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mogudnost je da se gen sa sopstvenirci inicijacionim kodonom
ubaci pored prirodnog mesta vezivanja ribozoma iz E. coli
ili sinieiisanog RBS CBackman et al. , 1976; Jay et
al. , 19813.

Kako Strukturne odlike koje uticdu na stabilnost
proteina u E. coli nisu dovoljno poznate, daleko je teze
kontrolisati proteinsku modifikaciju i1 stabilnost. Pokazano
je da se eukariotske signal ne sekvence prepoznaju u E. coli
1 da NH2-terminalna fuzija eukariotskog polipeptida sa
signalnom sekvencom E. coli rezultuje u sekreciji proteina u
periplazmu posie Cega dolazi do isecanja signalne sekvence
CTalmadge et al. , 1980a, 1980b3. Postoje takode podaci da su
kratki strani polipeptidi nestabilni u E. coli Cltakura et
al. 1977; Goeddel et al., 19793. Ovaj znaCajan nedostatak je
otklonjen fuzionisanjem peptida za vedi protein E. coli.

Efikasna ekspresi ja kloniranih gena najpre zahteva
efikasnu speci Fi£énu transkripciju DNK, zatim translaciju
iRNK, i konadno u nekim siudajevima, post-transi acionu
modifikaciju rezultujudeg proteina. U ovom radu najvisSe
paznje demo posvetiti elementima i faktorima koji kontrolisu
transkripeiju kloniranog gena. Transkripei ja je prvi dogadaj
u lancu preko kojeg se geneti £ka iriformaci ja eksprimira kao
molekul novosintetisanog proteina. Dogadaji koji uclestvuju u
dobijanju transkripta nekog gena mogu se podeliti na:
inici jaci ju transkripcije, produzenje transkripta i

terminaeiju transkripci je.

1.2. TRANSKRI PCI JA

Regulacija formiranja transkripta je najdirektniji put
selektivne kontrole genske ekspresi je. Ona postoji kako na
nivou inicijacije transkripci je tako 1 u kasnijim dogadajima
transkripcionog procesa.

O0d sve tri faze procesa transkripcije, 1inielijaeija je

najbolje razjasSnjena i uopSteno predstavlja sledede korake:
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“I had absolutely no idea that it was a
stop sign.”



Skracenice:

/9-Gal, /9-gala.ktozidaza

bla, /9~laktamaza

bp, bazni par

/NE, f?~merkaptoetanol

CAP, katabolicki aktivirajudi Taktor

CIAP, alkalna fosfataza iz creva teleta Ccalf intestinal
alkaline phosphatase!)

DMS, dimetilsulfat

DMSO, dimetilsulfoksid

DTT, ditiotreitol;

EDTA, eti lendiamintetrasirdetna kiselina.

EGTA, eti lenbisCoksi eti lenni tri loHetrasirdetna
kiselina

IF, N—interferon;

IPTG, isopropil -/9-D-tiogalak topiranozid

iRNK, informaciona RNK

LB, Luria Bertani medijum

NTP, nukleotidtrifosfat

ONPG, o-ni trofenil -/9-D-gal aktozi d

ori, origin replikacije

Pollk, Klenow CvelikiD fragment DNK polimeraze |

iz E. col 1;
RBS, mesto vezivanja ribozoma CShine-Dalgarno
sekvenca)

SD, Shine-Dalgarno sekvenca

T4 PNK, T4 polinukleotidkinaza;

Tc, tetraciklin;

t, terminator;

X-Gal , 5-bromo-4-hl oro-3-i ndol. i1-/9-D-
gal ak topi ranozid;

SDS, natrijumdodecilsulfat,
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1. UvOoD

Tehnika 1in vitro rekombinacije DNK i1 mogucnosi
transformacije 1 transfekcije pogodne delije domadina sa

rekombi nantnim vektorima omogudila je da se za nepune dve

deceni je prikupe znadajna saznanja neophodna za
razjaSnjavanje strukture i funkci je genoma mnogih
organizama. Zahval jujudi ovim potpuno novim iehnikama,

postalo je sasvim izvodljivo da se neki gen ne samo prenese
u novi organizam, ved da se i efikasno eksprimira ukoliko se
stavi pod kontrolu genetiCkih regulatornih elemenata novog

domadi na.
Oovim rezultatima su omogudeni novi pristupi
fundamental nim istrazivanjima. Visoka efikasnost tehnika

kloniranja 1 ekspresi je gena jJe uSinila dostupnim da se,
osim Ffundamentalnih aspekata, sagleda i komercijalna strana
mogudnosti proizvodnje velikih kolicina specific¢nih proteina

u razlicitim delijama domadinima.

1.1. PROBLEMI KOJI SE SRECU KOD EKSPRESIJE EUKARIOTSKE DNK U

E. coli

Escherichia coli je najviSe korisdena za ekspresiju
stranih gena jer se o0 njenim mehanizmima kontrole genske
ekspresije daleko viSe zna nego Sto je to sluCaj kod drugih
or gani zama.

Zadovol javajuda ekspresija eukariotskog gena u E. coli
podrazumeva da je delijska maSinerija tako organizovana da
omogudi bar isti ili i bolji nivo ekspresije nego kod
prirodne varijante. Za razliku od gena poreklom iz
prokariota, postojanje interventnih Cintronski 1D sekvenci
kod eukariota koje prekidaju kodirajude sekvence, zahteva

mehanizam obrade primarnog transkripta, pri cemu se dobija



obradena 1IRNK pogodna za transiaci ju. Kod prokariotskih gena,
nema introna, pa enzimi koji obavljaju TFf“unkciju obrade
primarnog transkripta i1 ne postoje. Prema tome, genomska DNK
eukariota u opStem smisiu I ne moZze da se direktno koristi
za ekspresiju u bakterijskoj deliji.

Dal je, transkripeioni signali kod eukariota se
razlikuju od prokariota tako da 1ih bakterijska polimeraza
RNK najceSde ne raspoznaje CCorden &t al. 1980; Breathnach i
Chambon, 1981D.

Takode se 1 struktura 1iRNK eukariota razlikuje od
bakterijske. Eukariotska iRNK je poliadenilovana na 3’ kraju
i obidno "kapovana"™ CcappedD na 5’ kraju - karakteristike
koje mogu da utidu na stabilnost iRNK 1 vezivanje ribozoma
CBreathnach i Chambon, 19811) Pored toga, iRNK kod eukariota
izgleda da nema ekvivalent za SD sekvencu CShine-DalgarnoD
koja je prisutna kod iIRNK prokariota CKozak, 1981D.

Dodatni problem predstavlja upotreba kodona. Kodoni
informaci one RNK, koji aifruju za dobro eksprimiran gen kod
prokariota, nisu sludajni. Postoji znaCajan prioritet za
odredene kodone nekih aminokiselina CGrantham &t al. , 1981,
Grosjean 1 Fiers 1982, Gouy i Gautier, 1982D. Ilkemura je
1981. pokazao korelaciju 1izmedu =zastupljenosti kodona kod
iRNK i1 nivoa odredenih tRNK u deliji. Kako je prioritet za
kodone razlic¢it kod gena poreklom iz eukariota, mogude je da
de nivo odredenih tRNK uticati na efikasnost transi aci je tih
gena u sistemu prokariota.

Konadno, poznato je da mnogi eukariotski proteini
podleSu posttransiacionoj modifikaciji od koje uveliko moze
da zavisi stabilnost ili aktivnost datog proizvoda. Vedina
tih modifikacija. ne postoji u prokariotskom sistemu.

Da bi se prebrodi li svi ti problemi primenjene su mnoge
taktike. Kada je poznata sekvenca aminokiselina, mogude je
hemijski sintetisati sekvencu DNK koja de kodi rati za
protein, a da interventne sekvence nisu ukljuCene, pri demu
treba iImati u vidu prioritet za odredene kodone. Primer je



hemijska sinteza gena za a-inierferon duzine od 514 bp koji
kodira za protein od 166 aminokisel ina CEdge et al., 19811).
Mada teoretski ne postoji ogranidenje za velidinu gena koji
moze da se hemijski sintetiSe, za prevelike gene je
jednostavnije i1zolovati dvolanCanu DNK CcDNK}, kopiju iRNK i
kloni rati u plazmidni vektor. Danas je svakako moguce dobiti
oligodeoksinukleotid i od 250 baza upotrebom novih CPG
Ccontrolled pore glass} kolona automatizovanom hemijskom
sintezom u dobrom prinosu , pa jJe hemijska sinteza nekog
gena dak 1 od 2kb sasvim izvodljiva.

Transkripci ja ovakvih gena je kontrolisana ubaci vanjem
DNK uz jak prokariotski promotor u ekspresionom vektoru.
Sekvence DNK nazvane promotorima predstavljaju one regione
na molekulima DNK koji signaliziraju podetak transkripcije
iriformaci one RNK -m omogucavaju interakciju DNK i polimeraze
RNK. Promotori koji su najdeSde eksploatisani za ekspresiju
kloniranih gena, to jest, osnovni elementi njihove kontrole,
bidé kasnije pojedinadno opisani. NajdeSde korisceni
promotori za ovakve svrhe su: lac promotor iz E. coli lac
operona, trp promotor iz E. coli trp operona i PI promotor
faga lambda.

Transkripeiona terminaci ja se moze omoguciti
postavijanjem transkripeionog terminatora 1iza kloniranog
gena CNakamura i Inouye, 1982}. Mada posledice neprekinute
transkripci je na malim cirkularnim plazmidima nisu poznate,
verovatno mogu da budu Stetne jer vedina ekspresionih
vektora sadrzi 1 drug® gene kao Sto jJe, recimo, gen za
rezisteneiju na antibiotik. Poznato je da trp promotor
negativno utide na transkripeiju gena faga lambda ukoliko
mu je orijentacija usmerena ka transkriptu koji dolazi sa PI
promotora CHopkins et al. , 1976}.

Problemi transi aci je su donekle reSeni na dva nadina..
Strani gen moze da se TfTuzioniSe sa prokariotskim genom u
korektnom okviru Citanja tako da se 1inicijaci ja transi aci je

obavlja preko postojedeg mesta vezivanja ribozoma. Druga



a3 vezivanje polimeraze RNK prepoznavanjem odredene
sekvence, obicno smeSiene na pocCetku operona, koja se zove
promotor, b3 "relaksiranje" dela promoiora Codmoiava se
dvolanCana DNK3 da bi se omoguc¢io odgovarajudi kontakt
polimeraze RNK sa Ulancem DNK koji sluzi kao mairica i1 c3

poiimerizacija prvih nekoliko nukleotida nascenine RNK.

2.1. Vezivanie polimeraze RNK Cstvaranie oivorenog kompleksa
promotor-poiimerazal

FizioloSki korektan transkr ipcioni dogadaj nastaje kada
poli meraza Choloenzim) prepozna sekvencu na promoioru, posle
Cega siedi parcijalno odvijanje promot.ora i kao rezul tat tog
procesa nastaje otvoreni kompleks promotor-polimeraza. Opseg
odvijenog regiona mozZze da varira medu promotorima i prosecne
je duzine oko 12 nukleotida, priblizno u regionu -9 do +3
CKirkegaard e£ al. 19833.

Od trenutka stvaranja otvorenog kompleksa, polimeraza
poCinje da spaja nukleotide i da formira nascentni
transkript. Ova faza. u transkripci ji Je poznata kao faza
"odbacivanja', jer u zavisnosti od promotora kod enzima moze
da postoji 6ak i1 50% verovatnode da de proceés polimerizacije
biti prekinut. To se dogada ili odvajanjem sa DNK ili
vracdanjem u stanje otvorenog kompleksa CCarpousis i Gralla,
19803. Nije poznato zasSto polimeraza pokazuje tako jaku
tendenciju da prekine proces transkripcije. U funkcionalnom
smisiu ovaj dogadaj mozZze da ima regulatornu ulogu CReznikoff
et al., 19823.

Analizom sekvenci DNK 168 definisanih promotora E. coli
u regionu -50 do +10 CHawley i McClure, 19833 definisana su
dva regiona sa homologijom smeStena priblizno 35 i 10 baznih
pareva C "-35" TTGACA i1 "-10"” TATAAT Rosenberg 1 Court 1979,
Siebenlist et al. 19803 uzvodno od pocetka transkripcije
iRNK, a za koje se smatra da predstavljaju regione najtesSnje
ukljuCene u vezivanje i1 orijentaciju polimeraze preko sigma
faktora, tako da inicijacija sinteze podinje nizvodno. OpSti



izgled jedne "ideaine"™ konsenzus promotorske sekvenee je
slededi :
TTGACA-17bp~TATAAT-5-9bp-iRNK start
Hawley i1 McClure C19833 definisSu "-35“ i "-10" regione
sa po tri bazna para: TTG---za "-35" 1 TA——T za
Mutacije koje daju bolju aktivnost promotora najceSce,

umesto nekonsenzus, uspostavljaju konsenzuz sekvencu na

datoj pozieiji, dok one koje smanjuju njegovu
aktivnost, konsenzus sekvence uglavnom pretvaraju u
nekonsenzus. Utvrdeno je da rastojanje izmedu '"-10" 1 "-35"

regiona ima znatan uticaj na efikasnost promotora CMandecki
i Reznikoff, 1982; Stefano 1 Gralla, 1982; Russell i
Bennett, 19823. Takode je utvrdeno da kod svih promotora
Cija je primarna Struktura odredena, ovo rastojanje iznosi
izmedu 15 1 18 bp, a da je ono najceSde 17bp CSiebenlist et
ai. 1980; Rosenberg 1 Court, 19793. Frekvenca inicijacije
transkripci Jje kod E. coli moZze da varira za preko Cetiri
reda veliCine, od gena koji se transkribuju samo jedanput u
generaciji, pa do gena koji se transkribuju jedanput svake
Sekunde CMcClure, 19853.

Utvrdeno je da AT-bogati blokovi uzvodno od '"-35"
sekvence kod nekih jakih promotora, kao Sto su trp, Ipp, PI1,
znatno uticu na njibovu visoku aktivnost. CNakamura i Inouye,
1979; Vollenweider et al. , 1979; Horn.i Wells, 1981. ai b;
Lamond, i Travers, 1983; Gourse, et al. 1986; ; Nishi 1
Itoh, 1986; Plaskon, i Wartell, 1987; Bauer et al. , 19883.
Pokazano je, na primer, da prisustvo AT-bogatih regiona kod
trp promotora u obiasti -55 do -85 takode mole da
predstavlja vaZan faktor koji odreduje snagu promotora CDe
Boer et al.,1979, Nakamura i1 Inouye, 19793. Drugi autori
pokazuju da delecijom ovih sekvenci iz trp promotora i
ubaci vanjem AT bogatih sekvenci poreklom iz Pi_ promotora
faga X postizZzu 6 puta viSi nivo ekspresije kloniranog gena
CNishi 1 ltoh, 19863



Formi ranje otvorenog kompleksa se opisuje inierakci jom

polimeraze RNK sa promotorom CChamberlin, 1974D:

NTP
p+p —--mmmmmm= > RPC ——-—oo > RPo ->->-> [1RNK
Kb kf a
vezivanje izomerizacija otvaranje promotora

Celearance}

Prvi korak se definire konstantem ravnoteze Kb, a drugi,
koji je spor, nazvan je izomerizacija 1 definisan je
konstantem brzine kF CMcClure, 1980}. UopSteno, mutacije na
promotoru mogu da utidu na konstantu Kb ili kFf, ili na obe
CMcCl ure, 1985}, ali mutaci je u "-10" regionu prvenstveno
uticu na brzinu 1izomerizacije. In vitro analizama Je
pokazano da oba koraka u formiranju otvorenog kompleksa
imaju uticaja na jacinu promotora 1in vivo, Sto navodi na
mogucénost da u okviru promotorske sekvence postoji za svaku
pozieiju hijerarhija prioriteta baznog para CMcClure et al.,
1983}. Jednu ovakvu analizu su pokuSali da urade Mulligan et
al. C1984} pravedi korelaciju stepena homologije sa
konsenzus sekvencom i jacinom promotora. Stati sti Ckora
obradom pojavljivanja odredenih baznih parova u svakoj
poziciji na promotoru dobijeno jJe iznenadujude dobro

slaganje.

2. 2. Pozitivna requiaci ia.

Kada se uceS8c¢em nekog faktora povedava aktivnost
promotora, govori se o pozitivnoj regulaciji.

Ovaj vid regulacije moze da poveda osnovnu jacinu
promotora pomodu nekoliko mehanizama: interakeijom sa
proteinom aktivatorom, koriSdenjem novog a Ffaktora za
polimerazu RNK, menjanjem konformacije DNK, stanjem
metilacije DNK, preko interakeije malih molekula sa
promotorom ili polimerazom RNK.

Proteini aktivatori se najceSde vezuju u blizini "-35"

regiona 1 povedavaju brzinu formiranja. otvorenog kompl



polimeraze RNK na promotoru CRaibaud i1 Schwartz, 19843. Tako
je pokazano da aktivator, ClI protein faga X, povedava brzinu
izomerizaci je kod Prm promotora za pribliZzno 11 pxjta CHawley
i McClure 19833.

Doskora se smatralo da je holoenzim polimeraza RNK
odgovorna za sve transkripci je kod E. coli, a da je
sacinjena od cxzRR’a subjedinica nazvanih Ec’® i da ih
kodiraju geni rpoA, rpoB, rpoC i rpoD. Ovakvo glediSte je
izmenjeno, posSto je utvrdeno da proizvodhtpR gena
funkcioniSe zdruzeno sa 'core" polimerazom RNK Cczzl33’3 da bi
se specififino diktiral a sinteza sa promotora za topiotni 8ok
CGrossman ot al. 19843.

Sto se tide promene u konformaci ji DNK 1 uticaja na
pozitivnu regulaciju transkripei je, postoji primer
korelacije izraedu promene konformacije DNK 1 pozitivnog
efekta na jadinu promotora. Bossi i Smith C19843 su
izolovali iz bakterije Salmonella typhimurium promoter za
tRNKhl,s sa delecijom od 3 bazna para u pozieiji -71 do -73 i
dobili smanjenje funkci je promotora za 2,5 puta kako in vivo
tako i u @In uitro sisiemu. Osim toga utvrdili su i1 neobicna
frizicka svojstva nemutiranog promotora. Porededi
elektroforetske mobilnosti fragmenata DNK koji sadrze
promotore, utvrdili su, da za razliku od muti ranog
promotora, koji ima ocekivanu mobilnost na gelu od
poliakrilami da, promoter divijeg tipa pokazuje neuobicajeno
nisku pokretljivost. Takode je utvrdeno da interakcija CAP
sa DNK rezultuje u uvijanju DNK CWu 1 Crothers, 19843.

Efekat na odredene promotore izazvan je i
superspiralizacijom DNK. 1z superspiralizacije DNK mozZe da
proistekne povedan ili smanjen afinitet vezivanja proteina
aktivatora. Tako je pokazano CSanzey 19793 da je vedina
promotora koji se aktiviraju preko CAP-cAMP kompleksa
osetljiva na faktore koji inaktiviraju girazu DNK.

Stanjem metilacije DNK se reguliSe ekspresi ja mnogih

gena kod E. coli, ali Je tek nedavno prikazan direktan



efekat metilacije na inierakciju polimeraze RNK sa
promotorom CRoberts et al. 1985}. Utvrdeno je za promotore
E. coli, koji u ”-35" regionu imaju karakteri siic¢nu sekvencu
"GATC" CtrpR, sulAS> podloZznu metilaciji C6-meAd@3, da je
njihova transkripci ja povecana dva do Sest puta kod dam.
mutanta Cdeficitarnost za metilaciju adeninaD u odnosu na
dam+ domadina. Nasuprot ovome, mom promoter Kkoji ne sadrSi
mesto za dam metilaciju, ali se nalazi nizvodno od skupine
od tri dam mesta, pokazuje dvadeset puta nizZzu transkripciju
kod dam mutanta nego kod dam domadina CSternberg, 19853.
Uloga mal ih mol ekul a u regul aeiji inieijaeije
transkripcije je otvoreno pitanje. Mada nije pokazano da
postoji direktan efekat, ima indikaeija o pozitivnom efektu
malog ppGpp molekul a na neke operone, kao Sto je his operon
S. typhimurimun CStephens &t al. 19753. Travers C19803
pokazuje da u njegovom in vitro sistemu 20-40 pH ppGpp
stimuli Se transkripci ju divijeg tipa gena za tRNK , all
nije izvesno da [Ii istovremeno postoji stimulaeija i1 u 1in
vivo sistemu. Sekvenca GCGC, koja se kod nekih promotora
CtufBH nalazi nizvodno od '"-10" sekvence u regionu -7 do -4
Cu odnosu na pocCetak transkripcije [IRNK3 moSe da bude
odgovorna za selektivnu inhibieiju transkripcije ppGpp

molekulom CMizushima-Sugano i Kaziro, 19853.

1.2.3. Negativna regulacija.
U situacijawa kada se uceSc¢em nekog faktora smanjuje

aktivnost promotora, govori se o0 negativnoj regulaeiji.

-

Mehanizmi negativne regulacije kod E. coli s
onima kod pozitivne regulacije. Protein aktivator moze da
bude 1 represor ukoliko postoji kompetieija sa polimerazom
RNK za i1stu sekvencu na DNK. Sliéno aktivatorima, i
represori rogu da deluju na formiranje otvorenog kompleksa
uticu¢i na Kb ili kF. Proucavajudi 1interakeiju Cl represora

faga A sa polimerazom RNK na Pr promotoru, pokazano je da CI



smanjuje konsianiu vezivanja CKB3 polimeraze RNK za promotor
CHawl ey et al. , 1985}.

Blizina drugih promotora mozZe da ima ulogu u
regulaciji. Cak i sama polimeraza RNK moZe da odigra ulogu
represora na promotoru ukoliko postoji kompeticija dva.
preklapajuda promotora za istu polimeraza RNK. Primer za to
je imml region bakteriofaga. P22 kod koga se promotori Pcmé€ i
Pmnt preklapaju CSauer et al. , 1983}%.

Metilacija adenina na DNK takode mozZze da bude ukljucena
u negativnu kontrolu. Braun i1 Wright C1986} su pokazali da
postoje dva mesta dam metilacije u okviru "-35" régions. dnaA
promotora. Posiedica toga je slededa: ako se dnaA promoter
nalazi u dam+ soju, dobija se dva do tri puta niSa

ekspresi ja.

1.2. 4. Kontrola inici iaci je transkri pci je represorom.

Kada smo govorili o] negativnoj regulaciji
transkripci je, pomenuli smo da proteini aktivatori mogu da
budu i represori ukoliko stupaju u kompeticiju sa
poli merazom RNK za odredenu sekvencu na promotoru. Jedan od
takvih primera je ClI represor faga X koji 1istovremeno sluSi
kao aktivator polimeraze RNK koja inicira transkripciju cl
gena preko Prm promotora i blokira vezivanje polimeraze RNK
Ciji jJe zadatak da preko Pr promotora inicira transkripciju
ero gena CPtashne, 1986}. Primer 1lexA represora pokazuje
kako jedan represor interreaguje sa operatorima ditavog seta
promotora SOS regalona CreeA, lexA, UVrA, utJdrB, uvrD,
cloDF13, s&b, sulA, clef-1} na veoma razliditim pozieijama u
delu uzvodno od "--35" regiona, pa sve do mesta nizvodno od
taCke otpodinjanja transkripcije CHoopes i1 McClure, 1987%.
lex/4, koji se vezuje uzvodno od **-35' regiona kod esb
promotora, mogude je da blokira vezivanje nekog proteina
aktivatora CBrandsma et al. 1985}. U sluCaju vezivanja lexA
proteina nizvodno od starta transkripcije, represi ja ne mora

uopSte da poticCe od interferiranja u formiranju otvorenog
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kompleksa, ved od interferiranja sa procesom otvaranja
Cclearence) promotora CHoopes i McClure, 19873.

Ukoliko ne postoji kontrola transkripci je represorom,
konstitutivna ekspresija kloniranog gena moZ2e da dovede do
usporavanja rasia deli je domadina zbog nagomilavanj a
proizvoda ekspresije, 1ili toksidnog efekta stranog gena na
domadina CBrosius, 1984, Takagi et al. , 19883. Sistem
domadin-vektor, koji ne omogudava dovoljnu kontrolu
ekspresije ubacenog gena, dovesde do destabilizacije
sistema. Tako Remaut et ai. C19833 na primeru B-interferona
pokazuju da njegova ekspresija znadajno usporava rast deli ja
domadina. Takagi et ai. (19883 pokazuju da se klonirani gen
za subtilizin E Cserin proteaza iz organizma Baci lias
subtilisé, koji je pod kontrolom tandem Ipp-lac promotora,
16 puta bol je eksprimira u E. coli ako se kolidina inducera
IPTG-a redukuje sa 2mM na O0.<335mM, a temperatura rasta
deli ja spusti sa 37° C na 23° C. Pod istim usiovima uocCava
se 1 drastidno bolji rast deli ja nakon 1indukcije. Siidno
tome, toksidan efekat na deliju domadina pokazuje Brosius

1984. na primeru humanog insulina eksprimiranog u E. coli.

.2.5. Produzen ie transkri pta

Autori Yager i1 von Hippel CI19873 na slededi nadin
posmatraju i opisuju procese produzenja transkripta i
njegove terminaci je kod E. coli.

Onog trenutka kada nascentni transkript obrazuje lanac
duzine od 8 ili 9 baza, dolazi do odvajanja sigma faktora od
transkripeionog kompleksa i gubi se svaka tendenci ja
poli meraze da prekine transkripciju. U tom procesu
transkripeioni mehur narasta do svoje konadne velidine. Ovaj
dogadaj obelezava ulazak polimeraze RNK u fazu produzetka
transkripta.

ProduzZzenje transkripta je u izvesnom smislu enzimatski
katalizovana reakeija poilimerizaci je jer se iz aktiviranih

monomera formiraju polimeri visoke molekulske tezine



Cmolekul RNK}. U ovoj reakciji polimeraza RNK vrsSi selekciju
monomera NTP-a po poreiku Kkoji diktira komplementarna
sekvenca lanca matrice na DNK.

S druge strane, produzZzenje transkripta se objaSnjava
kao topoloSka reakcija. Kako se polimeraza RNK Kkrede niz
lanac DNK, lokalno relaksirani mehur na DNK putuje zajedno.
U okviru tog mehura privremeno se formira RNK-DNK hibrid.
Izmedu dva lanca DNK, dva lanca RNK-DNK hibri da i,
verovatno, izmedu lanca RNK i1 dupleksa DNK uzvodno od
transkripcionog mehura postoje pre spiraini nego lineami
odnosi. Dakle, produzavanje transkripta staino zahteva
reSavanje problema odmotavanja i umotavanja. Tako rezultati
Wu et al. C1988} ukazuju da je stanje superspiralizacije
bakterijske DNK tokom transkripci je znatno izmenjeno, a da
su topoizorneraze DNK regularno ukljuc¢ene u fazu produzenja
transkripta.

Treca moguda varijanta Jjeste da jJje proces produzenja
transkripta, katalizovanog polimerazom RNK, u potpunosti
kontinualan. Jedan molekul poli meraze formira potpuni
transkript postupnim dodavanjem nukleotida ne disosujudi ni
sa DNK ni sa nascentne RNK.

Tokom procesa transkripcije mogu se pretpostaviti dva
radikalno razlidita modela interakcije transkripta RNK sa
matricom Clancem DNK}. Oba uzimaju u obzir Sinjenicu da su
ribonukleotidi , kandidati za inkorporaciju u nascentnu RNK,
odabrani po prineipu komplementarnosti . Zahtev za formiranje
nascentne RNK je da 3” kraj hibridizuje za matricu-lanac
DNK.

Kod prvog modela, duzina RNK koja je ukljuCena u

RNK-DNK hibrid, striktno je konzervirana tokom cele
gotovo cele reakcije polimerizacije C Jehle, 1965}. Ova
konzervirana duzina odgovara razdaljini izmedu 3” kraja RNK
i mestu odvajanja RNK-DNK hibrida.

Kod drugog modela nema razdvajanja 1izmedu RNK i

matricnog lanca DNK za vreme procesa produzavanja



transkripta: hibridni dupleks dobija u duzini sve dok neki
dogadaj Cterminacijal> ne izvrSi zamenu nascentnog lanca RNK
nemairic¢nim lance® DNK.

Sledede dinjOnice idu u prilog prvog modela. a5 Znatan
broj genetidkih 1 biohemijskih podataka govori o bliskoj
vezi 1izmedu transkripcije i translacije ClLandick i Yanofsky,
19875, Sto podrazumeva da RNK odmah uzvodno od polimeraze
RNK ostaje slobodna. b5 Vise eksperimenata je pokazalo da
samo ekstremni 3” kraj transkripta tokom transkripci je leZi
fizidki blisko matridnom Jlancu DNK, da Jje zaStiden od
digesti je RNKazom i da je ovaj region RNK dugadak tadno 12
nukleotida C Hanna 1 Meares, 1983; Stiber 1 Bujard, 19815.
c5 Transkripti se 1iniciraju i produZzavaju na populaciji
zatvorenih Cdvolandanihb krugova DNK u prisustvu
topoizomeraze. Ako tokom transkripcije postoji bilo kakva
izmena DNK-DNK dupleksa za RNK-DNK hibrid, dodi de do
ugaonog odmotavanja DNK CGamper 1 Hearst, 19825.

lako nema takvih podataka, mozZze se prétpostaviti da
promene u temperaturi nesumnjivo 1imaju uticaja nha proces
produzavanja transkripta. Povedanje temperature bi moralo da
pojada tendenciju labavljenja krajeva transkripcionog mehura
kao 1 RNK-DNK hibrida CYager i von Hippel, 19875.

.6. Terminaci ja transkripci je

Osim faktora koji odreduju TfTunkcionisanje 1 jadinu
promotora, vazan dinilac za 1ishod eskpresi je je efikasna
terminacija transkripcije. Terminacioni dogadaj je definisan
kao jednostavan ako se odvija spontane in vitra bez
prisustva proteinskih faktora osim polimeraze Ccore). Za
vreme transkripci je polimeraza RNK mozZze privremeno da
zastane na odredenim sekvencama kao Sto su GC-bogati regioni
CGilbert, 19765. U jednom od sludajeva zaustavljanje mozZe da
proistekne iz osnovne promene svojstava transkripcionog
mehura. Terminacija transkripci je je kontrolisana signal ima

na DNK 37 nizvodno od gena sa karakteristidnim regionom



dvostruke simetri JO bogatim GC koji prethode terminaci ji » a
zatim siede AT-bogati regioni na mestu terminacije
CRosenberg i Court 1979%. Ekstremna nestabilnost
rU*dA sparivanja verovatno omoguc¢ava oslobadanje nascentnog
transkripta i dovodi do terminacije transkripci je C Christie

et al., 1981}. Kompleksan procés terminacije ne mozZe da se

odvija u "minimalnom"™ in vitro sistemu, ved je potrebno
sudaiovanje jednog ili viSe proteinskih faktora. Vi Se
proteinskih faktora moze biti ukljudeno u kontrolu

terminacije, a najznadajniji je p TFTaktor. Anti terminaci oni
proteini, kao Sto je proizvod N gena Ffaga lambda, mogu
takode biti ukljudeni u speci jal izovane sisterne CGreenblatt
1981} .

3. TRANSLACIJA

Inicijacija transiacije mozZe da se definiSe kao zbir
pojedinih reakeija koje vode stvaranju stabilnog kompleksa
spremnog za produzenje Taze translacije. lako se smatra da
kompleks 1i1zmedu 70S ribozoma, 1informacione RNK CiRNK} 1
formi Imeti onil-tRNK, diji se poluzivot meri satima,
CBlumberg et al, 1979; Jay i Kaempfer , 1975} predstavlja
krajnji produkt inicijacionog dogadaja, autori Gold 1 Stormo
Cl1987} smatraju da 1 drugi kodon GCU moze da olaksa
inieijaeiju. Kako jJe AUG ocCigledan statisticki 1izbor za
inicijaciju C91% AUG, 8% GUG itd. , Childs et al. 1985}, moze
se s pravom sumnjati da de iIRMK koja koristi druge kodone
biti dobro transiatovana. Veliki broj mutaci ja, koje menjaju
AUG, daju ni2i nivo translacije CChilds et al. , 1985; Munson
et al. , 1984}. Zapravo, kada se neki AUG kodon van okvira
di tanja takmidi sa GUG wu Tfazi di tanja, pobeduje AUG

CShinedling et al. u Stampi, Gold i1 Stormo, 1987}.
Efikasna transiacija 1nformacione RNK kod deli je

prokariota zahteva prisustvo mesta vezivanja ribozoma CRBS}.



Kod vedine informaci onih RNK E. coli RBS se sastoji od dve
komponenie: inicijacionog AUG kodona i1 3-12 baza uzvodno,
sekvence od 3-9 baza nazvane Shine-Dalgarno CSD5 sekvenca,
Ova sekvenca je komplemeniarna 3 kraju 16S RNK
C5 ’-GAUCACCUCCUUA-3* Shine i Dalgarno,1974 i1 19755. Smatralo
se da hibridizacija za taj region ukljuduje prikadinjanje
ribozomalne 30S subjedinice za informacionu RNK CSteitz
19795. Mada SD sekvenca nije 1identidna kod svih iRNK, ipak
je identifikovana Ckao i kod promotorskih sekvenci)
, 19825.
Mogude je da razlike u SD sekvencama dine deo transi acionog

semi —konzervi rana konsenzus sekvenca CStormo et al.

kontrolnog sistema. Osim toga, vezivanje ribozoma je
verovatno modulirano sekundarnom strukturom na S’ kraju RNK
poSto se najefikasni ja transi aci ja deSava ako su AUG 1 SD
sekvence slobodne za 30S ribozomalnu subjedinicu Clserentant
i Fiers 198C0. U regionu -20 do +13, ako se i1zuzme
Shine-Dalgarno region, 1inicijacioni i1 drugi kodon, A je
daleko zastupl jeni je na raCun G. Red je verovatno o
strategiji koja iskljuduje neodgovarajude sparivanje sa 3~
krajem 16S RNK. G se skoro nikada ne nalazi 57 od
inici jacionog kodona CStormo &t al. 19825, a A je veoma
desto u poziciji -3 kod eukariotskih 1iRNK CKozak, 19815.

Jedna od pojava u procesu transiacije je i
reinici jaci ja CSteege, 19775. Ukoliko nakon terminaci je
transiacije postoji SD sekvenca i1 u okviru desetak baza
nizvodno AUG kodon, tada moSe da dode do reinicijacije
transiaci je.

Terminaci ja transiacije se najdeSde javi ja kad god se
jedan od tri stop kodona sretne na iRNK sa ribozomalnim
kompleksom, wukoliko aminoacilovana supresorska tRNK ni je

pri sutna.



1.4. PROMOTORI

UopSteno, sekvence DNK nazvane promotorima
predstavljaju one vregione DNK koji signaliziraju podetak
transkripci je - stimuliSu interakciju DNK i polimeraze RNK.

Vec¢ina proteina poreklom iz eukariota i prokariota
dobijenih u velikim koli¢inama u E. coli, transkribovana je
sa jednog od slededa tri promotora ili njihovih derivata:
lacUv5, trp 1 X FiI. Razlog zaSto su baS ovi promotori
koriSdeni  jeste dinjenica Sto su u periodu otvaranja
poglavlja ekspresije eukariotskih gena u E. coli, pre jedne
deceni je, oni bili 1 najbolje proudeni . Osim toga, ove
regulatorne sekvence su bile klonirane na derivate faga X i
plazmida pBR322, a identi fikovani su i geni koji kodiraju za
represorske proteine kojima su regulisane aktivnosti ovih
promotora.

Izbor odredenog promotora najvisSe zavisi od
osobine proteina dija se ekspresi ja Zeli dobiti. Na primer,
pokazano je da je proizvod eukariotskog gena za insulin
toksidan za deliju E. coli CBrosius, 19845, il da
ekspresija humanog RB-inter ferona znatno usporava rast deli ja
domadina CRemaut et al. 19835. U nekim sludajevima ni je
jedini preduslov da promotor pokazuje visoku aktivnost u
indukovanom stanju, ved jJje veoma vaino da i u stanju
represi je pokazuje Sto nizu aktivnost. lako su sva tri
pomenuta promotora dovoljno jaka za dobijanje visokog nivoa
ekspresije proteina u E. coli, oni se medusobno znatno
razlikuju kako u nadinu tako i u amplitudi indukcije.

1.4.1. lacUV5 promotor
Jedna od najbolje proudenih regulatornih sekvenci
E. coli je svakako lac promotor/operator. lac operon
funkcioniSe pomadu dva tipa kontrole. Negativna regulacija
se uspostavlja u odsustvu laktoze Cili nekog drugog
inducera.5. Operon se nalazi iskljuden zahvaljujudi ictc

represoru, proizvodu lacl gena koji se vezuje za operator.
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Operatorska sekvenea se nalazi nizvodno od "-10" sekvene®
lac promotora. Pozitivna regulacija se odvija preko CAP-~a
Ckatabolidki aktivator protein®. U odsustvu glukoze, CAP
formira kompleks sa cikli¢énim AMP-om i1 takav kompleks
stimuliSe transkripeiju vezujudi se uz promotor. Promotor se
aktivira u prisustvu laktoze 1ili pri dodavanju inducera
IPTG-a Cizopropil-/9-D-tiogalaktopiranozid; 7} koji za razliku
od laktoze ne podlezZze metabolizmu, a vezuje se za represor.
Na njemu stvara alostericnu promenu konfiguracije i redukuje
mu afinitet vezivanga za operatorsku jedinicu 1 uklanja ga
sa operatora CMiller i Reznikoff, 1978}

P | P O lacz
N
i S RNA, R4
cX g
represor k- galaktozidaza
I 5>"‘ .

Slika 1. Prlkazan je cleo 10C operona sa la.cZ genom i
njegovim promotorow i genom za taci represor . Strelicama su
oznaéena mesta vezlvanja RNK poltimeraze, CAP-cAMP i
represora. Dvostruka Lini ja-I>\K; puna Ini,ja sa

streltcom-IRNK; taSkasla Linija sa etrelicom-protein.

Ako je lac promotor kloniran na piazmidu koji se u
deliji E. coli nalazi u viSe kopija, tada dolazi do
titracije lac represora koji potide sa Jjedne kopije lacl
gena. Resultat toga Jje derepresija preostaiih kopija lac
promotora. Kako je ovakav efekat najcCeSde nepovaljan, mogude
je izbedi ga korisdenjem domac¢ina koji hiperprodukuje Ilac
represor Clacl"J.

Medu mutaci jama u okviru sekvence lac
promotoradoperatora, lacUVo je najviSe koriSdena za
regulaciju hiperprodukci je rekombinantnih proteina u E.
coli. Kod ovog promotora, posiedica mutaci je u okviru "“10"
sekvence C"Pribnow box", Pribnow, 1973} je ne samo povedana

snaga promotora, ved ono Sto je joS vaznije, dobijena je



znaino niza osetijivost na katabolidku represiju u prisustvu
glukoze CSilversione et al, 19703.

1.4.2. P1 promotor lambda faga
Aktivnost PI1 prornotora se odvija za vreme litickog
ciklusa faga X, a pod represijom ga drzi proizvod ci gena u

lizogenom stanju.

R clll N *Pi rex. c2 Pr ero
Tt T
65% 80%

Slika 2. Eco Rl fragment (7/500bp) genoma Tfaga X u okviru
kojeg se nalazi levo-ori jenttsani P1 promoter i ci i koji
kodira protein - Cl represor faga X.

PoSto je utvrdeno da geni trp operona mogu biti
eksprimirani kod faga lambda pod konirolom Pl promotora
CMoir i1 Brammar, 19763, ovaj snazni promotor je iskoriscen
za ekspresiju kloniranih gena. Pl promotor je mogude drzati
pod kontrolom represora pomodu proizvoda cl gena iz faga X
Preimuéstvo PI promotora nad Qlac promotoroit je u kontrol i
aktivaeije transkripcije. Dovoljna je samo jedna kopija cl
gena da bi se proizveo dovoljan broj kopija ClI represora za
efikasno blokiranje transkripcije na viSestruko kopiranom
plazmidu koji sadrzi Pl promotor CRemaut et al, 1981D. Ako
se upotrebi temperaturno senzitivni mutant cl gena mogude je
na temperaturi od 28°C drzati promotor pod represi jom, a na
42° C potpuno inaktivirati represor. Svakako, mora se imati
u vidu da temperaturna aktivaeija Pl promotora u deli jama
koje sadrze ¢Z357 gen nije krajnje specificna, posto
temperaturni pomak na 42° C moze takode da 1indukuje
transkripeiju gena koji kodiraju za "heat shock"™ proteine
CYamamori i Yura, 1982!). Kako jJe pokazano CPhil lips et al,
19841) da je "heat shock” protein kodiran lon genom proteaza,
to svakako treba imati u vidu ako se za indukeiju PI
promotora koristi poviSenje temperature na 42° C. Mogude je

efekat proteazne aktivnosti izbedi koriSdenjem htpR mutanata



Cht pP-pozi tivni regul atorni faktor za transkripciju “heat
shock"™ proteina, Grossman, et al. , 1984} ili dvostrukih lori
htpR. mutanata CBuell et al. , 1985}

4. 3, trp promotor

Ekspresija pet gena trp operona kod E. coli je
dvostruko regulisana: putem represora koji blokira
operatorski region 1 atenuacijom na trp “leader” sekvenci
CYanofsky et al, 1984}.

Hershfield et al. C1974} su pokazali da je mogud visok
nivo ekspresi je pet gena trp operona kada je operon prebacen
u plazmidni vektor. Za razliku od lac sistema, samo jedna
kopi Jja gena trp represora proizvodi dovoljno proteina da
drzi trp operon pod punom represijom. Indukcija trp operona
se vrSi uklanjanjem triptofana iz sistema CYanofsky et al.,
1984%. Raniji ekspresioni vektori kod kojih su ubacCeni geni
bili pod kontrolom trp promotora, sadrzali su takode i trp
“leader” kao i1 delove trpD i trpE gena CHallewell 1 Emtage,
1980}, a kasnije konstrukcije su zadrzale samo trp
promotor/operator region i1 mesto vezivanja ribozoma CDe Boer
et al, 1983, Goeddel et al, 1980}.

Ukoliko se trp promoter nalazi na plazmidu koji je
prisutan u vi8e umnozaka, dolazi do titracije trp represora,
pa je 1 konsti tutivna aktivnost, c¢ak 1 u prisustvu viska
triptofana, merljiva. Tako se kod trp-lacZ promotor-genske
fuzije dobija samo dvostruko Vi Si nivo aktivnosti
fegal aktozi daze kada se poredi indukova.no i neindukovano

stanje CBuell i1 Panayotatos, 1986}.

1.4.4. Hibridne konstrukcije promotora
Promotori lac, trp 1 Pu ispunjavaju viSe Kkriterijuma
koji 1h Sine atraktivnim za ekspresiju kloniranih gena u E.
coli. Elementi ovih promotora su iskoristeni za dobijanje
hibridnih konstrukcija koje poseduju osobine pogodne za

odredjene ekspresione sistemo. Posebno vazZna karakteristika



jest,0 kontroia aktivnosti represorima koje Jje mogude
inaktivirati u trenutku kada je pozZeljno debiti ekspresiju.
Takva vrsta kontrole je veoma vazna ukoliko je proizvod gena
koji treba da se eksprimira toksican za deli ju CRemaut ec
al. , 1983, Brosius, 1984, Takagi et al. , 19883. Razlog Sto
znatan broj jakih promotora joS nije upotrebljen za
ekspresiju kloniranih gena je taj Sto njihove osobine joS
nisu u toj meri proudene kao kod trp, Zac i PI promotora.

Promotor za lipoprotein spoijne membrane CippY E. coli,
jak konstitutivni promotor, 1iskoriSden je za konstruisanje
razliditih ekspresionih vektora. Da bi Ipp promotor mogao da
se kontrolise, ubacen je fragment koji sadrzi lac
promotor/operator izmedu Ipp promotora i gena za
lipoprotein, pa je na taj nacin omogudena 1inaktivacija
promotora pomodu lad represora, a indukcija sa IPTG-om
CNakamura et al. 19823.

Jak hibridni tac promotor JjJe nastao Ffuzionisanjem
delova sekvenci koje pripadaju trp i lacUV6 promotoru,
Region trp promotora, koji obuhvata "-35" sekvencu 1 uzvodno
od nje AT bogate bldkove, TFTuzionisan je za sekvence koje
sadrze “-10" region lacUV5 promotora i nizvodnu lac
operatorsku sekvencu. Prvi su ga konstruisali i opisali De
Boer et al. , C19823, a iskoriSden je za konstruisanje vVviSe
ekspresionih vektora CRussell 1 Bennet, 1982; Amann et al.
1983, 19853. Ovaj promotor se raoze regulisati pomodu Ilacl
represora, poseduje jadinu trp promotora, a pet do deset
puta je efikasniji od JlacUV5 promotora. Za razliku od
lacUVS, tac promotoru nedostaje mesto vezivanja za CAP, pa
je to najverovatnije jedan od razloga Sto je daleko manje
osetljiv na katabolicku represiju. Ova osobina mu ujedno
omogudava visoku aktivnost u medijumu bogatom glukozom.

Sli¢nu konstrukciju tac promotoru objavili su Boros et
al .C19863, fuzionisanjem "-10" regiona lacZ promotora sa
"--35" regionom rrnB Pz promotora. Rezultujudi promotor je
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mogude regulisati preko lac represora i indukovati sa
IPTG-om.

Nishi 1 Itoh su 1986. konstruisaii promotor kod kojeg
su AT regioni trp promoiora zamenjeni AT blokovima Pn
promotora faga X i dobili viSu aktivnost.

Ekspresioni sistem koji se satoji od dva plazmida i
funkcionise na nivou temperaturne regulacije, konstruisaii
su Sninsky et al. CI981}. U ovom sistemu, plazmid koji
sadrzi lac represor, na temperaturi od 42° C prestaje da se
replikuje, dok se plazmid, na kome je gen pod kontrolom lac
promotor/operator sistema, istovremeno normalno replikuje u

viSe kopija po celiji.

1.5. KONSTRUISANJE EFIKASNOG EKSPRESIONOG SISTEMA

Da bi se dobila hiperprodukci ja speci fi¢nih proteina
znatan broj radova jJe bio posvecen konstruisanju optimalnih
promotora, operatora, mesta vezivanja ribozoma,
transkripcionih terminatora, "origin"-a replikacije itd.
Ovakvi eksperimenti su, osim krajnjeg komercijalnog cilja,
svakako doprinosili daljem razumevanju molekularnih
mehanizama u celiji.

Neki plazmidi su stekli Siroku primenu zahvaljujudi
svojoj relativno maloj veliCini i1 velikom broju kopija.
Zahval jujudi ovim svojstvima, 1izabrani su kao vektori za
kloni ranje i1 ekspresiju gena u bakterijama i kvascima.
Slic¢no tome, ekstrahromozomalni elementi zasnovani na
virusima, u upotrebi su kod sisarskih deli ja.

Plazmidi koji su predvideni za kloniranje gena, a
konstrukciono su jednostavniji, 1imaju potpuno drugadije
karakteristike od onih Kkoji su predvideni za Vvisoku
ekspresiju. UopSteno, vektori za kloniranje sluZze kao
prevoznici 1izmedu hromozoma i ekspresionog vektora.
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«5.1. Osnovni diza in ekspresionoq vekiora

U ekspresionom vektoru sadrZzano je nekoliko osnovnih
elemanata. Ekspresioni plazmid mora da ima:

1. Region potreban za stabilnu replikaciju 1 kontrolu
broja kopija.

2. Selekcioni marker kao Sto je gen koji deliji
domac¢inu pruza rezistenciju na neki antibiotik.

3. Efikasan promoter za inicijaciju i kontrolu
transkripeije kloniranog gena.

4. Mesto vezivanja ribozoma. CShine-Dal garno sekvencu)

za inicijaciju transiacije 57 uzvodno od odgovarajudeg ATG

r~+

ripieta.

Svaki od ovih faktora, kako nezavisno tako i1 zdruzeno,
utide na ekspresiju. Cak i gen za rezistenciju na
antibiotik, koji bi mogao najmanje da ima uticaja na nivo
ekspresi je, moZe da dovede do nestabilnosti plasmida 1 da
bitno utide na ekspresiju. Zato jJe vrlo vazno konstruisati
ekspresioni sistem sa najboljom kombinacijom ovih elemenata.
Na taj nadin, ukoliko se odgovarajudi promotor, RBS ili neka
druga komponenta pokaze kao nepogodna, mogude je izbaciti je
i zameniti nekom drugom na jednostavan nadin.

Na zalost, postoji faktor koji se ne moZe uvek unapred
predvideti , a to su svojstva proteina koji treba da se
sintetiSe. Na primer, velidina proteina, broj cisteina,
osetljivost na poviSenu temperaturu Crecimo, pri indukciji
P1 promotora faga X na 42c O, osobine umotavanja, toksidni
efekat na delije u kojima se proizvod kloniranog gena
sintetiSe 1 rastvorljivost u domadinu ili medijumu morali bi
da se 1imaju na umu prilikom konstruisanja ekspresionog
sistema. Kako to nije mogude kod novih produkata gena,
najbolje je da se predvidi fleksibilni vektor stvaranjem
jedinstvenih restrikcionih mesta izmedu svih osnovnih
kontrolnih elemenata. Konstruisanje promotora dije de

osnovne karaktreristike omogudavati visok nivo



fleksibilnosti kontrole ekspresije kloniranog gena moZze da
bude od najvedeg znacCaja.

Konadno, ne treba =zaboraviti da odgovarajudi uslovi
rasta deli ja domac¢ina Cmedijum, temperatura, momenat
indukcije, itd.D mogu imati znaCajan uticaj na krajnji
rezultat ekspresije kloniranog gena.

Vedina ekspresionih sistema koristi E. coli kao
domadina, a derivate pBR322 kao vektore CBolivar et al.
1977, Balbas et al 1986 3. Ovaj plazmid sadrzi kodirajude
regione za rezistenciju na ampicilin i1 tetraciklin, kao i
elemente neophodne za kontrolu replikacije koji omogucavaju
da se dobije 20-60 kopija po deliji u zavisnosti od
domacina. Bez antibiotske selekcije ne zapaza se znadajan
gubitak plazmida kod delija koje rastu dak do trideset
generaci ja. To je razlog Sto rezistenci ja na antibiotik i
region neophodan za kontrolu replikacije kod pBR322 plazmida
predstavlja odiiSan polazni materijal za  konstrukciju
ekspresionog vektora. Poznata je kompletna sekvenca
nukleotida plazmida pBR322 CSutcliffe, 1978, 197l Sto je
omogudilo odredivanje viSe jedinstvenih restrikcionih mesta

za ubaci vanje promotorskih sekvenci 1 RBS.

1.5.2. Uklapanje mesta vezivanja ribozoma

Pokazano JjJe da efikasnost inicijacije translacijo®©
prvenstveno zavisi od stepena komplementar nosti mesta
vezivanja ribozoma CRBS} sa 16S rRNK, udaljenosti od start
kodona, stepena umotanosti i, konaCno, stabi lnosti mRNK.
Drugi faktori, kao sto su dodatne specifidne sekvence i
opSti sadrzaj A + T u datom regionu, mogu da budu od znacaja
i dalje da komplikuju optimalno konstruisanje mesta
vezivanja ribozoma. Osim toga, kako "inici jaciona struktura"
translacije obuhvata sekvencu S’ regiona i1IRNK, efikasnost
mesta vezivanja ribozoma de zavisiti od pojedinacnog gena
CBuell i Panayotatos 1985D. Mogude Je svakako startovati sa

RBS uzetim od nekog veoma efikasnog gena t na primer, gen
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10 T7 faga, Olins et al. 19885. |Ishod ovakvog pristupa jo©
uspeSna 1iranslacija ukoliko s© sekvenca RBS dobro “pakuje™

sa. geno™m koji treba da se eksprimira.

1.5.3 Formiran ie restrikcionih mesta u tacki fuzi je
Pod veoma srednim okolnostima dolazi do formiranja
jedinstvenog restrikcionog mesta na tacki fuzije RBS ragiona
i kodirajudeg regiona gena tako da dalje manipulacije nisu
potrebne. U vedini sludajeva restrikciono mesto mora da se

ubaci na tacnu poziciju u odnosu na start kodon.

1.5.4. Deleci ia specificnih sekvend DNK pomoc¢u eqgzonukleaze

Bai 31.

Ukoliko ne postoji pogodno restrikciono mesto u okolini
ATG kodona kloniranog gena, Seljene regione DNK mogude je
ukloniti kontrolisano pomodu egzonukleaze Bal 31.

Bal 31 egzonukleaza deluje tako Sto progresivno uklanja
bazne parove linearne DNK sa oba kraja CGray et al. 1975,
Panayotatos i Truong, 19815. Na taj nadin dobija se fami lija
progresivno skradeni h molekula DNK Cna primer,
linearizovanog plazmida5s. Ovakvom obradom molekula DNK
mogude Jje prekrajanje i primicanje sekvencama Strukturalnog
gena. Ova enzimska reakcija Je znacajna, jer ukoliko ne
postoji pogodno restrikciono mesto u blizini ATG kodona,
mogude Jje 1izvrSiti uklapanje sekvence nekog Strukturalnnog
gena poreklom iz eukariota sa regulatornim sekvencama E.

col 1.
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CILJ ISTRAZIVANJA

Bakterija Escherichia coli, najbolje prouceni
mikroorganizam, je kao domadin za. ekspresiju stranih gena
umnogome doprineia da se sakupi veliki broj saznanja o
regulaciji ekspresi je ovih gena.

Poznaio Jje da zadovoljavajuca ekspresija gena
kloniranih u E. coli najceS¢e zahteva njihovo prekrajanje i
prik.1 juCi vanje uz baktrerijske regulatorne elemente.

Takode se zna da karakteristike regulatornih
sekvenci mogu znaCajno da utidu na ekspresiju kloniranog
gena. Kako ne postoji jedna univerzalna regulatorna sekvenca
koja sadrzi elemente promotera 1 operatore koja bi efikasno
posluzila za ekspresiju bilo kog kloniranog gena, tada se
obidno u zavisnosti od prirode proizvoda kloniranog gena i
bira najpogodnija promotorska sekvenca.

Imajudi u vidu navedene cCinjenice, Iistradivanja u
ovom radu imala su sledeci tok.

Prvo, u naSim istraZivanjima kao 'model gen'" za
ekspresiju koris¢en je gen za humani R-interferon, Pre
stavijanja ovog gena pod kontrolu bakterijskih regulatornih
sekvenci, potrebno je bilo ukloniti prirodne eukariotske
regulatorne sekvence koje se nalaze 5~ uzvodno od
Struktural nog gena.

Drugo, pored ve¢ dobro proucenog jakog hibridnog
tac promotora, konstruisali smo novi hibridni P1 tl
promotor/operator, sa ciljem da na osnovu prétpostavijenih
drugacCijih osobina u odnosu na postojede prirodne ili
hibridne promotor/operatorske sekvence, dobijemo fleksibilan
promotor koji bi mogao da posluzi za dobijanje ekspresije
razlicitih gena Ciji se proizvodi razlikuju po svojim
karakteristikama.
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Dakle, cilj avoga rada je ispitivanje svojstava 1in
vitro konstrui sane sekvence DNK CPt-tl promoter a/operatora3
za koju smo pretpostavili, na osnovu njene primarne
Strukture, da de kroz aktivnost gena koji se nalaze pod
njenom kontrolom pokazati, u poredjenju sa osobinama tac
promotora, drugacCi je osobine koristedi zajednicki "model
gen" - Strukturalni gen za humani R-interferon i lacZ gen

kao "reporter gen".



3.MATERIJAL 1 METODE

3.1.

MATERITJAL

3.1.1. Soievi E.coli i_plazmidi

Tafoela 1. Sojevi E. coli
Soj Cenatip Poreklo
DH1 CF ,recAl, endAi , gyrA96, thi-i,
hsdRJ7C.r ,m+3su.pE44, relAl™, A 3 Hanahan 1983.
JM101 h.Clac-proyY, supgE, thi, CF~’

traD36, proAB+, lacl”™, lacZAMIS] Yanisch-Perron
ei al. 198sS.

POP2136 rwafhPr,clSS?,@alPQ dérivat Dobi jen od
MM294 CF ondAl,thi-i, hsdRi17, dr Raibaud-a
sxipE44K 3 preko

dr Staniey-a

So.j DH1 je korisden kao reelpijent za piazmide pBR322,
plF4 i1 piaci2; JM101, jJe koriséen kao recipijeni za
piazmi dne konstrukei je koje sadrzZze regione za koje se vezuje
lad represor; POP2136 je korisden kao recipijeni za
plazmi dne konsirukei je koje sadrze Pril promotor -inier feron
f fuziju, Cdobijen je 1ljubaznoSdu dr K. Stanley-a3 .

Plazmid ptacl2 C Amann ei al. 19833je koriscen za
izolovanje fragmenta koji sadrzi tac promotor; plazmid pFBII
(Pharmacia, pFBl plasmid kit Cat. no. 27-49883 je korisden
za kloniranje fragmenta koji sadrzi gen za CIts857 represor
iz Tfaga A; plazmid pCON5 C De Lorenzo ei al. 19883 je
koriSden za kloniranje promoior-interferon-lacz fuzija
Cdobijen je ljubaznoSdu dr V. de Lorenzo-a) ; plazmid pBR322
CBolivar et al 1977, Sutcliffe, 1978, 19793, je koriscen za
kloniranje humanog /A-interferona, Sto Jje opisano u radu
Crkvenjakov et al. Cl19843, a kasnije su ga isti autori



izolovali i identifikovali kao klon plF4 tnije ojavi jenol ;
plazmid pEMBLexz CSollazzo &t al. 1085D je koriscéen za

izolovanje PI promotera faga X.

3.1.2. PNK

DNK faga X CBRL <cat. No. 5250SAD je korisSc¢ena za
izolovanje temperaturno senzitivnog represora Ccl857D ili
nakon digesti je sa nekim restrikcionim enzimom kao standard
za elektroforezu.

Poreklo plazmidne DNK Jje opisano u prethodnom odeljku

C3.1.1.3

3.1.3 Restrikcioni enzimi

Osim kornereijalnih enzima nabavljanih preko firmi BRL,
Biolabs, Amersham, Pharmacia, Serva i1 Boeringer, neke od
njih CEco RI, BRI 1l i Barn HID smo izolovali i1 koristili u
toku eksperimenata kloniranja i ekspresi je humanog

R-inter ferona.

3.1.4. Radi oizotopi

Slededi 1zotopi su korisdeni za obeleZavnje DNK.
Adenozin 57°-Cy- P] trifosfat, trietilamonium so C* 3000
Ci /mmol D Amersham CPB.10168D,

Deoksi adenozin S’-[a-32P] trifosfat, trietilamonium so C%
3000 Ci/mmolD Amersham CPB. 10204D ,

Deoksicitidin S’-ta-32P] trifosfat, trietilamonium soO
3000 Ci/mmolD Amer sham. CPB. 10205D ,

Deoksi guanozin 5’—5}_3%ﬂ trifosfat, trietilamonium so Ct
3000 Ci/mmolD Amersham CPB. 10206D ,

Timidin 5’—Ca—32R] trifosfat, trietilamonium so C% 3000
Ci/mmolD Amersham CPB.10207D,



3.1.S. Enzimi

Alleai na fosfaiaza CCIAPD, Bal 31 nukleaza, E. coli DNK
polimeraza 1 "Klenow fragmeni*"CPolliO, Ta DNK ligaza, Ta
polinukleotid kinaza CPNK}, RNKaza su nabavljani iz sledecih
firmi: Amersham, BRL, Biolabs, Pharmacia.

3.1.6. Hemi kal i.ie

Od 1inosiranih kompanija Serva, Sigma, Aldrich i LKB

nabavl jane su sledede hemikali je: adenosi nirifosfai,
akrilamid, albumin CBSA - bovine serum albumine},
amoni jumacetat, amonijumsul fai, ampicilin, bisakrilamid,
bromfenolpi avo, deoksinukleotidtrifosfati CdANTP},

dimetildi hiorsii an, dimetilsulfat CDMS}, dimetilsulfoksid
CDMSO}, EDTA, hidrazin, ksilencijanol, magnezijumacetat,
magnezi jumhlor id, natr i jumacetat, natrijumhlorid,
natr i jumdodecilsulfat CSDS}, natrijumhidroksid, piperidin,
rubidi jumhl orid, spermidin, tetraciklin, Tris, Triton X-100,
i urea.

Hemikali je koje su nabavljane od domacih proizvodaca
Kemika, Alkaloid: amoni jumacetat, amoni jumsulfat, EDTA,
magnezijumacetat, magnezijumhlorid, natrijumacetat,
natrijumhlorid, natrijumbidroksid i urea.

Fluorescentne plocCe za tankosiojnu hromatografiju, TLC
K6F Silica gel, nabavl jene su od Ffirme Whatman, CCat No
4861-620} , silikonizovana staklena vuna od Ffirme Serva,
CCat. No 22367}%}, membranski filtri C0,45 p} od firme
Sartorius, Mixed bed resine, AG501-X8CD} od Tfirme Bio Rad,
PElI-cellulose CTLC -Ready-Foils Ref. No. 394032} od firme
Schleicher & Schull, Tfilm za autoradiografiju - Kodak X-Omat
AR CCat. 150 6955}, Film za industrujsku autoradiografiju
FIR-10 Fotokemika. Reagensi za sintezu oligodeoksinukleotida

su nabavljani od firme Applied Biosystems.
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3. 2. METODE

3. 2. 1. Uzqa ianie bakteri iskih kul tura

Bakt@ri.jski sojevi su kultivisani u medijumu LB Cl%
Bacto tryptone CDifco3, 1% NaCl , 0,5% Yeast extract CDifco33
u prisusivu ampicilina 40pg/ml ili tOtraciklina, 1Spg/ml ,
ili oba CSigmaD. Solje sa ¢&vrsiom podlogom su pripremane
dodatkom 1,5% Bacio-agara CDifcoD wu medijurn LB. Kolonije
koje proizvode /9-galaktozidazu su deiekiovane razmazivanjem
na Sol ju 40pl 2% X-Gal -a u dimetilformarnidu i1 40pl vodenog
rastvora 100mM IPTG-a.

3.2.2. 1zolovan ie plazmidne DNK

lzolovanje plazmidne DNK za anali ticke i1li preparativne
potrebe vradeno je ili po protokolima koje je objavio
Maniatis et al. 1982 ili su koriSdene modi fikaci je metoda

koje su opisane u dal jem tekstu.

3.2.2.1. l1zolovan je man.iih kolicina plazmidne DNK za anali ticCke
potrebe - "mini prep"” CI1-20 ucO

1. Inokulira se 20 ml medi juma CLB3 1 inkubira preko nodi uz
snazno mudkanje u prisustvu odgovarajuceg antibiotika
2. 10ml kulture se centrifugira na [1S00xg C3000-4000 rpm u
klinidkoj centrifugiD 15 min
3. talog se resuspenduje u 1 ml STET pufera CSOmM Tris. HCI
pH8,0; 50mM EDTA pH7,5-8,0; 8% Saharoza, 5% TritonX-1003 i
prebaci u "Eppendorf" epruvetu od 1 ml
4. doda se 2-3 pi lizozima CIO mg/ml H203 i kuva 3 minuta na
90° C i1 centrifugira 15 minuta na 12000xg
5. supernatant se pazljivo odlije u drugu epruvetu i doda se
2-3 pg RNKaze CRNKaza osiobodena DNKazeD* i1 inkubira 15-20
minuta na 37° C
6. doda se 0,67 vol 5M amonijum acetata + 0,60 vol

izopropanola, dobro se promeSa i nakon 10 minuta
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centrifugira na 12000xg CFftl2000 rpm u Eppendorf centrifugo
7. talog se opere ledenim etanolom, osuSi na vazduhu 1ili
kratko u eksikatoru ili ""Speed-Vac” centrifugi i
resuspenduje se u 500 pi 2M amonijum acetata na 4° C i nakon
5 minuta centrifugira 5 minuta na 1E000xg CA12000 rpm u
Eppendorf centrifugi}

8. talog se odbaci, a supernatantu se doda 300 pl
izopropanola i1 drzi 10 min na sobnoj temperaturi

9. centrifugira se 10 minuta na 12000xg CI2000 rpm} i talog
se opere ledenim etanolom, kratko prosusSi i rastvori u 20-50
pi TE pufera CIOmMTris.ClI pH7,5; ImM EDTA pH8. 0} ili
dejonizovane vode i cuva se na -20 C.

Ova modifikovana raetoda zahteva neSto vige vremena ali
obezbeduje vige plazmidne Coko 10-20 pg} DNK di ja je distoda
dovoljna da se efikasno odredi primarna Struktura Credosled
nukleotida} po metodi Maxama i1 Giiberta CI980} ili uradi vis«?
restrikcionih analiza.

*RNKaza osi obod iena prisustva DNKaze j_

Rastvoriti RNKazu A Cpancreatic RNase} u
koncentraci ji od 10 mg/ml u I0OmM Tris.Cl CpH 7,5}, 15mM
NaCl. Zagrevati na 100° C 15 minuta 1 ostaviti da se

hladi sporo do sobne temperature. Raspodeli ti na manje
alikvote i duvati na -20° C.3

3.2.2.2. Preparativno izol ovari ie piazmi dne DNK u vedim
kolidinama za konstruisan ie vektora 1i_ Kkioniranje..
1. 500 ml medijuma se inokulira sa 50pl male kolidine
kulture koja je rasia preko nodi i1 snazno mudka u prisustvu
odredenog antibiotika do optidke gustine od oko 0,5-08 A<S00.
Kultura se centrifugira na 1600xg C4000 rpm, Sorvall
centrifuga, rotor GSA, poiikarbonatne epruvete od 250 mi} 20
minuta na 4° C
2. talog se resuspenduje u 16 mi glukoznog pufera C50mM
glukoza, 10mM EDTA pH 8,0; 25mM Tris.Cl pH 8,0}, doda se 8mg
lizozima
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3. posi® 15 min na 4° C doda se 45 mi 0,2M NaOH, 1% SOS,
pazljivo promeSa i drzi 5 minula na 4° C

4. uz lagano meSanje dodaje se 35ml 3M Na-acetaia pH 4,8 i
drzi 30-60 minuta na 4° C

5. centrifugira se na 17000xg C 15000 rpm, Servali
centrifuga, rotor SS34, poilikarbonatne epruvete od 30 miD
10 min na 43 C

6. supernatantu se doda 0,6 zapremina 1zopropanola i1 nakon
20 minuta na sobnoj temperaturi, centrifugira na S000xg
C10000 rpm, Sorvall centrifuga, rotor SS34, Corex epruvete
od 30 mID 10min na 4° C

7. talog se opere ledenim etanolom 1 osuai u eksikatoru pod
vakuumom 1 rastvori u 12ml  TNAC-a C50mM Tris.CIl, 100mM
Na-acetat pH 8,00, a zatim se doda se 600 pg RNKase i
inkubira 30 minuta na 37° C

8. sa 0,5 zapremina smeSe fenol/hloroforms: uradX se
ekstrakcija i1 nakon 10 min centrifugiranja na 3000xg C 5000
rpm, Sorvall centrifuga, Corex epruveta od 30 ml, rotor
SS34D odvoji se vodena faza kojoj se doda 0,1 zapremina 3M
Na-acetata i 0,54 zapremina lIzopropanola i drzi 20 minuta ra
sobnoj temperaturi

9. centrifugira se 10 min na S000xg C€10000 rpm, Sorvall
centrifuga, Corex epruvete od 30 ml, rotor SS34D, i talog se
opere ledenim etanolom, suai i resuspenduje u 5 ml 2M
amoni jumacetata

10. posi® 5 minuta na 4° C, centrifugira se 5 minuta na 4 C
na SO00xg CI10000 rpm, Sorvall centrifuga, Corex epruvete od
15 ml, rotor SS34D

11. supernatantu se doda 0,54 zapremina 1izopropanola 1 drzi
20 minuta na sobnoj temperaturi a zatim se 10min
centrifugira na S000xg CI0000 rpm, Sorvall centrifuga, Corex
epruvete od 15 ml, rotor SS34D

12. talog se ispira ledenim etanolom C-20 CD, suSi i
rastvara u 100-500 pi dejonizovane H20 1ili TE pufera
CIOmMTris.CIpH7,5; ImM EDTA pH 8,0D . Cuva se na -20 C.
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Na ovaj nacin mogude je izolovati znatnu kolidinu
plazmidne DNK O 300-600 pg DNK/SOOml bakterijske kulturez),
bez kontaminacije sa RNK i1 hromozomalnom DNK.

XHloroform/fenol - smela se sastoji od 1 zapremine Ffenola

i jedne zapremine smele hioroform-izoami lal kohol C24: 15
Fenol se koristi predestilovan Csa dodatkom 0,1%

S-hidroksihinolina kao aniioksidansaD 1 zasiden, obidno

sa. 0,1M Tris. CI pH 8,0.

3.2.2.3. Modifikovana metoda izolovan ia plazmidne DNK pomodu
gradi jenta sa cezi ium hioridom

1. Inokulira se 500ml medi juma
sa kulturom koja je rasla preko nodi 1 pusti da raste u
prisustvu odgovarajudeg antibiotika do 0,7 OD Aéoo
2. doda se 100mg hloramfenikola i1 kultura raste preko nodi
3. u rashladenom rotoru obore se delije na 4S00Q rpm za 15
minuta.
4. talog se resuspenduje u 12 mi glukoznog pufera C50mM
glukoza, 10mM EDTA pH 8,0; 25mM Tris. Cl pH 8,05 i prebaci u
epruvete za centrifugiranje C"Corex"™ od 15mlI5.
5. doda se 2ml lizozima C20mg/ml lizozim u glukoznom puferu5
i inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi.
6. doda se 27,6 mi 1% SDS, O0,2M NaOH, promela pazljivo i
rashladi u ledenoj vodi 5 minuta, precipituju se proteini i
hromozomaina DNK dodatkom 14 ml K-acetata C60,0mi 5M
kalijumacetat; I11,5ml sirdetna Kkiselina-glacijalna; 28,5ml
H205 1 inkubira se u ledenoj vodi 15 minuta 1 centrif ugira
se 10 minuta na 15000 rpm
7. supernatant se prebaci u dve epruvete od 30 ml i1 doda se
0,5 zapremina smele hioroform/fenol i ekstrahuje
8. centrifugira se 10 minuta na 5000 rpm i gornjoj vodenoj
fazi se doda 0,6 zapremina izopropanola 1 precipituje se 15
minuta na ledu
9. centrifugira se 10 minuta na 10000 rpm i talog osusSi.
Talog se resuspenduje u 2,4 mi TE pufera, pripremi se 43%
w/w CsCl C43g CsCIl1/100g rastvora). Doda se 8ml
cezijumhlorida u piastilne epruvete "Quick-seal'"™ CBeckman5b
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10. doda se 4,2g CsCl u 1,2ml TE Csa uzorkom) , rastvori i
doda 0,4ml 10mg/ml etidijumbrorni da

11. formira se gradi jent ubacivanjem guSceg CsCl na dno

12. epruvete se zatope 1 centrifugiraju 24hr na 42K, 17hr na
50K, 1li 5hr na 60K.

3.2.3. Digesti ia piazmidne DNK restrikcionim endonukleazama

Sve reakcije digesti je piazmidne DNK su radene prema
uputstvima koja su data u laboratorijskom prirucniku
CManiatis et al. 1982D ili prema uputstvima proizvodaca.
Digestija Jje radena sa kolicinama DMK od 0,1-100 pg u
zapreminama od 10-500 /N1 pufera sa 1-3 jedinice enzima po 1
(W DNK u vremenu od 1-3 sata. U nekim eksperimentima je
digesti ja radena preko nodi pri cemu su kolidine enzima
reduk ovari®© deset puta. UopSteno, u zavisnosti od
restrikcione endonukleaze, molarne koncentracije sastojaka
pufera su se kretale u slededim granicama: 10-20mM Tris-HCI
pH 7,5-8,0; 0-150mM NaCl ; 7-10mM MgCl2; O-7mM /AE.

3, 2. 4. Digesti ia DNK nukleazom Bai3l
Kako je u naSem sluCaju bilo potrebno da s© sa
linearizovanog plF4 piazmida sa oba kraja '"skine" priblizno
150bp, uslovi koje smo koristili pri digestiji sa Bal3l
nukleazom bili su siededi:
DNK Cpi F4, -40pg5 22541

BSA CBiugS/jl} 1Sp
_5xBal_31 jDufer BOZul_
Bal 31 nukleaza

CBiolabsz) C1l Ipl

Sastav SxBal3l pufera jJe siededi:

60mM CaClz, 60mM MgClz, 2500mM NaCl, 100mM Tris.Cl pH 8,0
5mM EDTA
Nakon 4, 6 i 8 minuta digesti je, uzimani su alikvoti od

M
I00jul 1 reakci ja je zaustavl jana sa 20pl 100mM EGTA . Iz
poj edi nadni h zaustavljenih reakcija su uzimane alikvoti od
4pl, razblaSivane do 20pl Cfinalno 100mM NaclD 1 na oshovu
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proizvoda Eco Rl digestij© vrSena je procena skradenja
dvol anCanog mol ekula DNK u pojedinim vremenskim inter vai ima.
*EGTA gradi belate speci ficno sa dvovalentnim kalcijumom i

imbibira aktivnost Bai3l nukleaze, dok slobodan magnezijumov
jon omogucava nesmetano dejstvo restrikcionih enzima.

3.S,5. Pefosforilacija 57 krajeva DNK alkal nom fosfatazom

Defosforilaci ja je radena sa alkalnom  fosf"atazom
izolovanom iz <creva teleta Ccalf intestinal alkaline
phosphatase-CIAPD pre nego sa bakterijskom alkalnom
fosfatazom CBAPD jer se inaktivacija CIAP-a uspeSno vrsSi na
temperaturi od 68° C u prisustvu SDS-a. Postupak je wu
potpunasto abavijen prema protokolu koji je dao Maniatis et
al. C1982D

DNK N 45pl
10xCIAP pufer 5pl*

CIAP enzim 0.01 jedinica/ Ipmol S’ kraja DNK
*500mM Tris. HCI pH 9,0; 10mM MgClz; ImM zZnClz; 10mM
spermidin

Kod DNK sa isturenim 5” krajevima reakcija se odigrava
na 37° C 30 minuta,a zatim se doda sveza kolic¢ina enzima i
reakcija ponovi , dok je kod DNK sa poravnatim 57 i1 3~
krajevima kao i1 wuvucCenim 57 krajevima nakon 15 minuta
digesti je na 37° C potrebno drzati uzorak 15 minuta, na 56° C
i celu operaciju ponoviti sa svezim enzimom.

Inaktivacija enzima se radi 15 minuta na temperaturi od
68° C po dodatku 40pl H20, 10pl IOXSTE pufera CIOOmM
Tris. HCI pH 8,0; ImM NaCl ; 10mM EDTAD 1 Spi 10% SDS-a.
Uzorak se ekstrahuje dva puta sa smeSom fenol/hloroform i
dva puta sa hloroformom 1 propusti kroz Sephadex G-50

kol onu.
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3.

3.

2, 6. Fopun ijavari ie uvucCenih 37 kraieva DNK pomocéu velikog

2.

fragmenta polimeraze |1 DNK CKlenow fragment)

Popunjavanje uvucenih krajeva lanaca DNK  J®
radeno primenom protokola koji je dao Maniatis et al. 1982,

DNK Olpmol krajeva} 14pl
10x“Ni ck "-tr ansi aci oni
N
pufer§ 2pl *
dATP ,dGTP,dCTP,TTP 4pl ClOnmola svakog)
Pol IK 1 jedinica

Inkubira se na sobnoj temperatura 30 minuta. Reakcija se
zaustavi sa Ipl SOOmM EDTA, ekstrahuje dva puta sa smeSom
fenol/hloroform, dva puta sa hioroformoni i propusti Kkroz
Sephadex G-50 kolonu.

*Sva Cetiri deoksinukleotida se dodaju samo ako su i
zastupljeni u komplementdrnom Jlancu. Takeodje, u pojedinim
eksperi mentima je ubacivan neki od Co.- "PIANTP ukoliko je
bi la potrebna obelezena DNK.

ASOOmM Tris.Cl pH 7,2; 100mM MgS0O4, ImM DTT, 500pg/ml BSA

7. Liaaci ja DNK
Ligacija molekula BNK je radena pomodu enzima T* DNK

++
ligaze u puferizovanoj sredini u prisustvu Mg , ATP-a 1

DTT-a:

DNK* 14. 4pl C100 fmoi }
10x ligacioni pufer 2. Opi

ATP 10mM 2. Opi

DTT 100mM 1.6pl

T4 DNK ligaza CO. 1 jedinica}
Inkubaci jJa se radi preko nodi na 15"

krajevi vektora su defosforili sani molarni odnos
vektor: insert - 1
€330mM Tris.Cl pH 7,4: 66mM MgClz
U sluCaju kada su 5’i 3” krajevi koji treba da se

ligiraju poravnati C"blunt-end") radena je ligacija na dva
¢

naci na:
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ID DNK se liofilizuje 1 rasivori u Spi smeSe koja se sastoji
od 33mM Tris. Cl, pH 7,4; 6,6mM MgClz; O0,4mM ATP; 8,0mM DTT.
Ligacija Je wuradena sa 100 jedinica T+ DNK ligaze u
zatopljenoj kapilari na 16°C preko noci.

Molami odnos Cdefosforilisan vekior: insert) Jje bio
1.4, sa ukupno 3pmola "blunt-end" krajeva.

2D DNK Cmolarni odnos vekior:insert= 1, ukupno 2pmola

"blunt-end"” krajevaD je liofilizovana 1 rastvorena u 16pl
H20.

DNK x 16pl
5xligacioni pufer
C"Bl unt-end"D 4jul

T4 DNK ligaza 1 jedinica
Ligacija obavljena u "Eppendorf" epruveti od SO0Opl na
temperaturi od 16° C preko nodi. Na kraju se ligaciona smeSa
razblaSi dejonizovanom H20 do 10Qpl.

*250mMTris. HC1 pH7,6; SOmMMgCl; 25%Cw/vD polietilenglikol
8000; 5mM ATP; 5mM DTT

.8. Transformaci ja E. coli piazmidnom DNK

Transformaci ja E. coli sa piazmidnom DNK je radena po
modifikovanoj metodi Hanahana C1983D.

1. 10mi sveSeg medi jurna se 1inokulira sa 10/jl prekonodne
kulture i1 snazno mucdka do 0.2-0.4 OD Aocoo. Kultura se
rashladi na 4° C. Cela procedura u daljem radu se odvi ja na
4° C ukoliko nije drugacije naznaceno.

2. Imi kulture se sedimentira u "Eppendorf" epruveti od
1,5ml 20-30 sekundi na 2500xg C6000rpT u Eppendorf
centri fugiD.

3. Celije se isperu sa 100pl hladnog transformacionog pufera
CTfbD* i resuspenduju u 200pl Tfb.

4. Nakon 20 minuta stajanja na ledu doda se 7pl DMSO i1 posie
5 minuta doda se nova kolicCina od 7pl DMSO.
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5. SmeSa se blago promudka 1 stoji 15 minuta, a zatim se
doda plazmidna DNK C<10/ulD 1 uz povremeno blago mudkanje
stoji 20 minuta.

8. Uzorku se tada temperatura podigne na 42° C Cukoliko u
odredenom eksperimentu nije drugaCije naznaCeno) u periodu
od 90 sekundi, a zatim se drZzi na ledu 60 sekundi.

7. Uzorku se doda 800 /1 medijuma i1 inkubira 40 minuta na
37° C uz povremeno mudkanje.

8. Na sveZe spravl jene Solje sa odgovarajucim antibiotikom
razmazuje se 100-20041 uzorka i dal je inkubira preko nodi na
37° C.

*TRANSFORMACIONI PUFER CTfb}: 100mM RbCI; 45mM MnClz; 35mM
kali jumacetat; 80mM CacCl2

K-acetat 1 CaClz dodavati iz koncentrovanih rastvora
CIND i regulisati pH na 5.92, zatim dodati RbCI 1 MnClz u
prahu. Nakon ovoga pH treba da bude 5,8 + 0,02. Regulacija
pH Jje dozvoljena sa vrlo razblazenim kalijumacetatom i
kal i jumhi dr oksi dom.

3.2.9. Elektroforeza DNK na gelu od agaroze

Razdvajanje molekula DNK Cdimenzija od O.lkbp do 60kbpD
za analiticke i1 preparatile svrhe, uspeéno se moze obaviti
na gelu od agaroze ako se koncentracija gela odabere u
opsegu od 2,0-0,3%. Sastav pufera za pravljenje gela i
elektrolit za elektroforezu je slededi :

40mM Tris-acetat pH 7,8; 2mM EDTA

Pri izboru koncentraciji gela najdeSde jJe koriscéena
slededa tabela:

Agaroza % Efikasno razdvajanje linearnih
DNK mol ekul a CkhbD

0.3 60~5

0.6 20-1

0.7 10-0. 8
0.9 7-0. 5
1.2 6-0. 4
1.5 4-0. 2
2.0 3-0. 1
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Pripremanje gela za elektroforezu

1. Odmeri se odredena kolidina agaroze 1 kuva sa puferom
dok se agaroza ne rasivori

2. Rastvorena agaroza se hladi do 50 C uz meSanje na
magnetnoj meSalici 1 prebaci u unapred spremijen kalup

3. Kada gel kompletno oCvrsne, pazljivo se 1izvude Cesaij,
stavi se gel u kadicu za elektroforezu i1 nalije pufer preko
gela

4. Na pei, zapremina uzorka se dodaje jedna zapr emina pufera
za uzorak CO. 25% bromfenol piavo i 40% w/v saharoza u

HzOD .
4. Uslovi elekiroforeze: 1-5 V/cm gela

5. Et-idijum bromid se dodaje u pufer za elekiroforezu
CO0.5pg/ml HzOD

3.2.10. lzolovan.je i_ precCi S¢avan.je DNK elektrofprezom na gelu

od poliakrilamida

Uzorak se sede sa odgovarajudim restrikcionim enzimom
nakon Sega se vrSi deproteinizacija sa 1isiom zapreminom
smeSe TFfenol/hloroform dva puta, a zatim jJo8 dva puta sa
hloroformom. l1zmedu svake ekstrakcije smela se centrifugira
3 minuta na 12000xg Cl1 2000 rpm u centrifugi tipa
"Eppendorf"”D, vodena faza u kojoj je DNK se Cuva, a organska
faza se baca. Al koholna precipitacija se radi sa 0,1
zapreminom 3M Na-acetata i 3 volumena 98% etanola. Dobro se
promeSa i1 stoji >10 min na -70° C u smeli suvi led etanol.
Uzorak se zatim centrifugira 12000xg 10 minuta, opere
ledenim etanolom i suSi. Uzorak se rastvori u 10-30/1 pufera
za akrilamid gel elektroforezu 1 nanese u otvor na gelu
povrSine 30mmZ na ploCu dimenzija 1,5x200x400mm.
Concentraci ja gela se odreduje prema dimenzijama fragmenta
koji treba da se izoluje.
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Koncentracija poliakril- Duzina lanca polinukleotida

ami da koja odgovara migraciji
boj e
akrilamid pAsbis  PTopfengl ksilenel janol
8% 29; 1 20 125
5% 19: 1 55 170
4% 19: 1 83 400
4% 29: 1 100 430

Uzorak se rasivara u puferu koji sadrzZi:
10% glicerol
SO mM Tris-Borat pH 8,3
0.05% xylen cyanol
0.05% bromphenol blue
Uslovi elekiroforeze: 40 mA, 10W

Elektroforeza traje dok boja ne prede odredenu
razdal jinu.

Pozicija Zeljenih traka DNK se odreduje tako Sto se
izmedu ploCe za tankoslojnu hromatografiju impregniranu
fluorescentnom bojom i1 UV lampe C254nmD postavi gel.

Traka se isefie 1 gel sa trakom se Tfino izmrvi u
“Eppendorf" epruveti od 1,5ml dok se ne dobije 'pasta'", doda
se SO00pl pufera za Oluiranje CSOOmM anioni jumacetat; 10mM
magnezi jumacetat ; 1mM EDTA; 0.1% SDS3 1 drzi preko nodi na
37° C.

Smela se prebaci u plasticni Spric od 2ml u kome se
nalazi cCep od silikonizovane staklene vune 1 supernatant
propusti u silikonizovanu "Eppendorf'" epruvetu od 1,5ml
centril“ugiranjem na 200xg CKlinicka centrifuga, Heraeus
Labofuge, 1SO0rpnD 3 minuta.

Supernatant se 4-5 puta ekstrahuje sa jednakom
zapreminom n-butanola, wupari na "speed vac-u" do 100pl i
propusti kroz Sephadex G-50 kolonu.

Ovako izolovana i1 prediSdena DNK mote da se upotrebi za
sve dal je manipulacije.

Smela za silikonizovanje: 5% dimetildihiorsi lan u

hioroformu ili ugljentetrahioridu
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Zapremine osnovnih komponenti potrebnih za spravljanje
poliakri lami dnog CPAA3 gela razliditih konceniraci ja.

C%3 PAA gela

3 4 5 6 8 10 12 15 20
Zapr emi ne kproponenti u ml

. - X -
Akrilamid 1S 20 25 30 40 50 60 75 100

S
10xTris-Borat 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Dejonizovana

voda 163 158 153 148 138 128 11S 103 78
TEMED 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
5% amori-

persulfat 2 2 2 2 2 2 2 2 2

40% akril amid Cakrilamid/bis 19: 13

NMOxTris-Borat oX g 3: Tris baza 108¢g
Borna Kkisei ina 569
SOOmM EDTA pH 8,0 40ml

3.2.10. 1. PreoisScavan ie sintetisanih deoksioligonukleotida na
gelu od poii akrilamida

Sintetisani oligonukleotidi se skidaju sa kolone sa
koncenirovanim anioni jakom. Ukl anjanje zaStitnih grupa sa
funkcionalnih grupa na bazama obavlja se u prisustvu
koncenirovanog anioni jaka u dobro zapiiveniuw posudama na 55°
C najrnanje Sest sati . Amonijacni rastvor oligonukl eotida se
uparava do suva na "Speed vac""-u.

Posle skidanja sa CPG kolone i "deprotekci je"
sintetisanih oligonukleotida kori Scena je metoda
precisSdavanja na poliakri lamidnom gelu.

U sastav poliakrilamida ulazi 7M urea, 90mM Tris-borat

pH 8.3 i 2mM EDTA. Izbor koncentraci je akrilamida se
odreduje prema slededim kriterijumima:

duzina oligomera koncentracija akrilamida

< 20 baza 20%

20-30 " 16%

> 30 ' 12%
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Napravi se poliakrilamid gel dimenzija 400x200x1,5mm sa
otvorima za nanoSenje uzorka od 20x1,5mm. Preporudljivo je
da gel stoji preko nodi ili bar nekoliko sati pre puStanja
uzoraka na elektroforezu. Preelektroforeza se obavlja
najmanje 30 minuta. Liofilizovan sintetisan oligomer se
rastvara u minimalnoj zapremini dejonizovanog 98% formarnida
koji sadrzi 10mM EDTA. Koncentracija uzorka je pribliZzno 1
OD CAreo3/p!. Kolicina naneSenog uzorka varira izmedu 3 16
OD CAzscO. Elektroforeza tede na 400V preko nodi dok boja
bromfenol piavo ne prevali razdaljinu od pribliZzno 30 cm. Po
zavrSenoj elktroforezi sedenje traka, eluiranje sa gela 1
dal je precCi Sdavanje se obavlja kao Sto je to opisano u
proceduri za 1izolovanje 1 prediSdavanje DNK elektroforezom
na poi iakrilamid gelu Cpoglavl je Metode sekcija 3.2.9.5.

3. 2.11. PrediSdavanje DNK;

3.2.11.1. Sephadex 0-50

Ovaj postupak donekle je modifikacija detaljno
opisane procedure CManiatis et al. 19823.

U piavi silikonizovani nastavak za automatsku
pipetu od 1000pl ubaci se dep od silikonizovane staklene
vune 1 u nastavku se formira kolona zapremine od 900pl
Sephadex-a G-50. Kolona se formira centrifugiranjem u
klinidkoj centrifugi Hereaus na 1600xg C3200rprrD tadno 3
minuta. Kolona se dva puta 1ispira sa 100pl TE pufera i
izmedu svakog ispiranja se centrifugira pod istim uslovima
kao Sto je ved opisano, a zatim se nanese 100pl DNK i1 opet
centrifugira 3 minuta na 1600xg. Eluirana DNK se nalazi u
zapremini od 0100pl i mo2e da se liofilizuje 1 duva na -20
C.
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3,2.11.2. PreciS¢avan je PNK adsorpci iom na staklenim vlaknima

Ova meioda je radena i1li sa kornercijalnom "opremom"™ za
preCisSc¢avanje DHK C "GENE CLEAN" KIT # 310S "BIO 101" 5 ili
melodom koja je razvijena u naSoj laboraioriji.

1. IseCe se traka sa agaroznog gela 1 1izmeri masa Cili
zapremina ako je uzorak DNK u rastvoruD i1 gel i1seCe na manje
komadide.

2. Dada se dvosiruka zapremina rastvora natrijumjodida

3. Ako je uzorak u agaroznom gelu zagreva se na 45° do 55° C
S minuta ili duZze dok se agaroza kompletno ne rastvori

4. Doda se IfUl suspenzije staklenih vlakana u vodi/pg DNK i
promudka na "vorteks"™ meSalici

5. Inkubira se S min na 4° C

S. Centrifugira se 15 sekundi na 12000xg C12000rpm u
"Eppendorf” centrifugiD

7. Talog se resuspenduje 1 1ispira tri puta sa 10-50
zapremina smeSe za ispiranje Cetanol/voda/Tris/EDTAD i
centrifugira izmedu svakog ispiranja na 12000xg 15 sekundi

8. Talog se resuspenduje u vodi 1 zagreva na 45-50° C
nekoliko minuta

9. Centrifugira se na 12000xg 1-3 min

10. Supernatant se pazljivo uzme i1 taCka 8-10 ponovi.
Precisceni fragment DNK posie ovakve procedure je oslobodjen
proteina, RNK i malih molekul a.

rastvor natrijumjodida: C6M NaJd/0. 2M Na-sulfitD

rastvoriti 1.2g Na-sulfita u 40 ml dejonizovane vode na
40-70° C. Polako se dodaje u rastvor koji se mela 45 g NaJ.
Rastvor se konacno filtrira i Cuva u tamnoj boci na 4° C.

~smeSa za ispiranje: Etanol , 50% Cv/vD; Tris. Cl 10mM pH 8,0;
EDTA ImM pH 8,0

Stak lena vlakna Cgrade 106 Schleicher & Schul ID:
Staklena vlakna se u porculanskom avanu dobro samelju i

sprasSe i1 sa dejonizovanom vodom se napravi emulzija GImg/plD
Cuva se na 4° C.
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3.2.12. Radioaktivno obelezavan je DNK

Obel eZavanje DNK  smovrsSili enzimskom reakcijom

fosfori lacije 57 hidroksilne grupe korisdenjem adenozin

57-[~-32F] trifosfata kao prekursora i enzima ™
polinukleotid kinaze. Druga meioda se zasniva na
popunjavanju uvucenih 3~ krajeva dvolancane DNK sa

57-[ cc-32dNTP] kao prekursorima i enzimom "Klenow fragment"
poli meraze DNK korisSéenjem slobodnog S’ kraja dvolanCane DNK
kao tempiata.

Obéiefavanje 57 hidroksilnih krajeva DNK:

DNK Cdefosfori li sana} Spi Cdo SO pmola S’ krajeva}
dejoni zovana voda 35pl

SOOmM Tris.HCI pH 7.6,

100mM MgCl2, SOmM DTT,

ImM spermidin, ImM EDTA Spi
[y-3zP] -ATP, >3000 Ci/mmol
SOpmola ili viSe Spi

1-10 jedinica PNK 30 min na 37° C

ObeleSavanje popunjavanjem uvucenih 37 krajeva DNK:

DNK CI  pmolD 13pl

dNTP CSnmola svakog) 4pl

[a P-dNTP3 >3000Ci/mmol 1pi
"Klenow fragment" 1 jedinica

30 min na sobnoj temperaturi

Kod oba nacCina obelezavanja reakcija se zaustavlja
dodavanjem EDTA da final na koncentracija bude I10mM. Kvalitet
obeleZzavanja se proverava na tankosiojnoj hromatografiji na
PEI celuiozi pri Cemu se kao rastvaraC za eluiranje koristi
4Q0mM NaH2P04 pH 3.5. Ekspozicijom Rontgen filma dobijaju se
tacke koje odgovaraju pokretljivosti radiaktivnih
komponenti. Pri tome RFf za ortofosfat treba da iznosi 0,6,
za ATP 0,3 1 za DNK 0,0.
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3. 2. 13. Autor adi ografi ia

Autoradiografija se u principu vrsi prislanjanjem
Rontgen CX-RayD Ffilma na gel, filter ili TLC plocCicu gde se
obelezena DNK nalazi. Duzina ekspozicije se odreduje
empirijski prema specifi6noj aktivnosti DHK. Upotreba jednog
ili dva "SCREEN"-a za intensiviranje na temperaturama do
-70° C moze desetak puta da pojaCa intenzitet signala na
filmu. Po zavreSenoj ekspoziciji Ffilm se razvija u nekom od
kornereijalnih razvijaca ili u razvijacu za Rontgen Ffilmove

siededeg sadrzaja:

NEGATIV RA2VIJAC C X RAY 3

VODA 750ml
METOL 3. 5g
NazSOa 60. Og
HIDROHINON 9. Og
NazCOa 40. Og
KBr 3. 5g

Dopuni se destilovanom vodom do 1000ml
Film se razvija 5-7 minuta na 20 C
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pi peridine
0. IM 1SOpl
90°C 30min
liofiliz.
>2 Casa
SOpl H20
liofiliz.
>2 cdasa
40pl H20
liofiliz.
>1 c¢as

Spi boja
formarnid-
NaOH

90° C 30min
o°
ELFO

pi peri dine
0. IM 1SOpl
90°C 30min
liofiliz.
>2 casa
50pl H20
liofiliz.
>2 cCasa
40pl H20
liofiliz.
>1 Cas

Spi boja
formarnid-
NaOH

90°
o° C
ELFO

C 30min
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pi peridine
0. IM 1SOpl
90°C 30min
liofiliz.
>2 Casa
SOpl H20
liofiliz.
>2 Casa
40pl H20
liofiliz.
>1 Cas

Spi boja
formarnid-
NaOH

90°
0° C
ELFO

G 30min

3.2.14. Odred iivanje primarne sirukiure Csekvenci ran ie3 DNK
Odredjivanje primarne sirukiure DNK je radjeno po

meiodi Maxam-a 1 Gilberi-a CI9803 prema slede¢em skracenom
proiokol u:
G A&G TScC C
200pl G~puf~* 10pl H20 10pl Hro ISpl SMNacCl

Spi DNK 10pl DNK 10pl DNK Spi DNK

Ipl DMS 2pl pfX 30pl hidrazin 30 pi hidrazin
20° C 6min 37° C 30 min 20° C 10iSmin 20° C 10iSmin
50pl DMS stop* -70° C 200pl HZ stop* 200pl HZ siopX
7S0pl etanol liofiliz. 7S0pl eianol 750pl etanol
Smin -70°C Smin -70°C Smin -70°C
12000G 10min 20pl H20 12000G 10min 12000G 10min
ial og liofiliz. ial og ial og
250pl1 NaAc 2S0pl NaAc 250p1 NaAc
750pl eianol 750pl etanol 7S0pl eianol
Smin -70°C Smin -70°C Smin -70°C
12000G 10min 12000G I0min 12000G 10min
ial og ial og tal og
etanol pranje eianol pranje etanol pranje
suSenje suSenje suSenje

pi peridine
0. IM 1SOpl
90°C 30min
liofiliz.
>2 Casa
SOpl H20
liofiliz.
>2 Casa
40pl H20
liofiliz.
>1 Cas

Spi boja
formamid-
NaOH
90°
0° C
ELFO

C 30min



G-pijfer T SOmM natrijumkakodiTat pH 8,0; ImM EDTA
DMS: dimeli 1lsulfat

pf: piperidin/format pH 2,0 C4% mravlja kisei ina doterana na
pH 2.0 sa piperidinonO

DMS stop: 1.5M natri jumacetat pH 7,0; 1,0M
/?~merkaptoetanol ; 100pg/ml tRNK

Hz stop: 0,3M natrijumacetat; 0,1M EDTA; 25pg/ml tRNK

3.2.1S. Hemi iska sinteza oligodeoksinukleotida

Sinteza oligodeoksinukleotida je radena automatski na
masSini Ffirme Applied Biosystems model 381A. Sinteze su
radere na kolonama sa staklenim zrncima sa kontrolisanim
porama na kojima je vezan prvi deoksi nukleotid preko 3’
hidroksilne grupe u kolic¢ini od 0,2/umola CCPG- controlled
pore glassi. Sintetisani oligodeoksinukleotid je skidan sa
kolone 1 precisSéavan kako Jje opisano u sekciji 3.2.9. 1.
Koncentrovanim amonijakom sa kolone su skinuti sintetisani
ol igonukl eoti di a zatim je 10 do 12 sati radena
“deprotekcija'" zastidenih Tfunkcionalnih grupa na 55° C u
koncentrovanom amonijaku. Uzorak u amonijaku je zatim uparen
do suva na "Speed Vac-u” i sintetisani oligodeoksinukleotid
je predisdavan elektroforezom na gelu od poliakrilamida kao

Sto je opisano u pagiavi ju 3.2 Metode Csekcija 3.2.9.1.%}

3. 2. 16. Odredi van je aktivnosti A -galaktozidaze

Aktivnost {9-galaktozi daze je merena po metodi Miller-a
C1972}
1. Zasadi se SOpl kulture koja Jje rasla preko nodi u
medijumu LB u prisustvu odgovar ajudeg antibiotika u 5ml 11X
MEDIJUMA*
2. Mudka se u erlenmajeru od SO ml do opticke gustine od oko
0.1-0.2 Atioo, nakon Cega se vrsi indukcija CIPTG ,
temperaturni pomak,...}.
3. Posle 100 do 120 min. indukcije kultura se stavi na led i

meri se gustina deli ja na A6oo.
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4. Istovremeno se odvoji O.1ml kulture i1 doda 0.9 nl
“"Z"~puferad. Za nize vrednosti /3-galakiozidaze moZe da se
uzme 0.5 ml uzorka 1 0.S ml "Z”-pufera.

5. Dodaju se dve kapi hioroforma i jedna kap 0.1% SDS-a i
promeSa na "Vortex" meSalici.

6. Stave se epruvete u vodeno kupatilo na 28" C 10 min,

7. Reakcija pocCinje dodavanjem 0.2 mi ONPG~a C4mg/milD

8. Vreme se meri Stopericom Cdok se ne razvije Z2uta bojaD

9. Reakcija se prekida dodavanjem 0. 5ml 1M Na”~COgC5-20 min.D
10. Meri se optiCka gustim. na 420 nm i 550 nm

LXMEDTJUM: 10x M63 pH 7.0 CROIO
10X M63 100 mi kH_PO CIMD 136 o
20% glukoza 10 mi
1M MgSO, 1 mi CNH > ,S0, 20 4
0.337% Tiamin s mi FeS0,.7H,0 5 mg
H o 884 mi H O do 1000 ml
2 2
8
"Z" pufer
16. 10g N3.2HPO4. 7H20 CO. 06MD pH 7.0
5.50g NaH PO .H O CO. 04MD
2 4 2
0. 75g KC1 CO. 01 MD
0.246g MgSO~. 7HZ0 CO. 00IMD

2.7 ml RB-merkaptoetanol CO. O5MD

Jedinice /3-galaktozidaze se 1izraCunavaju prema slededoj

Fformul i :

OD*20 - 1775 _x_0Ds50

Jedinica fS—galaktozi daze= 1000 x £t X V X OD<So0

t- vreme inkubacije sa ONPG-om
v- zapremina uzorka
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3.2.17. Qdredivan je bioloéke akti vnosti />inter ferona

Odredivanje biloSke CantivxrusneD aktivnosti je
radeno na slededi nacin.

{Cada kul tura koja sadrzi klon koji produkujo©
/5-interferon stigne u ranu stacioniranu fazu otpodinje se
indukcija ImM [IPTG-om, temperaturnim pomakom 1ili na oba
nadina u vremenu od dva sata. Centrifugiraju se "Eppendorf”
epruveti 3 minita na 12000xg C12000 rpm u "Eppendorf"
centrifugi3 na 4° C kolicine indukovan®© kulture koje sadrze
po 1. S OD Asso. Talog se resuspenduje u 250 pi rastvora za
liziranje delija C lizozim, [10pg/ml ; Tris. Cl, 10mM pH 7,0;
EDTA IOmM pH 8.03 1 nakon jednog sata stajanja u ledenom
kupatilu CsmeSa led/voda3 uzorak se detiri puta zamrzava u
teCnom azotu i otapa stajanjem u ledenom kupatilu, a potom
se deset puta propusti pomoc¢u Sprica od 1 ml kroz insulinsku
iglu C26G3. Uzorak se zatim centrifugira 10 minuta na
12000xg na 4° C a supernatant koji se duva na -20° C je
spreman za odredivanje antivirusne aktivnosti interferona.
Antivirusna aktivnost 1iInterferona je vrSena na osnovu
inhibicije citopatogenog efekta na human!m WISH delijama po
metodi Rubinstein et al. CI19813.
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4. REZULTATI

4.1. Deleci 1a eqzonukleazom Bai 31 5* wuzvodnogq requiaiornog
reqgiona 1i_regiona ko.ii kodira za sianal peptid B-inier ferona

S obzirom da se ishodni gen humanog (3-interferona
nalazio na vektoru koji u tom obliku nije nije aktivan,
neophodno je bilo da se obave dve bitne operaci je s ciljem
da se dobije ekspresioni vektor 1 biolosSki funkcionalan
proizvod kloniranog gena;

1. da se uklone regul atorni eukariotski delovi DNK
i sekvenca koja kodira za signhal peptid

2. da se klonirani gen sa odstranjenim nepotrebnim
ni zovima DNK stavi pod direktnu kontrolu bakterijskih
regulatornih sekvenci.

Da bi se kodirajudi region za humani R-inter feron
stavio direktno pod kontrolu bakterijskog promotore, osnovna
ideja. jebila da se sa Bal 3legzonukl eazom ukloni na
ishodnom plazmidu plF4 odgovarajudi region na kome se nalazi
prirodna regulatorna sekvenca i1 kodirajudi region za signal
peptid gena za humani R-interferon.

sig str

5° 4 4 ar”
3 TATA CAP ATG ATG N TOIAE
Slika 3. Shematski prikaz fragmenta. ad P2A parava baza koji
eadrzi 5'regulatornu aekvencu {TATA blok i CAP mesto), 3’
nizvodno od prvog ATG kodona sekvsricu za signal peptid <sig>
i 3’ nizvodno od drugog ATG kodona sekvencu strukturalnog
gena <slr> za zreli /?-interfOron. Stop <TQA> kodon s© nalazi
na 3’ Kraju. Vertikalne taékasto® linije ©znazava,ju na 5°'
kraju Eco RI a na 3' kraju Sau 3A restrikciono mesto.

OznaSena mesta na shemi nisu proporcionalno prikazana.
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Cinjenica da na% klon plF4 u regulaiornoj sekvenci izmedu
TATA ragiona 1 CAP mesta sadrzi sekveneu Cbp 269-274,
CCATGG3) koju prepoznaje Nco I endonukleza, [Sto smo utvrdili
restrikeionom analizom klona, a razlicita je od sekvence
koju su referisali Ohno 11 Taniguchi, 1981, Cbp 269-274,
CCACGGD dok je u saglasnosti sa autorima, Lawn et al. 1981,
Gross et al. , 1981, Degrave et al. , 1981, Tavernier et al.
19833 omogudila nam je da na pogodnom mestu linearizujemo
plazmid. Ovo restrikeiono mesto je izabrano kao najpogodnije
jer je jedinstveno na plazmidu plF4, a istovremeno
je udaljeno od start kodona CATG3) Strukturalnog gena za
B-xnter feron za samo 150 parova baza, dok je udaljenost do
Eco RI mesta na drugoj strani 269 parova baza CSlika 43).

EcoR X Ncol ATO
p/ Z<5Pbp TaTarcap® 150bp_ _2
Slika 4. Shematski prikaz fragmenta od 41s> parova baza

(uokviron Eco Rl  mestom t drugim ATO kodonom) koji sadrzi S
regutatornu eokvencu i sokvericu za signal peptid.

Ovakva asimetridna pozieija Nco | mesta je omogudila da
se egzonukleazom sa jedne od strana primakne do ATG kodona,a
da se istovremeno saduva Eco Rl mesto. Ova pogodnost je
znatno olakSavala dalji tok u konstruisanju ekspresionog
vektora. Kontrolisanom digestijom sa Bai 31 egzonukleazom
uklonjeno je oko 150 parova baza uzvodno 1 nizvodno od Ncol
mesta, tako da je Eco Rl mesto na najvedem broju molekula
ostalo ocuvano za bududu digestiju. Ovo jJje onda znatno
olakSavalo kasnije ubaci vanje promoterske sekvence,

Slika 5. prikazuje digestiju linearizovanog CNco
13) piazmida plF4 sa Bai 31 egzonukleazom u razliditim
vremenskim intervaiima C 4, 6 1 8 minuta3). U razliditinm
inter vai Lma digesti je dobijene su smeSe progresivno
skraderiih molekula. Krajevi DNK su obraderii sa poiimerazom |1
DNK CPollk3, smeSa fragmenata sa optimalnim skradenjem je

posie digestije sa Eco RI endonukleazom prediSdena i



Slika 5. Elektroforeza na gela od agaroze delova plazmida
plF4 skr-abenih egsonukleazorn Bai 31.

Pozicija rta gelu, I, 5 i £ Standard DNK 4PO07bp i
4<S30bp <plazmid plF4 secen sa Eco RI odnoeno ECO RI Ho Noc>
1>, Pozicija Z, 3 i 4 DNK posi© 4, k8 i 8 minuta digestije
sa egzonukleazom Bai 31. Pozicije ti, 7 i 8 ieto kao i kod
pozicija. z, 3 i 4, ali uz dodatnu digestiju sa endonukleazoin

Eco RI.



Slika 5.



upotrebljena za konstruisanje ekspresionog vektora. Na siici
6. shematski je prikazana smeSa finalno obradjenih

fragmenata spremna za konstrukciju ekspresionog vektora.

5 =
co ATG TOA ori bla Cco
Slika 6. Shematski prikaz smese deletiranih fragmenata
poste digestije sa Eco RI.

Na shemi su prikazane priblizne pozicije start i stop
kodona (ATO i TGA> gena za b—interferon, "origin"—a
reptikacije (O rO i gena za rezistenciju na ampicilin <bla>.

Sme8i 5 ’deletiranih fragmenata ubacen je Eco RI-Purc 11
fragment C275bpD DNK koji sadrzi sekvencu tac promotora
CSlika 10 i1 12_D. Ligacijom komponenata ove smeSe i
transformacijom E. coli dobijeno je 596 klonova, oznacCenih
kao piazmidi pDF pod brojevima od 50 do 646.

4. 2. Analiza klonova ekspresionih vektora s toc promotorom

0d 596 dobijenih kl onova izolovano je oko 150
rekombinatnih plazmida "mini-prep™ metodom. Restrikcionim
analizama sa Haelll enzimom, kao i1 dvostrukom digestijom sa
Eco RI, P-ou Il enzimima, procenjen je stepen delecije sa
egzonukl eazom Bai 31 te su odabirani oni klonovi Cija je
najsporija traka sadrzavala oko 690 CMae 111D, odnosno
najbrza 409 CEco RI-Px>u IID parova baza. Naime, u okviru
fragmenata ovih duzina nalazi se tac promoter 1 deo sekvence
DNK koja sadrzi gen za /T-interferon sa razlicCitim del eci jama
na 5”7 krajevima, te se upravo ovi fragmenti razlicCitih
duzina nalaze kod analiziranih klonova, dok su preocostali 21
fragment posle Mao 11l digesti je i dva posle Eco RI-Pruw 11
digesti je istovetni CSlika 7D. Slike 8. 1 9. 1ilustruju ove
anal ize.
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Slika S. Eleklroforeza. restrikcionih fragmenata DNK na
gelu od agaroze,

pDF klonovl eu digerirani ea Ha®© 111 enzimom, Skupina
traka DNK, oznaéena na siici strelieama, (Sijo su dimenzij©
ietovetne kod svih klonova i iznoee 587, 540, 504, 458, i
434 par-ova baza) j© postulila za konstruisanje standardn©
Krivo. Fomodu ove standardn®© krive j© procerijivaiia veliSina
najepor-ije trake i obirri del©ci jo DNK nukleazom Bai
31. Pozicijo® na gelu od 1 do 13 s© 6dnose na eleded® pDF
klonove: <5P, 73, 74, 81, 83, 8P, PO, P2, P3, 100, 104, 117,

118, 120 i 130.



Silka 8.



Bal31 egzonukleaza

270 C_ATGGAGAAAG GACATTCTAA CTGCAACCTT
A"col
<33rs
301 TCGAAGCCTT TGCTCTGGCA CAACAGGTAG TAGGGGACAC TGTTCGTGTT
Taql

351 GTCAACATGA CCAACAAGTG TCTCCTCCAA ATTGCTCTCC TGTTGTGCTT

Hindi
74,115 S>4 75 81 <53? 78 Pg
401*CTCCACTACA GCTCTTTCCA TGAGCTACAA CTTGCTTGGA_TTCCTACAAA-
Hi nfl

Slika 10. Deo sakvence humanog /?-interferona u okviru koje je
ra-djena digestija sa egzonukleazom Bal31. Strelicama iznad
sekvence su oznazena mesta do kojih je iSla detecija, a
brojevi oznafiavaju odgovara,ju<6e sekvencirane klonove. Debela
linija iznad sekvence oznaiSava ATO kodone za signal peptid i
za zreli interferon. Isprekidana linija ispod sekvence
oznacava mesta prepoznavanja odgovarajudih restrikcionih

endonukleza.

Slika 11. shemaiski prikazuje postupak konsiruisanja
ekspresionog klona pDF81. Ovaj klon je korisden za
konstrukciju ekspresionog plazmida sa trpA terminacionom
sekvencom na kraju gena i1 za ekspresiju R-interferona pod

kontrolom tac promotora.

Sekvenciranjem je utvrdeno da je kod plazmidnog klona
broj 81 CoznaCen kao pDF81, Slika 8, 9, 10, 11 1 123>
delecija sa egzonukleazom Bal 31 zaustavljena tacno do ATG
kodona 1 da rastojanje izmedu SD sekvence 1 start kodona
iznosi 5bp. Ovaj klon je pokazao antivirusnu aktivnost kakvu

) ) L L o 1
inaSe daje autenticni humani /T-interferon

Rezultat nije prikazan jer je bioloéka aktivnost humanog
/?-interferona pokozana na plazmidnoj konstrukciji pDFT koja
je dérivat konstrukcije pDF81.
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Has

Eco RI
Pvu

700 1400 21 00 2800 3500 4200

ARy o e * -

A B
700 1400 2300 2800 3500 4200
e - .- Q-
?———>
A B
Silks. 7. Oraf'icki prikaz dicrestije  pprF klonava <. Ha.& 111
éndonukleazom i dvoetruke digesti je endonukleazama Eco RI i
Pvu 11. TaSke A i B uokviruju fragmente promenljivih

dimenzi.ja.

Na osnovu procene optimalne duzine fragmenata Kkoji
sadrze sekvencu tac promotora i kodirajudeg regiona gena za
~T-interferon, odabrali smo 9 klonova i odredili primarnu
strukiuru Csekvencul regiona kontakta izmedu 3 kraja tac
promotora i1 57 kraja strukturainog gena za /9-interferon.
Sekvenciranjem je utvrdeno da Sest klonova poseduju
integralnu sekvencu DNK koja kodira za zreli interferon sa
razlicitim duzZinama 5” uzvodnih regiona od ATG kodona C od O
do 80 bp 3, dok je kod tri klona delimi¢no nedostajao S~

region kodirajude sekvence CSlika 103.
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Slika 9. Elektroforeza. restrikelornh
gelu od ago.roze.

pDF klonovi su digerirani ea
1. Pozicija 1 i 10: standard DNK
digeriranog sa, ©ndonukleozom Hint
(dublet), 355, 375, 344, 2£>8, 221,
2-8: reetrikeioni fragment! klonova 73,

137.

fragmenata

enzirnima
fragment!

220
75,

DNK

Eco

diroenzija

P4,

(dablet).
81,

RI

plazwida

517,

P4,

Poz
BoO

Pvu
plF4
500
ictja
i



Slika 9.



Bal 31 egzonukleaza

270 C_ATGGAC3AAAG GACATTCTAA CTGCAACCTT
Ncol
3’'S
301 TCGAAGCCTT TGCTCTGGCA CAACAGGTAG TAGGGGACAC TGTTCGTGTT
Tagi

351 GTCAACATGA CCAACAAGTG TCTCCTCCAA ATTGCTCTCC TGTTGTGCTT

Hindi
74, 115 S+ 75 81 <637 78 S8
401 *CTCCACTACA GCTCTTTCCA TGAGCTACAA CTTGCTTGGA_TTCCTACAAA-
Hinfl

Slika 10. Deo sekverice humanog /?-interferona u okviru koje je
radjeria digestija sa egzonukWazorrt Bal31. Streiicama iznad
sekvence su oznaéena mesta do kojih je isSla delecija, a
brojevi oznaZzavaju odgovarajude sekvencirane klonove. Debela
linija iznad sekvence oznaéova ATO kodorie za signal peptid i
za zreli interferon. Isprekidana linija iepod sekvence
oznacava mesta prepoznavanja odgovarajudih restrikevonih

endonukleza.

Slika 11. shematski prikazuje postupak konstruisanja
ekspresionog klona pDFSI . Ovaj klon je koriscéen za
konstrukci ju ekspresionog plazmida sa trpA terminacionom
sekvencom na kraju gena 1 za ekspresiju /9-inierferona pod
kontrolom lac promotora.

Sekvenciranjem je utvrdeno da je kod plazmidnog klona
broj 81 Coznacen kao pDFSI, Slika 8, 9, 10, 11 i 123
delecija sa egzonukleazom Bai 31 zausiavljena taCno do ATG
kodona 1 da rastojanje izmedu SD sekvence i start kodona
iznosi 5bp. Ovaj klon je pokazao antlvirusnu aktivnost kakvu
inaCe daje autenticni humani /?—interferon1

Rezultat nije prikazan jer je bioloska aktivnost humanog
f?-interf©Orona pokazana na plazrriidnoj konstrukciji pDFT koja
je derivai konstrukcije pDFSI.
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Slika 11. Konstrulean je dkspreeionog plazmida koji sadrzt

fuziju tcce promotora i strukturalnog gena za humant
/J-interfO@ran.

Plazmid plIK4- je preseien t linectrizovan na jedinorn Nco
| mesta. Digestijom sa Bal 34 egzonukleazom dabijena je
familija progresivno skrabenih molekula. Krajevi molekula
DNK su zatim poravnati polimerazom| DNK <Pollk>, a zattm je
urctdjena digestija sa enzirnorn Eco RI . Nakon digestije,
frammenti Zeljenih duzina su def'osf'orilis-ani i proctséonl,
Ovako obradeni fragments su Uglrani za tac promoter koji je
izoldvan iz plazmlida ptaciz kao Eco RI - Pijij 11 0,27 kb)
fragment. sa ovom konstrukcijom je transformisan S0Oj ouw, a
kolonije su selektovane na podlozi saampicilinom Q@ ojtig/ml>.
Poste restiikcione analize i anatize primarne Struktur® DNK
u okoUnl mesta fuzije, odabran je klon sa deletiranorn
kompletnom sekvencom prirodnog regulatornog ragiona i
sekvencom za signal peptid i oznazen kao klon pDFBI. Oznake
za restrikciona mesta na plazmidima su date skraéeno: Eco,
Eco R1; Nco, Nco I- Pst, pst | >axi, Sazi 3A Pwu, Pr>um 11 .
Orijentacije gena ’ su oznadene strelicam a. Brojevl
oznadavaju possicijo restrikcionih mesta i dimenzije plazmlda
u parovima baza. Orafickt prikaz medjusobnih dimenzija

plazmlda nije proporcionalan.
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Autoradlogram dnk dela sekv&nc© klone*. pDFOi.

Sekvenca klona pDF81 ie radjena po procedura Maxam -a 1
Oilbert-a (1S00>, Flazmidni klon pDF81 je digeriran 3a HIYIF
endonukleazom, na g'elu od poli.akri.la.mlda izolovana je
najsporija traka Bﬂ 128Pbp i defosforilisanl ' krajevi su
obelezenl sa rekeijom klnaziranja sa T4 kinazom.
Obelezeni fragment. je zatim digeriran sa endonukleazom Nine
11 i eleklroforezom na gélu od akrilamida izolovan i
predlééen fragment duzine S8bp. Reakctjama za sekvenclranje,
eleklroforezom na Q% poliakrilamidnom gelu i
auteuradicgla.fi jom analiziran je redoeled nukleotida donjeg

kamplementarnog lanca CSl ika 13D u okviru poziclja 2P4 CHinf
ID - 203 CHinc 11D
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1 AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC TGCACGGTGC ACCAATGCTT
Tap |

SI CTGGCGTCAG GCAGCCATCG GAAGCTGTGG TATGGCTGTG CAGGTCGTAA
101 ATCACTGCAT AATTCGTGTC GCTCAAGGCG CACTCCCGTT CTGGATAATG

151 TTTTITGCGC CGACATCATA ACGGTTCTGG CAAATATTCT GAAATGAGCT

-35 -10 »»»»» IRNK
201 GTTGACAATT AATCATCGGC TCGTATAATG TGTGGAATTG TGAGCGGATA
Hinc 11 lac operator
SD 44
251 ACAATTTCAC ACAGGAAACA GATGAGCTAC AACTTGCTTG GATTCCTACA
Min/ |

Slika 13. Deo selfvence Kklonet pDFBI.

Priko.za.no je sekvenca tCtC promoloro fuzionisanog za
etrukturalni gen humanog /?-interferona. Pune linije ispod
sekvence oznaéavaju mesta prepoznavanja redosleda nukleotida
odredjenih endonukleaza. Tazkasta linija ispod sekvence
oznaéava operatorski region za vezivanje IC£EC represora.
Isprekidane linije iznad sekvence oznazovaju "-35 ", "-10"
regione i mesto vezivanja ribozoma (SD). Horizontalne
strelice oznaodavaju sintezu primarnog transkripta
<iRNK>, a vertikalne mesto fuzije promotora i gena.

3. Konstruisanie ekspresionoq piazmida sa tac promoiorom,
genom za /2>1nier feron i_ trpA terminaiorom.

Klon pDF81 je u daljem radu posluzio za konstruisanje
novog ekspresionog plazmida CpDFT!) koji je za razliku od
polazne konstrukeije 1.6 kbp kradi, sadrzi sekvencu za
terminaci ju transkripei je C trpA terminator!) kao i
rekonsti tuisano Bg l ]| mesto na 3” kraju gena za
~—interferon. Slika 14. shematski prikazuje tok konstrukeije
klona pDFT koji je nastao istovremenom ligaeijom tri
fragmenta DNK: al) fragment od O0,77kbp koji sadrZi tac
promoter Tfuzionisan sa genom za /7-interferon, bD fragment od
2,3kbp iz plazmida pBR322 i c) fragment DNK od 36bp koji
sadrzi sekvencu trpA terminatora. Sekvencu trpA terminatora



Slika 14. Konstrukcija ekspresionog plazmida koji eadrzi

fuziju tac promotora, slrukturalnog gena za hurnani
fi-interferon 1 sekveneu tTrpA terminatora.

Klon pDF'01 je iskoriééen za, konstruisanje ekepreelonog
plazmida kojl sadrizi na 3' kraju gena za N-Interferon trpA
terminator. lzolovan je Pwu 11 - Eco RI fragment <2,3 kb> iz
plazmida pBR322 koji sadrzi "origin" repUkacij®© t gen za
/3~laklamazu (rezistenclja na ampicilin), Eco RI - Sau 3A
<0,77 kb> fragment izolovan iz plazmida pDF81 koji sadrzi
tac promotor i gen za /3-inlerferon i ©intetisan je
dvolanfiani fragment koji sadrzi sekveneu trpJK terminatora
CATCRPCECTECEATTREFCEEEEE ARARANANENES . sekvence 50t 3
kraja su sintetisane tako, da se ligaeijom rekonetituise B/gl
1 odnoeno Pruw 1] mesto. Navedeni  fragmenti eu pomeSant 1
ligirani pri Zemu su i-ekonetiluissna Eco RI, Sgl 11 i1 PcU 1
mesta. Sa ovom konstrukcijom je transformiean s0j »>MIDI, a
kolonij© su selektovane na podlozi sa ampicilinorn
<40jjg/ml). Nakon transformacije je davi od odabranih klonova
(pDFT) koji je posedovao eve naznaéen® elemento iekoriééen
je za ekspresiju kao i za dobijanje drugih konstrukcija.
Oznake za restrikeiona mesta na plazmidima eu date skradeno:
Eco, Eco RrR1; Baux, Beim HI; Pst, Pst 1; Sau, Sau 3A; Bgl , Bgl
11 ; Hi7zxc, Hinc 11 ; Pvu, Pvu 11 .oOrijentaeije gena ©u ozna&ene
strelicama. Brojevi oznatavaju pozieije reslrikcionih mesta
i dimenzije plazmida u parovima baza. Graficki prikaz

tnedjusobnih dimenzija plazmida nijOo proporcionalan.
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Slika 15. Elektroforeza reetrlkclonlh fra.9mOna.tcl  DNK na gelu
od agaroze.

lzolovana plaznildna DNK j© dlgerlrana sa Rsct 1
endonukleazom. Fozlclja 1 1 Ii: X DNK (dlgerlrana sa Hind
1l sa. trakarna dimenzlja 23kb; p,4kb; <S,<5kb; 4,3Kkb; 2,3kb;
2.0kb;  orscikb | 0,13kb>; pozlclja 7 i 10: pBR322 Cdlgerlran
ea Hins I | Hind 11 sa trakarna dImenzlja i02Pbp,
<503bp,517bp, SO6bp, 3Pdbp, 344bp, 2P3bp, 221bp, ZZObp, 154bp
I 7'9%p"; pozicija 3: pi F4T CRsa | digestiva sa  trakarna
dimenzlja I5«3bp,1344bp i 343bp, videtl mapu plazrnlda u
poglavlju DOBPATAKD; poziclja 4-3 klonovl 1, < 11, 15 1 21
CR.S0, |  digesti.jaD; poziclia ~P:  pDFBI  QRsa 1  digestlja  sa

trakarna dimenzlja 15d!3bp, lIPtibp i 34lbp3 .
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4.

smo dobili siniezom dva jednolancana komplemeniarna
oli godeoksinukleoiidna lanca CSlika 14D. Transformaci jom E.
coli sa ligacionom smeSom 1 restrikcionom analizom DNK
izolovanih klonova CSlika 15}, pokazano je da su dobijene
oCekivane konstrukcije. Uporedna restrikciona analiza Csa
Rsa | endonukleazonD novih konstrukcija sa plazmidima plF4T
Cvideti u poglavlju DODATAK Ffizicku mapu plazmida plF4T i
pDFSID ipDF81 pokazala je istovetne fragmente od 1565bp kod
svih konstrukcija, istovetni fragment od 1196bp sa plazmidom
pDFSI 1 fragment od 343bp sa plazmidom plF4T. Na osnovu ovih
kriterijuma i sekvenciranog dela fuzije gena /?-interferona i
trpA terminatora Cnije prikazano) , inicijalni klon broj 6 a
oznaCen u dal Jem radu kao pDFT, posluzio je za ekspresiju
/?-interferona i konstruisanje ekspresionog vektora sa
hibridnim P1 £l promotorom Copisano dal je u tekstuD .

Ova konstrukcija je u odnosu na pDFSI 1imala nekoliko
prednosti. Osim ubacene sekvence za terminaciju
transkripcije, ona Jje siromaSnija za jedno restrikciono
mesto koje prepoznaje Mine Il endonukleaza Sto je opet

znaCajno pojednostavilo konstruisanje ekspresionog vektora

sa novim PI£1 promotorom. Pravi jenjem ove konstrukci je
uklonjen je fragment od 1657bp Cu okviru koga se nalazi rop
gen - ‘'repressor of primer"0, a smatra se da se kao

posledica toga dobija povedanje broja kopija plazmida sa
prose¢nih 18 na 30 kopija po hromozomu CSoberon et al.,
1980; Twigg 1 Sherratt, 1980 i Hanahan u laboratorijskom
priruc¢niku Maniatis et al., 1983J> Antivirusna aktivnost
proizvoda ekspresije gena za humani /9-interferon kod ove

konstrukcije pokazana je na tabeli 1.

4. Konstruisanje ekspresionog plazmida sa novim hibridnim

P1£1 promotorom.

Za konstruisanje novog hibridnog promotora posluSili su
nam delovi sekvence tac promotora nizvodno od "-35" regione

i P1I promotora faga X uzvodno od "-35“ regione CSlika 13 i
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16 i1 videti sekvencu Pl promotora faga X u poglavlju 8
DODATAIO. PoSio novi Puti promotor sadrzi elemente poreklom
od Pu promotora faga x, trp i lac promotora za njegov naziv
su iskorisSdena njihova pocCetna siova.

i RNK
AT AT "- 35" "-10 "
tac
(o}
AT "-35" "=10" I RNK
- - . X
Pu oL oL oL
3 2 1
Q
3 i RNK
AT =3, "-10 ¢
— X
Pull au ol (o}
3 2
Slika 16. Shematski prikaz osnovnih elemenata koji su
eadrzani kod tac, Pu i Puti promotore. AT: AT bogate
sekvence ; (oL , oL , oL i 0>: operatorski regioni za
vezivanje represora X faga i lac represora; HBRNK: mesto
otpoSinjanja sinteze primarnog transkripta; CN5 mesto fuziije
promot ora.
Deo 1lineari zovanog plazmida pDFT kod koga je

parcijalnom digestijom sa Nine 11 endonukleazom izolovan
fragment kome nedostaje S’ uzvodni region od "-35" sekvence
tac promotora, vezan je sa Tfragmentom DNK 1izolovanim iz
plazmida pEMBLex2 koji sadrzi sekvence Pl promotora uzvodno
od "-35" regiona. Ilzolovan je klon broj 6 i okarakterisan
restrikeionom analizom i sekvenciranjem promotorskog
regiona i1 oznacen u daljem radu kao pDFP CSlika 17, 18, 19
i 305.
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Slika. 17. Shemateki prikaz konstrukcij® ekepresionog

plazmida koji sadrzi gen za @G-interferon pod kontrolom
hibridnag P"L.tt promotora.

plazmid pDFT je linearizovan ea Eco RI endonukleazom i
uradena je parci jalna digest.ija endoriukleazom Nine 1.
Xzolovan  je i defroeforilisan  fragment Nine 11".-Eco RI <Z8PP
bp> i ligiran esa CEco RI -Nidmie HIEb5 fragmenlom od Ilo bp koji
je izolovan iz plazmiida PEMBLEX2, a sadrzi region X P,
promotora uzvodno od "-33” ragidonaa . Sa ovom konetrukeijom je
transfermisan sOj JMIOl, a kolonije su selektovane na
podlozi ea ampicilinorn <4ojUg/mI). Oznak® za restrikeiona
mesta na plazmidima su date skraéeno: Eco, Eco Rl ; Pst, Pst
1; Bgl, Bgl 11 Nine, Nine Il ;. Orijentaclje gena eu oznadene
slrelieama. Brojevi oznafiavaju pozieije reetrikeionih mesta
i dimenzije plazmida u parovimo, baza. Grafid ki. prika.z

medjusobnih dimenzija plazmida nije proporcionalan.
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Siilo. 18. Elektrof'oreza reslrikeiont-i fragmenata DNK na ge-lu
od agaroze.

lzolovana pLazmldna DNK je dvostruko” dlgerilr-ana. sa
Eco RI | Rine 11 eridonukUazama. Pozlclja i klon broj 5
poziclja Z= sme3a X DNK CHiTid 111 digesti | ®G®K174RF CHct& 111

dlgesO .
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Slika 19. Autoradiogram  DNK de-la sskvence klonet pDFP.

Sekvenca klona pDFP j© radjena po procedura Maxam-a i
Oilbert-a <ie>aa>. Plazmidni klon pDFP j© digeriran sa Eco
RI ©ndonukleazom i defosf'arilisan. 5" krajevi su obeleZzeni sa
P reakeijotn kinaziranja sa ra kinazorn. ObeleSeni fragment
j© zatim digerirai") sa endonukleazom Pv'U | i eloktrol'orezam
na g-elu od poliakrilamida izolovan j© i preéiééen fragment
duZine 315bp. Reakcijama za sekvenciranje, elektroforezom na
ta% poliakrilamidnom gelu i autoradiografijom, analiziran j©
redosled nukleotida gornjeg lanca DNK u okviru pozieija 13 "

ne CSlika 20D .
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1 AATTCCCGGG ATCTCTCACC TACCAAAGAA TGCCCCCCTG CAAAAAATAA

uL3 012
51 ATTCATATAA AAAACATACA GATAACCATCTGCGGTGATA AATTATCTCT

——————— -—-10__lac operator
101 GGCGGTGTT GACAATTAATC ATCGGCTCGT ATAATGTGTG GAATTGTGAG
Hincl 1 »»»» IRNK
_SD
151 CGGATAACAA"TTTCACACAG GAAACAG

Slika 20. Deo sekvence klona pDFP

Prikazana j© sekvenca P1 tl prowotora f'uzionisanog za
Strukturalni gen humanog f?-interferona. Pune linije ispod
sekvence oznacavaju mesta prepoznavanja redosleda nukleotida
odredjenih endonukleaza. Tackaste linije iznad sekvence
oznacavaju operatorske regione za vezivanje laC represora i
represora faga X. Isprekidane linije iznad sekvence
oznaSavaju "-35", "-10" regione i mesto vezivanja ribozoma
(SD). Horizontalne strelice oznaTtavaju sintezu primarnog

transkripta <iRNK>.

Ekspresija gena za human! R-inierferon pod kontrolom
hibrldnih tac i. PI£1 promotora.

Osobine tac i1 PI££ promotora su ispitivane poredenjem
nivoa ekspresije gena humanog B—interferona kod dva
rekombinantna plazmida pDFT Ckonstrukcija koja sadrzi tac
promotor) 1 pDFP Ckonstrukcija koja sadrzi PLti promotor)
CSlika. 14 1 17D. PaZnju smo posebno obratili na to da oba
konstruisana plazmida budu gotovo 1identicna, 1izuzev onog
dela promotora koji kontrol iSe i aktivira transkripci ju gena
za humani /9-interferon. S obzirom da PI£L promotor, pored
regiona za vezivanje lac represora Cproizvoda Hlacl genaD
sadrzi i region za vezivanje temperaturno senzitivnog
represora faga X Cproizvoda clI857 genaD, dvostruka kontrola
represi je i1 derepresije je bila moguc¢a kada je soj POP2136,
koji sadrzi gen c1857 u svom hromozomu,posiuzio kao domadin
za plazmid pDFP, dok je za plazmid pDFT korisden
soj-domadin JM101 Cne sadrzi gen cl857i. Indukcija je kod
oba ekspresiona sistema radena u ranoj stacioniranoj Tazi

rasta deli ja domadina. Za indukciju je korisden 1 mM IPTG



Sl ika 21a i b. Konstruieanj® promotor—nterferon-10.cZ

f'uzija.

a> Plazmtdi pDFP i pDFT sa iskoriédent prt
konstrutsan ju letcZ fuzija. Fragment! kojt sadrze
©dgovarajudi promotor i prvtVi 4<5 kodona gena za R-iritei'fcron
i koji su ogranifieni sa Eco RI t PVWXL 11 mestima, fuztonteant
su u fazi citanja sa la.eZ genom ubactvanjem u
defosforlltsa.net Eco RI, m_ 1 mesta ptazmida pCONS. Sa ovini
plazmidnirn konstrukeijama je transformisan soj JMIOI a
selekcija kolonija je radjena na podtogama sa ampicitinom
<40jUug/ml>. Kolonfje koje proizvode /3galaktozidazu su
detektovane razmazivanjem na éotje x-6al-a. Rezultujuce
plazrnidne konstrukeije pDFTZ t pDFPZ su datje iskorisc¢ene za
uporedtvanje jacina prornoiora preko aktivnosti
/'J-gala-ktozidaze.

b> Isle konstruketje su u datjem radu postuzite da se u
Hind. 1lIl  mesto ptazmida pDFTZ i pDFPZ ubaci fragment Bgl 11
od 2.4 kb tzolovan iz faga X a sadrzi Cc1857 represor.
Reetrtkciona mesta Hind Il i Bg l Il poéto, ne eadrze
O©temente komplementarnoeti. pre reakctje tigacije poravnata
su popunjavanjem uvuzenih 3 krajeva enzimskom reakcijom sa
polimerazom X DNK CpotlK). Sa ovini ptazmtdnim konstrukeijama
je transformisan s0oj JMIOI a selekcija kotonija je radjena
na podtogama sa ampicitinom <40j29/ml>. Kotonije koje
proizvode /"J-galaklozidazu su detektovane razmazivanjem na
éotje x-Oal-o. Rezuttujudi plazmidi (pPDFTZcl i pDFPZcl)
sadrze cl gen za ternperaturno senzitivni represor faga X.

Oznake za restrikeiona mesta na plazmidima su date
skraeno: Eco, Eco RI; Pst, Pst I; Bgl, Bgl Il; Hinc, Mine
Il ; Sma, S, 1; Cia, Cia. 1; Sac, Sac |1:; .oOrijentacije gena
su oznaéen®© streticama. Brojevi oznaéavaju pozicije
restrikeionih mesta i dimenzije ptazmida u parovima baza.
OrafisSki prikaz medjusobnih dimenztja ptazmida nije

proporcionalan.
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kod obe plazmidne konstrukci je, a kod plazmidne konstrukcije

pDFP, poviSenjem temperature medijuma na 42° C.

Tabela 1. Ekspresija gena za humani /5-interferon
pod kontrolom tac & PItI promotora.

. , . C
indukclja

promotor/ b IFN
o e
kons trukt ternperatura IPTG 42 aktivnost RAP
id](_?/pDFT 37 - 3,2x10® 1,0
¢ 37 - - 5,3x10 0,2
P1 11/pDFP 37 + 4 8,5x10® 2,7
i 30 + 4 2,1x10® 0,7
30 - + 1,6x10" 0,5
“ 30 5,1x10 0,2
videti Slike 13. i 16. no. kojima jo opisan tok
koristruiaanja ekspresionih vektora. Konstrukci ja s tCLC
promotorom j© kao domacdina koristila SOj IMIOL, a sa
Pr1ti1 promotorom POP2136.
b,c
Kultura koja sadrzi plazmidne konstrukcije sa tCLC
promotorom je rasla, u medi jumu na 37 c, a sa Pi1tl
promotorom na 30 X 37 C do rane stacionarne faze, a
potom indukovana 120 minuta sa ImM IPTO-om ili
. _ [¢) o - _
podizanjem temperature na 42 ili na oba naoina i
dal je obradjena za merenje antivirusne aktivnosti kao
éto jJje opisano u poglavlju METODE.
Interferonska antivirusna aktivnost je prikazana
kao broj jedinica po optiékoj gustini <l OD) na 550 nm
u jednoj litri kulture
Poredenjem aktivnosti /5-interferona dobijene pod

kontrolom tac i1 PIE£i promotora mozZze se uoCiti da je pod
istim uslovima rasta delija C37° CD konstrukcija koja sadrzi
P1ii promotor pokazala 2.7 puta vedu aktivnost CTabela ID.

Na Tabeli I. pokazano je takode da temperatura medijuma
na kojoj rastu deli je domadina znatno utide na nivo
aktivnosti interferona koja jJe dobijena pod kontrolom PI£l
promotora. Tako Je pokazano da se maksimalna aktivnost
postize pod kontrolom PI £l promotora kada se indukcija vrsi
poviSenjem temperature medijuma sa 37° C na 42° C u
prisustvu ImM IPTG-a. Pod istim uslovima indukcije i pod

kontrolom istog promotora dobijena je cCetvorostruko manja
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siika as.
ekapreeionih plazrnida
Kultura koja
3710 C clok nije
ilidukovana dva
/3--gala.ktoztdaze je
METODE . X-o0sa;
ImM IPTG-om.
R -galaktozidaze .

Aklivnoeti R—galaklosidaze dobijene sa
pDFPZ i pPFTZ.
sadrii plazmide pPFPZ i pPFTZ je vasta na
dostigla priblizno 0,2 oD Ati0O. Tada ie
sala sa ImM XFTO-om. Aktivnost
mereria kako je objaSnjeno u poglavlju
o: neindukovano stanje, IPTG: indukcija sa
V-osa; Aktivnosti izrazene u jedinicima



cinjenica da, pored regiona za vezivanje lac
represora, Puti promotor sadrzi i region za vezivanje
represora faga X CCl represor), ukazivala je da ubacivanje
ovog represora u sistem moze znatno da izmeni Kkarakteristike
promotora. Da bi eksperimental no potkrepili ovu tvrdnju i
prouCili stvarni efekat ove karakteristicne sekvence na
regulaciju promotorske aktivnosti, kao 1 da bi ovakav
dvostruki sistem represije-derepresije mogli da poredimo sa
dobro proucenim tac promotorom, ubacili smo cl857 gen faga X
u delije domadina CJIMIOIN koje sadrze tac-IF-lacz i
Putl-IF-laczZz fuzije i1 to na dva nacCina: 1} kotransformacijom
sa plazmidom pel Cna kome je kloniran gen 018571 CSlika 2.31,
ili 21 kloniranjem u restrikciono mesto Hind 111 plazmida
pDFPZ i pDFTZ CSlika 21b3.

Temperaturu medijuma na kojojJ su vrasle delije
drzali smo na 30° C ili na 37° C, a indukcija je vrSena sa
ImM IPTG-om ili podizanjem temperature medijuma na 42° C,
ili na oba nacCina. Slike 24a i1 24b prikazuju rezultate
dobijene rastom delijske kulture na temperaturi medijuma od
30° C i 37° C kada se na posebnim plazmidima u deliji nalaze
represor faga X 1 jedna od konstrukcija promotor-I1FN-lacZ
fuzija. Jasno je da i lac i Cl represor efikasno kontrolisu
Puti promotor pokazujudi zdruzeni efekat represi je i njihove

derepresije, posebno na temperaturi medijuma od 30° C.

Dakle, pojedinacna indukcija na ovoj temperaturi samo
delimi¢no aktivira promotor, a jasan efekat indukcije se
postiZze tek nakon inaktivacije oba represora. Konstrukcija
koja sadrzi tac promotor pokazuje znatno nizi ni vo
aktivnosti /3-gal aktozi daze. Rastom deli ja domadina koje
sadrze konstrukciju sa Puti promotorom, na temperaturi
medijuma od 37° C, dobija se isti efekat aktivacije
promotora dvostrukom derepresijom. Inaktivacijom samo lac
represora postizZze se wuocCljivo viSi nivo aktivnosti Puti

promotora, Sto moZe da se protumacCi kao posledica delimicne

61



SHie BiPE o= {po=c YiS A,

-

3lika



aktivnost u slucaju kada delije domatfi na rastu na
iemperaiuri medijuma od 30° C. 1z tabele se jasno vidi da je
transkripcija preko Pvtl promotora konirolisana preko
proizvoda clI857 i lad gena i1 da se tek deaktivacijom oba

represora postize najvisSi stepen ekspresije.

4. 6. Ekspresija RB-interferon-lacZ genskih fuzi ja pod kontrolom
hibridnih tac i_P1tl promotora.

Da bismo meriti JacCine promotora preciznije i
jednostavnije 1 da bismo proudavali i poredili njihove
osobine, konstruisali smo fuzije hibridnih
promotera-i nterferona-LacZ gena i uporedili aktivnosti
/?-gal aktozi daze Cproizvod lacZ gena) rekombinantni h piazmida
CSlika 2lal>.

Da bi rezultati mogli Sto bol je da se porede i
usaglase, sve piazmidne konstrukcije su bile gotovo
identidne osim dela regulatornog regiona koji kontroliSe
ekspresiju fuzije B-interferon-lacz gena. Plazmidne
konstrukcije pDFTZ i pDFPZ su testirane na fJ-gal aktozi daznu
aktivnost. S obzirom da deli je domadina CJM1015
hiperprodukuju Blac represor onda su i tac CpDFTZD i
P1iL CpDFPZD promoter bili pod kontrolom istog represora, a
derepresija je efikasno vrSena prisustvom ImM IPTG-a. Na
Siici  22. se vidi da Priipromoter posie indukeije
omogudava dva puta vedu ekspresi ju ”"5-gal aktozi daze nego tac
promotor. Ako se posmatraju njihovi konsti tutivni nivoi
ekspresije uodava se da su nivoi derepresi je siidni kod oba
promotora: 21 za Puti i1 25 puta za 1iac promotor.

Pod ovim eksperimentalnim okolnostima smo dakle
pokazali da je hibridni PIlii promotor jadi u poredenju sa
hibridnim iac promotorom, ali da ima i znadajno poviSenu
konstitutivnu ekspresiju. 0Odnos jadina promotora je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim za aktivnosti promotora
sa konstrukci jama sa kojima je merena antivirusna aktivnost

/?-interferona.
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SIhik3d 23. Klomr-anje C1837 gena za tdmp&raturno senzitivni
repreeor faga X u ptazmid pFBII

Ptazmid pFBII je Unearizovan sndonukleazom Bgl 1
defosforvtisan alkalnom fosfatazom i recirkularvzi.va.ri
ubacivanjem Bigh 11 fragmenta od 2,4 kbp, izotovanog iz X
faga, koji sadrzi gen c1837. Sa ovom konstrukcijom
traiisformisan je eoj JMIOI i kolonije eelektovane na
podlogama sa ampicilinom <40jUugvVml> i tetracikLinom,
(I1Srg/miJ. Ova plazmidna konstrukcija Jje postulila za
kotransformaciju soja JMIOI koji sadrzi plazmidne
konstrukcije pDFTZ ili pDFPZ. Kolonije koje su rasle na
podlozi sa ampicitinom <40/J3g/ml> i tetraciklinom, (iC/J3g/mh)
i istovremeno sa x—Gal-orn davate plavu boju odabirane su za
merenje aktivnosti promotora, Oznake za restrikciona mesta
na plazmidima su date skracéeno: Eco, Eco RI ; Pst, Pst 1;
Bgl , Bgl 1. orijentacije gena su oznaierio strelicam a.
Brojevi oznacavaju pozicije restrikcionih mesta i dimenzije
ptaznnda u parovirria baza. Oraf'iSki prikaz medjusobnih

dimenzija plazmida nije proporcionalan.
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Slika td4. Aktiv noeti fi-galaktozidaze dobijene set

ekspressionih piasmida pOFPZ i pDFTZ u priaustvu plazmida
pci.

Kultura rasla na 30 C (et) ili 37 G (b) do
priblizno 0,2 OD na A<00 i indukovana je eledeéa  dva sala sa
ImM IPTO-om ili temperaturnirri pomakom na 42 Cc, ili na oba
nazina. Aktivnost /?-galaktozidaze ie morena kako ie
objaénjeno j - ; :

. j- J u poglavlju METODE. X-osa; 0: bez indukcije, 42
inciukcija temperaturnim pomakom, IPTG: indukeija sa ImM
IPTO-om, IPTG+42: indukcija sa ImM IPTG-om i -

) ) ) temperaturnim
pomakom. Y-osa: Aktivnosti izraZzene u jedinicima

/7?-efalaktozidaze.
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c¢injenica da, pored vregiona za vezivanje lac
represora, Putt promotor sadrzi i region za vezivanje
represora faga X CCl represor) , ukazivala je da ubaci vanje
ovog represora u sistem moze znatno da izmeni karakteristike
promotora. Da bi eksperimental no potkrepili ovu tvrdnju i
prouCili stvarni efekat ove karakteristidne sekvence na
regulaeiju promotorske aktivnosti, kao 1 da bi ovakav
dvostruki sistem represije-derepresije mogli da poredimo sa
dobro proucenim tac promotorom, ubaci li smo ci857 gen faga X
u delije domadina CJM1015 koje sadrze tac—-IF-laczZz i
Pist1-IF-lacZ fuzije i to na dva naCina: 15 kotransformaci jom
sa plazmidom pci Cna kome je kloniran gen cl8575 CSlika 235,
ili 25 kloniranjem u restrikeiono mesto Hind 111 plazmida
pDFPZ i pDFTZ CSlika 21b5.

Temperaturu medijuma na Kkojoj su rasle delije
drzali smo na 30° C ili na 37° C, a indukeija je vrSena sa
ImM IPTG-om ili podizanjem temperature medijuma na 42° C,
ili na oba nacCina. Slike 24a i 24b prikazuju rezultate
dobijene rastom delijske kulture na temperaturi medijuma od
30° C i 37° C kada se na posebnim plazmidima u deliji nalaze
represor faga X 1 jedna od konstrukcija promotor-I1FN-lacZ
fuzija. Jasno je da i lac i Cl represor efikasno kontroliSu
Pi,tl promotor pokazujudi zdruzeni efekat represi je 1 njihove

derepresije, posebno na temperaturi medijuma od 30° C.

Dakle, pojedinac¢na indukeija na ovoj temperaturi samo
delimiCno aktivira promotor, a jasan efekat 1indukeije se
postize tek nakon 1inaktivaeije oba represora. Konstrukcija
koja sadrZi tac promotor pokazuje znatno niZi nivo
aktivnosti /?-gal aktozi daze. Rastom deli ja domadina koje
sadrze konstrukeiju sa Pvtl promotorom, na temperaturi
medijuma od 37° C, dobija se isti efekat aktivaeije
promotora dvostrukom derepresijom. Inaktivacijom samo lac
represora postizZze se wuocCljivo visSi nivo aktivnosti Pintd
promotora, Sto moZze da se protumaCi kao posiedica delimicne



inaktivacije Cl represora na temperaiuri medijuma od 37° C.
Pod istim usiovima, konstrukcija pod kontrolom tac promotora
je pokazala nekoliko puta nizi nivo ekspresije
/" i-galaktozi daze, a X represor nema nikakav znadajan efekat.
Istovremeno, ako se poredi sa sistemom koji ne sadrzi X
represor CSlika 22 i 24.D,jasno se uoCava skoro za ceo red
velicine nizZi nivo ekspresije /?-galaktozi daze pod kontrolom
oba promotora. Dakle ubacivanjem gena za ClI represor na
posebnom piazmidu, a u istu deliJu domadina, postignut je
efekat regulacije transkripcije preko P1i.l promotora.
Medutim, nivo ekspresije drastiCno je smanjen 1 to za ditav
red velidine kod oba ekspresiona vektora. Svakako da
ubaci vanje dva piazmida, koji se istovremeno nalaze u vide
kopija u istoj deli ji, moZze da ima samo negativno dejstvo na
ishod ekspresije.

Da bi se ovaj negativni efekat dva razlidita piazmida
uklonio, a istovremeno zadrzala kontrola nad PItl promotorom
preko X represora, u slededoj fazi istrazivanja smo u Hind
I1l mesto postojedih plazmidnih konstrukcija pDFTZ i1 pDFPZ
klonirali Bgl Il fragment od 2,4kb poreklom iz faga X koji
sadrzi gen za temperaturno senzi tivni represor CSlika 21bD.
Cilj ovog eksperimenta je bio dobijanje jednog sistema koji
moZze lakSe da se kontroiiSe, jer je sistem sa samo jednim
plazmidom koji se nalazi u velikom broju kopija po deliji
sigurno stabilniji, pa se moZe odekivati da i sam ishod
ekspresije bude povoljniji.

Aktivnosti promotora, izrazene u jedinicama
/9-gal aktozi daze, merene su kod piazmida pDFTZclIC-D kada je
gen cl857 bio orijentisan obrnuto od kretanja kazaljke na
satu C- orijentaci ja), a kod plazmida pDFPZclIC-D i
pDFPZcIC+D u obe orijentacije. Slika 25a i1 25b prikazuju
aktivnosti f?-gal aktozi daze sa plazmidnim konstrukci jama
pDFTcIC-0 i pDFPZclIC-0 pri rastu deli ja domadina na
temperaturi medijuma od 30° C i1 37° C. Uodava se da je kod

obe ove plazmidne konstrukci je nivo /i-galaktozidaze znatno



Slika 25. AklivnosU /?-galaktozidaze dobijon®
ekspre-sionth plazmida pDFPZcX i pDFTZol.

Kultura jo rasla r>a 30 C <a> ili 37 Cc (b) do
priblizno 0,2 OD na A<00 i indukovana jo slede¢a dva aata sa
ImM IPTG-OTti  ili lernparaiurnitri  pomakom na 4.2 c, il na oba
nagina. Aklivhoet fi-galakiozidaz®© jo morena kako i©
objasnj®no u poglavlju METODE. X-oaa; o: bez indukcijo, 42:
iitdukcija ievnperalurnirn pomakorn, IPTG: indukcija sa IrnM
IPT6-om, IPTO+42: indukcija sa ImM IPTO-om i lempsralurnim
pomakorn. Y-osa: Aktivnosti izraz©no u jedinicima

/3--galaktozidazO®©.
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viSi nego u sistemu koji sadrzi dva razlidita ekspresiona
plazmida u isioj deliji domadinu. Kod ovih konsirukci ja, gde
je genska fuzija pod kontrolom PIH promotora, zdruzeni
efekat dva represora je izrazit. Pri rastu deli ja domadina
na temperaturi medijuma od 30° C, pojedinadnom inaktivacijom
represora nivo ekspresi je se delimidno povedava, dok je
potpun efekat derepresije jasno izrazen tek nakon
inaktivacije oba represora. Tako se 1inaktivacijom lac
represora postize derepresija od SO puta, a inaktivacijom CI
represora 70 puta, dok se potpunom 1inaktivacijom oba
represora postize derepresija od dak 400 puta. Na
temperaturi medijuma od 37° C faktor total ne derepresije je
znatno niSi 1 iznosi samo 36. Ovakva razlika u stepenu
derepresije je odigledno vezana za delimidnu inaktivaci ju
temperaturno senzitivnog represora na poviSenoj temperaturi,
Sto se posebno ogleda u nivou aktivnosti f?-gal nakon
inaktivacije lac represora koja je detiri puta veda nego na
temperaturi od 30° C CSlika 35a i1 35bD.

Dakle, na visSoj temperaturi medijuma Ita kojoj su rasle
deli je domadina nalazimo i Vi Si konsti tuti viti nivo
ekspresije. To moze da bude posiedica deli midne temperaturne
inakti vacije Cl represora, ali Je 1 nivo ekspresije nakon

dvostruke indukcije Cinakti vaci je oba represoral» za 35% vedi

u odnosu na onaj pri niSoj temperaturi medijuma.
Istovremeno, ekspresioni plazmid koji se nalazi pod
kontrolom tac promotora, kao Sto se i odekivalo, nije

pokazao primetnu Inducibilnu zavisnost od X represora, a
nivo ekspresije je niZzi u poredenju sa Piutl promotorom.
Porededi ni vo ekspresije /1-gal aktozidaze kod
plazmida pDFPZclIC-0 1 pDFPzZclIC+D CSlika 36a 1 36b. b,gde se
transkripcija sa ci gena vrSi u obe orijentacije u odnosu na
smer transkripcije sa Pl1£L promotora, utvrdili smo siedede:
aD na temperaturi medijuma od 30° C, konstrukcija kod koje

je orijentacija ci gena c-3, pokazuje nizi nivo
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Slika £6. Akiivnoeti T5-galaktoztdaze dobi jone sa
ekspreetonih plazmida pDFPZcl(-) 1 pDFPZeI(+) o o

Kularo j© rasla na 30 @ MW 37 C @ do priblizrio
0,2 OD na As00 V |ndulmmara Je elodocg, dva sala sa N
IPTG-Otn  ili  temperaturnim  pomakom na 42 c, i na oba

na&ina. Aktivnost /" —clalaktozidaz© jo morena kako J°
objasnjenro U poglavliju  METODE &Hajee e X-0sa; o: bCz
indukcije, : indukcija temperatumim pormakam, IPTG:
indikcija sa  ImM IPTG-om, IPTGH42: indukcija sa ImM  IFTG-om
i temper atumim porriakom. Y-osa: Activinos-ta izraiSere u

Jedinicima /"3-ga. laklaztoezO.
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konsiiiutivne ekspresije, dok je nivo akti vnosti
/5-gal aktozi daze pri punoj derepresiji 50% viSi u odnosu na
C+D orijentaciju, bD inaktivacija kako CI tako i lac
represora je 1izrazitija kod C-0 ori jentaci je, cD da je na
temperaturi medi juma od 37° C aktivnost /5-galaktozi daze pri
kompletnoj derepresiji za 30% visSa kod konstrukcije sa C-D
orijentacijom cl gena, dD kod konstrukcije sa C+D
orijentacijom cl gena maksimalna sinteza /-galaktozidaze se
dobija ako se indukcija obavlja samo sa ImM IPTG-om, dok se
pri kompletnoj derepresiji u stvari dobija 16% niza

akti vnost

. 7. Efekat temperature na nivo ekspresi je kloniranih
gena.

Pod svim okolnostima, bilo da je merena ekspresija
/5-interferona ili B-interferon-lacZ fuzije 1 nezavisno od
promotora koji je kontrolisao ekspresiju, najvisi nivo
ekspresije Jje dobijan na temperaturi medijuma od 37° C.
Pokazano je da je nivo /5-gal bio maksimalno ispoljen kod oba
promotora nakon 1inaktivacije lac represora kao jedinog
prisutnog u sistemu, a da su pod istim usiovima inaktivacije
pri povisSenoj temperaturi C42° CD oba promotora ispoljila
65% svoje maksimalne aktivnosti CTabela 1ID. Interesantno je
da se 1 konstitutivni nivo ekspresije smanjuje za 20% nakon
povedanja temperature na 42° C. Ovakav efekat je uodljiv i

kod konstrukcije koja sadrzi tac promotor i cl gen CSlika

25bD .
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TABELA 11.

Aktivnosti promotora prikazane u jedinicama

/?~gal aktozidazea

PROMOTOR/ indukctija
KONSTRUKT 37° & 42° ¢ @ 37 c° 42 c°
PL. t1/pDFPZ 449 369 9311 6013
tac/ pbDFTU 166 131 4545 2969
Videti poglavlje METODE
videti SIikU 13 i 16
Soj JMIOI hiperprodukuje taci represor i vezuje se za
operatorsk®© regione kod oba promotora. Aktivnost promotora
Je odredjwana no 37 Cu neindukovanom sianju.
a S . . (0) . .
Kultura 6elija je usgajana na 37 C do pribttzno 0,2 oD na
A <500 a z%tlm je 120 minuta drZzana na temperaturi

medijuma od 42 C,

Indukcija je vriena na naznacenim

sa 1niM IPTG~om.

ternperaturama

a zatim morena aktivnost /?-galaktozidaze.

120 minuta



DISKUS51JA

lako ved postoji obilje podataka i saznanja o]
ekspresiji kloniranih gena u E. coli, joS uvek ne postoji
jedna uopStena shema za dobijanje najefikasnije ekspresije
bilo kog kloniranog gena ili radi fundamental nih
istrazivanja ili za potrebe industrije. To je svakako razlog
Sto se u mnogim svet-skim laboratori jama svakodnevno
konstruisSu nove varijante ekspresionih vektora. Mogudnosti
poboljSanja i1 iznal aZzenja novih varijant-i vektora gotovo su
neograni Cene. Plazmidni vektor pBR322 CBolivar et al. 19775,
zbog svojih izuzetnih svojstava, predstavlja jedan od
najviSe koriSdenih vektora. Zadivljujude je Sto je za
relativno kratko vreme, od kako je konstruisan, ovaj vektor
dobio preko sto pedeset svojih derivata CBalbas et al.
19865.

Svaka laboratorija reSavajudi svoje pojedinadne
probléeme najdeSde konstruisSe specijalizovane plazmidne
vektore, koji zatim mogu da efikasno posiuze i Sirim
zahtevima, ili kao gotov vektor =za kloniranje, ekspresiju
nekog gena, ili za proudavanje regulatornih sekvenci.
Takode, desto se samo delovi plazmida sa odredenim
specifidnim elementima koriste za konstruisanje novih
speci jal izovani h plazmida. NaS hibridni promotor je upravo i
liastao povezi vanjem elemenata poreklom iz razliditih
ekspresionih plazmida. Dakle, <cilj nam je bio s jedne
strane, optimizacija ekspresije kloniranog gena za humani
~N—interferon Ckao mode Il -gena5 regulacijom na nivou
transkripcije, a s druge strane, konstruisanje jednog
fTeksibilnog promotore koji bi mogao da pokrije Siri spektar
specifidnih zahteva za ekspresiju razliditih gena.
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S- 1= Obrada kloniranoq gena humanoq R-inierferona za
konstrukci iu ekspresionoq vekiora.

NaS pristup je bio da model gen — humani r—interferon,
oslobodimo prirodnih regul atornih sekvenci kao i sekvence za
lider peptid skradivanjem molekula sa egzonukleazom i da se
na taj nadin dovoljno pribliSimo sekvenci Struktural nog
gena. Ovaj postupak predstavlja jedan od usiova za dobijanje
ekspresi je kloniranih eukariotskih gena u E. coli 1 opisan
je u poglavlju 4. RESULTATI.

Poznato je da egzonukleaza Bai 31 skraduje jednolandane
i dvolandane krajeve DNK stvarajudi smeSu progrésl!vno kradih
molekula. Rezultujuda smeSa nije homogena ved se statistidki
gledano, dobija najvedi broj molekula sa G-C baznim parom
kao terminalnim nukleotidima CGuo i Wu, 19832).

Mi smo analizirali sekvence osam odabranih klonova kod
kojih se delecija odvijala priblizno do ATG kodona.
Sekveneiranjem datih regiona kod odabranih klonova je
utvrdeno da su se sve delecije nalazile u okviru [1Qbp
uzvodno i nizvodno od ATG kodona. Konstatovaii smo, ako se
naravno ogranidimo na ovaj region od “*x19bp', da je u Sest
C75%D siucCajeva 57 terminalni nukleotid bio C, a da su se
dva C25%3) terminalna 5” kraja zavrSavala sa nukleotidoni A.
Interesantno je navesti da, mada je G u okviru ovog regiona
dvostruko rede zastupljeno od C, nijedan analizirani klon
nije imao G na 57 terminusu. Posmatrajudi sekvencu u okviru
ovog regiona, vidi se da u sedam sludajeva iza nukleotida G
nizvodno siedi nukleotid T, dok u Sest sludajeva su to A ili
C. Normalno bi, znadi, bilo i1 ocCekivati siidnu distribueiju
redosleda nukleotida 1 kod analiziranih klonova. Ipak, od
Sest klonova koji su kao 57 kraj imali nukleotid C, kod pet
klonova je drugi nukleotid nizvodno bio T, a samo je kod
jednog klona bio A. Ako se sada posmatra nukleotid koji
prethodi nukleotidu C, vidi se da se T i A svaki u datom

regionu pojavljuju po detiri puta, dok se G 1 C pojavljuju 3
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odnosno dva puta. Ovakav odnos Je znatno drugaciji kod
analiziranih klonova: C se ne pojavljuje ni jedanput, A se
pojavljuje kod jednog klona, T se pojavljuje kod dva klona,
a G se pojavljuje kod tri klona. Dakle, u okviru
analiziranog regiona od "+19bp" sekvenca 5”7 GCT 3~ je
zastupl jei"ia ukupno tri puta i1 upravo su se medu osam
analiziranih klonova nasSla sva tri kod kojih Jje delecija
iSla do C u okviru ove sekvence.

Naravno, teSko je na osnovu ovako malog broja
analiziranih klonova izvudi uopSteni zakljudak koje sekvence
prvenstveno “priguSuju”™ aktivnost egzonukleaze Bal 31, ali
je sigurno da specificane sekvence diktiraju 'nagomi lavanje*
odredenih duzina deletiranih fragmenata. Ovo treba imati u
vidu prilikom planiranja skradi vanja fragmenata DNK
egzonukleazom Bai 31 na unapred definisane duzZine. Tako se
moze zakljuditi da se u naSem primeru delecije 57’ regiona
uzvodno od sekvence za ~-interferon, aktivnost Bai 31
egzonukleaze u 63% sludajeva zaustavljala Cu okviru "+19bp®
na sekvencama: JC¥. Prema tome, vrlo je mogude, ukoliko
u okviru planiranog mesta skradivanja molekula egzonukl eazom
ne postoji navedena sekvenca N JC¥, 1li opStije P C¥, da
se mora radunati na neophodno pretrazivanje znatno vedeg
broja klonova da bi se pronaSao molekul DNK sa Zeljenim

skracenjem.
S. 2. Ekspresi ja gena za humani B-interferon.
U poglavlju REZULTATI C4.1D. i u prethodnom delu
poglavlja DISKUSIJA govorili smo o probiemu "disdenja"*

sekvend koje se nalaze uzvodno od strukturalnog gena
Cporeklom iz -eukariotaD sa ciljem da se dobije njegova
ekspresija pod kontrolom prokariotskog promotora u bakteriji
E. coli. Medu klonovima koje smo analizinali restrikcionim
mapiranjem 1 sekvenciranjem, odabrali smo onaj kod koga je

bila odstranJena kompletna regulatorna sekvenca i sekvenca
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za signhal peptici. Kod ovog llona CpDFSI5 preostala sekvenca
koja kodira za zreli /-interferon ukljudujuC¢i 1 ATG kodon
stavijena je pod kontrolu hibridnog bakterijskog tac
promotora sa SD sekvencom wudaljenom 5bp od ATG kodona.
Funkcionalnost ovakvog ekspresionog sistema smo potvrdili
bioloSkim testom na antivirusnu aktivnost koja je odredena
inhibicijom ci topatogenog efekta VS virusa na WISH deli je.
Proizvod ekspresije sa plazmida pDFSI je u ovom testu
pokazao da klonirani 1 obradeni fragment sa genom Kkoji
kodira za humani /5-interferon pokazuje bioloSku aktivnost
autentidnog /5-interferona iz humani h fibroblasta.§ Posto je
pokazao biolosku aktivnost /s-interferona, ekspresioni
plazmid pDFSI je posluZzio =za konstruisanje ekspresionog
plazmida pDFT. Ovaj novi plazmid je nastao uklapanjem
fragmenta DNK poreklom iz dva razlicita plazmida i1 jednog
sintetisanog dvolandanog fragmenta: a5 fragmenta od 772bp
Cporeklom iz plazmida pDFSI5 koji sadrZzi tac promotor 1i gen
za interferon, b5 fragmenta od 2294bp, poreklom iz plazmida
pBR322, koji sadrzi “origin" replikacije i gen za
rezistenciju na ampicilin 1 c¢c5 fragmenta od 36bp koji
odreduje terminaciju transkripeije Csintetisani trpA
terminator!). Ovu konstrukciju odlikuje nekoliko novih
karakteristika u poredenju sa prethodnom: aD poseduje trpA
terminator nizvodno od 3” kraja gena za /5-interferon b>
delecijom od 1657bp uklonjen je rop gen - "repressor of
primer”i c¢c5 uklonjeno je 1 Mine |11 restrikeiono mesto u
poloZzaju 1049 plazmida pDFSI. Ovo poslednje pojednostavi lo
je konstrui sanje ekspresionog sistema sa novim hibridnim
Pi“tl promotorom CpDFPD.

U daljem radu smo uporedili nivo ekspresije gena za
/5-interferon kada se on nalazi pod kontrolom dva hibridna
promotore: tac, koji se nalazi na plazmidu pDFT i1 PLH na
plazmidu pDFP CSlike 14. 1 17.5.

Rezullctt m.jo prtkazan jer je bioloaka aktivnost hurnanog
/5-interferona pokazana na plazmidnoj konstrukciji pDFT koja
je dérivat konstrukcije pDFO1.
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U poglavlju REZULTATI smo u Tabeli |1I. prikazali nivo
ekspresija za obe konstrukcije pod razliditim uslovima
indukcije 1 rasia delija domadina. Odigledno je, da u
uslovima rasta deli ja domadina na istoj temperaturi medijuma
od 37° C, konstrukci ja pod konirolom Pi“tl promotera daje oko
2,7 puta vedu aktivnost. S obzirom da se ova dva promotera
jedino razlikuju u regionu uzvodno od "-35“ sekvence, to se
ova razlika u stepenu ekspresije moze tumacCiti postojanjem
jednog kontinualnog dugog C27bp} AT-bogatog niza kod P Ltl
promotore, dok je kod tac promotora AT-bogati region
sastavljen od dva krada dela Cl12 i 14bp2> odvojena segmentom
od 25bp.

Cinjenica da su ekspresioni plazmidi kori stili
razlicite domadine, takode je mogia da ima uticaja na
razliku u stepenu ekspresije. Za konstrukciju sa tac
promotorom korisSden je soj-domadin JMIOl koji se odlikuje
hiperprodukcijom Qlac represora, dok je za konstrukciju sa
Prutl promotorom korisden soj POP2136, koji opet u okviru
svog hromozoma sadrzZzi gen Kkoji kodira za temperaturno
senzitivni represor faga K. PoSto Pi,tl promoter sadrzi
operatorske regione Pl. promotera preko kojih se regulacija
transkripci je vrsSi vezivanjem ili inaktivacijom temperaturno
senzitivnog represora , osnovni princip je da se rast delija
odvija na nizim temperaturama od 28-30° C, a indukeija
poviSenjem temperature medijuma na 40-42° C.

Eksperimenti su pokazali da se nakon rasta delija na
30° C i punom indukcijom na 42° C i ImM IPTG-om, dobija samo
25% ekspresije /5-interferona pod kontrolom Puti promotore u
odnosu na eksperiment sa istovetnim nacinom indukcije, ali
posle rasta delija na 37° C. Ovako snizZzena vrednost
ekspresije na nizoj temperaturi medijuma u kome su rasle
deli je, najverovatnije u naSem sistemu potide ili od
f izioloSki niske temperature za optimalno Ffunkcionisanje

delija domadina, ili od subopti mal ne temperature za
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5.

3.

vezivanje poli meraze RNK za sekvencu na promotoru.
Konsirukcija koja sadrSi Putt promotor, pored IPTG—om,

pok3.ZUje 1 odekivanu temper aturno-zavi snu indukci ju.

Ekspresi ja R-interferon-lacZ genskih fuzi ja.

Svakako, jednostavniji 1 precizniji naTin odredivanja
jadine promotora i njegove regulacije je korisSdenje lacZ
gena kao '"‘gena reportera™. Zbog toga su konstruisane fuzije
koje su sadrzale jedan od promotora, sekvencu koja kodira za
prvih 46 aminokiselina ~-interferona 1 u Tazi di tan ja
sekvencu lacZ gena. Na ovaj nadin smo poredili stepen
ekspresi je oba. promotora pod identidnim wusiovima: aD u
del ij ama istog domadina i bl> koriddenjem istih
konstrukcionih sklopova izuzev delova koje pokrivaju
promotori.

Uporedivanjem aktivnosti oba promotora pri rastu delija
domadina na temperaturi medi juma od 37c C, a pod kontrolom
samo lac represora, dobijen je dvostruko VviSi nivo
, bilo
indukovan, kod konstrukcije sa Puti promotorom CSlika 22. D.

aktivnosti /9-galaktozidaze, bilo konstitutivni

S obzirom da su obe konstrukcije koristile istog domadina za
ekspresiju, za razliku od eksperimenata sa ekspresijom
f?-interferona, to je svaka sumnja da izbor domadina moZe da
utide na toliku razliku u ekspresiji eliminisana. Dakle,
ovaj résultat ukazuje da. sekvence koje se nalaze uzvodno od
'"-35" regiona sigurno utidu na efikasnost transkripcije.
PoSto se AT-bogati regioni nalaze u navedenoj obiasti i
razlikuju se kod ovih promotora kako po velidini regiona
koji obuhvataju, tako 1 po njihovom mestu, najverovatnije je
da su oni 1 najteSnje ukljudeni sa drugim elementima u
kompleks faktora koji utidu na efikasnost jednog promotora.
Puti promoter sadrzi uzvodno od '"--35" regiona, pored AT
bogate sekvence, i1 dva operators!a mesta COuz i1 OusD =z

vezivanje represora faga X CCl represorX Zahvaljujudi ovoj
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karakteristici, posle uvodenja u sisiem gena koji kodira =za
temperaiurno senzitivni represor, mogli smo Puti promotor da
kontrolisemo pomodu dva razliCita represora: lac 1 X
represora. Da bismo maksimalno usagl asili oba promotor ska.
sistema, onda smo represor Tfaga X, bez obzira na njegovu
funkciju da se vezuje samo za operatorske regione Ouz i Ous
P1.11 promotora, ubacivali i u sistem koji sadrzi tac

promotor. U sistemu u kome smo merili aktivnosti oba
promotora boristili smo istog domac¢ina koji hiperprodukuje
lac represor. Za izvor X vrepresora koris¢en je poseban

plazmid sa kloniranim clS57 genora za temperaturno senzitivni
represor. Dakle, u ovom sluCaju smo imali u jednoj celiji
dva razlidita plazmida: jedan je nosio ekspresioni sistem sa
to.c ili Puti promotorom, dok se na drugom nalazio gen Kkoji
kodira za X represor.

Aktivnosti oba promotore smo poredili na obe
temperature medijurna u kome su rasle delije domadina, 30° C
i 37° C i to pomodu oba nadina indukcije, sa ImM IPTG-om 1
temperaturnim pomakom na 42° C CSlika 24,}. Zdruzeni efekat
dvostruke indukcije Puti promotora na obe temperature na
kojima smo vrSili merenje aktivnosti /?-galaktozidaze je
odigledan. Na temperaturi od 30° C, jasno se uodava samo
del imidna derepresija pojedinadnom inaktivacijom represora a
puna derepresija inaktivacijom oba represora. Na temperaturi
od 37° C situaci ja je neSto drugadija. Na viSoj temperaturi
c37° o indukcija samo IPTG-om je znatno izrazitija, dok se
efekat samo temperaturne ili kompletne indukcije susStinski
ne razlikuje od rezultata na nizoj temperaturi C30° O. Ovaj
efekat se svakako mora tumaditi delimidnom inaktivacijom
temperaturno senzitivnog represora faga X. Postupnim
smanjenjem temperature medijurna u kome rastu deli je
domadina, svakako bi se mogia postidi 1 gradaci ja nivoa
ekspresije ukoliko lac represor nije prisutan ili je

inaktiviran. Postepena simultana inaktivacija oba represora
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postupnim poviSenjem temperature bila bi moguda ukoliko bi
se umesto "divljeg tipa" koristio temperaturno senziti vni
mutant lac represora.

Istovremeno, ako se posmatra ekspresi ja koci
konstrukcije sa tac promotorom CSlika 24. D moze se uoditi da
pored ocCekivanog povedanja ekspresije nakon inaktivacije Ilac
represora, postoji i izvesno povedanje konstitutivne
ekspresije povisSenjem temperature na 42° C. Aditi, vni
temperaturni efekat 1 efekat IPTG-a je neznatan, ali ipak
zapazen. Kako nam nije poznato da u okviru sekvence tac
promotora postoji mesto tolikog stepena homologije za koju
bi se vezivao X represor, ovakav efekat temperature pre
mozZzemo da pripisemo TFfaktorima koji su vezani za postojanje
dva plazmida u jednoj deliji domacina, nego za funkcionalnu
korelaciju represora faga X 1 tac promotora.

Ako uporedimo vrednosti aktivnosti /?-galaktozidaze kod
sistema koji je kontrolisan samo lac represorom CSlika 22.j
sa onim kod koga je prisutan i drugi represorski molekul
koji produkuje ci gen na posebnom plazmidu u deliji CSlika
24_.3, vidimo da se, bez obzira na tip promotora u plazmidnoj
konstrukciji , dobijaju za ditav red velicCine nizZze vrednosti
kod ekspresionog sistema sa dva plazmida. Ovakav sistem sa
dva plazmida je svakako veoma nepovoljan ukoliko jJe osnovni
cilj dobijanje efikasne ekspresije nekog gena.

Da bi smo eliminisali ocCigledno nepovoljan efekat dva
razlicita plazmida kada se oni nalaze 1istovremeno u istoj
deliji-domadinu, klonirali smo u postojede ekspresione
plazmide pDFTZ i1 pDFPZ fragment sa genom koji kodira za
temperaturno senzitivni represor faga A. Pod istim
eksperimental nim uslovima, pratili smo aktivnosti
fi-gai aktozi daze dobijene pod kontrolom tac i Pi“tl promotora
na dve temperature medijuma u koiné su rasie deli je domadina:
30° C 1 37JC CSlika 253. Slicno, kao 1 y prethodnom sistemi;

sa dva plazmida, konstrukcija koja sadrSi P11l promotor je
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pokazala na o0b® temperature 1zvesno poviSenje aktivnosti
R~ galaktozidaze piosle pojedinadne inaktivacij®© rOpresora i
vrilo jJjasan zdruzeni efekat nakon pune indukcijo©
Cinaktivacije oba represoraD. Ovde je sasvim jasan efekat
delimidne inaktivacij© X represora nakon indukcije Puti
promotora sa IPTG-om na temperaturi od 37° C.

Ono Sto se najpr© uocCava kod ovih rezultata jeste nivo
konstitutivne ekspresije Puti promotora na obe temperature
medijuma CSlika 25a i1 b3. Za razliku od svih naSih
prethodnih konstrukcija sistema za ekspresiju C Slike 22 i
245, gde je konsti tutivna ekspresija /?-galaktozidaze pod
kontrolom Puti promotora znatno visSa nego kod tac promotora,
ovde je situaci ja obrnuta. Na nizoj temperaturi rasta deli ja
domadina, Puti promotor pokazuje neznatnu Kkonstitutivnu
ekspresiju, pa bi mogio da se kaze da je aktivnhost promotora
pod potpunom kontrolom oba represora. U poredenju sa
prethodnim dvostrukirn plazmidnim sistemom, kod obe
promotorske konstrukcije se pod punom indukcijom postizZe
znatno viSi nivo ekspresije |9-galaktozidaze.

Sada je jJjasno da je sistem koji sadrSi samo jedan
plazmid daleko superiorniji iz nekoliko razloga. Prvo,
ukoliko se oba plazmida proizvode u viéde kopija po deliji,
tada usied kompeticije mozZze da dode do smanjenja populacije
deli ja koje sadrze oba plazmida. Drugo, antibiotski pritisak
mozs da stvara negativnu selekciju favorizovanjem samo
jednog tipa plazmida. Trede, mogude je nagomi lavanje
molekula u deliji koji ne predstavljaju proizvod Zeljenog
gena, ved razlidite proizvode transkripcije 1 translacije
poreklom sa oba plazmida.

Plazmidna konstrukcija koja sadzi tac promotor, posle
pune indukcije pokazuje, kao i u prethodnim sludajevima,
nizu aktivnost J9-gal ak tozi daze u por edenju sa Puti
proraotorom. Ukoliko se tokom indukcije tac promotora sa
IPTG-om, temperatura medijuma povisi na 42° C, javlja se
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inhi bi torni efekat na ekspresiju. Ovaj efekat je narociio
izrazen nakon povedanja temperature medijuma u kome rastu
delije sa 37°C na 42°C. Ovaj résultat CSlika 25D je wu
potpunoj saglasnosti sa onim koji je dobijen kada se tac
promoter nalazi u sistemu koji sadrzi samo Qlac represor
CTabela 11.D. U sludaju sistema sa dva plazmida imarno
obrnutu situaciju CSlika 24}. Kada smo diskutovali rezultat
dobijen indukcijom tac promotora uz dodatno poviSenje
temperature na 42° C, a u sistemu sa dva plazmida,
pretpostavili smo da je povedana ekspresija manje verovatno
rezultat fTunkcionalne korelacije temperaturno senzitivnog X
represora i1 tac promotora, ved pre efekat koji Jje najpre
izazvan postojanjem dva razlidita plazmida u jednoj deliji.
Dva nezavisna eksperimenta svakako idu u prilog ovoj
pretpostavci . Prvo, sa tac promotorom, u sistemu gde je
prisutan samo lac represor, poviSenjem temperature na 42 C,
Csa 1ili bez indukcije IPTG-omD , konstatuje se snizZavanje
nivoa ekspresije CTabela I11.}. Drugo, 1isti efekat dobijamo i
kod sistema kod koga se gen za represor Ffaga X nalazi na
istom ekspresionom plazmidu sa tac promotorom CSlika 25B.D.
lz ovoga moze da se zakljudi, da u slucaju kada bi postojala
funkcionalna zavisnost X represora i1 tac promotora, da bi
tada povedanje ekspresije morali dobiti posle temperaturne
indukcije i kod plazmidne konstrukcije sa cl genom
CpDFTZcID.

Dakle, wuporedivanjem aktivnosti ova dva promotora kod
sva tri tipa ekspresionih konstrukcija CSlike 22, 24 i 25}
zapazamo jasno izraZzenu vedu aktivnost  hibridnog Pintd
promotora, odiglednu i vrlo efikasnu kontrolu ovog promotora
sa dva nezavisna represora i1 Tleksibilnost koja podrazumeva
pojedinaCno ili zdruZeno koriSdenje osobina promotora od

kojih je nastao.
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Iz prethodnih rezuliaia CSlike 82, 24 1 250 se vidi da
ekspresioni sistem Kkoji ne sadrzi X represor sintetiSe
najvedu kolicCinu fi-gal aktozi daze u odnosu na bilo koju drugu

konstrukci ju.

5.4. Utica.i ori jentaci je kloniranoqg c¢cl1857 gena na stepen

aktivnosti /?>qal aktozi daze pod kontroiom Pull promotora.

Sva merenja 1 poredenja aktivnosti /3~gal aktozi daze
preko oba promotora kod konstrukcija koje sadze cl857 gen su
vrSena sa klonovima gde je ori jentaci ja ovog gena bila
orijenti sana obrnuto smeru transkripci je
promotor-interferon-lacZz fuzije C"-" orijentacija3. Osim
toga izabrali smo jedan klon u konstrukci ji sa Pi-tl
promotorom koji je imao kloniran fragment sa cl857 genom u
istoj orijentaciji sa transkripcijom Pl1£I-interferon-lacz
fuzije C orijentacijabD .

Na temperaturi od 30° C, osim konstitutivne ekspresije,
koja je niza, kod pojedinacnih inaktivacija represora, kao i
kod kompletne indukcije, dobiii smo znatno ViSsi nivo
ekspresije sa konstrukcijom koja sadrzi orijentaciju. Na
viSoj temperaturi C37w CD debili smo istu sliku, 1izuzev u
sludaju indukcije sa IPTG-om gde "+" orijentaeija pokazuje
vedu sintezu /3--galaktozi daze.

Rezultati CSlika 26D pokazuju da i1 sama orijentaeija
represora ima znaCajan uticaj na ishod ekspresije. Fragment
faga X od 2,4kb sadSi Pr promotor i1 prvih 60bp ero gena.
Masuprot tome, na komplementarnom lancu odmah pored Pr
promotora nalazi se Prm promotor 1 nizvodno sekvenea cl857
gena, a u nastavku kompletan rex/1 i x-&B gen CSlika 27D.

PR>4
r&xB réxA T<-PRM
Slika 27. Fragment od 2.4kb iz X faga oiviiien Bgl 1l

restrikeionim mestima koji sdrizi gen koji kodira za cl
represor.
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Znadi da fragment koji smo koristili Kkao 1izvor represora
sadrdi i1 gene koji se eksprimiraju zajedno sa Cl represorom,
a nemaju Ffunkcionalnu vezu sa naSim hibridnim promotor om.
Dakle, ovako kloniran fragment, hiperprodukujudi proizvode
cl, r&xA i rexB gena, osim uloge kontrole naéeg promotora,
rnoze da ima znatan nepovoljni uticaj na neke procese u
deliji. Temperaturnom inaktivacijom Cl represora, koji je
aktivator inicijacije transkripcije preko Prm promotora,
istovremeno se aktivira transkripci ja preko Pr promotora.
Sve ove CcCinjenice ne mozemo zanemariti pri tumacenju
rezultatata dobijenih sa konstrukcijama koje sadrze ovaj
fragment. Zato razliku u stepenu ekspresije medu klonovima
koji sadrze «cl gen u razlicitim orijentacijama mozZzemo
tumaciti dvojako. Mogude je da se kod ™ orijentaci je,
inaktivacijom Cl represora i aktivacijom transkripcije preko
jakog Pr promotora koji je okrenut u smeru obrnutom od smera
transkripci je sa P"Ltl promotora, remeti efikasna ekspresija
la.cZ gena, pa se dobija nida aktivnost /T-galaktozidaze u
odnosu na orijentaciju. Ovakav efekat jJe najverovatnije
posledica negativne superspiralizacije koja je 1izazvana
aktivacijom dva jaka, obrnuto usmerena promotora CWu et al.
1988D. Drugo tumacenje bi mogio biti da kod orijentacije
imarno jak Pr promoter usmeren ka hibridnom PLtl promotoru i
da se njegovom aktivacijom tokom indukcije postize aditivni
efekat aktivnosti dva promotora, te se tako dobija povisSen
stepen ekspresije u odnosu na *+" orijentaci ju. Rezultat
koji se dobija na temperaturi od 37° C sa konstrukcijom koja
ima "+" orijentaciju pre 1ide u prilog prvog tumacCenja.
Naime, posle indukcije samo sa IPTG-om, dobija se maksimalna
aktivnost /3-gal aktozi daze, dok se inak ti vaci jom oba
represora dobija smanjenje aktivnosti. Rezultat je prilicno
neoCekivan u poredenju sa ostalim, 1i1zuzev ako se prihvati
ideja da na 37° C imarno del imiThu inaktivaci ju Cl represora,

a samim tim i1 delimiinu aktivaciju Pr promotora. Ovakvom
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delimic¢nom aktivacijom Pr promoter a dobijamo i
proporcionalno niZzi njegov inhibitorni efekat. Tek sa punom
temperaturnom indukcijom potpuno aktiviramo Pr promotor pa

dobijamo i1 sniZenje aktivnosti /3-galaktozidaze.

5. Efekat temperature na nivo ekspresi je kloniranih gena.

Slozenost tumacenja resultata s© joS viSe povecCava kada
se u sve uvrsti joS jedan Taktor, koji svakako u nazim
rezultatima ne sme da se mimoide. To je efekat temperature
na ishod ekspresi je.

Resultati koje smo dobili se odnose na dve temperature
medi juma u kame su rasle delije domadina, 30° C 1 37° C.
Videli smo iz tabele 1. i Slike 22. , 24. i 25. da je
optimaina temperatura 37° C, bez obzira na promotor koji
kontroliSe ekspresiju 1 bez obzira da Ii jo u pitanju
ekspresi ja eukariotskog Cinterferona) , ili gena prokariota.
Cj9-galaktozidazeD .

Temperatura od 42° C je koriSdena za inaktivaeiju
temperaturno senzitivnog represora koji se radi uporedivanja
resultata nalazio u konstrukcijama sa oba promotora.
Aktivnost (9-galaktozi daze testirana je kada su promotori
bili pod kontrolom lac represora posie poviSenja temperature
na 42° C 1 u prisustvu i odsustvu IPTG~a CTabela 11.D. Kod
oba promotora jasno je uocCljiv inhibi torni efekat povisSene
temperature na ekspresiju. PoSto se aktivnost Puti promotora
pored Lac represora regulisSe 1 inaktivacijora temperaturno
senzitivnog represora faga X, tada, poviSenjem temperature
na 42u C, sasvim normalno bi bilo da ocCekujemo 1 povecanje
nivoa ekspresi je. Qvakav efekat i dobijamo kod svih
konstrukcija, 1izuzev one koja sadrzi "+" orijentaciju ClI
represora CSlika 20ED. Ovaj résultat smo prethodno tumacCili
inhibitornim efektom posebno regulisanog Pr promotora, mada
je mogude da kod ovakve konstrukcije imarno joS i dodatni

efekat temperaturne inhibicije. Uporedivanjern stepena

70



ekspresije Plii promoiora kod razlicCitih konstrukcija mozZerao
da konsiaiujemo da se najviSi stepen ekspresije postize kod
ekspresionog sistema koji je kontrolisan samo lac represorom
CSlika 225. Videli smo da podizanjem temperature medi juma na
42° C kod 1iste konstrukcije smanjujemo nivo ekspresije
CTabela 115. Ako sada taj rezultat uporedimo sa stepenom
ekspresije kod 'najuspesSnije" konstrukcije koja sadrzi X
represor CpDFPZcl-5, mozemo zakljucCiti da su te vrednosti
vrlo sli¢ne CTabela 11 i Slika 255. Mogudi mehanizam
regulacije PI1£l promotora bi onda mogao biti slededi:
Ukoliko su prisutna oba represora, bazna aktivnost je veoma
niska. Onoga momenta kada se inaktivira jedan od represora
dolazi do delimitine aktivacije. Podizanjem temperature na
42° C, a u prisustvu IPTG-a, represore potpuno inaktiv!ramo
i promoter se aktivira. Istovremeno poviSena temperatura
inhibira punu aktivnost promotora, Sto verovatno potice od
toga jer se smanjuje efikasnost vezivanja polimeraze RNK za
odgovarajudu sekvencu na promoteru. Rezultat je, sa jedne
strane, vrlo efikasna inaktivaeija promotora represorom, ali
je sa druge strane Zrtvovana puna aktivnost promotora.
Obrnuto, kod sistema kod koga samo lac represor kontrolisSe
Puti promotor, i marno siabi ju inaktivaci ju promotora
represorom, ali zato daleko kompletniju aktivnost jer se
potpuna indukeija odvija na povoljnijoj temperaturi, tj. na

temperaturi od 37° C.
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6 .

ZAKLJUCCI

1. Konstruisan je novi hibridni P11l promotor koji je
sasiavljen od **-10" regiona lacUV® promotora, okoline '-35~
rsgiona poreklom od trp promotora i uzvodnog vregiona od
“-3S*“ sekvence P1 promotora faga X. Novi promotor sadrzi dva
operatorska regiona za koje se represor faga A i lee

represor vezuju nezavisno jedan od drugog.

2. Uporedivanjem jacCine tac promotora sa nasSim P11l
promotorom u model sisternima u kojima su oni bili vezani sa
genom za human! f?-interferon 1ili sa [RB-interferon-1lacZ

genskom fuzijom, ovaj poslednji je znatno jadi.

3. Pokazano je da se na temperaturi medi juma od 30° C
tj. u sluCaju, kada su oba represora aktivna, posti Se veoma
efikasna represi ja P11l promotora. Za razliku od tac
promotora, pod ovim usiovima konstitutivna ekspresija
/?-galaktozi daze je zanemarljiva. U slucCajevima kada bi
proizvod kloniranog gena mogao biti toksican za deliju
domadina, ova osobina bi bila od znaCaja za odgovarajudu

biotehnoloSku proizvodnju.
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4. U sluCaju kada bi se u ekspresionom sistemu umesto
divijeg tipa nalazio temperaturno senzi tivni mutant, lecci
gena CBukrinsky et al. 19885 predvidamo, da bi tada bilo
mogude da se Putt promoter umesto sa pojedinacnom indukeijom
IPTG-om 1 poviSenjem temperature, aktivira istovremenom

temperaturnom inaktivacijom oba represora.

5. Mogudnost da se za kontrolu promotore Kkoriste oba
ili da se odabere samo jedan Zzeljeni represor, pruza
siobodni ji izbor 1 naCina 1indukeije Puti promotera, i

temperature na kojoj se kultivisu delije domacina.

6. Na osnovu navedenih karakteristika, ri.112 promotor sa
svojom fleksibilnom kontrolom ekspresije gena modi de da se
koristi za proizvodnju i onih proteina Kkoji zbog svojih
biohemijskih svojstava ne bi mogli da se sintetisu

posredstvom nekog drugog promotora.
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SEKVENCE DNK



HUMAN /5-INTERFERON:

LOCUS IF

LIT.

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

Lawn et al. C1981} , Gross ei

C1981D, Tavernier et al.

AATTCTCAGG

AATTTGCTTT

CAGTTTGTAA

AATAAAGAGT

AAGGGAGAAG

CATATAAATA

TCGAAGCCTT

7 achl
GTCAACATGA

Hindi

CTCCACTACA
GAAGCAGCAA
CTTGAATACT
TAAGCAGCTG

Pvul 1
AGATGCTCCA
GGCTGGAATG
GATAAACCAT
TCACCAGGGG
AGGATTCTGC
Hin/1

CATAGTCAGA

CAGGTTACCT

921

TCGTTTGCTT

AGTCATTCAC

ATCTTTTTCC

TTTAGAAACT

TGAAAGTGGG

OGCCATACCC_
Meol

Hasl11
TGCTCTGGCA

CCAACAAGTG

GCTCTTTCCA

TTTTCAGTGT

GCCTCAAGGA

CAGCAGTTCC

Ps 11

GAACATCTTT

AGACTATTGT

CTGAAGACAG

AAAACTCATG

ATTACCTGAA

GTGGAAATCC

CCGAAACTGA

BP

TCCTTTGCTT

TGAAACTTTA

CTATTATATA

ACTAAAATGT

AAATTCCTCT

ATGGAGAAAG

CAACAGGTAG

TCTCCTCCAA

TGAGCTACAA

CAGAAGCTCC

CAGGATGAAC

AGAAGGAGGA

GCTATTTTCA

TGAGAACCTC

TCCTGGAAGA

AGCAGTCTGC

GGCCAAGGAG

HasllI1

TAAGGAACTT

A

UPDATED

al. C1981D,
C1983D.

TCTCCCAAGT

AAAAACATTA

TATCATAAGA

AAATGACATA

GAATAGAGAG

GACATTCTAA

TAGGGGACAC

ATTGCTCTCC

CTTGCTTGGA_

CTTGTTTTAC

GAAAACCTCA

TAGGAGCTTA

GGAAAACTGA

AGGACCATCT

CTGCAACCTT

TGTTCGTGTT

TGTTGTGCTT

TTCCTACAAA

Hin/1

TGTGGCAATT

TTTGACATCC

CGCCGCATTG

GACAAGATTC

Hin/l

CTGGCTAATG

AAAACTGGAG

ACCTGAAAAG

TACAGTCACT

TTACTTCATT

GAATGGGAGG

CTGAGGAGAT

ACCATCTATG

ATCTAGCACT

TCTATCATCA

AAAGAAGATT

ATATTATGGG

GTGCCTGGAC

AACAGACTTA

Degrave et

5717789

al.



pDFT

LOCU
ORIG

51
101
151

201

251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

801

S

IN EcoRl1

AATTCTCATG

CTGGCGTCAG

ATCACTGCAT

TTTTTTGCGC
-35

GTTGACAATT
Hine 11

ACAATTTCAC

AAGAAGCAGC

GGCTTGAATA

ATTAAGCAGC

TGAGATGCTC

CTGGC1GGAA

CAGATAAACC

TTTCACCAGG

GGAGGATTCT

ACCATAGTCA

TACAGGTTAC

TTTTTTCAG

DF81L

809 BP

TTTGACAGCT

GCAGCCATCG

AATTCGTGTC

CGACATCATA

AATCATCGGC

RBS
ACAGGAAACA

AATTTTCAGT

CTGCCTCAAG

TGCAGCAGTT

CAGAACATCT

TGAGACTATT

ATCTGAAGAC

GGAAAACTCA

GCATTACCTG

GAGTGGAAAT

CTCCGAAACT

TATCATCGAC

TAQ 1

GAAGCTGTGG
GCTCAAGGCG
ACGGTTCTGG

-10
TCGTATAATG

GATGAGCTAC

MetSerTyr. .
GTCAGAAGCT
GACAGGATGA
CCAGAAGGAG
TTGCTATTTT
GTTGAGAACC
AGTCCTGGAA
TGAGCAGTCT
AAGGCCAAGG

CCTAAGGAAC

GAAGATCTAG

TGCACGGTGC

TATGGCTGTG

CACTCCCGTT

CAAATATTCT

UPDATED

ACCAATGCTT

CAGGTCGTAA

CTGGATAATG

GAAATGAGCT

»»» »> IrnRNK

TGTGGAATTG

TGAGCGGATA

lac operator

AACTTGCTTG

CCTGTGGCAA

ACTTTGACAT

GACGCCGCAT

CAGACAAGAT

TCCTGGCTAA

GAAAAACTGG

GCACCTGAAA

AGTACAGTCA

TTTTACTTCA

CCCGCCTAAT

GATTCCTACA

TTGAATGGGA

CCCTGAGGAG

TGACCATCTA

TCATCTAGCA

TGTCTATCAT

AGAAAGAAGA

AGATATTATG

CTGTGCCTGG

TTAACAGACT

GAGCGGGCTT

5/17/89



LOCUS
ORIGI
LIT.

Si

101

151

201

251

tac promoter:

tacpro

N EcoRl1
De Boer €1982D

AATTCTCATG

CTGGCGTCAG

ATCACTGGAT

TTTTTTGGGC

-35
GTTGACAATT
Htvic 11

ACAATTTCAC

TTTGACAGCT

GCAGCCATCG

AATTCGTGTC

CGACATCATA

AATCATCGGC

JRBS
ACAGGAAACA

271 BP

TATCATCGAC
Ta,Q 1

GAAGCTGTGG
GCTCAAGGCG
ACGGTTCTGG

-10
TCGTATAATG

UPDATED

TGCACGGTGC

TATGGCTGTG

CACTCCCGTT

CAAATATTCT

TGTGGAATTG

ACCAATGCTT

CAGGTCGTAA

CTGGATAATG

GAAATGAGCT

MRNK
TGAGCGGATA

letc oper ator

5/17/89



Fji promoter ;

LOCUS pipro 356 BP UPDATED 5/1"7/89
ORIGIN EcoRl
LIT. Horn and Weils C1981 a,bO

1 AATTCCTCAG CGCCGGGTTT TCTTTGCCTC ACGATCGCCC CCAAAACACA
51 TAACCAATTG TATTTATTGA AAAATAAATA GATACAACTC ACTAAACATA

101 GCAATTCAGA TCTCTCACCT ACCAAACAAT GCCCCCCTGC AAAAAATAAA

111 013 Olz
151 TTCATATAAA AAACATACAG ATAACCATCT GCGGTGATAA ATTATCTCTG

Oo12 _ - Ori »» > > prNRNK
201 GCGGTGTTGA CATAAATACC ACTGGCGGTG"ATACTGAGCA CATCAGCAGG

Hind I
251 ACGCACTGAC CACCATGAAG GTGACGCTCT TAAAAATTAA GCCCTGAAGA

301 AGGGCAGCAT TCAAAGCAGA AGGCTTTGGG GTGTGTGATA CGAAACGAAG



