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3axeannuuya

Osa doxmopcka oucepmayuja ypahena je na Kamedpu 3a onwmy guzuonocujy u duogusuxy,
Hucmumyma 3a guzuonocujy u ouoxemujy na buonowkom gaxyimemy, y oxeupy npojekama
"Buoungopmamuuke npeouxkyuje npomomepa u meopujcKko mMooeno6arbe 2eHCKUX Kojia Koo
oaxkmepuja’’ (OM173052) u "'Bioinformatics and modeling of bacterial immune systems -
understanding control of CRISPR/Cas'(SCOPES project 1273Z0_152297), noo nenocpeonum
pykosoocmeom npogh. op Mapka Bophesuha.

Menmopy npogh. op Mapky Bophesuhy u komenmopy op Maeoanenu Bophesuh, oyeyjem najeehy
3AX6AIHOCM HA YKA3AHOM NOBEPEY, CIMPNWBUBOM U OPUNC/HUBO OCMULUBEHOM PYKOBOHerw), Ha
CMAanHoOj 0OCMYNHOCMU U CHAPpeMHOCmU 0d paspeuie MOjy Ouno Kojy HeooymMuyy, HeceOudHo
npyxcajyhu mu Ha pacnonazarbe ceoje 02POMHO 3HAFE U UCKYCMBO. 3axedbyjem um Ha clo6oou
Koja mu je y pady y6ex YKasueaud, a Hajeuuie Ha NpeHemom eHmy3ujazmy u byoasu 3a basmverve
HAYKOM.

Ynanosuma komucuje, npogh. op I'opoanu Ilagnosuh-Jlasicemuh, npogh. op Mupocnasy Kusuhy u
op Cnahanu Cnacuh 3axeamyjem HaA RNANCHUBOM HUmMary oucepmayuje U KOPUCHUM
cMepHUYama, Koje cy 3HauajHo oonpurene nobobuary 0602 pyKonucd.

lpazoj xonecunuyu Amnhenu Poouh 3axeanna cam Ha yeek npujamuoj paowoj ammocgepu u
0006pOM OpydHcery HA 3AjeOHUYKUM NYMOBArbUMA.

Tpujamesuma 3axsamyjem Ha pazymesarsy, NOOPUIYU U CIMPIBERY, WMO CY Y8eK Y3 MeHe 0d
nooeje padocm ceaxkoe ycnexa.

Pooumewnuma, Huxonu u Munenu, cecmpu Hamawu, /[pacany, Jakosy u Jluouju,
mom Cmesany 3axeamwyjem Ha be3pe3epsHoj noopuiyl, pazymesary u byoasu.
Fbuma je osa oucepmayuja u noceehena.



BUONH®OPMATUYKA AHAJIM3A MEXAHU3AMA TPAHCKPUIILITUOHE
NHUINJALINJIE KO BAKTEPUJCKUX ECF ¢ ®PAKTOPA

AnTepHaTHBHU G (HaKTOpPU Cy HEOINXOJHH 3a NPEKUBJhaBamke OaKkTepHjcke henrje y CTpecHHM
yCIOBMMA, Ka0 M 3a Ipoja3ak Kpo3 craaujyme Mopdoiomke nudpepenuujanuje. Mehy mwuma,
ECF ¢ dgakropu npencrasipajy HajOpOjHHU]Y, HAJpa3HOBPCHH]Y, alld U HajMakhe H3yUueHy IpyIy 3a
KOjy ce cMmarpa Ja Mpero3Haje purujaHe, Jo0po KoH3epBHpaHe mpomortope. Hacympor oBome,
MexaHuzam 'mix-and-match” 'y rpynum npumapHux o ¢aktopa (ca €KBHBaJCHTHOM
IPOMOTOPCKOM CTPYKTYPOM) TOApasyMeBa (hIEKCHOWIHO MpENo3HaBamke MPOMOTOpA, YUjU Ce
eneMeHTy MelycoOHO Hajonywyjy. byayhu na je TpenyTHa mapaaurma o ¢pyHkimonucawy ECF
o ¢akTopa pe3yJTarT Major Opoja H3YYEHHUX UJAHOBA, TJIABHM IHJb TE3€ j€  OICEKHA
ononndpopmarnuka ananuza noctynaux ECF o dakTopa.

KomOuHoBaweM OHOMHPOPMATHUKMX MeToAa ca OMO(U3UYKU-3aCHOBAHOM  aHAJIN30M,
CKCTEH3UBHO Cy NpoydyaBaHW (KBaJMTaTHBHU M KBAHTHUTATHBHHU) aCHEKTH (ICKCUOWIHOCTH Y
npeno3HaBary ECF mpomoropa. Anammza ¢daramx ECF o ¢dakropa moBena je 0 HOBe
npoueaype 3a npensubame GarHuX MpPoMOTOpa, Kao M 10 MpBHUX (KBAIMTAaTUBHHX) NpPHMEpa
mexanu3Ma "Mmix-and-match" y rpynu ECF. Ananu3a 6akrepujckux ECF npencraBHuka nosena
je 0 Tperno3HaBama 'HEKAHOHCKUX' HMHTEPAKIMja ca MPOMOTOPCKUM CEKBEHIaMa, y KOojuma
YYeCTBYjy KOH3EPBHpAHH €IEMEHTH y CIejcepy, Kao M MPOTEMHCKH MOTHBU W3BaH JIOMEHA 3a
untepakiujy ca JIHK (o, and o4). KoHayHo, ycTaHOB/bE€HO je 3HA4YajHO (DYHKIIMOHAIHO
HAJIONybhaBambe MPOMOTOPCKUX eneMenara y rpymu ECF ("mix-and-match™) koje je, cympotHo
OYECKUBaWbHMa, jaye HEro y MpOMOTOpHMa NMpUMapHHX G (akropa (1 ymyhyje Ha npyraumju
KAHETUYKH MpOoQuI TpaHCKpHIoHe uHunujanmje). byayhu na cy ECF Hajpasmuuuthju of
NPUMAapHAX G (GaKTOpa y OKBHPY G'° IpyIie, JoOHjeHH pesyiTaTh yKasyjy ja je "mix-and-match"
BEPOBATHO 3aje/IHMYKN MEXaHH3aM MPETO3HABAHA IPOMOTOPA y LIENOKYITHO] G'° haMHITHjH.
Kbyune peun: ECF o dakropu, O6akrepujcku/0akTeprodarin MpoMOTOPH, TPAHCKPUIIIIMOHA
uHAIMjanmja, Gammmja o °, Mexarusam "mix-and-match”

OBJIACT: BUOD®U3UKA; YKA OBJIACT: BMOMH®OPMATUKA



BIOINFORMATICS ANALYSIS OF TRANSCRIPTION INITIATION MECHANISMS
IN THE GROUP OF BACTERAL ECF 6 FACTORS

Alternative ¢ factors are indispensible in bacterial cell for coping with stress or development.
ECFs are the most numerous and diverse, but the least studied group of alternative ¢ factors,
which are assumed to interact with rigid, well conserved promoters. On the contrary, "mix-and-
match” mechanism of housekeeping o factors (with equivalent promoter organization), implies
flexibility in promoter recognition, where elements complement each other strengths. Since the
current ECF paradigm is supported by limited information on few (canonical) representatives,
our goal was to validate it through a comprehensive computational analysis of all available ECF
oS.

By combining bioinformatics methods with biophysics-based analysis, we extensively studied
(qualitative and quantitative) aspects of flexibility in ECF promoter recognition. Analysis of
phage outliers gave a novel procedure for detecting phage-specific promoters, and also the first
(qualitative) example of mix-and-matching in ECF group. We also found examples of "non-
canonical” interactions between ECFs and their promoters, exhibited by the conserved promoter
spacer elements and the o-motifs outside of the main o, and 64 DNA-binding domains. Finally,
we provided quantitative evidence of substantial promoter element complementation (mix-and-
matching) in ECFs, which is unexpectedly much stronger (and points to a different Kkinetic
profile of the initiation process) than in housekeeping promoters. As ECFs and housekeeping ¢
factors are the most divergent ¢’° groups, this implies that "mix-and-match" may function as a
common promoter recognition mechanism in the entire ¢’ family.

Keywords: ECF o factors, bacterial/bacteriophage promoters, transcription initiation, o’® family,

"mix-and-match" mechanism
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1. YBOA

[Tojam reHcke ekcripecuje OJAHOCH CE€ Ha CBE NpoOIlece YKJbYUYEHE y CHHTE3y (YHKIIMOHATHHX
npoteunckux (1 PHK) monekyna, unme ce nexkonupa Hacneana uapopmanuja cagpxkana y JHK,
T.J. OCTBapyje IEH XOpPHU3OHTAIHM NPOTOK Kpo3 henujy/opranmsam. Perymmcanu mpoTok
HacneaHe wH(pOpMalMje, y 4djoj jeé OCHOBH AM(EpeHIMjaTHa TEHCKa EKCIpecHuja, hemmju
omoryhaBa J1a y CBakOM TPEHYTKY JI€O pereproapa CBOjuX (DyHKIMja MHTETpHIIe y eduracaH
(U3MOJIOUIKM OATOBOP HAa IPOMEHJBMBE CPEIUHCKE YCIOBE, KOJU MOTY CHUTHAJIM3HUpATH
HACTyIame ojpeleHe BpcTe crpeca, mpenasak y cienehy pa3Bojuy ertamy uta. [1]. Yopaso 3aro
3a henujy je on M3y3eTHOT 3HaYaja Ja MPENU3HO KOHTPOJIMIE Kaja he W KOoju CKyn TeHa
aKTUBUpATH, MPU Y€MYy CBaKM OJ] KOpaka T€HCKE eKCIpecuje Moke Ja (DyHKUHOHHMILIE Kao
KOHTPOJIHA TauKa 3a peryjauujy.

Kon Gakrepuja rmaBHa Tayka 3a peryyaldjy TEHCKE EKCIPECHje je HEH IMOYETHU KOpaK —
TpaHckpunuuja [2], Tokom koje ensum mnomumepaza PHK (PHKII) karamusyje dbopmupame
dbochoauectapckux Be3a Mehy pubonykineoruauma y pactyhem manmy PHK, Ha ocHOBY
penocnena Hykiaeotuna y MatpuyHom nanuny JIHK. Tpanckpunmmja ce nenm Ha Tpu (ase:
MHUIMjALUjy, TOKOM KOjeé ce BpIIM M300p TeHa 3a aKTHUBAIMjy W MOYETaK CHHTE3e MOJEKyJa
PHK; enonrammjy, Tokom koje ce nenokynan ren ca JIHK mpemmcyje y monexyn PHK; u
TepMHUHAIIM]y, TOKOM Koje ce cuHTeTucanu naHan, PHK ocnobaha u3 kommekca ox PHKII u
JHK. WU nok ¢a3y enonrammje u tepmunauuje PHKII moxe camocrtamHo na o6aBiba, 3a
VMHUIMjALU]y TPAaHCKPUIIHMje HEONXOoJaH je ¢ (akTop, MPOTEHH MalWX JAWMEH3Hja ca KOjHUM
PHKII ctyma y XOJOGH3MMCKH KOMIUIEKC, a Koju o00e30ehyje wuzbop crnermupuyHux,
peryiaropaux cekBernu JJHK Ha koje he ce en3um perpyroBartu [3-4].

Cexsenne Ha /IHK, 3a koje ce 6 ¢akrop cnennduyHo Besyje, a Koje ce Ha3uBajy MPOMOTOPH,
JIOKAJIM30BaHE CY HEMOCPEIHO Y3BOJHO y OJHOCY Ha reHe [5-6], mro omoryhaBa mpaBHITHO
nepuHUCambe TPAHCKPUIILMOHMX JEIWHHUIA, T.J. EKCIpUMHUpame UEeNOKynHe HHpopmalmje
KOJMpaHe HW3BECHHMM TeHOM. Paznnuutu 6 QakTopu uMajy pasiuuuT crneudUIuTeT 3a
IIPOMOTOPCKE CEKBEHIIE, IPU YeMy Cy (DyHKIIMOHAIHO MMOBe3aHH OAKTEPUjCKU F'eHU (HIIp. BE3aHH

3a onroBop Ha oxapeheHn 0ONMK cTpeca) 4ecTo TpPaHCKpUOOBaHM HUCTUM G (akropoM. OBO



omoryhaBa hemmju na edukacHO M EKOHOMHYHO YCKJIagu TPAHCKPUIIMOHM mpodui ca
JTUHAMHKOM TIPOMEHA CPEIMHCKIX/METa00INYKIX ycioBa, Oyayhu ma ox Bpcre o pakTopa Koju
je y natrom TpeHyTky acommpan ca PHKII 3aBucm koju ckyn rena y hemuju moxke Outu
akTuBHpa [7-8].

Cem perpytoBama PHKII Ha mpoMOTOpCcKe CEKBEHIIE, KOjH MPEACTaBibajy INIAaBHY OAPEIHUILY
perynainuje reHcke excmpecuje kox Oakrepuja [9], o dakropu ocTBapyjy HMHTEpakije U ca
aKTUBATOPCKUM MpPOTEMHHMA, YUECTBY]Y y pazaBajamy JsaHana JIHK, ctumynumry npenaszak y
¢asy enoHranyje, a y U3BECHUM CllydajeBHMa MOTY Ja MOIYJIHINY U AMHAMHKY enoHranuje [10-
15]. Crora je u3yuaBambe MeXaHW3Ma HHTEpakiidje ¢ (pakTopa ca MPOMOTOPCKHM CEKBEHI[AMa
TOKOM HHHIIMjalldje TPaHCKPHMIMje He3a00Ma3aH KOpaK 3a pa3yMeBame peryiaiuje TeHCKe

eKcIpecHje Ko bakTepuja.

70 .
1.1. 6~ pammianja — pu3noI0UIKA YJIOTA U IIABHE KAPAKTEPUCTHKE

Behnna nmosHatHx o (pakropa mpumana ¢ 0 GaMuiInjH Koja, CXOAHO, 3ay3uMa Hajehu ymeo y
TPaHCKpUIIHjH OakTepujckux rena [11]. UmanoBnm o'° (amuimje mpenosHajy IPOMOTOPE
3ajeJHMYKE OMIITE OpraHu3aIlfje, YUju Cy OCHOBHU MOTHBH XeKcamepH, -35 u -10 enemeHT, rae
HA3MBH OJrOBapajy TUIIMYHO] yNaJbeHOCTH OBHX €JIeMEHaTa Yy OJHOCY Ha MECTO IMOuYeTKa
tpanckpurumje [16]. Cem ememenara -10 u -35, ¢'° MPOMOTOPH MOTY CAaapaTH M JIOJATHE
onpennuiie cnenuduimrTera, monyt -15, 1j. mpoayxkenor -10 ememenrta [17-19]. IIporeunncke
CeKBEHLE G (akTOopa WMMajy MOIyJTapHY CTPYKTYpY, T.]. CETMEHTH KOjU HHTEeparyjy ca
npomoTopckuM enemeHTuma u PHKII opranusoBanu cy y XenukaiaHe JAOMEHE, KOjUX HajBHILE
Moxe Outn yetupu. On Tora, JOMEHH Gz M Gs, KOJH Cy TIPUCYTHHU y 1ENOKyHO]j hamumuju [20],
YYeCTBY]y y mpeno3HaBamy -10 u -35 enemenTa.

[Tocnenuiia npeno3HaBama MPOMOTOPA UCTE OIIITE OpraHu3anuje je aa GakTopu o' hammuje
WHUIUPA]y TPAHCKPUIILIKM]Y Kpo3 ucTe Ouou3Muke KOpake, KOjU Cy ONHCAaHU HCTUM
KuHeTHYKUM Tapamerpuma [21]. TlpBu kopak, koju ce Ha3uBa (OpMHUpPaEmE 3aTBOPCHOT
KOMIIIIEKCa, jecTe perpyroBame xonoeHznma PHKIT Ha mpoMoTOp peBep3MOMIHUM BE3UBABEM G
daktopa 3a asomanuany JIHK (dsDNA) (Cmuxa 1). Enepruja oBe wuHTepakiuje ojnpehyje
adbuauter Be3mBama — Kpg, Omodusnukm mapamerap QopMupama 3aTBOPEHOT KOMILIEKCA.

Hapennu kopak TpaHCKPHUIIIMOHE WHUIMjandje je (OpMHUpame OTBOPEHOT KOMILIEKCa, T.j.
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pa3aBajame nBa nania JIHK (T3B. Tombeme npoMoTopa), TOKOM Kojer ¢ (pakTop MHTEparyje ca
jemnonanganoMm JIHK (ssDNA). [Ipu Torssemy npoMoTopa y HUBOY -10 elreMeHTa WHHIHpA Ce
TPAHCKPHUIIIIMOHU MEXYp TepMaHUM (IIyKTyalrujama Koje JIOKaJIHO pa3aBajajy mojekyn JIHK, a
KOje Cy MOMOTHYT€ MHTEpakIijoM HacTanux jenHonanHuaHux cermenata JIHK ca o dakropom
[22]. OBaj kopak TpaHCKpUIIIMOHE WHHLMjalMje OMOPHU3MYKH CE OMKCYje CTOIOM Ipeiacka
3aTBOPEHOT y OTBOPEHH KOMILTIEKC — Ki, KOja 3aBHCH O] CHEpruje MHTEpakiuje ¢ (axTopa ca

IIPpOMOTOPCKUM jCI[HOJ'IaH‘IaHI/IM CETMCHTOM.

-35 -15 -10 short

TTGACA TGGT ATAAT

-35 -10 ext -10 short

TGAACTTTT TG TCAAA
TGAAACTTTT CG TATA

Cauka 1. CTpykTypa mpomoropa y dammamju ¢'°: Ha ciuiy je mpukasaHa opraHusaiija IpoMoTOpa Koje
npenosuajy ¢ pakropu u3 rpyma RpoD (RpoD u3 E. coli - ropmu aeo cimke) n ECF (of u3 E. coli u 6" u3 B.
subtilis - momu neo ciuke). [IpOMOTOPCKH €EMEHTH KOjU ca ¢ (akTopoM uHTeparyjy kao dsDNA npukazanu cy y
3eJIeHOj/1pHOj 00ju M OCEHYECHHU pO3e MPaBOYraoHMKOM. IIpoMOTOpCKH efleMeHTH KOju ca ¢ (pakTopoM MHTEparyjy
kao ssDNA npukazaHu cy y IpBEHOj 60ji U OCCHUCHH 3eJICHUM IIPABOYTA0HUKOM.

Ipema yiio3n y 6akTeprjckoj GU3HOIOTHH, 6 C GaKTOPH JeNe ce Ha IPUMApHE U alTepHATHBHE,
Ipy YeMy cy NpPBH HEONMXOAHHU 3a (yHKIMOHHWCame hemuje Moa ONTHMAaTHUM yCJIOBHUMA, JTOK
APYTH TMOKpehy crenujaan3oBaHe OAr0BOpE Ha pa3IMYUTE CTPECHE CHTHAJIe, MOTY Jla YYECTBY]Y
y BHPYJICHIMjHU KOJ MAaTOT€HHX BPCTA, KA0 M MPOTPECHjH KPO3 pa3lIMuuTe erarne MopQoIonKe
mudepentmjanuje hemuje [23-25]. O 0coOCHOCTH JKMBOTHOT IHMKIyca OakTepHje 3aBHCH
pacrojiena TpaHCKPUIIIIMOHOT POCTOpa n3Mel)y mpuMapHOT U anTepHaTUBHUX G (DaKTOpa, Kao U
Opoj antepHatuBHHX G (akTtopa koju he Oakrtepujcku reHom komupatu [20]. Tako reHom
oaktepuje Streptomyces coelicolor, koa koje mpuiarohaBame Ha BP0 BapujaOWMIIHE YCIIOBE

KHBOTHE CpPEIIMHE 3aXTeBa CIOXKEHE (PU3UOJIONIKE OJIrOBOPE, MOPE MPUMAPHOT, KOIUPa U TIPEKO



me3aecer antepHatuBHUX © (aktopa. Ca nmpyre crtpane, reHoMm Streptococcus pyogenes,
OakTepuje OKpyKeHe YHH()POPMHUM MHJHEOM EIHTETa XyMaHOT PECIUPATOPHOT TPAKTa, KOIUpPa
CBera JiBa antepHaTuBHa 6 ¢akrtopa [9, 11, 23].

Ipunaguumy 6’0 GaMuImje jacHo Cy M CTPYKTYpPHO u3audepeHIupany, mTo je, y3 npatehe
(YHKIIMOHATTHE pa3jMKe, MOCIYXIIO Kao KPUTETPUjYM 3a Jajby KiIacH(PHKAIM]y Ha YETHPU
cy6dammmje (Kpyme I o IV) [7]. [pyna L, koja ce jowr Hasuea u RpoD, 0GyxBata npuMapse '
dbakTope, KOju Cy HajOPOjHUJU U CTPYKTYPHO HAJKOMILICKCHHjH mpunagauny pamungje [11, 23].
RpoD o daxTopu perynuiry excrpecujy Hajpeher 6poja 6akTepujckux, T3B. housekeeping rena,
O]l YMje aKTHMBHOCTH 3aBUCH (YHKIIMOHHCamkE henmuje y ekcrnoHeHmujanHo] (as3u pacra, T.).
KOHTposia Oa3zaysiHe TpaHckpunmuje. IIporenHcke cekBennie RpoD o  dakropa, koje cy
OpraHu30BaHEe y YETUPH JOMEHA, IPEMO3HAa]y IMPOMOTOPE Ca BUCOKO BapHjaOMIIHUM €JICMEHTUMA,
T.J. IIUPOKUM CIEKTpoM jaunHa. Haumme, TpaHckpunimoHe akTuBHOCTH RpoD mpomoropa
MepeHe y ycJIoBUMa in-VItro pas3iiukyjy ce ¥ 10 TP pesia BeJMUUHe, JIOK Y YCIOBHMA in-vivo oBa
pasiiMKa pacte Ha 4ak ret peaosa Benuunne [3, 20].

Bapujabminoct RpoD npomoTtopa He oriena ce caMo y TUBEPreHIIU)U eJIeMeHaTa y OJHOCY Ha
mUMa ojaronapajyhe koHcensyce, Beh u y MoryhHocTH 3a (DyHKIMOHAIHY KOMOMHATOPHUKY
pa3MUUTHX elieMeHaTa MpU WHHULHWjanuju TpaHckpunuuje [26]. Hajnosnatuju mpumep oBe
¢dnekcubmmHOCTH 'y RpoD rpynm je MoryhHocT mocThM3ama NPOMOTOPCKE AKTHBHOCTH Y
OJICYCTBY -35 eJeMeHTa, KOje ce KOMIICH3yje WHTepakljama ca jakuMm MpoayxeHum -10
enementom [7, 19]. KomOuHOBaHO, HaBelIeHH HHBOHM BapHjaOMIHOCTH 00e30el)yjy MmIHpoKy
wiejorponujy ¢ ¢akropuma RpoD rpyme, koja y3 yuemhe nogaTHuUX peryinaTopa omoryhasa
NpeIr3Hy KOHTpoIy ekcrpecrje RpoD peryioHa cactaB/beHUX O] HEKOJIHMKO XUibaja reHa [7],
TJ. epuKacHy KOOpJMHAIM]y TPAaHCKPHUIIMOHE aKTUBHOCTU Yy €KCIIOHEHIMjasiHo] (a3u pacta

OaxTepuja.



Transcription
-lO +1

i

PROMOTER REGION

GROUP1 (C 41 3.2 3.1 3.0 242322 2.1NCR 1.2

GROUP2 (C 42 4.1 3.2 3.1 3.0 2.4232.22.1NCR 1.2 N

GROUP3 ( 42 4.1 3.2 3.1 3.0 24232221

GROUP4 ( 42 4.1 242322 2.1 N

Cauxa 2. JlomeHcKa OpraHu3anuja NPOTEMHCKUX CEKBEHIH Y 6" (amuauju. Ha cniny je mpukaszana joMeHCKa
opraHmsanmja 3a 4 rpymne ¢'° o1 HajKOMIUIGKCHHje Ka HajjeXHOCTAaBHMjO] (TOpe Ka Joe), PH Y4eMy je Ha CaMoM
TOPIEM JIeNy CIIMKEe Ha3HaueHa MHTEepakiyja ca OJroBapajyhuM eneMeHTHMa IpOMOTOpa 3a MpUKa3aHe JOMEHE;
CITKa TIpey3eTa U ajantupana us [9].

Ipeoctane o'° cybhammmmje cactoje ce O aNTepHATHBHHX G (aKTOpa, UMja CTPYKTypHA
komruiekcHocT onaaa on I'pyne Il xa I'pynu IV (Cnuka 2). 6 daktopu I'pyne 11 mo momeHnckoj
OpraHu3alyj|, ajli U IPUMapHO] CTPYKTYPH JIeJIoBa CeKBeHLe Koju nunTeparyjy ca JJHK, Bpio cy
cimyHd RpoD ¢ daxrtopuma, mTo ce orjena y TrOTOBO HMJIECHTHYHOM CHEUUUIHMTETY 32
npoMoTope Koja oBe jaBe cyodamunmje [7, 27]. 3a pasnmuky ox RpoD o ¢akropa koju
KOHTPOJIMIIY TPAHCKPHUIIIH]Y TIOJ] ONTHMAHUM yciIoBUMa, ¢ (akropu ['pyme Il aktuBHU Cy
TOKOM cTaloHapHe (asze pacra, NMpU uYeMy uecTo Mokpehy anTepHaTuBHE MeTaOOJIMYKe
nporpaMe Kao M T'€HepaJIM30BaHU OJArOBOP Ha CTPEC, EKCIPECHjoM peryjoHa BeiauuuHe ~ 500
reHa [23, 28-29].

IIpencraBanum Ipyma III m IV cy mno CTpyKTypHMM KapakTepuCTMKaMa MW HadUHY
(GyHKIMOHMCamka 3HaTHO yAajbeHUjH o1l mpuMapHux RpoD o daxTopa Te ce oBu ¢ pakTopu Mory
CMaTpaTH aJITEPHATHBHUM Y HajyxeM cmuciy peud [23, 30]. 3a muX je KapakTepUCTHYHO Ja,
aKTHUBHPAHU CHEUM(UYHUM CUTHAIMMA, MOKpehy yCcko ycMmepeHe (M3HOJIOUIKE peakiuje, OJ
KOJUX CY HajydecTalluju MEXaHU3MH 3a MPEBa3UIIAKEHE Pa3IMIUTUX cTpecHuX yciosa [7]. ITox
TAaKBUM OKOJIHOCTHMa, 3a henujy je ummepaTwB Aa IITO Op)ke OCTBapu crenuduyaH oJIroBop,

300T yera peryJoHH OBUX G (pakTopa peTKo cajpike MPEeKOo CTOTHHY, a HEKaJla U CBera HEKOJIMKO



reHa. YIpKoc OrpaHHuEHOM Opojy IreHa 4Mjy €KCIIPECH]y pPeryJuilly, alTepHATUBHU G (aKTOPH
MOTY Ja peanu3yjy ¥ BpJIO KOMIUIEKCHE (DU3HMOIIOIIKE Tpolece, WHTETPUCAhEM aKTHBHOCTH
Beher Opoja mHaMBHIyanHHX © (akTOpa Ha XHjEpaApPXHjCKUA BHUIIEM (YHKIIMOHATHOM HHUBOY.
Tako HOp. mpenn3HoO OpKecTpUpaHUM Kackagama aktuBaiuje ¢ ¢akropu ['pyne 111 (GE, o, o°,
6", o) perymumy mpomec dopmupama cropa xox Gakrepuja u3 poma Bacillus [20]. Cem
cnopynanuje, 6 ¢akropu ['pyne Il kouTponumry u OuocunTesy Quiarena, OAroOBOp Ha TOTUIOTHU
cTpec, a y I'pam-nmo3utuBHMM OakTepujamMa aKTHBHpPa UX U OCMOTCKH CTpEC, HENOBOJbaH
SHepreTCKU CTaTyC, IPUCYCTBO eTaHoua, utx. [9].

[Tporeuncke cexksenie ¢ gakxropa ['pyne Il cacroje ce oxg fOMEHa Gy, G3 U G4, @ CHCHUPUITUTET
POMOTOpa KOje MPENo3Hajy pasjiuKyje ce y oaHocy Ha rpymy RpoD [7]. Mako mpomotopu
I'pyne III Takohe canmprke mpoaykenu -10 eIeMEHT KOjU C€ MPEro3Haje JOMEHOM G3 Ha HUBOY
IIPOTEUHKCE CEKBEHLIE, CTPYKTYpa UM je pUTuHMja y oxHocy Ha RpoD mpomorope, a enemeHTH
3HATHO BHIIE KOH3EPBHUPAHU, YHUME je U ojpeheH ropmH JUMUT Ha BEIMYHHY KOHTPOJIUCAHOT
peryJioHa.

3a ¢ dakrope ['pyne IV cmaTpa ce na npeno3Hajy mpoMoTope jOIl JeTHOCTaBHU]E OpraHU3allnje
Oyayhu na mocenyjy caMo JOMEHE G U G4 32 HHTEPAKLHUjy ca IPOMOTOPCKUM elleMeHTUMa -10 u
-35 [30-31]. OBa, Mo JAOMEHCKO] apXUTEKTypH HajjeHOCTaBHHUja CyOdamuiauja, OpojHOIhy
3HAaTHO TMpeBa3Wia3ud oOcTajie anTepHaThuBHE © (akTope. bpojHocT unaHoBa cyOdamunmje
OJlpakaBa C€ y BHUCOKOj XETEPOTCHOCTH FbHXOBHX MPOTCHHCKUX CEKBEHIIM, HA OCHOBY dYera je
U3BpLICHa Jajba Kiacudukanyja Ha Buiie oa 40 moarpyma, mpu 4emy Cy HU3BECHE MOATpYIe
IIMPOKO PACHpOCTpambeHE Yy TeHOMHMA pa3IMUUTUX OakTepuja, MOK je Apyruma MpHUCYCTBO
orpaHu4eHo Ha cnenuduuHe puoreHercke rpyme [32].

VYV pazmuuutuMm nonarpynama cyodamunuje IV mpomortopcku cnemudunmrer oapehen je y
HajBehoj mepu -10 exeMeHTOoM, IITO je YCIOBJBEHO MPUCYCTBOM BapHjaOUIIHE aMUHOKHCEIINHCKE
NETJbE Y IOMEHY G2, KOja OCTBapyje cremu(pUUHe MHTEpaKIHje ca pa3IuuuTHM MOo3MLMjama y
okBupy -10 ememenra [33]. Hacympor oBome, kpuctanorpadcka CTyamja, y K0joj je u3ydyaBaHa
MHTEpaKIMja TOMeHa o4 - daktopa E. coli ca -35 IPOMOTOPCKUM EIEMEHTOM, yKasyje fa ce
OBaj €JIEMEHT TpErno3Haje Ha OCHOBHY JokanHe reometpuje moisekyiaa JTHK [34]. TIpu Tom,
youeHo je aa je MotuB "AAC" — riaBHa ojpeHUIIA OBOT IPENo3HaBamba — PaclpoOCTPABEH Y

npoMoTtopuma BehuHe ananuzupanux npejacrasuuka ['pyne IV.



Jom jegHa TOTOBO yHHBep3ajHa KapaKTepUCTHKA W3ydeHuX mpencraBHuka ['pyme IV je na
PETYJIOHH KOje KOHTPOJIUIILY caapie TeH aator ¢ ¢akrtopa [35] ma mo3uTuBHA MOBpaTHA cripera
JOBOIM 70 Op3¢ M MHTEH3UBHE EKCIPECHj€ KOHTPOJIUCAHOT PETyJIOHa, IMITO je y CKIIaay ca
ynorom kojy ¢ ¢akropu I'pyne IV umajy y Gaxrepujckoj ¢usuonoruju [30, 36-38]. Hauwme,
akTuBHOIINY OBUX G (hakTOpa, OaKTepHje OATrOoBapajy Ha pa3IHuuTe OOJIMKE CTpeca Koje n3a3uBa:
MIPUCYCTBO TEUIKUX METalla ¥ IPYTHX TOKCUYHUX MOJIEKYJIa, HETIPAaBUIIHO CaBUjEHUX MPOTCHHA Y
MeMOpaHH, HEITOBOJbAH OKCUAATHBHHU CTATyC, HEJOCTATaK XpaH/bUBUX MaTepHja, uta. [9, 39].
Curnanu koju akTuBupajy ¢ gaxtope ['pyne IV Hajuemthe notuuy u3 Banhenujckor npocropa, a
CIPOBOZIE CE€ MPEKO MEeMOpAaHCKUX W KOMIIOHEHaTa henmujcKor 3ujaa, Ha OCHOBY uera UM je
nonesben antepHatuBHu HasuB — ECF (ExtraCytoplasmic Function) ¢ dakropu [31]. Kox
[IATOr€HUX BPCTa, KOMIIOHEHTE NeNMjCKOr 3uaa CiIy’)Ke M Kao KOHTAaKTHa IOBPLUIMHA 32
uHTepakiujy ca qomahunom na tako ECF o dakropu, mytem ouyBama uHTErputera henujckor
oMoraua, y3umajy ydemhe u y Bupyienuuju [36]. IIpumep HaBenenor je ECF o dakrop
Pseudomonas aeruginosa, AlgU, koju Ha IMYyHCKH OATOBOP JoMahvHA U IPUMEHY aHTHOHMOTHKA
— Y3pOUYHHUKE MEPUILIaA3MATCKOT cTpeca — NoKpehe CuHTe3y MyKOMIHOI OMOTaya U TUME JI0OBOJH
70 Tpenacka OakTepuje y maroreHu (eHOTHI, KOjU H3a3MBa Telke IulyhHe HH(peKuuje Kox
UMYyHOKOMITpoMUTOBaHUX marujerara [38, 40]. Cnuuny yiory y marorenesu ECF o daktopu
OCTBapyjy M KOJ mpejacTaBHHMKa poma Mycobacterium, perynanujoM CHHTE3€e MOJIEKyJa 3a
anxepeHnujy Ha henuje nomahmuHa u pacta y Muibey Xymanux wmakpodara [41]. Crora,
npoyuaBambe MexaHuzama (QyHkuumonucama ECF o daxTtopa, cem 3Hadaja 3a pasyMmeBame
KOHTpoOJie OakTepHjcKe TPAHCKPHILIMjE Yy YCIOBHUMa CTpeca, MMa W 3HayajaH MOTEHIMjal 3a
MPaKTUYHE TPUMEHE Y METUIIMHU U (PapMaKOJIOTHjH.

[TonyT npencraBuuka ['pyne 11I, u aktuBHoct Bume ECF ¢ ¢dakropa Moxe OWTH MHTErprcaHa
panu ocTBapuBama (yHKIMja XHjepapXUjcKu Beher cremeHa cloKeHOCTH. VcTpakuBama Ha
Oaktepuju Pseudomonas aeruginosa, yuju TeHOM KOJHMpa JBaJECeT IET AITCPHATUBHHUX ©
dakropa (aBagecer jeman u3 rpyne ECF), mokasana cy qa IUPEKTHO MpeKaname JIBa pa3IuanTa
peryioHa Moxe fa ooyxsatu u 10 20% npunagajyhux rena, 3a koje je yrBpheHo aa umajy yaory
y CIOXKEHUM (PU3HOJIOIIKUM MpoliecuMa MOIMyT XeMOTaKce, aXepeHlnje, ceKpernje NpoTenHa,
uta. Takohe, youeHa je U 1ojaBa HHAMPEKTHOT MpeKJanamba aKTUBHOCTH Pa3IMYUTHX G (hakTopa,
rne o0yxBahieHU TeHU yUecTBYjy Y MpollecuMa HEHTPAIHOT METa0oIM3Ma, YNME CE€ €CEHIIH]aTHH

henujcku mporecu yckmal)yjy ca AMHAMHKOM IMPOMEHa y YCJIOBHMa KMBOTHE cpeaumue [35].



dynkumoHanHo npeknaname npunanauka rpyne ECF jaBiba ce u kox Gakrepuja pona Bacillus,
rze oMoryhasa fa curHaiaym MeMOPaHCKOT CTpeca aKkTUBHPAjy MCTH IIEHTPAITHH CKYII T€Ha, KOjHM
ce ocTBapajy ommre ocobuHe ondpambOeHor oaroBopa. McroBpeMeHo, crienuduvHe OJTHKE
OJIrOBOpa y 3aBUCHOCTH Cy OJI KOHKPETHOI CUTHaJa KOju Mmokpehe o10paMOeHn MeXaHHU3aM, Tj.
0]l aKTUBHOCTHU Henpekianajyhux rena u3 perynona ECF ¢ ¢akropa. CymapHo, youeHu OanaHc
PEAYHAAHTHOCTH M CHEUM(PUUHOCTH MHTEpaKuuja ca IpoMoTopuma o0e30ehyje BHCOKY
IUIACTUYHOCT OArOBOpa Ha MeMOpaHcku crpec y poay Bacillus, koju Hacramyje BpIo
XeTeporeHe exkoJjoike nuiie [37, 42].

Jla 6u ce yTBpAMO oOncer (YHKIMOHATHOT MpeKJanama Pa3IMuuTUX G (akTopa MPHIUKOM
OCTBapHBamka KOMIUICKCHHX (H3UOJOMIKMX TIPOIeca, HEONXOTHO j€ TI03HABamkEe HHHXOBOT
npomotopckor cnenuduuurera [/]. CeMm HaBeaeHOr, 3Ha4aj yTBphUBama IPOMOTOPCKOT
cneuupuUTeTa jeé Wy TOME WITO NpeAcTaBba Hajkpahm mnyT ka (QYHKIHMOHAIHO]
KapakTepu3alju HOBUX G (paKTopa, YMjH je BeIUKU Opoj mpeasuleH 3axBasbyjyhul HHTEH3UBHO]
aKyMyJalju JIOCTYIIHUX CEKBEHIM OakTepujckux reHoma. OBM HOBH G (DaKTOpH TOTOBO Yy
nenoctu npumnanajy rpynu ECF koja, cpa3mMepHO BENMYMHM, UMa HajMamkbHu OpoOj M3yUEHUX
npeacTaBHEKA Y (GAMHIMjH G ° IITO 3aXTeBa 030M/bHY, CHCTEMATCKY aHATM3y MHTEpaKIHje ca
MIPOMOTOPCKUM CEKBEHIIaMa.

Omnmtyje, aHanu3a WHTEPAKIMje PAa3IMYUTHX G (QakTopa ca MPOMOTOPCKUM CEKBEHI[aMa MOXKe
yKa3aTd ¥ Ha KOJjU HA4YMH C€ CTPYKTypHE pasiuke y daMmiju o0 oJpakaBajy Ha
(GYHKIIMOHATHOM HHMBOY, IITO Yj€IHO 3HaYM U IpeyCcMepaBame UCTpakuBavKor (okyca ca 100po
MIPOYUYEHUX, IPUMAPHHUX G (PaKTOpa Ha UCIIUTHBAKE MEXaHU3aMa TPAHCKPUIIIIMOHE MHULIMjallH]je
Koa anTepHaTuBHUX o (Qaktopa [23]. Tlperien nocamamimux ca3Hakba O MEXaHU3MUMa
WHHUIAPakba TPAHCKPUIIIIHjE U3JIOKEH je Y HapeTHOM IOTJIaBJby KaKo 3a MpUMapHe, TaKo U 3a

70
aNTepHaTUBHE G~ (aKTOpeE.
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1.2. Mexanu3am TPaHCKPUNIIIHOHE MHUIHjal[H]e Y 6"’ bamuiauju: npuMapHu
VS. AJITEPHATUBHU 6 paKkTOpH

LlenTpanHo MuTame y M3ydyaBamby MEXaHM3Ma TPAHCKPHUIIMOHE MHUIIMjalllje jeé Ha KOjU HauuH
Cy crenu(puyuHe CEeKBEHIE NIPOMOTOPCKUX €J€MEHaTa MOBE3aHE Ca JAYMHOM TPAHCKPHUIILIMOHOT
OJIrOBOpa MPOMOTOpA, Tj. KAaKO C€ KOAMpameM BapujaOUIHMUX eJeMeHaTa MPEeU3HO peryJiuiie
KUHETHKA MHULHUjalMoHor mpoueca. OAroBop Ha OBO MHUTamke IMpyka MOTyhHOCT 1ga ce 3a
CEKBEHIly OWJIO KOI MPOMOTOPCKOI €JIEMEHTAa HIPELHU3HO OJpeIud KBAHTUTATUBHH YJIEO Yy
MIOCTUTHYTO] MPOMOTOPCKO] aKTUBHOCTH. [IpupojHO, OBakBa HCTpa)kMBamba yBEK MOYUIY O]
UHTepakiuje u3Melhy NpPOMOTOPCKHUX e€JeMeHaTa U G (hakropa, Kao IJIABHUX OJPEIHHIA
cneunpuyHocTH y uHTepakuuju umehy xomnoensuma PHKIT u THK.

U nopen Bpio U3paKeHOT CTPYKTYPHOT U (QYHKIIMOHAITHOT TUBEp3UTETa G (hakTopa u3 pamuimje
6, MexaHW3aM TPaHCKPHIIMOHE HHHIM]AIHje JCTAJbHO j& M3Y4EeH CaMO y IPYIH MPHMAPHHX
RpoD o daxropa [3, 7, 18-19]. IIporenHcke cekBeHIle OBHX G (DaKTOpa HajCIOXKCHHjE CY
CTPYKTypHE Opranusaiuje y paMuminju, pu ueMy CBaKu O] YeTHPH NMPUCYTHA JOMEHa OCTBapyje
cneunpuyne uHTepakuuje ca enemenruma JIHK y mpomoropckom permony. Enepruje oBux
MHTEpaKija Mory OuTu Mel)ycoOOHO CHaKHO YCIIOBJbEHE, UYHMME C€ YCIOCTaB/ba Mpelu3Ha
KOHTpOJIa HaJ KUHETHMKOM uHuiMjanuje, Tokom koje ensuM PHKII u mpomoropcka JIHK
nmpoJiaze Kpo3 CllokeHe KoHgpopmanuone mpomene [3, 43]. W cnospammu perysiaTopu
(TpaHCKpUNIIMOHHM (HAaKTOpH) YecTO YMHE Ae0 HH(PACTPyKyTpe 3a MPElH3HO IO/CHIaBambe
TPAHCKPHUIIIHOHOT oAroBopa RpoD npomotopa [44], koju, kao mTo je Beh HariameHo, OrnceromMm
MOJKe J1a Bapupa U 10 5 peioBa BeJIMYMHE Y YCIOBUMA in-ViVo.

OCHOBHH KOPAIH y KOjHMa YIECTBYjy CBH G'° (haKTOPH TOKOM MHHIIHjalje TPAHCKPHUIIIH]E Cy
perpyroBame enzuma PHKII na /JJHK um Tombeme HM3BOJHOT IIPOMOTOPCKOr pETrMOHa paju
ocnobahama MaTpUYHOT JIaHIA 3a MPENUCUBamke reHeThuke nHpopmanuje y monekyn PHK. ¥V
perpyroBary eH3uMa PHKII nHa mpomoTop mocpeayje uHTepakuuja ¢ ¢akropa ca BHIIE
IIPOMOTOPCKUX elleMeHaTa y JBOJaH4YaHO] (opMH, MpH YeMy Ce€ NMPBHU KOHTAKT YCIIOCTaBJba
usmel)y momena o4 RpoD o dakrtopa (Bumern Cnuky 2) u -35 enemenrta [45]. Hakxown
mpeno3HaBama -35 ejlemMeHTa jaonasu a0 kKoHdopmaimoHe npomeHe y moiekyny JIHK, koja
oMoryhaBa pervoHy y3BOJHO Yy OJHOCY Ha -35 €IeMEHT Ja OCTBapu pas3rpaHary Mpexy

HCCHGHI/I(I)I/I‘-IHI/IX I/IHTepaKHI/Ija Ca MOBPIIMHCKUM JCJIOM XOJOCH3MMCKOI' KOMIIJICKCA W THUMC
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JOJAaTHO CTaOMIIN3Yje 3aTBOPEHU KOMILJIEKC Y HACTaHKy. MIHTepakuuja -35:642 ©Ma BaXKHY yJIOTY
y TIO3WIIMOHUPAKY JOMEHA G23 Y OJHOCY Ha -10 eneMeHT, KOju yCIOCTaBJbambeM CIeI(puIHe
WHTepaknuje mojavaBajy aduauter BesmBama PHKII 3a mpomoropcky JIHK y 3arBopeHOM
komIuiekcy. Haume, pacrojame nzMel)y oMeHa Ga U G23 U Ay’)KMHA CIIEJCEPCKE CEKBEHIIE KOja
pasnBaja enemente -35 u -10 cy nmoaynapHu, Ipu 4YeMy 4aK U Mambe Bapujaldje Ay KUHE criejcepa
MOTY CMambUTH CTa0MITHOCT 3aTBOPEHOT KOMIUICKCA, Jep U3a3MBajy POTalld]y IOMEHA G4 U CamMe
cnejcepcke cexsenrie [3]. Ilpu Tom, omcer poraiyje crejcepa yThde M Ha CTaOMIIHOCT
HU3BOJHUX KOpakKa y MHIMjallUjH, jep O] H€ 3aBHCH YTHUIIQ] IOMEHA G11 HA OP3UHCKY KOHCTAHTY
dbopmupama B CTPYKTYpY/CTaOMIHOCT OTBOpeHOT Komuiekca [46]. [Tocrojame oBe perynaTopHe
BE3€ cMaTpa ce r1aBHOM "Kamujom" 3a crpeuyaBame Herpomortopeke JJHK nma octBapu crabuiian
OTBOpPEHH KOMILIEKC U YMETHE Yy aKTHMBHO MecTo eH3uMa jenan on janana JIHK kao marpuiy 3a
cunre3y PHK monexyua.

HNako je Ha mpuMepy Ay>KUHE CIIEjcepa OYUTIIEAHO Ja OCOOMHE eJeMEeHAaTa YKJbYYCHHUX Y
MOYETHE KOPAaKe TPAHCKPHINIIMOHE WHUIIHMjallHje€ MOTY WCIIOJBHTH CHAXKaH PETYJIIATOPHH YTHUIA]
Ha KacHUje (hasze mpoiieca, JIMHUja pa3rpaHuyckha u3Mel)y hopmupama 3aTBOPEHOT U OTBOPSHOT
KoMILIeKca Moxke ce noByhu y HuBoy -10 enementa. Haume, -10 enemeHT, Koju je y ycioBUMa
iN-vitro 0OBOJbaH 3a MOKPETamhe TPAHCKPHIIIMOHOT OJArOBOpa ca MPOMOTOPA, HAjy3BOIHH]OM
6asoM Ha nosuuuju -12 (Hajuenthe je To T) ydecTByje y GopMHpamy 3aTBOPEHOI KOMILJIEKCA
[47]. Hemocpenno y3BOIHO Y OJHOCY Ha MO3UIM]y -12 y HEKHMM MPOMOTOpHMA Haja3M ce W
npoayskeHu -10 (Tj. Tako3BaHU -15) eneMeHT, KOju MPEKO MHTEpaKIMje ca JOMEHOM G3 Takohe
nosehaBa adpunureT BesuBama PHKII 3a gBonanuany npomoropeky JJHK [18].

Haxkon ycrocTaBibama HHTEpAKIIMja y 3aTBOPEHOM KOMIUIEKCY JIelIaBa ce HOBa KOH(pOpMAaInoHa
npomMeHa npomoTopcke JIHK, HemocpeaHo HU3BOIHO Y OHOCY Ha nmo3unujy -12. Ha no3uuuju -
11 (rme ce y Hajsehem 6pojy RpoD mpomoropa jaBba 6a3a A) mounme caBHjambe M TOIBEHE
monekyna JIHK, mro je mpemycioB 3a cMemTamke MATPUYHOT JIaHIA Y aKTUBHU KaHAJI €H3UMa,
Tj. HACTaHaK OTBOpPEHOTr KomIuiekca. baza A mHa mo3umuju -11 (A.j1) u3baiyje ce U3 moperka
HacjojaBama y MYIUIEKCY TaKo IMITO ymaaa y XuapodoOHU [em JTOMeHa Gz3, Y KOM OCTBapyje
CHa)XHY MHTEPAKIIMjy ca MPUCYTHUM aMHHOKHCETHMHCKUM octaiuma [47-48]. VBohemeM Tauke
necrabunnzalmje y AyIUIeKC 3HauajHO ce oJjlakiiaBa caBujame HHU3BoaHEe [IHK, mok Tomspeme
MOYUbE HE3aBUCHO TEepMaTHUM (IyKTyanujamMa y HH3BOJHOM cermMeHTy -10 enemeHTta, a

JOIATHO c€ CcTabWin3yje MHTEpakirjoM & ¢akTopa ca 0azamMa KOMIUIEMEHTApHOT JaHIa y
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jenHomnan4anoj ¢opmu. Ha crabminzanujy HacTalor OTBOPEHOI KOMILJIEKCA 3HAYajHO YTHUYE U
0aza T.7, koja ce Takohe wm3Bphe momohy xmmpodoOHOr Tema momeHa Gz3 Jlakie, Mpexka
WHTEpakiuja, koja ce usmehy o daxropa u monekyna JJHK y auBoy -10 enemenTa ycrnocraBiba
OJl Y3BOJAHOI Ka HHU3BOJHOM CErMEHTY, Ba)kKHa je OJIpe/lHHUIIa Ipejacka W3 3aTBOPEHOr Y
OTBOPECHH KOMIUICKC. Y CKJIaay ca TUM, CEKBEHIIA KOHKPETHOT -10 eneMeHTa 3Ha4ajHO yTHYEe Ha
KMHETHUYKE ITapaMeTpe KOjU OMKCYjy HacTaHaKk 00a KOMIUIEeKca.

o (akTop MOCPEACTBOM JOMEHA G2 MOKE OCTBAPUTH crieln(pruyHe HHTEPAKIIM]je U ca CETMEHTOM
HU3BOAHO of -10 ereMeHTa, KOjU ce Ha3WBa JAUCKPUMAHTOPCKH peruoH [49]. Jaumna oBe
MHTEpaKIfje yTU4Ye Ha BpeMe Tpajarmba OTBOPEHOI KOMIUIEKCA, IITO je y AMPEKTHO] BE3H ca
edukacHomhy WHHUIMjaIMOHOT Tporieca. Haume, myke Bpeme Tpajarba OTBOPEHOT KOMILIEKCa
naje Behu oOpT mukiIyca abOpTUBHUX CHHTE3a, a CaMUM TUM M Behy BepoBaTHONy mpenacka y
¢a3y enonranuje. Ctabunmsanrja OTBOPEHOT KOMIUIEKCA Y HUBOY TUCKPUMHUHATOPCKOT pErnoHa
JieliaBa ce MO0 MCTOj MaTPHIM KAa0 Yy HU3BOJHOM cerMeHty -10 ememeHTa, Tj. KJbydHU noralaj
MpeACTaB/ba U3BPTakE HaJ00JbEe KOH3EpBHpPaHE 0a3e y €IeMEHTy OJ cTpaHe XuapodoOHOT remna
nomeHa 612 [3].

Crnenuduune unrepakuuje ca npomoropckom JIHK y mamem omcery mMory ce yCnoCTaBUTH U
nocpenctBoM oxapehennx gemoBa ensuma PHKIL. Hajmosnatuju mnpumep mpeacTaBiba
naTepaknuja qomeHa o-CTD ca 6unaptutaum UP enemenTom, KOju ce y TpOMOTOpHUMA jaBJba y
BUy HU30Ba Ooratux Hykimeotuaumma A u T y3Boano of -35 enementa [50-51]. Ha usBecHum
MPOMOTOpPHMa TOKa3aHO je Ja €HEepruje MHTepakidje OBUX Hajy3BOJAHMUJUX CcerMeHaTa (Koje
yKJbYuyjy W Hecneuupuune unHtepaknuje ca ensumoM PHKII y3BomHo on -35 enemenra)
3HA4YajHO YTUYYy Ha CTAaOMIIHOCT OTBOPEHOT KOMITJIEKCa, IITO j€& jOI jelaH MPUMEp PeryaTOPHOT
yTHUIlaja Y3BOJHUX, "paHHX" MHTEpaKIMja, y HUCXOAHMM Kopaluma HHHIIM]allMOHOT Ipoleca.
HonatHo, cneruduunn koHTakTH u3Mehy ensuma PHKII m mpomotopa mory mpumagata u
JeIHONaHYaHUM HHTepakiyjama, 3a ITa je mpumep npernosHaBame enemeHta CRE (enr. Core
Recognition Element), mNO3MIMOHMPAHOT TOTOBO CHUMETPUYHO OKO MeCTa IOYETKa
TPaHCKPHIILIKjE, O] CTpaHe eH3uMcke cydjeaunuiie B [52]. OBa mHTepaknuja Takohe yTHue Ha
cTaOuIM3aIujy OTBOPEHOT KOMIUIEKCa, MPU YeMy TOCTOje Ha3HAKe Jla MCIOJhaBa PEryilaTopHYy
yJory u TokoM ¢ase enonranuje [43, 53].

Kondopmannone mnpomene kpo3 koje mpomortopcka /[IHK mponasu npummkoM WHHUIMpama

TpaHCKpuIuuje npaheHe cy U OINCEKHOM IPOCTOPHOM IMPEPACHOIeIOM IMOKPETHUX MOAyJja
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emsuma PHKII, mpu uemy je ommcaHo yak 5 peruoHa "okujpada" MpEeKo KOJUX Ce€ HHULUPA
pecTpykTyupame en3uma [3]. Kunerrnka oBux mpepacrojiesia y CHaKHOJ je CIpe3u ca eHeprujama
WHTEpaKIHje Pa3IUIUTUX IPOMOTOPCKUX eJieMeHaTta ca G (DaKTopoMm, MPU UYeMy II0CTaje
OYMIJIETHO J1a MPELU3HO HUBEIHMCAKE AKTUBHOCTH EKCIPUMHPAHMX I'€Ha MOpa MOYMBATH Ha
KOMIIJIEKCHO] PEryJIaTOpHOj MPEXH, IJI€ YCXOAHU KOpalM Mpoleca MOTy yTUIATH Ha JUHAMUKY
HUCXOJIHUX, YaK M KaJia Ha KPYITHOM IUIaHy HHUCY TTOBE3aHH IUPEKTHUM IMPOCTOPHO/BPEMEHCKIM
OJIHOCHMA.

VY BpJ0 pyAUMEHTAapHO) GOPMH ONMMUCAHU (PEHOMEH NPBHU YT je yOUeH KBAJMTATUBHOM aHAJIN30M
RpoD mnpomotopckux cekennu [19]. Haumme, npumeheno je nma wmsmel)y mpomoropckux
esieMeHaTta koju yuyectByjy y perpyroBawy PHKII na JIHK (T1j. unTeparyjy ca o ¢dakropom y
dbopmu dsDNA) mocToju KoMIuieMeHTanuja (yHKIHOHATHE AKTMBHOCTH, YHME C€ TOCTHIKE
HEOIX0AHa e(pUKACHOCT MPBOTI KOpaKa y TPAaHCKPUIILMOHO] UHUIMjauuju. [Ipenusuuje, youeHo
je Ja mpOMOTOPH Ca jakuM TpOayKeHHM -10 ereMeHTOM 4YecTo uMajy ciad (Wi MOTITYHO
oJcyTaH) -35 eleMeHT, Wiu AYXKHHY cIrejcepa Koja HUje onTumanHa. OmucaHO Omaxxame
bopmyarcaHo je kao MexaHm3aM "mix-and-match", 3a koju KommeH3ammja ojacycrBa -35
eJIEMEHTa POIy>KeHUM -10 ereMeHTOM MPeCTaBIba EKCTpeMaH (KBaJIUTaTUBHH) IPUMED.
CucremaTcka KBaHTUTATHBHA aHaIM3a MPOMOTOPCKHUX cekBeHIM RpoD o dakropa uz E. coli,
KOja je 3acHOBaHa Ha OMO(DHU3WYIKOM MOJEITy TPAHCKPHIIIMOHE WHUIM]jalldje, ToKa3ajia je aa
OpPMI'MHAJIHU KOHIIENIT MeXaHu3Mma '"mix-and-match" Moxe ga ce MpOMMPH HAa KHHETHYKE
napameTpe mpoiieca Tpanckpuniuone uanijanuje (Ciuka 3) [18]. Pesynratu aHanmse ykasaiu
Cy Jla ce Hajjadya KOMIUIEMEHTallja €Hepruja MHTepakuuje ca ¢ (akTopoM JjemiaBa usmelhy
JeIHONaHYaHUX M JBOJAHYAHMX IPOMOTOPCKUX €JIeMeHaTa, IMTO j€ YjeAHO MOIPKaHO H
pesyaTatuMa OHOXeMHUjCKUX Mepema [54-55]. OBo ykasyje na je yKymHa TpPaHCKPHITIHOHA
akTUBHOCT, a He aduHuTeT BesuBama PHKII 3a nBomanwyany mpomoropcky JIHK, kao mTo je
Hajupe ¢opMyiaHcaHo, TJaBHO oOenexje KHUHETUKE WHHIMjAllMoOHOr Tporeca Ha RpoD

IIPOMOTOPCKUM CEKBEHIIaMa.
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dsDNA-binding affinity complementation

? 2
-35 [-10 ext] [—10 short]

transcription activity complementation

Ciuka 3. Mexanu3am ''mix-and-match'' npomupen Ha kMHeTH4YKe mapaMerpe. [I[poMOTOPCKH eeMEHTH KOjU
ce (pyHKIMOHATHO HAMONMyWYjy Hene ce Ha aBomaHdyaHe (dsDNA; oceHueHHM po3e Ha CIIHIM) M jeAHONIAHYAHE
(ssDNA; oceHueHH 3€JIeHO Ha CIHIN); Y TOPHEM JIelly CIHKE ITPUKA3aHa je KOMITIEMEHTAIMja CHAra JIBOJaHYaHIX
elleMeHaTa Koja BOAU Ka MOCTH3amy NoBoJbHOT HHBOa admHuTeTa PHKII 32 1BONaHYaHEe MPOMOTOPCKE €JIeMEHTE,
JIOK je y DOEEeM ey CIUKEe IpHKa3aHa KOMIDIEMEHTanuja n3Mel)y IBOJIaHYaHUX U jeHOJIAHYAHUX eleMeHara 3a
MOCTH3akE JOBOJFHOT HUBOA YKYITHE TPAHCKPHIIIMOHE aKTUBHOCTH; CHAre MPOMOTOPCKUX €JIeMeHaTa O3HauYeHE Cy
BEJIMYMHOM o/iroBapajyher (poHTa U puApYKEHe CTpeITHIIE.

dnexcuOuIHa MPOMOTOPCKA CTPYKTypa, KOja YyKJbydyje MOTYhHOCT HajJoNymaBama €Hepruja
MHTEpaKIHje pa3INuUTHX NPOMOTOPCKUX eJeMeHaTa ca G (PakTopoMm, TPEHYTHO Ce CcMarpa
WCKJbYYUBUM CBOJCTBOM Tpyre mpuMmapHux RpoD o ¢axrtopa, IOK je 3a anTepHaTHBHE G
¢dakTope Ha CHa3d MapagurMa O pPUTHIHOM HPOMOTOPCKOM CHEHUPHUUIUTETY ca 100po
KOH3epBHpaHuM enemeHTuMma [7, 47]. Hop, y rpymu ECF ¢ ¢akropa ce cmarpa aa je 3a
MIPOMOTOPCKY aKTHBHOCT 00aBe3HO MPHCYCTBO U -35 u -10 enemeHTa, KOjU MPU TOM HCKa3yjy
BpJIO OTpaHUUCHy BapujaOmiHOCT. Takohe, yoOrdajeHo je CTAaHOBHIITE Jia TPOMOTOPH OBE TPYTIE
HeMmajy mnpoayxenu -10 emement, Oyayhu npa cexkBeniie ECF o daktopa He mnocenyjy
npeno3HatibuB  gomeH o3 [23, 30]. Ilpm TtoM, mnapaaurMa pUTHAHOT HPOMOTOPCKOT
crenuQuIMTeTa TyMadd ce Kao 3acebaH MexaHHW3aM IPElo3HaBama MPOMOTOpPA, KOjU je Y
MOTIYHO] CYMPOTHOCTH ca MeXaHu3MoM "mix-and-match", 4BpcTO yCTaHOBJBEHUM Y TpYIH
npumapHux RpoD 6 dakropa.

HajBepoBaTHHj¥ pasiior 3a a Priori oxbanusame Mexanmsma "mix-and-match” y rpymama o'

(dakTopa, KOju MPETNO3Hajy MPOMOTOPE ca JOOPO KOH3EPBUPAHUM CIEMEHTHMA, j¢ HHTYHUTHBHO
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noBoheme y Be3y KOMIUIEMEHTAIMje CHara pa3IndYuTUX MPOMOTOPCKUX €JIeMEeHaTa ca CTEIIeHOM
wiejorpornuje 6 (akropa, Oyayhu ma mexanmzam "mix-and-match" ekcruioatuine ympaso
BapHjaOUITHOCT MPOMOTOPCKHX eJIeMeHaTa, Koju ce GyHKIMOHATHO Hajonymwyjy. CTora ce 4yak u
3a ¢ ¢akrope I'pyne III, xoju nmajy mpoayxene -10 enremMeHTe y mpoMOTOpUMa, cMaTpa Jia He
UCToJbaBajy MexaHumzaM "mix-and-match”, jep uX omIKMKyje BHCOKAa CHEIU(PUYHOCT 32
IPOMOTOPCKE CeKBeHIle Koje npeno3najy [7]. 3a ECF o dakTope, Koju ¢y BUCOKO CIICIUPUUHU H
y HajBehoj mMepu nuBepreHTHH y oaHocy Ha mpumapHe RpoD o ¢dakrtope, ynmpaBo Ha OBOj
npemucu (0ACYCTBO MexaHu3ma "mix-and-match") 3achuBajy ce cBa ofjammema o
KapakTepUCTUYHUM CBOjCTBUMA (PM3HOJIOMIKUX OJrOBOPA KOj€ J1aTa rpyma peryJsuiie.

MebhyTum, HejacHO je ca KOJoM curypHourhy ce MO)Ke NMPHUXBAaTUTH TPEHYTHA MapajurMa o
nperno3HaBawy npomortopa y ECF rpynu, Oynyhu na je 3acHOBaHa Ha BpJIO OTPaHUYECHOM CKYITY
6 (akropa 3a KOje je eKCIEpUMEHTAIHO AaHaJU3UpaH I[POMOTOPCKU CHELUPHUIIUTET.
PacnonoxuBu mojamm 3a mpeoctane wianose ECF rpyne pesyarar cy OumoumH(pOpMaTHYKUX
npeaBuhama, Koja 3a MOJIa3HE NPEMHCE y3uMajy o0elekja MPOMOTOPCKOT crhenudummurera
excriepuMenTaHo npoydyeHnx ECF o dakropa (Hmp. obGaBe3HO NpUCYCTBO -35 eleMEHTa,
napaaurma o ayroperynanuju uta.) [30]. OBakBuM mpucTynom mMoxe ce 1ohu camo 10 CIUYHUX
OouonH(pOpMaTHUKKX TpeaBuharma, MTO Jajbe MOXKe KOHBEPTUPATH Ka YCIOCTaBJbakby HETAUHUX
napaurmu. JloxaTHo, Yak u 3a g06po mnpoydene ECF o daxrope (& u3 E coli u ¢V u3 B.
subtilis), 3a xoje je pacmonoxxus Behu Opoj EKCIEPUMEHTAIIHO MOTBPhEHUX MPOMOTOpa, 0 cajaa
HUje paljeHa KBaHTHTATMBHA aHaKM3a Ja OU Ce YTBPIWIO y KOjOj MEPU HHHXOBH MPOMOTOPCKH
eneMeHTH (He) ncrnosbaBajy "mix-and-match”.

Wako Meljy wiaHoBHMa (aMmmje 6'° MOCToje 3HAYAjHE PAsIHKe y CTPYKTYPH M (YHKIMjH, He
TpeOa 3aHEMapUTH YUHEHUILY Jla IPHIMKOM HHHIIM]jalldje TPAHCKPHIILHjEe CBE YETHPHU IpyIe 6"
dakTopa mponaze Kpo3 HUCTE KOopake, 4YMja Cce€ KUHETHKa OWO(PU3NYKU OIHUCYje HCTUM
napamerpuma [21]. Umajyhu oBo y By, pasyMHa je MPETIOCTaBKa Jia 3a CBE IpyIe MOCTOjU
o0jemumyjyhn OMOQHU3MUKM MeXaHW3aM HWHTEPAKIHMje ca MPOMOTOPCKHM CEKBEHIama (HIIp.
"mix-and-match”), npu yemy Ou pasauuuTe CTPyKType © (dakrtopa Morie OHTH Y3POK
Pa3NIMYUTAX KHHETHYKHUX TMpOodUiIa WHUIUJAIIMOHOT Mporeca (HIp. pa3InYUTUX KUHETHYKUX
napameTapa ydja MMHUMaJIHA BPEJHOCT Mopa Ja ce ocTBapu). JlogaTHO, KapaKTepUCTUKA CBUX
rpyna ¢'° (akTopa je ga, y 3aBHCHOCTH OJf YCIOBA MO KOjUMA PEryJIHIIY TeHCKY eKCIIPECH]y,

MOJICIIABAJy TPAHCKPUMIIIMOHK Tipodmi Tako ga ce omoryhum ontumanaHo (U3HOJIONIIKO
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¢yHkunonucame Oakrepujcke hemuje. OBo 3HauM na je 3a henujy 3Ha4ajHO OJpKaBaAHbE
mocTojehnx TPaHCKUPIITMOHUX BE3a y CBAKOM CHUTMYJIOHY (PErysioH ¢ (akTopa), a HapOIHTO Y
CUTMYJIOHUMa aJTepPHATHBHUX © (akTopa, KOjU peryaunry hemujcku OAroBOop Ha CTpec
MOOMIIMCAaleM aKTUBHOCTH MaJIOT Opoja reHa. Y OBOM KOHTEKCTy, MexaHu3aM "mix-and-match"
nocraje edukacHa 1iIaTGopMa 3a KOMIICH30Bam€ JEjCTBA MyTaldja y MPOMOTOPCKHM
eJIeMEHTUMA, KOj€ CMamy]y €HEprujy MHTEpakirje eaeMenTa ca ¢ (akrtopom. Hamme, koHment
HAJIONyHaBamba CHara MPOMOTOPCKUX €lIEMEHAaTa 3Ha4d Ja Cce MyTaldje y jeIHOM
IIPOMOTOPCKOM €JIEMEHTY, KOje BOJIeé CMamelhy KHHETHYKOI Ilapamerpa KOju je YCIIOB
MPOMOTOPCKE AaKTUBHOCTH, MOTY KOMIICH30BaTH yBOhemeM MyTaluja y OWII0 KOju Of
MPEOCTAINX TPOMOTOPCKHX €JIEMEHATa, YKOJIMKO HCTE JOBOJE IO IOHOBHOT TIOCTH3ambha
BPEIHOCTH TOT KHHETHYKOr napamerpa. Ca MeXaHHCTHYKOr acleKkTa, MexaHu3am '"mix-and-
match" 6 ce y pasmmuuTUM rpynama $paMHIfje 60 MOrao CHpOBECTH KPO3 KOMILICMEHTALIH]e
CHara pasjiMYUTHX TMPOMOTOPCKHX €JIEMEeHaTa, y 3aBUCHOCTH OJI KOHKPETHHX CTPYKTypa
MPOTEHHCKUX CEKBEHIM G (akTopa, a ca IMJbeM Ipou3Bolema (HHU3MOIOMKOT OATOBOPA
KapaKTePUCTHYHOT 32 CBAKy IPYILy 6 ° (pakTopa.

bynyhu na je rpyna ECF najpasnuuutuja y oqHocy Ha npumapHe RpoD o dakrope [30], menu
YJIAHOBU CYy HAjIOJCCHUJU MOJENI 3a M3ydaBame MPUCYCTBAa MexaHu3Mma "mix-and-match" y
HETOKYTTHO] (hamuimju 6’°, mpu yeMy OM OBakBa aHajW3a Jaja JOMPUHOC W y MPOIIUPUBABKY
yBHJIa Y MEXaHW3ME TPAHCKPHUIIIMOHE WHHUIIM]jallMje y OBOj HAjOpOjHU]jOj, a Beoma cCiabo
H3y4YeHO]j, TPy alTepHATHBHHX G (akrtopa. Melytum, na 6u mexanuzam "mix-and-match”
MOTrao KBAaHTHTAaTHUBHO Ja Ce€ TECTHUpa, ajld M Ja Ce MPOIIMPH 3HAKkE O OWJIO KOM acleKkTy
¢ynkumnonncama ECF 6 ¢akTopa, HEOITXOAHO je MPELN3HO OIPEIUTH CBE EIEMEHTE KOjH yiase y
cactaB MPOMOTOpa, Ka0 W HWHTEpakiuje m3Mmel)y OBHX eleMeHaTra W Pa3IUduTHX JOMEHa ©
¢dakrTopa. OBo Hamehe moTpely 3a CUCTEMAaTCKOM OMOMH(POPMATUIKOM aHATU30M IIPOMOTOPCKOT
cneuudumurera y cyodaMminjyu, Kao MOYETHUM H3BOPOM 3HAUAJHO PA3IMYUTHUX MOJaTaka o
MEXaHU3My TIpeNo3HaBamka IMPOMOTOpPAa y OJHOCY Ha TpEHYTHA ca3Hama, OrpaHHuYeHa Ha
uHpOpManMje O CeKCIePUMEHTAIHO W3y4YeHUM TmpenactaBHuiuma. C  jgpyre  cTpase,
EKCTICPUMEHTAIHO TpeaBul)eHe MPOMOTOPCKE CEKBEHIIE MOTY JUPEKTHO Ja Ce KOPUCTE 3a
TecTUpame MexaHm3Ma "mix-and-match", npum uemy OM Kopenanuje CHara pas3JIMIUTHX

MIPOMOTOPCKHUX elleMeHaTa U BUX0BO Nopeheme ca pedepeHTHIM BpeJHOCTHMA U3 Tpyre RpoD
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MOTJIE J1a YKaXy Ha KHHETHYKE MapaMeTpe, KOju OMKCyjy (GYHKIHOHATHOCT IPOMOTOpA Y OBUM

L7
pa3NUYUTHUM Tpymnama pamuimje o 0

1.3. bakrepnodaruu ¢ pakTopu Kao MoaeJ CUCTEM 32 U3Yy4YaBame
cneuupunurera y cyopamuauju ECF

[Torogan mMozen cucTeM 3a aHAJTU3y NMPOMOTOPCKOT CHEIH(PHUIUTETa U MPOHATAKEHE 3HAYAJHO
pasnmuuuTUX Nojaraka 3a ¢ (dakrope u3 cyodamunuje ECF mory Outu renomu Gakrepuodara,
BHUpYca Koju uHGuIMpajy 6axkrepujcke henuje. Jour o1 moueTka pa3poja MojeKyiapHe OnoJioruje
Kao HayyHE JAMCLUUIUIMHE, MHOTE Ba)KHE MapajurMe O CTPYKTYpPU T'€HOMa M peryialuju reHCKe
eKCIpecHje yCIIOCTaB/bEeHE Cy KPO3 EKCIEepUMEHTalIHa MCTpakuBama Ha OakTepuodasuma kKao
mojen cuctemuMma. Excriepument koju cy Hershey m Chase cnpoBenu na Oakrepuodary T2
noBeo je mo otkpuha nma je monekyn JJHK, a He mporennu, Hocuialn reHeTHYKe WH(pOpManuje
[56]. Excnepumentu ca GaktepuodaroM A Kao MOMAEI CHCTEMOM JOMPHUHEIH Cy pa3yMeBamby
ONEPAaTOPCKOr KOHIIENTAa Yy peryjaldju TeHCKe eKCIpecHje Ha HHMBOY WHHUIUjaluje
tpanckpunuuje [57-59]. JemHocTaBHOCT KMBOTHOI IMKIyca Oaktepuodara, oapehena mamom
KOJIMYMHOM T'eHEeTUYKe MHpOopMaIyje, Y1ju MPOTOK peryiuile Bpjo orpaHuyeH Opoj YMHUIIAla,
omoryhaBa jaKy MaHHIyJalujy y Ja00paTopuju U OCHOBHHU j€ pa3ior MIMPOKE MPUMEHIBUBOCTH
OB€ IpyIie BUPYyCa y MOJIEKYJIAPHO-OMOJIOIKUM UCTPAaXKHBABUMA.

Janac, Oakreprodasu Cy MOTOJHH MOJET CUCTEMH M 3a OMOMH(pOpMATHYKE aHaIN3e, MOCeOHO
Y3€BIIHM y 003U €KCIIOHEHIIM]AJTHA TIOPacT Opoja CeKBEHIMpaHuX (harHuX T€HOMa, TTOXPambEeHNUX
y 0Oazama monartaka. OBaj pactyhu Opoj cekBeHLM OakTepuodarHor Mnopekia JOCTYIHHUX 3a
aHaJM3y JIe0 je OIIITEe TEeHCHIMje, Y3pOKOBaHE MPOJAOPOM CBE HANPEIHHUJUX, & IPUCTYNAUYHUX
TEXHOJIOTHja 3a CeKBeHIHpame. byayhu nma cy Oakrepmodasu mo OpoOjHOCTH W JUHAMUIIH
HAjIOMUHAHTHHUjH OWOJIONIKKA €HTHTETH Y MUKpoOujanHuM 3ajenHunama [60], HOBU cojeBu ce
M30Jyjy Cca BEJHMKOM YydYecTaylolihy, a He3ao0mia3aH KOpaK y KapaKTepu3aluju JT0O0HjeHUX
u30JlaTa Tpe/CTaB/ba YNPaBO CEKBeHUMpame (arHux reHoMa. CTHIamke HOBHUX OMOJOLIKUX
yYBHU/Ia U3 MacHBHE KOJIIMYMHE TOJaTaka, Koja c€ OBUM IyTeM MPOM3BOJM, 3aBUCH 01 e(UKacHe
KBaHTUTaTHBHE/OMonH(popMaTnuke aHamuze [61]. Mehyrtum, u mopen pactyher Opoja
M30JI0BaHUX OakTepuodara U CEKBEHUUpPAHMX (AarHUX TE€HOMa, pPaCBET/haBamkE OHMOIOUIKOT

IMBEp3UTETa MPHUCYTHOT y TOMyJalMjaMa OBE Ipyle BHpyca joul yBek je y 3aueTrky. Crora,
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OnomH(poOpMaTHYKa aHaJIN3a CBAaKE HOBE I€HOMCKE CEKBEHIIE HOCH TMOTEHIMjall 32 yOuaBame
JApyradujux MapagurMy 3a peryjalujy >KHBOTHOT IUKIyca Oakrepwodara, koje ce Hajuemnhe
MCII0JbaBajy yIIPaBO Ha HUBOY WHUIIM]jAIIH]€ TPAHCKPHUITIIH]E.

Bennkoj pazHoBpcHOCTH 6akTeprodarHux MomyJsamnuja JONpHHOCE U YeCTe FeHETHUKE pa3MeHe,
IITO 33 TOCJIEUIly UMa MO3auuHy CTpyKTypy (araux reroma [60]. ¥ mpakcu, oBo 3Hauu 1a
Benuku Opoj npensubenux rena (~80%) y HOBOCEKBEHLHpaHOM (parHOM TeHOMY HE MOXKe
(GYHKIIMOHATHO Ja ce aHoTtupa. Yak M Kaja ce mpeTparoM 0as3a MpeaBHE WU3BECHH IOTOIH,
Hajoosbu Mehy muma (~ mMame ox 10) ogHOCE ce Ha TOTOBO HMIIEHTUYHE CEKBEHIIE CPOTHHUX
Oakteprodara, 0K MOTOIU U3 IPYrux (PUIOTEeHTCKUX rpyna (Hop. Oakrepuja) mokasyjy Beoma
HU3aK HUBO CIIMYHOCTH ca ymnopehuBaHOM (arHOM CEKBEHIIOM. YCJEJ OBOTa, 3a M3ydYaBambe
daruux cekBeHIM Hajuemrhe je HeomxogaH He3aBHcaH, (e NOVO mpucrym, Oyayhm ma je
KOMIIAPaTUBHOM aHAIM30M Moryhe 1oOUTH BpiO orpaHuueHe uHoOpMalje O YIpaBo
CEKBEHIIUpaHOM OakTepuodary. YmpaBo y OBOM KOHTEKCTy, Oakrtepumodasu cy 3Ha4ajHU 3a
ananu3y ¢ ¢akropa cyodamunuje ECF, roe Mmoryhnoct nobujama mnogataka o mpoOMOTOPCKOM
cnenupuUTeTy, KOju ce Hehe ocnmamarM Ha TOYETHE MPEMHUCE TOPEKJIOM O] W3yYeHHUX
0aKTepUjCKHUX MPECTaBHUKA, MMa MMPBOCTETICHU 3HAYa)j.

HonatHo, Oaktepuodasu mocedyjy BpJIO KpaTKe TEHOME, peAa BEIUYHHE HEKOJIHUKO
JIeCEeTUHA/CTOTHHA Kmio6a3a (KOI), mMTO WX MOJATHO YWHU TOTOJHHAM MOJIE CHUCTEMOM 3a
ononHpopmatruke aHanuse [62-63]. Haume, kpaha cexBeHIla 3HaYM Mamby KOJMYHHY TMOJaTaKa
Koje OmomHpOpMaTHUKH anroputaM obpalyje, mTo ceM yOp3ama MpeTpare 4ecTo JONPUHOCH H
Behoj TaunocTu. Takole, ny>kuHa parHux reHoMa, Koja je mpUOJIMKHO /IBa peJla BEIMYMHE Marba
O] TIpOCeYHE TYXXKHMHE OaKTEpHjCKOT T€HOMa, MOJpa3syMeBa Mambe CIOKEHY KOHTPOIY IMPOTOKA
reHeTnuke uHpopmanuje. Hamme, TpaHCKpUNIMOHAa WHUIMjanMja ce Kojx Oakrepuodara y
HajBehoj mepu perynuine nomohy 6akrepujcke PHKII u nBa 6 dakropa, o1 Kojux jenaH Koaupa
reHoM Oaktepuodara, a Apyru je Aeo OAKTEpHjCKOT XOJIOEH3MMCKOT KOMILJIEKCa, WM MOMohy
nee PHKII — jemne Gaktepujcke, npyre ¢arue [64-65]. JJomatHo yuemrhe TpaHCKPHITIIHOHHX
dakTopa, KOjU MOTy Ja CTyme Yy CcIoXeHe Mel)yogHoce ca OCHOBHHM PEryJIaTOPHUM
KOMIIOHEHTaMa, MOJXKe JIa C€ jaBU KoJ OakTepruodara ca KOMIUICKCHHJUM JKUBOTHUM ITHKITYCOM,
Kao ITO Cy Ju3oreHu Oakrepuodaszu [66]. Mebhyrum, cranmapiHa mapagurma peryJainmje
excrpecrje OakreprodarHux reHa, Kao IITO je HarlameHo, mojapa3yMeBa ydemrhe mamor 6poja

perynaTopa [65, 67], 1rTo 3HaTHO OJIaKIIaBa HEHO H3yYaBarbe.
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[IpoyuaBame Tmporeca TPaHCKPHUIILIMOHE WHHILMjalUje Koj Oakrepuodara aHaJIOrHO je
n3ydaBamy WHQEKTHUBHE cTpareruje, Oyayhu ma ce KOHTposa KUBOTHOT UKIyCa OBHX BHpYCa
OJBMja HA HHBOY TPAHCKPHUIIMOHE WHHUIMjanje [67]. Perymammjom TpaHCKpHUIIIH]je
YCIIOCTaBJbaJy C€ KapaKeTepUCTUUYHU BPEMEHCKM o0Opacuy aKTUBHOCTU (DYHKIIMOHAIHO
MOBE3aHUX TPyIla TeHa, IITO KOpENUIIe ca CMEHaMa paHe, Cpelme M KacHe ¢a3e y KUBOTHOM
uKiTycy 0akrepuodara [64]. Y panoj dasu cunreruiny ce (akTopu KOju KacHUje y HHPCKIH]H
0JIoKHpajy OaKTEepHjCKy, a CTUMYJUITY (arHy TPAaHCKPHUIIIUOHY aKTUBHOCT. Y cpenmoj (azu
JiellaBa c€ yMHOXXaBamke BHPYCHOI TI'e€HOMa y BeJIMKOM Opojy Komuja, wmTo je mpaheHo
WHTCH3UBHOM CHHTE30M €H3MMa HeonmxoaHux 3a permmkanujy JHK wu wmerabomuzam
HykJIeoTuaa. Hamocnerky, y kacHO] ¢a3u CHHTETHUIIY C€ CTPYKTYpPHH €JEMEHTH BHUPYCHOT
oMoTaya W moMmohHHU (aKTOpH, KOjU Y4ecTBY]y y (opMupamy HOBHX BHPYCHUX YECTHIIA U
BUXOBOM ociobahamy u3 Oakrepujcke henmje.

Perynaropna mapagurmMa KOjOM ce TOCTHXKE MpEIM3HAa CHHXPOHU3AIMja OMHCAHUX Ipoleca
mourBa Ha CykiecuBHMM TpomeHama crenuduiurera PHKII 3a mpomotope. I'pyme rena ca
UCTHM BPEMEHCKHM O0pacIieM eKCIpEeCHje ITOBE3aHe Cy NPOMOTOPCKHM CEKBEHIIAMa HCTOT
cnemuduuurera [64, 68], mpu uemy je cuenapuo Hajyenmthe TakaB ga ce paHu (arHu TEHH
eKCIpUMHUpajy ca TIpoMoTopa Koje mnpemnos3naje npumapau (RpoD) o c¢akrop Oakrepuje
nomahuna. Ocrane rpyne (garHux reHa (cpenma U KacHa) eKCIPUMHPAJy Ce ca MMPOMOTOpa Koje
npeno3Hajy ¢ ¢akropu (i PHKII) koaupanu ¢araum reHomMoM, uMja akTUBHOCT 00e30ehyje
BHUCOK HUBO BUPYCHE TPaHCKpHUIIIHMje Y oaMakinM (azama uadekimje. 6 pakTopu Koje Koaupajy
(arHu reHoMH TeHEepaJIHo Cy clIabo MPOYUYEHH M, Kao IITO je MPETXOJHO UCTAaKHYTO, MOTY OMTH
BpJIO JIMBEPTCHTHU y OJHOCY Ha OakTepujcke ¢ (hakrope u3 uctux rpymna. Crora, pasyMHO je
MIPETIIOCTaBUTH Jla IpoyydaBame crenudunutera paruux o gaxropa uz cydodamunuje ECF moxe
OWTH HM3BOpP HOBUX, HE3aBHCHUX TMOJAaTaka O MEXaHWU3My IpEro3HaBamba MPOMOTOpa 3a OBY
Ba)XXHY, aJIM HEJOBOJHHO MPOYUEHY, IPyIy aITEPHATUBHUX G (hakTopa.

Anamm3a cnenuduimrera (araux ¢ dakrtopa ce, y Hajehoj mepu, cBoaM Ha TpenBubame
HEMO3HATUX MPOMOTOPCKUX CEKBEHIIM y BUPYCHOM T'€HOMY, ITO ojroBapa ab initio mperpasu
perynatopaux enemeHara Ha JIHK koja ce 3acHMBa Ha ajqropuTMuMa 3a JOKaJIHO MMOPABHAHEC
Beher Opoja cekBenuu (MLSA — Multiple Local Sequence Alignment). OBa Tema Yy
OnonH(pOPMATHIIM CE jOII YBEK cMaTpa OTBOPEHUM MpoOIeMoM, Tpu deMy npeasuhame paruux

MIPOMOTOpa HE TMOTHajza moj yoouvajeHy npumeny MLSA anroputama, jep ce€ OBH €IIEMEHTH
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TUIIMYHO jaBJbYjy Kao HEKOJHMKO MOTHBa IykuHe mnpubmmxao 10 6a3Hux maposa (Om) y
reHomuMa peaa BenuunHe 50 — 100 x6m [69]. TIpomoTOpH OBakBe OpraHu3aIfje TEIIKO CE
npeno3Hajy cranaapaauM MLSA anropuTmMuMa, KOjU Cy ONTHMH30BAaHU 3a TMPOHATAKCHE
MOTHBA NPUCYTHUX y BehMHM NpeTpakMBaHUX cekBeHLUU. CTora, M3ydaBame CleHUpHUIUTETa
¢daraux ¢ (akTopa yjeHO MoIapasymMeBa M OTHMU3AlHMjy mpucTyna 3a ab initio npexBubama
peryjJaTOpHHUX eJeMeHaTa, KOju Cy MPUCYTHH y BPJIO MajoM Opojy TMOHaBJbalkha y OJHOCY HA
yKyIlaH Opoj IpeTpaKUBaHUX CEKBEHIIH.

JlogaTHU MHTEpEC 3a U3y4aBambe MeXaHu3aMa TPAaHCKPUIILIMOHE UHULIMjal1]je/peryaluje reHcKe
eKcrpecuje Koj Oakreprodara je TeparneyTcKy MOTEHIMjaJl OBUX OpraHm3ama 3a 00pOy MmpoTHB
pactyher Opoja maroreHux O0akTepHja, pe3UCTEHTHUX Ha aHTHOHOTHKE [70-72]. 3a anTepHaTuBHE
TpeTMaHe HajIOACCHHUjH Cy IMPOTEHHHU Koje OakTeprodar y IpUpOTHUM YCIOBHMAa €KCIIPUMHUPA
panu Osiokaze MeTabOJIMYKMX aKTUBHOCTM henuje nomahuHa, Melhy Kojuma ce HapO4MTO
n3Bajajy uaxuoburopu 6akrepujckor xonoenzuma PHKIL. OBu Monekynu cy BayKHH 3a Mpena3ak
13 paHe y cpenmy (a3y )KMBOTHOT MIUKITyca OakTeprodara ma aHaimn3a TeHCKe eKCIPECHje TOKOM
uH(eKuuje MmpeacTaBba NPBU KOPAaK y pasyMeBamy MEXaHH3Ma HHXOBOT (QYHKIMOHHCAHA.
CranmapiHu TpUCTYNn 3a aHauu3y ¢arHe TeHCKe eKcIpecuje olyxaTra BpJIO CIIOKEHY
EKCIIEPUMEHTATHY METOI0NIOTH]Y (YTBphUBame BPeMEHCKOT 00paciia TeHCKE eKCTIpecHje ToMohy
MHUKpOUHIa 1 OMOXEMHUJCKY KapaKTepu3alHjy IpOMOTOPCKUX €JIeMHAaTa), Koja ce KOMOMHYje ca
OunounpopmatiukuMm Tpensuhambuma [64, 73]. OBakaB NpPUCTYN HEESKOHOMHYAH je ca
CTaHOBHUINTA YTPOLICHOT BPEMEHa MW pecypca Ma je IMpoleHa e(QHUKaCHOCTH IHPEKTHE
OouonH(popMaTHUKe aHaIM3e y HM3ydyaBamy WH(PEKTHUBHE cTpeTervje Oakrepuodara jour jeIHO
BaXXHO IMHUTAE, HA KOj€ Ce MOJKE JIaTH OATOBOP Y KOHTEKCTY aHaJM3e CIeHUPHUINUTETAa G haKTopa

n3 rpyne ECF.
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1.4. buonndopmMaTnuke MeToAe 3a U3yuyaBame cnenupuuurera o Gaxkropa

1.4.1. Hagrnenana npetpara NpoOMOTOPCKUX e€JleMEHaTa

Jomr ox ycnocraBibamka MPBUX MNApaJurMU O PEryjlaldjd TEHCKE EKCIIpecHje, U3ydyaBambe
MHTepakiuje n3Mely TpaHCKpUIIMOHUX (hakTopa U oarosapajyhux BesuBHuX cekBeHuu Ha JJHK
MpeJICTaB/ba BEOMa aKTHBHY OOJIACT MCTpPaKMBama y OMOPU3UIN M MOJEKYJIapHO] OUOIOTH]H.
[TonpoOHO moO3HaBame crHeuuPUIMUTETa TPAHCKPUIILMOHUX (PakTOpa MOXKE OMTH OCHOB 3a
IPOLEHY (YHKLIMOHAIHE aKTUBHOCTH KOHKPETHUX DETryJaTOpPHUX e€JleMeHaTa, Kao U edekTa
MyTalgja Ha CTEMEeH JaTe AakKkTUBHOCTH. Melhytum, mno3HaBame  crenuduuureTa
TPAHCKPHITIIUOHOT (hakTopa Hajuenthe ce KOPUCTH Kao OCHOB 3a HaJreaany OMOMH(DOPMATUIKY
[peTpary 4uju je Lujb npeBul)arbe HOBUX BE3UBHUX MECTA Y TEHOMY, Tj. HOTIIYHH]€ ONHMCUBAE
peryJjioHa TPaHCKPUILMOHOI (haKTopa Ha OCHOBY INPHUKYIJB€HHX Ca3Hamka O HOBUM LIUJBHUM
rennma. JlogatHo, aHamu3oM npezBuhama JOOMjEHUX 32 Pa3IUUUTe TPAHCKPUMLMOHE (haKTope,
YHMjU PEryJIaTOPHHU €JIEMEHTH KOET3HCTHUPAajy HAa MCTUM/IPUOIMKHUM T€HOMCKUM JIOKalldjama,
MOKe ce creh yBUJ y XHjepapXHjCKU MPUHIUI OpraHu3alyje peryJaTOpHUX MOJYyJa BUIIET
pena [74], mpeko Kojux ce MPer3HO PEryJUily KOMILICKCHH (DU3HOIIOIIKY IPOIECH y CKIIaay ca
TPEHYTHUM METa0OIMYKUM 3aXTeBUMa hemnuje.

Ja 6u naopMaimja o cnenupUIUTETy TPAHCKPUIIIMOHOT (pakTopa, Hajuemhe TOCTYIHA Y BUIY
OTPaHUYEHOT CKyIla €KCIIEPUMEHTATHO YTBPEHNX BE3WBHUX MECTa, MOTJA Jla C€ MCKOPHCTH Y
QITOPUTMY Kao OCHOB 3a Y30pPKOBame€ HOBHMX MeCTa, HEONXOJHO je Hahm opromapajyhy
MaTeMaTu4Ky penpeseHranujy cnenupunurera [/5] kojom he Outm omumcana cBojcTBa
MHTEpaKIyje TpaHCKpuIuoHor (akropa ca BesuBHMM Mmectuma Ha JIHK. VY3eBmm y 063up
u3pasuty BapujabmiHocT cekBeHun JIHK 3a koje TpaHCKpUNIMOHU (HaKTOPH MOTY Ja C€ BEXKY
BUCOKHUM a(UHUTETOM, HaJaKemwe IalioHa/penpe3eHTanyje, koju he o0e30eauTn onTUMaiHy
OCETJBMBOCT M CHEUU(UYHOCT NMpH TpeaBulamby HOBHX PETYJATOPHUX €JeMEeHaTa y TeHOMY,
npe/ICTaB/ba HEe TAKO jeTHOCTaBaH OMoMH(popMaTHiKH 3aaarak [76].

Y OHOJOMKOM KOHTEKCTY, BapHjaOMIIHOCT BE3MBHUX CEKBEHIM TPAHCKPHUMIIIMOHOT (aKkTopa
IIPEJCTaBJba OCHOB 32 UCIOJbaBambE IUICJOTPOIINjE, YMjHU CE€ OICEr MepHU OpojeM IIMJbHUX I'eHa Yy

pPETyJIOHy M paclloHOM Ha HHMa OCTBAapeHE TPAHCKPHUIILMOHE AKTUBHOCTH. Y CKIaly ca
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HaBE/ICHUM, BPJIO BUCOK CTEIEH BapHjaOMIHOCTU Tpeba ouekuBaTH Mel)y Be3MBHUM CEKBEHIIaMa
6'° (Qakropa (HAPOUMTO INPHMAPHHUX), KOjH IPEICTABIbAjy IJIOOATHE PEryJaTope TI'eHCKE
excnpecuje 'y ©Oakrepujckoj hemmju [7]. Ilperxomno ce mako wmiyctpyje Ha mpumepy -10
eyleMeHTa, koju npemno3Haje RpoD o dakrop u3 E. coli, y unjem cactaBy caMo JBe, 0]l YKYITHO
IIECT TI03MIIMja, UCII0JhAaBA]y BUCOK CTETIEH KOH3EpBallMje jelHoT o/ YeTHpHu Hykieotuaa (Cnuka
4). Kao miro ce youaBa Ha Caunu 4, KoH3epBUpaHe cy yrpaso nosunuje (A.i1 u T7) Ha kojuma
ce y TOKy (opMupama OTBOPEHOI KOMIUIEKCAa HapyllaBa IOpeAak 0a3HOI HacllojaBama, Kao
nocjaenuIa MHTepakiyje ca xuapodoOHuMM piernom JomMeHa o23 [47, 77], mTo ykasyje Ha
nocrojame  Bese  u3Mmelhly  mpupone — uHTepakuuje  mporemH-JIHK — u  youene

Yy4ECTaJIOCTU/KOH3EpBalije HyKJI€OTH A HA PA3IMUYUTHM [O3HIIMjaMa BE3UBHOI €JIEMEHTA.

CAAATT CAGTAT TATGTT TAGTCT GAGAGT TAATAT
TATTCT TACCAT TAAGGT TAGAAT TATTAT TAGAAT
TAAAAT TATAAT AATAAT GATACT TAGGCA TATAGA
TACCTT AATCCA CATACT TAAAAT TATGAT TAATTA
TATCAT TATTTT TAAACT TAAACT CATAAT TACAAT
AATAAT GATAAT CATGGC AAGCTA AATAAT AATAAT

20=

T 11 7

Cauxa 4. ITopaBHame (710r0) -10 e1emenTa 3a 6akTepujcku RpoD ¢ ¢paxTop. YV ropmem nemy ciike mpuKazaHe
Cy CeKBeHIle KOHKpeTHHX -10 enemenara (npeysere u3 6asze RegulonDB [78]), ca mosunujama -7 u -11 o3HageHUM
Iu1aBoM 00jOM 3a CBaKO YOUEHO NMPHUCYCTBO KOHCeH3ycHUX Hykineotnaa (T u A); Ha momeM geny cimke MpHUKa3aH je
JIOTO HAIpaB/beH OJ [aTHUX CEKBEHIM, pagu OoJber yodaBama YUYeCTaJOCTH KOHCEH3YCHHX HYKJICOTHAA Ha
mo3unujama -7 u -11.

bits

Merton KOju 3a penpe3eHTalrjy cnenupuIruTeTa TPAHCKPUTIIIMOHOT (aKTopa EKCIUIOATHIIE OBO
CBOjCTBO, M KOJU C€ M JIaHAC HajIIUpe MpHUMEIbYje 3a HAATJIEAaHy NpeTpary peryjJaTopHUX (HIIp.
IIPOMOTOPCKHUX) eleMeHara, ¢y Marpuiie Texxkuae [79-80]. ¥V maTtpuiiama TexuHe AECKPUTITOPH

Cl'IeI_II/I(bI/II_[I/ITeTa H3BOJAC CC U3 OIIAXKCHUX YUCCTAJIOCTHU HYKJICOTHAA Y IIOUYCTHOM CKYITy IoAaTaka
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[81], mpyxajyhm 3a cBaky MO3HMIHMjy Y €JIEMEHTY IPOLECHY pPEIaTUBHOT KBAHTUTATHBHOT
JONPUHOCA Pa3IMYUTHX HYKJICOTHAA eHepruju uatepakiuje nporend-AHK. Haume, y pany [82]
MOKa3aHO jeé Ha OCHOBY TEOpHj€ CTATUCTUYKE MEXaHWKE, /1a CHEPrHjCKH TOTPHHOCH 3a
pasnuyuTe MO3UIMje BE3WBHOI €JEMEHTa OJroBapajy HEraTMUBHUM BPEIHOCTHMA Jiorapurama
OMAXCHUX YYECTAJIOCTH HYKJICOTHJIAa Ha JaTUM TO3MIMjaMa, y3 OCHOBHY IPETIIOCTAaBKY
aIUTUBHOCTH, Tj. OACYCTBa Mel)y3aBUCHOCTH TMIOJeIMHAYHUX EHEPTUjCKUX JOmpuHOCca (T3B.
arnpoKCcHMalldja HE3aBUCHUX HyKJIeoTHaa). JleTasbHUju yBHJ y MapaMTepu3alujy MaTpHia

TCKUHC U HAYUH Y30pPKOBakha aHAJIU3UPAHUX CCKBCHIIU I[ElTje Y HACTaBKYy.

1.4.1.1. Mampuye meosicune

Martpuia TexxuHe, Kao u3pa3 crneuuduiruTeTa TPaHCKPUIIHOHOT (aKTopa, Yhja BE3UBHA MECTa
na JIHK camgpsxe L mo3unumja, npeacraBibena je enementuma — W(a, i), npu yemy je oo = A, C, G
wi T, nok je i = 1,...,L. Kao mTo je HarmamieHo, eJleMEHTH MaTPHUIIE TeXHHE (KOJUX YKYITHO UMa
4xL) najy npoiieHy pelJaTUBHOT €HEPTUjCKOT JONMPHUHOCA HYKICOTHIA ¢ HAa MO3UIMjU | YKYITHO]
eHepruju uHTepaknuje umely TtpanckpunuuoHor ¢akropa u cekBenim JIHK. Crora, ckop
MaTpulle 3a OMJIO KOjy aHaJM3UpaHy CEKBEHILY jeIHOCTaBHO ce JA00Hja cabupameM ejleMeHaTa y
MaTpHIIH, KOJU OATrOBapajy MPUCYCTBY KOHKPETHUX HYKJICOTHAA Ha TO3UIIMjaMa Yy aHATU3HUPAHO)]
CEKBEHIIU, U MPEJCTaBIha MPOIEHY CHEPTHje BheHE WHTEPAKITH]e ca TPAHCKPUIIMOHUM (haKTOpPOM
[79]:

(§|w) = 2o W(a,)S(a, ). (1.1)
VY uszpazy (1.1) ca W(e, i) 03Ha4eHH Cy CBH €IEMEHTH MaTpPHUIIE TEKUHE, 10K S(a, [) mpeacTaBiba
MaTpUYHY pempe3eHTaljy aHaau3upaHe cekeHue S (rxe je j = 1,...,N), y Kojoj ce mpucycTBo
HYKJICOTHIa o Ha TIO3MIIMjHU | Yy CEKBEHIM Koaupa ca 1, 10K ce 0JcycTBO Koaupa nmomohy 0 — Tj.
TpPakKeHU CKOP MPEJICTaBJba CKAJIAPHH IIPOU3BOJI MATPHUYHE PEIIPE3CHTAIIN]e CEKBEHIIC M MATPHIIC
TEXXUHE.
KibyuHu xopak y mpeTparama 3aCHOBaHMM Ha MaTpHIlaMa TEXHHE je oJpehuBame KOHKPETHHX
BPEHOCTH €JIEMEHAaTa MATPUIle, OJJHOCHO HhEHA MMapaMeTpu3anrja Ha OCHOBY CKyIa MO3HATHX
Be3uBHHUX MecTa S. OBa mapMmeTpu3aliija ce 3aCHUBA Ha pas3iuily u3Mel)y cBojcTaBa CEKBEHIN U3
ckyna S, u T3B. "mo3aguHe" (Imoa KojoMm ce Hajyemrhe moapazymeBa mpeocTalia Hekoaupajyha

JHK y renomy). Ykoauko mohemMo o1 mpeTHnocTaBKe Aa MOCTOjU MpoOabUINCTHUKH Moaen O,
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KOjUM Cy TeHepucaHa Be3MBHAa MecTa U3 CKyma S, NMpHMEHa amnpoKCHMalldjeé HE3aBHCHUX
Hykieotusa [76] omoryhaBa mapamerpusaiijy oBOT Mojesa moMohy MaTpHIle YMjH €ICMEHTH —
0,,; TpeacTaBibajy BepoBaTHONY Hajdakema HYKICOTHAA o Ha TO3MIUJU | y CEKBEHIH, KOja je
rerepucana mozenom ®. Enementn BepoBaTHOhe O,; NMpOLEHYjy Ce HA OCHOBY KpHUTEpHUjyMa
MaKCHMaJTHE BEPOJOCTOJHOCTH, IITO 3HAYM Ja je moTpebHo Hahu TakBe BpemaHoctu ®,; koje he
MaKCHMH30BaTH OYCKUBAE Jla CYy BE3WBHE CEKBEHIIC M3 CKyma S 3aucTa reHepHCcaHe MOJEIIOM
MoTHBa O, ymMecTo MOJEJIOM To3aauHe ®g (YUju eIeMEeHTH HOoce BepoBaTHOhE I0jaBbHBamba
4yeTupu Hykieotuaa y Hekoaupajyhoj JJHK), 1j. Texu ce MakcuMu3anuju ogHoca:

I P (s;1@)

H?I=1P (551 ©0) (1.2

IITO TOBOAHM JI0 IIPOIICHE:!

Oui = V(g = %Z?]=1 Sj (&, D). (1.3)
Kao mro je marnmameno, Be3a uzmelyy mapametapa O, ;, Tj. ONAXEHUX YYECTAIOCTH HYKJICOTHUAA
Ha pa3IMYUTUM TIO3MLMjaMa y €JEMEHTY M JIONPHHOCA YKYIHO] EHEPrHjH Be3MBamba HMa
YIOPUINTE Y CTATUCTUYKOj MexaHuiu [82] u ykpaTko je cymupaHa y HacTaBky. [lomasehu on
CKylla Be3MBHUX MecTa (Sj), 3a Koje je MO3HaTo Ja HUMajy BHCOK a(UHMTET 3a JaTu
TPAHCKPUIIIUOHU (DAKTOP, U MPOIEHE HYKJICOTHIHOT cacTaBa T'€HOMCKE CEKBEHIIE U3 KOje
BE3MBHA MeCTa MoTH4y, Moxke ce Hahu marpuna 7(a, i), Ydju €IEMEHTH NPEACTaB/bajy YAEO Y
YKYITHOj €HEepruju Be3uBama HyKJICOTHIA a Ha nosuiuju i. Hamaxemem ckopa marpuie T 3a
aHaAJIM3MpaHy CEKBEHIly, MOXKE C€ OApPEIUTH BepoBaTHOha ma he gara cexkBeHIa OMTH Be3aHa O]l
crpaHe TpaHcKpuIroHor ¢akropa (P,(S), npu yemy b o3mauasa "bound”, oIHOCHO Be3aHO

CTame):

o~ e T(@DS(@)

Py(S) = (1.4)

VA

rae S(o, ) mpenctaBiba MaTPUUHY peEMpEe3CHTANN]y CEeKBeHIe S, JOK je ca Z o3HaueHa
napTuiroHa (yHKIMja, OJHOCHO CyMa EKCIIOHEHaTa €Hepruja Be3WBama 3a CBaKky Moryhy
CEKBEHILy Y TEHOMY, KOja MMa Jy>KUHY aHanu3upaHe cekBeriie S. byayhu na je ynanpen mo3saro
Jla BE3WBHA MeCTa Koja ce KOPUCTE 3a mapaMmerpusanujy marpuie 7(a, i) uMajy BUCOK apUHUTET
32 TPAHCKPHUIMIIMOHHU (PAKTOp, Tj. BUCOKY BEpOBaTHOWy 1aa 3a mera Oyjay Be3aHa, MPUMEHA
KpUTEpUjyMa MaKCHUMaJHe BEpPOJOCTOJHOCTH 3a TapaMeTpu3aldjy HENO3HATHX eJeMeHara

MaTpuile oBjae Jo0uja OMOPU3MUKY HWHTEPHpETanHjy, jep c€ JaTUM TIOCTyIKOM caja
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Makcumu3yje BepoBaTHoha Be3aHOr cTama Py (S) 3a cBaky CEKBEHIly U3 CKyma S;. Y3UMameM y
0031p MPETHOCTaBKe Jja FTeHOMCKH CEIMEHTH, 4Mja JIy>)KHHa OJIrOBapa BE3UBHOM MECTY S, mpaTe
YUYeCTaloCT HYKJICOTHIHOI cacTaBa TreHOMa, onpehuBame enemeHara matpuie 7(a,i) xoju

MaKCHMU3Yjy oueKuBame 3a Py (S), Bpuu ce 1mo GopMyIiu:

T(a,i) = —ln% (1.5)

TZie p, MPEICTaBJba YUECTATOCT HYKIEOTHAA @ y TEHOMCKO] CeKBeHIHM. [IpeTxoqHo 3Hauwm na,
nojiazehn caMo oJ1 CKyma MO3HAaTHUX BE3MBHHUX MECTa, MOKeMO Hahu eleMeHTe MaTpHIle TeKUHE
Koju he nmaTtu MpoIeHy €HEepryjCKOr JOMPUHOCA 3a CBAKM HYKJICOTH], HA CBAKOj] MO3UIUJH Y
MoTHBY. Ha OCHOBY OBako mapamMeTpH30BaHUX €JIEMEHATa, Y30pKOBambEeM OWIIO KOje CEKBECHIIE,
YyMja JyXKHHAa OJAroBapa Opojy BE3MBHUX IO3UIMja KOJUPAHUX MATPUIIOM, MOXEMO JOOUTH
NPOIICHy €HEpruje MHTEpaKihje, OJHOCHO BepoBaTHOhe Ja je Jara CEeKBEHIa BE3MBHO MECTO
TPAHCKPUIILIMOHOT (haKTOpa, YMjU je CHelUPUUUTET MOJAENOBaH MaTpuuoM TexuHe. OBxae je
HEOITXOHO HAIIOMEHYTH J1a y30PKOBaWke MAaTPUIIOM HE JIaje U MPOIEHY para, Ha OCHOBY KOT' ce
MOTY pa3/BOjUTH cneruduyHa oa Hecrneun(pUYHUX BE3MBHUX MeECTa 3a NMpOTeHH, Beh ce oBa
BpenHocT Hajuenihe oxapehyje emmupujcku [83]. Takohe, ma Ou ce mpu mnapameTpu3aIHju
eJleMeHaTa MaTpuile u30eria rmojasa JOrapuTaMcKe IWBEPreHIrje YCie OTpaHnICHE BEIIMIHHE
CKyTla IMojiaTaka u3 Kojux ce oapehyje mMarpuiia, HEONMXOHO je yBoheme T3B. "mceyaobpojera’
V(a,i), KOJH TIPEICTaBIbajy KOPEKIH]Y 3a CITy4ajeBe KaJla IPUCYCTBO HYKJIE€OTH/Ia & HA NO3MIHUH i
HUje YOUCHO Y BE3UBHUM MECTHMA U3 CKyma S:

Z?I=1 Sj(a,i)+ bg (16)
N+ Y g bg

Vi) =
npu uemy je b, mceymobpoj 3a 6a3y a, a BpeJHOCT My ce Hajuerrhe mojemiaBa Tako jga Oyze
MPOMOPILMOHAIHA WJIM jeJHaKa MO03aJMHCKO] ydecTanoctu 0aze p,. Ilopactom N ytuiaj
nceynodpojeBa MocTaje MamH, ali UCTO Tako M BepoBaTHoha fa ce 6a3a a He youH Ha MO3UIIUjU
[ y MOpaBHamWwy CEKBEHIIM CKyma S.

W3 mpeTxoaHOT je jacHO Jla TAaYHOCT MAaTpHIle TeKHHE YBEIHKO 3aBHUCH O] CBOjCTaBa MOYETHOT
CKyIia CEKBEHIIM, HA OCHOBY KOJHX CE€ HbCHH €JIEMEHTH MapaMeTpu3yjy, IpU 4eMy Ce JIOJaTHUM
OTpaHUYCHHEM MOXKE CMATpaTd M TO IITO, CEM TMPOIEHE eHepruje Be3uBama cekpeHie JJHK 3a
TPAHCKPHUIIIUOHU (PAKTOpP, CKOp MAaTpUIlE TSKUHE HE MPY)Ka HUKAKAB YBHJ| y MEXaHH3aM JlaTe

untepakuyuje [79]. Takolhe, 3a u3BecHe TpaHCKPHUIIHOHE (HAKTOpE ampOKCHMallja HE3aBUCHHX

HYKJICOTHA, Tj. HE3aBUCHUX €HEPrHjCKHUX TOMPHHOCA HAa PA3IMYUTUM IO3UIMjaMa Y eJIEMEHTY,
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HE MOpa y MOTIYHOCTH Ja Oyae peanuctuyHa [76]. AnpokcuMmaliija He3aBUCHUX HYKJICOTHIA
MOXKe J1a ce 3ao0uhe reHepanu3anrjoM KOHIENTa MaTpUIle TEXHWHE, Koja J03BOJbaBa Jia
€JIEeMEHTH MaTpulle KOJIupajy W Jpyra CBOJCTBa CHEIMU(MUIMTETa, CEM I0jeAMHAYHHUX
€HEePrujCKUX JOMPUHOCA PA3TMUYUTUX TMO3UIHja Y EJIEMEHTYy, MOMYT YCIOBJ/BEHOCTH IOjaBe
HYKJICOTHA @ Ha TO3HIHUjU | TPUCYCTBOM Pa3IMYUTHX HYKJICOTHA HA CYCEJIHUM IO3HIHjama
[79]. MehyTum, 3a oBakaB IpUCTYII, HEOIIXOIHO je 00e30eAUTH JOBOJHHO OOMMAaH MMOYETHH CKYII
BE3MBHUX MECTa, U3 KOra MOXKE€ aJIeKBaTHO Ja ce u3Bene 3HaTHO Behu Opoj mapamerapa, Koju
MaTpulle BHIIEr pefa 3axTeBajy (y CympoTHOM, Marpuiia ca Behum Opojem mapamerapa he
3aIlpaBoO BOJUTH Ka Mamb0j TAYHOCTH Mpe/IBubama).

3a mpokapuorcke ¢ ¢akTope, MehyTUM, MaTpHlle TEeXHHE NMPBOI pela TeHepalHo cy J1o0pa
ampoKcuMaliija npasor crerudunurera [84-85], miro ce oryena u y Bpsio MIMPOKOj MPUMEHH 32
npeaBuhame MPOMOTOPCKUX e€leMeHaTa, Koje mperno3Hajy npumapau (RpoD) ¢ dakropu. OBaj
npuctyn Owhe mpumemeH 3a mnpenBuhame RpoD OakTepujckux NHpoMOTOpa MPU aHAIU3ZH
OakTeprodarHe TE€HOMCKE CEKBEHLE, Yy CKJIONYy H3ydaBamka BHUPYCHE TPAHCKPHUIILIMOHE
CTpaTeryje, ajlu U 3a u3ydyaBame MpoMoTopckor cnenudumurera y rpynu ECF, y cnyyajeBuma
Kaja je uHpopManMja O BE3WBHUM MECTMMa YHampen IocTymHa. Ha kpajy, HEomxomHo je
HAIIOMEHYTH Jia Mpe/Bul)ame CeKBEeHIle KOja HOCH BENHUKY BepoBaTHOhy 1a Oy/ie BE3UBHO MECTO
3a ¢ (hakTOp, HE 3HAYM HY>KHO U MPOHAJAXKEHE MPOMOTOPCKE aKTUBHOCTH Ha CEKBEHIIH, 300T
yera mpeTrpara MPOMOTOPCKHX e€JIeMeHaTa 3aCHOBaHAa Ha MaTpullaMa TeKHWHE YeCTO JTOBOIH JI0
BEJIMKOT Opoja JakHO MO3UTHBHUX IpeaBuhama. KoHuent kojuM ce omoryhasa npeBa3ujiaxemne

OBOT MpoOJemMa U3JI0XKEH je y moraasby 1.5.

1.4.2. Henanarneaana (@b initio) mperpara mpoMoTOpPCKHX elieMeHaTa

VY nperxoiHOM MOTIJaBJby H3JIOKEH je NMPHUCTYN 3a OuonH(opMaTHuko npeasulambe HOBUX
peryiaTOpHHUX €JeMEeHaTa Yy TE€HOMCKOj CEKBEHIM, Ha OCHOBY IIO3HATOI CIEUU(HUIHMTETa
TPAHCKPHUIIMOHOT (hakTopa (HIp. MpeTpara MPOMOTOPCKHUX eleMeHarta 3a npuMapHu RpoD o
daktop). Uadopmarnuja o cnenudunurery, Mel)yTum, 4ecTo HUje yHAIIPEa HOCTyIHA yCIIe Yera
j€ HEONXOJHO pPa3BUTH METOJE 3a IMPOHAIAKEHE MOTHBA, KOH3EPBUPAHUX y JAaTOM CKYITy
aHAJM3UPAHUX CEKBEHIM, 3a KOje Ce MPEeTHOCTaBJba Ja CaApikKe 3ajelHUYKH MOTHB. IIpumep

MIPETXOJAHOT Cy CEKBEHIIE JIOKAJM30BaHE Y3BOJHO OJl T€HA, YWjy aKTUBHOCT PETYJIHINE HCTH
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TpaHCKpUNUUOHU (aktop. Ycien BepoBatHohe na BehmHa OBUMX CEKBEHLM CaJp)KH MeCTa 3a
BE3MBAIE JATOT TPAHCKPUIIIIMOHOT (haKkTopa, yMpaBO OBa BE3WBHA MECTa INPEACTaBIbAjy
3ajeTHMYKU MOTHB Y CEKBEHIIaMa, YHje OTKPUBAkE OM OWMIIO ITUJb HEHATIICJaHe TIpeTpare.
CanyHo mporecy napameTpu3alyje MaTpula TeKUHE, TI1aBHU IPUHLUI HeHa rJelaHe IpeTpare
je la ce MakCHMU3yje M3BeCHa Mepa KOH3epBalllje MOTHBA, KOjH TEKUMO aa npeasuaumo. [pu
TOM, Ka0 KpUTEPHjyM KBaJHUTETa MOpaBHama Hajyemhe ce ucTUye T3B. UHPOPMALIMOHU Ca/IpXKa]
("information content"), Koju TpeacTaBsba JorapuTaM KOJUYHHKA BepoBaTHOha aa je J00ujeHO
NOpaBHAKE TEHEPUCAHO MOJIETIOM MOTHBA, y OJTHOCY Ha MoJien rno3anune [86-87].

Jla Ou ce JIOKamM30BaJIO MOpPaBHAKE, KOje Y MPETPAKUBAHUM CEKBEHIaMa (TUIUYHE Ty>KHHE
~100 6m) makcuMuzyje MHPOPMAIMOHU CAIpPKaj, HEOMXOTHO j€ MCTPAXUTH €HOPMHO BEIUKH
O0poj KoMOMHAaIMja cerMeHaTa, KOju IO JYyKHHH OJroBapajy TpakKeHOM MOTHUBY. 300T Tora ce
nperpara BUIeMozanHe (yHKIuje BepoBaTHOhe (ca BeMTUKUM OpojeM JIOKAIHUX MaKCUMyMa)
BPIIM AaNpOKCMMAaTUBHOM MPOIEIYypOM, KOja C€ 3acCHHBAa Ha PENETUTHBHOM Y30PKOBAaIbY
cekBeHnm [88]. OBO je OCHOBHHM KOHIIEOT Yy paay MpoOaOMIMCTHYKHX aJIrOpuTaMa 3a JIOKaJTHO
nopaBHaBame Beher Opoja cexsenmm (MLSA — Multiple Local Sequence Alignment), rae
pa3NuKyjeMO [Ba OCHOBHAa MpHUCTyHa — JETePMHUHUCTHUKM U XeypucTtuuku. [Ipumep
JICTePMUHUCTHYKOT y30pKkoBawa y MLSA amroputmuma je wmeron EM (Expectation
Maximization), KOju ce 3aCHHBa Ha KPUTEPHjyMy MaKCHMaJHE BEpOJOCTOJHOCTH, oK ['mbOcoBa
nperpara, 3acHoBaHa Ha Metoxy Monrte-Kapio, npeacraBiba XeypuCTUYKN OOJIUK PENIETUTUBHOT
y30pKoBamba [87, 89].

Y EM npetpasu anroputaMm IHUKINYHO MPOJIa3y Kpo3 JBa KOpaka, IpU YeMy ce y IPBOM KOpaKy
mapaMeTpu Mojiela MOTHBa ® HHUIMjaIu3yjy Ha CIy4ajHY BpPETHOCT, PajId JIOKAIM30Bama
MOpaBHaKa, y KOje yJia3e CETMEHTH NMPETPAKMBAHUX CEKBEHIM ca HAjOOJFMM CKOPOM MaTpHIIE
TeXHUHE, onucaHe MojaenoM O. YV apyroM Kopaky JOKaJIW30BaHO IMOpPaBHAaWkE KOPUCTH CE€ 3a
MIOHOBHY MpPOIIEHY NapameTapa Mojena ®, HaKOH 4era ce OMMCAHM KOpald MOHAaBJbajy CBE JI0
KOHBEPTEHIM]je Ka HajOJIKeM JIOKATHOM MakcuMyMmy (yHKIHMje BepoBatHohe. KonBeprenmmja
Ka JIOKaJIJHOM MaKCHUMyMy j€ 3arapaHtoBaHa 3a ainroputam EM, Oynyhu aa uMCTH mpeacTaBiba
JIeTepMHHUCTHYKY mporieaypy [90].

Yumwennna na anroputam EM koHBeprupa ka HajonmkeM (y OJHOCY Ha TOYETHE YCIIOBE
nperpare) JOKaJHOM MaKCUMyMy Mepe KOH3epBallije MOTHBA BOJM Ka TOME Ja TII00aTHH

MakCUMyM He Mopa na Oyzae mocturHyT y EM mnperpasu. Haumme, OHOJOIIKE CEKBEHIIE
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MPEJICTaBIbajy MOAATKE BEIUKE CIOKEHOCTH IMa ’hUMa THITMYHO OJrOBapajy Mepe KOH3epBalldje
MOTHBa Ca BEJIHKHUM OpojeM JoKamHuX MakcuMmyma. Crtora, ¢ mopacTtoM Opoja aHAJTU3UPaHUX
CEKBEHIM PacTe W TUMEH3MOHAIHOCT Mpo0eMa, ITO T0BOAM 10 Behe OCeTIFUBOCTH aIropuTMa
EM na vHuIMjanHe yciaoBe mperpare, a Takohe U 10 3Ha4ajHOT [0pacTa BpEMEHCKOI HHTepBasia
MOTPeOHOT 32 KOHBEPreHIHjy aaropurMa. [la 6u ce oBaj mpobieM NeIMMUYHO MpeBasuinao, KM
aJITOpUTaM Ce y IpaKcH (pEeNeTUTUBHO) MHUIIMpA ca BehuM Opoja pa3iMuuTUX [MOYETHUX YCIOBA,
MelhyTum, rimo6aaTHu MaKCUMHUM HH Y OBOM CJIy4ajy HE MOpa OMTH JIOCETHYT.

C npyre ctpane, y xeypuctuukoj ['mOcoBoj mperpasu mpolemyje ce 3ajeHHYKa pacrojena
napameTapa Mo3uIije ¥ Mojiesia, TOK ce JIOKaJH3alHja ONTUMAIHOT TOpaBHama 00aBjba KacHH]je
y mpeTpasu (Tj. HaKOH Kopaka y3opkoBama) [89]. Kox 'nbcoBe npeTpare KOpucTe ce HaCyMHYHU
Monre-Kapno 6pojeBu, Tako Ja ce JOKalije MOTHBA Y CBAKOM KOpPaKy ajiropuTMa IeHEepHIly ca
BEpPOBATHONOM NPOMOPLMOHATHOM KopuiiheHoj Mepu KoH3epBauuje MoTuBa. bynyhum na
NPEeJCTaBJba XEYPUCTUUKY MpoLeaypy, | mocoBa mperpara je Mame OCeT/bHBa Ha BEJIHMKH Opoj
JIOKQJIHUX MaKCHUMyMa, KOjU ce TUIIMYHO jaBJhajy y NOpaBHamy CEKBEHLHU. Takohe, y onHOCY Ha
anmroputam EM, TmOGcoBa mperpara 3HaTHO Opke JOCHEBAa OO TPAXKECHOT pelIeHka, IITO
IPEJCTaB/ba JOII jeIHY IOTOJHOCT Ca acHeKTa MPAKTUYHOCTU IMpHUMEHE. Y3eBIIU y 003up
nperxonHo, ['mbcoBa mperpara O6uhe Meron m3bopa 3a HEHAATNIEHAHY MpPETpary mpoMoTopa y
anam3u crierudunurera ECF o dakropa, ycnen yera y HacTaBKy NOTJIaBJba CIEAN JCTaJbHHUjU

YBH]I y IPUHIIAII paja OBOT AJITOPUTMA.

1.4.2.1. I'ubcosa npempaea

VY ocHOBHOM O00JIMKY, ajaroputaM 3acHoBaH Ha ['MOcoBoj mpeTpa3u aHadM3upa CKyH CEKBEHIIH
(S1,...,Sn) 'y by MpoHanmaXkema 3ajeIHUYKOr (Tj. HajBEpOBATHHjEr) MOTHBA YHAIpPE]
nedunucane nayxumne L [91]. [lpeaBubamy MoTMBa mpeTxoau Npoja3ak aaropurMa Kpo3
uTepalmje, cacTaBJbeHe O] JIBa KOpaka, TJe je CBaKOM O] HHX NpUApYKEHa 1o jenHa pactyha
CTPYKTypa mojiaTaka. ¥ MpBOM KOpaKy pa3BHja ce MpoO0abUIMCTHYKU MOJEN MOTHBA, OK CE Y
IPYroM KOpaKy Ha OCHOBY Hhera NMpOHala3W HajooJke MOpaBHAmE, M300pOM HajBEPOBATHU)HX
MOYETHUX MO3MIIMja MOTHBA y aHaJIM3MpaHUM CeKBeHIlama. Mojen MotuBa (O) omucyje ce
napameTpuma (,; KOju 03Ha4aBajy yd4ecTaJOCT HYKJICOTHIA ¢ Ha I-TOj MO3WMIIUjU MOTHBA, MPH

yemy je a = A, C, Gumu T, ok je i = 1,...,.L. ¥ cacraB npBe CTpyKType Mmojataka yjaa3d ¥ MOJEI
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no3anune (@), KOju Kao mapameTpe uma p, Tj. yuectaigoct nykineotuaa (o = A, C, G unu T) Ha
Mo3WIMjaMa aHAIM3WPAHUX CEKBEHIIM, BaH MOpaBHATHX MOTHBA. [[pyra cTpykTypa mojaTaka
MpeJICTaB/bEHA je CKYIOM mapameTapa Ay, KOju ce cacToju O] MOYETHUX MO3UIIHMja 3ajeTHUYKOT
motuBa (ay ; k = {1,...,N}) y aHanuzupanom ckymy cekBeHuu (Sy,...,Sy).

Nunnmjanuzanuja paga anropuTMa ToJpa3yMeBa U3JBajarbe J€IHE O] CEKBEHIH (KOjy
O3HayaBamo ca Z) u3 ckyna (S,...,Sy) (pemocien u3aBojeHe CEKBEHIIE je HeOUTaH) U, MapajieiiHo,
J0JIeJbUBabE MO3MILMjE€ MOTHBA 8y IPEOCTAUM CEKBEHIlaMa HACyMHYHUM H300poM (T.j.
HacymMmudHuM Monrte-Kapino OpojeBuma). Ha ocHOBy oBako nedunucaHor mnopaBHama (Ay )

padyHajy ce y4eCTaIOCTH (i 10 (GOPpMYJIH:

Cai +ba
N-1+B

Qai = (1-7)

roe N - 1 npeacraBba yKymaH Opoj HYKJICOTHIA Y MOpaBHaWwY Ha I-TOj TO3UIMjH MOTHBA
(cexBeHIla Z Koja je M3/IBOjeHa U3 IOpaBHAKA jé MCKJbYYEHA M3 NPOIEHE (g ; ), C,; O3HAYABA
youeHH Opoj HYKJICOTHAA ¢ Ha i-TOj MO3WIMjH y TOpaBHamYy, D, je kKopekuuja (mceymodpoj,
ob0jammeno y mornaBiby 1.4.1.1) 3a ydecramocT HyKJIeoTHIa o, JOK B o3HauaBa 30up
nceyno0pojeBa 3a cBa 4yeTHpu Hykieotuaa. IlozaguHcke BepoBaTHOhe P, ce MpolemYyjy Ha
OCHOBY TIO3UIIMja KOj€ Yy aHAJIM3UPAHUM CEKBEHIIaMa HE yJia3e y OpaBHAE MOTHBA.

VY npyrom Kopaky ce Ha OCHOBY ONHCaHUX BepoBaTHoha (,j U Py, IPETPaXKyje H3IBOjEHA
CeKBEHIIA Z, TNle C€ 3a CBakM cerMeHT t nayxwHe L (Iy>xmHa MOTHBa), padyyHa KOJUYHHUK

BCpOBaTHOha ;[aje JaTH CETMEHT I'€HECPUCAH MOJCIIOM MOTHBA, OJTHOCHO MOJECJIOM IT03aJIMHE:

W, « [Tk, (Z—:)bm_l (L.8)
npu 4yemy b uma BpeAHOCT 1 YKOJHMKO je HyKJIEOTH]I o IPUCYTaH Ha oAroBapajyhoj mosunuju y
cermenty, a 0 y cynpornom. Hopmanu3zanujom KomuHuKa 100Hja ce BepoBaTHoha /1a ce MOTUB
omnucaH MojieroM O Hanaszu Ha Aatoj (1) Mo3UIUju Yy CeKBEHIIU Z:
W /Xeci " w, (1.9)
W3 ckyna oBako JOOHMjeHHMX BepoBaTHOha MO3MWIMja MOTHBAa 8¢ Yy CEKBEHIM Z onxabupa ce
CTOXaCTMYKUM Y30pKoBameM, npu demy Beha HopmamuzoBana BpenHoct W; Hocu Behy
BEpPOBATHONY y30pKOBama cerMeHTa t Kao Mo3uIiyje MOTHBA 8y Y CEKBEHII Z.
Hakon 3aBpuieHe jegHe uTepaiyje, HOBO TOpaBHAme Ak CIyKHU 32 MOHOBHO M3payyHaBame
napamerapa Mojelia MOTHBa U 1mo3aauHe ((,i U Py), 32 KOJUM CIIeIN Y30pKOBame 8 y cienehoj

CEKBEHLU Z (pauyHameM BpeaHocTu Wi, anu cajia Ha OCHOBY HOBE MPOLIEHE O YUECTAIOCTUMA (i
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u p,). [maBHa uzeja je na, mMTO je MPEHM3HUJU OMUC MOTHBA Yy IMPETXOTHOM Kopaky, To he
TagHuje Outh onpeheHa merosa nmo3uiyja y cieacheM kopaky, u 00paTHo, jep ce MocTHxe 00Jbe
pasnBajame MoOJeJa MOTHBA O]l Mojea rmo3aauHe. byayhu na je y3opkoBame Koje ce o0aBiba
CTOXaCTHYKO, J0 MPBOI M300pa TauHe MO3MLHUjE 8y AITOPUTaM MOXKE Ja Johe Kpo3 pa3iuyut
Opoj urepanuja. Melytum, U300poM NIPBOT TAdyHOT &y, Y HAPEAHUM HUTEpalyjaMa J0Ja3H 0
n300pa HapeAHMX TAaYHMX IIO3MLIM]Ja, KOJje 3ay3BpaT jOlLI BHILIE I[10jauyaBajy IMCKPUMHUHATHA
CBOjCTBa MOJeJa MOTHBA, IITO Hajuyemrhe JOBOAM 10 ONTHMAIHOI MOpaBHama Ak, OJHOCHO
HaJIaXKeHba II00aTHOT MAaKCUMYMa.

3a pasnuky on anroputma EM, xoju TapaHTyje KOHBEpreHIMjy Ka Hajommkem (Hajuemrhe
JIOKQJIHOM) MaKCUMYMY, Y OJHOCY Ha YCJIOBE IIOJ KOjUMa je mpeTrpara nokpeHnyTa, y ['mdcoBoj
npeTpasd TO HHje CIydaj yClleJ CTOXAacTHYKe NMPHPOJe y30pkoBama. OBy Mamy BepoBaTHOhy
ocTajamba y JIOKalTHOM MakcumyMmy [uOcoBa mperpara, mehytum, Moxe na "miuatu"
NIPUjaBJbUBAKEM CyOONTUMAIHUX pelieHmha IITO, Y3 OJICYCTBO IMPOIEHE CTATUCTHYKOT 3Havaja
NOOMjeHNX TIOpaBHAWka, W3UCKyje TIOHABJbAKkE TIpeTpare paad MpoleHe pPOOYCHOCTH
NpHUjaB/bEHUX MOTHBA.

Kao mTo je Ha moyerky HCTakHyTo, o0a HpPUCTyNa C€ 3aCHMBAjy Ha MPETIOCTaBLU Ja je
3ajeJHUYKU (BapHjaOMIIHM) MOTHB MPUCYTaH y BEhWHU NpeTpakuBaHUX CeKBeHIH. MelhyTum,
MIOCTOj€ CITy4yajeBH T/e HaBe/IeHa MPETIOCTaBKa HE MOXKE Jla C€ IPUMEHH, TPH YeMy je jeaH O
HAjIITyCTPAaTUBHUJUX TpUMepa TPETNO3HaBake MPOMOTOpa 3a G (aKTope yHArpex HEermo3HATOT
cnenuguIMTeTa, KOJU CYy KOAupaHu OakTepuoarHuM TreHOMHMAa. Y OJHOCY Ha Opoj
npeTpaxuBaHuX cekBeHIHU (~100 MHTEPreHCKUX pEernoHa), OBU MOTHUBHU CE€ TUIIMYHO jaBJbajy Y
BpJIO orpaHnueHoM Opojy konmja (~10), 360r vera y nperpasu nmomohy anropurama MLSA Bpio
JJAKO MOTy OWTH MacKHpaHU CETMEHTHMa CIMYHUM Cca MOTHBHMA KOje TPEMOo3Hajy JaTH ©
dakTopu, a KOjU ce HAaCyMHUYHO jaBJhajy Y T€HOMCKHM cekBeHlama. Mmajyhu To y BuUIy,
n3ydaBame NMPoMOTOpcKor crneuudunurera 3a 6akrepuodarse ECF o dakrope yjeaHo 3Hauu u
nporeHy crocoonoctu MLSA anroputama (koHkpeTHO ['OCoBe mpeTpare) aa mperno3Ha ¢arxae
IPOMOTOpE, Kao U Topelerme 0BHX alropruTama ca alTepHATHBHO KOHITUITHPAHUM MPOIIeIypama.
Takohe, I'mOcoBa mpeTpara he OMTH €KCTEH3WBHO KOpHUIThEeHAa W y M3ydYaBamy CHEIU(UIINTETA
oakrepujckux ECF o ¢akropa, umju Hajehu 1e0 YMHE EKCHEPUMEHTATHO HEU3yUYCHH

npeaACTaBHULIH.
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1.4.3. I'moGanno nopaBHaBame Beher Opoja CeKBEHIIN

Cem nokamHUX TOpaBHama Beher Opoja CEKBEHIM, Y KOjUMa je IWJb NpenBHhame KpaTKuX
(GYHKIIMOHATHUX MOTHBA OJ HHTepeca (HIOpP. MPOMOTOPCKHX €JIeMEHAaTa), BayKaH H3BOP
uHpopmanyja o GyHKIMOHHUCAKY G (aKkTOpa MOTY JaTH U II100ajJHa BUIIECTPYKa MOPaBHAKA, Y
KojuMa je Moryhe mapajeinHo aHamu3upatd (PyHKIIMOHAIHE LEIWHE Pa3IudYuTHX pa3Mepa (0
JIOMEHa /10 KpaTKHX KOH3EpBHUpaHMX MOTHBAa). Hamme, rmobamHo mopaBHaBame Beher Opoja
nporeuHckux cekBeHIM ECF o Qakropa mnpenctaBiba KOMIUIEMEHTapaH MPHUCTYH aHAIU3U
MPOMOTOPCKOT crieruduImTeTa, jep omoryhaBa m3yuaBame cBojctaBa JHK-uHTeparyjyhux
JOMeHa, Koju neduHHITy creruUIMTeT KaHOHCKHX eneMeHaTta nmpomotopa. C mpyre cTpase,
MeToj omoryhaBa W TOTEHIMjaTHO TpenBuhame (yHKIIMOHATHUX/KOH3EPBHUPAHUX MOTHBA 32
yCIOCTaBJ/bakhe "HEKAaHOHCKUX' MHTEpaKIMja ca MPOMOTOPCKOM CEKBEHIIOM, udja MojaBa (Kao
o0enexja MPOMOTOPCKOT CHEIM(UINTETa) HHje MCKJbYyUYeHa 3a HajXETEepOTreHHje W Hajciabuje
U3yYeHe IMpe/icTaBHUKE (pamuiuje 6.

Hajuenthe kopumnihen mporpam 3a II00aJHO TOpaBHABame Ipyne (MPOTEHHCKHUX) CEKBEHIIH €
ClustalW [92], y kojeM ce BHUIIECTPYKO TJIO0QJIHO TMOpPaBHAKE 3aCHHBA HA XHUjEPapXHjCKOM
Mmetoxy. llpenu3nuje, anropuraM y mo4eTKy NOpeIu aHAM3MpaHe CEKBEHIIE Y MapOBUMa, HAKOH
yera J00HujeHa mopaBHama Mposia3e Kpo3 KOpaK KJIacTepoBama paay XUjepapXujCKor TPyIucama
CCKBEHIIM HAa OCHOBY CTElEHa CIIMYHOCTH 3a0eJekeHor y (mapHuM) mnopaBHamuma. OBako
rpynucaHe CEeKBEHIE 03Ha4aBajy ce mojMoM "Boxaehe apBo', jep je nndopmaiuja Koja je y memy
caJipkaHa OCHOB 3a pa3BHjame Kpajmer mopaBHama. OKOCHHUIIA 32 WHHUIHpamke (QUHATHOT
MOpaBHAWkA Cy HAjCIIMYHU]E CEKBEHIIE, KOjUMa Ce MOCTYITHO JI0/1ajy CBE y/NaJbeHU]! YJIaHOBH U3
aHanu3upaHor ckymna. [Ipemaa je, 300r XujepapxujCcKor pa3Boja MopaBHAWKHa, METOJ OCETJHUB HA
nponaraiujy MOTCHIWjaIHUX Tpellaka y IopaBHamy (HANpaBJbHUX Yy OWJIO KOM KOpaky
mpolieca), MpaBuiiaH U300p CEKBEHIM 3a aHAIW3y BEehHMHOM BOJU Ka MOY3JaHUM MOpaBHAKHIMA,

ycien dyera he OUTH €KCTEH3MBHO KopuilheH y mpoyuaBamy JAoCcTynHux npenactaBHuka ECF

rpyne.
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1.5. KuHeTHKa TPAHCKPUIIIIMOHE MHULMjaLHje

VY mpeTxoAHMM IMOTJaB/bMMa JaT je KpaTak mperyies OMOMH(OpPMAaTHUKUX MeEToAa Koje ce
Hajuenthe KopuCcTe 3a M3ydaBame crenupuuurera ¢ (GaxTopa, IpU YeMy C€ 3a HEKe METOe
BPEMCEHCKH pacIliOH H3Mel)y HajHOBHjUX HMILIEMEHTAalldja M MPBOOUTHE IMPUMEHE OCHOBHOT
alropuT™Ma Mepu JeueHujama. VM mopea MHTEH3UBHOI, KOHTHHYHPAHOT pajia Ha yHampehemy
MPEMo3HaBama MPOMOTOpPA, TAYHOCT JOOWjeHUX OMOMH(POPMATHUYKUX MpeaBuhama je W aajbe
BEOMa HHCKa, IPU YEMy C€ Kao IJIaBHU MpoOJEeM jaBJba BEIUKHU OpOj JAKHO MO3UTHUBHHUX
npensuhama [93-94]. UnyctpatuBan mpumep je mperpara RpoD ImpOMOTOPCKHX CEKBEHIH Y
UHTEpPreHCKuM peruonuma E. coli, 3acHoBaHa Ha MaTpuiiama TEXHUHE, Koja Jnaje Opoj
npenasubama 3a [Ba pela BEIMYMHE M3HAJ YKYIMHOT Opoja TeHa OBOT OpraHu3Ma — Tj. TOPHET
JUMHTA OYCKHBAHOT Opoja MPOMOTOpa y TeHOMCKO]j cekBeHiu [95].

Behuna  uctpaxkuBaukux  Hamopa y  obmacTh  OMOMH(POPMATHYKOr  HM3yyaBamba
BUCOKOA(MHUTETHUX HHTEpakiuja perynatopHux nporenHa ca JIHK Ouna je ycmepena Ha
OCMUIIJbAIHE HAMIPETHUJUX aJTOpUTaMa 3a MPELUU3HU]e MOAETIOBabEe CIeUn(UIITETa U IIPETpary
HoBUX Be3uBHUX Mecta Ha JIHK. MehyTtum, y nomeny npensuhama npoMoTopa, 0Baj MPUCTYII
HUje JI0BEO J10 3a/10BoJbaBajyher nmoboJsblama TauHOCTH npeTpara. [Ipumep npeTxoaHor Oum cy
paHWjU TOKyIIaju MojenoBama crenupuiurera RpoD o ¢akropa E. coli mpucrymom
3aCHOBAaHMM Ha NMPHMEHU HEYPOHCKE MpeEXKe, IITO IMPEJICTaBba aIrOPUTAMCKH KOMIUIEKCHU]Y
antepuaTuBy Matpuiiama Texkuae [80]. Mehytum, Beha npenusHOCT npeTpare go0ujeHa je camo
y CKYITy CEKBEHLM IOoMOhy KOjuX je MoJiesl apaMeTpu30BaH, 0K ce e(pUKACHOCT MpeTpare Ha
HE3aBHUCHOM CKYIy CEKBEHLIM HHUj€ Pa3JIMKOBaJa y OJHOCY Ha MPHUCTYI 3aCHOBAH Ha MaTpullama
TEXHHE.

Uumenuria aa 10 1aHac mpoOsIeM BEIUKOT Opoja Ja)KHO MO3UTUBHUX TpeaBulama HHje peleH,
cyrepuiie jaa nosehawme TauHOCTH MpeTpare NpoMOTOpa HE MOXKE Ja Ce CBele CaMo Ha
NpeLu3Huje MOJIeNloBame crieruduuuTeTa ¢ Gpaxkropa, Beh 1a 3axTeBa 1oaTHEe UH(OPMAIIHje O
Ouosomkor 3Hadaja. Hamme, TpaHCKpUNIMOHA WHUIMjallMja je BUILECTETIEHW W HMHTCH3UBHO
perysucan nporec [43], rae Ha orcer akTHBHOCTH MIPOMOTOpA CHAXXHO yTHYE KMHETHKA KOpaka
HUCXOJIHO 07 (opMHpama 3aTBOPEHOI KOMIUIEKCA. YKOJHMKO 3a MpPUMEpP y3MEMO IpeTpary
3aCHOBaHYy Ha MaTpullamMa TEXHHE, TO 3Hauu Ja MoOoJblllame NMPEeIUKTUBHE MONM CKOpOBa

MaTpUlla 3a pa3IuuuTe IPOMOTOPCKE €JIEMEHTE MOJpPa3yMeBa YCIOCTaB/balkE AUPEKTHE

33



KBAaHTUTATUBHE Be3e u3Mel)y crmeum¢uimurera W KHUHETHYKHX IapaMeTapa WHUIM]alluOHOT
nporieca, Kojuma je oxapeheHa ¢ynkumoHanmHa akTuBHOCT mpomoropa [96]. Ympaso je oBo
MMOCTUTHYTO OHO(DH3NYKUM MOJEIOM TPAHCKPUIIIIMOHE WHUIIM]jAlM]je, YHje Cy OCHOBHE

KapaKTCPUCTUKE U3JI0KCHE Y HACTAaBKY IIOIJIaBJba.

1.5.1. buodusznuku Moen TPaHCKPUITIIMOHE WHUIIH]AIH]e

[IpencraBibenn OnopU3MUKK MEXaHU3aM TPAHCKPUIILMOHE MHUIHMjallMje Ha jeAHOCTaBaH HAYMH
MOBE3yje CHEpryje WHTEPaKIHje Pa3IUYUTHX MPOMOTOPCKUX eJeMeHara ca G (aKTOpoM u
KMHETUYKE IapaMeTpe, KOju OIHUCY]y CYKLECHMBHE KOpaKe WHUIMjaluoHOr mpoueca. [Ipornena
SHepruja WHTEPAKLHUje Pa3IUYUTHX MPOMOTOPCKHX elleMeHaTa ca G (DaKTOPOM HM3BOAU CE W3
oarosapajyhux enemMeHara MaTpuia TeXHUHE, IITO 3HAYM J]a MOJIEN Mpy»ka MOTyhHOCT IUPEKTHOT
n3ydaBamba KHHETHUKE TPAHCKPUNIMOHE HWHIMjalUje 3a OWIO0 KOjH CKyH IPOMOTOPCKUX

CEKBEHIIH, TI0J] YHjH OKBUP CIlaja U TeCTHpame Mexann3Ma "mix-and-match”.
1.5.1.1. Kunemuuka cxema u oCHO8HU napamempu

buodusnuku Moen TpaHCKPHUITIIHOHE WHIIMjalMje, KOjU je pa3BHjeH of ctpaHe [21], 3acHoBaH je
Ha OIINTOj cXeMu mporeca [97]:

[RNAP]+ [P]e2[RNAP - P]. ——[RNAP-P] —=—[RNAP] +[P] (1.10)

off

y kojoj cy PHKII, JIHK npomoTopa, 3aTBopeHH U 0TBOpeHH Komiuieke o3Hauenu ca [RNAP], [P],
[RNAP-P]; u [RNAP-P],. bp3uHCcKe KOHCTaHTEe HacTajamba M pacKuJama 3aTBOPEHOT KOMILIEKCa
o3HaueHe cy ca Kon U Koff; cTOma mpernacka W3 3aTBOPCHOT Y OTBOPEHU KOMIUIEKC ca Ki, JOK je
Op3uHCKa KoHCcTaHTa Kopaka y koM PHKII mamymita mpomorop o3HaueHa ca Ke. [IpBu kopak Ha
CXeMH TpejicTaBiba peBep3nOmiaHo BesuBame PHKII 3a mpomoTop, HakoH uera ciemu Kopak
pa3aBajama snanHana JJHK u ¢opmupame OTBOpeHOTr KOMIUIEKCAa M, Ha Kpajy, UPEBEp3HUOMIHO
HamymTame mpomoropa Tj. npenazak PHKII y ¢a3y enonrarmmje.

JluHamMuKy (opMupama/pacKkuama 3aTBOPCHOT KOMILIEKCA KapaKTepuIlle BpEeMEHCKa cKaja
pesonynuje ~1s, mMTO je 3a ABa pela BEJIMYWHE U3HAJ PE30JyIlHje BPEMEHCKE CKalle TUHAMUKE

dopmupama oTBopeHor komiuiekca (~100s) [97]. V3eBum y 003up IPeTXOIHO, KA0 U YHECHHILY
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na je PHKII camo neo ykymHOr BpeMeHa Be3aHa 3a MPOMOTOp (T3B. ''HecaTypucaHa

anpokcumartgja”) [96], n3pas 3a TpaHCKPHUIILIMOHY aKTHBHOCT MOJKE J1a Ce MojeaHoctaBu Ha [21]:
@~ RNAP] Kk, (1.11)

rie [RNAP] o3nauaBa konnentpanujy cinoooane PHKII y henuju. ¥V jennaunnu (1.11) youaBamo
Jla je TPaHCKPUIIIMOHA aKTUBHOCT JUPEKTHO mpornopiuoHaiHa npousBoay Kg u ki (apuauTeTa
BesuBama 3a dsDNA u crome mpenacka U3 3aTBOPEHOT y OTBOPEHHM KOMIUIEKC), IITO OJroBapa

yoOu4ajeHoj MepH 3a cHary npomotopa [97].

1.5.1.2. Be3a kunemuukux napamemapa ca enepaujama unmepaxyuje

Kao mto je uznoxeno y nornaripy 1.2, KHHETHUKH MapaMeTPH TPAHCKPHUIIIIHOHE MHUIM]AIIN]E
JUPEKTHO 3aBHCE OJl EHEpruja UHTEpaKLuje ¢ pakTopa ca MPpoMOTOpcKuUM eneMeHTrMa Ha JIHK.
[Ipeunsnuje, apunuter BesuBawa PHKII 3a nBonanuany /JIHK 3aBucu on eHepruje uHTepaxiyje
o (daxropa ca -35 enemeHnroMm, y3BoaHUM jaenoMm -10 enementa y ¢opmu asonanuane JJHK u

CIIejCepCKOM CEeKBEHIIOM m3Mel)y oBa jBa enementa [21], [12]:

AGy, (S(-35) ) +AG(7)+AG,, (S((iii())) ) (1.12)
- ke T

log (K, (S))~¢

rae Sss), S(_lo)(ds) U y O3HauaBajy, peloM, CEKBeHIle -35 eneMmeHTa, Aena -10 eremeHTa Koju
unreparyje ca PHKII y ¢opmu asonangane IHK, u nyxuHy criejcepcke CEKBEHIIE, IPH YeMy je
C KOHCTaHTa KOja HE 3aBHCH Oj cekBeHIe npomoropa. AG(S(ss)), AG(S(-lo)(ds)) u AG(y)
NPEeJCTaBIbajy, PEIOM, eHEprHje HHTepakije o pakropa ca -35 enementoMm, ASDNA-cereMTHOM
-10 enemMeHTa U CIEjCEPCKOM CEKBEHIIOM, KOja 3aBUCH O] lbeHE Ty >KUHE.

Jla Ou ce u Op3uHCKA KOHCTaHTa (opMHpama OTBOPEHOT KOMIUIeKca — Ki moBesana ca
eHeprujama wuHTepakuuje m3mely o Qakropa M peneBaHTHHX IPOMOTOPCKUX €JIeMeHaTa,

KOPHUCTH C€ MEXaHUCTHIKH MOJieN1 popMUpara OTBOPSHOT KoMIutekca [21]:

(1.13)

Iog(kf):c+

rae S(-lo)(ss) o3HayaBa cermMeHT -10 enemeHTa KOju WHTeparyje ca ¢ (akrtopoMm y dopmu

jennomnanyane JIHK, 1j. cerMeHT y koM ce mHHMLMpa (popMupame TPaHCKPUIILMOHOT MeXypa,
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(s9) y oxcyctBy PHKII, mox AGss(S(-lo)(SS))

AGm(S(-lo)(SS)) je eHepruja TOIUbEHA CErMEHTa S(.10)
NPE/ICTaBba CHEPTH]y HMHTEPAKIIN]E JaTOT CErMEHTa ca 6 PaKTOPOM Y OTBOPEHOM KMILICKCY.

Ha oOCHOBY mpeTXOmHHMX H3pa3a, TPAHCKPUIIMOHA AKTHBHOCT MPOMOTOPCKE CEKBEHIE S
u3pakaBa ce MPEKO CHEPruja HMHTEepakiuje o (akTopa ca MPOMOTOPCKHM EIIEMEHTHMa Ha

cienehu HauuH:

_ _ _ (@) 9\ ()
0a(p(5))=c+ AGy (S 55 )~AG(7) AGdS(ksB(Tlo))me -(85) 164 (%) 114

Il Cy CBH WIAHOBH jeIHAYMHE TPETXOHO Ae(PUHUCAHH.

1.5.1.3. Ilapamempusayuja mooena nomohy mampuya mexcute

[Tapamerpusanmja jeqHayMHAa KOje TOBE3yjy KHHETHYKE IIapaMeTpe TPaHCKPHUIIIMOHE
MHULMjalje ca eHeprujama HHTepakuuje usMmely o ¢akropa M IpPOMOTOPCKUX elieMEHaTa,
oclaba Cceé Ha CTaTUCTUYKO-MEXaHMYKE MpOpadyHe KOjU IOKa3yjy Ja €HEPHjCKH IOIPHUHOC
uHTepakuyje mnporenH-/JJHK Ha oxapeheHoj mo3mumuju mpOMOTOPCKOT eleMEHTa OAroBapa
napaMeTpy MaTpHIle TeKUHE KOjUM je jJarta no3uiirja koaupana [82]. V ckimamy ca mpeTxoaHum,
Kg(S) u ¢(S) mory ce uzpazutu Ha cienehu HaunH:

log(Kg (S))~ ZZAJ s j%iv%{& +ZZ S! (1.15)

i=-35 =1 j=1 i=—15a=1

=30

|0g( ) Z Z (-35) +ZS:W 5 4 Z Z 10)Jr i iv\li(;lo)si(;o) (1.16)

i=-35 a=1 j=1 i==15 =1 i=—1la=1

VY ropwmuM jerHaunHama W; , MPEACTaBIbajy MaTpHIIEe TSKUHE, TP yeMy cynepckpunta ((-35), (-
10) u (y)) o3HauaBajy KOHKpPETHE MPOMOTOPCKE €JIEMEHTE Ha KOje c€ MaTpulle TeKUHE OJTHOCE.
Wunekc | 03HauaBa pas3indyuTe MO3UIMjEe Y OKBUPY -35 eneMenTa u -10 eneMeHTa, 0K HHIEKC |
O3HayaBa IeT MOryhux pacrojama nu3Mel)y oBa /iBa eleMeHTa (JIy’KuHa CIiejcepa).

CymapHo, jennauuna (1.15) moka3yje ma CKOpOBH MaTpuIla TEKHHA MPOMOTOPCKHUX €JIeMeHaTa
KOjJU HHTeparyjy ca ¢ (akropoM y popmu dsDNA aguTHBHO TOMpPUHOCE JIOrapuTMy apuHUTETA
BesuBama 3a aosianyany JJHK — log(Kg(S)). Ciuuno, jennaunna (1.16) moka3syje aa, ako y 30up
YKJbYYHMMO CKOpPOBE MaTpulla TEXHHAa OHMX eJleMeHaTa IPOMOTOpa KOju ca G (hakTopom

uHTeparyjy 'y ¢opmu jeanonanudane JIHK, noOGujamo mnorapuraM YKyIHE TpPaHCKPHUIIHOHE
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akTuBHOCTH — 10g(¢(S)). OBa nupekTaHa Be3a u3Mel)y CKOpOBa MaTpHIa TEKUHA U KUHETUYKHX
napamerapa MHHUIMjallMOHOr mporeca omoryhaBa Tectupame mexaHu3ma "mix-and-match" 3a
OMJI0 KOJU CKYyNl IPOMOTOPCKHUX CEKBEHIM, Ca MPEHU3HUM IOPABHAKEM IPOMOTOPCKUX
enemeHara. Haume, xopenucameM CKOpOBa MaTpHIla TEKUHE KOJUM Cy Ae(UHUCAHU PA3THYUTH
MIPOMOTOPCKHU €JIeMEHTH, yodyaBa ce Ja Jii je Mel)y \mHuMa MmpucyTHa KOMIUIEMEHTaludja "cHara'
(eHepruja uHTEpaKkuuje ca ¢ (GaKTOpoM) U, YKOJIUKO jecTe, Ka KOM KHHETHYKOM MapaMeTpy je
yCMEepeHa, NpU 4YeMy je AETaJbHUjU YBHUJI Y HAaUMH U3ydyaBamba KMHETHYKMX OCOOMHA Ipoleca

TpaHcKpunuuone uHunyjanyje 3a koukpetrny (ECF) rpyny ¢ ¢akropa nat y nornassby 4.3.
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2. XUIIOTE3A U ITNJLEBU

bruodusnukn Monen TpaHCKPUMNIMOHE WHUIMjaldje, Ka0 W OHMOXEMHUjCKE M MOJIEKYJIapHO-
OMOJIOLIKE KapaKTEePUCTUKE MpeACTaBHUKA (amuiinje (AeTaJbHO ONKCAaHU Y YBOAY), MOCIYXHIN
Cy Kao OCHOB 3a (hopMyiucame XHIOTe3€ IOKTOPCKE IucepTanuje, Koja IMpeTrocTaB/ba Ja
mMexaHu3aM "mix-and-match" (mokazan y rpymu RpoD [18-19]) moxe ma ce mpommpu u Ha
ocTane TPEACTABHHKE O ° (aMmiimje, MOTEHIM]ANHO NpeCTaB/bajylin yHHBEp3anaH HAUHH
BUXOBOT (PyHKIIMOHUCAma. Hanme, Onodm3mykyn Momen ykasyje na je 3a TPaHCKPHUIIIUOHY
aKTHBHOCT (¢) Ha G'° NPOMOTOPHMA HEONXOAHO MOCTH3aHhe MHHMMATHHX BPEIHOCTH
kuHeTnukux napametapa (Kg, Ki), koju ommcyjy kKopake (GpopMupama 3aTBOPEHOI M OTBOPEHOT
KOMILJIEKCA, IPU Y€MY C€ KOMIUIEMEHTAallja €Hepruja HHTePaKIUje Pa3InIUTUX TPOMOTOPCKUX
enemMeHata ca ¢ (akTopoM jaBjba Kao edukacHa 1miargopma 3a TMOCTH3alkE JATOT IWJbA.
Xunoresa je, Takolje, y CKIamy ca 3ajeJHHYKOM OIITOM OPraHW3aIHjOM IPOMOTOpA Y G
¢damunuju (Cnuka 1 u Cnuka 2, YBo), Koja MOKa3yje J1a eKBUBAIEHTHH TPOMOTOPCKHU €JIEMEHTH
y uctoj ¢opmu wuuTEeparyjy ca ¢ ¢akTtopoM (Kao ABOJAHYAHW WJIM jEIHOJAHYAHH) TOKOM
uHunMjanuje TpaHckpumnuuje. Ilocrojame o0jenumyjyher wMexaHusMa HHTEpakluje ca
IIPOMOTOPCKUM elleMeHTHMa, MehyTHM, He UCKJbydyje MOTYhHOCT OCTBapuBama CrelupUIHUX
(DU3HOTOMIKMX OArOBOpAa y pAsiTHYHTHM G ° Tpymama, Oyaylil fa pasiuke y CTPYKTYpHO]
OpraHM3alMji TPOTEHHCKUX CEKBEHIIH 60 dakropa (QyHKIMOHAIIHO MOTY Jla C€ ojJpa3e Ha
KHHETHYKA TIPO(GMI MHUIM]ALMOHOT Tporeca (HIp. Ia y o'C IpynamMa WCTH KHHETHYKH
napaMeTpy y pa3IMuuTOM OICery yTHUYy Ha TPAaHCKPUIIIMOHHU OATOBOP IPOMOTOPA).

HacymnpoT Haioj Xunore3u, TpeHyTHA MapajurMa 0 MEXaHu3My TPAaHCKPHIILIMOHE MHMIIMjaIHje
y 6’0 damuiujn mompasymeBa ga pasiEKe y CTPYKTYPH MPOTEHHCKHX CEKBEHIIH WIAHOBA
dbamuImje Hy)KHO BOJI€ Ka (yHIAMEHTAJIHO Pa3IMYUTOM KHHETHYKOM MEXaHH3My MHHUIIMjalje
tpanckpunuuje [7]. Tpeumsuuje, rpyna npumapaux (RpoD) o dakropa mpemo3Hara je kao
jennHa y Kojoj MexaHm3aM "mix-and-match" moxxe nma ce wucmosbH, jep ce cmartpa Ja
AITEPHATHBHU G (PaKTOPH 32 TO HE MOCEIY]y HEOMXOAHY JOMEHCKY OpraHM3alljy MPOTEHHCKUX
CEKBEHIIM, KOja je jemHocTaBHHja Hero koJ RpoD o dakropa u, momatHo, mpahena 3Ha4gajHO
MamkOM BapujabmiHomIhy mpoMoTopckux enemenarta. Crora je 3a pasiauky ox "mix-and-match”

MeXaHu3Ma, 3a ajITepHaTuBHE G (hakTope GopMyiHcaHa MapajurmMa pUrHIHOT crienuuUIuTeTa,
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KOja mojJpasymeBa OJICYCTBO (JIEKCHUOMIHOCTH y MHTEPAKIMjU Cca MPOMOTOPCKUM E€IEMEHTHMA
TOKOM MHHIIMjaIHje TPAHCKPHIILH]E.

OBjie je BaXKHO MPUMETUTH Ja IMPUCYCTBO (Tj. OACYCTBO) MexaHu3Ma "mix-and-match" moxe ma
ce YTBpP/M CaMO Ha OCHOBY KBaHTUTaTHBHE aHAJM3€, YCJIEJ HEONXOIAHOCTHU MPOLIEHE €Hepruja
MHTEpaKIHje pa3InIyuTHX IPOMOTOPCKUX eneMeHaTa ca 6 (hakropom. CeM 3a npumapae RpoD o
daxrtope [18] oBakBa ananu3a, mel)yTum, HEKaIa HHUje CIIPOBEICHA Y o0 (baMuIInju, WTO TOBOIAN
y IMUTakbe BAIUWAHOCT IApaJUrMe O PUTHIHOM IPOMOTOPCKOM CHEUU(PUUUTETY KOJ
anTepHaTUBHUX G (hakropa. byayhu na je Ha ycmocTaBibame OBE MapaAurmMe y 3HayajHOj Mepu
YTHIIA0 jaK KOHTpAcT u3Mely (pU3MOoIOmIKUX mpoleca (M lUXOBE peryianyrje) Koju ¢y Be3aHu 3a
pUMapHe, OJHOCHO aITEepHATHUBHE G (paKTOpe, HAJIOJECHUJU MOJET 3a MPOIEHY BaJIUIHOCTH
oBe napagurme cy ¢ gaxropu rpyne ECF, kao cTpykTypHO U (GYHKIIMOHAIHO HajAUBEPreHTHU]U
y onHocy Ha rpyny RpoD. JlonaTHo, oBakBa aHanu3a Aaja OM BakaH JONPUHOC PacBETJbaBabY
MexaHu3ama TpaHckpuruone mHnujauuje y rpynu ECF, xojom je oOyxsahen Hajehu Opoj
(bM3HOJIOIKY BPJIO 3HAYAJHUX, AT UCTOBPEMEHO CJIa00 MPOYyUYCHUX, AITEPHATUBHUX G (PaKTopa,
MOCeOHO TMOIITO j€ OBO M HajOpOjHHU]a TpyIa aAITepHATUBHUX G (haKTopa.

Jla 6u ce mpoBepwiia mapagurMa O pUTHIHOM MPOMOTOpckoM crneuudunurery y rpynu ECF
HEOITXOJTHO j€:

1) cucrematcko OmomHpopmaTHuko npoyyaBame nporenHckux u JJHK mortusa,
koju cy ykibyuenu y unrepakuuje ECF o daxrTopa ca mpoMoTOpOM TOKOM HMHHIIM]jald]e
TPaHCKPUIILIU]€;

i1) yTBphuBame NpuUcycTBa HEraTUBHUX Kopelnalyja u3Mel)y eHepruja MHTepakiuyje
pEJIEBAaHTHUX MMPOMOTOPCKUX eJIeMeHara ca 6 GakTopoM (3a Koje je HeomxoaaH Behu Opoj
MIPOMOTOPCKUX CEKBEHIIN).

Cucrematcko 6MOMHGOPMATHYKO MPOYyUYaBaAKE MPOMOTOPCKOT crielu(UIIMTETa 3HAYajHO je jep
npejcTaB/ba MPBU KOpak Ka MOryhHOCTH (IIMper) KBaHTHTATHBHOT WCIUTHBama '"mix-and-
match"-a y rpynu ECF. Haume, 1a Ou kOMIUIeMeHTalMja eHepruja HHTepakimje ca 6 GakTopom
n3Mel)y pasmTMuMTHX MPOMOTOPCKUX €JeMEeHaTa MOrJia Ja Cc€ TeCTHpa, NMPBO je HEOIXOIHO
MpEeIBUJETH CBE €JIeMEHTe KOjUMa j€ OMHUCaH MPOMOTOPCKU CHEUU(PHUIUTET, Tj. KOjU
MOTEHIIMjaJTHO MOTY (PyHKIIMOHAJIHO J1a ce Hajomymwyjy. JlomaTtHo, Beh Ha HUBOY H3y4aBama
npoMOTOpCKoOr cnenuduinutera Moryhe je younTH (IpacTudyHe) mpuMepe MexaHu3ma "mix-and-

match", kao mTO je KOMIEH3amHja OJCyCTBa -35 eleMeHTa moMohy jakor mpopykeHor -10
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elleMeHTa, Koja ce jaBiba y RpoD mpomotopuma. Takohe, y rpymu ECF, xao cTpykTypHO
HajyJaJbeHU]j0] Y ofHOCY Ha rpymy RpoD, ompaBaaHo je OYEKMBATH MPHCYCTBO KBAJUTATUBHO
npyraurjux (T3B. "HekaHOHCKHX'") MHTepaknuja usmehy ¢ ¢akropa u mpomoropcke JIHK, a 3a
KOj€ je HeOoIXo/iHa He3aBUCHA, Je NOVO aHanu3a crienuuImTeTa.

Jla Ou aHanm3a cnenuQUIMTEeTa 3aUcTa OWia He3aBUCHA W MPYXKWJIA KBAJUTATUBHO JIpyraduje
YBHJIC Y OJJTHOCY Ha TpeHYyTHa cazHama o0 unrepakuuju ECF ¢ ¢gakropa ca npomotopckom JTHK,
Ha KOjUMa je 3aCHOBaHa MapajurMa O pUruIHOCTH, TIOYSTHU KOPAK j€ N3ydaBame IPOMOTOPCKOT
cneungunurera 6akrepuodaraux ECF ¢ paxrtopa. @arnu ¢ paxkropu npeinctaBibajy ajgekBaTaH
CHCTEM 3a yO4aBame PyrauMjux peryiaropHux napaaurmu ¢yHkuuonucamwa y ECF rpynwm,
MOIITO Cy YynalkeHu oJ ao00po mnpoyueHux Oakrepujckux ECF mnpencraBhuka. Kako 3a
Oakrepuodarse ¢ (axTope MPOMOTOPCKH CHENMU(HUIMTET Hajuemhe HHUje YHAIpea I103HAT,
BaXaH Wb JUCEepTalMje je M pPa3Boj OMOMHPOPMATHUKMX METojAa, Koje omoryhasajy
npenBuhame (HarHux MpoMoTOpa JAMPEKTHO M3 TEHOMCKE CEKBEHIIE BHpyca, a Koje he Ourtu
eukacHa anTepHATHBA CTaHAAPJHOM mpUCTymy 3a ab initio mpensubama perynatopHUx
enemenata (1j. anroputMuma MLSA). Ycko moBe3aHo ca OBUM IWJbeM je u (mTo je Moryhe
NOTIIYHHU]€) pa3yMeBame TPAHCKPUIILUOHE cTpareruje Oakrepuodara AMPEKTHO U3 T'€HOMCKE
CEKBEHIIE, a KOja je Yy HEeNMOCPEAHO] BE3W Ca paclope oM IMPOMOTOpa Y CEKBEHIU
OaxkTeprodartHor reHomMa.

Kpo3 xomnapatuBHy aHanusy pno0ujeHux mnpeasuhama 3a ¢darne ECF o ¢akrope ca
crienuGUIUTETOM OaKTEepUjCKUX MpeACTaBHMKAa Ouhe 3amodera cucTeMaTcka —aHalu3a
untepakiyja, koje ECF o ¢dakropu u3 paznuuuTux OaKTEpHjCKHX MOJrpyna OCTBapyjy ca
MIPOMOTOPCKUM CekBeHIaMa. I[lperusnuje, OMOMHGOPMATHYKUM MeTojaMa 3a Mopeheme u
aHanmm3y nporenHckux u cekBeHm JJHK texu ce mpensuhamy MOTHBA, KOjH CYy YKIbYUCHH Y
WHUIMjalljy TpaHCKpUIIMje, Mpu deMmy he ciydajeBH KOjU YyKa3yjy Ha KOMILIEMEHTAIH]y
KaHOHCKUX (Hmp. ca -35 enemeHToM, Kao y rpynu RpoD) um mpucyctBo "HexkaHOHCKUX'
WHTEpakIuja OuTh 3aceOHO aHANM3WpaHu, Kao Moryhu mokaszaresbu (GIEKCHOMITHOCTH Y
¢ynkuuonucawy ECF o daxTopa.

Cem mpoydaBama mnpomMoropckor crneuudunurtera y rpynu ECF, Baxan neo aucepranuje
oOyxBara TUPEKTHO TeCTUpame MexaHm3ma "mix-and-match", koje je moryhe camo 3a mo0po
npoyueHe (kanoHcke) ECF mpencraBHuke, 3a Koje je moctymnad Behu Opoj (€KCIepruMeHTaTHO

npeasul)eHrX) MPOMOTOPCKUX CeKBeHIM. Hamme, Tectupame Mexanm3ma '"mix-and-match”
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3acHUBA ce Ha OMO(U3MUKOM MOJENy TPAaHCKPHIILIMOHE UHUIIMjalkje, KOju oMoryhasa mpoueHy
€Hepryuja WHTEpakKIyje MPOMOTOPCKHX elleMeHaTta ca o (haKTOpoM, Kao M JIOTPHHOCA OBUX
€Hepryuja MHTEPaKIMje KUHETUUKUM TapaMeTpuMa WHHLHjaIje Tpanckpunimje. C THM y Be3H,
HEOIXOJaH j€ JOBOJBHO OOMMAaH CKYIl MPOMOTOPCKMX CEKBEHLM KaKO 3a IapaMTepu3alujy
MaTpulla, TaKO U 3a JUPEKTHO KOPEJIHCae CHAara pasiMdUTUX MPOMOTOPCKUX eJIeMEHaTa.
OsakBy moryhnoct npyxa ECF npeacraBHuk oF u3 E. coli, 3a KOJH j€ JOCTYIIaH PEIATUBHO
BEJIMKH Opoj mpoMoTopckux cexBeHiu (~60) [98]. Cem o, jomr jeman kamomckun ECF o
MpEeACTaBHUK (") nocenyje Behu 6poj ekcepuMeHTaIHO yTBpheHux npomotopa (~30), mro ra
Takol)e YMHU MOrOJHUM KaHIuaaToM 3a aHanu3y [99]. Pesynararu kopenannone ananuse 3a ECF
o (akTope Ouhe ymopehenu ca pe3yaratuma JAOCTYMHHUM 3a nmpumapHe RpoD o dakrope, koju
MpeACTaBIbajy A00po MpoydeHy pedepeHily 3a MpoleHy 3Hadaja qo0ujeHux pesyirarta. Hamme,
nopeheme pesynrara 3a rpyne ECF u RpoD mpyka yBua y TO Kako pa3iuuuTa CTPYKTypHA U
(YHKIMOHAIHA OrPAHMYCH-A Y HAjAMBEPreHTHHjUM G 0 TIpylaMa yTHYy HA HCIIOJbABambe
MexaHu3Ma "mix-and-match", mpBEeHCTBEHO KpO3 yod4aBame 3HA4Yaja Pa3sIMYUTUX KHUHETUIKHX
napamMerapa y MHUILHjalHju TpaHCKpHIIIHje 3a oapeleHe rpyme o0 dakrtopa.

Baxan acnekr kopenamuone ananmuze y ECF rpynu (mpeuusnuje, nopehema mobujeHux
pesyaTara ca rpynoM RpoD) je ycnocraBspame Bese m3mel)y orcera ucrosbaBama '"mix-and-
match” edekra (koju ce kBaHTH(UKYje OAroBapajyhuM KOpeIalroOHUM KOoehHIIMjeHTHMA) |
BEJIMYMHE CUTMYJIOHA HCITUTHBAHOT G (akTopa. OBUM ce poBepaBa HHTYHTHBHA TPETIIOCTABKA,
0 KOjOj je CTEIeH IIejoTponuje ¢ PpakTopa TUPEKTHO MOBE3aH ca ONCEroM HCIoJbaBama "'mix-
and-match" edekra, a Ha K0joj ce 3aCHMBA M MPETIOCTaBKa O OJICYCTBY OBHX e(ekaTa y rpyrnama
anTepHatuBHUX © (akTtopa. Mako ¢enomen "mix-and-match" mHXEpeHTHO jecTe MmoBe3aH ca
BapujaOuimHOmNy elieMeHara, KopeJalioHa aHalh3a HaM Jaje TPOILEHY OICera HeroBOT
UCTIOJbaBakha y MOMYJIAlUjU MPOMOTOPCKUX CEKBEHIH, Tj. YBUA Yy KOjO] MEPH je MeXaHH3aM
eKcruioatucal ((QpU3MOJOMIKK peJeBaHTaH) 3a (YHKIMOHHCAkE KOHKPETHOT G QakTopa y
nenuad. [Ipennsanje, mocTu3ame jakux Kopenanuja (orcera KOMIUIEMEHTallje) Huje oapeheno
caMo TpHUCyCTBOM Behe armcomyTHe BapujaOUITHOCTH TPOMOTOPCKUX eJeMeHara, Beh, jomr
OWTHHUje, ¥ ydecTaJolhy ca KOjoM yodaBaMO KOETr3HCTEHIH]y cliabuje U 60Jbe KOH3EpBUPAHHUX
elleMeHaTa Ha HUBOY I[I0jeIMHAYHUX MPOMOTOPCKUX cekBeHIM. C THM y Be3H, Mamba

BapHjadMIIHOCT MTPOMOTOpCKUX enemenara anrepHatuBHUX (ECF) o ¢akTopa He 3Ha4M HYKHO H

41



Mambe HU3PAKEHY/OJCYTHY KOMIUIEMEHTAlM]y HUXOBHX CHara, y OJHOCY Ha MPOMOTOpPCKE
cekBeHIle mpuMapaux RpoD ¢ daxropa.

CyMapHO, TNOCTaBJbEHH IMJBEBH JIOKTOPCKE IHCEpTalMje MpPEACTaBJbajy OCHOB 33 CTHUIIABE
3HA4YajHO KOMIUIETHHMjEr yBHJa y MeXaHu3aM (QyHKuuoHucawa ¢ (akropa ECF rpyne, koju y
OakTepujckuM henmjama ojpiKaBajy XOMEOCTa3y y YCJIOBHMAa JI¢jCTBAa IIMPOKOT CIIEKTpa
CTpecopa, MOPEeKJIa yIIaBHOM M3 CIIOJhAIIE CPEAWHE, Kao W 3a Moryhy peBH3Hjy HEKUX O]
TPEHYTHHX MapaJuIMUd O WHHULUPAkY TPAHCKPHIIIHMjEe KOJ OBE Tpyme. YjemaHO, IMOCTAaBJLEHU
IIJBEBHU Cy U TOJIa3HA Tauyka 3a Jajba MCTpakuBama (OMonH(pOpMaTHYKa U eKCIIEpUMEHTAIHA),
ycMepeHa ka nmorBphuBamy "mix-and-match"-a kao oGjenumyjyher Onodusndkor mMexaHu3Ma

WHULIAPakha TPAHCKPHUIIIN]E Y IEJIIOKYITHO] 60 hamuuju.
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3. METOJIE

VY HapeqHHM TOTJIaBJbUMa U3JI0KEH je METOHOJIOMIKH PUCTYI 32 N3ydaBamke KBAJTUTATUBHUX H
KBaHTUTATUBHUX aclieKaTa MEeXaHW3Ma TPAHCKPUIIIMOHE WHHUIHUjallUje y TPYIU alTepHATUBHHUX
ECF o ¢daxTtopa. AHanu3za noumme npoydaBameM Oaktepuodarnux ECF mpencraBHuMka Kao
HAjAMBEPreHTHUJUX Yy TPYyIH, Yy CKJIONYy OHOMH(POPMATHYKOI H3y4daBama BHUPYCHE
TPAHCKPUIIIIMOHE CcTparervje TokoMm wuHpeknuje. C 003UpoM Ha JOCTYITHOCT AHOTHUPAHUX
TE€HOMCKHX CEKBEHIIH 3a mpoydaBaHe O0akreprodare na GenBank-y, bnonndopmarnuka aHanmsa
TPAHCKPUIILIMOHE CTpaTeruje CBOAM C€ Ha mpeaBubama MPOMOTOpa, KOja HHTErpucaHa ca
uH(popManrjoM O (YHKIIMOHATHO] aHOTAIlMjU T'eHa J1ajy CIUKYy BPEMEHCKOT o0paciia BHPYCHE
reHcke ekcrpecuje. [Ipomoropu 3a 6akrepujcku RpoD o dakrop (y renomy Gakteprodara 7-11)
JEIHOCTAaBHO ce mMpeABuhajy cTaHAApAHOM HAJAIVIEJAaHOM IPETparoM MoMohy MaTpuiia TEeXHHe
[96], mox je 3a mpenBuhame mpomortopa 3a ¢arne o dakrope (u PHKII) pa3Bujen HOB
METOOJIOIIKH TPUCTYI, KOjU C€ 3aCHHMBA Ha TMOpaBHAIby MHTEPTEHCKUX PErHOHA y MapOBHMa
[100].

Ha npenuhama mpomortopckor crnemudunurera 3a ¢arie ECF o dakrope HamoBesyje ce
cucTeMaTcKa aHaJln3a KBAJIMTATUBHMX acriekara GyHkuuoHucama y rpynu ECF, koja oOyxBara
CBE JIOCTYIIHE GAKTEpHjCKe MpeICTABHIKE (KAHOHCKE HIAHOBE G- M G'' M MPEICTABHIKE OCTATHX
~40 ECF noarpymna) [101], 3a koje ce ceM MpOMOTOpPCKE CTPYKType JeTa/bHO W3ydyaBa U cama
MIPOTEMHCKA CEKBEHIIa. 3a nu3ydaBame (mpeasuhame) ECF nmpomoTopa mo3naror cnenudumnmurera
KOPHCTU Ce HaArjelaHa mperpara nomMohy Marpuiia TeKUHE, IOK C€ 3a M3ydaBame MPOMOTOpa
HEMO3HATOT CrIeNU(HUIMTETa TPUMAPHO KOPUCTE AITOPUTMH 32 JIOKAIHO MopaBHame Beher 6poja
cekBeHim (MLSA), koju mpenacraBibajy cranaapHe metoze 3a ab initio mpensubame MOTHBA.
HonatHo, 3a npeasuhamwe ECF npomoTopa unju MOTHBH HHUCY yHampe] MO3HATH, a KOJU MOTY
OUTH TPUCYTHH y MajoM Opojy BHCOKO KOH3EpBHpPAaHMX IOHOBakKa, MPUMEHY)jE CE€ METOJ
NopaBHaBaWba CEKBEHIIM Y MapOBHUMa, pa3BHjeH 32 OMOMH(OPMATHUKY aHAIN3Y (parHUX reHoma.
IlopaBHaBame CEKBEHLU y MapoBUMa (JIOKaJHO M TI7100aIHO) €KCTEH3MBHO CE€ KOPHCTHU M 3a
n3ydaBame nporenHckux cekBeHun ECF o ¢akropa, KoHKpeTHO, 3a mnpeasubhame u

kommnapatuBHy aHanusy JIHK-unteparyjyhux nomena (o, u 04). [IpoTeMHCKE CEKBEHIE ©
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¢akrTopa y 6axrepujckum ECF moarpynama rio6anHo ce mopaBHaBajy u 'y Behem Opojy, paau
jacHor npenBuhama QYHKIMOHATHUX (KOH3EPBUPAHUX ) MOTHBA O] HHTEpEca.

C npyre crpaHe, KBaHTHTAaTHMBHA aHaiM3a MexaHu3Ma ¢yHKnuoHucawma y rpymu ECF (1j.
TeCTUpame MexaHu3Mma "mix-and-match") Bpmm ce camMoO Ha E€KCIEPUMEHTATHO NpeaBuleHuM
IPOMOTOPHMA KAHOHCKHX MPEICTABHUKA, G- i G, momMoly KOpeaIioHe aHaIN3¢ 3aCHOBAHE Ha
Onodu3nyKOM Mojeny TpaHCKpHUIlMoHe WHHIMjanuje. Ha ocHoBy (de NnOvVO) mopaBHaTHX
IIPOMOTOPCKUX €J€eMEHaTa KOHCTPYMILY C€ MAaTpule TeKUHE, Koje OMoryhapajy NpoLEHY
eHepruja HHTepakuuje o (akropa ca JBOJAHYAHUM M jEJAHOJNAHYAHUM E€JIEMEHTHMA
aHamM3upaHux npomoTopa. Kopemucamem 100HMjeHHX BpemHOCTH J00Mja ce€ CHCTEMaTcKa
MPOIICHA O CTeNeHy (YHKIIMOHAITHOT HAJO0MYyHaBamka MPOMOTOPCKHX €JIeMEHATa U KHHETUIKUM
CBOJCTBHMA IIPOMOTOPCKOTI OArOBOPA, LITO NpeACTaB/ba OUTHY HHPOPMALIU]Y O OIICETY U HAUUHY

ucrosbaBama "mix-and-match" epexra y rpynu ECF ¢ ¢axropa.

3.1. CkynoBM aHAJIU3MPAHUX CEKBEHIIH

3.1.1. Cexsenne JJHK

3a OuomHpOpPMATUYKY aHAIM3y TPAHCKPUIIIMOHE cTpareruje Oaktepuodara, OIHOCHO
Mpero3HaBame 0AroBapajyhnx MpoOMOTOPCKUX CEKBEHIIH, KOPUIThEeH! Cy MHTEPTEHCKU PETHOHH,
u3/BojeHu u3 reHoMckux cexkBeHuu 7-11, phiEco32 u XplO0, 3a xoje je aHOTanuja IOCTyIHA HA
GenBank-y. Ipensuljenun mpomoropu 3a ¢arae ECF o daxrtope 7-11 u phiEco32 cy name
kopuithenn y anamu3u crneuudunurera y ECF rpymnwm, 3ajenHo ca mpoMmoTopuma Koje
npenosuajy: o- u3 E. coli, ¢/ u3 B. subtilis u ECF o daxropu 6akrepujckux noarpyna ECF28 u
ECF32, npu yemy ce npomoropu RpoD o dakropa u3 E. coli kopucte xao n1o06po mpoyueHa
pedepenta.

CKyll TIPOMOTOPCKHX CEKBEHIM Koje mpemosHaje o° u3 E. coli cacroju ce ox 60
eKCIIEPUMEHTAIHO MpeABU)EHUX MPOMOTOpa U CaJIpKu MopaBHare -35 u -10 enemente [98], npu
YeMy je OCTYIHA U HHPOPMAIlHja O IbMX0BOj aKTHBHOCTH O] IN-VItro ycioBuMa.

[IpoMoTOpCKE CEKBEHIE KOje Mpero3Haje oV noByueHe cy u3 0Oaze momaraka DBTBS, koja

o0jenumyje uHpopmaimje o npomoTopuma U ¢ ¢pakropuma Oakrepuje Bacillus subtilis [99].
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OBaj CKyIl CEeKBEHIIM cacToju o 34 eKCIepUMEHTAIHO MpeABUleHa MPOMOTOpa, O KOjHX je
jenan (y3Boxuo on rena YWDLMN) u30aduen u3 gabe aHanamse, 300r Temikohe y mopaBHaBamy
HETOBOT -35 enemMenTa (KOju Ce pa3JIMKyje 3a HajMame 5 O y 0THOCY Ha KOHCEH3YC).

Ckyn RpoD npomoropa canpxku 322 cekBeHLE ca eKCIEpUMEHTAIHO NpeABUl)eHUM Mouerma
TpaHCKpHUIILIKje, KOje Cy cucTeMaTcky nopaBHate de Nnovo y3 momoh ['mbcose npetpare [18].
CkynoBu @¢arnux ECF npomortopa caapxe camo mnopaBHare -10 enemeHrte, Koju cy 3a
Oakrepuodar 7-11 npenpuhenn 6nonHGOpMAaTHIKOM aHAM30M T'C€HOMCKE CEKBEHIIE, JIOK j€ 3a
6akrepuodar phiEco32 mect ananu3upaHux OpPOMOTOpa J0OMJEHO M3 EKCIEePUMEHTAIHUX
pesyatara [64].

VY 6Gakrepujckoj noarpynu ECF28, anammusupana cy nBa ckymna cekBenuu [IHK 6e3 ynampen
MOpaBHATUX MPOMOTOPCKUX enemeHarta. [IpBu ckyn kopumrheH je 3a HEHaArJeAaHy MpeTpary
ECF28 npomoTtopa u cactoju ce o]l CeKBeHIU ayxuHe 50 011, ToKaJIu30BaHUX y3BOJIHO O] FeHa
KOjU KoJupajy m3abpaHe mpenctaBHUKE (ca Mel)ycoOHO TOBOJHHO Pa3IUYUTUM MPOMOTOPCKHUM
CeKBeHLlaMa; cBU uaeHTudukanuonu 6pojesu — Genlnfo Identifier [GI] npunoxenu cy y Tabenu
M1 na kpajy Meroga). [IpommpuBameM NpBOr cKymna cekBeHIM ca 50 Om Ha NyHY TyXKHHY
MHTEPIeHCKUX peruoHa J1o0ujeH je APYrdM CKyI CEKBEeHLHM 3a Hajarienany nperpary ECF28
poMOTOpa MoMohy MaTpuia TeKuHe (BUAECTH UCIO NoriaBibe 3.3.6).

Y mnoarpynu ECF32 ananmusupanu cy npomoropu koje mnpeno3Hajy ECF32 umanoBu ca
KOH3EPBHPAHUM TPOTEHHCKUM MOTHBOM N-TEPMHUHAIIHO Ol JIOMEHa G4 (TIOTJIEAATH TIOTJIaBJbE
4.2.5 y Pesynraruma). Jleo ananusupanunx ECF32 mpomoropa mpeyset je u3 pedepenie [30].
Hpyru neo mpomotopa npeasuhen je momohy MLSA anropurma, mpu demy KOH3E€pBHpPAHH
MOTHBU HHCY Hal)eHHM y CBHUM CEKBEHIlaMa I1a OBAaKBE CEKBEHIIE HHUCY KOpHIINeHe y N1aJboj

dHAJIN3H.

3.1.2. [IpoTenHCKe CEKBEHIIE

Ckyn aHamM3MpaHWX NPOTEUHCKUX CcekBeHIM canapxu Oakrtepujcke ECF o daxTope
kiacudukoBane y 43 paznmuunte noarpymne [30], o4 kojux cy neTasbHO aHAIU3MPaHEe HOArPYIe:
ECFO1 koja caapxu o"'; ECF02 koja caapxu o°; ECF28 koja je macpoamuja darsom ECF o
¢baxropy 7-11; u monrpyna ECF32.
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Amnanusupasne cy takolhe ceksenue ECF o akropa, koje koaupajy renomu 6akreprodara 7-11 u
phiEco32, a koje cy noByuene u3z GenBank-a. Ananusupane nporenHcke cekenue (~44,000 o

(dakTopa) knacupukoBaHe Kao wiaHoBU rpymne RpoD, Takohe cy noByuene n3 GenBank-a.

3.2. U31Bajam-e MHTEPreHCKUX PeruoHa U3 0akTepuoarHux reHOMCKHUX
CeKBEHIH

WNHTepreHckn peruoHW M3 TEHOMCKE CeKBeHIe Oakrtepuodara 7-11 wm3mBojeHM cy mpema
koopaunHatama u3 GenBank anortanuje u noxpesseHM Ha 3 CKylla CEKBEHLM, KOJU OAroBapajy
CeKBEHIIaMa y3BOJHO OJ 1) CBUX IeHa Yy TIe€HOMY, i) reHa ca "+" TpaHCKpUILIMOHOM

n_n

opjeHTaIujomM, iii) TeHa ca TPAHCKPHUITIIMOHOM OpjEHTAIMjoM. Y CBaKOj TPYIH, OpjeHTAIH]ja
IUPEKTHOT JIaHIIA OJroBapa CMepy y KOM C€ HHM3BOJHHM T€HH TPAHCKpUOYyjy Ma Cy Hajasbe
NPETPAKUBAHH CaMO JUPEKTHU JIAHIM HW3[IBOJCHUX HMHTEPreHCKHX pEeruoHa (TIPOMOTOPCKH
MOTHBU HEMajy HAJUHAPOMCKY CHUMETPHUjy). Y3€BIIM y O03Up TUINHMYHY TYXKUHY HPOMOTOpA,
M3/IBOjEHU Cy CaMO MHTEPreHCKH pernoHu nyxu ox 50 6m. bynyhu na y u3BecHuM ciydajeBuMa
MIPOMOTOPCKM €JIEMEHTH MOTY Ja c€ Mpekione ca 3’ KpajeM y3BOJHOT TeHa, 5’ KpajeBH
MHTEPIeHCKUX PErroHa MPOJy>KEHH Cy y3BOAHO 3a 30 O, mpu ueMy Cy OBH JYKH HHTEPTCHCKH
peruonu Kopuihenu 3a npeasuhame MIPOMOTOPCKUX eneMeHaTa. Ha ucTH HauMH Cy U3/IBOjeHU U
MHTEPTEeHCKN PErMOHM M3 TEHOMCKHX cekBeHIU Oakrepuodara Xpl0 u phiEco32, Ha xojuma je

TecTUpaHa eUKaCHOCT HOBOT METO/a 3a MpeaBHulamke MPOMOTOPCKOT ceUpUIUTEeTa (ParHux o

¢dakTopa u PHKII.

3.3. IllopaBuama cexkBenun JJHK

3.3.1. [lopaBHama Beher Opoja CeKBeHIIN

3a nokanHa nopaBHama Beher Opoja cekBennu JJHK kopumihena je ['mbcoBa nperpara (mporpam
Gibbs Motif Sampler) [91] xao cranmgapmau anroputam MLSA 3a ab initio npeasuhama kpaTkux
nereHepucanux motusa. [Iporpam Gibbs Motif Sampler kopunihen je y onmujama Site Sampler
u Motif Sampler. [lokperawem onuuje Site Sampler, anropuraM npoHanasyu Ta4yHO jeaH MOTUB

y CBaKoj MpPETPaKMBaHO] CEKBEHLM, LITO jé ONTHMAJHO 3a ClIydaj KajJa ce cMaTpa Ja BelluKa
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BehMHa aHaNM3MpaHUX CEKBEHLIU Caap»KH KoH3epBHpaHu MoTuB. C apyre crpane, onmuja Motif
Sampler omoryhaBa mpemo3HaBambe MOTHBa KOjH HHCY NPUCYTHH y CBHM TPETPAXKUBAHUM
CEKBEHI[aMa, OJHOCHO y3uMa ce y 003up MOryhHOCT J1a HEKe OJ] CEKBEHIIM HE CaapiKe
KOH3EpPBUPAH MOTHB, JOK Jpyre CEKBEHIIE MOTYy CaJpiKaTH BHIIE MOHAaBJbamka MoTuBa. [lpu
OBOME, QJITOPUTaM Y TOCIEAHEeM IHKIYCY MpeTpare, y KpajibeM MOpaBHAWKY 0]1aje/0ay3uMa
MOTHBE W3 MPETPAKUBAHNX CEKBEHIIM Y 3aBUCHOCTH O]l IOTPUHOCA HH(OPMAIIHOHOM CaJIpiKajy
nmopaBHama (KOjU ce y3uMa 3a CTaHJapJIHy Mepy KoH3epBauuje MoTuBa). Ctora, yKymaH Opoj
npenBul)eHNX MOTHBA 0 MPETPAKMBAHO] CEKBEHIM Y 3aBPIIHOM MOpPaBHAKY MOXKE OUTH U Behu
1 Mawu of 1.

[Ipu cBakom nokperawy nporpama Gibbs Motif Sampler npeTpakuBan je caMo IUPEKTHH JIaHALl
JHK, npu dyemy je Opoj OYEKMBAaHMX MOTHBA IO MPETPAKUBAHO] CEKBEHIM IMOJEIICH Ha 1.
Jly)kuHa MOTHBA TMOJICIIaBaHA j€ HA BUIIE PA3TUYUTUX BPEJHOCTH MPU aHAIMU3H HUCTOT CKyTMa
nojaraka (1a Ou ce mpoBepuia MOCTOjaHOCT MPeIBUl)CHOT MOTHBA), TOK CYy OCTaH MapameTpu
OWiIM Ha MOJpa3yMEeBaHO MOJCIICHHM BpEIHOCTHMA Yy anroputmy. lloctojaHocT mpenBubama
(daraux npomoTtopa (y renomuma 7-11, phiEco32 u Xp10) Tectupana je u mokperameM nperpare

y nporpamy BioProspector, unju ce pan rakohe 6a3upa Ha ['m6coBoj nperpasu [102].

3.3.2. [Ipensuhame daraux npomoropa nomohy anropurama MLSA

[TpBu npuctyn npeasuhamy MPpoMOTOpCKOT crenupumurera Garuux ¢ (akropa je kopunrheme
nBa mporpama MLSA, 3acHoBana Ha I'mOcoBoj mperpasu — Gibbs Motif Sampler-a wu
BioProspector-a. TIporpam Gibbs Motif Sampler kopumihen je y ommuju Motif Sampler, mpu
yeMmy je QyXKMHa MOTHBA TMOfelIeHa Ha 9 (3a MHTepreHcke permoHe Oakrepuodara 7-11 u
phiEco32) u 18 6m (3a uHTepreHncke peruone Oakrepuodara Xpl0). 3a Gakrepuodare 7-11 u
phiEco32 nyxwuHa MoTHBA je u3adpaHa y CKiIaay ca ayuHoM -10 eremeHTa (OQHOCHO 30MpOM
JTy>)KHHA MPOAYKEHOT U Kpatkor -10 enemenTa) 3a RpoD o dakrope, Oyayhu na u RpoD u param
G (akTopu mNpHIanajy mpoTemHckoj dammmmju o °. 3a Gakreprmodar Xpl0 myxmHa MOTHBA
noyierieHa je npema ayxxkuau npomoropa PHKII kojy xomupa 6akrepuodar T7, xoju je cnudan
PHKII Gakrepuodara Xpl0. ¥V mporpamy BioProspector cy 3a mperpary neduHucaHe ucre

oyxuHe MoTHBa Kao 3a Gibbs Motif Sampler; y 06a nporpama je npeTpakxuBaH caMO AUPEKTHU
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nanany JIHK. Ocranu mnapamerapu mperpare OJroBapajy MOAPa3MEBAaHO IOJCHICHUM

BpPCAHOCTHMA.

3.3.3. [Ipensubame parHux NpoMoTOpa NOpaBHABAKHEM CEKBEHIIM y MapOBUMA

Kao antepnatuBHa cTpareruja 3a npeasubhame GparHux mpoMoTopa pa3BHjeH je MPUCTYI KOJU Ce
3acCHUBA Ha TIOpaBHaWY (arHUX MHTEPreHCKHX pPEeruoHa y mapouma. [Ipuctym je peann3oBaH
nomohy BLAST-a (Bep3uja blastn, onmmja blast2seq) [103]. OBaj antepHaTHBHU TPUCTYI je
no6po npunarohen ocoduHu (harHuX MPOMOTOpa Ja c€ y TCHOMHUMA THITMYHO jaBJbajy Y MajoM
Opojy moHOBaka, Koju cy no0po kouszepBupanu. [Iporpam BLAST kopumihen je ca yHampen
3aJaTUM TapaMeTpuMa, y3 M3y3eTak MojelliaBamba MUHUMAIIHE JTy)KUHE TIOpaBHaWma Ha 7 Or.
bynyhu na cy renu Oakrepuocdara 7-11 opraHunzoBaHM y JABa JUBEPreHTHO TPaHCKpUOOBaHA
knacrepa (xmactepu "+" m "-"), mpernocTtaBka je aa Ou mpBU (HAjy3BOJHH]H) MHTEPreHCKH
peruoH y OapeMm jJemHOM KiacTepy Tpedalio Ja caapXd Makap jedaH mpumepak (arnor
pOMOTOpa — Yy CYHNPOTHOM, T€HH Y3BOJHO OJ] NMPOMOTOpA JIOKAIM30BAaHUX YHYTap T'CHCKOT
Kjactepa He OM Owin TpaHckpuOoBanu. CXOAHO TOMe, y TpeTpa3u ce IMOpaBHaBa IPBU
MHTEPTEeHCKU PEruoH u3 Kiactepa "+" (Koju caipku CTPYKTypHE, HajBepOBaTHH]jE KacHe TeHe) ca
caMHM cOOOM W TPEOCTaJMM WHTEPreHCKHM perrHoHuMa. Takole, W mpeocTann WHTEPreHCKH
peruonu kiacrepa "+" MeljycoOHO ce mopaBHaBajy, paju Mperno3HaBama (HarHUX MPOMOTOpa Y
Clly4ajy FHXOBOT OJICYCTBa W3 IMPBOT HMHTEPIEHCKOT PErHOHAa CTPYKTypHOT Kiactepa. Kao
MOCTeIlbU KOPaK, Ha CBUM MHTEPreHCKMM pernoHMMa 00aBjba ce M HaJrJielaHa mperpara, paau
MPETo3HaBama U OHUX MTPOMOTOPCKUX TIOHOBAKa KOjH Cy 300T ciiabuje KoH3epBalyje uin kpahe

Iy>KUHE MOTJIM OMTH MPOIYIITEHN Y HHUIMJAIIHOM LIMKIIYCY MpeTpare.

3.3.4. Jlorou IHK cexBeniu

3a mpaBmeme Jjoroa JIHK cekBeniu kopumihen je mporpam enoLOGOS [104], kao u
onropapajyha ¢ynkuuja us MATLAB-a (MathWorks). enoLOGOS u MATLAB kopumnrhenu cy
ca IMo/pa3yMeBaHO IOJEUICHUM MNapameTpuma, y3 usy3erak GC-cactaBa Koju je y mporpamy

enoLOGOS 3acebHO nojienIaBaH 3a CBaKU aHAJIM3UPAH CKYII CEKBEHIIH.
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[Tporpamom enoLOGOS cy mpassenu norou 3a ¢arue (7-11 u phiEco32), ECF o-uo, u
RpoD -10 enemenre, 3a Koje Cy CKYIOBH Io/1aTaka Ae()UHUCAHN Y TTIOYETHOM IOTIaBJby Merona.
[lopaBHama POMOTOpA G- U G HpBO Cy mpoBepeHa mporpamoM Gibbs Motif Sampler (mpu
yemy je y o0a ciydaja 0OMjeHO MOpaBHAIKE KOje ce MOoayAapa ca MOpPaBHAKEM M3 U3BOPHOT
CKyIla CEKBEHIIN), a TeK MOTOM KopulitheHa 3a joroe -10 enemenara y3 noaarak 3 y3BojaHa Or. 3a
npomotope 7-11 joro je mpaBsbeH o -35 enemeHaTa, NMPENO3HATHUX Y3BOJIHO OJ ABE (parHe
MIPOMOTOPCKE CEeKBEeHIIE. -35 eneMeHT 3a Tpehu (garuu mpoMoTop U30CTaBJBEH j€ U3 JIoroa 300T
U3pakeHe JereHepaiuje, Koja 3HA4ajHO HapyllaBa MOpaBHame. Paau mpukaza HEKaHOHCKHUX
unrepakiyja m3mehy ECF ¢ ¢akropa u BUX0OBUX IPOMOTOpA, Jiorou cy npaBibean y MATLAB-
y 3a IPOMOTOpPE G- Heakmuene iIN-Vitr0, mPOMOTOpEe G' W NPOMOTOPE MPEACTABHHKA TPYyIIC
ECF32.3a¢" uo" IIPOMOTOPE JIOTO j€ HaIpaBJbeH o1 oaroBapajyhux -10 enemenara, 3aje1Ho ca
CEKBEHIIOM CIiejcepa, Koja ce MpOoTeXe O HU3BOJAHE TIpaHHlle -35 eleMeHTa, JO0K je 3a

npomotope ECF32 noro npaBsbeH 3a YUTaBY CEKBEHILYy POMOTOpA.

3.3.5. [Ipensuhame koH3epBanyje y y3BoaHUM cekBeHIlama (paraux phiEco32 mpomortopa

Jla 6u ce ucnuTao MPUCYyCTBO KOH3EPBUPAHOT MOTHBA Y cBUM (harauM phiEco32 npomoropuma,
Y3BOJIHE TIPOMOTOPCKE CEKBEHIIE aHaau3upaHe cy momohy mporpama Gibbs Motif Sampler
(ommuja Site Sampler), y ckimaay ca MOpeTXOIHO OMHMCAHOM IMpouenypom. JlyknMHa MOTHBa
nozenieHa je Ha 8, 7 u 6 On (To oAroBapa TUIIMYHO] TY>KUHU -35 eleMeHTa y o0 bamunuju) ga

Ou ce nMpoBepuiIa MOCTOjaHOCT MPEABU)EHOT MOTHBA.

3.3.6. [Ipeasuhame npomoTopa y moarpynu ECF28

Henanrnenana (ab initio) mperpara 6una je mpeu u300p 3a npeauhame MPOMOTOpa y TMOATPYITH
ECF28; mperxonno nedunucan ckyn cexBeHnu JJHK anammsupan je mporpamom Gibbs Motif
Sampler y 06e ommuje (Site Sampler u Motif Sampler; nmornenatu ob6jammemne U3HAM), TPH YEMY
je AyXuHa MOTHBA MojelieHa Ha 7, 6 u 5 On (1ro oArorapa TUMUYHO) AyKUHH -10 eneMeHTa)

3apaJl MpoBepe MOCTOjaHOCTH MpoHal)leHMX MOTHBA. ANTEPHATHBHO, UCTU CKYI aHAJIM3UpPAH je
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Takol)e HeHaATIeJaHOM TIPETPAroM, ajiy MOMohy MeTo/1a MopaBHABaka MHTEPICHCKUX PErHOHa y
naposuma (Buaetu 3.3.3 uzHan).

Hpyru u30o0p 3a mpeno3HaBame nmpomotopa y noarpynu ECF28 Ouna je Haarnegana mperpara
nomohy MaTpHiia TeXHHe 3a -35 elIeMEHT o' (pauyHame eleMeHATa MATPHIE OIMCAHO je Y
noriarspy 3.5). MoTHBH ca HajOOJBMM CKOPOM y CBAaKO] OJ aHATU3UPAHUX CEKBEHIIM O3HAYCHU
Cy Kao -35 eleMeHTH, NpPU YeMy Cy HH3BOJIHH CETMEHTH M3[BOjEHH 3a Jajby MpeTpary

nporpamomM Gibbs Motif Sampler, y nusby npenuhama -10 enemenara.

3.3.7. Ilpensuhame npomotopa y noarpynu ECF32

3a unanose noarpyne ECF32 y unjuM npoTeMHCKUM CeKBEHLama je mpeiBul)eH KOH3epBHpaHU
MOTHB, a 3a KOje HHCY AOCTymHE mpomoTopcke cekBeHie y ped. [30], cneumdbuiurer je
npensuhen nomohy anropurama MLSA. Kopuirhen je nporpam Gibbs Motif Sampler y onuuju
Motif Sampler, npu dyemy je ny’KWHa MOTHBA IOJICIICHA HA THIIMYHY TYXXUHY -10 enemenra, 3a
IpeTpaKuBambe CEKBEHLU Koje ce cactoje ox 100 y3BogHux Om, y OAHOCY Ha IOYETKe

TpaHcnamyje oarosapajyhux rena 3a ECF o daktope.

3.4. IlopaBHaKka NPOTEMHCKUX CEKBEHIIN

3a rmobanHa opaBHama Beher Opoja mMpoTeMHCKHX cekBeHNU KopuirheH je mporpam ClustalW
[92], 3a mopaBhama y mapoBuma BLAST, a 3a mpemno3naBamwe momena CD-Search [105].
[Iporpam Clustal W kopunrheH je ca nmojpa3syMeBaHUM BpeAHOCTHMA MapameTapa y ajiroputMy.
[Tporpam BLAST kopumihen je y Bep3uju blastp ca omumjom 3a mopaBHaBame JIB€ WM BUIIIE
CEKBEHIM (OCTallMM NapaMeTpuMa HHUCYy MemaHe yHampen 3anare BpeaHoctu). [Iporpam CD-
Search kopumihen je Takohe ca yHampesn 3agaTUM TapaMeTprMa, ca M3y3eTKOM Tmpara 3a E-
BpPEIHOCT, KOJH j& y BUIIE KOpaKa CIyIITaH (10 Kpajike Bpeanoctu 10) npu npensubhamy 1oMeHa

04 Y IPOTEMHCKO] CEKBEHITH ¢arHor ¢ ¢akTopa phiEco32.
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[Tpu yrBphuBamy camunoctu u3mel)y ¢aruux ECF (7-11 u phiEc032), kaHOHCKHX OaKTepHjcKuX
ECF (6" u o%), u o daxropa RpoD m3 E. coli, mpoTemHCKe CeKBEHIE aHANM3MPAHE Cy
nporpamom CD-Search, Hakon dyera cy mpeaBuljeHH nOMeHU (O M G4) TOpaBHATH Tomohy
BLAST-a, y3 uszyserak ¢arsor ¢ ¢axropa phiEco32 3a koju je neo nomen ECF kopumthen y
aHaJIHM3H.

3a yrBphuBame cianunoctd uzMely garsor ¢ dgaxrtopa 7-11 u npunagnuka rpyna ECF u RpoD
(ckymnoBU cekBeHIM JedUHUCAHU Yy moriaBiby 3.1.2), mMpoTeHHCKE CEKBEHIE MOpaBHATE Cy Y
napoBuma nomohy nporpama BLAST, no nperxoaHo onucanoj npoueaypu. [lpu ynopehupamy
¢darsor ¢ ¢akropa 7-11 ca o dakropuma u3 rpyne ECF, ananuza je 3aceOHO crpoBeneHa 3a
CBaKy of 43 pa3nuuuTe MOATPYyIIE.

@aruu ¢ ¢akrop 7-11 nomatHo je ynopehuBaH ca ogabpaHUM IpeACTaBHULIMMA W3 MOATPYyIa
ECFOl u ECF28 (matu y TabGenu M1) rnobannum mopaBHaBameM Beher Opoja CEKBEHIH Y
nporpamy ClustalW. IIpu nmopehemy ca moarpynom ECFO1, ckyn aHanm3upaHux mpecTaBHUKA
Cy’KeH je Ha 6 (hakTope umje cy nporeuHcke cekBenle Hajennunuje ECF o gakropy 7-11 (o je
MpoIeHEeHO Ha OCHOBY E-Bpennoctu nmopaBHamwa u3 BLAST-a). C apyre ctpane, npu nopehemy
ca noarpynom ECF28, ckyn cexkBeHIM je Cy)KeH Tako J1a CaJip>kKd IO jeJHOr MpeACTaBHUKA U3
CBaKkor OakTepujcKor pona, koju ce jaBiba y mnoarpymu ECF28. I'mobGanHmM mopaBHameM
aHanu3vpaHa je u nenokynHa moarpyma ECF28, nHakoH dera je HampaBibeH Jioro (momohy
nporpama enoLOGOS) on cermenara, koju ce mpyxkajy oa C-TepMuHyca JIOMEHa Gy J0 TOjaBe
MIpBE Mpa3HUHE y MOpaBHamY (IITO je y HermocpeAHoj 0nm3uHu N-TepMHUHYyca TIoMeHa G4). Mctum
noctynkoM (rno6anmHo mnopaBHame nporpamoMm ClustalW) ananu3upane cy NpOTEHMHCKe
cekBeHIle onabpanux npencrapauka noarpyna ECF02 u ECF32, npu uemy je 3a o6e moarpyrme
HampaBJbeH Joro nmomohy mporpama enoLOGOS 3a cekBeHIle y KOjUMa je MpHU MOpaBHAabY
Mperno3HaT KOH3epBUpaHU MOTuB. [Ipu mpaBsbemy J0roa CeKkBeHIIaMa MpenBU)eHHX MOTHBA
NPUKJbYYEHU CY U OKOJIHM HU3BOJHH CEIMEHTH, paju OOJber yodaBama CTEleHa KOH3epBallyje

npenBuleHor MOTHUBA.
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3.5. Koncrpyucame MaTpuia TexxnHe

Cem 3a HaarienaHy mpeTpary ImpoMOTOpa, MAaTpHIE TEXHHE KOPHCTE C€ W 3a KOpENaIlHoHY
anam3y kaHoHckux ECF mpomotopa. C TuMm y Besu, MaTpulle cy AepHuHUCaHE 32 IIPOMOTOPCKE
cekBeHIle Koje mperosHajy dakropu ECF 6 u 6" (CKyIOBH CEKBEHIM OIMCAHH y IIOTIIABIbY
3.1.1), mpu uemy cy 3a o= kopumhieHa MOpaBHAIA -35 eIEMEHTA, MPOIYKEHOT W KpaTkor -10
€JIeMEHTa, Ka0 W TOpaBHAKE MOTHBA TpEABUNCHOT y crejcepy (BuaeTu moriasibe 4.2.5 y
Pesynraruma), 1ok je 3a oV KopuitheHo camo mopaBHame -35 enemeHTta. Martpuiie ¢y, Takohe,
neduHHCcaHe 3a mpoMoTope Oaktepujckor RpoD o dakropa.

Marpurue 3a 6akrepujcku RpoD ¢ dakTop, Koje ce KopucTe 3a npeTpary IpoMoTopa y FeHOMCKO]
cekBeHIM Oaktepuodara 7-11, koHCcTpyucaHe cy paau Behe TauHOCTH TpeTpare Ha OCHOBY
HOBOT, TIpelM3HUjer mopaBHama RpoD mpomortopckux enemenara E. coli [18]. OBo HOBO
nopaBHame omoryhasa: 1) mpenusHo aeduHUcame Matpula Texune 3a -10 u -35 npomoropcke
eJIEMEHTE, 11) y3uMame y 003Up pa3IMYUTUX CKOPOBA KOjJU OJrOBapajy NPOMEHJBHUBOM PacTOjamby
n3mel)y HaBe[eHHMX elleMeHaTa, 1ii) popMupame 3ace0He MaTpHIle TEXKHHE 3a mpoxyxkeHu -10
eneMeHT (Tj. -15 emeMeHT, ako ce y MaTpuIly YK/bYYH M Hajy3BojHHja Oa3a -10 ememenrta [18-
19]. Tlpar npetpare 3a npeasubhama ce eMnupujcku ojapelhyje, mro je 3a nmpeausubama RpoD
npomMoTtopa y reHoMy 7-11 neraspHuje NpoAucKyTOBaHO y noriassby 4.1.2 y Pesynraruma.
Enementn Mmatpuiie TexxuHe — W,;, KOjU Ae(PUHUIIY KBAaHTHUTATUBHHU JONPUHOC Oaze a Ha

MO3MIIMjH | Y MOTHBY, padyHajy ce Ha ocHOBY m3pa3a [80, 106]:

_ NVqit Pa
We,i = log (pa(n+1)) (3.1)

rje je ca m o3HaueH Opoj MOTHMBA y IIOpaBHamWy IO KOM C€ MaTpuua (opmupa, a ca Vg
y4YecTanocT TojaBJbuBama 0a3e o Ha MO3MIMUjH | y mopaBHawy. Ca p, je 03Ha4YeHa MO3aIuHCKA
ydecTtayiocT 6a3e, 0K WiaH p, y Opojuoiy (T3B. "mceymo0poj") mpeacraBiba KOPEKIH]y 3a Maje
BpeAHOCTH 1 (Buaetu YBonx 1.4.1.1).
Texxune koje oAroBapajy pazIHUUTHM JAy>KMHAMa CIejcepa padyHajy ce y CKIaay ca u3pa3oM
[18]:

w; = log(v;) (3.2)
IpHU YeMy W; 03Ha4aBa TeKHHY CIiejcepa My »KUHE I, JIOK V; 03HaYaBa yuecTaloCT ca KOjoM ce Y

MOpaBHAKY T0jaBJbYj€ CIIEjCep IaTe TyKUHE.
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duHAHO, 0/1 CBaKe KOJIOHE Y MAaTPHIIM OAy3MMa c€ BPEAHOCT 3a 0a3y Koja ce Ha JaToj MO3ULUjU
110jaBJbyje Y KOHCEH3YCHO] CEKBEHIIM MOTHBA, YAME CE TIOCTIDKE Ja CKOP MATPHIIE 32 KOHCEH3YC
uma BpenHocT 0. OcTaiam CKOPOBH MMajy HETaTHBHE BPETHOCTH, IPH YeMy BpeaHOCT Oka 0

03Hau4aBa 00JbU CKOD.

3.6. Kopesraunona anajin3a cHara NnpoMOTOPCKHX eJIeMeHATAa

[TupcoHoBM KOpenanuoHu Koe(UIUjeHTH (Ha IPYTUM MECTHMa y TEKCTY CaMO KOpeIallioH!
koeuijeHTH) W mWHUMa oxaroBapajyhe P-Bpemnoctn wm3pauynHate cy y MATLAB-y mo
MpoLEeAypH KOja ce 3acCHMBAa HAa HACYMHUYHO] MEpPMYTallMjd Tadaka W3 aHAIM3UPAHOT CKyIa
nonaraka. Kopenanuonu KoepUIMjeHTH padyHajy ce€ 3a CBaKy HACyMHUYHY MEpPMYyTaldjy, TpH
YeMy C€ CTaTUCTUYKM 3HAua] 3a pa3siuKy u3Mely KopelannoHux KoeduimjeHaTa y U3BOPHOM U

MepMyTOBaHOM CKYIIy [0JIaTaka Mpouemwyje momohy t-recra.

Tabemna M1. GI 6pojeBu ¢ pakropa kopuntheHuX y CTyaAuju

Hoarpyna Hoarpyna Moarpyna Hoarpyna ECF32
ECF28 ECFOl ECF02 cekBeHLe KopuiheHe 3a
cekBeHLe KopuirheHe cekBeHLe KopuirheHe cekBeHILe kopuihexne TPaBIbEIC npmem—_{crc(_)r
32 BUILECTPYKO 3a BUILECTPYKO 3a BUIIECTPYKO Jroroa; CeFBeHHe y italic-y
NopaBHame ca (harHuM TopaBHame ca (harHum MOpaBHAKE onrosapajy o daxropnma ca
7-11 o pakropom; 7-11 o dakropom AocTynHuM HpOMOT,OPCAKHM
nperpara ECF28 cekBeHlama (071 KOjHX je
— KOHCTPYHCaH NPOMOTOPCKHU
J10r0)

119944707 71281354 120609877 50121015
78486112 109900043 121595577 4581629
24374616 114562024 115351057 9885630
71279207 52784027 194563837 SO
88795792 16077241 107022203 76574797
109897977 56418685 78065711 42601254
54308153 67940793 53725364 8515859
28901545 51893181 53720042 21311396

51891307 83718976

148657909 33602727

134299216 33593421

121594756 16130498

94971553 16272571

116626287 85712966

60681313 114320495

108763948 121996850

146300502 110834500

90023535 88703559

83644624
67153338
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4. PE3VIITATU

4.1. buondopmMaTnyka aHAJIHU3a TPAHCKPUIILIMOHE cTpaTeruje dakrepuodara
7-11

bakrepuodar 7-11, unju je momahmu enrepodakrepuja Salmonella enterica [107], moroman je
MOJIEJI CUCTEM 3a IMPOIEHY €PUKACHOCTH OMOMH(POPMATHYKUX METOJa y NpeaBuhamy BUpYCHE
TPAHCKPUIILIMOHE CTepaTeruje TOKOM HH(peKuuje, ycien HeIoCcTaTKa eKCHepUMEHTATHUX
uHpopMaIrja 0 MEXaHU3MHMa KOJUM Ce PEryJjHIle TeHCKa ekcnpecuja. ['eHom OGakrepuodara 7-
11, xoju ce cacroju on ~90 kOn paBomanuane JIHK, komgupa 30 rena Ha JupeKTHOM
(TpaHCcKpHMIIMOHA oOpjeHTanyja “+’) m 121 reH Ha peBep3HOM JaHIly (TPaHCKPUIIIIMOHA

({3

opjeHTanyja “-”). ['eHn ucTe TPaHCKPUIILIMOHE OpjEeHTAlMje OPraHU30BaHU Cy Y HEUCIIPEKHUaHe
KJlacTepe, KOju Cy pPa3lIBOjeHH IYrauykuM Yy3BOJHHM HMHTEPreHCKMM peruoHoM. Krmacrep Ha
TUPEKTHOM JIAHIly CacTOju c€ OJf CTPYKTYpPHHMX TIeHa, Koju ce KoJ BehuHe OaxTtepuodara
EKCIIPUMHPAJy KacHUje Yy WHOPEKIUjU U YUYECTBY]y y H3TPaabd BUPYCHHX MAapTHUKYJA, JIOK
KJIacTep Ha pEBEpP3HOM JaHIy 4YWHE (YHKIMOHATHU TEHU, ca YJIOTOM y OJpXKaBamy U
excnpecHuju reaoma. Mel)y muma, TeHH Koju KOaupajy ¢ (akTtop u aHTH-G ¢dakTop Koj Behune
OakTeprodara NnpeacTaBbajy KJbydHE €JeMEHTE Yy perysaluju TPaHCKPUIILMOHE aKTUBHOCTH,
Oynyhu na nmoBoae J0 MOTHyHE OJIOKane eKCIpecHje OaKTEepHjCKHX T'eHa, y3 MpeycMepaBame
TPAHCKPUIIIMOHE MalllMHEPHje Ha (harHe MPOMOTOPE, JIOKAIM30BaHE Y3BOAHO O] Jeia BUPYCHHUX
rena [100]. Crora, mpensuhame mnpomoropckor crnenupuiurera 3a ¢arde 6 ¢akTope
MpeJICTaB/ba OKOCHUITY 332 PEKOHCTPYKIH]Y oOpaciia TeHCKe eKCIpecuje TOKOM WH(EKIHje, TIe
OWTaH M0JaTHU W3BOp HMH(pOpMaNHja 1ajy TpeaBubhama 3a MPOMOTOpe G (akTopa OakTepuje
nomahuHa, kao M QYHKIIMOHATHA aHOTalllja TeHa MpeaBuleHnx y parHom reHomy.

VYcenen Hucke e(UKACHOCTH CTaHAApAHUX OMoMH(popMaTHUkux Metoaa (anroputMu MLSA) 3a
npenasuhame mpomMoTopckor crerudunureTa ¢araux o (dakropa [69], oBom mpobiemy
HEOITXOJHO je MPHUCTYIHTH Ca alTePHATHBHO KOHIMITMPAHOM CTPATETHjOM 3a TpeTpary, 300r
yera MOTyhHOCT MOTBpAe A00HjeHNX OMOMH(GOPMATHYKUX TpeaBuhama mpecTaBiba BEH BPJIO
3HayajaH acmekar. 3a Oaxtepuodar 7-11 moryhHoct mnpoBepe poOujeHux mpeasuhama

MocJeInIa je BUCOKOT HHBOA CIMYHOCTH © (hakTopa, KOju Komupa, ca 6 (pakropom komudara
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phiEco32, uuju je mnpomoropcku crneuupuuuTeT onpeheH AeTabHOM EeKCIEPUMEHTAIHOM
ananmu3oM [64]. JlomatHo, Gaktepuodar phiEco32, 3ajeaHo ca jour jeIHUM EKCIIEPHUMEHTATHO
n3yueHuM Oaktepruodarom Xpl0, Moxke TOCITYKUTH 3a MPOIECHY €(PUKACHOCTH alTepHATUBHE
cTpaTeruje mpeTrpare, npu uemy je Ha o0Oa mpumepa Beh moka3zaHO Ja CTaHIapAHA
OnomH(poOpMaTHYKa aHajdM3a HE JOBOAM JO BAJIUIHUX TpeaBuhama MPOMOTOPCKOT
crierduiurera paruux ¢ haxropa/PHKII [64, 68].

CeMm 3a nupekTHy OuMOMH(OPMATHYKY aHAIU3Y BHPYCHE TPAHCKPUIILIMOHE CTpaTeruje,
6akreprodar 7-11 morogan je MoJeN CUCTEM M 32 U3y4aBambe MPOMOTOPCKOT CIEU(PHULIUTETA Y
rpynu ECF, 6ynyhu na je ECF 6 ¢akrop 7-11 canunuju 0akTepujCKUM MPUIIAAHALIIMA TPYIIE Y
onHocy Ha excnepuMmeHTanHo uzydeHu ECF o ¢axrtop phiEco32, mto ra yunu nogecHujuM 3a
kommapatuBHy aHaim3y. ECF ¢ ¢dakTop 6akrepuodara 7-11 MokeMo cMaTtpaTd KaprKOM Koja
nose3yje HajauBeprentHuje wianose rpyne (ECF ¢ ¢axtop phiEco32), 3a koje ce ca Hajsehom
BEpPOBAaTHONOM OUEKyje youaBame KBAaJHTATUBHO JAPYraudjuX pEryJIaTOpPHUX MapajurMH, H
OakTepHujCKe TMpEICTAaBHHUKE, YH]e j€ W3ydaBame N0 caja OWiI0 3aCHOBAHO Ha OTPAHUYECHUM
nH(popmanrjama o crenuPpUIMTETY Majior Opoja KAHOHCKUX (€KCIIEPUMEHTATHO aHATU3UPAHUX )
npencraBHuka. Crora, aHanu3a HPOMOTOPCKOr chenuduuureTa 3a 6 (akTope KoIupaHe
reaomuMa 7-11 wu phiEco32 moxe OuTu u3BOp 3HAYajHUX HHPOpPMAIMja O MEXAHHU3MY
MHULUpakba TPAHCKPUIILM]E Y Ba)KHO] TPyNH alTEPHATUBHUX G (DaKTOpa, alld U OKOCHHIIA
edukacHuje aHaM3e NHPEKTUBHOT HUKITyca 3a pacTyhu 0poj 6akTeprodara ca CeKBEHIIUPAHUM

réHoMumMma.

4.1.1. llpensubhame paraux ECF nmpomoTopa y reHOMCKOj CeKBeHIU OakTepruodara 7-11

[TpBu u360p 3a mpensubhame npomoropa parunor ECF ¢ dakropa y reHOoMcKOj cekBeHmm 7-11
Owia je cTaHaapJHa IpeTpara 3acHoBaHa Ha anroputMuMa MLSA. Ycnen HemoctaTka mporieHe
cratrctHukor 3Hadaja [102, 108] yoOuuajernn kpurepujym BepoaoctojHocT MLSA pesynrara
jecTe TOCTOjaHOCT MOTHBA, KOje 3a MCTH CKyN MOJaTaka IMpHjaBJbyjy Pa3IUUUTH MPOTPAMH
KOHIIUITUPAHW HA WCTOM THUITy alTOPUTMA, WIM Pa3UYUTA [UKIYCH MpeTpare y Ciaydajy
kopunthema caMo jenHor mporpama. 3a npeasuhame ECF mpomoTopa y reHOMCKO] CEKBEHITH 7-

11 npuMemeH je MpBU MPUCTYT — JBa IporpaMa 3acHoBaHa Ha ['uGcoBoj mperpasu, Gibbs Motif
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Sampler u BioProspector, He3aBHCHO Cy MNpEeTPa)KUBAIM CKYIIOBE HHTEPreHCKHX pPETHOHA
JTUBEPreHTHE TPAHCKPHUIIIIMOHE OpjeHTanuje. Hu y jemHOM CKyImy CEKBEHIIM IpeTpara HHje
MpeABHUIEIA TOCTOjaHe MOTHBE, IITO j€ OYEKHBaHA TOCIEIUIIA HUCKE YUECTAIOCTH Ca KOJOM C€
(baruu NpOMOTOPH jaBJbajy Y TEHOMCKO] CEKBEHIIM BHpYyca, 30or yera y MLSA nperparama nako
OuBajy MacKUpaHH CITy4yajHUM MOTBHMA, KOju ce ca BehoM ydectanonihy jaBibajy y TeHOMY.

Kao anrepnarusa anropurmuma MLSA, 3a npeasuhame npomoTropckor cnenuduiurera Gparaux
o (hakTOpa OCMUIBEH je NPUCTYI I/Ie€ € MHTEPreHCKH PEerMOHHM IOpaBHABAjy y HMapoBHMA, a
KOju je 6oJbe mpuitaroheH 3a npeasulambe MOTHBA KO/ KOJUX May Opoj MOHOBAKa MpaTH U Marmba
JieTeHepalyja CeKBEHIIe, IITO je TOTOBO YHHUBEp3ajJHa OCOOMHA MPOMOTOpa 3a G (axKTope
komupaHe (araum reHomuma [69]. KoHkpeTHO, TpHUCTyn mojpa3yMeBa IOpaBHABAHE
MHTETPEHCKUX PpEeruoHa CTPYKTypHOr (Hajuemhe KacHO EKCHPUMHUPAHOT) KiacTepa, yclen
OYCKHBama Ja HEroB Hajy3BOAHMJU MHTEPreHCKM PEruoH caapku OapeM jeJaH IpuMepak
darsor mpomoTopa Koju o00e30elyje ekcmpecujy CTPYKTYpHHX TIeHa y KacHUjuM Qa3ama
nH(pexnurje, HAKOH Oyiokame Oakrepujckor XojoeHsuma. OBme Tpeba MPUMETUTH Ja je
Hajy3BOJIHUJH HMHTEPIeHCKH PErHOH CTPYKTYPHOr KJacTepa YIpaBO OHAj KOjU pas3aBaja
JMBEPreHTHO TpaHCKpuOoBaHe reHe (ca opjeHTanujama "+" m "-") W koju Hajuemrhe caapxu
IPOMOTOpPE 32 eKCIPECHjy JUBEPreHTHO TPAHCKPHOOBAaHMX KiacTepa (apXUTEKTypa
KapaKTepUCTUYHA 3a 10O0po npoyueHu 6akrepuodar A [109-110]).

Omnwucanum npuctymnom npensulena cy yetupu norennujanrsa ECF mpomoropa y HHTEpreHCKOM
pPErHMOHy y3BOAHO Of CTpyKTypHOr kiactepa (Tabema 1) myxwune 12 Om, Koja MOYUEY
muaykiaeotuaoM "TG", 3a kojuM cienu ueHTpanHu KoHzepBupaHu cerMeHT "TGATGT" wu
nponyxkerak y Buny enemeHta "TATA". Ilpensubhena verupum mnoHoBka gyxkuHe 12 On
CTaTUCTUYKH CYy BHCOKO 3HadajHa, Oynyhm ma um je E-BpemHocT mpoiemeHa Ha ~10® 3a
cekBeHIly ayxuHe ~4400 On, mTO OAroBapa YKYIHO] IYXHHHM HHTEPI€HCKUX pPETHOHA Y
CTPYKTYPHOM T'€HCKOM KiacTepy. LleHTpaiHu KOH3epBUPaHU MOTHB IpPEIBUEHUX MPOMOTOpPA
uckopuinheH je 3a JAOAATHU IMKIYC MpeTpare Ha CBUM HHTEPIreHCKHMM PETMOHHMA, C IUJBEM
npenBubama MPOMOTOPCKUX CEKBEHIU Koje cy 300r kpahe Ty>KHHE MOrjie OUTH MPOIYyIITEHE Y
MHHUIM]jATHO] peTpa3u. OBUM NPUCTYIIOM NpeBUl)eHO je 1mecT JOJaTHUX MOTHBA, CTATUCTUYKH
takolhe 3HauajHux (P < 0.05), koju cy nounpanu y3BoHO of reHa aatux y Tabemnu 1. Y3eBmu y
003up 3HaYajHy pa3ivKy y AYXXHHH, MPOMOTOPU TNpeABHNEHH y IMOYETHOM H HAKHAJIHOM

LUKITyCy TpeTpare KjIacu(puKOBaHU Cy, peAOoM, Kao TyTH U KPaTKH MOHOBIIH.
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Ta6ena 1. [lpenBuhenn npomoropcku enementn 3a paruu ECF o daxrtop 7-11. V npBoj K0J0HM NpHKa3aH je
Opoj HU3BOAHOT T'€Ha, IOTOM CJIEIU CEKBEHIa NpelBUl)eHOr MOTHBA, JOK je y HOCIem0j KOJIOHU JaTa FeHOMCKa
KOOpJHMHATa KOja OAroBapa Mo4YeTKy MoTuBa - 5' kpaja "TG" cermenra 3a jyre MOTHBE W IEHTPAIHOI eJieMEHTa
"TGATGT"' 3a xpaTke MOTUBE

T'en Ipeasulenu moTus Tenomexa
KOOpAHHATA
Jyru moHoBIH - "KacHH" IPOMOTOPHU
1 tgtgatgttata 995 6n
1 tgtgatgttata 1091 o
1 tgagatgttata 1056 o
1 ggggatgttata 844 6n
Kpatku noHoBuu — "cpeamu" mpoMoTOpH
1 tgatgtgtaa 1741 6n
1 tgatgtagtc 91 6n
25 tgatgtttgg 26138 6n
88 tgatgtatct 33069 6m
116 tgatgtagac 17568 6n
122 tgatgtaact 12935 6n

JlBe rpymne npeaBuheHMX MOTHMBa (Ayr'Mm M KpaTKH) HajBepOBaTHHUje Cy JBE 3aceOHE Kiace
IPOMOTOpa, Ha IITa yKa3yje W jacHa pa3iiiKa y TEHOMCKO] JIOKanu3anuju. Hanme, 1yru mOHOBIH
npenBulleHM Cy HUCKJbYYMBO  Y3BOJHO OJ CTPYKTYPHOT  KIJlacTepa, HajBepOBaTHH]C
eKCIPUMHUPAHOT y KacHUjUM (a3ama uHeKuuje, yciaen yera ¢y OB MOTHBH O3HAYEHHM Kao
"kacau" mpomotopu. C apyre cTpaHe, KpaTKM MOTHBHU CE€M CTPYKTYPHHX TpPaHCKpHOYjy
HU3BOJHE TeHe (YHKIIMOHATHOT KJacTepa, KOjU C€ Hajuenihe eKCIpUMHUpA]y Tpe KaCHUX, a
HAKOH T'eHa TPAHCKPUOOBAaHMX OaKTEPUjCKUM XOJIOCH3MMOM, YCJIEJ 4Yera Cy OBH MOTHBH
O3Ha4YeHM Kao "cpenmwu'" mpomotopu. Ha Kpajy, BaKHO je HArjacuTu Ja Cy CBU npeaBubeHn
MOTHBH JIOKQJTH30BAaHW HU3BOJHO OJ T€HA KOjU KOJIUpa aHTU-G (aKTop, ITO je Yy CKIAay ca
OYEKUBAKHEM J1a TPAHCKPUIIIIHja peryincaHa (araiuM ¢ (paKkTOpoM MOXKE J1a OTIIOYHE TeK HAKOH

0510Kajie aKTUBHOCTH OAaKTEPHjCKOT XOJIOCH3MMa, a KOjy Y3pOKYje yIpaBo aHTU-G (HAKTOP.
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4.1.2. Tlpensubame 6akrepujcknx RpoD npomoropa y reHOMCKOj cekBeHIM OakTeprodara 7-11

Hakon mpensubhama mpomoropckor crnenuduiurera 3a paran ECF o ¢dakTop y reHOMCKO]
cekBeHIM 7-11, ycaenuio je npenBuhame mpoMoTopa Koje Mperno3Haje 6akTepHjCcKH XO0JIOSH3UM
y3 nomoh no6oJpIIanux Marpuna Texune 3a RpoD ¢ daxrop. Kao kputepujym 3a nedunucame
Ipara mperpare, YMjUM C€ IPEIacKOM CEKBEHIIE CBPCTaBajy y KaTeropujy mpenBuheHux
MIPOMOTOpPa, TOCIYXXHJIO je OuYeKHBame Aa Oakrtepujcku RpoD mpomotopu tpeba ma Oymy
nokanu3oBaHu Ha pesep3HoMm JaHiy JIHK. OBaj kpurepujym je mnocieaunua moryhHocTH
OakTepHjcKor G (hakTopa Ja peryJuiie eKCIpecHjy caMo paHuX (YHKIMOHAIHUX reHa, Oyayhu
a aHTU-G (PaKTOp, Kao jeJaH OJf MPOW3BOAA PaHUX TEHA, KacHUje y HWHGEKIUju OIoKupa
aKTUBHOCT 0aKTEPUjCKOT XOJIOCH3UMA.

Ta6ena 2. IlpenBulenn mpoMoTOpCcKH ejieMeHTH 3a 6akTepujcku RpoD ¢ ¢akrop. Y npBoj KoJIOHM TpHKa3aH
je Opoj HM3BOAHOT TeHa, mTo je mpaheHo -35 eleMeHTOM, Iy>KHHOM crejcepa U -10 emeMeHTOM TpeaBuleHIX
IIPOMOTOpA; TIOTOM CJIeT TEHOMCKa KOOpJIMHATa KOja 0JroBapa mo4deTky MoTusa (5' kpajy -35 enemenTa), 10K je y
MIOCIIEA0] KOJIOHM JaT CKOp MaTpulle TeXHHE 3a cBako mpensubame. Ilosummje Ha kojuma ce mpensuljeHn
MIPOMOTPCKH €IEMEHTH NOAYyAapajy ca oAroBapajyhoM KOHCHE3YCHOM CEKBEHIIOM 000jeHe Cy IPBEHO.

I'en -35 enemeHnt Hdy:xkuna cnejcepa -10 esiemeHT I'enomcka Cxop
ttgaca tataat KOOpIMHATA MOTHBA
151 ttgaca 18 om tatagt 89788 om -2.78
151 ttgaca 18 o taatct 89695 om -2.94
151 ttgcaa 18 6 taatat 89601 6 -3.24
151 ttgccg 18 om tagagt 887 on -3.27
94 atgaaa 19 6m tacaat 30132 om -3.66
96 ttgcct 17 o tatatt 28300 om -3.96
151 ttagta 18 61 taaaat 89566 61 -3.98

OmnucanoM mpetparom mpensuheHo je ocam Oaktepujckux RpoD mpomoropa Ha peBep3HOM
manry JHK (Tabena 2), koju cy IJIOKadM30BaHM HEMOCPEAHO Y3BOJHO WM YHYTap
(YHKIIMOHAJTHOT TEHCKOT KJacTepa, yKJbydyjyhu M MO3uIMjy Y3BOAHO OJl T€Ha 3a aHTH-G
¢akTop. OueknBaH MPOCTOPHU Tpodua H00HjeHnX NpeaBuhama 3HaYajHA je MOTBPAA HHXOBE
¢ynkuuonanHoctu. JlomatHo, y Tabenum 2 youaBa ce BHCOKa CIMYHOCT JBa HajOoosba
npeasuhama ca KOHCEH3yCHUM CeKBeHIaMa ojroBapajyhux RpoD mpoMoTopckux enemeHarta,
HITO yKa3yje /1a akTUBHOCT OBa JiBa IPOMOTOpAa UMa HajBehH y/1e0 y TPaHCKPHUIIIU]H paHUX TeHa,
Tj. 1a ce (PyHKIMOHAIHU KJIacTep eKCIpHUMHUpa Kao JIyradak omepoH. lIpeoctann mpomMoTopH
MOTY JI0JaTHO Jia 110jayajy TPAaHCKPUIIIMOHY aKTUBHOCT ()arHUX IeHa, Koja j€ TUIMUYHO 3HATHO

jaya y mopehemy ca CTONOM TpaHCKpHUMIHje OaKTEPUjCKHX TIeHa, NPU YeMy MPOMOTOPH
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JIOKAJM30BaHW YHYTap caMor KJacTepa HajBEpPOBAaTHMjE€ NPEIU3HO HHUBEIUINY EKCIIPECH]y

cHelU(pUYHUX reHa (HIIp. FeHa 3a aHTU-G (aKTop).
4.1.3. Ilopehemwe renoma Oakrepuodara 7 - 11 u phiEco32

[IperxonHo je ucrakHyto aa Oakrepuodasu 7-11 u phiEco32 xoaupajy concTBeHe ¢ U aHTH-G
¢bakTope, Kao0 M Ja IOCTOJU BHUCOK cTeneH cimyHocTH n3Melhy muxoBux ECF o dakropa.
Canunoct u3mely Oakrepuodara 7-11 u phiEco32 mpucytHa je ¥ Ha HUBOY OpraHusaluje
TCHOMCKE CEKBEHILIE, O YEeMy CBEJOYe CKBHUBAJICHTHE IMO3UIMje TIeHa Yy mpunanajyhum
kiactepuMma. Crora ce nmoTBphuBamy npenasubhama 3a parne mpoMoTOpe y TEHOMCKO] CEKBEHIIH
7-11 MoXe MpUCTYIUTH IMyTeM KOoMIapaThBHE aHayim3e ca Oakrtepuodarom phiEco32, uuja je

TPAHCKPHUIIITHUOHA perynaunja CKCIICPUMCHTAJIHO JACTAaJbHO OKAPAKTCPpHCaHaA.

2.0
phiEco32 promoter

:s,IAATIT ATA

7-11late promoter

G oATCTTATA

2.0

2.0

1.0

bits

0.0
3!
7-11middle promoter

"TCATCT)

Cauka 5. Ilopeheme soroa ¢arnux mpomoropa: Ha crnumum cy, ox Bpxa J0 AHA, PEeOM MPHUKA3aHU JIOTOU
crnenehnx MPOMOTOPCKUX CEKBEHIIH: 1) eKCIIEPUMEHTAIHO NpeABUl)eHUX (arHuX MpoMOTOpa y FeHOMCKO] CEKBEHIIN
6akrepuodara phiEco32 [6], ii) npensulennx ayrux motuBa ("kacHu" (arHu MPOMOTOPH) Y TEHOMCKO] CEKBEHIIN
Oakrepuogara 7-11 (Tabena 1), iii) npeaBuheHnx kpatkux MotuBa ("cpeamu" (arHu MPOMOTOPH) Y T€HOMCKO]
cexBeHIM Oaktepuodara 7-11 (Tabena 1). Jlorom mpoMOTOPCKUX CEKBEHILM Cy MOpaBHATH, NIPU YEMY j€ Ha jeTHO]
No3uIHjH y joroy npomoropa phiEco32 yBeneHa npa3HuHa pajy JIaKIIET yOo4aBamba CIMYHOCTH y CIIEHU(DUIUTETY
6akrepuogaranx ECF o daxropa.

Ha Cnunum 5 npukasano je nopeheme noroa 3a npeasulene npomorope ECF o daktopa 7-11 u
excnepumenTanHo oapehene npomorope ECF o ¢akropa phiEco32. IIpemna camo nopaBHame

HUje TPUBHjAITHO (YOUUTH yMETHYTY 0a3Hy mo3uiujy y joroy phiEco32 nmpomoropa), cmuaHoct
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IPOMOTOPCKUX CHEIM(HUIUTETa je OuHurjienHa, IITO MpPeACTaB/ba jaKy JOJATHY HOTBPIY

IIPOMOTOPCKE aKTUBHOCTH 3a IpeBHul)eHe MOHOBKE y reHoMy 7-11.

phiEco32 genome

[ % 9 Th 9

7 - 11 genome

(T 1y 1 ( 19 %49 )

SR - late genes/promoters ﬁ - phage-specific promoters
&= - middle genes/promoters
C——— - early genes/promoters

- bacterial promoters

Cnuxa 6. Ilopeheme pacmopena mpoMoTopa y reHOMCKOj CEKBEGHIIM M IPyNHCame FeHA MO0 BPEMEHCKOM
oOpacuny ekcrnpecdje TokoM HHpexuuja koa Oakrtepuodara phiEco32 u 7-11: ['eHoMCKe CeKBEHIIE
0akrepruodara phiEco32 u 7-11, ca Ha3HAYEHUM pacmopesioM NpeABHl)CHUX MPOMOTOpPa U BPEMEHCKHM 00OpaciieM
TeHCKE eKCIIpecHje, MpHUKazaHe Cy y TOPHEM U JI0BEM pely Ha ciuny; boje Kojuma cy KoJupaHe pasinduTe Kiace
MIPOMOTOpA U TPYIIE 3ajeJHUYKH SKCIIPUMUPAHNX I'eHa Ha3HAa4YeHE Cy y JIETeH/IN CIIUKE.

Cem no cnenudunurery, ECF npomotopu Gakrepuodara 7-11 u phiEco32 cauunu cy u mo
TEHOMCKO] JIOKaJIM3alHjH, ITO ce jacHO youaBa Ha Cmumm 6. Y reHomuma oba Gaktepuodara
CTPYKTYpHH Te€HH TpaHcKpuOyjy ce ca kacaux ECF mpomoropa; y3BOIHHM CErMEHT
(YHKIIMOHATHOT TEHCKOT KJIacTepa TpaHCKpuOyje ce ca Oakrepujckux RpoD mpomoTopa, mok
HU3BOJHM CETMEHT MCTOr KiacTepa TpaHckpuOyjy cpeawmn ECF mpomoropu. ExBuBanentHa
TeHOMCKa JIOKaJu3alja mpoMoTopa 1ojaaTHo notephyje npeasuhenn cneundunurer 3a ECF o
¢axTop 7-11, anmu 1 mojeTy MPOMOTOPCKUX CEKBEHIIM Ha Cpe/by M KacHy Kiacy. OBre je OuTHO
HarJIacuTH Jia je mpeaBuhame crnenuduiurera paraux ECF mpoMoTopa y TEeHOMCKO] CEKBEHIIH
7-11 BpuieHo 6e3 mpeTXoAHOT KopHihema OWIo KakBUX HH(OpMamMja 0 TPAHCKPHUIIIMOHO]
perynamuju 6akrepuogara phiEco32; 1j. oBa mHpopMmanuja je kopuirheHa HCKJbYYMBO 3a

notBpay Beh nobujennx npeapubama.

4.1.4. Tlpenuhame haruux mpoMoTOpa y TeHOMCKHM CeKBeHIama 6akreprodara phiEco32 u
Xp10

Y nOperxolHOM TMOrJaBjby IPEACTaBJbEHU CY pe3yJaTaTd KOMIIApaTHBHE aHalu3e, KOjH
notBplhyjy npensuhenu npomoropcku crnenudunurer parsor ECF o ¢akropa 7-11. Bynyhu na
je npeno3zHaBarke ECF mpomMoTopa y reHOMcKoj cekBeHnu 7-11 pe3ynraT HOBOT IpHCTyTa 3a
aHanuzy cnenudunutera paruux o ¢pakropa/PHKII, norogHoct oBor mpuctymna TecThpaHa je Ha

reHOMHMa EKCIEpUMEHTANTHO aHanmu3upaHux Oakepuodara, XplO u phiEco32. Kao u 3a
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6akrepuodar 7-11, nmapanenHo cy Tectupanu u crangapaaun MLSA anroputmu, mto omoryhasa
MOTITYHHU]y TIPOIICHY 3Hadaja HOBOT MPHCTYTA 3a MpenBul)ambe MPOMOTOPCKOT CIICUPHUIIUTETA Y
(harHuM TeHOMHMA.

Wuteprencku perumonu Oakrepuogara phiEco32, koju npunanajy kmacrepuma "+" um "-",
MPBOOUTHO Cy 3ace0HO, a MOTOM M 3aje/IHO, aHAIM3UpaHu y3 momoh mporpama BioProspector u
Gibbs Motif Sampler, npu yemy je moOujeHO 1a 3a CBa TPU aHAIM3UpPAHA CKYMa CEKBEHIU
noHoBJbeHa [mMOcoBa mperpara mpHjaBjbyjeé MOTHBE BpJIO PA3NIUYUTE IO CIECHUPHUIUTETY.
ITocrojana mpeasubama n00Mjajy cy Tek mo (opMupamy cKyma 3a MpeTpary OJ CEKBEHIIH

n_n

MHTEPIeHCKUX peruoHa kiactepa "+'" M MHTEPreHCKUX pernoHa kimacrepa "-", 3a Koje Mepema
eKCIIpecHje T€HCKUM YHUIIOM YKa3yjy HpPUIIaJHOCT CpPeAH0] BPEMEHCKO] Kjacu (arHux reHa.
bynyhu 1a MOTUB IIpHjaBJbEH y OBOM CKYIly CEKBEHIIM OJroBapa KOHCEH3YCYy €KCIIEPUMEHTAIHO
onpehenux ECF mpomotopa — "TAATGTATA", jacHo je na anroputMu MLSA najy Banuana
npomoropcka mnpensubama 3a phiEco32 wuckbydMBO y3 oOclamame Ha - pesysraTe
eKCTlepUMeHTANHUX aHanmm3a. C fpyre cTpaHe, NpPUCTYN 3acCHOBAaH Ha IIOpPaBHAaBamby
MHTEPreHCKUX PErMoHa y NapoBMMa CaMOCTaJIHO JOBOJAM JI0 Ipe/Bulama MOTHUBA Jy>XuHE 9 Om

— “tAATGTAtA”, y3BogHo ox reHa: 6, 13, 26, 40, 58 u 68 (Tabena 3), a koju ce MoKIana ce

excriepumenTtainHo npeasuhennm ECF nmpomoTopuma y reHoMckoj cexBeHuu phiEco32 [64].

TaGeaa 3. IIpexsuhenu mpomoropcku ejsementd 3a ¢aruu ECF ¢ ¢akrtop phiEco32. ¥V npBoj komoHn
MpHKa3aH je 6poj HU3BOHOT IT'eHA, MOTOM CJICAN CEKBEHIA MPEABUl)CHOT MOTHBA, JIOK j€ Y MOCIEIHh0] KOIOHH JaTa
FCHOMCKa KOOpIMHATa Koja oaroBapa mouetky (5' kpajy) mpemsuljeHOr MOTHBA. Y KOHCEH3YCHO] CEKBECHIIH, KOja
ojJroeapa npeaBuheHUM MPOMOTOPHMA, arCONyTHO KOH3EPBUPAHE MMO3MIIHjE MPUKA3aHE CY BEIHKUM CIIOBUMA, JTOK
Cy TIO3MIIMje Ha KOjiMa ce jaBjba (jeIHO) OJCTYIamke MpUKa3aHe MainuM cioBuma. [lo3unuje Koje ce y npeapuljeHnm
MPOMOTOPUMA MOy Iapajy ca KOHCEH3YCHOM CEKBEHIIOM 000jeHe CY PBEHO.

I'en ®aruu npomotop phiEco32 Tenomcka
KOOPAMHATA
tAATGTAtA
6 taatgtaga 1677 61
13 taatgtata 9101 61
26 taatgtata 26014 6n
40 taatgtata 40915 61
58 taatgtata 34610 6n
68 aaatgtata 30685 on

VY renomy Oaktepuodara Xpl0 anroputmu MLSA Takohe He majy moctojana mpeaBuhama 3a
¢darae npomorope, koje mpenoznaje PHKII oBor 6akrepuocdara. Cnuunu pe3ynTaTH AOCTYIHU

cy u y cryamju [68], y kojoj cy ¢darHum npoMoTOpH YCHEHUIHO MNpeaBul)eHH TEK HAKOH

61



YKJbyUHBamba EKCIIEpUMEHTalHe HH(pOpMaIMje O BPEMEHCKOM 00pacily T€HCKE EKCIpecHje
TokoM HH(pekuuje. HacynpoT nmpeTxonHoM, mopaBHABakeM MHTEPTEHCKUX PETHOHA Yy MapoBUMa
JacHO ce M3/1Bajajy JiBa CTATUCTUYKK BUCOKO 3HAuYajHA, MJICHTHYHA TIOHOBKA MyXuHE 43 011, Koja
Cy JIOKaJIM30BaHa y IyT'OM MHTEPIreHCKOM PETHOHY, Y3BOIHO OJ CTPYKTYpPHOT T'€HCKOT KilacTepa.
Oga mpenpuhama Cy y cKiIaqy ca mapagurMoMm aa O0akTepuodarHu réHOMH THITMYHO TIOCEIY]y
Mau Opoj BUCOKO KOH3EpPBUPAHUX (ParHUX MPOMOTOpPaA, KOjU TPAHCKPHOY)y HU3BOJHE IrEeHE Kao
neo Bpio Ayrux omepoHa. ExcrnepumentanHu mopauu Takohe morBplyjy (DyHKIMOHATHOCT
nobujenux npensubama, Oynyhu na nsa XplO mpomotopa ayxune ~20 Omn ¢urypuiry kao
cacTaBHU JIe0 TOHOBAKa MpeBUl)eHnX MopaBHABAKbEM MHTEPIEHCKUX PErHOHA Y MTapoBUMa.

CymapHo, n00ujeHn pe3yJiTaTd MOTBphyjy 3Ha4ajHO 00JbY MpUIaroheHoCT HOBOT MPHUCTYTMA 3a
npeasuhame mpoMoTopekor crnenuduiurera paruux o (akropa m PHKII, y mopehemy ca
CTaHJApAHUM MpuUcTynoM. KOHKpeTHO, MopaBHaBame€ y NapOBHMMa HHTEPIEHCKUX PpEruoHa
O0akrepuodara phiEco32 u XplO moBeno je 10 Ta4HOT MpENoO3HaBama EKCIIEPHUMEHTATHO
npensuheHux (arHux npomoTopa, IITO je 3a craHaapaHe meroze (amroputMu MLSA) moryhe
camMo y3 MPEeTXOAHO Kopuliheme eKcrnepuMeHTanHe WHpopMaluje O BPEMEHCKOM olpaciyy

excrpecuje (parHux reHa TOkoM HH}eKIuje.

4.2. lIpomoropcku cnenupuuurer y rpynu ECF ¢ ¢pakropa

TpeHyTHH 3aKJbydIli O MEXaHH3MY IMpEro3HaBama MPOMOTOPCKUX cekBeHIW y rpymu ECF
nocjenuiia cy IpoydyaBamba CBera HEKOJNUIIMHE OaKTepujCKUX IpeacTaBHHKa, 300r uera
oakrepuodparau ECF o dakxropu 7-11 u phiEco32 mpexncraBibajy mo0py mMoia3Hy Tadky 3a
HE3aBUCHY aHAJU3y MPOMOTOPCKOT crieruduuutera y rpynu. KoHkpetHo, mopeheme mpomMoTopa
koje npeno3Hajy garuu ECF ¢ daxTopu, kao Hajpa3nuuuTHjU WIAHOBH TpyIe, ca MPOMOTOpUMA
n06po npoyuennx ECF npencrasuuka (- u3 E. coli, " u3 B. subtilis) omoryhmo 6u youasame
MOTEHIMjaJTHUX pa3iinka y (QyHKIHOHHCAlkY, Koje OM yKas3alie Ha OJICTyIame O] MapaaurMe o
purugnum uHtepakuujama ECF o ¢akrtopa ca npomoTopckom cekBeHoM. [Tocneaniia oBakBor
pe3ynTara Ouia OM OICEeKHA CHCTEMAaTCKa aHaju3a CIEHU(PHUIIMTETa y TPYIH, ca TSKHUIITEM Ha

nperno3HaBawy npotenH-JJHK wunTepakumja myrem kojux ECF o daxropu wunumnmpajy
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TPAHCKPHIILIK]y, OAHOCHO DPEBM3Mjy MapagurMe O IMPOMOTOPCKOM creuudunurery. Baxkan
JONIPUHOC PEBU3UjH TPEHYTHE MapanurmMe Moke aa mpyxu u nopeheme ECF mpomoropa ca
cnenupunuretoM RpoD o  dakTopa, koju octBapyjy ¢iaekcuOuaHE WHTEpaKIdje ca
MPOMOTOPHMA U TPECTaBIbajy HajyJasbeHUje wiaHOBe GaMmimje 6’0 y OMHOCY Ha G (aKkTope
rpyne ECF. Haumme, oBakBo mopeheme Ham omoryhaBa na HCHOHTaMO Ja JIM HPOMOTOPH
PasIMYMTHX G'C Tpyla WMajy CKBHBAJICTHY OpPTaHM3alMjy NPOMOTOPCKHX €IEMEHATa M
onroapajyhux wmuTepkanuja ca o ¢daktopom. OBo OM yKazajlo Ha CIMYHOCT Y MEXaHU3MY
Iperno3HaBakba OBHUX IPOMOTOpPA, OJHOCHO HA YHUHCHUIY Ja, HACyNpoT TPEHYTHUM
npernocTaBkaMa, omtydyjyhin (hakTop MexaHM3Ma Ipelo3HaBabad G 0 IPOMOTOPA HHCY
MIPOTEUHCKE CEKBEHIIe MHTeparyjyhux 6" ¢dakropa, Beh 3ajenHUYKH OMODU3MUKH MEXaHU3aM

WHUIUPaba TPAHCKPUIIIH]E.

7
4.2.1. KomnapatuBHa aHaIM3a TPOMOTOPCKOT CIIENU(PHUITUTETa PEIPE3CHTATUBHUX (PaKTOpa G 0

bamunyje

Ha Crnrn 7 ipuKasaHo je mopasHambe -10 eneMeHaTa Koje IperosHajy 6akTepujcku (- 1 6"') u
6akrepuodaruu (phiEco32 u 7-11) ECF ¢ ¢akropu, ka0 1 KaHOHCKH MpeCTaBHUK rpyne RpoD.
Ha mopaBHamy ce jacHO yowaBa ma je cnuaHocT m3mely Oakrepujckux u ¢araux ECF -10
elleMeHaTa OrpaHUYeHa HA HH3BOJHE CerMeHTe (YIOPEIUTH MPOMOTOPCKHU JOTO 3a G 1 dharke
ECF o ¢akrope). Y y3BoaHuM nenoBuMa OakTepujckd U (parHu -10 eneMeHTH ce 3HadajHo
pa3nuKyjy, MTO ce HajOOJbe BUAM Ha y3BOIHWM CerMeHTMMa (arHux -10 ememeHara, KOju Cy
3HAaTHO JYy’KW HEro oAroBapajyhul cerMeHTH oV u of npomortopa. Konkperno, Ha Ciunn 7
npumehyjeMo 0/cyCTBO KoH3epBaluje y CeKBeHIaMa y3BoHo o -10 enemenara 6= 1 6", Koja je
ca Jpyre CTpaHe BpJIO M3pa)Xk€Ha y y3BOJHUM cerMeHTHMa (arHux -10 enemenarta (youuTH

CEKBEHIIEC YOKBHPEHE IIPBEHOM 00jOM Ha CIIHIIN).
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Canka 7. TlopaBuame Joroa nmpomoropekux -10 eeMeHaTa Koje mpenosuajy pasimunti ¢ 0 daxropu: Ha
TIOpaBHAbY Cy MPHKA3aH| JOTou -10 eremMenaTa koje npenosnajy, pexom: 6akrepujcki ECF o dakropn (o° 1 6V),
¢daran ECF o ¢daxropu (6akreprodara phiEco32 u 7-11) u 6 ¢paxrop I'pyne I (RpoD u3 E. coli). Jlorou ca -10
eNEMEHTHMA KOje MPEMo3Hajy 6- i 6" MpOJIy’eHHU Cy 3a Y3BOAHA 3 GI1 Ja O Ce YOUHIIO OJCYCTBO KOH3EpBALH]C Y
oBuM npoxayxemwuma. Enement TATA, koju je cactaBuu aeo npomotopa ['pymne I (RpoD) u aHamorHu mpoMOTOPCKH
cermentd y ECF 6 mpomoTopuma o3HaueHH Cy IUIaBUM NpaBoyraoHHMKoM. CeKBeHIle KOje MpelcTaBibajy y3BOJHA
npoxyxkema -10 enemeHTa y (arHMM NMPOMOTOpPHMa M HBUMa oArosapajyhe mosunuje y mpomMoTopuma G- U ©
O3HaYeHe Cy IIPBEHUM NpaBOyraoHMKoM. KoopnuHare y3BOAHUX M HM3BOJHHX I'paHMIa IPOMOTOPCKHX elieMeHaTa
JlaTe Cy y OIHOCY Ha YJaJbeHOCT O] MECTa IoYeTKa TPAaHCKPHUIIIIHje.

[Iponyxemwe ¢aranx -10 enemeHaTa HajBepoBaTHHje HMa (QYHKIHM]Y €KBUBAJICHTHY
yCTaHOBJbeHO] y Tpymu RpoD, rme narm mpoxmyxkerak (13B. -15 emement [18]) moxe na
KOMITIEH3Yj€ OJICYCTBO -35 eleMeHTa, IITO je KIacuuHO olenexje MexaHu3Ma "mix-and-match" y
RpoD npomortopuma [19]. Ha ciuunocT y dynkimonucamwy RpoD u daraux ECF npomoropa

ynyhyjy ¥ HU3BOJHU CErMEHTH HUXOBHUX -10 enemeHarta, 6oratu Hykieotuauma T u A, mro
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Ipe/CTaBiba jOII jeTHO OJ KiIacMuHHX obOeinexja RpoD mpomortopckor crernmduimrera [10].
V3eBmm y 003Up MPETXOIHO, HEONMXOAHO je ucnurtaTh opranuzanujy ¢aranx ECF mpomoTopa
(HapouuTo y moryieny -35 eleMeHTa), ca UMM j€ YCKO IOBE3aHO M HaJlaXEHhEe MOTHBA Y
IPOTEUHCKO] CEKBEHIM, KOjU Iperno3Haje HeyoOuuejeHo nyre mnpoayxerke ¢araux -10
enemenara. J{onaTHo, 3a mMperno3HaT MPOTEMHCKU MOTHUB MOTPEOHO je YTBPIUTH Y KOjOj MEpH je
3acTymibeH y npeoctranuM wianoBuma ECF rpyme, mro omoryhaBa modeTHy mporeHy oricera
oncrynawa ECF o ¢akropa ox mapagurmMe O pUTrHMAHUM MHTEpaklyjamMa ca MPOMOTOPCKUM
cekBeHiama. C TUM y Be3H, Jajba aHajau3a npomoTtopckor cneuupuuurera y rpynu ECF
yCMepeHa je Ha OoTpary 3a KJIaCHYHUM IpuMepuMa MexaHu3Ma "mix-and-match" (komnen3aiuja
oJicycTBa -35 esneMeHTa npoayskeHuM -10 enementom) y npomoropuma ECF ¢ daxrtopa. Ha oBo
ce JIUPEKTHO HaJoBe3yje JeTajbHa aHanu3a nporenH-JJHK wnHTepakumja, mpeko kojux ce
uHunupa TtpaHckpunuuja y rpynu ECF, koja cem mnpensuhama NpPOTEMHCKMX MOTHBA 32
nperno3HaBame NpoaykeHux -10 ememeHara, HOCHM MOTEHIUWjal 3a mpeaBubhame a0 Tajga
HENpPENo3HaTUX  elieMeHaTa  IPOMOTOpCKOr  crneuupuuuTeTra Yy  HaJOOMMHM]O] H

HajIMBEPreHTHHU]O] TPy o0 dakTopa.

7
4.2.2. KomnapaTtuBHa aHAIM3a TPOTEUMHCKUX CEKBEHIIN OJa0paHuX G 0 (dhaxTopa

Hakon mopehema mpomotopckux -10 enemenara 3a omabpane 60 dakTope ycieamna je
KOMIIapaTHBHA aHajlu3a HHUXOBUX IMPOTEMHCKMX CEKBEHIM Ja OM ce HUCHHUTANo Ja JIU CY
cIMYHOCTH youeHe Ha mnporemHckoM u JIHK HuBoy mehycobno konsucrentHe. Ilopehemy
NPOTEHHCKUX CekBeHIM ¢araux o ¢akrtopa (7-11 u phiEco32) ca nobpo mnpoyueHHM
OaKTepUjCKUM MpeJACTaBHULIIMA 6" bamunuje (GW, 6" n RpoD) mperxommio je mpeasubarme
JIHK-Be3yjyhux nomeHa (62 M G4) y aHaNU3UpaHUM CEKBEHIlaMa, KOjU Cy Kao HOCHOLHU
IIPOMOTOPCKOT creuuduirera OWiM TJIaBHU IpeIMeT KOMIapaTUBHE aHanu3e. BaxHo je
Harjacutu jia y nporenHckoj cekBeHM ECF o ¢akTopa phiEco32 nomen 64 Huje npenBulen yak
HU y3 3HauYajHO CIIyIITame mpara mperpare, yciuen dera je ueiokynadH ECF nomen phiEco32

KopuIheH y aHau3u.

65



YomteHo, pe3yaTaTtu nopehema 3a TOMeHe G2 U 64, cymupanu y Tabenama 4 u 5, meh)ycoOHO cy
KOH3HMCTEHTHU. AHanm3a jacHO yKasyje na cy ¢arau ¢ (akropu Bpiio paznuauta oj RpoD o
dakropa E. coli, amm u ox 0" xoju npumaga ECF o rpymnu. CTaTHCTHYKA 3Ha4ajaHa [IOpaBHAbA
no6ujajy ce jemmno mmeljy darumx ECF o ¢akropa m oV, mro je y ckmagy ca eliom
cimuHomhy muxoBux -10 enemenara. Ilpu Tom, 3a ECF o dakrop 7-11 yrBphena je Beha
clmgHoCT ca 6", y oxHocy 6 ¢aktop phiEco32, mTo je odekuBaH pe3yaTaT y3€BIIH y 003Up
0JICYCTBO JIoMeHa G4 Y npoTenHckoj cekBeHn ECF ¢ ¢akropa, koju koaupa phiEco32. CxoanHo
tome, 6 (pakrop phiEco32 (kao najauBeprentHuju npenctaBHuk rpyne ECF) morao Ou natu
IpUMeEp Jpyradyuje peryJaTopHe MapaurMme, Mpu 4eMy ce HeroB MeXaHu3aM (pyHKIMOHHUCAmba
MOXKe mopeauTu ca octanuM wiaHoBuma rpyne ECF npeko o ¢akropa 7-11 (kao cinuunujer
oakrepujckum ECF 6 dakTopuma).

Ta6ea 4. Ilopelewa 10MeHna 6,32 oxabpane 6'° gaxrope.

E-BpeIlHOCT 3a NopaBHaWka IOMEHA G;

JAOMEH O, E. coli RpoD ECF 7-11 ECF phiEco32  E. coli c®
ECF 7-11 0.046

ECF phiEco32  6e3 nopasrama 2¢”’

E. coli 6° 4e 0.86 0.61

B. subtilis 6% 6e* le® 3e”® 2e™

Ta6esa 5. Ilopelewa 10Mena 6,32 onabpane ¢’ daxrope. (X) - 3a paruu 6 phiEco32
¢axrop neo ECF nomen (ymecTo camo 64 ToMeHa) je KOpUIIheH y aHaJIH3H.

E-BpeaHocT 32 MopaBHamba I0MEHA O,

JOMEH G, E. coli 6© ECF phiEco32  ECF 7-11 E. coli RpoD

B. subtilis ¢* 2e X 2¢* 6e3 nopaBHama
E. coli 6© X 0e3 nopaBHama 0.42

ECF phiEco32 X X

ECF 7-11 6e3 nmopaBHama

VY ckiany ca MpeTXoJHUM, yCleaAnsa je Iupa KOMIapaTUBHA aHaIu3a MPOTEHHCKUX CEKBEHIH Y
rpymu ECF. V oBoj anamusu ¢arau ¢ Qaxrop 7-11 mopaBHaT je y mapoBuMa ca MO3HATHM
oakrepujckum ECF mpencraBaunmma paau npenosnaBama ECF moarpyme, koja je HajcnuyHuja
¢daraum ¢ dakropuma. JlobujeHa nopaBHama cy BEhMHOM CTaTUCTUYKH 3Ha4YajHa (HEKa U BUCOKO
3HavajHa), npu yemy noarpyna ECF28 nokasyje najpehy cnudanocT ca ¢paruum ¢ ¢pakropuma. Ox
noopo mpoyuennx ECF moarpyma, najpeha crmuunoct ca o daktopom 7-11 youena je 3a

noarpyny ECFO1, koja cagpsxu " u3 B. subtilis. lonarHo, cexsenue o6a parna ECF o dakropa
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nopaBHate cy M ca uigaHoBuma rpyne RpoD (~44,000 mpoTEMHCKHX CEKBEHIM aHOTHPAHUX Y
GenBank-y), npu yemy cy 3a BenuKy BehHHy aHATM3MPAHUX CEKBEHIIM J00MjeHa IOpaBHamba 0e3
CTATHCTHYKOT 3Ha4aja, IITO je y CKJIAay ca pe3yITaTHMa aHaIn3e IOMEHa G U O4.

CyMapHO, pe3y/ITaTH KOMITapaTHBHE aHATH3€ IPOTEHHCKHIX CEKBEHIH y G (DaMIIIHjH CBE0UE O
BPJIO M3paKEHUM pa3jiMKaMa u3Mel)y ’eHHX YjaHoBa, KOje ce HajjacHHje youaBajy nopehemem
¢aruux ECF u 6akrepujckux RpoD o pakropa. Hacynpor oBome, 6" IPOMOTOPE OJIUKYjE UCTa
OMINITa OpraHu3alyja, IPH YeMy j€ HAPOYUTO OWTHO YOUYUTH CIUYHOCT y opraHuzamuju -10
enemenara ynpaBo (araux ECF u 6akrepujckux RpoD mpomoropa. OBo Hac ymyhyje Ha
3aKJbyYaK Ja je 3aje/IHMYKa CTPYKTypa G 0 IPOMOTOpPA BEpPOBATHO YCIOBJBCHA 3aj¢IHMUKAM
MeXaHM3MOM MHTepakiuje ca 6 ¢pakropuma (Hip. "mix-and-match"), duja cTpykTypa o4urieHo
HE WCIOJbaBa JOMHHATaH YTHUIA] NpU OOJMKOBamY KJbYYHMX MEXaHHCTHUKUX acleKara

MHHULMPakha TPAHCKPHUIILH]E.
4.2.3. Ilpensubame -35 enemenara y ¢paraum ECF npomoropruma

[IpucycTBO nyrux y3BoaHux mpoayxeraka -10 enemenrta y ¢araum ECF nmpomoTtopuma, koje y
RpoD rpynu mory na KoMIieH3yjy oJCycTBo -35 enementa [19], ykasaio je Ha 3Hauaj moTpare 3a
Moryhum -35 enemeHTHMa y cerMeHaTMMa y3BOJHO o] mpensubenux Qarnux -10 enemeHnara.
AHamM30M y3BOJHUX MTPOMOTOPCKUX CeKBeHIU OakTepuodara 7-11, uuju -10 enemeHT mokasyje
CIIMYHOCT Ca eKCIIePHMEHTAIHO NpexBrljeHnM -10 elIeMeHTOM G, YCIEIIHO je mpensubhen -35
elIeMeHT, Koju je Takohe Hamuk -35 enemeHTy o' . EKCTEH3HBHA CIIMUHOCT, KOja Ce TPOTEKE Of
Y3BOJIHE MBHIIE -35 eneMeHTa, MpeKo KapaktepuctuuHor motuba "AAC" ma cBe 10 HU3BOJIHOT

CEerMeHTa eJIeMeHTa 0orator Hykieotuauma T, jacHo ce youaBa Ha Ciurm 8.
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Cauka 8. [lopaBHame JI0roa MPOMOTOPCKHX -35 ejleMeHATa Koje mpeno3Hajy darun ¢ daxrop 7-11 u o:
(u3Ham) Jloro je HampaB/beH Ha OCHOBY IOpaBHAama CEKBEHIIM Y3BOAHO O[] -10 eleMeHTa Koje Mmperno3Haje Gpariu 6
¢daxrop 7-11; (ucmom) Jloro je HampaBsbeH on MopaBHaTHX -35 eneMeHara Koje mpeno3Haje ¢ . KoopawHarte
y3BOJAHMX W HU3BOJHHMX TIpaHuia -35 eleMeHaTa jgaTe Cy Yy OJHOCY Ha YAaJbeHOCT OJf MecTa IOYeTKa
TpaHCKpUILIH]E.

C ppyre cTpaHe, y aHaJu3u Y3BOJHHUX MPOMOTOPCKUX cekBeHIM OakTpuodara phiEco32 Huje
nperno3Har -35 eJeMEeHT, WITO je KOH3UCTEHTHO ca OJCYCTBOM JIOMEHa G4 (YKJbYYEHOT Y
WHTEpaKIHje ca -35 eneMeHTOM) y MpoTenHCKoj cekBeHIM phiEco32 ¢ dakTopa. MehyTum, xox
Mamer Jiejla aHAJIM3UPaHUX CEKBEHIIM (JIB€ O/ YKYIIHO IIECT), KOje OAroBapajy KacHUM (arHum
npoMoTopuma, rpeasulex je konzepsupanu MotuB ("AAGACCT") y Tpu nonoska. [Ipensuhenu
MOTHB je Moryhe MecTo Be3uBama TPAHCKPHUMIIIMOHOT (hakTopa (BepOBATHO KOAUPAHOT (arHUM
TE€HOMOM), KOju OM MOrao MMaTH YJIOTY Yy YCIOCTaBJbamky Pa3IMYUTOr BPEMEHCKOT obOpacia
eKCIIpecHje 3a Cpeliibe U KacHe (parHe reHe. 3Hauaj OBOT pe3yJiTaTa 3a PEBU3HU]y peryjaTopHE

napanurme y rpynu ECF netasmnuje je uznoxen y Juckycuju.
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4.2.4. IIpoTeMHCKM MOTHBH 32 IIPENO3HABakE NMPOoIyKeTka -10 eneMenTa

[TpucyctBo npoxayxkerka -10 enemenrta y ¢paranm ECF mpomoToprma u3ucKyje Tpero3HaBambe
MOTHBAa Ha HUBOY NPOTEHMHCKE CEKBEHIIE, KOJU MHTEeparyje ca OBHM MpPOIYKETKOM, a 4Hja ce
nmojaBa 3a ¢arau ¢ ¢akrop 7-11 ouekyje C-TepMUHATHO y OJHOCY Ha TPAHUILY IOMEHA Gj.
Konkpetno, 3a ¢ ¢dakrop 7-11 rpanmma nomeHa o, (kKoju uHTEparyje ca -10 emeMeHTOM)
npezsulena je Ha ocHOBY cekseHu kaHoHckux ECF mpencraBHuka (- u oV'), KOju He
npemno3Hajy -10 exemMeHTe ca y3BOJIHUM MPOIYXKEIHUMa, YCIIE]] Yera ce MOTUB KOjU HHTeparyje ca
OBUM TMPOJYXETKOM y ¢arHuM o (akropuma odekyje ymnpaBo C-TepMHHAIHO O] TpaHUIE
nomeHa 6. Ha ¢yHKumnoHamHOCT mpenBul)eHe MHTEpaKIMje M0AaTHO OW yKa3ajao M MPHUCYCTBO
npensuleHor MmotuBa y 6ap HekuM wianoBuMa Oakrepujckux ECF moarpyna, anmu u mapasienHo
oncyctBo y ECF o dakropuma Omuckum oV (mogrpyma ECFO1), koju je ciu4yan ¢parHuMm G
¢dakTopuMa, anM HE IMperno3Haje y3BoAHE mpoayxkerke -10 ememenTta. Y ckiaay ca HU3HETHM
npernoctaBkama, C-TepMUHAIHM CETMEHT Yy OJHOCY Ha JIOMeH Gy (arHor o dakropa 7-11

yrnopehen je ca:

(1) onrosapajyhum cermentuma Oakrepujckux ECF ¢ ¢akropa, HapouuTo ca wiaHOBUMaA
(wajcnmunuje) noarpyne ECF28;

(ii) ca npeacraanmmma noarpyne ECFO1, unju je wian kanoncku ECF o pakrop 6.
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Cauxa 9. [lopaBHam-€e MPOTEMHCKHX ceKBeHIH ¢arHor ¢ pakropa 7-11 u wianosa noarpyne ECF28: (u3nan)
[TopaBHame BHUIE CEKBEHIM Koje YKJbyuyje ¢aram o dakrop 7-11 (yOKBHpEH 3€JIeHHM IPaBOYTaOHHUKOM) U
omabpane (Bumu cekuujy 3.4 Merona) mpencraBauke moarpyme ECF28. Jleo mopaBHama MpuKa3aH Ha CIHIH
oaroeapa C-TepMHUHATHOM Kpajy JIOMeHa G, (BepTHKAIHA JIMHUja Ha MIOpaBHAaKY O3Ha4aBa C-TEPMHHAIHY TPAHHULY
JIOMEHA) W CEKBEHIIe Koje ce Hamaze C-TepMHHATHO y OJHOCY Ha O3HAueHYy TpaHHIy IOMEHa G, OceHueHa
MOBPIIMHA Ha TIOpaBHaKY OATOBapa Jey NPOTEHHCKE CEKBEHIE O (haKTopa KOjH MHTEparyje ca mpoxyxeTkoM -10
eJieMeHTa y IPOMOTOpHMa Koje mpeno3Haje daruu ¢ ¢akrop 7-11. VMcnon nopaBHama npukaszaH je Joro ¢garsor
npomotopa 7-11, ca oceHueHHUM NpoiykeTkoM -10 ereMeHTa 3a KOju Cy NMpHKa3aHe M KOOpAMWHATE y OJHOCY Ha
MecTo IoyeTka Tpanckpumnimje. Maentudukanmonn Opojesu (GI) mopaBHaTux mpencraBHuka noarpyne ECF28
nmatu cy y Tabemm M1 y Meronama. (ucmon) IlopaBHame BHINIE CEKBCHIM KOje YKJbydyje CBe G (hakTope u3
noarpyne ECF28 ca oceHueHnM KOH3epBUpaHUM MOTHBOM KOjH MHTEparyje ca rnpoxayxxetkom -10 enemenra. Vcron
NopaBHaWka MPUKa3aH je JOro KOH3EpBUPAaHOI MOTHBA 3aje[JHO Ca OKOJIHUM CEKBEHIama, Koje ce mportexy ox C-
TEpPMHUHAJIHE TPAaHMIIE MOTHBA 0 110jaBe MPBE Npa3HUHE y NTOPaBHADY.
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VY ropmem neny Cnuke 9, Koju mpuKaszyje mnopaBHame G ¢aktopa 7-11 u wuzabpanux
npencraBuuka noarpyne ECF28, youaBa ce no0po mopaBHaT cerMeHT C-TepMHUHAIHO Of
rpaHuIle JoMeHa G2 7-11 (03HaYeHa BEPTHUKAIHOM JIMHH]OM Ha TIOpaBHABY) NYyKUHE 6 aMHHO
kucenuHa (AK), mrTo mpuOmMXKHO OJroBapa CEerMeHTy mnocpeacTBoM kor RpoD o daxtop
uHTeparyje ca npoxayxkenum -10 enemenrom [111]. [la 6u ce mcnuTano MPUCYCTBO U CTEICH
KOH3EpBaIMje OBOT cerMeHTa y nenokynHoj noarpymu ECF28, ypaheno je rimobanHo mopaBHame
CBUX HCHMX MPEACTaBHUKA U KOHCTPYHCAH JIOTO 3a cerMeHTe C-TepMHUHAIHO O] IOMEHA Gy, IIITO
je MpHKa3aHo Ha cpeAMiImbeM U JowmeM aeny Cnuke 9. Ha noroy ce jacHO m3aBaja pasiuka y
KOH3EpBAalLlMjU CETMEHTA KOjU OJroBapa HpeaBul)eHOM MOTHBY M cekBeHIle C-TepMHHAIHO OJ
Wbera, Koja ce mporexxe J0 N TepMUHYyca JIOMEHa Gs, IITO MpEACTaB/ba AOAATHY MOTBPILY
(YHKIMOHATHOCTH ITpeIBUl)eHOT MOTHBA, Tj. yJIOTe y Ipero3HaBamwy MpoaykeHor -10 exeMeHTa.
C npyre ctpane, Ha Ciounu 10 npukasaso je riio0anHo nopaBHame (arHor ¢ ¢akropa 7-11 ca
npeacrapaumMa noarpyne ECFO1 (koja caapki KaHOHCKH (akTop '), Y KOjuMa ce jacHO
yodaBa OJICYCTBO KOH3epBUpaHOr wmotuBa mnpensuhenor y mnoarpynu ECF28, mro je
WIyCTPOBAHO JIOLIMM IOPAaBHAKEM CEKBEHIM ca JI0cTa Mpa3HUHA y nopaBHamwy. O0a pesynrara
Cy y CKJIaJgy ca MOYETHUM MpeTHocTaBKama, Tj. MOoTBphyjy da je KoHzepBUpaHH cermeHT C-
TEPMHUHAIIHO O] IOMEHa G2 KoJ oapehennx npencraBuuka rpyne ECF 3anyskeH 3a MHTEpaKuujy
ca nmpoxayketkoMm -10 eremenTa.

Panu yTBphuBama creneHa 3acTyJbeHOCTH KOH3epBUPAaHOT MOTHBA Yy 1esoKynHoj rpynu ECF, y
robanHo nopaBHamwe noarpyne ECF28 u darnor ¢ dakropa 7-11 ykipyunBaHe Cy CEKBEHIIE
npencrasauka octanux ECF moarpymna, npu uemy je aHanusa ykasajia Ha OACYCTBO IpeABHleHOr
KoH3epBUpaHor MoTmBa y octarky ECF cyOdamunmje. Jlakie, mojaBa mpeaBuljeHOT
KoH3epBupaHor MoTuBa y cekBeHiama ECF ¢ dakTopa je ycko crienududna, mTo je y CKIaay ca
IPETHOCTaBFHOM (DYHKIMjOM Iperno3HaBama MpoayxkeTka -10 enemMeHTa, Koja He MpecTaBiba
IIMPOKO pacnpocTpameH penomen mehy npomortopuma rpyne ECF (Oynyhu na oncycrsyje y
KaHOHCKUM TPOMOTOpUMA o u GW). VYV ckmany ca oBuM, noarpyna ECF28 wmoxe ce mely
0akrepujcknm ECF mpencraBHMIIMMa cMaTpaTd MOTYhHM NPHMEpPOM OJCTYIMama OJ TPEHYTHE
peryjiaTopHe napajgurme, ycieq 4era je y HacTaBKy aHaJIM3MpaH MPOMOTOPCKH CIELU(PHIUTET

BCHUX IMMPCACTABHUKA.
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gi|71281354|ref|YP 271013.1] OKINNFRGES-KFSTWLHSY
gi[109900043|ref|YP 663298.1] RKIGDYSEQS-KFSTWLH
gi|114562024 | ref|YP 749537.1] FTTWLHRL 3 QC
gi| 52784027 |ref|YP 089856.1| FSTWLYRIATNLTIDRIRKKE

Isp|Q45585|SIGW BACSU FSTWLYRIATNLTIDRIRKKKPDYY----LDAEVAGTE 102
gi|56418685|ref|YP 146003.1] STWLYRIATNLTIDKLRK D ---LDEEVGGTD 102
gil|67940793|ref|ZP 00533129.1| NM----N--IMTGLE 143

gi|51893181|ref|YP 075872.1|
gi|51891307 |ref|YP_073998.1|
911148657909 | ref|YP _001278114.
gi|134299216|ref|YP 001112712.
gi|121594756|ref|YP 986652.1|
gi|94971553|ref|YP 593601.1|
gil116626287|ref|YP_828443.1|
gi|60681313|ref|YP_211457.1|

7 ————-HMAPEDSE 115
I AG-—--————~ ALS 98
DDAR-PFDLWVLAITRNLCL

gi|108763948|ref|YP 632139.1| 132
gi|146300502|ref|YP 001195093. -AFGAWLKRIIIN 99
qi 90023535 | ref|YP 529362.1] AWLLHY ) 76

| 911345461154 | ref|YP 004782422, 94 |

Canka 10. ITopaBHame NMPOTeMHCKUX ceKkBeHOH (harHor ¢ ¢axropa 7-11 m unanoBa moarpyme ECFO01:
[MpukazaHo je mopaBHame BHUILIE CEKBEHIM Koje YKIbydyje ogabpane mpeacrasuuke noarpyne ECFO1, yxmby4ayjyhu
6" (cexBeHIa 03HAYEHA IPBEHMM MPABOYTAOHMKOM), KOjH TIPETO3Hajy MpoMoTope 6e3 mpoyskeTka -10 enemenTa,
kao u ¢arau 6 7-11 (cekBeHIa O3HAa4YeHa 3€JICHUM IPaBOyraoHWkoM). Jleo mopaBHama MpPUKa3aH Ha CIIHLU
onroBapa C-TepMHHAIHOM Kpajy J0OMEHa G, (BepTHKaHa JIMHHUja Ha TIOpaBHaKkYy o3HauaBa C-TepMHUHAIIHY I'PaHHUILY
JOMEHA) U CEKBeHIe Koje ce Hanma3ze C-TepMHMHANHO Yy OAHOCY Ha O3HAueHy IpaHHIly JOMEHa G, OceHdeHa
MIOBPIIMHA HAa NIOpaBHAKY OJroBapa /eIy IMPOTEHHCKE CEKBEHIlE G (haKkTopa KOju MHTeparyje ca mpomyxerkom -10
eJIeMeHTa y MPOMOTOpHMa Koje mpenosHaje ¢arau ¢ ¢axrop 7-11. Unenrnukanmonn 6pojeBu (GI) mopaBHaTmx
npeacrasanka noarpyne ECF01 natu cy y Tabenmn M1 y Meronama.

bynyhu na ce moarpyna ECF28 cactoju o1 y HOTIYHOCTH HEM3YUYCHHX WIAHOBA, IIOYETHA TauKa
3a aHanmu3y Owia je mapaaurma o ayroperynamuju ECF ¢ dakropa, Tj. 3a mperpary cy onadpanu
WHTEPTeHCKH PETHOHH y3BOJHO O]l T€Ha KOjU KOJWpajy aHalnu3upaHe ¢ ¢GakTope, y KojuMa Ccy
MOTOM TIPOMOTOPCKH €JIEMEHTH NMPETPAKUBAHU U HAATIICTAHOM W HEHAMTIICAAHOM TPETParoMm.
Hu jeman on mpuMemeHHX MPUCTYNa HUje nao BanuaHa npeasuhama 3a ECF28 npomotope, 3a
[ITa MOTY TOCTOjaTH J[Ba O0jalllibemha: jeHO je Ja WIAHOBU aHAIM3UpPAHE TPYIe HE MOMIEKY
ayToperyJjaniju na TpaXeHH NMPOMOTOPCKU €JIEMEHTH HUCY HHU NMPUCYTHU y MPETPaKMBaHUM
CeKBEHI[aMa, JOK IIpeMa JIpyroM IPOMOTOPH 4YIAHOBA aHAU3UpaHE Tpyle He CaapiKe
npeno3Hat/buBu ECF -35 enement, uunju je crieruduIuTeT OKOCHUIIA HarienaHe nperpare. O6e
MOryhHOCTH yKa3yjy Ha OJCTYName OJf TPEHYTHE IMapajurMe O MeXaHH3MY Ipero3HaBama

npomotopa y rpynu ECF, unju je 3Hauaj aetasbHUje U3noxeH y JIuckycuju.
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4.2.5. Ananuza npomortopckor crenuduimrera 6akrepujckux ECF noarpymna

V3eBmm y 003up youeHa OJCTylama OJ NapagurMe O pUTHAHMM HHTEpakiujamMa ca
npomoropoM u koxa Oakrepujckux ECF mpencraBHMKa, y HACTaBKy Cy aHAJIM3UPAHU KAaHOHCKH

E W . . . .
U 0, 3a KOje je IOCTylaH 3HayajaH Opoj EKCIIEPUMEHTAIHO

wiaHoBu rpyne ECF, o
noTBpheHNX NPOMOTOPCKUX CEKBEHIM, W 3a Koje OM MHTepakiyje BaH KaHOHCKHX -35 u -10
eleMeHaTa Morje NpyxXuTu pojgatHe mpumepe ¢uekcuomnHocty y ECF  cyO6damunuju.
ITopaBHAE MPOMOTOPA G- JOBENO je 10 mpeaBuhama KOH3EPBHPAHOr MOTHBA y CEKBEHIHU
cnejcepa (n3mehy -10 u -35 enemenTa), KOju je HAPOUYUTO U3PAXKEH Yy TPYIU MPOMOTOPA KOJU CY
HEaKTHBHH y ycioBuMma in-vitro (Cmuka 11, momu soro). IlpenBuljeHn MOTHB Haylasu ce y
Oyim3uHU y3BOJHE Tpanuiie -10 enemenTta (mo3unuje ox -17 no -20 Ha yoroy), ycien 4era ce He
MOXKE€ CMaTpaTH HErOBUM JUPEKTHUM MPOaYKeTKoM. HacympoT oBome, mpeaBul)eHH MOTHUB

OJICYCTBYj€ Y IPOMOTOPCKHM CEKBEHI]aMa Ca jJaKOM TPAHCKPHIILIMOHOM aKTUBHOIINY, IpU YeMy

Jj€ 3Ha4aj OBOT pe3yJiTaTa JAeTajbHHUje U3NI0KeH y JuCKycuju.
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Canka 11. Hekanoncke untepakuuje nporenn-JIHK 3a ECF ¢akrop ¢°: (u3uan) [IpukasaHo je mopaBHame
BHIIIE CEKBEHIM KOje YKJbydyje (akTop G- (CeKBEHIA O3HAUECHA IUIABMM IPABOYraOHHKOM) M Jpyre m3a0paHe
npencraBauke nmoarpymne ECF02. [leo mopaBHama nmprka3aH Ha ciauiu oarosapa C-TepMUHAITHOM Kpajy JIOMEHA G
(YOKBUpEH HCIPEKHIAHOM JIMHHjOM 3ajeIHO Ca MPOMOTOPCKHM -10 eleMeHTOM) M CeKBeHIle Koje ce Hamase C-
TEPMHUHAIHO y OJHOCY Ha NpPHKa3aHy TPaHUIly ToMeHa G,. [IpeaBuljeHn KoH3epBUpaHN MPOTEHMHCKH MOTUB O3HAUCH
je TUIaBUM TIpaBOyraoHUKOM. Mcrmoj mopaBHama NpHKa3aH je JIOr0 KOH3EPBUPAHOT ITPOTEMHCKOT MOTHBA Ca
npatehuM (HEeKOH3epBHpPaHNWM) CEKBEHIIaMa, Koje Cy Jiokann3oBaHe C-TepMHUHAIHO y OJHOCY HAa MOTHB. (MCHOX)
Jloro mpomoTopckor -10 eemMenTa 3ajeIHO ca CeKBEHIIOM CIiejcepa, Koje IIPEo3Haje G-, MPHKa3aH je y OpjeHTaruju
3' - 5, ca koopAMHATaMa Ha3HAYCHUM y OJHOCY Ha MECTO ModeTka TpaHckpunuuje. [Ipensuljena unrepakimja
n3Mmel)y KOH3epBHpPaHOT NMPOTEHHCKOT MOTHMBA M KOH3EPBHPAHOT MOTHBA Y CIEjcEpy HPOMOTOpAa YOKBHPEHA je
MyHOM LpHOM JinHKjoM. Vnentudukannonu o6pojesu (GI) nopaBHatux npeacraBuuka noarpyne ECF02 naru cy y
Tabean M1 y Meronama.
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Jla Ou ce y MPOTEHMHCKO] CEKBEHUM G (aKTopa MNpeABHACO MOTHB KOjU HHTEparyje ca
KOH3EPBHUPAHHUM CII€jCEPCKHM €JIEMEHTOM, ypal)eHO je BUIIECTPYKO MOPAaBHAKE CEKBEHIIH, H TO
CEeKBEHIIE 6 ca omabpanum npeacrapauiuma noarpyne ECF02, y morpasu 3a kon3zepsarujom C-
TEPMUHAJIHO Y OAHOCY Ha JIOMEH G2. OmnrcaHoM mpeTparom npeasuleH je KoH3epBUpaHU MOTHB
nyxkune 6 AK y moarpynu ECF02, nokanu3oBan y HernocpeaHoj 6musuau C-TepMuHyca ToMeHa
02, Q1M HE Kao JUpPEKTHU HacraBak, (Cnuka 11), mTo ra YMHM NOTOJHUM 3a MHTEpaKLUjy ca
KOH3CPBHPAHMM CIIE]CEPCKUM CIEMEHTOM Y IIPOMOTOPHMA G

TTopeljereM CeKBEHIM G- i G'', MOXE CE YOUNTH J1a je y3BOIHA MOIOBHHA MOTHBA MpeaBHheHor
kox o= (DAE) MPUCYTHA U Y CEKBEHIIU oV, takohe C-trepmuHaIHO 011 IoMeHa G, (Cruka 12). Y
CKJIa/ly ca OBHMM, Y IPOMOTOPCKHM CEKBEHI[AMA G’ , youaBa ce KOH3epBalmja HykieoTHaa T Ha
no3uruju -17, WTO 0AroBapa HAjHH3BOLHM]0j 6a3M KOH3EPBUPAHOT CIICjCEPCKOr MOTHBA KO G-
— JaKIIe, IeMMMIYHY KOH3EPBAIjy MPOTEHHCKOT MOTHBA G- y CEKBEHIM G'' NPATH AeIMMHYHA
KoH3epBauuja mnpeasuhene nportenn-JJHK wunTepakmuje. I[lpum TOM, OICYCTBO MOTIIyHE
KOH3EpBaIMje OBE HHTEPAKIIH]j€ j€ Y CKIIaTy ca OJCYCTBOM KOH3EPBUPAHOT MPOTEHHCKOT MOTHBA,

KOj€ je MPETXO0IHO YOUCHO IpH MmopaBHamy wianosa noarpyne ECFOI1.
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Canka 12. Topeheme Hekanoucknx matepakuuja nporenn-IHK 3a ECF ¢pakrope - u 6" (m3mam) Jloro
TIPOMOTOPCKHX CEKBEHIM 3a G (IpHKa3aH y opjentamuju 3' -5') koju mpuKasyje -10 elleMeHT 1 y3BOIHY CEKBEHILY
crnejcepa. (cpennHa) Jleo MpOTEeWHCKE CeKBeHIE (akTopa G Koju yKibydyje C-TepMHHATHH Kpaj IOMEHA Gp U
npatehy cekBeHIy Koja ce Hana3u C-TepMHHAIHO O] TPaHUIIe JIOMeHa G,. [ paHuia JoMeHa 6, U npomMoTtopckor -10
eJeMEeHTa Ha3HAYeHW Cy CHBOM CTpenuuoM. Mcmoa mpoTemHcke cekBeHle (akTopa G NpUKazaH je JIOoro
KOH3EpPBHPAHOT MPOTEHHCKOI MOTHBA, Koju je mnpeaBubjen y moarpynu ECFO02. (ucmonm) Jloro mpomMoTOpcKux
CeKBEHIM 3a G-, (MpHKa3aH y opjentammju 3' -5') Koju mpuKasyje -10 eTeMeHT M y3BOAHY CEKBEHIy crejcepa.
I'panunne HexkanoHcke nHTepakuuje nporenH-AHK npensulene 3a 6~ o3HaueHe Cy UCIPEKUIAHOM JIMHHjOM y CBHM
NIPUKa3aHUM CEKBEHIaMa, NPU 4YeMy je OCeHYEH Jeo mnpeaBul)eHe MHTEepKauuje KOjU je KOH3epBUpPaH KOI G .
KoopauHaaTe mpoMOTpCKUX efleMeHaTa Ha3HaueHe Cy y OJHOCY Ha MECTO ITOYEeTKa TPAaHCKPHIIIH]e.

Bynyhn na pesynrati moGujenn Ha kanomckum ECF mpencraBHummma oo u oV ykasyjy Ha
3HauajHy (QuIeKCHOMmIHOCT mpomoTopckor crenudumurera y tpynu ECF, koja oOyxBata

I/IHTepaKHI/Ije KOH3CPBUPAHUX MOTHBA OI[BOjCHG Ol KaHOHCKHX IPOMOTOPCKHX CJIEMCHATA,
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NPUCTYNIWIIO ce mpeaBubamy Moryhux MHTEpakifja OBE BPCTE U y MPEOCTAIUM OAKTEPH)CKUM
ECF mnoarpynmama. Tpeba, mehyruM, mmaT Ha yMy Ja je OBaj IOKYINaj 3HATHO OTEKaH
orpanndeHuM ckyrnom goctynHux ECF mpomoTtopa, mrto oHemoryhaBa cripoBoheme neTaspHe
aHanmusze, no yrieny Ha kaHoHcke ECF mpeacraBHuke. Ctora, mperpara je orpaHudeHa Ha
yo4aBame KOH3epBaluje n3Mely IpoTenHCKUX JIOMEHA G2 M Ga, KOja Ou Omiia mpaheHa aHalIoTHO
MO3UITMOHUPAHOM KOH3EPBAIMjOM Y IPOMOTOPCKOj CEKBeHIM crejcepa (Barm -35 wm -10
enemenTa). Onucanom nperparoMm yodeHna je noarpyna ECF32 kao jom jeman npumep ECF o
¢dakTopa, unje T3B. "HEKAaHOHCKE" MHTEPAKIMje MPOMOTOPAa HUCY OrpaHMYCHE Ha MPOAYKETKE
nomeHa o2/-10 enemenra. Hapouwurto je WHTepecaHTHa ummeHHMIa na je y rpynu ECF32
konzepBupann JIHK ememeHT J0KammM30BaH Ha CYINPOTHOM Kpajy CEKBEHIIE crejcepa, Tj. y
ONM3MHU HU3BOJHE TpaHUIle -35 eleMeHTa, IITO Ha HUBOY MPOTEHMHCKE CEKBEHIEe MpaTu
IIPUCYCTBO KOH3EPBUPAHOT MOTHBa N-TEpMUHAIIHO y OAHOCY Ha JIoMeH 64 (Cauka 13). Ilpu Tom,
eKCIEPUMEHTAIHO j€ TI0Ka3aHO Ja MyTHpame 0a3e y KOH3epBHUPAHOM EJIEMEHTY MPOMOTOpa
ECF32 (xonszepBupano G Ha mo3uuuju -25) 3Ha4ajHO CMamyje€ TPAHCKPUIIIMOHY aKTUBHOCT
npomoropa [112], mTto momaTtHO cyrepuiie (YHKIHMOHATHOCT IPEABUEHOr KOH3EPBHPAHOT
MoTuBa y cnejcepy. CBeyKynHO, "HEKaHOHCKE" MHTEepakluje npensuleHe 3a ¢ Qaxrope rpyme
ECF yka3yjy Ha Behy KBanuTaTHBHY (IEKCHOMIHOCT Y QYHKIIMOHHUCAKY Y opehemy ca rpyrnom
RpoD, a Tume u Ha mocTojame MHpEer perneproapa eleMeHara MpPeKo KOjuX MexaHu3aM 'mix-
and-match" moxxe ma ce ucmosbu W umje je npucyctBo y rpynmu ECF TecTupano y HacTaBKy

aHaJIn3¢C.
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Cauka 13. UnaTepakuuje u3mel)y 6 ¢pakropa u cnejcepcke cekpenue y npomoropy y noarpynu ECF32. IN'opwu
JIOTO Ha CJIMIM OAroBapa IPEACTaBHUIMMA Tpyle y KOjuMa je NpoHal)eH KOH3epBHUPAHW MPOTEHMHCKH MOTHB
(3aceHueH cBerno 1aBo) N-TepMHHAIIHO O TpaHUIlE JOMEHa G4 (Kpaj Jioroa ce IMOKJIama ca JaTOM TPAHUIIOM).
Jlomu 10T0 Ha CIHIK OATOBapa MPOMOTOPHMA 3a JIaTe MpeICcTaBHUKE (Koje je Omto Moryhe mpeaBHIACTH), IPH YeMy
je y cmejcepcKoj CeKBEHIIM HU3BOIHO O -35 eleMeHTa 3aceHueH KOH3EpBHpAHH EIeMEHT, KoMe je mpeasul)eHa
MHTEPaKIfja ca KOH3EPBUPAHUM IPOTCHHCKIM MOTHBOM; KOOPAWHATE HA CIUIM O3HAYCHE Cy Y OJHOCY Ha MOYETaK
TpaHckpunuuje, npu yemy cy GI 6pojen 3a ananuzupane ECF32 o ¢akrope natu y Tabenu M1 y Meronama.

4.3. UcnutuBame mexanuszma '"'mix-and-match' y rpynu ECF ¢ ¢dakropa

Pamn Tectupama mexanusma "mix-and-match" y rpymm anrepHaruBHnx ECF o dakropa
CTPOBE/ICHA j& KOPENAIMOHA aHATH3a HA MPOMOTOPHMA KAHOHCKHX MPEACTABHUKA G- H G
(exBuBasieHTHa aHamu3u y Tpynu RpoD), koja ce 3acHMBa Ha OHOQHU3MYKOM MOJEITY
TPaHCKPUIILIMOHE HHUIMjallMje H3JI0KEHOM Yy VYBoay. OKOCHHMIIA aHalIM3€ j€ KOpelucame
CKOpOBa MaTpHlla TEKHUHE 3a HUCHUTHBAHE NPOMOTOPCKE elleMEeHTe (JBOJIaHYaHE U
jennonanyane) [18], xoju najy mpoleHy eHepruja WHTEpakuuje ca ¢ (aKTOpOM y YCIOBHMA
"HecaTypucane anpokcumanmje” (Bugaetu Yeox 1.5.1.1) [21, 113]. [Ipema Moieny HU3I0KEHOM Y
VYBoay, cabupameM €Hepruja HMHTEpakldje JBOJAHYAHUX MPOMOTOPCKHUX eJleMeHaTa ca G
dbakTopoM m00HMjaMo TMpolleHy Joraputma adunurera BesuBamwa PHKII 3a mpomorop [21, 96],
JIOK YKJbYUYHMBaWEM y 30Up M EHEepreTCcKOr JONPUHOCA jeTHOJaHYaHMX eJeMeHaTa JA00MjaMo

MNpONCHY JIOrapuTMa YKYIIHC CHarc¢ mpomMoTopa, OAHOCHO IPONLCHY HCTOBC TPAHCKPUIILIMUOHE

aktuBHOCTH [21, 97].
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VY [nBolaHYaHE MPOMOTOPCKE €JIEMEHTe cmanajy -35 u mpoxykeHH -10 enemMeHT, 0K of
JeTHONIAaHYAHUX Y aHAIM3HW ydecTByje Kpatku -10 emement. JlyxwuHa crejcepa (T3B. "spacer
weights") Takohe ¢urypuiie y aHanu3u Kao jedaH Of IBOJAHYAHUX €JIeMeHATa U THME yja3u y
nporeny apunurera Besuawa PHKII 3a npomoTop u ykynHe cHare nmpomoropa. Kopenucamem
CHara jeJJHOJIaHYaHUX M JIBOJIAHYAHUX €JIEMEHaTa, Ka0 U PEJICBAaHTHUX KWHETUYKUX Iapamerapa
JMPEKTHO Ce TecThpa MexaHuzaMm "mix-and-match", jep ce xoMmruieMeHTanuja ciabujer jadyum
€JIEMEHTOM MCII0JbaBa KpPO3 HEraTWBHE Kopenauuje usmely oxarorapajyhux ckopoBa marpuia
texune. JlonatHo, GpyHKIMOHAIHA KOMIUIEMEHTalKja u3Mel)y einemenaTa HajeehuMm yaenom 6uBa
yCMepeHa Ka KMHETHYKOM TapameTpy KOjH je mpecyaaH 3a (yHKIMOHATHOCT MPOMOTOpa, 300T
gyera ce KOPENAlMOHOM AaHaJM30M IapajiellH0 M3y4yaBa M KWHETHYKH MPOQGHI MPOMOTOPCKOT
oarosopa. Ha kpajy, HEOXoHO je HarjJacuTu Ja ce npu nopehemy IpoMOTOPCKOr eIeMEHTa ca
KUHETHYKUM IapaMeTpoM Ha Koju yTuue (Hmp. -35 eneMeHT ca a¢puHuteToM BesuBamba PHKII),
CHara JaToOr €JEeMEHTa HCKJbydyje W3 MpOIeHEe BPEIHOCTH MapaMmerpa Ja Ou ce u3deria
ayToKopenaluja.

Pagu jenHocTaBHMje MHTepHpeTalyje, pe3yidTaTd KOpeJalMOHE aHalu3e TIpapuukd Cy
OpraHu3oBaHu Ha cienehu HaumH: Kopenauuje u3Mmely cHara jeJHONAHYAHUX U JIBOJIAHYAHUX
MIPOMOTOPCKUX elieMeHaTa, KOje yKa3zyjy Ha KOMIUIEMEHTANH]y Ka YKYIHO] TPAHCKPHUIIIIMOHO)]
aKTUBHOCTH, TIpUKa3aHe Cy y TNPBOM peay IaHena; Kopenamuje m3Mel)y cHara JBOJIaHYAHUX
eleMeHaTa M YKyIHE jaunHe TPOMOTOpa MpHKa3aHe Cy y IPYroM peay IaHena; JOK CY
Kopernauuje u3Mel)y cHara JBoJaHYaHMX elleMeHaTa, Koje yKa3yjy Ha KOMIUIEMEHTalHujy Ka
apunurety Be3uawa PHKII, npukasane y Tpehem peny manena. Beha HeratuBHa kopenaiuja
yKaszyje Ha Behm HHMBO KOMIUIEMEHTalMje, MPU UYeMy C€ 3HAYajHUM HA3MBajy HCKIJbYYHBO

Kopenaiyje CTaTUCTHYKHU 3HauajHe ca P-Bpennomthy mamom o1 HuBOa 3HauajHoctu 0,05.

4.3.1. Kopenariija cHara - mpOMOTOPCKHX eleMeHaTa

[IpBu cKyn TecTHpaHUX CEKBEHIIM, 3a KOj€ Cy pe3yaTaTu npukazanu Ha Cnunu 14, cactoju ce o
IPOMOTOPA G- aKMuUGHUX y YCIOBHMA in-Vitro. Jaka TPaHCKPHIIMOHA aKTHBHOCT OBHX IPOMOTOPA
onpeheHa je HCKIbYYHBO OocOOMHaMa 0a3alHuX (KAaHOHCKHMX) MPOMOTOPCKUX elleMeHaTa, KOjH Cy

WCTIUTHBAHU y aHaM3H. [IpUCyCcTBO CTaTUCTHYKM 3HAYajHUX Kopenaiuja yodaBa ce Ha Ciuim
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14 3a TOTOBO CBE TecTHpaHe KOMOMHAIIM]E eieMeHaTa/mapaMerapa, Koje o OICeTy MpeBa3uia3e
Kopenaimje aooujeHe Ha npomoTopckuM RpoD cexBennama E. coli [18]. KonkpetHo, y rpymnu
RpoD Hajjaun HUBO KOMIUIEMEHTAIHje u3Mel)y MPOMOTOPCKUX eJIeMEHAaTa He Mpesia3u BPEIHOCT
-0.2 u ycMmepeH je Ka MOCTU3aly JOBOJBHOI HHMBOA YKYIHE TPAaHCKPUIIIMOHE akTHUBHOCTH. C
apyre crpane, y rpynu ECF Ha KoMIuIeMeHTanujy Ka yKyNHO] TPAHCKPHUIIIIMOHO] aKTHBHOCTH
ynyhyjy 3HaTHO jaue HeraTHMBHE KOpeJalyje ca MaKCUMaJIHOM BpeaHoiihy ox yak -0.52, mTo je
WIyCTPOBAHO MPBUM U APYTUM pesoM naHena Ha Ciounu 14.

Paau mpaBuiHOr Tymauewma JOOMjeHUX KOpelalija HEOMXOHO je jOII jeJHOM HarJIacCuTH Ja U
yKyIHa cHara npomMoTopa u adunuter BesuBama PHKII 3a mpomoTop ykibydyjy cHare BUIIE
[0jeIMHaYHUX TNPOMOTOPCKUX €JeMeHaTa, KOje C€ y 3HAaTHO] MepH mpekinanajy. JlupekTHa
nocjeauia NpeTXOoAHOr je jaya Kopenauuja u3Melhy cHare -35 eneMeHTa M YKyIHE CHare
npomMoTopa (Apyru pen mnasena), y nopehemy ca kopenauujom uzmely chare -35 u kparkor -10
einemeHTa (mpBU pej maHena). Hamme, ykynmHa cHara mpomoTtopa cem KpaTkor -10 ernemeHra,
yKJbydyje W cHare mpoxykeHor -10 ernemeHTa H criejcepa, ITO HAM TOBOPH Jla BUCOK HHUBO
KOMIUIEMEHTAalje Ka YKYIIHO] TPaHCKPUIIMOHO] aKTUBHOCTH IPEACTaB/ba IOCIEAULLY jaKHX

Kopenauyja usmel)y aBogaHYaHUX MPOMOTOPCKUX eleMeHaTa (Tpehu pen maHena).
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Cauka 14. "Mix-and-match' y npoMoTopckuM cexBeHnaMa G- axmugnum in-vitro: Ha mamenmmma cimke
MpUKa3aHe Cy Kopesandje uamel)y pasinunTuX KOMOHHAIMja MPOMOTOPCKUX ellEMEHATa 3a CEKBEHIIE akmusHe in-
vitro. 3a cBaKkM MaHes, HAa OcaMa Cy Ha3HA4YeHH EJIEMEHTH 4YHje Cy CHare ykibydeHe y kopenaunuje. Kopenanuonu
KoehHUIMjeHTH 1 P-BpemHOCTH 3a MpHKa3aHe KOpenaldje HasHaueHe Cy Ha cBakoM maHedy. CHare mojequHavYHuX
MIPOMOTOPCKHX €JIeMEeHaTa MpOLEHEHe Cy Ha OCHOBY CKOpOBa MaTpulia Te)KHHE. YKYIHa CHara mpoMoTopa, Kao 1
apuHuTeT BesuBamwa 3a dsDNA, nobujajy ce cabupameM cHara CBUX HMPOMOTOPCKHX elleMEHaTa, OJJHOCHO CHara
eneMeHaTa Koju ca ¢ QakropoM uHTeparyjy kao dsDNA, npu yemy ce cHara ejgeMeHTa, ca KOjUM C€ JaTh
KWHETHYKH TapameTrap KOpeJHIle, HCKIbydyje U3 30upa 3a meroB npopadyH. [IpBu pex omoroeapa Kopenanujama
n3mely enemenara koju ca 6 Qakropom mHTeparyjy kao dsDNA u ssDNA; npyru pen oxnrorapa xopenanujama

n3mely enemenara dsDNA u ykynHe cHare mpomoTopa; Tpehu pen oxromapa Kopenanujama u3Mel)y enemeHara
dsDNA.

Tpeba mpuMeTUTH U J1a ce Ha Tpehem peay maHela yodaBa cyOmnomysaiuija mpoMoTopa ca jaKum
nponaykeHum -10 enemeHTmMa M BucokuM adunuretuma BesuBama PHKII 3a mpomortop
(TIpUMETHUTH 1a BUCOKH CKOPOBU OATOBapajy BpeaHocTuma ~(), Koju He KOpEIHIy ca cCHaraMma -
35 u mpoxyxeHor -10 ereMeHTa — Jara MPOMOTOPCKA CyOMOITyIanuja JONPUHOCH BU3YEITHO]
JUCTep3Uju U3BECHOTI Opoja Tayaka Ha ABa miuota. OBaj pe3yiTaT HaBOAU Ha 3aKJbyyak Ja
MIPUCYCTBO BPJIO jaKOT MpoIykeHOr -10 eneMeHTa YMHU cHary -35 eJeMeHTa MHOIO0 Mame
outaHom [19], mto je y ckmamy ca g00po MO3HATHM pe3yiataroMm y rpymu RpoD, rme jak
npoxaykeHu -10 enreMeHT MoXke Ja KOMIIeH3Yje OJCYCTBO -35 elneMeHTa, Tj. na o0e30eau
noBosbaH aduuuTeT BesmBama PHKII 3a mpomoTop, HE3aBUCHO O cHare -35 elleMeHTa.

Mehytum, W Topen TpHUCYCTBa OMUCAaHE NPOMOTOPCKE CyOmomyJaiuje, jake HeTraTUBHE
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KOpeJalmje jaBibajy ce m3Meljy ABOTAHYAHMX eTeMEeHATa y G- IPOMOTOPHMA, IITO MPETXOIHO
HUje 3a0enexxeHo y rpynu RpoD, m caMuMm TuUM mpencTaBiba TIaBHY Pa3IMKy y HCIOJbABALY
MexanusMma "mix-and-match" usmely npumapuaux RpoD u anrepuaruuux ECF o dakropa.
TeHaeHIM]a Ka KOMIUIEMEHTALMjH, KOja Ce jaB/ba Y CKYIly G- IPOMOTOpA, IPUCYTHA je u Mehy
npomoropuMa o' B. subtilis-a, mako je amanmsa y oBOM ciyuajy OTe:KaHA MamHM OpojeM
JOCTYIIHUX MPOMOTOPCKUX CEKBEHIM, KOje Cy IpH TOM 3HATHO OoJbe KoH3epBHupane [99].
KonkpetHo, -10 eneMeHT y mpomoTopuma oV jaBJba ce ca HajBHILIE JIBa OACTyIama y OJHOCY Ha
KOHCEH3YCHY cekBeHIly. CIMYyHO OBOME, MpoaykeHH -10 eleMeHT roTOBO jeé y MOTIyHOCTH
KOH3€pBHpaH, O YEeMy CBEJOYM IMPHUCYCTBO JEAHOT HEMOIyJapama y CBera HEKOJIUKO
MIPOMOTOPCKUX cekBeHIU. CTora Cy MaTpHIle TeKHWHE KOHCTPyHUCaHEe camo 3a -35 eleMeHT, KOju
JeIUHU HCIoJbaBa 3a/10BOJbaBajyhu HMBO BapujaOMIHOCTH, JOK cy cekBeHie -10 enemeHaTa
NOJIeJbeHE Y TPHU TpyIe: ca JBa, JeJHUM U 0e3 HemoIylapama y OJHOCY Ha KOHCEH3YC. 3a CBaKy
OJl TPH TMPOMOTOPCKE TpyIe TMpOoIecHeHa je (mpocedHa) cHara -35 elneMeHTra, Ipu 4emy ce
MTOKA3aJI0 J1a Cy HajcIabuju -35 eJIeMEHTH yApY)KEHU ca KOHCEH3yCHHM -10 eeMeHTHMa, HEIITO
jauu -35 enemeHTH oAronapajy -10 exemMeHTHMa ca jeIHUM HEMOAyAapameM, JOK ce Hajjauu -35
€JIEMEHTH jaBJbajy Yy KOMOWHauuju ca Hajcnabujum -10 enementuma (Cnuka 15). [dakne, -10
eJIeMeHT ca BehuM OpojeM Hemoaynapama (Tj. Clladhju) acolupaH je ca jauuM -35 eJIeMEHTOM,
IITO je jacHa TEH/IEHIIMja Ka UCIoJbaBamby MexaHu3Ma "mix-and-match”.

0

1
—
T

yjbuauls Juswale Gg-
R

0 1 2
-10 element mismatches

Camka 15: "Mix-and-match' y npomoropuma . Ha crumm je npukasasa kopenaruja usmel)y npoceune cHare
JIBOJIHAYAHMX MPOMOTOPCKHX eJieMeHaTa (CKOPOBH MaTpHIle TeXKHHE Ha Y-OCH) M jeIHONaHYaHHX MPOMOTOPCKHX
eneMeHaTta (Opoj HemoIyIapama y 0JIHOCY Ha KOHCEH3YC y oaroBapajyhuM -10 enemenTrMa Ha X-axis). [Tpumerutu
J1a jaduM -35 eIeMEeHTHMa OIrOBapa CKOp MaTpHuile TexuHe Omku 0.
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Pagu yBuma kako Ha MexaHuszam "mix-and-match" yrtuye mnoBehame XETEPOTreHOCTH
MIPOMOTOPCKUX CEKBEHIH (Tj. jaunHa MPOMOTOpaA), IPBOOUTHO aHATH3UPAHUM o MIpOMOTOpPUMA
MPUAPYKEHE Cy CEKBEHIIE HeakmusHe Y YCIOBHMA In-vitro, ImMTO je Jajdo JBa HOBA CKyIa
IPOMOTOPA 3a TECTHPAE-E KOpEIaIHja, 0 KOjHX Cy Y IPBOM MPHCYTHH CBH G- HPOMOTODH
(axmuenu w neaxmuenu IN-vitro), DOK IPyTd YMHE caMo In-Vitro uweaxmuene cexBenue. Ha
Cmunm 16 ymopehene cy kopenaiuje 3a JBa HOBa CKyIa oF MIPOMOTOpa ca Kopesaiujama
n00MjeHnM Ha in-VItr0 axmuenom CeKBeHIlaMa, IIpH dYeMmy je mopeheme gato 3a
KOMIUIEMEHTaIM]y u3Mel)y JABOJaHYaHUX M jeTHOJIAHYaHMX MPOMOTOPCKHX eJeMeHara (maHel
A), IBOJIaHYaHMX €JIeMEHaTa U yKyIIHE cHare npomortopa (maHen B) u qBoslaHyaHMX enemeHaTa
Mehycobno (manen C). OpmabGpaHe Kopenamuje 3a TpHU o MIPOMOTOpPCKa CKymna ymnopeheHe cy
Takohe ca oarosapajyhum kopenamujama 3a RpoD npomotope (mpeacTaBibeHe JIEBUM 0apoM Ha

CBUM TaHENINMa).
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Canka 16. IlpomeHna BpeaHOCTH Kopeaanuja o in-Vitro axkmuenux xa in-vitro neaxmuenum npomMoTopcKuM
cexBennama (mopeheme ca mpomoropuma RpoD). Ha manenmma cy mpukasane KOMIUIEMEHTaIje uamehy: A)
ememenata dsDNA (mpomyxerak -10 emementa) m ssDNA (kpatku -10 enement) B) ememenara dsDNA
(mpomyxerak -10 erxementa) u yKymnHe cHare mpomotopa, C) enemenara dsDNA (mpomyxerak -10 ernemenTa) u
dsDNA (-35 eneMeHT) 3a MPOMOTOPCKE CEKBEHIE G akmusHe IN-VItr0, cee u meaxmusne in-vitro. PeneBanTHe
Kopenanuje (Ha3HaueHe Ha y-ocH) yrnopelene cy ca oarosapajyhumM BpeqHOCTUMA 3a TPOMOTOpPCKe cekBeHiie RpoD
(y xojuma je kopenucaHa cHara -15 enementa). Mudopmanmje o oarosapajyhum CKymoBHMa MPOMOTOPCKHX
CEKBEHIH J]aTe Cy y JIETeHN CIIMKE.

Kao mTo je Ha mouyeTKy UCTakHyTO, Y RpoD mpoMoTOpcKUM cekBeHIIamMa Hajjaue Kopenanuje cy
3apaji TIOCTH3amba JOBOJBHOI HUBOA YKYITHE TPAHCKPHUIMIIMOHE akTUBHOCTH [18], mpu yemy cana
Ha Cnunn 16A (ymopenutu TpBU U IpyTy 6ap) yodaBamo Jia je oaroapajyha xopemnaruja y in-
Vitro akmusnum c° cexserama cnabuja (-0.1 3a o y nopehemy ca -0.17 3a RpoD). IIpenackom

Ka in-Vitro neaxmusnum cexkBermnama (yrnopeautu tpehu U 4eTBpTH 0ap) youaBa ce jayame JaTe
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kopenanuje (ox -0.1 mo -0.4), mro je HajBepoBaTHHje MOCIEIUIIA IOCTOjaba MPUTUCKA Y CKYITY
IN-VIitro neaxmuenux CEXBEHIM Ja ce moBeha WMHXEPEHTHO HUCKA TPAHCKPHIIIIMOHA aKTHBHOCT,
Kpo3 GYHKIIMOHATIHO HAJOIMyHhaBamke MPOMOTOPCKHUX €JIeMEHaTa.

Ha Cnunu 16C youaBamo CyNpOTHY TEHACHLHM]Y 32 KOMIUIEMEHTALN]y Ka MOCTH3amby JI0BOJHHO
Brucokor adunurera BesuBama PHKII 3a mpomotop. OBne youaBaMO 3HATHO jaue HETAaTHBHE
Kopenanmje n3Meljy JBoNaHYaHNX eleMeHata 3a G- IN-Vitro axkmuene TpoMoTOpe, y OIHOCY Ha
eKBHUBaJIeHTHE Kopenanuje y RpoD npomoTopuma, unMe je jacHO HarjiaiieHa OCHOBHA pa3JidKa y
TPAHCKPUIILIMOHO] KUHETULM OBe JBe Tpymne npomoTtopa. KonkperHo, 3a RpoD cekBenie
napamerap koju y HajBehoj mepu onpehyje oaroBop mpoMoTopa je YKyIlHa TPaHCKPHUIIUOHA
aKTHUBHOCT, JIOK Y oF cexBeHIaMa 0Ba ynora npunana apuautety BesuBama PHKII 3a mpomoTop.
JlonatHo, Kopenamuje u3Mel)y ABOJIaHUAHHMX eJIEMEHATa Omaaajy of in-Vitro axmuenux xa
HeakmusHum cekBeHlama (ymopemutu 6apose 2-4 Ha Crounm 16C), mTo nasse moTBphyje na je
[IPOMOTOPCKA aKTUBHOCT o yCcKo moBe3aHa ca adunuterom BezuBama PHKII 3a mpomotop.
[Mpeuunsnuje, xopenanuje u3mely nBogaHuaHMx eiemeHara cy Bpio jake (-0.43) y in-vitro
aKmueHum CEKBEHIIaMa, IITO MpeJiasd y MOTIYHO OJACYCTBO Kopeialuja y in-Vitro neaxmugnum
CeKBEHIIaMa. YOoueHU oOpasall nmpoMeHe Kopenaiuja usmely JBojaHuaHMX elleMeHaTa BOJAU Ka
CIIMYHOM TpEHJAY MpOMEHe Kopenauuja u3Mmely ABOJTaHYaHMX eJeMeHaTa W YKyIHEe CHare
MIPOMOTOpA, UITO je MIycTpoBaHo Ha ciuuy Ciaunu 16B (ueHTpanyu nanen).

3HavajHO Omajame Kopenamuja, kKoje cy youaBa Ha Cioukama 16B u 16C, npu npemnacky ca in-
VItro axkmuenux Ka Heakmuénum G- TPOMOTOPHMA MOXKE OWTH Y3POKABAaHO YTHIAjeM
CMOJBAIIIbUX pEryJiaTopa Ha TPAHCKPHUIIMOHY aKTUBHOCT In-vitro ciabux mpoMoTopa, Yuju ce
yneo y "mix-and-match"-y, mehyrum, He Moke yTBpauTH mpahemeM Kopenanuja usmely
KaHOHCKHX TPOMOTOPCKMX €JeMeHaTa. JemaH oa MOryhmx CrHoJpallllbUX — HOCHIIAIA
TPAaHCKPHIIIIHOHE aKTHBHOCTH (IpewmsHuje, adunntera BesmBama PHKII 3a mpomoTop) y o-
NPOMOTOpUMA je KOH3EpBHpaHU criejcepcku enemeHT [114], mrTo je Kpo3 Kopemucame ca

CHaraMa KaHOHCKHX IMPOMOTOPCKUX €JICMCHATa pa3MOTPCHO Y HAPCAHOM IIOTJIaBJbY.
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4.3.2. Kopenanuje cHara crejcepcKor U KaHOHCKUX o eleMeHara

UrdopMaryje o yo3H CIIejcepckor MOTHBA y (YHKIHOHHCABY G- IPOMOTOpA HaM Takolje jaje
KOpeJalrnoHa aHalln3a, KOjoM ce yTBplyje cTeneH (GyHKIMOHATHOT HaI0MyhaBamba n3Mel)y oBor
Moryher crospalimer peryjaropa U KaHOHCKHX IMPOMOTOPCKUX enemeHara. Kopemammonom
aHamm3oM oOyxBalieHa Cy cBa TPH CKylla G IPOMOTOPCKHX CEKBEHIIH, ca IPOMOTOPHMA
Heakmuenum IN-Vitro, CBUM MPOMOTOpPUMA M MPOMOTOpHMA axmuerum iN-vitro. Ilpu Tom, cem
Kopenauuja u3Mel)y crejcepckor ejleMeHTa W OCTauX eJeMeHaTa/llapaMerapa, HaHOBO CY
NPOICHEHE U Kopemaluje n3Mel)y KaHOHCKUX TPOMOTOPCKUX €IeMeHaTa, 10 YKJbYUHBamby CHare
CTI€jCEPCKOT €JIEMEHTA Y peJIeBaHTHE KHHETHYKE MapamMeTpe.

VY ckymy in-Vitro meaxmugnux CEKBEHIIM CIICjCEPCKH €JIEMEHT OCTBapyje M3PaKCHE HeraTHBHE
KopeJalyje ca CBUM IPOMOTOPCKUM €JIeMEHTHMA (BPEJHOCTH KOpEJIAMOHUX Koe(ullijeHara ce
kpehy m3mehy -0.24 u -0.41; pe3ynraTd HUCY NIpUKa3aHW). JeAMHHW H3y3€TaK je MO3UTHBHA
Kopenainuja Koja moctoju u3Mmelyy cmejcepckor u mpomaykeHor -10 enemeHTta, mTo ykasyje Ha
MOTryhHOCT Ja OBa JBa €JieMEHTa 3ajeJHMYKU HAJOIYyHY]y CHAare OCTalIMX MPOMOTOPCKHX
enemenara. Hajjaua HeratuBHa kopenauuja (-0.41) nobujena je ca yKynmHOM CHarom npoMoTopa
(Cnuka 17A), nmok je Hajcmabwja Kopenamuja noOWjeHa ca JBOJAHYAHUM IMPOMOTOPCKUM
enementuMa (-0.24). CBeykymnHO, youaBame JaKMX HEraTUBHUX KoOpelsaldja MOTBphyje MoYeTHy
MPETIOCTaBKY J1a KOH3epBUPAHH €JIEMEHT CIiejcepa y in-vitro ciiabuM IpoMOTOpHUMa YUECTBYje Y
"mix-and-match"-y ca kaHOHCKMM eJeMEeHTHMa 3apaj I[ojayaBarba WHXEPEHTHO HHUCKE

TPAHCKPHUIIITHUOHE aKTUBHOCTHU ITPOMOTOpA.
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in-vitro inactive promoters
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Cauka 17. Kopenauuje nzmel)y KoH3epBUpPAHOI ejleMeHTa y cliejcepy M YKYNHe cHare mpomoropa: [opmu,
Cpe/IEbH U JIOH TIaHeN Ha CIIHIH MPHKa3yjy, PeoM, KOpeaiuje y IPOMOTOPCKMM CEKBEHIIAMA G- HeakmugHuM in-
Vitro, CBMM MPOMOTOPUMA M TPOMOTOPCKHAM CEeKBEHIaMa axmueHuMm iN-vitro. Ha cBa Tpu maHena mpukasaHa je
Kopenanuja u3Melhy cHare KOH3EpBUPaHOI MOTHBAa y CIiejcepy M YKyIHe cHare mpomotopa. Kopenanuonu
koeduMjeHT u P-BpeqHOCT mpukaszaHe cy Ha CBAaKOM IaHeNy. YKyIHa cHara npomMoTopa oJroBapa 30upy cHara
CBUX MIPOMOTOPCKHUX eIIeMEHATa (M3y3€B CHAaI'e MOTHBA Y CII€jCEPY ca KOJHM C€ KOPEITHIIIE).

JlaJjbe je HMCIUTHBAHO KAaKO CIEjCEPCKH €JIEMEHT YTHUYe Ha MPOMEHY MPETXOTHO JTOOMjeHUX
Kopenanuja m3Mely KaHOHCKHX eleMeHata y in-Vitro meaxkmuenum 6- IPOMOTOPHMA, IIPH YEMy
Ha Cioumm 18 youaBamo Bpiio CHaXXHO noBehame KomIuieMeHTaluje 3a ahUHUTET BE3UBamba
PHKII 3a nmpomorop (nmpomena ox -0.6) u 3HaTHO ciabuje moBehame KOMILJIEMEHTALMjE 3a
YKYIHY TPaHCKPHUIILMOHY aKTUBHOCT (mpomena oxa -0.1). OBaj pesynrar jacHo moTBphyje
NIPEJUIOKEHY YJIOTY 3a CIIEjCEPCKH €JIEMEHT, KOja MoApa3yMeBa Ha/I0MyHhaBambe CHara KAaHOHCKUX
eJleMeHaTa y TpaBlly IOCTU3ama JoBoJbHOr aduuuTeta Be3uBama PHKII 3a criabe o
npomortope. OBzme Tpeba HarjJacWTH Ja je, aHAJIOTHO ca pe3ysTaTHMa aHaIn3e KaHOHCKUX
eleMeHaTa, HajBeha amcoiyTHa Kopenaiyja Koja MocToju u3Mmel)y crmejcepckor eneMeHTta u
YKYyITHE CHare MmpoMOTOpa 3arpaBo MOCEIUIA jaKMX HETaTHUBHUX KOpeNaldja CIIEjCepCKOT ca

rOTOBO CBUM (BehHMHOM JBOJIaHYaHWM) KAaHOHCKHM elleMeHTuMa. HaHOBO mpolewmeHe
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Koperanuje n3mel)y KaHOHCKHX eJIeMEHATa W YKyIHE CHare mpoMoTopa (10 yK/byYHBamby CHare
CIIejCepCKOT eJIeMEHTa) Takohe ce oTMKYjy TTopacToOM — HITp. Kopenaruja uzMel)y ITBoIaHdaHuX
u kpatkor -10 enremenTa pacte ca -0.3 Ha -0.42, mTo jorn jeTHOM MOTBplyje yJIOTY CIEjCepCKor
MOTHBa Y KOMIUIEMEHTAIIMjU CHAara OCTaJUX MPOMOTOPCKHUX ejneMeHaTa. Kao jenmuHu u3y3erak
jaBJba ce TpoaykeHu -10 ememMeHT, dhje Kopernamuje ca OCTaauM MPOMOTOPCKUM €JIeMEHTHMA
cnabe 1o YKJbYYMBaWY CIIEJCEPCKOT MOTHBA, a INTO j€ y CKIAay ca NPETXOJAHO H3HETOM
NpPETIIOCTaBKOM JIa JiaTa JiBa elieMeHTa Kpo3 "mix-and-match" 3ajeqHnuky HaIomymyjy cHare

OCTalIux.
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Cauka 18. Ilopehemwe kopenanuja y o" MPOMOTOpPUMA Heakmuenum iN-vitro ca u 0e3 yK/byuyHBama cHare
KOH3epBHPAaHOT ejeMeHTa Yy cnejcepy: Ha mnanenmma cy mnpukaszaHe KoMIUIEMeHTaluje (Ka YKYITHO]
TPAHCKPUIIIMOHO] aKTHBHOCTH — JIeBO; Ka aduHHMTeTy Be3uBama 3a dsDNA — necno) msmelly kaHOHCKHX
MIPOMOTOPCKHX €JIeMeHaTa U HHXOBE BPEIHOCTH HAKOH YKJbYYHBamkha CHare KOH3EpPBHPAaHOI MOTHBA y CIIEjcepy Y
kopesanje. Orcer mpoMeHe KOpenanuoHOT KoedunujeHTa R TpHKasaH je MCHpPEeKHUIaHOM CTpENHIOM Ha 00a
MaHena, JOK Cy arcojyTHE BpPEAHOCTH OAroBapajyhux KopenamuoHWX KoedWIMjeHaTa IpHKa3aHe Ha Y-OCH.
WNudopmanmje 0 TPOMOTOPCKAM €IEMEHTUMA/KMHETHYKUM TIapaMeTpuMa, KOjU Cy VYKJBYYeHH Yy TIpUKazaHe
KOpeJanuje 1aTe Cy y JETCHIH CITUKE.

Jlasbe, y CKYIly CEKBEHIH KOjH O0jelMEIbyje CBe G- IMpOMOTOpe Takohje Cy yOueHe HeraTWBHE
Kopenaiuje, ald y MambeM OO0MMY Yy OJHOCY Ha CKym IN-VIitro weaxkmusnux mpomortopa. Ha
puMep, Kopemalyja crejcepckor eeMeHTa ca YKyITHOM CHarom npomoropa onana ca -0.41 na -
0.28 (Cnuka 17B), mpeMaa u gajbe MMa CTaTUCTUYKHU 3Ha4yaj. HaHOBO mpoliewmeHe Kopenaiuje
KaHOHCKHX €JIEMEHTa PacTy IO YKJbYYHBAHWY CII€JCEPCKOT €JIEMEHTa Yy aHalu3y, IITO TpaTH

TPEH]] YOUCH Ha in-Vitro reakmuenum CEeKBEHIIaMA.
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duHaNHO, y CKYIy in-VItro axmusnux ceKBEHIIU 100Mjajy ce ciabuje Kopenainuje y nopehemy ca
OCTQIMM CKYIOBHMA G- MPOMOTOpA, KOje JOAATHO Iy0e M CTaTHCTHUKM 3Hauaj. Ha mpumep, Ha
Cmuum 17C yowaBa ce ja Kopeianuja CIejcepcKor MOTHBA ca YKYIMHOM CHAaroM IpoMOTopa
u3Hocu cBera -0.19, npu yueMy HHje cTaTUCTUYKH 3HayajHa. [lax kopenanuja, Koju ce yodana of
IN-VItro meaxmugnux Ka axmuHnum CEKBEHI[AMa, CBEJOYU O MambeM (YHKIMOHATHOM 3HA4ajy
CII€jCEepCKOI MOTHBA y jaKUM MPOMOTOpPHMA, LITO j€ y CKJIaay ca ClabujuM IPUCYCTBOM JATOT
eleMeHTa y In-Vitro axmuenum y omHocy Ha neaxmusne cekpenie [114]. CymapHo, MOKeMO
3aKJbYUYUTH J1a ce Beha kBanuTaTUBHA (IEKCUOUITHOCT y PyHKIMOHUCamY 4iaHoBa rpymne ECF
OYMTaBa M Ha KBAHTUTATHBHOM HHUBOY, 32 LITa pacrojesa jakux Kopenamuja u3mel)y KaHOHCKUX
o MIPOMOTOPCKUX €JIEMEHATa M CIIOJbAIlbET peryyiaropa (CHejcepcKku €IeMEHT) IMpeaCcTaBiba

jacas npumep.
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5. JINCKYCUJA

VY nornaipy Koje Clie[d pe3yiaTaTd aHaiu3e crenuduiurera 1 MexaHusma "mix-and-match" y
rpyniu  ECF 6 ¢dakropa Owhe OCHOB 3a peBH3H]y TpPEHYTHE IMapagurMe O PUTHIHOM
npoMoTopckoM crenudunutery. Beszano 3a npeasubame cneuuduuurera y ECF ¢ rpynu, Ha
noueTky he OWTH TOKa3aHO Kako mpeaBubama mpomotopa 3a (arne ECF o daxrope, y
KOMOHMHAIM]H ca MPUMEHOM CTaHIapIHUX OMOMH(DOPMATHUYKHX METOJIA 332 aHAJIN3y T'€HOMCKHUX
CEKBEHIIM, MOTYy JIOBECTH JO MPHOIIKHOT pasyMmMeBama WH(GEKTHBHE cTpaTerdje Bupyca. Y
KOHTEKCTY TPOIICHE TTapaJIuTMe O PUTHIHOCTH, Kao TJIABHU pe3yJTaT y npeasuhamima 3a (arne
nmpomMoTope Ouhe Mperno3HaTo MPUCYCTBO KIACHYHOT (EKCTPEMHOT) MpUMepa MeXaHu3Mma ''mix-
and-match" (kommeH3amnuja oacycTBa -35 eneMeHTa jakuM MpoaykeHHM -10 ememeHTOM), jep
NpeJCTaBba MPBH J0Ka3 (uexkcubunHoct y unrepakuujama ECF ¢ ¢akropa ca mpoMOTOPCKUM
cekBeHIlaMa. Ha oBO ce HamoBe3yjy pe3yiTaTH IIHMpe aHadu3e Crnenu(uiuTeTa 0aKTepHjCKUX
ECF npeacraBHuKka, KO KOjUX Cy IpeaBul)eHe T3B. HEKAHOHCKE MHTEPAKIIMj€ ca MPOMOTOPCKUM
CeKBEHI[aMa, WITO j€ MPerno3HaTo Kao M3pakeHHja KBaJUTaTUBHA (DIeKCMOMIHOCT Yy
¢yHkunoHHCcamy y omHocy Ha RpoD o daxrtope. Ilorom crieme pesynratu KopenanuoHE
aHaiu3e, KOju MOTBPhyjy HcmoJbaBame MexaHu3ma "mix-and-match" kox (xanonckor) ECF
TIpe/ICTABHUKA — G, ¥ TO y BehieM orcery Hero y rpynu RpoD, mro je y JIMcKycHju 06jarmeHo
noMohy jeZHOCTaBHOT KBAJIUTAaTMBHOT Mojena. JlogaTHO, youeHe pas3uKe y BaXXHOCTH
KUHETHYKUX TMapaMeTapa 3a IMOCTU3amke TPAHCKPUIIHOHEe akTUBHOCTH Ha nmpomoTtopuma ECF u
RpoD nuckyTroBaHe cy Kao mocienuia pa3iniuTuX CTPYKTYPHO-(DYHKITMOHATHUX OTPaHUYECHA Y
rpymnamMa 60 ¢dbamunmje. bynyhu na nobujeHu pesynTaTd MpelCTaB/bajy CHaXKHY Ha3zHAKY
VHHBEp3aIHOCTH MexaHm3Ma "mix-and-match" y ¢avummju o'°, Jluckycuja je 3ak/bydeHa
ycMepemHrMa Ka JalbiM (€KCIIEpUMEHTATHUM) HCTPAKUBAkbIMa, KOjiMa OM OBa XHMITOTE3a MOTJIa

1 ce TIOTBP/IH.
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5.1. TpanckpuniuoHa crpareruja 6axkrepuocgara 7-11

[Ipensubame crnemuduuurera 6 ¢akropa, KOAUPaHUX (arHUM TeHOMHUMA, HAj3aXTEBHUJU je
KOpak y OuOMH(pOpMAaTHUKOM U3ydaBamy peryjanuje (arde TpaHCKpUILIHjE, KOJU V3
CTaHJap/AHy HaArjienaHy mperpary O0aKTepujCKUX MPOMOTOpA Jiaje LEJIOBUTY CIHUKY MPOCTOPHE
opraHusaiyje npoMoTopa y reHoMy. 3ajelHO ca pe3yiraTuMa (pyHKIHMOHAIHE aHOTalhje IeHa,
n00Mja ce OKBHP HAa OCHOBY KOT MOXKEMO PEKOHCTPYHCATH BPEMEHCKH 00pa3all BUPYyCHE T€HCKe
eKcIIpecHje TOKOM HH(]EeKIHje, IITO je Y HacCTaBKy IoKa3aHo Ha nmpumMepy 6akrepuodara 7-11.

Y mnodetHo] ¢aszu uHbekuje, Oakrepujcku xonoensuM PHKII ca jakux RpoD mpomortopa
MHUIMpA TpaHCcKpuniujy OaxktepuodarHux "paHux" TeHa, KOJjU YHMHE Y3BOJHHM JI€O
¢yHKIMOHATHOT TeHCKor Kiactepa. Kako ce mpensuhenn RpoD nmpomortopn BehnHCKM Hanase
y3BOJHO on "paHux" TeHa, (DYHKIIMOHAIHM KJIaCTep CE€ HajBEpOBATHHUjE€ TPAHCKpUOyje Kao
Jqyradak OIEpOH, INTO j€ TUIWYHA OJJIMKA CTpaTeTHje TeHCKE ECKIIPECHje BEIMKOT Opoja
Oakrepuocdara [73]. [Ipenazak ca "pane" Ha "cpeawy" ¢azy uHbekuHMje nemaBa ce HAKOH
eKCIlpecHje aHTH-G (akTopa — TPOTCHHCKOT TIPOW3BOJAA JEAHOT OJl Y3BOJHUX TEHA
(GYHKIIMOHATHOT KJIacTepa — Yyja je yJjora Ja HHUIUPA IPOMEHY IPOMOTOPCKOr crienuduuurera
enzuma PHKII. Ilocnenuiia akTuBHOCTH aHTH-G (akTopa je Ookaga OaKkTepHjCKOT XOI0EeH3UMA,
ycIiesl 4era HacTyIa raiiemne TPaHCKPUIIIHje CBUX OaKTepHjCKUX U "paHuX" BUPYCHHUX T'€Ha.
Tpanckpunimja npeoctanux BupycHux reHa ("cpemamu” u "kacHH") HacTaBJba ce ca (parHuX
MIPOMOTOpa MOMONY XEeTEepOreHOI XOJIOEH3MMCKOI KOMIUIeKCa, Y KOME€ MeCTO OaKTepHjCKOT
RpoD o6 dakropa 3ay3uma ECF ¢ daktop kogupan 6akreprodanum reaomoM. Kako cy darau
IIPOMOTOPH JIOKaJdu30BaHU y3BoaHO of reHa 3a ECF o ¢akrtop, moyeTHe KOJIMYMHE OBOT
MPOTEUHa, KOjé Cy HEONMXOJHE 3a IMOKpeTame (harHe TPaHCKPHIIIHje, HajBEpPOBATHHUjE Ce
excpumMupajy ca RpoD mpomortopa y cKJOIy Ayradykor ONEpOHA, YWjU Y3BOJHHU JI€0 YHHE
"pann" renu. Hakon Onokanme Tpanckpumuuje ca RpoD mpomoropa, ekcmpecuja darHor o
¢dakTopa HactaBiba ce ca ECF mpomoropa, mrTo My o06e30ehyje BHCOKY aKTMBHOCT U Y
MIOYETHUM, U Y KacHUjuUM (pa3ama mHpekuuje. ['eHn ca omucaHuM TPaHCKPUIIIMOHUM 00paciem
Kiacuukyjy ce xao "cpenmu', 3ay3uMajy HU3BOJHU CErMEHT (yHKIIMOHATHOT KiacTepa M y
HajBehoj mMepu TpaHckpuOyjy ce ca cpeamux (araux npomortopa (npensubhenu kpatku ECF
MoTuBH). OBa reHcka kiaca Hajuenthe Kojupa NMpoTEeHHE KOjU OJIOKUpAjy TPAHCKPHUIILIMOHE U

TpaHCIalMOHe Tpouece Oakrtepujcke henuje, 30or uyera mnpenBubame TPaAHCKPUIIIHOHE
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cTpareruje Oakrepuodara, uuju cy AoMahWHU TATOTEHH COjeBU, MOXKE HMATH MEIUIIUHCKU
3Hauaj [72].

Jla Om wHpEKTHBHU LHKIyCc OakTeprodara OWO 3aBpIIEH, HEOMXOTHO j€ EKCIPUMHUPATH H
"kacHe" TeHe, KOju KOJAUpajy Jel0Be BUPYCHOI OMOTaya M INPOTEHUHE ca YJOrOM Y CKIanamy
HOBUX (harHMX maptukyina. Jlokamuja OBUX TIeHa OTrpaHMYCHA j€ Ha CTPYKTYPHH KIiacrtep,
y3BoJiHO o1 Kor ce Hanase jeauau ECF (daram) mpomotopu ca nogatHum enementom "TATA"
(npenBulheHn Iyrw TOHOBIHM). Y CKJIQAYy ca OBHM, pa3yMHO je TPETIHOCTaBUTH Jia YIPaBO
enemenT "TATA" o06e30ehyje moBosbHy jaumny nyrux (kacaux) ECF mpomoropa, koja
oMoryhaBa TpaHCKpUNIIMOHY aKTUBHOCT Yy HOCIEAHO] (a3 MHPEKIHje, Kaaa Cy OrpaHuveHe
KOJIMYMHE W CH3MMCKHX M TpaJuBHUX pecypca Ha KOjuUMa II0YMBa TEHCKa EKCIpecHja.
[Mpedepentnum kopumthemeM KacHUX, Y oaHOcy Ha cpeame ECF mpomotope, ycrnocTtaBiba ce
ONTUMaJIaH OJHOC CTPYKTYPHUX KOMIIOHEHAaTa BUPYCHOI OMOTauya M HACHHTETHCAHUX KOIHja
TeHOMa, IIITO JIOBOJIU JI0 CTBapamka BEITUKOT Opoja HOBUX BUPYCHHUX MAapTHKYJIA CIIPEMHUX Ja yhy
y HapeaHe NUKIyce nHpeKIuje.

Kao mro je mnperxomHO WCTaKHYTO, HAj3aXTEBHUjU KOpPAK y PEKOHCTPYKIUjH BUPYCHE
TPAHCKPUIILIMOHE CTpaTeruje je npensuhame MpoMOoTOpCKOr cnenuduuuTera 3a ¢ pakTope (Win
PHKII) xonupane ¢arauM reHoMHuMa Tie, 3a pa3iuKy OJl OCTaTKa aHaJIM3e TEeHOMCKE CEKBEHIIE
OakTepuodara, mnpuMeHa craHgapaHux Meroaa (anroputMu MLSA) He naje mnoysnana
npensuhama. CTora, 3HauajaH pe3yJTar je yCrellHa NOTBpAa HOBOT METOJOJIONIKOT MPUCTYTIA,
KOjJU je pa3BHjeH Ha mpenaBubamy (QarHux mpoMoTopa y reHoMmy Oakrepuodara 7-11, a 3atum
notBphen u Ha renomuma phiEco32 u Xpl0, y kojuma ce npeasuheHr MOTHBH MOJyapajy ca
SKCIIEPUMEHTAIHO YCTAaHOBJLECHUM (parHuM mpomotopuma [64, 68, 100]. YV oBoM KOHTEKCTY,
BAXHO je Harmacuth na je Ha reHomuMma phiEco32 m Xpl0 jom jemnom motBphena ciaba
npuiaroheroct anropurama MLSA 3a nperno3HaBame npoMoropa (araux ¢ dakropa, cem kaga
ce Mperpara KOHIMIKpa Ha EKCIEePUMEHTATHO] MH(pOpMauuju o mojaenu (arHux reHa Ha
BPEMEHCKH DPa3IMUUTE EKCIpecHoHe kiace. Ha OCHOBY MpeTXogHOT, MOKE Ce 3aKJbY4YHTH Ja
MOpaBHABakbe WHTEPICHCKUX pETHOHA y TIapoBHMa Yy MHOTHM CIydajeBHMa IPEICTaBIba
npedepeHTHU METOJIOJOMIKH MPUCTYN 3a npenBuhame crenudumurera Garaux ¢ dakrtopa (u
PHKII), koju TUNUYHO MHTEpAryjy ca J0OpO KOH3EPBUPAHUM MPOMOTOPUMA, aJM CTATHCTUYKH
cmabo m3mudepeHMpanuM y OJHOCY Ha MOo3aauHy (Tj. jaBJbajy C€ Y MHOTO MameM Opojy

MMOHABJbAKA, Y OJTHOCY HA YKYIIaH OpOj MpeTpakMBaHUX CEKBEHIIH ).
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Cem HOBOr mpucTyna 3a npeaBuhame (parHUX HTPoOMOTOpa, MOTBPHEHHM Cy M NPOMOTOPCKU
MOTHBH y TeHOMY 7-11 momohy kommapaTuBHE aHanmu3e ca 6bakrepuodarom phiEco32, npu gemy
j€ youeHa KOH3MCTEHTHOCT M Y T€HOMCKO] JIOKaJIU3alHju, U Y CIEeHU(PUIIUTETY MPOMOTOpa 3a
Bucoko cimyHe ECF o daxtope aa OGakrepuodara. ¥ KOHTEKCTY H3ydaBama MPOMOTOPCKOT
cneuu¢umurera y rpynu ECF, xommapatuBHa ananmsa, MehyTuMm, Jana je MHOTO 3Ha4YajHUjU
pesynratr, jep ce mnopehemem ¢arnux mnpomortopa 7-11 u phiEco32 mnpBu mnyr youasa
brnexcubunHoct npomoropcke crpykrype y rpynu ECF. Haumme, y mnpomoropuma o0a
Oakteprodara NpUCyTHU Cy BpJO M3paxeHH mpoayxeuu -10 enemeHnTta, koju y rpynu RpoD
TUMIMYHO KOMIEH3yjy cinab (wmm oxacyrtaH) -35 emement. Y ECF mpomoropuma phiEco32
npoxayxerke -10 eremeHTa 3ancra mpaTH OJCYCTBO -35 elneMeHTa, 10K je y npoMmoropuma 7-11 -
35 enemMeHT yJIpyKeH caMoO ca AYTdM MOHOBIMMA (T3B. "KacCHUM'" MPOMOTOpPHMA), HITO Cy BPJIO
JacHM TpHUMEpHU OJCTyHama OJf TPEHYTHE MapajurMe O pUTHIHOM I[POMOTOPCKOM
CHCTIUPUITUTETY .

OnexcubunHocT y crpyktypu ¢daranx ECF mpomoTopa moTBpaa je moia3HOT CTaHOBHINITA O
HEOIXOJHOCTH HE3aBUCHOT NPUCTYyMa 3a U3y4aBame MPOMOTOPCKOr creuuduuurera y rpymnu
ECF, rne je najpeha BepoBaTHOha 3a yoyaBame KBIUTATHBHO APYrauMjux pPEryJaTOPHUX
napaurMy Ousa MpuIrcaHa yrnpaBo MpeICcTaBHUIMMA KOjU Ce HajBHILE PA3NUKY]y Y OJHOCY Ha
OCTaJIe WIAHOBE G ° dbamunuje (omaocHo 6aktepuodaruum ECF o dakropuma). Takohe, 3Ha4aj
nobujeHnx pesynaTarta 3a (1asse) nzydaBame Mexannsma ¢pyuknuonucama ECF 6 dakropa Tokom
WHUIFjalje TpaHcKkpuniyje adupmume ynorpeOy OakTepuodara kao MOAEN cUCTeMa 3a
OuoH(pOpMaTHUKa HUCTpaXKMBamka 0A3MUHUX MpOIeca y MOJIEKYJIapHO] OMOJIOTHjH, YUME Ce Y3
CMameH yTpoIlaKk BpeMeHa (M pecypca) Moxe 3HauajHo mnoBehatm BepoBatHoha 3a

YCoCTaBJbalbC¢ HOBUX IMapaJruIMu.
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5.2. IlIpomotopcku cnenupuuurer ECF ¢ pakropa

3nayaj nobujenux mupensubama 3a ¢arne ECF mpomoTope AHMCKyTOBaH je y HPETXOJHOM
MOTJIaBJbY ca BHIIE acriekara. O Tora, HAPOUUTO OUTHUM TTOKA3aJIe Cy C€ MMILTUKAIIM]E 32 J1aJbe
u3ydaBame npomoTtopckor crenudunurera y rpynu ECF, ycrmen Bpio jacHor oxacrymnama
(darHux MpoMOTOpa Off TPEHyTHE HapaaurmMe o purugHuM uHrepakuujama usmely ECF o
(daxTopa M BUXOBUX NPOMOTOPCKUX cekBeHlm [/, 23, 115]. Haume, youaBame mpBor npumepa
¢bnexcubunnHoctu 'y Qynkuuonucawy ECF o daxtopa mHMIMpano je CHUCTEMATCKy aHaIU3y
uHtepaknuja mporenH-J{HK y rpymm, xoja je oOyxBaTuna OaKTepHjCKe MpEACTaBHUKE
pazmuuutux ECF moarpyma, xao u mpomupeny ananuzy ¢araux ECF o ¢akropa, 3a koje
IMCKyCHja CcJIe/ld Y HACTaBKY IOTJIaBJba.

Ha ocnoBy nmopaBHama npomotopa ¢araux u kaHoHckux ECF npencraBHuka (csW u GE), y Koje je
yksbyueH u RpoD npomorop u3 E. coli kao 106po mpoydeH mpecTaBHHUK, YOUCHO je a ce KOJI
npomotopa ¢aruux ECF ¢ ¢dakropa jaBibajy Hajayxu mpoayxeuu -10 exementa. Hauwme, -10
enementr kanonckux ECF o dakrtopa, 6" u o, uuTeparyjy ca ¢ daxropom y hopmu dsDNA
MOCPEICTBOM CETMEHTa IykuHe 2 Om, 70k y RpoD mpomotopuma oarosapajyhu motus (-15
eneMeHT) uMa aykufy 4 6o [18]. V ognocy Ha mux, npoaysxkeru -10 enementa y ¢araum ECF
IPOMOTOpPUMA Cy TOTOBO JyIUIUpanu, Oyayhu na nzHoce 5 u 7 O1.

Y mpomotopuma ¢ ¢akropa phiEco32 Bpmo m3paxen mpoxyxkerak -10 ememenTa je mpahen
HEIOCTATKOM -35 elleMeHTa, IITO je Y CKIaay ca OACYCTBOM JIOMEHA G4y TIPOTEHHCKO] CEKBEHITH.
bynyhm nma cy y3Bomno ox -10 emementa y aemy phiEco32 mnpomortopa mnpeasuleHu
KOH3€pBUpaHU MOTHUBH, Henoctajyhe o4:-35 wuHTepakuuje Morie Ou OUTH HaJOMEIITEHe
perpyToBameM TPAHCKPUNIMOHOT (akTopa. Y TOM ciy4ajy, KOMIUIEMEHTAlHja OJCYTHOT
JIOMEHa G4 TTOCPEJICTBOM HMHTEpaKIIMja ca TPAHCKPHUIIIIMOHUM (DaKTOpOM MpejcTaBbajia Ou jOII
jenan (Moryhm) mpumep ¢rexkcubunnocta y ¢pynkinuonucawy ECF o dakropa, Oyayhu na je
perynamuja aktuBHocTH ECF mpomortopa momohy TpaHCKpHUIIMOHOT (pakTopa omakeHa y BpJIo
MajioM Opojy cayuajeBa [/, 116]. JlomatHo, oBakBa peryjanuja akTHUBHOCTH Jena phiEco32
MMPOMOTOpa UMasa OW jacaH 3Hada] M 'y YCIIOCTaBJbalby BPEMEHCKOT oOpaciia ekcnpecuje haraux
reHa (paszBajame Cpelibe U KacHe TeHCKe Kiace), Oyayhu na cy caMo MpoOMOTOpPH KacHUX TeHa

YIpPYKEHH ca y3BOJAHUM KOH3epBUPaHHM MOTHBHMA [114].
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ITponyxerke -10 enemenra, koju y ¢aruum ECF mpomoropuma noctuxy HajBehy myxuHy,
RpoD o dakTopu mpeno3Hajy y 3Ha4ajHOj MEpH TIOCPEACTBOM JIOMEHA 03 [7], Koju 0/ICyCTBYjC M3
nporenHckux cekBeHn ECF o daktopa. [Ipeno3naBame (yHKIIMOHATHOT aHAJIOTa JOMEHA O3y
¢arnum ECF o ¢akropuma omoryhmina je eKcTeH3MBHA KOMIApaTHBHA aHAIM3a HUXOBUX
MPOTEUHCKUX CEKBEHIIM Ca MPEACTABHUIIMMA Pa3IMYUTHX OAaKTEPUjCKUX IMOATPYIa, KOjOM je
youeH KOH3epBUpaHU MOTUB y (arHum (7-11) m wuma Hajcponuujum Oakrepujckum ECF o
¢daktopuma (moarpyma ECF28). Ilpeno3Hatu KoH3epBHpaHH MOTHB IIPEACTaB/ba JUPEKTaH
IpoayKeTaKk JIOMeHa Gy, Oyayhu na ce HacTaBjba Ha mnpeaBubeHy rpanuiy gomena y C-
TEPMHUHAIIHO] OpjEHTAINjH, IITO j€ HJcaJHA MO3MIMja 3a WHTEPAKIH]y ca Mpoayxerkom -10
enemenTa. OBJe je WHTEpECaHTHO MpUMETHTH na ¢ (akropu RpoD rpyme mpomyxerke -10
€JIeMEHTa MpPEerno3Hajy KOMOMHOBAaHUM HHTepakuujama C-TepMUHAIHOT Jejla JOMEHa G2 U N-
TEPMUHAJIHOT Jiesia JJoMeHa 63 Aok ce y rpynu ECF ananorum mMoTuB yak Behe nyxuHe y
MOTIIYHOCTH aKOMOJiupa 1nocpeacTBoM C-TepMUHAIHOT IPOAYKETKA TOMEHA O?.

JlonaTHa Ha3HaKa yJIore MPENO3HATOTr MPOIYKETKA IOMEHA G2 Y UHTEPAaKIUJU ca IPOAYKETKOM -
10 enemenra je oacycTBo oBor koH3epBupanor motuBa y ECF noarpynama, unju npeacraBHULIN
He mpeno3Hajy npoxyxene -10 exemente (- i 6"). CXOZHO TOME, OBaj MOTHB IPEICTABIbA
cneunpuyno obenexje ¢aruux u o ¢akropa noarpyne ECF28, unjom anamuzom O6u Morio
3HAYajHO JIa C€ YHAINpeIu pa3yMeBame MeXaHu3Ma GyHKIMOHUCAka Y cyodamunuju, Oynyhu ga
je ECF28 y mormyHoctu HeusydeHa nonarpyna Oakrepujckux ECF o ¢daxtopa. Mehytum,
NPOMOTOPH KOje OBH © (hakTOpH MpernosHajy Hucy npeasuljenu Hu ab initio mperparom
peryiaTopHUX MOTHBA, KAa0 HHU HAJrJelaHOM NpPeTparoM Ha OCHOBY MaTpulla TEXHHE 3a
kapaktepuctuyan ECF  -35 emement. CXomHO TOMe, Y3pOK HeyCHemHOT TpeaBuhama
MpOMOTOpCKOr cnenuduiurera 3a wiaHoBe mnoarpyne ECF28 wMoxe OuTH wu30cTaHak
aytoperynamnuje unu kapakrepuctuanor ECF -35 enemenTa M3 mMpoMOTOPCKHX CEKBEHIIH, TJie
obe MoryhHOocTHM TmpejacTaBibajy OJCTyHame OJ TPEHyTHE MapagurMe O MeXaHU3MY
¢dynkimonncama y cyodamummju ECF. OBne Tpeba mpuMeTuTd na ayroperyianuja, Koja y
CUCTEM YBOJM TO3UTHBHY NOBpPATHY CIpery M Tako MnoBehaBa e()UKACHOCT TPaHCKPHUIIIIMOHOT
onropopa ca ECF mpomoTtopa, mocraje cyBUIlIHA y ciy4ajy IojaBe APYTUX MexaHH3ama 3a
1ojayaBambe TPAHCKPUIILMOHE akTHBHOCTH. bynyhu na je y moarpymu ECF28 mnpeasuben

MPOaYKETaK JOMEHa G, U30CTaHAK ayTOperyjamnuje OMo OW JIOTWYHA MOCIEANIa WHTEpaKIHje
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OBOT' TPOTEMHCKOT MOTHMBAa ca NpoayXeTkoMm -10 ernemeHTa, ycien MOCTOjama JOJATHOT
€HEePTeTCKOT JIOTPUHOCA YKYITHO] CHa3H IPOMOTOpA.

ITopen npeno3zHaBama C-TepMUHAIHOT NPOAYKETKA JOMEHA G2 Kao IUIaTopMe 32 UHTEPAKLHU]y
ca OyruMm mpoayxeunma -10 ernemeHTa, rio0ajnHa KOMIApaTHUBHA aHAJM3a HPOTEUHCKUX
cekBeHin y rpymu ECF omoryhuna je yodaBame J0JaTHHUX HOCHIANA IMPOMOTOPCKOT
cnenuduUTeTa, KOjU HWHTEparyjy ca cekBeHimama wu3mel)y enemenata -10 m -35 (T3B.
KOH3€pBHUPAaHU CIIEJCEPCKU MOTHUBH). 3a pa3iuky ox rpyne RpoD, rine cy mntepakuuje usmely
IpoMoTOpa U G (akTopa y CIEjCEPCKOM PETHOHY OrpaHUYeHE HCKJbYYMBO Ha IPOJIYXKETKe
noMmeHa oz u -10 enementa, y rpynu ECF ce HOBOOTKpHBEHE MHTEPAKIIM]j€ MPOTEXKY Ty’ LIEIOT
peruona cnejcepa. Konkperno, y cekBennama unanoBa noarpyne ECF02 (kojoj mpunaaa u csE)
YOYeH j€ KOH3epBHpaHHM NMPOTEMHCKH MOTHB y OJM3WHM, ajJd HE W AUPEKTHOM HacTaBky, C-
TEPMUHAJIHE TPAaHUIIE JOMEHA G, KOJU MO CHEeUU(UIUTETY HAUKyje KOH3EpPBUPAHOM MOTHUBY
npensuheHoM y ceksenuama ¢ ¢gaxropa ECF28 u 7-11. Jla youeHun npOTEHHCKH MOTHUB y3HMa
ydemrhe y MHHUIM]AMjd TPAHCKPUIIIIK]E CyTepullle apajieTHO MpUcycTBO KoH3epBupanor JJHK
MOTHBA y HPOMOTOPHMA G, KOjH CE jaBJba Y3BOMHO O -10 eneMeHTa, alu TOHOBO He Kao
IUpeKTaH mnponysxerak. CiauuHu npumepu (QueKCHOMIHOCTH (Tj. "HEKaHOHCKE" MHTEpaKluje)
npumehenn ¢y u y moarpymun ECF32 u gemumuano kox daxropa 6", npu demy cy 3a ECF32 o
(dakTope HeKe oJ JaTHX MHTEpaKiuja U ekcrnepuMeHTanHo notephene. ¥ noarpynu ECF32 oBu
"HEKAaHOHCKHU'" HOCHOIIM TPOMOTOPCKOT CHENU(UIINTETa JOKAIM30BaHU Cy y Onu3uHH N-
TEPMUHAJIHOT JIeja JOMEHa G4 M HU3BOAHO 071 -35 eNleMeHTa, Jakjie UMajy CyNpOoTaH MOJapuTeT y
OJTHOCY Ha KJIaCHYHE MPOJy’KeTKe JoMeHa Go/-10 enemeHTa, Koju ce jaBibajy y RpoD rpymu [6,
18]. Ha kpajy, BaHO je HArIACHTH /2 je npeBul)eHH Criejcepckn MOTHB Y G- IIPOMOTOpHMA jade
U3paXEeH y CEKBEHI[aMa Ca HHUCKOM TPaHCKPUIIIMOHOM akTuBHomhy (iN-Vitro xeaxmuenu
IIPOMOTOPH), Ha OCHOBY 4era 3akJbyudyjeMo Ja je TMojaBa JaTol MOTHBA IOBE3aHa ca rnosehamem
MHaue HUCKE CHare MpoMoTopa. YJIory y rojauyaBamy TPAaHCKPUIIIMOHE aKTUBHOCTH CIIE€jCEPCKH
MOTHB MOTrao OM J]a OCTBapH KOMIUIEMEHTAIMjOM CHara KaHOHCKHX IPOMOTOPCKHX eJieMeHaTa,
ITO je jOII jefaH MOTEHIMjaIHU MOKa3aTesb eKCIUIoaTHCamba MexaHum3Ma "mix-and-match" of
ctpane ECF ¢ dakTopa.

CBeyKyIHO, pe3yNTaTy aHaiu3e npoMotopckor crenuduuureta y rpynu ECF Hagosesyjy ce Ha
npensuhama ¢aranx ECF mpomoTtopa, unme cy ompaBiaHe Toa3HE Ha3HaKe KOje TOBOAE Y

CyMIbY BaXelme€ IMapaJurMe O PUTHIHOM Ipeno3HaBamy IPOMOTOpa TOKOM HHHIIM]jAlH]e
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tpanckpunuyje. [Ipu ToM, npucycTBo "HekaHOHCKHX'" MHTepakuuja kon Oakrepujckux ECF o
(dakTopa He MpecTaB/ba camo jOIl jeTHO y HU3Y OJCTyIama OJ TPEHYyTHE mapaaurme, Beh u
jacan moka3zaTtesb Behe kBasMTaTuBHE (DIEKCHOMIIHOCTH y (YHKIMOHUCAKY Y OJHOCY Ha
npumapie RpoD o dakrope, Tj. mpucycTBa pa3sHOBpPCHHjEI pemeproapa MPOMOTOPCKHX

eJIEMEHATa, MPEKO KOjUX Ce UCTOJbaBajy "mix-and-match" epexTu.

5.3. Mexanu3am ""'mix-and-match' y rpynu ECF o ¢akTopa

Tymauemwem pesynrtara aHanuze crneuudunurera 3a rpyny ECF norepheno je na mexanuzam
¢ynkunonncawa ECF o ¢akTopa 3HauajHO OACTyIa O]l MapagurMe PUTHIHUX MHTEpakiyja ca
IIPOMOTOPCKUM CEKBEHIIaMa, IIITO je MPBOOUTHO YOueHO Ha (parHuM nmpomotopuma phiEco32 y
BUJYy KBaJHTaTUBHOI MCIIOJbaBaka MexaHu3Ma '"mix-and-match". OBaj apactuyan mnpumep
(YHKIMOHATHOT Ha/I0MyHaBamba MIPOMOTOPCKUX elleMEHaTa ONOBpPraBa TPEHYTHO CTAHOBUIITE
0 KOM Tpylie aNTepHATMBHHX G 0 dakrtopa, ycmen ympomheHe CTPyKType MpOTEHHCKHX
cekBeHIM M Behe KOH3epBalWje MPOMOTOPCKUX ejeMeHaTa, He HCIoJbaBajy '"mix-and-match”
MmexaHuzaM [7]. Melytum, pesyiratu cucremarcke aHanu3e cneuuduimrera y rpymu ECF
yKa3yjy Ja je pemeproap MPOMOTOPCKUX e€JeMeHaTa, uuje cHare Mory MelycoOHo na ce
HA/IONYHbY]y, KOJl QJITEPHATUBHHUX G (paKkTOpa Yak W PasHOBPCHUjH, IITO IMpyXka MOTECHIHjal 3a
Behy kBaHTUTaTHBHY (IEKCHOUITHOCT y (YyHKIIMOHHCAKY y TMopehemy ca NpuMapHUM ©
dakropuma. TpenyTHa nmapaaurma, meh)ytum, u oBy MoryhHocT a priori He y3uma y o63up, jep
OIcer WcroJbaBama "mix-and-match" edekra Tperupa Kao IUPEKTHY MOCIEAWIY BEIUYHHE
peryiioHa, Koja je 3a anTepHaTHBHE G (akTOpe 3HAuajHO Mama y nopehemy ca nmpuMapHUM G
¢dakropuma rpyne RpoD.

HacynpoT npetxoHoM, pe3yiTaTu Kopenanuone aHanuse Ha kaHoHckuM ECF mpencraBHunimma
[117] jacHo yka3yjy na Mame IUMEH3HMje peryjoHa HUCY HYXKHO acollMpaHe ca claOujuM
ucrosbaBambeM "mix-and-match" edexra, mTo je moryha mocienuna noaaTHUX (GHU3MOIOMIKHX
OrpaHWYEHa KOja YTUYy Ha TPAHCKPUIIMOHH OITOBOP MPOMOTOpA. Y 3aBHCHOCTH O] yena
KOJUM pPa3IUuuTH (aKTOPH YUYECTBY]Y y OOIMKOBamY (PYHKIMOHAIHE aKTUBHOCTH IPOMOTOpA,
ocTBapeHu "mix-and-match”" eekar Moxxe 3Ha4ajHO J1a ce Pa3IHKYyje y OJHOCY Ha MAaKCHMAJHY

MOTYhHOCT 3a (DYyHKIIMOHAIIHY KOMIUIEMEHTAIN]y MPOMOTOPCKUX €lIeMeHaTa, Koja je 3a JaTH G
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¢axTop oapehena orncerom NpoOMOTOPCKE BapujaOUIHOCTH (Tj. BEJIMYMHOM PErysioHa). Y CKIamy
ca MPETXOHUM, KOPeTaIllMOHN KOSPHUIUjSHTH MPEICTaBIbajy MOKa3aTesb (PH3UOIOMIKOT 3HAYaja
MexanusMma "mix-and-match" 3a ¢yHKIHOHHCAakE TeCTHpaHUX G (haKTopa, IITO j€ Y HACTaBKY
o0jalImkeHo YBOHEHEM jJeTHOCTAaBHOT KBAJIUTATUBHOT MOJIeNa, KOJU YMHHU OKOCHHILY 3a
TyMademe pesy ITara Kopenamnrone anamse 3a rpyny ECF (V).
KopernamuoHa aHatu3a 3a 6- mpoMoTope aaje (BeNHHOM) CTATHCTHYKH 3HAYajHE KOpPEIALMOHE
KoeduIjeHTe, Koje IO OICery MpeBa3uiaze BpeaHocTH aobujeHe y rpymu RpoD, rme je
MexaHuzaMm "mix-and-match" gomaTHO BaJMAMpaH HAa OCHOBY OHOXEMHJCKHX MeEpema.
KonkpeTHo, Hajjaua 3abenexena xopemanuja y rpynu ECF msnocu -0.52, nok y rpymu RpoD
KOpenaiuoHn KoeuijeHTn He mpenaze npar on -0.2. Kao mTo je mpeTxoaHo HCTaKHYTO,
TyMauele OBOT Hau3IJIe]l HEMHTYUTHUBHOT pe3yiTara, Ije 00Jbe KOH3epUBUPAHH MPOMOTOPCKH
€JIEMEHTH HCI0JbaBajy Behu HUBO (yHKIMOHAJIHE KOMIUIEMEHTaluje, oMoryhaBa jeqHOCTaBaH
KBIMTATUBHU MOoJen (cxeMatu3oBaH Ha Cruiy 19) KOju TpaHCKPUIIIIUOHY aKTUBHOCT TPETHUPA
Kao o0jeKar pasnuuuTHX (HU3HOIOUIKUX OIPAaHUYEHA, YCIIE Yera CKyIl IPOMOTOPCKUX CEKBEHIIN
Koje neuHHMIITY pPerysioH ¢ (hakTopa MOXKE Jla ce MOJIe]IM Ha BUIIIE KaTeropuja. 3a oapeheHu yaeo
IPOMOTOpA MPUMAPHO OTPaHUYCHE MOXE OMTH MOCTU3alke BPJIO jaKe YKYIHE TPAaHCKPUIILIMOHE
aKTUBHOCTH, KOja MCKJby4yje MOTYhHOCT mojaBe cllabMX HMPOMOTOPCKHX €JIeMEHATa; KEeJHbEHU
HUBO TPAHCKPHUNIIMOHE aKTHBHOCTU 3a JIPYTH CKYyI MPOMOTOpPAa MOXXE€ OWUTH HWXKH, alH YCKO
ne(pUHUCAHOT OIICera; JI0K 3a J1e0 MPOMOTOPCKUX CEKBEHIIM orpaHnyaBajyhu ¢axtop moxe 6utTH
n apunuTeT BesuBama PHKII 3a qeomanuany JIHK, mTo cBeyKynmHO JOBOIHU 70 BPJIO IPEIIM3HOT
HUBEJIMCamba TeHCKE eKcnpecHje y perynony. On tora, MexanuzaMm "mix-and-match" ucnoseuhe
JOMUHATaH yTHIAj HA TPAHCKPUIIMOHY aKTHBHOCT CaMO OHHMX MPOMOTOPCKUX CEKBEHIIH, KOje
Cy JMOBOJbHO Onm3y JHHH]E pa3aBajama cruenubuyHe oa HecnenupuuHe uutepakmuje JTHK
CeKBEHIIe ca G (akTOpoM, jep ce y OBakBUM MPOMOTOpMMa TMomohy (yHKIMOHAIHE
KOMIUIEMEHTallMje eJieMeHaTa BPEJHOCTH pPElIeBaHTHUX KUHETHUKHX MapaMmerapa (a TUME U
MIPOMOTOPCKA aKTUBHOCT) OJIpKaBajy U3Hal MUHUMATHOT HUBOA.
VY cknagy ca mpeTXoIHUM, TPOCTOP ca MPOMOTOPCKUM CEKBEHIama mojiesbeH je Ha Cimmm 19 y
TPH peruoHa:

1) pEeTHOH BHCOKE NMPOMOTOPCKE aKTUBHOCTH, TJi€ Cy MPOMOTOPCKE CEKBEHIE NAJIEKO O]1

rpaHuIle HecrenuuuHe WHTEepakiyje ca ¢ (GaKTOpoM M TAe aKyMmyjaluja MyTaluja

JOBOJM 10 nuepeHIrpama Ha KeJbeHe HUBOE TPAHCKPUIIIIMOHE aKTUBHOCTU (IPUMETUTH
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Ha CIMIOM Ja yBoheme MyTalMja y OJHOCY Ha KOHCEH3YyCHE INPOMOTOPCKE EJIEeMEHTE
KOpeJHIe ca Ha3HAuYeHUM T1aI0M POMOTOPCKE aKTUBHOCTH);
il) permon "mix-and-match"-a, rae cy mpoMoTOpcKe CEKBEHIlE y OJIM3HHH TpaHHUIIC
Hecrneun(puyHe UHTEpaKLuje ca ¢ (pakTopom, yciel yera nojaBa MyTaluja y eIeMeHTUMa
Op30 BOOM Ka M30CTAaHKY TPAHCKPUIIMOHE aKTUBHOCTU. OuyBame YCIOCTaBJbEHUX
TPAHCKPHIIIIMOHAX BE€3a y OBOM pETHOHY OCTBapyje C€ TII0jaBOM KOMIICH3aTOPHHUX
MyTalyja (Ha3HAYeHO Ha CIHIM), KOje I0javyaBambeM CHEpPruje HHTEpPaKIUje Apyror
IIPOMOTOPCKOT  €JleMeHaTa ca G (aKTOpOM OJpKaBajy HUBO OUTHOI KHHETHYKOT
napamMmeTpa Ha BPeITHOCTH KOja TapaHTyje TPAHCKPHUIILIMOHY aKTUBHOCT.
iii) pernon Hecneuuduune untepakuuje ceksenie JJHK ca ¢ ¢akropom, rae H0BOJBHO
BEJIMKH OpOj aKyMyJIMpaHUX MyTallHja JOBOJH JI0 U30CTaHKA IPOMOTOPCKE aKTHBHOCTH.
Ha cnunm ce nako youaBa a MoJieNl He IpeJBuha Hy»KHO jaue HEraTuBHE Kopenauuje usmely
MIPOMOTOPCKHUX €JIeMEHAaTa y peryJoHHMa Beher pacroHa, Tj. Mamer CreruQuIuTeTa (Ha CIUIN
wiyctpoBanu nomohy o ¢akropa RpoD). Hak HampoTuB, y CUIMyJIOHUMa Mamer pacroHa (Ha
ciuiy wirycrpoBanu nomohy o ¢akropa ECF) Behu yneo mpomoTopckux cexkBeHI Hahu he ce y
peruony "mix-and-match"-a, ycien moctojama yxer "mpo3opa’ 3a akyMyJHpame MyTanuja, y
KOM IIPOMOTOPHU OCTajy JAJIEKO OJ] TpaHuIle HecnenuduyHe nHTepakuyje ca ¢ pakropom. Jlakie,
MojieNl TIpeABuha jaue HEraTHMBHE Kopenaiuje 3a ¢ (akrope Beher cmenmduiurera, 4YuMe

o0jammaBa oHoc Ao6ujeHnx kopenanyja y rpynama ECF u RpoD.
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Cimka 19. Beza u3mel)y ucnomaBama epexra mix-and-match u cnenuduuurtera ¢ paxropa: Ilpukazanu cy
perysonu 3a 6 ¢gakrop Huckor (RpoD - neBo) u Bucokor cnenudunutera (ECF - necHo); mpoMOTOpCcKe CeKBEHIE
NpEe/CTaBJbEHE Cy 3€JCHUM MPaBOYraOHMIMMA, IPU YeMy Hajjadya HUjaHca 3elieHe 0o0je o/AroBapa KOHCEH3YCHHUM
MPOMOTOPCKUM CEKBeHIlamMa. MyTanyje y TNPOMOTOPCKAM €JIEMEHTHMa y OJHOCY Ha KOHCEH3YCHY CEKBEHILY
Ha3HAYeHE Cy BEPTUKATHUM NpaBoyraoHuimma. 3oua "mix-and-match", y k0joj cexBeHIle 0/pKaBajy MpOMOTOPCKY
aKTUBHOCT YBOlCHEM KOMIIEH3aTOPHHX MYTalldja OCCHUYCHA je IPBCHOM 00joM. 30Ha Hecnenu(pUIHE HHTCPAKIIU]E
ca ¢ (hakTOpoM, Y K0jOj CEKBECHIIC HEMa]y MPOMOTOPCKY aKTUBHOCT, O3HAUCHA j€ CHBOM 00jOM.

CeMm nmpaBuiHE TIpOIlCHE 3HAvaja MexaHm3Ma "mix-and-match" 3a  ¢dyHKIHOHHUCARE
anrepHatuBanx ECF o d¢akropa, mopeheme kopenammja noOWjeHHX y OBOj TpymHu ca
oarosapajyhum BpemHoctuma y rpynu RpoD, mpyxa yBUI y TO KaKO pa3iIHuuTa CTPYKTYpPHO-
(yHKIIMOHATHA OTpaHWYCHA 3a o0 dakTope yTHYy Ha KHHETHYKA TPO(UI MPOMOTOPCKOT
oxrosopa. ITopeljermeM kopenammja n3mel)y ABOTAHYAHHX eTeMEHATAa y MPOMOTOPHMA G,
akmuenum iN-vitro, u mpomoropuma RpoD (-0.43 vs. -0.1) youaBa ce aa je ahUHHUTET Be3MBamba
PHKII 3a nBomaHuaHe MPOMOTOPCKE €JIeMEHTe BpJjio OWTHA KuHEeTW4YKa oapennuina jakux ECF
MIPOMOTOpa, IITO C€ MOAyJapa ca KapakTepucTHKama (hU3HOJIOUIKOT OJroBOpa 3a KOJU CY Y
6akrepujckoj henmuju 3aayxenu ECF o dakropu. Haume, oBu 6 akropu nokpehy Op3e u ycko

YCMEPCHC peaKque Ha CUTI'HAJIC BC3aHC 3a CTPCCHE YCJIOBC, YCJIC YUlra C(I)I/IKaCHO pPEerpyToBame
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emsuma PHKII Ha mpomorope mocraje TIJlaBHA OJpEIHHUIIA TPAHCKPUIIMOHE AKTUBHOCTH.
Hacynpor oBome, y rpymu RpoD ykymHa TpaHCKpHIIIIMOHA aKTUBHOCT OArOoBapa Hajpehem
HUBOY (YHKIMOHAJIHE KOMIUIEMCHTAIMje MPOMOTOPCKUX enemenarta [18], mro je Takohe y
ckiaxy ca (uznonorujoMm mpumapHux ¢ (akropa, rae O6pza MoOwiIM3alMja TPAHCKPHUIILIMOHE
MalvHepHje, 3acHOBaHa HAa BHUCOKOM aduHUTETY Be3uBama 3a jBomandany JIHK, He
MPEJCTaBJba KIJbYYHU (DAKTOp y MPOU3HOIIECHY Pa3HOBPCHHUX (PU3UOJIOMIKMX OATOBOpa ca BPIIO
mypokor crnekrpa RpoD nmpomoTtopa.

MexaHucTHYKa TOJIOra 32 YOYEHE pa3jIuKe y KUHETHYKUM HpoQUiIMMa MPOMOTOPCKOT
oaroeopa y damminju ¢'° cagpkaHa je y (YHKIMOHAIHO] KOMIUIGMCHTALMH Pa3IMYHTHX
KOMOWHaIMja MPOMOTOPCKUX elleMeHara. Y rpymu RpoD Hajjaye kopenamuje yodaBajy ce
m3mehy -15 ememMeHTa W OCTamuX NPOMOTOPCKHUX €JeMeHara, JOK jeé KOMILJIEeMEeHTalluja
KaHOHCKMX uHTepakuuja (-35 u -10 enemenara) cnabo m3pakeHa ¥ 06€3 CTaTUCTUYKOT 3Hayaja
[18]. Ipu Tom, ucrakHyta yiora -15 enementa y RpoD mpomoTopuma Moxke OUTH TUPEKTHA
ocjIeIuIia MHTEPaKIlja Koje 0CTBapyje ca JOMEHOM O3 Y IpoTenHCKUM RpoD cekBenmnama [23].
C npyre crpane, y rpynu ECF kopenanmje nmpuOamKHUX BPEIHOCTH jaBibajy ce m3Mely cBux
IPOMOTOPCKUX €JIeMeHaTa, IITO MOXe OWTH Yy Be3UW ca jeJIHOCTAaBHUJOM CTPYKTYPHOM
OPraHH3aIMjOM POTEHHCKHX CEKBEHIM OBHX G ° (paKTopa, KOjH IOCELyjy caMo ABa JOMCHA 3a
uHTepakiujy ca monexyinom JTHK (o7 u 04) [30].

[IpeTxonHO je UCTaKHYTO /A2 je apuHUTET Be3uBama 3a dsDNA mpecyaH KWHETHUKH apameTap
Y TPAaHCKPHIIIHOHO] aKTHBHOCTH HA jaKHM G NPOMOTOPHMA, O dYeMy CBEIOYE H3PAKCHE
HEraTHUBHE KopeJsalyje u3Mel)y JBOJaHYaHUX elleMeHara. YKOJUKOo, MehyTHM, KpeHeMo oJ in-
Vitro axmuenux xa in-Vitro neaxmugnum 6= IpOMOTOPHMA, OBE KOpENIaLMje 3HAYajHO Oaiajy, 3a
Ta j€ HAjBEpOBATHUJU Y3POK 3aBHCHOCT aKTUBHOCTH CIA0MX MPOMOTOpA OJ CIOJbAIImhUX
(dakTopa, Ha KOje ce MPEHOCH JIe0 KOMIUIEMEHTalllja ca KAaHOHCKMX MPOMOTOPCKHUX €JeMeHara.
WurepecanTtHo je, MehyTum, MPUMETHTH Ja Cy y iN-VItro weaxmuenum CEKBEHIIaMa HETATHBHE
Kopenanyje u3mel)y jeTHoTaHYaHUX W JIBOJIAHYAHUX MPOMOTOPCKHX €JIeMEHaTa U Jlajbe BUCOKE,
MTO Cc€ MOXE TyMadWTH Kao TOCJenuIia MpHUTUCKAa Ka moBehamy WHXEpEeHTHO ciade
TPAHCKPUIIIIMOHE AKTUBHOCTH Yy OBOj TpPyHNu MPOMOTOPCKUX cekBeHIU. CrnudyaH TpeH[
KOMIUIeMeHTaluje u3mel)y jeHolaHuYaHUX M JIBOJIAHYAHUX MPOMOTOPCKHUX €JIeMeHaTa YOueH je

. . W
Y KOJI IPOMOTOPCKHUX CEKBEHIIU KOj€ Mperno3Haje GpakTop ¢
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Wnejy na cnospammu (GakTopu MOTy MMaTH yaena y (DyHKIIMOHATHO] KOMILJIEMEHTAIMjU ca
KaHOHCKMM IPOMOTOPCKMM €IIEMEHTHMa, paJd I[IOCTHU3ama oaroBapajyhe BpeaHOCTH
pEJIEBAaHTHOT KHUHETHYKOI TapaMeTpa Ha cjladuM M[pOMOTOpUMa, MOApKaBajy pe3yJiTaTH
KOpE/IAIMOHe aHATH3e Ca KOH3EPBHPAHHM CIIejcepckmM oo enementoM. Hajjaue HeraTHBHe
KOpeNalMje youeHe Cy YIpaBO y CKymy in-Vitr0 weaxmugnux TpoMOTOpa, NpU 4YeMy ce
KOMIUIEMEHTaluja ka adunurery Be3uBamwa 3a dsDNA oxpnukyje HajBehum penaTuBHUM
mopactoM, y mopehemy ca onroapajyhum kopenanmjama po0ujeHUM wu3Mel)y KaHOHCKHX
enemMeHara. Y cKymy in-Vitr0 meakmuerux mpoMOTOpa jacaH MopacT Kopejalyja yodasa ce U 3a
ocTajie KOMOMHAIMje MPOMOTOPCKUX €JIEMEHaTa, HAKOH YKJbYUHBambha CIIEjCEPCKOT €JIEMEHTa Y
aHaM3y, MTO JOAATHO MOTBplyje HEroB 3HA4a] y WHUIM]JAM]H TPAHCKPHUIIIH]jE ca cladbux o
npomMoTtopa. Y HCTOM KOHTEKCTY TpeGa TYMAadHTH M TOTOBO MOTIIYHO OJICYCTBO CIIGjCEPCKOT G-
eneMeHTa (M Kopejalyja aCOUUpaHuM C M) Yy IIPOMOTOPCKHM CEKBEHLIAMa akmugHuM iN-Vitro,
3a KOje je yOueH Hajjaud CTeNeH KOMIUIEMEHTaluje u3Mel)y KaHOHCKUX eleMeHara, IITO
perpyToBame CHOJBAIIBUX (aKTOpa paad Iojadara TPAHCKPUIIMOHE AKTHBHOCTH YWHH
WBITUIIHAM.

bynyhu na TpanckpunuuoHa MHHLIMjAMja MOApa3yMeBa KOOPAUHUCAHY aKTUBHOCT Beher Opoja
KOMIIOHEHATa XOJOCH3UMCKOI  KOMIUJICKCA, CIIOJbALIbMM  JIONPHHOCOM 33  I0jaydarbe
MMPOMOTOPCKE aKTUBHOCTH MOTY C€ CMaTpaTH U MHTEpakirje meHrpaiHor aena eazuma PHKII ca
IPOMOTOPOM, TOMyT uHTepaknuja cyojenunune o-CTD ca y3somuum UP enementuma [118],
Wi cyojequnuiia v B’ ca mpOMOTOPCKUM HHU3BOJHHM CETMEHTHMA y AyIJIeKCHO] hopmu [119-
120]. OBue He Tpeba 3aHEMapuTH HU 3HA4aj WHTPAMOJEKYJIAPHUX peapaHKMaHa Yy HHUBOY
cyOjenuuuma  w B’, KOjU Ha CIMYaH MOTY CTaOWJIM30BaTH (OPMHUPAEmE OTBOPEHOT
MPOMOTOPCKOT KOMIUIEKCA y KOMOMHAIIMjU ca pa3iuduTuM G (akropuma [121], mTo nomaatHO
CBEIOYM O YHUBEP3AJIHOM KapakTepy MexaHusma "mix-and-match" y dbamumuju 6'%. Ha Kpajy,
Tpeba Takohe pehum nga JOmpUHOC TPAHCKPUMIIMOHO) AKTUBHOCTH MOXE MPYXKHUTH U
(GyHKIMOHATHA KOMIUIEMEHTAllMja TPOMOTOPCKHX elleMeHaTa ca BE3HMBHMM MeECTHMa
TPAHCKPUMIIMOHUX  (PaKTOpa, TIpeMaa OBAKBU TPUMEPH peryiandje TPAHCKPUIIHOHE
aktuBHOCTH y rpynu ECF Hucy moBosbHO n3yuenu [122-123].

Ha mouetky je wucrakHyTo Ja J0OMjeHM KOpelanuoHe KoepUIMjeHTH MAajy MpOoLeHY
¢usmosomkor 3Hayaja MexaHm3Ma "mix-and-match" 3a 1uenucxomHO (QYHKIMOHHUCAHE

ucnuTHBaHor ¢ (axrtopa. KomruieMeHTapan mpucTyn 3a M3ydyaBambe OBOI MexaHH3Ma Owmia Ou
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OuoxeMujcKa aHalu3a MOMOhy TPaHCKPUIIIIMOHUX in-Vitro eceja, Koja monazehu o cneunduyne
MIPOMOTOPCKE CEKBEHIIE YBOJIM y -EHE EIEMEHTE I0jeInHauHe Oa3He U3MEHE, a TIOTOM IpaTh Ja
1 OMO(U3NYKH KOMIICH3aTOpPHE MYTallMjeé HAaHOBO yCIOCTaBJhajy HApYIIEHY TPAaHCKPHUIIIUOHY
akTUBHOCT. OBaKBa aHaJIM3a J1aje YBHU]l y MEXaHHCTUYKA OrPaHUYCHA 3a MCIIO0JbaBame "mix-and-
match" edekra u Beh je crmpoBenena Ha mpomoropuma mpumapaux RpoD o dakropa. Hbena
npumeHa Ha npomotope ECF rpyme, kao m Ha TpoOMOTOpE MPEOCTAMX aNTePHATUBHUX ©
dakTopa, Moria Ou Ja MpyXH JOJATHH €KCIIEPHMEHTAIIHU JIOKa3 Y KOPUCT HOBE MapaJurmMe O
(GIIeKCHOMITHUM MHTEpaKIMjaMa ca MPOMOTOPCKUM CEKBEHI[aMa, Kao U Jia yCcrocTaBu "mix-and-
match" kao o0jenumyjyhu MexaHuW3aMm 3a TPENO3HABalkE IMPOMOTOpPA Y IEJIOKYITHO] c'°

bamunuju.
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6. 3SAK/bYUAK

VY IIOKTOPCKOj AMCEPTAIMjH W3JI0KEHHU CYy PE3YJITaTH OICEXKHE pPadyyHCKE aHaIM3€ MEXaHH3Ma
yHKIMOHKCAba (DU3MONOMIKK BaxkHe, ami cmabo mpoydene, rpyme ECF o'° dakropa.
[TpumMemeHn mpucTyI, KOju KoMOMHYje OuonHpopMaTuyke MeToje ca OMopU3MIKUM MOEIIOM
TPAHCKPHIIIIMOHE WHIIMjalhje, YKa3a0 jeé Ha HOBY MApaJWrMy O IMPETNO3HABamy MPOMOTOpa Y
ECF 6 cy0damunmju, Koja moapasymMeBa npuMeHJbUBOCT "mix-and-match" mexanusma. Byayhu
J1a je 0Baj MEXaHM3aM KapaKTepHCTH4YaH 3a mpumapHe RpoD o dakrope, koju cy y o0 bamuuju
Hajpa3nuuuTHju 'y oxHocy Ha cyOodamunujy ECF, nobujenu pesynratd cy jaka Ha3HaKa
YHHBEP3aIHOT TIPHCYCTBA MexaHu3Ma "Mix-and-match" y ¢’° dpammmju. Ipemzaa cy aHamu3oM
rOTOBO Y MOTHYHOCTH oOyxBaheHH OakTepujcku G (DaKTOpH, BakaH JI€0 CIPOBEJCH j€ Ha
OaktepuodarauM ¢ (pakTopuma, YUME je TOKa3aHO Ja OBU OpraHuU3MHM U y OyayhHocTH HOce
BEJIMKH MTOTEHIMjall 32 YCIOCTaBJ/bakhe HOBUX MapaJUrMu Be3aHHUX 3a €KCIIPECH]y reHoMa.
KonkperHo, 6monnpopmaruika aHaau3a reHOMCKE CekBeHIle Oakrepuodara 7-11 mokasana ce
Kao epukacaH HauuH 3a npeaBubame BUpYyCHE MH(GEKTUBHE CTpATErje, Mpu 4emy je IJIaBHU
pe3yJTar nperno3HaBame npomMoropa 0akrepuodarsor ¢ ¢gaxropa. Ilpu oBome je ocMUIIIBEH HOB
METOJOJIONIKH TPHUCTYI, KOju je 3HadajHo Oosbe mpumiarohen 3a ab initio mpensubhame
cneruduimrera Garuux o hakropa, y ogHocy Ha crannapaae MLSA anropurme. bynyhu na ce
3acCHUBA Ha TIOPaBHABAaKkYy HMHTEPICHCKUX PETHOHA y TMapoOBHMa, MPOIEIypa Ce jeIHOCTABHO
MMILIEMEHTHpPA MTOMONY IIMPOKO 3aCTYIJbeHUX OMomHpopMaTnukux anropurama (Hip. BLAST,
LALIGN).

Otkpuenu cneuu¢pumurer ECF o ¢akropa 7-11 omoryhmo je nma ce mo mpBH myT youu
¢bnexcuOumHocT y nmpomoTtopckoj ctpykrypu ECF o dakTopa, 0MHOCHO TPUCYCTBO Jyravykor
npoaysketka -10 enemenTta y OakteprodarHuM mpoMoTOpHMa, KOjU KOMIIEH3yje HenocTajyhu -
35 enement. CleaCTBEHOM JETabHOM AaHAJIM30M JIOCTYIIHUX HPOTEUHCKUX CEKBEHIIU
6akrepujcknx ECF o ¢dakropa m muma onrosapajyhux mpomotopa, npeasuleHe cy mpoTenH-
JIHK unHTepakuuje n3BaH KaHOHCKMX IPOMOTOPCKHX e€JeMeHaTa, KOje HHCY OrpaHHYeHe Ha
HpOJIyXETKe JoMeHa o©2/-10 ememeHTta, mTo mpeacTaBba BehM HHUBO (ICKCHOMIHOCTH Y

Ipero3HaBamy MPOMOTOPA, Y OJJHOCY Ha 100po MpoydeHy rpymy npumapHux RpoD ¢ ¢akropa.
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Kopenamnmona ananuza cuara npomotopckux ECF enemenara (GE u3 E. coli), 3acHoBana Ha
OMOPU3NYKOM MOZENTY TpPAaHCKPHUIIMOHE WHHILHMjAlMje, ¥ KAHTUTATUBHO j€ TOTBPIMIIA
(bnexkcuOumHOCT TpH Tpeno3HaBawy mnpomotopa y ECF o0 cyodamunuju, Tj. TPUCYCTBO
mexaHu3Ma "mix-and-match", mpu yemy cy noOujeHe jaue HeraTMBHE KOpelaluje y OJHOCY Ha
rpyny RpoD 3a kojy je matu mMexanm3am 100po ycraHoBJbeH. JlonaTHo, yTBpheHO je nma cy y
PasIMYMTHM G©'0 TpylaMa pasiHdHTH KHHETHYKH [ApaMeTpd OWTHH 3a TPAHCKPHIIHOHY
aKTUBHOCT TmpomoTopa — Tj. aduauTeT Be3uBama 3a dsDNA y rpymu ECF, a ykymnHa
TPAHCKPUIILIMOHA aKTUBHOCT y Tpynu RpoD — mTo ce MEXaHUCTUYKU MOCTHKE PA3TUUUTUM
KOMOHMHAI[MjaMa MPOMOTOPCKUX €JIeMEHaTa, KOjU Cy YKJbyueHH y "mix-and-match". Takohe, kox
IIpoMOTOpa ca ciaboM 0a3aqHOM TPAHCKPUIILIMOHOM aKTUBHOIINY, criosballiby (AKTOPH, MOMYT
HOBOOTKPHBEHOT CIIGjCEPCKOT €IEMEHTa Y MPOMOTOPHMA G-, MOTY Ja HaONymaBajy CHAre
KaHOHCKHMX IPOMOTOPCKHX e€JIeMeHaTa y CMepy IMOCTH3ama JOBOJHHOT HHMBOA PEJIEBAHTHOT
KHHETUYKOT Tapamerpa (aduHuTeT Be3mBama 3a dsDNA y mpomotopuma oF neaxmuenum in-
vitro).

JlonaTHO, pe3ysTaTy KOpellallMOHE aHalli3€ MOTHUBUCAIM Cy YCIIOCTaBJbamhe MOjENa, KOjUM ce
MOBE3yje OIlcer ucmosbaBama "mix-and-match" edekra y momynanuju mpoMOTOPCKUX CEKBEHIU
u cneuudunyrera ¢ GakTopa Koju JaTe MPOMOTOpEe Mperno3Haje (Tj. BEMUUYNHE KOHTPOIUCAHOT
perysona). Mojen ce 3acHMBa Ha MPETIIOCTABIM JIa CaMO 33 TIPOMOTOPCKE CEKBEHIIE, KOje Cy Y
HETOCPEIHO] ONM3WHHU TpaHWIle, Koja pa3aBaja cnenuduyuHy oj HecrnenupuIHe WHTEpaKIH]je
npomMoTopa ca 6 (QakropoM, "mix-and-match" mocraje OutaH (dakTOp 3a OUYyBambE
TPAHCKPHUILIMOHE AaKTUBHOCTU. HacynpoT HMHTHYWTHMBHMM OYEKHMBaWkHUMa, a Yy CKIaay ca
pe3yiaTaTiMa KOpeNaloHe aHaju3e, Mojaen mpensuha 1a je Mama BeJMYMHA pEryJoHa
acorpana ca Behum orcerom ncnosbaBama edekra "mix-and-match”.

CymapHo, pe3ynratu ananuse npunagauka ECF cybdamunuje, motplhyjy noiazHy Xumoresy o
YHUBEP3aJTHOCTH MeXaHu3Ma "mix-and-match" Tokom mHHIIMjanuje TpaHCKpUNLUje y haMUIHjU
6'°, mpH dYeMy ce pasiuKe y (M3HONOLIKOM OATOBOPY y OKBHDY (haMHJIHje MOCTHXKY Kpo3
pa3NMYUT JONMPHHOC KHHETHYKHX TapamMeTrapa TPaHCKPUIIIMOHOM OJrOBOPY IPOMOTOpA.
JloGujenn pe3ynTaTH MpeACTaBibajy MOJa3Hy TauykKy 3a Jajba H3y4yaBamba MPOMOTOPCKOT
cneuuuIUTeTa U MeXaHu3ama (PyHKIIMOHUCAaka (GU3UOJIOMIKK BeOMa OUTHUX, alld HEJJOBOJBHO

UCTPAXEHUX, ANITEPHATHBHUX G (DaKkTopa.
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Vime v npesvnme aytopa JeneHa yauHa

Bpoj nHpekca 24/2013

UsjaBrbyjem
Aa je foKTopcKa AucepTalmja nos HacnoBoMm

"BuonHdopMmartuyka ananvsa mexaHusama TPAHCKPUNUWOHE HKULIMjaLnje Kona
baktepuickux ECF ¢ chakTopa”

® pe3ynTaTt CONCcTBeHor UCTpaXxmneBa4kor paga;

* Aa AucepTaunja y UeNUHW HU Y AenoBUMa HUje 61Una npeanoxeHa 3a cTUUare
APYre aunnome npema CTyAWCKUM NporpaMuma ApyrX BUCOKOLLKOMNCKUX
yCTaHoBa;

¢ [a Cy pe3yntaTh KOPeKTHOo HaBedeHW 1

® Aa Hucam Kpliuo/Na ayTopcka mpasa U KopucTuo/na WHTENeKTyarnHy CBOjUHY
APYruX nuua.

Motnuc aytopa

19 of. Do/l
Y Beorpany, /. Y4 - 207
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UsjaBa o uctoBeTtHocTM wramnaHe u erleKTPoHCKe
Bep3unje AOKTOpPCKOr paaa

Vime u npeaume ayTopa JeneHa yauHa

bpoj unpekca 24/2013

Crtyaujckn nporpam Buodouauka

Hacnos paga "BuovnHdopmaTiika aHanvMaa mexaHn3ama TPaHCKPUNLNOHE
nHuumrjaumje kog bakrepujckux ECF ¢ daktopa"

MeHTop npod. ap Mapko hopheswh, ap MarganeHa Tophesuh

M3jaBrbyjem ga je wramnana Bepauja Mor [OKTOPCKOr pafa UCTOBETHA €IEeKTPOHCKO]
BEP3WjM KOjy cam npegao/na paau noxparseHa y AvrutanHom penosutopujymy
YHusepautera y Georpaay.

HosBorbaBam fa ce objare MOjU NUYHU Modauu Bes3aHW 3a Aobujarse akagemckor
HasnBa [JOKTOpa Hayka, Kao WTo cy UMe U Npesume, roamHa U MecTo pohera 1 garym
onbpaHe papa.

OBM nM4yHM nogauu mory ce ofjaBuTM Ha MPeXHUM cTpaHulama [urutanHe
bubnuoteke, y enekTpoHckom katanory u y nybnukaunjama Yuusepauteta y Beorpay.

lMoTtnuc ayropa

a A DAy
Y Beorpaay, 19. O4. 20117
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UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,CeeToszap Mapkosuh* ga y [durutantu
penosuTopujym YHusepsuterta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop
HacrnoBom:

"BuonHdbopmatuyka aHanuaa MexaHu3ama _TpaHCKpUNunMoHe UHUUMjauuje Koa
Bakrepujckux ECF o cakTopa”

koja je Moje ayTopcko geno.

HAvceprauujy ca cBuMm npunosmnma npefao/na cam y enekTpoHCKOM thopmaTy norogHom
3a TpajHO apXxMBUpak-e.

Mojy  nokTopcky AvcepTauujy  noxpawseHy y  OurutanHom penosunTopujymy
YHuBepauteTa y Beorpagy u AOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTY Aa KOPUCTE CBU
Koju mowTyjy oapenbe cagpxaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeaTueHe 3ajeaHuLe
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AYyTOpCTBO — HEKoMepLUjanHo (CC BY-NC)
@Ayropcmo — HeKomepuujanHo — 6es npepapa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEekoMepLUMjanHo — aenuTy noA uctum ycrnoeuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopcTBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — fenuTu noa ueTum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa saokpyxuTe camo jeaHy oA WwecT noHyheHmux nUUeHLK.
KpaTtak onuc nuueHUm je cactasHu 4eo oBe nsjaBe).

MoTnuc ayropa
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Y Beorpagy, 9. 09. 2017
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1. AyTopcTBo. [lo3BOrbaBate yMHOKaBak-e, ANCTpubyumnjy 1 jaBHo caonwitapame
Aena, v npepafe, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH og cTpaHe aytopa
Wnu laBaoua nuueHLe, Yak u y komepuujande cepxe. Oso je HajcnoBogHuja of ceux
NueHLn.

2. AyTopcTtBo — HekoMepuwujanHo. [lossorbapaTe YMHOXaBawe, AUCTpUbyuujy wu
jaBHO caonwTaBare Aena, v npepage, ako ce HaBefe ume ayTopa Ha HaduH oapeheH
OA CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nNuUeHLa He [103B0rbaBa KoMepuujan-y
yrnotpeby nena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo — Ge3 npepana. [lossorbaBaTe YMHOXaBatse,
AucTpubYuMly U jaBHO caonwTaBawe aena, bes npomMeHa, npeocbriMkoBamwa nnm
ynotpebe aena y cBOM Aeny, ako ce Hasede ume ayropa Ha HauunH ofpeheH opn
CTpaHe ayTopa wnu faBaoua nuueHue. OBa NUUeHUa He [03BOMbaBa KoMepLuujanHy
ynotpeby fena. ¥ ogHocy Ha cBe ocTarie NULUEHLE, OBOM N1ueHUoM ce orparuvasa
Hajsehu 0Bum npaBa Kopulwhera aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjanHO — JerUTh Nog UCTUM ycnosuma. [lozsorsasare
YyMHOXaBatbe, AUCTPUOYLIMjy U jaBHO caoniuTaBare fAena, u npepane, ako ce Hasepe
UME ayTopa Ha HauiH ofdpefjeH of cTpaHe ayTopa WNu faBaola fULeHUe W ako ce
npepapa AucTpubyupa noa UCTOM WM CAMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua He
AO3BOMLaBa komepuujanHy ynotpeby nena u npepaga.

5. AyTopcTBo - 6e3 npepapa. [Joasorbasate YMHOXaBatbe, OUCTpubyumjy U jasHo
Caonwtasame fdena, 6es npomeHa, NpeobnUKoBama Unu ynotpebe gena y ceom geny,
aKo ce HaBelle vMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe aytopa Wnu nasaous
nuueHue. OBa nuueHua 0o3BorbLaBa komepuujanHy ynoTtpeby gena.

6. AYTOpCTBO — penuT noa McTum ycnoesuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBame,
AUCTPUOYLMJY 1 jaBHO caoniiTaBare Aena, U npepage, ako ce HaBene ume ayTopa Ha
Ha4MH onpefheH oa crpaHe aytopa unu aaBaoua nuueHue U ako ce npepana
AvcTpubyurpa nog UCTOM UMW CRIUYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua [03BO/bLaBa
KomepuujanHy ynotpeby fena u npepaga. CnuyHa je codTBepckMM nuLeHUama,
O[IHOCHO nULeHUama OTBOPEHOor Koaa.



