nowuTyjy oapeabe cagpxaxe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AyTopcTeo
2. AyTOPCTBO - HEKOMEpLMjanHo
@Ay‘ropcrao — HekomepuujanHo — 6ea npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AEnNUTW NOA UCTUM YCnoBuma
5. Aytopcteo — Ges npepapge
6. AyTOpPCTBO — AENWUTH NOA UCTUM YCroBUMa

(Monumo ga 3a0KpyxuTe camo jedHy of wecT noHyfleHnx nUueHuM, kpaTtak onuc
nUUEHUK aaT je Ha nonefuHun nucra).

MoTnuc pokropaHpa

Y beorpany, 24.10.2012.

\,A‘;:;é))’o\. ,@é}wo




1. AytopcTeo - [losBorbaBare ymHOxaeawe, AUcTpubyuwjy W jaBHO caonwTaBare
fena, u npepaje, ako ce Haeeje WMe ayTopa Ha HauuH oapefleH oA cTpave ayTopa
WM AaBaoua nuueHUe, Yak v y komepuwjanHe cepxe. Oso je HajcnoGogHuja og CBMX
NUUEHUMN.

2. AyTopcTBo — HekomepuujanHo. [loasorbasate yMHOKaBake, AUCTPUBYLM]Y 1 jaBHO
caonwitasarke Aena, U npepage, ako ce HaBeje WMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH og
cTpaHe ayTopa wnu Aasaoua nuueHue. Osa nuueHua He 403BOSbaBa KOMepUMjanHy
ynotpeby aena.

3. Aytopcteo - HekomepuwjanHo - Gez npepape. [loaBorbasarte yMHOXasaibe,
avctpubyumjy v jaBHo caonwrasawe gena, Ges npoMeHa, npeobnuKoBaka WMNK
ynotpebe nena y cBom feny, ako ce Hasefe WMe ayTopa Ha HauuH ogpefled of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa NUUEHUA He [O3BObABa KOMEpUMjanyy
ynotpeby aena. ¥ ogHocy Ha cBe ocTane MUUEHUE, OBOM NULEHLOM ce orpaHuyasa
Hajsehv 0bum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpUMWjanHo — AEnNWTH Nog WCTUM ycnosuma. [ossorsaeare
yMHOXaBare, AucTpubyumjy W jaBHO caonwrasarwe Aena, v npepage, ako ce Haeeae
“Me ayTopa Ha HauuH oapefjeH oA cTpaHe ayTopa Wnu gasaoua NWUeHUe W ako ce
npepaga AwcTpubywpa nog MCTOM MNW CnMyHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
N03B0rbLaea komepuujanHy ynotpeby nena u npepana.

5. Aytopcteo — Ges npepape. [loseorbaBaTe yMHOXaBatbe, AMCTPUBYUM)Y M jaBHO
caonwraeare aena, 6ea npomeHa, npeobnukosaka unu ynotpeGe gena y ceom geny,
aKko ce Haeefe WMe ayTopa Ha HayuH ogpefleH oA cTpaHe ayTopa vwnu gasaoua
nuueHue. Oea nuueHUa Ao3Borbaea komepuvjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - AenuTM NOA MCTUM ycnosuma. [o3BorbasaTe yMHOXaBare,
aucTpubyuwjy 1 jaBHo caonwTaparke Aena, U Npepage, ako ce HaBege uMe ayTopa Ha
HauMH oppefleH oA cTpaHe ayTopa WNM Jaeaoua MWUEHUE M ako ce npepaja
Avctpubyvpa nofg WMCTOM WNM cnWyHOM nuueHuom. Oea nuueHua Ao3sorbaea
komepuujanHy ynotpeBy agena v npepapa. CnudHa je codbTBEpCKMM nuMUeHLaMa,
OAIHOCHO NULEHLUaMa OTBOPEHOT KoAa.
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