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Molekularni mehanizmi regulacije ekspresije gena za CXCL12 u beta ¢elijama

pankreasa pacova

REZIME

Dijabetes tip 1 nastaje kao posledica autoimune destrukcije beta ¢elija pankreasa,
dok se u osnovi dijabetesa tip 2 nalazi nefunkcionalnost beta Celija i rezistencija na
insulin. S obzirom da je gubitak beta ¢elija prisutan u oba tipa dijabetesa, potrebno je
prona¢i nacine za ocuvanje funkcionalnih beta Celija. Rasvetljavanje molekularnih
mehanizama regulacije ekspresije gena Ciji proteinski produkti imaju klju¢nu ulogu u
normalnom funkcionisanju i1 prezivljavanju beta ¢elija, moze doprineti razvoju novih
strategija za prevenciju i leCenje dijabetesa. Jedan od tih proteina je hemokin CXCLI12,
koji doprinosi ocuvanju funkcionalnih beta ¢elija tako S$to pospeSuje njihovo
prezivljavanje i uCestvuje u transdiferencijaciji alfa u beta celije.

U okviru ove teze je pokazano da CXCL12 doprinosi ocuvanju DNK integriteta i
pospesuje prezivljavanje beta Celija pankreasa nakon primene dijabetogenog agensa,
streptozotocina (STZ). Posto je utvrdeno protektivno dejstvo CXCL12 na beta celije,
slede¢i korak je bio da se ispitaju molekularni mehanizmi transkripcione regulacije
pacovskog gena za CXCLI12 (Cxcli2) u beta celijama. UopSteno, transkripciona
regulacija gena se zasniva na interakciji trans-delujucih proteina i cis-regulatornih DNK
sekvenci. Serijom eksperimenata potvrdena je in vitro i in vivo interakcija izmedu
poli(ADP-ribozil) polimeraze-1 (PARP-1) i RAM 4 elementa, koji se nalazi uzvodno od
promotora Cxcll2, na poziciji -1725/-1592 bp. Pored toga, pokazano je da u bazalnim
uslovima PARP-1, YY1, C/EBPB, C/EBPa, STAT3, p53, FOXO3a, Spl i HMG I/Y
vezuju promotor Cxcl/l2, na osnovu cega je zakljuCeno da su pomenuti transkripcioni
faktori ukljuceni u transkripcionu regulaciju Cxc//2 u beta ¢elijama. Metodom ko-
imunoprecipitacije proteina ustanovljeno da u beta celijama pojedini transkripcioni
regulatori Cxcll2 stupaju u meduproteinske interakcije (detektovane se sledece
interakcije: YY1 - PARP-1, FOXO3a - PARP-1, Spl — PARP-1, p53 — PARP-1,
C/EBPB - PARP-1, YY1 - p53, YY1 — FOXO3a, p53 — FOXO3a, Spl — FOXO3a,



C/EBPB - FOXO3a, C/EBPa - FOXO3a i Spl — STAT3). Uocene meduproteinske
interakcije ukazuju na Cinjenicu da se transkripcija Cxcll2 nalazi pod kontrolom multi-
subjedini¢nih nukleoproteinskih kompleksa. Za PARP-1 je pokazano da je transkripcioni
represor, koji interakcijom sa promotorom u fizioloskim uslovima obezbeduje bazalan
nivo ekspresije Cxcll2. Sa druge strane, za YY1 je ustanovljeno da je jak aktivator
transkripcije Cxcll2. Simulacijom oksidativnog stresa, primenom STZ-a, uoCena je
indukcija transkripcije Cxc/I2 u beta ¢elijama 6 h nakon tretmana. U datoj tacki
tretmana PARP-1 sa smanjenim afinitetom vezuje promotor, dok se YY1 nalazi u
intenzivnoj interakciji sa promotorom, na osnovu ¢ega je zaklju¢eno da su za indukciju
transkripcije Cxcll2, odgovorni stimulativno dejstvo YY1 i uklanjenje inhibitornog
efekta PARP-1. Uticaj enzimatske aktivnosti PARP-1 na transkripciju Cxc/12 ispitan je
nakon tretmana beta ¢elija inhibitorom PARP-1, 3-aminobenzamidinom (3AB). Metoda
lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu je pokazala delimi¢nu represiju
transkripcije Cxc/l2 nakon inhibicije enzimatske aktivnosti PARP-1, na osnovu Cega je
izveden zaklju€ak da je intenzivno vezivanje ne-automodifikovanog PARP-1 za
promotor odgovorno za smanjenje nivoa transkripcije. U doktorskoj tezi je, takode,
izucen uticaj CXCL12 na ekspresiju transkripcionih faktora koji ucestvuju u njegovoj
transkripcionoj regulaciji. Imunoblot analizom je pokazano da pojacano prisustvo
CXCLI12 sprecava degradaciju YY1, stimuliSe translokaciju Spl u jedro, sprecava
ekspresiju C/EBPa, izaziva pojacanu ekspresiju PARP-1, sprecava ekspresiju izoforme
p44 proteina p53 1 izaziva smanjenje ekspresije FOXO3a, C/EBP 1 STAT3.

U okviru ove teze po prvi put su ispitani molekularni mehanizmi regulacije
ekspresije gena za CXCLI2 u beta celijama pankreasa. U budu¢im istraZzivanjima
indukcijom 1ili supresijom identifikovanih transkripcionih faktora uklju¢enih u
transkripcionu regulaciju Cxc/l2, moglo bi se doprineti ocuvanju funkcionalnih beta
¢elija Sto bi jednoznacno vodilo ka prevenciji dijabetesa i/ili supresiji ve¢ razvijene

bolesti.
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Molecular mechanisms responsible for the regulation of CXCL12 gene expression

in pancreatic beta cells

ABSTRACT

Type 1 diabetes develops as a consequence of an autoimune destruction of
pancreatic beta cells in contrast to type 2 diabetes which is caused by a combination of
insulin resistance and beta cell dysfunction. Since a beta cell deficit is present in both
types of diabetes, scientific approaches aimed at restoring functional beta cells assume
an important place in diabetes research. Elucidation of the molecular mechanisms which
regulate the expression of genes encoding for proteins that are involved in normal beta
cell functioning and survival could contribute to the development of new approaches for
diabetes prevention and treatment. One of these proteins is the chemokine CXCLI12
which plays an important role in the restoration of functional beta cell by promoting beta
cell survival and initiating the transdifferentiation of alpha into beta cells.

This study presents evidence that CXCL12 promotes beta cell survival and
protection against DNA damage after treatment with a diabetogenic agent,
streptozotocin (STZ). Since the essential aspect of the protective effect of CXCLI12 on
the pancreatic beta cell prosurvival phenotype has been established, in this study the
molecular mechanisms involved in rat CXCL12 gene (Cxcl//2) transcriptional regulation
in pancreatic beta cells are investigated. As a general rule, transcriptional regulation of
gene expression depends on interactions of trans-acting protein factors and cis-acting
DNA sequences of genes. The interaction of PARP-1 and a S/MAR element located -
1725/-1592 bp upstream of the Cxcl/2 promoter was observed in vitro and in vivo, and
the binding of PARP-1, YY1, C/EBPpB, C/EBPa, STAT3, p53, FOXO3a, Spl and HMG
I/Y to the Cxcll2 promoter in the basal state. The latter result indicates that the listed
transcription factors participate in Cxc/I2 transcriptional regulation in pancreatic beta
cells. Co-immunoprecipitation experiments revealed the following protein-protein
interactions between transcriptional regulators of Cxc//2: YY1 and PARP-1; FOXO3a
and PARP-1; Spl and PARP-1; p53 and PARP-1; C/EBPf and PARP-1; YY1 and p53;
YY1 and FOXO3a; p53 and FOXO3a; Spl and FOXO3a; C/EBPB and FOXO3a;



C/EBPa and FOXO3a; Spl and STAT3. These protein-protein interactions imply that
multisubunit nucleoprotein complexes are potentially involved in the regulation of
Cxcl12 transcription. Using a gene reporter assay it was shown that PARP-1 behaves as
a transcriptional repressor of Cxcl//2. Under physiological conditions, PARP-1 interacts
with the Cxcl12 promoter, allowing for its constitutive expression. On the other hand, it
was shown that YY1 functions as a powerful activator of Cxcl/2 transcription. The
potential functions of PARP-1 and YY1 under different physiological states of beta cells
were further deduced from the following observations: after a 6 h treatment with a STZ,
Cxcll2 transcription was induced; at the same time point, PARP-1 exhibited a very low
binding affinity to the Cxcl/l2 promoter, while YY1 displayed increased binding for the
promoter. These results suggest that the activating potential of YY1 together with the
removal of the inhibitory effect of PARP-1 were responsible for Cxc//2 induction. The
impact of PARP-1 enzymatic activity on Cxc/I2 transcription was examined after beta
cells were treated with the PARP-1 inhibitor 3-aminobenzamidine (3AB). Real-time
polymerase chain reaction experiments revealed the partial suppression of the Cxcli2
promoter after inhibition of PARP-1 enzymatic activity, suggesting that intensive
binding of the non-automodified PARP-1 to the promoter decreased the transcriptional
level of Cxcli2. In this study, the feed-back effect of CXCL12 on the expression of
transcription factors involved in its transcriptional regulation was also explored.
Immunoblot analysis showed that the increased presence of CXCL12 prevented YY1
degradation, stimulated Spl nuclear translocation, prevented C/EBPa expression,
induced increased PARP-1 expression, blocked the expression of the p44 isoform of the
p53 protein, and decreased FOX0O3a, C/EBPJ3 and STAT3 expression.

The molecular mechanisms involved in CXCL12 gene transcriptional regulation
in pancreatic beta cells were investigated in this doctoral thesis for the first time. In
future research, the induction or suppression of the identified transcription factors that
participate in Cxcl/l2 transcriptional regulation will be considered as a possible
therapeutic strategy for improving beta cell functioning and viability, aimed at slowing

down/preventing the onset of diabetes.
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1. UVOD

Za jedinstven fenotip svakog organizma na zemlji odgovorni su kako specifi¢na
nasledna informacija sadrzana u genima svake jedinke, tako i regulacija ekspresije prisutnih
gena. Centralna dogma molekularne biologije objasnjava protok geneticke informacije u
zivom svetu. Gen predstavlja fizicku 1 funkcionalnu jedinicu nasledivanja. Ekspresijom
gena, koja se odvija putem procesa transkripcije i translacije, nastaje protein ili RNK
molekul. U procesu transkripcije informacija se sa DNK lanca prepisuje na iRNK molekul,
dok se tokom translacije informacija prisutna u iRNK molekulu prevodi u redosled
aminokiselina u polipeptidnom lancu proteina. Kontrola ekspresije gena znatno je sloZenija
kod eukariota u odnosu na prokariote 1 odvija se na viSe razli¢itth nivoa: strukture
hromatina, epigenetske kontrole, inicijacije transkripcije, obrade i modifikacije primarnog
transkripta, transporta iRNK, stabilnosti iRNK, regulacija transkripcije od strane malih
nekodiraju¢ih RNK, inicijacije translacije, posttranslacione modifikacije proteina,
transporta proteina i proteinske stabilnosti.

Inicijacija transkripcije je glavna kontrolna tacka u regulaciji genske ekspresije. U
odgovoru na van- i unutarcelijske signale ili tokom razvica, eukariotske celije imaju
sposobnost da stimulisu ili utiSaju transkripciju, kao i da reguliSu nivo transkripcije aktivnih
gena. Transkripciona regulacija gena odvija se putem medusobnih interakcija cis-
regulatornih sekvenci 1 trams-deluju¢ih proteina (Ranish 1 Hahn, 1996). Ucestalost
inicijacije transkripcije, koju vr$i RNK polimeraza II, zavisi od interakcije transkripcionih
faktora (trans-deluju¢ih proteina) sa promotorskim i regulatornim elementima (cis-
regulatornim sekvencama), koji mogu biti smesteni uzvodno ili nizvodno od mesta pocetka
RNK sinteze. U sastavu svakog promotora nalazi se specificna kombinacija pozitivnih i
negativnih cis-regulatornih sekvenci. Veliki broj gena u okviru osnovog promotora, sa kog
se vrsi inicijacija transkripcije, sadrzi promotorske elemente kao Sto su element TATA i
Inicijator (Int). Ukoliko se regulatorni elementi nalaze u blizini promotora nazivaju se
proksimalni, a ukoliko regulisu transkripciju sa odredene udaljenosti, nazivaju se distalni

elementi.



Transkripcioni faktori su proteini koji vezivanjem cis-regulatornih DNK sekvenci
aktiviraju ili inhibiraju transkripciju. U zavisnosti od DNK sekvence koju vezuju
transkripcioni faktori se dele na opSte 1 specificne transkripcione faktore. Opsti
transkripcioni faktori vezuju osnovni promotor i ucestvuju u formiranju preinicijacionog
kompleksa. Specifi¢ni transkripcioni faktori vezuju specifi¢ne regulatorne elemente koje se
nalaze u blizini ili na odredenoj udaljenosti od mesta pocetka transkripcije. Prisustvo
preklapajucih regulatornih elemenata moze dovesti ili do kompeticije u vezivanju razlictih
transkripcionih faktora ili do sinergistickog dejstva izmedu vezanih faktora (Mitchel i
Tjian, 1989; Tan i Richmond, 1998).

Za razvoj nekih bolesti odgovorne su promene u strukturi gena — genske mutacije,
dok se druge bolesti razvijaju kao posledica poremecaja genske ekspresije. Pokazano je da
polimorfizmi u velikom broju gena doprinose razvoju oba tipa dijabetesa (tip 1 1 tip 2).
Dijabetes tip 1 nastaje usled autoimune destrukcije beta ¢elija pankreasa, dok su za pojavu
dijabetesa tip 2 odgovorni insulinska rezistentnost i nefunkcionalnost beta celija. Imajuci u
vidu da je nedostatak beta celija prisutan u oba tipa dijabetesa, potrebno je pronaci nove
terapeutske pristupe koji ¢e omoguciti ocuvanje funkcionalnih beta ¢elija. Hemokin
CXCLI12 je protein koji doprinosi oCuvanju beta celija tako Sto sa jedne strane sprecava
njihovo odumiranje (Yano i sar., 2007; Liu i sar., 2011), dok sa druge strane ucestvuje u
transdiferencijaciji afla u beta ¢elije (Habener i Stanojevic, 2012a). S obzirom na dokazano
protektivno dejstvo CXCL12 na beta Celije, u ovoj doktorskoj tezi su izu¢avani molekularni
mehanizmi regulacije ekspresije gena za CXCL12 u beta celijama pankreasa.
Rasvetljavanje molekularnih mehanizama regulacije ekspresije gena koji kodiraju proteine
koji imaju vaznu ulogu u prezivljavanju beta ¢elija, moze doprineti razvoju novih strategija

za prevenciju i lecenje dijabetesa.



1.1. DIJABETES

1.1.1. METABOLIZAM GLUKOZE

Povisen nivo glukoze u krvi, stimuliSe sekreciju hormona insulina. Insulin

omogucuje prelaz glukoze iz krvi u ¢elije, gde se ona ili iskoristi za dobijanje energije ili se

u ¢elijama jetre ¢uva kao energetska rezerva u formi glikogena. Kada je nivo glukoze u krvi

nizak, sekretuje se hormon glukagon. Glukagon dovodi do povecéanja koncentracije glukoze

u krvi tako Sto stimuliSe razlaganje glikogena u jetri. I insulin i glukagon se proizvode u

endokrinim celijama pankreasa. Pankreas je zlezda digestivnog trakta sa egzokrionom i

endokrinom funkcijom. Endokrioni pankreas izgraduju endokrione c¢elije, koje su

odgovorne za sintezu i sekreciju nekoliko hormona koji imaju ulogu u metabolizmu

glukoze.
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Slika 1.1. Regulacija koncentracije glukoze u krvi od strane pankreati¢nih hormona (Preuzeto

sa internet stranice http://iolrevision.blogspot.com/2012/11/hormones.html).



http://iolrevision.blogspot.com/2012/11/hormones.html

Endokrine ¢elije skupljene su u vidu ostrvaca, koja se nazivaju Langersanova ostrvca, koja
su rasuta po lobulusima egzokrinog pankreasa. Beta ¢elije pankreasa proizvode i izlucuju
hormon insulin, dok su alfa ¢elije odgovorne za sintezu glukagona.

Kod zdravih individua nakon obroka oslobada se insulin koji omogucuje ¢elijama
da preuzmu glukozu i u zavisnosti od energetske potrebe razgrade je ili skladiste. Nekoliko
sati nakon obroka, kada nivo glukoze u krvi pocinje da opada sekretuje se glukagon koji

stimuliSe oslobadanje glukoze iz energetskih depoa (Slika 1.1).

1.1.2. DIABETES MELLITUS ILI SECERNA BOLEST

Re¢ dijabetes, $to znaci “teCe kroz”, prvi je upotrebio Demetrije iz Apolonije oko
200. godine pre nove ere. Thomas Willis je 1675. godine, na postojec¢i naziv dodao rec
mellitus, koja je izvedena iz latinskog 1 u prevodu znaci “sladak™. Mathew Dobson je 1776.
godine dokazao da sladak ukus potice od prisustva Secera u krvi i mokraci dijabetiCara.
Frederick Grant Banting i John James Richard MacLeod, 1923. godine dobijaju Nobelovu
nagradu za otkrice insulina.

Zbog visoke incidence, dijabetes se Cesto naziva i ne-infektivna epidemijska bolest
21. veka. U svetu je 2011. godine bilo 366 miliona ljudi obolelih od dijabetesa. Procenjuje
se da ¢e se broj obolelih za 20 godina povecati na 552 miliona. U Srbiji oko 630.000 osoba
730.000 dijabeticara, odnosno da ¢e oni €initi 10,2% populacije (Lali€ i sar., 2012).

Dijabetes je hroni¢ni metabolicki poremecaj, koji se karakteriSe hiperglikemijom.
Hiperglikemija je posledica nedovoljne sekrecije ili smanjenog bioloSkog dejstva hormona
insulina. Nekontrolisana hiperglikemija moZe izazvati oStecenja tkiva i organa, nastanka
kardiovaskularnih oboljenja, o¢nih bolesti, neuropatija i bolesti bubrega i jetre. lako se
komplikacije dijabetesa postepeno razvijaju, one znacajno mogu da naruse kvalitet Zivota
obolelih osoba i u krajnjoj meri mogu dovesti do fatalnog ishoda (Grdovi¢, 2012). Od
dijabetesa i njegovih komplikacija 2011. godine u svetu je umrlo cak 4,6 miliona ljudi.
Dijabetes je cetvrti vode¢i uzrok mortaliteta u Srbiji 1 Evropi, od ¢ijih posledica u naSoj

zemlji godiSnje umre priblizno 3000, a u Evropi 155.000 ljudi. U ove podatke nije



uraCunata smrtnost od sréanog i mozdanog udara i hroni¢ne bubrezne insuficijencije,
kojima doprinosi dijabetes. Sa prosecnom stopom incidence mortaliteta od 27,3/100.000
stanovnika, Srbija je 2011. godine spadala u evropsku zemlju sa visokom stopom umiranja
od dijabetesa (Lali¢ i sar., 2012). Zbog ovih alarmantnih podataka, potrebno je Sto pre
pronaci efikasan nacin za prevenciju i leCenje dijabetesa.

Dijabetes tip 1 (DT1) je dominantan tip Secerne bolesti kod dece i mladih osoba i
¢ini oko 5-10% obolelih od dijabetesa. U svetu svake godine od ovog tipa dijabetesa oboli
oko 78.000 ljudi. U Srbiji se u proseku registruje 160 novoobolelih od DT1 godisnje.
Prose¢na stopa incidence iznosi 13,5/100.000 stanovnika, S§to odgovara evropskim
zemljama sa srednje visokim rizikom oboljevanja od DT1 (Lali¢ i sar., 2012). Ranije se
nazivao i juvenilni dijabetes, jer se prevalentno javlja kod mladih, ali se moze javiti 1 kod
odraslih ljudi i tada se oznacava kao latentni autoimuni dijabetes kod odraslih.

DT1 se karakteriSe hiponsulinemijom izazvanom autoimunom destrukcijom beta
¢elija pankreasa. Destrukcija beta Celija nastaje zbog infiltracije leukocita u Langersanova
ostrvca, Sto rezultira inflamacijom ostrvca, koja se naziva insulitis. T1D je poligenska
bolest, za ¢iji razvoj je neophodna kako genetska predispozicija tako 1 okidac¢ iz spoljasnje
sredine koji dovodi do razvoja bolesti. Smatra se da odredeni virusi, proteini prisutni u
mleku i1 pojedine hemikalije mogu izazvati DT1 kod genetski predisponiranih individua.
Destrukcija beta celija pankreasa, ima za posledicu nedostatak insulina, poremecaj
metabolizma glukoze i hiperglikemiju. Osobe kod kojih je dijagnostikovan DT1, moraju
svakodnevno da primaju terapiju egzogenim insulinom, kako bi se sprecio fatalan ishod
bolesti. Kod osoba koje dugi niz godina boluju od DT1, gubitak beta ¢elija iznosi oko 99%.
U trenutku dijagnostikovanja DT1 kod pacijenata, masa beta ¢elija je ve¢ smanjena za 80-
90%. Nekoliko nezavisnih studija ukazuju da beta celje imaju sposobnost regeneracije
(proliferacije 1/ili neogeneze), s obzirom da su beta cCelije pronadene kod dijabeticara
nekoliko decenija nakon dijagnostikovanja DT1 (Meier, 2008).

Dijabetes tip 2 (DT2) je najces¢i oblik dijabetesa. Vise od 90% obolelih ima ovaj
tip dijabetesa. DT2 pacijenti su obi¢no uzrasta izmedu 40 1 59 godina zivota, mada se u
poslednje vreme javlja i kod mladih ljudi. Najmanje jedna polovina obolelih od DT2 nema

postavljenu dijagnozu i nije svesna svoje bolesti. Prema podacima Registra za dijabetes u



Srbiji, godiSnje se, u proseku registuje oko 17.000 novih pacijenata, a u trenutku
dijagnostikovanja tre¢ina pacijenata ima jednu ili viSe kasnih komplikacija — ishemijsku
bolest srca, mozdani udar, dijabetesno stopalo, retinopatiju, neuropatiju ili nefropatiju
(Lali¢ 1 sar., 2012).

DT2 nastaje kao posledica smanjene osetljivosti insulinskih receptora za insulin —
insulinske rezistentnosti i nefunkcionalnosti beta ¢elija (Reaven, 1988; Meier i Butler,
2005). Ovaj tip dijabetesa je povezan sa gojaznoS¢u, koja je glavni uzrok insulinske
rezistentnosti. Privremena normalizacija nivoa glukoze u krvi moZe se posti¢i gubitkom
telesne tezine i pove¢anom fizickom aktivno$¢u. Zbog insulinske rezistentnosti smanjeno je
preuzimanje glukoze od strane insulinskih ciljih tkiva (miSi¢a, masnog tkiva i jetre), §to
dovodi do povecane koncentracije glukoze u krvi. Hroni¢no prisustvo visoke koncentracije
glukoze u krvi, koja se naziva glukotoksi¢nost, moze izazvati oSteCanja razlicitih tkiva.
Pojava hiperglikemije izaziva poremec¢aj u metabolizmu masti i dovodi do povecane
koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvi, odnosno do pojave lipotoksi¢nosti.
Hroni¢no prisustvo glukotoksi¢nosti 1 lipotoksicnosti dovodi do poremecaja u insulinskoj
sekreciji 1 odumiranja beta ¢elija (Grdovi¢, 2012). Pored insulinske rezistentnosti, DT2 se
karakteriSe i disfunkcijom beta ¢elija. Pojedine studije ukazuju da se poremecaj u sekreciji
insulina javlja pre pojave insulinske rezistentnosti (Gerich, 1998). Cinjenica da se kod
pacijenata obolelih od DT2 kod kojih je izvrSena transplantacija pankreasa, uprkos
prisustvu insulinske rezistentnosti, nivo glukoze u krvi odrzvala na normalnom nivou,
potvrduje vaznu ulogu poremecene funkcije beta celija u etiologiji DT2 (Pox 1 sar., 2002;
Nath i sar., 2005). Kod pacijenata koji dugi niz godina boluju od DT2 masa beta celija
smanjena je za 65% (Meier, 2008).

S obzirom da je gubitak beta ¢elija prisutan u oba tipa dijabetesa, teraputski pristupi
kao Sto su zamena ili regeneracija Celija ostrvaca, mogu imati blagotvorno dejstvo na
insulinsku sekreciju i odrzavanje normalnog nivoa glukoze u krvi (Meier i sar., 2006).
Transplantacijom pankreasa ili ostrvaca kod obolelih od oba tipa dijabetesa nivo glukoze u
krvi vra¢a se na normalne vrednosti. Medutim, transplantacija je povezana sa visikom
stopom smrtnosti tokom hirurS§ke intervencije, kao 1 neZeljenim efektima hronicne

imunosupresije, S$to je ¢ini neodgovarajuom metodom za rutinsko leCenje uzroka



dijabetesa. Pored toga, mala koli¢ina dostupnog pankreasa za transplantaciju nedovoljna je
za sve veli broj dijabeticara. Zbog toga potrebno je pronaci alternativne terapeutske
strategije za ocuvanje funkcionalnih beta celija kod pacijenata obolelih od dijabetesa

(Meier, 2008).

1.1.3. STRATEGIJE ZA TRETMAN DIJABETESA

S obzirom da je gubitak beta celija prisutan u oba tipa dijabetesa, potrebno je
pronaéi terapeutske pristupe za ocuvanje (ili barem sprecavanje daljeg gubitka)
funkcionalnih beta celija. Terapija egzogenim insulinom, koristi se za tretman DT1 i
kasnog stadijuma DT2. Najces¢i vid aplikacije insulinske terapije je podkoznim
injeciranjem. lako je terapija insulinom danas Siroko zastupljena, ona ima brojne
nedostatke: kinetika lucenja endogenog insulina je znatno brza u odnosu na podkoznu
aplikaciju insulina (Pfeifer i sar., 1981; Bruttomesso i sar., 1999); u fizioloskim uslovima,
insulin se izluCuje u pulsevima u intervalima od 4-5 min (Porksen 1 sar., 1997); sekrecija
endogenog insulina zavisi od prisustva glukoze u krvi (Matschinsky 1 sar., 1993); sekrecija
hormona glukagona od strane alfa celija pankreasa zavisi od pulsiraju¢eg oslobadanja
insulina od strane beta celija (Kendall i sar., 1990; Zhou 1 sar., 2004); pulsirajuce
oslobadanje endogenog insulina utice na metabolizam glukoze u jetri, dok egzogeno dodat
insulin pretezno deluje na periferna tkiva. Takode, prekomerna doza egzogenog insulina,
moze izazvati hipoglikemiju (Meier, 2008).

Jedan od potencijalnih nacina za dobijanje funkcionalnih beta celija je ex vivo
stimulacija diferencijacije embrionalnih stem celija u insulin sekretujuce celije (Meier i
sar., 2006). Ovako nastale ¢elije sekretuju insulin u odgovoru na razne stimuluse, ali ne i u
odgovoru na glukozu (D’Amour i sar., 2006). Pored neosetljivosti na stimulaciju glukozom,
manipulacija ljudskim embrionima iz etickih razloga dalje komplikuje razvijanje ovog
pristupa. Osim toga, u fizioloskim uslovima, beta celije se nalaze u sastavu slozene
strukture Langerhansovog ostrvca, gde se kontrola sekrecije insulina odvija na vise
razli¢itih nivoa: kontrola od strane simpati¢kih nervnih vlakana, endokrina kontrola od

strane glukagona koji se produkuje u alfa ¢elijama ostrvaca i parakrina kontrola od strane



somatostatina proizvedenog u delta ¢elijama Langerhansovih ostrvaca. Imajuéi u vidu
tehnicke probleme prilikom formiranja jednog tipa ¢elija, malo je verovatno da ¢e se postici
slozena struktura ostrvaca diferencijacijom od embrionalnih stem celija (Meier, 2008). Jos
jedan ogranicavaju¢i faktor ovog pristupa je da jo§ uvek nije moguce kontrolisati
proliferaciju ovako nastalih ¢elija, ¢ime se javlja rizik od pojave kancera (Meier i sar.,
2006).

U cilju oCuvanja funkcionalnih beta celija poslednjih godina je sve zastupljeniji
pristup koji se bazira na stimulaciji regeneracije beta celija od Celija koje su ve¢ prisutne u
organizmu tj. na replikaciji beta ¢elija, neogenezi i transdiferencijaciji. Poznato je da masa
beta ¢elija moze da se menja u razli¢itim fizioloskim stanjima. Kod gojaznih osoba, masa
beta celija se uveca za oko 50% (Butler i sar., 2003), dok se kod trudnih zena povecaju 1
masa beta ¢elija 1 sekrecija insulina (Van Assche i sar., 1978; Kjos i Buchanan, 1999). Kod
glodara u trudno¢i, masa beta ¢elija se uveca oko 2,5 puta, a nakon porodaja brzo se smanji
tako Sto se smanji replikacija i pojaca odumiranje beta celija apoptozom (Hellerstorm i
Swenne, 1991; Sorenson i Brelje, 1997; Scaglia 1 sar., 1997). Jedan od mehanizama
nastanka novih beta ¢elija od endogenih prekursora je neogeneza. Tokom fetalnog perioda
beta celije nastaju od celija epitela duktusa egzokrinog pankreasa, koje eksprimiraju
insulin. Ove ¢elije su sposobne da se diferenciraju u beta ¢elije i nazivaju se ,,prekursorne
¢elije*. U adultnom periodu pod dejstvom odredenih stimulusa, takode, procesom
neogeneze nastaju beta celije od prekursora poreklom od duktalnih ¢elija egzokrinog
pankreasa. U uslovima hiperglikemije i insulinemije, putem neogeneze udvostrucuje se
masa beta celija (Paris, 2004). Bonner-Weir (1994) i Bouwens (1999) smatraju da u
adultnom periodu, u duktusima egzokrinog pankreasa postoji populacija prekursornih
¢elija, koje se nalaze u stanju mirovanja, koje se pod dejstvom odredenog stimulusa
diferenciraju u beta celije. Jo§ jedan od nacina za dobijanje funkcionalnih beta celija je
proces transdiferencijacije. In vitro studije su pokazale da Celije acinusa egzokrinog
pankreasa i Celije jetre tretirane odredenim stimulusima mogu da se transdiferenciraju u
¢elije koje poseduju karakteristike beta Celija 1 proizvode insulin (Mashima 1 sar.,1996;
Yang i sar., 2002). U slucaju velikog gubitka beta ¢elija tokom DT1 1 DT2, pokazana je

transdiferencijacija alfa ¢elije endokrinog pankreasa u potpuno funkcionalne beta ¢elije. Do



transdiferencijacije alfa u beta celije dolazi reprogramiranjem postojecih alfa Celija, bez
¢elijske proliferacije ili prisustva populacije progenitornih ¢elija (Habener i Stanojevic,
2012b). Tre¢i nacin za povecanje mase beta ¢elija je njihova replikacija. U fizioloSkim
uslovima beta c¢elije imaju veoma nisku stopu replikacije. Koris¢enjem BrdU tehnike
pokazano je da je stopa replikacije kod pacova 0,07% dnevno (Teta i sar., 2005). Medutim,
u uslovima kada je neophodna pojacana sekrecija insulina, beta ¢elije pokazuju znatno veci
kapacitet proliferacije. Kod glodara, replikacija beta ¢elija je ucestalija pet do deset puta
nakon delimi¢ne pankreatomije, trudnoce, hroni¢ne hiperglikemije i nakon tretmana sa
GLP-1 analozima (Bonner-Weir i sar., 1993; Peshavaria 1 sar., 2006). Iako, humane beta
¢elije imaju znatno manju sposobost proliferacije u odnosu na glodarske, odredena stanja
stimuliSu proliferaciju beta Celija Coveka. Pokazano je tumori koji produkuju gastrin i
nalaze se u blizini pankreasa izazivaju porast replikacije beta ¢elija za viSe od deset puta
(Meier 1 sar., 2006). Pojacana replikacija beta celija zabelezena je i u ranoj fazi DT1
(Meier, 2008). Moguénost nastanka novih beta C¢elija procesom neogeneze,
transdiferencijacije ili replikacije ukazuje da buduca istrazivanja treba usmeriti u pravcu
pronalazenja novih faktora, koji ¢e preko nekog od prethodnog pomenutih procesa (ili
njihovom kombinacijom), stimulisati formiranje funkcionalnih beta celija u cilju
sprecavanja dijabetesa i njegovih komplikacija. Jedan od potencijalnih faktora je i hemokin

CXCLI12, koji na viSe nacina doprinosi ocuvanju funkcionalnih beta ¢elija.

1.2. HEMOKIN CXCL12

Hemokini su familija malih citokina (veli¢ine 8-12 kDa), koja sadrzi vise od 50
¢lanova. Hemokini ostvaruju svoju funkciju vezivanjem za transmembranske receptore
spregnute sa G proteinima (Pierce i sar., 2002). Vezivanjem hemokina za svoj receptor,
aktiviraju se razliCiti signalni putevi u cCeliji, Sto dovodi do razli¢itih bioloskih odgovora
kao §to su: fluks kalcijuma, hemotaksija, ,respiratorna eksplozija“, degranulacija i
fagocitoza (Horuk, 2001).

Hemokin CXCLI12 na osnovu polozaja cisteinskih ostataka spada u CXC podklasu

hemokina, u kojoj su cisteinski ostaci odvojeni jednom amino kiselinom. Naziva se joS§ i



SDF-1 (eng. stromal cell derived factor 1). Ovaj naziv je dobio posto je prvi put kloniran iz
¢elija strome poreklom iz kosne srzi (eng. bone marrow-derived stromal cell line) (Tashiro
1 sar., 1993). Kod ¢oveka uoceno je prisustvo 6 razli¢itih izoformi CXCL12 (a, B, v, 0, €, 1
@), dok se kod misa CXCL12 javlja u vidu a i B izoformi. Sve pomenute izoforme nastaju
alternativnim splajsovanjem jednog CXCL12 gena (Nagasawa i sar., 1996; Yu i sar., 2006).
Kod pacova postoje tri CXCL12 izoforme: a, i y (Gleichmann i sar., 2000). Kryczek i sar.
(2007) su pokazali da ne postoji bioloska i funkcionalna razlika izmedu razli¢itih CXCL12
izoformi.

CXCL12 se eksprimira u velikom broju organa ukljucujuéi: kosnu srz, limfne
¢vorove, jetru, pluca, mozak, srce, bubrege, timus, pankreas, slezinu, jajnike i tanko crevo

(Juarez i sar., 2004).

1.2.1. STRUKTURA I FUNKCIJA CXCLI12

Proteinska sekvenca CXCL12 izoformi je visoko konzervirana kod razli¢itih vrsta
(Juarez 1 sar., 2004). Kod pacova, misa i coveka CXCL12a se sastoji od 89 amino kiselina
(NCBI, Referentne sekvence: NP_071513.1, NP_068350.1, NP_954637.1) dok B izoforma
kod sva tri organizma sadrzi 93 amino kiseline (NCBI, Referentne sekvence:
NP_001029054.1, NP_038683.1, NP_000600.1). CXCL12y pacova i ¢oveka sastoji se od
119 amino kiselina (NCBI, Referentne sekvence: NP 001029055.1, NP 001029058.1).
Ostale izoforme prisutne kod Coveka su: 6 — 140 amino kiselina, € — 90 amino kiselina 1 ® —
100 amino kiselina (Yu i sar., 2006). Tercijarnu strukturu CXCLI12 €ini tipi¢ni hemokinski
zavoj, koji se sastoji od 3 antiparalelna B-lanca i jedne a-zavojnice (Slika 1.2) (Juarez i sar.,
2004).

CXCLI12 je hemokin sa mnogobrojnim funkcijama u organizmu. Svoje bioloske
efekte CXCL12 ostvaruje vezivanjem za CXCR4 transmembranski receptor (Bluel i sar.,
1996). CXCR4 je receptor spregnut sa G proteinom, koji pripada familiji hemokinskih
receptora. Nedavno je opisan jo$ jedan CXCL12 receptor — CXCR7 (Balabanian i sar.,
2005). Hemokini uglavnom vezuju vise razliCitih receptora, i receptori obi¢no interaguju sa

viSe razli¢itih hemokina. Po tom pitanju CXCL12/CXCR4 predstavlja izuzetak, jer jedino
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CXCL12 vezuje receptor CXCR4. Cinjenica da mievi kod kojih je utidan gen za CXCL12
umiru pre- ili perinatalno ukazuje na viSestruku ulogu CXCLI12 u razvoju organizma

(Kryczek 1 sar., 2007).

Slika  1.2.  Struktura  CXCL12  proteina  (Preuzeto sa  internet  stranice
http://www.nature.com/emboj/journal/v16/n23/full/7590670a.html).

Migracija stem celija, koja predstavlja klju¢ni proces u razvicu, regulisana je od strane vise
razli¢itih regulatornih osa, koje kontroliSu faktori rasta, citokini i hemokini. Obi¢no
utiSavanje jedne faktor/receptor ose kompenzuje delovanje druge ose. Medutim,
utiSavanjem CXCL12/CXCR4 ose dolazi do poremecaja u kolonizaciji embrionalne kosne
srzi od strane hematopoetskih stem celija i do poremecaja u razvoju srca, mozga i krvnih
sudova (Zou 1 sar., 1998; Tachibana i sar., 1998; Lazarini i sar., 2003). CXCLI12 je
prvobitno okarakterisan kao faktor koji stimuliSe proliferaciju progenitora B limfocita
(Nagasawa i sar., 1994). Zbog svoje sposobnosti da indukuje pokretljivost i hemotakséni
odgovor kod ¢elija koje eksprimiraju CXCR4 receptor (Kucia i sar., 2005), CXCL12 je
potentan hemoatraktant viSe tipova celija: T limfocita i monocita tokom njihove
recirkulacije (Bleul 1 sar., 1996), prognitora B limfocita (D'Apuzzo i sar., 1997),
dendritskih ¢elija (Sozzani i sar., 1997) i progenitora hematopoetskih stem celija (Aiuti i
ar., 1997; Wang 1 sar., 1998; Mohle i sar., 1998). Pokazano je da CXCLI12 ucestvuje u
razvoju i sazrevanju centralnog nervnog sistema, tako $to stimuliSe migraciju 1 proliferaciju
neurona malog mozga, indukuje hemoatrakciju ¢elija mikroglije 1 stimuliSe produkciju

citokina od strane astrocita (Lazarini i sar., 2003). CXCL12/CXCR4 osa ima vaznu ulogu u
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reparaciji i regeneraciji tkiva. Tokom hipoksije u oSte¢enom tkivu indukuje se ekspresije
CXCL12 gena, koja dovodi do hemoatrakcije stem celija koje eksprimiraju receptor
CXCR4 1 na taj naCin se regeneriSe oSteCeno tkivo (Ratajczak 1 sar., 20006).
CXCLI12/CXCR4 osa ima ulogu u 1 razvoju patofizioloskih procesa kao §to su HIV
infekcija 1 rast kancera i metastaza (Feng 1 sar., 1996; Kryczek i sar., 2007). CXCR4 je
jedan od hemokinskih receptora, koji virus HIV-a koristi prilikom infekcije CD4+ T
limfocita (Moriuchi 1 sar., 1997). CXCL12/CXCR4 osa doprinosi nastanku metastaza jer
kancer stem celije, kao i normalne stem celije, eksprimiraju CXCR4 receptor, $to im
omogucuje hemoatrakciju ka tkivima koja pojacano eksprimiraju CXCLI12, kao S$to su
limfni ¢vorovi, pluca, jetra ili kosti (Ratajczak i sar., 2006). Utvrdeno je da pojacano
prisustvo hemokina CXCL12 smanjuje mogucnost razvoja dijabetesa tako Sto pospesuje

prezivljavanje beta ¢elija pankreasa (Yano i sar., 2007).

1.2.2. ULOGA CXCL12 U PREDIKCIJI I SPRECAVANJU DIJABETESA

Gubitak beta ¢elija karakteriSe oba tipa dijabetesa. Pronalazenje faktora koji bi imali
sposobnost da oCuvaju funkcionalne beta ¢elije moZe doprineti razvoju terapija kojim bi se
efikasno tretirao dijabetes i sprecile njegove komplikacije. Hemokin CXCL12 je molekul sa
protektivnim dejstvom na beta celije Sto ga ¢ini potencijalnim terapeutskim agensom u
leCenju dijabetesa. Zastitno delovanje CXCL12 ostvaruje na viSe nacina: sprecavanjem
odumiranja beta c¢elija, indukcijom transdiferencijacije alfa u beta Celije 1 stimulacijom
neogeneze beta Celija od prekursora poreklom iz duktusa egzokrinog pankreasa.

Antidijabetogeno svojstvo CXCLI12 nedavno je potvrdeno u in vitro i in vivo
studijama. Transgeni miSevi, kod kojih je CXCL12 pojacano eksprimiran u beta ¢elijama
pankreasa, ne razvijaju dijabetes nakon tretmana dijabetogenim stimulusom. CXCLI12
sprecava odumiranje beta celija pankreasa aktivacijom fosfatidil inozitol-3 kinaznog
(PI3K)/Akt antiapoptotskog signalnog puta. Naime, vezivanje CXCL12 za CXCR4
receptor na povrs$ini membrane, rezultira u aktivaciji PI3K/Akt signalnog puta. Aktivirana
Akt spreCava apoptozu aktivacijom viSe nishodnih puteva. Sa jedne strane, Akt

fosforilacijom aktivira transkripcioni faktor CREB, ¢ime indukuje njegovu translokaciju iz
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citoplazme u jedro. U jedru se CREB vezuje za promotor antiapoptotskog Bcl-2 gena i
indukuje njegovu ekspresiju (Slika 1.3A). Bcl-2 protein sprecava izlazak citohroma C kroz
pore mitohondrijalne membrane, ¢ime je onemogucena aktivacija citosolnih kaspaza, koje
su efektori apoptoze. Sa druge strane, akrivirana Akt fosforiliSe proapoptotski protein BAD.
Nefosforilisani BAD formira heterodimerni protein sa Bel-2, ¢ime ga inaktivira, izazivajuci
apoptozu. Fosforilisani BAD vezuje 14-3-3 protein, ¢ime je sprecena BAD-Bcl-2
interakcija, Sto omogucuje antiapoptotskom Bcl-2 proteinu da spreci apoptozu (Slika 1.3C)
(Yano 1 sar., 2007). Takode, aktivirana Akt kinaza stabiliSe 1 aktivira B-katenin/TCF7L2
transkripcione aktivatore, koji predstavljaju komponente Wnt signalnog puta (Slika 1.3B).
Ukratko, aktivirana Akt inhibira glikogen sintazu kinazu-3p (GSK-3p). Aktivha GSK-3f3
fosforiliSe B-katenin i na taj nalin ga obelezava za ubikvitinaciju 1 degradaciju u
proteazomima. Inhibicijom GSK-3f, spreCava se degradacija [B-katenina, S$to ima za
posledicu njegovu akumulaciju u citoplazmi i jedru. U jedru B-katenin interaguje sa
transkripcionim faktorom TCF7L2 i formirani heterodimer indukuje transkripciju gena koji
stimuli$u prezivljavanje ¢elija (Liu 1 Habener, 2009).

Nedavno je pokazano da razliiti dijabetogeni stimulusi, kao S§to su citokini,
tapsigargin 1 streptozotocin, uslovljavaju pojacanu ekspresiju gena za CXCL12 u beta
¢elijama pankreasa. Zanimljivo je da se tretmanom beta ¢elija sa rekombinovanim CXCL12
indukuje ekspresija gena za CXCL12. Sintetisani CXCL12 se sekretuje iz ¢elije i vezuje za
CXCR4 receptor prisutan na membrani beta ¢elije 1 na taj nacin sa jedne strane autokrinim
putem aktivira antiapoptotske signalne puteve koji pospesuju prezivljavanje beta celija, dok
sa druge strane pozitivnom spregom indukuje svoju ekspresiju (Liu i sar., 2011).

CXCLI12/CXCR4 signalni put u embrionalnom pankreasu vazan je za
diferencijaciju endokrinog pankreasa, dok ovaj signalni put u adultnom pankreasu moze
imati ulogu u neogenezi i prezivljavanju beta ¢elija. U embrionalnom 1 adultnom pankreasu
CXCLI12 i CXCR4 se eksprimiraju u c¢elijama ostrvaca, dok se CXCR4 eksprimira i u
¢elijama duktusa pankreasa. Ovi rezultati ukazuju da bi u embrionalnom pankreasu
gradijent CXCLI12 mogao navoditi ¢elije duktusa u ostrvca koja se formiraju. U adultnom
pankreasu, celije duktusa koje eksprimiraju CXCR4 migriraju prema ostrvcima koja

produkuju CXCL12. Celije duktusa bi mogle da sluze kao prekursori za nastanak

13



endokrinih ¢elija pankreasa i na na¢in ucestvuju u neogenezi beta ¢elija (Kayali i sar., 2003;
Kayali i sar., 2012).

CXCL12
non

ECXC R4

Gog

C

(oap ) >

lsta hilizacija $

Prezivljavanje

Apoptoza

—
anti-apoptotski geni

Prezivljavanje

Slika 1.3. Shematski prikaz antiapoptotskog signalnog puta u beta ¢elijama pankreasa

aktiviranog od strane CXCL12/CXCR4 ose.

Prethodno je spomenuta nova strategija za tretman pacijenata obolelih od dijabetesa,
koja podrazumeva transdiferenicijaciju alfa u beta ¢elije. Pokazano je da povreda beta ¢éelija
indukuje ekspresiju gena za CXCL12, i da sekretovani CXCL12 izaziva de-diferencijaciju
susedih alfa ¢elija u pro-alfa ¢elije. Dediferencijacija alfa u pro-alfa ¢elije je prvi korak u
procesu transdiferencijacije. Pro-alfa ¢elije zatim sintetiSu GLP-1 i njegov receptor, koji

stimuliSu finalni korak njihove transdiferencijacije u beta ¢elije (Habener i Stanojevic,
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2012a). S obzirom, da se dijabetes karakteriSe nedostatkom funkcionalnih beta celija,
proces de-diferencijacije koji se odvija u pankreasu, mogao bi da bude efikasna strategija u
tretmanu ove bolesti.

Pored uloge koju ostvaruje u sprecavanju dijabetesa, CXCL12 predstavlja i
potencijalni marker u predikciji nastanka i razvoja DT1. Gen za humani CXCL12 smeSten
je na hromozomu 10, lokacija 10ql1.1, pored lokusa IDDM10, koji predstavlja region sa
velikim brojem genskih polimorfizama koji se dovode u vezu sa DT1. Sama lokalizacija
gena u blizini lokusa koji je povezan sa DT1, dovodi CXCL12 u poziciju potencijalnog
markera u predikciji nastanka i razvoja DT1. Tome u prilog ide i nekoliko studija koje
ukazuju na povezanost polimorfizma 3'G801A u genu za CXCL12, sa ranom pojavom

dijabetesa (Dubois-Laforgue i sar., 2001; Ide 1 sar., 2003).

1.2.3. REGULACIJA TRANSKRIPCIJE GENA ZA CXCL12

Analiza promotora gena za humani CXCL12 (CXCLI2) pokazala je da ovaj
promotor sadrzi nekanonski TATA element (eng. non-canonical TATA box), sa citozinom
element (Int) (Garsija-Moruja 1 sar., 2005; Lagergren i sar., 2007), sa kog se inicira
transkripcija kod eukariotskih gena koje imaju nekanonski TATA element (Smale, 1997).
U promotoru je uoceno je prisustvo nekoliko CpG ostrvaca. Transkripcioni faktor Spl
poseduje 15 potencijalnih mesta vezivanja u okviru proksmalnog promotora. Pokazano je
da Sp1 vezuje 6 motiva i da ovaj transkripcioni faktor stimuliSe transkripciju CXCL12 gena
u bazalnim uslovima. Afinitet vezivanja za CXCLI2 promotor pokazali su jos i protein koji
se vezuje za element TATA (eng. TATA binding protein, TBP), CAC-BF, NF-AT, GAGA
faktor, AP-2, NF-X3/E12, XPF1 1 HNF-3 (Garsija-Moruja 1 sar., 2005). Pored Sp1, poznato
je jos nekoliko aktivatora transkripcije CXCL12 gena: EBF, STAT3, c-myb, C/EBPp i
HIF-1 (Ceradini i sar., 2004; Langergren i sar., 2007; Olive i sar., 2008; Chen i sar., 2010;
Calonge i sar., 2010; Kim 1 sar., 2007). Dosad su identifikovana dva inhibitora transkripcije
CXCLI12 gena: p53 i Foxfl (Moskovits i sar., 2006; Kalin i sar., 2008).
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Prvobitno se smatralo da je CXCL12 gen koji se konstitutivno eksprimira. Medutim,
nedavno je pokazano da se ekspresija CXCL12 gena indukuje kao odgovor na povredu
¢elije (Liu 1 sar.,, 2011), nakon stimulacije celije citokinima i u uslovima celijske
konfluentnosti (Calonge 1 sar., 2010), u uslovima hipoksije i zaustavljanja celijskog ciklusa
(Santiago 1 sar., 2011) i nakon zrafenja celija y zracima 1 tretmanom antibioticima

(Ponomaryov i sar., 2000).

1.3. TRANSKRIPCIONI FAKTORI - POTENCIJALNI REGULATORI
TRANSKRIPCIJE GENA ZA CXCL12

1.3.1. POLI(ADP-RIBOZIL) POLIMERAZA-1

Poli(ADP-ribozil) polimeraza-1 (PARP-1) je jedarni protein od 113 kDa sa
mnogobrojinim funkcijama. PARP-1 je glavni enzim odgovoran za reakciju poli(ADP-
ribozil)acije (Althaus 1 Richter, 1987), koja predstavlja jednu od posttranslacionih
modifikacija proteina jedra. Ovaj enzim je ukljucen u signalizaciju oStecenja nastalih na
DNK i njegova primarna uloga u ¢eliji vezana je za aktivaciju mehanizama popravke
nastalih oSteCenja (Bhatia i sar., 1990). Sastoji od tri osnovna domena: C-terminalnog
domena od 54 kDa, koji predstavlja kataliticki domen, odgovoran za prenos ADP-riboznih
jedinica na proteine-akceptore; N-terminalnog domena od 46 kDa, koji ima ulogu u
vezivanju za DNK i sadrzi dva motiva Zn-prstiju; sredni$nji deo €ini automodifikujuci
domen od 22 kDa koji predstavlja akceptorni region tokom reakcije automodifikacije (Slika

1.4) (D’ Amours i sar., 1999).

DNK vezujuci Automodifikujuci Kataliticki domen
domen domen
e, e, o — e,
1 3Tz 523 1014
w IR oo
Zn “prstici 1 Zn “prstici 2 NLS ERCT
21.53 1251862 2072286 IR5-ATE B58A08

Slika 1.4. Shematski prikaz linearne strukture PARP-1 (Preuzeto od Meyer-Ficca i sar., 2005).
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Drugi motiv Zn-prsta u okviru N-domena olakSava vezivanje PARP-1 za DNK i stimuliSe
aktivaciju katalitickog domena na C-terminusu (Langelier 1 sar., 2008). Automodifikujuc¢i
domen se karakteriSe prisustvom BRCT domena, koji ucestvuje u meduproteinskim
interakcijama 1 navodi enzime koji ucestvuju u popravci DNK na mesto DNK oStec¢enja
(Masson i sar., 1998; El Khamisy i sar., 2003).

PARP-1 ucestvuje u regulaciji razliCitih procesa u jedru: reparaciji DNK i
odrzavanju integriteta genoma (Ko i1 Ren, 2012), u regulaciji ekspresije razlicitih gena na
nivou transkripcije (Chu 1 sar., 2007; Ono 1 sar., 2009), regulacija replikacije 1
diferencijacije (Sugimura i sar., 2008; Yingbiao i Tulin, 2010), uces¢e u regulaciji
aktivnosti telomera (Gomez i sar., 2006; Gurung i sar., 2010), ucescée u realizaciji Celijske
smrti (Ying 1 sar., 2005; Chaitanya 1 sar., 2010), uloga u obezbedivanju hitnog izvora
energije za potrebe ¢elije (Surjana i sar., 2010) 1 sluzi kao signal za proteinsku degradaciju

u oksidativnom stresu (Ciftci i sar., 2001; Ullrich i Grune, 2001).

1.3.1.1. Enzimatska aktivnost PARP-1

Enzimatska aktivnost PARP-1 podrazumeva reakciju poli(ADP-ribozil)acije
(PARuilacije), u kojoj se ADP-ribozne jedinice prenose na proteine-akceptore. Ukoliko
PARP-1 poli(ADP-riboz)iluje sam sebe, reakcija se naziva automodifikacija, dok u reakciji
heteromodifikacije PARP-1 vr$i poli(ADP-riboz)ilaciju drugih jedarnih proteina-akceptora
(de Murcia 1 sar., 1997). Sinteza polimera ADP-riboze se odvija u tri koraka: inicijacije ili
mono(ADP-ribozol)acije, elongacije i1 razgranavanja strukture ADP-riboznih polimera
(Shieh i sar., 1998). U reakciji poli(ADP-riboz)ilacije PARP-1 katalizuje hidrolizu NAD"
(nikotinamid adenin dinukleotid), §to rezultira oslobadanjem nikotinamidskog prstena i
jedne ADP-ribozne jedinice, koja sluzi kao gradivna jedinica za formiranje (ADP)-riboznih
polimera (Slika 1.5) (Schreiber i sar., 1995; Burkle, 2001; Smith, 2001). PARilovani
proteini su negativnho naelektrisani poSto svaka ADP-ribozna jedinica poseduje dve
negativno naelektrisane fosforne grupe. PARP-1 je protein koji se najintenzivnije ADP-
riboziluje in vivo u reakciji automodifikacije (Rolli 1 sar., 2000), $to rezultira u inhibiciji

enzimske aktivnosti.
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Slika 1.5. Metabolizam ADP-riboze (Preuzeto sa internet stranice http://parplink.u-strasbg.fr).

U reakciji heteromodifikacije PARP-1 PARiluje razli¢ite jedarne proteine, medu
kojim se nalaze: DNK-zavisna protein kinaza (Ariumi 1 sar., 1999), topoizomeraza I
(Krupitza i Cerruti, 1989) i II (Scovassi i sar., 1993), lamin B (Adolph i Song, 1985a), B23
(Ramsamooj 1 sar., 1995), histoni i HMG proteini (Oei i1 sar., 1997). Mnogobrojni
transkripcioni faktori su akceptori ADP-riboznih jedinica: NF-kB (Oliver 1 sar., 1999), AP-
2 (Kannan i sar., 1999), Oct-1, YY-1 (Oei i1 Shi, 2001), B-MYB (Cervellera i Sala, 2000),
p53 (Wesierska-Gadek 1 sar., 2005), TFIIF (Rawling i sar., 1997), NFAT (Olabisi i sar.,
2008), Sp1 (Zaniolo i sar., 2007) 1 Elk1 (Cohen-Armon i sar., 2007). Heteromodifikacijom
transkripcionih faktora, oni postaju negativno Sarzirani, §to im onemogucuje da vezu
specificne sekvence u okviru promotora (Zaniolo i sar., 2007). Na ovaj nacin,
posttranslaciona reakcija koju sprovodi PARP-1, bitno uti¢e na regulaciju transkripcije

razli¢itih gena.
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1.3.1.2. Uloga PARP-1 u regulaciji transkripcije

PARP-1 reguliSe transkripciju na dva razli¢ita nivoa: modifikacijom histona u cilju
promene strukture hromatina i1 interakcijom sa promotorima i regulatornim elementima
gena i transkripcionim faktorima.

PARilacija hromatinskih proteina uti€¢e na stabilnost nukleozoma i viSih nivoa
organizacije hromatina. Glavni hromatinski proteini-akceptori ADP-riboznih jedinica su
histoni H1 1 H2B (Huletsky 1 sar., 1989; Soldatenkov 1 sar., 2002), mada svi histoni mogu
biti heteromodifikovani u odredenoj meri (D’Amours i sar., 1999). PARilacijom histona
dolazi do dekondenzacije hromatina (Mathis 1 Althaus, 1987; Realini i Althaus, 1992), ¢ime
DNK postaje dostupna transkripcionoj masineriji. Heteromodifikacija nehistonskih proteina
hromatina 1 transkripcionih faktora, dodatno doprinosi dekondenzaciji hromatina
(D’Amours i sar., 1999).

Drugi vid regulacije transkripcije odvija se interakcijom PARP-1 sa DNK
sekvencama koje se nazivaju regioni asocijacije sa jedarnim matriksom (RAM elementi).
RAM elementi predstavljaju definisane DNA sekvence koje ostvaruju kontakt sa
proteinima jedarnog matriksa, $to dovodi do usidravanja DNK petlji i formiranja specificne
hromatinske organizacije. RAM elementi ne poseduju definisanu konsenzus sekvencu, ve¢
se karakteriSu specificnom sekundarnom strukturom. To su regioni na DNK koji su bogati
AT bazama 1 koji strukturno i1 funkcionalno odreduju RAM. Ovi AT-bogati regioni su
strukturno organizovani u vidu manjeg zljeba DNK (Adachi i sar., 1989; Kéis i sar., 1989) i
poseduju jak potencijal ka baznom rasparivanju pod uticajem superspiralnog naboja
(Kohwi-Shigematsu i Kohwi, 1990; Bode i sar., 1992). Mutacije u strukturi RAM
elemenata koje ponisStavaju sposobnost baznog rasparivanja i smanjuju afinitet vezivanja ka
jedarnom matriksu, onemogucuju pojacanu transkripciju gena (Bode i sar., 1992).

PARP-1 moze da reguliSe transkripciju kao ,klasi¢ni“ transkripcioni faktor,
vezivanjem za specificne DNK sekvence u okviru promotora ili regulatornih elemenata
gena. Pokazano je da se u uzvodnom regulatornom regionu gena za PARP-1 misa (Parp-1)
nalaze dva RAM elementa koji zajedno sa promotorom reguliSe transkripciju Parp-1. Pored

vezivanja oba RAM elementa, PARP-1 vezuje i specificnu konsenzus sekvencu 5’-
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GGCCT-3’ u okviru svog promotora. Interakcije PARP-1 sa svojim promotorom i RAM
elementom predstavljaju negativnhu povratnu spregu u regulaciji ekspresije Parp-1
(Vidakovi¢ 1 sar., 2009).

PARP-1 vezuje 1 cis-regulatorni element MCAT, koji kontrolise transkripciju gena
koji se eksprimiraju u sr¢anom i skeletnom misi¢nom tkivu. PARP-1 vezuje 5-TGTTG-3'
konsenzus sekvencu u okviru MCAT elementa. Vezivanjem PARP-1 za MCAT element
stimuliSe se transkripcija gena, u miSi¢nim celijama, dok interakcija PARP-1 sa MCAT
elementom inhibira transkripciju ovih gena u ne-misi¢nim c¢elijama. Pretpostavlja se da
PARP-1 interakcijom sa drugim transkripcionim regulatorima obezbeduje tkivno-
specifi¢nu ekspresiju gena, koji poseduju MCAT element (Butler i Ordahl, 1999).

Poznato je uces¢e PARP-1 u transkripcionoj regulaciji gena za Reg protein, koji
indukuje proliferaciju beta ¢elija pankreasa, zbog Cega predstavlja potencijalni terapeutski
agens u tretmanu dijabetesa. PARP-1 interaguje sa cis-regulatornim elementom, sekvencom
5'-TGCCCCTCCCAT-3', koji se nalazi u okviru promotora gena za Reg protein. Pokazano
je da automodifikovan PARP-1 ne vezuje cis-regulatorni element Reg gena, dok inhibicija
enzimske aktivnosti PARP-1 omogucuje formiranje trankripcionog kompleksa i
transkripciju gena za Reg protein (Akiyama i sar., 2001).

Takode, PARP-1 inhibira transkripciju gena za CXCL1. PARP-1 motiv u okviru
promotora nalazi se u blizini NF-xB vezivnog mesta, pri ¢emu interakcija PARP-1 sa
promotorom sprecava vezivanje NF-kB za svoj motiv. U bazalnim uslovima PARP-1
vezuje promotor, ¢ime je inhibirana transkripcija gena za CXCLI1. U uslovima stresa,
PARP-1 se automodifikuje 1 gubi interakciju sa DNK, §to omogucuje vezivanje
transkripcionog faktora NF-kB za promotor. Vezivanje NF-kB stimuliSe transkripciju
CXCLI gena (Amiri i sar., 2006).

Poznato je da PARP-1 vezuje regulatornu sekvencu u okviru prvog introna Bcl-6
gena, ¢ime inhibira transkripciju ovog gena (Ambrose i sar., 2006). Takode je utvrdeno da
PARP-1 vezuje regulatorne sekvence u okviru gena za Pax-6 (Plaza i sar., 1999) i gena za
MHC 1II (Wu 1 sar., 2000). Dalja istrazivanja bi trebala da rasvetle uticaj PARP-1 na

transkripciju ovih gena tj. da se ispita da li je PARP-1 transkripcioni aktivator ili inhibitor.
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PARP-1 wucestvuje u kontroli transkripcije razli¢itih gena i kao ko-regulator
transkripcije. Heteromodifikacijom odredenih transkripcionih faktora, kao §to su YY1 (Oei
1 Shi, 2001), NF-xB (Oliver i sar., 1999), TFIIF (Rawling i sar., 1997), Oct-1 (Oei 1 Shi,
2001), B-MYB (Cervellera i Sala, 2000) i AP-2 (Kannan 1 sar., 1999) sprecava se njihovo

vezivanje za DNK §to uti¢e na transkripciju ciljnih gena (Zaniolo i sar., 2007).

1.3.1.3. Uloga PARP-1 u razvoju dijabetesa

Tokom dijabetesa i njegovih komplikacija, slobodni radikali nastali tokom
oksidativnog stresa izazivaju prekide na DNK, $to dovodi do aktivacije PARP-1, sinteze
PAR-ova i1 potroSnje Celijske energije, Sto rezultira nekrozom beta ¢elija (Szabo, 2005).
Misevi kod kojih je uklonjen gen za PARP-1 (PARP-/- miSevi), ne razvijaju dijabetes
nakon tratmana dijabetogenim agensom, imaju normalan nivo glukoze u krvi i ocuvana
ostrvca pankreasa, $to ukazuje da uklanjanje PARP-1, doprinosi oCuvanju beta celija,
sprecavanjem energetskog kolapsa 1 nekroze beta celija u uslovima oksidativnog stresa
izazvanog dijabetogenim stimulusom (Pieper i sar., 1999). Pored toga, inhibicija PARP-1,
sprecava razvoj dijabetesa kod NOD miSeva. NOD miSevi predstavljaju soj, koji spontano
razvija insulitis usled infiltracije leukocita u ostrvca pankreasa, Sto rezultira nastankom
DTI. Aplikacija inhibitora PARP-1 kod NOD miseva indukuje apoptozu leukocita koji su
se infiltrirali u ostrvca, 1 tako sprecava autoimunu destrukciju beta Celija pankreasa (Suarez-
Pinzon i sar., 2003).

Pokazano je da inhibicija PARP-1 ima sposobnost da stimuliSe regeneraciju
ostrvaca pankreasa kod pacova kod kojih je uklonjeno 90% pankreasa. Reg protein je
odgovoran za regeneraciju beta celija. Utvrdeno je da ovaj protein indukuje replikaciju
vezivanjem za svoj receptor na beta celiji, ¢ime se ublazava eksperimentalno izazvan
dijabetes (Takasawa i Okamoto, 2002). Kao §to je spomenuto u poglavlju Uvod, 1.3.1.2,
inhibiran PARP-1 vezuje cis-regulatorni element u okviru promotora Reg gena, ¢ime je

omogucena njegova transkripcija (Akiyama 1 sar., 2001).
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Na kraju moze se zakljuciti da se inhibicijom PARP-1 sprecava nekroza i stimulise
replikacija beta ¢elija, a ujedno se i indukuje apoptoza infiltriranih leukocita, odogovornih

za razvoji insulitisa.

1.3.2. YIN YANG 1 (YYI)

Yin Yang 1 (YY1) je transkripcioni faktor od 63 kDa, koji ima vaznu ulogu u
fundamentalnim bioloSkim procesima kao Sto su embriogeneza, replikacija, diferencijacija i
proliferacija ¢elija. Uticaj YY1 na bioloSke procesa ogleda se u njegovoj sposobnosti da

inicira, aktivira ili inhibira transkripciju ciljnih gena (Gordon i sar., 2006).

1.3.2.1. Struktura i funkcija YY1

YY1 pripada ,,GLI-Kruppel* familiji proteina, koji se karakteriSu prisustvom
motiva Zn-prstiju. Sastoji se od 414 amino kiselina. C-terminalni domen, koji je odgovoran
za represiju transkripcije, sadrzi Cetiri motiva Zn-prstiju. Motivi Zn-prstiju potpomazu
vezivanje za specificnu DNK sekvencu i doprinose transkripcionoj inhibiciji (Shi i sar.,
1997). Aktivacioni domen €ini 11 amino kiselina koje se nalaze na N-terminusu (Shi i sar.,
1997, Nguyen i sar., 2004). Pored C-terminalnog represionog domena, jo§ jedan region,
bogat glicinom, koji se sastoji od 30 amino kiselina, ima sposobnost da inhibira
transkripciju (Yang i sar., 1996).

YY1 ima ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa. Ovaj transkripcioni faktor ucestvuje u
transkripcionoj regulaciji gena za Ciklin D1. Kada je vezan za promotor, YY1 inhibira
transkripciju Ciklin D1 gena. Pri kraju G1 faze, gubi se interakcija YY1 sa promotorom, $to
rezultira transkripcijom Ciklin D1 gena i prelaskom iz G1 u S fazu ¢elijskog ciklusa
(Cicatiello 1 sar., 2004). Vaznost YY1 tokom embriogeneze pokazana je kod miseva kod
kojih je utiSan gen za YY1. Homozigoti su umirali pre stadijuma gastrulacije, dok su
heterozigoti preziveli, ali su znatno zaostajali u rastu i imali poremecaj u razvoju nervnog

sistema (Donohoe i sar., 1999).
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YY1 inhibira transkripciju gena za PARP-1 (Doetch i sar., 2012) i CXCR4 koji
predstavlja receptor za CXCL12 (Tarnowski i sar., 2010). Sa druge strane, YY1 je aktivator
transkripcije gena za antiinflamatorni citokin interleukin-4 (IL-4) (Guo 1 sar., 2001), koji
sprecava razvoj dijabetesa (Berman 1 sar., 1996), Sto ukazuje na potencijalno protektivnu

ulogu YY1 u dijabetesu.

1.3.2.2. Uticaj YY1 na transkripciju

YY1 vezuje konsenzus sekvencu 5'-(A/c/g)(A/t)NATG(G/a/t)(C/a)(G/c/t)-3', (velika
slova ukazuju na nukleotid, koji se ¢es¢e javlja u okviru konsenzus sekvence, N predstavlja
bilo koji nukleotid). Vec¢ina gena ki¢menjaka 1 virusa u okviru svog promotora sadrzi
potencijalno mesto vezivanja za YY1, Sto ukazuje da YY1 ucestvuje u regulaciji
transkripcije velikog broja gena (Klar i sar., 2005). Ukoliko se YY1 motiv nalazi nizvodno
od mesta pocetka transkripcije, Cesto se poklapa sa Kozak sekvencom, pri cemu se ATG
nukleotidi u okviru motiva podudaraju sa inicijacionm kodonom (Xi 1 sar., 2007).

YY1 utiCe na transkripciju na viSe razli¢itih nacina: inicijacijom transkripcije
vezivanjem za inicijator element (Int) i aktivacijom ili inhibicijom transkripcije (Slika 1.6)
(Shi 1 sar., 1997). Smatra se da YY1 inhibira transkripciju ciljnih gena na tri razlicita
nacina: model zamene (eng. displacement model), interferencijom sa transkripcionim
aktivatorima 1 interakcijom sa transkripcionim ko-represorima (Slika 1.6A, B, C) (Shi i sar.,
1997; Thomas i1 Seto, 1999). Prema modelu zamene, YY1 se nalazi u kompeticiji za
transkripcije od strane YY 1. Na ovaj nacin YY1 u€estvuje u regulaciji transkripcije gena za
serumski amiloid u ¢elijama hetpatocita, gde se YY1 nalazi u kompeticiji za preklapajuce
vezivno mesto za NF-kB, koji je aktivator transkripcije ovog gena (Slika 1.6A) (Lu 1 sar.,
1994). Prema modelu interferencije YY1 sprec¢ava transkripcionog aktivatora da indukuje
transkripciju, bez kompeticije za isto vezivno mesta na DNK. U nekim slucajevima, uprkos
vezanom aktivatoru za DNK, YY1 moze da se veze za udaljeno vezivno mesto i spreci
aktivaciju transkripcije. Ovakav slucaj delovanja YY1 zabelezen je u promotoru c-fos gena,

gde se dva vezivna mesta za YY1 nalaze izmedu CRE sekvence i TATA elementa. Pored
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toga, YY1 moze direktno da interaguje sa transkripcionim aktivatorom vezanim za DNK, i
na taj nacin inhibira njegovo delovanje §to ¢e rezultirati represijom transkripcije. I ovaj
nacin inhibicije transkripcije zabelezen je kod c-fos gena, gde je pokazano da YY1
interaguje preko motiva Zn-prstiju sa motivom leucinskog zatvarata CREB transkripcionog
aktivatora (Slika 1.6B) (Shi i sar., 1997). Poslednji nacin inhibicije transkripcije od strane
YY1 je interakcija sa ko-represorima, koji mogu ili direktno ucestvovati u inhibiciji
transkripcije ili indukovati remodelovanje 1 kondenzaciju hromatina i tako pomo¢i YY1 u
represiji transkripcije (Slika 1.6C) (Thomas 1 Seto, 1999).

YY1 aktivira transkripciju na tri razli¢ita nacina: direktnom aktivacijom
transkripcije, inhibicijom YY1 represorne aktivnosti 1 interakcijom sa drugim
transkripcionim aktivatorma (Slika 1.6D, E, F) (Gordon i sar., 2006). Prema prvom modelu
aktivacije transkripcije, YY1 interakcijom direktno aktivira faktore koji stimuliSu
transkripciju: protein koji se vezuje za element TATA (TBP) i opsti transkripcioni faktor
TFIIB. Medutim, za uspeSnu aktivaciju transkripcije najverovatnije je neophodno i
prisustvo ko-faktora, tako da se pretpostavlja da je ovaj model previse pojednostavljen
(Slika 1.6D) (Gordon 1 sar., 2006). Drugi model aktivacije transkripcije od strane YY1 je
inhibicija represorne aktivnosti YY1, pri ¢emu YY1 interaguje sa drugim faktorima u ¢eliji
Sto rezultira u promeni njegove strukture i izlaganju (eng. ummasking) N-terminalnog
aktiviraju¢eg domena YY1. Tokom interakcije dolazi do konformacionih promena, koje
obuhvataju 1 C-terminalni inhibitorni domen. Smatra se da C-terminalni domen igra vaznu
ulogu u inhibiciji N-terminalnog domena (Slika 1.6E) (Thomas i Seto, 1999). Tre¢i nacin
aktivacije transkripcije od strane YY1 je navodenje trakskripcionih ko-aktivatora na
promotore ciljnih gena (Thomas 1 Seto, 1999). YY1 ima sposobnost da interaguje sa ko-
aktivatorima sa aktivnoS¢u histon acetitransferaza (HAT), kao §to su CBP 1 p300 (Slika
1.6F) (Lee 1 sar., 1998). Interakcijom sa HAT, YY1 putem epigenetskih promena regulise
transkripciju jer prisustvo HAT omogucuje dekondenzaciju hromatinu 1 aktivnu

transkripciju.
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E. Inhibicija represorne aktivnosti YY1
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Slika 1.6. Shematski prikaz uticaja YY1 na transkripciju (Preuzeto od Gordon i sar., 2006).

1.3.3. Spl TRANSKRIPCIONI FAKTOR

Spl je transkripcioni faktor od 100 kDa, koji ima klju¢nu ulogu u odrzavanju
bazalnog nivoa transkripcije konstitutivno eksprimiranih gena. Pored toga, Spl moze da
aktivira ili inhibira transkripciju ciljnih gena u odgovoru na fizioloski ili patofizioloSki
stimulus. Spl reguliSe transkripciju hiljada gena, koji imaju ulogu u razli¢itim fizioloSkim
procesima kao Sto su: Celijski rast, diferencijacija, adhezija i migracija, apoptoza,

angiogeneza i inflamacija (Tan i Khachigian, 2009).
1.3.3.1. Struktura i funkcija Sp1
Sp1 je prvi otkriveni ¢lan Sp/XKLF (eng. Specificity protein/Kriippel-like factor)
familije transkripcionih faktora. Clanove ove familije karakteriSe prisustvo tri motiva Zn-

prstiju na C-terminalnom kraju. Sp1 se sastoji od 785 amino kiselina. Protein je podeljen na

cetiri pod-domena sa specificnim funkcijama (Slika 1.7) (Pascal i Tjian, 1991). Pod-domeni

26



A 1 B su transaktivacioni domeni, koji stimuliSu transkripciju, nakon interakcije DNK-
vezujuceg domena sa DNK. Ova dva pod-domena su bogata aminokiselinom glutaminom,
koji je neophodan za transaktivaciju (Roos 1 sar., 1997; Yang i sar., 2001). Pored uloge u
transaktivaciji pod-domeni A 1 B, ucesvuju u proteinskim interakcijama prilikom
oligomerizacije i formiranja homotetramera Spl proteina. DNK-vezuju¢i domen je pod-
domen C, koji se nalazi na C-terminalnom kraju i poseduje tri motiva Zn-prstiju, koji su
neophodni za vezivanje specificnih DNK sekvenci bogatih GC nukleotidima (Pascal 1
Tjian, 1991). Pod-domen D, koji se takode nalazi na C-terminalnom kraju, ima ulogu u
formiranju slozenijih Spl kompleksa, kao $to je povezivanje Spl tetramera (Matsushita i
sar., 1998). N-terminalni region sadrZi inhibitorni domen i Sp1 element (eng. Sp! box), koji

predstavlja sekvencu za proteoliticku degradaciju (Harrison 1 sar., 2000).

A B c D
spi N{DI [ AD ] [Ab T T THEN }C 785
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Slika 1.7. Shematski prikaz linearne strukture Sp1 (Preuzeto od Bouwman i Philipsen, 2002).

Spl aktivira transkripciju gena, ¢iji proteinski produkti imaju ulogu u inflamaciji
(CD34, CD7, CD20, CXCLA4) (Taranenko i Krause, 2000; Koh 1 sar., 2008; Deniaud 1 sar.,
2009; Shimizu 1 sar., 2010), ¢elijskoj adheziji i migraciji (a-aktin, CD99) (Lee i sar., 2001;
Hinz i sar., 2003; Subramanian i sar., 2004), angiogenezi i razvi¢u (biglikan, endoglin)
(Ungefroren i Krull, 1996; Botella i sar., 2001); proliferaciji (gastrin, hromogranin A)
(Aunis, 1991; Chupreta i sar., 2000); metabolizmu (uridin fosfataza 1, transglutaminaza 2,
receptor za progesteron) (Rupprecht i sar., 1993; Xu 1 sar., 2004; Deniaud i sar., 2009).
Negativno dejsto Spl ostvaruje na transkripciju gena za ciklin D2, Bel9 1 na transkripciju
sopstvenog gena (Deniaud 1 sar., 2009). Poznato je da je Spl odgovoran za odrzavanje

bazalne transkripcije humanog CXCL12 gena u ¢elijskoj liniji astrocita. Budu¢i da gen za
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CXCLI12 ne poseduje klasicni TATA element, smatra se da Spl ima klju¢nu ulogu u
inicijaciji i odrzavanju transkripcije CXCL12 gena (Garcia-Moruju i sar., 2005).

1.3.3.2. Uticaj Sp1 na transkripciju

Spl vezuje GC-bogate regulatorne elemente na DNK (eng. GC box), (sekvence 5'-
GGGGCGGGG-3'), koji predstavljaju vazne cis-regulatorne sekvence neophodne za
transkripcionu regulaciju mnogih konstitutivno eksprimiranih, tkivno-specificnih, virusnih 1
inducibilnih gena (Philipsen i Suske, 1999; Suske, 1999; Bouwman i Philipsen, 2002).
Smatra se da ima klju¢nu ulogu u regulaciji transkripcije konstitutivno eksprimiranih gena,
koji nemaju TATA element. TATA element vezuje TBP, koji predstavlja sastavni deo
proteinskog kompleksa TFIID. Pored TBP, opsti transkripcioni faktor TFIID sadrzi i
faktore vezane za TBP (eng. TBP-associated factors, TAF). U odsustvu TATA elementa,
Spl interaguje sa TBP i TAF proteinima i tako pomaze vezivanje TFIID za promotor
(Chiang i Roeder 1995, Tanese 1 sar., 1996). TFIID omoguc¢uje RNK polimerazi II (Pol II) i
transkripcionoj masineriji da se vezu za promotor (Kaufmann i Smale, 1994).

Uloga Spl u odrzavanju transkripcije konstitutivno eksprimiranih gena, ogleda se i
u spreCavanju utiSavanja gena DNK metilacijom. Veliki broj GC elemenata, koji
predstavljaju vezivna mesta Spl, nalazi se u regulatornim regionima konstitutivno
eksprimiranih gena. Vezivanjem GC elementa, Sp1 sprecava DNK metilaciju i omogucuje
gensku transkripciju (Pfeifer i sar., 1990; Macleod 1 sar., 1994).

Poznato je da Spl ima sposobnost da deluje kao oligomer. Pojedini promotori
poseduju vise Spl vezivnih mesta, i vezujuci se za susedne DNK sekvence formiraju se
meduproteinske interakcije izmedu pojedinanih Sp1 molekula. Pored toga, pokazano je da
Sp1 moze biti vezan u formi multimera za pojednina¢no vezivno mesto (Li i sar., 2004).

Uprkos Ccinjenici da je prvobitno opisan kao faktor odgovoran za bazalnu
transkripciju konstitutivno eksprimiranih gena, pokazano je da razliCite posttranslacione
modifikacije, kao Sto su fosforilacija, acetilacija, sumoilacija, ubikvitinacija i glikozilacija
mogu uticati na transkripcionu aktivnost 1 stabilnost Spl transkripcionog faktora.

Glikozilacija Spl je klju¢ni signal za transport Spl iz citosola u jedro (Majumdar i sar.,
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2006). Sumoilacija negativno utice na transkripcionu aktivnost Sp1 (Spengler i sar., 2005),
dok acetilacija Spl povecava promotorsku aktivnost odredenih gena (Chen i sar., 2008 ).
Fosforilacijom Spl, moze se smanjiti ili povecati njegova transaktivaciona sposobnost, $to
rezultira inhibicijom ili aktivacijom ciljnith gena (Ko 1 sar., 2003). Kombinacijom
posttranslacionih modifikacija precizno se moduliSe transkripciona aktivnost Spl, u

zavisnosti od prisustva fizioloSkog ili patofizioloskog stimulusa (Tan i Khachigian, 2009).

1.3.4. FOXO3a

FOXO3a je protein od 97 kDa, koji ucestvuje u regulaciji fundamentalnih bioloskih
procesa kao Sto su: celijski ciklus, ¢elijski metabolizam, ¢elijska smrt 1 odgovor na stres.
Svoju ulogu primarno ostvaruje u uslovima oksidativnog ili metaboli¢kog stresa. Budu¢i da
u fizioloSkim uslovima ne ucestvuje u odrzavanju metabolicke homeostaze celije, naziva se
»tihi ¢uvar”. Na transkripciju ciljnih gena moze imati aktivirajuéi ili inhibitoran efekat

(Chiacchiera 1 Simone, 2010).

1.3.4.1. Struktura i funkcija FOXO3a

FOXO3a pripada ,,0“ podklasi , Forkhead* familije transkripcionih faktora. Clanovi
ove familije sadrze DNK-vezuju¢i domen okarakterisan kao krilata zavojnica (eng. winged-
helix). Ovaj domen se naziva i ,,Forkhead box“, po kome je cela familija transkripcionih
faktora dobila ime (Kaestner i sar., 2000). Foxo3a se sastoji od 673 amino kiselina. DNK-
vezujuéi motiv (,,Forkhead box*), odgovoran za prepoznavanje specificne DNK sekvence,
nalazi se na N-terminalnom kraju proteina (Glauser i Schlegel, 2007). ,,Forkhead box*
domen grade tri a-zavojnice i tri B-lanca (Tsai i sar., 2007) dok C-terminalni region sadrzi
transaktivacioni domen. Pored toga, FOXO3a sadrzi dve sekvence za navodenje proteina u
jedro (eng. nuclear localization signal, NLS) 1 tri sekvence za navodenje proteina iz jedra u
citosol (eng. nuclear export sequence, NES). Pisustvo pomenutih aminokiselinskih
sekvenci, omogucuje kretanje FOXO3a izmedu dva celijska odeljka, ¢ime se regulise

aktivnost ovog transkripcionog faktora (Slika 1.8) (Glauser i Schlegel, 2007).
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Slika 1.8. Shematski prikaz linearne strukture FOXO03a (Preuzeto od Barthel i sar., 2005).

FOXO03a indukuje transkripciju gena koji imaju ulogu u zaustavljanju celijskog
ciklusa (p21, p27, Ciklin G2, RBL2, Bcl6), ¢elijskoj smrti (GADD45, BIM, FasL, PUMA,
PTEN, BNIP3, BNIP3L), ¢elijskom metabolizmu (PGCla, PEPCK, UCP2) i celijskom
odgovoru na stres (SOD2, katalaza) (You i sar., 2006; Ho i sar., 2008; Chiacchiera i sar.,
2009;). Sa druge strane, FOXO3a inhibira transkripciju gena odgovornih za napredovanje
¢elijskog ciklusa (cikline D, E i A) (Schmidt i sar., 2002; Delpuech i sar., 2007; Ho i sar.,
2008;). Smatra se da je primarna uloga FOXO3a u odrzavanju metaboli¢ke homeostaze

¢elije nakon izlaganja stresogenom stimulusu (Chiacchiera 1 Simone, 2010).

1.3.4.2. Uticaj FOXO na transkripciju

Transkripcioni faktori iz FOXO familije, vezuju konzervirane konsenzus sekvence
koje se nazivaju FHRE (eng. forkhead response element), (5'-TTGTTTAC-3) u
promotorima ciljnih gena (Furuyama i sar., 2000).

Prvi nivo kontrole transkripcije gena regulisane od strane FOXO proteina zavisi od
raspodele FOXO u ¢elijskim odeljcima, odnosno od njegovog pojaanog prisustva u jedru.
U zavisnosti od vrste stimulusa, fosforilacija FOXO moze izazvati njegovu translokaciju u
jedro ili njegov prelazak iz jedra u citosol. Razliciti faktori rasta, kao Sto su IGF-I, (eng.
insulin-like growth factor-I), eritropoetin, EGF (eng. epidermal growth factor), stimuliSu
translokaciju FOXO iz jedra u citosol (Glauser 1 Schlegel, 2007). Vezivanjem faktora rasta
za receptor, aktivira se PI3K/Akt signalna kaskada, Sto rezultira fosforilacijom FOXO na
specificnim mestima, koja prepoznaju 14-3-3 proteini. Formirani kompleks FOX0O/14-3-3

napusta jedro i prelazi u citoplazmu. Takode, vezivanjem 14-3-3 proteina blokra se NLS
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sekvenca, ¢ime je spreen ponovni povratak FOXO u jedro (Cahill i sar., 2001). Sa druge
strane, u odgovoru na oksidativni stres, kinaza JNK fosforiliSe FOXO, stimuliSu¢i tako

njegovu translokaciju u jedro (Slika 1.9) (Matsmuto i1 Accili, 2005).

Faktori rasta Oksidativni stres

P odg) e !

Citoplazma

Slika 1.9. Uticaji faktora rasta i oksidativnog stresa na raspodelu FOXO proteina (Preuzeto od

Glauser 1 Schlegel, 2007).

FOXO proteini mogu izazvati aktivaciju ili inhibiciju transkripcije ciljnih gena.
Aktivaciju transkripcije FOXO ostvaruje interakcijom sa transkripcionim ko-aktivatorima
(Slika 1.10A) ili drugim transkripcionim faktorima (Slika 1.10B) (Barthel i sar., 2005). Sa
druge strane, FOXO mozZe inhibirati transkripciju kompeticijom sa transkripcionim
aktivatorom za isto vezivno mesto u promotoru (Slika 1.10C). Takode, FOXO mozZe imati
ulogu ko-represora (Slika 1.10D) ili ko-aktivatora i tako regulisati transkripciju gena ¢iji
promotori ne poseduju FOXO konsenzus sekvencu (Slika 1.10E) (Glauser i Schlegel,
2007).
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Slika 1.10. Shematski prikaz uticaja FOXO na transkripciju (Preuzeto od Glauser i Schlegel,

2007).
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1.3.5. HMG I/Y

Proteini HMG I i HMG Y nastaju alternativnim splajsovanjem pre-iRNK,
transkribovane sa istog gena i obelezavaju se kao HMG I/Y(Johnson 1 sar., 1989). HMG
I/Y poseduje jak afinitet vezivanja za RAM elemente i ucestvuje u regulaciji transkripcije
gena koji sadrze ili se nalaze u blizini sekvenci bogatih AT nukleotidima (Zhao i sar.,

1993). HMG I’Y moze biti i pozitivan i negativan regulator transkripcije.

1.3.5.1. Struktura i funkcija HMG 1/Y

HMG I/Y je ¢lan HMG (eng. high mobility group) familije hromozomskih proteina.
Protein HMG 1 se sastoji od 107, a HMG Y od 96 aminokiselina. Oba proteina poseduju tri
domena preko kojih se vezuju za manji zljeb DNK zavojnice koji je bogat AT nukleotidima
(eng. AT-hook) (Reeves, 2000). HMG I/Y ucestvuju u razliitim bioloskim procesima u
jedru, kao §to su transkripcija, replikacijia, integracija retrovirusa i rekombinacija (Reeves,
2000).

HMG TI/Y ima vaznu ulogu u razvoju insulinske rezistencije, koja je jedan od
glavnih uzroka DT2. Uloga HMG I/Y u razvoju insulinske rezistentnosti, ogleda se u
uces¢u HMG I/Y u transkripcionoj regulaciji gena za insulinski receptor, o ¢emu ¢e biti
vise reci u poglavlju Uvod, 1.3.5.2. Shodno tome, miSevi kod kojih je utiSan gen za HMG
1Y, razvijaju dijabetes i eksprimiraju veoma male koli¢ine receptora za insulin (Semple,
2009). Kod pacijenata obolelih od DT2, takode, je zabeleZzena smanjena ekspresija HMG
I/Y proteina (Foti i sar., 2003).

1.3.5.2. Uticaj HMG I/Y na transkripciju
Zbog svoje sposobnosti da formira ,,stereospecificne multiproteinske komplekse na
sekvencama bogatim AT nukleotidima (potencijalnim RAM elementima), koje se nalaze u

blizini ili u okviru promotora, HMG I/Y se naziva ,arhitekturalni* ili ,,strukturni*

transkripcioni faktor (Reeves, 2000). Pozitivan efekat HMG I/Y na transkripciju ogleda se
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u njegovoj sposobnosti da veze RAM element i tako stabilizuje otvorenu strukturu
hromatina, ¢ime se omogucuje transkripcija susednih gena. Pokazano je da HMG I/Y ima
sposobnost da kompetitivno ,,istisne” sa RAM elementa proteine koji inhibiraju
transkripciju, kao §to je histon H1 (Zao 1 sar., 1993). Na primer, za transkripciju gena za
insulinski receptor neohodno je formiranje multiproteinskog kompleksa HMG
I/Y/Sp1/C/EBP, pri ¢emu se HMG I/Y vezuje za sekvencu bogatu AT nukleotidima koja
se nalazi u okviru promotora i istovremeno interaguje sa Spl i C/EBPP proteinima,
olakSavaju¢i njihovo vezivanje za promotor (Foti i sar., 2003). Pored gena za insulinski
receptor, HMG I/Y stimuliSe transkripciju gena koji se eksprimiraju u ¢elijama imunskog
sistema (IL-2, IL-2Ra, TNF-f, CXCLI1) i u endotelnim ¢elijama krvnih sudova (E-
Selektin, iNOS, CD-44) (Fashena i sar., 1992; Lewis i sar., 1994; Himes i sar., 2000; Foster
1 sar., 2000; Reeves 1 sar., 2000; Nirodi 1 sar., 2001).

Inhibitoran efekat na transkripciju HMG I/Y ostvaruje kompeticijom za vezivno
mesto u okviru promotora sa transkripcionim aktivatorom. Ovaj vid regulacije transkripcije
zabelezen je u sluCaju gena za IL-4, gde se HMG I/Y vezuje za motiv transkripcionog

faktora NF-AT, proteina koji aktivira transkripciju IL-4 gena (Klein-Hessling i sar., 1996).

1.3.6. PROTEIN p53

Protein p53 je transkripcioni faktor, molekulske mase 53 kDa, koji se zbog svoje
vazne uloge u regulaciji i kontroli ¢elijskog ciklusa i deobe naziva “Cuvar” genoma (Lane,
1992). U odgovoru na razliCite stresogene stimuluse, p53 se brzo aktivira i dolazi do
povecanja njegove koli¢ine u jedru gde ucestvuje u regulaciji transkripcione aktivacije ili
inhibicije razli¢itih gena ¢iji produkti kontrloliSu zaustavljanje ¢elijskog ciklusa, reparaciju
ostecene DNK i apoptozu, sprecavaju¢i na taj nacin nepravilnu replikaciju celija i

akumulaciju mutacija (Vousden i Lane, 2007).
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1.3.6.1. Struktura i funkcija p53

Protein p53 se sastoji od 393 amino kiselina. Cini ga $est domena: N-terminalni
transaktivacioni domen koji sadrzi NES signal; domen bogat prolinom; centralni DNK-
vezuju¢i domen; region ,,zgloba™ (eng. hinge region) koji sadrzi glavni NLS signal; C-
terminalni domen za oligomerizaciju i bazni domen (Slika 1.11.) (May i May, 1999). N-
terminalni domen odgovoran je za interakciju sa velikim brojem c¢elijskih proteina
ukljucenih u transkripcionu regulacionu masineriju, kao Sto su TBP, TAF 2 40 i TAF 2 60
(Truant i sar., 1993). U okviru NES signala smeStenog na N-terminalnom domenu, nalazi
se vezivno mesto za E3-ubikvitin ligazu koja je specificna za p53, a u zavisnosti od
organizma, odnosno da li je u pitanju mis ili covek, obelezava se sa Mdm?2 ili Hdm2 (eng.
Murine double minute 2; Human double minute 2) (Honda i sar., 1997; Haupt 1 sar., 1997).
Centralni DNK vezuju¢i domen je odgovoran za prepoznavanje i vezivanje specificnih
DNK sekvenci (Cho i sar., 1994). Formiranje oligomera p53 proteina vrsi se interakcijom
C-terminalnih domena. C-terminalni domen sadrzi a-zavojnicu i1 -lanac (Marius Clore 1

sar., 1995).
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Slika 1.11. Shematski prikaz linearne strukture p53 proteina (Preuzeto od Marcel i Hainaut,

2009).

Svaka subjedinica tetramernog kompleksa p53 formira dimer preko antiparalelnih
interakcija njihovih P-lanaca, a dimeri interaguju preko hidrofobnih i elektrostatickih

kontakata izmedu a-zavojnica formirajuéi tetramere (Cho i sar., 1994). Bazni domen je
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akceptor posttranslacionih modifikacija kao Sto su: fosforilacija, acetilacija, sumoilacija i
nedilacija. U okviru ovog domena se nalaze i dva NLS signala (Marcel i Hainaut, 2009).
Protein p53 je fosfoprotein. Stepen fosforilisanosti utice na konformaciju proteina i
meduproteinske interakcije, Sto ukazuje na vaznu ulogu fosforilacije u ¢elijskim procesima
u kojima ucestvuje p53 (Vogelstein i Kinzler, 1992). U normalnim uslovima p53 se nalazi
u maloj koli¢ini u ¢elijama, $to je posledica interakcije sa Hdm2 (ili Mdm?2), koja ga mono-
1 poliubikvitiniluje 1 tako obelezava za izmeStanje iz jedra u citosol, gde se p53 degraduje u
proteozomima (Geyer 1 sar., 2000). U odgovoru na stresogeni stimulus, fosforiliSe se
vezivno mesto za Hdm2 (Mdm2) na p53 proteinu, ¢ime se sprecava interakcija izmedu p53
1 Hdm2 (Mdm2), $to rezlutira stabilizacijom p53 proteina. Takode, fosforilacijom vezivnog
mesta za Hdm2/Mdm?2 maskira se NES sekvenca $to ima za posledicu akumulaciju p53
proteina u jedru (Zhang i1 Xiong, 2001). Zatim sledi slozena kaskada posttranslacionih
modifikacija, kao Sto su fosofrilacija, acetilacija, sumoilacija i nedilacija, koje stabilisu
formiranje p53 tetramera. U formi tetramera p53 sa velikim afinitetom vezuje specifi¢ne
DNK sekvence i1 stimuliSe transkripciju ciljnih gena (Halazonetis i Kandil, 1993; Thut i
sar., 1995).

Kod ljudi je opisano postojanje deset razliCitih izoformi p53 proteina. Sve izoforme
poseduju identiCan DNK-vezuju¢i domen, a razlike postoje u N- i/ili C-terminalnim
domenima. Izoforma p44, molekulske mase 44 kDa, kojoj nedostaje N-terminalni
transaktivacioni domen, interferira sa p53 proteinom posto ima sposobnost da kompetitivno
»istisne* p53 sa promotora ciljnih gena (Marcel 1 Hainaut, 2009).

Jedna od najznacajnijih uloga p53 proteina je kontrola ¢elijskog rasta, koja se odvija
transaktivacijom WAF1/CIP1 gena, koji kodira p21 protein. Protein p21 inhibira kinaznu
aktivnost Cdk-2-Ciklin kompleksa, odgovornog za prelazak iz G1 u S fazu celijskog
ciklusa (el-Deiry 1 sar., 1993). Zastoj na G1-S prelazu celijskog ciklusa sluzi za proveru i
popravku DNK ostecenja pre replikacije. Vreme obezbedeno zastojem celijskog ciklusa,
p53 koristi za vezivanje za DNK, pri ¢emu se aktiviraju reparacioni mehanizmi i sprecava
naslede genetickih mutacija u novonastalim ¢elijama. Ukoliko su oste¢enja DNK takva da
reparacioni mehanizmi ne mogu da ostvare svoju funkciju, povecan nivo p53 proteina moze

usmeriti ¢eliju ka apoptozi. Regulacija apoptoze zavisi od proteina p53, a sastoji se u
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uravnotezavanju nivoa Bcl-2 1 Bax proteina (Haupt i sar., 1996). Protein p53 aktivira
transkripciju Bax gena, €iji povecan nivo ekspresije indukuje ¢elijsku smrt. Istovremeno,
p53 protein inhibira ekspresiju Bcl-2 gena. Promena odnosa Bcl-2/Bax proteina dovodi do

programirane Celijske smrti (Haupt 1 sar., 1995).

1.3.6.2. Uticaj p53 na transkripciju

Regulaciju transkripcije pS3 protein ostvaruje vezivanjem za element koji se naziva
pS3RE (eng. p53 response-element), koji predstavlja palindromsku sekvencu 5'-
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPiPiPi-3' (Pu je purin; Pi je pirimidin) (Hoh i sar., 2002). Protein p53
moze imati 1 pozitivan i negativan efekat na transkripciju.

Modifikacija histona i promene u strukturi hromatina su jedan od mehanizama za
aktivaciju transkripcije p53 ciljnih gena (Laptenko i Prives, 2006). Vezivanjem za pS3RE
sekvence u okviru promotora, p53 stabilizuje otvorenu strukturu hromatina interakcijom sa
faktorima koji modifikuju hromatin, kao Sto je p300 HAT i metiltransferaze PRMTI1 i
CARMI1 (Espinosa i Emerson, 2001; Barlev i sar., 2001; Hsu i sar., 2004; An 1 sar., 2004).
Takode, direktnim interakcijama sa komponentama medijatorskog kompleksa i opStim
transkripcionim faktorima kao S$to su TFIHA i TFID, p53 doprinosi formiranju
preinicijacionog kompleksa, ¢ime stimuliSe transkripciju ciljnih gena (Xing i sar., 2001;
Zhang i sar., 2005).

Protein p53 ucestvuje u inhibiciji transkripcije ciljnog gena na vise razli¢itih nacina.
Naime, p53 moze inhibirati transkripciju interferencijom sa transkripcionim aktivatorom,
pri ¢emu fizicka interakcija dva proteina uzrokuje inaktivaciju transkripcionog aktivatora,
¢ime se onemogucuje transkripcija (Gu 1 sar., 2004; Zhu 1 sar., 2005). Kompeticijom za
preklapajuce vezivno mesto, p53 onemogucuje aktivatoru da veze regulatornu sekvencu,
Sto rezultira represijom transkripcije (Li i sar, 2001; St Clair i sar., 2004). Ranije je
spomenuto da p53 ima sposobnost da interaguje sa ¢lanovima transkripcione masinerije
preko N-terminalnog domena. Ovim interakcijama moze se spreCiti formiranje
preinicijacionog kompleksa, neophodnog za inicijaciju transkripcije (Ko i Prives, 1996).

Interakcija p53 proteina sa proteinima koji modifikuju strukturu hromatina, kao $to su
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histon deacetilaze (HDAC), ima za posledicu nastanak ,,zatvorene“ srukture hromatina,
¢ime promotor postaje nedostupan transkripcionoj masineriji (Murphy i sar., 1999; Ho i
sar., 2005). Johnson i sar. (2001) su uocili postojanje specificnih inhibitornih p5S3RE
sekvenci, €ijim vezivanjem p53 inhibira transkripciju.

Aktivaciono dejstvo p53 proteina ispoljava se na sledecoj grupi gena: GADD 45,
Hdm2 (Mdm 2), p21 WAF 1, cyclin 6, Bax, Fas, TGF, IGF-binding protein 3, dok su IL-6,
Rb, MDR 1, Topoisomeraza Ila, c-fos, Bcl-2 transkripciono inhibirani (Weintraub i sar.,
1991, Wu i sar., 1993, el-Deiry i sar, 1993, Johnson i sar., 2001). Sam p53 protein inhibira
transkripciju sopstvenog gena (Deffie i sar., 1993, Batemann, 1998). Medu genima koji se
nalaze pod negativhom transkripcionom regulacijom p53 proteina su i hemokin CXCL12 1
njegov receptor CXCR4. Inhibicija transkripcije CXCL12 gena je pokazana u

fibroblastima, dok je negativan efekat p53 na CXCR4 ekspresiju uocen u ¢elijama tumora

dojke (Moskovits 1 sar., 2006; Mehta i sar., 2007).

1.3.7. STAT3

STAT3 je transkripcioni faktor, molekulske mase 91 kDa, koji se aktivira u
odgovoru na citokine 1 faktore rasta (Darnell i sar., 1994; Fu i sar., 1999). Svoju funkciju
ostvaruje aktivacijom transkripcije gena, ¢iji produkti imaju ulogu u napredovanju ¢elijskog

ciklusa i spre¢avanju apoptoze (Karni i sar., 1999; Barre i sar., 2003).

1.3.7.1. Struktura i funkcija STAT3

STAT3 pripada STAT familiji transkripcionih faktora. Sam naziv STAT (eng.
Signal Transducers and Activators of Transcription) oznacava dvostruku funkciju proteina:
prenos hormonskih signala sa povrsine ¢elije do jedra i aktivaciju transkripcije ciljnih gena
u jedru. STAT3 se sastoji od 770 amino kiselina i poseduje Sest strukturno i funkcionalno
ocuvanih domena, karakteristénih za STAT familiju proteina: N-terminalni domen za
oligomerizaciju, domen zavojnice, DNK-vezuju¢i domen, linker domen, SH2 i C-

terminalni domen (Slika 1.12). Preko N-terminalnog domena odvijaju se meduproteinske
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interakcije 1 dimer-dimer interakcije putem kojih se formiraju tetrameri STAT molekula
(Darnell, 1997). U blizini N-terminalnog oligomerizacionog domena nalazi se domen
oznacen kao zavojnica koja se sastoji od Cetiri a-zavojnice (eng. coiled-coil). Ovaj domen
formira veliku hidrofilnu povrsinu koja omogucuje interakcije sa drugim proteinima koji
poseduju iste zavijene strukture (Collum 1 sar., 2000; Kisseleva 1 sar., 2002). U okviru
regiona zavojnice nalazi se NLS sekvenca. DNK-vezuju¢i domen ima strukturu B-ploca
povezanih sa nestrukturalnim petljama (Chen 1 sar., 1998). Ovaj domen odreduje
specificnost STAT proteina prema DNK sekvencama. Broj direktnih mesta preko kojih
aminokiselinski ostaci ostvaruju kontakt sa DNK je mali zbog Cega je za efektivnu
transkripcionu aktivnost vazno kooperativno vezivanje STAT proteina za DNK (McBride 1
sar., 2000). DNK-vezuju¢i domen, takode, sadrzi NLS signal. SH2 domen ima sposobnost
da prepozna fosfotirozniske motive i ima vaznu ulogu u prenosu signala u tri vazna koraka:
usmeravanje STAT proteina ka receptorima prepoznavanjem specifi¢nih fosfotirozinskih
motiva na njima; asocijacija sa aktiviranim JAK enzimima (Gupta i sar., 1996; Barahmand-
Pour 1 sar., 1998); STAT homo- ili heterodimerizacija kojom se uspostavlja interakcija
izmedu SH2 domena jednog STAT monomera i fosfotirozinskog ostatka drugog STAT
monomera (Shuai i sar.,, 1994; Gupta i sar., 1996). C-terminalni region sadrzi

transaktiviraju¢i domen koji je odgovoran za interakciju sa transkripcionim kompleksom.

N-terminalni Coiled/coil DNK-vezuju¢i Linker  SH2 TAD
domen domen domen domen domen domen

Slika 1.12. Shematski prikaz linearne strukture STAT3 (Preuzeto od Bowman i sar., 2000).

U okviru ovog domena se nalaze dva glavna mesta fosforilacije STAT3 proteina: tirozin na

poziciji 705 (Tyr705) 1 serin na poziciji 727 (Ser727). Kao S§to je ve¢ spomenuto
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dimerizacija STAT3 proteina odigrava se preko pTyr705-SH2 interakcije. Fosforilacijom
Ser727 pojacava se transaktivaciona sposobnost STAT3 (Wen i sar., 1995).

STAT3 je prvobitno otkriven i okarakterisan kao faktor koji se aktivira u odgovoru
na IL-6 1 koji indukuje transkripciju gena koji se nalaze pod kontrolom IL-6 citokina (Akira
1 sar., 1994; Minami i sar., 1996). Kasnije je utvrdeno da i drugi citokini i faktori rasta
aktiviraju STAT3 (Runge i sar., 1998). Nakon aktivacije STAT3 indukuje transkripciju
gena ukljucenih u procese proliferacije, diferencijacije, razvica 1 prezivljavanja (Ihle, 1995;
Bromberg i sar., 1996; Akira, 2000). STAT3 je neophodan regulator ranog embrionalnog
razvica jer miSevi kod kojih je uklonjen STAT3 gen umiru oko sedmog dana embrionalnog

razviéa (Takeda i sar., 1997).

1.3.7.2. Uticaj STAT3 na transkripciju

U nestimulisanim ¢elijama STAT3 se nalazi u citoplazmi u latentnoj, neaktivnoj
formi. Nakon stimulacije ekstracelijskim ligandom, JAK kinaze (eng. Janus-activated
kinases) fosforiliSu kriti¢ni tirozin (Tyr705) na C-terminalnom domenu, ¢ime se aktivira
STAT3, §to rezultira njegovom homo- i heterodimerizacijom i premestanjem formiranih
dimera u jedro gde se vezuju za regulatorne elemente gena u okviru HRE (eng. Hormone
Responsive Element) 1 indukuju gensku transkripciju (Darnell, 1997). U okviru HRE
elemenata STAT3 vezuje konsenzus sekvencu 5'-TTCCNGGAA-3' (Decker i Kovarik,
1999). Aktivaciju transkripcije ciljnih gena STAT3 ostvaruje interakcijom sa ko-
aktivatorima koji imaju aktivnost HAT, kao $§to su CBP/p300 i NcoA/SRCla. Nakon
stimulacije ¢elija IL-6, na promotoru ciljnih gena, CBP/p300 i NcoA/SRCla interaguju sa
C-treminalnim transaktivacionim domenom STATS3, ¢ime se stabilizuje otvorena strukura
hromatina i omogucuje transkripcija (Giraud i1 sar., 2002). Aktivaciono dejstvo STAT3
transkripcionog faktora ispoljava se na sledecoj grupi gena: c-myc, Ciklin D1, Bcl-2, Bel-
xL i1 B2-makroglobulin (Bromberg i sar., 1999; Kiuchi i sar., 1999; Zhang i Darnell, 2001;
Yoo i1 sar., 2001). Takode je pokazano da STAT3 aktivira transkripciju CXCLI12 gena u

glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih sudova (Olive i sar., 2008).
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1.3.8. C/EBPa i C/EBPS

C/EBP familiju transkripcionih faktora c¢ine proteini koji se vezuju za
CCAAT/pojacivacki element gena (eng. CCAAT/Enhancer Binding Proteins). C/EBP
proteini pripadaju superfamiliji transkripcionih faktora koja sadrzi domen baznog
leucinskog zatvaraCa (eng. basic Leucine Zipper Domain, bZIP domain) i predstavlja
najvecu 1 najoCuvaniju grupu eukariotskih transkripcionih faktora (Takiguchi, 1998; Niu i
sar., 1999). Transkripcioni faktori iz C/EBP familije se sastoje iz N-terminalnog
transaktivacionog regiona 1 bipartitnog DNK-vezuju¢eg domena, oznacenog kao bZIP
(Slika 1.13B). N-terminalni region se razlikuje izmedu clanova C/EBP familije i1 sadrzi
domene koji deluju kao aktivatori ili inhibitori transkripcije (Williams i sar., 1995). Domen
bZIP se sastoji iz dva dela: baznog regiona, koji ostvaruje interakciju sa DNK i regiona
leucinskog zatvaracCa, koji predstavlja dimerizacioni region odgovoran za homo- i

heterodimerizaciju C/EBP proteina.

A B
Promenljivi region Nepromenljivi
| ,___region
: "BAZNI  LEU '
REGION rajsfer$lus

NH2[ I IIIITTICOOH
Transaktivacija DNK-vezivanje *

Prigusivanje Translokacija
Dimerizacija

COOH COOH

Slika 1.13. Model strukture C/EBP proteina. (A) Slika strukture bZIP regiona homodimera
C/EBPp vezanog za DNK iz proteinske baze podataka (Preuzeto od Ramji i Foka, 2002); (B)

Shematski prikaz linearne strukture bZIP proteina i dimera vezanog za DNK (Preuzeto od Wedel i

Ziegler-Heitbrock, 1995).
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Zbog visokog stepena strukturne i funkcionalne homologije baznog regiona,
C/EBPa 1 C/EBP vezuju identicne DNK sekvence (Ramji 1 Foka, 2002). Dimerizacioni
region predstavlja a-zavojnicu u kojoj je svaka sedma amino kiselina leucin. Homo- 1
heterodimerizacija C/EBP proteina se odvija interakcijom o-zavojnica monomera.
Dimerizacija proteina je preduslov za vezivanje DNK, posto je u formi dimera, baznim
regionima proteina omogucéeno da ostvare specifican kontakt sa DNK cis-regulatornim
elementima (Slika 1.13) (Lamb i McKnight, 1991). Prethodno je spomenuto da C/EBPa i
C/EBP prepoznaju identicne DNK motive u okviru pojac¢ivaca 1 promotora razli¢itih gena,
tako da je odredena optimalna konsenzus palindromska sekvenca 5'-ATTGCGCAAT-3' za

vezivanje ovih genskih regulatornih proteina za DNK (Osada i sar., 1997).

1.3.8.1. C/EBP«a

C/EBPa se javlja u vidu dve izoforme: od 42 kDa (p42) 1 30 kDa (p30), koje nastaju
alternativnom translacijom tj. alternativnim koriS¢enjem razli¢itth AUG inicijacionih
kodona (Calkhoven i sar., 2000). [zoforma p42 se sastoji od 359 amino kiselina, a izoforma

p30, kojoj nedostaje deo N-terminalnog transaktivacionog domena, od 241 amino kiseline

(Slika 1.14A) (Nerlov, 2007).

A
1 3509
C/EBP-u pa2 | T |
118
C/EBP-ut p30 | TR |
B
1 296
cesp-ppis I
22
CIEBP-f p33 )
152
CIEBP-f p20 [

Slika 1.14. Shematski prikaz linearnih struktura C/EBPa i C/EBPp izoformi (Preuzeto od
Nerlov, 2007).
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Pokazano je da p42 ima vecu transkripcionu aktivnost u poredenju sa kracom, p30
izoformom (Descombes i Schibler, 1991; Lin i sar., 1993). Studije na miSevima kod kojih
je uklonjen gen za C/EBPa (C/EBPa-/-) pokazale su da ovaj protein ima kriticnu ulogu u
uspostavljanju 1 odrzavanju energetske homeostaze celije. Vec¢ina (C/EBPa-/-) miSeva
umire u prvim satima nakon rodenja usled hipoglikemije. Pokazano je da C/EBPa reguliSe
transkripciju gena za glikogen sintetazu, enzim neophodan za sintezu glikogena. Takode,
C/EBPa transaktivira i promotore gena, ¢iji su produkti enzimi ukljueni u proces
glukoneogeneze u jetri, fosfoenolpiruvat karboksikinazu (PEPCK) i glukozo-6-fosfatazu
(G6Paza) (Darlington i sar., 1995, Flodby i sar., 1996).

Smatra se da je C/EBPa klju¢ni faktor koji reguliSe diferencijaciju razlic¢itih tipova
¢elija, medu kojima su adipociti, hepatociti 1 hematopoetske celije. Svoju ulogu u
diferencijaciji C/EBPo, sa jedne strane ostvaruje interakcijom sa tkivno specifi¢nim
transkripcionim faktorima, indukujuéi time ekspresiju tkivno specifi¢nih gena, a sa druge
strane inhibicijom c¢elijske proliferacije (Nerlov, 2007). Jedan od mehanizama inhibicije
proliferacije je direktna interakcija C/EBPa sa Cdk 2 i 4, koje predstavljaju kljucne
regulatore napretka celijskog ciklusa. Interakcijom sa C/EBPa sprecava se interakcija Cdk
2 1 4 sa ciklinima, ¢ime je onemoguéeno napredovanje celijskog ciklusa (Wang i sar.,
2001). Pored toga, pokazano je da C/EBPa interferira sa E2F kompleksom i time sprecava
transkripciju gena odgovornih za ulazak ¢elije u S fazu ¢elijskog ciklusa. E2F aktivira
transkripciju gena, €iji su proteinski produkti neophodni za prelazak iz Gl u S fazu
¢elijskog ciklusa (Johnson, 2005). Na transkripcionom nivou C/EBPa sprecava
proliferaciju, tako §to aktivira transkripciju WAF1/CIP1 gena koji kodira p21 protein
(Firestone 1 sar., 2001). Ranije je spomenuto da p21 inhibira kinaznu aktivnost Cdk-2-

Ciklin kompleksa, koji je odgovoran za prelazak u S fazu ¢elijskog ciklusa (el-Deiry i sar.,

1993).
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1.3.8.2. C/EBPS

Alternativnim procesom translacije sa razli¢itih AUG kodona, nastaju tri izoforme
C/EBPf proteina: izoforma molekulske mase od 38 kDa (p38), oznaCava se jos i LAP*
(eng. Liver Activating Protein*), izoforma od 33 kDa (p33), naziva se LAP i izoforma od
20 kDa (p20), oznacava se josS i LIP (eng. Liver Inhibitory Protein) (Slika 1.14B). 1zoforma
p38 se sastoji od 296 amino kiselina, a preostale dve izoforme kojima nedostaje deo N-
terminalnog transaktivacionog domena sastoji se od 274 (p33) i 144 (p20) amino kiselina
(Nerlov, 2007). LIP izoforma funkcioniSe kao dominantan inhibitor posto sa drugim C/EBP
faktorima formira nefunkcionalne heterodimere (Descombes i Schibler, 1991).

Uprkos ¢injenici da je u pojedinim tkivima zabeleZzena konstitutivna ekspresija
C/EBPB, inflamatorni stimulusi, kao S§to su citokini IL-1p i IL-6 imaju sposobnost da
indukuju ekspresiju C/EBPP gena (Descombes i sar., 1990). C/EBPB je ukljucen u
transkripcionu regulaciju gena koji kodiraju: citokine (IL-6, IL-4, IL-5, TNF-a) (Natsuka i
sar., 1992; Davydov i sar., 1995; van Dijk i sar., 1999; Greenwel i sar., 2000), akutno fazne
proteine (serum amyloid A, serum amiloid P i al-kiseli glikoprotein) (Poli, 1998),
antiapoptotske proteine (Bcl-2) (Heckman, i sar., 2003), proteine koji svoju ulogu ostvaruju
u nervnom sistemu (supstanca P, neurokinin A, holin acetiltransferaza) (Robert i sar., 2002;
Kovacs 1 sar., 2006). Pored toga, C/EBPJ zajedno sa C/EBPa ucestvuje u adipogenezi i
hematopoezi, indukcijom transkripcije tkivno specificnih gena (Calkhoven i sar., 2000;
Choy i1 Derynck, 2003). Calonge i sar. (2009) su pokazali da, uprkos Cinjenici da je C/EBPf
neophodan za bazalnu transkriciju CXCL12 gena u astrocitima i ¢elijama strome, C/EBPf3
snazno indukuje aktivnost CXCL12 promotora nakon stimulacije ¢elija IL-1[ 1 IL-6, kao 1
u uslovima celijske konfluentnosti. Takode, u ¢elijama promijelocitne leukemije C/EBPJ3
ucestvuje u bazalnoj transkripcjiji CXCLI12 gena 1 u indukciji CXCLI12 ekspresije, posle
tretmana Celija sa ATRA (eng. all-trans-retinoic acid) (Kim i sar., 2007).

Transaktivaciona aktivnost C/EBP regulisana je na vise nivoa. Da li ¢e C/EBPJ
imati aktivaciono ili inhibitorno dejstvo na gensku transkripciju, zavisi prevashodno od

odnosa LAP i LIP izoformi (Calkhoven i sar., 2002; Nerlov, 2007). Takode, fosforilacija
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igra vaznu ulogu u modulaciji aktivnosti 1 funkcije C/EBPP proteina. Fosforilacijom
treonina Thr235 od strane MAP kinaze (mitogen-aktivirane protein kinaze) i serina Ser105
od strane protein kinaze C i p38 kinaze indukuje se transaktiviraju¢i potencijal C/EBPf
proteina (Engelman i sar., 1998; Zhu i sar., 2002). Sa druge strane, Akt kinaza, suprimira
transaktivacionu sposobnost C/EBPJ fosforilacijom N-terminalnog regiona (Guo 1 sar.,

2001).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Budu¢i da je gubitak beta Celija prisutan u oba tipa dijabetesa, neophodno je pronaci
nacine za ocuvanje funkcionalnih beta ¢elija. Identifikacija gena, ¢iji su proteinski produkti
kljucni za normalno funkcionisanje i1 prezivljavanje beta ¢elija, kao i1 rasvetljavanje
molekularnih mehanizama regulacije njihove genske ekspresije mogu doprineti razvoju
novih strategija za prevenciju i leenje dijabetesa. To znaci da bi se identifikacijom, a
potom i ciljanom indukcijom ili supresijom transkripcionih faktora koji reguliSu
transkripciju gena koji omogucuju funkcionisanje beta ¢elija, mogli unaprediti terapeutski
pristupi za leCenje dijabetesa. Jedan od primera ciljane genske indukcije u terapiji
dijabetesa je transkripcioni faktor Pdx-1, ¢ija pojacana ekspresija nakon primene
terapeutika omogucuje ocuvanje funkcionalnih beta celija kod pacijenata obolelih od
dijabetesa (Stoffers i sar., 2000). Hemokin CXCL12 je faktor koji na viSe nac¢ina doprinosi
ocuvanju funkcionalnih beta ¢elija. U odgovoru na povredu beta ¢elije CXCL12 sa jedne
strane pospeSuje prezivljavanje beta ¢elija (Yano i sar., 2007; Liu i sar., 2011), dok se druge
strane ucestvuje u transdiferencijaciji alfa u beta celije (Habener i Stanojevic, 2012a). Ono
Sto ¢ini CXCL12 posebno zanimljivim kandidatom za terapeutskog agensa u lecenju
dijabetesa je mogucénost njegove indukcije u odgovoru na povredu beta celije (Liu 1 sar.,
2011), Sto ga ¢ini urodenim odbrambenim proteinom. Uprkos c¢injenici da CXCL12
predstavlja obecavajuéi terapeutski agens za tretman dijabetesa, molekularni mehanizmi
regulacije njegove ekspresije u beta celijama su potpuno nepoznati. Rasvetljavanjem
molekularnih mehanizama transkripcione regulacije Cxc//2 u beta ¢elijama, mogle bi se
unaprediti strategije za tretman dijabetesa. Od posebnog je interesa razjasniti mehanizme
regulacije ekspresije Cxc/I2 nakon primene dijabetogenog agensa na beta ¢elije. Shodno

tome, postavljeni su slede¢i ciljevi doktorske teze:

1 Ispitati protektivno dejstvo CXCL12 na beta ¢elije. Pomocu eseja za ispitivanje

¢elijske vijabilosti i procenu DNK osteé¢enja utvrdilo bi se da li CXCL12 uti¢e na
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ocuvanje DNK integriteta i prezivljavanje beta ¢elija u uslovima oksidativnog stresa

izazvanog dijabetogenim stimulusom.

2. Ispitati molekularne mehanizme transkripcione regulacije gena za CXCL12 u

beta Celijama u fizioloSkim uslovima. Pomo¢u kompjuterskih predikcija mapirali

bi se promotor i RAM elementi u uzvodnom 5' regionu CXCL12 gena (Cxcll2)
pacova. In vitro 1 in vivo tehnikama identifikovali bi se transkripcioni faktori sa
afinitetom za vezivanje promotora Cxcl/2. Na osnovu afiniteta za vezivanje
promotora izvrSio bi se odabir transkripcionih faktora c¢ija bi se uloga u
transkripcionoj regulaciju CXCLI12 gena u beta celijama podrobnije ispitala.
Analizom meduproteinskih interakcija izmedu identifikovanih transkripcionih
regulatora CXCL12 gena, ispitalo bi se da li nukleoproteinski kompleksi regulisu
ekspresiju Cxcli2. Ukoliko se detektuje prisustvo RAM elemenata u 5' regionu
Cxcli2, izucavale bi se interakcije izmedu RAM-vezujucih proteina i detektovanih

RAM elemenata.

3. Analiza transkripcije CxclI2 u uslovima oksidativnhog stresa izazvanog

dijabetogenim stimulusom. Koris¢enjem in vivo tehnike hromatinske

imunoprecipitacije ispitala bi se transkripciona regulacija Cxc//2 nakon tretmana

beta ¢elija dijabetogim agensom tj. u uslovima oksidativnog stresa.

4. Ispitati uticaj CXCL12 na ekspresiju transkripcionih faktora koji u¢estvuju u

regulaciji njegove transkripcije. Pomoc¢u imunoblot analize utvrdilo bi se da li

hroni¢no prisustvo pojacano eksprimiranog CXCLI2 utice na ekspresiju
transkripcionih faktora za koje je pokazano da su ukljuceni u regulaciju njegove

ekspresije.
Na osnovu rezultata dobijenih u doktorskoj tezi pokusace da se postave hipoteticki

modeli koji bi rasvetlili molekularne mehanizme transkripcione regulacije gena za CXCL12

u bazalnim i u uslovima oksidativnog stresa izazvanog dijabetogenim stimulusom.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. CELIJSKA KULTURA

Celijska linija, insulinoma beta éelija pacova (Ratus norvergicus), Rin-5F (wt)
(ATCC-CRL-2058) kao i Rin-5F klon ¢elije koje poseduju stabilno integrisan gen za
humani CXCLI12 (#1), (dobijen ljubaznos¢u dr Ludwig-a Wagner-a, Odeljenje interne
medicine III, Medicinski univerzitet u Becu, Austrija) gajene su u RPMI medijumu
(Roswell Park Memorial Institute medium, PAA Laboratories GmbH), u koji je dodat 10%
fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum, FBS) i1 antibiotici (50 units/ml penicilina i 50
pg/ml streptomicina).

Misja (Mus musculus) tumorska linija fibroblasta NIH3T3 (ATCC-CRL-1658) i
NIH3T3 sa utiSanim genom za PARP-1 (PARP-]'/ " Celije) (dobijene ljubaznos¢u dr Valérie
Schreiber, Département Intégrit¢ du Génome UMR7175-LC1 CNRS, Strasbourg,
Francuska), gajene su u modifikovanom Dubelko medijumu (Dubelco's Modified Eagle
Medium-DMEM, PAA Laboratories GmbH) u koji je dodat 10% FBS 1 antibiotici (50
units/ml penicilina i 50 pg/ml streptomicina).

Sve ¢elijske linije gajene su na temperaturi od 37°C u atmosferi od 5% CO,. Kada

su ¢elije dostigle stanje potpune konfluentnosti, tripsinizovane su i kultivisane ponovo.

3.2. TEST VIJABILNOSTI CELIJA

Vijabilnost Rin-5F (wt 1 #1) celija ispitana je 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromid (MTT) esejom. Rin-5F Celije sejane su u sterilne ploce sa 96 bunari¢a
ravnog dna, i po dostizanju 70% konfluentnosti tretirane su sa rastu¢im koncentracijama
STZ-a (0,1-15 mM), 24 h na 37°C. U odredenim eksperimentima Rin-5F wt ¢elije su pre-
tretirane rastu¢im koncentracijama 3AB-a (0,2-50 puM) 30 min, nakon cCega je sledio
tretman sa 5 mM STZ-om u naredna 24 h. Nakon uklanjanja medijuma, u svaki bunari¢
dodato je 200 pul MTT-a (Sigma, M5655), koncentracije 0,5 mg/ml rastvorenog u RPMI

medijumu. Celije su inkubirane 2 h na 37°C u mraku. Po isteku inkubacije MTT medijum
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je odliven, a u svaki bunari¢ sa ¢elijama naliveno je 100 pl dimetil sulfoksida (DMSO) u
cilju rastvaranja nastalih kristala formazana. Apsorbanca je izmerena na 570 nm.
Vijabilnost ¢elija je izrazena u procentima, nakon poredenja sa kontrolnim ¢elijama za koje

se smatra da su 100% vijabilne.

3.3. TEHNIKE ZA MANIPULACIJU PROTEINSKIM UZORCIMA

3.3.1. IZOLACIJA CELIJSKOG LIZATA

Celijski lizat izolovan je sa ProteoJET Mammalian Cell Lysis Reagent-om
(Fermentas), po preporuci proizvodaca. Rin-5F celije sejane su u sterilne ploCe sa 6
bunari¢a ravnog dna, i po dostizanju 80% konfluentnosti pokupljene su u 1 ml PBS pufera
(20 mM Na,HPO4, 10 mM KCI, 70 mM KH,PO4, 340 mM NaCl, pH 7.4). Celije su
prebacene u novu ependorf epruvetu i centrifugirane na 250 x g, 5 min. Po zavrSetku
centrifugiranja, supernatant je odstranjen, a talog celija resuspendovan je u 20 zapremina
ProteoJET Mammalian Cell Lysis Reagent-a. Uzorci su inkubirani 10 min na rotirajucoj
platformi na sobnoj temperaturi. Celijski lizati su pre¢is¢eni centrifugiranjem uzoraka na
16.000 x g, 15 min. Supernatant, koji sadrzi Celijski lizat prebacen je u novu ependorf

epruvetu, alikvotiran 1 ¢uvan na -80°C.

3.3.2. IZOLACIJA JEDARNIH I CITOSOLNIH PROTEINA

Izolacija jedarnih 1 citosolnih proteina izvrSena je sa ProteoJET Cytoplasmic and
Nuclear Protein Extraction Kit-om (Fermentas) po uputstvu proizvodaca. Alikvot od 3 x
10" Rin-5F éelija je ispran sa PBS-om, centrifugiranjem na 250 x g, 5 min na sobnoj
temperaturi. Talog ¢elija je resuspendovan u 1 ml hladnog pufera za lizu (Cell lysis buffer)
u koji je dodat koktel proteaznih inhibitora Miks G (Serva) (1X) i DTT (1 mM). Nakon
toga Celije su inkubirane 10 min na ledu, uz povremeno muckanje. Celije su zatim
centrifugirane 7 min na 500 x g na 4°C, da bi se razdvojila citosolna od jedarne proteinske

frakcije. Nakon centrifugiranja supernatant, koji sadrzi citosolne proteine, je pazljivo
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odliven u novu ependorf epruvetu, a zatim je ponovljeno centrifugiranje citosolnih proteina
15 min na 20.000 x g na 4°C zarad odstranjivanja mogu¢e kontaminacije proteinima iz
taloga. Supernatant, koji predstavlja citosolne proteine, prebacen je u novu ependorf
epruvetu 1 cuvan je na -80°C. Jedarni talog je ispran dva puta sa 500 ul hladnog pufera za
ispiranje jedara (Nuclei washing buffer) u koji je dodat koktel proteaznih inhibitora Miks G
(Serva) (1X) i DTT (3 mM). Zatim su jedra centrifugirana 7 min na 500 x g na 4°C i
supernatant je pazljivo odliven. Jedarni talog je resuspendovan u 150 pl hladanog pufera za
cuvanje jedara (Nuclei storage buffer) u koji je dodat koktel proteaznih inhibitora Miks G
(Serva) (1X) 1 DTT (5§ mM). U jedarnu suspenziju dodato je 15 pl hladnog reagensa za
liziranje jedara (Nuclei lysis reagent) i jedra su inkubirana 15 min na ledu, uz povremeno
muckanje. Zatim su jedra centrifugirana 5 min na 20.000 x g, na 4°C. Supernatant, koji
sadrzi lizat jedarnih proteina, prebacen je u novu ependorf epruvetu, alikvotiran i ¢uvan na -

80°C.

3.3.3. TALOZENJE PROTEINA TRIHLORSIRCETNOM KISELINOM

U cilju detekcije prisustva CXCL12 proteina koji izluCuju wt i #1 celije, istalozeni
su proteini iz medijuma u kome su gajene celije. Rin-5F celije (wt 1 #1) sejane su u sterilne
plo¢e sa 6 bunarica ravnog dna. Po dostizanju 70% konfluentnosti uklonjen im je
kompletan medjium i zamenjen sa RPMI koji nije sadrzao FBS. Celije su inkubirane u
ovom medijumu preko no¢i na 37°C. Sutradan, pokupljen je celijski supernatant koji je
inkubiran sa 13% trihlorsiréetnom kiselinom (eng. trichloroacetic acid, TCA), 1 h na 4°C.
Zatim su uzorci centrifugirani na 16.000 x g, 5 min na 4°C. Talog je ispran u 70% etanolu,
a potom ponovo centrifugiran na 16.000 x g, 5 min na 4°C. Nakon centrifugiranja, etanol je

uklonjen, a dobijeni talog proteina rastvoren u je Laemmli puferu.

3.3.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Koncentracije proteina odredene su metodom Lowry-ja 1 sar. (1951). Uzorak

proteina zapremine 5 pl razblazen je vodom do finalne zapremine od 200 pl i pomesan sa 1
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ml sveze pripremljenog rastvora koji se dobija meSanjem 1 ml 1% CuSQOy4, 1 ml 2% K-Na-
tartarata 1 49 ml 4% Na,CO3 1 49 ml 0,2 N NaOH. Smesa je promeSana i inkubirana 10 min
na sobnoj temperaturi posle Cega je uzorcima dodato 100 pl Folinovog reagensa
razblazenog u odnosu 1:1 (v/v) sa vodom. Posle 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi,
merena je apsorbanca uzoraka na 750 nm. Koncentracije proteina su ocitavane sa
standardne prave (A7s0) u funkciji koncentracije proteina, dobijene odredivanjem

apsorbance standardnih koncentracija serumskog albumina goveda.

3.4. ELEKTROFORETSKE TEHNIKE ZA RAZDVAJANJE PROTEINA

3.4.1. ELEKTROFORETSKO RAZDVAJANJE PROTEINA POD DENATURISUCIM
USLOVIMA (GLICINSKA SDS-PAGE)

Za razdvajanje 1 karakterizaciju proteina prema molekulskim masama, koris¢ena je
tehnika jednodimenzionalne elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-
dodecilsulfata i glicina (glicinska SDS-PAGE). Jednodimenzionalno razdvajanje proteina
po molekulskim masama radeno je po modifikovanoj metodi (Sambrook i sar., 1989), koju
je postavio Laemmli 1970. godine.

Elektroforeza je radena u Bio-Rad sistemu (Mini-PROTEAN II, Electrophoresis
Cell. Cat. Num. 165-2940). Za elektroforetsko razdvajanje proteina koris¢en je 12%
poliakrilamidni gel u 0,375 M Tris-HCL, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,05% amonijum-persulfat
(AMPS) 1 0,05% TEMED (tetrametilendiamin). Preko polimerizovanog gela nalivao se 4%
gel za skoncentrisavanje uzorka koji je sadrzao: 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% SDS,
0,05% AMPS i 0,1% TEMED. Elektrodni pufer koji se naliva u rezervoare sadrzi 0,192 M
glicin, 25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1 0,1% SDS (Laemmli, 1970). Proteini se rastvaraju u
puferu za uzorke (2% SDS, 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% ME i 8,8% glicerol). U ovom
puferu, proteini se denaturiSu zagrevanjem u kljucaloj vodi u trajanju od 4 min, a potom se
centrifugiraju na 10.000 x g, 3 min. Pripremljeni uzorci proteina se ekvilibriSu na sobnoj
temperaturi pre nanoSenja na gel. Uzorci proteina putuju pod naponom od 0,12 kV u gelu

za skoncentrisavanje, odnosno 0,15 kV kroz gel za razdvajanje u trajanju od jednog sata. Po

51



zavrSetku elektroforeze gelovi su bojeni Coomassie plavim ili su koriS¢eni za prenos

elektroforetski razdvojenih proteina na membrane.

3.4.2. ELEKTROFORETSKO RAZDVAJANJE PROTEINA MALE MOLEKULSKE
MASE POD DENATURISUCIM USLOVIMA (TRICINSKA SDS-PAGE)

U cilju detekcije CXCLI12 proteina, koji je male molekulske mase (12 kDa),
proteini istaloZzeni iz supernatanta Rin-5F ¢elija razdvojeni su na jednodimenzionalnoj
elektroforezi u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-dodecilsulfata i tricina
(tricinska SDS-PAGE) po metodi Shagger i von Jagow (1987). Elektroforeza je radena u
Bio-Rad sistemu (Mini-PROTEAN II, Electrophoresis Cell. Cat. Num. 165-2940). Za
elektroforetsko razdvajanje proteina koris¢en je 10% poliakrilamidni gel u puferu za gel (3
M Tris, pH 8,45, 0,3% SDS), 16,67% glicerolu, 0,05% AMPS i 0,05% TEMED. Preko
polimerizovanog gela nalivao se 4% gel za skoncentrisavanje uzorka koji je sadrzao: pufer
za gel (3 M Tris, pH 8,45, 0,3% SDS), 0,05% AMPS i 0,1% TEMED. Anodni pufer ¢inio
je 200 mM Tris, pH 8,9, dok se katodni pufer sastojao od 100 mM Tris, 100 mM Tricin i
0,1 % SDS. Proteini iz supernatanta ¢elija, rastvoreni u Laemmli puferu, su naneSeni na gel
1 elektroforeza je putovala na 0,2 kV, 45 min na 4°C. Po zavrsetku elektroforeze razdvojeni

proteini su sa gela preneSeni na membranu.

3.5. PRENOS PROTEINA NA MEMBRANU

Proteini razdvojeni na jednodimenzionalnoj SDS-PAGE preneti su na odgovarajuce
membrane pod uticajem elektricne struje po metodi Burnette-a (1981). KoriSé¢ene su PVDF
membrane (polyvinylidene difluoride, Hybond-P, RPN303F, Amersham Pharmacia
Biotech), koje su optimizirane za prenos proteina. Prenos je raden u mini aparatu za transfer
(Bio-Rad, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell). Nakon elektroforeze gel i
membrana su inkubirani 30 min u hladnom puferu za transfer (25 mM Tris-HCI, pH 8,3,
192 mM glicin, 20% metanol). Pod uticajem konstantne struje prenos je iSao preko noci na

0,03 kV 1 40 mA. Po zavrSenom transferu membrana je bojena bojom Ponceau-S (1%
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Ponceau-S u 5% siréetnoj kiselini), a gel Coomassie-plavim radi provere ispravnosti toka

transfera i elektroforeze. Membrane su dalje koris¢ene za imunoblot analizu.

3.6. IMUNOBLOT ANALIZA PROTEINA - WESTERN BLOT

Imunoloska detekcija proteina radena je po modifikovanoj metodi Towbin 1 sar.
(1979). Proteini su razdvojeni na jednodimenzionalnoj SDS-poliakrilamidnoj gel
elektroforezi 1 preneseni na PVDF membrane. Membrane su zatim isprane 2 do 3 puta u
trajanju od 10 min, u 0,2 % rastvoru Tween 20 u TBS puferu (20 mM Tris-HCI (pH 7,6),
150 mM NaCl) skraceno TBS-T. Nakon ispiranja, proteini na membrani su blokirani
inkubiranjem membrane u 5% nemasnom mleku rastvorenom u TBS-T puferu, 1 h, na
sobnoj temperaturi uz lagano muckanje. Filteri su zatim isprani sa dve brze izmene pufera i
tri puta po 5 min u TBS-T puferu. Membrane su potom inkubirane sa primarnim antitelom
razblazenim u odgovaraju¢em odnosu sa 3% mlekom u TBS-T puferu, 2 h na sobnoj
temperaturi uz lagano muckanje. Po zavrSenoj inkubaciji, membrane su isprane sa dve brze
izmene pufera i 5 puta po 5 min u TBS-T puferu. Filteri su zatim inkubirani sa sekundarnim
antitelom koje je konjugovano peroksidazom (HRP) u odgovarajuéem razblaZenju, u
rastvoru 3% mleka u TBS-T, 1 h na sobnoj temperaturi uz lagano muckanje. Nevezana
sekundarna antitela su potom odstranjena ispiranjem, nekoliko puta po 5 min u rastvoru
TBS-T. Nakon toga, radena je vizuelizacija nagradenih kompleksa antigen-antitelo
bojenjem membrane luminol reagensom (Western Blotting Chemiluminescence Luminol
Reagent, Solution A and Solution B, Santa Cruz Biotechnology, sc-2048) i stavljanjem pod
filmove (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, RPN3103K) prema uputstvima
proizvodaca.

Kvantifikacija proteina je uradena u programu TotalLab (Phoretix) v1.1 i izraZena je
u relativnim jedinicama.

U eksperimentima su koriS¢ena sledeca primarna antitela: poliklonalno anti-PARP-1
antitelo (Santa Cruz, H-250) u razblazenju 1:1000, poliklonalno anti-YY1 antitelo (Santa
Cruz, H-414) u razblazenju 1:250, poliklonalno anti-C/EBPJ antitelo (Santa Cruz, C-19) u

razblazenju 1:750, monoklonalno anti-Sp1 antitelo (Santa Cruz, E-3) u razblazenju 1:250,
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poliklonalno anti-p53 antitelo (Santa Cruz, FL-393) u razblazenju 1:750, poliklonalno anti-
STAT3 antitelo (Santa Cruz, H-190) u razblazenju 1:1000, poliklonalno anti-FKHRLI1
antitelo (Santa Cruz, H-144) u razblazenju 1:250, poliklonalno anti-HMG-I/HMG-Y
antitelo (Santa Cruz, FL-95) u razblazenju 1:250, poliklonalno anti-C/EBPa antitelo (Santa
Cruz, 14AA) u razblaZzenju 1:500, poliklonalno anti-SDF-1 (Santa Cruz, FL-93) u
razblaZenju 1:250, poliklonalno anti-NF-xB p65 antitelo (Santa Cruz, C-20) u razblazenju
1:750, poliklonalno anti-kaspaza 3 antitelo (Santa Cruz, H-277) u razblazenju 1:750,
monoklonalno anti-PAR antitelo (ALEXIS, H10) u razblazenju 1:1600 i poliklonalno anti-
B-aktin antitelo (Abcam, ab8227) u razblazenju 1:2000. Kao odgovaraju¢a sekundarna
antitela koriS¢ena su: za PARP-1, YY1, C/EBPpB, p53, STAT3, FKHRLI, HMGI/Y,
C/EBPa, kaspaza 3, NF-kB p65 i1 B-aktin anti-zecje antitelo (Santa Cruz, sc-2004), a za Spl
1 PAR anti-mi§je antitelo (Cell Signaling). Sva sekundarna antitela su koriS¢ena u

razblaZenju 1:2000.

3.7. KO-IMUNOPRECIPITACIJA PROTEINA

3.7.1. PRIPREMA CELIJSKOG LIZATA

Alikvot od 107 Rin-5F wt ¢elija ispran je sa 10 ml PBS-a i centrifugiran je 10 min
na 400 x g na 4°C. Supernatant je odliven i ispiranje je ponovljeno dva puta. Talog ¢elija je
resuspendovan u 1 ml hladnog pufera za lizu (50 mM Tris-HCL, pH 8,0, 150 mM NaCl,
0,1% Triton-X100) u koji je dodat 0,2 mM PMSF 1 koktel proteaznih inhibitora Miks G
(Serva) (1X) 1 inkubiran 30 min na ledu, uz povremeno muckanje. Lizirane ¢elije su zatim
centrifugirane 15 min na 10.000 x g na 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant, koji

predstavlja ¢Celijski lizat, prebacen je u novu ependorf epruvetu, alikvotiran i ¢uvan na -

80°C.
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3.7.2. PRIPREMA CELIJSKOG LIZATA ZA IMUNOPRECIPITACIIU

Priprema ¢elijskog lizata za imunoprecipitaciju podrazumeva njegovo precis¢avanje
pred inkubaciju sa primarnim antitelom od interesa. Sto mikrolitara agaroznih kuglica
kuplovanih sa proteinom A/G (Santa Cruz, sc-2003) prebaceno je u ependorf epruvetu.
Agarozne kuglice su resuspendovane u 450 ul ohladenog pufera za lizu ¢elija (50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,1% Triton-X100 u koji je dodat 0,2 mM PMSF). Posle
mesanja uzorak je centrifugiran 1 min na 10.000 x g na 4°C. Ispiranje agaroznih kuglica je
dva puta ponovljeno na isti na¢in. Posle poslednjeg ispiranja na talog kuglica je dodato 50
ul hladnog pufera za lizu. Ovih 50 pl preciS¢enih agaroznih kuglica prebaceno je u drugu
ependorf epruvetu, u kojoj je bilo 500 ul lizata Rin-5F wt ¢elija (Materijal 1 metode; 3.7.1).
Lizat je inkubiran sa kuglicama 1 h na ledu. Nakon inkubacije kompletan sadrzaj je
centrifugiran na 10.000 x g, 10 min na 4°C. Dobijeni supernatant sa preciS¢enim lizatom

prebacen je u novu ependorf epruvetu.

3.7.3. REAKCIJA IMUNOPRECIPITACIJE

U 500 pl precis¢enog lizata Rin-5F wt celija dodato je 5 pl (1 pg) primarnog
antitela na protein od interesa. Inkubacija sa antitelom je trajala 2 h na 4°C. Na kompletnu
smesu posle inkubacije, dodato je 100 ul ispranih agaroznih kuglica koje su kuplovane sa
proteinom A/G. Inkubacija je nastavljena 1 h na 4°C na rotirajucoj platformi. Nakon
inkubacije uzorak je centrifugiran na 10.000 x g, 1 min na 4°C. Supernatant je pazljivo
odliven, a talog kuglica ispiran 5 puta sa 500 pl ohladenog pufera za lizu. Posle poslednjeg
ispiranja supernatant je pazljivo odklonjen, a na talog smo dodali 50 ul pufera za
elektroforezu. Talog je vorteksovan i zagrevan na 100°C, 10 min. Nakon zagrevanja uzorak
je centrifugiran na 10.000 x g, 5 min i supernatant je prebacen u novu ependorf epruvetu.
Nakon ovakve pripreme uzorak je spreman za nanoSenje na gel i za elektroforetsko
razdvajanje.

U odvojenim eksperimentima koriS¢ena su razli¢ita primarna antitela: anti-PARP-1

antitelo (Santa Cruz, H-250), anti-YY1 antitelo (Santa Cruz, H-414), anti-C/EBPJ antitelo
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(Santa Cruz, C-19), anti-Sp1 antitelo (Santa Cruz, E-3), anti-p53 antitelo (Santa Cruz, FL-
393), anti-FKHRL1 antitelo (Santa Cruz, H-144) i anti-C/EBPa antitelo (Santa Cruz,
14AA).

3.8. TEHNIKE ZA MANIPULACIJU NUKLEINSKIM KISELINAMA

3.8.1. IZOLOVANJE GENOMSKE DNK

Alikvot od 1,5 x 10" Rin-5F wt éelija ispran je sa PBS-om. Celije su
resuspendovane u 3 ml modifikovanog Bredlijevog pufera (Modified Bradley buffer) pH
7,5 (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2mM EDTA, 10 mM NacCl, 0,5% SDS) u koji je dodato 60
pg proteinaze K i inkubirane preko noc¢i na 55°C. Sutradan, uzorci su inkubirani 30 min na
sobnoj temperaturi. Nakon toga dodata je 1 zapremina rashladenog apsolutnog etanola u
koji je dodat 75 mM Na-acetat. Uzorci su inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi, uz
povremeno muckanje. DNK je stalozena centrifugiranjem na 5.000 x g, 5 min na sobnoj
temperaturi. Talog je nakon etanolske precipitacije, ispran sa 1 ml 70% rashladenog
etanola, a zatim su uzorci inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi. Ispiranje DNK sa 70%
etanolom, ponovljeno je dva puta i nakon poslednjeg ispiranja, etanol je potpuno uklonjen,
a talog DNK osuSen dok sav etanol nije ispario. Talog DNK je rastvoren TE puferu, (1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,6), alikvotiran i ¢uvan na -20°C. Koncentracija i istoca

genomske DNK odredena je merenjem apsorbance na 260 nm i 280 nm.

3.8.2. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE

Lancana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR) kori$¢ena je za
umnozavanje promoterske sekvence gena za CXCL12 pacova (Cxcl12) i RAM 4 elementa
(region asocijacije sa jedarnim matriksom) koji se nalazi uzvodno od Cxcl/2 promotora, na
poziciji -1725/-1592 bp. Za umnozavanje DNK fragmenata, kori¢en je DreamTaq"™ PCR
Master Mix (2X) (Fermentas) po uputstvima proizvodaca. Reakciona smeSa za PCR

reakciju sastojala se od 12,5 pl DreamTaq ™ PCR Master Mix-a (2X), 2 pl ,,forward* (fw) i
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2 ul ,reverse“ (rev) prajmera (finalne koncentracije 0,8 pM), DNK matrice (1,5 pg) i
sterilne vode bez nukleaza, koja je dodata do ukupne zapremine PCR reakcije 25 pl.
Sekvence koris¢enih prajmera prikazane su u Tabeli 3.1. Uslovi PCR reakcije za
umnozavanje Cxcl/12 promotora bili su: inicijalna denaturacija DNK 5 min na 95°C, zatim
prvi ciklus, koji se sastojao od 30 s denaturacije na 95°C, 30 s za vezivanje prajmera na
63°C 1 90 s polimerizacije DNK lanca na 72°C. Prvi ciklus je ponovljen 5 puta. Drugi ciklus
se sastojao od 30 s denaturacije na 95°C, hibridizacije prajmera 30 s na 65°C 1 90 s
elongacije na 72°C. Drugi ciklus je ponovljen 35 puta. Nakon toga je sledila finalna
ekstenzija DNK lanca na 72°C, 5 min. PCR reakcija za umnozavanje RAM 4 elementa
odvijala se po slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija 5 min na 95°C, nakon toga je
sledio ciklus koji se sastojao od 30 s DNK denaturacije na 95°C, 30 s hibridizacije prajmera
na 58°C 1 90 s polimerizacije na 72°C. Ciklus je ponovljen 40 puta. Poslednji korak je bio

finalna ekstenzija DNK lanca 5 min na 72°C.

Tabela 3.1. Sekvence prajmera koriS¢enih u PCR-u za EMSA, ChIP i kloniranje.

Naziv prajmera Sekvenca para prajmera 5°- 3’ DuZina fragmenta (bp)

Promotor za EMSA 5°-biotin-CAGCACAGCCCTACGTTAGA-3’ 739
5¢-biotin-ACAGAGCTGCGAGCCTTGCC-3’

RAM 4 element 5¢-biotin-GAGTAGGTTTTACCCAAGAG-3’ 134
5¢-biotin-GATACCTGACGCCTGTATAA-3’

Fragment 1 za ChIP 5'-CAGCACAGCCCTACGTTAGA-3’ 246
5'-AGAGGCGAAACTGTGTTCCA-3’

Fragment 2 za ChIP 5'-TGGAACACAGTTTCGCCTCT-3’ 265
5'-AAGGGGCGTGTCTGAAGTGT-3’

Fragment 3 za ChIP 5'-ACACTTCAGACACGCCCCTT-3’ 268
5'-ACAGAGCTGCGAGCCTTGCC-3’

Promotor za kloniranje  5’-GGTCGATACTAGTTTGTAAAGACACCAATGACC-3" 1901
5’-CCTAAGCCTCGAGTGGGCGGGAGGGCGCGCCGGAGGCT-3’
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Pomoéu PCR-a umnozeni su fragmenti 1, 2 i 3 CxclI2 promotora, nakon
hromatinske imunoprecipitacije. Reakciona smesSa za PCR reakciju sadrzala je: 12,5 ul
DreamTaq'™” PCR Master Mix-a (2X), 2 pl fw i 2 pl rev prajmera (oba finalne
koncentracije 0,8 pM), 3,5 ul sterilne vode bez nukleaza 1 5 pul DNK matrice. Za
umnozavanje promotorskih fragmenata koriS¢ene su sekvence prajmera prikazane u Tabeli
3.1. PCR reakcija za fragmente 1 i 2 promotora, odvijala se u slede¢im uslovima: inicijalna
denaturacija DNK 5 min na 95°C, nakon toga je sledio ciklus koji se sastojao od 30 s
denaturacije na 95°C, 30 s vezivanja prajmera na 55°C i 90 s polimerizacije na 72°C. Ciklus
je ponovljen 40 puta. ZavrSna elongacija DNK bila je 5 min na 72°C. Uslovi PCR reakcije
za umnozavanje fragmenata 3 Cxcl/l2 promotora bili su: inicijalna denaturacija DNK 5 min
na 95°C, zatim prvi ciklus, koji se sastojao od 30 s denaturacije na 95°C, 30 s za
hibridizaciju prajmera na 55°C i 90 s polimerizacije na 72°C. Prvi ciklus je ponovljen 5
puta. Drugi ciklus se sastojao od 30 s denaturacije na 95°C, vezivanja prajmera 30 s na
58°C 1 90 s elongacije na 72°C. Drugi ciklus je ponovljen 35 puta. Nakon toga je sledila
finalna ekstenzija DNK lanca na 72°C 5 min. Za kontrolu imunoprecipitacije hromatina,
radena je PCR reakcija sa pozitivnim prajmerima za -aktin, obezbedenim od proizvodaca
(ChIP-IT™ Express, Active Motif). U reakciju je dodato 12,5 ul DreamTaq' " PCR Master
Mix-a (2X), 4 pl B-aktin prajmer miksa, 3,5 pl sterilne vode bez nukleaza i 5 ul DNK
matrice. PCR reakcija se odvijala u slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija DNK 5 min
na 95°C, nakon toga je sledio ciklus koji se sastao od 30 s denaturacije na 95°C, 30 s
vezivanja prajmera na 59°C i 90 s polimerizacije na 72°C. Ciklus je ponovljen 40 puta.
Zavr$na elongacija DNK bila je 5 min na 72°C.

PCR reakcija je koriS¢ena za umnozavanje Cxc/l/2 promotora koji je ukloniran u
vektor pMDICluc. Reakciona smesa za PCR reakciju sastojala se od 12,5 pl DreamTaq™
PCR Master Mix-a (2X), 2 ul ,,forward* (fw) 1 2 ul ,,reverse (rev) prajmera (oba finalne
koncentracije 0,8 pM), DNK matrice (100 ng) i sterilne vode bez nukleaza, koja je dodata
do ukupne zapremine PCR reakcije 25 pl. Sekvence prajmera date su u Tabeli 3.1. Fw
prajmer je sadrzao restrikciono mesto za Spel restrikcionu endonukleazu, dok se u okviru
rev prajmera nalazilo restrikciono mesto za Xhol restrikcioni enzim. Uslovi PCR reakcije

bili su: inicijalna denaturacija DNK 15 min na 95°C, nakon toga je sledio ciklus koji se
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sastojao od 1 min denaturacije na 94°C, 1 min za vezivanja prajmera na 57°C i 90 s
polimerizacije na 72°C. Ciklus je ponovljen 40 puta. Zavr$na elongacija DNK bila je 10

min na 72°C.
3.8.3. PCR U REALNOM VREMENU

Transkripcija gena analizirana je pomoc¢u PCR-a u realnom vremenu ili

kvantitativnog PCR-a (eng. real-time PCR, qPCR).
3.8.3.1. Priprema uzoraka i izolacija totalne RNK

Rin-5F wt 1 klon #1 celije sejane su u sterilne ploce sa 6 bunari¢a ravnog dna, i
nakon dostizanja 80% konfluentnosti izolovana je totalne RNK. U pojedinim
eksprimentima Rin-5F wt ¢elije su po dostizanju 80% konfluentnosti tretirane sa 5 mM
STZ-om (ECsp) u razli¢itim vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 6 h). U odredenim
eksperimentima celije su tretirane 30 min sa 50 pM 3-aminobenzamidinom (3AB), dok suu
nekim eksperimentima ¢elije prvobitno tretirane sa 50 uM 3AB-om 30 min, nakon je sledio
tretman sa 5 mM STZ-om u trajanju od 6 h. Izolacija totalne RNA izvrSena je pomocu
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) prema uputstvu proizvodaca.

Celije su isprane PBS-om, a zatim pokupljene u 1 ml PBS-a i prebatene u novu
ependorf epruvetu. Nakon centrifugiranja 5 min na 250 x g, supernatant je odbacen, a talog
¢elija je resuspendovan u 600 pl pufera za lizu (Lysis Buffer) u koji je dodato 20 ul, 14,3 M
B-merkaptoetanola. Celije su promesane vorteksovanjem, a zatim homogenizovane u cilju
potpunog liziranja. Na lizirane Celije dodato je 360 pl, 96% etanola 1 svaki uzorak je
promesan. Celijski lizat je prebaden u kolonu (GeneJET RNA Purification Column) i
centrifugiran 1 min na 13.000 x g. Filtrat je odbacen, a na kolonu je dodato 700 pl pufera 1
za ispiranje (Wash Buffer 1) i uzorak je centrifugiran 1 min na 13.000 x g. Nakon odlivanja
filtrata, kolona je isprana sa 600 ul pufera 2 za ispiranje (Wash Buffer 2) 1 ponovo
centrifugirana 1 min na 13.000 x g. Zatim je odklonjen filtrat i kolona je jo$ jednom isprana
sa puferom 2 za ispiranje (250 pl) i centrifugirana 2 min na 13.000 x g. Kolona je

prebacena u novu ependorf epruvetu koja je po iskazu proizvodaca oslobodena prisustva
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RNKaze hemijskim pre-tretmanom (eng. RNase-free). Sterilna voda oslobodena prisustva
nukleaza (50 pl) postavlja se na sam centar kolone gde se nalazi vezana RNK 1 kolona se
centrifugira ponovo na 13.000 x g, 1 min na sobnoj temperaturi. Dobijen je eluat koji sadrzi
celokupnu ¢elijsku RNK. Cistoéa i koncentracija dobijene totalne RNK proverene su
merenjem absorbance na spektrofotometru, a kvalitet izolovane RNK isptan je

razdvajanjem na 1,5% agaroznom gelu.
3.8.3.2. Reverzna transkripcija

Reakciji reverzne transkripcije prethodio je tretman izolovane totalne RNK sa
DNKazom u cilju uklanjanja potencijalno preostale DNK. Reakciona smesa se sastojala od
1 pg RNK, 1 pl 10 x reakcionog pufera sa MgCl, (10 x Reaction Buffer with MgCl,), 1 ul
(1 u) DNKaze I, koja je oslobodena RNKaze (Dnase I, Rnase-free) (Fermentas). Ukupan
volumen reakcione smeSe od 10 pl dopunjen je sterilnom vodom. Reakciona smesa je
inkubirana 30 min na 37°C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 pl, 50 mM EDTA i
inkubacijom na 65°C, 10 min. Ovako pripremljena RNK sluzila je kao matrica za reverznu
transkripciju tj. sintezu cDNK (eng. complementary DNA, ¢DNA) c¢ija je sekvenca
komplementarna sekvenci iRNK. Sinteza c¢cDNK je izvrSena reakcijom reverzne
transkripcije uz pomo¢ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Reakciona
smesa sastojala se od 1 pg RNK tretirane DNKazom, 1 pl oligo (dT) prajmera, 4 pl 5 x
reakcionog pufera (5 x Reaction Buffer), 1 pl (20 U) inhibitora RNKaze (RiboLock™), 2
ul 10 mM dNTP, 1 ul (200 U) reverzne transkriptaze (RevertAid™, M-MuLV Reverse
Transcriptase) 1 dH,O do ukupne zapremine reakcije od 20 pl. Reakcija reverzne
transkripcije odvijala se na 42°C, 1 h. Reakcija je zaustavljena zagrevanjem uzoraka 5 min

na 70°C. Sintetisana cDNK ¢uvana je na -20°C do dalje upotrebe.
3.8.3.3. Reakcija lancanog umnozavanja u realnom vremenu (qPCR)

U gqPCR reakciji koriséen je Maxima™ SYBR® Green/ROX qPCR Master Mix
(2X) (Fermentas). Maxima™ SYBR® Green/ROX qPCR Master Mix (2X) sadrzao je
DNK polimerazu (Maxima™ Hot Start 7ag DNA polimerase), dNTP, odgovarajuéi pufer
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za PCR reakciju i fluorescentnu boju SYBR Green 1. cDNK matrica pre dodavanja u qPCR
reakciju razblazena je 6x. Reakciona smesa za qPCR sastojala se od 5 pul Maxima ™
SYBR® Green/ROX qPCR Master Mix (2X), po 0,5 ul odgovarajucih prajmera za gen od
interesa (finalne koncentracije 0,5 pM), 1 ul razblazene cDNK 1 3 ul dH,0. KoriS¢eni
parovi prajmera dati su u Tabeli 3.2. Deset mikrolitara reakcione smeSe dodato je u svaki
bunari¢ mikroplode za kvantitativni PCR (MicroAmp'" Optical, Applied Biosystems).
Bunari¢i su zapecCaceni optickim adhezivnim filmom (Applied Biosystems), ploca je
centrifugirana 3 minuta na 1000 x g i preneta u termoblok aparata za qPCR (ABI Prism
7000, Applied Biosystems). Uslovi amplifikacije bili su sledeci: inicijalna denaturacija 10
min na 95°C, pracena ciklusom koji se sastojao od koraka denaturacije DNK lanaca 15 s na
95°C 1 koraka vezivanja prajmera i elongacije lanaca od 1 min na 60°C. Ciklus je ponovjlen
40 puta. Nivo ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za
B-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt, gde je dCt razlika izmedu Ct

vrednosti gena od interesa i gena za f-aktin.

Tabela 3.2. Sekvence prajmera koriS¢enih za qPCR analizu.

Naziv gena Sekvenca para prajmera 5°- 3’ Duzina fragmenta (bp)

CXCL12 (pacovski) 5’-GATTCTTTGAGAGCCATGTC-3’ 107
5’-GTCTGTTGTTGCTTTTCAGC-3’

PARP-1 5’-CTGGTGGACATTGTGAAAGG-3’ 442
5’-TCTGCCTTCTGCTCAGTTTC-3’

YY1 5’-GCCAGCCGAGATCGTGGAAC-3’ 202
5’-GATCATGGGCGGGTGGTGGT-3’

CXCR4 5’-CTGACTGGTACTTTGGGAAA-3’ 228
5’-GGAACACCACCATCCACAGG-3’

B-aktin 5’-AGATTACTGCCCTGGCTCCT-3’ 119
5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3’

CXCL12 (humani) 5’-ATGAACGCCAAGGTCGTGGT-3’ 151
5’-GGGCACAGTTTGGAGTGTTG-3
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3.9. ELEKTROFOREZA NUKLEINSKIH KISELINA U NEDENATURISUCEM
AGAROZNOM GELU

Uzorci genomske DNK su razdvajani u 1% agaroznom gelu (1 g agaroze u 100 ml
0,5 x TBE pufera). Uzorci su pripremani sa rastvorom 0,025% brom-fenol plavog, 0,025%
ksilen-cijanola i 3% glicerola. Elektroforeza se odvijala u 0,5 x TBE puferu (45 mM Tris
baza, 45 mM borna kiselina, 1 mM EDTA), 2 h pri naponu od 80 V. Nakon elektroforeze
gelovi su bojeni rastvorom etidijum bromida koncentracije 0,5 pg/ml 0,5 x TBE pufera.

Produkti PCR reakcije su razdvajani u 1,5% agaroznom gelu (1,5 g agaroze u 100
ml 0,5 x TBE pufera). Uzorci su pripremani na gore opisan nacin, a elektroforeza je tekla
45 min pri voltazi od 80 V u 0,5 x TBE puferu. Nakon elektroforeze gelovi su bojeni
rastvorom etidijum bromida koncentracije 0,5 pg/ml 0,5 x TBE pufera.

Ukupna RNK razdvojena je u 1,5% agaroznom gelu. Gel i uzorci su pripremljeni
kao u slucaju razdvajanja DNK fragmenta. Elektroforetsko razdvajanje trajalo je 1,5 h na

80 V. Gel je bojen na gore opisan nacin.

3.10. EKSTRAKCIJA DNK IZ AGAROZNOG GELA

Ekstrakcija DNK fragmenta iz 1,5% agaroznog gela vrSena je sa QIAquick Gel
Extraction Kit-om (Qiagen) po uputstvima proizvodaca. Pomocu skalpela iseCeni komadi
DNK fragmenta iz agaroznog gela smesteni su u ependorf epruvetu. Na 1 komad agaroznog
gela sa DNK dodato je 3 zapremine pufera QG (na 100 mg gela sa DNK doda se 100 pl
pufera). Smesa je inkubirana 10 min na 65°C. Inkubacija na ovoj temperaturi pomaze
rastvaranje agaroze 1 oslobadanje DNK wu rastvor. Rastvaranje je potpomognuto
vorteksovanjem na svaka 2-3 min. Na rastvorenu smesu dodat je izopropanol u koli¢ini
koja odgovara 1 zapremini gela. Kompletna smesa je naneta na QIAquick kolonu u cilju
vezivanja DNK 1 njene izolacije iz rastvora. Smesa u koloni je centrifugirana na 10.000 x g,
1 min na sobnoj temperaturi. Supernatant je odbacen, a na kolonu je naliveno 0,5 ml QG

pufera i kolona je jo§ jednom centrifugirana, pod istim uslovima. Kolona je isprana sa 0,75
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ml pufera PE centrifugiranjem na 10.000 x g, 1 min na sobnoj temperaturi. Supernatant je
odbacen, a kolona je centrifugirana suva, pod pomenutim uslovima da bi se odstranio
etanol koji je prisutan u puferu PE. Elucija DNK je izvrSena pomocu pufera EB (10 mM
Tris-HCI, pH 8,5). Pufer se postavlja na sam centar kolone gde se nalazi vezana DNK i
kolona se centrifugira ponovo na 10.000 x g, 1 min na sobnoj temperaturi. Dobijen
supernatant sadrzi eluiranu 1 delimi¢no skoncentrisanu DNK. Koncentracija i ¢istoca eluata

odredivana je merenjem apsorbance na 260 nm i 280 nm.

3.11. ELEKTROFORETSKO ZAOSTAJANJE

Tehniku elektroforetskog zaostajanja (eng. electrophoretic mobility-shift assay,
EMSA) prvi put su opisali Garner i Revzin (1981) i Fried i Crothers (1981). EMSA se
koristi za izuCavanje specificnih interakcija trans-delujucih proteina i cis-regulatornih DNK
sekvenci in vitro. Pomoc¢u ove metode ispitane su interakcije izmedu Cxc/I/2 promotora i

traskripcionih faktora i izmedu RAM 4 elementa i RAM-vezujucih proteina.

3.11.1. PRIPREMA REAKCIJE ZA ELEKTROFORETSKO ZAOSTAJANJE

Dvadeaset mikrograma jedarnog lizata dodato je u pufer za vezivanje (20% glicerol,
5 mM MgCl,, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM DTT, 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5) i
ostavljeno da se inkubira 10 min na sobnoj temperaturi. U slucaju ispitivanja ,,super-
pomaka“ (eng. super-shift) u reakciju je dodato 1 pg antitela i inkubirano 15 min na 37°C.
KoriS¢ena su sledece antitela: anti-PARP-1 antitelo (C2-10, ALEXIS Biochemicals), anti-
PARP-1 antitelo (R&D), anti-PARP-1 (H-250, Santa Cruz), anti-YY1 antitelo (H-414,
Santa Cruz), anti-C/EBPJ antitelo (C-19, Santa Cruz), anti-Sp1 antitelo (E-3, Santa Cruz),
anti-p53 antitelo (FL-393, Santa Cruz), anti-STAT3 antitelo, (H-190, Santa Cruz), anti-
FKHRLI antitelo (H-144, Santa Cruz), anti-HMG-I/HMG-Y antitelo (FL-95, Santa Cruz),
anti-C/EBPa antitelo (14AA, Santa Cruz), anti-NFxB p65 antitelo (C-20, Santa Cruz), anti-
FKHR antitelo (C-20, Santa Cruz), anti-HNF-6 antitelo (H-100, Santa Cruz), anti-lamin B
antitelo (M-20, Santa Cruz) i anti-C1D antitelo (ProteinTech group, Inc). Zatim su u
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reakciju dodati 1 pg nespecificnog kompetitora (polydldC, Amesrsham) i 100 ng DNK
obelezene biotinom. Sledila je inkubacija 30 min na 37°C. Reakcione smese su razdvojene
na 1% agaroznom nedenaturiSu¢em gelu (1 g agaroze u 100 ml 0,5 x TBE pufera) na
sobnoj temperaturi. Do potpunog prelaska iz bunari¢a u gel uzorci su putovali pri naponu

od 40 V, a nakon ulaska u gel napon je pove¢ana na 80 V. Elektroforeza je tekla 3 h.

3.11.2. PRENOS DNK I DNK-PROTEIN KOMPLEKSA NA MEMBRANU

U cilju vizuelizacije DNK iz formiranih protein-DNK kompleksa, biotinom
obelezena DNK i formirani DNK-protein kompleksi su sa agaroznog gela pasivnim
(kapilarnim) transferom preneti na membranu (Nytran membrana, Sigma-Aldrich). Prenos
na membranu podrazumeva nekoliko koraka: nakon zavrSene elektroforeze, agarozni gel je
potopljen u 0,4 M NaOH 10 min. Gel i membrana stavljeni su u sendvi¢ od filter papira
(Whatman 3MM), a zatim polozeni na postolje, koje je stajalo u kadici, napunjenoj
puferom za transfer (0,4 M NaOH/1 M NaCl). Most od filter papira, koji se nalazio do gela
bio je uronjen u pufer za transfer. Na ovako postavljen sistem za transfer polozeni su listi¢i
od papirne vate i teg, kako bi se obezbedio kapilarni transfer tj. prenos DNK-protein

kompleksa sa gela na membranu.

3.11.3. VIZUELIZACIJA BIOTINOM OBELEZENE DNK

Vizuelizacija biotinom obelezene DNK nakon transfera na membranu, vrSena je
pomoéu UltraSNAP™ Detection Kita-a (Vector Laboratories) po uputstvu proizvodaca.

k™ Reagent) na

Membrana je blokirana 30 min u 20 ml reagensa za blokiranje (PolyBloc
sobnoj temperaturi uz lagano meSanje. Zatim, membrana je inkubirana sa streptavidinom
konjugovanim sa alkalnom fosfatazom 30 min na sobnoj temperaturi uz lagano meSanje.
Nakon toga, membrana je isprana 3 puta po 15 min sa 30 ml pufera za ispiranje A (Wash
A). Sledilo je kratko ispiranje membrane puferom za ispiranje B (Wash B). U cilju
vizuelizacije nagradenih biotin-streptavidin kompleksa membrana je bojena 5 min sa 5 ml

hemiluminescentnog supstrata za alkalnu fosfatazu (DuoLux'" Supstrate). Zatim je
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membrana isprana sa 30 ml pufera za ispiranje B (Wash B) i stavljena pod filmove

(Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, RPN 3103 K) prema uputstvu proizvodaca.

3.12. IMUNOPRECIPITACIJA HROMATINA

Pomoc¢u imunoprecipitacije hromatina (eng. chromatin immunoprecipitation, ChIP)
ispitano je vezivanje transkripcionih faktora za Cxcll2 promotor i vezivanje PARP-1 za
RAM 4 element u ¢eliji in vivo. Koriséen je kit ChIP-IT™ Express (Active Motif). Rin-5F
wt Celije su sejane u sterilne Petri Solje 1 po dostizanju 80% konfluentnosti tretirane su 10
min sa rastvorom za fiksaciju (1% formaldehid), kako bi se ucvrstile veze (eng. cross-
linking) izmedu DNK 1 proteina i medusobne veze izmedu proteina. Zatim su Celije isprane
sa rashladenim PBS-om. Fiksacija je zaustavljena inkubacijom ¢elija 5 min u glicinskom
rastvoru za zaustavljanje fiksacije (Glycine Stop-Fix Solution) na sobnoj temperaturi.
Nakon toga, éelije su ponovo isprane sa rashladenim PBS-om. Celije su pokupljene u 2 ml
PBS-a u koji je dodat 5 mM PMSF. Celije su centrifugirane 10 min na 720 x g na 4°C.
Supernatant je odliven, a ¢elijski talog je resuspendovan u 1 ml rashladenog pufera za lizu
(Lysis Buffer) u koji dodato 5 pl koktela proteaznih inhibitora (Protease Inhibitor Cocktail,
PIC) i 5 ul PMSF. U puferu za lizu éelije su inkubirane 30 min na 4°C. Celije su
homogenizovane, da bi se efikasnije oslobodila jedra. Homogenat je centrifugiran 10 min
na 2.400 x g na 4°C. Supernatant je pazljivo odliven, a jedarni talog resuspendovan u 350
pl pufera za sonifikaciju (Shearing Buffer) u koji je dodato 1,75 pl PIC. Zatim su jedra
sonifikovana sa 20 pulseva, u cilju fragmentacije hromatina. Jedan puls je trajao 20 s, a
pauza izmedu pulseva iznosila je 30 s. Fragmentisan hromatin je centrifugiran 10 min na na
18.000 x g na 4°C. Supernatant, koji je sadrzao fragmentisan hromatin, pazljivo je prebacen
u novu ependorf epruvetu. Deset mikrolitara hromatina prebaceno je u novu ependorf
epruvetu i ¢uvano na -20°C. Ovo je kontrolni hromatin, koji ¢e sluziti kao pozitivna
kontrola u PCR reakciji. Reakcija imunoprecipitacije hromatina sastojala se od 25 ul
magnetnih kuglica kuplovanih sa proteinom G, 10 pl pufera 1 za ChIP, 30 pl
fragmentisanog hromatina, 1 pl PIC, 3 pg antitela na protein od interesa i dH,O do ukupne

zapremine reakcije od 100 pl. Za imunoprecipitaciju koriS¢ena su sledeca antitela: anti-
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PARP-1 antitela (Roche i H-250, Santa Cruz), anti-YY1 antitelo (H-414, Santa Cruz), anti-
C/EBPp antitelo (C-19, Santa Cruz), anti-Sp1 antitelo (E-3, Santa Cruz), anti-p53 antitelo
(FL-393, Santa Cruz), anti-STAT3 antitelo (H-190, Santa Cruz), anti-FKHRLI antitelo (H-
144, Santa Cruz), anti-HMG-I/HMG-Y antitelo (FL-95, Santa Cruz) i anti-C/EBPa antitelo
(14AA, Santa Cruz). Reakciona smesa je inkubirana preko noéi u orbitalnom Sejkeru na
4°C. Sutradan supernatant je odliven, a magnetne kuglice su isprane jednom sa 800 pl
pufera 1 za ChIP i dva puta sa 800 ul pufera 2 za ChIP. Supernatant je pazljivo odliven, a
kuglice su resuspendovane u 50 pl pufera za eluciju AM2 (Elution Buffer AM2) i
ostavljene 15 min da se inkubiraju na orbitalnom Sejkeru, da bi se raskinule veze izmedu
hromatina i magnetnih kuglica. Zatim je dodato 50 pl pufera za reverzni ,,cross-linking* i
supernatant koji sadrzi hromatin je prenet u novu ependorf epruvetu. U 10 ul kontrolnog
hromatina dodato je 88 pl pufera 2 za ChIP 1 2 ul 5 M NaCl. Kontrolni i imunoprecipitovan
hromatin inkubirani su 15 min na 95°C. Zatim je dodato 2 pl proteinaze K, da bi se uklonili
hromatinski proteini. Uzorci su promesSani vorteksovanjem i ostavljeni da se inkubiraju 1 h
na 37°C. Nakon toga, u uzorke je dodato 2 pl rastvora za zaustavljanje proteinaze K
(Proteinase K Stop Solution). DNK je ¢uvana na -20°C. PCR je koris¢en za amplifikaciju
fragmenata Cxcl//2 promotora i RAM 4 elementa.

Efikasnost fragmentacije hromatina ultrazvukom, ispitivana je po sledecoj
proceduri, preporucenoj od strane proizvodaca. U 50 pl alikvotiranog hromatina, dodato je
150 ul dH,O 1 10 pul 5 M NaCl. Uzorci su zagrevani 15 min na 95°C, da bi se raskinule veze
izmedu DNK i proteina (eng. reverse cross-linking). Zatim je dodat 1 ul RNKaze A da bi se
uklonila RNK. Uzorci su inkubirani 15 min na 37°C. Nakon toga, uzorci su inkubirani sa 1
ul proteinaze K 15 min na 67°C. Po zavrSetku inkubacije, u svaki uzorak je dodato 200 pl
smese fenol:hloroform 1 sadrzaj je promeSan na vorteksu. Centrifugiran je sadrzaj svake
epruvete 5 min na 16.000 x g. PaZljivo je prebacena gornja vodena faza u novu ependorf
epruvetu bez zadiranja u donju vodenu fazu. Dodato je 20 pl 3 M Na-acetata, pH 5,2 1 500
ul apsolutnog etanola. DNK je precipitirana 1 h na -80°C. Precipitat je centrifugiran 10 min
na 16.000 x g. Etanol je odliven i pelet je ispran sa 500 pl 70% rashladenog etanola. Talog
je centrifugiran 5 min na 16.000 x g. Etanol je ponovo odliven i talog osusen dok sav etanol

nije ispario. Talog je resuspendovan u 10 pl dH,O. Koncentracija i ¢istoéa DNK
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odredivana je merenjem apsorbance na 260 nm i 280 nm. Fragmentisana DNK je

razdvojena na 1% agaroznom gelu.

3.13. KOMET ESEJ (SCGE - SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS)

Za procenu oStecenja DNK nakon tretmana STZ-om koris¢en je alkalni komet esej
po metodi Singh 1 sar. (1988). Rin-5F ¢elije wt i #1 sejane su u sterilne ploce sa 6 bunarica
ravnog dna, i po dostizanju 80% konfluentnosti tretirane su sa 5 mM STZ-om (ECs), 30
min na 37°C. U odredenim eksperimentima Rin-5F wt ¢elije tretirane su sa 5 mM STZ-om
u razli¢itim vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 6 h). Kontrolne i tretirane ¢elije pokupljene
su u PBS-u. Deset mikrolitara ¢celijske suspenzije je pomeSano sa 75 ul 1% LMPA (low
melting point agarose) koja je pre-temperirana na 37°C i uzorak je razliven ravnomernim
nakapavanjem na prethodno pripremljenu mikroskopsku plocicu. Priprema plocCice se
sastoji u prekrivanju plocice 1,5% agarozom koja nakon suSenja predstavlja tanki sloj na
koji se dalje nanosi uzorak. Obe vrste agaroze su napravljene u PBS puferu. Nakon
nanoSenja uzorka u LMPA, mikroskopska plocica je prekrivena pokrovnim staklom i
ostavljena 10 min da se agaroza stegne. Pokrovno staklo je uklonjeno i nanesen je jos jedan
sloj 1% LMPA. Mikroskopske plocice su zatim stavljene u hladan pufer za lizu (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-baza, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH pufera 10)
koja se odvijala 2 h na 4°C. Nakon lize, mikroskopske plo€ice su inkubirane u puferu za
elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH pufera 13) 30 min na 4°C sa ciljem
denaturacije DNK na baznom pH. Mikroskopske ploCice su zatim postavljene u sistem za
elektroforezu, koja je trajala 30 minuta na 0,01 kV. Nakon toga, plocice su isprane 3 x 5
min u puferu za neutralizaciju (0,4 Tris-HCI, pH 7,4) i bojene sa bojom za nukleinske
kiseline SYBR GREEN 1 (Sigma-Aldrich, S 9430). Komete su vizuelizovane i
fotografisane pomocu fluorescentnog mikroskopa, Leica DMLB (uvecanje 40x) koji je
povezan sa CCD kamerom.

Kao parametar DNK ostecenja koriS¢en je moment repa komete koji predstavlja
proizvod duzine repa i procenta DNK u repu komete. Moment repa komete je izrazen u

relativnim svetlosnim jedinicama (eng. relative light units, RLU) po pikselu. Kvantifikacija
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momenta repa kometa je uradena upotrebom  kompjuterskog  programa

TriTekCometScore 'Freeware v1.5 koji je dostupan na web-strani AutoComet.com.

3.14. KLONIRANJE Cxcl12 PROMOTORA U REPORTERSKI VEKTOR

3.14.1. DIGESTIJA RESTRIKCIONIM ENZIMIMA

PCR-om je umnoZen Cxcll2 promotor na gore opisan nacin (Materijal i metode,
3.8.2). Dobijeni PCR produkt je precis¢en na koloni (Materijal i metode, 3.10), a
koncentracija 1 Cistoca izmerene na spektrofotometru. Nakon toga su digestijom sa Spel
(Fermentas) 1 Xhol (Fermentas) restrikcionim enzimima kreirani jednolancani “lepljivi
krajevi”. Reakcija restrikcione digestije sastojala se od: 0,65 pg PCR-om umnoZenog
Cxcl12 promotora, 3 ul 10 x Tango pufera (10xBuffer Tango'", Fermentas), 0,3 ul (3 U)
Spel enzima (Fermentas), 0,3 ul (3 U) Xhol enzima (Fermentas) i HO do ukupne
zapremine reakcije 30 pl.

Kao vektor za kloniranje koriS¢en je pMDICluc plazmid koji, kao reporterski gen
sadrzi gen za luciferazu svica. Uzvodno od gena za luciferazu nalazi se promotor
citomegalovirusa (CMV), oivicen restrikcionim mestima za enzime Spel 1 Xhol. Pored
toga, pMDICluc sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin. pMDICluc vektor je digeriran sa
Spel i Xhol restrikcionim endonukleazama u cilju isecanja CMV promotora iz plazmida i
umesto njega ubacivanja Cxcl/l2 promotora. Reakcija restrikcione digestije sadrzala je: 0,8
ng plazmida, 3 pl 10 x Tango pufera (10xBuffer Tango' ™, Fermentas), 0,3 pl (3 U) Spel
enzima (Fermentas), 0,3 ul (3 U) Xhol enzima (Fermentas) i dH,O do ukupne zapremine
30 pl. Na taj nacin formiraju se Spel i Xhol “lepljivi krajevi” koji su komplementarni istim
krajevima, dobijenim digestijom PCR produkta sa Spel i Xhol. Istovremeno su pripremane
1 kontrolne digestije u kojima je plazmid (200 ng u reakciji finalnog volumena 10 pl)
digeriran samo jednim enzimom. Linearizacija plazmida u obe jednostruke digestije je

potvrda aktivnosti oba restrikciona enzima.
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Smese za digestiju inkubirane su preko no¢i na 37°C. Produkti digestije analizirani

su elektroforezom na 1% agaroznom gelu.

3.14.2. LIGACIJA Cxcl12 PROMOTORA U pMDICluc VEKTOR

SmesSa za ligaciju sadrzala je 100 ng digeriranog pMDICluc vektora, 111 ng
digeriranog PCR produkta Cxcli2 promotora, 1,3 ul 10 x pufera za ligaciju, 1 ul (1,5 U) T4
DNK Ligaze (Fermentas) i H,O do ukupne zapremine reakcije 13 pl. Ligaciona smesa je

inkubirana preko no¢i na 16°C.

3.15. TEHNIKE ZA MANIPULACIJU BAKTERIJAMA

3.15.1. KULTIVISANJE BAKTERIJA

E. coli bakterije soja DH5a kultivisane su u te¢nom, LB (Luria-Bertani) medijumu
(1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj, LA podlozi (1% tripton, 1%
NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca, 1,5% bakto-agar) prema metodi Sambrook i sar. (1989). Svi

medijumi za kultivisanje su sterilisani autoklaviranjem.

Bakterije su kultivisane na temperaturi od 37°C. Kako bi se obezbedio selektivni
rast transformanata, u tecni 1 ¢vrsti medijum dodato je 80 pg/ml ampicilina, s obzirom da

pMDICluc nosi rezistenciju na ovaj antibiotik.

3.15.2. PRIPREMANJE E. COLI DH50. KOMPETENTNIH CELILJA

Pojedinacna bakterijska kolonija preneta je sa ¢vrste LA podloge u 5 ml te¢nog LB
medijuma bez antibiotika. DH5a bakterijski soj ne poseduje rezistenciju na antibiotike.
Bakterije su kultivisane preko no¢i, uz aeraciju, na 37°C. Sutradan 1 ml prekono¢ne kulture
inokulisan je u 20 ml svezeg LB medijuma. Bakterije su kultivisane na 37°C dok nisu
postigle gustinu od 0,3 — 0,5 OD, $to je odredeno merenjem na spektrofotometru na talasnoj

duzini od 600 nm. Bakterije iz ove kulture su razblazene dodavanjem 2 ml bakterijske
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kulture u 20 ml svezeg LB medijuma. Kultivacija bakterija je nastavljena na 37°C do
postizanja gustine od 0,5 ODgoonm. Na ovaj nacin je dobijen veliki broj bakterijskih ¢elija
koje se nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta. Kultura je centrifugirana na 3.300 x g 10 min
na 4°C. Bakterijski talog resuspendovan je u 10 ml hladnog 0,1 M CaCl,. Nakon toga,
bakterije su inkubirane na ledu 10 min i ponovo centrifugirane pri istim uslovima. Talog
bakterija je resuspendovan u 2 ml ohladenog rastvora sacinjenog od 85% 0,1 M CaCl, i

15% glicerola. Kompetentne bakterijske ¢elije Cuvane su u alikvotima od 200 pl na -80°C.

3.15.3. TRANSFORMACIJA E. COLI DH5a KOMPETENTNIH CELIJA

U 200 pl kompetentnih bakterija dodata je ligaciona smeSa plazmida 1 Cxcll2
promotora uz veoma pazljivo, blago meSanje. Zatim su bakterije i ligaciona smeSa
inkubirani 30 min na ledu. Smesa je prebacena u ugrejanu ependorf epruvetu, inkubirana 2
min na 42°C, a zatim 10 min na ledu. Izlaganjem smeSe temperaturnom Soku propustljivost
bakterijskih membrana dostize maksimum, Sto omogucuje efikasnu transformaciju.
Transformisanim bakterijama dodato je 800 ul tecnog LB medijuma bez antibiotika i
kultivacija je nastavljena 1 h na 37°C u aerisanim uslovima. Nakon toga, u bakterijsku
kulturu je dodat 1 ml svezeg LB medijuma sa ampicilinom i nastavljeno je sa gajenjem
bakterija 2 h na 37°C uz aeraciju. Alikvot bakterijske kulture (50 pl) razmazan je po ¢vrstoj
LA podlozi koja sadrzi ampicilin. Rast bakterija odvijao se preko no¢i na 37°C, posle cega
su uocene pojedinacne kolonije na Petri Soljama. S obzirom na selektivnost podloge, samo

transformati tj. bakterije koje su priimile plazmidnu DNK mogu da izrastu.

3.16. ANALIZA PLAZMIDNOG KONSTRUKTA

3.16.1. IZOLOVANJE PLAZMIDNE DNK NA MALOJ SKALI

Plazmidna DNK izolovana je pomocu QIAprep Spin Miniprep Kit-a (Qiagen).

Pojedinacna bakterijska kolonija preneta je sa Cvrste selektivne podloge u 5 ml te¢nog LB
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medijuma sa antibiotikom i inkubirana preko no¢i na 37°C u aerisanim uslovima.
Prekono¢na kultura je prebacena u ependorf epruvetu, a zatim centrifugirana 5 min na
10.000 x g. Bakterijski talog je resuspendovan u 250 ul pufera P1. Dodato je 250 ul pufera
za lizu P2 1 sadrzaj je promesSan invertovanjem epruvete 4 do 6 puta. Nakon toga, dodato je
350 pl pufera za neutralizaciju N3 i epruveta je ponovo invertovana 4 - 6 puta. Zatim su
uzorci centrifugirani 10 min na 10.000 x g i supernatant je naneSen na QIAprep kolonu.
Kolona je centrifugirana 1 min na 10.000 x g, da bi se omogucila adsorpcija plazmidne
DNK na kolonu. Filtrat je odbacen i na kolonu je dodato 500 ul PB pufera. Kolona je
centrifugirana 1 min na 10.000 x g. Nakon centrifugiranja filtrat je odliven, a DNK je
isprana sa 750 pl PE pufera. Ponovljeno je centrifugiranje kolone 1 min na 10.000 x g.
Kolona je prebacena u novu ependorf epruvetu i1 centrifugirana 1 min na 10.000 x g, da bi
se odstranili 1 poslednji tragovi pufera. Kolona je ponovo prebacena u novu ependorf
epruvetu i dodato je 100 pl pufera za eluciju EB. Kolona je inkubirana 1 min na sobnoj
temperaturi u cilju pove¢anja DNK prinosa. Kolona je centrifugirana 1 min na 10.000 x g,

nakon Cega je dobijen eluat u kome je rastvorena plazmidna DNK.

3.16.2. SEKVENCIRANJE pCXCL12luc KONSTRUKTA

Nakon izolacije plazmidne DNK tj. umnozavanja kloniranog konstrukta, neophodno
je izvrsiti analizu plazmidne sekvence. Sekvenciranje pCXCL12luc konstrukta je radeno
BigDye™ Terminator v 3.1 Ready Reaction Kit-om (Applied Biosystems) kapilarnom
elektroforezom na automatskom sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).
Za sekvenciranje su koriS¢eni slede¢i prajmeri: rev prajmer za fragment 1 i fw prajmer za
fragment 2 Cxcll2 promotora, pomocu kojih su umnozeni fragmenti Cxcl//2 promotora
nakon imunoprecipitacije hromatina, Tabela 3.1. SmeSa za sekvenciranje sastojala se od
300 ng plazmidnog konstrukta, 3,2 pl prajmera (finalne koncentracije 0,4 pM), 3 ul Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems) i dH,O do finalne zapremine reakcije od 8 pl. PCR
reakcija za sekvenciranje odvijala se u slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija DNK 1
min na 96°C, nakon Cega je sledio ciklus koji se sastojao od denaturacije 10 s na 96°C,

vezivanja prajmera 5 s na 50°C i elongacije DNK lanca 4 min na 60°C. Ciklus je ponovljen
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25 puta. Produkti PCR reakcije za sekvenciranje su preciSeni precipitacijom sa Na-
acetatom 1 etanolom. U reakciju je dodato 40 pl Na-acetata, uzorci su promuckani i
centrifugirani 20 min na 10.000 x g. Supernatant je uklonjen i talog je ispran sa 200 pl 70%
etanola. Uzorci su centrifugirani 10 min na 10.000 x g, nakon Cega je supernatant
odstranjen i jo§ jednom ponovljen korak ispiranja 70% etanolom. Talog je osusen i
rastvoren u 25 pl Hi-Di formamida. Preciptovana PCR reakcija za sekvenciranje je naneta u
bunari¢ u mikrotitarskoj plo¢i. Dobijeni rezultati su analizirani programom Sequencing

Analysis v.5.2 (http://www.applied biosystems.com).

3.17. PROLAZNA TRANSFEKCIJA

Rin-5F (wt i klon #1) i NIH3T3 (PARP"" i PARP”) éelije su transfekovane sa
pCXCL12luc i pMDICluc konstruktima. PARP"" i PARP™ fibroblasti su ko-transfekovani
sa pCXCLI12luc i PARP-1 ekspresionim konstruktom, pEVC PARP. NIH3T3 su ko-
transfekovane sa plazmidima pCXCL12luc 1 pcDNA3.1 FLAG YY1. U svaku reakciju
transfekcije dodat je vektor pMDICRIuc. Vektor pMDICRIuc je kontrolni vektor za
normalizaciju efikasnosti transfekcije. Opis plazmida, koris¢enih u eksperimentima
prolazne transfekcije dat je u Tabeli 3.3.

Celije su zasejane dan pre transfekcije u sterilne ploe sa 24 bunariéa ravnog dna.
Celije su gajene pod normalnim uslovima, u medijumu sa 10% fetalnog govedeg seruma,
bez antibiotika. Sutradan celije su dostigle 70% konfluentnosti i 4 h pre transfekcije im je
promenjen medijum. Plazmid (0,5 pg pMDICluc, pCXCL12luc i pcDNA3.1 FLAG YY1,
0,065 ng pMDICRIuc 1 3 pug pPEVC PARP) je rastvoren u minimalnom medijumu do 25 pl
ukupne zapremine. U 23 pul minimalnog medijuma dodato je 2 pl lipofektamina™ 2000
(Invitrogen). Smesa je blago promeSana i ostavljena da se inkubira na sobnoj temperaturi 5
min. Zatim je pomeSana rastvorena plazmidna DNK sa rastvorenim lipofektaminom i
nastavljeno je sa inkubacijom na sobnoj temperaturi 20 min. Tokom inkubacije formiraju se
kompleksi izmedu lipofektamina i DNK. Iz svakog bunari¢a sa celijama izvucen je

medijum i éelije su isprane sa 500 pl PBS-a. Celijama je dodato 50 pl minimalnog
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medijuma (-FBS). Po isteku inkubacije, u svaki bunari¢ je dodato 50 pl lipofektamin-DNK

kompleksa.

Tabela 3.3. Plazmidi kori§c¢eni u eksperimentima prolazne transfekcije.

pMDICluc

pMDICRIuc

pEVC PARP

pcDNA3.1 FLAG YY1

pCXCL12luc

Konstrukt u kome se gen za luciferazu svica nalazi pod kontrolom
CMYV promotora. Sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin. Koris¢en je
kao pozitivna kontrola u luciferaznom eseju. (Meike Hennecke,

Helmholtz Center for Infection Research, Braunschweig, Nemacka).

Vektor u kome se gen za Renilla luciferazu nalazi pod kontrolom
promotora CMV. Sluzio je kao kontrolni konstrukt za
normalizaciju efikasnosti transfekcije. (Meike

Hennecke, Helmholtz Center for Infection Research,

Braunschweig, Nemacka).

Ekspresioni vektor koji sadrzi kodiraju¢u sekvencu gena za PARP-
1 miSa, koju kontrolise RSV promotor i gene za rezistenciju na
ampicilin 1 higromicin. (dr Valérie Schreiber, Département
Intégrit¢ du Génome UMR7175-LC1 CNRS, Strasbourg,

Francuska).

Ekspresioni  konstrukt za FLAG-om obeleZzenu kodirajucu
sekvencu za humani YY1 gen. Poseduje CMV promotor i gen za
rezistenciju na neomicin. (Dr Martin Klar, Helmholtz Center for

Infection Research, Braunschweig, Nemacka).
Reporterski plazmid, koji sadrzi promotor CXCL12 gena pacova,

koji se nalazi ispred gena za luciferazu svica, i gen za rezistenciju

na ampicilin.
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Celije su inkubirane na 37°C i nakon 2 h u ¢elije je dodato 100 ul medijuma sa 20%
fetalnog govedeg seruma i nastavljeno je sa inkubacijom na 37°C u narednih 48 h.
Vrednost dobijene aktivnosti luciferaze svica u celijskim linijama transfekovinim sa
pMDICluc i pCXCL12luc normalizovana je u odnosu na aktivnost Renilla luciferaze
poreklom iz pMDICRIluc plazmida i izrazena kao relativna luciferazna jedinica (eng.
relative luciferase unit, RLU). RLU je predstavljena kao srednja vrednost + standardna

greska dobijena iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.

3.18. LUCIFERAZNI ESEJ

Luciferazna aktivnost je izmerena pomocu kita Dual-Luciferase® Reporter Assay
System (Promega Corporation) prema uputstvima proizvodaca.

Transfekovane celije su isprane sa 500 ul PBS-a i inkubirane sa 100 pl pufera za
pasivnu lizu (PLB pufer) 15 min uz lagano muckanje. Lizirane ¢elije su prebacene u novu
ependorf epruvetu i centrifugirane 30 s na 16.100 x g. Supernatant, koji sadrzi preciS¢en
¢elijski lizat, je prebacen u novu ependorf epruvetu, alikvotiran i ¢uvan na -80°C.

U 10 ul ¢elijskog lizata dodato je 50 ul LAR II reagensa i1 izmerena je aktivnost
luciferaze svica. Zatim je dodato 50 pl Stop & Glo® reagensa 1 zabelezena je aktivnost

Renilla luciferaze.

3.19. BIOINFORMATIKA

Kompjuterska predikcija promotorske sekvence gena za CXCL12 pacova izvrSena
pomocu programa Genomatix Software GmbH (Minhen, Nemacka). Pomocu SIDD
(Stresom Indukovani Destabilizovani regioni u DNK Dupleksu) algoritma mapirani su
RAM elementi koji se nalaze u 5' regionu Cxcl/2, uzvodno od promotora

(http://genomics.ucdavis.edu/benham/sidd/index.php).  Potencijalna mesta vezivanja

transkripcionih faktora u okviru Cxcl/l/2 promotora ispitana su koriS¢enjem sledecih

programa:
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ALGGEN-PROMO (http://alggen.lsi.upc.es/cgi-

bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3),

Matlnspector (http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof) i

TRANSFAC (http://www.biobase-international.com/pages/index.php?i1d=40).

Poravnanje para proteinskih sekvenci za PARP-1 misa i pacova uradeno je pomoc¢u

programa BLASTP 2.2.27 (http9://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.20. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati dobijeni u eksperimentima statisticki su obradeni programskim paketom
,»GraphPad Prism*“ (GraphPad Prism Version 4.0, GraphPad Software Inc.). U ovom
programu izracunate su srednja vrednost i standardna greska za ispitivane parametre.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. Studentov ¢ test je
koris¢en za ispitivanje statisticke znacajnosti izmedu dve grupe, pri ¢emu su vrednosti p <

0,05 smatrane statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. CXCL12 POSPESUJE PREZIVLJAVANJE BETA CELIJA PANKREASA

Uticaj hemokina CXCL12 na prezivljavanje beta Celija pankreasa ispitan je na
¢elijskoj liniji insulinoma beta celija pacova, Rin-5F (wt) i istoj liniji sa stabilno
integrisanim genom za humani CXCL12, Rin-5F klon (#1). Pojacana ekspresija gena za
CXCLI12 u ¢elijama Rin-5F klona #1 pokazana je imunoblot analizom, nakon taloZenja
proteina iz medijuma u kome su gajene wt i klon #1 ¢elije (Slika 4.1). IstaloZeni proteini su
razdvojeni tricinskom SDS-PAGE elektroforezom 1 preneti na PVDF membranu.
Koris¢enjem anti-CXCL12 antitela, imunoblot analiza je pokazala prisustvo tri puta viSe

CXCLI12 proteina u ¢elijskom supernatantu klona #1 u odnosu wt ¢elije (Slika 4.1).
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Slika 4.1. Prisustvo CXCL12 proteina u medijumu u kome su gajene Rin-5F wt i Rin-5F #1
¢elije. Imunoblot analiza (A) i graficki prikaz kvantifikacije (B) prisustva CXCLI12 proteina

istaloZzenog iz medijuma u kome su gajene Rin-5F wt 1 #1.
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Ekspresija gena za CXCL12 u wt i klon #1 ¢elijama ispitana je i na nivou iRNK.
Izolovana je totalna RNK iz Rin-5F ¢elija (wt i #1), a zatim je reakcijom reverzne
transkripcije sintetisana komplementarna DNK (eng. complementary DNA, ¢DNK), koja je
sluzila kao matrica u reakciji lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (qPCR).
Kvantifikacijom ¢cDNK, sti¢e se uvid u nivo transkripcije jer je cDNK isintetisana na
osnovu iRNK matrice ispitivanog gena pomocu oligo (dT) prajmera koji odgovaraju poli-A
repu iRNK. Tehnikom qPCR-a kvantifikovana je iRNK CXCL12 gena pacova (Cxcl12)
koriS¢enjem prajmera koji su prikazani u Tabeli 3.2 (Materijal i metode, 3.8.3). Pokazano je
da celije klona #1, sadrze manju koli¢inu iRNK za Cxc/I2 u odnosu na wt Celije.
Statistickom analizom je utvrdeno da ovo smanjenje nije statisticki znacajno, na osnovu
Cega je zaklju€eno da se pacovski gen za CXCL12 podjednako transkribuje u ¢elijama wt i

klona #1 (Slika 4.2A).
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Slika 4.2. Relativna ekspresija gena za CXCL12 pacova, CXCL12 ¢oveka i CXCR4 pacova u
Rin-SF wt i Rin-SF klon #1 éelijama. Relativna kolicina iRNK za gene CXCL12 pacova (A),
CXCL12 coveka (B) i CXCR4 pacova (C) u ¢elijama Rin-5F wt i Rin-5F klon #1 analizirana je
metodom PCR u realnom vremenu. Nivo ekspresije ispitivanih gena standardizovan je u odnosu na
ekspresiju gena za p-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2°“. Prikazana je srednja
vrednost + standardna greSka rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti
dobijene za klon #1 ¢elije su bile statisticki znacajno razli¢ite (*) u odnosu na srednje vrednosti

dobijene za wt ¢elije (p<0,05).
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Zatim je proveren nivo transkripcije humanog gena za CXCL12 (CXCL12) (Slika 4.2B).
Rezultati qPCR analize, pokazali su da ¢elije klona #1 sadrze 150 puta viSe iRNK za
CXCLI12 u odnosu na wt ¢Celije, ¢ime je potvrdena stabilna genomska integracija gena za
humani CXCL12 u ¢elijama #1 (Slika 4.2A 1 B). Takode, qPCR-om, kvantifikovana je i
iRNK za CXCR4 koji predstavlja jedan od dva receptora za CXCL12. Dobijeni rezultati
pokazali su statisticki znacajno (p<0,05) vecu transkripciju gena za CXCR4 (Cxcr4) u
¢elijama klona #1 u odnosu na wt Celije (Slika 4.2C). Detektovana ekspresija gena za
CXCLI12 i CXCR4 u wt i klon #1 Celijama ukazuje na postojanje autokrinog i parakrinog
signalnog puta kojim CXCL12 ostvaruje svoje efekte, kako na beta ¢elije pankreasa iz kojih
se sekretuje, tako i na sve okolne beta ¢elije.

Uticaj CXCL12 na prezivljavanje beta ¢elija pankreasa ispitan je testom vijabilnosti
(MTT), nakon tretmana wt i klon #1 ¢elija rastu¢im koncentracijama streptozotocina (STZ)
(Slika 4.3). STZ je toksi¢ni analog glukoze koji selektivno ulazi u beta ¢elije putem GLUT2
transprotera. Zbog ovakvog mehanizma delovanja STZ je definisan kao dijabetogeni agens

koji se kroz razli¢ite model-sisteme koristi za izazivanje dijabetesa kod pacova i miseva.
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Slika 4.3. Vijabilost Rin-5F wt i Rin-SF klon #1 ¢elija u uslovima oksidativnog stresa.

Vijabilnost ¢elija Rin-5F wt i Rin-5F klon #1 nakon tretmana rastu¢im koncentracijama STZ-a

ispitana je pomo¢u MTT eseja.
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STZ izaziva smrt beta celija posredstvom DNK alkilacije i1 produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) i reaktivnih azotnih vrsta (RNS). Wt 1 klon #1 ¢elije tretirane su
rastu¢im koncentracijama STZ-a (0,1-15 mM) tokom 24 h. Po zavrSetku tretmana, dodat je
MTT, koji ulazi u ¢€elije i1 prolazi do mitohondrija, gde ga enzim sukcinat dehidrogenaza
redukuje do nerastvorljivog formazana. Celije se nakon tretmana MTT-om rastvaraju u
organskom rastvara¢u DMSO-u, koji rastvara kristale formazana, ¢ija se koli¢ina analizira
spektorfotometrijski. S obzirom, da je redukcija formazana moguca samo u metabolicki
aktivnim ¢elijama, nivo formiranog formazana je mera broja aktivnih tj. vijabilnih ¢elija.
Na Slici 4.3 uocava se da su rastue koncentracije STZ-a toksi¢nije za wt Celije.
Koncentracija STZ od 5 mM izazvala je smrt 42% celija wt i 6% celija klona #1. Zbog
umiranja 42% celija wt pri koncentraciji od 5 mM, ova koncentracija STZ-a je u narednim
eksperimentima koriS¢ena kao ECsy. Rezultati testa vijabilnosti pokazali su da CXCL12
pospesuje prezivljavanje beta Celija pankreasa, s obzirom da su ¢elije klona #1 pokazale
smanjenu osetljivost na dejstvo STZ-a.

Budu¢i da STZ svoje toksi¢no dejstvo na ¢elije ispoljava putem ostecenja DNK, u
slede¢em eksperimentu koriste¢i komet esej, ispitan je stepen oSteCenja DNK tokom
oksidativnog stresa izazvanog dijabetogenim stimulusom (STZ-om) (Slika 4.4). Rin-5F
¢elije (wt 1 klon #1) tretirane su 5 mM STZ-om 30 min. Po zavrSetku tretmana, éelije su
ukalupljene u agarozu na mikroskopskoj plocici, nakon cega je sledila liza Celija.
Elektroforeza se odvijala u baznom puferu (pH 13), §to je omogucilo denaturaciju DNK i
analizu kako jedno- tako i dvolancanih prekida na DNK. Elektroforetskim razdvajanjem
osteceni DNK delovi putuju iz jedra u pravcu katode (u smeru struje) ¢ime se formiraju
strukture koje podsecaju na komete. Koli¢ina DNK prisutna u repu komete, ukazuje na
intenzitet DNK oste¢enja. U kontrolnim uslovima veliki broj ¢elija (90-95%) wt 1 klona #1
je bio bez repa komete (Slika 4.4), na osnovu Cega se zakljuuje da u ovim celijama nema
DNK ostecenja. Nakon tretmana STZ-om, velika koli¢ina DNK nalazila se u repu komete,
Sto ukazuje na visok nivo dvolancanih prekida na DNK. Analizom momenta repa komete
koji predstavlja proizvod duzine repa i procenta DNK u repu komete, uoceno je statisticki
znacajno (p<0,001) smanjenje DNK oSte¢enja u ¢elijama klona #1 u odnosu na wt ¢elije

tokom tretmana STZ-om (Slika 4.4). S obzirom da je uocen 1,3 puta manji stepen oStecenja
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DNK u ¢elijama klona #1 tj. u beta ¢elijam pankreasa koje pojacano eksprimiraju CXCL12,
moze se zakljuciti da CXCL12 aktivira signalne puteve u c¢eliji, koji doprinose ocuvanju

DNK tokom oksidativnog stresa izazvanog dijabetogenim stimulusom.
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Slika 4.4. DNK ostecenje u Rin-5F wt i Rin-5F klon #1 ¢elijama u uslovima oksidativnog
stresa. Stepen DNK oSte¢enja u Rin-5F wt 1 Rin-5F klon #1 ¢elijama nakon tretmana STZ-om
utvrden je pomocu komet eseja. Prikazana je srednja vrednost + standardna greSka momenta repa
komete (parametra DNK oStecenja) dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti
momenta repa komete su bile statisticki znacajno razliite (***) za STZ-om tretirane celije u
odnosu na vrednosti dobijene za kontrolne, ne-tretirane celije (p<0,001). Srednje vrednosti
momenta repa komete dobijene nakon tretmana STZ-om za klon #1 c¢elije su bile statisticki
znacajno razliCite (###) u poredenju sa vrednostima dobijenim posle tretmana wt ¢elija STZ-om

(p<0,001).

Budu¢i da je pokazano da pojac¢ano prisustvo CXCL12 doprinosi o¢uvanju DNK
integriteta 1 pospeSuje prezivljavanje beta Celija pankreasa nakon primene dijabetogenog
agensa, slede¢i korak je bio ispitivanje molekularnih mehanizama njegove transkripcione
regulacije. Identifikacija transkripcionih faktora koji ucestvuju u regulaciji ekspresije gena
koji kodiraju proteine koji imaju vaznu ulogu u normalnom funkcionisanju i prezivljavanju

beta ¢elija, moze doprineti razvoju novih strategija za prevenciju i leCenje dijabetesa.
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4.2. REGULACIJA TRANSKRIPCIJE GENA ZA CXCL12 (Cxcl12)

4.2.1. ANALIZA 5" REGIONA Cxcli2

U cilju rasvetljavanja molekularnih mehanizama koji reguliSu Cxc/12 transkripciju,
identifikovane su DNK regulatorne sekvence uzvodno od Cxcli2 kodiraju¢e sekvence.
Kompjuterskom predikcijom, SIDD analizom, ispitano je prisustvo RAM elemenata u 10
kb dugom 5’ regionu CXCL12 gena (NCBI Referentna Sekvenca: NC 005103.3), dok je
pomocu kompjuterskog programa Genomatix (Genomatix, Minhen, Nemacka) definisana
promotorska sekvenca Cxcli2.

SIDD analizom mapirana su cetiri potencijalna RAM elementa u uzvodnom 5’ kraju
CXCLI12 gena: RAM 1 (-8092/-7926 bp), RAM 2 (-3931/-3729 bp), RAM 3 (-2407/-2295
bp) i RAM 4 (-1725/-1592 bp) (Slika 4.5). Genomatix je definisao 739 bp dug promotor (-

546/+193), a kodirajuca sekvenca pocinje na +87 nukleotidu.

4.2.2. INTERAKCIJE RAM-VEZUJUCIH PROTEINA SA RAM 4 ELEMENTOM

SIDD analiza identifikovala je cetiri potencijalna RAM elementa (Slika 4.5).
Najudaljeniji RAM (RAM 1) je 0,8 kb udaljen od mesta pocetka transkripcije (eng.
transcription start site, TSS), dok se ostali RAM elementi nalaze na rastojanju od od oko
0,4 kb (RAM 2), 0,23 kb (RAM 3) 1 0,16 kb (RAM 4) od TSS. Zbog male verovatnoc¢e da
prva tri RAM elementa ucestvuju u regulaciji ekspresije CXCL12 gena, usled velike
udaljenosti od mesta pocetka transkripcije i zbog mogucénosti da su regulatorni elementi
nekog drugog gena koji se nadovezuje na Cxcll2, nije analizirano vezivanje RAM-
vezujucih proteina za RAM 1, RAM 2 i RAM 3. Ispitana je interakcija proteina sa RAM 4
elementom, koji je najblizi TSS 1 nalazi se na poziciji -1725/-1592 bp.
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Slika 4.5. Shematski prikaz uzvodnog 5’ regiona CXCL12 gena. Prikazane su pozicije

potencijalnih RAM elemenata, promotora, pocetka kodirajuce sekvence i pocetka sinteze iRNK.

4.2.2.1. In vitro interakcije RAM-vezujucih proteina i RAM 4 elementa

Pomocu in vitro tehnike elektroforetskog zaostajanja (eng. electrophoretic mobility-
shift assay, EMSA) ispitana je sposobnost RAM-vezujuéih proteina, PARP-1, HMG I'Y,
lamin B i C1D, da vezu RAM 4 element. PCR-om, koristeci specificne prajmere obeleZene
biotinom, umnozen je 134 bp dugacak RAM 4 element. Biotinilovani krajevi DNK
omogucuju vizuelizaciju DNK u formiranim nukleoproteinskim kompleksima nakon
EMSA. Nakon inkubacije RAM 4 elementa sa proteinima u puferu za vezivanje, uzorak je
naneSen na agarozni gel. Po zavrSetku elektroforeze, izvrSen je transfer sa gela na
membranu, nakon ¢ega je usledila vizuelizacija DNK.

Interakcije PARP-1 sa RAM 4 elementom prikazane su na Slici 4.6A. Na Slici
4.6A, kolona 2, uocava se traka, dugacka 134 bp, koja odgovara RAM 4 elementu, kao i
traka iznad, koja odgovara kompleksu rekombinovanog PARP-1 proteina (recPARP-1) i
RAM 4 elementa koji sporije putuje u gelu u poredenju sa slobodnim DNK fragmentom.
Nakon inkubacije RAM 4 elementa i jedarnih proteina izolovanih iz Rin-5F wt celija,
formiran je veliki kompleks proteina sa RAM 4 elementom, koji je sporije putovao u gelu u
odnosu na recPARP-1 - RAM 4 kompleks, §to ukazuje da se pored PARP-1 za RAM 4
vezuju i drugi jedarni proteini (Slika 4.6A, kolona 3).
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Slika 4.6. Afinitet vezivanja RAM-vezujuéih proteina za RAM 4 elemet ispitan je pomoéu
tehnike elektroforetskog zaostajanja. (A) Interakcije izmedu RAM 4 elementa i PARP-1. Krajevi
RAM 4 elementa su obeleZeni biotinom Sto potvrduje da PARP-1 vezuje specificnu sekvencu u
okviru RAM 4. Vezivanje PARP-1 za RAM 4 je potvrdeno nakon inkubacije rekombinovanog
PARP-1 sa RAM 4 (kolona 2). Analiza super-pomaka je izvrSena pomocu dva anti-PARP-1 antitela
(kolone 4 i 5). (B) Interakcije izmedu RAM 4 elementa i HMG /Y, LAMIN B i C1D proteina.
Analiza super-pomaka je izvrSena koriste¢i anti-HMG I/Y (kolona 4), anti-lamin B (kolona 5) i

anti-C1D (kolona 5) antitela.

Da bi se potvrdilo vezivanje PARP-1 za RAM 4 element, tokom inkubacije RAM 4 sa
jedarnim proteinima dodato je antitelo na PARP-1 protein. Nakon razdvajanja kompleksa,
zapazeno je prisustvo super-pomaka (eng. super-shift), jer je protein — RAM 4 kompleks
zbog vezivanja anti-PARP-1 antitela sporije putovao u gelu (Slika 4.6A, kolone 4 1 5).
KoriS¢enjem 2 razlicita anti-PARP-1 antitela (Santa Cruz, H-250 1 R&D), analizom super-
pomaka, pokazano je da PARP-1 vezuje RAM 4 element in vitro. Prisustvo biotina na
krajevima PCR-om umnoZzenog RAM 4 elementa isklju¢uje moguénost da je PARP-1
vezan za krajeve DNK sekvence 1 potvrduje vezivanje PARP-1 za specificnu sekvencu
unutar RAM 4 elementa.

Ispitivanje in vitro interakcija RAM 4 elementa sa proteinima HMG I/Y, lamin B 1
CID prikazano je na Slici 4.6B. Nakon inkubacije RAM 4 elementa sa jedarnim
proteinima, zapazeno je prisustvo trake od 134 bp, kao i 2 sporije trake, koje odgovaraju
komleksima izmedu RAM 4 i jedarnih proteina (Slika 4.6B, kolona 2). Dodavanjem
antitela na HMG I/Y (Slika 4.6B, kolona 3) i C1D (Slika 4.6B, kolona 5) u EMSA reakciju,
nije doslo do promene u formiranim protein — DNK kompleksima, §to ukazuje da ova 2
RAM-vezujuca proteina ne interaguju sa RAM 4 elementom. Dodavanjem antitela na lamin
B u EMSA reakciju, formiran je ,,oblak* iznad protein — DNK kompleksa. Takode, doslo je
do blagog zaostajanja formiranog protein — DNK kompleksa, i trake od 134 bp, koja
odgovara RAM 4 elementu (Slika 4.6B, kolona 4). Ovi rezultati ukazuju da lamin B vezuje

RAM 4 element sa malim afinitetom.
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4.2.2.2. In vivo interakcija PARP-1i RAM 4 elementa

Pomoéu imunoprecipitacije hromatina (eng. Chromatin immunoprecipitation,
ChIP) ispitano je da li PARP-1 vezuje RAM 4 element in vivo. Konfluentne Rin-5F wt
¢elije tretirane su formaldehidom u cilju ucvrS¢ivanja veza izmedu DNK i proteina i
proteina medusobno. Nakon toga je izolovan i ultrazvukom fragmentisan kroslinkovan
hromatin. Hromatin je iscepkan na fragmente veli¢ine 200-600 bp (Slika 4.7A). Ovo je
optimalna fragmentacija hromatina, posto nisu dobijeni fragmenti kra¢i od samog RAM 4
elementa, §to bi onemogucilo njegovo umnoZzavanje, s obzirom da je RAM 4 dugacak 134
bp. Zatim je sledila, imunoprecipitacija hromatina sa anti-PARP-1 antitelom. Kao pozitivna
kontrola imunoprecipitacije koriS¢ena je RNK polimeraza II (RNK pol II), zbog svoje
sposobnosti da nespecifi¢no veze DNK, jer ova polimeraza vrsi transkripciju velikog broja
je kao negativna kontrola imunoprecipitacije, s obzirom da ovo antitelo ne prepoznaje
DNK-vezujucée proteine. Sledilo je uklanjanje proteina iz hromatina i pre¢iS¢avanje DNK
koja je sluzila kao matrica za umnozavanje DNK regiona od interesa. Za kontrolu
imunoprecipitacije hromatina, radena je PCR reakcija sa prajmerima za B-aktin. Kao
pozitivna kontrola PCR reakcije koriS¢ena je genomska DNK tj. fragmenisan hromatin
nakon uklanjanja proteina. U negativnu kontrolu PCR reakcije (blank) umesto DNK dodata
je voda. Ocekivani aktinski fragment duzine 230 bp, dobijen je u PCR reakciji koja je kao
matricu sadrzala DNK, dobijenu nakon imunoprecipitacije sa RNK pol II, dok PCR
imunoprecipitacije sa IgG (Slika 4.7B). Zatim je PCR reakcijom, koriste¢i specificne
prajmere za RAM 4 element (sekvence prajmera su prikazana u poglavlju Materijal 1
metode u Tabeli 3.1), amplifikovana DNK dobijena nakon imunoprecipitacije sa anti-
PARP-1 antitelom kao i odgovarajuce, gore navedene kontrole imunoprecipitacije i PCR-a.
Nakon razdvajanja PCR produkta agaroznom elektroforezom, uocena je traka od 134 bp
(Slika 4.8), koja dogovara RAM 4 elementu, Sto ukazuje da PARP-1 vezuje RAM 4

element in vivo.
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Slika 4.7. Kontrola imunoprecipitacije i fragmentacije hromatina. (A) Elektroforetsko
razdvajanje fragmentisanog hromatina u agaroznom gelu. Poredenjem sa DNK standardom (kolona
1) uocava se da je hromatin fragmentisan na fragmente duzine 200-600 bp (kolona 2). (B) Kontrola
imunoprecipitacije hromatina izvrSena je pomocu PCR reakcije koriste¢i prajmere za B-aktin. Za
imunoprecipitaciju, RNK pol II je sluzila kao pozitivna, a IgG kao negativna kontrola. Za PCR
reakciju genomska DNK dobijena uklanjenjem hromatinskih proteina je koris¢ena kao pozitivna, a
voda, odnosno blank kao negativna kontrola. PCR produkati umnozeni kori§¢éenjem prajmera za [3-

aktin razdvojeni su elektroforezom u agaroznom gelu.
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Slika 4.8. In vivo interakcija PARP-1 i RAM 4 elementa. Afinitet vezivanja PARP-1 za RAM 4
element analiziran je metodom hromatinske imunoprecipitacije (ChIP). Hromatin je
imunprecipitovan koriste¢i anti-PARP-1 antitelo. Vezivanje PARP-1 za RAM 4 element potvrdeno
je umnozavanjem RAM 4 elementa, duzine 134 bp, PCR reakcijom. Kontrole imunoprecipitacije i

PCR reakcije objasnjene su u okviru legende za Sliku 4.7.

4.2.3. KARAKTERIZACIJA Cxcll2 PROMOTORA

Kompjuterska predikcija Genomatix-a definisala je 739 bp dugacak Cxcli2
promotor (Slika 4.9). Analizom promotorskih elemenata utvrdeno je da promotor sadrzi
nekanonski TATA element (eng. non-canonical TATA box) na poziciji -25/-20 bp, sa
citozinom umesto adenozina na drugoj poziciji, $to je takode uoc¢eno kod promotora gena
za CXCL12 coveka (Garcia-Moruja i sar., 2005). Promotor sadrzi inicijator element (Int;
od +13 do +20 bp), ¢ija sekvenca je u saglasnosti sa prihva¢enom Int-konsenzus
sekvencom (KYAYTCYYY, gde Y oznacava C/T, a K znac¢i G/T). Nizvodno od Int
elementa, nalazi se potencijalna Kozak sekvenca (GCCATGG), na poziciji +84/+90 bp,
koja sadrzi inicijacioni ATG kodon za pocetak translacije. Potencijalna Kozak sekvenca
Cxcll2, se u potpunosti podudara sa konsenzus sekvencom ki¢menjaka (RCCATGG, gde R
oznacava A ili G) (Kozak, 1984). Uoceno je da se potencijalna Kozak sekvenca poklapa sa
vezivnim mestom za transkripcioni faktor YY1 (+84/+90 bp). Promotor Cxcl12 je bogat
GC bazama, koje ¢ine 62,5% promotorske sekvence i potencijalno upucuje na moguénost
epigenetske regulacije transkripcije Cxc/12 putem metilacije promotora.

Promotor Cxcli2 je analiziran u cilju pronalaZzenja potencijalnih vezivnih mesta za
transkripcione ~ faktore =~ pomocu  kompjuterskih  predikcija: ALGGEN-PROMO,
Matlnspector i TRANSFAC.
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-545 HMG I/Y

CAGCACACCCCTACGTT AGAATGCATCT TCCCGECEEET GACT GTACT GAGACT TTGGECT
C/EBEPx C/EEPR Fix03a PARP-1 ¥¥1

GOCAGTCCAAGTTAT TCTAACT GTAGCYITGCTCOGOG TEAG COTACOIGTCE

- YY1
CCTGCHECACAGACACCCTGEEACGAGACET SEETCACTTT GAGET CCT GECACCAR AR,

O/EBPp /EEPw STATI HMG I/Y
AACGGTTCTOTGGCAANTTTTTT GEET CACGCEGCARACACGAACCTCCCACCTECARCACA

0X03a FCXOda
GTTTCECCTCTEET JCTTACTTGACAGCTT TOGAT TT CGACAGCCCCTTAGTTTCT CT A
YY1 C/EEBP Bpl HMG TI/%
TCTGOAGGAT GG FAGCAT TT GTAGTCC GAGOCCGCCCRAGTT GEEGACTEEGAAGA
FAEE-1 Epl -
ECEMGGCET CEGCACCCAGCGGAGCCGEEEACGCCGRAGEGCGOCRAGAACGGEET GGG
HMG I/Y gpl
TAGCTASCCCACTIGGAARGECGCG LT COT COGCAGSECATSCGCET CACACACC CCAGTC
15 _ TATA-like
ACACT TCAGEEHCECCEET T GADGRGCIZICCGCCCZGCCTGGT TTTCGEITCTABAGCGC
spl +1 “Int C/EBPp 7 EBPx

CCJJGCGCGCGCETCT EGCTGC CECACTTTCACTCT CCGTCCACCT CGETETCCT AT TGC
CARE- 1 TSS Spl YY1l ORF
TGCCOAGCT CTGCAGCCT COGECGECECCCT CUCECCCANGCCAT BGACCCCARGGTCGT

vvvvvvvv Kozak sekvenca Spl o
CGCEGTGI:TGGCCIZTGGTGCTGGCEGCGCJI'GI'GCHTCEGTGECGGTGEGTGTBBTFTGC
C/EBP} C/EEPw +193 =

GCDCGFTDC SGGGC?T‘F-GC‘I' CGCAGCTCTGT

Slika 4.9. Shematski prikaz promotora CXCL12 gena. Prikazani su promotorski elemenati i
potencijalna mesta vezivanja YY1, C/EBPf, C/EBPa, STAT3, p53, FOXO3a, Spl, HMG I’Y i NF-
kB transkripcionih faktora na osnovu analize programa ALGGEN-PROMO, Matlnspector i
TRANSFAC. Potencijalna mesta vezivanja za PARP-1 preuzeta su od Akiyama i sar. (2001) i
Vidakovi¢ i sar. (2009).

Kompjuterski programi su pokazali da u okviru Cxcl/l2 promotora postoje dva potencijalna
mesta vezivanja za NF-xB (-523/-514 bp 1 -198/-189 bp), cetiri za HMG 1/Y (-521/-515 bp,
-317/-311 bp, -197/-191 bp 1 -119/-113 bp), Sest potencijalnih mesta vezivanja za C/EBPa
(-459/-454 bp, -449/-444 bp, -359/-354 bp, -339/-. 334 bp, +41/+46 bp 1 +172/+177 bp),
sedam za C/EBPP (-459/-453 bp, -449/-443 bp, -360/-354 bp, -340/-334 bp, -229/-222 bp,
+41/+47 bp 1 +171/+177 bp), petnaest za pS3 (-450/-444 bp, -270/-264 bp, -221/-215 bp, -
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154/-148 bp, -116/-110 bp, -64/-58 bp, -52/-46 bp, -47/-41 bp, -20/-14 bp, +43/+49 bp,
+67/+73 bp, +75/+81 bp, +111/+117 bp, +160/+166 bp 1 +173/+179 bp), tri za FOXO3a (-
446/-439 bp, -294/-287 bp i1 -263/-256 bp), Cetiri za YY1 (-432/-424 bp, -421/-413 bp, -
245/-239 bp 1 +84/+90 bp), jedan za STAT3 (-320/-314 bp) i deset za Spl (-216/-211 bp,
155/-147 bp, -116/-111 bp, -65/-57 bp, -46/-41 bp, -21/-13 bp, -11/-1 bp, +65/+75 bp,
+76/+81 bp, +159/+167 bp). S obzirom da je sposobnost PARP-1 da veze specificne DNK
sekvence relativno skoro otkrivena, u kompjuterskim programima za predikciju vezivnih
mesta transkripcionih faktora, se joS uvek ne nalaze PARP-1 vezujuce konsenzus sekvence.
Medutim, na osnovu literaturnih podataka utvrdeno je da PARP-1 poseduje tri potencijalna
vezivna mesta u Cxcll2 promotoru: 5’-GGCCT-3’ na poziciji -187/-183 bp (Vidakovi¢ 1
sar., 2009) 1 5’-TGCCC-3’ na pozicijama -448/-444 bp 1 +45/+49 bp (Akiyama 1 sar.,
2001).

4.2.4. INTERAKCIJE TRANSKRIPCIONIH FAKTORA SA Cxcl12 PROMOTOROM

4.2.4.1. Prisustvo transkripcionih faktora koji imaju potencijalna mesta vezivanja u okviru

Cxcll2 promotora u Rin-5F Celijama

Pre nego Sto se pristupilo ispitivanju interakcija transkripcionih faktora sa
promotorom Cxcll2, ispitano je prisustvo transkripcionih faktora, koji na osnovu
kompjuterske predikcije imaju vezivno mesto u promotoru, u jedru i citosolu Rin-5F wt
¢elija. Imunoblot analiza je pokazala prisustvo YY1 proteina, molekulske mase 63 kDa, u
jedru 1 u manjoj meri u citosolu Rin-5F wt ¢elija. U citosolu i jedru wt ¢elija, anti-YY'1
antitelo je detektovalo i1 traku veli¢ine 43 kDa, koja odgovara degradacionom produktu
YY1 proteina (Slika 4.10A, kolone 1 i 3). Imunoblot analizom uoceno je i prisustvo Spl,
STAT3, FOX0O3a HMG I/Y i NF-kB proteina u jedru i citosolu wt ¢elija (Slika 4.10B, C,
E, Hi L kolone 1 i 3). Antitelom na PARP-1 potvrdeno je prisustvo ovog proteina u jedru
wt ¢elija (Slika 4.10D, kolona 1). Imunoblot analizom na prisustvo C/EBPJ, ovaj protein
detektovan je u vidu izoformi od 33 1 38 kDa u jedru wt celija (Slika 4.10F, kolona 1).

Anti-C/EBPa antitelo pokazalo je da je ovaj protein prisutan u jedru wt ¢elija u izoformama
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od 30 1 42 kDa (Slika 4.10G, kolona 1). Protein p53 se nalazi u jedru i citosolu wt ¢elija u
vidu izoformi od 53 i 44 kDa (Slika 4.10J, kolone 1 1 3).

kDa kDa
F
38-
YY1 33- CIEBPB
H
STAT3 HMG I/Y
D I 3
13- PARP-1 65 - NF-xB
E or. J 53-
FOXO3a 3 p53
‘. _
1 2 3 4 1 2 3 4
K
43-

3-aktin

Slika 4.10. Prisustvo transkripcionih faktora koji imaju potencijalna mesta vezivanja u okviru
Cxcl12 promotora u jedru i citosolu Rin-5F wt i Rin-5F klon #1 ¢elija. Imunoblot analiza
proteina izolovanih iz jedra wt Celija (kolona 1), jedra klon #1 celija (kolona 2), citosola wt ¢elija
(kolona 3) i citosola klon # 1 ¢elija (kolona 4) na prisustvo YY1 (A), Spl (B), STAT3 (C), PARP-1
(D), FOXO03a (E), C/EBPB (F), C/EBPa (G), HMG I'Y (H), NF-xB (D), p53 (J) i B-aktin (K)

proteina.
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4.2.4.2. In vitro interakcije transkripcionih faktora sa Cxcll2 promotorom

Posto je imunoblot analiza pokazala prisustvo svih transkripcionih faktora u
jedru Rin-5F wt ¢celija, koji na osnovu kompjuterske predikcije imaju vezivno mesto u
okviru promotora, slede¢i korak je bio ispitivanje koji od pomenutih transkripcionih faktora
vezuje promotor i reguliSe transkripciju Cxcll2. Pomocu tehnike EMSA, za svaki
transkripcioni faktor analiziran je afinitet vezivanja Cxcll2 promotora. PCR reakcijom,
koriste¢i prajmere obelezene biotinom, umnozen je 739 bp dugacak Cxc/I2 promotor.
Biotiom obelezen Cxcll2 promotor inkubiran je sa jedarnim proteinima, izolovanim iz Rin-
SF wt ¢elija, a potom su protein-DNK kompleksi razdvojeni agaroznom elektroforezom.
EMSA je pokazala da su formirana tri protein-DNK kompleksa izmedu jedarnih proteina i
Cxcll2 promotora (Slika 4.11, kolona 3), Sto ukazuje da viSe jedarnih proteina vezuje
promotor. Analizom super-pomaka ispitano je vezivanje svakog pojedinacnog
transkrpcionog faktora za promotor. Kada se u EMSA reakciju doda antitelo na protein od
interesa, zaostajanje ili nestajanje protein-DNK kompleksa, ukazuje da ispitivani protein
vezuje DNK sekvencu. Zaostajanje protein-DNK kompleksa moze nastati tako Sto se
antitelo vezuje za potein koji je direktno vezan za DNK i posto antitelo doprinosi veli¢ini
kompleksa, nagradeni kompleks sporije putuje u gelu u odnosu na sam protein-DNK
kompleks. Pored toga, zaostajenje moze biti posledica vezivanja ispitivanog proteina za
neki drugi protein koji je direktno vezan za DNK, Sto znaCi da je ispitivani protein
indirektno, preko interagujuceg partnera vezan za DNK. Sa druge strane, nestajanje protein-
DNK kompleksa je posledica vezivanja antitela za DNK-vezuju¢i domen proteina, ¢ime se
sprecava vezivanje proteina za DNK, Sto ukazuje da je ispitivani protein u direktnoj
interakciji sa DNK.

U EMSA reakciji, sa Cxc/l2 promotorom i jedarnim proteinima inkubirano je i
antitelo na ispitivani transkripcioni faktor (Slika 4.11). Prisustvo antitela na YY1 (Slika
4.11, kolona 7), Sp1 (Slika 4.11, kolona 8), C/EBP (Slika 4.11, kolona 9), p53 (Slika 4.11,
kolona 15), STAT3 (Slika 4.11, kolona 16) i C/EBPa (Slika 4.11, kolona 17) protein u
EMSA reakciji izazvalo je zaostajanje I i II protein-DNK kompleksa. U reakciji super-
pomaka sa anti-FOXO3a antitelom sporije je putovao I kompleks (Slika 4.11, kolona 11).
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Dodavanjem anti-HMG I/Y antitela uoceno je nestajanje III kompleksa, §to moze biti
posledica vezivanja antitela za DNK vezuju¢i domen HMG I/Y proteina, ¢ime je spreceno
vezivanje HMG I/Y za Cxcl12 promotor (Slika 4.11, kolona 14). Prisustvo antitela na NF-
kB protein u reakciji, nije izazvalo zaostajanje ili nestajanje formiranog protein-DNK
kompleksa, Sto ukazuje da NF-kB ne vezuje Cxcll2 promotor, iako poseduje vezivno mesto
u okviru promotora (Slika 4.11, kolona 12). Kao negativne kontrole u EMSA reakcijama,
koriS¢ena su antitela na dva transkripciona faktora, FOXO1 i HNF6, koja nemaju mesta
vezivanja u promotoru, ¢ijim dodavanjem nije doSlo do promena u formiranim protein-
DNK kompleksima (Slika 4.11, kolone 10 i 13). Afinitet vezivanja PARP-1 za Cxcl/I2
promotor, ispitan je sa tri razlicita anti-PARP-1 antitela (ALEXIS, C2-10; Santa Cruz, H-
250 1 R&D).

g g q & & & o S o &
& &L 58 é‘ip & & ¢ & &
antitelo - - - + + + + + + + + + + + + + +
jedarni lizat N ~ + + + + + + + + + + + + + + +
rekombinovani PARP-1 - + = - - - - - _
DNK (Cxcl/12 promotor) + + + + + + + + + + + + + + + + +

Slika 4.11. In vitro interakcije transkripcionih faktora i promotora Cxcll12. Afinitet vezivanja
transkripcionih faktora za Cxcll2 promotor utvrden je koris¢enjem tehnike EMSA. Analizom super-
pomaka, koriste¢i antitelo na transkripcioni faktor od interesa ispitano je vezivanje PARP-1 (kolone
4,5, 6), YY1 (kolona 7), Spl (kolona 8), C/EBPp (kolona 9), FOXO1 (kolona 10), FOXO3a
(kolona 11), NF-xB (kolona 12), HNF6 (kolona 13), HMG I/'Y (kolona 14), p53 (kolona 15),
STAT3 (kolona 16), C/EBPa. (kolona 17). Interakcija PARP-1 sa promotorom Cxcl/I2 potvrdena je

nakon inkubacije rekombinovanog PARP-1 sa promotorom Cxc/12 (kolona 2).
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U reakcijama super-pomaka sa tri pomenuta anti-PARP-1 antitela, doslo je do zaostajanja I
kompleksa (Slika 4.11, kolone 4, 5, i 6), dok je u reakciji sa antitelom ALEXIS (C2-10),
doslo do zaostajanja i II 1 III protein-DNK kompleksa (Slika 4.11, kolona 4). Vezivanje
PARP-1 za Cxcll2 promotor, dodatno je potvrdeno inkubacijom promotora sa
rekombinovanim PARP-1 proteinom. Nakon razdvajanja kompleksa na gelu, zapaZzena je
traka od 739 bp, koja odgovara promotoru, kao i sporija traka, koja predstavlja kompleks
PARP-1 — Cxcli2 promotor (Slika 4.11, kolona 2). Na osnovu ovih rezultata moze se
izvesti zakljuCak da transkripcioni faktori: PARP-1, YY1, Spl, C/EBPB, FOXO3a,
HMGI/Y, p53, STAT3 i C/EBPa vezuju Cxcll2 promotor in vitro. Sa druge strane, NF-xB

uprkos postojanju vezivnog mesta, ne interaguje sa Cxc/l/2 promotorom.

4.2.4.3. In vivo interakcije transkripcionih faktora sa Cxcll2 promotorom

Pomoéu metode imunoprecipitacije hromatina (ChIP) ispitano je da 1li se
detektovane interakcije transkripcionih faktora sa Cxcl/2 promotorom deSavaju in vivo.
ChIP predstavlja in vivo tehniku poSto se pomocu nje ispituju interakcije izmedu DNK i
proteina u zivoj, intaktnoj Celiji. NajceS¢e se koristi za analizu vezivanja transkripcionih
faktora za promotore ispitivanih gena. Metoda se izvodi tako $to se zive Celije tretiraju
nekim agensom za unakrsno vezivanje (eng. cross-linking), kao §to je formaldehid. Na ovaj
nacin se uc¢vrste interakcije izmedu DNK i proteina i proteina medusobno, tako da se moze
re¢i da se na ovaj naCin celija ,,zaledi“ u odredenom fizioloSkom stanju. Zatim sledi
liziranje ¢elija 1 fragmentisnje hromatina, koji se koristi za imunoprecipitaciju sa antitelom
na protein od interesa. Nakon imunoprecipitacije, vrsi se uklanjanje proteina i preciS¢avanje
DNK, koja sluzi kao matrica u PCR reakciji. Koriste¢i specificne prajmere kojima se
umnozava analizirana DNK sekvenca, utvrduje se da li je ispitivani protein asosovan sa
ovom DNK sekvencom in vivo.

Da bi se detaljnije ispitala vezivna mesta transkripcionih faktora u okviru CxclI2

promotora, 739 bp dug promotor je podeljen na 3 fragmenta.
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Slika 4.12. Shematski prikaz fragmenata CxclI2 promotora. Prikazani su promotrski fragmenti
CXCLI12 gena (fragment 1, 2 i 3) kao i potencijalna mesta vezivanja ispitivanih transkripcionih

faktora u okviru svakog promotorskog fragmenta.

Fragment 1 je bio duzine 247 bp (-546/-299 bp), fragment 2 — 265 bp (-319/-54 bp) i
fragment 3 je bio 267 bp dugacak i nalazio se na poziciji od -74 do +193 bp. Na slici 4.12
dat je shematski prikaz promotorskih fragmenata i vezivnih mesta transkripcionih faktora u
okviru svakog fragmenta.

Svaki od tri promotorska fragmenta sadrzi PARP-1 vezivno mesto (Slika 4.12).
Koriste¢i dva razlicita anti-PARP-1 antitela (Santa Cruz, H-250 i Roche), pokazano je da
PARP-1 vezuje sva tri promotorska fragmenta (Slika 4.13).

Transkripcioni faktor Spl vezuje sva tri promotorska fragmenta, uprkos ¢injenici da

poseduje vezivno mesto samo unutar drugog i tre¢eg fragmenta (Slika 4.12 1 4.13).
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Slika 4.13. In vivo interakcije transkripcionih faktora i promotora Cxcll2. Imunoprecipitacija
hromatina je izvrSena koriste¢i antitela na PARP-1, Spl, YY1, C/EBPJ, FOX0O3a, HMG 1/Y, p53,
STAT3 i C/EBPa proteine. Ispitano je vezivanje transkripcionih faktora za (A) promotorski
fragment 1, duzine 247 bp, (B) promotorski fragment 2, duzine 265 bp i (C) promotorski fragment
3, duzine 267 bp. Kontrole imunoprecipitacije i PCR reakcije objasnjene su u okviru legende za

Sliku 4.7.

Vezivanje Spl za promotorski fragment 1, moZze biti posledica meduproteinske interakcije,
Sto bi znacilo da Sp1 interaguje sa drugim proteinom koji je direktno vezan za fragment 1.
U tom slucaju Spl vezuje fragment 1 kao heterodimer ili kao ¢lan multi-subjedini¢nog
nukleoproteinskog kompleksa.

YY1 vezuje sva tri promotorska fragmenta (Slika 4.13). Svaki fragment sadrzi
najmanje jedno vezivno mesto (Slika 4.12). Potencijalna Kozak sekvenca Cxcl/i2
promotora poklapa se sa YY1 motivom u treCem fragmentu. Prisustvo pomenute sekvence

u treCem fragmentu ukazuje da ovaj fragment sadrzi mesto pocetka translacije.
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C/EBPP vezuje sva tri promotorska fragmenta (Slika 4.13). Prvi promotorski
fragment poseduje Cetiri C/EBPf vezivna mesta, koja se poklapaju sa C/EBPa motivima
(Slika 4.12). Jedno od tih C/EBPo/C/EBPJ mesta se poklapa sa p53 i PARP-1 motivima i
delimi¢no sa FOXO3a motivom. U drugom fragmentu se C/EBPP vezivno mesto ne
poklapa sa mestom nekog drugog transkripcionog faktora, Sto ukazuje da se C/EBPf
direktno vezuje za drugi Cxc/12 fragment. U tre¢em fragmentu prisutna su dva C/EBPJ
motiva, od kojih se jedan poklapa sa C/EBPa i1 p53 vezivnim mestima, a drugi sa PARP-1,
C/EBPa i p53 motivima (Slika 4.12). C/EBPa vezuje fragmente 1 i1 2, dok p53 vezuje samo
fragment 1 (Slika 4.13). Ovi rezultati ukazuju da C/EBPB/C/EBPa/p53 vezivna mesta u
treCem fragmentu vezuje C/EBPP. Takode je pokazano da C/EBPa vezuje fragment 2
promotora iako ne poseduje vezivno mesto u ovom fragmentu, $to ukazuje da C/EBPa
interaguje sa drugim proteinom, koji je direktno vezan za promotor.

Protein p53 vezuje samo fragment 1, iako poseduje vezujuéa mesta duz celog
promotora (Slika 4.12 1 4.13). Fragment 1 sadrZi jedno p53 vezivno mesto, koje se preklapa
sa C/EBPB/C/EBPa i PARP-1 motivom 1 delimi¢no sa FOXO3a motivom. p53 ne vezuje
fragmente 2 1 3, uprkos Cinjenici da ovi fragmenti poseduju potencijalna vezivna mesta.
Fragment 2 sadrzi pet p53 motiva, od kojih se Cetiri preklapaju sa Spl mestima, a jedno je
povezano sa FOXO3a motivom. U fragmentu 3 promotora nalazi se deset p53 motiva, od
kojih se sedam preklapaju sa Spl mestima, jedan sa C/EBPB/C/EBPa mestima i jedan sa
PARP-1 i C/EBPB/C/EBPa motivima.

FOXO3a interaguje sa promotorskim fragmentom 1 (Slika 4.13A). Ovaj fragment
poseduje jedan FOXO3a motiv, koji se delimi¢no preklapa sa PARP-
1/C/EBPB/C/EBPa/p53 vezivnim mestom (Slika 4.12). Uprkos cinjenici da fragment 2
sadrzi dva FOXO3a vezivna mesta, FOXO3a ne vezuje ovaj fragment. Sa druge strane,
FOXO3a je vezan za fragment 3, u okviru kog se ne nalazi vezivno mesto §to ukazuje da je
FOXO3a vezan za ovaj fragment preko interagujuceg partnera (Slika 4.12 1 4.13).

HMG I/Y ne vezuje fragment 1, iako ovaj fragment poseduje 2 HMG I/Y motiva
(Slika 4.12 1 4.13A). Jedan od motiva se preklapa sa NF-kB mestom, a drugi sa STAT3
mestom. HMG I/Y interaguje sa promotorskim fragmentom 2, u okviru kog se nalaze tri

vezujuca mesta, od kojih se jedno preklapa sa NF-kB mestom, a drugo se delimi¢no
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poklapa sa Sp1/p53 mestom. HMG /Y ne vezuje fragment 3, koji ne sadrzi vezujuce mesto
za ovaj transkripcioni faktor (Slika 4.12 1 4.13).

STAT3 vezuje promotorske fragmente 11 3 (Slika 4.13). Fragment 1 poseduje jedan
STAT3 motiv, koji se poklapa sa HMG I/Y mestom, Sto ukazuje da u bazalnim uslovima
ovo preklapaju¢e mesto vezuje STAT3. Tre¢i promotorski fragment ne poseduje STAT3
motiv, na osnovu ¢ega se pretpostavlja da se interakcija STAT3 sa ovim promotorskim
fragmentom odvija preko interagujuceg partnera koji je direktno vezan za DNK (Slika 4.12
14.13).

Na osnovu prikazanih rezultata moze se izvesti zakljuak da prvi, distalni
promotorski fragment vezuju PARP-1, FOXO3a, p53, Spl, YY1, C/EBPa, C/EBPJ i
STAT3, dok sa drugim promotorskim fragmentom interaguju HMG 1I/'Y, YY1, C/EBPa,
C/EBPB, PARP-1 1 Spl in vivo. Tre¢i promotorski fragment koji sadrzi osnovni promotor,

in vivo, vezuju C/EBPB, PARP-1, Spl, YY1, FOXO3a i STATS3.

4.2.5. MEDUPROTEINSKE INTERAKCIJE TRANSKRIPCIONIH FAKTORA
VEZANIH Z4 Cxcl12 PROMOTOR

Veliki broj transkripcionih faktora formira medusobno homo- ili heterodimere.
Dimerizacija izmedu transkripcionih faktora dovodi do izmene u afinitetu vezivanja datog
proteinskog kompleksa za DNK, tj. do izmene transaktivacione sposobnosti proteinskog
kompleksa. Slede¢i korak u izradi doktorske teze, bio je da se ispita nain vezivanja
transkripcionih faktora za promotor Cxc//2 - da li se identifikovani transkripcioni faktori
vezuju kao monomeri za promotor ili u kompleksu sa drugim transkripcionim faktorima.
Detektovane meduproteinske interakcije transkripcionih faktora bi zajedno sa rezultatima
hromatinske imunopreciptacije, mogle da odgovore na pitanje da li ispitivani transkripcioni
faktori vezuju direktno promotorsku sekvencu Cxcli2 ili posredno preko interakcije sa
nekim drugim proteinom.

Metodom ko-imunoprecipitacije izuCavane su meduproteinske interakcije

transkripcionih faktora, za koje je pokazano da vezuju Cxcl/l2 promotor in vitro 1 in vivo.
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Imunoprecipitacija

PARP-1 | YY1 FOXO3a| Sp1 p53 |CIEBPpB C/EBPu
Imunoblot
PARP-1 - - R |- —
YY1 - - ——
FOX03a | = = = — - - — fl
Sp1 -
STAT3 — -
CL IP CL I;? IP CL IP CL IP CL IP CL IP
B

C/EBFf — PARP-1, FOX03a

YY1 — PARP-1, p53, FOX03a

PARP-1 — FOXO03a, Spl. C/EBPE. p53. YY1

p53 — PARP-1, YY1, FOX03a

Sp1— FOXO03a, PARP-1, STAT3

FOX03a — PARP-1, YY1, Sp1, p53, C'EBPa. C/EBPB
C/EBP a — FOX03a

Slika 4.14. Meduproteinske interakcije transkripcionih regulatora CXCL12 gena. Koristeci
anti-PARP-1, anti-YY1, anti-FOXO3a, anti-Spl, anti-p53, anti-C/EBPf i anti-C/EBPa antitela,
izvrSena je imunoprecipitacija proteina iz celijskog lizata Rin-5F wt celija, na nacin opisan u
poglavlju Materijal i metode, 3.7. Dobijeni precipitati su razdvojeni elektroforezom u SDS
poliakrilamidnom gelu i preneti na PVDF membranu. (A) Imunoblotom je analizirano prisustvo
koprecipitovanih proteina koris¢enjem antitela na PARP-1, YY1, FOXO3a, Spl i STAT3 proteine.
(B) Shematski prikaz detektovanih meduproteinskih interakcija transkripcionih faktora.
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Celijski lizat dobijen iz Rin-5F wt Celija kori$éen je kao polazna proteinska frakcija u
imunoprecipitaciji. Nakon imunoprecipitacije sa antitelom na protein od interesa, dobijeni
precipitat razdvojen je u SDS-poliakrilamidnom gelu. Nakon prenosa na PVDF membranu,
imunoblotom je analizirano prisustvo ko-precipitovanih proteina, koriS¢enjem antitela na
imunoprecipitovan protein i antitela na protein koji predstavlja potencijalnog interagujuceg
partnera imunoprecipitovanog proteina. Posle imunoprecipitacije sa anti-PARP-1 antitelom,
imunoblot analiza je pokazala da PARP-1 interaguje sa YY1, FOXO3a i Spl proteinima u
¢elijskom lizatu Rin-5F wt ¢elija (Slika 4.14A). Imunoprecipitacija sa anti-Y Y1 antitelom,
potvrdila je interakciju izmedu YY1 i PARP-1, i pokazala da su YY1 i FOXO3a
interagujuci partneri. Nakon imunoprecipitacije sa anti-FOXO3a antitelom, potvrdeno ja da
FOXO3a i1 PARP-1 medusobno interaguju. Prisustvo specificnih meduproteinskih
interakcija uoceno je izmedu C/EBPP 1 PARP-1 1 izmedu C/EBPB i FOXO3a (Slika 4.14A).
FOXO3a je detektovan u precipitatima, nakon imunoprecipitacije sa anti-C/EBPa antitelom
(Slika 4.14A). Imunoprecipitacija sa anti-Spl antitelom potvrdila je PARP-1-Spl
interakciju 1 pokazala da su Spl 1 STAT3 i1 Spl 1 FOXO3a interaguju¢i partneri u beta
¢elijama pankreasa. Ovom metodom, takode su detektovane interakcije izmedu p53 i
PARP-1, p53 1 YY1 i izmedu p53 i FOXO3a (Slika 4.14A). Shematski prikaz uo€enih

interakcija izmedu transkripcionih faktora prikazan je na Slici 4.14B.

4.2.6. UTICAJ RAZLICITIH FAKTORA NA AKTIVNOST Cxcll2 PROMOTORA

4.2.6.1. Aktivnost Cxcll2 promotora

U cilju ispitivanja aktivnosti Cxc/l2 promotora u ¢eliji 1 uticaja razlicitih faktora na
Cxcll2 transkripciju napravljen je reporterski vektor pCXCLI12luc, u kome je Cxcli2
promotor ukloniran ispred gena za luciferazu svica.

Kao vektor za kloniranje koriS§¢en je pMDICluc plazmid koji, kao reporterski gen
sadrzi gen za luciferazu svica. Uzvodno od gena za luciferazu nalazi se promotor
citomegalovirusa (CMV), oivi¢en restrikcionim mestima za enzime Spel 1 Xhol (Slika

4.15). U odvojenim reakcijama, izvrSena je digestija Cxcl//2 promotora i pMDICluc vektora
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sa restrikcionim enzimima Spel i Xhol, kako bi se formirali komplementarni jednolan¢ani
“lepljivi krajevi”. Nakon ligacije promotora Cxc//2 u pMDICluc vector, dobijeni konstrukt,
nazvan pCXCL12luc, (Slika 4.15 1 4.16) umnoZen je u E. coli bakterijama, soja DH5a. Da
bi se proverila aktivnost Cxcl/2 promotora, klonirani konstrukt pCXCL12luc, ubacen je u
NIH3T3 celije tehnikom transfekcije uz pomoc¢ katjonskog lipida, lipofektamina 2000
(Invitrogen). Lipofektamin omogucuje DNK kondenzaciju i nastali lipozom/DNK
kompleks ulazi u ¢eliju endocitozom. Ulaskom plazmida u jedro celije, omogucena je
njegova ekspresija. Kao pozitivna kontrola koris¢en je pMDICluc konstrukt, posto CMV
pokazuje jaku promotorsku aktivnost u NIH3T3 ¢elijama (Lin i sar., 2001). Da bi se
testirala efikasnost transfekcije, oba vektora su ko-transfekovana sa plazmidom
pMDICRIuc. Dva dana nakon transfekcije, celije su lizirane 1 izmerena je aktivnost

luciferaze uz pomo¢ Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega Corporation).

Spel

amp Cxcl12 promotor

Xhol

(( pMDICluc — |
5364 bp -

pCXCL12luc

//;/ R Spel, Xhol /(
5455 bp

" luciferaza )\ luciferaza

Slika 4.15. pCXCL12luc konstrukt. Iz pMDICluc vektora digestijom sa Spel i Xhol restrikcionim
enzimima isecen je promotor CMV. PCR-om umnozen Cxcl/I2 promotor, takode je podvrgnut
restrikcionoj digestiji sa Spel i Xhol enzimima, nakon ¢ega je ligiran sa digeriranim pMDICluc

vektorom.
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CMV IE t
pMDICluc —) promorer

pCXCL12luc / CXCL12 promotor

pEVC PARP / RSV promotor
CMVY IE t

pcDNA3.1 FLAG YY1 — promotor

i)~ gen za luciferazu E——=- PARP-1 gen misa

YY1 gen éoveka

Slika 4.16. Konstrukti korisSéeni u eksperimentima prolazne transfekcije. pMDICluc -kontrolni
plazmid u kome se gen za luciferazu svica nalazi pod kontrolom CMV promotora. pCXCL12luc -
reporterski plazmid u kome promotor Cxc/i2 kontroliSe ekspresiju gena za luciferazu svica. pEVC
PARP - ekspresioni vektor koji sadrzi kodirajuéu sekvencu gena za PARP-1 miSa. pcDNA3.1
FLAG YY1 - ekspresioni konstrukt sa FLAG-om obelezenom kodiraju¢om sekvencom za humani

YY1 gen.

Vrednost dobijene aktivnosti luciferaze svica normalizovana je u odnosu na aktivnost
Renilla luciferaze poreklom iz pMDICRIuc plazmida i izraZena je kao relativna luciferazna
jedinica (eng. relative luciferase units, RLU). RLU je predstavljena kao srednja vrednost +
standardna greska dobijena iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.

Luciferaznim esejom detektovana je luciferazna aktivnost u celijama
transfekovanim sa pCXCLI12luc plazmidom, S§to je potvrda da je pCXCLI12luc
funkcionalan plazmid, koji sadrzi promotor Cxc/12 koji je podlozan aktivaciji i sposoban da
stimuliSe ekspresiju gena za luciferazu svica. Aktivnost Cxc//2 promotora je 25 puta manja
od aktivnosti CMV promotora u NIH3T3 ¢celijama (Slika 4.17A). Statisticka analiza je
pokazala da je aktivnost Cxcll2 promotora znacajno razli¢ita u odnosu na aktivnost CMV

promotora (p<0,01). NIH3T3 su koriS¢ene kao kontrolna ¢elijska linija u eksperimentima
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transfekcija, poSto su veoma pogodne za ovu vrstu eksperimentana, imaju¢i u vidu se
koris¢enjem njih kao ¢elija ,,domacina®, postize visok nivo efikasnosti transfekcije.

Slede¢i korak bio je da se ispita aktivnost Cxc//2 promotora u Rin-5F wt ¢elijama.
Kao pozitivna kontrola ponovo je koris¢en pMDICluc vektor. U svaku reakciju transfekcije
dodat je plazmid za normalizaciju transfekcije, pMDICRIuc. Luciferazni esej je pokazao 58
puta manju aktivnost Cxc//2 promotora u odnosu CMV promotor (Slika 4.17B). Nakon
statisticke obrade podataka zakljuCeno je da je aktivnost Cxcl/2 promotora znacajno
razli¢ita u odnosu na aktivnost CMV promotora (p<0,01).

U sledec¢em eksperimentu uporedena je promotorska aktivnost gena za CXCL12 u
NIH3T3 i Rin-5F wt ¢elijama. Zbog razlicite efikasnosti transfekcije dve celijske linije,
aktivnost Cxcll2 promotora nije se mogla direktno porediti. Zbog toga su obe celijske linije
transfekovane 1 sa pMDICluc vektorom, koji je sluzio kao kontrola. Aktivnost Cxcli2
promotora izrazena je u odnosu na CMV promotor, pri ¢emu se smatra da je aktivnost
CMYV promotora u svakoj ¢elijskoj liniji 100%. Vrednosti luciferaze svica normalizovane
su sa vrednoS¢u Renilla luciferaze. Nakon luciferaznog eseja uoceno je da je aktivnost
Cxcll2 promotora 2,3 puta ve¢a u NIH3T3 ¢elijama u odnosu na Rin-5F wt Celije (Slika
4.17C). Statisticka analiza je pokazala da je aktivnost CxclI2 promotora u NIH3T3
¢elijama znacajno razli¢ita u odnosu na promotorsku aktivnost u Rin-5F wt ¢elijama

(p<0,05).

4.2.6.2.Uticaj hemokina CXCL12 na sopstvenu gensku transkripciju

Da bi se ispitao uticaj CXCL12 na aktivnost svog promotora, izvrSena je
transfekcija Rin-5F wt celija 1 Rin-5F klona #1, u kome je CXCL12 protein pojacano
prisutan, sa plazmidom pCXCL12luc (Slika 4.1). Paralelno sa transfekcijom sa vektorom
pCXCL12luc, izvrSena je transfekcija i sa kontrolnim pMDICluc konstruktom svake
¢elijske linije (Slika 4.16). U svaku reakciju transfekcije dodat je i plazmid pMDICRIuc,
koji je imao ulogu u normalizaciji stepena transfekcije. Aktivnost Cxc/l2 promotora
iskazana je u odnosu na aktivnost CMV promotora. Nakon merenja luciferazne aktivnosti,

zapazeno je smanjenje aktivnosti Cxcl//2 promotora u ¢elijama klona #1 u odnosu na wt
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¢elije (Slika 4.18). Medutim, statisticka analiza je pokazala da ovo smanjenje nije statisticki

znacajno, $to ukazuje da CXCL12 ne utice bitno na svoju transkripciju.
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Slika 4.17. Aktivnost Cxcl12 promotora u NIH3T3 i Rin-5F wt éelijama. (A) NIH3T3 i (B) Rin-
SF wt ¢elije su transfekovane sa pMDICluc i pCXCLI12luc plazmidima. Prikazana je srednja
vrednost + standardna greska rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti
dobijene za luciferaznu aktivnost pCXCL12luc vektora su bile statisticki znacajno razlicite (**) u
odnosu na srednje vrednosti dobijene za luciferaznu aktivnost pMDICluc vektora (p<0,01). (C)
Poredenje aktivnosti Cxc/l12 promotora u Rin-5F wt i NIH3T3 celijama. Aktivnost Cxcli2
promotora je izrazena u odnosu na aktivnost CMV promotora. Prikazana je srednja vrednost +
standardna greska rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti dobijene za
aktivnost Cxcll2 promotora u NIH3T3 ¢elijama su bile statisti¢ki znacajno razlic¢ite (*) u odnosu na

srednje vrednosti dobijene za aktivnost Cxcl/l2 promotora u Rin-5F wt ¢elijama (p<0,05).

1.2

08 -

06 A

RLU

04

02 -

RIMN-5F {wt) RIM-5F (#1)

Slika 4.18. Uticaj CXCL12 na ekspresiju sopstvenog gena. Rin-5F wt i Rin-5F klon #1 ¢elije su
transfekovane sa pMDICluc i pCXCL12luc plazmidima. Aktivnost Cxc/12 promotora je izrazena u
odnosu na aktivnost CMV promotora.Prikazana je srednja vrednost + standardna greska rezultata

dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta.
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4.2.6.3. Uticaj PARP-1 na aktivnost Cxcll2 promotora

S obzirom, da je pokazano da PARP-1 vezuje Cxcli2 promotor in vitro i in vivo,
slede¢i korak bio je ispitivanje uticaja PARP-1 na aktivnost Cxc//2 promotora tj. da li je
PARP-1 aktivator ili inhibitor Cxc/I2 transkripcije. Aktivnost Cxc/l2 promotora ispitana je
u NIH3T3 fibroblastima (PARP™") i u fibroblastima kod kojih je gen za PARP-1 uklonjen
(PARP-I'/ ). Obe Ccelijske linije transfekovane su sa pCXCL12luc i1 sa kontrolnim
pMDICluc plazmidom, a svaka rekcija transfekcije sadrzala je i plazmid pMDICRIuc.
Aktivnost Cxcll2 promotora iskazana je u odnosu na aktivnost promotora CMV. Nakon
luciferaznog eseja uoceno je statistiCki znacajno (p<0,05) poveéanje aktivnost Cxcl/I2

+/+

promotora u PARP™” ¢elijama u poredenju sa PARP"". U PARP-1 deficijentnim celijama
Cxcll2 promotor je bio dva puta aktivniji u odnosu na celije koje eksprimiraju PARP-1

(Slika 4.19).

MNIH3T3 (PARP++) MH3T3 (PARP-~)

Slika 4.19. Aktivnost Cxcl12 promotora u odsustvu PARP-1. NIH3T3 (PARP"") i NIH3T3
(PARP") éelije su transfekovane sa pCXCLI12luc i pMDICluc plazmidima. Aktivnost Cxcll2
promotora je izrazena u odnosu na aktivnost CMV promotora. Prikazana je srednja vrednost +
standardna greska rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednja vrednost aktivnosti
Cxcl12 promotora u PARP-17" éelijama je bila statisti¢ki znagajno razli¢ita (*) u odnosu na srednju

+/+

vrednosti dobijenu za aktivnost Cxc/I2 promotora u PARP™ ¢elijama (p<0,05).
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Veca aktivnost promotora u odsustvu PARP-1 ukazuje na ¢injenicu da PARP-1 inhibira
Cxcl12 transkripciju svojim vezivanjem za promotor. Aktivnost Cxc//2 promotora u
prisustvu visoke konentracije PARP-1 u ¢eliji, dalje je potvrdilo inhibitoran efekat PARP-1
na Cxcll2 transkripciju. U cilju eksprimiranja visoke koncentracije PARP-1 u celiji,
NIH3T3 ¢elije su ko-transfekovane sa ekspresionim konstruktom pEVC PARP, zajedno sa
pCXCL12luc i pMDICRIuc plazmidima. Ekspresioni vektor pEVC PARP sadrzi
kodirajuc¢u sekvencu gena za PARP-1 miSa, koju kontroliSe promotor Raus sarkoma virusa
(RSV) (Slika 4.16). S obzirom da se ispituje uticaj miSjeg PARP-1 proteina na promotorsku
sekvencu Cxcl12 pacova, ispitano je u kojoj meri se proteinske sekvence za PARP-1 u ova
dva organizma podudaraju. Pomo¢u programa BLASTP 2.2.27 izvr§eno je poravnanje para
proteinskih sekvenci za PARP-1 miSa (NCBI, referentna sekvenca: NP _031441.2) i pacova
(NCBI, referentna sekvenca: NP 037195.1). Mis§ji 1 pacovski PARP-1 pokazuju 97%
homologije, §to ukazuje na visoku evolutivnu konzerviranost ovog proteina kod razli¢itih
vrsta glodara. Zbog velike slicnost proteinske sekvence, moze se pretpostaviti da ¢e misji
PARP-1 imati isti uticaj na Cxcl/l2 promotor, kao 1 pacovski. Na Slici 4.20A prikazana je
normalizovana aktivnost Cxc//2 promotora nakon transfekcije NIH3T3 celija sa
pCXCL12luc vektorom (kolona 1 na grafiku) i nakon ko-transfekcije fibroblasta sa
plazmidima pCXCL12luc i pEVC PARP (kolona 2 na grafiku). U prisustvu visoke
koncentracije PARP-1, zabelezeno je statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje aktivnosti
Cxcll2 promotora. Sa Slike 4.20A uocava se da je u uslovima pojacanog prisustva PARP-1
u NIH3T3 ¢elijama (kolona 2) aktivnost Cxc//2 promotora dva puta manja, u odnosu na
njegovu aktivnost u kontrolnim NIH3T3 ¢elijama (kolona 1). Pojacana ekspresija PARP-1
u NIH3T3 c¢elijama nakon ko-transfekcije sa plazmidom pEVC PARP potvrdena je
imunoblot analizom. Lizati ¢elija trasnfekovanih sa plazmidom pCXCL12luc (Slika 4.20B,
kolona 1) i ko-transfekovanih sa plazmidima pEVC PARP i pCXCLI12luc (Slika 4.20B,
kolona 2), elektroforetski su razdvojeni i nakon prenosa na membranu ispitano je prisustvo
PARP-1 i B-aktin proteina odgovaraju¢im antitelima. Protein B-aktin je koriS¢en kao
kontrola za ujednacenost proteinskih koncentracija, tj. kao protein ¢ija se koli¢ina prisutna
u citoplazmi ¢elija ne menja bez obzira na primenjen tretman. Pomocu antitela na B-aktin

imunoblot analiza je potvrdila da su prilikom elektroforetskog razdvajanja proteinskih
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uzoraka, inicijalno naneSene jednake koncentracije proteina. S obzirom da je u uzorku koji
je ko-transfekovan sa ekspresionim konstruktom pEVC PARP (Slika 4.20B, kolona 2),
detektovano vise PARP-1 proteina nego u kontrolnim NIH3T3 ¢elijama (Slika 4.20B,
kolona 1), zakljuCuje se da je smanjenje aktivnosti Cxcl/2 promotora uoceno nakon
luciferaznog eseja (Slika 4.20A) posledica inhibitornog dejstva PARP-1 na Cxcli2

transkripciju.
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Slika 4.20. Aktivnost Cxcl/I2 promotora u uslovima pojac¢anog prisustva PARP-1 u NIH3T3
¢elijama. NIH3T3 celije su transfekovane sa pCXCL12luc (kolona 1) i ko-transfekovane sa
pCXCL12luc i pPEVC PARP vektorima (eng. PARP over-expression — PARP OE) (kolona 2). (A)
Luciferazni esej prikazuje aktivnost Cxc/l2 promotora u prisustvu PARP-1 u fizioloskim uslovima
(kolona 1) i u uslovima pojacane ekspresije PARP-1 (kolona 2). Prikazana je srednja vrednost +
standardna greska rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Statisticka znacajnost (¥*)
p<0,05. (B) Imunoblot analiza, kori§¢enjem anti-PARP-1 antitela, potvrduje pojacano prisustvo
PARP-1 nakon uvodenja pEVC PARP konstrukta u NIH3T3 ¢elije (kolona 2). Antitelo na p-aktin je

koris¢eno kao kontrola za ujednacenost proteinskih koncentracija uzoraka.
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Inhibitoran uticaj PARP-1 na Cxcl/I2 transkripciju, jo§ jednom je potvrden nakon
ekspresije PARP-1 u PARP™ ¢elijama. Na Slici 4.21A, prikazana je normalizovana
aktivnost Cxcl/l2 promotora nakon transfekcije PARP™ ¢elija sa plazmidom pCXCL12luc
(kolona 1 na grafiku) i nakon ko-transfekcije PARP™” ¢elija sa plazmidima pEVC PARP 1
pCXCL12luc (kolona 2 na grafiku).
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Slika 4.21. Aktivnost CxclI2 promotora u uslovima ekspresije PARP-1 u PARP™ ¢elijama.
PARP” ¢éelije su transfekovane sa pCXCL12luc (kolona 1) i ko-transfekovane sa pCXCL12luc i
pEVC PARP (eng. PARP over-expression — PARP OE) (kolona 2). (A) Luciferazni esej prikazuje
aktivnost CxclI2 promotora u odsustvu PARP-1 (kolona 1) i u uslovima ekspresije PARP-1 (kolona
2). Prikazana je srednja vrednost + standardna greSka rezultata dobijenih iz tri nezavisna
eksprimenta. StatistiCka znacajnost (*) p<0,05. (B) Imunoblot analizom, koriste¢i antitelo na PARP-
1, potvrdena je ekspresija PARP-1 u PARP™ éelijama (kolona 2). Antitelo na B-aktin je koriséeno

kao kontrola za ujednacenost proteinskih koncentracija uzoraka.
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Prisustvo PARP-1 izazvalo je statisticki znacajan (p<0,05) pad aktivnosti CxclI2
promotora. Sa Slike 4.21A uocava se da je uvodenjem PARP-1 u PARP™" éelije doslo je do
smanjenja aktivnosti promotora Cxcl/l2, 2,5 puta. Ekspresija PARP-1 u PARP™ ¢elijama
nakon ko-transfekcije sa pPEVC PARP, potvrdena je imunoblot analizom. Na Slici 4.21B,
prikazano je da sa anti-PARP-1 antitelom nije detektovan PARP-1 u lizatima PARP™ ¢elija
nakon transfekcije sa pCXCL12luc (kolona 1), dok je nakon ko-transfekcije sa pEVC
PARP i pCXCL12luc uocena traka od 113 kD, koja odgovara PARP-1 (kolona 2). Antitelo
na B-aktin je detektovalo jednake koli¢ine ovog proteina u uzorcima, Sto ukazuje da su
jednake koncentracije proteina nanesene na gel.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da PARP-1 svojim afinitetom za
vezivanje promotora Cxcl/2 smanjuje intenzitet traskripcije gena za CXCL12, ali pri tome
ne inhibira transkripciju u potpunosti, omogucujuci time njen bazalni nivo. S obzirom da
vezivanjem za promotor Cxcll2 izaziva smanjenje nivoa transkripcije, PARP-1 je definisan

kao inhibitor Cxcli2 transkripcije.

4.2.6.4. Uticaj YY1 na aktivnost Cxcll2 promotora

Prethodno je pokazano da transkripcioni faktor YY1 interaguje sa CxclI2
promotorom in vitro i in vivo. Pomocu eksperimenata transfekcije i luciferaznog eseja
analiziran je funkcionalni efekat pomenute interakcije na Cxc/12 transkripciju tj. ispitano je
dali YY1 deluje kao aktivator ili inhibitor ekspresije Cxc/12.

Aktivnost Cxcll2 promotora ispitana je u uslovima visoke koncetracije YY1
proteina. Pojacana ekspresija YY1 ostvarena je uvodenjem ekspresionog vektora
pcDNA3.1 FLAG YY1 u NIH3T3 ¢elije. pcDNA3.1 FLAG YY1 je ekspresioni vektor u
kome se gen za humani YY1 obelezen FLAG-om, nalazi pod kontrolom CMYV promotora
(Slika 4.16). Aminokiselinska sekvenca YY1 proteina pacova je 97,6% identi¢na sa YY1
proteinom misa i 97,8% identi¢na sa YY1 proteinom coveka (Nishiyama, 2002). Zbog
veoma visoke konzerviranosti YY1 u sva tri organizma, moZe se pretpostaviti da ¢e se
humani YY1 protein eksprimirati u ¢elijama misa 1 efikasno regulisati aktivnost Cxc/12

promotora pacova. NIH3T3 ¢elije su transfekovane sa pCXCL12luc plazmidom (Slika
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4.22A, kolona 1) i ko-transfekovane sa ekspresionim vektorom pcDNA3.1 FLAG YY1 i
pCXCL12luc (Slika 4.22A, kolona 2). U svaku reakciju transfekcije dodat je plazmid za
normalizaciju, pMDICRIuc.
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Slika 4.22. Aktivnost Cxcl12 promotora u uslovima pojacanog prisustva YY1. NIH3T3 ¢elije
su transfekovane sa pCXCLI12luc (kolona 1) i ko-transfekovane sa pCXCL12luc i pcDNA3.1
FLAG YY1 plazmidima (eng. YY1 over-expression — YY1 OE) (kolona 2). (A) Luciferazni esej
prikazuje aktivnost Cxcl/l2 promotora u prisustvu YY1 u fizioloSkim uslovima (kolona 1) i u
uslovima pojacane ekspresije YY1 (kolona 2). Prikazana je srednja vrednost + standardna greska
rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Statisticka znacajnost (***) p<0,001. (B)
Imunoblot analizom, koris¢enjem antitela na YY1 protein, detektovana je ekspresija humanog YY1
proteina u NIH3T3 celijama (kolona 2). Strelica ukazuje na prisustvo FLAG-om obeleZenog
humanog YY1. Antitelo na B-aktin je koriS¢eno kao kontrola za ujednacenost proteinskih

koncentracija uzoraka.
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Pojacano prisustvo YY1 proteina izazvalo je signifikantno (p<0,001) vecu aktivnost Cxcl/I2
promotora (Slika 4.22A). Na Slici 4.22A pokazano je da je u uslovima pojacane ekspresije
YY1 proteina zabelezena Cak 196 puta jaca promotorska aktivnost Cxcl/2. Prisustvo YY1
proteina u ¢elijskim lizatima nakon transfekcije ispitano je imunoblot analizom. Na poziciji
od 63 kD u oba uzorka detektovano je prisustvo misjeg YY1 proteina poreklom iz NIH3T3
¢elija (Slika 4.22B). Medutim, u ¢elijama ko-transfekovanim sa pcDNA3.1 FLAG YY1
(Slika 4.22B, kolona 2), uoceno je prisustvo jo$ jedne trake iznad pozicije 63 kD, koja
odgovara humanom YY1 proteinu, obelezenom FLAG-om. Antitelo na -aktin koris¢eno je
za proveru ujednacenostu proteinskih koncentracija uzoraka.

Ovi rezultati ukazuju da je YY1 jak aktivator Cxc/i2 transkripcije.

4.2.7. UTICAJ CITOTOKSICNOSTI IZAZVANE STREPTOZOTOCINOM NA
REGULACIJU Cxcll2 TRANSKRIPCIJE

Da bi se ispitala transkripcija Cxc/I2 u uslovima oksidativnhog stresa u beta
¢elijama, Rin-5F wt ¢elije tretirane su sa STZ-om, koji predstavlja toksi¢ni analog glukoze,
koji izaziva smrt beta ¢elija putem DNK alkilacije 1 proizvodnje ROS i RNS (o toksi¢nim
efektima STZ-a na beta celije bilo je vise re¢i u poglavlju Rezultati, 4.1). KoriS¢ena je
koncentracija STZ-a od 5 mM koja je definisana kao ECsy za Rin-5F wt Celije (Slika 4.3).
Na ¢elije je primenjen STZ tretman razlic¢ite duzine (0,5, 1, 3 1 6 h), a zatim je pomocu
komet eseja pracen stepen oSte¢enja izazvanih na DNK. Uoceno je da sa porastom duZzine
tretmana progresivno raste i koli¢cina DNK u repu komete, $to ukazuje da je duzi tretman
STZ-om izazivao vece oStecenje DNK molekula (Slika 4.23). Paralelno sa pracenjem DNK
ostecenja, pracen je i nivo transkripcije Cxc/12, kao 1 gena za PARP-1 (Parp-1) 1 YY1
(YyI) preko kvantifikacije prepisane iRNK u istim vremenskim tackama tretmana celija
STZ-om (0,5, 1, 3 1 6 h) (Slika 4.24). Nakon tratmana STZ-om, izolovana je totalana RNK

iz ¢elija, a zatim je sintetisana cDNK u reakciji reverzne transkripcije.
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Slika 4.23. DNK oStecenje nakon tretmana Rin-5F wt ¢elija STZ-om. Na Rin-5F wt éelije je
primenjen STZ tretman razli¢ite duzine (0,5, 1, 3 i 6 h). Stepen DNK oStecenja je ispitan komet
esejom. Prikazana je srednja vrednost + standardna greSka momenta repa komete (parametra DNK
ostec¢enja) dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti momenta repa komete su bile
statisticki znacajno razliCite (***) za STZ-om tretirane ¢elije u odnosu na vrednost dobijenu za
kontrolne, ne-tretirane celije (p<0,001). K- kontrolne ¢elije; 0,5, 1, 3, 6, duzina primenjenog STZ

tretmana izrazena u satima (h).

Tretman STZ-om od 6 h, izazvao je statisticki znacajan (p<0,05) porast sinteze
iRNK gena za CXCL12 (Slika 4.24A, kolona 6), Sto ukazuje da se indukcija transkripcije
Cxcll?2 desava kada je DNK veoma oStecena (Slika 4.23, kolona 5). Tretmani duzine 0,51 1
h, nisu doveli do promene nivoa Cxc/i2 transkripcije (Slika 4.24A, kolone 2 i 3), dok je
nakon 3 h tretmana doslo do pada Cxc/i2 transkripcije, koji nije statisticki znacajan (Slika
4.24A, kolona 4). Nakon 3 h tretmana, zabelezen je statisticki znacajan (p<0,05) pad Parp-
1 transkripcije (Slika 4.24B, kolona 4).
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Slika 4.24. Relativna ekspresija Cxcl12, Parp-1 i Yyl nakon tretmana Rin-5F wt ¢elija STZ-
om. Na Rin-5F wt celije je primenjen STZ tretman razli¢ite duzine (0,5, 1, 3 i 6 h). Relativna
koli¢ina iRNK za Cxcl/12 (A), Parp-1 (B) i Yyl (C) analizirana je metodom PCR u realnom
vremenu. Nivo ekspresije ispitivanih gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za B-aktin
detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2. Prikazana je srednja vrednost + standardna greska
rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti dobijene za STZ-om tretirane
¢elije su bile statisticki znacajno razli¢ite (*) u odnosu na vrednost dobijenu za kontrolne, ne-
tretirane ¢elije (p<0,05). K- kontrolne ¢elije; 0,5, 1, 3, 6, duzina primenjenog STZ tretmana izraZzena

u satima (h).
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Tretman u trajanju od 3 h izazvao je statisticki znacajan (p<0,05) pad Yy! transkripcije
(Slika 4.24C, kolona 4), dok je nakon 6 h tretmana zabelezen statisticki znacajan (p<0,05)
porast Yyl transkripcije (Slika 4.24C, kolona 5), Sto ukazuje da dugotrajno izlaganje beta
¢elija dijabetogenom stimulusu dovodi do indukcije transkripcije gena za YY1. Povisen
nivo Yyl transkripcije nakon 6 h tretmana, moZe biti odgovoran za pojacanu ekspresiju
Cxcll2 u datoj tacki tretmana, s obzirom da je YY1 dokazani aktivator Cxcli2
transkripcije.

Regulacija transkripcije Cxcll2 u ranoj i kasnoj fazi oksidativnog stresa u beta
¢elijama ispitana je metodom hromatinske imunoprecipitacije, putem koje je pracen afinitet
vezivanja transkripcionih faktora PARP-11 YY1 za promotor Cxc//2 u pomenutim fazama
oksidativnog stresa. Rin-5F wt ¢elije su tretirane 30 min sa 5 mM STZ-om, §to predstavlja
ranu fazu oksidativnog stresa 1 6 h, Sto odgovara kasnoj fazi oksidativnog stresa. Po
zavrSetku tretmana, Celije su fiksirane 1% formaldehidom, hromatin je fragmenisan i nakon
imunoprecipitacije hromatina sa antitelima na PARP-1 i YY1, ispitan je afinitet vezivanja
dva pomenuta transkripciona faktora za tri fragmenta Cxc//2 promotora. Na Slici 4.25
uocava se da nakon STZ tretmana od 30 min, PARP-1 vezuje fragment 3 sa smanjenim
afinitetom, dok je vezivanje fragmenata 1 i 2, kao u kontrolnim ¢elijama. Sa druge strane, u
ranoj fazi oksidativnog stresa (STZ tretman od 30 min), YY1 je veoma slabo vezao
fragmente 1 1 3, dok sa promotorskim fragmentom 2, YY1 ne interaguje u ovoj tacki
tretmana (Slika 4.25). U kasnoj fazi oksidativnog stresa (6 h tretmana), zapaza se da je
PARP-1 vezan samo za promotorski fragment 1, dok se gubi afinitet vezivanja ovog
proteina za fragmente 2 i 3 (Slika 4.25). Sa druge strane, u ovoj tacki tretmana YY1 sa
velikim afinitetom vezuje sva tri fragmenta promotora (Slika 4.25). Intenzivna interakcija
YY1 sa Cxcll2 promotorom u kasnoj fazi oksidativnog stresa, moze da objasni indukciju
Cxcll?2 transkripcije nakon 6 h tretmana, s obzirom da je ranije pokazano da je YY1 jak

aktivator Cxcli2 transkripcije.
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Slika 4.25. Regulacija CxclI2 promotora u uslovima oksidativnog stresa izazvanog STZ-om.
Afinitet vezivanja PARP-11 YY1 za Cxcl/2 promotor u ranoj (STZ tretman u trajanju od 0,5 h) i
kasnoj (STZ tretman u trajanju od 6 h) fazi oksidativnog stresa ispitan je metodom hromatinske
imunoprecipitacije. Hromatin je imunoprecipitovan sa antitelima na PARP-1 i YY1 proteine.

Kontrole imunoprecipitacije i PCR-a objasnjene su u okviru legende za Sliku 4.7.
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4.2.8. UTICAJ POLI(ADP-RIBOZIL)ACIJE NA Cxcll2 TRANSKRIPCIJU

Eksprerimenti transfekcije pokazali su da je PARP-1 inhibitor Cxc/12 transkripcije.
Slede¢i korak bio je da se ispita da li PARP-1 enzimatska aktivnost uti¢e na Cxcli2
transkripciju. Poznato je da se inhibicijom PARP-1 u oksidativnom stresu pospesuje
prezivljavanje Celija. Zbog prisustva DNK oSte¢enja nastalih u intenzivnom oksidativnom
stresu, PARP-1 postaje hiperaktivan i trosi energetske rezerve NAD", a zatim i ATP, vodeéi
¢eliju u nekrozu. Inhibicijom PARP-1 energenske rezerve ostaju oCuvane 1 celija
prezivljava (Leal i sar., 2009). Primenom generalnog inhibitora 3AB-a, blokirana je
enzimatska aktivnost PARP-1. Testom vijabilnost (MTT) ispitano je pri kojoj koncentraciji
3AB inhibira PARP-1 enzimatsku aktivnost.

Rin-5F wt ¢elije su pre-tretirane rastu¢im koncentracijama 3AB-a (0,2 — 50 uM), 30
min, nakon ¢ega je sledio tretman sa 5 mM STZ-om u naredna 24 h. Koncentracija 3AB-a
od 50 uM, pospesila je prezivljavanje ¢celija za 10% (Slika 4.26). Efikasnost pomenute
koncentracije 3AB-a u inhibiciji enzimatske aktivnosti PARP-1, dalje je potvrdena
imunoblot analizom. Rin-5F wt ¢elije u jednoj petri Solji tretirane su 5 mM STZ-om 6 h, au
drugoj su ¢elije prvo pre-tretirane 50 uM 3AB-om, nakon cega je sledio tretman 5 mM
STZ-om od 6 h. Po isteku tretmana, ¢elije su lizirane, a zatim su proteini razdvojeni
elektorforetski i preneti na PVDF membranu. Nakon tretmana STZ-om u ¢elijskom lizatu
prisutni su i apoptotski (89 kDa) i nekrotski (55 kDa) PARP-1 fragment (Slika 4.27, kolona
2). U procesu apoptoze, kaspaze 3 i 7 seku PARP-1 protein na fragmente od 24 i 89 kDa,
dok u nekrozi katepsini B i D seku PARP-1 na fragmente veli¢ine 55 i 42 kDa (Chaitanya i
sar., 2010). S obzirom da su nakon tretmana STZ-om prisutni i apoptotski i nekrotski
fragment moze se zakljuciti da ove ¢elije umiru kombinacijom apoptotske i nekrotske
smrti. U ¢elijama koje su pre-tretirane 3AB-om prisutan je samo apoptotski fragment (Slika
4.27, kolona 3). Imajuéi u vidu da nekroza nastaje zbog hiperaktivacije PARP-1 jer zbog
nagomilanih o$te¢enja na DNK dolazi do energetskog kolapsa celije, odsustvo nekrotskog
fragmenta u c¢elijama pre-tretiranim sa 3AB-om, ukazuje da je PARP-1 enzimatska
aktivnost efikasno inaktivirana sa koncentracijom 3AB-a od 50 uM. Na inhibiciju PARP-1
ukazuje i aktivacija efektorne kaspaze 3 (Slika 4.27).
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Slika 4.26. Uticaj inhibicije PARP-1 na prezZivljavanje Rin-5F wt cdelija u uslovima
oksidativnog stresa. Rin-5F wt ¢elije su tretirane rastu¢im koncentracijama 3AB-a, nakon Cega je
sledio tretman sa 5 mM STZ-om. Kontrolne ¢elije su tretirane samo rastu¢im koncentracijama 3AB-

a. Nakon primene tretmana vijabilnost ¢elija je ispitana MTT esejom.

Uticaj inhibicije PARP-1 na Cxc/12 transkripciju ispitan je pomocu qPCR metode. Rin-5F
wt bile su izlozene slede¢im tretmanima: 50 uM 3AB, 30 min (Slika 4.28, kolona 2), 5 mM
STZ, 6 h (Slika 4.28, kolona 3) i pre-tretman sa 50 uM 3 AB-om, nakon ¢ega je sledio STZ
tretman u trajanju od 6 h (Slika 4.28, kolona 4). Na Slici 4.28A uocava se da je tretman
STZ-om indukovao Cxc/12 transkripciju, dok je paralelan tretman sa 3AB-om i STZ-om
izazvao statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje Cxcl/I2 transkripcije u odnosu na STZ-om
indukovanu transkripciju. Ovi rezultati ukazuju da je inhibicija enzimatske aktivnosti
PARP-1, omogucila ne-automodifikovanom PARP-1 da intenzivno veze Cxcl/l2 promotor i
delimi¢no inhibira trasnkripciju. Sa druge strane, tretman STZ-om i kombinacija STZ-a i
3AB-a, nisu doveli do statisticki znacajnih promena Parp-1 transkripcije (Slika 4.28B). U
slu¢aju tretmana sa 3AB-om, doslo je do statisticki znacajnog pada nivoa iRNK za PARP-1

gen (Slika 4.28B, kolona 2).
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Slika 4.27. Uticaj inhibicije PARP-1 na tip éelijske smrti nakon tretmana Rin-5F wt (elija
STZ-om. Imunoblot analiza Celijskih lizata izolovanih iz kontrolnih (kolona 1), tretiranih STZ-om
(kolona 2) i pre-tretiranih 3AB-om i tretiranih STZ-om (kolona 3) ¢elija na prisustvo PARP-1,
kaspaza 3 1 B-aktin proteina. Oznaceni su apoptotski (89 kDa) i nekrotski (55 kDa) fragmenti
PARP-1 proteina.

Rezultati imunoprecipitacije su potvrdili da su PARP-1 1 YY1 interagujuéi partneri
u Rin-5F wt ¢elijama (Slika 4.14A). Ukoliko enzimatski aktivan PARP-1 heteromodifikuje
YY1, sprecava se vezivanje YY1 za DNK sekvencu, usled negativnog naelektrisanja koje
poti¢e od nagomilanih poli(ADP-riboz)nih polimera (Oei i sar., 1998). Slede¢i korak u
izradi doktorske teze, bio je da se ispita da li je u kasnoj fazi oksidativnog stresa (nakon 6 h
tretmana STZ-om), kada se indukuje Cxcli2 transkripcija, YY1 poli(ADP-ribozil)ovan.
Rin-5F wt ¢elije tretirane su STZ-om 6 h, i nakon tretmana celije su lizirane, a proteinski

lizati su razdvojeni elektroforetski i preneti na PVDF membranu.
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Slika 4.28. Uticaj inhibicije PARP-1 na relativnu ekspresiju Cxcl12 i Parp-1. Rin-5F wt Celije
su tretirane 3AB-om (kolona 2), STZ-om (kolona 3), pre-tretirane 3AB-om i tretirane STZ-om
(kolona 4). Relativna koli¢ina iRNK za Cxc/12 (A) 1 Parp-1 (B) analizirana je metodom PCR u
realnom vremenu. Nivo ekspresije ispitivanih gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena
za B-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2. Prikazana je srednja vrednost +
standardna greska rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. Srednje vrednosti su bile
statisticki znacajno razli¢ite (*) u odnosu na srednju vrednost dobijenu za kontrolne, ne-tretirane
(kolona 1) ¢elije (p<0,05). Srednje vrednosti su bile statisticki znacajno razlicite (#) u poredenju sa

srednjom vrednosti koja je dobijena za STZ-om tretirane (kolona 3) ¢elije (p<0,05).

Koris¢enjem antitela na produkte ezimatske aktivnosti PARP-1 tj. na ADP-ribozne
polimere (PAR), ispitan je profil poli(ADP-ribozil)acije proteina u kontrolnim i tretiranim

¢elijama. Imunoblot analiza pokazala je da tretman STZ-om od 6 h u Rin-5F wt ¢elijama
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izaziva automodifikaciju PARP-1, ali da ne dovodi do heteromodifikacije drugih proteina
(Slika 4.29, kolona 2). U kontrolnim ¢elijama detektovan je fizioloSki nivo
automodifikovanog PARP-1 (Slika 4.29, kolona 1). S obzirom, da YY1 nije
heteromodifikovan ni u kontrolnim, ni u tretiranim c¢elijama, omoguceno je njegovo

vezivanje za Cxcl/I2 promotor i indukcija transkripcije u kasnoj fazi oksidativnog stresa.

anti-PAR antitele (H10)

kDa j'

Automodifikevani PARP-1
13- S

63 =
Heteromodifikovanl proteini

K STZ Y

Slika 4.29. Enzimatska aktivnost PARP-1 u uslovima oksidativnog stresa. Imunoblot analiza
produkata ezimatske aktivnosti PARP-1, ADP-riboznih polimera (PAR) u proteinskim lizatima

izolovanim iz kontrolnih (kolona 1) i STZ-om tretiranih (kolona 2) ¢elija.

4.3. UTICAJ CXCL12 NA EKSPRESIJU TRANSKRIPCIONIH FAKTORA
KOJI UCESTVUJU U NJEGOVOJ TRANSKRIPCIONOJ REGULACIJI

U poglavlju Rezultati, 4.2.4. pokazano je koji su transkripcioni faktori deo
transkripcione masinerije koja reguliSe Cxc/12 ekspresiju in vitro 1 in vivo. U poslednjoj
etapi istrazivanja ispitano je kako pojacano prisustvo CXCLI12 (Rin-5F celije klona #1)

uti¢e na ekspresiju pomenutih transkripcionih faktora.
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Imunoblot analizom, koriS¢enjem antitela na transkripcioni faktor od interesa,
ispitano je prisustvo transkripcionih faktora u jedru i citosolu Rin-5F wt ¢éelija i Rin-5F
klona #1, kod koga je CXCL12 protein pojacano prisutan (Slika 4.1). Antitelo na YY1
detektovalo je traku od 63 kDa koja odgovara YY1 proteinu, u jedru i citosolu i wt 1 #1
¢elija. Medutim, prisustvo degradacionog produkta YY1 proteina od 43 kDa, uoceno je
samo u wt ¢elijama (Slika 4.10A). Prisustvo Spl proteina zabelezeno je u jedru i citosolu
wt Celija, dok je u ¢elijama klona #1, ovaj protein prisutan samo u jedru (Slika 4.10B).
STAT3 je prisutan u jednakim koli¢inama u jedrima wt 1 klon #1 celija, dok se veca
koli¢ina ovog proteina nalazi u citosolu wt ¢elija u poredenju sa ¢elijama klona #1 (Slika
4.10C). Vise PARP-1 proteina detektovano je u jedru celija klona #1, nego u wt ¢elijama
(Slika 4.10D). PARP-1 nije prisutan u citosolu ispitivanih ¢elija. U jedru wt i #1 celija
uoceno je jednako prisustvo FOXO3a proteina, dok se u citosolu wt ¢elija ovaj protein
nalazi u vecoj koli¢ini u odnosu na ¢elije klona #1 (Slika 4.10E). C/EBPp prisutan je u
jedru ¢elija u vidu izoformi od 33 i 38 kDa (Slika 4.10F). Obe izoforme su zastupljenije u
jedru wt ¢elija u odnosu na jedra klona #1. C/EBPa nalazi se u jedru wt ¢elija u obliku
izoformi od 30 i 42 kDa, dok u ¢elijama klona #1 nije zabeleZeno prisustvo ovog proteina
(Slika 4.10G). Imuoblot analiza pokazala je da nema razlike u ekspresiji HMG I/Y proteina
izmedu wt 1 klon #1 Celija u oba celijska kompartmenta (Slika 4.10H). U bazalnim
uslovima HMG I/Y je zastupljeniji u citosolu u odnosu na jedro. Protein p53 je detektovan
u vidu izoformi od 44 i1 53 kDa u jedru i citosolu wt ¢elija, dok je u ¢elijama klona #1
prisutna samo izoforma od 53 kDa u oba celijska odeljka (Slika 4.10J). Transkripcioni
faktor koji ne vezuje promotor Cxc/12, NF-xB nalazi se u jednakim koli¢inama u citosolu
wt 1 klon #1 celija, dok je u jedru zastupljeniji u wt ¢elijama u odnosu na ¢elije klona #1
(Slika 4.10I). Antitelo na B-aktin koris¢eno je kao kontrola za ujednacenost koncentracija

citosolnih i jedarnih proteina izmedu ¢elija wt 1 klona #1 (Slika 4.10K).
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5. DISKUSIJA

5.1. CXCL12 I BETA CELIJE PANKREASA

Ocuvanjem funkcionalnih beta ¢elija pankreasa mogu se spreciti nastanak i razvoj
dijabetesa 1 njegovih komplikacija. Zbog ogromnih razmera bolesti, koja se zbog visoke
incidence naziva ne-infektivna epidemijska bolest 21. veka, kao i1 zbog teskih posledica
dijabeti¢nih komplikacija, pronalazenje terapeutskih agenasa za tretman dijabetesa je vise
nego neophodno. Jedan od potencijalnih faktora koji doprinosi ouvanju beta celija je
hemokin CXCL12. CXCLI12 svoje protektivno dejstvo na beta ¢elije ostvaruje na vise
nacina: sprecavanjem odumiranja beta ¢elija, indukcijom transdiferencijacije alfa u beta
¢elije 1 stimulacijom neogeneze beta ¢elija od prekursora poreklom iz duktusa egzokrinog

pankreasa.

5.1.1. EKSPRESIJA CXCL12 GENA U BETA CELIJAMA

Za razliku od ostalih hemokina, koji su prisutni samo u odredenim tkivima i ¢ija se
ekspresija indukuje u odgovoru na proinflamatorne citokine (Baggiolini i sar., 1994),
CXCLI12 se konstitutivno eksprimira u velikom broju tkiva 1 organa (Nagasawa i sar.,
1994; Shirozu i sar., 1995). Medu tkivima koja eksprimiraju CXCL12, nalaze se i
Langerhansova ostrvca pankreasa (Slika 1.2). Prema Atlasu genske ekspresije u beta
¢elijama (eng. Beta Cell Gene Atlas, BCGA), Langerhansova ostrvca pankreasa coveka
eksprimiraju viSe CXCL12 u odnosu na misa i pacova (nivo ekspresije je prikazan u
proizvoljnim jedinicama: 75 — ¢ovek, 69 — mi$ i 47 — pacov) (Slika 5.1A) (Kutlu i sar.,
2009). Celijska linija insulinoma beta ¢elija pacova - Rin-5F, koja je koriiéena kao model
sistem u ovoj doktorskoj tezi, eksprimira 20 puta viSe CXCLI12 u poredenju sa
Langerhansovim ostrvcima pankreasa pacova (neobjavljeni rezultati dobijeni u naSoj
laboratoriji). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Ihlan i sar. (2009), koji su
pokazali da je ekspresija CXCL12 19,6 puta ve¢a u humanim inslinoma tumorima u odnosu

na nornamalna pankreati¢na ostrvca coveka. Sa druge strane, Yano 1 sar. (2007) su objavili
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da se u Langerhansovim ostrvcima miSa CXCL12 pretezno eksprimira u endotelnim i
glatkim miSiénim ¢elijama krvnih sudova.

Za razliku od CXCL12, njegov receptor CXCR4 eksprimiraju tri glavna tipa
endokrinih ¢elija ostrvaca: alfa, beta 1 delta Celije (Yano i sar., 2007). Prema BCGA,
Langerhansova ostrvca pacova eksprimiraju vise CXCR4 u poredenju sa covekom i miSem
(nivo ekspresije CXCR4 u proizvoljnim jednicama: 84 — pacov, 78 — Covek 1 44 — miS$)
(Slika 5.1B) (Kutlu 1 sar., 2009). Ovi podaci ukazuju na postojanje parakrine i autokrine
CXCLI12/CXCR4 signalne ose u Langerhansovim ostrvcima. U ovom radu je pokazano da
¢elijska linija Rin-5F eksprimira CXCL12 i njegov receptor CXCR4 (Slika 4.2A 1 C), $to je
u saglasnosti sa Yano i sar. (2007), Liu 1 sar. (2011) i BCGA (Slika 5.1) (Kutlu i sar.,
2009), koji su takode detektovali ekspresiju CXCL12 i CXCR4 u beta celijskoj liniji
formiranoj od pankreasa pacova. Ekspresija CXCL12 1 CXCR4 u Rin-5F ¢elijama je
ucinilo ovu ¢éelijsku linijju adekvatnim model sistemom za ispitivanje transkripcione

regulacije gena za CXCL12 u beta ¢elijama.
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Slika 5.1. Ekspresioni profili gena za CXCL12 (A) i CXCR4 (B) u razlicitim ¢elijama

pankreasa (Preuzeto sa http://www.t1dbase.org/page/Overview/display/gene id/7852).
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5.1.2. CXCL12 DOPRINOSI OCUVANJU FUNKCIONALNIH BETA CELLJA
PANKREASA

U doktorsoj tezi je pokazano da CXCL12 pospeSuje prezivljavanje beta celija
pankreasa, posto su Rin-5F ¢elije klona #1, kod kojih je CXCL12 pojacano eksprimiran,
bile manje osetljive na dejstvo STZ-a od Rin-5F wt ¢elija (Slika 4.3). Sli¢ne podatke
objavili su Liu i sar. (2011), koji su pokazali da pored toga $to pozitivno utiCe na
prezivljavanje beta ¢elija, CXCL12 doprinosi oCuvanju njihove funkcionalnosti, posto su
beta Celije pre-tretirane sa rekombinovanim CXCL12 bile sposobne da sintetiSu 1 izlucuju
insulin u uslovima oksidativnog stresa izazvanog glukotoksi¢no$¢u. Antiapoptotsko dejstvo
CXCL12 na beta celije potvrdeno je i u in vivo studiji Yano i sar. (2007), u kojoj je
pokazano da transgeni miSevi kod kojih je CXCL12 pojacano eksprimiran u beta ¢elijama
pankreasa (RIP-SDF-1 miSevi) ne razvijaju dijabetes nakon primene dijabetogenog
stimulusa. Prema Yano i sar. (2007) CXCL12 pospeSuje prezivljavanje beta celija
aktivacijom Akt kinaze, $to je u saglasnosti sa neobjavljenim rezultatima dobijenim u nasoj
laboratoriji, gde je pokazano da je Akt kinaza aktivnija u Rin-5F c¢elijama klona #1 u
odnosu na wt cCelije. Aktivacijom Akt kinaze aktivira se viSe nishodnih antiapoptotskih
signalnih puteva, §to rezultira indukcijom ekspresije Bcl-2 1 drugih antiapoptotskih proteina
1 inaktivacijom proapoptotskog proteina BAD (Yano i sar., 2007; Liu i Habener, 2009). Akt
put prenosa signala u odgovoru na CXCL12 prikazan je na Slici 1.4 i opisan u poglavlju
Uvod, 1.2.2.

Pored toga Sto pospeSuje prezivljavanje beta Celija, CXCL12 doprinosi i boljem
ocuvanju DNK u uslovima oksidativnog stresa izazvanog dijabetogenim stimulusom (Slika
4.4). Ovi rezultati ukazuju da CXCL12 aktivira mehanizme koji doprinose efikasnijoj
odbrani celije od oksidativnog stresa i/ili efikasnijoj reparaciji oSteCene DNK. U ovoj
doktorskoj tezi po prvi put je opisan uticaj CXCL12 na ocuvanje DNK integriteta u
uslovima oksidativnog stresa. Potencijalni molekularni mehanizmi kojima CXCL12
doprinosi smanjenju DNK oStec¢enja su: inhibicija ekspresije p44 izoforme proteina p53,
¢ime je omogucena ekpresija regulatora celijskog ciklusa p21; pojacana ekspresija PARP-1

1 ocuvanje funkcionalnog YY1 proteina, koji doprinosi efikasnojoj reparaciji ostecene DNK
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od strane PARP-1. Pomenuti molekularni mehanizmi detaljno su prodiskutovani u
poglavlju Diskusija, 5.3.

Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da CXCL12 pomaze beta ¢elijama da
se izbore sa oksidativnim stresom koji ima vaznu ulogu u razvoju oba tipa dijabetesa, Sto

¢ini CXCL12 potencijalnim terapeutskim agensom u tretmanu DT1 i DT2.

5.2. MOLEKULARNI MEHANIZMI TRANSKRIPCIONE REGULACWJE Cxcl12 U
BETA CELIJAMA PANKREASA

Rasvetljavanje molekularnih mehanizama regulacije ekspresije gena koji su klju¢ni
za normalno funkcionisanje i prezivljavanje beta celija moze doprineti razvoju novih
terapeutskih strategija za prevenciju i leCenje dijabetesa. Tako na primer, novi terapeutici
koji stimuliSu ekspresiju transkripcionog faktora Pdx-1, mogu da ocuvaju funkciju beta
¢elija kod dijabeticara (Stoffers 1 sar., 2000). Uprkos Cinjenici da je zbog svog protektivnog
dejstva na beta ¢elije CXCL12 obecavajuci kandidat za terapeutskog agensa u prevenciji i
terapiji dijabetesa, molekularni mehanizmi regulacije njegove ekspresije u beta ¢elijama su
potpuno nepoznati. U doktorskoj tezi su po prvi put predstavljeni transkripcioni faktori koji
su ukljuc¢eni u transkripcionu regulaciju Cxcl/2 u beta celijama. Pored toga, za dva
novootkrivena transkripciona regulatora Cxcl12, PARP-11 YY1, definisan je 1 funkcionalan
efekat na ekspresiju Cxcl/12. Takode, prikazani su molekularni mehanizmi transkripcione
regulacije CxclI2 u bazalnim uslovima i u uslovima oksidativnog stresa, izazvanog
dijabetogenim stimulusom. Vazno je jo$ napomenuti da je u okviru doktorske teze po prvi

put izvrSena analiza promotora pacovskog gena za CXCL12.

5.2.1. PROMOTOR CXCLI12 GENA

Analize promotora CXCL12 gena pacova (Cxcl12) (Slika 4.9) (Markovi¢ 1 sar.,
2013) i ¢oveka (CXCLI2) (Garcia-Moruja i sar., 2005) pokazale su da je CXCLI12
promotor bogat GC bazama i da sadrzi nekanonski TATA element i nizvodni Int element.

Sekvenca 1 pozicija humanog 1 pacovskog nekanonskog TATA elementa su u potpunosti
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oCuvane i u oba slu¢aja TATA element ¢ini sekvenca 5'-TCTAAA-3', koja se nalazi na
poziciji -25/-20 bp. Prisustvo nekanonskog TATA elementa je zajednicka karakteristika
promotora gena, koji kodiraju hemokine iz CXC familije, sa izuzetkom IL-8 i CXCLI1
hemokina (Garcia-Moruja 1 sar., 2005). Na Slici 5.2 prikazani su TATA elementi kod
razli¢itih hemokina iz CXC familije. Nekanonski TATA element je neophodan za bazalnu
transkripciju CXCLI12 gena, poSto se njegovom mutacijom aktivnost promotora smanjuje
za 50% (Garcia-Moruja i sar., 2005). Cinjenica da uprkos mutaciji TATA elementa
CXCLI2 promotor ostvaruje 50% svoje bazalne aktivnosti, ukazuje da u inicijaciji
transkripcije CXCL12 gena ucestvuju i drugi promotorski elementi. Poznato je da
promotore koji sadrze nekanonski TATA element, protein TBP koji je komponenta opsteg
transkripcionog faktora TFIID, vezuje sa smanjenim afinitetom (Smale, 1997). Interakcija
slabog intenziteta izmedu TBP 1 nekanonskog TATA elementa u okviru CXCLI12
promotora, moze biti odgovorna za delimi¢mu ulogu TATA elementa u inicijaciji

transkripcije.
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Slika 5.2. TATA elementi prisutni u promotoru razli¢itih hemokina iz CXC familije (Preuzeto
od Garcia-Moruja i sar., 2005)
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U inicijaciji transkripcije CXCL12 gena, pored nekanonskog TATA elementa,
najverovatnije ucesvuje i Int elemetnt, koji se i u pacovskom (Slika 4.9) i u humanom
(Garcia-Moruja 1 sar., 2005) promotoru sastoji od identi¢ne sekvence (5'-TTCACTCT-3'),
koja se u oba promotora nalazi 31 bp nizvodno od TATA elementa. Garcia-Moruja i sar.
(2005) su pokazali da se u okviru Int elementa promotora CXCLI2 nalazi sekundarno
mesto pocetka transkripcije, §to je u saglasnosti sa funkcijom Int elementa kao
alternativnog TSS, kod promotora koji ne poseduju klasican TATA element. Pokazano je
da Int 1 TATA element sinergisticki aktiviraju transkripciju ciljnog gena, posto je
insercijom Int nizvodno od TATA elementa aktivnost promotora nekoliko puta jaca u
odnosu na aktivnost promotora kada je prisutan samo jedan od promotorskih elemenata
(Smale, 1997). Medu proteinima koji imaju sposobnost da vezu Int element i iniciraju
transkripciju nalaze se: TFIID, TFII-I 1 YY1. TFIID ima sposobnost da veze Int element
samo ukoliko se uzvodno nalazi TATA element ili ukoliko je transkripcioni faktor Spl
vezan za uzvodne cis-regulatorne sekvence (Kaufmann i Smale, 1994). Vezivanjem za Int,
TFIID ima sposobnost da indukuje transkcripciju, a interakcija se odvija najverovatnije
direktnom interakcijom subjedninice TFIID, TAF250 sa Int elementom (Oelgeschlager i
sar., 1996). Ipak, TFIID-Int interakcija je znatno slabija od interakcije izmedu TATA
elementa 1 TFIID, $to ukazuje da je za potpunu aktivnost Int elementa potrebna interakcija
sa drugim proteinom koji bi stabilisao formirani TFIID-Int kompleks (Smale, 1997).
Protein TFII-I, takode ima sposobnost da veze Int element i da inicira transkripciju
odredenih gena (Roy 1 sar., 1991; Manzano-Winkler i sar, 1996). Transkripcioni faktor
YY1 je jo$ jedan protein koji moze da indukuje transkripciju pojedinih gena vezivanjem za
Int element. Nakon vezivanja za Int, YY1 interaguje sa TFIIB i nagradeni YY1-TFIIB-
DNK kompleks omogucuje vezivanje RNK pol II za promotor (Usheva i Shenk, 1996). Za
transkripciju indukovanu od strane YY1 ne samo da nije potrebno prisustvo TBP i drugih
komponenti TFIID, ve¢ je pokazano da su TBP i TFIID nekompatibilni sa ovim na¢inom
inicijacije transkripcije (Usheva i Shenk, 1994). Iako je u ovoj tezi pokazano da je YY1
veoma vazan faktor u regulaciji Cxc/12 transkripcije, imaju¢i u vidu da je vise molekula
YY1 ukljuceno u transkripcionu regulaciju Cxcli2, posto YY1 vezuje sva tri promotorska

fragmenta in vivo (Slika 4.13), 1 da je YY1 veoma jak aktivator Cxc/12 transkripcije (Slika
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4.22), malo je verovatno da YY1 ima ulogu u inicijaciji transkripcije CXCL12 gena. Prvi
razlog je to Sto se Int element Cxc//2 ne poklapa sa YY1 vezivnim mestom. Uoceno je da
ukoliko se YY1 motiv nalazi na minus lancu DNK onda se poklapa sa Int elementom,
odnosno mestom pocetka transkripcije, dok ukoliko je YY1 motiv prisutan na plus lancu
onda se podudara sa Kozak sekvencom, odnosno sa mestom pocetka translacije (Xi i sar.,
2007). Promotor Cxc/12 spada u drugu grupu promotora, posto se sva Cetiri YY1 motiva
nalaze na plus lancu i jedan od njih (na poziciji +84/+90 bp) se poklapa Kozak sekvencom
(Slika 4.9), o cemu ¢e biti viSe reci kasnije u ovom poglavlju. Pored toga pokazano je da
TBP vezuje promotor CXCLI2 i da je nekanonski TATA element neophodan za bazalnu
transkripciju CXCL12 (Garcia-Moruja i sar., 2005), dok se inicijacija transkripcije od strane
YY1 odvija u odsustvu TATA elementa i TBP proteina.

Jos jedna karakteristika promotorske sekvence CXCL12 gena pacova je da je bogata
GC bazama, Sto je u saglasnosti sa humanim promotorom (Garcia-Moruja i sar., 2005;
Ramos 1 sar., 2010). Ramos i sar. (2010) su uocili prisustvo pet CpG ostrvaca u okviru
promotora CXCLI2. Konstitutivna ekspresija CXCL12 gena u velikom broju organa je u
saglasnosti sa prisustvom sekvence bogate GC bazama u promotoru, imaju¢i u vidu da su
promotori bogati GC bazama zajednicka karakteristika konstitutivno eksprimiranih gena
(Smale,1997).

Prisustvo sekvenci bogatih GC bazama u okviru promotora je usko povezano sa
uceS¢em Spl transkripcionog faktora u regulaciji transkripcije, posto Spl vezuje cis-
regulatorne sekvence koje se nazivaju GC elementi. U doktorskoj tezi potvrdeno da Spl
ucestvuje u transkripcionoj regulaciji Cxcll2. Takode, pokazano je da je viSe molekula Spl
uklju¢eno u kontrolu transkripcije, poSto ovaj transkripcioni faktor vezuje sva ftri
promotorska fragmenta in vivo (Slika 4.13). Spl ima deset potencijalnih mesta vezivanja u
okviru promotora Cxcl/12, od kojih se jedno nalazi neposredno pre TSS, na poziciji -11/-1
bp (Slika 4.9). Prisustvo Spl motiva u neposrednoj blizini TSS, potvrdeno je i kod
promotora CXCLI2, na poziciji -9/+1 bp, pri ¢emu se u humanom promotoru poslednji
nukleotid Spl motiva poklapa sa TSS (Garcia-Moruja i sar., 2005). U okviru promotora
CXCL12, Spl poseduje petnaest potencijalnih mesta vezivanja. Pokazano je da Spl vezuje

Sest motiva, od kojih su dva klju¢na za bazalnu transkripciju CXCLI2 jer se njihovom
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mutacijom aktivnost promotora smanjuje za 87% (mutacijom Spl motiva na poziciji -57/-
39 bp) 1 50% (mutacijom Spl motiva na poziciji -9/+1) (Garcia-Moruja i sar., 2005). Vazna
uloga Spl u transkripcionoj regulaciji CXCLI12 gena je oCekivana, imajuc¢i u vidu da Spl
ima klju¢nu ulogu u regulaciji transkripcije konstitutivno eksprimiranih gena koji nemaju
klasi¢an TATA element. Kada TATA element nije prisutan u promotoru, Spl interaguje sa
TBP i TAF proteinima i tako omogucuje vezivanje TFIID za promotor (Hoey i sar., 1993,
Gill 1 sar., 1994, Chiang i Roeder 1995, Tanese i sar., 1996). Na pocetku ovog poglavlja
spomenuto je da TFIID ima sposobnost da veze Int element jedino ukoliko se uzvodno
nalazi TATA element ili ako je Spl vezan za uzvodne cis-regulatorne sekvence. U okviru
promotora Cxcl12, sedam Spl motiva se nalazi uzvodno od Int elementa (Slika 4.9). Postoji
mogucnost da Spl koji je vezan za svoje konsenzus sekvence uzvodno od Int pomaze
TFIID da interaguje sa Int elementom Cxc//2. Insercijom Int elementa nizvodno od Spl
vezujucih mesta, efikasnost inicijacije transkripcije se viSestruko povecava (Smale, 1997).
Analizom promotora Cxcll/2 uoCeno je prisustvo potencijalne Kozak sekvence,
smestene nizvodno od Int elementa (Slika 4.9). Kozak sekvenca (RCCATGG) predstavlja
mesto pocetka translacije 1 u okviru nje se nalazi ATG inicijacioni kodon (Slika 5.3)
(Kozak, 1984). Kod CXCL12 gena Kozak sekvenca je konzervirana izmedu razlicitih vrsta.
Kozak sekvence misa i pacova su identi¢ne (5'-GCCATGG-3'), dok se od humane razlikuju
samo u poslednjem nukleotidu (5'-GCCATGA-3") (Nagasawa i sar., 1994; Garcia-Moruja i
sar., 2005). U promotoru CXCL12 gena pacova potencijalno vezivno mesto za
transkripcioni faktor YY1 na poziciji +84/+90 bp u potpunosti se poklapa sa Kozak
sekvencom. Ovo poklapanje je i ocekivano, imajuéi u vidu da se YY1 motivi koji se nalaze
nizvodno od TSS podudaraju sa mestom pocetka translacije u mnogim promotorima (Xi 1
sar., 2007). Preklapaju¢e mesto, Kozak sekvenca/YY1 motiv se nalazi u okviru treceg
promotorskog fragmenta Cxcll/2. YY1 vezuje tre¢i promotorski fragment in vivo (Slika
4.13), a Cinjenica da je pomenuto vezivno mesto ujedno i jedini YY1 motiv u treCem
fragmentu, ukazuje da je YY1 upravo sa njim u interakciji. Na osnovu toga moze se
pretpostaviti da sekvenca na poziciji +84/+90 zaista predstavlja Kozak sekvencu, sa koje ¢e

se inicirati translacija sa iRNK Cxcl12.
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Slika 5.3. Kozak konsenzus sekvenca kod ki¢menjaka (Preuzeto sa internet stranice

http://www.biomedcentral.com/1471-2164/6/166/figure/F6).

Postavlja se pitanje bioloskog znacaja podudaranja mesta pocetka translacije sa
YY1 motivom. Xi i sar. (2007) su analizirali promotore 723 humana gena i zakljucili da
ukoliko se YY1 motiv nalazi na plus lancu DNK, onda se uglavnom javlja nizvodno od
TSS 1 poklapa sa Kozak sekvencom. Takode, iRNK za vecinu gena iz ove grupe imaju
kratak 5'-netranslatujuci region (eng. 5'-untranslated region, 5'-UTR), ¢ija duzina iznosi
manje od 40 nukleotida. U ovu grupu gena spadaju geni koji se konstitutivno eksprimiraju
u velikom broju tkiva, kao $to su na primer geni koji kodiraju proteine koji ulaze u sastav
ribozoma 1 jedarni geni koji kodiraju mitohondrijalne proteine. Kratki 5'-UTR obezbeduju
efikasnu inicijaciju translacije, poSto je smanjena mogucnost formiranja sekundarnih
sturktura iRNK uzvodno od AUG kodona. Autori smatraju da vezivanje YY1 moze da
pomogne u preciznom pozicioniranju transkripcione masinerije i time obezbedi oCuvan i
kompletan 5'-UTR, nepohodan za visok stepen ekspersije ovih gena. Medutim, 5'-UTR
iRNK za CXCL12 gen miSa sastoji se od 58 nukleotida (Nagasawa i sar., 1994), a za
humani od 96 nukleotida (Garcia-Moruja i sar., 2005), dok se na osnovu udaljenosti
inicijacionog ATG kodona u okviru Kozak sekvence u odnosu na TSS u promotoru
CXCLI12 gena pacova moze pretpostaviti da se pacovski 5-UTR sastoji od 87 nukleotida
(Slika 4.9). Iako ne poseduje 5'-UTR kraé¢i od 40 nukleotida, CXCL12 se konstitutivno
eksprimira u velikom broju organa, tako da mozda poklapanje Kozak sekvence sa YY1
motivom na neki drugi nacin doprinosi konstitutivnoj ekspresiji CXCLI12 gena. Ovoj

pretpostavci ide u prilog 1 nedavna analiza promotora PARP-1 gena miSa (Parp-1) (Doetsch

131


http://www.biomedcentral.com/1471-2164/6/166/figure/F6

isar., 2012). Kao i CXCL12 gen i PARP-1 gen se konstitutivno eksprimira u velikom broju
tkiva. Takode, kod Parp-1, YY1 motiv se javlja nizvodno od TSS i poklapa sa Kozak
sekvencom. Udaljenost inicijacionog ATG kodona u sastavu Kozak sekvence od TSS,
iznosi 98 nukleotida, $to ukazuje da ni Parp-1 ne spada u grupu gena sa 5'-UTR kra¢im od
40 nukleotida. Primer Parp-1, ide u prilog pretpostavci da kratak 5'-UTR, nije jedina
»prednost™ gena kod kojih se Kozak sekvence i YY1 motiv poklapaju, ve¢ da verovatno
postoje 1 drugi mehanizmi putem kojih ova sekvence doprinosi konstitutivnoj ekspresiji
gena.

Nakon transfekcije ¢elijskih linija fibroblasta (NIH3T3) i insulinoma beta celija
(Rin-5F) sa pCXCL12luc vektorom, u kome je promotor Cxc/l2 ukloniran ispred gena za
luciferazu svica, uocena je promotorska aktivnost Cxc/l/2 u oba celijska tipa (Slika 4.17).
Pored pomenutih ¢elija poznato je da je promotor CXCL12 gena aktivan u ¢elijskoj liniji
astrocita (U373), ¢elijskoj liniji embrionalnih fibroblasta plu¢a (LC5), ¢elijskoj liniji kosne
srzi (MS-5), ¢elijskoj liniji glioblastoma-astrocitoma (U87), u glatkim misi¢nim ¢elijama
krvnih sudova 1 ¢elijskim linijama kancera dojke (T47D i MCF-7) (Garcia-Moruja i sar.,
2005; Olive 1 sar., 2008; Chen 1 sar., 2010; Calonge i sar., 2010). U NIH3T3 ¢elijama
aktivnost promotora Cxc/12 je 25 puta manja u odnosu na CMV promotor (Slika 4.17A).
Promotor CMV je jak virusni promotor, koji obezbeduje visok nivo ekspresije u mnogim
tipovima celija sisara (Lin i sar., 2001). Zanimljivo je da u istoj ¢elijskoj liniji promotor
CMV pokazao 25 puta jacu aktivnost u odnosu na promotor PARP-1 gena miSa (Dotsch,
2007). U insulinoma beta ¢elijama zabelezena je manja aktivnost promotora Cxcli2 u
odnosu na njegovu aktivnost u fibroblastima (Slika 4.17C), sto ukazuje da je razli¢itom tipu
¢elije potrebna razlicita koli¢ina CXCLI12, Sto ukazuje da molekularni mehanizmi
regulacije genske ekspresije uslovljavaju razlicit intenzitet transkripcije Cxc/l2 u zavisnosti
od potrebe celije.

Promotor CXCLI12 gena je prvobitno svrstavan u grupu konstituvnih promotora,
posto je ekspresija gena za CXCL12 detektovana u gotovo svim organima, osim u
leukocitima iz periferne krvi. Medutim, nedavna istrazivanja, koja su pokazala da se pod

dejstvom razli¢itih stimulusa ekspresija CXCL12 gena moze indukovati, navela su na
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zakljucak da se gen za CXCL12 ipak nalazi pod kontrolom inducibinog promotora (Garcia-

Moruja i sar., 2005).

5.2.2. INDUKCIJA TRANSKRIPCIJE Cxcll2 GENA

Indukcija CXCL12 gena je zabelezena nakon zracenja Celija y zracima i tretmanom
antibioticima (Ponomaryov 1 sar., 2000), u uslovima hipoksije i zaustavljanja celijskog
ciklusa (Santiago i sar., 2011), nakon stimulacije ¢elija citokinima i u uslovima celijske
konfluentnosti (Calonge i sar., 2010), nakon tretmana ¢elija sa faktorom kojim se stimulise
diferencijacija granulocita (ATRA) (Kim 1 sar., 2007), kao i u odgovoru na povredu celije
(Olive 1 sar.,, 2008; Liu 1 sar., 2011). Razli¢iti dijabetogeni agensi kao S$to su
glukotoksicnost, proinflamatorni citokini, STZ 1 induktor stresa endoplazmati¢nog
retikuluma (tapsigargin) indukuju ekspresiju gena za CXCL12 u Langerhansovim
ostrvcima pankreasa misa i ¢oveka (Liu i sar., 2011). Nasi rezultati pokazali su da se nakon
6 h tretmana STZ-om indukuje transkripcija Cxcli2 (Slika 4.24, kolona 5) u beta ¢elijama
pankreasa. U ovoj tacki tretmana zabelezena su i najveca oSteCenja na DNK (Slika 4.23,
kolona 5). Imajuci u vidu da manja oste¢enja na DNK nisu izazvala pojacanu transkripciju
Cxcli2 (Slika 4.23 1 4.24), moze se zakljuciti da je za indukciju ekspresije Cxcl/I2, potrebno
primeniti jak stresogeni stimulus. Moguénost da se indukuje ekspresija CXCL12 gena
tokom intenzivnog oksidativnog stresa izazvanog dijabetogenim stimulusom je veoma
znaCajna za ulogu CXCLI12 kao terapeutskog agensa u tretmanu dijabetesa. Naime,
sintetisani CXCL12 se izlucuje i vezuje za svoj receptor CXCR4 na povrSini beta celije 1
tako autokrinim i parakrinim putem aktivira antiapoptotski signalni put ¢ime se sprecava
odumiranje beta ¢elija. Pored toga, sekretovani CXCL12 se vezuje za receptor na susednim
alfa ¢elijama, ¢ime izaziva njihovu de-diferencijaciju u pro-alfa ¢elije, Sto predstavlja prvi
korak u procesu transdiferencijacije alfa u beta celije (Habener i Stanojevic, 2012a).
Sprecavanjem odumiranja postojecih i stimulacijom nastanka novih beta ¢elija, CXCL12
obezebeduje prisustvo funkcionalnih beta celija, Sto ukazuje da bi njegova pojacana
ekspresija tokom nastanka dijabetesa mogla da predstavlja odbrambeni mehanizam

organizma. O ulozi CXCLI12 u sprecavanju dijabetesa je bilo vise re¢i u poglavlju Uvod,
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1.2.2. Prema Liu i sar. (2011) kratkotrajan tretman egzogenim CXCLI12 autokrinim
mehanizmom indukuje sopstvenu ekspresiju u beta ¢elijama Langerhansovih ostrvaca. Sa
druge strane, u ovoj doktorskoj tezi je pokazano suprotno, tj. da pojacano prisustvo
CXCLI12 u Rin-5F ¢elijama klona #1 ne uti¢e na sopstvenu gensku transkripciju (Slika
4.2A 1 Slika 4.19). Izostanak autoregulatornog transkripcionog potencijala u ¢elijama Rin-
SF klona #1 je verovatno mehanizam kojim ¢elija odrZzava heomeostazu, imajuci u vidu

hroni¢no pojacano prisustvo CXCL12 proteina u ovim ¢elijama (Slika 4.1).

5.2.3. TRANSKRIPCIONI FAKTORI UKLJUCENI U TRANSKRIPCIONU REGULACLIU
Cxcl12 U BETA CELIJAMA PANKREASA PACOVA

Koris¢enjem in vitro (EMSA) 1 in vivo (ChIP) tehnika pokazano je da vise
transkripcionih faktora vezuje promotor Cxcll2, §to ukazuje na njihovo ucesce u regulaciji
transkripcije Cxcl/l2. Za neke od tih transkripcionih faktora je pomocu tehnike ko-
imunoprecipitacije proteina, utvrdeno da medusobno interaguju, Sto ukazuje na formiranje
nukleoproteinskih kompleksa, odgovornih za regulaciju aktivnosti Cxc//2 promotora.

Rezultati iz doktorske teze pokazuju da su transkripcioni faktori PARP-1, YY1,
C/EBPB, C/EBPa, STAT3, p53, FOXO3a, Spl 1 HMG I/Y uklju€eni u transkripcionu
regulaciju Cxcli12 u beta ¢elijama pankreasa pacova. Svi navedini transkripcioni faktori
poseduju vezujuée motive u okviru promotora Cxcl/l2 (Slika 4.9) i imaju potencijal za
vezivanje promotora.

Jedini transkripcini faktor koji ne vezuje promotor Cxcl//2, a ima potencijalno mesto
vezivanja je NF-xB (Slika 4.9 1 4.11, kolona 12). Odsustvo interakcije izmedu
transkripcionog faktora NF-kB i promotora Cxc/I2 je krajnje neocekivano, imajuci u vidu
da NF-xB ima klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije hemokina i hemokinskih receptora
(Yang 1 Richmond, 2009). Za razliku od promotora pacova, promotor humanog CXCL12
gena ne poseduje NF-kB motiv (Garcia-Moruja i sar., 2005). U promotoru Cxcll2 nalaze se
dva potencijalna mesta vezivanja za NF-kB, jedno u prvom, a drugo u drugom

promotorskom fragmentu (Slika 4.12). Oba NF-kB motiva se poklapaju sa HMG I'Y
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motivom. U slucaju prvog promotorskog fragmenta, uprkos pojavi preklapaju¢ih vezivnih
mesta ne radi se o kompeticiji transkripcionih faktora, poSto HMG I/'Y ne vezuje prvi
fragment (Slika 4.13A). Sa druge strane, HMG I/Y vezuje drugi promotorski fragment, u
kome se pored NF-kB/HMG /Y preklapajuceg vezivnog mesta, nalaze jo§ dva HMG /'Y
motiva, tako da se ni u slucaju drugog fragmenta ne moze sa sigurnoscu tvrditi da HMG
I’Y interaguje sa NF-xB/HMG I/'Y motivom. Ovi rezultati ukazuju da u prvom, a postoji
mogucnost 1 u drugom promotorskom fragmentu, prisustvo drugog proteina ne sprecava
vezivanje NF-kB za promotor. Postavlja se pitanje da li su bazalni uslovi tj. odsustvo
stimulusa, u kojima je ispitan afinitet vezivanja NF-kB za promotor Cxc//2 odgovorni za
izostanak interakcije, poSto je poznato da se NF-kB proteini u ¢elijama aktiviraju pod
dejstvom razli¢itih stimulusa, medu kojima se nalaze IL-1p, TNF-a, IL-11, IL-17, LPS
(Barnes, 1997). Medutim, rezultat Garcia-Moruja 1 sar. (2005) u kom tretman celija sa
TNF-a, aktivatorom NF-kB proteina, nije doveo do promene u bazalnoj aktivnosti
promotora CXCL12 gena potvrduje da se transkripciona regulacija gena za CXCL12 ne
nalazi pod kontrolom NF-xB.

Cinjenica da transkripcioni faktor Spl vezuje prvi promotorski fragment Cxcll2,
koji ne sadrzi Spl motiv (Slika 4.12 i Slika 4.13A), sugeriSe da se Sp1 nalazi u interakciji
sa nekim drugim transkripcionim faktorom asosovanim sa prvim fragmentom. Metodom
ko-imunoprecipitacije proteina pokazano je da Spl interaguje sa STAT3, PARP-1 i
FOXO3a transkripconim faktorima (Slika 4.14). Sva tri transkripciona faktora imaju
vezujuca mesta i vezuju prvi promotorski fragment (Slika 4.12 i Slika 4.13A), Sto ukazuje
bi Spl mogao sa nekim od njih da formira heterodimerni ili multi-subjedini¢ni
transkripcioni kompleksa i tako veze prvi promotorski fragment. Moguce je ¢ak formiranje
1 trimernog transkripciong kompleksa Sp1/FOXO3a/PARP1, posto se u prvom fragmentu
PARP-1 (-448/-444 bp) i FOXO3a (-446/439 bp) motivi delimi¢no poklapaju (Slika 4.12),
a detektovana je i direktna interakcija izmedu PARP-1 i FOXO3a (Slika 4.14). 1z literature
je poznato da Sp1 fizicki interaguje sa PARP-1, nezavisno od vezivanja za DNK u ¢elijama
fibroblasta (Zaniolo i sar., 2007). Svi Sp1l motivi u okviru promotora Cxc/I2 se nalaze oko

nekanonskog TATA elementa. Spl vezuje drugi i tre¢i promotorski fragment, koji poseduju
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viSe Spl vezivnih mesta, drugi fragment Cetiri dok tre¢i ¢ak sedam, Sto ukazuje da bi Spl
mogao direktno da interaguje sa ova dva fragmenta (Slika 4.12 1 4.13). Tome u prilog ide i
¢injenica da su Garcia-Moruja 1 sar. (2005) pokazali da Spl direktno interaguje sa
promotorom humanog CXCL12 gena, posto se mutacijom Spl motiva koji se nalaze u
blizini nekanonskog TATA elementa, bazalna transkripcija CXCL12 gena smanjila za vise
od 50%. U okviru tre¢eg promotorskog fragmenta Spl motiv na poziciji -13/-21 bp se
delimi¢no poklapa sa nekanonskom TATA sekvencom (Slika 4.9 i1 4.12), Sto ukazuje na
vaznu ulogu Sp1 u inicijaciji transkripcije Cxc/l2, imajuéi u vidu da je kod promotora koji
ne sadrzi TATA element, vezivanje TFIID za promotor omoguceno direktnom interakcijom
Sp1 sa TBP proteinom (Chiang i Roeder 1995, Tanese i sar., 1996). Po analogiji sa drugim
konstitutivno eksprimiranim genima koji poseduju nekanonski TATA 1 Int element, Spl
moze imati klju¢nu ulogu u inicijaciji 1 odrzavanju transkripcije CXCL12 gena, o ¢emu je
bilo vise reci u poglavlju Diskusija, 5.2.1. Vezivanje Spl za promotor prikazano je u okviru
potencijalnog modela transkripcione regulacije Cxc//2 na Slici 5.5.

Transkripcioni faktor C/EBPf vezuje sva tri promotorska fragmenta (Slika 4.13). U
okviru prvog fragmenta nalaze se Cetiri C/EBPB motiva koja se poklapaju sa C/EBPa
motivima (Slika 4.12). Preklapajuca vezivna mesta na DNK za C/EBPa i B su posledica
visokog stepena strukturne i funkcionalne homologije baznog DNK-vezujuceg regiona
C/EBP proteina, $to uslovljava njihovu interakciju sa identiénim DNK motivima (Ramji i
Foka, 2002). Pored toga, za vezivanje C/EBP proteina za DNK neophodna je homo- ili
heterodimerizacija sa drugim ¢lanom iz C/EBP familije, posto je u formi dimera, baznim
regionima proteina omoguéeno da ostvare specifican kontakt sa DNK cis-elementima
(Lamb i McKnight, 1991). Budu¢i da i C/EBPa interaguje sa prvim fragmentom (Slika
4.13A) moze se pretpostaviti da C/EBPa i B kao heterodimeri vezuju C/EBPa/C/EBPf3
motive. Poznato je da C/EBPa i C/EBPB u formi heterodimera vezuju cis-elemente u
hepatocitima (Rana i sar., 1995, Poznanovi¢ i sar., 1999). U ovoj doktorskoj tezi
meduproteinske interakcije su ispitivane metodom ko-imunoprecipitacije proteina, gde se
nakon imunoprecipitacije ¢elijskog lizata sa antitelom na protein od interesa, imunoblot
analizom ispituje prisustvo interaguju¢ih partnera. Velika koli¢ina lakih i teSkih lanaca

imunoglobulina, poreklom od antitela na ispitivani protein, maskira signal na poziciji od 25
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do 50 kDa, tako da imunoblot analizom nije moguée detekotvati proteine cije se
molekulske mase nalaze u ovom opsegu. Budu¢i da se molekulske mase izoformi C/EBPa 1
C/EBPf kre¢u od 30 do 42 kDa (Slika 4.10), ko-imunoprecipitacijom nije bilo moguce
ispitati interakciju izmedu C/EBPa 1 [. U prvom promotorskom fragmentu
C/EBPo/C/EBPJ motiv na poziciji -449/-443 bp se poklapa i sa p53 i PARP-1 vezuju¢im
mestima, a delimi¢no i sa FOXO3a motivom (Slika 4.12). Za FOXO3a, p53 1 PARP-1
preklapaju¢e vezivno mesto je ujedno i jedini DNK vezujué¢i motiv u okviru prvog
fragmenta. Imajuci u vidu da sva tri transkripciona faktora vezuju prvi fragment (Slika
4.13A), verovatnije je da je DNK motiv na poziciji -449/-443 bp u interakciji sa nekim od
tih faktora nego sa C/EBPa/C/EBPP dimerom, koji pored pomenutog poseduje jo§ tri
vezivha mesta u prvom promotorskom fagmentu. C/EBPf vezuje drugi fragment, koji
poseduje jedan C/EBPB motiv (Slika 4.12 i 4.13B), Sto ukazuje da bi C/EBPB mogao
direktno da interaguje sa ovim promotorskim fragmentom. C/EBPa, takode vezuje drugi
fragment (Slika 4.13B), iako ovaj fragment ne sadrzi C/EBPa vezuju¢e mesto. Jedno od
mogucih objasnjenja za vezivanje C/EBPa za drugi fragment je da C/EBPa ima sposobnost
da veze C/EBPB motiv, uzimaju¢i u obzir da transkripcioni faktori iz C/EBP familije
prepoznaju identicne DNK sekvence. U tom slucaju bi C/EBPa 1 B u formi heterodimera
vezali drugi fragment. Druga opcija je da C/EBPa indirektno, interakcijom sa nekim
drugim transkripcionim faktorom vezuje drugi promotorski fragment. U tom slucaju bi
C/EBPf kao homodimer vezao drugi promotorski fragment. Tre¢i fragment poseduje dva
C/EBPo/C/EBP motiva, od kojih se jedan, na poziciji +41/+47 bp, delimi¢no preklapa sa
PARP-1 1 p53 motivima, dok se drugi na poziciji +171/+177 bp poklapa sa p53 motivom
(Slika 4.12). C/EBPPB i PARP-1 vezuju tre¢i promotorski fragment, dok C/EBPa i p53 ne
vezuju (Slika 4.12C). Preklapaju¢e vezivno mesto predstavlja jedini PARP-1 motiv u
tre¢em fragmentu. Postoji mogucnost da motiv na poziciji +41/+49 bp PARP-1 1 C/EBPJ
vezuju u formi heterodimera, posto su PARP-1 1 C/EBPJ interaguju¢i partneri u beta
¢elijama (Slika 4.14). 1z literature je poznato da C/EBPJ ima sposobnost da interaguje i sa
transkripcionim faktorima koji ne poseduju motiv leucinskog zatvaraca. Medutim, tako

formirani heterodimeri imaju razliCit frans-aktivacioni potencijal i afinitet vezivanja za
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DNK u odnosu na C/EBP dimere (Ramji i Foka, 2002). Druga moguénost je da u okviru
treceg fragmenta C/EBPf vezuje jedino motiv na poziciji +171/+177, 1 u tom slucaju bi
preklapajuée vezivno mesto (+41/+49 bp) PARP-1 vezivao u formi monomera. S obzirom
da je izostala interakcija C/EBPa sa tre¢im fragmentom, C/EBPJ ili vezuje motiv na
poziciji +171/+177 u formi homodimera ili se heterodimerizuje sa nekim drugim ¢lanom iz
C/EBP familije, posto svi C/EBP proteini, osim C/EBP(, interaguju sa identi¢nim DNK
motivima (Singh i sar., 2007). Iz literature je poznato da C/EBPJ pored svoje uloge u
transkripcionoj regulaciji CXCLI2 gena u bazalnim uslovima, indukuje ekspresiju
CXCLI12 gena pod dejstvom razli¢itih stimulusa (Kim 1 sar., 2007; Calonge i sar., 2010).
Aktivaciono dejstvo C/EBPB na CXCLI2 transkripciju pokazanao je u celijama
promijelocitne leukemije nakon tretmana Celija sa faktorom kojim se stimuliSe
diferencijacija granulocita (ATRA) (Kim 1 sar., 2007), dok u astrocitima i ¢elijama strome
C/EBP indukuje transkripciju CXCLI12 gena nakon tretmana c¢elija sa proinflamatornim
citokinima IL-1p 1 IL-6, kao 1 u uslovima c¢elijske konfluentnosti (Calonge i sar., 2010). Liu
i sar. (2011) su pokazali da se tretmanom proinflamatornim citokinima, koji imaju klju¢nu
ulogu u autoimunoj destrukciji beta ¢elija pankreasa tokom insulitisa, indukuje transkripcija
CXCLI12 gena u celijama Langerhansovih ostrvaca miSa 1 ¢oveka. Imaju¢i u vidu da
C/EBPf aktivira transkripciju CXCL12 gena u odgovoru na proinflamatorne citokine u
razli¢itim tipovima celija i da je u ovoj tezi pokazano da je C/EBPB uklju¢en u
transkripcionu regulaciju Cxc/12 u beta ¢elijama, moze se pretpostaviti da C/EBPf ima
kljucnu ulogu u indukeiji transkripcije CXCL12 gena u beta ¢elijama pankreasa tokom
citokinskog tretmana i razvoja insulitisa. Za razliku od C/EBPB c¢ijom pojacanom
ekspresijom se indukovala aktivnost promotora CXCL12 gena, pojacano prisustvo C/EBPa
nije izazvalo promenu u aktivnosti promotora (Kim i sar., 2007). S obzirom da je u ovoj
tezi pokazano da je u bazalnim uslovima C/EBPa prisutan na promotoru Cxcl/2, i to
najverovatnije u formi heterodimera sa C/EBPJ, postoji moguénost da C/EBPa/C/EBPf3
dimer ima ulogu u odrzavanju bazalnog nivoa transkripcije Cxcl12, i da zbog toga pojacano
prisustvo C/EBPa ne izaziva promenene u aktivnosti promotora. Poznato je da je u

bazalnim uslovima C/EBPa vezan u formi homo- ili heterodimera sa C/EBPJ} za promotore
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mnogih gena koji kodiraju akutno fazne proteine, ¢ime se odrzava nizak nivo transkripcije
ovih gena. Medutim, nakon tretmana sa citokinima IL-1f 1 IL-6, gubi se interakcija izmedu
C/EBPa i1 promotora i umesto njega se vezuje C/EBPP za C/EBP motive, Sto rezultira
snaznom indukcijom gena za akutno fazne proteine (Mackey i1 Darlington, 2004). Po
analogiji sa genima za akutno fazne proteine moze se pretpostaviti da u slucaju
transkripcione regulacije Cxcl/2 u beta ¢elijama, u fizioloskim uslovima C/EBPa/C/EBPf3
heterodimeri vezuju prvi i drugi promotorski fragment, dok tre¢i promotorski fragment
vezuje C/EBP kao homodimer ili u interakciji sa nekim drugim transkripcionim faktorom,
odrzavaju¢i tako bazalan nivo transkripcije. Nakon tretmana c¢elija sa proinflamatornim
citokinima, svi C/EBPa/C/EBPf motivi su okupirani C/EBPJ3 homodimerima, §to rezultira
aktivacijom transkripcije Cxcli2. Interakcije C/EBPa i1 C/EBP transkripcionih faktora sa
promotorom, predstavljene su u okviru potencijalnog modela transkripcione regulacije
Cxcli2 na Slici 5.5.

Protein p53 vezuje samo prvi promotorski fragment, uprkos ¢injenici da sva tri
fragmenta sadrze p53 motive (Slika 4.13). U prvom fragmentu p53 ima jedno vezivno
mesto koje se poklapa sa PARP-1 i C/EBPa/C/EBP motivima, a delimi¢no i sa FOXO3a
motivom (Slika 4.12). Hromatinska imunoprecipitacija je pokazala da svih pet
transkripcionih faktora interaguje sa prvim fragmentom (Slika 4.13A), ali budu¢i da je za
p53, PARP-1 1 FOXO03a ovo jedino vezivno mesto u okviru prvog fragmenta, pretpostavka
je da su pomenuta tri transkripciona faktora u interakciji sa preklapaju¢im vezivnim
mestom. Stavide, ko-imuoprecipitacijom je pokazano da sva tri transkripciona faktora
medusobno interaguju u beta ¢elijama (Slika 4.14), §to ukazuje na Cinjenicu da bi se u
interakciji sa prvim fragmentom mogao nalaziti trimerni transkripcioni kompleks
p53/PARP-/FOXO3a. Iz literature je poznato da su p53 i FOXO3a interagujuci partneri u
fibroblastima miSa (Brunet 1 sar., 2004; Miyaguchi i sar., 2009), dok je za p53 i PARP-1
pokazano da interaguju u embrionalnim ¢éelijama pacova (Wesierska-Gadek i sar., 2005).
Poznato je da je p53 represor transkripcije CXCL12 gena u fibroblastima miSa i ¢oveka
(Moskovits 1 sar., 2006), a u doktorskoj tezi je pokazano da PARP-1 ostvaruje delimi¢no

inhibitorno dejstvo na Cxc/12 transkripciju (Slika 4.19, 4.20 1 4.21), dok uticaj FOXO3a na
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transkripciju Cxc/l2 nije poznat, ali njegova uloga tumor supresora ukazuje da on
najverovatnije inhibitorno deluje na transkripciju jednog antiapoptotskog gena, kao $to je
CXCLI12. Uzevsi u obzir potencijalne efekte koje bi tri transkripciona faktora mogla da
imaju na trankripciju Cxcll2, moze se pretpostaviti da inhibitorni trimerni transkripcioni
kompleks formiran 450 bp uzvodno od TSS, moze imati ulogu u delimi¢noj inhibiciji
transkripcije Cxcll2, ¢ime bi se obezbedio nizak bazalni nivo ekspresije u fizioloSkim
uslovima. Drugi promotorski fragment sadrzi pet p5S3 motiva od kojih se Cetiri delimi¢no ili
potpuno preklapaju sa Spl motivima, dok se u okviru tre¢eg fragmenta nalazi deset p53
motiva od koji se sedam poklapa sa Spl vezuju¢im mestima, jedan sa C/EBPB/C/EBPa i
PARP-1 motivima i jedan sa C/EBPB/C/EBPa motivom (Slika 4.12). Budu¢i da se od
petnaest p53 motiva Cak deset poklapa sa Spl motivima, moze se zakljuciti da se dva
transkripciona faktora nalaze u kompeticiji. Tome ide u prilog i Cinjenica da p53 vezuje
jedino prvi promotorski fragment koji ne sadrzi Spl motiv. U fizioloSkim uslovima
vezivanje Spl za Sp1/p53 motive omogucice bazalnu transkripciju Cxc/12. Sa druge strane,
nakon primene apoptotskog stimulusa, kada je neophodno utisati transkripciju jednog
antiapoptotskog gena kao Sto je CXCL12, verovatno dolazi do zamene transkripcionih
faktora i vezivanja p53 za Sp1/p53 motive. Prisustvo proteina p53 na promotoru prikazano
je u okviru pretpostavljenog modela transkripcione regulacije Cxcl/12 na Slici 5.5.

FOXO3a vezuje prvi promotorski fragment (Slika 4.13A), koji sadrzi jedan
FOXO3a motiv, koje se delimi¢no poklapa sa PARP-1/C/EBPB/C/EBPa/p53 vezivnim
mestom (Slika 4.12). FOXO3a najverovanije vezuje preklapaju¢e vezivno mesto kao ¢lan
inhibitornog trimernog transkripcionog kompleksa p53/PARP-/FOXO3a, o ¢emu je bilo
viSe reci ranije u ovom poglavlju. FOXO3a ne vezuje drugi promotorski fragment (Slika
4.13B), iako se u okviru njega nalaze dva FOXO3a motiva (Slika 4.12). Sa druge strane,
FOXO3a se nalazi u interakciji se tre¢im fragmentom, koji ne poseduje FOXO3a vezujuca
mesta (Slika 4.13C 1 4.12), Sto ukazuje da bi FOX0O3a mogao vezati indirektno, preko
interagujuceg partnera, tre¢i promotorski fragment. Interagujuci partneri bi mogli biti Spl,
C/EBPB, PARP-1 1 YY1, poSto sva Cetiri transkripciona faktora imaju vezivna mesta i
vezuju tre¢i fragment (Slika 4.12 1 4.13C), a ko-imunorecipitacijom je potvrdena njihva

interakcija sa FOXO3a u beta ¢elijama pankreasa (Slika 4.14). Interakcije FOXO3a sa Spl,
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C/EBPB, PARP-11 YY1 transkripcionim faktorima su prvi put pokazane u ovoj doktorskoj
tezi. Interakcije FOXO3a, faktora sa potencijalno inhibitornim efektom na transkripciju
Cxcli2, sa transkripcionim aktivatorima CXCLI12 gena: Spl (Garcia-Moruja i sar., 2005),
C/EBPB (Kim 1 sar., 2007; Calonge i sar., 2010) 1 YY1 (Slika 4.22); i/ili transkripcionim
represorom Cxcl/l2, PARP-1 (Slika 4.19, 4.20 1 4.21) u blizini TSS, koje se nalazi u okviru
tre¢eg fragmenta, moZze imati ulogu u odrzavanju niskog bazalnog nivoa ekspresije Cxc/12
u fizioloskim uslovima. U okviru potencijalnog modela transkripcione regulacije Cxcl/12
prikazano je vezivanje FOXO3a za promotor (Slika 5.5).

Hromatinska imunoprecipitacija je pokazala da HMG I/Y jedino vezuje drugi
promotorski fragment (Slika 4.13). Drugi fragment poseduje tri vezivna mesta za HMG
I’Y, od kojih se jedno poklapa sa NF-kB motivom, a drugo se delimi¢no poklapa sa
Sp1/p53 motivom (Slika 4.12). KoriS¢enjem tehnike elektroforetskog zaostajanja utvrdeno
je da HMG TI/Y direktno vezuje promotor Cxcll2, posSto je nakon dodavanja antitela na
HMG I/'Y u EMSA reakciju, doSlo do nestajanja protein-DNK kompleksa (Slika 4.11,
kolona 14). Nestajanje protein-DNK kompleksa je posledica vezivanja antitela za DNK-
vezuju¢i domen proteina, ¢ime se sprecava vezivanje proteina za DNK, Sto ukazuje da je
ispitivani protein u direktnoj interakciji sa DNK. Poznato je da se transkripcija gena za
insulinski receptor odvija pod kontrolom HMG 1/Y/Spl/C/EBPB nukleoproteinskog
kompleksa, pri ¢emu se HMG I/Y vezuje za promotor i istovremeno interaguje sa Spl i
C/EBP, olakSavaju¢i njihovo vezivanje za promotor (Foti i sar., 2003). Imaju¢i u vidu da
HMG I’Y, Spl i C/EBPJ imaju vezivna mesta i vezuju drugi promotorski fragment, po
analogiji sa genom za insulinski receptor, postoji moguénost da bi tri pomenuta
transkripciona faktora mogla da formiraju kompleks i tako kontroliSu bazalnu transkripciju
Cxcll2. Uprkos Cinjenici da je HMG I'Y RAM-vezujuéi protein, EMSA je pokazala da
ovaj protein ne interaguje sa RAM 4 elementom, koji se nalazi uzvodno od promotora
Cxcli2 (Slika 4.6B, kolona 3). Vezivanje HMG I/Y za promotor prikazano je na Slici 5.5.

STAT3 vezuje prvi promotorski fragment (Slika 4.13A), koji poseduje jedno
STAT3 vezivno mesto, koje se delimi¢no poklapa sa HMG I/Y motivom (Slika 4.12).

Budu¢i da HMG I/Y ne interaguje sa prvim fragmentom, moze se zakljuciti da u bazalnim
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uslovima STAT3 vezuje poklapaju¢e mesto. Pored toga, STAT3 vezuje tre¢i promotorski
fragment, koji ne sadrzi STAT3 motiv, Sto ukazuje da STAT3 indirektno, preko
interagujuceg partnera, vezuje ovaj fragment. Potencijalni interaguju¢i partner je
transkripcioni faktor Spl, za koji se pretpostavlja da direktno vezuje tre¢i promotorski
fragment (objas$njenje je dato ranije u ovom poglavlju), a pored toga metodom ko-
imunoprecipitacije proteina pokazana je STAT3-Spl interakcija u beta celijama (Slika
4.14). Na sli¢an nacin regulisana je transkipcije gena za VEGF u ¢elijama glioblastoma,
gde je Spl direktno vezan za GC elemente u promotoru, a STAT3 preko interakcije sa Spl
aktivira transkripciju ovog gena (Loeffler i sar., 2005). Pored interakcije STAT3 sa
promotorom CXCL12 gena u fizioloskim uslovima, Olive i sar. (2008) su pokazali da
STAT3 aktivira transkripciju CXCL12 gena nakon povrede glatkih miSi¢nih ¢elija. Ovi
podaci upucuju da bi STAT3 mogao da ima vaznu ulogu u indukeciji transkripcije CXCL12
gena u beta c¢elijama tokom insulitisa, imaju¢i u vidu da STAT3 aktivira trakskripciju
ciljnih gena u odgovoru na proinflamatorne citokine (Zhong i sar., 1994). O ulozi
proinflamatornih citokina u insulitisu tokom DT1 bilo je viSe reci ranije u ovom poglavlju,
dok je indukecija transkripcije CXCL12 gena pod dejstvom dijabetogenih stimulusa opisana
u poglavlju Diskusija, 5.2.2. Interakcija STAT3 sa promotorom prikazana je u okviru
potencijalnog modela transkripcione regulacije Cxc//2 na Slici 5.5.

U doktorskoj tezi je pokazano da je YY1 vazan regulator transkripcije Cxcll2.
Hromatinskom imunoprecipitacijom je utvrdeno da je viSe molekula YY1 ukljuceno u
transkripcionu regulaciju Cxcl12, poSto YY1 vezuje sva tri promotorska fragmenta Cxc/12
(Slika 4.13). Prvi promotorski fragment poseduje dva, dok drugi i tre¢i fragment poseduju
po jedan YY1 motiv (Slika 4.12), $to ukazuje da je YY1 u direktnoj interakciji sa sva tri
fragmenta. YY1 motiv u tre¢em promotorskom fragmentu se poklapa sa Kozak sekvencom,
o ¢emu je bilo viSe re¢i u poglavlju Diskusija, 5.2.1. YY1 je izuzetno jak aktivator
transkripcije Cxcl/12, poSto je pojacano prisustvo YY1 proteina u NIH3T3 ¢elijama,
pojacalo promotorsku aktivnost ¢ak 196 puta (Slika 4.22). Uvodenjem iste koncentracije
ekspresionog vektora za druge transkripcione aktivatore CXCL12 gena, zabelezena je
znatno manja (oko deset puta) indukcija promotora CXCL12 gena (Kim i sar., 2007; Chen i

sar., 2010). Na primer, pojacano prisustvo C/EBPP proteina pojacalo je aktivnost
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promotora CXCL12 gena oko 18 puta (Kim i sar., 2007), dok je uvodenjem ekspresionog
vektora za c-myb aktivnost promotora CXCL12 gena bila ja¢a oko 20 puta (Chen i sar.,
2010). U ranoj fazi oksidativnog stresa (tretman STZ-om u trajanju od 30 min) kada je
transkripcija Cxcll2 na bazalnom nivou (Slika 4.24, kolona 2) dolazi do smanjenja afiniteta
vezivanja YY1 za promotor Cxcll2. YY1 je sa slabim afinitetom vezao prvi i treci
promotrski fragment, dok je interakcija sa drugim fragmentom izostala (Slika 4.25). Jedno
od mogucih objasnjenja za gubitak afiniteta vezivanja YY1 za promotor Cxcli2, je da se
YY1 nalazi u kompeticiji za vezivno mesto sa nekim drugim transkripcionim faktorom i da
nakon 30 min tretmana STZ-om drugi transkripcioni faktor poseduje ve¢i afinitet vezivanja
i istiskuje YY1 sa promotora. Da bi se proverila ova hipoteza, pomocu kompjuterske
predikcije ALGGEN-PROMO ispitano je da li se YY1 motiv poklapa sa vezivnim mestom
za neki drugi transkripcioni faktor. ALGGEN-PROMO analiza je pokazala da se vezivna
mesta za YY poklapaju sa velikim brojem drugih transkripcionih faktora, medu kojima su
ZF-5, Pax-2a, Pax-6, E2F-1, Smad3, p300. Elk-1, NF-E4, Pax-5, NF-1. Na Slici 5.4.
prikazana su vezivna mesta za transkripcione faktore, koji se poklapaju sa YY1 motivima u
sva tri promotorska fragmenta Cxcl/2 promotora. U ranoj fazi oksidativnog stresa (30 min
tretman STZ-om) moZe do¢i do pojacane ekspresije gena za neki od pomenutih
transkripcionih faktora, tako da postoji mogucénost da ¢e se zbog pojacanog prisustva
indukovani transkripcioni faktor pre vezati za promotor Cxc//2 od YY1. Tome ide u prilog
1 ¢injenica da je transkripcija Yyl u ovoj tacki tretmana nepromenjena tj. na bazalnom
nivou (Slika 4.24C, kolona 2). Nasuprot tretmanu od 30 min, u kasnoj fazi oksidativnog
stresa (STZ tretman u trajanju od 6 h), YY1 intenzivno vezuje sva tri promotrska fragmenta
(Slika 4.25). Intenzivna interakcija YY1 sa Cxcl/l2 promotorom je najverovatnije
odgovorna za indukciju transkripcije Cxcll2 u kasnoj fazi oksidativnog stresa (Slika 4.24A,
kolona 5), imaju¢i u vidu stimulatorno dejstvo YY1 na CxclI2 transkripciju. U ovoj tacki
tretmana takode se indukuje transkripcija Yy! (Slika 4.24C, kolona 5), tako da pojacano
prisustvo YY1 verovatno omogucuje istiskivanje transkripcionih kompetitora sa promotora,
Sto rezultira aktivacijom transkripcije Cxcl/l2. Ovi rezultati potvrduju da se gen za CXCL12

nalazi pod kontrolom inducibilog promotora.
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YY1 vezivna mesta u okviru prvog promotorskog fragmenta
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C
YY1 vezivho mesto u okviru treéeg promotorskog fragmenta
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Slika 5.4. ALGGEN-PROMO analiza potencijalnih mesta vezivanja za transkripcione faktore

koja se poklapaju sa YY1 motivima u okviru promotora Cxcl12.

Na osnovu prikazanih rezultata proistice da povreda beta celije izaziva pojaanu ekspresiju
YY1, koja je pracena intenzivnim vezivanjem za promotor Cxcl/2. Intenzivna interakcija
YY1 sa promotorom Cxcll2 rezultira ekspresijom CXCL12, koji ima protektivno dejstvo
na beta ¢elije. Indukcija ekspresije CXCL12 gena u odgovoru na primenu dijabetogenog
stimulusa predstavlja mehanizam kojim se beta ¢elija bori protiv intenzivnog oksidativnog
stresa tokom nastanka i razvoja dijabetesa. Na slican na¢in YY1 ucestvuje u transkripcionoj
regulaciji gena za Grp78/Bip (Baumeister i sar., 2005). Saperon Grp78/Bip je centralni
regulator homeostaze endoplazmati¢nog retikuluma (ER), koji ima ulogu u savijanju
proteina, vezivanju kalcijuma poreklom iz ER i kontroli aktivacije transmembranskih
senzora stresa ER. Pored toga, Grp78/Bip je glavni antiapoptotski protein u signalnoj
kaskadi, koja se aktivira u odgovoru na prisustvo nepravilno savijenih proteina (eng.

unfolded protein response, UPR) (Luo i sar., 2006). Kao i u slu¢aju regulacije transkripcije
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Cxcli2, YY1 snazno indukuje transkripciju gena za Grp78/Bip, kada je celija izlozena
stresogenom stimulusu (Baumeister i sar., 2005). Medutim, za razliku od promotora Cxc/12
gde je u bazalnim uslovima detektovana interakcija YY1 sa sva tri promotorska fragmenta
(Slika 4.13), YY1 veoma slabo vezuje promotor Grp78/Bip gena u fizioloSkim uslovima.
Tome ide u prilog i ¢injenica da uvodenjem ekspresionog vektora za YY1 nije doSlo do
promene aktivnosti promotora Grp78/Bip gena u kontrolnim uslovima, za razliku od ¢elija
tretiranih sa tapsigarginom, induktorom stresa ER, gde se aktivnost promotora viSestruko
povecala. Nasuprot tome, u nasim eksperimentima pojacano prisustvo YY1 je i u
fizioloskim uslovima znatno (¢ak 196 puta) pojacalo aktivnost promotora Cxc/12 (Slika
4.22). Baumeister i sar. (2005) su takode pokazali da dva hromatin modifikuju¢a enzima,
metiltransferaza histona H4 PRMTI1 (Protein arginin N-metiltransferaza 1) 1 histon
acetiltransferaza (HAT) p300 doprinose indukciji transkripcije gena za Grp78/Bip od strane
YY1 nakon stresa ER tj. da sva tri proteina imaju sinergisticko dejstvo na aktivaciju
transkripcije Grp78/Bip gena. Indukciji transkripcije Cxc/I2 od strane YY1 nakon
oksidativnog stresa izazvanog STZ-om, takode bi mogla da doprinese interakcija YY1 sa
HAT p300, posto je ALGGEN-PROMO analiza pokazala da se YY1 motivi u drugom i
treCem promotrskom fragmentu Cxcl//2 delimi¢no poklapaju sa p300 vezivnim mestima
(Slika 5.4). Motiv YY1/p300 bi mogao da predstavlja kompozitno sinergisticko vezivno
mesto, koje vezuje dimer YY 1/p300, imajuci u vidu da YY1 interakcijom sa p300 aktivira
transkripciju ciljnih gena (Lee i sar., 1998; Thomas 1 Seto, 1999). To znaci da bi u kasnoj
fazi oksidativnog stresa dimer YY1/p300 vezao drugi i tre¢i promotorski fragment, a
prisustan p300 bi acetilacijom histona omogucio dekondenzaciju hromatina i aktivnu
transkripciju. Na kraju se moZze zakljuciti da je YY1 vaZzan transkripcioni faktor za
prezivljavanje celije, posto u odgovoru na stresogeni stimulus indukuje ekspresiju
antiapoptotskih proteina (CXCL12, Grp78/Bip). Iz literature je poznato da hipoksija
indukuje ekspresiju gena za CXCL12 1 YY1 (Tarnowski i sar., 2010; Santago i sar., 2011),
Sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u doktorskoj tezi, gde je pokazano da je
ekspresija oba gena indukovana pod dejstvom oksidativnog stresa (Slika 24A 1 C). Ovi
podaci ukazuju da bi inudukcija ekspresije YY1 u odgovoru na razliCite vrste stresogenog

stimulusa, mogla da bude pra¢ena njegovim vezivanjem za promotor CXCLI12 gena i
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aktivacijom transkripcije. Nasuprot ulozi u regulaciji transkripcije Cxc//2, YY1 inhibira
transkripciju za oba njegova receptora, CXCR4 i CXCR7, vezujuéi se za regulatorne
elemente koji se nalaze uzvodno od promotora (Tarnowski i sar., 2010). Suprotni efekti
koje YY1 ostvaruje na transkripciju gena za CXCL12 i njegove receptore, mogu
predstavljati negativnu povratnu spregu za kontrolu CXCL12/CXCR4 i CXCL12/CXCR7
osa. Na ovaj nacin YY1 ne uti¢e samo na ekspresiju CXCL12, ve¢ i na njegove fizioloske
efekte. Pored Cxc/12, YY1 je ukljucen u transkripcionu regulaciju joS jednog gena, ¢iji
proteinski produkt ima protektivno dejstvo u dijabetesu. Guo i sar. (2001) su pokazali da
YY1 aktivira transkripciju gena za antiinflamatorni citokin IL-4. IL-4 sprecava Thl ¢elije
da produkuju proinflamatorne citokine, koji u DT1, doprinose autoimunoj destrukciji beta
¢elija pankreasa (Berman 1 sar., 1996). Uloga YY1 u transkripcionoj regulaciji Cxcli2 u
bazalnim 1 u uslovima oksidativnog stresa predstavljena je potencijalnim modelima koji su
prikazani na Slikama 5.5 1 5.6.

U bazalnim uslovima viSe molekula PARP-1 je ukljuc¢eno u transkripcionu kontrolu
Cxcll2, posto je pomocu ChIP metode utvrdeno da PARP-1 vezuje sva tri promotorska
fragmenta (Slika 4.13). Tehnika EMSA je pokazala da PARP-1 direktno vezuje promotor
Cxcl12, posto je nakon inkubacije rekombinovanog PARP-1 sa promotorom Cxcll2,
zapazeno formiranje kompleksa PARP-1 — promotor Cxc/12, koji je ,,zaostajao* u gelu u
odnosu na sam promotor (Slika 4.11, kolona 2). Svaki promotorski fragment poseduje po
jedan PARP-1 motiv. Za razliku od ostalih ispitivanih transkripcionih faktora, za koje su
kompjuterske predikcije dale potencijalna mesta vezivanja, PARP-1 motivi preuzeti su iz
literaturnih podataka. Sposobnost PARP-1 da veze specifi¢ne cis-regulatorne DNK
sekvence je reativno skoro otkirivena, tako da se u bazama podataka kompjuterskih
programa za identifikaciju potencijalnih mesta vezivanja transkripcionih faktora jo§ uvek
ne nalaze PARP-1 motivi. Vidakovi¢ i sar. (2009) su pokazali da PARP-1 interaguje sa
sekvencom 5’-GGCCT-3’, koja se nalazi u promotoru PARP-1 gena. Isti DNK motiv je
prisutan i u okviru drugog fragmenta promotora Cxc/12. Cinjenica da PARP-1 interaguje sa
drugim promotorskim fragmentom (Slika 4.13B), ukazuje da PARP-1 vezuje iste motive u
sopstvenom 1 Cxcll2 promotoru. PARP-1 ucestvuje u transkripcionoj regulaciji gena za

Reg protein, vezivanjem sekvence 5’-TGCCC-3’ (Akiyama i sar., 2001). Pomenuta DNK
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sekvenca nalazi se i u prvom i tre€em promotrskom fragmentu Cxc//2. Budu¢i da PARP-1
vezuje prvi 1 tre¢i fragment promotora Cxcll2, moze se zakljuciti da PARP-1 preko istih
cis-regulatornih elemenata reguliSe transkripciju gena, ¢iji proteinski produkti imaju
protektivno dejstvo u dijabetesu: Reg protein stimuliSe proliferaciju, dok CXCL12 sprecava
odumiranje beta Celija pankreasa. Cinjenica da PARP-1 interaguje sa nekoliko
transkripcionih regulatora Cxcl//2 u beta Celijama (Slika 4.14) ukazuje da bi PARP-1
mogao regulisati transkripciju Cxcll2 kao sastavni deo nukleoproteinskog transkripcionog
kompleksa. Interakcije PARP-1, kao transkripcionog inhibitora sa aktivatorima (YY1, Spl 1
C/EBPB) 1 inhibitorima (p53 1 FOXO3a) transkripcije Cxc/l2, mogu imati ulogu u
odrzavanju niskog bazalnog nivoa transkripcije Cxc/12. 1z literature je poznata interakcija
izmedu PARP-1 1 YY1 u epitelnim ¢elijama cervikalnog karcinoma. Interakcijom sa YY1
stimuliSe se sinteza PAR-ova, ¢ime se ubrzava popravka DNK nakon primene
genotoksicnog stimulusa (Oei 1 Shi, 2001). Pored toga, interakcija izmedu PARP-1 1 Spl je
detektovana u fibroblastima (Zaniolo 1 sar., 2007), a interakcija p53-PARP-1 u
embrionalnim ¢elijama pacova (Wesierska-Gadek 1 sar., 2005). ViSe nezavisnih
eksprerimenata prolazne transfekcije je nedvosmisleno pokazalo da je PARP-1 inhibitor
transkripcije Cxc/l2 (Slika 4.19, 4.20, 4.21). U odsustvu PARP-1 promotor CxclI2 je
pokazivao dva puta vecu aktivnost (Slika 4.19), dok se usled pojacanog prisustva PARP-1
aktivnost promotora Cxc/12 smanjila oko dva puta (Slika 4.20 i 4.21). Ovi rezultati jasno
pokazuju da PARP-1 ima centralnu ulogu u utiSavanju transkripcije Cxcl/2, ¢ime je
omogucen nizak nivo konstitutivne ekspresije Cxcl/2. Pored direktnog vezivanja i
smanjenja aktivnosti promotora Cxcl/2, u doktorskoj tezi je pokazano da PARP-I
interaguje 1 sa RAM 4 elementom koji se nalazi uzvodno od promotora na poziciji -1725/-
1592 bp. Koris¢enjem dva razlicita anti-PARP-1 antitela, analiza super-pomaka je pokazala
da se PARP-1 vezuje za RAM 4 (Slika 4.6A, kolone 4 i1 5), dok je interakcija
rekombinovanog PARP-1 sa RAM 4 elementom potvrdila da se PARP-1 nalazi u direktnoj
interakciji sa RAM 4 in vitro (Slika 6A, kolona 2). Hromatinskom imunoprecipitacijom je
potvrdena interakcija PARP-1-RAM 4 in vivo (Slika 4.8). Vidakovi¢ i sar. (2009) su
pokazali da PARP-1 na slican nacin regulise transkripciju sopstvenog gena. PARP-1 vezuje

promotor svog gena i dva RAM elementa koja se nalaze uzvodno od promotora.
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Interakcijom sa proksimalnim RAM elementom i promotorom PARP-1 inhibira sopstvenu
transkripciju, $to predstavlja negativnu porvratnu spregu u regulaciji ekspresije Parp-1.
Iako je funkcionalni efekat interakcije PARP-1-RAM 4 element na transkripciju Cxcll2
nepoznat, po analogiji sa transkripcionom regulacijom Parp-1, moze se pretpostaviti da bi
vezivanje PARP-1 za RAM 4 moglo doprineti inhibitornom dejstvu koje PARP-1 ostvaruje
na transkripciju Cxcl/l2. To bi znacilo da promotor i proksimalni uzvodni RAM element
sinergisticki reguliSu transkripciju Cxcll2, kao $to je slucaj 1 sa Parp-1. U ranoj fazi
oksidativnog stresa (STZ tretman u trajanju od 30 min), PARP-1 interaguje sa prvim i
drugim promotorskim fragmentom kao u kontrolnim uslovima, dok tre¢i fragment vezuje
sa smanjenim afinitetom (Slika 4.25). Ovi rezultati su u saglasnosti sa podatkom da je u
ovoj tacki tretmana nivo transkripcije Cxc/l2 kao u bazalnim uslovima (Slika 4.24A,
kolona 2), §to navodi na zakljucak da se u ranoj fazi oksidativnog stresa promotor Cxcl/12
jo§ uvek nalazi pod inhibitornim dejstvom PARP-1. Nasuprot tome, u kasnoj fazi
oksidativnog stresa (6 h tretmana STZ-om), PARP-1 vezuje samo prvi promotorski
fragment, dok je interakcija sa drugim i tre¢im fragmentom izostala (Slika 4.25). Gubitak
interakcije izmedu PARP-1 1 drugog i tre¢eg fragmenta je najverovatnije posledica
automodifikacije, posto je pokazano da je nakon 6 h tretmana STZ-om, PARP-1 intenzivno
PARilovan (Slika 4.29, kolona 2). Cinenjenica da je nivo ekspresije Parp-I u ovoj tagki
tretmana kao u kontrolnim uslovima (Slika 4.24B, kolona 5), ide u prilog pretpostavci da je
za izostanak pomenutih interakcija odgovorna ADP-ribozilacija, a ne smanjeno prisustvo
PARP-1. Iz literature je poznato da automodifikacija koja prati aktivaciju PARP-1,
sprecava vezivanje PARP-1 za DNK (Wacker i sar., 2007). U kasnoj fazi oksidativnog
stresa, gubitkom interakcije izmedu PARP-1 i promotora Cxcl//2 uklanja se negativan
efekat PARP-1 na transkripciju, Sto rezultira indukcijom trakskripcije Cxcll2 (Slika 4.24A,
kolona 5). Uticaj automodifikacije PARP-1 na transkripciju Cxcli2 potvrden je qPCR
metodom. Inhibicija enzimatske aktivnosti PARP-1 sa specifi¢nim inhibitorom, rezultirala
je nizim nivoom trakskripcije Cxcl/12 u odgovoru na stresogeni stimulus (tretman STZ-om)
u odnosu na nivo transkripcije Cxcl/12 kod ¢elija tretiranih samo sa STZ-om (Slika 28A,
kolone 3 i 4), sto ukazuju da inhibiran, ne-automodifikovan PARP-1 moze intenzivno da

veze promotor i ostvari svoje negativno dejstvo na transkripciju Cxc//2. Na osnovu
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prikazanih rezultata moze se zakljuciti da oksidativni stres nastao u insulitisu tokom DT1 ili
hiperglikemiji tokom DT2, dovodi do aktivacije i automodifikacije PARP-1, $to rezultira u
odvajanju PARP-1 od promotora Cxc/l/2, ¢ime je omogucena pojaCana ekspresija ovog
antiapoptotskog hemokina. Na slican nacin PARP-1 inhibira transkripciju Tracp gena u
¢elijama pre-osteoklasta (Beranger i sar., 2008). Ovaj gen kodira enzim — fosfatazu, koja
ima vaznu ulogu u metabolizmu proteina u diferenciranim osteoklastima. U ¢elijama pre-
osteoklasta, vezivanjem za promotor Tracp gena, PARP-1 inhibira transkripciju. Tokom
diferencijacije u osteoklaste, PARP-1 se odvaja od promotora, ¢ime se uklanja inhibitoran
uticaj 1 omogucuje ekspresija TRACP fosfataze, ¢ija enzimatska funkcija je neophodna za
normalno funkcionisanje diferenciranih ¢elija. Zanimljivo je da je kao u slucaju indukcije
Cxcll2 promotora, pored uklanjanja inhibitornog efekta PARP-1, za stimualaciju
transkripcije Tracp gena neophodno vezivanje YY1 za promotor. Na osnovu izlozenih
podataka moze se zakljuciti da indukcija gena za Tracp predstavlja jo§ jedan primer
razli¢itih 1 medusobno zavisnih efekata YY1 i PARP-1 u aktivaciji transkripcije. PARP-1
ostvaruje negativno dejstvo na transkripciju jo$ jednog hemokina iz CXC familije —
CXCLI1 (Amiri 1 sar., 2006). Kao 1 u slu¢aju Cxcli2, u fizioloskim uslovima PARP-1
vezuje specificnu sekvencu u promotoru CXCLI gena i utiSava transkripciju, ¢ime je
omogucen nizak nivo konstitutive ekspresije CXCLI1. U promotoru CXCL1 gena PARP-1
motiv nalazi se u blizini NF-xB vezivnog mesta, pri cemu vezivanje PARP-1 za svoj motiv
u bazalnim uslovima spreCava interakciju NF-xB sa promotorom. Medutim, nakon
aktivacije PARP-1 koja je pracena njegovom enzimatskom aktivnoS¢u, gubi se afinitet
vezivanja PARP-1 za promotor, §to omogucuje NF-kB da veze svoj motiv, rezultujuci
aktivacijom transkripcije CXCL1 gena. Uzimaju¢i u obzir ulogu PARP-1 u regulaciji
transkripcije CXCLI1 gena, postavlja se pitanje da li u kasnoj fazi oksidativnog stresa, kada
se se gubi interakcija PARP-1 sa promotorom Cxc/I2 (Slika 4.25), neki trankripcioni
aktivator vezuje PARP-1 motiv i doprinosi indukciji ekspresije Cxc//2. To bi mogao da
bude C/EBPp, posto je analizom vezivnih mesta transkripcionih faktora u promotoru
Cxcli2, voceno da se u trecem promotrskom fragment PARP-1 motiv delimi¢no poklapa sa
C/EBPB vezivnim mestom (Slika 4.12). Tome idu u prilog i ¢injenice da je C/EBPf

dokazani aktivator Cxc/12 transkripcije u odogovru na razli¢ite stimuluse (Kim i sar., 2007;
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Calonge 1 sar., 2010), kao i da se u kasnoj fazi oksidativnog stresa u potpunosti gubi
interakcija izmedu PARP-1 i treeg promotorskog fragmenta Cxc//2 (Slika 4.25). Nasuprot
rezultatima Amiri 1 sar. (2006), Nirodi i sar. (2001) su objavili da bi PARP-1 mogao biti
aktivator transkripcije CXCLI1 gena. Nirodi i sar. (2001) su ovaj zakljucak izveli na osnovu
rezultata koji ukazuju na smanjenja aktivnosti promotora i utiSavanju transkipcije CXCL1
gena, nakon tretmana inhibitorom PARP-1. Ovi podaci bi mogli zapravo da ukazu da
inhibiran, ne-automodifikovan PARP-1 moze intenzivinije da veze promotor CXCL1 gena i
tako efikasnije inhibira transkripciju, S§to bi znacilo da je PARP-1 represor ekspresije
CXCLI gena i da smanjenjem njegove enzimatske aktivnosti, efikasnije osvaruje svoje
dejstvo. Tretman inhibitorom PARP-1 je isti efekat ostvario i na transkripciju Cxcli2
(4.28A, kolona 4). Pored Cxcli2, PARP-1 je ukljuen u transkripcionu regulaciju jo$
jednog gena, ¢iji proteinski produkt ima vaznu ulogu u sprecavanju dijabetesa — gena za
Reg protein (Akiyama i sar., 2001). Reg protein indukuje replikaciju beta ¢elija i ublazava
ekspreimentalno izazvan dijabetes. PARP-1 vezuje specificnu sekvencu u okviru promotora
Reg gena, a njegovom automodifikacijom gubi se afinitet vezivanja za promotor.
Inhibicijom enzimske aktivnosti PARP-1 omogucuje se formiranje aktivnog trankripcionog
kompleksa, Sto rezultira ekspresijom gena za Reg protein. Vezivanje PARP-1 za promotor
u bazalnim i u uslovima oksidativnog stresa prikazano je u okviru potencijalnih modela
transkripcione regulacije Cxc/12 u beta ¢elijama (Slika 5.5 1 5.6).

Na osnovu prikazanih rezultata 1 prodiskutovanih literaturnih podataka na Slici 5.5
je predstavljen model transkripcione regulacije Cxcli2 u fizioloskim uslovima. Za prvi,
proksimalni promotorski fragment direktno se vezuju p53, PARP-1, FOXO3a, C/EBPa,
C/EBPB, YY1 1 STAT3. Na osnovu dobijenih rezltata mozemo pretpostaviti da su PARP-1,
p53 1 FOXO0O3a vezani za DNK u formi trimernog nukleoproteinskog kompleksa, dok se
C/EBPa 1 C/EBPP vezuju u formi dimera. Spl vezuje prvi promotrski fragment indirektno,
preko interakcije sa PARP-1, FOXO3a i STAT3. Sa drugim promotroskim fragmentom u
direktnoj interakciji se nalaze transkripcioni faktori: Spl, HMG I'Y, PARP-1, YY1 i
heterodimer C/EBPo/C/EBPf. Tre¢i promotorski fragment, koji sadrzi osnovni promotor,

direktno vezuju Spl, C/EBPB, PARP-1 1 YY1. STAT3 i FOXO3a su indirektno, preko
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interagujucih partnera vezani za tre¢i fragment. Na osnovu dobijenih rezultata moze se

zakljuciti da STAT3 interaguje sa Spl, a FOXO3a sa Spl, C/EBP, PARP-11 YY1.

Fragment 1

P53 PARP-1 FOXO03a YY1 C/EBP C/EBPB STATS
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Slika 5.5. Potencijalni model transkripcione regulacije Cxcl/I2 u beta éelijama pankreasa u

fiziolo§kim uslovima.

Funkcionalni efekti PARP-1 1 YY1 na transkripciju Cxc/I2 u bazalnim uslovima i u
ranoj 1 kasnoj fazi oksidativnog stresa predstavljeni su u okviru modela prikazanog na Slici
5.6. U fizioloSkom stanju vezivanje YY1 i ne-automodifikovanog PARP-1 za promotor,
omogucuje konstitutivu ekspresiju Cxc//2. Budu¢i da je enzimatska aktivnost PARP-1
slaba u bazalnim uslovima, veliki procenat ne-automodifikovanog PARP-1 je sposoban da
veze promotor, ¢ime je sprecena pojacana transkripcija Cxc/12, za koju je odgovoran YY1
vezan za konsenzus sekvence u okviru promotora (Slika 5.6A). U odgovoru na kratkotrajnu
primenu citotoksi¢nog stimulusa koji dovodi do oSte¢enja na DNK, dolazi do enzimatske
aktivacije PARP-1 1 njegove automodifikacije, §to ima za posledicu delimi¢no uklanjanje
vezanog PARP-1 sa promotora Cxcl/l2 usled neto povecanja negativnog naelektrisanja
svakog automodifikovanog molekula PARP-1. Uklanjanjem inhibitornog uticaja PARP-1
na promotorsku aktivnost, omogucena je pojacana transkripcija Cxcl//2. Medutim, u ranoj
fazi oksidativnog stresa YY1, takode vezuje promotor ali sa smanjenim afinitetom, ¢ime se

gubi 1 pozitivan efekat na transkripciju Cxcl/l2 (Slika 5.6B). Delimi¢no uklanjanje i
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pozitivnog i1 negativnog regulatora promotorske aktivnosti rezulira nepromenjim nivoom
transkripcije Cxc/l2 (Slika 4.24A, kolona 2). Sa druge strane, u kasnoj fazi oksidativnog
stresa dolazi do intenzivne automodifikacije PARP-1 §to izaziva smanjenje njegovog
afiniteta za vezivanje promotora (Slika 5.6C). Nasuprot tome, u odgovoru na dugotrajnu
primenu citotoksi¢nog stimulusa, pojaano se eksprimira Yy/, §to ima za posledicu
ponovno vezivanje YY1 za promotor. Intenzivna interakcija izmedu promotora i YY1
rezultira indukcijom ekspresije Cxcll2 (Slika 4.24A, kolona 5). Aktivaciji transkripcije
Cxcll2 doprinosi 1 relaksirana konformacija hromatina nastala usled ADP-ribozilacije
hromatinskih proteina. Pojacano eksprimiran CXCL12 ima vaznu ulogu u ocuvanju
funkcionalnih beta Celija, Sto ga Cini potencijalnim terapeutskim agensom u prevenciji i

leCenju dijabetesa.
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Slika 5.6. Potencijalni model regulacije transkripcije Cxcl12 od stane PARP-1 i YY1 u
bazalnim uslovima (A) i u ranoj (B) i kasnoj (C) fazi oksidativnog stresa u beta ¢elijama

pankreasa.
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5.3. POVRATNI EFEKAT: KAKO CXCL12 UTICE NA TRANSKRIPCIONE
FAKTORE KOJI REGULISU NJEGOVU EKSPRESIJU?

U doktorskoj tezi je pokazano da pored uloge koju transkripcioni faktori ostvaruju u
regulaciji ekspresije Cxcll2, CXCLI12 povratno, utice na transkripcione faktore moduliSuci
njihovu ekspresiju i raspodelu izmedu ¢elijskih odeljaka.

Imunoblot analiza je pokazala prisustvo degradacionog fragmenta YY1 u Rin-5F wt
¢elijksoj liniji insulinoma beta ¢elija pacova (Slika 4.10A, kolone 1 i 3). Iz literaurnih
podataka poznato je da je degradacioni fragment YY1 prisutan u razli¢itim celijskim
tipovima: Celijskoj liniji fibroblasta (Doetsch 1 sar., 2012), ¢elijskoj liniji karcinoma koze
(Pajunk 1 sar., 1997), ¢elijskim linijama osteosarkoma i ¢elijama ovarijuma (Klar 1 sar.,
2005) i u ¢elijskoj liniji splenocita (Gordon i sar., 2003). Za razliku od Rin-5F wt ¢elija, u
¢elijama Rin-5F klona #1, kod koga je CXCLI12 protein pojacano prisutan nije detektovan
degradacioni produkt YY1 (Slika 4.10A, kolone 2 i 4). Ovi rezultati ukazuju da CXCL12
aktivira signalne puteve u ¢eliji, koji Stite YY1 od degradacije. Imajuc¢i u vidu da je YY1
jak aktivator Cxc/12 transkripcije, ovaj mehanizam moze predstavljati pozitivnu povratnu
spregu u kojoj CXCL12 sprecava deradaciju vaznog regulatora svoje ekspresije. O¢uvanje
funkcionalnog YY1 proteina moZe doprineti brzoj reparaciji DNK nakon primene
genotoksicnog stresa, posto je poznato da YY1 interakcijom sa PARP-1 stimuliSe sintezu
PAR-ova koji su odgovorni za meduproteinske interakcije ¢ime se regrutuju proteini
ukljuceni u popravku oste¢enja na DNK i ubrzava popravka prekida (Oei 1 Shi, 2001). Ovi
podaci su u saglasnosti sa rezultatima komet eseja, koji je pokazao manji stepen DNK
oStecenja u Celijama klona #1 u odnosu na wt ¢elije tokom oksidativnog stresa (Slika 4.4).
Pored toga, odsustvo degradacionog fragmenta YY1 u celijama klona #1 potvrduje
antiapototske efekte CXCL12, posto se YY1 u odgovoru na primenu apoptotskog
stimulusa, brzo translocira u jedro, gde se proteoliticki degraduje od strane kaspaza
(Krippner-Heidenreich i sar., 2005).

U Rin-5F wt celijama prisutni su protein p53 1 njegova izoforma p44, kojoj
nedostaje N-terminalni transaktivacioni domen, dok se u ¢elijama klona #1 nalazi samo p53

(Slika 4.10K). Ovi rezultati ukazuju da CXCL12 aktivira signalne puteve koji ¢e spreciti
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alternativno splajsovanje gena za p53 protein i nastanak izoforme p44. Izoforma p44
predstavlja dominantan inhibitor p53 proteina, poSto ima sposobnost da ga kompetitivno
»istisne* sa promotora ciljnih gena (Marcel 1 Hainaut, 2009; Hafsi i sar., 2013). Imajuéi u
vidu da je p53 glavni aktivator transkripcije WAF1/CIP1 gena, koji kodira p21 protein
(detaljno objasnjenje je dato u poglavlju Uvod, 1.3.6.1), inhibicija ekspresije p21 proteina u
prisustvu izoforme p44 je ocekivana (Hafsi 1 sar., 2013). Ovi podaci su u saglasnosti sa
neobjavljenim rezultatima dobijenim u naSoj laboratoriji, gde je pokazano da je p21
prisutan samo u cCelijama klona #1, dok Rin-5F wt ¢elije ne eksprimiraju ovaj protein.
Prisustvo p21 u ¢elijama klona #1, moze biti odgovorno za smanjeno oste¢enje DNK u
ovim ¢elijama u odnosu na wt ¢elije nakon tretmana STZ-om (Slika 4.4), imaju¢i u vidu da
je p21 protein odgovoran za zaustavljanje Celijskog ciklusa na prelasku iz G1 u S fazu, kada
se vrsi popravka ostecene DNK pre replikacije.

Smanjenom DNK ostec¢enju u ¢elijama klona #1 moze doprineti pojacano prisustvo
PARP-1 u ovim ¢elijama u odnosu na Rin-5F wt (Slika 4.10D). Veoma vazna uloga PARP-
1 u reparaciji osteCene DNK ogleda se u Cinjenici da je PARP-1 protein koji poseduje
sposobnost detekcije i vezivanja za oSte¢enu DNK, S§to rezultira aktivacijom PARP-1 i
reakcijom auto- i heteromodifikacije. Heteromodifikacijom histona stabiliSe se otvorena
struktura hromatina, $to omogucuje prilaz reparacione masinerije mestu nastalog oste¢enja
(Ko i Ren, 2012).

Sa Slike 4.10B uocava se razli¢ita raspodela transkripcionog faktora Spl izmedu
¢elijskih odeljaka kod ¢elija wt 1 klona #1. U ¢elijama klona #1 Spl se nalazi u jedru, dok je
u wt ¢elijama njegovo prisustvo zabelezeno i u jedru i u citosolu. Ovi rezultati ukazuju da
CXCLI12 aktivira signalne puteve, koji ¢e favorizovati translokaciju Sp1 u jedro.

Imunoblot analiza je pokazala smanjeno prisustvo transkripcionih faktora koji se
aktiviraju u odgovoru na proinflamatorne citokine, STAT3, C/EBPB 1 NF-xB, u ¢elijama
klona #1 u odnosu na wt (Slika 4.10C, F i1 I). Smanjeno prisustvo transkripcionih faktora
koji predstavljaju kljuéne molekule u putu prenosa proinflamatornih signala u uslovima
pojacanog prisustva CXCL12 moze da ukaze da CXCL12 smanjuje kapacitet inflamatornog

odogovora. To dalje ukazuje na potencijalni protektivni efekat CXCL12 u razvoju DT1, s
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obzirom da proinflamatorni citokini imaju kljuénu ulogu u nastanku inflamacije u
insulitisu.

U celijama Rin-5F klona #1 uoceno je odsustvo C/EBPa transkripcionog faktora
(Slika 4.10G). Ovaj rezultat moze da ukaze da u uslovima pojacanog prisustva CXCL12,
ulogu C/EBPa moze da preuzme C/EBPP ili neki drugi transkripcioni faktor iz C/EBP
familije. C/EBP familija se sastoji od Sest ¢lanova: C/EBPa C/EBPB, C/EBPy, C/EBPS,
C/EBPe¢ 1 C/EBPC(, od kojih svi sem C/EBP( interaguju sa C/EBP motivima. Poznato je da
u odgovoru na specificne stimuluse, kao 1 u odsustvu nekog C/EBP clana, on biva
zamenjen drugim C/EBP faktorom (Singh i sar., 2007).

Na osnovu izlozenih rezultata moze sa pretpostaviti da CXCLI12 doprinosi
efikasnijoj reparaciji DNK u uslovima oksidativnog stresa aktivacijom signalnih puteva
koji ¢e spreciti ekspresiju p44 izoforme proteina p53 i time omoguciti ekpresiju regulatora
¢elijskog ciklusa p21; usloviti pojacanu ekspresiju PARP-1 1 ocCuvati funkcionalan YY1,
koji doprinosi efikasnojoj reparaciji oSte¢ene DNK od strane PARP-1. Sa druge strane,
uticaj CXCLI12 na smanjenje eskpresije transkripcionih faktora koji ucesvuju u putu
prenosa proinflamatornih signala mogao bi ublaziti inflamaciju tokom nastanka i razvoja

DTI.

Imajuci u vidu da je stabilna ekspresija CXCLI12 u uslovima oksidativnog stresa
vazan faktor za prezivljavanje beta Celija, u buducim istrazivanjima bi se razmotrila
njegova uloga u prevenciji razvoja dijabetesa i odrzavanju funkionalnim preostalih
ostrvaca kod ve¢ razvijenog dijabetesa. S obzirom da CXCLI12 ostvaruje mnogobrojne
funkcije u organizmu, kao Sto su hemoatrakcija T limfocita i monocita tokom njihove
recirkulacije (Bleul i sar., 1996), prognitora B limfocita (D'Apuzzo i sar., 1997),
dendpritskih celija (Sozzani i sar., 1997) i progenitora hematopoetskih stem Ccelija, kao i
uloga u razvoju centralnog nervnog sistema (Lazarini i sar., 2003), egzogenom aplikacijom
CXCLI12 ili njegovih analoga, postoji rizik od narusavanja homeostaze organizma.
Ciljanom indukcijom ekspresije CXCL12 iskljucivo u beta celijama pankreasa, mogao bi se

spreciti ili ublaziti dijabetes i njegove posledice, bez narusavanje homeostaze organizma.
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Poznato je da CXCLI2 ostvaruje efekte na jos jedan tip celija poreklom iz Langerhansovih
ostrvaca pankreasa — alfa Ccelije. Vezivanjem za svoj receptor na povrsini alfa Celije,
CXCL12 izaziva njihovu de-diferencijaciju u pro-alfa celije, sto predstavlja inicijalni korak
u procesu transdiferencijacije alfa u beta celije pankreasa. Pro-alfa celije zatim sintetisu
GLP-1 i njegov receptor, koji su odgovorni za finalni korak transdiferencijacije alfa u beta
Celije (Habener i Stanojevic, 2012a). Nije poznato da li CXCL12 ima uticaja na delta i PP
celije Langerhansovi ostrvaca, posto je zbog male kolicine pomenute celije tesko ispitati.
Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj tezi moze se zakljuciti da bi se stabilna
ekspresija CXCLI2 u beta Celijama mogla obezbediti indukcijom i/ili supresijom

transkripcionih faktora ukljucenih u regulaciju njegove ekspresije u beta celijama.
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6. ZAKLJUCCI

. CXCLI12 doprinosi ocuvanju DNK integriteta 1 pospesuje prezivljavanje beta celija

pankreasa nakon tretmana dijabetogenim agensom.

. PARP-1 vezuje RAM 4 element, koji se nalazi na poziciji -1725/-1592 bp uzvodno od

promotora gena za CXCL12 pacova (Cxcl12), in vitro i in vivo.

. Analizom promotorskog regiona Cxcl/2 identifikovana su potencijalna mesta za
vezivanje slede¢ih transkripcionih faktora: PARP-1, YY1, C/EBPB, C/EBPa, STAT3,
p53, FOXO03a, Spl, HMG I/Y i NF-xB.

. Koris¢enjem tehnike elektroforetskog zaostajanja ustanovljeno je da PARP-1, YY1,
C/EBP, C/EBPa, STAT3, p53, FOXO3a, Spl i HMG I/Y vezuju promotor Cxcli2 in

Vitro.

. Prilikom kori$¢enja tehnike hromatinske imunoprecipitacije promotor je podeljen na tri
fragmenta, Sto je omogucilo da se detaljnije utvrde mesta vezivanja transkripcionih
faktora u okviru promotora Cxcl12 in vivo:
I.  Prvi, distalni promotorski fragment vezuju: PARP-1, FOXO3a, p53, Spl,
YY1, C/EBPa, C/EBPB i STATS3.
II.  Sa drugim promotorskim fragmentom interaguju: HMG I'Y, YY1, C/EBPa,
C/EBPB, PARP-11 Spl.
II. Treéi promotorski fragment koji sadrzi osnovni promotor vezuju: C/EBP,

PARP-1, Spl, YY1, FOXO3ai STAT3.

. Metodom ko-imunoprecipitacije proteina detektovane su slede¢e meduproteinske
interakcije u beta celijama pankreasa: YY1 - PARP-1, FOXO3a - PARP-1, Spl —
PARP-1, p53 — PARP-1, C/EBPJ - PARP-1, YY1 - p53, YY1 — FOXO3a, p53 —
FOXO03a, Spl — FOXO03a, C/EBPf - FOXO3a, C/EBPa - FOX0O3a i Spl — STATS3.
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7.

10.

Primenom luciferaznog eseja nakon eksperimenata prolazne transfekcije utvrdeno je da

je PARP-1 inhibitor, a YY1 jak aktivator transkripcije Cxcl/12.

Indukcija transkripcije Cxcll2 u beta c¢elijama je zabelezena nakon 6 h tretmana
dijabetogenim agensom. U istoj tacki tretmana PARP-1 sa smanjenim afinitetom vezuje
promotor, dok se YY1 nalazi u intenzivnoj interakciji sa promotorom, na osnovu ¢ega
je izveden zakljucak da su za indukciju transkripcije Cxcl/l2, odgovorni stimulatorno

dejstvo YY1 1 uklanjenje inhibitornog efekta PARP-1.

Inhibicijom enzimatske aktivnosti PARP-1 zabelezena je delimi¢na represija
transkripcije Cxcll2, na osnovu Cega je izveden zakljuCak da je za uoCeno smanjenje
nivoa transkripcije odgovorno intenzivno vezivanje ne-automodifikovanog PARP-1 za

promotor.

Pojacano prisustvo CXCL12 sprecava degradaciju YY1, stimuliSe translokaciju Spl u
jedro, sprecava ekspresiju C/EBPa, izaziva pojacanu ekspresiju PARP-1, sprecava
ekspresiju izoforme p44 proteina p53, izaziva smanjenu ekspresiju FOXO3a, NF-«B,

C/EBP i STATS3.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHu-a Jenexna Mapkosuh
Opoj ynuca M3001/2008
UsjaBmbyjem

[a je AOKTOpCKa ancepTaumja nod HacrnoBoMm

MonekynapHn mexaHuamm perynaumje ekcnpecuje reHa 3a CXCL12 v 6eta henujama
naHkpeaca nawoBa

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXMBAYKor paja,

e [a npeasioxeHa guceprauuvja y LenvHU HY Yy genoBuma Huje Guna npeanoxeHa
3a gobujakbe GUNO koje AaunsoMe npemMa CTyaujCkKMMm nporpamuMma gpyrux
BMCOKOLLIKOIICKUX YCTaHOBaA,

e [la cy pe3yntaTu KOPEKTHO HaBedeHU U
e [la HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npasa U KOpUCTUO UHTENEKTYarnHy CBOjUHY OpYrnx

nuua.
MoTtnuc pokTopaHaa
Y Beorpagy, . Mok oV\&
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa JeneHa Mapkosuh
Bbpoj ynuca M3001/2008
Ctyamnjcku nporpam MonekynapHa buonoruja

Hacnoe paga __MonekynapHu MexaHnamu perynaumje ekcrnpecmuje reHa 3a CXCL12 y

OeTa henvjama naHkpeaca navuosa

MeHTOp ap Menuta Bugakosuh v gp MopgaHa Matuh

MNoTnncaxHu

n3jaBrbyjemM ga je wTamnaHa Bepaunja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA ereKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a o6jaBrbMBakbe Ha noprtany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteTa y beorpapgy.

[lo3BorbaBam Aa ce objaBe Mojy NMYHU NoJauM Be3aHu 3a Aobujake akaaeMCKor 3BaHa
[IOKTOpa HayKa, Kao LITOo cy UMe U1 npea3nmMe, rognHa u MecTo poferwa 1 aatym oabpaHe
pana.

OBn nu4yHM nogaum Mory ce 006jaBUTM Ha MPEXHUMM CcTpaHuuama gurutanHe
ombnunoTeke, y eNeKTPoOHCKOM KaTanory n y nyénukaumjama YHmeepauteTa y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpapy, ;}  Mar e oV \<



Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Onawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CeeTtozap MapkoBuh® ga y [OurutanHu
penosuTtopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HaCroBOM:

MosnekynapHu mexaHusmu perynaumje ekcripecuje reHa 3a CXCL12 y b6eta henujama

naHKpeaca nauosa

Koja je Moje ayTopcKo aero.

[ucepTaumjy ca cBMMm npuno3unma npegao/na cam y enekrpoHckom cdopmaTy norogHom
3a TpajHO apXxuBUpar-e.

Mojy OOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y QurutanHu penosutopujym YHuBepsuteTa y
Beorpagy mory oa kopucte cBW Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaae

& AyTopcTBO — HeKoMepLMjanHo — AeNUTY NOA UCTUM YCIOBUMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEenuTK Nnog UCTUM ycrnosmma

(Monnumo fa 3aoKkpyKMTe camo jegHy O LeCT MOoHyheHux nuueHum, KpaTak onuc
nuueHun gar je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpaay, 1 Mo oN \C



1. AyTopcTBO - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caoniTaBake Aena,
W npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ofpeheH of CTpaHe ayTtopa unu
JaBaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cBpxe. OBO je HajcrnobogHuja of CBUX
nuueHum.

2. AyTopcTBO — HekoMepumjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaunH oppeheH o
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBak-€,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwTaBawe [fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa WUnu
ynoTtpebe fena y cBOM Aeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOrbaBa KoMepuujanHy ynotpeby
Aena. Y ogHoCy Ha cBe ocTarne nvueHue, 0BOM NULEHLOM ce orpaHuyasa Hajsehu obum
npasa kopuwhewa gena.

B AyTopcTBO - HekoMepuMjarHO — AenuTU Moa WCTUM ycrioBuMa. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBake, ANCTpMOYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede
nMme aytopa Ha HauuH oapeheH of CcTpaHe ayTopa MUnu gaBaoua nuUeHue U ako ce
npepaga pguctpubyvpa nog4 MCTOM MAM  CAMYMHOM  nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BoSbaBa kKomepuumjanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUMOYyUMjy U jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBaka unu ynotpebe gena y cBOM geny,
ako ce HaBede MMme aytopa Ha HayuH ogpefeH oa cTpaHe aytopa wunuM pasaoua
nnueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa kKoMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - [Jdenutu nog WUCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
ancTpnbyuujy v jaBHO caonwTaBakwe Aena, v npepage, ako ce HaBege MMe aytopa Ha
HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTtopa uAM daBaoua fuvueHue W ako ce npepaga
anctpubympa nog MCTOM MM CriMdHOM  nvueHuoMm. OBa  nuvueHua [Ao03BoSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM nuUEHLama,
O[HOCHO INunLEeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.
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