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H3jase 3axBajIHOCTH

Kenena Oux na m3pasuMm HajBehy 3aXBaJHOCT CBOM MeEHTOpPY, npod. ap Mapky DHophesuhy, 3a
HeceOMYHY MOAPIIKY MOM Paay M pa3Bojy Kapujepe y BUIY: JaTe MPHIMKE J1a y4ECTBYjeM y 100po
OCMHIIUBEHUM M W3a30BHUM HCTPAXMBABMMa Ka0 WIaH HEKOJIMKO HETOBUX MPOjeKaTa; MOACJbeHNUX
CTPYYHHX CaBeTa, 00jallkberha, 0JroBopa U BpeIHUX Ca3Hamba CTEYCHUX OOraTUM paJHUM HCKYCTBOM
U ycaBpIIaBambeM y AMEpHIH; CTPIUBMBO BOHEHHMX AMCKyCHja y3 OTBOPEHOCT 3a MOje Hiaeje M
HemoyMmulle; obe3dehennx nmpuinka 3a ydemhe Ha OpOjHUM HAayYHMM CKYMOBHMA, Kao W MOMohu
NPWINKOM TIpHjaBJbUBama 3a ydemrhe, CTUNICHAWje W Harpaje... Benwko xBama 3a cTBapame M
OJp)KaBamke CpeAMHE TpenyHe H3a30Ba, ald M Harpajza 3a TpyA, MOBOJBHE 3a pa3BOj MOjHX
crienupUYHMX TOTEHIMjaa, Kao M CTPYYHOT 3HaWka M BEUITHHA, Y KOjOj caM CTEKJa HEMPOICHUBO
HCKYCTBO, KaKO0 3a 110Ca0, TaKO H 32 KHUBOT.

Benuky 3axBamHOCT AyryjeM W MeHTOpkH, Ap Marnanenn bHophesuh, 3a mpaheme u KpUTHUKY
aHaJIM3y MOT paza, Kao U OpojHEe caBeTe M MPEAJIore KOju Cy JOMPHHEIH KBAIUTETY 00jaB/BEHUX
panoBa. Bucoko 1ieHiM npuinky za capal)yjeM ca jeIHOM Tako MPU3HATOM U YCHECUIHOM HAy4YHHIIOM
U J1a O] ’b€ yUHM.

N3y3etaH NOMPHHOC WCTPAKUBAMY MNPHKA3aHOM Yy MOjOj IOKTOPCKOj AMCEPTAlMjH je aana
uctpaxnpadka rpymna mpod. np Koncrantmaa CeBepuHOBa Koja je HU3Beda JIabOpaToOpHjCKe
eKCIIEpUMEHTE KOjU Cy MOTHBHCAIM W JOIMYHHIM HAIly TEOPUjCKy aHamu3y. [loHOCHA cam Ha
YHELCHUILY J1a CYy PE3YJTATH HAlIeT 3ajeHHYKOr TPy/Aa IBa MyTa 00jaBJbCHU Y BUCOKOIUTHPAHOM
mehyHapoHOM Yaconucy HajBulle HaydHe kaTeropuje, Nucleic acids research.

3axBasbyjeM ce npod. 1p EBrennjy 3100HOBY Ha capambH y UCTpaKUBawy, Kao u Jip bojanu Unuh,
Ha capaJmbH y MOCIy, aJld U Ha JAPYKEmY y CII000HO BpeMe.

OBo ucTtpaxuBame je (PUHAHCHUJCKM MOJPKaHO NpojeKToM MUHHCTapcTBa MpPOCBETE, HAayKe U
texHosoruje Penybnuke CpOuje mox Opojem ON173052, SCOPES mnpojexkrom 1Z273Z0_152297
[[IBajuapcke HauMoHanHe HaydyHe ¢oHpauuje U Mel)yHapoHUM pEUHTErpaliOHUM TPaHTOM
»Mapuja Kupu“ non 6pojem PIRG08-GA-2010-276996.

Kopuctum npuinky 1a ce OCBpHEM Ha 3aciayre OpojHUX JbYJIU U3 CBOT KUBOTA, KOJU Cy MU CBOJUM
JienuMa IMoMOTJIM Jla ce JaHac HaljeM mpes; oq0paHOM JIOKTOpaTa, U CIIOMEHEM Makap HEKe Of HbUX.
HeusmepHy 3axBaimHOCT yryjeM cBOjuM poauTesbuma, MupocnaBy u Hamunu Ponuh, koju cy me
HAy4YMJIU pa3iuuu u3Mel)y nobpa u 371a, T0OCTOjaHCTBY M YOBEYHOCTH KAO HAJBUIIMM MOPAIHUM
BpPEIHOCTHMA, Ka0 U TaJHH JOCTH3ama MOhHOT ocehama UCIYHEHOCTH YCJIEA CBECTH O COTICTBEHO)]
CBPCHU U CMHCIY, KPO3 IIOCTaB/babe BUCOKUX LIMJbEBa U XpaOpo ynarame Jby0aBH, pajaa, BpeMeHa U
CBUX CBOJUX IMOTEHIM]aja y BUXOBO MMOCTU3amkE. 3aXBajbyjeM ce CBOjoj Opahu, Pactky n Muxawy,
Kao u 6abama — Mnagenu u Paagmunu — u nenama — ['Bo3aeny u MunuBojy — 3a 6e3ycioBHY Jby0aB
Y TIOAPINKY. XBajia CBUM OJTMCKHM, TIO3HATHM U Mamke MO3HATUM polhaliuMa Koju Me Topa3yMeBajy
Kao 4jaHa cBoje (aMmiMje W TO MOKa3yjy y KPUTHYHMM TpeHyluMma. Bennmko xBajia MOjUM
npujaTesbuMa KOju Cy MU ,,TOJCNWIA KOHCTAaHTHY BPEIHOCT Yy CBOjJUM JKMBOTHMa — buibaHu
Hynykosuh, bojanu PajkoBuh, Kpuctunu Cnanoje u JoBanu [lecmoToBuh — Kao M CBUM JIPYTHM
JIparuM JhyMMa 4YWja MU TMMaXkha U MpUjatesbcTBO oborahyjy mane. Ha kpajy, xenmema Oux na
HCTAaKHEM 3aciIyre ocoba Koje cy ce UTpoM Cllydyaja Hallle y TO3UILMjU MOjUX HACTaBHUKA, a KOje Cy
U3 JIMYHMX YBepemwa Ipey3eie Ha ce0e OArOBOPHOCT Jla MM IIOMOTHY Ja pa3BUjeM BpEIHE
MOTEHIIHM]jaJie Koje cy Iperno3Haie y MeHH. Mely uma cy cBakako Moja nmpodecopka KiaBupa, JeneHa
®unortuh, u npodecopu Ilere 6eorpancke rumuasuje, Muneca Auhyc, Mununa [lapenan nu Henan
JoBanoBuh. OBy 3axBajHUILy 3aBpIlIaBaM CIIOMEHYBIIM CaMO MaJM JI€0 JbYAM KOjU 3aciyKyjy Ja
ce y ®woj Hahy, ca HamoM ga caM Yycejna Japa3BejeM CBe 3a0iyae O ToMe Jjaa je
JOKTOpPCKA JAUCEpTaIlHja MOIyXBaT 3a jeJHOT YOBEKa.



buodusnuko Moae0Bamke peCTPUKINOHO-MOAU(PUKAITMOHHUX CHCTeMa 0aKTepuja

Caxerak Pectpuknmono-momudukanuonun (P-M) u CRISPR-Cas cucremu kopucte paszinduTte
MeXaHu3Me 3a 00aBJbamke¢ OCHOBHE (yHKIIMje — oa0pane npokapuorcke henmje on crpane JTHK. 3a
yetupu ogabpana P-M cucrema Tuna Il 1 CRISPR-Cas Tuma I-E cy nocraBsenn TepMoinHaMHYKH
MOJIENIN peryJialyje TPAaHCKPHIILUje U TUHAMUYKU MOJEIH €KCIpEeCcHje TPAHCKPHUIIAaTa U MPOTEnHA.
CumysanujoM ¥ aHaJIM30M JUHAMUKE MOJIENa Cy UICHTH(PHUKOBaHE 0COOMHE JMHAMUKE EKCIPEcH]je
cucTeMa MO TMOKpeTamy HHXOBE aKTHBHOCTH y henuju Koje BepOBaTHO NPEACTaBIbajy MPUHIIHIIE
CBOJIYTHBHOI JH3ajHa IMXOBE peryianuje. [IpenusHuje, MCOUTAHO je. 1) Kako meprypoarmje
KapaKTepUCTUYHUX peryiaaropHux cpojcraBa P-M cucrema Ahdl u ECORV yruuy Ha Ttpm
npeioXeHa AuHaAMUYKa mpuHiuna; ii) ma gu P-M cuctem Kpn2l, ca perynanujoMm Ha HUBOY
CIIOHTAIIMj¢ TPAHCKPHIIIHMje, MOXKe Ja 00e30ean OueKWBaHA IMHAMHYKA CBOjCTBA; iii) da U Cy
nocrojeha cazHama o perynanuju P-M cucrema ESpl3961 noBosbHa 3a penpoaykoBame TUHAMUKE
eKCIpecH]je MPOTeHHA H3MEPEHE Ha HUBOY I0jeIMHAYHUX hemuja; IV) KakBe 0COOMHE BEpOBAaTHO UMa
Hero3Hara auHamuka ekcrpecuje CRISPR-Cas cuctema y Escherichia coli, npensuhena y3
MPETIOCTaBKy Jla Ce FHETOB MEXaHHW3aM peryjaluje TPAHCKPUIIHje MOXKE alpOKCHMHPATH
KOHIICTITYyaJTHO CIIMYHUM MexaHu3MoM P-M cucrema. [Toka3zaHo je na cBa yetupu P-M cucrema, kao
n CRISPR-Cas, cTpykTypHO HUCHyHaBajy YCIIOBE 3a TOCTH3alke JIBa TPEIIOKEHA JHHAMHYKA
NPUHIUIIA — TIOYETHO KAIlIkhCHE EKCIPECHje PECTPUKIMOHE CHIOHYKIIea3e 3a EKCIPECHjoM
MeTHIATpaHCc(epase U HbEeH HAIJIM MMOPacT Ka CTAllMOHAPHOM CTamy, J0K aHaiu3a cucrema Ahdl u
EcoRV noapxasa u Tpehu — Hucke ¢QurykTyaluje y cTaiuoHapHOM cTamky. OBa ca3Hama 0 AU3ajHy
NPUPOJHUX TEHCKUX Mpeka omoryhaBajy Oosbe pasymeBame Be3e m3Mel)y BHUXOBE CTPYKTYpe U
GbyHKIMje U 1ajy CMEpHHUIIE 32 TU3ajH CHHTETHYKHUX TeHCKHUX KOJIa.

Kibyune peun Pecrpuknmnono-momudukarmonu cucremu; CRISPR-Cas; [IpokaproTCku MMYHCKH
cucremu; TepmoanHaMuuku Mozaenu; Junamuuku mozaenu; Perynanuja tpanckpunuuje; JIuHamuka
eKcrpecuje reta; Perynaropue reacke Mpexe; [IpuHiunu nu3ajHa

Hayuna o0aact bruonomike Hayke

¥Y:ka Hayuna obuaact buodusuka



Biophysical modeling of bacterial restriction-modification systems

Abstract Restriction-modification (R-M) and CRISPR-Cas systems use different mechanisms to
perform their main function - defend prokaryotic cells from foreign DNA. Thermodynamic models
of transcription regulation and dynamic models of transcript and protein expression were set for four
selected Type Il R-M systems and a Type I-E CRISPR-Cas. By simulating and analyzing the model
dynamics, we identified the properties of the system expression dynamics upon the induction in a cell
which may be the principles of the regulation evolutionary design. Specifically, we examined: i) how
perturbing of the characteristic regulatory features of the R-M systems Ahdl and EcoRV affects the
three proposed dynamic principles; ii) if the R-M system Kpn2l, whith regulation at the level of
transcription elongation, can provide the expected dynamic properties; iii) if the known regulation of
the R-M system Esp13961 is sufficient to reproduce the protein expression dynamics measured on
single-cells; iv) which properties are probably found in the unknown expression dynamics of the
CRISPR-Cas system in Escherichia coli, predicted under the assumption that its transcription
regulation mechanism can be approximated by a similar one from R-M systems. We showed that all
four R-M systems, as well as CRISPR-Cas, are able to achieve the two proposed dynamic principles
- initial delay of restriction endonuclease with respect to methyltransferase expression and its rapid
increase towards steady-state, while analysis of Ahdl and EcoRV adds the third principle - low
fluctuations in the steady-state. Gained insights into the design of these natural gene networks provide
a better understanding of the relationship between their structure and function, as well as guidelines
for the design of synthetic gene circuits.

Key words Restriction-modification systems; CRISPR-Cas; Prokaryotic immune systems;
Thermodynamic models; Dynamic models; Transcription regulation; Gene expression dynamics;
Regulatory gene networks; Design principles

Scientific field Life Sciences
Scientific subfield Biophysics
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1 VYBoa

[TpokapHOTCKH OpraHU3MH IIOCEIYjy JABE BPCTE PaCIpPOCTPAEHUX MOJEKYJapHUX CHUCTEMa 3a
onopany henuje on ynerux crpanux mosekyna JJHK, koju 06e36ehyjy muX0oBO mperno3HaBame U
pasnukoBame o7 JJHK remoma nmomahuna, kao u muxoBo enumunucame (Goldberg & Marraffini,
2015). PecTtpuknnoHO-MOAM(DHUKAIMOHN CUCTEMH MIPEICTaBIbA]y JEAHOCTABHUJU TUII IPOKAPUOTCKHUX
on0pamMOeHNX crcTeMa, KOji Cce 3aCHHMBA Ha CTpaTerdju Moau(uKanuje cneupuIHuX CEeKBEHLHU Y
reHomy hemuje m yHumraBama camo JIHK Momnekyna koju cagpke TakBy HEMOIU(PUKOBAHY
cekBeHIly. OBakaB MexaHu3zaM He o00e30elyje BUCOKY crnenuduuHocT ondpane W MoryhHocT
namhewma paHujux MHGEKIHja, Ma MPOKAPHOTH MMajy U HampeaHy BPCTYy 0A0paMOEHUX CHUCTeMa,
CRISPR-Cas, xoja uM maje oBe crioco0HOCTH. [ TaBHE 00jeKaT UCTPAKUBaKA MPEJCTAB/LEHOT Y OBO]
JOKTOPCKO] TUCEPTALIUjU Cy PECTPUKIMOHO-Monupukamonu cucreMu Tuna Il y 6akrepujama, koju
CBOj PeJaTUBHO jEAHOCTABaH 3ajJaTak o0aBibajy Kopuctehu 3auylyjyhe Bemmku Opoj pazHOBPCHHX
MeXaHu3ama peryjaiuje CBOjux reHa. lIpoydaBame JIOTHMKE €BOJYTUBHOT JH3ajHA HUXOBUX
peryJaTopHAX MeXaHu3aMa MoOXKe Ja omoryhm OoJee pasyMeBame peryjalmje eKCIpecHje
NPUPOJHUX TCHCKUX MpEXa, Tj. HaYMHa Ha KOJU C€ KOMOMHATOPHO TIpajie TCHETHYKH CHCTEMH
KEJHCHOT TIOHAIIamka. Y OBOj TOKTOPCKOj AUCEPTAIUjU CYy MPEACTABIbEHE MPOIeaype OMOPU3NIKOT
MOJICJIOBaba peryiaiuje YeTHpPU ojJadpaHa PECTPHKIIMOHO-MOIU(UKAIIMOHA CUCTEMa, Kao W
pe3yTaTH aHaIM3e CUMYJIMPAHOT TIOHAIIamka Moiena. [IpeaoxkeHa cy KOHKpeTHa KeJbeHa CBOjCTBa
MOHAIIIaka OBE KJIace CHCTEMa KOja MOTY MPEJICTaBJbaTh MPUHIIMIIC U33jHA BbUXOBE perylaiuje, j.
IUXOBY 3aj€IHUYKY OCHOBY YIPKOC 3ala’k€H0] KOHCTPYKTUBHO] pa3HOBpcHOCTU. Kao kopak nasee y
TpaXKeHhy YHUBEP3AIHUX MPHUHIIMIIA, 33JIaTHX ToTpedama GyHKIUje CHCTEMA, Y OCHOBU Pa3JIMYUTHX
CTpaTervja, MOCTyJUpaHa j€ CIUYHOCT OMINTUX OCOOMHA MeXaHW3aMa perysialuje eKCIpecuje y
pectpukiroHo-moaudukanonoM u CRISPR-Cas cuctemy. Ta cinumunocT je uckopumrheHa 3a
npeasuhame ocoorna noHamama CRISPR-Cas cuctema unjy TuHaMUKY eKCIpecHje iN ViVO jorir yBek
HUje Moryhe eKCIIepruMEeHTATHO OKApaKTEPHCATH.

1.1 PecTpUMKIHOHO-MOIAM(PUKAIMOHU CHCTEMH

Pectpukumono-monupukammonn (P-M) cucremu cBoj HasuB ayryjy mnapy wmelhycoGHO
CYMpOTCTaB/beHHX (DyHKIIMja Koje 00aBbajy y mpokapruotckoj hemuju (Ershova et al., 2015; Rodic et
al., 2018). lbuxoBe OCHOBHE KOMITOHEHTE — PECTPUKIIMOHA CHIOHYKJIea3a U MeTWITpaHdepasa —
cnenuduuno npenosHajy ucte J{HK cexsenne. Axo JIHK cexBeHily mpBa mpemno3Ha pecTpUKIMOHA
eHJIOHYKJIea3a, OHa he CBOjOM eHJOHYKJIEa3HOM aKTHBHOIIINY yBECTH MPEKH/ Y IBOJIAHYAHU MOJIEKYJT
JIHK ynyrap Te cekBeHue. Ako mnak MetwitpaHcdepaza moaudukyje aary JHK cekseniy
J07laBakbeM METWII Ipyla, cekBeHIa he Outu 3amruhena of 1ejcTBa peCTPUKIIMOHE €HI0HYKIIease.

P-M cuctemu cy HIMPOKO pacrpoCcTpameHH KO OakTepHrja, a MPUCYTHH ¢y U Koxa apxea (Ershova et
al., 2015; Makarova et al., 2013; M. O. Nagornykh et al., 2008; A. Pingoud et al., 2014; Roberts et
al., 2005, 2015; Vasu & Nagaraja, 2013). IToaesseru cy Ha Tunose npemMa CTPYKTYpU KOMIIOHEHTH
KOje Cy HOCHOIIM OCHOBHUX €H3WMCKuX aktuBHOcTH cuctema (Ershova et al., 2015; Mruk &
Kobayashi, 2014). V cucremuma Tuna 1 3aceOHO KoaupaHe NPOTEHHCKE CyOjeAMHHUIE 3a
crnienn(pUIHO Mpero3HaBame 1 MOIUPHUKAIH]Y CEKBEeHIIEe GopMHpajy KoMIUTeke Koju Metuinyje JJHK,
JOK aKTUBHOCT PECTPUKIMOHE €HIIOHYKJIea3e 00aBjba KOMIUIEKC KOjU TIOPE] OBE JIBE CAAPXKUA U
cy0jenunuity 3a pectpukunjy. Cnugno, y cuctemuma Tuna Il mpecename JIHK Takohe oGaBiba
KOMIUIEKC KOJU C€ CacTOjU M3 MPOTEHHA 33 PECTPUKIN]Y U MPOTEHHA 32 MOIU(PUKAIN]Y, JOK caM
MPOTEHH 32 MOIM(UKAIIH]Y UMa aKTUBHOCT MeTunTpanchepase. [Ipeamer n3zyuaBama oBe TOKTOPCKE
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TucepTaiuje npeacTaBibajy ogabpanu P-M cucremn Tuna Il y kojuma oBOjeHM NPOTEHHH HOCE
€H3MMCKE aKTHBHOCTH PECTPHKIIMOHE CHJIOHYKIIea3e M MeTWITpaHcdepase, KojuMa Jenyjy Ha
musbHe, nanuaapomcke cekBenne JIHK nyre 4-8 6asuux maposa (Ershova et al., 2015; M. O.
Nagornykh et al., 2008; A. Pingoud et al., 2014; Roberts et al., 2005; Wilson & Murray, 1991).
[Toctoju u Tum IV, y xoju ce yopajajy P-M cuctemu koju ce cacToje 0J1 peCTPUKIIMOHE CHIOHYKIIEa3e
Koja crenuuuHO TMpecena METHIIOBAaHE IUJbHE CEKBEHIIE M BEPOBATHO MMa YIOTY Y H3a3HMBambY
cMptH henuje ca KOHGIMKTHUM oOpaciuMa MeTWialje Koje Hamehy pas3audyuTH, UCTOBPEMEHO
npucytHu P-M cucremu (Mruk & Kobayashi, 2014).

®dynkiuonanne komrnonente P-M cucrema Tuna Il cy konupane MaiuM, KOMITAKTHAM KJIacTepUMa
T'eHa KOjH ce, 3a pa3nuky o Tumosa | u 11, y mpupoau Hajuenrhe Haaze Ha MOTEHITN]AIHO MOOWITHIM
TeHETUYKHM €JIEMEHTHMA, Kao IITO CY IUIa3MHUIM MIHPOKOT criekTpa nomahuna (Furuta & Kobayashi,
2013; Jeltsch & Pingoud, 1996; Karyagina et al., 1997; Kobayashi, 2001, 2004; Makarova et al.,
2011; Mruk & Kobayashi, 2014; C. Price & Bickle, 1986). ITyrem xopu3oHTaiHOT TpaHcdepa reHa
y 0aKTepujcKoj momynanuju, hemmje Mory 3a100uTH (QYHKIIMOHATHOCTH HOBUX P-M cucrtema ako
npuMe oaropapajyhe miazmuze. Y Ckiiajay ca OBaKBUM HAYMHOM pa3HOIICHa, HajBuIle P-M cucrema
je mpoHaheHo y OakTepujama Koje cy mpupoaHO ckioHe ycBajamwy JIHK monekyna u3 crospaimime
cpenune, kao mto cy Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningititis u
Haemophilus influenzae, nox mapa3sutckuM 0akTepHujaMa Koje kuBe yHyTap hemmja nomahuna, xao
mro ¢y Mycoplasma, Buchnera, Treponema u Chlamydia, oHi BepoBaTHO HE JOHOCE CEJICKTUBHY
npeaHocT, Oyayhu na ux one yrnasaom Hemajy (Mruk & Kobayashi, 2014).

Bpojue yiore P-M cucrema (Vasu & Nagaraja, 2013) u HayvHH Ha KOje yCMEpaBajy €BOJIYLH]Y
oaktepujckux nomynamuja (Furuta & Kobayashi, 2012) cBenode 0 lBUXOBOM BEIUKOM OHOJIOIIKOM
3nauajy (Ershova et al., 2015; Vasu & Nagaraja, 2013). CBojum nesioBameM OHH CTBapajy bapujepy
3a mpoTok reHa usMely henujckux JMHMja ca pa3IUUYUTUM EMUTEHETUYKUM, Tj. oOpacuuma
MEeTHIIAlKje TeHOMa, YMMe TIOTIIOMaXy aKkyMyJIallijy pa3iiuka u paszBajame cojeBa (Ershova et al.,
2015; Mruk & Kobayashi, 2014). OOGpacuu MeTmnaiuje, Kojeé MOXE YCIHOCTaBUTH W BHIIE
MeTHATpaHcdepasa Koje Mpunagajy pazimuutuM P-M cucremuma, Memwajy Iiao0aliHy eKCHpecHjy
reHa henwje, mpu uyeMy Cy H3MEHaMa HApPOUYUTO TMOJUIOKHU TE€HH Yy HEMOCPEIHO] OJU3NHU
METHJIOBAHUX IIMJBHUX CEKBEHIM. Pa3nuke y eKCIpecuju reHa MOTY Pe3yNTUPATH U pa3iIiuyUuTUM
henujckum (¢eHoTUIIOBUMA KOJjU NATOreHUM OakTepujamMa MOTy JIOHETH TIOXKEeJbHE OCOOHMHE
BUPYJICHIIN]E, TOKPET/BUBOCTH, IIPOU3BOE MPOTEHHA TOILIOTHOT yaapa u ap. (Casadesus & Low,
2006; Ershova et al., 2015; Mruk & Kobayashi, 2014; Srikhanta et al., 2011). /TonaTtHo, pe3ucTeHIHja
Ha O6akteprodare 3a Kojy cy 3aciykHu P-M cucremu 6akrepujama Jaje IpeAHOCT Y KOJIOHHU3AIM]U
nosux cranuira (Ershova et al., 2015; Korona & Levin, 1993). Onopana 6aktepuje o yHETe CTpaHe
JTHK ce cmatpa ocHOoBHOM ¢yHKIjoM P-M cucrema (Vasu & Nagaraja, 2013). Onu ce Ha3uBajy u
PYAMMEHTapHUM MPOKAPUOTCKUM ,,AMYHCKHM * CHCTEMHMA, 110 aHAJOTHjH Ca UMYHCKAM CHCTEMUMA
BunIehenujcKuX eyKkapuoTa, jep moceayjy MexaHu3Me 3a pasjinkoBame conctBene oa crpane JJHK,
3allITUTY COTICTBEHE, U crienuduyHo yHuiraBame camo crpane JJHK (Ershova et al., 2015). Hauwme,
TJIaBHU NPUHLIMT JlenoBamba P-M cuctema noapasymeBa Ja ce IMJbHE CEKBEHIIEe y TeHOMY JoMahnHa
MOIU(DUKY]y METHJIalMjoM, a Jla PECTPUKLIMOHA €HJIOHYKJIea3a MPEno3Haje M ceue caMo IHJbHE
ceksenile ynete JIHK koje cy Hemonugpukoane (Bogdanova et al., 2008; Gingeras & Brooks, 1983;
Kiss et al., 1985; Kobayashi, 2001; Semenova et al., 2005).

VY npunor umyHcke gpyHkuuje P-M cucrema rosope OpojHa 3amaxama U3 OHOJIOTHjE U €BOJIyLIU]e
OaxTeprodara, Ha Koje OakTepHje MOTy IOCTaTHU PE3UCTEHTHE 3aXBajbyjyhu OBUM cUCTEeMHMa. 3a
HeKonuKo P-M cucrema je eKcriepMMEHTATHO IMOKa3aHo Jia C€ y HHUXOBOM IPHCYCTBY CMamyje
eduracHOCT popMHpama BUPYCHHUX IIIaKa 3a HEKOJIHKO penoBa Bennunne (Bogdanova et al., 2009;
Gingeras & Brooks, 1983; Kiss et al., 1985; M. Nagornykh et al., 2011; Semenova et al., 2005). /la
je mejetBo P-M cucrema ko 6akTepHja H3BPIIKIIO €BOJYIIMOHU MpUTHCaK Ha Oakreprodare (Kriger
& Bickle, 1983; Tock & Dryden, 2005) noka3yjy MexaHH3MH KOje Cy pa3iH4yuTd Oakrepuodaru
pasBuin kako 6u ux uzdernu (Korona & Levin, 1993; Makino et al., 1980; Morozova et al., 2016;
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Takahashi & Marmur, 1963; Tock & Dryden, 2005). Ha npumep, Heku 6akTeprodari y CBOM FeHOMY
caJip)ke TeHe 3a aHTH-pecTpukionu nporend (Makino et al., 1980) wiu 3a eH3uMe KOju 3aIllITUTHO
MoaubHUKYjy ceKkBeHIle y luxoBoM renomy (Takahashi & Marmur, 1963). Heku 6akrepuodaru ce
CIIy’)K€ anTepHATUBHUM 0a3ama, Kao mTo je ypuauH, y cBojoj JJHK kako Ou u30ernu npeno3HaBame
oJ1 cTpaHe pectpukitnone eHponykiease (Takahashi & Marmur, 1963). Muoru 6aktepuodaru y cBoM
TEHOMY HE CajIpKe IUJbHE CEKBEHIIE KOje creuduuHo nperno3najy P-M cuctemu pacnpocTpameHu
y OakTepHjaMa BPCTE WK Coja KOoju HH(HUIUPA]y, jep cy ux BpemenoMm usryomnu (Bickle & Kriger,
1993; Kawamura et al., 1981; Korona et al., 1993; Rocha et al., 2001).

bynyhu na xogupajy ensume koju y henuju umajy yiaore oTpoBa (peCTpUKIIMOHA €HIOHYKJIea3a Koja
MOX€E Ja YHHUIITH TeHOM JaomahWHa) W aHTHOTpoBa (MeTHITpaHc(epaza Koja IITHTH T'€HOM),
OajaHcHpaHa EKCIIpeCcHja OBHMX CH3MMa j¢ YCIIOB 3a INMpeKuBJbaBambe hemuje momahmua (Mruk &
Kobayashi, 2014). IlpeanoxkeHo je aa ce, 30or Tora, P-M cucremu mnoHamiajy Kao ,,ceOMYHHU"
TeHETUYKH EJIEMCHTH MJIM MOYJIH KOjH ,,u3a3uBajy 3aBucHocT (Kobayashi, 2001). KonkpeTHo, ako
hemnja mpuwimkoMm neobe w3ryOw I1iasmMup ca reauma P-M cuctema, Moxke nohm 110 HeHE
nporpamupane cmptu (eHr. postsegregational killing) ycmen mapymasamwa unterputera JTHK
JIejCTBOM TOKCHYHE PECTPHUKIIMOHE EHIOHYKJea3e, Koja MOHEKaJ MMa M AYXKH IOJIY-)KUBOT O]
merunTpancdepase (Asakura & Kobayashi, 2009; Handa & Kobayashi, 1999; Ichige & Kobayashi,
2005; Kulakauskas et al., 1995; Mruk & Kobayashi, 2014; Naito et al., 1995; Ohno et al., 2008).
[IpoMeHne TpaHCKpHUITOMA KOj€ Ce IPUTOM jaBJbajy Cy CIMYHE OHHMMA KOje ce youaBajy y hennjama
TpeTrpaHuM OaktepuoraHuM aHTuonotuimMa (Asakura & Kobayashi, 2009). ITocrcerperatiujcko
yOujame je kapakTepucTudHo camo 3a P-M cucreme Tuna Il koju cy, 3a paznuky ox octanux Tumnosa,
u3pasuto moominau. OBaj edekar, koju henujy unHu 3aBucHOM of reHa P-M cucrema, daBopusyje
BHXOBO 0YyBame kpo3 reneparmje (Mruk & Kobayashi, 2014).

N3 cBera HaBeeHOT jacHO Clieu J1a eKcripecuja mporenna P-M cuctema y henuju mopa 6uTH cTporo
KOHTPOJIMCAaHa, IpU 4eMy je 3a henujy HapouuTo M3a30BaH TPEHYTaK MPBOT cycpera ca HoBuM P-M
CHCTEMOM, Tj. yJacka miasmMuaa koju komupa merose enemente (M. O. Nagornykh et al., 2008).
bpojHa excnepuMeHTanHa 3amaxkama TOBOpE y MPHIOr MPETHOCTaBIM Ja je 3a 0e30eqHo
ycnoctaBibambe P-M cuctema y HoBoj henmnju qomahrHa (a u 3a oncTaHak caMor Iia3Mua) KJby9HO
Kallllbehe I0jaBe PECTPUKIMOHE EHJOHYyKJIeasze y henuju 3a akymysialnujoM MeTUiaTpaHcdepasze
(Handa et al., 2000; Ichige & Kobayashi, 2005; Katna et al., 2010; Morozova et al., 2016; Mruk &
Blumenthal, 2008; M. O. Nagornykh et al., 2008). MehyTum, Kalimerme je TUPEKTHO IEMOHCTPUPAHO
PETUCTPOBAEM JTUHAMUKE CKCIIpecHje mpoTenHa camo jeaHor P-M cucrema Tuma 1, Pvull (Mruk
& Blumenthal, 2008), a moapxano je u mpahemeM TPAHCKPHUIILUOHE aKTUBHOCTH MPOMOTOpA M
akTuBHOCTH eH3uMa P-M cucrema Tuma I, hsdK (Prakash-Cheng et al., 1993; Prakash-Cheng & Ryu,
1993). ORro kammeme Tpeba ja 00e30enu JOBOJBHO BpeMeHa Ja MeTHITpaHchepa3a MoaupuKyje
[IUJBHE CEKBEHIIE Y TeHOMY JoMahnHa ¥ Ha Taj HAaYWH UX 3alITHTH O] ceYerha. EKCIIepruMeHTaITHO je
MO0Ka3aHo JIa ce MPH HEI0BOJbHO] EKCIIPECHjU MEeTUATpaHdepase, y reHoMy Oaktepuje nmoBehasa Opoj
HEMOJM(PHKOBAHUX ITMJBHUX CEKBEHIIM KOj€ BPEMEHOM ITOCTajy MeTa PECTPUKIMOHE CHIOHYKIIea3e
u hemmja ymupe (Ichige & Kobayashi, 2005). IIpema Tome, mo ymacky miasmuaa y hemujy
MeTHITpaHcdepasa Tpeda 1a ce CUHTETHUIIE Y PelaTUBHO BEIMKO] KOMMYMHUA. MelyTum, ouekyje ce
Jla KacHHje TOKOM BpeMeHa WeHa KoJIMuuHa y henuju omaaHe, kKako Ou ce cMammia MoryhHoct
samtutHe Moaudukanuje crpane JJHK. [Tokazanu mpumepn Koju O0BaKBO OUEKHBAHE TIOJIPKABA]Y CE
onHoce Ha Oaktepuodare unja je JJHK moandukoBana on ctpane MetuntpaHcdepase 6akTepujcke
henuje, n umje najbe reHepanuje jenHako edukacHo mHUIMpajy hemuje ca u 6e3 P-M cucrema
(Bogdanova et al., 2009; Enikeeva et al., 2010; Gingeras & Brooks, 1983; Kiss et al., 1985; Klimuk
et al., 2018; Morozova et al., 2016; M. Nagornykh et al., 2011; Semenova et al., 2005).

ITopen camux rena P-M cucrema, Ha TIa3MuAy ce Hajla3d M KOMIUIETHA T'€HETHYKa MHpOpMalja
HEOIXO/IHA 3a PETYyJIAlN]y BUX0BE eKcIpecHje y henmuju qomahrHa, MTO CUCTEM YMHU HE3aBUCHUM
O] TPaHCKPHUIIIMOHUX (akTopa nomahuHa 1 BUxoBor TpenyTHor HuBoa y henuju (M. O. Nagornykh
et al., 2008). C 003upoM Ha peraTHBHO jeJHOCTaBaH MEXaHH3aM JejoBama P-M cucrema, aenyje
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n3HeHalyyjyhe otkpwhe ma ce oHu y mpupoau Mory Hahw ca pa3sHOBPCHHM peryjJaTOPHUM
eJIEMEHTHMA, KOMIIOHEHTaMa M CBOJCTBMMa KoOja KOMOMHATOPHO Tpajae pa3M4yuTe MEXaHU3Me
perynamuje ekcrnpecuje rena (M. O. Nagornykh et al., 2008; A. Pingoud et al., 2014; Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Ha npumep, Ha HUBOY OpraHM3alllje IeHa 3a PECTPUKIIUOHY
CHJIOHYKJIeasy M MeTwiTpanchepasy Ha IUla3Muay, MOTy ce pasinukoBatu P-M cucremm ca
KOHBEPIreHTHOM, TMBEPIEHTHOM M JIMHEapHOM apxurektypom (Bogdanova et al., 2008; Karyagina et
al., 1997; Morozova et al., 2016; M. O. Nagornykh et al., 2008; Semenova et al., 2005; Sohail et al.,
1995; Sorokin et al., 2009; Tao et al., 1991; Zakharova et al., 2004). ¥ KOHBEpreHTHOj apXUTEKTYPH,
MIPOMOTOPH OBHUX I'€Ha Cy YCMEPEHH jeIaH MpeMa JAPYroM, a y TMBEPreHTHO] CYIPOTHO U ACTUMHYHO
Cy NpeKJombeHH. YecTH Cy M CHUCTEeMM ca JIMHEapHOM apXUTEKTypOM, y KOjuMa Cy TEHHU 3a
PECTPHUKIIOHY SHIOHYKJIea3sy U MeTwiTpancdepasy CI0KEHHU jedaH 3a JPYruM, a MOTY YHHUTH H
ornepoH (Mruk & Kobayashi, 2014; M. O. Nagornykh et al., 2008).

Benuka rpyna P-M cucrema caapiku 1oJaTHH reH 3a T3B. KOHTpoaHH (C) MPOTEHH KOjU UMa YJIory
TPAHCKPHUIIIMOHOT (haKTOpa y peryianuju eKCrpecuje jeJHOT Wi 00a TeHa KOjU KOAHMpajy CH3UMe
(Anton et al., 1997; Ball et al., 2012; Bogdanova et al., 2008; Cesnaviciene et al., 2003; Ives et al.,
1992; Knowle et al., 2005; Lubys et al., 1999; McGeehan et al., 2006; M. O. Nagornykh et al., 2008;
Rezulak et al., 2016; Semenova et al., 2005; Sohail et al., 1995; Sorokin et al., 2009; Tao et al., 1991,
1991). C npoTeuHu Cy €BOJYTHBHO CPOJHH perpecopuma A-Oakrepuodara Koju Cy KOMIIOHEHTE
TeHETUYKOT MPEeKKIaua KOju OBE BUpYyce MPEBOM Y JIn30reHo crame (Ptashne, 2005; Sawaya et al.,
2005; Stayrook et al., 2008). Kpucranue crpykrype C nporenna u3 nojeauaux P-M cucrema Tumna
Il mokasyjy na onu dhopmupajy xomoaumepe, 10k cy C MoHoMepH CTpyKTypHO BeoMa cinyau JJHK-
Be3yjyhem momeny pernpecopa A-6akrepuodara (McGeehan et al., 2005; Sawaya et al., 2005). JJTHK
ceKkBeHIIa 3a Kojy ce C mpoTeuH Besyje y ¢hopMu AMMeEpa je aHalorHa oneparopy A-6akrepuodara
(M. O. Nagornykh et al., 2008). JIsa mecTa 3a KoolnepaTHBHO Be3uBame qBa C qumepa ynHe T3B. C-
box (Bart et al., 1999; Bogdanova et al., 2008, 2009; Mruk et al., 2007; Sorokin et al., 2010). I'ex 3a
C npoTerH TUIMYHO YMHHU ONEPOH ca M€HOM 3a PEeCTPUKIIMOHY eHaoHykieasy (Anton et al., 1997;
Bogdanova et al., 2008; Cesnaviciene et al., 2003; Kita et al., 2002; Rimseliene et al., 1995; Semenova
et al., 2005; Vijesurier et al., 2000), a C-box ce 06uuyHO HasIa3u y3BOHO OJ1 TPOMOTOpa OIEpOHa ca
KOjUM je IEJIMMUYHO MPEKJIOTJbEH, Majia ce MOTy Hahu u pasHe apyre koHpurypamuje cekpenu. C
npoTerHH J10Boje 0 caBujama JIHK Monekyna y pernony 3a Koju Cy Be3aHU H, Y 3aBUCHOCTU O]I
KOH(Hrypalmje HBUXOBUX MECTa 32 BE3MBAaHE, MOT'Y YTHINABATH TPAHCKPUIIIM]Y T'eHa, WIH je
aKTHBUPATH HHTEepakimjoM ca o cyojemunuiniom PHK momumepase (Mruk & Kobayashi, 2014; M. O.
Nagornykh et al., 2008; Sorokin et al., 2010).

Mely enementuma perynauuje P-M cucrema ce yodaBajy HEKM KOJU MOTY JOTIPUHETH KallhECHY
eKCIIPECHje PECTPUKIIMOHE SHIOHYKIIease y henuju u modeTHoj akymynanuju metuntpanchepase (M.
O. Nagornykh et al., 2008). I1pBo, kalimeme ce TeHepHIle Ha HUBOY 0a3aiHe TPaHCKPUIIIHje TeHa,
Kaja y henuju jour Hema HUjeAHOT NpoykTa reHa P-M cucrema, Oyayhu Ja je oH TeK yIao y iy Ha
mnasmuay. IIpomoTop reHa 3a MerunTpandepasdy je OOMYHO jaudm OJf TMPOMOTOpAa TeHa 3a
PECTPUKIIMOHY €HJIOHYKJIea3sy IITO omoryhaBa WHTEH3MBHY IOYETHY TPAaHCKPHIILM]y Te€Ha 3a
metunTpancdepasy (Bogdanova et al., 2008, 2009; Vijesurier et al., 2000). V ciydajy TuBEpreHTHHX,
npekiormbenux npomotopa, PHK nmonumepasa koja ce ca Behum aguHUTETOM BE3yje 3a MPOMOTOP
reHa 3a MmertwiTpaHcdepasy crepHo omera BesuBame PHK mommmepase 3a mpomorop reHa 3a
pectpukirony eHnonykieasy (Karyagina et al., 1997; Zakharova et al., 2004). Tpauckpuniuja ca
cabor MpoMOTOpa 3a PECTPUKIMOHY CHIIOHYKJIea3y Ce aKTHBHpPA TE€K HAKOH JTOCTHU3ama MPaKHOT
HuBOa MeTuiTpancdepase (Beletskaya et al., 2000; Christensen & Josephsen, 2004; Protsenko et al.,
2009; Som & Friedman, 1997; Zakharova et al., 2004) wiu C nporerHa KOju ¥Ma yJI0r'y akTHBaToOpa

Kajia ce ’bUXOBU I'CHHU Halla3e y OTIepOHY M IPENHCYjy ca 3ajeHuIKor npomortopa (Bogdanova et al.,
2008, 2009).

Jlpyro, CcHUHTE3a pECTPUKIMOHE CHJIOHYKJIea3e MOKE€ OWTH TMOCPEeIHO JIOJAaTHO OJUIOKEHA
ycropaBambeM CHHTe3e akTuBaTtopckor C nmpoTrenHa Ha HUBOY TpaHCIAallHje, OJCYCTBOM jaKOT MecTa
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3a BesuBame pudoszoma (Moll et al., 2002). bena cunTe3a ce MOXKE U AUPEKTHO OJIOKUTH HA HUBOY
TpaHCIallKje CAaKpPUBAkbEM MeCTa 3a Be3uBame pubo3oma PHK ykoCHHUIIOM U cripe3ameM TpaHCaluje
ICHOT IIUCTPOHA ca TpaHCIaujoM y3BoaHor muctpona 3a C nmporenn (Cesnaviciene et al., 2003). Ha
Taj HauMH ce o0e30elyje ma TpaHcianMja HU3BOAHOT LUCTPOHA 32 PECTPUKIIMOHY CHAOHYKIICa3y
MOXe€ J1a TIOYHE TeK KaJ ce 3aBPIIK TPaHCNaIKja y3BOJHOT HUCTpoHa 3a C mpoTerH. Y JTHHEApHUM
P-M cucremuma cy 4ecto MpUCYTHH NMPOMOTOPHU ca KOjux ce mpenucyje antucenc nanan JHK y
pErHOHY OnepoHa KoaupaHor ceHe ganieM. AutrceHc PHK ce BepoBaTHO KOMITIIEMEHTApHO criapyje
ca ounucrponckom uHpopmanmonom PHK, HacTanom TpaHCKpHIIIIMjOM CEHC JIaHIa, YuMe yOp3aBa
IBCHY Jerpanaiujy u onemoryhasa tpancnamujy (Mruk et al., 2011; Mruk & Kobayashi, 2014; M.
Nagornykh et al., 2011).

Tpehe, 3a pasnuky onx merunrpancdepasze, pecTpukIMOHE eHmoHykineaze Tuma |l cy oOuuHO
€H3UMCKH aKTHBHE Y (OpMHU XOMOAMMEpA, T1a e MojaBa akTUBHE (opMe y henuju ouraxe 3a Bpeme
notpebHo 3a JocTu3ame oxapehene mpaxHe koHieHTpanuje nporenna (Ershova et al., 2015; A.
Pingoud et al., 2005; Wilson, 1991). V uekum cuctemuma, C MpOTEHH OJUIMKYje PEIATHBHO HU3AK
abuHUTET 3a AUMEpH3alyjy, MTO Takohe JONMpHHOCH Kallkbewmy Oyayhu ma oH akTuBHpa
TpaHcKpunuujy y popmu aumepa (Bogdanova et al., 2008).

OnnarambeM CHHTE3€ DPECTPHUKIIMOHE CHJOHYyKIIeaze ce o00e30ehyje Bpeme TOKOM KOjer HHBO
MetunTpancdepase y henuju Mmoxe 1a pacre. Mehytum, HapouHuTO y KaCHHjeM IIEpUOTY, Taj HUBO HE
O0u cMeo J1a mocTaHe MPEeBHUCOK jep ce TuMme noBehaBa moryhHoct monudukanuje crpane JJHK. ¥V
HEKUM CJIy4ajeBUMa, Kao IITO jeé Yy JUBEPreHTHO] AapXHUTEKTypH CHUCTEMa, eKCIIpecHja
MeThITpaHcdepase U JUPEKTHO CIpeyuaBa eKCIPECHjy peCTpHKIMOHe eHaoHykiease (Karyagina et
al., 1997; Zakharova et al., 2004). 360r Tora ce y P-M cucremrma yodaBajy U peryjiaTopHa CBOjCTBa
KOjUMa ce cMamYyje eKcrpecHja MeTmiitpancdepase. Ha mpumep, yHyTap mpoMOoTOpa BEHOT reHa ce
MOXE€ HaJa3uTH IWJbHA CEKBEHIIA KOJy MeTWITpaHcdepasa mpernos3Haje W moaudukyje. VY
METHJIOBaHO] OpMH, MPOMOTOP MOCTaje yTuliad. Ha oBaj HAauMH clUCTeM MMa CIIOCOOHOCT J1a 0CEeTH
U pearyje Ha crame Metwnanuje y hemuju (Beletskaya et al., 2000; Bogdanova et al., 2008;
Christensen & Josephsen, 2004; Kita et al., 1989; Lubys & Janulaitis, 1995; Zakharova et al., 2004).
Metuntpancdepaze nekux P-M cucrema nmajy nonatau JIHK-Be3yjyhu nomen u mory na aenyjy
Ka0 pernpecopy TPAHCKPHUIILKje CONCTBEHOI I'eHa Be3yjyhu ce 3a oneparop y pernoHy npoMoTopa,
HE3aBUCHO 0]1 cBoje eH3umcke dynkiuje (Butler & Fitzgerald, 2001; Karyagina et al., 1997; Som &
Friedman, 1994, 1997). C nporeun Takol)e MOXe UMaTH yJIOTY pernpecopa TPaHCKPHIIIHje TeHa 3a
metunrpancdepasy (Bogdanova et al., 2009). Meruntpancdepaze TunuuHo umajy kpahu mosy-
KUBOT OJ] PECTPUKLIMOHMX EHJOHYKJIea3a, Ma W Ta OCOOMHA JOMPHHOCH CMambemhy HHXOBE
KOHIIEHTpanyje y henuju y KacHU]jeM Mepuoy, Kajia UM je eKCIpecrja yTUIaHa.

1.2 Peryaanuja ekcnpecuje onadépanux P-M cucrema Tuna |1

VY 0BOj TOKTOPCKOj TUCEpPTAlMjU je MOJETIOBaHa U aHAIM3MpaHa peryniaiyja ekcupecuje yetupu P-
M cucrema (Cnuka 1) Koje OUIMKYjy Pa3IUUUTH PETyJaTOPHH MEXAHU3MH U YIOTPEOJHEHU
€JIEMEHTH, OJTHOCHO cTpaTervje 0e30eaHor U e(hUKACHOT YCIOCTaBJhamha CUCTEMA y OaKTEepHjCKO]
hemmju.



Ahdl

Esp1396l

EcoRV

Kpn2l

Ciuka 1. Opranmsanumja rea P-M cuctema (A) Ahdl, (B) Esp1369l, (C) EcoRV u (D) Kpn2l ua
wiasmuauMa. ['enu koju koaupajy C npotend (C), peCTPUKIIMOHY eHaoHyKIeasy (F) u MmeTwiTpanchepasy
(M) cy mpukasaHU MIMPOKHUM CTpeNHIiaMa, JIO0K MPaBOYraOHHUIM O3HAUCHH ca P o3HauaBajy MmO3uIdje
onrosapajyhiux mpomoTopa. TaHke cTpenuile yka3yjy Ha cMep TPaHCKDHIIMjEe ca JaTHX MPOMOTOpA.
IpaBoyraouwuiu o3Hauenu ca DBS, PBS, MBS u C-box o3HauaBajy mecta 3a Be3uBame C nporenHa, Kao
IITO je 00jalIibeHO Y TIIABHOM TEKCTY. 3BE3IHIIAa CHMOOIIN3Y]je IPUCYCTBO IIMJbHE CEKBEHIIE Y pernony P.M
Kojy metuntpancdepasza moauduxyje. Crnuka moaupukosana u3 (Rodic et al., 2018).

1.2.1 Perynanuja ekcnpecuje P-M cucrema Ahdl

Ha ocHOBy pacrnopena 1 opujeHTaIHje eKCIePUMEHTAIHO MaTUPaHUuX TeHa U lbUXOBUX TIPOMOTOPA,
Ahdl ce cepcraBa y P-M cucreme ca konBeprenTHoM apxutekrypoM (Cnuka 1A) (Bogdanova et al.,
2008). Onepon koju campxu reHe 3a C MPOTEHH U PECTPUKIIMOHY SHIOHYKIIEa3y ce Mperucyje ca
mpoMoTopa Koju je oBnme o3HaueH ca P.CR, mok ce reH 3a mermnrtpaHcgepasy mpenucyje ca
npomotopa P.M. IIpoMoTopu cy pa3iBojeHH TeHUMa CUCTEMa M YCMEPEHH Cy jelaH MpeMa IpyroM.

ITokasano je ma ce C mporeud 3a JIHK Besyje y bopmu aumepa, a He MmoHomepa (Streeter et al., 2004).
VY peruony P.CR, unentuduxonane cy JJHK cekBenue nBa Be3uBHa MecTa 3a qumepe C nporenHa,
13B. C-box (Bogdanova et al., 2008; McGeehan et al., 2006), xoja cy oBzae Ha3BaHa auctanHo (DBS,
on ewr. distal binding site) u mpoxcumanto Be3uBHO Mecto (PBS, ox enr. proximal binding site), mpu
yemy ce PBS mpekiana ca -35 enementom npomotopa P.CR. Kana je ¢pparment JJHK koju canpxu
C-box nmomemran ca C mpoTeMHHMa MPUCYTHHM Yy Pa3IMYATHM KOHIICHTpAIlMjaMa, pa3/iBajameM
(dhopMHUpaHUX KOMIUIEKCa eleKTpodope3oM Ha Tely Cy y CBUM ciydajeBUMa jJo0OujeHe (o0e wim
jenna) cienehe Tpake: Tpaka koja oaronapa cio6oanoj JJHK, u Tpaka xoja oarorapa MOOUIHOCTH
tetpamepa C mporenna Besanor 3a JIHK (Bogdanova et al., 2008). bynyhu nga Hu npu u3y3eTHO
HUCKHUM KOHIIeHTpaiijama C mpoTerHa HUje youeHa Tpaka Koja 0JroBapa KOMIUIEKCY y KOME je camo
jeman C mumep Ha JIHK, 3aksbyueno je ma ce asa C ammepa Besyjy 3a C bOX ca Beoma BHCOKOM
koorneparuBHomhy (McGeehan et al., 2006; Streeter et al., 2004). Kako DBS uma mHoro Behu
apuauTeT 3a BesuBame C mportenna oa PBS (Bogdanova et al., 2008; McGeehan et al., 2006), koje
je mpesuie cnabo na 6u ce C auMep 3a mera He3aBUCHO Be3ao, C AMMep ce caMOCTaIHO Be3yje 3a
DBS, na O0u 3atuM KOONEpaTHBHOM HWHTEpakimjoM omoryhno Beoma Op30 Be3uBame japyror C
mumepa 3a PBS. IlputoMm, mokazano je na C terpamep Besan 3a JIHK yrtumasa Tpanckpuniiujy
COTICTBEHOT W T'e€Ha 3a PECTPUKIMOHY eHIoHyKieasy. OBO 3amakame je yKa3allo Ha TOoTpedy 3a
aKTHBaIMjoM TpaHcKkpunuuje ca npomoropa P.CR, jep Ou y cynpoTHOM MO ynacky cucremMa Ha
miasmMuay y hemwjy Huckom OaszanHoM aktuBHOmhy P.CR Owmma Op3o jocturHyTa mpaxHa
KoHIeHTpanyja C MpoTerHa Ipu K0joj Ou ce pernpecopcku KOMITIEKC (POPMUPAO U CIIPEUNO CHHTE3Y
JI0BOJbHE KOJIMYMHE PEeCTPUKIINOHE eHIoHyKIea3e (Bogdanova et al., 2008; McGeehan et al., 2006).
[TpernocraBseeno je na C qumep Besan 3a DBS, ocum npyror C numepa, na JIHK moxe na perpyryje
n PHK mommMepasy m Ha Taj HQUMH aKTHBHpPA TPAHCKPUIIIH]Y. Y TPHIOT OBOj IPETIIOCTABIIH,
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HUJIEHTU(DUKOBAHU Cy aMUHOKHCETWHCKH octann C TpOoTeHHa KOJjU MOTY Y4YECTBOBATH Y OBUM
untepakuujama (Bogdanova et al., 2008).

Hama wucTtpakuBauka Trpyna je paHHje IIOCTaBWIa TEPMOJMHAMHYKHA MOJIEN peryJaimje
TpaHckpunuuje ca npomoropa P.CR y P-M cucremy Ahdl (Bogdanova et al., 2008). PaBHoTexxHa
TPAaHCKPHUIIIIMOHA aKTUBHOCT MPOMOTOPA j€ SKCIIEPUMEHTAIHO M3MepeHa iN VItro mpu pas3induTum
koHueHrpauujama C nporeuna y: 1) uzBopnom, wild type (wt) cucremy, kao u y cucremMuma ca
YBEJIEHUM MyTallijama Koje cMamyjy apunuter 2) DBS, 3) PBS, unu 4) 06a mecra 3a BesuBame C
npotenna (Bogdanova et al., 2008). ¥V cBa uetupu ciydaja je qobujeH 106ap Gput Kkpuse npeasuleHe
MOJICJIOM Ha EKCTIIEPUMEHTAIIHE MTO/IaTKe, IPU PEJIATHBHUM BpPEJIHOCTHMA MapameTapa Koje cy Ouiie
OUYEKHMBAaHE HA OCHOBY MPETIOCTABKH O peryiamnuju cuctema. Kako je 3a peakuujy qumepusanuje C
nportenHa y cuctemy AhdI oapehena Bucoka BpeIHOCT paBHOTEKHE KOHCTaHTe aucordjammje (2.5
mM) (Streeter et al., 2004), npu ko0joj cy C mpOTEHHHU y PacTBOPY MPETESIKHO y HOPMH MOHOMEpa,
KOHCTPYUCAH je W aJITePHATUBHH MOJIENI KOjU IMOJPa3yMeBa HUXOBY MPETEIKHO JTUMEPHY (OpMY.
3HayajHO yMmMameHa MOh OBOT aJITEpPHATHBHOI MOJENa Ja PENpoAayKyje H3MEepeHy 3aBUCHOCT
akTuBHOCTH P.CR ox HuBoa C mpoTenHa je ykaszaia Ha He3aHeMapJbUB yTULa] HUCKOT apuHuTeTa C
npoTeMHa 3a auMepu3anmjy Ha oaroBop cucrema Ahdl. Tume je Ttakohe mnoapxkan wuz6op
MPETIIOCTaBKH O PErylaliju cuctemMa Koje cy yrpahene y rmaBau mozen. byayhu na on BeponocTojHO
omnucyje perynamujy Tpanckpumnnuje ca P.CR y cucremy Ahdl, y 0BOj TOKTOpPCKO] AMcepTaInju je
ajanTHpaH 3a u3Boheme ananusa ox uarepeca (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

Joi jeqHO perynaTtopHo cBOjcTBO Kapaktepuctuuno 3a P-M cuctem Ahdl je oacyctso ,,Boamuke’
cekBernne, 5’-UTR (enr. UnTranslated Region), ca Ttpanckpumrta omepona (enr. leaderless
transcript), rako na nomuiucrponcka PHK qupekTHO mouumbe MpBUM KOJOHOM IMCTPOHA KOjH
komupa C TpOTEMH W Taj LUCTPOH HEMa Y3BOJHO MECTO 3a Be3uBame pubozoma. OBakBH
TpaHckpuntu cy y E. coli MmHOrO pehu o1 kKaHOHCKUX U, MaJia HEKH TO/aIy yKa3yjy Ha To aa ce S70
cybjenuHuIa pubo30Ma MOXKE BE3aTH 3a HUX HE3aBUCHO M 0] MHMLMjaTopcke TpaHcnopTHe PHK,
IUXO0Ba TpaHcialnyja je mame epukacHa (Laursen et al., 2005; O’Donnell & Janssen, 2001). ITpema
TOME, O4YeKyje ce Ja je TpaHchamuja nuctpoHa 3a C mpoTeMH Mame epukacHa of TpaHcialuje
[IUCTPOHA 32 PECTPUKIIMOHY €HIOHYKJIea3y U MeTHiITpanchepasy.

[luspHa cekBeHIa KOjy mperno3Hajy eHsumu cuctema Ahdl je maentudukoBana y mpeaeny -10
eneMenTa npomoropa P.M (Cauka 1A). Meruntpancdepasa Moxke 1a peryiuile eKCIpecujy cBor
reHa HEraTUBHOM IOBPATHOM CIIPETOM, Tj. MOXKE Jla METHIIyje JaTy CEKBEHIy YMME Ce yTHIIaBa
npomotop P.M (Bogdanova et al., 2008). Oa u octaine 10ocTyHe eKCliepUMEHTATHEe HHPOPMAIH]je
0 cHCTeMy Cy HMCKopHIIheHe 3a KOHCTpYHCam€ jE€IHOCTAaBHOI JUHAMMYKOT MOJENa eKCIpecHje
TPAHCKpHUIIaTa ¥ MPOTEHHA CHUCTEMa, KOjU j€ Takohe aganTHpaH y OBOj JOKTOPCKO] TUCEPTAIIHjU.
Cumynammjom Mojena je npeasulena cnocoonoct cucrema Ahdl 1a ocTBapu kammeme ekcrnpecuje
PECTPUKIIMOHE €HJOHYKJIea3e 3a eKCIpecujoM MeTmiTpanchepase y Oakrepujckoj hemmuju
(Bogdanova et al., 2008).

1.2.2 Perynanmja ekcnpecuje P-M cucrema Esp13961

P-M cuctem Esp13961 je moumpan Ha mia3muanma coja RFL1396 Enterobacter sp. (Cesnaviciene et
al., 2003). Kao u cucrem Ahdl, omukyje ce koHBepreHTHOM apxutekTypoM (Ciuka 1B), kao u uctum
oOpacuem Be3nBamwa C nporernHa 3a C-b0OX kojum ce perynuiie TpaHCKpHIIIKja ONlepoHa ca TeHHMa
3a C MpOTeWH U PECTPUKIIMOHY €HAOHYKJIEa3y. Y OBOM CHCTEMY j€ M3MEPEHA HEITO HIKA jaurHa
koorneparuBHe uHTepaknuje aBa C qumepa Ha JIHK wero y cucremy Ahdl (Bogdanova et al., 2009).
[TocebHa kapakTepuCTHKa OBOT CHCTeMa je MpucycTBo Tpeher mecra 3a BesuBame C mpoTenHa y
peruony mpomoropa P.M. BesuBawmem C numepa 3a oBo MecTto ce crpeuyaBa Be3uBame PHK
MoJInMepase 3a MPOMOTOP, Tj. HETaTUBHO CE€ PETYJIHILIE TPAHCKPUIILIMja TeHa 3a MEeTUITpaHcepasy
(Bogdanova et al., 2009; Cesnaviciene et al., 2003). [To3nato je u xa mpomotop P.M y oBom crctemy
nMa M agpuHUTET 3a Be3uBame PHK monumepase nero P.CR. ¥V morneny BesuBama C numMepa 3a
JHK, MBS je mecro ca Hajsehum adunuteTom, 3atum cieaun DBS, nok je PBS Hajcnabuje mecto
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(Bogdanova et al., 2009). Jomr jemHo perymaTOpHO CBOJCTBO OmMHcCaHO Ha cuctemy Espl3961 je
ciperuyroct Ttpancnaiuje (enr. coupled translation) muctpona 3a C mpoTeMH W LUCTPOHA 3a
PECTPUKIIMOHY CHIOHYKJIea3y Ha MOJHIUCTpoHCKO] uHpopmarnmonoj PHK. Hawmme, mecto 3a
BE3UBamke prO030Ma HU3BOJHOT IUCTPOHA 33 PECTPUKIMOHY CHIOHYKJICa3y jé CAaKpUBEHO YHYTap
ykocHuie kojy ¢opmupa PHK. OBo Mecto mocraje HOCTYIMHO 3a Be3uBame prbOO30Ma Kaga ce
YKOCHHMIIA PACKJIONH, a 32 TO je MoTpeOHa akTHBHA (M KOMIUIETHA) TPaHCIANKja Y3BOAHOT IIUCTPOHA
3a C npoTeunH.

1.2.3 Perynanmja excnpecuje P-M cucrema ECORV

P-M cucrem ECORV uma muBeprentHy apxurekrypy (Camka 1C). HberoBu mpomoropu, Koju ce
HaJla3e y MHTEPTEHCKOM PETHMOHY, Ka0 M MecTa 3a BesuBame C MpoTenHa Cy eKCIIePUMEHTAITHO
manupanu (Semenova et al., 2005). IIpomotop P.M, ca kojer ce BpId TPaHCKpPHIIIMja ICHA 3a
Metmitpancdepasy, u npomorop P.CR, ca xojer ce npenwcyje onepoH y unjemM cy cactaBy renu 3a C
MPOTEHH M PECTPHUKIIMOHY CHIOHYKIIeasy, Cy Mel)ycoOHO MPEeKIIONbeH! U OKPEHYTH Y CYPOTHUM
CMepoBUMa. 3a pa3IuKy O TPAHCKPHIIIIH]jE OTIEPOHA M TPAHCKPHUIIIIH]jE TeHA 32 METHIITpaHchepasy y
KOHBEPI'CHTHUM CHCTEMHMa, KOje Cy PEJIAaTUBHO HE3aBUCHE jeJ[Ha OJ JPYyre, OBAC CY OHE CHAXKHO
mehycobno cnpernyre (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). BesuBawe PHK nonumepase 3a
P.M u 3a P.CR ce mel)ycoObHO uCKIbyUyjy, IIpH 4eMy ce y pexxuMy 6azanne Tpanckpumuuje PHK
noimMepasza npedepeHTHo Besyje 3a jaum, P.M mpomorop wmcroBpemeno yrumiaBajyhu P.CR
(Semenova et al., 2005). Kommiaeran C-box ce nanmasu y3soaHo ox P.CR ca kojuMm je IeTuMHYHO
npeksombeH. C mportenH cuctema ECORV mma penatuBHO BHCOK aduHUTET 32 (opmupame
xomoaumepa (Zheleznaya et al., 2003). ITpu HuckuM KoHIeHTparjamMa C IpOTeHHa, AUMEP BE3aH 3a
DBS axTtuBupa tpanckpunuujy ca P.CR, 1ok je nmpu Bucokum KoHueHTpanujama C auMep Be3aH 3a
PBS unxubupa. Mehytum, 3a paziauky o NPEeTXOJHO ONMCAHUX CHUCTEMa, Y OBOM cucteMy ce C
numMepu Be3yjy 3a JIHK y motnyHOM ozicycTBY KoomnepatuBHocTH (Semenova et al., 2005). BesuBame
C nporeuna 3a JIHK nHmupexTHO MOaynuie akTUBHOCT mpoMoTopa P.M, IupekTHUM yTHIajeM Ha
aktuBHOCT P.CR koju je ca mum npeknomsber (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

1.2.4 Perynanmja ekcipecuje P-M cucrema Kpn2l

Jlokanuje mpomoTtopa u Be3uBHUX MecTa 3a C nporenH y P-M cuctemy Kpn2l cy npBu myT nperuzHo
Marupany capaanuny Hame uctpaxkupadke rpyme (Klimuk et al., 2018). 'enetnuka opranuzarmja
OBOTI' cucTeMa ce Moke Ha3BaT arunuuHoM (Crmka 1D): reH 3a pecTpUKIIMOHY €HAOHYKIIea3y ce
npenucyje ca cinador, KOHCTHTYTHBHO AaKTHBHOT IPOMOTOpPA, JOK Cy TPOMOTOPH TeHa 3a
MeTuiTpaHcepasy u reHa 3a C mporenH Mel)ycoOHO JeNMMHUYHO MNPEKIONJbEHH, CYIPOTHO
ycMepeHH, 'y komnetuluju 3a BesuBame PHK nommumepase (Klimuk et al., 2018; Lubys et al., 1999).
JIBa Mecta 3a Be3uBame C qumepa koja unHe C-bOX cy mo3uiimoHrpana ynyrap reHa 3a C npoTeuH,
a TpPUTOM ce JeNTUMHYHO Tpekianajy ca jakuMm npomotopoM P.M. Kunernka ¢opmupama
koH(purypanuje terpamepa C nporenna Ha JIHK Huje neraspHO M3ydeHa, ajlM je MOKa3aHO Jia J1Ba
Be3aHa auMepa C nporenHa omertajy BesuBambe PHK monmumepase 3a P.M, 1j. nenyjy kao penpecopu
TpaHCKpuIIHje reHa 3a metunrpancdepasy (Klimuk et al., 2018). [lonatHo, oBo je npeu P-M cucrem
32 KOjU je TMOKa3aHO JIeNOBalke peryianyje TPaHCKPHIUje TeHa W Ha HHUBOY CJIOHTallWje
TPaHCKpHUIIIIHje, TOpe/ OUeKUBaHE perysaiyje Ha HuBoy nnunujauje tpanckpunnuje (Klimuk et al.,
2018). KonkpeTHo, excriepuMeHTalHoO je nokazaHo na C nporennu Ha JIHK ,,01m0kupajy myt* PHK
nojuMepasu Koja mpenucyje ren 3a C mporewn (enr. roadblock effect). Mehyrum, mporemena
eduKacHOCT OBe OJIOKaIe je peaTuBHO HUCKa — oko nmojoBuHe PHK nmomumepasa ycre ga mpohe kpo3
Osokany, a na e aucocyje ca JJHK, u na noBpimm enonramnujy tpanckpunta. OBUM je yCIIOCTaB/bEHA
IeTMMUYHA HeraTHBHA ayToperynanuja ekcrpecuje C mporenHa. Mecra 3a Be3uBamwe C mpoTenHa
YHYTap HBETOBOT T'eHa OM MOTJIa OMTH IIMPOKO paclpoCTpamkeHa peryiaTopHa Kapakrepuctaka P-M
cucrema, cyaehu nmo 6monndopmarnukum npensuhamuma (Klimuk et al., 2018).



1.3 Cucremu CRISPR-Cas

CRISPR-Cas cy, y mopehemy ca pecTpUKIMOHO-MOIU(PHUKAIIMOHUM, HANpeIHHja BpCTa
MPOKAPUOTCKUX CUCTEMA ca UMYHCKOM, Tj. pyHkuujom onodpane henuje on crpane JJHK (Barrangou
et al., 2007; Brouns et al., 2008; Goldberg & Marraffini, 2015; Hille & Charpentier, 2016; Makarova
etal., 2006; F. J. Mojica et al., 2000). OBu cucTemu Cy y CTamYy J1a CIICIU(PUUHO MPEMO3HA]Y U YKIOHE
JIHK kojom je henmja Ouna wHbUIMpaHa y TMPOMIJIOCTH M YHJU Cy J€O0 CEKBEHIIC Y30PKOBAIH H
cauyBaii, 00e30ehyjyhu myropounn mmyHuter Oaktepuje Ha wy (Barrangou et al., 2007; Hille &
Charpentier, 2016). OcuoBHe KOMIIOHEHTE crcTeMa npeacTaBibajy CRISPR Hu3 1 kiactep Cas rena
KOju ce Hanaze y reHomy 6akrepuje. CRISPR HM3 je noKyc KOju caap ki HU3 UCTOBETHUX TUPEKTHUX
nmoHoBaka nyrux ~30 Om koje pasaBajajy T3B. crejcepu (€HT. SPacer, y mpeBoay pa3eiTHHK),
¢dparmenTu melycoOHO ClMYHE Ty)KHHE, a pa3inyuTux cekBeniw (Barrangou et al., 2007; Brouns et
al., 2008; Hille & Charpentier, 2016; Makarova et al., 2006). Anamusupamem JJHK cexBeniu
criejcepa, yCTAaHOBJBEHO j€ Jla je BEIMKHM Opoj HUX KOMIUIEMEHTAapaH ca JIeJIOBHMa TeHOMa
pasnmuuuTuX OakTeprodara, ajau U ca Iia3MUaIMa U IPYruM MOOMIHUM TeHETHYKHUM eJIEMEHTUMA
(Barrangou et al., 2007; Bolotin et al., 2005; Hille & Charpentier, 2016; Makarova et al., 2006; F. J.
M. Mojica et al., 2005). Ocum y oxbpanu mpokapuotckux henuja ox crtpane JTHK, CRISPR-Cas
CUCTeMH MMajy yiory u y nompasiu omrehema JIHK, eHgoreHoj perynanuju reHa U eBONYIH]U
renoma (Hille & Charpentier, 2016). Ox muxosor orkpuha 1987. (Ishino et al., 1987) na mo manac,
poHAINUTH Cy 3anamyjyhu 0poj onorexHoomkux npumena (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019).

Onbpambenn mexanuzam JenoBama cucteMa CRISPR-Cas obyxBara Tpu ¢asze koje cy Ha3BaHe
anmanranuja, ouoreneza crRNK u untepdpepennuja (Hille & Charpentier, 2016). I1o nojaBu ctpane,
Hip. 6akrepuodarne JJHK y henuju, komruieke koju ce cactoju of nporeuna Casl i Cas2 npeyzuma
BCH (pparMeHT, T3B. MpOTOCIEejcep, KOju ce Hamasu y Oonm3uau PAM (enr. protospacer adjacent
motif) cexBeHie, u yrpalyje ra y resomcku nokyc, CRISPR Hu3, kao HOBH criejcep, LITO je MO3HATO
Kao ajanramnuja. Y TOceOHOM Tmpoliecy aaanTaiuje ca npajmepom (enr. primed adaptation),
Iperno3HaBame CeKBEHIIE paHuje AerekroBane ctpane JIHK ctumynuiie nojauaHo cakymnbame HOBUX
cnejcepa nopeksiom u3 te JJHK Beh mosnator Bupyca. Ha Taj maumn ce y30pkyjy u yrpabyjy y
CRISPR nu3 cexBenie cnuune Beh moctojehum cmejcepuma, mrto henuju omoryhasa na pasBuje
PE3UCTEHIN]Y ¥ HAa MyTHpaHe cekBeHIle bakTepuodaraux renoma (Kinne et al., 2016; Musharova et
al., 2017; Sternberg et al., 2016). CRISPR-Cas cuctemu cy 1mojie;beHU Ha JBE Klace YHyTap KOjHX ce
pa3iuKyje BUILE TUIOBA M MOA-TUNOBA. Y Kiacu 1, pasrpaamy nperno3Hate crpaHe JIHK oGaBsba
MYJITHITPOTEHHCKH KOMILIEKC, JIOK Y Kiacu 2 Ty yJory uMa camo jeman npoteus (Makarova et al.,
2015). Tpauckpumiujom CRISPR Hu3a ce mobuja myradak mosiekyn pre-crRNK u3 kojer ce, 3aTum,
nporecom crenudpuune odpane ucenajy maine crRNK koje ce cacroje W3 mojeinHadyHux crejcepa
OMBHYEHHX JICIOBMMA JUPEKTHHUX moHoBaka (Brouns et al., 2008; Djordjevic et al., 2012; Pougach et
al., 2010; Pul et al., 2010). Y cucremuma tuna I u3 xnace I, unja ce perynaiuja npoydaBa y 0Boj Te3H,
3a crenuduuny obpamy pre-ctrRNK je 3amgyxken mporenn Cas6e. MynTUNPOTEMHCKH KOMILIEKC
"kackama" xopuctu CcrRNK 3a mnpenosnaBame JIHK onarosapajyher Bupyca, Ha OCHOBY
KOMIUIEMEHTApPHOT CIlapuBamka FHHUXOBUX CEKBEHIM, W 3aTHM perpyryje mporemH Cas3 Koju
yuumrasa crpany JIHK cBojom er3onykiieaznom akTUBHOIINY, IITO je MO3HATO Ka0 HHTephEepeHIHja
(Al-Attar et al., 2011; Brouns et al., 2008; Goldberg & Marraffini, 2015; Hille & Charpentier, 2016).

1.3.1 Peryaaummja ekcnpecuje cucrema CRISPR-Cas Tuna I-E

Junamuka excrapecuje cuctema CRISPR-Cas Tuma I-E, xoju ce nanasu y resomy E. coli, je ocrama
HEHUCIUTaHa YIPKOC PaclpoCTpambeHOM Kopuihemy oBe OakTepHje Kao eKCIIEPUMEHTATHOT MOICI
CUCTEMA, Ka0 ¥ BEITMKOM HaydYHOM MHTepecoBamy 3a cucteme CRISPR-Cas. Pasnor Tome je u nasbe
HETO3HAT OKHa4 3a MOKPeTame aKTUBHOCTH cUcCTeMa IN VIVO y oBoj Oakrtepuju, Oynyhu na je
3aMakeHO J1a CHCTEM OCTaje HEaKTHBaH YaK W y MPUCYCTBY BHpPYCHE MH(EKIUje y CTaHAapIHUM
ycnoBuMa pacta henuja (Patterson et al., 2017; Ratner et al., 2015). Ananu3a nopekiia crejcep
cexkBeHIn CRISPR Hu30Ba yBepJbHBO yKasyje Ha TO Jla CHCTEM HHJ€ Y MOTIYHOCTH OHECTIOCOOJhEH
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TOKOM €BOJIYIMje U Ja MOKe uMaTH Buiie ¢pyHkuuja y E. coli, ma ce cMarpa ma mocroje yclioBH y
kojumMa ce on akrtusupa (Diez-Villasefior et al., 2010). O nojeauHuM eIeMeHTHMA U MEXaHU3MHUMa
perynamuje ekcrpecuje cucreMa Tuna |-E mocroje ekcnepumenTaine nHGOpMaIHje Wik TEOpHjcKa
npeasuharma, KOju MOTHYY MPEBACXOIHO M3 MCTPaXKHBama CIPOBEICHUX Ha Oakrepujama E. coli u
Salmonella enterica (Medina-Aparicio et al., 2011; F. J. M. Mojica & Diez-Villasefior, 2010;
Patterson et al., 2017; Pul et al., 2010; Richter et al., 2012; Westra et al., 2010). Tunuuna reHeTHYKa
opranusanuja CRISPR-Cas cucrema Tumna I-E u3 E. coli K12 je unycrpoBana va Ciuiu 2 (Brouns
et al., 2008; F. J. M. Mojica & Diez-Villasefior, 2010; Westra et al., 2010). CRISPR uu3 u kimacrep
cas reHa cy Ioji KOHTPOJIOM JiBa ITpoMoTopa Koju cy opae o3HadeHu ca P.CRISPR u P.Cas, nox ce
reH 3a nporeuH Cas3 mpemnucyje ca 3ace0HOT IPOMOTOPA.

P.CRISPR

cas3 casA-E casl cas?

Cuiuka 2. Opranusanuja rena CRISPR-Cas cucrema Tuma I-E y E. coli K12. CRISPR Hu3 je npezactaBibeH
NpyracTUM NPaBOYraOHWKOM 4YHje TaMHHje TpYyre OAroBapajy IUPEKTHHM MOHOBLUMA, a CBETIIHjC
cnejcepuma. Cas reHu Cy MpHKa3aHU LIMPOKUM CTpeNUliaMa, JAOK IpaBOyraoHuIM o3HaueHu ca P.Cas3,
P.Cas u P.CRISPR mpencrasibajy, penoMm, MpoMOTOpE 3a TPAHCKPHIMIHK]jy Cas3 reHa, Cas omepoHa U
CRISPR Hu3a. TaHke cTpenmuile yka3yjy Ha CMep TPaHCKPHIIIKje ca AaTuX mpomortopa. ['eHu casA, casB,
casC, casD u casE dhopmupajy komIuieke kackaaa, pu ueMy ren CasE koaupa nporeun Casbe 3a oopaay
pre-crRNK. Cruka agantupana u3 (Rodic et al., 2018).

VY craHmapJHUM yCIOBHMa pacTa KyJIType, IPOMOTOPH ca Kojux ce Bpim Tpanckpunimja CRISPR
HH3a U Cas reHa cy yTuinanu Hu3oBuMa Be3anux H-NS u LRP nporenna (Pougach et al., 2010; Pul
et al., 2010; Westra et al., 2010), rimobaaaux peryiaaTopa Koju ce y BeaukoM 0pojy Be3yjy 3a JIHK ca
BUCOKOM kooreparuBHouthy (Bouffartigues et al., 2007). ITopen oBa aBa, moka3aHo je a y pernpecuju
npoMoTopa Cas onepona Moxe na ydectByje u nporeudn CRP (Yang et al., 2014). Huje jacHo mnox
KOjHM YCIIOBHMA C€ OBa penpecHja yKiama, ajld je MOKa3aHo Jla ce 0BO MOXe MmocTrhu ekcrpecujom
BHCOKE KOHIIEHTpAIlHje rII00aTHUX perynaropa kao mro je mporeud LeuO (Medina-Aparicio et al.,
2011; Pul et al.,, 2010; Westra et al.,, 2010). HuBo oBor u Apyrux rI00ATHUX aKTHBATOPA
TpaHckpunuuje, mehy kojuma cy LexA n BaeR-S, ce moxxe moseharu y henuju y onroBopy Ha ctpec
MeMOpaHe KOju ce MOXKe jaBUTH, u3Mel)y ocrasor, kao mocieauna Hamajga Oaktepuodara, ma je
MPEeAJIOKEHO J1a Ou cTpec MeMOpaHe Morao OMTH OKMJAY 3a aKTHUBAIIM]y €KCIpEeCcHje reHa cHucTemMa
CRISPR-Cas I-E (Patterson et al., 2017; Ratner et al., 2015; Richter et al., 2012). Ocum 1ito akTHBHpa
TpaHcKkpunmujy ca mpomotopa cucrema CRISPR-Cas, LeuO moxke W 1a WHAMPEKTHO YTHIIA
excrpecHjy concrBeHor rena (Chen et al., 2001; Rodic et al., 2018; Stratmann et al., 2012).

Perynanuja cuctema je npoyuaBana u Ha HuBOYy oopane CRISPR tpanckpumnta (Brouns et al., 2008;
Djordjevic et al., 2012; Pougach et al., 2010). ITpumeheno je na Bucoka ekcripecuja nporerna Caste
y E. coli noBoam 10 penatuBHO Majior cMamema Beh HUCKOTr paBHOTEKHOT HHBOoa pre-CrRNK (<10
MoJieKkyia 1o henujn), Ha padyH Kojer ce paBHOTeXHU HUBO crRNK moBehasa 3a ~2 pena BenndnHe
(ua ~1000 monekyima o hemuju) (Pougach et al., 2010; Pul et al., 2010). Hamra rpyna je MmoaenoBaia
nporuec Hactanka CrRNK ox pre-crRNK u mokazana ga camo rnopact koHIleHTpanyje nporenna Cas6e
3aIy’K€HOT 3a 00paay HHje TOBOJbAH J1a 00jaCHU OBY MPOMEHY y pPaBHOTE)KHUM HUBOMMA MOJICKYJIa
(Djordjevic et al., 2012). 3ampaBo, ©Op3a HecmenuduuHa gerpaganuja pre-crRNK
HEUJCHTU(PUKOBAHOM HYKJI€a30M je HMCTaKHyTa Kao jeJaH O] BeoMa YTUIAJHUX PerylaTOpHUX
cBojcraBa cucrema. OnBiaueme pre-CrRNK ca myra Hecrieruduune pa3rpaamhe Ha MyT Crieu(pUIHOT
cederma kojuM Hactajy crRNK objammaBa maiio youeHo cmameme konumunae pre-CrRNK y henuju
no aktuBaiuju oopane (Djordjevic et al., 2012; Pougach et al., 2010; Pul et al., 2010).
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1.4 TlpuHuunm TEPMOJAUHAMHUYKOT MO/1€JI0Baba peryjaaumje
TPAHCKPUIILKje

[Tporienypa MojeioBama peryiaidje TpaHCKpumnuje 3acHoBana y (Shea & Ackers, 1985) u
¢dopmanmuzoBana y (Buchler et al.,, 2003) oOyxBata Hekonuko kopaka. [IpBo je mOTpeOHO
uaentuukosaru peruon JJHK koju canpxu mpoMoTOp M ocTaje eleMEHTE PEeJIeBAaHTHE 32 HETOBY
TPAHCKPHUIIMOHY aKTHBHOCT, U YTBPJIUTH Yy KakBUM C€ CBE CTambuMa, Tj. KOHpHUrypalujama Taj
¢dbparmenT moxxe Hahu. Kondurypamuje xoje ce moapasymenajy cy cinoboana JIHK, 3a xojy Huje
B€3aH HUje/laH PEryjiaTrop TPaHCKpHILHUje, U KOH(puUrypamuja y kojoj je mpomoTop 3ayzer PHK
MOJIUMEPA30M Y OJICYCTBY JPYTUX YUECHUKA, KaJia je ’eroBa TPAaHCKPHUIIIIOHA aKTHBHOCT Oa3aiHa.
[TpucyctBO npyrux KoH(Urypanuja, KojuMa ce MOTY IOCTHhHM aKTHBalMja U perpecuja IpoMoTopa,
3aBHCH O] TPAHCKPHUITIIUOHUX PETyJaTopa MoJl YHjoM je KOHTPOJIOM JIaTH MPOMOTOP, U KOHKPETHHX
obpa3ania U KHHETHKE HUXOBOr KomOumHaTopHOr BesmBama 3a JIHK (Buchler et al., 2003). Ha
npumep, y okomHu mpomotopa lac onepona y E. coli, koju koaupa eHzume 3a MetabosIM3aM JaKkTo3e,
Haja3e ce Mecra 3a BesmBame nporemHa CAP, kxoju akThBHpa TpaHCKpHIIH]jy, U Lac penpecopa
(Phillips et al., 2012). Kako ce onu 3a JIHK Be3yjy HE3aBUCHO jeiaH 011 APYIOT, MOTY C€ OYCKHBATH
koH(purypanuje JJHK dpparmenTa 3a xojy je Be3an camo Lac pernpecop u pparMeHTa 3a KOju je OCHM
Lac penpecopa Be3an u aktuBatrop CAP. CAP Beoma edukacuo perpyryje PHK nomumepasy nHa
IIPOMOTOP, TIa C€ Y OICYCTBY Be3aHor Lac pemnpecopa moxe hopmupatu koHpurypamnuja CAP u PHK
nonuMmepase Ha JJHK, uum ce CAP Bexke 3a CBOje BE3UBHO MECTO.

VY cnenehem kopaky ce oapel)yjy cTaTUCTHYKE TeKUHE KOHPUTYpAIH]ja, Tj. pelaTHBHE BepoBaTHOhE
BHXOBOT HaJTaXea y henuju, npema Teopuju craTuctiuke tepmoaunamuke (Shea & Ackers, 1985).
IIpuTomM ce yBOaM BakHA NPETIIOCTAaBKa Ja Ce KMHETHWKAa Be3uBamwa mnporenHa 3a [IHK moxe
NPEJCTaBUTH PABHOTEKHUM XEMHJCKUM peakiujama. OBa ampokcuMalfja je omnpaBiaHa jep ce
MPOIIeC EKCIIPECcH]e reHa, KOjU Ce IpaTH Ha U3Jla3y MOJIeNa, OJJUrpaBa Ha 3HATHO CIIOPH)0j BPEMEHCKO]
CKaJM O] mpolieca BesuBamwa u aucormjarmje nporenna ca JJHK (Ingalls, 2013). Crarucruuke
TeXUHE KOH(Urypanuja ce u3paxkaBajy y QyHKIMJU KOHIIEHTpalyja MpOoTeHHA KOjU UX Ipaje U
jaunHa npotenH-J{HK u mpoTenH-npoTenH MHTEpakiMja, Tako Jla ce 3a MO3HaTe BPEAHOCTH OBUX
BEIMYMHA, IMOMONY Mojeina MOXe NPEIBUACTH WHTCH3UTET TPAHCKPHUIIINOHE AaKTHBHOCTHU

npomotopa (Dresch et al., 2013; Rodic et al., 2018).

TpaHCKpHIIIIMOHA aKTUBHOCT IPOMOTOPA, MEPEHA KOHIICHTPAIINjOM CHHTETHCAHUX TPAHCKPHIIATa y
jeMHUIN BpEMEHa, ce 3pakaBa Y (QyHKIMjU CTATHCTHYKUX TSKHHA HETOBUX KOH(UTYpanuja, mpu
yeMy Cce CMarpa JIWPEKTHO MPOMOPIMOHATHOM BepoBaTHOhHM QopMupama TPaHCKPUIIIHOHO
aKTUBHMX KOH(UIypaluja, Tj. OHUX KOH(purypauuja y kojuma je 3a mpomorop Be3ana PHK
noimumMepasa (Shea & Ackers, 1985). OBum ce cTomna eKkcrpecHje reHa UMIUTHIUTHO M3jeJHaYaBa ca
CTOIIOM MHHUIIUjallfje TPAaHCKPUIIIH]je, Tj. 3aHEMapyjy c€ CBU HU3BOJHU Jorahaju Koju MOTEHIH]aTHO
MOTY JIOBECTHU JI0 MpEeKuamba CUHTEe3€ TPAHCKPUIITA, alli ce HEeKU e(eKTH, Kao mTOo je epUKacCHOCT
eJIOHTaIyje TpaHckpunTa, Mory ykibyuutu y mozaen (Klimuk et al., 2018). OBakBu jenHocTaBHH
MOJICJIA TPAHCKPHIIIHMje TeHa MpOoKapuoTa MMajy BeoMa a0o0py moh mpeasubhama (Ay & Arnosti,
2011; Bintu et al., 2005; Buchler et al., 2003; Hawley & McClure, 1982; Morrison et al., 2021; Vilar
& Leibler, 2003), a ycremiHo cy mpUMemEHHU U Ha eKCIipecHjy rena eykapuora (Ay & Arnosti, 2011;
Gertz et al., 2009; He et al., 2010; Segal et al., 2008).

141 MHN3Boheme cTAaTHCTHUKHUX Te:KMHA NMoJia3ehu o1 paBHOTE:KHUX OMOXEMHjCKHUX peaKiuja

Cneneha paBHOTe)XHA OMOXEMUjCKa peaKIlMja ONKCyje Be3uBame NporenHa P 3a cBoje BE3UBHO MECTO
BS (ox enr. Binding Site) na JIHK, nmpu yemy Hacraje komruiekc P~BS (Rodic et al., 2018; Sneppen
& Zocchi, 2005):

[P]+[BS]e==[P~BS]. (1.1)

Kg
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Kunetnka oBe peakiiije 3aBUCH OJ] KOHIICHTpAI[Mja YYSeCHUKA M BPEIHOCTH PAaBHOTEKHE KOHCTAHTE
JcoLrjanyje,

Kq =([P][BS])/[P~BS]. (1.2)

@®parment JIHK ca BesuBHuM mMectoM BS ce moxe nHahu y nBe koHdurypamuje: ca u 6e3 Be3aHOT
MpoTerHa. YKYyIHa KOHIIEHTpamuja MocMarpaHux ¢parmeHata y henwju mnpeacTtaBiba 30up
KOHIICHTpAIIMja BE3UBHUX MeCTa y OBe B¢ KoHbwurypanuje, [BS],,. = [P~BS] + [BS]. BepoBarHoha
HaJlaKemha KOH(pUrypanuje ca Be3aHuM npoterHoM je Poy = [P~BS]/[BS]i:, 10K je BepoBaTHOhA
kou¢wuryparmje cnodoane JHK, Pypr = [BS]/[BS]ior- CTaTHCTHUKA TE)KHHA BE3aHOT MPOTEHHA 3a
JIHK je mara pematuBHOM BepoBaTHOhOM Hanaxkema 3ayzeror BS y omgHocy Ha BepoBaTHOhy
coboxuor BS u, ysumajyhu y 063up jennaunny (1.2), uznocu (Rodic et al., 2018; Sneppen & Zocchi,
2005):

Pox_[P-BS]_ [P
Porr [BS] Ky

(1.3)

1.4.2 W3Bohewe CTATHCTHYKHUX TEKUHA MPeMA TEOPUjU CTATUCTHYKE TEPMOIHMHAMHKE

henuja ca Monekynuma npoTerHa Koju ce kpehy cmobogrom audysujom u pparmentom JJHK Ha
KOME C€ HaJla3u BE3WBHO MECTO 3a MPOTEHH Ce, TPeMa TEOPHjU CTATHCTHYKE TEPMOTHHAMHKE, MOXKE
NPE/ICTABUTH 3aTBOPCHUM CHUCTEMOM (S) y KOHTakKTy ca ,,pe3epBoapoM™ (I) ca KOjUM pa3Memyje
eneprujy (Phillips et al., 2012; Rodic et al., 2018). Ako je pe3epBoap muHoro Behu on cucrema,
eHepruja ykyntoe cucremMa koju unte henuja (enepruje E°) u pesepBoap (enepruje E7),

E=ES+E", (1.4)

Ce MOXXE CMaTpaTd MPUOIMKHO KOHCTAaHTHOM JIOKJIe Toa Baxu jaa je E° < E, a yKymaH cucteMm
M30JI0BaHUM. Y M30JI0BAaHOM CHCTEMY, ITpeMa J[pyrom 3akoHy TepMOJMHAMUKE, pacloiena eHepruje
u3mely cucrema u pesepoapa he ce MemaTH JIOK C€ HE YCIIOCTaBH OHA MpHU KOjO] j& YKYITHOM
cucTeMy JocTynaH Hajsehu Opoj MUKpOCTamwa, Tj. JEeAMHCTBEHHUX NMPOCTOPHHUX pacropena YyecTUula
cucrema (Phillips et al., 2012). V cnyuajy 3amunubeHe henuje, pa3inuuTi pacropenyd MoJeKya
NpOTeMHA NPEACTaB/bajy pa3InduTa MHUKPOCTama cucreMa. bpoj Mukpocrama, (), YKyIHOT
M30JI0BaHOT CHCTEMa y KOMe CHCTeMy Tpuiana onpehena edepruja E; je mar mpoussomom Gpoja
MHUKPOCTama y Kojuma Moxe ja ce Hale cucrem (%) u 6poja MUKpocTarba JOCTYITHHX PE3epBOAPY
(Q") y THM ycroBHMa:

Q(E,E’)=Q%(E’)-Q"(E-E). (1.5)

[Tpema nepununmju earpomnuje, S = kgln(Q), 6poj MUKpoCTama ce MOXKE M3PA3WTH U HA cienehn
HAYWH:

Q=exp(S/kg), (1.6)

rae je kp bBommvanoBa koHcraHTa. Kako HM30JI0BaHM CHCTEM TEKH Paclojelll SHEpruje ca
MaKCHMaJIHUM OpOjeM HbeMy JIOCTYITHUX MUKPOCTama, BEpOBaTHONA J]a CHCTEMY NPUTIaTHE CHEPTHja
E; je mupextro nponoprmonanda Q(E, E}’), omHocHo kaj ce uckopucte jennaunne ((1.5)-(1.6)):
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P(ET) ~ @°(E})-exp(S" (E - E) kg |

ds"
dE
- 0°(ES) -exp(-EP (kg T))

npu 4eMmy je y apyrom peny jeanaumne (1.7) 3aBHCHOCT CHTPOIIHjE pe3epBoapa Ol €HEpruje
nuHeapu3oBaHa y okoiauHd ST (E), mto 100po ampoKCHMHpa OPUTHHAIHY 3aBHCHOCT 3a ES < E
(Rodic et al., 2018; Sneppen & Zocchi, 2005). ¥V tpehem peny jemnaunne (1.7) je uckopumiheHa
TepMOJUHAMHUYKa JNe(QUHUIIMja TeMIeparype, OJHOCHO Ja HWHBEp3HA TeMIleparypa OAroBapa
MapIyjaJHOM H3BOJy EHTPOIH]jE TI0 €HEPTHjy, IPU KOHCTAHTHO] 3alIPEMHHH B OpOjy YeCTHIIA:

&),
V,N

[IPU YeMY je KOHCTaHTa eXp (S "(E )) usocrasibena. Jlakiie, BeposarHoha ja cucreM uma eneprujy E;
je cpa3mepHa Mpou3Boy Opoja BEeroBUX MHUKpOCTama (MpBU wiad y Tpehem peny jennauune (1.7))
u 13B. bonimanoBor dakropa (apyru wian y tpehem peny jeanaumue (1.7)), KOju mpeacraBiba
CTAaTHCTUYKY TEXHHY TOjEIMHAYHOI MHUKDPOCTAalka CHUCTEMa, Tj. HCHOPMAJM30BaHy BEpPOBATHONY
YCIIOCTaBJbatba jeHOr oapeheHor MuKpocrama cucrema npu enepruju EP (Sneppen & Zocchi,
2005). IIputom, u3pa3 y tpehem peny jennauuse (1.7) ympaBo oaroBapa CTAaTHCTHUYKO] TCIKUHU
MakpocTama cucreMa eHepruje E7, Tj. crama Koje objenumbyje CBa MHUKPOCTama Koja Cce MOTY
YCIIOCTaBUTH TIpH OBOj eHepruju. Ha mpumep, mukpoctama henuje ca mMolieKyauMa MpOTEUHA U
jemaum JIHK Be3uBHUM MECTOM Ce€ MOTY CBPCTAaTH Yy JIBE TPYIIE, Tj. MAKpoCcTama: 1) MakpocTame y
KOME j€ BE3MBHO MECTO CJIOOOJIHO, @ CBU IIPOTEUHU Cy Y PACTBOPY U 2) MAaKpOCTAkE y KOME j€ je/IaH
nporenH Be3aH 3a JIHK mok cy ocramu y pactopy (Phillips et al., 2012). /la 6u ce oapeamna
BepoBaTtHOha Makpocrtama cucrema ojpehene i-te enepruje E;’, BEroBy CTATUCTHUKY TEXKHHY j€
MOTPEOHO MOJETUTH 30UPOM CTATUCTHUUYKHUX TEKHWHA CBUX MAaKpOCTama Y KOjUMa Ce CHCTEM MOXKeE
Hahu:

~Q°(E})-exp| | S"(E) - E’ | /kg (1.7)

O5(EP)- o E/(keT)
Z[QS(EF).e‘Ef/(kB-T)j ' (1.9)

P(ET) =

CraTtucTHUKe TeXHHE JIBa MaKpOCTama henuje ca BE3MBHUM MECTOM 3a IPOTEHH, KaKo je 00jallIbeHo,
Tpeba J1a ce u3pasze Kao MPOM3BO/I IBa UiaHa — Opoja MEKpOCTama cucteMa u bonmmanoBor daktopa
(Rodic et al., 2018). BommaHOB (akTop 3aBUCH 0] eHEprHje cucTeMa Kojy hemo o3naunTh ca 25,4
3a MaKPOCTAELE Ca 3ay3eTHM, OHOCHO ca €25, . 3a MaKpOCTame ca CII060HIM BE3HBHAM MECTOM.
Bbpoj MukpocTama cucreMa y oBOM IpUMeEpy OAroBapa 0pojy HauMHA Ha KOje CII0O0JHU NMPOTEHHU
MOTY JIa C€ pacmopeqe y IMIeCTOAMMEH3MOHAHOM (a3sHoM mpocTtopy henmje. Hamme, Momexyn
IpOTerHa ca KHHETHYKOM eHeprujoM &, = p2/(2m) (rae je p ummyic, a m Maca IpOTEHHA) KOjH ce
cnobonHo Kpehe mo yHyTpammocTu henuje ce Moke OKapaKTepHcaTH ca TpU TUMEH3Hje HEroBe
no3uinuje y mpocropy (r) u Tpu aumensuje ummyica (p). Ilpema mpunimmy HeoapeheHocTH y
KBAaHTHO] MEXaHWIIM, OBaKaB IIECTOJMMEH3HOHATHN (Pa3HH TPOCTOp MOXKE Ja Ce M3 Ha
aMcKpeTHe jequnuie BennunHe [InankoBe koHcTante (h), mpu 4eMy y jenHy jeMHUILY MOXeE Ja ce
cMmectd camo jeman mportewH (Sneppen & Zocchi, 2005; Stowe, 2007). V cinydajy cimobomHor
BE3MBHOI MecTa, cBUX N MoJeKyja MpoTenHa ce cI000JHO Kpehe, ma cTaTUCTUYKA TEKUHA OBOT
MaKpoCTama, Zyrr, 3aBUCH 01 Opoja pa3muuuTux pacrnopeaa N UCTHX decTUla y Ga3HOM MPOCTOPY
cHCcTeMa U eHepruje cucTema €25, .-
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N

d3r-d® o~ P2/(2mkgT I(kgT
ZOFF_ {J.'[ p p (m B ) e unbound ( B ), (110)

o k Np_N e_gunbound /(kBT)

JIOK y M3pa3 3a CTAaTUCTUYKY TEKUHY MAaKpOCTama ca jeIHuM nporenHoMm BeszanuMm 3a JIHK, Z,y,
ynase 6poj pacropena npeoctamux N — 1 IpoTerHa U eHepruja e25,,4°

N-1
ZON LJ.J.d r d p _pzl(zkaT)J e_gtl))gund/(kBT)

(N -1)! : (1.11)

o k N _1,0_(N -1) e_gbound /(kBT)

rie je k = (2mkgTm/h?)3/%2 ap = N/V (V je 3anpemuna hemuje) (Phillips et al., 2012; Rodic et al.,
2018; Sneppen & Zocchi, 2005). Ako je Z = Zyy + Zopp 30UMp CTaTUCTUYKUX TEKHHA CBUX MOT'YhHX
MakpoCTarma cucTeMa (a 0Baj CHCTEM MX MMa YKYITHO J[Ba), OJJHOC BEPOBATHONA /la BE3UBHO MECTO Ha
JIHK Oyne 3ay3eTo, 0HOCHO ClI000/IHO, je nat cienehnm uspasom koju kopuctu J-He (1.10)-(1.11):

-1
PON _ ZON ‘(ZOFF j _ Be—Agl(kBT)’ (112)
Pore 2 | Z K

e je Ae = €b5,.q — €55, .nq €Hepruja Besmpama npotewHa 3a JHK. Kako mpouec BesuBama

noJpasymMeBa U KOH(POpPMallMOHE IPOMEHE MOJIEKYIa, €Hepruja Be3uBama je nata ['ubcoBoM (eHr.
Gibbs) crnobomnom eneprujom, AG (Sneppen & Zocchi, 2005). Oaj u3paz (J-ma (1.12)) je
ekBuBaJieHTaH jenHaunHu (1.3) m3Benmenoj monasehu ox cucremMa paBHOTEKHUX OMOXEMHUjCKUX

peakuuja, npu uemy je [P] = p, a Ky = k - exp(Ae/(kgT)).

1.5 TIpuHIUNKM TUHAMUYKOT MO/IeJIOBAKA eKCIIPecuje MpoTenHa

JIMHaMUYKK MOJICJIA MMajy 3Ha4ajHO MECTO y MCIHMTHBamYy eKCIpecHje reHckux Mpeka (Aguda et
al., 2008; Alon, 2006; Ay & Arnosti, 2011; Ingalls, 2013; Le Noveére, 2015; Williams et al., 2013).
[Tonamame Mpexe peryaaTopHHUX Tj. OMOXEMH]CKUX paKiiija y BpEMEHY C€ MOKE OIUCATH CUCTEMOM
obnunux audepennmjannux jeqnadnta (Ay & Arnosti, 2011; Ingalls, 2013). Kako koHIleHTpaI#]ja
JIaTe XEeMHJCKE BPCTE — KOMITIOHEHTE MPEKE — 3aBUCH OJI TIpoIleca Y KOjuMa OHa HacTaje U Kojuma ce
SIMMUHMILE U3 CUCTEMa, Op31HA BeHE IPOMEHE ca BpPEMEHOM je JjaTa pe3yJITaHTHUM 30upoM Op3uHa
peneBaHTHUX Tporieca. TW Tpomecu MOTy OWTH TPEACTaBIbEHH PA3IMYUTUM peakifjama, O
eJIEMEHTApHUX Ha KOje ce MpUMEmYje 3aKOH O JIejCTBY Maca, Ia JI0 CJI0KEHUX OMOXEMH]CKHUX (HIIp.
Muxaenuc-MeHTeHOB KHHETHYKH 3aK0H ), aJIM OHO IIITO j€ 3a]€THUYKO Y U3pa3uMa 3a lbUX0BE Op3UHE
j€ 3aBHCHOCT O] KOHIIGHTpaIlMja IpyruX MOJIEKYJICKUX BpcTa, peakranara (Ingalls, 2013; Rodic et
al., 2018).

JluHAMUYKH MOJEN €KCIpecHje TeHa Cce CacToju W3 OOMYHUX Mu(EepeHIHjaTHuX jeTHadYrHa KOoje
OIMKCYjy MPOMEHE KOHIICHTpaIlMja TpaHCKpUIlaTa U mpoTenHa mocmarpanor cucrema (Rodic et al.,
2018). 3a cBak# I-TH T'eH cCHCTEMa Ce MOKE€ Hamucaty nap AudepeHIMjaTHuX jeJHaYnHa — je[Ha 3a
npoMeHy KoHIeHTpaiuje Tpanckpunta (mRNA;), 1j. unpopmarrone (enr. messenger) PHK nacrane
TPaHCKPUIIIIMjOM T'€Ha,  je/IHA 33 IPOMEHY KOHIICHTpAIHje IPOTEHHA KOAUPAHOT TeHOM (protein;):
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W:%(t)_AmRNAmRNAI (t) (113)

dprotein; (t)
dt

[TpBu unanoBu jennaunHa (1.13) u (1.14) npeacraibajy Op3uHe mpoieca y KojuMa ce TpaHCKpUNT U
NPOTEUH CUHTETHIIY: TPAHCKPHUIIIMOHY aKTHBHOCT IPOMOTOpA JATOr reHa (¢;), OJHOCHO Op3uHYy
CHHTE3€ MMPOTEHHA TPAHCIIAIN]OM ca KOHCTAHTOM K;. TpaHCKpUMIIIOHA aKTUBHOCT IPOMOTOPA MOXKE
Ipe/CTaBbaTH TpUMEp Op3MHE KOMIUIEKCHOT TIpoIieca peryiaiyje MpoMOTOpa KOju Ce MOXKe
MOJICTIOBATH KOPUIINECHEM MPHUCTYIIA CTATUCTUYKE TEPMOJMHAMUKE (BUAETH noriasibe 1.4). [Ipyru

yranoBu jeaHaunHa (1.13) u (1.14) mpencraBibajy Op3uHE mpoleca y KOjuMa e TPAHCKPUIT H
AmRNA Aprotein
l l

K - MRNA,; (t) — 4PN . protein,; (t) (1.14)

NPOTEUH CITIMMHUHUINY M3 CHCTEMa ca KOHCTaHTama , OJTHOCHO . OBH MPOIIECH THUITHIHO
[oJ[pa3yMeBajy pasrpaamby MOJIEKYa, ald U e(PEKTUBHO pa30iaKuBame BUXOBUX KOHIIEHTpAIH]ja
npuinkom aeobe hemuje (Klumpp et al., 2009; Morozova et al., 2016).

CucreM HenmHEApHUX TU(GEPCHIMjATHUX jeTHAYMHA ce Hajuelnhe HE MOXKE PEIIUTH aHATUTHYKH,
Beh ce pasznuyuTe HyMEepHUYKe METOJC KOPUCTE 3a ojapehuBarmbe alpoKCMMUpaHor peiemha (Ay &
Arnosti, 2011). MogenoBame cucTeMa OOMYHHM JU(EpPEHIMjaTHUM jeIHAYMHAMA YKJby4yje
MPETIIOCTaBKY O IETEPMHUHUCTUYKO] IPUPOJIH Mpolieca, Tj. Aa je KOHIEHTpaluja oapehene xemujcke
BpPCTE y HApEJIHOM BPEMEHCKOM TPEHYTKY jeJHO3HAYHO ojapeheHa TpeHyTHUM KOHIEHTpalujaMa
peakTaHaTa M CKYIIOM KHHETHYKHX IpaBWJIa KOja ONKCYjy Tpolece y Kojuma yudectByje. OBa
MIPETIIOCTABKA j€ BAJIUJIHA Y KOHCTAHTHUM (DH3MYKO-XEMH]CKUM YCJIOBHMA CPEAHMHE, MIPH YeMy CY
MOJICKYJI XOMOTEHO pacriopel)eHu y MpocTopy U MPUCYTHH Y PEIATUBHO BEIMKUM OpOjeBHMa, TAKO
Jla ce BUXOBE KOHIICHTpAIMje MOTy cMaTpaTH KOHTHHyaiHuM Bapujabiama (Ingalls, 2013). Axo
KOHIIEHTpAIlM]je MOJIEKYJIa BapUpajy U y BpeMEHY U Y TPOCTOPY, 32 MOJIETIOBAKE CUCTEMA j€ TOTPEeOHO
KOPUCTHUTH Tapiyjante nudepenunjanne jeanaunne. JlogaTHo, y ciydajy Majior 0poja MoJjieKyma y
CUCTEMY, TJIe CIIy4ajHH MPOIIECH MOTY UMaTH He3aHEMapJbUB yTHUIA] HA lbUXOBY E€KCIIPECH]Y TOKOM
BpPEMEHA, YBOJIE C€ CTOXACTHYKH MOJICIIH.

1.5.1 ExcnepuMeHTaJHO oapehuBame AMHAMHYKe KpUBe ekcnpecuje nporenHa P-M cucrema
y nojeauHa4yHoj hejauju

OnpehuBame kKpuBe MPpOMEHe KOHIEHTpaluje opeheHor mpoTenHa TOKOM BpeMeHa Y 110jeIMHAYHO]
henuju myTem eKCcriepuMEHTATHOT Mepema j€ 3aXTeBaH 3aJlaTak, Ia je IMHaMUKa yCIocTaBbama P-
M cucrema Tuna Il y 6akrepujckoj henuju peructpoBana y camo jaa ciydaja (Morozova et al., 2016;
Mruk & Blumenthal, 2008; Rodic et al., 2018). VYkomuko ce KOHIEHTpaIfja MpPOTEHHA
eKCIIEPUMEHTAIHO TIpaTh Ha HHUBOY wene nomynanuje hemuja (enr. bulk assay), ma 6u ce TauHo
pEKOHCTpyHcaa TMHaMUKa Ha HUBOY je/iHe heuje Heomxo/iHa je CHHXpOHH30BaHa KyTypa henuja.
To je ycnenrHo mocTUrHyTo CKOpo ucToBpeMeHUM YHocoM P-M cucrema Pvull y cBe henuje kynrype
kopunhemem Oakteprodara M13 kao Bexktopa (Mruk & Blumenthal, 2008). Kako cy ce ox tor
MoMeHTa henuje BpJio CHHXPOHU30BaHO Jeuie, Ouio je Moryhe oJpeauTu JMHaMUKY IIPOTEHHA Ha
HuBoy jenHe henuje. Tokom BpemeHa cy npaheHH HUBOM TpaHCKpUIIATa U €H3MMCKE aKTUBHOCTH
PECTPUKIIOHE €HJOHYyKJIea3e U MeTuiTpaHcdepase, Aa OM 3aTUM BpPEIHOCTH JO0OMjEeHE 3a Leiy
nomnyJaiujy owie nojespeHe opojeM henmja y 10j.

VY Apyrom ciydajy, HHTEH3UTET (IIyopecleHIInje MPONOopIMoHalaH KOHIIEHTpaluju npotenHa P-M
cuctema Espl396l je mepeH y excriepuMeHTy Ha HUBOY TojenuHaynux hemuja (ewr. single-cell), y
KYJITYpH IOPEKIIOM OJ1 jeIHe jeanHe henuje TpanchopmMucane mia3MuaoM Kao HocaueM T'eHa CUcTeMa
(Morozova et al., 2016). Y cBpxy OBOT €KCIIEpUMEHTa, KOHCTpYyHUCaH je MoaudukoBanu P-M cucrem
Esp13961 uuju cy reHu 3a peCcTPUKIMOHY €HIOHYKJIea3y M MeTwiITpaHchepasy (y3HMOHHCAHH ca
reHuma ¢uryopecueHTHUX nporemna MCherry u Venus, penom. [TokaszaHo je na je CHCTEM MPUTOM
ocTao (yHKIMOHAJIAH, OAHOCHO Ja M0JaTh (DIyOopecHeHTHH NMPOTEHMHH HUCY JOBENN 10 TyOWTKa
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¢dbyakumje ensuma. MHTEH3uTET (uiyopecuieHnnje 006a MpPOTEMHAa W pacT KyaType cy mpaheHu
(b1yopecieHTHOM MUKPOCKOITH]OM.

W3 oBux puMepa je jacHo J1a OU eKCIICPUMEHTAIHO UCITUTHBAE 3HAYAja PA3IMIUTHX PEryIaTOPHUX
cBojctaBa P-M cucrtema 3a TMHaMHUKY EBETOBOT' YCIIOCTaBJbama y OakTepujckoj hemuju Omino Beoma
3aXTEBHO M M3a30BHO. ['€HCKa Kojia CHCTeMa ca YBCICHHM pa3IMYUTHM H3MEHaMa HErOBHX
pETyJIaTOPHUX CBOjCTaBa OM Mopaia jaa Oyay KOHCTpyUcaHa, a 3aTuM Ou Tpedasio mpaTUTH JUHAMHUKY
eKCIIpeCHje TpaHCKpHUIaTa WM MPOTEMHA CBAaKOI OJf MU3MCHCHHX CHCTEMa Ha HHUBOY henwje.
Cumynanmja oBakBUX ekcriepumeHnara in Silico je maneko nakiie U3BOIJbMBA M HYyAW MOTYhHOCT
dokycupama nubeBa Oyayhux ekcriepuMeHaTa Ha aclieKTe HCTaKHyTe TpeaBuljambruMa Moiea.
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2 Xumorte3e M IN/bEBU HCTPAKUBAHA

Onmrtyu 1Ub WCTPAXKHBAaKkA MPEJCTABJLEHOT y OBOj TOKTOPCKOj JUCEPTALHMjH j€ TPOydaBamE
IMHAMHKE EKCIIpecHje reHa 0aKkTepHjCKUX MMYHCKHX CHUCTEMa O]l TPEHYTKA HhHXOBE aKTUBAILHjE Y
henuju, 1 To U3 yria 3axTeBa Koje Hamehy OCHOBHe ()yHKIMje OBHUX cHUCTeMa. PecTpuKIMOHO-
moaudukarmonn u CRISPR-Cas cucremu nene GyHKIHjy €KCIpecHje MOTEHIMjaTHO IITETHUX
MolleKyna y henmmju — pecTpukimmoHe eHaoHykieaze, ogHocHO CIRNK - koju Mory yrposutu
uaTerputeTr renoma gomahmua (Djordjevic, 2013; Rodic et al.,, 2018). Jla 6u pecTpuKIHOHA
ennonykieasa P-M cucrema 6uia kopucHa 3a 6akrepujcKy hennjy, ykiamameM BUPYCHUX U OCTATHX
crpanux monekyna JIHK, imeHa ekcripecuja Mopa mpaTuTH CTPOro KOHTPOJIMCAH BPEMEHCKH 00pasail,
IITO je TPEIOKEHO y JTUTEPATypH, alld HE M IeTaJbHO UciuTaHo. KOHKpeTHO, N3/IBOjHIIE CY Ce JIBE
ocoOMHE IMHAMHKE YCIocTaBlbatba P-M cucrema y HOBOHACTameHO] OakTepujckoj hemuju —
OJUTO’KEHA CHHTE3a PECTPUKIMOHE CHIOHYKIIea3e Y OAHOCY Ha aKyMyJalujy METHITpaHcdepase u
omnasiake HUBOA METWITpPaHC(epa3e y KaCHHjeM HMHTEpBAly — Ka0 KJbYYHH YCJIOBH 3a 0e30e1Ho, a
epukacHo (QyHKIMOHUCAKE cuctema. MehyruM, nuHamuka excrnpecwje P-M  cucrema je
eKCIIEPUMEHTAIHO MEpeHa y caMo JBa CiIydaja y KOjuMa Cy TEOpPHjCKa OUYCKHBamba JCITMMHUYHO
notBphena. Ca npyre crpane, nuHamuky aktuBamuje cucreMa CRISPR-Cas Tuma I-E je jomr yBek
HeMmoryhe eKCIIepHMEHTAIHO PErMCTPOBATH jep CHTHal KOjU OM JTOBEO /10 MOKpEeTama YTHIIAHOT
cucrema y E. coli Huje oTkpuBeH.

Crora je, y OBOj aucepTallMju, AWHAMHKa OaKTEpUjCKUX MMYHCKHMX CHCTeMa IpeJBubeHa u
aHaJTM3UpaHa TEOPUjCKH, KOHCTPYHCAEHEM MaTeMaTHUKHX MOJea perylaiyje eKclpecHje TeHa
CHCTEMa, 3aCHOBAaHHMX Ha JIOCTYITHHM €KCIIepUMEHTaIHNM HH(popMmanyjama. Kako je monasHu nnsb
010 yo4aBame OCHOBHUX, KBAJIUTATUBHUX MPUHIIUIA JHHAMHUKE, KOPUIITNEHH Cy JeTEPMUHUCTHYKA
JAMHAMHYKY MOJIETTH ca TEPMOAMHAMHYKY MOJICIIOBAHOM PETYJIallijoM TpaHcKpuriuje. OBUM MyTeM
je aHanM3MpaHa JUHAMUKA YCIOCTaBJbamkba 4eTupu P-M cucrema, rmpu 4emy je AWHAMHKA CUCTEMa
EcoRV (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017) u Kpn2l (Klimuk et al., 2018) o npBu myt
npeaBuleHa. Monen perynanuje cucrema Ahdl, mpeTxoaHO MocTaBbeH O]l CTpaHe Halle Tpyre, je
amanTUpaH paad aHaau3e KBAIMTATUBHHX ocoOWHa nuHamuke oBor cuctema (Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017), a moxen cucrema Espl3961 je koHcTpyrcan jga O ce HEroBa TEOPHjCKa
npeaBubhama ynopeauia ca rnojanuMa J00ujeHIM MepemheM TUHAMUKE TPOTEHHA OBOT CUCTeMa Ha
HUBOY nojennHauHux hemuja (Morozova et al., 2016). Heno3HaTta quHamMuKa aKTHBAIlUje CHCTEMa
CRISPR-Cas je Teopujcku mpeaBul)eHa Ha OCHOBY Ca3Hama O OMIUTHM MEXaHW3MUMa perylaiuje
omucanum 3a Taj cuctem (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

VY3umajyhu y 063up cneunduyne 3axreBe uMyHcke pyHkiuje P-M cucrema — epukacHo u 6e30e1H0
YCIIOCTaBJbalkhe€ CHCTEMa MO yhacKy y Oakrtepujcky hemmjy 0e3 cuctema — Qopmynucamd cMo
XHMIIOTE3y O YHUBEP3aJIHUM JHHAMUYKHM MPUHIUIIMMA Jn3ajHa perynanuje opux cucrema (Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). KoHkpeTHO, IpeUTOKUIA CMO KOje OM TpHU OCOOMHE THHAMHKE
ycroctaBjbamba P-M cucremMa y HOBOM JoMahMHY MOTJe MNpeiCTaB/baTh OTpaHHYea Koja Ccy
ycMepwiia FHXOBY €BOJYIM]y TpeMa JaHac TPUCYTHHM apXUTEKTypaMa M MEXaHH3MHMa
perynamuje. IIpBo, kao mTo je Beh mupoko npuxaheHo y JIuTepaTypH, HEOMXOAHO j€é OCTBAPUTH
MMOYETHO KAIlIEHhe y EKCTIPECH]H PECTPUKIIMOHE €HIOHYKIIEa3€e 3a EKCIPECHjOM METHUITpaHcdepase,
KaKO aKTHBHOCT PECTPUKIMOHE CHJIOHyKJIea3e He Ou Oumia ycMmepeHa Ha He3amTuheHe IHJbHE
CEKBEHIIe y TeHOMY OakTepuje. [Ipyro, mpenas3ak ekcrpecrje peCTpUKIIMOHE eHJOHYKIIea3e ca BeoMa
HUCKOT Ha BHCOK HHMBO, HAKOH TOYETHOT Kalllkhermha, O Tpebano Ja ce 3aBpiiu y mrTo Kpahem
BPEMEHCKOM TIEpPHOTy, Kako 6u henuja mro Oprke nodwiia epukacHy 3amruty o ctpane JJHK. Tpehu
Y TOCJEbY MPEUIOKCHN JUHAMHYKHA TIPHHIIUIL j& OJpKaBamke CTAIMOHAPHOT CTama 0€3 BETUKHUX
baykTyanuja y KOHIIEHTpalldjaMa €H3uMa YCJed KOojuX OM onThMajaH OajlaHC aKTHUBHOCTH
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PECTPHKIIOHE CHIOHYKIJIea3e U METHIITPaHCepa3e MOTao y HEKOM TPEHYTKY Ja OyJie HapyIeH, IITO
je omacuo mo hemujy (Djordjevic, 2013). Ilpema 0BOj XWIIOTE3H, pa3IHUUTe KOMOWHAIIH]jE
peryinaTopHUX eJeMeHaTa U CBOjcTaBa Koje ce cpehy y mpupoanum P-M cucremmnma cy cactaBibeHe,
OJTHOCHO 3ajpKaHe, jep 00e30el)yjy AMHaMUKy eKCIIpecHje CUCTEMa ca MPEIOKEHIM ocoOnHama.
Ycnen Tora, nepTypOucame KJbyYHHX PEryJIaTOpHUX CBOjcTaBa Hekor P-M cucrema O6u Tpebaiio aa
pesyntupa pemehemem Oapem jeHOT o PeIoKeHa TPH JUHAMIYKa puHIuIa. CIIMYHO, yBOheme
peryaaTopHOT CBOjCTBa KOj€ Y jeJITHOM CUCTEMYy MMa BeOMa 3HauajHy YJIOTY Y KpeHpamy jKeJbeHHX
JIMHAMHYKUX OCOOHMHA, y npyrd P-M cucrem, ca apyradydjoM KOMOHMHAIMjOM pPETrYJIaTOPHUX
CBOjcTaBa, OM TpedaJIo 1a U3MEHU JTUHAMHUKY €KCIIPECH]e TOT CHCTeMa Yy CMepy T'yOMTKa JKeJbeHHUX
ocobunna. Kako 6MCcMO MOIIIH J1a M3MEPUMO YCarjaleHOCT CUCTeMa ca JMHAMHYKUM TPUHIUITHMA
NPUJIMKOM TepTypOHcama CBOjCTaBa HEroBe perynanvje, AcGuHUCATM CMO KBaHTUTAaTHBHE
BEJIMYMHE KOj€ ONHCY]y CTETIEH Pa3BHjEHOCTHU MPEATIOKEHE TPU 0COOMHE TMHAMUKE EKCIPEcH]e.

XunoTe3y cMO TecTHpaiu aHaausupameM aBa P-M cucrema — Ahdl u ECORV (Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017). Axgantupanu cMo paHHje TOCTaB/beH Mojen perynamnuje cucrema Ahdl ca
KOHBEPI'CHTHOM apXUTEKTYPOM M MEPTYpOUCAIU CMO HEroBa TPU KapaKTEPUCTUYHA PEryJaTopHa
cBojctBa: 1) muckor apunurera C nmpoTerHa 3a popMupame XOMOANMEPa, yCIie KOjer ce y pacTBOPY
HaJla3e TNPETEIKHO MOHOMEpH, 2) HWXKE ePUKACHOCTH TpaHcianuje nuctpona 3a C mpoTewH y
nopehemy ca MUCTPOHMMA OCTAIHMX MPOTEMHA CHCTEMa Koja je IMOCJeTUIla OJCYCTBa HAMEHCKOT
MecTa 3a Be3MBambe pub030Ma, M 3) BUCOKE KOONIEPATUBHOCTH Y Be3uBamy nBa C numepa 3a C-box.
[Tputom cMO mpaTuiM KaKko ce AMHAMHKA SKCIPECHje Memha Y OJHOCY Ha MpeaBuleHy AMHaMuKy Wt
cucTeMa, OJHOCHO Jia JIM C€ JKeJbeHe OcoOMHe auHamuke pemere. [leprypOucameM HCTHX
perynmaropHux cBojctaBa 'y P-M cumcremy ECORV cmMo edexkTHBHO yBeIM y OBaj CHCTEM
KapaktepuctuyHa cBojctBa cucrema Ahdl. Hamme, EcoRV ce, 3a pasnuky on cucrema AhdI,
OJUTMIKYj€ TMBEPTCHTHOM apXUTEKTYPOM, il U CYPOTHUM HABEICHUM PETYJIATOPHUM CBOjCTBUMA!
1) C mporenHnu y pacTBopy nperexHo hopMupajy numepe, 2) mucTpoH 3a C mpoTerH caap>Ku MECTO
3a Be3WBame puOO30Ma, TMa je TpaHClaldja [UCTPOHA CBAa TPH MPOTEHHA MPUOIMHKHO HCTE
eduxacHocTH, u 3) C aumepu ce 3a C-bOX Be3yjy y MOTIYHOM OICYCTBY KOOIIEPaTUBHOCTH. [IpuToM
CMO, Kao W TPWIUKOM cumynandje auHamuike cucrema Ahdl, oapehusanu BpemHocTH
KBaHTUTATUBHUX BENUYMHA 32 MEPEHE 3aCTYIMJHEHOCTH JIWHAMUYKUX OCOOHMHA, Kako OHCMO
YTBPAMIIN Y KOM CMEPY C€ OBE OCOOMHE MEHa]jy NMepTypOrcameM KIbyYHHX PETryJIaTOPHUX CBOjCTaBa
cucTeMa.

Ocum 3a cucteM EcoRV, y 0B0j HOKTOpPCKO] AMCEpTalMju je JaTO MPBO MpeaBuhame TMHAMUKE
ekcripecuje u 3a cucteM Kpn2l (Klimuk et al., 2018). Hamwu capagHuim cy H3BEIH HH3
eKCIIepyMeHaTa KOjuMa Cy HCIUTaIM MEXaHU3Me peryiaiuje reHa U nputoM nokasanu ga C
npotennu Be3anu 3a JIHK y oBom cuctemy perynuily TpaHCKpHIILHK]y TeHa 3a MeTWITpaHchepasy
Ha HUBOY WHUIIM]jAIlMje, aJIM ¥ COTICTBEHOT TeHa Ha HUBOY €JIOHTallM]je TpaHckpumnmuje. Ham muss je
0610 na moctaBUMO Mojen perynauuje cucrema Kpn2l koju omucyje cBe youeHEe MeXaHu3Me U
KanuOpumemMo ra Kopucrehu pesynrare ekclnepuMeHaTa Halmux capajHuka. Cumynanujom
JMHAMHUKE CMO KeJIeJH J1a IPOBEpUMO Jia JIM peryJialija OBor cucTeMa Moxe Ja 00e30e11 MoyeTHy
aKymyJalujy MetuiaTpaHcdepase, OJHOCHO OJJlarambe aKTUBHOCTH PECTPUKIIMOHE EHIOHYKIea3e
KOJU Ce CMaTpajy HEONXOJHUM INPHIMKOM YCIIOCTaBJbama cucTema. Takobe, mepTypOucanu cmMo
epukacHoct Bezanux C mporeuHa y Onokupawy myra PHK monumMepasu npuiamkom enoHramuje
TpaHckpunuyje reHa 3a C npotenH Bapupajyhu meny Bpeanoct uzmehy 0 u 100% u nputoMm cmo
CUMYJIMpadl IWHAMUKY cucTteMa. llonma3Ha xurmoTre3a y OCHOBM OBe aHaju3e je Ouna na je
eKCIIEpUMEHTAIHO ToKa3aHa HHUCKa eduracHocT Onokazae (<50%) y Wt cuctemy pesynrat (uHOr
MoieIlIaBamka BPETHOCTH OBOT IMapaMeTpa TOKOM €BOJIYIH]€ CUCTEeMa, Tj. Aa je (UKCHpaHa BPETHOCT
penieBaHTHA 3a ONTUMAJIHY AMHAMHUKY €KCIIPEecHje eH3MMa cucTeMa. Y CKIIaJly ca TUM, O4eKyje ce Ja
IIPOMEHA BPEIHOCTU e(UKACHOCTH OJ0Kaje HapyIlHd ONTUMAJHY JUHAMHKY €KCIpecHje, OJHOCHO
pe3yaThpa TMHaAaMHKOM Koja Ou Morja Outu kKoOHa no fomahuHa uinm Heonrosapajyha 3a obaBibame
MMYyHCKe (PyHKITH]e cucTeMa.
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Mopen perynamuje cucrema ESp1396]1 cmo koHCTpyMcanu ca IMJbEM J1a HETroBa MpeaBUbama
YIIOPEINMO ca €KCIIEPUMEHTAIHUM IO/IalliMa HAIllMX capaJHuKa KOjUu Cy TUHAMUKY ITPOMEHE HUBOA
PECTPHKIIOHE CHIIOHYKIIea3e U MeTWITpaHcdepa3e OBOr cucTeMa MEPWIIM Ha HUBOY I0jeTUHAYHUX
hemmja (Morozova et al., 2016). Croma TpaHcKkpuIlije onepoHa ca reHuMa 3a C NPOTEHH H
PECTPUKIIMOHY EHJO0HYKIea3y y cucreMy ESpP13961 je perymucana ucTuM MeXaHHU3MOM KOJH je
nerajbHO mnpoyueH Ha cuctemy Ahdl. EkcnepumeHTamHo mnOTBpheH MoIen  perynaiuje
TPaHCKpHIIIIHje OBUM MEXaHM3MOM, KOjU Tojpa3ymeBa BesuBame jaBa C aumepa 3a C-bOX koju
YUYECTBY]Y, IPBO Y aKTUBAIIHjH, a 3aTUM U y PEPECHjH MPOMOTOPA, j€ UCKOPUIINECH Y MOJEIIOBAY
perynamnuje Espl396l. Kapaktepuctuuna cBojctBa cucrema ESpl396l koja cy Ttakohe omumcana
MOJIEJIOM CYy pempecHja MpoMoTopa reHa 3a Mmetuirpancdepasy C mpoTeHHOM, Ka0 U TPAHCIAIIHOHO
cripe3ame ucTpoHa 3a C IpOTeHH U PECTPUKIIMOHY eHIOHYKIIea3y. JJoaTHO, TOKOM eKcriepuMeHara
npahema TMHAMUKE eKCIIpecHje cucTema je 3abesekeHa U MpOMEHa CTOIe pacTa KyJIType, 1a je U TO
YHETO y MOJIeNI, Ka0 BPEMEHCKa 3aBUCHOCT CTOIE yKIIambama MOJIeKya u3 henuje ycien \bUXoBOT
pazbnaxuBama henmujckom neodom. Ocranum napaMeTpruma cy A0AeJbeHe KOHCTAHTHE BPETHOCTH H
MOCTAaBWJIO CE€ MHTAE Ja JIM OBa] MUHMMAIHU MOJEJ, KOjU y3uma y o03Mp Mo3HaTa CBOjCTBA U
MeXaHU3Me CUCTEMA, MOXKE Ja PEIPOIYKYje eKCIIEPIMEHTAIHO PETHCTPOBAaHY IMHAMHKY €KCIIpecHje
ensuma. Takohe, ma 1M ce omMcCaHOM peryjanujoM MoXe 00e30eIUTH JKEJbEHO IPBEHCTBO
MeTHATpaHC(epase y eKCIpPecHju y HOBOj hemuju, 0OHOCHO Kalllbemhe SKCIPECcHje PEeCTPUKIUOHE
eHnoHyKiease? buio kakBa W3paKeHa, KBAaJUTATUBHA OJICTyNama IpenBuhama Mojena ol
eKCIIEpUMEHTAIHUX T0/IaTaka OM yKa3aja Ha PeryjJaTOpHU MeXaHW3aM HIU edeKaT ca 3HaYajHOM
yJIOTOM KOjH HHj€ y3€T y 003Hp U OMKCAH MOJIEJIOM.

Younnu cMmo onpehene cinuyHocTH n3Mel)y IpeTnocTaB/beHOT MEXaHu3Ma peryiannje IpoMoTopa y
cucremy CRISPR-Cas Tumna I-E u conuaHo mpoydeHor Mexanu3Mma peryianuje Tpanckpumnimje C
nporenHoM, onmcanor Ha P-M cucremuma Ahdl u Esp13961 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al.,
2017). KonkpetrHo, mpomotopu cucrema CRISPR-Cas cy yrumianu Beoma KOOMEpaTHBHUM
BesuBameM pernpecopa (H-NS u np.), nok nmpomorop P.CR y HaBenenum P-M cucremuma yruiasa
BEOMa KOOIepaTUBHO Be3uBamwe JiBa qumepa C nportennHa. Takohe, penpecujy y cucremy CRISPR-
Cas moxe ykouutu LeuO (1 Apyru akTUBaTOpH ) KOJU IPUTOM HETaTUBHO PETYJIHUIIE EKCIPECH]Y CBOT
rena (Chen et al., 2001; Stratmann et al., 2012), a ciuuno ce ogHocu Ha C nporeun P-M cucrema. C
003MpOM Ha CIMYHOCTH Y JEJOBAaKY PErylaTOpHUX KOMIIOHEHTH, MPETIIOCTaBHIM CMO Ja Ou
auHaMuKy aktuBaiuje cucreMa CRISPR-Cas morne a oanukyjy KBaIMTaTUBHE OCOOMHE TUHAMUKE
eKCIIpecrje KOjy TMPOU3BOJM ONMHMCaHU MexaHu3am P-M cucrema. Y TOM ciiy4ajy, HEMO3HATH
MeXxaHu3aM perynanuje Tpanckpuniuje y cucremy CRISPR-Cas ce, y MogenoBamy peryiainuje oBor
CHCTEMa, MOXE IPEMOCTHTH HETOBUM 3aMEHUBAKEM CIMYHUM MexaHu3MoMm P-M cucrema.
CraBspameM J1Ba npoMoTtopa cuctema CRISPR-Cas y mozeny mox kontposty C npoTerHa u3 cucreMa
Ahdl, 06e30enmnu cMo 1a BUXOBE TPAHCKPUIIIMOHE aKTUBHOCTH NpaTe JUHAMUKY CIIMYHY OHOJj KOja
Ou ce BEpOBATHO HCIIOJbHIIA MPUIMKOM mpupoane aktuBanuje cucreMa CRISPR-Cas y henuju E.
coli. IToBesuwBameM Mojena peryiandje TpaHCKpHIIHje ca MomenoM obpaae pre-crRNK,
NpeIBUIEIN CMO KBAJIUTAaTHBHE KapaKTepHCcTUKe nuHamuke aktuBaiuje cucrema CRISPR-Cas,
onHocHo ekcripecrje CrRNK y henuju. 3aTum cM0 HCKOPUCTHIIN MO 1a IEPTypOUCamheM KIbYUHUX
peryiJaToOpHHUX CBOjCTaBa OBOI' CHCTEMa M KOHCTPYHMCAalEM aITEPHATUBHUX, PEIYKOBAHUX
MexaHHM3ama peryjanyje TPaHCKPHUIILKje HCIUTaMO HUXOBY yIOTY y o0e30ehuBamy MOjeUHUX
IMHaMUYKNX ocoOuHa ekcrpecuje. Mako ce P-M n CRISPR-Cas cucremu 3Ha4ajHO pas3iiuKyjy MO
apXUTEKTYpH W MEXaHW3MHUMa JIeJOBama, MPETIIOCTABHIN CMO Ja OM ce y HHXOBO] JWHAMHIIN
eKCIpecHje Mopajie YOUHTH M HeKe 3ajeJJHUYKe, YHUBep3ajlHe ocoOuHe, Oynyhu ma jgene ucry
byakunjy onopane henuje ox crpane JIHK, kao u 6e30emnHe excrnpecrje MOTSHIIN]jaTHO TOKCUIHUX
MoJekyna. OBakBe YHUBEp3aJHE MPHHLUMIE CMO NOKYIIAIM Ja PACBETIIMMO aHAIW3UPAmbEM
npeasuhene nuaamuke cuctemMa CRISPR-Cas u meroBux penykoBaHHX BapHjaHTH.
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3

3.1

3.11

MeTtoae

buogusnuko mogenosame P-M cucrema Ahdl

TepmoanHaMHYKO MOJeJI0Bamk-€ peryjanuje TpaHCKpunuuje rena cucrema Ahdl

ITpernocraBka moxena je ma ce P.CR moxe nahm y cinenchum konduryparmjama (Cauka 3A)
(Bogdanova et al., 2008; Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017; Rodic et al., 2018):

1)
2)

3)

4)

5)

Konduryparmja npasHor npoMOTOpa, Ka0 U PEryIaTOPHUX CEKBEHIIM Y B-ErOBOj OKOJIMHH,
Kondurypanmja xoja Hactaje camoctanauM BesuBambeM PHK nmonmmepase 3a mpomorop unme
ce omoryhaBa 0a3ajiHa TpaHCKpPHUIILIHU]ja TeHA;

Kondurypamnmja y xojoj cy nea numepa C npotenna Bezana 3a JJHK, npu yemy je C aumep
Ha PBS perpyroBan o ctpane C aumepa Besanor 3a DBS. ¥V oBoj kondurypanuju mpomorop
j€ TPAHCKPHUIIIIMOHO HEAKTUBaH, OAHOCHO C MPOTEHH NMa yJIOTy Perpecopa;
Kondurypanuja y kojoj je PHK nonumepasa perpyroana Ha npomoTop of ctpane C numepa
BeszaHor 3a DBS koju genyje kao akTHBaToOp TPAHCKPUIIIIH]E;

Kongurypauuja y kojoj je camo jenan C aumep Ha JIHK, Be3an 3a quctanHo BE3UBHO MECTO.
VYcnen eKCriepuMEeHTAIHO JeMOHCTPHPAHe BEJIMKE KOONEPAaTUBHOCTH y Be3nuBamy npyror C
nuMmepa kada je jeman Beh Bezan 3a DBS, omnocno PHK monmmepase mro je morBpheHo
MOJIeJIOBalkeM, BepoBaTHOhA HalTaXkea oBe KOHPUTypatuje y nopehemy ca 1pyrum je Beoma
HHCKa, 300T Yera oHa HUje OWila yKkJpydeHa y opuruHainau mozen (Bogdanova et al., 2008).
MehyTtum, oHa ce He MOKE 3aHEMapHUTH y YCIOBHMa HUCKE KOOIIEPAaTUBHOCTH y Be3uBamy C
IpOTEeHHA, Ma je, paau UCIUTUBama edekra nepryporucama OBEe KapaKTEepUCTHKE CUCTEMA,
osJie yBeaena (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Kouduryparmja y xojoj je camo C
nuMep BesaH 3a PBS ce 3anemapyje 360r BeoMa HUCKOT aMHUTETa POKCUMAITHOT BE3UBHOT
MeCTa, OJJHOCHO HEONXOAHOCTH KOONepaTHBHE HHTEpaKIuje ca apyrum C auMepom.

[RNAR) [: 7 70 7] [RNAP)

y

Zi e
DORNP) [ /o

Ciuka 3. I'paduuku mpukas perynauuje tpanckpunuuje y P-M cucremy Ahdl. Opranuszauuja rena
cucTeMa Ha IUIa3MUAY je MpHKazaHa ojroBapajyhe HMEHOBAaHMM IIMPOKMM CTpeinuuama, IoK
npaBoyraonuny o3Hadenu ca P.CR P.M, DBS u PBS npencrasibajy, pesom, IpoMoTope 3a TPAaHCKPHIILH]Y
Cr orepoHa ¥ M re’a u Mecra 3a Beaupame C quMepa (IucTalHo M NPOKCUMaiHO). TaHke cTpenuie yKasyjy
Ha CMEp TPAHCKPHIIIMjE ca JaTuX IPOMOTOpa. 3Be3/AuIa CUMOOIHM3Yje MPUCYCTBO LMJBHE CEKBEHIE Y
peruony P.M kojy mermnrtpancepaza moaudpuxyje. Jo3sosbene konourypaumje PHK nonmmepasze
(npaBoyraonnk RNAP), C mporenna (kpyr obenexen ca C mpeacTaBjba MOHOMED) B METHITpaHC(hepase
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(oBax M) na THK cy npuxkasane 3a (A) P.CR u (B) P.M npomotop. Kondurypauuje koje caapxe CTpenury
Cy TPaHCKPHIIIIMOHO akTUBHE. [lopen cBake KOH(Urypalyje je 03HaKa BeHe CTaTHCTHYKE TekuHe. Cinka
amantupana u3 (Rodic et al., 2018).

[IpernocraBibene koHpurypanuje P.CR Hactajy kao pe3ynrar cienehux paBHOTEKHUX peakiivja
BE3MBamba:

[Mon]-+[Mon]e=—=[0] @
[RNAP]+[DNA]K<:>2[RNAP~DNA] (32)
[D]+[DNA]T<_3>[D~DNA] (33)
[D]+[D~DNA]T<_4>[T~DNA] (3.4)
[D~DNA]+[RNAP]———[D~DNA~RNAP] (35)

5

y Kojuma cy koHrenrpaije C nporerna y GopMu MOHOMEpa U AuMepa o3Hadene ca [Mon] u [D],
koHneHTpanuja ciobdonne PHK momumepasze ca [RNAP], nok [DNA], [RNAP~DNA], [D~DNA],
[T~DNA] u [D~DNA~RNAP] o3nauaBajy KoHLeHTpamnuje, peaom, ciodoane JTHK mpomoropckor
pernona, PHK momumepase Besane 3a JJHK, C aumepa Besanor 3a DBS, kommiekca C TeTpamepa
(mBa C mumepa) ca JIHK, u kommiekca koju unne JJHK, C gumep na DBS u PHK nonumepasa na
npomotopy. PaBHoTexxHe koHcTanTe auconujaimje (Ki-Ks) peakuja (3.1)-(3.5):

Ky =[Mon]? /[D] =ke*Ce (3.6)

K, =([RNAP][DNA]) /[RNAP~DNA] = k eC.cr 3.7)

K3 =([D][DNA])/[D~DNA] = k e Coss (3.8)

K4 = ([D][D~DNA])/[T~DNA] = k g Cres +ACr (3.9)

Ks = ([D~DNA][RNAP]) /[D~DNA-RNAP] = k ¢"Cr.c t4C0-ru (3.10)

ce MOT'Y M3pa3uTH MPEKo oroBapajyhnx cinodoaHux eHepruja uaTepakimje y jenuaunama ksT (Ks —
bonmmanoBa koHcTaHTa, T — Temneparypa): AGp — nBa C mornomepa, AGp.cr — PHK monumepase ca
npomotopoM P.CR, AGpgs — C qumepa ca DBS, AGpgs — C numepa ca PBS, AGr— C gumepa Be3aHuX
3a JIHK, u AGp-rnap — C mumepa Besanor 3a DBS u PHK nmonumepase Bezane 3a mpomotop, rie je
K KOHCTaHTa MPOIMOPIIHOHAIIHOCTH Y jeIMHUIIAMa KOHIIEHTPAIH]e.

Tpanckpumnmona aktuBHocT P.CR ce, mpema kiacuunoj mpernoctaBuu (Shea & Ackers, 1985),
cMaTpa JAMPEKTHO MPONOPIIMOHATHOM PaBHOTEXKHO] BepoBaTHOhu Hanaxkewa PHK monmumepase na
IPOMOTOpY, KOja c€ H3pakaBa Kao YJEeO0 CTaTUCTMUYKUX TEXKHHA TPAHCKPUIIIIMOHO AKTUBHUX
KoH(purypanuja (Tj. oOHUX Koje monapa3zymeBajy Bezany PHK monmmepasy) y 30upy cTaTHCTHUUKHUX
TeXHMHA CBHX JI03BOJbEHUX KOH(UTypalHja mpoMoTopa:

CR CR
ZRNAP + ZD-RNAP (3.11)

CR CR _SCR CR"
1+ZgNap +2Zp +Zp-RrNAP 4T

Ger =&

VY jemnauman (3.11), o je KOHCTaHTa MPOMOPLUUOHATHOCTH Ca jeJUHUIIAMA KOHIEHTpaluje Cr
TPAHCKPUIITA TI0 JEIUHUIIA BPEMEHA, a CTAaTHCTHUKE TeXuHE (Z) KoH(pUTypaluja mpoMoTopa Cy
o3HauyeHe kao Ha Ciuuu 3 u 100ujajy ce npema cieaehum uzpazuma:
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Z&Rap =[RNAP~DNA]/[DNA] (3.12)

ZS® =[D~DNA]/[DNA] (3.13)
Z5%znap =[D~DNA~RNAP]/[DNA] (3.14)
ZFR =[T~DNA]/[DNA] (3.15)

JIOK CTAaTHCTHYKA TE)KHWHA IPA3HOr MPOMOTOPCKOr perrMoHa W3HOCH 1. YBohemeM m3pasa 3a
cratuctiuke Texune (J-ue (3.12)-(3.15)) y jennaunny (3.11) u kopunihemem n3pasa 3a paBHOTEIKHE
koHcTante jguconujanuje (J-ue (3.6)-(3.10)) moOmja ce KOHAuyHM M3pa3 3a 3aBHCHOCT
Tpa"ckpurnuone aktuBHOCcTH P.CR o koHIIeHTpanuje MoHoMepa C mpoTenHa,

a+b[Mon]2
1+a+ f [Mon]2 +b[Mon]2 +c[Mon]4 1

@ (Mon) =« (3.16)

ca MawuM OpojeM mapameTapa Koju ancopOyjy koHctante (Mehy xojuma je u konmnentpamuja PHK
nonumepase y henmju xoja ce cMaTpa KOHCTaHTHOM Oyayhul A2 je T0BOJBHO BENMKA J1a C€ HE MEmba
3HAYajHO yciea Be3uBama 3a P.CR):

a=[RNAP]/K, =k [RNAP]e “Cr.r (3.17)

f =1/(KyK3) =k 2e2Co~ACoss (3.18)

b =[RNAP]/K;K3K5 =k [RNAP] @' ACo~ACoss ~ACp.cn (3.19)
c= ]/ (KiPKaKy ) =k #@em2ACo G0 ~ACras (3.20)

YaHOBH KOJU Mepe jauyrHy KOONEpaTHBHOCTH y BesuBamy 1Ba C aumepa 3a JJHK (J-na (3.20)),
omHOCcHO jaunny uHTepakiuje C aumepa u PHK nonmmepase mpuiMkoM BEHOT perpyToBama Ha
!

npomorop (J-ma (3.19)), cy wusnBojenn y moceOHe mapamerpe w = exXp(—AGr) u ' =
exp(—AGp-rnap) (ROdic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

Kako mermnrpancdepaza CBOjUM J€JIOBakbeM YTHINABA TPAHCKPUMIM]y ca mnpomoropa P.M,
MPETIOCTaB/LEHO je J1a oBaj mpomorop Moke outu (Cnmka 3B) (Bogdanova et al., 2008; Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017):

1) mnpasan y konnentpanuju [DNA],

2) axtuBaH y koHuneHtpauuju [RNAP~DNA], y pexumy Oa3anHe TpaHCKpHIILUje Kajaa je 3a
wera Bezana PHK nmonumepasa, nim

3) yrmman y xonnentpaumju [M~DNA], xama ce 3a JIHK Bexe wmeruntpancdepasa
(xonrentparnuje [M]) koja MeTHITyje CEKBEHILY Y OKBUPY ITPOMOTODA.

[Tpema Tome, perynamujy P.M omucyjy cienehe paBHOTE)XXHE peakiifje Be3UBamba:

[RNAP]+ [DNAJe=——>[RNAP-DNA] (3.21)

2M

YHje Cy paBHOTEKHE KOHCTAHTE TUCIHjallKje 1aTe n3pa3uma:
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Kim = ([RNAP][DNA])/[RNAP~-DNA] = k e"Cem (3.23)

Ko =([M][DNA])/[M~DNA] =k e"Cwet (3.24)

rae cy AGpwm 1 AGwmet cnoboaae enepruje unrepakiuje PHK monmuvepase u metuntpanchepase ca
JHK. Tlomohy J-ma (3.23) u (3.24) ce Mory u3pasWTH CTaTUCTHYKE TC)KHHE KOH(HTypaiuja
npomotopa P.M:

ZM A =[RNAP~DNA]/[DNA] (3.25)

Zy =[M~DNA]/[DNA] (3.26)

Ha OCHOBY KOjuX ce oapelhyje BepoBarHoha 3ay3zeroctu mpomotopa PHK monmmepasom y jeqaaunuu
3a TPAHCKPUIILIUOHY aKTUBHOCT P.M,

ZM
RNAP (3.27)

Om = )
m 1+ZF,¥INAP +Z||\\/|/I

rJIe je / KOHCTaHTa MPONOPIHUOHAIHOCTH ca jeinHunama [Konnenrtpamuja)/[Bpeme]. Konaunu o0nmk
u3pa3za 3a TPAHCKPHIIHOHY aKTUBHOCT IpomMoTopa P.M,

basal KD
M)= —_—
?m (M) = o Ko+ [M] (3.28)
ce nobuja yBohemem cneaeha aBa mapamerpa:
basal _ [RNAP]
[RNAP]
KD =[1+— K2M (330)
Kim
rae ghasal Mpe/ICTaB/ba HEroBy 0a3aliHy TPAaHCKPHUIIIMOHY aKTUBHOCT.

3.1.2 JInHaMH4KO MOJeJIOBal-e eKCIpecHje TPAaHCKpUNaTa u nporenHa cucrema Ahdl

[Ipomena xonuentpanuja nuapopmanuonux PHK u mporenHa cucrema ca BpeMEHOM j€ ONKCaHa
cucreMoM oOmuHUMX nudepeHiujanrHux jenHaunHa (Bogdanova et al., 2008; Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017). Cunre3sa TpaHckpumara Cr orniepoHa u M rexa je nara nzpasuma (3.16) u (3.28)
TEPMOJMHAMHYKOT MOJENa TPAaHCKPUIIIMje, JOK HHUXOBE KOHICHTpAIMje OMaaajy Yyclen
Jerpajaiyje, ca KOHCTaHTaMa JAeTpagaluje Acr U Am:

90y (Mon() 2 -cr0) 331
% = g (M(©) = Ay - M(D). (332)

C npoTewH, pPECTPHKIIMOHA EHIOHYKIea3a W MeTwiTpaHcdepasa ce y MOJAETy CHHTETHIILY
TpaHCIalMjoM OJAroBapajyhux TpaHCKpunara ca KOHCTaHTama TpaHciamuje Kc, KR u kv, a
SNMMMUHUIITY JETPaaliijoM ca KOHCTaHTaMa Ac, AR U Am:
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9O _ e er—ac ) (3.33)

dt
% — kg -or(®) — A -R() (3.34)

bynyhu na ce m C mpoTeMH M peCTPHUKIMOHA CHIOHYKIIea3a CHHTETHINY TpaHCIAUjoM Cr
TPAHCKPHIITA, Y3 TMPETIOCTaBKY O JEJHAKMM KOHCTaHTama Jerpajanuje 3a OBE MPOTCHHE
mudepennujaina jennaunna (3.34) ce Moke 3aMEHHTH alre0apCKOM:

R(t) = E—R C(t). (3.36)
C

3.1.3 OnpehuBame BpeqHocTn napamerapa moaena P-M cucrema Ahdl

Tpanckpumiona aktuBaoctT npomoropa P.CR y wild type cucremy Ahdl je exkcriepumenTamHo
u3Mepena in Vitro y npucycrBy pasnuuntux konmentpaiuja C nporenna (Bogdanova et al., 2008).
To je omoryhuito aa ce oapese BpeJHOCTH apameTapa a, b u ¢ puroBameM jeTHAUNHE OPUTHHAITHOT
TepMmouHamMuuKor Moena perynamuje P.CR 3a a = 1, koja ce ox J-He (3.16) pasnukoBaia mo Tome
wro Huje cagpxkana wian f[Mon]?. Bynyhu ma ce wt Ahdl oanmkyje BMCOKOM paBHOTEXHOM
KOHCTaHTOM JMCOLMjalnuje 3a peakunjy qumepusanuje C nporenna, yseto je aa je [C] = [Mon], 1j.
na ce ceu C nporenHu y pactBopy Hanaze y hopmu monomepa (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al.,
2017). Bpennoct mapamerpa

f =1/(KiKg)=/c(K4/K3) (3.37)

je TmpoIemheHa Ha OCHOBY M3MEPEHUX BpeIHOCTH KoHcTaHTH aucormjaiije (McGeehan et al., 2006).
[TpumMeHOM yciTOBa J1a TPAHCKPHITIIUOHE aKTUBHOCTH @.-(Mon(t)) (J-ua (3.16)) u ¢,,(M(t)) (J-Ha
(3.28)) y paBHOTE)KHOM CTamy Oyny jenHake u uzHoce 1 nM/min (Bogdanova et al., 2008), moaemniene
cy BpenHoct mapamerapa a,Kp m @2*%. Ocramum mapameTpuMa JMHAMHMYKOT MOJENA CY
nonesbeHe reHepuuke, crangapase speanoctu (Phillips et al., 2012): momyxuBOT TpaHCKpHITa
M3HOCH 5 MUHYTA, a OIYXUBOT nipotenHa 30 munyta. C 003UpoM Ha TO Ja TPaHCKpHUNT reHa 3a C
NOPOTEHH HE MOCEIyje MECTO 3a Be3uBame pHO030Ma, IITO Y3pOKYje HeroBy pehy Tpancmauujy y
OJTHOCY Ha TPAHCKPHUIITE OCTAIMX TeHa, 337aTo je ky = kg = 5k.. BpenHoctu cBux mapamerapa cy

npezncrasibeHe y Tabenu 1.

Tadena 1. Bpennoctu napamerapa moaena P-M cucrema Ahdl.

Koucranra Onmuc Bpennoct
a Koncranta nmponoprmonanaoctu 3a P.CR 1.7 nM/min
plasal bazanna TpaHckpunuuoHa akTusHocT P.M 1.7 nM/min
a , _ 1.6-10*"
f KoHcTanTe K0je ancopOyjy peneBaHTHE CI0001He 2 8.10% M2

€HEepTHje MPOTEeUH-NIPOTerH U porenH-/{HK

b ; . 1510 nM?
UHTEpaKIja U KoHIeHTpauujy ciodogne PHK 19.105 M4
¢ noymmmMepase y henuju = ’ n
Kp 6.5-10 nM
ke KoncranTa Tpancnanyje 3a C npoTenH 6.0-10% 1/min
ke KoHcTanTa TpaHcnanuje 3a peCTpUKIUOHY 3.0 1/min
EHIIOHYKJIea3y
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3.2

3.2.1

ky KoncranTa TpaHcianuje 3a MeTHITpaHchepasy 3.0 1/min

Aer KoHcranTa nerpagamnuje Cr TpaHCKPHUIITa 2.0-101 1/min
Am Koncranra nerpaaanuje M TpaHCKpUIITa 2.0-10* 1/min
Ac Koncranra nerpananuje C npotenna 3.3-10? 1/min
Ar KoncranTa nerpaianyje pecTpuKIMOHE SHIOHYKIIea3e 3.3-102 1/min
Ay Koncranra nerpananuje MmetuitTpatcdepase 3.3-102 1/min

buodpunsuuxko mogenosame P-M cucrema EcoRV

TepmoauHaMHYKO MOJeJIOBam-€ peryjanuje TpaHCKpUnuuje reda cucrema EcoRV

bynyhu na ce P-M cucrem ECORV oanukyje AMBEpreHTHOM apXUTEKTYpOM, OJHOCHO JIEIMMUYHO
npeksombeHuM mpomoropuma P.CR u P.M 3a xoje PHK monmumepase He Mory OUTH UCTOBPEMEHO
BE3aHe, NPBH KOpaK y MOJENOBamy je AeQUHHCAmE T03BOJHEHHUX KOH(HUrypaluja KOMIUIETHOT
uHTeprenckor peruona (Crnuka 4). IIpeTnocTaB/beHO je a ceé MHTEPreHCKH PernoH Moke Hahu y
cnenehum KoH(puUrypanujama y HasHaueHuM kourentparujama (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al.,

2017):
1)

2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

[DNA] — koudwuryparmja npasue uatepreicke JJHK;

[RNAPR~DNA] — koHdurypammja koja HacTaje camoctaiHuM BesuBambeM PHK monnmepase
3a P.CR uume ce omoryhaBa 6a3aiHa TpaHCKpHMIMja CI omepoHa (Ha CIUIU ycMepeHa
HajiecHo — eHr. Right);

[T~DNA] — koudurypaimja y kojoj cy asa aumepa C nporerna Be3ana 3a JIHK u yruiiasajy
TPAHCKPHIIIIH]Y CI' OIIEpOHA TUME IITO clipedaBajy BesuBame PHK mommmepase 3a P.CR;
[D~DNA~RNAPR] — kordurypanuja y kojoj je PHK momumepasa perpyrosana va P.CR o
ctpare C aumepa Be3anor 3a DBS koju fenyje kao akTuBaTOp TpaHCKPHIIIK]jE CI' OTIepOHa,
[D~DNA] - konduryparuja y kojoj je camo jenan C qumep Besas 3a JJHK, koja je onpaBnana
EKCTIEpUMEHTATHO TOKAa3aHUM OJCYCTBOM KOOIIEPAaTUBHOCTH y BesuBamy C MpoTewHa y
cucremy ECORV;

[RNAP_~DNA] — kou¢urypammja y kojoj je PHK momumepasa camocranno Be3ana 3a P.M
ynMe je omoryheHa 6a3aiHa TpaHCKpHUIIKja M reHa (Ha CIUIK yeMepeHa HajieBo — eHr. Left);
[RNAP_~DNA~D] — koudurypainmja y kojoj je ocum PHK nonumepase na P.M npucyran u
C numep Besan 3a DBS;

[RNAP_~DNA~T] — xoudwurypauuja y kojoj je PHK monmmepasa Be3ana 3a P.M, y3
HCTOBpEMEHO MpucycTBo J1Ba C 1uMepa Ha CBOJUM BE3MBHHUM MECTHUMA.
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Cauka 4. I'padpmuxn npukas perynanuje Tpanckpummuje y P-M cuctemy ECORV. Opranmsanuja rena
cUcTeMa Ha IUIa3MUAY je TpHKazaHa ojaroBapajyhe WMEHOBAaHMM INIHPOKMM CTpenumama, oK
npaBoyraoHunu o3HadeHu ca P.CR P.M, DBS u PBS npencraspajy, peom, IpoMoTOpe 3a TPAHCKPUTIIIH]Y
Cr orepoHa ¥ M reHa u MecTa 3a Besusame C quMepa (IUcTalHO U MPOKCUMAIHO). TaHKe CTpenune yKasyjy
Ha CMep TpaHCKpHIIMje ca AaTux mnpomoropa. Ilpmkasane cy nos3BosbeHe KoH¢urypaunuje PHK
nonuMepase (mpaBoyraoHuk RNAP) u C mporenmna (C MoHoMep mpencTaBbeH kpyroMm) Ha JIHK
HHTEpPreHcKor pernoHa. Koudwurypaiyje koje caapke CTPEIHiy Cy TPAHCKPHUIIIHOHO AaKTHBHE Y
HasHaueHoM cMmepy. OGjammbema oO3Haka , @' W CTATUCTUYKMX TEKHMHA HABEICHUX Y3 CBAKy
KoH(pUTypanujy cy aata y riaaBHoM TekcTy. Ciuka agantupana u3 (Rodic et al., 2018).

OBge koH(urypamyje HacTajy y ciieehum paBHOTE)KHUM peakiijaMa Be3UBamba:

[Mon]+[Mon]?[D] (3.38)
[RNAP]+[DNA]K§2R[RNAPR ~DNA] (3.39)
[D]+[DNA]T<_3>[D~DNA] (3.40)
[D~DNA]+[RNAP]?>[D~DNA~RNAPR] (3.41)
[D]+[D~DNA]K<:/CU>[T~DNA] (3.42)
[RNAP]+[DNA]K<:2L>[RNAPL~DNA] (3.43)
[RNAPL~DNA]+[D]—><T[RNAP,_~DNA~D] (3.44)
[RNAP_ ~DNA-D]+[DJe=——2[RNAP_ ~DNA-T] (3.45)

3a KOje ce MOT'y HallMcaTH PaBHOTEKHE KOHCTAHTE IUCOLIMjaIlH]je:
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Ky =[Mon]?/[D] (3.46)

Kor =([RNAP][DNA])/[RNAP; ~DNA] (3.47)

Ks =([D][DNA])/[D~DNA] = ([RNAP_~DNA][D])/[RNAP_~DNA~D] (3.48)
Ko /@' =([D~DNA][RNAP]) /[D~DNA~RNAP | (3.49)
K4/o=([D][D~DNA])/[T~DNA] = ([RNAP_~DNA~D][D])/[RNAP_~DNA~T] (3.50)
KoL =([RNAP][DNA]) /[RNAP_~DNA]. (3.51)

Mopnen mpermoctaBiba na je BesuBambe C mporemHa 3a JIHK we3zaBucHO ox BesuBama PHK
noiumepase 3a P.M (Bunetu peakiuje (3.40) u (3.44) u J-ny (3.48), kao u peaxumje (3.42) u (3.45)
u J-ny (3.50)) (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Kao u npunrkoM MojenoBama cHCTeMa
Ahdl (nmornassbe 3.1.1), yBeaenu cy mapametpu @ = exp(—AGy) 3a HHUBO KOOIEPATUBHOCTU Y
BesuBamy auMepa C nporerna i ' = exp(—AGp.-gyap) 32 jaunny uarepaximje C quMepa Be3aHor
3a DBS ca PHK nonumepazom perpyrosanom Ha P.CR. Pagu cmamuBama 6poja mapamerapa Moiena,
paBHOTE)KHA KOHCTaHTa Aucolujauuje peakuyje y kojoj ce PHK nonumepasa perpyryje va P.CR (J-
Ha (3.49)) je u3pakeHa Kao 0JJHOC KOHCTAaHTE 3a peakinjy BeauBama PHK nmonumepase 3a P.CR (K2r)
u ’. CIIMYHO, PaBHOTEKHA KOHCTAHTAa IMCOLIMjaluje 3a peakuujy popmupama C tretpamepa Ha JJHK
(J-ua (3.50)) je uzpakeHa kao 0HOC KOHCTaHTe 3a Be3uBame C aumepa 3a PBS (K4) 1 w.

Tpanckpunimone aktuBHoctd P.CR u P.M,

ZRNAP, +ZD~RNAR,

Per = (3.52)

1+ZRNAP +Zp +Z1 + Zp-rNaR, + ZRNAP, T ZRNAP ~D T ZRNAP, ~T

ZRNAP, + ZRNAP ~D T ZRNAR, ~T

Pm = (3.53)

1+ZRNAP +Zp +Z1 +Zp-rNAR, + ZRNAP, T ZRNAR ~D T ZRNAP ~T

Cy TMPOMOPIMOHANHE pABHOTEXKHUM BepoBaTHohama 3ay3eroctr oBHX mpomotopa PHK
noiumepasom (Shea and Ackers, 1985), rae je y KOHCTaHTa MPOMOPIIMOHAIHOCTH Ca jeAUHHUIIAMA
[konnenrpanujal/[Bpeme]. OBe BepoBaTHOhe Cy W3BEJACHE MPEKO CTATHCTHYKHAX TEXHUHA
koH(purypainmja uaTepreackor peruona (Cnuka 4):

Zrnap, =[RNAPR ~DNA]/[DNA] (3.54)
Zp =[D~DNA]/[DNA] (3.55)

Z; =[T~DNA]/[DNA] (3.56)
Zp-rnAR, =[D~DNA~RNAP, |/[DNA] (3.57)
Zrnap, =[RNAP_ ~DNA]/[DNA] (3.58)
Zrnap ~p =[RNAP ~DNA~D]/[DNA] (3.59)
Zgrnap,~T =[RNAP_~DNA~T]/[DNA]. (3.60)

Konaune jeqHaunHe 3a TpaHCKPHUIILIMOHE aKTUBHOCTH ITPOMOTOpA!
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[”j
K1K3

K

KiK3 5KZK2

(3.61)

(pcr(Mon):7/ L

2 4
X 1+[Mon] +a)[M2n]2
K1K3 5K1 K3

Pm (Mon) =y (3.62)

; [Mon]2 [Mon]4 ,[Mon]z

x| 1+ to oo+ l+o'——
K1K3 5K1 K3 KlKS

cy noobujene yBohemem uspasa (3.54)-(3.60) u (3.46)-(3.51) y J-ue (3.52) u (3.53). [Iputom je y3eto
y 063up na DBS uma net nyrta Behu apunurer 3a BesuBame C npotenna uero PBS, 1j. K, /K5 = 5,
kao u jaa je P.CR 3natHO cnabuju npomotop ox P.M, 1j. K, > K, (Semenova et al., 2005). Takole,
YBEJIEH je HOBH MapaMeTap

(3.63)

_[RNAP] .([RNAP]]_l.

KoL Kor

3.2.2 JImHAMHYKO MO/IeJIOBa€ eKCIpecHje TpaHCKpUnaTa u nporenna cucrema EcoRV

TepmoauHamMuuku Mojen peryiauuje tpanckpumiuje (J-He (3.61) u (3.62)) je ykimomsbeH y
JMHAMUYKH MOJIEN eKcIpecHje Cr 1 M tpanckpunara, C mpoTenHa, peCTPUKIIMOHE €HOHYKIIea3e U
meruntpancdepasze (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Kao u y ciny4ajy cucrema Ahdl,
nudepeHijaita jeIHaYMHa 33 MPOMEHY KOHIICHTpAIM]je peCTPUKIIMOHE €HIOHYKIIEa3e Ca BPEMEHOM
Jje 3aMemeHa anredapckom,

k

R(®=2-CO), (3.64)
ke

IITO BaXH MOJ TMPETIOCTaBKOM Ja Ccy KOHCTaHTe aerpaganuje C mpoTerHa M PECTPUKIIMOHE

EHJIOHYKJIea3e je/IHaKe, Ma ce JMHAMUYKKA MOJENl CacTOju W3 YeTUpPH OOWYHe nudepeHiujaiHe

jemHaunHe:

Z0  ger (Mon®) ~ ey -0r) (3.65)
% = g (Mon(t)) - Ay -m() (3.66)

% = ke -cr(t) — Ac - C(t) (3.67)
% — Ky - M — Ay -M(®). (3.68)

J-ue (3.65) m (3.66) ommcyjy mpoMmeHy KOHIIEHTpalldja TpaHCKpUIIaTa ca BPEMEHOM, KOjU ce
CHUHTETHILy TPAHCKPHUIIIMjOM OAroBapajyhux reHa, a eIMMUHUINY jAerpaganujoMm. IlporenHu ce
CUHTETHUIITY TPAHCJIAIM]jOM TPAaHCKPHUIIATA, a YKIIamkha]y U3 CUCTeMa JerpajlaliijoM, IITO OTUCY]y J-He

(3.67) u (3.68).
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3.2.3 Peckanupame BeiuuuHa U oapehuBame BpeaqnocTu napamerapa moaeaa P-M cucrema
EcoRV

Wild type ECORV kapakTepuliry peJaTHBHO HHCKA paBHOTEKHA KOHCTaHTa AUCOLHjaIHje 3a PeaKInjy
mumepusanuje C mpoTeuHa U 0CYCTBO KOoOomepaTUBHOCTH y BesuBamy C mumepa 3a DBS u PBS
(Semenova et al., 2005). ¥V ckmaay ca npsum, TpaHckpuiiuone akruBHoctu P.CR (J-Ha (3.61)) u
P.M (J-na (3.62)) cy uspaxene y pyHKiuju KoHueHnrpamuje C auMepa KOpUIINemHeM jeTHAuNHE

(3.46):
(l+a)'[D]J
2t D] [D]2K3 (D] (3.69)
X|I+=——=+0o—5 [+|1+0'—
{ Ks 5K§J( ng
x[1+[D]+a)[D]2J
om(D)=7 o 5K . (3.70)
' X[l+[D]+w[D]2J+(1+a)'[D]) .
Ks  5KZ Ks

Ha ocnoBy npernocraBke jaa cy csu nporenrn [C] = [Mon] + 2[D] y pactBopy y dopmu aumepa
nocTaBJbeH je ycnos [D] = [C]/2. KopumihemeM Tor yciioBa, iejbemeM 00e crpane jennaunna (3.69)
u (3.70) ca 2Kz u yBohemem peckamupanux Benumumsa C = [C]/(2K3), 7 =v/(2K3), @er =
Ocr/(2K3) 1 @y, = @1/ (2K3) no6ujene cy cnenehe jeqnaunne:

— (=y - (l+w'C)
Por (C)=7 —— (—:az) - (3.72)
x(1+C+a)?)+(1+a)'C)
=2
_ x(1+C_:+a)C—)
#m(C)=7 - . (3.72)

x(1+C_:+a)CS)+(1+a)'C_))

Paau yckmahuBama quHaMudkor mozena, J-ue (3.65)-(3.68) u (3.64) cy takohe nmoaesbene ca 2Kz u
KOHIIEHTpAIIMj€e 3aMer-eHe peckanupanuM Cr = [cr]/(2K3), m = [m]/(2K3), M = [M]/(2K3) uR =

[R]/(2Ks):

dzrt(t) = Fer (C®)~ er TV (3.73)
df:t(t) = 7 (C®)) = A - (V) (3.74)
LO e w04 €0 (375)
@ =Ky - (M) — Ay - M(t) (3.76)
R(t) = E—Ré(t). (3.77)

C
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Peckanupamem BemMuumHa je CMameH Opoj MapaMmerapa Mojiella 4Ydje Ce BPETHOCTH MOpajy
NPOLICHUTH, MPH YeMy MOJIEN U JIaJbe MOXKE Jla Ce KOPUCTHU 32 MCIUTHUBAC 3aBUCHOCTH OCOOMHA
JMHAMUKE EKCIpPEeCHje CHUCTeMa OJi HCTOBHX KOHCTPYKTHBHHMX KapakTepucTuka, Oymyhu na
ariCOJIyTHE BPEIHOCTH KOHIIGHTpalldja MOJIEKyJa HHCY pelieBaHTHe 3a oBy ananu3y (Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). ¥V ckiagy ca 0aCcycTBOM KOOIEPAaTUBHOCTH y Be3uBamy aBa C
mumepa 3a JIHK, y wt cucremy je w = 1. Bpennoct mapamerpa x = 10 je ¢urcupana mox
npernocraBkoMm o 10 myra Behoj 0azanHoj TpaHckpuniroHoj aktuBHocTH P.M y onnocy na P.CR
(Semenova et al., 2005), ok je puxcupamem w’ = 20 omabpaHa 3a pej BEIMYMHE Marba jaudHa
untepakije m3mehy C aumepa m PHK monmumepase ox msmepene 3a apyru P-M cucrem ca
KooIepaTuBHUM Be3uBameM fBa C numepa (Bogdanova et al., 2009). V paBHOTEKHOM cTamby, IPBU
M3BOJU KOHIIEHTpamuja 1o Bpemeny (J-ue 3.73-3.76) cy jennaku 0. [Ipumena ycinoBa 0 jeTHAKOCTH
PaBHOTES)KHUX KOHIIEHTpAIMja CI ¥ M TPaHCKPHIIATA, y CKJIAIy ca eKCIIEPUMECHTAIIHAM 3allaXambeM
u3 (Bogdanova et al., 2008), ako ce 3agajy ucte BpeaIHOCTH Ay U Ay, BOIU 3aXTEBY 3a jeHAKUM
TPAaHCKPUIIIMOHUM akTHBHOCTHMa mpomotopa (J-He (3.71) u (3.72)) y paBHOTEKHOM CTamby,
OJTHOCHO jeHAKOCTH

=2
1+ a)lc_:eq = X(1+ C_:eq +%) (378)

13 KOje e MOKE€ OJIpeAUTH paBHOTE)XHA KOoHLeHTpanuja C npoTenHa, (_qu. 3aTUM ce MOXKE OAPEAUTH
TpaHckpunuuona akTuBHOCT P.CR y paBHOTEX)HOM cTamy,

Per (Ceq ) = ﬂckr—ﬂcceq (3.79)
C

NPUMEHOM yCiioBa 3a paBHOTeKY Ha J-He (3.73) u (3.75) u momesbUBameM CTaHAAPIHUX BPEIHOCTH
napametpuma (Phillips et al., 2013), ciaruno kao npuinkom MojennoBama cuctema Ahdl. Kornkpertho,
¢bukcupane cy BpenHoctd A, = A, =1/5 1/min, A = Ag = Ay =1/30 1/min, xao u k; =
kr = ky = 3 1/min nomro y cucremy ECORV TpaHCKpUNTH CBUX T€Ha MMajy MECTO 32 BE3UBaE
pubo3oma (Semenova et al., 2005). Konauno, BpeJHOCT mapameTpa ¥ ce MOXe OAPEAUTH U3 J-He
(3.71) 3a paBHOTEIKHO CTambe.

3.3 Mepemwe edexkara pemehema crnenu@UYHNX KOHCTPYKTHBHMX
kapakTtepuctuka P-M cucrema Ahdl u ECORV Ha cBojcTBa tTuHAMHKe
eKcrpecnje

3.3.1 Jlepunucame KBAHTHTATHBHMX Mepa 3a CTeNeH MCIO/beHOCTH JKe/beHHUX CBOjCcTaBa
auHamuke ekcnpecuje P-M cucrema

Edextn pemehema cnienupuuHuX KOHCTPYKTUBHUX Kapakrepuctuka P-M cucrema Ahdl u ECORV
Cy omucaHu mnpahewmeM NpoMeHa TpHU CBOjCTBa JuUHaMHKe ekcrnpecuje P-M cuctema koja cy
NOTEHIIMjaJTHO BakHA 3a o0aBJpame muXxoBe QyHkuuje, a To cy (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al.,
2017):

1) kammeme TOYeTKa CEKCIpPecHje PECTPUKIIMOHE CeHIOHYKIease KojuMm ce o00e30ehyje
aKymyJjalyja 10BoJbHe KOJIMUYUHE MeTHIITpaHcdepase,

2) Op3 mpenaszak eKCIpecHje PeCTPUKIIMOHE SHAOHYKIIea3e U3 UCKIbYYEHOT Y YKIBYUEHO CTame
KaJia TIOYHE HheHa CHHTE3a U

3) 0ICYCTBO BEIUKOT (UIYKTyHpama KOHIICHTpAIlHja IPOTEUHA Y PABHOTEKHOM CTamy Koje Ou
MOTJIO J1a TOBEZIE 10 Hen30alaHCcupaHe eHIOHYKIIea3He M MeTUIITpaHC(epa3He aKTUBHOCTH Y
henuju.
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3a cBakoO 0] OBMX JWHAMHUYKHX CBOjCTaBa je JepuHHCAHA KBAHTUTATHBHA Mepa 4Hja C€ BPEAHOCT
MOJKE OJIPEANTH 3a PA3IMUUTE NepTypOaruje napamerapa mojaena. Jlepunuimje mepa cy rpadhudaku
objalm-eHe Ha IpUMEPY AMHAMHUKE paHuje MoaenoBador cucrema Ahdl (Cruka 5) (Bogdanovaet al.,
2008).

A B
x 10° " ,
/ ~/A
/
% g @cr(C)
g 3 % PR AcrACCeq /kC
?g © dQcq /dCleq
©2 ke}
o 3]
© f=3 \
Cwl @ FlT X
S 1 : 0
= brzina prelaska c
o mm kasnjenje i ‘
£ - 0 N i g
% 10 20 30 40 50 0 60 120 180
vreme (min) koncentracija C proteina (nM)

Ciuka 5. I'paduuky nprka3 BenMYHHA KOje Mepe HCIOJbEHOCT AMHAMHYKUX CBOjcTaBa P-M cucrema Ha
npuMepy ekcrpecuje mnportenHa cucteMa Ahdl IPUIMKOM HEroBOT YCIOCTaBJbaka y HOBO] henuju-
nomahinny. (A) JluHaMMKa TPOMEHE peIaTHBHUX HHBOA pECTPUKIHOHe eHmoHykieaze (R) u
MeTmiaTpancdepase (M) je mpukazaHa I[PHHUM KpuWBama OJ MOMCHTa yiacka Iuiasmuzaa y henujy koju
oJroBapa HyJlTOM BpeMeHy. OceHueHa NMOBpIIKMHA je y3eTa Kao Mepa Kallllkbemwa excrpecuje R y oqHocy Ha
M, 1ok je Op3uHa npenacka ekcrnpecuje R 13 HCKIbYUEHOT y YKIbYUSHO CTame J1aTa HaruOoM CBETJIO CUBE
npage. (B) Mcnpekunana nuHMja IpUKa3yje Harub KPUBE 3aBUCHOCTH TpaHCKpHIInone aktupHocT P.CR
onx xoHneHTparmje C mpoTenHa y TauyKM KOja OATOBapa PaBHOTEKHOj KoHIeHTpamuju. OBaj Haruob ce
KOPHCTH 3a W3padyHaBambe Mepe CTAOWIHOCTH CTAl[HOHApHOr cTama cuctema. Ciuka amanTHpaHa W3
(Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

Mepa kawmera excnpecuje pecmpukyuone eHooHyKease. Kalmeme eKCIpecHje peCTPUKIINOHE
SHJIOHYKJIea3e ce MepH MOBPIIMHOM H3Mel)y KpMBHX 3a MeTwiTpaHchepasy U pecTpUKLUOHY
SHJIOHYKJIea3y Ha TpaduKy JTUHAMHUKE eKCIIpecHje MPOTEeHnHa, 3a TpBUX 10 MUHYTA IO YIIacKy cucTeMa
Ha IU1a3MUy y HOBY OakTepujcky hennjy (oceHueHa moBpuuHa Ha Cruiu SA). [Ipuinkom Bapupama
omabpaHor mapamerpa Mojena, oapelyje ce oaHOC OBUX MOBpiiuHa y in SilicO mytupaHom u Wt
CHCTEMY, Tj. ,,pETaTUBHO KalIbHEHe

10 10 10 10
Tdelay = j M e (D)t — j R e (Dt j M (t)dit — j Rt ()t |. (3.80)
1 1 1 1

IIpema J-nm (3.80), 32 Wt cHCTeM je Tgeiqy = 1, TAKO M Tgeqy < 1 yKasyje Ha To na jara
neprypOaryja mapamerpa JOOBOOU 10 CKpahuBama Kallllkbemha Yy EKCIPeCHju PECTPUKIIMOHE
€H/IOHYyKJIease, U 00paTHoO.

Mepa 6p3une npenacka ekcnpecuje pecmpukyuone eHOOHyK1eaze U3 UCK/bYYeHOo2 Y YKbYUeHo
cmarme. Kpusa R(t) nma curmoniau 00/IHMK: 3a Majia BpeMEHa KOHIIEHTpAI[Hje TPOTEenHa Cy HUCKE,
3a BEJIMKa BUCOKE, JIOK y CpeAmeM HHTEepBaly KOHIICHTpalMja pelaTHBHO Op3o pacte. bp3uny
Mpeacka eKCIpecHje PECTPUKIIMOHE SHIOHYKIIea3e U3 UCKIbYUEHOT Y YKIbYUEHO CTame (Vmax), CTOTA,
naje MmakcuMaiau Haruo R(t) kpuBe y cpeameM BpeMEHCKOM MHTEpBaly (Tauka-I[pTacTta KpUBa Ha
Cnunum 5A).

Mepa cmabunnocmu cucmema y pagHomedcHom cmary. Axo ce Ha TUQepeHInjaTHe jeTHaYnHe
3a MPOMEHY KOHIIEHTpanuja Cr Tpanckpunrta u C mpoTenHa,
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der(t)

T Per (C(t)) — Aer -Cr(t) (3.81)
% =k -cr(t) — A - C(1), (3.82)

kakBe unHe quHamuuke mojene Ahdl (J-ue (3.31) u (3.33)) u ECORV (J-ne (3.65) u (3.67)), npumenu
ycioB 3a paBHoTexky dcr(t)/dt = dC(t)/dt = 0, nobOuja ce nMHeapHa 3aBUCHOCT PaBHOTEKHE
TpanckpunuoHe akTuBHOCcTH P.CR on xornentpanuje C mporenna:

Per (Ceq ) = %Ceq-

Ha Cnuim 5B je oBa 3aBUCHOCT NPECTaB/beHa PABOM ca HaruboM A¢rA¢ /k¢. [la 0u @ (Ceq) Onito
CTaOWJTHO CTAIlMOHAPHO CTamke, Maje MpoMeHe Y KoHIeHTparuju C mpoTenHa Koje je M3BOJC W3
pPaBHOTEXHE BPETHOCTH MOpajy Outu npahene Bpahamem cucrema y To ctame. Panu ncnuruBama
CTaOMIIHOCTH DPABHOTEXKHOI CTama, W3BEJIEHE Cy jelHAUYWHE 3a JWHAMHUKY CHUCTEMa y HEroBoj
okonMHH yBohemeM cr(t) = creq + dcr(t) u C(t) = Coq + 6C(t) y J-ne (3.81) u (3.82), rae cy Ser(t)
u 6C(t) mane BpeAHOCTH KOHIIEHTpallHja 3a Koje Cy IpOMEHhEHEe PaBHOTEXKHE KOHIIEHTpauuje Cr
tpanckpunTta 1 C nporeuna. Kako je dcreq/dt = dCeq/dt = 0 u y3umajyhu 1a je

(3.83)

do. (C
<ocr(ceq+5C(t))=(pcr(ceq)+% 5C(), (3.84)
Ceq
nobujene cy cienehe jeqHaunHe:
dser(t)  deg (C)|
= oC(t) — Ay - ocr(t
™ ic | () — Ay - SCr(t) (3.85)
eq
doC(t
dt( ) = k¢ - ocr(t) — Ac - oC(t). (3.86)

Hame, dcr(t) moxe na ce uspasu u3 J-ue (3.86) u na ce ybauu y J-ny (3.85), unme ce mobuja
jemHaYMHa MPUTYHICHOT XapMOHH]CKOT OCIIHIIATOPA,

d?5C(t)
dt?

dsc(o)
dt

d(”cr (®)
dC

+(Aer +4c) +| Aor - A —ke .5C(t) =0, (3.87)

Ceq

YUju KOCPUIMJEHT y3 JHMHEApHU WiaH (IpOMOPIMOHATIAH KOHCTAHTU/KPYTOCTH OINpPYTe) OAroBapa
MepU CTa0MIIHOCTH CTAI[MOHAPHOT CTamba!

doer (C)

0% =2, Ac -k
ﬂcrﬂc C dc

(3.88)

Ceq

[osutnBHA BpeaHocT (2 OJIMKYyje CTaOUIHO CTAIMOHAPHO CTame CUCTEMA, a Jo0Mja ce Kaja je
Haru0 mpaBe 3aBHCHOCTH paBHOTEXHE TpaHcKpunuuoHe akTuBHOcTH P.CR ox konuentpauuje C
npoteuHa, Aq.-Ac/kc, Behu on narmba kpuse @.,(C) y Tauku HBUXOBOI Ipeceka Koja oJroBapa
paBHOTEXkHOj KoHUeHTpauuju C nporenna, Cqq (Cruxa SB).
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3.3.2 IleprypOucame paBHOTe:KHe KOHCTAHTe AUCOLMjalMje 3a peakunujy numepusamnuje C
NnpoTenHa

Hepmypoucame K1y cucmemy Ahdl. Bapupamem BpeJHOCTH paBHOTEKHE KOHCTAHTE IHCOLIU]aIli]je
3a peakuujy aumepusanuje (3.1), Ki, y momeny cucrema Ahdl ce mMema 0IHOC KOHIIEHTpAIHja
MoHoMepa 1 aumepa C NMpoTenHa y pacTBOpy, Kao W BpeaHocTu kKoHctantu f, b u ¢ (J-ne (3.18)-
(3.20)). Kaxko je ykymHa konuentpamuja cuarerucanor C nporeuna [C] = [Mon] + 2[D], a K; =
[Mon]?/[D] npema J-uu (3.6), konuentpauuja C MmoHomepa je oapehena cienehum uspazom:

_Kaf 8l
[Mon]= 4( 1+ 1}. (3.89)

I'pannunm cnydajeBu peaknuje qumepusanuje C nmporenHa moapa3yMeBajy:

1) nanaxkeme cBux C nporenHa y pactBopy y popmu Mmonomepa, [C] = [Mon], kana je Bpeanoct
K1 BeoMa BHCOKa, U
2) mpucyctBo camo C mumepa y pactBopy, [C] = 2[D], 3a Beoma Hucky Bpeanoct K.

[IpBu ciyuaj npubmmkHO omukyje Wt cuctem Ahdl yuja je nUMHaMHKa €KCIIpecHje CHMYJIHpaHa
HyMepuukuM pemaBameM J-Ha (3.16), (3.28), (3.31)-(3.33) u (3.35)-(3.36) y3 mpermocTaBKy na je
[C] = [Mon] wu BpemHoctn mapamerapa HaBeaeHe y moriaBby 3.1.3. 3arum je ymecro
anpoxcumanuje [C] = [Mon] kopumrhena J-na (3.89) m quHaMuka je cUMyJHMpaHa 3a pPa3iIH4YHTe
BpenHoctu K1, 10K HUje naeHTH(UKOBaHA HajMama BPEAHOCT IIPU K0joj ce Moxke 1o0uTu kpua R(t)
KOja He OJICTyIa 3Ha4ajHO O] UCTe NOoOUjeHe cuMyianujoM quHamuke Wt cucrema. OBa BpeqHOCT
(K{™** =~ 4000 nM) je y3era Kao BpeJIHOCT KOHCTaHTE AMCOLHUjalHje 3a PEaKInjy TUMEpPH3aLUje y
wt cuctemy Ahdl (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

V npyrom rpaHudHOM ciy4ajy, 3a K; < 8[C], J-ua (3.89) ce cBoau na [Mon] = /K;[C]/2, mTo
npumeroMm y J-uu (3.6) Boau ynpaso ycinoBy [C] = 2[D]. Ako ce wt Bpensoct K1 cMamu N mmyTa, Tako
na je K; = K{"** /n < 8[C], u KOH3UCTEHTHO Ce M3MEHe BpeIHOCTH mapamerapa f = f,;*n, b =
byt * MU C = ¢y - N? y OMHOCY HA BpeaHOCTH (ukcupane 3a Wt cuctem (TaGena 1), TpaHCKpUNIIMOHA
aktuBHOCT P.CR (J-Ha (3.16)) y 0BOM I'paHUYHOM CITy4ajy HOCTaje:

a+ K™ [c]

¢er (C)=a (3.90)

f b c 2.2
Lra+ K™ [C]+ o K™ [C]+ (K™ [C]

OpnHocH KOHIIGHTpallija MOHOMEpa W JuMepa u3Mel)y OBUX TpaHHYHUX ClydajeBa ce J00ujajy
BapupameM N o1 1 10 MakcHMalHe BPEIHOCTH 3a KOjy ce KpHBa 3aBHCHOCTH @.,-(C) mpekiamna ca
KpuBOM Kojy oapelyyje J-ua (3.90), mpu uemy ce J-na (3.89) xopuctu 3a nobujame KonteHTpaimje C
MOHOMeEpa.

Hepmypoucawe K1y cucmemy ECORV. VY peckanupanoj Bep3uju monaena ECORV, ciuuno kao y
opuruHanHoj, axku C = Mon + 2D, rae cy Mon = [Mon]/(2K3) u D = [D]/(2K3) peckamupanu
Ka0 M Jpyre BedmumHe y mormaBby 3.2.3. U3 oBe W peckanupade jexHaunse (3.46), K, =
Mon?/(8D), ca newro apyraunje neunucannm K; = K, /(16Ks), noGuja ce:

Mon = 2K;| [1+= —1|. (3.91)
Ky

TpaHCKpHUIIIIMOHY aKTHBHOCT mpomMoTopa y Wt cucremy omucyjy J-me (3.71) u (3.72) koje
arnpOKCHMHUPa]y TPaHUYHH cTy4aj Y Kome ce ¢cBu C MpOTEeHHH y pacTBOPY Hanasze y GopMH Iumepa,
[C] = 2[D], nok ce ommrruju obnuk goduja peckaaupamem J-Ha (3.61)-(3.62):
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l+o —
_ =\ _ 4K
@er (Mon) = 7 ~ . (3.92)
Mon Mon , Mon
X| 1+ — to——— |+ 1+w
4Ky 80K, 4Kq
Mon2 Mon4
X| 1+ —tO——
_ =\ _ 4K 80K
#m(Mon) =7 1 L . (3.93)
2 4 —2
Mon Mon ,Mon
X| 1+ — to———;5 |+ 1+w —
4K, 80K, 4K,

Bpennoct ﬁmm ~ 1/1000 je oxpelena nogewmasamem K, y J-nama (3.91)-(3.93) Tako 1a ce kpuse
R(t) u M(t) nobujene pemaamem quHamuukor Mojena (3.73)-(3.77) ca oBUM jeHaYMHAMA MTOKIIONE
ca KpuBaMa Wt crctema, JOOHjeHUM pelllaBambeM JAuHaMu4Kkor monena ca J-nama (3.71) u (3.72).

I'opwa rpannyna BpeIHOCT Kzlmax ~ 10 je oapeheHa Ha cnuvaH HauWH, TpaxkewmeM KpuBux R(t) u
M(t) koje ce mpekianajy ca KpuBama Mojiejia Koju moapasymena jia ¢y cBu C MPOTEHHHU Y pacTBOPY
y dbopmu MoHOMepa, a ykibyuyje J-te (3.92)-(3.93) y3 ycinos Mon =~ C. U3mel)y oBuX rpaHuYHHX

BPEIHOCTH je BapupaHo K; ¥ MPUTOM je CHMyJIMpaHa TUHAMHUKa CHCcTeMa peraBamweM J-Ha (3.73)-
(3.77) u (3.91)-(3.93) (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

3.3.3 IleprypOucame HHUBOA KoomepaTHBHOCTH Yy Be3uBamy ABa C aumepa 3a JIHK u
KOHCTaHTe TpaHcjaanuje 3a C nporeuH

Ilepmypobucamwe . BpenHoct jaunHe KoonepaTuBHOCTH y Be3uBamy ABa C numepa 3a JIHK je
nporewmhena Ha w =~ 3000 3a cuctem Ahdl (McGeehan et al., 2006), na je npermocraB/beHO aa Wt
BpeaHoct mapamerpa C (J-ua (3.20), Tabena 1) moapasymeBa OBy BpeaHOCT . JIMHaMHKa cUCTEMa
Ahdl je cumynupana u aHaaU3UpaHa pelaBameM jeaHadnHa mojena (3.16), (3.28), (3.31)-(3.33) u
(3.35)-(3.36) npu pasnuuuTUM BpenHOcTUMA C, Y omcery @ o 3000 mo 1, mro oarosapa oJIcycTBy
KOOTIEPaTUBHOCTH.

V peckanupanum jenqHaunaama Moaena ECORV (J-ue (3.71), (3.72) u (3.73)-(3.77)) je w mocteneHo
noBehaBaHo MOYEBINH O 1, IITO OAroBapa 0JCYCTBY KOOIIEPATHBHOCTH y Wt cuctemy.

Ilepmypoucame Kc. Bpemnoct koHctanTe Tpancianuje 3a C npotenH y moaenuma cucrema Ahdl n
ECORV je Bapupana uzmel)y 3/5 1/min, koja ogrosapa wt cucremy Ahdl, u 3 1/min, kao y Wt ciucremy
EcoRV.

3.4 buodpusnuko moaenoBame P-M cucrema Kpn2l

3.4.1 TepMoanHAMHYKO MO/IeJIOBAIb€ peryjanuje Tpanckpunuuje reva cucrema Kpn2l

VY TepMOOMHAMUYKH MOJIeN peryianuje mpekiaombenux npomoropa P.M u P.C cy ymute cnenehe
KoH(urypanuje (y Ha3HaYeHUM KOHLIEHTpallijaMa) MHTEPTeHCKOT peruoHa y KOMe C€ OHHU Hallase,
MPOAYKEHOT TaKo Jia 00yxBaTa U JIeo ¢ TeHa ca MecTuMa 3a Be3uBame C qumepa (Cruka 6) (Klimuk
et al., 2018):

1) [DNA] - xon¢wurypanuja npazue JJHK;
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2) [RNAP_.~DNA] - kou¢wurypamuja koja omoryhaBa 0as3aqHy TpPaHCKPHIIHj]y M reHa (Ha
CIIMIU ycMepeHy HajieBo — eHr. Left), kana je PHK momumepasa camoctanHo Be3ana 3a P.M
U cripeyaBa ucToBpeMeHo Be3uBame PHK nmonumepase 3a P.C;

3) [RNAPR~DNA] — koHdurypammja koja HacTaje camocTaaHuM BesnBaweM PHK nmonmmepase
3a P.C, xana ce oaBuja 0a3aiHa TpaHCKpHIIIHMja C TeHa (Ha CIMIM YCMEpPEHA HAaJIECHO — CHT.
Right), a PHK nonumepa3sa npurom He Moxe a ce Bexe 3a P.M;

4) [T~DNA] - koudurypanwuja y kojoj cy aa qnumepa C nporenna Be3ana 3a JIHK u cpeuaBajy
uctoBpemeno BesuBambe PHK mommmepasze 3a P.M yrumasajyhu Tpanckpumnuujy m reHa
(koH(urypanuja y kojoj je camo jeman C mumep Ha JIHK Huje yxipydyeHa jep je
SKCIIEPUMEHTAIIHO OIMCaHa CaMo YJIora TeTpamepa);

5) [RNAPrR~DNA~T] — koudurypaimja y kojoj je PHK monmumepasa Bezana 3a P.C 1ok cy aBa
C nuMmepa Ha CBOjUM BE3WBHUM MeCTHMa (y OBOM CIIyd4ajy J0Ja3d 1O WHHIHjAIUje, alln
Be3anu C TeTpamep cMmamyje e(hUKACHOCT €JIOHTAIMje TPAHCKPHIILIH]E).

Gromm OO0 4
B
..-> J— 4
- L1250 COC0, 1) . oy

Cuamka 6. I'paduuxu npukas perynanuje Tpanckpumniuje y P-M cucremy Kpn2l. [Ipuka3zane cy 103BoJbeHe
koH(purypanuje PHK nomumepase (nmpaBoyraonnk RNAP) u C mporenna (C MOHOMep NpelcTaB/beH
kpyroMm) Ha JIHK y pernony m3mel)y cympoTHO ycMepeHHX M M ¢ TeHa NPEeACTaBIBEHUX IIUPOKHM
crpennuama. Cmep tpanckpumuje PHK nommMepase Besane 3a npoMmoTtop onpel)eHOTr reHa je Ha3HaueH
CTPENUIIOM, TIPH Y€MY MCIpPEeKHlaHa CTpelInla y KOH(GUIrypanuju Ha JHY yKa3yje Ha Mamby e(uKacHOCT
eJIOHTAIH]je TPAaHCKPHUIUIIH]je KOjy MepH mapametap f5. [IpernocraBibeHo je na retpamep C npoTenHa MoXxe
Outn BesaH 3a C-bOX mpencrapibeH NPaBOYraOHUKOM KOJH j€ JETMMHYHO IPEKIIOMUBEH Ca CEKBEHLIOM C
rea. Ca JecHe CTpaHe Cy Ha3HAu€HE CTATHCTHYKE TEKMHE KOHQHTypalnHja 4dju Cy KOHAUYHU H3paszu
usBenenn y mornassby 3.4.3. Cnuka agantupana u3 (Klimuk et al., 2018).

Omnucane koH(pUrypalyje HacTajy Kpo3 cieaehe paBHOTEKHE peakiije Be3UBama ca orosapajyhum
PaBHOTEKHUM KOHcTaHTama aucouujanuje (K):
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[Mon]+[Mon]e=—[D] (3.94)

1

[RNAP]+[DNA]K<:>2L[RNAPL~DNA] (3.95)
[RNAP]+[DNA]K<:>2R[RNAPR ~DNA] (3.96)
[D]+[DNA]K<:>3[D~DNA] (3.97)
[D]+[D~DNA]T<_4>[T~DNA] (3.98)
[RNAP]+[T~DNA]e———[RNAPg ~DNA~T], (3.99)

2R

n OI[FOBapajy UM cnez[ehe CTAaTUCTUYKE TCIKHUHC.

[RNAP_~DNA] _[RNAP]

Z -
RNAP, [DN A] Koy (3.100)
5 _ [RNAPR~DNA] [RNAP]
RNAP, = [DNA] = Kom =g (3.101)
[T~DNA] 1 4 1 4

7+ = = Mon | =—[Mon 102

[RNAP;~DNA~T] [RNAP] 1 4 g 4

z T = = - Mon]" ==[Mon]",
RNART [DNA] Kor K K3K4[ o] h[ o 8109

rae cy f, g u h mapamerpu koju 3amMemyjy KOHCTAHTHE WIAHOBE y H3pa3uMa 3a CTATUCTUYKE TEKHUHE.
[Ipema cranmapaHO] TPETHOCTABIM O CPa3MEPHOCTH CTONE WHHUIMjallje TPAHCKPUIIIIH]E
BepoBatHOhM Hanaxema PHK nonmumepase Ha npomoropy (Shea & Ackers, 1985), Tpanckpumnirona
aktuBHOCT P.M je marta uzpazom

ZRNAP,
Pm = - : (3.104)
1+ ZgNap, +ZRNAP, +ZT + ZRNAP,~T
JOK TPaHCKpUIIMOHa akTuBHOCT P.C,
o= ZRNAP, + ZRNAP,~T
- .
1+ Zrnap, + ZRNAR, + 4T + ZRNAP,~T
(3.105)
1+ Zpnar, + ZRNAR, ' 5 Z1 + ZRNAP,~T
1+ Zpnap, +ZrNAP, 2T +ZRNAP~T 1+ ZRNap, +ZRNAR, T 4T + ZRNAP~T

Ipe/CTaBIba CTONY MHHUIMjalrje TpaHckpumuje (nmpeu pen J-He (3.105)) momHoKeHy BepoBaTHOhOM
Jla TPAHCKPHUIT reHa Oyze 1o Kpaja cuateTrcan (apyru pen J-ue (3.105)). OBa BepoBatHOha je nata
30upom aBa unana: 1) BepoBarHohom ma C Tterpamep Huje Be3aH 3a JIHK, y kom ciyuajy ce
TPAHCKPUIIIIHja HECMETAHO OJIBH]ja JI0 Kpaja Ir'eHa, ¥ 2) BepoBaTHONOM Ja MPHIIMKOM TPaHCKPHIIIIH]E
PHK nmonmmepaza nauhe na O6iokany y Buny BesaHor C Terpamepa Kpo3 Kojy ycmeBa jaa mpohe ca
epukacHomhy f < 1 (mpyrum peuuma, f je yneo PHK monmumepasa xoje npolhy kpo3 Omokany u
HAacTaBe TPAHCKPUMIH]Y Y YKynmHOM Opojy cBux PHK monmumepasa koje 3amouny TpaHCKpHIILHU]Y ¢
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reHa). Y TepMOAMHAMUYKOM MOJETIOBakY TPAHCKPHIIIN]jE CE CTAHIAPIHO YBOJIN allpOKCHMAIIHja 1a
je cToma CHHTe3¢ TpaHCKpHIIaTa ca JATOr MPOMOTOpA, Tj. HEroBa TPAHCKPHIILIMOHA AKTUBHOCT,
JUPEKTHO TMPOIMOPIMOHANIHA CTONW WHUIMjalldje TpPaHCKpHIIUje. Y Ciydajy MOJelioBama
perynamuje P.C 3a Kojy je KapakTepUCTHYHO J]a c€, OCUM Ha HUBOY MHUIIM]jallkje, O/IBUja U HA HUBOY
eJIoHTaIje Tpanckpumiuje, edekar Oiokanae nmyra PHK nomuMepasu edhekTUBHO cMamyje CTOITY
ununymjanuje tpanckpunuuje ca P.C (Klimuk et al., 2018). Haume, f < 1 yunu na Opojunan 1 +
Zrnap, + Zrnapgp T B (ZT +ZRNAPR~T) paznomka y J-uu (3.105) Oynme Mamu 07 WMEHHOIIA.
YBoheweM uspasa 3a cratucruuke Texune (3.100)-(3.103) y J-ue (3.104) u (3.105) u y3umamem jaa
je [C] = [Mon] nobujene cy jenHaunHe 3a TPaHCKPHITIIMOHE aKTHBHOCTH IIPOMOTOpA:

f
om(C)=a
1+ f+g +1+hg[C]4 (3.106)

g[uﬁ[C]“j-(ﬂ fegep o [C]4j

9 (C)=a . 2 : (3.107)
(1+ f+g +;g[C]4j

e je MPETIOCTaB/bEeHA HCTA CTOIA TPAHCKPHIIIH]jE [0 HAMYIITakhY IPOMOTOPA, 0, Ca jeANHHUIAMa
[konueHTpanuja Tpanckpunral/[Bpeme].

3.4.2 JIuHAMHMYKO MO/eJIOBamb-€ eKcIpecuje TpPaHCKPUNaTa u nporenna cucrema Kpn2l

Jennauune (3.106) u (3.107) 3a Tpanckpunirony aktuBHocT mpomotopa P.M u P.C cy ynotpebibeHe
Kao ya3 3a IMHAMHYKH MOJIeN KOjH OIUCYje ekcrpecHjy TpaHckpumnara rena (J-ue (3.108)-(3.110))
u npotenHa cucrema (J-ue (3.111)-(3.113)):

g(1+iC(t)4j-(1+ f+g +ﬁ1+hQC(t)4j

d
Zf) —a > 2 -c(t) (3.108)
(1+ f+g +1Jrth(t)4)
dm(t) f
=a — A -m(t)
dt 1+ f+g +1Jrth(t)4 (3.109)
)
?—(ﬂr A - 1(t) (3.110)
% ke ()= Ap - C(0) (3.111)
% =kp -m(t) — Ap - M(t) (3.112)
% —Kkp - 1(t) — Zp -R(Y), (3.113)

rJe Cy MPEeTIIOCTaBJbeHe MCTe KOHCTAHTE Jerpajaruje TpaHckpumnara (At), KOHCTaHTe TpaHCIIaIHje
(kp) m koHcTaHTe jerpajanuje TMpoTerHa (Ap) 3a CBE TPU KOMIIOHEHTE cucrtema. 300r oBe
HPETIOCTAaBKE O jeTHAKAM BPEJHOCTHMA ITapaMerapa JTMHaAMHYIKOT MOJea, npeaBrlama IMHAMUKE
eKCIIpecHje MPOTENHA AUPEKTHO OJpakaBajy TMHAMUKY TPAHCKPHITIHOHE aKTHBHOCTH ITPOMOTOpA Y
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cucteMy. Kako je ekcrmpecwja TeHa 3a PECTPUKIMOHY CHIOHYKIea3y KOHCTHTYTHBHA,
TPAHCKPHIIIIMOHA aKTUBHOCT nmpoMoTtopa P.R (¢r) je koncranTHa (J-Ha (3.110)).

3.4.3 Peckanupame BeiuuuHa U oapehuBame BpeaqHocTu napamerapa mojaeaa P-M cucrema
Kpn2l

Kaxo ariconmyTHe BpeIHOCTH KOHIICHTpAIMja U MapaMeTapa HUCY HEOIXOHE 3a aHAINU3Yy JUHAMUKE
CUCTEMa, W3BPIICHO j€ pecKalpame BeIMYMHA MOJella paad CMamuBama Opoja cloOOoTHHX
nmapameTapa 4wje je Bpennoctu HeonxoaHo npouenutu (Klimuk et al., 2018). O6¢ cTpane jeanaurna

(3.108)-(3.113) cy monesene ca A, Vh u yBemeHe Cy pecKalupaHe MpPOMEHJbHBE T = A t, i =
m/Vh,c=c/Vh,t=r/Vh,M =M/Vh,C = C/VhuR = R/Vh, u peckanupanu napamMerpu & =
a/(/lt%), o, = (pr/(/ltW), kp = kp/A u Ap = Ap/A,. Ha Taj HAumH je 10OMjeH KOHAYHH OOJIUK
jenmHaunHa MOJIeNIa:

g(1+(_3(1:)4)‘(1+ f+g+8-(1+ g)~C(r)4)

dZ(t) _z — —¢(1) (3.114)
T (1+f+g+(1+g)-C(T)4)
dm(r) _ f _m
0 —0(1+ : +g+(1+g)-(_3(r)4 m(t) (3.115)
IO _ 5 1) (3.116)
dt

df;(r) Ko T(0) - T - (1) (3.117)

T
d'\(_;l(f) _ Ep . m(T) _/1_P . M(T) (3118)

T
dlz(r) Ko -T(1)— T - R(1). (3.119)

T

3a npoleHy BpeAHOCTH MapaMeTapa Mojiena ¢y KopuiheHu pe3ynTaT eKcliepuMeHaTa Koje cy Hallu
capagauny u3Benn Ha cuctemy Kpn2l (Klimuk et al., 2018). V jennom on ekcniepumenata, JJHK
bparMeHT KOju caapxu oapeheHH MPOMOTOp CHCTeMa je KiIoHupaH y3BoaHo oa galK rexa Ha
IUIa3MUJTYy, TAKO J1a C€ eKCIPECHja TOT TeHa BPIIM ca aTOT MpoMOTOopa, in Vivo. [Iputom je y Heke
henuje mapaienHO yHET U IUIa3MU/I ca ¢ TEHOM M FbeTOBUM IIPOMOTOPOM, KOju oMoryhaBa eKcrpecH]y
C mporenna y henuju. Pamm manmpama TpoMOTOpa, OJHOCHO oOXroBapajyher mecra modyeTka
TPAaHCKPHIILIKjEe, Ha U30JI0BaHE TPAHCKPHUIITE UHUYUPAHe Ca UCTTUTUBAHOT IPOMOTOpA j€ MPUMEHEHA
METO/a MpoayKema npajmepa creruduunux 3a galK ren. Kao pesynrar pasaBajama 00eIeKeHHX
npojayKaTa enekTpodopezom, 100HjeHe cy Tpake Ha rejly udja Mo3ulMja yKa3yje Ha TO I/Ie ce Halla3u
MECTO MOYETKa TPAHCKPHUIILIM]je ca AaTor mpoMoTopa. Kako cy oBakBe Tpake 100HjeHE y OJCYCTBY U
y npucyctBy C nporenHa y henauju, 3a M TPaHCKPUIT j€ MOCTaBJbEH MaTEMATUYKH YCJIOB /1a je OJTHOC
HETOBHX PABHOTEKHUX KOHIIEHTpamuja (Meq y J-nu (3.115) 3a koje Baxkn dm(t)/dt = 0) y oBa 1Ba
clTydaja jeTHaK KOJTMYHUKY HHTEH3UTEeTa TOOM]jeHUX TpakKa Ha Telly, IIITO 3aXTeBa JIa OBOM KOJIMYHHUKY
6y/e jenHaK OJHOC TPAHCKPHILMOHMX akTuBHocTH P.M y oxcycrsy (Coq = 0) u y mpucycrsy C
NpOTEeHHa:

-1

a-t a-f | =86.229. (3.120)
1+f+9 (1+f+g+(1+9)-Cg
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CavyaH yciaoB je moctaB/beH W 3a ¢ TpaHckpunT (J-ma (3.114)), ¢ THM IITO y OBOM CiIy4ajy
KOJIMYHUKY MHTEH3UTETA TpaKa OAToBapa OJHOC cToma uHuyujayuje Tpanckpumnuuje ca P.C (wian
KOjH MpeJICTaB/ba BEpOBATHONY €JIOHTallj€ TPAHCKPHUIITA Ce 3aHeMapyje):

5o a-g-(1+Cl) -

: ——| =0.263. (3.121)
1+f+9 | 1+ f+g+(1+9)-C

Edekar Gnokupama myra PHK monimepasu TOKOM TPaHCKPHIIIH]jE ¢ TeHA je UCIIUTaH U3BOhemeM N
vitro Tparckpumnije ca P.C y npucycTBy 1 y oncyctBy C MpOTEHHA U aHATU30M T00H]jeHE KOJUYHNHE
(Koja je MpONOpIMOHANIHA WHTEH3UTETY Tpake Ha reily) KOMIUIETHHX TPAaHCKpPHUIATa OYEKHUBaHE
nyxuHe. KoJIMYHUK MHTEH3UTETa TpaKa JOOHjeHUX Y MPUCYCTBY U y ojicycTBY C MpoTerHa oJroBapa
OJIHOCY PaBHOTEKHUX KOHIIEHTpallja ¢ TPaHCKpUNTa (Coq Y J-HH (3.114) 3a koje Baxu dc(t)/dt =
0) y oBUM ciiy4yajeBHMa, KOjH j€ YIIPaBO jeJHAK APYroM WiaHy U3pa3a 3a TPAHCKPUITIIUOHY AKTHBHOCT
P.C, xoju nmaje BepoBaTHONY ellOHTaIM]je TpaHCKpUNTA (TOMITO CE WIAH KOJU ONMHUCYje WHUIUjAIU]y
TPAHCKPHUIILIH]j€ TOKPATH):

1+ f +g+,8-(1+g)~C_:gq
1+ f+g+(1+ g)-C_Zg'q

=0.44, (3.122)

Kako cy eKcriepuMeHTaIHN PEe3YJITATH yKa3ail Ha MPHOIMKHO jeTHaAKe KOJTUIMHE TPAHCKPHITAaTa CBa
Tpu reHa y paHoTexHoM cramy (Klimuk et al., 2018), ysenen je ycnos @, (Ceq) = @c(Ceq) = @y
Ha OCHOBY KOjer je U3Be/IeHa cieneha jeTHakoCT:

=4 =4
f [2+Ca) f/(1+g)+i+ﬁ'ceq). (3.123)
g f/(1+g)+1+C§q

V3 cTaHapIHM YCIOB 3a paBHOTexHO cTame (dc(t)/dt = dC(t)/dt = 0) npumemen Ha J-He
(3.114) u (3.117) u3 kojer cnenn

o g 1+Cg‘q ‘1+f+g+ﬂ-(1+g)'(_33q 1 —
?c(Ceq) =a ( )( 3 ):—_P'ng’ (3.124)
(1+f+g+(1+g)-C§q)

pemaBameM cucreMma jennauuna (3.120)-(3.124) jenno3nauHo cy onpeljeHe BpeIHOCTH mapamerapa
f=29,g=0.02a=28up = 0.44.[lapamerpuma kp = 3u 1, = 1/6 cy fone/beHE CTAHAAPAHE
BPEIHOCTH KOj€ 3a/1ajy Ja TPAaHCKPHUIT TOKOM CBOT Tpajama Oyne 3 myTa mpeBeleH y MpOTeuH
TPaHCIALKjOM U J1a ce poTerHu pasrpal)yjy 6 myra cropuje ox tparckpumnara (Phillips et al., 2012;
Sneppen & Zocchi, 2005).

3.5 buodpusnuko moaenosame P-M cucrema Espl396l|

3.5.1 TepMoguHAMHUYKO MO/IeI0OBaIb€ PeTyJialiije TPAaHCKpHUIIKje reHa cucrema Espl13961

IIpema ca3HamuMa Koja MOTUYY M3 paHUjEr EKCHEPUMEHTAJIHOI HUCTpakuBama P-M cucrema
Esp13961 (Bogdanova et al., 2009), meros mpomotop P.CR, ca kojer ce Bpiu TpaHCKpHUIIIHja C 1 I
reHa y OKBHpY ONepoHa, je perynucan C MpOTEMHOM Ha MCTH Ha4YWH Kao y cucremy Ahdl, ma y
TEPMOJMHAMHYKH MOJEI yinase koHuryparwuje (Ciauka 7A):

1) mpaszne JHK npomoTtopa u perynaTropHiX CEKBEHIH (CTaTHCTHYKA TeXHHA 1),
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2) PHK nonmmepase Be3aHe 3a MPOMOTOP Y PeKUMY OaszaaHe TpaHCKPHUIIIHje reHa (Zsk 4p, J-Ha
(3.12)),

3) C nmumepa Besanor 3a DBS koju perpyryje PHK momumepasy Ha mpoMoTOp M aKTHBHpPA
tpasckpuuujy (ZSR gyap, J-Ha (3.14)), u

4) nBa C numepa Be3ana 3a JIHK koju yruimasajy TpaHckpuIiiyjy, npu uemy C qumep Be3aH 3a
DBS perpyryje C aumep na PBS (Z£R, J-na (3.15)).

PCR —» +«— P.M
c r m
—HH -y -
DBS PBS MBS
A B
1 1

—»
RNAP y RNAP ]
[Rhae] [ e, RNAP]
P
CAC‘ RNAP Zf()‘fRNAP ﬂ Z};J
:

Camka 7. I'padmukn npuka3s perynanuje tpanckpunuuje y P-M cucremy ESpl3961. Opranusanuja rena
cUCTeMa Ha IUTa3MHIY je IpHKa3aHa oJronapajyhe MIMEHOBAaHMM IIMPOKHM CTpEIHUIIaMa, TAHKE CTPEIHIIE
03HauaBajy cMepoBe TpaHckpunimje ca mpomortopa P.CR u P.M, mok nmpaBoyraonumnm o3HaueHu ca DBS,
PBS 1 MBS nperncrassbajy ANCTAIHO, IPOKCUMAIHO M MECTO 3a Be3uBambe C IuMepa y pernoHy IpoMoTopa
P.M. HUnyctpoBane cy mosBosbeHe koH¢urypamuje PHK mommmepasze (mpaBoyraommk RNAP) u C
nporeuna (kpyr obenexxen ca C npejcraBiba MoHomep) Ha JIHK npomortopa (A) P.CR u (B) P.M, a u3pa3u
32 IbUXOBE Ha3HAUEHE CTATHCTHUUKE TeKNHE CY U3BEICHH y INIaBHOM TekcTy. KoHdurypanuje xoje cagpxe
CTpeIHIly Cy TpaHCKpHIoHo aktuBHe. Cruka anantupana u3 (Graovac et al., 2019).

Pasnuka y onHocy Ha TepmoauHamuuku Moaen perynamuje P.CR y cucremy Ahdl (J-na (3.11)), xoju
je mpexacraBibeH y nornasiby 3.1.1, je y oacycTBy KoHpuUTrypamnmje y kojoj ce Ha JIHK Hama3u camo
jenan C aumep, Tj. TPAHCKPHUIILIMOHA aKTUBHOCT j€ JaTa jeIHaYnHOM:
CR CR
VA +Zp-
RNAP D~RNAP (3.125)

CR CR CR"
1+ ZgNaP + ZD-RrNAP + 4T

Ger =

Kao mro je panuje o6jamimeHo, 3aCTyIJbEHOCT 0Be KOH(UTYpallHje je H3y3eTHO HUCKA Y TIopehemny
ca OCTaJMM HaBeJeHUM 300T, ca jemHe crpaHe, Mayior apuauTera PBS 3a BesuBame C nporenHa, a
ca Jpyre, BUCOKE KOOMIEPAaTUBHOCTH y Be3uBamy apyror C mumepa ninn PHK monmumepase kaga je C
nuMmep Besad 3a DBS. Mogen 6e3 oBe KOHGUTYpaIHje je eKCIIEPUMEHTAITHO MPOBEPEH HA TIPUMEPY
cucrema Ahdl (Bogdanova et al., 2008).

ExBuBaneHTHUM yBOhe€HE€M KOHCTAHTHHX TapameTapa Koju ancopOyjy KOHIICHTpAIH]y CI00O0IHE
PHK nonmumepase u cnoboane enepruje npoTeuH-nporenH u nporeud-/{HK nntepakuuja (Buau J-ue
(3.17), (3.19) u (3.20)), nobuja ce 3aBUCHOCT TpaHCKpuMMOHe akTuBHOCTH P.CR 01 KOHIIEHTpalHje
MoHomepa C npoTenHa:

3 a+b[C]’
1+a+b[C]+c[C]*

¢er (C) = (3.126)

npu yemy je yBeaeHa anpokcumaija [C] = [Mon]. ITapamerap o y J-uu (3.126) je uspaxeH mnpexo

koHcTante 2% = a-a/(1+ a), koja mpeacTaB/ba BPEJHOCT 6a3zalHe TPAHCKPUIIIIHOHE
aktuBHOCTH P.CR Kkana [C] — 0, unme je qoOMjeHa KOHAYHA jeIHAYMHA MOJIEA:
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o aeef
asa a
Per (C) =Pcr b 5 ¢ 4
1+—|[C]"+—[C]
a+l a+l
VY P-M cucremy Espl3961, C nporeun perymuie u npomotop P.M, ma y moaen Mopajy yhu merose

cnenehe konduryparnuje (Ciuka 7B) (Morozova et al., 2016):

(3.127)

1) xoundurypanmja (kouuenrpaiuje [DNA]) npasue JTHK,

2) xouodwurypanuja (koruentpaije [RNAP~DNA]) PHK nonumepase BesaHe 3a mpoMoOTOp y
pexumMy 0a3alHe TPAHCKPUIIIH]E, U

3) xouodurypaiuja (kouuentpaije [Dm~DNA]) C aumepa Bezanor 3a MBS.

HaBenene kondurypamnuje Hacrajy y cienehuM paBHOTEKHUM peakiijama Be3uBamba:

[RNAP]+[DNA]K—<T>[RNAP~DNA] (3.128)
[D]+[PNAJe=—=[Dy~DNA] (3.129)

3M

YHje Cy paBHOTEKHE KOHCTAHTE TUCIHjallHje 1aTe n3pa3uma:
Ko = ([RNAP][DNA])/[RNAP-DNA] =k e"Cem (3.130)

Kam = ([D][DNA])/[Dy~DNA] =k e”wes, (3.131)

riae je AGmps cinobonHa enepruja uaTepaknuje C qumepa n JJHK BesuBHOTr Mecra y obmactu P.M.
W3pasu 3a cratuctuuke TexxuHe KoHdurypamuja (rae je K1 gato J-Howm (3.6)),

ZMiap =[RNAP~DNA]/[DNA]=[RNAP]/Kap = k [RNAP]e "GP (3.132)

Y =[Dy~DNA]/[DNA] = [C]/(KiKan ) = k 2 [C]? e ACo~Cres (3.133)

ce MOry yHmpocTuTH yBohemeM KOHCTaHTHuMX mapamerapa f =k ![RNAPle 2¢rM y g =
k~2e~AGp=AGMBS ypme JeIHaYMHA 32 TPAHCKPUIILUOHY aKTUBHOCT P.M

ZRuap
Pm =ﬁ1+ZyNAP 2N (3.134)
mocTaje
Pm (C)=ﬂ;2- (3.135)
1+ f +g[C]

bpoj mapamerapa je 1oJaTHO CMambeH yBol)eleM KOHCTaHTHE 0a3aHe TPAHCKPHITIIHOHE aKTHBHOCTH
PM, glasal = B . £ /(1 + f), xoja ceqm u3 J-re (3.135) 3a [C] =~ 0, n mapamerpa K2 = g/(f + 1),
yuMe je 1o0ujeHa KOHauHa jeTHauYnHa,

basal 1
o (C)=0 B —
m(C)=om K2 [T (3.136)

Koja je kopuirheHa y JajbeM MOJEIIOBambY.
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3.5.2 /IMHAMHYKO MO/IeJI0Bam-€ eKCIipecje TPAaHCKPHUIATa U MpoTenHa cucrema Espl3961

JenmnaunHe Koje OMKCYjy MPOMEHY KOHIIEHTpaIllija TpaHCKpUmaTa u nmporenHa cuctema Espl3961 ca
BPEMEHOM Cy €KBHBAJICHTHE jeHaYnHamMa quHaMudkor Mojaeiaa Ahdl (mormasibe 3.1.2):

d‘;rt(t) = Per (C©) = Ay -cr(t) (3.137)
% = 9 (C(H) Ay - m(®) (3.138)
% =k¢ -cr(t) - Ac -C(1) (3.139)
% ~ kg -cr(t)— g -R() (3.140)
%: Kk -M(O — A1 - M(D. (3.141)

N oBae je yBeleH YCIOB jeAHAKOCTH KOHCTAHTH JIErpajlallije CBa TPU MNPOTEHMHA, Ma je
mudepenimjanna jenqnadnna (3.140) 3amemena oarosapajyhom ainredapckom,

R(t) = E—R C(t). (3.142)
C

V ckiany ca MoKa3aHHM [eJIOBamEeM CIIPErHYTE TpaHCIAaIMje TPaHCKpHNaTa C ¥ I reHa, Koje je
JIEMOHCTPHPAHO PAHUJUM PAaBHOTEKHHM MEPEHEM eKCIpecuje mporenHa y cucremy EsSpl396l
(Cesnaviciene et al., 2003), yeeneno je na je kg = k¢ *2/3.

3.5.3 OnpehuBame BpennocTu mapamerapa moaeaa P-M cucrema Espl3961 ¢puroBamem
NMOATAKA U3 eKCIIEPUMEHTATHOT Meperha TUHAMHUKE eKclpecuje nporenHa y heauju

Hammm capagauny cy cripoBesy eKCIIEpIMEHTAIHA MEPEHha EKCIIPECHje PeCTPUKIIMOHE SHIOHYKIIea3e
u MmerunTpancdepaze cucrema ESpl396] y Bpemeny, in Vivo, Ha HUBOYy mojeanHa4yHuX henuja
(Morozova et al., 2016). 3a ¢uroBame je ogabpaH penpe3eHTaTHBHU Map JOOHjSHHUX TpajeKTopuja
KOje MpHKa3yjy IMHAMUKY €KCIIpecHuje OBHUX NMpOTeHHa y henauju o meHor TpaHchopmucamwa P-M
cucteMoM Ha masmuay. [lapanenno je 6enexen u Opoj henvja y KyaTypu MITO j€ HCKOpHUIThEHO 3a
onpehuBame Op3une aeode henuja.

Mooenosarve 6p3une oeobe henuja. Ha rpaduixy 3aBucHOCTH jioraputMma 6poja henuja y KyaTypu oa
BpEeMEHa Ce pa3jiMKyjy JIBa peHMa pacTa y Kojuma cy ce henuje nenuie npuOInKHO KOHCTAaHTHUM
OpsuHama (Cnmka 8): Opku pacT TOKOM ModeTHHX ~160 MUHYTa, U CIOPHjU PACT y HApEIHOM
nepuony. Jlo mpomene y 6p3unu pacrta henmja je BepoBaTHO JIONUIO Kaja cy OakTepHje MOoTpOLIIe
NPUOPHUTETHHU CYIICTPAT M3 ME/IMjyMa | MoYesie a MeTabouIlly ajlTepHaThuBHE HyTpHujeHTe (Baev et
al., 2006). ¥ cakom oj oBUX Heproaa, mpoMeHna Opoja hemuja (N) y KyaTypu ce MOXe OommcaTu
excrioneHjatauM pactoM (Neuhauser, 2011):

dN(D)

=V N({t) = N(t)=Ny-e" (3.143)
/i€ j€ V KOHCTaHTHa cTomna pacta o henuju. Kako je
din(N(t
% =V, (3.144)

BPEIHOCTH V Y TIPBOM H JIPYTOM BPEMEHCKOM MHTEpPBAly €KCIIEpUMEHTA Cy oipeljeHe He3aBUCHO U3
Haru0a rpaBux Kojuma cy puroBanu nmomanu o 3apucHocT In(N) oz t. M3pauyHaTto je na je Bpeme
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neobe henmje T = In(2)/v y npBoM MHTEpBaly eKCIIEPUMEHTA U3HOCUIIO ~40 MUHYTa, a Y APYroM
~320 munyra (Morozova et al., 2016).

Vreme Qeobe ¢elija .

@
T

o
T

»
T

« eksperimentalni podaci
== |inearni fit u 1. intervalu
== linearni fit u 2. intervalu

logaritam broja ¢elija

L L L L L L
100 200 300 400 500 800

vreme (min)

Camuka 8. duroBame mojaraka o JUHAMHIM PacTa KyIType y eKCIIEPUMEHTY y KOME je MepeHa THNHAMHKA
excrpecuje mporeura P-M cuctema Esp13961. 3aBucHocT toraputma usmepeHor 6poja hemnmja on BpemeHa
(xpyxuhn) je ¢puTOBaHA jeAHAYMHOM IpaBe Yy JIBa OJBOjeHA BPEMCHCKAa MHTEpBaa (TaMHHja U CBETIIHja
nyHa qunuja). Ciuka agantupana u3 (Morozova et al., 2016).

Hymepuuko pewasarwe cucmema jeOonauuna mooena u Qumosarwe nodamaxa. llonaum o
koHueHrpauujama R(t) u M(t) y penatuBaum jenmunuiiama cy GUTOBaHM OJroBapajyhium kpuBama
KOje reHepuiiie Hymepruku petien moaen (Morozova et al., 2016). IperusHuje, 32 cCBaku nmapamerap
je nmeuHHCAaH HU3 KHETOBUX MOTYhHX BPEIHOCTH Tako Ja MOKpHje OWOJIOIIKH pelieBaHTaH OTICET
(Sneppen & Zocchi, 2005) u cacraBibeHe cy cBe Moryhie KOMOWHAIMje BPEIHOCTH MapameTapa
Mojena. Kao moyeTHHM ycioB 3a CHMYJAlMjy IUHAMHKE j€ y3€TO J1a Cy KOHIIEHTpaIlhje CBHX
TpPaHCKpHIIAaTa U MPOTEUHA jeHAKE HYJIU y TPEHYTKY MPBOI MEpEHa, N3BPIIEHOT HEMOCPEAHO 10
yHocy P-M cucrema y hennjy, koje je o3nadeHo kao t = 0. 3a cBaky KOMOMHAIIM]y BPEIHOCTH
rapaMmerapa cy HyMEepHUKH pelleHe jeHaunHe Mojiena, MerogoM Runge-Kutta, u onpelena je cyma
KBaJIpaTa OJICTYyIama MOJEIOM MpeABUl)eHUX O]l eKCrepuMeHTanHo oapelenux Bpeanoctu R(t) u
M(t). Hajoossu duT Mozena, OAHOCHO oaroBapajyha koMmOuHaIMja BpEAHOCTH ITapaMeTapa, je HaljeHa
Ka0 MUHUMYM OBE CyMe.

OBaj 3amaTak 3axTeBa pPAauyHCKH 3aXTeBHY HpeTrpary y [2-aMMeH3MOHAJIHOM IapaMeTapcKoM
IIPOCTOpPY ca MOTEHLHMJaTHO BEJIMKUM OpojeM peayHIAaHTHUX pellewma. Panu Opke W TauHuje
npeTpare, OHa je M3BecHa y JBa Kopaka, He3aBucHO 3a R(t) u M(t), mto je moryhe 360r oacycrsa
yTHIaja EKCIpecHje MeTmITpaH(depase Ha EKCIpecHjy pPEeCTPUKIIMOHE eHAoHykieaze. I[IpBo cy
¢dbutoBanu nogany 3a R(t) aymepuukum peraBamwem J-Ha (3.137), (3.139) u (3.142) u Ha Taj HaYMH
cy oapehene BpeanocTu 7 mapameTapa. Y ApyroM Kopaky cy ¢puroBanu nogamu 3a M(t) Hymepuukum
pemaBamweM J-Ha (3.138) u (3.141) u oxpehene cy BpemHocTH mpeocTanux 5 mapamerapa. Kako
excrpecrjy M rena perynume C IpoTenH, Kao MPOKCH 3a 3aBHCHOCT FHETOBE KOHIICHTpAIUje O]l
BpeMeHa je uckopuirhen Beoma noOap ¢ur u3paza p,tP2 Ha momarke 3a R(t), y cximamy ca
MPETIOCTAaBKOM MOJIeNIa O MPONOPLUOHATHOCTH KOHIIEHTpaIfja peCTPUKIIMOHE eHloHyKIea3e u C
nporenna (J-Ha (3.142)). Ha Taj HauuH je ¢putoBame M(t) pasnBojeno ox puroBama R(t) n nzdbernyra
je ucToBpeMeHa ImpeTpara cBuX 12 mapamerapa mojena. Ha kpajy je H3BeneHO MNperu3HO
MoJIeIIaBamke ImapaMerapa JHHAMUKE METHATpaHCc(epase Kako Ou ce HeyTpaiucaia mMaja pas3iiiKa
u3mely purosane kpuse R(t) kojy npensuha Mmoaen u kopuiheHor MpoKcHja.

Kako cy ce TOkOM ekcrepuMeHTa TPAaHCKPUNTH WM TMPOTEMHU TyOowim w3 hemuje HE camo
nerpaganujom, Beh u pasdnakuBameM yciea aeode henmuje, MPUIMKOM HyMEPHUYKOT pellaBama je
CTOIa Jierpajaiyje CBakor TPaHCKPHUNTA/IPOTEeNHa 3aMemhUBaHa Op3uHOM Jeobe henuje, V, kKana je
HEHA BPEIHOCT OMila HIKa oJf BpeHoCTH V. JIpyruM pednma, peTnocTaB/beHo je a ce y Caydajy
HIDKE CTOMe JAerpajarifje MOJICKYJHM TOMHUHAHTHO eNMMHUHHUINY aeoboM hemwje. Bpemnoctu
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rmapameTapa Mojielia 3a Koje je J00HjeH HajOoJbH (UT EKCIIEPUMEHTATHUX T0/IaTaka Cy HaBeACHE Y
TabGenu 2.

Ta6ena 2. Bpennoctu mapamerapa moaena P-M cucrema Esp13961.

Koncranra Onuc Bpeanoct
(pfrasal bazanna Tpanckpunimona aktuBHocT P.CR 0.25
phasal basanna TpaHckpunuuona akTusHocT P.M 36

a ‘ ‘ . 04
b KoHncranTe koje arcopOyjy pesieBaHTHE CII000IHE EHEPTH]E 21.107

npoTerH-nporerH u nporenH-JIHK nnTepakuuja u 1.0.1016

c . .
K, koHUeHTpauujy cinodonne PHK nonmumepase y henuju 75102
ke Koncranra tpancnamuje 3a C npoTenH 0.9
kg KoncranTa TpaHcnamuje 3a peCTpUKIIMOHY €HIOHYKIIea3y 0.6
ky KoncranTa Tpancnamyje 3a MeTriTpanchepasy 0.55
Aer KoncranTa nerpaganuje Cr TpaHCKPHIITA 6.5-103
Am KoHcranTa nerpagamnuje M TpaHCKpUTITa 2.5-103
Ac Koncranra nerpaganuje C nporenna 25102
AR KoHcranTa nerpajanmje pecTpUuKIMOHE eHI0HYKIIeas3e 25103
Ay KoncranTa nerpaganuje MeTuiTpancdepase 2.5-103

3.6 buodpusnuko moaenosame cucrema CRISPR-Cas

ITpenyioskeHa reHcka koja 3a perynanyjy excnpecuje CrRNK nmonpasymeBajy na ce y henujy koja
nocenyje CRISPR mu3 mon kontposniom mpomoropa P.CRISPR (Cnuka 9A) momohy BekTopa (HIIp.
Ia3Mua) yHecy Cas reHu ca npuapyxeHuMm reHoM 3a C mporteuH P-M cucrema Ahdl mon
KOHTPOJIOM 3ajeHuukor mpomoTopa HasBanor P.CCas (Cnuka 9B) (Rodic, Blagojevic, Djordjevic,
et al., 2017). MozesnoBaHa cy Tpu TakBa F€HCKa KOJIa KOja Ce Pa3jiuKyjy 10 MEXaHU3My peryiaiuje
npomoTtopa P.CCas:

1) ,I'pannynn Monen® omnucyje MakCUMaJHy TEOPHjCKY Op3MHY HHAYKOBama EKCIIPECH]je
CcrRNK u 06e30elyje Bu3yenu3aiujy rpaHiuHe TMHAMHUKE CUCTEMA Y OJTHOCY Ha KOJy C€ MOTY
MHTEPIPETUPATH PE3yJITaTH CUMYJAllMje OCTalla 1Ba, OMOJIOIIKY peauCTUYHMja Mozena. Y
OBOM MoJieny, ctoma oopane pre-CcrRNK y t = 0 TpeHyTHO mopacTe ca Mmo4yeTHe Ha 3a7aTy
PaBHOTEKHY BPETHOCT.

2) ,KoHcTuTyTMBHE Mojea“ ToapasymMeBa TIOCTENCHY eKCIpecHjy ¢ W CaS TeHa ca
KOHCTUTYTUBHOT (0a3aJHO aKkTHBHOT) IIPOMOTOPA KOHCTaHTHE TPAHCKPHUITIIMOHE aKTHBHOCTH.

3) , KoonmeparmBHH MoJea“ mpeACTaB/ba Clayda] y KOMe Cy C M CAS T'€HH CTaBJbEHH O]
koHTpony P.CR mpomoropa u3 P-M cucrema Ahdl xoju je perymucan C mpoTenHoMm. Y
3aBHCHOCTH O] KOHQUTrypaluje leropux sezanux mosekyna 3a JIHK, C nmporeun aenyje kao
aKTHBATOP WJIM Kao perpecop TpaHCKpHIIHje (BUaeTH moriasibe 3.1.1).
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C cas3 Cascade genes  cas/! cas?

Cimnka 9. OcHOBHa [leMa NIPEIOKEeHUX TeHCKHX KOJIa 3a MOKpeTame perynmcane ekcnpecuje crRNK. (A)
Pre-crRNK (unja je xonu4uHa O3HAueHa MPAaBOYTaOHMKOM), Ka0 MITO CTPENHIIE IOKa3yjy, HacTaje
tparckpunujom CRISPR Hm3a ca mpomotopa P.CRISPR, a ry6u ce HeciemupuaHOM AeTpaganijoM WIH
obpamom y CrRNK xojy cipoBoau mpotenn Casée (o6ojenn oBan). CrRNK ce enumuHHAIIE pa3rpaamoM.
Y3 GroxemujcKe Ipoliece 03HaueHe OBaJIMMa Cy HaBe/IeHE IbUXOBE KOHCTaHTE Op3HHE, IPH YeMY je Korrya
cpa3mepHa konieHTparnuju Casée. (B) Ha mnasmuay koju ce yBoau y henujy, koja Beh nocenyje CRISPR
Hu3, ce Hanaze reru 3a C m Cas mporenHe mnox koHTpojiom P.Ccas mpomoropa. Y 3aBUCHOCTH 0Of
ucnutuBaHor creHapuja, P.CCas w/mmu P.CRISPR wmory Outu perymucanu C NPOTEHHOM, IITO j€
WIYCTPOBaHO HMCTpekumanuM crpenuiama. Ciuka agantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al.,
2017).

Edextn nocrenene u perynucane cuate3e Cas npoTenHa, kKao u Op3e HecrienupuaHe aerpaaaimje
pre-crRNK cy wucnurtanu in silico xopumhemem Moaena mNpeIoKEHUX TEHCKUX Kojia Y3
MPETIOCTaBKY O KOHCTAHTHOj TPAHCKPUMIIMOHOj akTHBHOCTH mpomoTopa P.CRISPR. 3a motpebe
UCIHUTHBaka 3Hayaja 3ajeJHUuYKe akTuBanuje ekcrnpecuje cas reHa u CRISPR Huza, no koje
HajBepoBatHUje nonazu y Wt CRISPR-Cas cucremy, npeioKeHr Cy U MEXaHU3MH peTyJialuje
P.CRISPR u yBenenu cy y oaroapajyhe Moiene reHCKHUX KoJa.

3.6.1 Jmnamuuko moaenoBame ekcrnpecuje RNK u mporenHa cHMHTeTHYKHMX IeHCKHX KoJa
o0asupanux Ha cuctemy CRISPR-Cas

Junamuuko mooenosamwe excnpecuje pre-CrRNK u crRNK. JlunamMmuuku Mojen ekcmpecuje pre-
crRNK u crRNK nat jennaunnama:

dpre-crRNA(t
P m ®_ Perispr —(lpre + kchNA)-pre-chNA(t) (3.145)
RNA
w = Kerra - Pre-CrRNA() — Aerrna - CIRNA(R), (3.146)

je panmje noctaBibeH (Djordjevic et al., 2012) u nmoapaszymeBa na ce (Cnuka 9A): 1) TpaHCKpunT
CRISPR nm3a (konmentparmje pre-CrRNA) cunternmie ca npomortopa P.CRISPR tpanckpunmmone
AKTUBHOCTH () cyispr, HECTIEMpHUIHO pasrpalyje ca cromom aerpafauuje Ay, a'y CrRNK npesoau
cnienuuaHOM 00pamoM of cTpaHe npotenHa Casbe ca cTornoM K rgpya; 2) KpaTKe, peryjaaTopHe
CrRNK (konnenrpauuje CrRNA) mpousBozme cnemmuduunuMm cedeweM ayrux pre-CrRNK, a
pasrpal)yjy ca crormom aerpananuje A rya-

Croma ob6pane pre-CrRNK 3aBucu o KoHIEHTpauuje KbydHOT mporenHa Casbe Koju BpIIM OBY
oOpany, mpema jeJHaYnHH:

Kerrna () = Kerra - Casée(t), (3.147)
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rae je kepya KOHcTaHTa oOpame. Pre-crRNK cy, mpe cBera 36or Beoma Op3e HecreruduuHe
nerpanamnyje, y hemuju npucytHe y mainoMm 0pojy (<10 Monekyrna mpema pe3yiaTaTuMa Mepema y
(Pougach et al., 2010)), ma ce Moxe NPETIIOCTaBUTH JIMHEAPHA 3aBUCHOCT Op3uHe 00pajie cyrncrpara
on ctpane Cas nporenHa koju cy y Bumiky. [Ipomoropu P.CRISPR u P.Cas y wt cuctemy CRISPR-
Cas cy NOBOJBHO jakM Ja c€ JETEPMUHUCTUYKO PEIICHE jeAHauYMHA TOKIana ca YCPeImheHUM
croxactuukuMm (Djordjevic et al., 2012), na je u y 0BOj aHAIN3H 3aApKaH JETCPMUHHUCTUIKH MOIEI
KOoju oMoryhaBa 3HaTHO jeIHOCTABHHU]y aHAJIM3Y ONIITUX (KBAJUTATUBHUX) OCOOMHA MOHAIIAmka
CHCTEMa Y BPEMEHY.

Junamuuko mooenosamwe excnpecuje npomeuna C u Cas6e. Cruenehe jemHaunHe TUHAMHYKOT
MoJIesia OMKCYjy MPOMEHE KOHIICHTPAIMja 3ajeIHUYKOT TpaHCKpHITa C 1 Cas rexa (ccas), kao u C u
Casbe npoTerHa ca BpeMEHOM:

dccas(t
T() = Pccas — Accas * €Cas(t) (3.148)
dC(t
# =k -ccas(t) — Ac - C(t) (3.149)
dCasbe(t
dCasbe(t) _ Kcasge - €Cas(t) — Acasee - Casbe(t), (3.150)

dt

T7e CY Accas, Ac M Acasee KOHCTAHTE JICTpaialiije Ccas Tpanckpumra, ogqHocHo C u Casbe mporenHa,
a ke u kcys6e KOHCTaHTE TpaHcianuje 3a C u Casbe mporenHe. Y3 MpeTnocTaBKy CIMYHUX CTOIA
nerpagamuje nporerHa (Ac = Acgsee), AubepennujanHa jennaunna (3.150) ce mMoxe 3aMEHUTH
anrebapcKom,

Cas6e(t) = k‘i"—sﬁe C(t). (3.151)
C

3.6.2 TepMoAMHAMHYKO MOJeJIOBaWke peryjanyje TPaHCKpUILHje Y ,,KOHCTUTYTHBHOM
mozaey“ ekcnpecuje cucrema CRISPR-Cas

VY ,,KOHCTUTYTUBHOM Mojeny“, npomotop P.CCas ce oaiukyje KOHCTAaHTHOM TPaHCKPUIIIMOHOM
aKTUBHOIINY (Qccqs). Y CIIy4ajy Kaja ce He MoJapa3yMeBa KOHCTAHTHA TPAHCKPUIIIMOHA aKTHBHOCT
P.CRISPR (@cyispr), HpeTnocTaBsba ce Ja 1o ylacky miasmuzaa y henujy nocreneno cunterucanu C
NPOTeHH TOoYHMIke aa akTtuBupa TpaHckpunujy ca P.CRISPR HajjenHocTaBHMjuM Moryhum
mexanu3MoM, y kome C moHomep Besan 3a JIHK perpyryje PHK monmumepasy Ha npomotop (Rodic,
Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

ITpomotop P.CRISPR Ttako perymucan C nmporenHom ce Moke Hahu y cinenehum koHuryparujama
(Cnuxa 10):

1) mpasna JHK npomoropckor perrona (konnentparuje [DNA]),

2) PHK mnomumepasa Beszana 3a mpomoTtop ([RNAP~DNA]) koju je, ycrmex Tora, Ga3zaiaHo
TPAaHCKPUITIIMOHO aKTHBaH,

3) jeman monomep C mpoTeWHA Be3aH 3a CHEU(PUYHO BE3MBHO MECTO y OJIM3MHH MPOMOTOpA
([C~DNA]),

4) PHK mnonuMepasa perpyroBaHa Ha TpoMoTop o0j crpaHe Be3anor C mpoTenHa
([C~DNA~RNAP]) koju Tume aktuupa tpanckpununjy CRISPR Hu3za (npermnocrasbeHo je
na je uaTepakinuja C mporenHa ca PHK mommmepasom ymepene jaumne mrTo moBehaBa
BepoBaTHOhY koH(urypamuje camor C nporenna Ha JIHK 1 onpaBaaBa \ieHO YKIbyUHBAbHE y
MOJIEN).
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Cmnka 10. Illemarckum mpuka3 peryjangje TpaHCKpUIIMje Yy ,KOHCTUTYTUBHOM MOJETY".
Tpanckpumniuona akruBHoct P.CCasS je, y oBOM MoJeldy yBEK KOHCTaHTHA, JOK TPAaHCKPHUIILIMOHA
aktuBHOCT P.CRISPR, y 3aBucHOCTH OI MCIMTHBAHOT CIIEHApHWja, MOXKEC OWTH WM KOHCTaHTHA, WU
perymucana C npoTeHMHOM (MCIIPEKHIaHa CUBa CTPENIUIA) HA HAYUH ONMUCAH YOKBHPEHHM JI03BOJECHUM
koHpurypanujama. Cnuka aganrupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

Crneneche xemujcke peakigje ca oaroapajyhuM paBHOTE)KHHM KoHCTaHTama aucormjanuje (K)
ornucyjy popMupame oBUX KOH(pUTypaluja:

[RNAP] + [DNA e —=[RNAP-DNA] (3.152)
[C]+[DNA]<——K—M>[C'*DNA] (3.153)
[C-DNA]+[RNAP]e——>[C~DNA-RNAP], (3.154)

3A

a Cy CTaTUCTUYKE TeKUHE KOH(uUrypanuja nate ciaenehum uspasuma:

RNAP T IDNA] Kia (3159
criser _[C-DNA] _ [C]

28 L oNAT " (3.156)

CRISPR _[C"DNA‘“RNAP]_[RNAP][C]. (3.157)

Z5° = =
C~RNAP [DNA] KZAKBA

VBohemwem napamerapa d = [RNAP]/Kip, € = 1/Kop i f = Kip/K34 y U3pa3 3a TPaHCKPHUIILIHOHY
aktusHOCT P.CRISPR,

ZCRISPR ZCRISPR

RNAP C~RNAP
Perispr =7 CRISPR _ 5 CRISPR _ - CRISPR (3.158)
1+Zgnap +4¢ +ZC-RNAP
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M3BEJCH Yy CKJIaJy ca CTaHAapJHOM TPETIIOCTAaBKOM IpeMa KOjOoj je€ OHa MPOIMOPIIMOHAIIHA
paBHOTEXHO] BepoBaTHOhM BesuBama PHK mommmepase 3a npomorop (Shea & Ackers, 1985) ca
KOHCTAHTOM ITPOIIOPIIMOHATHOCTH 7y, T0OHjE€HA j&é KOHAYHA jeTHaYrHA!

B d+d-e- f[C]
“"1vdre[Cl+d-e f[C|

Perispr (C) (3.159)

3.6.3 TepMogUHAMHUYKO MOJeJ0Bamk€ peryjanuje TPaHCKPUILHje Yy ,,KOONMEPATHBHOM
Mozaeay“ ekcripecuje cuctema CRISPR-Cas

Y ,,KOOIIEPaTUBHOM MOJIENTYy* Cy 06a mpomoropa — uin camo P.CCas kana je @cpispr KOHCTaHTa —
peryimcana moapoOHO IPOyUYEHUM MEeXaHu3MOoM peryanuje mpomotopa P.CR y P-M cucremy Ahdl
(Bogdanova et al., 2008; Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017). Kao mTo je nerabHO
o0jammeno y mornaeby 3.1.1, oBaj MexaHu3am moapa3yMeBa Ja TPAaHCKPUIIIHU]Y ca PEIaTUBHO
crnabor mpomotopa P.CR aktuBupa Be3uBame qumepa C nporenna 3a DBS, koju onaxiraBa Be3uBame
PHK nonumepasze 3a JIHK. Mehytum, uctu Bezanu C qumep ojakiiaBa 1 BesuBame apyror C qumepa
3a PBS unme ce TpaHCKpHIIIMja yTUINABA, 1 aKTUBHOCT MIPOMOTOpA Y CBAKOM TPEHYTKY 3aBHUCH O
oJTHOCa BepoBaTHOha (opMupama aKTHBATOPCKE M perpecopcke KoHurypaiuje mo BesuBamwy C
numepa 3a DBS. Kaxko ce ekcnipecuja ¢ rena Bpiu ca ayroperynucanor P.CR, no ynacky miasmuna
KOjU HOCH OBaj T'CH IMOYHLE HEroBa cirada, 0a3zaiHa TpaHCKPUIIIHja, 1a OM HUBO EKCIIPECHje Harjio
1opacTao Kaja ce CHHTETHIIE JIOBOJbHA KoimunHa C MpOTeHHA 3a aKTHUBAaIWjy TPAHCKPHIIIH]jE, a
3aTUM OI1a0 Kaja KoHIeHTparrja C mpoTerHa TOJIMKO MOpacTe J1a pernpecopcka kordurypamuja C
terpamepa Ha JIHK nocrane npeosnalyjyha.

P.CRISPR
—
-~ o
~
~
om
P& ]
P.CCas
—
( cas3 Cascade genes casl cas2

Cauka 11. [llematcky mpuKas3 perynaiyje TpaHCKPUIIIIH]e Y ,,KOOepaTHBHOM MoJeny . TpaHCKpHIInOHa
aktuBHocT P.CCas je, y oBom mogmeny yBek perymucada C mporenHoM (IIyHa CHBA CTPEJIHIA), JOK
tpanckpunnuona aktuBHocT P.CRISPR, y 3aBHCHOCTH Ol MCIMTHBAHOT CIICHAPHja, MOKE OWTH WM
KOHCTaHTHa, WM Takohe perynucana C mporenHoM (WCTpeKHaHa cHBa cTpenwia). Perymamuja oba
IIPOMOTOpa NOApa3yMeBa [03BOJbEHE KOH(Urypaluje yOKBHPEHE Yy CpeAulImeM neny ciuke. Ciuka
amantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

MojenoBameM OBaKBOI' CHCTEMA C€ JI0JIa3H 0 M3pasa 3a TpaHcKpumniuoHy aktuBHocT P.CR (J-Ha
(3.16) y mormaempy 3.1.1, anu mpema opuruHaaHoM u3Bohewy y (Bogdanova et al., 2008), 6e3
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ykpyurBama koHpurypamuje C aumepa camor Ha JIHK) koju je aupekTHO mpey3er na y
,,KooTepaTHBHOM MojieTy“ onuiie Tpanckpuniujy ca P.CCas:

. a+b[c]
1+a+b[C] +c[C]*

Pecas (C) = (3.160)

Jleo mapamerapa jeaHauuHe je peneduHrcaH Kako OU BPEIHOCTH MapamMeTapa MOTJie KOH3UCTEHTHO
11a ce Tojiece ¥ BapHupajy y cBa Tpu mojena. KoHkpeTHO, 1eMHUCAHU CYy HOBU MapaMeTpH Tako Ja
jeb = a-p (Bugeru J-ny (3.19)) u ¢ = p? - q (Bugeru J-ny (3.20)):

p=—f2 3.161
K{K3Ksg (3.161)
KoK2
q=—2= (3.162)
KoKy
ca KojuUMa jeJHauYMHa 3a TpaHCKpUnuuony aktuBHocT P.CCas uma cnenehu obmuk:
2
a+a-p|C
Pecas (C) =a [ ] (3.163)

l+a+a- p[C]2+ pz-q[C]4.

Kako je mpernocTaBibeHO Ja je Ha KCTH HauuH peryiucan u npomorop P.CRISPR y ,,kooneparnBHoM
MOJIeTY*‘, lberOBa TPAHCKPHIILIMOHA aKTUBHOCT j€ J]aTa jeJHAYHHOM

Perispr (C) =@ - , (3.164)

rae ¢y ca &, @, p U § O3HAUCHW TapaMeTpH IO aHAJIOTHjU ca OJroBapajyhum mapaMmerpuma y
jennaunnu (3.163).

3.6.4 OnpehuBame u noaemaBame BpeqHocTH napamerapa moaesa cucrema CRISPR-Cas

IlIpemnocmaska 0 Koncmanmmnoj 6peoHOCMU P cyicpy. Y AHAIM3U CE TOJIA3M OJI BPEIHOCTH
napameTapa Koje cy npeysere U3 NpeTXOJHUX pajoBa y KojuMa cy ojapel)eHe Ha OCHOBY pe3yiTara
excniepumenara (Tabema 3) (Bogdanova et al., 2008; Djordjevic et al., 2012). TIpBo je cumyaupana u
aHaJM3UpaHa JMHAMHMKa EKCIIpecHje CBa TPU TEHCKA KOJia y3 IMPETIIOCTaBKY O KOHCTUTYTHBHOM
P.CRISPR. IIputom cy 3agaBane KOMOWHAIIM]je BPEIHOCTH KJbYYHHX KOHCTAaHTHHX ITapaMeTrapa O
MHTEPECA, Apre U Perispr, U YCIOBA O PABHOTEXXKHOM HUBOY KOjU CTONA 00pane, Kcrgpya, TPEOA 12
nocturae. M3 ycinoBa 3a paBHOTEKHO CTambe MpuMereHor Ha J-Hy (3.145) cieu moveTHH! yCiioB pre-
crRNA) = @crispr/Apre, MOK Cy KOHIIEHTPAIU]€ CBUX OCTAIMX KOMIIOHEHTHH CHCTEMA Ha TOYETKY
0. XKesbeHa BpeaHOCT k' 4, M3paXeHa y jenunnnama Wt A, (koje ustocu 1 1/min), je nobujana
MOJICIIABAEM BPEIHOCTH (Pecqs Y »KOHCTUTYTHBHOM Moaeny™, omHocHo « (J-na (3.163)) y
,,KOOTIEpAaTUBHOM MOJETY"".
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Tabena 3. [lona3ue BpeaHoCcTH Mapamerapa mojena ca koHctutyrtusHuM P.CRISPR.

Koncranra Omuc Bpennoct

Junammaku mozen excrpecuje pre-crRNK u crRNK

Pcrispr Tpauckpunimona aktuBHocT P.CRISPR 10 nM/min
k.rrna Komncranra o6pane pre-crRNK 2.0-107 (nM-min)?
Apre KoncranTa nerpagamnuje pre-crRNK 1.0 1/min
AcrrNA Koncranta nerpanmaiuje CrRNK 1.0-10% 1/min
Junamuuaku mozen excrpecuje nmporenHa C u Cas6e
ke KoncranTa tpancnanuje 3a C mpoTtenH 6.0-101 1/min
kcasee Koncranra tpancnamuje 3a Casbe npotenH 3.0 1/min
Accas KoncranTa nerpanamuje CCas TpaHCKPHIITA 2.0-10* 1/min
Ac Koncranra nerpaganuje C nporensa 3.3:10? 1/min
Acasee KoncranTa nerpaganuje Casée mporenHa 3.3-102 1/min

,KoormepaTuBHU TepMouHAMUYKH Mojel perynanuje P.CCas

Koncranra nponopunonansoctu 3a P.CCas (1j.

a P.CR) 1.7 nM/min

a KoncranTe koje ancopOyjy cio0o1He eHepruje 1.6-101 -

p nporenH-nporerH U nporend-/AHK nHTepakumjan  2.3.101 nM-2
KoHIeHTpanujy ciobonne PHK monmumepase y 15.10" i
henuju '

IIpemnocmaska o 6pemencKu 3a6UCHOj 6PEOHOCMU @ crispy. 3aTUM j& YBEIEHO 1A CE, MO YIIACKy
IiasMua ca C U Cas reHuMa y hemujy, @cpispr MOCTENEHO NPOMEHU OJ1 TOYETHE BpeaHocTH 10
nM/min mo pasuotexkae 100 nM/min. Ty mocreneHy mpoMeHy omoryhaBajy MpeTIoCcTaB/bEHH
MexaHu3Mu perynanuje npomoropa P.CRISPR onucanu y nornasssuma 3.6.2 u 3.6.3. Kao u panuyje,
CUMYJIUpaHa je JUHAMHUKa CHCTEeMa 3a JKeJheHE BPEIHOCTH paBHOTEXHE cromne oOpazae pre-CrRNK,
kilona, M3paKEHE Y jeqmuuIaMa Wt Apre (= 11/min). 3atum je cumynupaHa JMHAMHKA MPH
PasIMYUTHM BPEAHOCTUMA Apre Y3 (GUKCHpaHy PaBHOTEXKHY BPEIHOCT CTOIE 00paje, kilona =
100 nM/min.

Jla 61 ce moCTUrao xKeJbeHH CKOK BPENHOCTH P crispr Y »»KOHCTUTYTHBHOM MOJIENY ", KAKO Pa3ioMaK
y jennaunnu (3.159) mopa Out Mawu o 1, d Mopa 6utu < 1/9. Bpennoctu nmapamerapa d u y cy
onabpaHe Tako J1a 3a/10BOJbe 0Baj yciioB. Jlaske, MOXKe ce u3BecTH cienehu uspas:

o 99
- ST, (1 100 (3.165)

rae je [Cleq xoHmenTpanuja kojy C MpoTeHH NOCTIXKE Yy CTAllMOHAPHOM CTarby MPHU MOJEIIEHHM
BpEIHOCTHMA MapameTapa Mojena. Bpennocr f je dukcupana, 10K je BpeAHOCT e padyHara u3 J-He
(3.165) 3a [C]eq Koje 0roBapa xKesbeHOM Ky gy 4-

[Tapametpu ,,koomeparuBHor mojena™ (J-ua (3.164)) cy mozerneHn Ha CIMYaH HAYMH Kako OU ce
BPEIHOCT ) crispyr TIPOMEHHUIIA O] 3a]14TE TIOYETHE JI0 33/IaTE KPajibe, ITO Boau Ka d@ < 1/9. 3atum je
W3BEJICHA jeTHAUYMHA 32 (pm-spr(Ceq) = 100 nM/min y x0joj je P u3pakeHo MPEKO § U Ha Ta] HAYUH
je nobujen ycinoB § < 1/(400-99) koju omoryhaBa nma ce omgabepe u ¢ukcupa BPEAHOCT §.
Bpennoct P je monemasana y cknany ca kolpna (Tj. [Cleq). Mobujene BpemHoOCTH MapameTapa
TepMoanHaMuikux Mojena perynamuje P.CRISPR mpomoropa y ,,KOHCTUTYTHBHOM® WU
,,KOOIIEpaTUBHOM* TEHCKOM KOJTy cy HaBezeHe y Tabenu 4.
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Ta6ena 4. duxcupane BpeIHOCTH TapameTapa Mmojiena ca perynucanum P.CRISPR.

Koucranra

Onuc

,»KOHCTUTYTUBHHU * TepMoauHaAMUYKU Mojen perynanuje P.CRISPR

14
d

e

f

KoncranTta nponoprimonainoctu 3a P.CRISPR
KoHcranTe koje arcop0yjy ciio00/IHe eHeprHje
npoTeuH-nporenH u nporenn-AHK nnTepaknuja n
KoHIIeHTpanujy ciobonne PHK monmmmepase y
henuju

,KoomepaTuBHu TepmoauHaMudku Mojen perynamnuje P.CRISPR

) T QY

KoncranTa nponopuuonaiaoctr 3a P.CRISPR
KoncranTe koje ancopOyjy cio0o1He eHepruje
npoTeuH-npoTenH u nporeuH-JHK unTepakiuja n
KoHIeHTpanujy ciobonne PHK monmumepase y
henuju
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4  Pe3zyaratu

4.1 EdexTn pemehema cnennGuIHNX KOHCTPYKTHBHUX KAPAKTEPUCTHKA
P-M cucrema Ahdl Ha cBojcTBa ITMHAMUKE HeroBe eKCIpecHje

KonctpykTuBHe Kapaktepuctuke cnenuduune 3a P-M cuctem Ahdl — nipetexno MmoHOMepHa hopma
C mpoTenHa y pacTBOpy, Mambe eprKacHa TpaHCIAlKja ¢ TPAHCKPHUIITA y OJHOCY Ha I U M, U BHCOKO
KoorepatuBHO BesmBame aBa C gumepa 3a JIHK — cy mocremeno in silico meyrpamucane u
IOCMaTPaHO je KaKo ce MPUTOM MeHa JUHaMKKa ekcripecuje nporenna cucrema (Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017). KoHkpeTHO, MEpEH je CTENeH HCIOJbEHOCTH MPEUIOKCHUX 3HAYajHHX
CBOjCTaBa JWHAMHKE ycIrocTaBjbamba P-M cuctema y HOBOj Oaktepujckoj henmuju onpehuBamem
BpPEIHOCTH Je(UHICAHNX KBAHTUTATUBHUX BennuuHa (moriasibe 3.3.1):

1) Tgeiay, KOje HOKa3yje KOJHMKO je Kallllbele EKCIPECHje PECTPUKIMOHE EHJOHYyKIease y
MYTHUPAHOM Yy OJIHOCY Ha Kallllbewke Yy Wt crucremy,

2) Upmax, KOje TpecTaBiba MakcuMaian Harub kpuse R(t), omHocHO ykasyje Ha Op3uHY KOjoM
eKCIpecHja PECTPUKIIMOHE EHIOHYKIIeas3e Mpea3u U3 HCKIbYYEHOT Y YKIbYUEHO CTame, U

3) 2, koje pacTe ca IOPacTOM CTAOMITHOCTH CTALMOHAPHOT CTaHha CUCTEMA.

4.1.1 TloBehaBame adunurtera C nporeuna 3a popMupame XoMmoumMepa

Bpennoct paBHOTEXXHE KOHCTaHTE AHMCOLMjalMje 3a peakinujy aumepusaiuje C mpoTerHa je
nocrerneHo cmamuBana o K{"** ~ 4000 nM, koja je npouemena 3a Wt Ahdl umja je koHneHTparmja
C mpoTenHa y pacTBOpY anmpOKCHMHpaHa KOHIEHTPAIHjoM MOHOMepa, A0 K; = 1, mto oarosapa
ciyyajy kajga cy cBu C mporenmHu y ¢opmu numepa. Ilpenusnuje, y mozeny cuctema Ahdl je
Bapupano K; = K"* /n,rne n € {1,4,42,43,4%,45,4°,47 n,, ., } xako 6u KpuBe Guie paBHOMEPHO
pacniopehene u3mel)y rpaHUYHUX cTydajeBa, Kao MTo je o0janrmeHo y moriasiby Merona 3.3.2.

bynyhu na je ekcmpecuja MerunTpaHcdepasze He3aBUCHA O]l €KCIPECHj€ pPECTPUKLHOHE
eHpoHykieaze u C mpoTenHa y oBOM cucteMy, U a C mpOTerH He peryuiie Tpanckpumnuujy ca P.M,
neprypbucame Ki He noBoau g0 nmpomene usriena M(t). C apyre crpane, cMamuBame Ki 3Ha4ajHO
yTHYe HA JUHAMUKY PECTPUKIMOHE eHIoHyKiIease, R(t), Ha Tpu naunna (Ciuka 12A): 1) cMamyje ce
Kallllebhe, Tj. YIaJbEHOCT MMOYETHOT Jiefia KpuBe y oxHocy Ha M(t), 2) cmamyje ce Harub cpeamer
JieNa KpUBe, U 3) cMamyje ce KOHIICHTpaIlhja PECTPUKIIMOHE €HAOHYKJIIEa3€ Y CTAIIMOHAPHOM CTamby.
Edexar cmamuBama K1 Ha Kallllbemhe eKCIpecHje peCTPUKLIMOHE eHAOHYKIIeas3e je BelIuKku Oyayhu 1a
PENATHBHO KAINKBEHE (Tgeiqy) Ca MOMEPAKHEM PABHOTEXE O]l MOHOMEPA Ka JUMEPHMa ONajHe 3a
>60% (Cmuka 12B). Takohe, Op3una npenacka R(t) U3 HCKIbydeHOT y YKIBYUSHO CTam-€ OIaIHE 3a
~37% (Cnuka 12C), nok Bapupame Ki He M3a3uBa BeJMKE MPOMEHE y CTAOMITHOCTH CTAIIHOHAPHOT
crama (Cnuka 12D). IIpema Tome, HeyTpanucame HUCKOT apunutera C nmporenHa 3a (hopMuUpame
auMepa y cuctemy Ahdl pemeru nBa o1 nipe/iioxkeHa Tpu MOKebHA CBOjCTBA JUHAMUKE CHCTEMA.
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Cauka 12. Vr1unaj cMamuBama PAaBHOTS)KHE KOHCTAHTE NUCOIUjalMje 3a peakiujy aumepusanuje C
nporenda Ha (A) auHamuky cuctema Ahdl, (B) penaTtuBHO Kallibele EKCIPECHje PECTPUKIIHOHE
enionykiease, (C) Op3uHy npenacka eKCIpecHje PeCTPUKIIMOHE eHIOHYKIIEa3e Y yKIbydeHo crame U (D)
cTabuITHOCT cTanroHapHor crama. Criuka agantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

4.1.2 TloBehaBame epukacHOCTH TpaHcaanuje TpaHckpunTa ahdIC

Hucka koHCTaHTa TpaHCchanuje ¢ TpaHckpunTa, pukcupana Ha 3/5 1/min 3a wt Ahdl, je mocreneno
noBehaBaHa y MoJielly OBOT CHUCTE€Ma J0 BPETHOCTH JIOJIeJbeHe KOHCTaHTama TpaHCHaImje I u m
TpaHnckpunara, 3 1/min (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Edekar oBe neprypbaiuje Ha
quHaMuKy npotenHa (Cnmka 13A) je KBanMTaTMBHO CiM4YaH e(eKTy cMamMBama OJHOCA
KOHIIEHTpalja MoHoMepa U aumepa C mporenna y pactBopy (Cmuka 12A). IToehamem Kc Ha
BpeHOCTH KR ¥ Kv, pellaTHBHO KallllheHhe SKCIpPECcHje PECTPUKIOHE SHIOHYKIIea3e Ce 3HAYajHO
cmambu (Crvka 13B, Tgepqy Omanne 3a >30%), NOK Vg, omagne 3a camo ~12% (Cnuka 13C). Hu
OBaj MapaMeTap HeMa BEeJIMKH yTUIIa] Ha CTAaOUITHOCT cTainoHapHOT crama (Cnuka 13D), ma ce moxe
3aKJbYYHTH Ja HErOoBO MEpTypOHcame 3HAYajHO PEMETH JeIHO OJ TP JAWHAMHUYKA CBOJCTBA O]
MHTEpeca — MOYETHO KaIlIbEmhe Y eKCIIPECH]U PECTPUKIIMOHE €HI0HYKIIease.
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Camuka 13. Ytunaj nosehaBama koHcTaHTe TpaHcaanuje 3a C npotend Ha (A) nuHaMuky cuctema Ahdl,
(B) pemaTHBHO KaIlllbeme €KCIPECHje PECTPHKIMOHE eHmoHykiease, (C) Op3uHy Mpenacka eKCIpecHje
PECTPHUKIIMOHE CHIOHYKJIea3e y YykbydeHo cTate u (D) crabwiHocT cranmoHapHOr cTama. Crmka
amantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

413 CmamuBame apMHHUTETa 32 KOONIEPATHBHO Be3uBame ABa AuMepa C nporeuHa

Bucoxk cTerneH KoonepaTiBHOCTH, OJTHOCHO jaunHa nHTepakiuje n8a C qumepa Ha JIHK, w = 3000,
KapakTepuctuuad 3a Wt cucrem Ahdl, je mocremeHo cMamHBaH y MOIENy JO MOTIIYHOT
HeyTpallucama OBE KOHCTPYKTHUBHE KapakTepucTuke cucrema, 1j. @ = 1 (Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017), kao mro je onucaHo y moriaBby Merona 3.3.3. 3a pasiauKy oJ apyre JIBe
neprypOanuje cucremMa, OBa HEMa HHUKAaKaB YTHIA] HA Kalllbemhe EKCIPECHje PECTPHKIIMOHE
eH/IOHYKJIea3e, HUTH Ha Op3uHY IIpelacka OBe eKCIIpecHje y YKJbydeHo crame (Cruka 14A). Takohe,
JIOK ce mpomeHoM Wt BpemHoctd Ki u Kc KOHIIEHTpalMja pecTpUKIHOHE CHIOHYKIease Yy
CTAIlMOHAPHOM CTamky CMamyje, MepTypOrcameM @ C€ TMOCTHXKE CympoTaH edekar, Tj. OHa ce
nosehaBa. Bapupame oBor napamerpa uma 1 Hajehu edexat Ha CTAOMIIHOCT CTAIIMOHAPHOT CTamba
(Cnuxa 14B): y oncyctBy koonepatuBHocTd % nMa 3a >40% HUXKy BPEIHOCT HEro y Wt cucremy.
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Cauka 14. Vtunaj cMamuBama KoomepaTuBHOCTH y BesuBamy C mumepa 3a JHK na (A) nuHamMuKky
cucrema Ahdl u (B) crabunnoct cranmonapHor crama. Cimka amantupana u3 (Rodic, Blagojevic,
Zdobnov, et al., 2017).

4.2 Tlpeasuhame tunamuke excrnpecuje P-M cucrema EcoRV

MopnenoBaweM peryinanuje ECORV mo mnpBu myr je omoryheHo mnpeaBubame TuHAMHUKE
ycrocTaBibama jeqHor P-M cucrema ca AMBEPIEHTHOM apXHUTEKTYpPOM, IO YIIAacKy CHUCTeMa Ha
w1a3MuAy y HauBHy Oakrtepujcky henujy. Moxen (moriaibe 3.2) OMHCYje CIOXKEHY peryiaiujy
TPAHCKPHIIIHjE ca MPEKJIOMJBEHUX MPOMOTOpa y K0joj ydecTByje C IMpOTEHH Kao TPAHCKPHUIILIUOHU
(bakTop U y3uma y 003Mp TpH HCTaKHyTe KOHCTPYKTHBHE KapakTepucThke cuctema ECORV: 1)
NOMHUHaHTHY (opmy aumepa C mnporenHa y pacTBOpYy, 2) CTaHAApAHO BHCOKY KOHCTaHTY
TpaHCIaluje ¢ TPAHCKPHIITA, U 3) OJCYCTBO KOONEpaTUBHOCTH y Be3uBamy C numepa 3a JJHK.

VYupkoc Tome mTo u3 cucteMa ECORV oncycTByjy KapakTepucTuke Koje omiukyjy cucrem Ahdl,
AMHaMuKa nporenHa y Wt cuctemy ECORV (Cnuka 15) je KkBanuTaTUBHO BeoMa CIMYHA TUHAMMIIN
cucrema Ahdl (Criuka 5A) u moceyje cBa Tpu *xesbeHa cBojcta (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al.,
2017). IllTaBuie, KalImbemhe Y KCIPECHjH PECTPUKIIOHE SHAIOHYKIICa3e y OJJHOCY Ha eKCIPECH)y
metuntpancdepase je Behe y cucremy ECORV. 3atum, R(t) kpuBa je curmMouniHa, ca jacHUM, Op3uUM
IpeJackoM U3 CTamka ca HHUCKHUM Y CTambe Ca BHCOKMM KOHIIGHTpalujaMa pecTPUKLUOHE
ennonykiease. Takohe, cucTeM H0CTHXkKE CTaOMIIHO CTallMOHAPHO cTame umje je Q2 > 0 ciuune
BpeaHocTH kao y Wt cucremy Ahdl (Buau ce nmopehemem npeux cryouha rpaduka Ha Ciinkama 16C
u 14B).

Ahdl: dinamika ekspresije

rel. koli¢ina proteina
(5]

50 _150 150

vreme (min)

Ciuka 15. JTunamuka wild type cucrema EcoRV kojy mpensuba momen. Cruka amantupana u3 (Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).
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4.3 Edextu yBohemwa cneumpuUHUX KOHCTPYKTHUBHUX KapaKTepPUCTHKA
P-M cucrema Ahdl y P-M cucrem EcoRV Ha cBojcTBa JuHamuke
beroBe eKcnpecuje

Bbynyhu na ce cucrem ECORV omiukyje CynmpoOTHHUM KOHCTPYKTUBHUAM KapaKTEPUCTUKaMa y OJTHOCY
Ha Ahdl, HeyTpanucame mWEroBHUX KapaKTepPUCTHKAa je CEKBUBAJICHTHO YBohewy ocoOuHa
kapakTepuctrnunmx 3a cucrem Ahdl (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). KoukpeTtHo, KJby4He
kapakTepuctuke Wt cuctema EcoRV cy in silico neprypOucane y cmepy: 1) nmoMmepama paBHOTEKE
peaknuje numepusarnuje C mporenHa mnpemMa ¢GOpMH MOHOMEpa, 2) cMamema ePUKACHOCTH
TpaHCHanyje C y OJHOCY Ha OCTale TPAaHCKPHIITE cucTema, U 3) moBehama KOONEpaTuBHOCTU Y
BesuBamy a8a C numepa 3a JIHK. ITpurom je, kao u mpuiinkom ucnuTHBama cucrema Ahdl, npahen
edekar neprypOaryja Ha BpEAHOCTH TPU KBAHTUTATHBHE MEPE MCIOJHEHOCTU KEJHCHUX CBOjCTaBa
JIMHAMEKE €KCIIPECH]E, Taelay: Vmax H O°.

4.3.1 CmamwuBamwe apunurtera C nporenHa 3a ¢popmMupame XoMoaAuMepa

Peckanupana KOHCTaHTa AWCOLMjalMje 3a peakuujy mumepusauuje C nporeuna, K; (Bumetu
nornasibe Merona 3.3.2), je mocrenieno nosehaBana on mponemene Wt Bpegnoctu (1/1000), mpu
K0joj cy cBu C IpOTEHHH y pacTBOpY y hopMu AuMepa, 10 BPEIHOCTH IPH K0joj ¢y cBU C IpOTEHHU
monomepH (10). Kako y cucremy ECORV nocroju mely3aBucna perynanuja npomotopa P.CR u P.M
yciiell BHXOBOT IMpeKJanama, CBaka NeprypOanuja Koja yTHYe Ha TPAHCKPHIIHMOHY aKTHBHOCT
jenHor he HEM30€KHO U3MEHUTH M TPAHCKPUTIIIMOHY aKTUBHOCT JIPYTOT IIPOMOTOPA, IITO j& BUAJHHBO
1 y oBoM ciyudajy (Cruka 16A). ITosehame K; He Memba IMHAMUKY CUCTEMA TOKOM TpBHX 10 MUHYTa
o]l yHOca cucteMa y henujy-noMahrHa, OAHOCHO PEIaTUBHO KAIllEHE j€ UCTO Y MEePTYpPOUCAaHUM U
y Wt cucTeMy, ajm 3aTo BUJHO MEHa JUHAMHKY y KaCHHjeM BpEMEHCKOM HHTepBaiy. [Ipemackom u3
IpaHUYHOT cllyyaja y kome cy camo C quMmepH y pacTBOpYy y TpaHMYHM ciy4aj y Kome cy cBu C
MIPOTEMHN MOHOMEPH CE 3HA4ajHO M3MEHE JpyTa J[Ba IOCMaTpaHa CBOjCTBA TUHAMHUKE: Op3nHA pacTta
eKCIIpecHuje pEeCcTPUKIIMOHE eHJOoHYyKiea3e omagHe 3a ~75% (Cnuka 16B), a crabumHoct
CTallMOHAPHOT cTama cuctema 3a >60% (Cnuka 16C). Jlakie, meprypOucame HHUCKE KOHCTAHTE
aucolujanuje 3a peakuujy auMmepusanuje C nporenHa y cucteMmy ECORV uma HeratuBaH yTuiiaj Ha
7IBa OJ] TP MOKEJbHA CBOJCTBA JJUHAMUKE €KCIIPECH]e.
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Cauxa 16. Yrtumaj nosehaBamba paBHOTE)KHE KOHCTAHTE IMCOIMjallMje 3a peakiujy auMepusanuje C
nporerna Ha (A) nuHamuky cuctema ECORV, (B) Op3uHy mpenacka eKCIPeCHje PECTPHKIHOHE
€HJIOHYKJIea3e Y YKIby4eHO cTame U (C) cTabmiHOCT crannoHapHor crama. Cruka agantupana u3 (Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

4.3.2 CmamuBame epUKACHOCTH TPaHcIanMje C TPAHCKPHUIITA

Tpanckpuntu cBa Tpu reHa cuctema ECORV mocenmyjy MecTo 3a Be3uBame puO030Ma, 1Ma Cy UM
J0/ieJbeHe MCTe Wt BpEIHOCTH KOHCTAaHTH TpaHchauuje, 3 1/min. Bpemnoct koHcrante Kc je
MOCTENICHO CMamuBaHa 10 3/5 1/min, mTo oaroBapa Mamoj e(pHUKAaCHOCTH TpaHCIAIHje ¢
tpanckpunta y cucremy Ahdl. OBa meprypbanuja uma ciuva, anu Hewro ciabuju edexar Ha
CBOjCTBa JMHAMMKE eKCTpecHje y nopehemy ca nmosehasameM K;: peIaTUBHO KAIK-EHE EKCIIPECH]e
PECTPHUKIIMOHE €HI0OHYKIIea3e ce He Mema (Ciauka 17A), Op3uHa BEHOT Ipefiacka U3 UCKIJbYICHOT Y
YKJbY4YEHO cTame omnaaHe 3a ~50% (Cnuka 17B), a crabuiHOCT CTallMOHAPHOT CTamba CUCTEMa 3a
~40% (Cmuka 17C). Tlpema Tome, U mepTypOHcame Kc pemeTn 1Ba Ol TpU KeJbeHa AMHAMHUYKA
CBOjCTBa EKCIIpecHje.
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Camka 17. YTunaj cmMamuBama KoHcTaHTe TpaHcnanuje 3a C nmporens Ha (A) auHaMuky cucrema ECORV,
(B) Op3uHy mpernacka eKCrpecHje PECTPUKIIMOHE EHIOHYKIease y ykibyueHo crame u (C) crabumHOCT
craroHapHor crama. Ciuka aganrtupada u3 (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

4.3.3 IloBehaBame aguHMTETA 32 KOONEPATHBHO Be3uBame 1Ba 1uMepa C nporenHa

VY cucrem ECORV je yBenena koomnepaTtuBHOCT y Be3uBamy nBa C qumepa 3a JIHK u nocreneno je
nosehaBana (movesmn o w = 1) mpubmmxkasajyhu ra cucremy Ahdl 3a koju je kapakTeprcTHYHA
BEOMa BHCOKA BPEIHOCT KoorepatuBHOcTH. OBa neprypbanuja cuctema, y nopehemy ca apyre 1se,
MMa HapouuTO YHa/JJ/buB edexkar Ha HMBOE METHITpaHCcdepaze U PEeCTPUKLUOHE €HJOHYKIease y
cranmonapaoM cramy (Cnuka 18A), mpu demy ca moBehameM @ pacTe OJHOC HUXOBHX
KOHIIeHTpauuja. Pana JuHaMuka Koja oOyxBaTa Kallllbe€lhe Y EKCIPECHJU PECTPUKLUOHE
SHJIOHYKJIea3e OCTaje HCTa, JOK Vp,,, HocTeneHo omamgHe 3a ~40% (Cnuka 18B). CrabmmHoct
CTallMOHAPHOT CTamka C€ Ca MAaKCHMAJIHUM TOPAcTOM KOOIEPaTUBHOCTH yHEKosmko moBeha (3a
~25%, Cnuka 18C). [Ipema ToMe, MOXKe ce 3aKJbYYHTH Ja yBOEHE BHCOKE KOOMEPATHBHOCTH Y
cuctem ECORV peMeru jeHO 011 TpH *KeJbeHa CBOjCTBA JMHAMUKE EKCIIPECH]e, IOK Ha IIpeocTana IBa
HE yTHYe 3Ha4YajHO, Ka0 W Jia JIOJIaTHO MMa BEJMKM YTHIA] HA HUBOE W OJHOC PAaBHOTESIKHUX
konnenrpanuja eazuma (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).
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Canka 18. YTunaj nosehaBama koomnepatnBHOCTH y BesuBawy C numepa 3a JJTHK nHa (A) auHamuky
cuctema ECORV, (B) 6p3uHy nmpernacka excripecuje pecTpUKIMOHE SHIOHYKIIeas3e y ykbydeHo crame 1 (C)
cTabuIHOCT crarmoHapHor crama. Ciuka anantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

4.4 TlpeaBuhame nunamuke exkcnpecuje P-M cucrema Kpn2l u anaaunsa
yJjore peryJarTopHOr MexaHu3Ma  OJIOKMpamka  eJIOHramuje
TPAHCKpUIILUje

V (Klimuk et al., 2018) je o npBu HyT eKCIEPUMEHTATHO (HAIIU CapaHUIM) U TCOPHjCKHU (HaIIa
rpymna) okapaktepucan P-M cucrem perynucad W Ha HUBOY WHUIIMjalldje, U HA HUBOY €JIOHTAaIlHje
TpaHCKpHUMLHKje. Y MOJeNoBamy U NpeABuhamy TUHAMUKE HEroBe eKCIIPecHje Cy Y3eTH y 003Hup
PETYIaTOPHH MEXaHW3MH TOJAPKaHMW pEe3yATaTUMa eKCIIepHMEeHaTa, a WCTH pe3ynTaTH Cy
ucKopuIINeHH M 3a JAMPEKTHY MPOLEHY BPEJHOCTH mMapamerapa Moneia. OCHOBHM MeEXaHU3MHU
perymaiuje y OBOM cucteMy nojapazyMmeBajy npekianame P.M u P.C 360r vyera ce PHK nonumepase
HE MOTY HCTOBPEMEHO Be3aTH 3a 00a MpoMoTopa, Kao u cioxkeHy yinory C nporeuna Be3zaHor 3a JJHK
Hu3BoAHO oA P.C kojm, ¢ jenHe cTpaHe yTHINaBa TPAHCKPHUIMIM]y M TeHa crpedaBajyhu Be3uBame
PHK nonumepase 3a P.M, a ¢ gpyre crpane Moaynuiie eprUKaCHOCT TPAHCKPHUIIIUje ¢ TeHa Hanaszehu
ce Ha nmyry PHK mommmepasu koja mpenucyje Taj TeH. Teopujcku mpenBuheHa ITUHAMHKA
ycnocraBbata Wt cucrema y hemmju (Crnuka 19, nebibe kpuBe) ykasyje Ha Op3y MOYETHY
aKyMyJanujy MeTwiITpancdepase 4iju HUBO HAKOH JOCTH3amba MaKCHMallHE BPEIHOCTH OMaja 10
paBHoTexHoT. Takohe, cynehu o HaruOy kpuse R(t), Moke ce MPUMETHTH /1a je CTAIIMOHAPHO CTAkhEe
3a PECTPUKIMOHY €HJIOHYKJI€a3y TOCTUTHYTO BEIMKOM OpP3UHOM.
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Cauka 19. IIpensuljeno nonamame P-M cucrema Kpn2l Tokom BpeMeHa o \eroBoM yiacky y hemujy Ha
asmuny. Junamuka Wt cucrema Kpn2l kojy npensub)a mozen je npukasana neGesuM JIMHHjamMa — IIyHOM
je mpezcTaBibeH HUBO MeTiaTpanchepase (M; koju oaropapa Wt BpeqHOCTH eUKACHOCTH eNOHTaIuje, § =
44%), upracToM HHBO pecTpHKIHOHe eHmonykiease (R), a Taukacrom HuBo C mpotenHa. TaHKOM Tadka-
LPTACTOM JIMHHjOM je TpelcTaBJbeHa TuHaMuiKka M y ozxcyctBy C mpoTeHHa, a TaHKUM ITyHUM JIMHHjaMa
JIMHaMKUKa M IpU pasiuYuTHM BpeTHOCTHMA e(DUKACHOCTH EIOHTalMje Koja pacTe y CMepy Ol TAMHHUjUX
Ka CBeTIHMjHM KpuBama. HuBo mpotenHa (Ha Y-ocw) W BpeMe (Ha X-OCH) CYy pecKalUpaHH Kao IITO je
objamrmeHo y normaBby Merona 3.4.3, yuMe HHCY HapyLICHH PENAaTHBHHM OIHOCH nportenHa. Ciuka
amanrupana u3 (Klimuk et al., 2018).

3Hauaj perynanuje TpaHckpurnije C MpOTeMHOM je TOKa3aH CHMYJIAIM]jOM JUHAMUKE MOJiena 13
KOjer je OHa eMMMUHKCaHa Tako To je y uzpazuma (3.114)-(3.115) 3a TpaHCKPUMIIUOHY aKTHBHOCT
npomotopa 3aaato C(7) = 0. Y 0BOM cilydajy KOJIMYUHA METHITpaHc(epase T0CTUKE BEOMA BUCOK
HUBO KOJU C€ OJ]p’KaBa y CTAallMOHAPHOM CTamy U KOju OM BepoBaTHO 610 TokcuyaH 3a hennjy (Cnuka
19, Tauka-nipracta KpuBa). 300r TOKCHYHOCTH BHUILIKAa METHIITpaHChepase, 0110 61 Beoma TELIKO HITH
yak HeMoryhe ekcrepMMEeHTalHO YKJIOHUTH perynanujy C mporenHoMm u3 cucrema. Jom Ou Behun
n3a30B O0MO paszaBojutu edexte Be3uBama C MpOTEMHAa Ha TPAHCKPUIIM]y M U C reHa paau
JeTaJbHUjeT UCTIMTUBAkha MEXaHU3Ma peryialnje TPAHCKPHIIIKje Ha HUBOY €JIOHTAIH]je, aJli C€ OBO
Moke moctuhu Teopujcku, kopuithemem Ouopusnukor mojena cucrema (Klimuk et al., 2018).
Bpennoct eduxacHOCTH eJOHTalMje TpaHCKpUIIMje Kpo3 Oapukanay kojy crBapajy C nmpoTerMHH Ha
JIHK je mpouemwena Ha f = 0.44 (nmornasme Metona 3.4.3), mTo ykasyje Ha To aa oko ~1/2 PHK
moJIIMepasa ycrie Ja 3aBpIlid TPAaHCKPUTIH]y ¢ TeHa. Kako O ce ucruTaiym pa3ios3n OBe, peTaTHBHO
Masie epukacHOCTH OJIOKMpama TPAaHCKpHUIIIM]e, TapameTap [3 je Bapupan y Mojeny y orcery oz 0 1o
1. Kao mro ce moxxe Bumery Ha Cimin 19, moTmyna HempomycHocT Oapukazae 3a mpoiazak PHK
nonumepase (f = 0%) pe3yiarupa TMHAMHUKOM E€KCIIpecuje MeTuiaTpaHcdepase HajlnpUOIMKHEjOM
rpaHUYHOM CJydajy Kaja He Jelyje Hukakpa peryianuja C nporeunom (C(7) = 0). Haume, kana je
OJ0Ka/la eoHTalKje TPAHCKPHIILKje ¢ TeHa MaKCUMalIHO e(ukacHa, Mana konuunHa C mporenHa
KOja Ce CHHTEeTHIIe HHje JOBOJbHA 3a KOHTPOJy CHHTE3e METHIITpaHc]epaze penpecujoM
tpanckpunuuje ca P.M (Klimuk et al., 2018). Ca npyre ctpane, y HeqocTaTKy edekTa OJ0Kaae Koju
CMamYyje eKCIpPEecHjy ¢ reHa, HUBO MeTUiTpancdepase Ou 0o mpeBulie HA3aK, OJTHOCHO BEPOBATHO
HEJIOBOJBbAH 3a MOCTH3amke OalaHCupaHe eH3MMCKE aKTUBHOCTH METHIITpaHC(hepase U PECTPUKIOHE
eHJIOHYKJIease y henuju.
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4.5 IlpenBubhame nuHamuke excnpecuje P-M cucrema ESp13961 u
aHaJu3a Haj0o/ber PUTa eKCIePUMEHTATHUX MOJATAKA

Hamm capamnunu w3 nabopatopuje mnpod. CeBepuHOBA Cy MEpPWIM HHBO PECTPUKIIMOHE
eH/IOHyKJIease W MeTwiaTpanchepaze y BpemeHy mo yHocy P-M cucrema EsSpl3961 y nauBmy
OakTepujcky henujy u 1oO6wIM cy AMHAMUYKE 00paciie eKCIPEeCH]je YUjU j& perpe3eHTaTUBHH ITPUMED
npencrasibed Ha Crurn 20 (Morozova et al., 2016). Mogaen perynanuje cuctema ESp13961 cmo
KOHCTpYHUCAII Ca IIUJbEM Ja UCIIMUTaMO Ja JU Cy TnocTojehe 3Hame 0 MeXaHU3MHMa KOjH JCTyjy Y
OBOM CHUCTEMY W MHHHMAIMCTHYKA IMPETIOCTaBKa O KOHCTAHTHUM BPEIHOCTHMA Iapamerapa
JOBOJBHHM JIa CE OBH IOJAIM PEnpoayKyjy u objacue (Morozova et al., 2016). KoukpeTHo, y3eTu cy
y 0031Mp MEXaHU3MH peryJialdje TpaHCcKpHIje ca oba mpomoropa C npotennom (Bogdanova et al.,
2009), ka0 ¥ MexaHH3aM CIIPETHYTEe TPaHCIAlMje IUCTPOHA IeHa y OKBHUPY HCTOT CI' TPaHCKPHIITA
(Cesnaviciene et al., 2003), a BpeaHOCTH TapaMeTapa Cy BapHpaHe y OHOJIOIIKH PEICBAHTHUM
omnce3uma (Phillips et al., 2012; Sneppen & Zocchi, 2005). Mako Moen vMa peslaTUBHO BETUKH OpOj
co0oHuX mapaMeTapa (KOHKpeTHO, 12) uuje je BpeaHOCTH HEONXOJHO NMPOLEHUTH (PUTOBAmEM,
BeroBa (DJICKCHOMITHOCT je OrpaHnYeHa He3aBUCHOIINY EKCIIPECcHje PECTPUKIIMOHE EHIOHYKIIea3e 01
eKcrpecHje MeTuiaTpancdepase, mTo je UCKOPUIINEHO Aa ce 3ajaTtak (UTOBama CIpOBEne Yy JBa
KOpaka, Ha OJ[BOJEHMM TpylaMma mapamerapa (Buietd moriaBbe Meroxa 3.5.3). Ilopex Tora,
3axBasbyjyhu upeHTHuHOM 00Opacity perynaiuje P.CR koju je onrcan y cuctemuma Esp13961 u Ahdl,
y MozenoBamy ESp1l3961 je mornma nma ce HCKOPUCTH MPEAHOCT IMOCTOjarba Beh MpoBepeHOoT
TEPMOJMHAMHYKOT MO/IeIIa peryaije oBor mpomoTopa y cucremy Ahdl (Bogdanova et al., 2008).
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Cauxa 20. IIpensuhjame auHamuke excnpecuje eHsuma P-M cucrema Esp13961 koje Hajoosbe dutyje
eKCIIepUMEHTalHe TojaTke. M3mepeHe konuuuHe (y pelaTMBHMM jequHuIama) (A) pEeCcTpHUKIHOHE
eHponykiease u (B) metmirpancdepasze y BpeMeHy Cy MpecTaB/beHe KpyKuhuma, 10K je HajooJbu QUT
MojIena MpeIcTaBbeH MyHnM JuHujama. Crnka amanrupada w3 (Morozova et al., 2016).

Kao mro ce moxe Bumetu Ha Ciunm 20, 1o0ujeH je Beoma mobap ¢ur momaraka 3a R(t), kao u
nonaraka 3a M(t) y moueTHom mHTepBany excrniepuMeHTta (npBux ~160 munyta). [Tokazano ce na
peTpoayKOBake HM3MEpPEHE TMHAMUKE 3aXTeBa BHUCOKY CTAOMIIHOCT TpaHCKpUIATa W TPOTEHHA,
OJTHOCHO J1a C€ HHMXO0Ba eIMMHUHALIM]ja U3 CUCTEMA MPETEXHO O/IBHja pazOiaKuBambeM yciel eode
henuja. OBaj 3axTeB ce MOXKE HACIYTUTU U3 MPUOIMIKHO KBaJpaTHE 3aBUCHOCTH MepeHe
KOHIIGHTpAllMje PECTPUKLMOHE EHJIOHYKJea3e OJ BpEeMEHa, a HaKHaJHO je U MOJAp)KaH
excnepumentom (Morozova et al., 2016). 3HauajHO je MPUMETUTH Ja MOJET MOKE Ja 00jacHU
NPEJUI0KEHE OCHOBHE KBAJIMTAaTHBHE OCOOMHE MUHAMUKE ycrocTaBjbama P-M cucrema y HOBOM
noMahiHy: BUCOKY MOYETHY aKyMyJanujy (MMK) MeTUATpaHdepase 1 Kallkhemhe oUeTKa eKCIpecuje
PECTpPUKIMOHE eHIOHYKIea3e. HakoH moYeTHOr muKa, HUBO MEeTWITpaHcdepase je pactao 10 Kpaja
eKkcriepuMeHnTa. Mogen, ca Apyre cTpaHe, mpeaBuha HEM30€KHO Omnajgame KOHICHTpAIldje
MeTHATpaHdepase ca nopacToM KoHueHnTpauuje C mporenHa Koju yTHIaBa TpaHCKpUmiujy ca P.M.
3a 0BO HEcarame je HajBEpPOBATHH]E OJrOBOPHA IIPOMEHA HEKMX (PH3HOJIONIKUX TTapaMeTapa hennja
Koja ce Haciyhyje U3 BUAJBUBOT Ipenacka ca Behe Ha Mamy Op3uHy pacrta Kynrype (Bunetu Ciuky
8) (Klumpp et al., 2009; Klumpp & Hwa, 2014). IIpomeHna BpeIHOCTH ITapaMeTapa ca BpeMEHOM HHje
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YKJby4€Ha Y MOJEN jep HHUje OWJI0 NUPEKTHHX IojaTaka O OOJIMKY OBE 3aBUCHOCTH. Hapouuto
yrunajad Ou Morao OutH eekar mpomene Opoja Konuja rasMuaa koju Hocu P-M cucrem y henuju
(Graovac et al., 2019). 360or HEKOOPIMHMCAHOCTH pEILUIMKAIIMje IUIa3MHUaa ca aecoboM henwja, y
nepuoy Op3e aeode hemuja (koja je mpUOIMKHO jeHAaKa JAe00U IIa3MHIA) CE MOXKE OYCKHBATH
penaTUBHO KOHCTAHTaH Opoj mia3mMuaa o henuju, anu kaga 6p3uHa aeode henuja onagHe, U gabe
Op3a perumkanuja mia3Muaa J0Boau 10 nmosehama Opoja konuja mo henwju. HapaBHo, moctoju u
MOTryhHOCT J1a W3 Mojeja OJICYCTBYje HEKHM 3HayajaH MeXaHW3aM peryjalije KOoju Y3poKyje
HeCJIarame U KOju TeK Tpeba OTKPUTH, T MIPe JOHOIICHA TAKBOT 3aKJbydKa TpeOa UCIIUTATH e(heKTe
ri100aTHOT (PU3UOJIONIKOT CTara hesrja, 0JJHOCHO HerOBHX IMPOMEHA Ha TIMHAMHKY eKkcripecujy P-M
cucrema (Morozova et al., 2016).

3a pa3nuky o ciaoxeHe quHamuke M(t) Koja ce HE MOXe y MOTIIYHOCTH 00jaCHUTH MUHUMAITHUM
MO/JICJIOM peryJjaiuje cucTemMa, u3mMepeHa auHamuka R(t) mpatu Hau3sriien jeIHOCTaBHY KBaapaTHY
3aBHCHOCT, KOja Jeilyje HeoueKnBaHO MMajyhu y Buay cioxenu Mmexanusam perynanuje P.CR C
npoTenHoM. /la oBa TMHAMUKa 3aMcTa HACTaje Kao pe3ysTaT MOJAEIOBAHOT CIOKEHOT MEXaHU3Ma
peryiaiuje nokasyje cumynanuja IuHaMuke cucrema y oacyctBy C nporeuna (Cinuka 21A), 1j. kaga
cy P.CR u P.M camo 6a3ainHO TpaHCKPHUIIIIMOHO aKTUBHU JIOK j€ CBE OCTAJIO Y MOJENY, YKIbYdyjyhu
U BpelHOCTH mapamerapa ojnpeheHe (uToBameMm, HenpoMemeHo. OBakBY aHanu3y je Hemoryhe
M3BECTH EKCIIEPUMEHTAIHO 300T TMOKa3aHe TOKCHYHOCTH METHITpaHcdepase Kaja je MpHCyTHA y
suiky (Cesnaviciene et al., 2003), mrro Mmoen ynpago u npeBula y 0ACyCTBY pernpecHje mpoMoTopa
P.M C mporennom (Ciuka 21B). Pectpukiimona eHioHykieasa, ca Apyre cTpane, 6e3 akTHBAIlje
unaue ciabor P.CR mpomoropa C mpoTeMHOM AOCTHKE 3HATHO HIDKE KOHIEHTpaiuje y hemuju
(Cnuka 21A). Yak u kana 6u hemuje 6e3 perynamuje C mpoTeHHOM MPEKUBEIIE, BEOMa BUCOK HUBO
METHITpaHC(epase y OJHOCY Ha PECTPUKIIUOHY CHIIOHYKIJIea3y OM pe3yITupao Op3uM METHIIOBAEEM
crpane JIHK, omHocHO He ocTaBbameM MOryhHOCTHM Aa OHa Oyae mpermo3HaTa OJf CTpaHe
PECTPUKIIOHE EHAOHYKJIea3e U YHUIITEHA.
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Cuamnka 21. Tlpensubena nuHamuka excrpecuje ensuma P-M cucrema Esp13961 y oncyctBy C nporenHa.
JuHamuka mpomeHe HUBOA (A) pecTpUKIIMOHE eHIoHyKIeaze u (B) Metunrpancdepase je mpukazana y
pUCyCcTBY (ITyHa JIUHHUja) U Yy OJCYCTBY (LpTacta JUHHja) perynanuje Tpanckpuruje C mMpOTEHHOM.
Cnuka agantupana uz (Morozova et al., 2016).

4.6 Edextn cnenu(pMuHUX KOHCTPYKTHBHHUX KAPAKTEPHCTHKA CHCTEMA
CRISPR-Cas Ha cBojcTBa IMHAMNKE HberoBe eKCIpecHje

Bucoko xooneparuBHO Be3uBame penpecopa 3a JJHK y pernony npomoTopa, KoMneTHIfja mpoTenHa
aKTHBaTopa ca nporemHuMa penpecopuma 3a JJHK u Op3a necneunduyna pasrpaama pre-crRNK ce
HCTHUYY Kao crienuduvyHe KOHCTpYKTUBHE KapakTepuctuke cucrema CRISPR-Cas. MehyruMm, kako
JieTajbil MEXaHU3Ma peryJalnje TPAaHCKPHIILIK]e HUCY JOBOJHHO MTO3HATH J1a C€ OH MO>KE MOJIETIOBAaTH,
KOHCTPYHCAaH je€ MOJENI peryjaiyje CHUCTeMa y KOME j€ OH alpOKCHMHUpaH T00p0 TPOYYCHHM
MexaHH3MOM perynaiuje P-M cucrema, Koju ca UM JelH cIuyHe perynatopre npunnune (Rodic,
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Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017). CumynupameM MOHalIamka TAKBOI CHCTEMa, MpeaBuljeHa cy
OCHOBHA KBAJIMTAaTHBHA CBOJCTBA JMHAMUKe ekcripecuje opuruHaiHor cucrema CRISPR-Cas Tumna |-
E. IlocraBjpambeM HEKOJIHMKO IOjeHOCTABJHEHUX BEp3Wja MOZENA, UJbAHO j€ aHAJTM3MpaHa yIora

M0jeIMHUX M30JI0OBAHHUX PEryJIaTOPHUX CBOjCTaBA.

4.6.1 EdexkTu nocrenene cuurese nporenHa Casbe Ha nunamuky ekcnpecuje pre-CrRNK u

CrRNK
,,KOHCTUTYTUBHUM M ,,KOOIIEPAaTUBHHM MOJICJIOM* je yBeIeH edeKaT IMOoCTereHe, OHOJIONIKU
peamuctuyHe cuHTe3e nportenHa Casbe na aunamuky excmpecuje pre-CrRNK u crRNK, koju je
panuje oxcycTBoBao m3 mojenoanor cucrema (Djordjevic et al., 2012), 1j. 6uia je MojaenoBaHa
TPEHyTHA EKCIIpecHja OrpOMHE KOJMYMHE OBHMX MpPOTEHHA KOja JOBOAM JO TPEHYTHOT CKOKa
Bpennoctu crore oopazae pre-CrRNK (k.,gya). Y 0BUM MojiesiMa je cToma oopajie mpornopunoHaiHa
KOHIIeHTpauuju nporenHa Casbe yuja je ekcrpecuja mocreneHa. McToBpeMeHO je cUMyIHpaHa U
IMHAMUKa TPAaHHMYHOT MOJEJa KOjH IpPETIOCTaB/ba TPEHYTHH CKOK BPEIHOCTH K.rpya ONHCAH
cTerneHacToM (PyHKIMjOM BpeMeHa, Kako OU POJAYKTH PEATUCTUYHHUX MOJIeIa MOTJIM J1a C€ YIIOpee
ca TeOPHjCKA MaKCUMAaITHOM Op3uHOM HMHIyKOBama oopane pre-CrRNK (Cruka 22). Panu uzosnosama
epexkra oOpamge pre-CrRNK Ha guHamuky cucreMa, WPETIIOCTaB/beéHa je KOHCTAHTHA
tpanckpunuuona aktuBHocT P.CRISPR (10 1/min) y cBa Tpu Mojena.
B c = 10002,,,, ¢ = 10
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Cauka 22. Jlunamuka mpomeHe crome oOpaxe pre-CrRNK mo mokperamy cucremMa mpu KOHCTAHTHO]

Tparckpununonoj aktuBHOcTH P.CRISPR. KpuBe cy noOmjeHe cuMynamujoM TpaHWYHOT (TIyHA),
KOHCTHTYTHUBHOT (Tauka-I[pTacTta) U KoomepatuBHOr mopena (upracra nuauja) 3a (A-C) Tpu 3amate
paBHOTEXHE BpeaHocTH crorne obpane pre-crRNK. Ciuka agantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic,

etal., 2017).
Ha Cnuim 22 Buaumo kako ce k..pya MEHa ca BPEMEHOM y MOJENMMa y KOjuMa Cy mapameTpu

TIOZIEIIEHH TaKO JIa C€ Y PABHOTEKHOM CTarby OCTBAPH 33/1aTa BPEAHOCT K ppy g Y jEAMHHIIAMA Apyr.p
(koje uznocu 1 1/min). [pukazana je AMHAMUKA 33 TPU TAKBA Korpy 4 (102,y¢, 1004, 1 10004,,.).
Tpu cBe TPU BPEIHOCTH Korpy 1, »,KOHCTUTYTUBHH MOJIEN" TIPOJLYKYje MOCTENEH, MOHOTOH MOpACT
crore obpajie O/ TIOYETHOT 0 PaBHOTEKHOT HUBOA. Y CIy4ajy ,,KOOMIEPATHBHOT MOJIENa* BUIUMO
Op3 MOYETHHU pacT K ,gy4 Ca BpeMeHOM mpahien Takol)e Op3uM MOBPaTKOM Ha PABHOTEIKHY BPEIHOCT
npy BUMM 321aTHM Koy 4 (1004, 1 10002, ), OTHOCHO CIIOPHjUM PACTOM IIPEMa PABHOTEXKHO]

BpPEIHOCTH 3a kﬁfRN 4= 104,
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Cauxa 23. [unamuka excrpecuje pPre-CrRNK m CrRNK mo mokperamy cucrema mpH KOHCTaHTHO]
Tparckpunnuonoj aktuBHocTH P.CRISPR. 3a Tpu 3amate paBHOTEXHE BpPEIHOCTH CTONE obOpame pre-
crRNK cy renepucane kpuse ekcmpecuje (A-C) pre-crRNK u (D-F) crRNK cumynanujom rpanugsor
(myHa), KOHCTUTYTUBHOT (TayKa-1[pTacta) ¥ KoolepaTHBHOT Mojeia (npracrta iuHuja). Ciuka anantupasa
u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

Junamuka npomene HuBoa Pre-CrRNK u crRNK, koja oarosapa cinyuajeBuma ca Criuke 22, je
npukazana Ha Ciunu 23. Moxe ce TpuMeTUTH Jia ,,KOOTIEpaTUBHU MOJien‘* 00e30elyje HajcTpMuju
npenas pre-crRNK u3 crama Benuke y ctame Maje KOTUYHHE (MCTO ald y OOpPHYTOM CMEpY BaKU 3a
crRNK). Axo ce mopesie ocoOuHe paHe TUHAMHUKE MPU PA3THIUTHM 3aJaTUM BPEIHOCTHMA kfﬁRN A
youaBajy ce pasiuke y pexxumuma npu HUCKuM (< 1004,,..) u Bucokum BpenHoctuma (= 1004,,.).
Haume, npu Huckoj aktuBHocTu Cas6e (neBa komona Cmuke 23), CrRNK ce y peamuctnynum
MOJIeIMMa BUIHO CIIOpHje aKyMyJupa Hero y ,,TPaHHYHOM®, TOK TMPH BUCOKO] akTHBHOCTH Cas6e
(cpenmwa u aecHa kojoHa Ciuke 23) ,,koonepaTUBHH MoJien omoryhaBa Opxy aKkymyJialujy Hero
,,KOHCTUTYTHUBHHU U MpuOINKaBa ce epuKacHOCTH ,,[paHUYHOr Mozena®. Pasznor mocrojama OBUX

Pa3NUYUTHX PEeXKHUMA je Y OpiKeM paHOM pacTy K ,grya KOJU ,,KOHCTUTYTUBHHU MOJieN" 06e30ehyje mpu
e
HUCKHM, a ,,KOOIIEPATUBHHU * IPU BUCOKUM BPEIHOCTHMA kaR na (Ciuka 22).

CrairoHapHO CTame je y MOJEIMMa JOCTUTHYTO HakoH >100 min (Cauka 23), ma Ta KOJHYHHA
crRNK mo>xe OutH ox Manor 3Havaja 3a henujy ko0joj je edukacHa 3amTHTa 0]l BUpyca noTpedHa
panHje. 3aT0 CMO y HaIllMM MOJIEJIMMA ca KOHCTAHTHOM TpaHCKpunnoHoMm aktuBHomhy P.CRISPR
Bapypa PaBHOTEXKHY BPETHOCT KOHCTaHTE 00Opaje, kngN 4 (xao rope), 3a CBaKy BpeIHOCT
CHUMYJIMpAJM AMHAMUKY cucteMa u ountanu konuuuHe pre-CrRNK u crRNK y ¢t = 20 min (Cnuka
24). OBe KOHIIEHTpAIIMje CMAaTPaMO PEJICBAHTHHUjUM 32 YUMHKOBHUTY 3allTHTY, Oyayhu na o jmse

Oakrepujcke henmje monasu ~20 muHyTa o uHuIMpamwy Bupycom (Kruger & Schroeder, 1981).
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Cimuka 24. Huso excopecuje (A) pre-crRNK u (B) crRNK 20 muHyTa 110 MOKpeTamy CHCTEMa IMpH
KOHCTaHTHO]j TpaHCKpuIiroHoj aktuBHocTH P.CRISPR. PaBHOTE)KHE BpenHocTH cTore oopane pre-CrRNK
Cy BapHUpaHe y TPaHUYHOM (IIyHa), KOHCTUTYTUBHOM (TayKa-I[pTacTa) U KOOIepaTUBHOM MOJeNy (IjpTacTa

NHMHHja), 0K je Tpanckpumimona aktuBHOcT P.CRISPR ¢ukcupana ua 10 1/min. Ciuka agantupaHa u3
(Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

Ha Cnuiu 24 ce mory yount ciiesiehie ocodbune nonamama cucrema (Rodic, Blagojevic, Djordjevic,

etal.,

2017):

1) Tlonamiame ,,KOONEPaTUBHOT MOJIeIa” HAMK MTPEKUIaqy, 32 Pa3JIuKy O/l Ipyra JBa MOJea y

2)

3)

4)

kojuma ce musou PHK mocrenenuje memajy ca mopactoM kojey,. OBaKBO HOHAIIame
CHCTEMa Kao IMOCJICTUIly MMa Jia ce MPU HUCKUM KOHIIeHTpanujama nporenHa Cas6e, koje
MOT'Yy HaCTaTH ycje] TPaHCKPHUIIIHOHOT ,,llypema’“ mpomoTopa, ekcipecuja CrRNK mpxu y
UCKJbYYCHOM cTamy, Tj. ctRNK je mpucytHa y Beoma maioj konmnunad. Kaja KoHIeHTpauja
Casbe y henuju npehe onpeheHy mpakHy BpeIHOCT, CUCTEM IIOCTaje aKTHBaH M Op3o ce
npousBene ontumainHa kosmunHa CrRNK 3a 3amtuty henuje.
VKpumTamhe KpUBHX TI€HEPHUCAHUX ,,KOONEPAaTUBHUM™ M ,,KOHCTUTYTUBHUM MOJIEIOM
Harjamasa pa3jfKe y MOHAIlaky OBUX MOJENa MPH HUCKUM M BHCOKHM CTOIIaMa o0paje.
IIpu HuckMM cTomama oOpaje (JIeBO O[] TauyKe YKpILUTamwa), ,,KOHCTUTYTUBHU MOJEN™ je
epukacHuju y ekcrnpecuju CrRNK, T1j. paHo ce nocTuky BHIllE KOHILIEHTpAlMje HETo y
,koonepaTuBHOM Mozeny*. Ilpu Bucokum crornama odpase (IeCHO 0] TaUKe YKpPIITamka) Koje
cy nocrurHyte y ekcrepumentuma (Djordjevic et al., 2012; Pougach et al., 2010) Baxu
CYHpOTHO, ipu yemy ce HuBo CrRNK nocturnyt y ,,koonepaTuBHOM Mojeny* mpudinxana
TEOPUJCKOM MAaKCUMYMY 3a/laTOM TPaHMYHHUM MOJEJIOM, KOjUu OmHcyje OeCKOHauyHO Op30
(TpenyTHO) nokperame oopane pre-CrRNK. Ilpema Trome, 6yayhu na ce wt cuctem CRISPR-
Cas omnkyje BUCOKO KOOTIEPaTUBHOM PETYJIAIlijOM TPAaHCKPHUIIIH]je, FheHa yJIora MOXKe OUTH
y Op3om o6e3behuBamy Bucoke ekcrpecuje CrRNK mpu BucokuMm cromama oOpane pre-
CrRNK.
Komnunna CrRNK noBospHa 3a mepspuBY 3amrtuty henuje on Bupyca (>10 monekyina,
(Pougach et al., 2010)) ce y ,,koomepaTuBHOM MOy MOXe HOOMTH Beh MpH peraTHBHO
HUCKOj BpenHOCTH Ky (11 1/min). 360r omrpor npenasa u3 UCKIbYYEHOT y YKIbYUEHO
CTame, MaJjlo J0oaaTHO nosehame cTorne o0pase BoM BEIMKOM nopacty y konnunau CrRNK.
TIpy BUCOKHM BPETHOCTUMA Koy , HEM3OEXKHO J0NA3H 110 caTypaiuje 6poja CHHTETHCAHNX
CrRNK, 30o0r orpanmueHocTH KojwuuHe goctymHor cymcrpara (pre-CrRNK), wa mra
HapOUYMTO jaCHO yKa3yje rpaHuuHu Mojein. [laxne, komnunaa CrRNK moctimke MakcuMainy

BPEIHOCT KOja ce He MOXKe mpeBa3whu JasbuM JnojaBameM mnpoTenHa Cas6e, omxHOCHO
nosehaBameMm ctone obpane pre-crRNK.
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4.6.2 Edextu cmamuBama crone Hecnenudpuune aerpagaunmje pre-CrRNK nHa aunamuky
excnpecuje pre-crRNK u crRNK

bp3a necnenuduuna nerpamganuja pre-CrRNK je jenna o uCTakHYTHX KapakTepucTHKa WL cuctema
CRISPR-Cas, na je ucniutana meHa ynora y KoHTponu auHamuke ekcrpecuje pre-CrRNK u crRNK.
IIpn xoncranTHOj Tpanckpunuuonoj aktueHocTH P.CRISPR, Bpennocr A4, je mnocreneno
CMamUBaHa y MOJEINMA YWjU Cy MapaMeTpy IMOJACUICHH TaKO Ja CToma o0paje y CTalHOHApHOM
cTamy J0cTHrHe Tpu 3ajate Bpeanoctu (Cnuka 25). Ha Taj HauuH, BpeqHOCT A,y je BapupaHa y
cMmepy pemehersa 6p3e HectiemupudHe nerpaganuje 3amnaxene y Wt cucremy CRISPR-Cas.
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Camka 25. Jlunammka ekcnpecuje CrRNK mo mokperamy cuctema y KOONEpaTHMBHOM MOJENY, MpPU
KOHCTaHTHO]j TpaHcKpuinoHoj akruBHoctu P.CRISPR 1 onanajyhum BpenHocTuMa cromne HecrienupuuHe
nerpananuje pre-CrRNK. Ipukaszane cy xpuBe mobujere 3a (A-C) Tpu 3amaTe paBHOTSIKHE BPEIHOCTH
crome obpane pre-crRNK. Crnuka agantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017)

[Tpuka3anu cy camo pe3yiaTaTH cUMYyJaluje ,,KOONepaTHBHOI MojieNa’ MOIITO Cy €KBHBAJEHTHE
IPOMEHE Y IMHAMUIIM JJOOMjeHe BapuparmeM Ay, y cBa Tpu moaena (Ciuka 25). Ca ycnopaBameM
Hecrienuduyne aerpagamnuje pre-CrRNK ce nedpopmuie cranmapaaun XuioB (CUTMOUIHU) OOJIHUK
(Hill, 2013) kpuse crRNK(t) u cmamyje ce kammbeme mouerka ekcrpecuje CrRNK 3a tperyTkom
mokpeTama ekcrpecuje cucrema (y t = 0min). VYcaen cMmameHOT Kallibewa, NPU  HUKAM
BPENHOCTUMA Ay, C€ OUMTaBA BUIIKM HUBO cuHTeTHCaHUX CIRNK y t = 20 min, xao mro nokasyje
Cnuka 26. la 6u y t = 20 min Onna cuHTeTHCaHa penaTuBHO Bennka kommunHa CrRNK, BHCoka
BpEIHOCT cromne Hecneuuduune nerpaganuje pre-CrRNK mopa Outn koMOuMHOBaHa ca Takohe
BUCOKOM akTuBHOIhy nporenna Cas6e, Tj. Bucokum kx4 (Cruxa 26).
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Cmmka 26. HuBo ekcmnpecuje CrRNK 20 wmuHyra mno TmokpeTamy CHCTEMa IPH KOHCTAHTHO]
Tparckpununonoj aktuBHOcTH P.CRISPR 3a pasmmumrte BpemHOCTH cTOme HEcIenu(uIHE Ierpanariyje
pre-crRNK. TIpukazane cy KpuwBe KOOIEPATHBHOT MOJeNia JOOWjeHe 3a YEeTHPH 3aJaTe PaBHOTEKHE
Bpenuoctu crone obpane pre-crRNK. Ciuka agantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).
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4.6.3 Edextu nosehaBama TpaHckpunuuoHe axkTuBHocTH mpomoropa P.CRISPR Ha
auHamuky exkcnpecuje pre-crRNK u crRNK

Kao mTo je mokazano y mormaBky 4.6.1, cuctemM mma orpaHudeHy MoryhHoct mnoBehaBama
excrpecuje CrRNK myrem nosehaBama konmuuHe nporenHa Cas6e y henuju, koju oOpalyjy pre-
crRNK. Hauwme, npu onipeheHoj, BUCOKOj BPeAHOCTH Ky 4 TIOCTIIKE C& MAKCHMATHO HCKOpHIITheme
JOCTYITHOT CyTCcTpara, na ce mpoaykuuja CrRNK moxke nogatHo nmosehatu camo ako ce nmoseha HUBO
pre-crRNK. V wt cucremy CRISPR-Cas, o6a npomotopa (u P.CCas, u P.CRISPR) cy yrumana
KoorepatuBHO Be3aHuM nporenHuma H-NS 3a JIHK, ma je pasymMHO OYekuBaTu Ja CHUTHAN 3a
MOKpEeTame EKCIpecHje cucTema, Koju m3asmBa ykiamame H-NS mporenna ca JIHK, nmoseme no
noBehama akTUBHOCTH 00a MpoMoTOopa. 3aTo je aHajdu3a, eKBUBaJECHTHA NpHuKa3aHo] Ha Ciumm 24
TIOHOBJbEHA 33 PA3JIMYHTE, BMINE BPEAHOCTH Pcrispr- KOHKPETHO, IOCMATpaHo j€ Kako

koHreHTpanrja CrRNK y t = 20 min 3aBucu o paBHOTEXHE cTome obpaze (kngN 4) Y CBa Tpu

Mojielia, 3a 4 pa3IMYUTe BPEIHOCTH KOHCTaHTHE TpaHcKkpumimoHe aktuBHOCTH P.CRISPR (Cnuka
27).
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Cauxka 27. 3aBucHoct HuBOa ekcrpecrje CrRNK 20 MuHyTa 1O HOKpeTamy CHcTeMa OJ paBHOTE)KHE
BpenHocTu crome obOpage pPre-CrRNK mpu pactyhimM BpemHOCTHMa TPaHCKPHIILMOHE AKTUBHOCTH
P.CRISPR (¢) y (A) rpaaununom, (B) korctutytusaoM u (C) KoomepatinBHoM Mozeny. Hamomena: Kpuse
3a ¢ = 10 cy uaentnyne kpuBama ca Cimke 24B. Cruka anantupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic,
etal., 2017).

Kao n va Cninnm 24B, ,,koonepaTuBHI MOZIEN" KapaKTEPHIIIE TOHAIIAKE HATMK MPEKUAaqy, OJHOCHO
HAjCTPMH]jH TIpeia3 U3 UCKIbYUCHOT Y YKJbyueHO ctambe ekcrpecuje CrRNK (Cruka 27). IToehame
@crispr POOYCHO yKJIama caTypalujy y cBa TpH Mojena U omoryhasa excrpecujy Behux xonuuuna
crRNK. TIputowm, uctu edekar yasoctpydema kommuune CrRNK s10 kojer monasu kana ce koiana
noseha 3a pen Benuuune (Hnp. ca 10 ma 100 1/min npu @cpispr = 10 1/min y ,xoonepatusHOM
Moziey*) ce Moxke MocTuhM aKo Ce Pcrispr MoBeha camo 2 myra (ca 10 1/min na 20 1/min mpu
kilena = 10 1/min).

KoHauHo, ucnuTaHo je U KakBe noJaTHEe eekTe Ha JUHAMHKY EKCIIPECHje CUCTeMa MOXE MMAaTh
mocTerneHoct nokperama aktuBHocTr P.CRISPR koja omukyje crBapue onomomike cucteme (Rodic,
Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017). Kaxo 04 @ ¢rispr-, 110 10jaBU CHTHANIA 3a TIOKPETAE EKCIIPECH]E
cuctema (y t = 0), MOCTENEHO TOCTHINIO MAaKCHMAIHY BPEIHOCT KapaKTePHCTHUUHY 332 aKTUBHY
eKCITPEeCH]y CHCTeMa, yBeJieHa je perynanuja mpomoropa P.CRISPR. KonkpetHo, ,,KOHCTUTYTHBHOM
MOJIeNTYy" je MoJaT jeJHOCTaBaH MEXaHW3aM aKTHBAIlMje TPAHCKPUIIIHjE IMyTEM BE3HMBamba jETHOT,
aktuBaTopckor MoHomepa C npotenna 3a [IHK, 1ok je y ,,koomepaTHBHOM MOJEITY* HCTH MEXaHU3aM
perynamuje C mporenHom, youeH y P-M cucremy Ahdl, npumermen u Ha P.CCas, u na P.CRISPR. Y
oba ciy4aja je, NPWIMKOM IOJEINaBamba BPEIHOCTH MapaMeTapa, 3alaTo JId Qcrispr 1OPACTe ca
nmouetHe BpearocTu 10 1/min, Ha kpajiby 100 1/min (Cnuka 28). Mctu yciioB je mpuMEmheH Ha CBaKU
0]l MOJIENA 32 [0 TPH pasnnuuTe GUKCUPAHE BPEIHOCTH K orpn 4-
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Cauxa 28. Jlunamuka mnpomene TpaHckpumiuone aktuBHoctd P.CRISPR y rpanununom (myHa),
KOHCTUTYTUBHOM (Ta4yKa-I[PTacTa) U KOOMEpaTHBHOM Mojeny (uptacrta junuja). [lapamerpu Momena cy
TOJIENIEHH TaKO Ja JMHAMHKA TI0PACTa (crispr HE 3aBUCH ONT kngN 4. Cnmka amantupana u3 (Rodic,
Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

Ha Cmumm 29 je npencraBibeHa nobujena nunamuka excnpecuje pre-CrRNK u crRNK. Tlpumehyje
ce 1a ,,KOOIepaTUBHU MOJEI, KOJU Ce Ociama Ha KOMOUHAIM]y IO3UTUBHE U HETaTUBHE peryliaiuje
TPAHCKPUIIIHjE ca €IEeMEHTOM KOOIEPAaTHBHOCTH, oMoryhaBa cTaOWIIHHje MOHAIIAkEe CUCTEMa Yy
nopehemwy ca ,,[paHUYHUM U ,,KOHCTUTYTUBHUM®. OBO ce, ca je[He CTpaHe, OJIpakaBa y MameM
OTKJIOHY OJ1 TOYETHE BpeTHOCTH Koju HIBO Pre-CrRNK mpaBu mpe Hero mro ce KOHaYHO 3aApKH Ha
Kpajikb0j, paBHOTEKHO] BpeaHoctu. Ca npyre crpaHe, y ,,KOONEpaTMBHOM MOJENYy, je mpu
Pa3IMYUTUM HUBOUMA aKTHBHOCTH NpoTenHa Cas6e, Tj. pasIuduTHM 3a/1aTuM Ky 4, HajpoOyCHHje
o4yBaHO Kamimbeme ekcrpecrje CrRNK 3a moyetkom nmokperama cucrema (Cruka 29).
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Camka 29. Jlunamuka excipecuje pre-CrRNK u crRNK o nokperamy cucteMa y KOMe TPaHCKPHITIHOHA
axtuBHOCT P.CRISPR mocreneno mocrmxe 100 1/min. 3a Tpu 3amate paBHOTEKHE BPEIHOCTH CTOIE
obpane pre-crRNK cy renepucane kpuse ekcnpecuje (A-C) pre-crRNK u (D-F) crRNK cumynanujom

68



rpaHny4HOT (ITyHa), KOHCTUTYTHBHOT (Ta4yKa-L[pTacTa) U KOONepaTUBHOT MoJena (upracTta quHuja). Cinka
amanrupana u3 (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).

Crnuka 29 ykasyje Ha TO Ja YKJby4HBamke KOOTIEPATUBHOCTH Yy perynanujy Tpanckpunmuje P.CCas u
P.CRISPR monpunocu oqnaramy noderka ekcripecuje CrRNK nmo npumamy oarosapajyher curnana
3a aKTHBAIIMjy CHCTEMA, a IMOKa3ajlk CMO Jia UCTH eekaT uMa u Op3a HecrenudpuuHa Jerpaaalmja
pre-crRNK (mormasibe 4.6.2). Kaga ce ukcupa kCefRN 4 = 100 nM/min u cuMynMpa IMHaMKKa CBa
Tpu Mojena (ca perymamnujom oba mpomoropa) 3a omaaajyhe BpeIHOCTH cTome HecneruduyuHe
nerpagauuje pre-CrRNK (4,,.), Moxe ce BUIETH KaKo OBE [BE KOHCTPYKTHBHE KapaKTEpPUCTUKE
3ajenHo nosehaBajy kammeme (Cnuka 30). Y oxcycrBy Omno kakBe perynammje P.CRISPR
(,,rpann4nn Moaen), konmuuuna CrRNK y panom nepuomy 6p30 pacte ca cMamUBameM Ay, TOK
,,KOOTIepaTHBHU MoJen* ycmeBa jga o6e30emu HajBehe kammeme, Tj. HajHke HHBoe CrRNK, y
nopehemwy ca Apyrum MojenMMma HOpM CBHM BPEIHOCTHMA Ay... Kammeme moderka ekcrpecuje
CrRNK mpmimmkom aktuBammje cucreMa CRISPR-Cas nmo cama HHMje TOCTYyIMpaHO Kao 3aXTEB
3Ha4ajaH 3a (pyHKIHUjy cHCTeMa, OJIHOCHO MPHHIMUI HEroBor nu3ajHa. Mehyrtuwm, ymora yak nBe
CTPYKTYpHE KapaKTEpUCTHUKE CHCTEMa Yy CTBapamy Kallllbema yKasyje Ha Moryhy kopuct henuje o
oBe ocobune quaamuke ekcnpecuje CrRNK (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).
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Cauxka 30. Iunamuka excrpecrje CrRNK mo mokperamy crucreMa y KoMe TPaHCKPHIIIIHOHA aKTHBHOCT
P.CRISPR mnocreneno moctmxe 100 1/min, 3a onaxajyhe BpeaHocTH cTorne Hecnenuduyne nerpaaaije
pre-crRNK. I'panndHH, KOHCTHTYTHBHH W KOOIEPATHBHH MOJEN Cy CHMYIUpPaHU TpH (UKCHPAHO]
BpeaHocTH koeys = 100 nM/min. Ciuka anantupana us (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017).
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5 Jluckycuja

Moxe ce pehu na pecrpukumnono-moaupukanuonn u CRISPR-Cas cucremu npuctynajy 3agaTky
onopane henuje ox crpane JIHK u3 Beoma paznuuuTux yriosa, a u mehy camum P-M cucremuma
MOCTOjM MIMPOK CIEKTap BapHjaldja y apXUTEKTYpH W MEXaHHM3MY perylalyje eKCIpecHje reHa.
Nnak, 3ajeqaruka uMyHcka QyHKIIHM]a KOjy 00aBJbajy 3a henujy Hy)kHO Hamehe crienuudne 3axTeBe
y MOHAIIakY CUCTeMa KOje OHH MOPajy Jia 3a710BoJbe oroBapajyhom koHcTpykmujoM. [Tpenmoxunm
cMo 11a ce y ciaydajy P-M cuctema Tumna |l Tv 3axTeBU orsenajy y ocoOnHama TMHAMHUKE €KCIIPECH]e
€H3UMa IPUIMKOM YCIIOCTaBJbama cucTeMa y henmju xao meroBoM HOBoM nomahuHy. KoHKpeTHO,
TpH NIPEJIOKEHA JMHAMUYKA TpUHIKIA au3ajHa P-M cuctema cy: 1) kalmbeme moveTka eKCIpecuje
PECTPHUKIIOHE €HJOHYKIIea3e, OJHOCHO MHHIIMjaTHO JOMHHAHTHA €KCIIpecrja MeTuiaTpaHcdepase,
2) Op3, CHTMOUJIHU [TOPACcT HUBOA PECTPUKIIMOHE EHIOHYKJIea3e HAKOH MOYETKa HheHE CUHTE3e U 3)
CTallMOHAPHO CTamke 0e3 ocuWiIalndja y KOHICHTpalujaMa pPECTPUKIMOHE EHIOHYKJIea3e |
MeTuiaTpaHcdepase. PaHuje mpeTmocTaBke Cy, NOpel Kalllkbemha Yy EKCIPECHJU PECTPUKIIMOHE
SH/IOHYKJIea3e, YKJbYUHBaJIe U OalaHCHPaH OJJHOC CH3MMa Y CTAIlHOHAPHOM CTamy Koju 00e30ehyje
Jla HAjeJlaH o1 ’bUX He OyJie Tokcu4aH 3a jomahuna u a ce ogopana on yuerux JJHK mosxe epukacHo
obaBspatu. Mako KOHCTPYKTMBHO CAaCBUM Jpyraduju, 300T CBOje CIMYHE MMYHCKe (yHKIHje Ou
cucremu CRISPR-Cas takohe moriu nmomrroBatu Heke o opux npuanuna (Djordjevic, 2013; Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

JleduHucanu cMO KBaHTUTaTUBHE MEpE TPU MPEJIOKEeHa TUHAMUYKA PUHIIMIIA KaKO OMCMO MOTJIN
7a OJIpeIMO J1a K 1u3ajH oapehenor P-M cucrema 3a10BoJbaBa 0OBe MPUHITUIIE TPUITMKOM FHETOBOT
ycrocTaB/bama y heiauju M Ha KOJU HAUMH HMCTaKHYTe KOHCTPYKTHBHE KapaKTEpUCTHKE CBAKOT
cucrema Tome ponpunoce (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). P-M cucremu Ahdl u ECORV
UMajy CYNpPOTHE KapaKTepUCTUKE apXUTEKType — KOHBEPreHTHY, OJHOCHO IMBEPreHTHY — U
perymaiyje, Koje ce 0OJHOCE Ha KOHCTAHTE TpaHcialuje u aumepu3anuje 3a C mpoTenH, Kao U jaunHy
koornepatuBHe uHTepakuuje nBa C numepa Ha JIHK. Mebhyrum, npensubhena wt nuHamuka
yCIIOCTaBJbamka 00a CUCTEMa 3a/I0BOJbaBa CBE AMHAMUYKE IIPUHIIMIIE, IIITO OpKaBa HAITy XUTIOTE3Y
U yKa3zyje Ha TO Ja Cy KOMOMHaIlMje peryJaTOpHHMX CBOjCTaBa Koje ce y mwuMma cpehy pesynrar
ontumu3zaimje ucre gpynkuuje (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). V cuctemy Kpn2l cy
IPEKJIONJbEHU IPOMOTOPHU I'eHa 3a MeTuiTpaHcdepasy u C npoTeuH, a cpehe ce 1 IBOCTpyKa yiora
C nporenHa — y penpecujyu HHUIHjall]je TPAHCKPUIIIH]e TeHa 3a MeTUITpancdepasy u OJIoKupamy
eJIOHTAIMje TPAHCKPUIIIMje CONCTBeHOr reHa. OcUM IITO HaBEJEHM MEXaHU3aM perysaluje
TPaHCKpPHUIILIMj€ HA HUBOY €JIOHTallije HUje UCIUTUBaH y ApyruM P-M cucremuma, Kpajwu pe3yiarar
HeoOnuHe perynanuje cucrema Kpn2l, 1j. oOpa3zar excnpecuje reHa, je TEIIKO HACIYTHUTH U 300T
ucrperieTeHoctn edekara BesuBama PHK momumepase 3a mpomorope P.M u P.C u C npoTteunna 3a
cBOja Be3uBHa Mecrta. /luHamuka ekcrnpecuje cuctema Kpn2l kojy mpeasuha monen npeacraBiba
MHTEpECaHTaH pEe3yJITaT jep MoKa3yje Aa c€ U OBOM HEOOMYHOM PEryJaTOPHOM CTPAaTErnjoM MOXKe
00e30eTuTH BeNMKa MOYeTHAa aKyMmyjalnMja MeTWiaTpaHcdepaze y OAHOCY Ha PECTPUKLUOHY
CHJIOHYKIIEA3y Tj, y CKJIaldy Ca HalloM NE€QUHULHMJOM BEIMYUHE Tgeiqy, PETATUBHO KAIUMEH-E
HEOIXOJHO 3a MHMIMjAIHy 3alITUTy TeHoMa Oakrepuje-gomahmua. Ocum Tora, youaBa ce U Op3
opacT HUBOA PECTPUKITHOHE €HIOHYKIea3e 10 paBHoTexHe Bpeanoctu (Klimuk et al., 2018). ITuk
y paHoj eKCHpecHju MeTHITpaHchepase je youeH W MPUIMKOM MPBOI €KCIIEPUMEHTAIHOT Mepema
ekcrpecuje eHsuma P-M cuctema in ViVO Ha HUBOY MojeauHadHux henwja, 3a cuctem Espl3961
(Morozova et al., 2016). Mozen perynaiyje OBOT CHCTEMa je MOKa3ao Jia CE 3aMa)KCHO KalllbeHe
EKCIIpecHje PEeCTPUKIIMOHE CHIAOHYKJIEa3e 3a MOYETHOM aKyMyJallijoM MeTHiITpaHcdepase, Kao u
nparehn Op3 MopacT HHMBOA PECTPHUKIMOHE EHJOHYKIJIea3e MOT'Yy MOCTMNM ONMHUCAHUM JU33jHOM
KoHCTpyKIuje cuctema (Morozova et al., 2016).
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JloOujeHa 3aBHCHOCT Mepe CBOjCTBa JAMHAMUKE OJ] TapaMmeTrpa KOju KOHTpojuiie oapeheny
KOHCTPYKTUBHY KAapaKTEPUCTHKY CHUCTEMa MOXKE Ja YKaXXe Ha YJIOTy Jare KapaKTepUCTUKE Y
MOCTU3aky TOT JIHHAMUYKOT CBOjCTBA. AKO C€ HEYTPaUCAkeM KJbYYHHX KOHCTPYKTHBHHX
KapaKTepUCTHKA CUCTEMa PEMETE CBOjCTBA IETOBE TMHAMHUKE, OHJIA CE Ta CBOJCTBA MOTY IIOCMATPaTH
Kao TPHHIUNMN JH3ajHa CHCTEMa KOjU Cy HaMETHYJIM TPUCYCTBO YyOYeHE KOMOHHAIIUje
kapakrepuctuka. OBa nmapajaurma je npumermeHa Ha mojene P-M cucrema Ahdl u ECORV 1 nokazano
je Ja ce MOCTENEeHUM YKHJIAalkEeM CBAKOT OJ] KapaKTePHUCTUYHHUX PEryllaTOPHUX CBOjcTaBa y 00a
cucrema pemeru Oap jeman auaamuuku npuauun (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).
Eduxacuoct 6mokane myra PHK monmMepasu TOKOM eJIOHTalMje TPAHCKPUIIHjEe CE UCTHYE Kao
OuTHA KOHCTPYKTHBHA KapakTepucTrka cucrema Kpn2l. Bapupame npomycHoCTH O6J10Kae y MOJIeITy
OBOT cucTeMa, Kojy popmupajy C nporennn Be3anu 3a JJHK Be3snBHa MecTa yHyTap CEKBEHIIE CBOT
I'€Ha, je JOBEJIO /10 MeHhama HUB0a MeTuiTpanchepase y crarponapuom cramy (Klimuk et al., 2018).
Bucoko edukacHuM OIOKHpamEM eJIOHTallje TPAaHCKPHIILIMje ¢ TeHa Ou ce oHeMoryhuia JoBoJbHA
cuate3a C mpoTeWHa 3a perpecHjy eKcIpecuje MeTwiITpancdepase, ma OM OBaj €H3UM MOrao jJa
JOCTUTHE KOHLIEHTpPAILUjy Y KO0joj Ou Omo Tokcuyad 3a henujy, 1ok Ou y OJCycTBY OJIOKage HHUBO
MeTHITpaHC(epase BEpoBaTHO OMO MPEBHILE HU3AK J1a TApUpPa HUBOY PECTPUKIIMOHE SHIOHYKIIEease.
[Ipema ToMme, cTenieH ehUKacHOCTH OJIOKaJe je MPELU3HO MOJICHICH TaKo Jla 00e30e1H MOCTU3ame
ONITUMAITHOT PAaBHOTEXHOT HUBOA METHJITpaHC(epaze Kpo3 HMHTepakuujy edekara BesuBama C
MPOTEHHA HAa TPAHCKPHUIIIU]Yy M U ¢ reHa. OBaj pe3yaTar HapOYUTO UCTUYE 3HAYaj, HE caMo u30opa
KOHKPETHHX CBOjCTaBa peryiaimje Koja cy 3aJipkaHa y KOMOWHAIUjU KapaKTePUCTUIHO] 32 HeKH P-
M cucrem, Beh U BBUXOBHX CIICIUPUYHO MOJICIICHUX BPESTHOCTH.

VY ckmagy ca THM, TUHAMHUKA jeTHOT CHCTEMa C€ HE MOXXEC YYMHHUTH ONTHMAIHHjOM YBOhemeM
KJBYYHUX PEryJIaTOPHHUX CBOjCTaBa JAPYror CUCTEMa, jep ce TUME HapyliaBa KOHCTPYKIMja YUTABOT
CUCTEMa YHjH CY JICTIOBH M KAPAKTEPUCTUKE TOKOM SBOJTYIIH]€ 3aApKAHK 3apa]l FbUXOBOT 33j€THUYKOT
u curepructuukor nejcrea (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). V npuior ToMe, y cucremy
Ahdl ce jacHO youaBajy cympoTcTaB/beHE yJIOre HHUCKUX edukacHocTH cuHTe3e C mporenHa
TpPaHCIAIMjOM U HEeTOBE JUMEpHU3allrje, ca jeHe CTpaHe, U BUCOKE KOOMEPATUBHOCTH y BE3UBAY
nea C ngumepa 3a JIHK. Jlok cy mpBa cBojcTBa HEOMXOHA 3a MOCTH3AkE Kalllkhermha U Op30T pacrta y
JTMHAMHIIM €KCIIPECH]e PECTPUKIIMOHE SHIOHYKJIea3e, ajil HCTOBPEMEHO CTBAPajy YCIOBE 3a KACHH]Y
CYBHIITHY aKyMYJIaIlljy OBOT €H3UMa, JIPYTO je 3aTy’)KEHO 32 OrpaHNYaBahe KOJTMYUHE PECTPUKITHOHE
CHIIOHYKJIea3e y CTAllMOHAPHOM CTamy M meroBy crabmmHoct (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al.,
2017). 3anumibuBO je na je y cucremy ESpl396l, xoju KOpUCTH HMCTH MeXaHU3aM peryJaiuje
npomotopa P.CR C mporenHOM, ciabuja KOOMEPaTHBHOCT Y OAHOCY Ha HCTy y cuctemy Ahdl
koMOuWHOBaHa ca Hemrto Behum aduuuterom C mporemHa 3a GOpMHpPamEe XOMOAMMEpPA U
edukacHijoM TpaHcnamujom ¢ muctpora (Bogdanova et al., 2009; Morozova et al., 2016; Rodic,
Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). Moryhe je aa je komOuHaIMja OBa TPU peryjIaTopHa CBOjCTBA y
CBUM KOHBEPT'C€HTHHUM CHCTEMHMa y KOjUMa C€ jaBJha ONTHMH30BaHA MO CIIMYHOM MPUHIIUITY, KAKO
OM ce y CTalMOHApHOM CTamy 00e30eamia oxaroBapajyha KoOHIIEHTpalMja pPECTPUKIIMOHE
ennonykiease (Bogdanova et al., 2008; Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017).

O onTHUMaJTHUM HHBOMMa METHJITpaHc(epasze U PECTPUKIMOHE CHIOHYKJea3e y CTAllMOHAPHOM
CTamy, Tj. O BUXOBOM ONITUMAITHOM OJHOCY C€ M PaHHUje TUCKYTOBAJIO Y JIUTEPATYPH Ka0 O BAKHOM
(bYHKIIMOHATTHOM 3aXTeBYy MPUIMKOM ekcripecuje P-M cucrema (Morozova et al., 2016). TTo3uaro je
Ja TpH TPEHHCKO] KOHIGHTpAIMju MeTwiTpaHcdepase, HIM TPEBUCOKO] KOHIEHTpPAIMjU
pecTpuKInOHe eHI0HYyKIea3e, reHoMmcka [JHK mosxe 6utn hparmenTrcana, mro 01 10BEJIO 10 CMPTH
hemmje (Ilchige & Kobayashi, 2005). Ca apyre crtpaHe, npu MPEBUCOKO] KOHICHTPAIHMjH
MeTuaTpancdepase, WK MPEHNUCKOo] peCTPUKINOHE eHAoHYKIIease, BupycHa JIHK 6u mako mormia na
n30erne MexaHusam oA0paHe U CTEKHE 3alITUTHE METWI-Tpyle, a cyBuiiHa Metunanuja JJHK ou
Mora OuTH U jetaiHa mo qomahuna (Enikeeva et al., 2010). Tpeba HarmoMeHyTH 1@, OCUM 0J1 Op3HHA
CHHTE3¢ M YyKIamamka CAMUX €H3MMa, ONTHMAIHOCT HHHXOBOT OJHOCA 3aBUCH M O]l HHXOBUX
crienu(pUIHUX EH3UMCKUX aKTHBHOCTH, TIOTpeOe 3a TMMEPU3AllNjOM PECTPUKIIMOHE CHIOHYKIIease,
Kao U meHe edukacHocTH y ceuery xemumerwioBane JTHK (M. O. Nagornykh et al., 2008), ma
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notrpeOHEe KOHIIEHTpaIHje €H3UMa U BUXOB OJHOC MOTY JOHEKJIE BapHpaTH KOJ paziunduTux P-M
cucrema (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). CurypHo je ma, 300r HaBEJICHUX IITETHUX
nocienuna, P-M cructeMu He MOTY Jia TOJICPUIILY BEJIMKE pa3jiuKe y HIBOMMA CaMUX eH3uMa y henuju,
ma je KOHTpOoJIa HKUXOBE eKCIpecHje HeonmxoaHa. HapounTo u3paxkeHe MpoMeHe HMBOA €H3MMa U
BUXOBOT 0JJHOCA, Y CMEpY NlopacTa KOHIICHTpalllje MeTHITpanchepase U CMambeha KOHIICHTPAIINje
PECTPUKIIOHE E€HJOHYKJea3e, Cy no0HjeHe Kao pe3ynraT pemehema KIbYUYHUX PErylaTOPHHX
cBojcraBa cuctema EcoRV, Tj. yBohema BpemHOCTH KOje Cy KapaKTEpUCTHYHE 32 KOHBEPIEHTHH
cucrem Ahdl (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). IIpexnomssenu npomotopu P.CR u P.M
HUCKOT M BHCOKOT aduHuTeTa 00e30ehyjy poOycHO HCIIOJbaBame Kallllbemha MOYETKa EKCIPecH)je
PECTPUKIIOHE EHJOHYKJIea3e Yy OBOM CHCTeMy, MehyTum, u3riena ga 4BpcTa IMOBE3aHOCT U
UCTIPEIUIETCHOCT Pa3IMYUTUX PETYIATOPHUX MPOIleca y JUBEPTEHTHOM CUCTEMY YMHH CTAI[HOHAPHO
CTame CUCTEMa OCETJbUBHjUM Ha neprypbauuje. [lokazan 3Ha4aj puHOT nojenaBama jaunHe eexra
6mokaze koju y cuctemy Kpn2l koHTposuIle eIoHTalnjy TPAaHCKPHUIILIK]E ¢ TeHA je Y CKIIaay ca OBOM
MIPETIIOCTABKOM, aKO C€ OHA NMPUMEHHW Ha M U C TeHE YHja j¢ TPAHCKPHIIIHja YBPCTO CIPETHYTA Y
OBOM CHCTEMY.

AyToperyianyja TpaHCKpUIIIHje ¢ TeHa Koja o0yxXBaTra aKTUBALM]y M PETIPECH]y, a JUPEKTHO je
umiieMeHTupana y cucremuma Ahdl, Espl3961 u ECORV, je Ha HeoyekrBaH HAYMH MPHCYTHA U Y
cucremy Kpn2l (Klimuk et al., 2018). Osne C nporeutu Be3anu 3a C-boX yHyTap C reHa HHXUOHUpajy
eKCIIPECHjy CBOT r'eHa cripedaBameM jena PHK monmMepasa na goBpiie BeroBy TpaHCKpUILK)Y, a
WH/IMPEKTHO j€ ¥ aKTUBUPAjy THME ITO oMeTajy BesuBame PHK mommmepase 3a mpomotop P.M xoju
je MpeKJIonJbeH U y KoMmmeTunuju ca npomotopom P.C. Ilpurom je mpomycHocT Onokane ¢GuHO
nojienieHa a oba edekra Oyay 10BoJBHO M3paxeHa. OBa 3amaxkama yKa3yjy Ha BAKHOCT ITOCTOjamba
MeXaHHM3aMa aKTUBAIMje U PenpecHje MPOMOTopa ¢ TeHa, KojuMma ce peryiume HuBo C mpoTerHa o
KOJer JaJb€ 3aBUCH HUBO jeJHOT WJM 00a €H3MMa U OJHOC KOJU C€ YCIOCTaB/ba y CTAllMOHAPHOM
cramy (Klimuk et al., 2018). Youen ciauvan npuHIm peryiaiuje npomoropa y cucremy CRISPR-
Cas, rne cy Hocuonm (PyHKIMja BHCOKO KOOTIEpAaTHBHE PETpECcHje TPAHCKPHUIIIHje, Ka0 W HEHE
aKTHBalMje y3 MPHUCYCTBO caMoOperyjianuje pasiduTd TJI00aHU PerysiaTopH, KOHIENTYaIHO
npubmmxasa P-M cucremMuMa mrUMa HECpOJIHY TpyIy OakTepHjckux UMyHCKuX cucrema, CRISPR-
Cas. OBa cuyHOCT — KOHKpeTHO, m3Mel)y cuctema CRISPR-Cas Tuma I-E u P-M cucrema Ahdl — je
y3MTHYTa HAa HUBO ONINTET MPUHIIMIIA PEryNalyje TPAHCKPHUIIHjEe Y OBUM CHCTEMHMA Y HAIIO]
TBPAKU Ja ce KBaIMTAaTUBHE ocoOMHe auHaMuke ekcnpecuje cucrema CRISPR-Cas mory
MPEIBUICTH AaHAJIM30M TIOHAIIaka XUOPUAHOT CHCTEMAa Yy KOME je HeMo3HaTa JUHAMHUKa
TPAHCKPHUIILIMOHE AKTUBHOCTH HETOBUX MPOMOTOpa ImpemomheHa OHOM KOjy TeHepulle
KOHIICNITYaJIHO CIIMYaH MeXaHu3aMm perynaiuje u3 P-M cucrema Ahdl.

Kao xspyuna perynaropna cojctBa cuctema CRISPR-Cas Tumna I-E uctuuy ce 6p3a aerpaganuja
pre-crRNK wmonekyna HenneHTupuKoBaHOM pHOOHYKIIEa30M U BHCOKO KOOTIEpaTHBHA perpecrja 00a
IPOMOTOpA KOjy MOK€ YKIIOHUTH aKTUBATOp TPAaHCKPHUIILHKje, a KOja je MOCeOHO CHaXXHA Y CIIy4ajy
npomotopa P.Cas (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017). Pesyntatu cumynanmje Haiier
MoJleJla CUCTeMa KOju Toceayje 00a CBOjCTBa MOKa3yjy Ja HPUCYCTBO KOMILIETHOT MEXaHH3Ma
perynaiuje TpaHCKpHIIje oMmoryhaBa mokesbHe 0COOMHE MOHAIIAkha CUCTEMA ONITUMHU30BaHOT 3a
PEXUM aKTHBAIMje ca pelaTUBHO BUCOKUM KOHIIEHTpanujama npotenHa Cas6e, OAHOCHO BHCOKOM
crorom o6paze pre-CrRNK y crRNK. [Ipu TakBuM ekcriepuMeHTaIHUM KOHIIEHTpalfjama je CHCTEM
ouo ycrnemrHo aktuBupa in vitro (Djordjevic et al., 2012; Pougach et al., 2010), na je moryhe na cy
NpUONMKHE BPEIHOCTH PEIIEBAaHTHE W 3a FHETOBY IPHPOIHY akTHBanujy. KoHKpeTHO, OBako
peryiaucal cucTteM OHM ce NOHAIIao CIWYHO TMpeKuaady — Mpu KoHIeHTpauujama Casbe ucmon
onpeheHe mpakHe BPEAHOCTH, KOje OM MOrje 1aa Bapupajy yciaea TPaHCKPHUIIUOHOT ,Irypema
npomotopa P.Cas, 61 octao HeaKTHUBaH, JOK OM MO JIOCTU3amY MPAKHE BPEAHOCTH KOHIIEHTpAIH]je
Casbe mpemao y pexuMm Beoma Op3e mpousBoiame CrRNK mpubmmkaBajyhu ce teopujckom
makcumymy oBe Op3une (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017). Beh camom aktuBaiujom
npomortopa P.Cas 6u ce noospan HHUBO CFRNK Morao goctuhum 3a penaTMBHO KpaTKO Bpeme, a
uctoBpemeHoM aktuBaiujom P.CRISPR 6u kamamurer nponsBoame Ono Beoma epukacHo nosehas.
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bynyhu na cy y cucremy CRISPR-Cas I-E o6a npomoTopa yrumana Be3uBameM nporerHa H-NS,
BEPOBATHO C€ MCTOBPEMEHO aKTUBUpAjy, a ciabuja perpecuja mpomotopa P.CRISPR ce moxe
00jacCHUTH BEIMKUM e(eKToM Koju Mayio nmoBehame HeroBe TPaHCKPHUIIIMOHE aKTUBHOCTH MMa Ha
HuBo rexepucannx CrRNK (Djordjevic et al., 2012; Pougach et al., 2010; Pul et al., 2010; Rodic,
Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017; Westra et al., 2010). ITpumeTriu cMo 1a je moderak Op3e paHe
npousBoie CrRNK, HeoueknBaHo, O1JI0KEH Y OJJHOCY Ha TPeHyTak moverka excrnpecuje P.CCas u
Jla OBOM Kallllbelhy CHenu(MUIHO TOTPHHOCH MEXaHW3aM perylnaiyje Tpanckpunmuje. Kako je Beh
Mo3HATO Ja oBaj MexaHuzaM y P-M cucremy o00e30ehyje Kamimeme MOUYeTKa EKCIpecHje
PECTPUKIIMOHE €HI0OHYKIIea3e, Ha OCHOBY ciiM4HOCTH perynamuje cucreMa CRISPR-Cas ce nonekie
MOTJIO OYEKUBATH J1a U y BbeMY ITOCTOj U KalllibEHhe, alTi 3aHUMIBHBO j€ J]a OBO HH]€ jeIMHA MEXaHU3aM
KOjU ra IPOMOBHIIIE Y OBOM cucTeMy. Hanme, mokasanu cMo fia u Op3a Hecrienu(uvHa Jaerpaaanyja
pre-crRNK yBoau kammeme y AMHAMUKY aKkTHBAIMje CHCTEMa, IITO jOII CHAXKHHjEe MOApXKaBa
MPETIOCTaBKy Ja je mo4yeTHo oanarame ekcrpecuje CrRNK moTpe6HO M kOopHCHO 3a (YHKIH]Y
cucTeMa. JeaHa yiora Kojy Ou Kalllierlhe MOTJIO J1a MMa je y OJIaKIIaBamy Ipolleca aianTaiyje ca
npajmepom (enr. primed adaptation) (Kinne et al., 2016, p. 3; Musharova et al., 2017; Severinov et
al., 2016). V oBom criennuIHOM MPOLIECY ajanTaiuje, mocTojehn crejcep ce KOPUCTH Kao mpajMep
3a cenekroBame (parmenara BupycHe /IHK koju he Outu yrpahenn y CRISPR Hu3 xao HOBH
cnejcepu. Ha oBaj HaumH ce Mory cakynutu y3opuu myrupane JIHK Bupyca xoju Ou, y ciydajy
kopuinhema mnocrojehux crejcepa, u3dermun CRISPR unrepdepennmjy (Sternberg et al., 2016).
[TokazaHo je aa ce ycropaBambeM HHTepepeHIIHje IPOMOBHIIIE afanTamuja ca npajmepom (Kinne et
al., 2016, p. 3; Musharova et al., 2017; Severinov et al., 2016), ma MokeM0 IPETIOCTAaBUTH Ja Ou
omnarame excrpecuje CrRNK momoriio y Tome.

Naxo cy cnenuduyHu peryiaTropHd MEXaHH3MH HECYMILMBO HajOATOBOPHHjU 32 €KCIIPECH]Y T'CHA,
OJIHOCHO TPOTEHHA KOj€ OHHU KOJIMpajy, He Tpeba 3a0opaBUTH HU edekTe GU3HOIOMKOT KOHTEKCTa
KOjH MOTY J1a JIOBEY /IO BEIUKUX OJICTYIama MoHalama cucrema oj npeasuhenor (Klumpp & Hwa,
2014; Vilar et al., 2003). Haume, yciioBu pacta JUKTHPajy Y kKakBoM he MeTabomnukoMm cramy henuja
o6utu, kako he pacnopehuBaTH cBOje pecypce 3a eKCIpecHjy reHa M CHHTEe3y NpOTEeHHa, KOjoM
op3uHoM he ce menmutu uta. M3 tux pasnora, mapaMmeTpH, Kao IITO Cy PACIIONIOKUBOCT CIIOO0THUX
PHK nonumepasa u pubo3zoma, Op3une nerpaganuje uPHK u nporenna, 6poj konuja reHa JoLupaHor
Ha XpOMO30MY, a HAPOUYUTO KaJia je JIOIMpaH Ha TuIa3Muy, Op3uHa pa30iakuBamba KOHIICHTPAIIH]e
MoJieKyJa ycnea aeooe henuje, na u 3anpemuna henuje, Mory fa ce Memwajy ca BpeMEHOM aKO TOKOM
MOCMAaTpaHor MepruoJia yelioBr pacta 6akrepuja Hucy koncrantau (Klumpp et al., 2009; Klumpp &
Hwa, 2014). 36or tora He Tpeba >KypuUTH ca 3aKJbY4KOM Jia je Hecllarame Omnagama HHUBOA
MeTHITpaHCc(epase y KaCHHjeM UHTepBally TUHAMHUKe, Koje npeasulha moxen cucrema ESpl3961, ca
eKCIIEpUMEHTAIHO YOUEHUM IOPAacTOM IOCIEANIAa HEMO3HATOI PEerylaTOpHOI MEXaHW3Ma KOju
mojen He onucyje (Morozova et al., 2016). V namrem HOBHjeM HCTpaXXMBaWby CMO HCITUTAIH Ja JIA
ce MoJiali MOTY y OTIYHOCTH PENpOJYKOBATH aKO c€ Y MOJIeN 0/a edekaTr MpOMEHIbUBOT Opoja
KOIyja ma3mMuaa no henuju ycieq HeycarfianeHux Op3uHa peruivkaiyje miasMuaa u 1eooe henuja
(Graovac et al., 2019). OBo cMo ypaauiy HaKOH HAIIOMEHE HAIllUX capaJHuKa jJa je Opoj ria3Muaa
o henuju Ha caMOM MOYETKY eKcniepuMenTa 0uo 1, a Ha kpajy Behu 3a ~2 pena Bennunne. M3abpanu
CMO J1a MoJieNTyjeMo Op3uHY peruidKalyje mia3Muaa Mo y30py Ha perucTpoBaHy AMHAMUKY Jeo0e
hemmja kako GMCMO U30€TIH J1a YIMHUMO MOJIENT HEMOTPEOHO CIIOKEHUM — J03BOJIMIIN CMO J1a Op3uHa
perIuKanuje Imia3Mpia UMa jeJHy BpPEIHOCT Ha IMOYETKY, a Jia 3aTUM y oJpeheHOM TpeHyTKy
HE3aBHCHOM O] pacTa Kyiarype nobuje apyry BpenHocT. [lokazamu cMo na je oBa moauduKaimja
MoJIeJia HEOIIXO/IHA U JIOBOJBbHA JIa C€ Y TMIOTIIYHOCTH 00jacHe excriepuMeHTanHu nojamm (Graovac et
al., 2019). ¥3 To cMo mpHKa3aiy U 101aTHE 3aHMMJBHUBE PE3YIITAaTEe KOjH HIIYCTPY]y BEIHUHHY YTHIIA]ja
JMHAMUKE ToIyJanuje Ha (QUHAJIHY IWHAMHMKY eKCIpecuje mporemHa y henuju, xoju Moxke
pe3yaTHpaTH He caMO KBaHTUTAaTHBHHUM, Beh M KBAJIMTATMBHUM IMpPOMEHAMa IHMHAMHUKE KOjy Ou
MIPOM3BEO W30JIOBaH PETYJIaTOpHU MexaHu3aM. lIpema ToMme, MMHAMHMKY EKCIpecHje CUCTeMa Y
henuju in Vivo Tpeba mocMarpart Kao pe3yaTaT HHTEepakiiuje edekara perynaiuje rena u riaodarHux
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dbusnonomkux pakropa (Berthoumieux et al., 2013; Gerosa et al., 2013; Klumpp et al., 2009; Stefan
etal., 2015).
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6 3ak/pyuak

HcTpaxxuBameM MPECTaBJbEHUM y OBOj TE3U Cy PACBETJ/HEHUM HEKH O] YHHBEP3IHUX MPUHIIMIIA
nu3ajHa P-M cuctema, Koju Cy MpOUCTEKIIN U3 CieluUIHUX 3aXTeBa 32 0€30eTHUM U e(PUKACHUM
obaBibameM mWHUXOBe (QyHKOHje omdOpane hemuje ox crpane JIHK. Ilpunnumne nu3ajua cmo
dhopmyucany Kpo3 MoKeJbHE 0COOMHE TMHAMUKE eKcrpecuje eH3uMa P-M cucrema y 6akTepujckoj
henuju, 4Mju ce HUBO HCIIOJBEHOCTH MOXKE KBAHTHU(HUKOBATH MepaMa Koje CMO JePUHHCAIH.
AHamM30M TMOHamama MOJENa 4YEeTUPH penpe3eHTatnBHAa P-M cucreMa, Koju ce€ OJIUKY]Y
Pa3NMYUTAM apXUTEKTypaMa M PEryjJaTOpHUM CBOjCTBMMA, IMOKA3aJd CMO Jla C€ Yy BEIHKO]
Pa3HOBPCHOCTH W MPHUBHIHO] HACYMHYHOCTH KOHCTPYKTHBHHX KapaKTEpUCTHKA Koje ce cpehy xon
Pa3NMYUTUX TPEICTABHUKA OBE KAaTeropuje OAKTEpHjCKUX MMYHCKHX CHCTEMa MOTY IpPENo3HaTH
npaBHJia KOMOMHOBaWba KojuMa ce 00e30el)yjy TnHaMu4Ka CBOjCTBA KA0 IITO CYy MOYETHO KAIHEHE
M KacHMjU Op3 pacT eKCIpecHje PecTPHUKIMOHE EHAOHYKJea3e, Kao M OAp)KaBame OarmaHCHpaHOT
OJTHOCA EH3KMMa Yy IyTOPOYHOM pekuMy. Hamu pe3ynraru ykasyjy Ha TO 1a Ou ce CIIMYHH TPUHIUITN
MOTJIA OJHOCHTH M Ha JAM3ajH MOTHYHO npyrauuje rpyme cuctema, CRISPR-Cas, koju mpencrasipa
HATPEHO pelliekhe 32 00aBIbakbe HCTE UMYHCKE (DYHKITH]E.

Ananuzom onabpanux P-M cucrtema je moka3aHo Jja c€ YHUBEP3IHU TUHAMUYKHU MPUHIIUIH MOTY
3a7I0BOJGUTH ONTHMAJIHUM KOMOWHOBAamEM KOHCTPYKTHBHUX KapaKTEpUCTHKa Kao IITO Cy
MPEKJIOTJbEHU POMOTOPH, CTPATEUIKH ITOCTaBJhEHA MECTa 3a Be3uBame qumepa C mporenHa Koje
MOX€ OUTH MOJYJIMCAHO HEroBUM a(UHUTETOM 3a JUMEpPU3aLU]y U JaudHOM KOOIEepaTHBHE
WHTEpaKIIMje, CMambeHa e()UKACHOCT TPaHCIIAIIM]e yCIIe T OJICYCTBA MECTA 3a BE3WBamHEe pUO030Ma UITH
¢dopmupama PHK ykocHuIle KOja ra YMHU TEIIKO JocTynHUM u ap. Ha npumepy cucrema Kpn2l cmo,
3ajeJIHO Cca HalllUM capaJHuIMa, Y OMOIMOTEeKY KOHCTPYKTUBHUX €JIeMeHaTa U KapakTepuctuka P-
M cucrema nonanu BesuBambe C NpoTEMHAa YHyTap CEKBEHIE IeHa, ca epeKToM OJoKHupama
€JIOHTAIM]e TPAHCKPUIIITHje, a ¢ 003UPOM Ha BENIMKY pa3zHOBpcHOCT P-M cucrema koja ce youasa Beh
Ha HMBOY OpraHu3alyje reHa, MoXe ce OYEeKHMBATH J1a UMa JOIll TAKBUX eJIeMeHaTa Koje TeK Tpeba
OTKPHUTH U OKapakTepucatu. [locTaBsbeHrM MozaenruMa Ou ce Morao J0JaTu U Mojen Hekor o1 P-M
cucTeMa ca JIMHEapHOM OpraHU3alljoM reHa Koju HeMajy C MpoTeuH, ajiu 3a peryiainujy Mory
kopuctuth antrcenc PHK wim mexanu3me Ha HuBoy Tpancnanuje (Mruk et al., 2011; M. Nagornykh
et al., 2011; Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et al., 2017). JlemoHcTprpaHa CHOCOOHOCT OBaKBUX
crcTeMa Jla OCTBape HEKE MITH CBE MPEI0KEeHE TUHAMIYKE TIPUHITAITE OW TOATHO YYBPCTHIIA HAILY
xunote3y. Takole, HamoM aHanmu3oM HUCYy oOyxBaheHe mnepTypOaryje BHIIE PperyJaTOPHHUX
CBOjCTaBa OJjEIHOM, a TAaKBOM, CIIOKEHHjOM aHaimu3oM in SiliC0 6u Morao ja ce MCIHTa CTEIEH
PelyHIAaHTHOCTH HUXOBHUX edeKaTa, Kao M1 MOTYhHOCT Ja ce CHCTeM ca jeTHHUM MOAU(UKOBAaHUM
peryaaTopHUM CBOjCTBOM ,,criace” moaudukanujom Hekor apyror (Rodic, Blagojevic, Zdobnov, et
al., 2017).

['maBHM orpannuaBajyhu akTopu y HaI0] TEOPH]CKOj aHAIIU3H MMOHAIIamka 0AKTEPH]CKUX UMYHCKHIX
cHcTeMa Cy JIOCTYMHOCT €KCIIEPUMEHTAIHUX IMoJaTaka U nH(popMalrja 0 KOHKPETHOM CHUCTEMY U
MOTYhHOCT, OJTHOCHO TIPHJIMKA Jla ce MpenBuhama Mojea mpoBepe eKcrepuMeHTanHo. [Tpumkom
KOHCTpYHCamha MOJENa CMO TEXWIM Ja YKJbYYUMO CBE €JIEMEHTE M MpOoIlece CUCTeMa KOjU Cy
HEONXOJIHU Jla C€ HheroBa peryiaiyja u ekcrnpecuja y hemuju agekBaTHO OMUITY, Y3 UCTOBPEMEHO
Boheme pauyHa Ja MOJEN HE NOCTaHE TOJIMKO CIOXKEH Jla Ce HhEeroBa IapamMeTpH3alija He MOXe
u3BecTH nomohy NocTymHHUX Mojaraka. [IpaBibemeM 0BOT KOMIIpOMHCA €€ MpecTaBa OMOIOUIKOT
crcTeMa Jlata MoJesioM Hen30exHo, y onpeleHoj MepH, yaasbaBa o1 CTBapHE, ajld 0Baj HElOCTaTaK
ce TOJICpHIIIe Ha padyH MPEIHOCTH Koje aHamu3a In Silico mpyxa y ogHOCY Ha eKCrieprMEHTAaIIHY.
CBpxa MoJIe/I0Bamka, Ja Ce UCIHUTA]y KBAIUTATHBHE OCOOMHE TUHAMUKE €KCIIPECH]je, Tj. TUHAMUYKH
MPUHIIMIIN JU3ajHA CUCTEMa, ONpaBaBa KOpHUIIhemhe PelaTUBHO jJeTHOCTAaBHUX MOJENa, a bUXOBOM
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CUMYJIAIIMjOM W aHAJIM30M C€ MOXKE JONW 10 KOPHCHHMX Ca3Hama O YJIO3M IOjJeIUHUX eJieMeHaTa
peryianmje y HoCTH3amy KeJbeHUX 0COOMHA TuHaMuKe. EXBUBaleHTHA eKCIIEpUMEHTAIHA aHATTN3a
Ou moxpasyMmeBalla 3aXTEBHE 3aJaTKe KOHCTPyHCama CHCTEMa ca pPa3JIMYUTUM MyTalHjaMa
npeaBuleHNX M JIOKAIM30BaHUX e(dekara, Kao U perucTpoBama JWHAMHKE EKCIIPEecHje MOJIEKyla
cucTeMa y nojenuHauyHuM henujama. Pesynratu Hammx ananu3a in Silico yka3yjy Ha OCHOBHE mpaBiie
y KOjUMa ce MOTY TU3ajHUPATH EKCIIEPUMEHTH PaJyl BUXOBE IMpoBepe u npumene. M cama nposepa
HaIUX TpeaBul)ama 3aXTeBa CI0KEHE eKCIIEPUMEHTAIHE ITOCTaBKe Oy ayhu j1a TMHAMUKA EKCIIPECH]e
MOJIEKyJla cucTeMa Tpeba Ja ce MpaTH Ha HHUBOY IOjelMHAYHuX henvja y ITO yjeIHAYeHUjUM
yCIOBHMAa pacTta KyaType, aiu cBe MohHHje TexXHUKe (IYyOpECIeHTHE MHUKPOCKONHUjEe H
MUKpO(hIynauke aajy MoryhHOCT 3a u3BOheme TakBUX Mepema Ca BHCOKOM pE30NIyLIUjoM U
crerienoM koutposie (Elowitz & Leibler, 2000; Longo & Hasty, 2006; Rosenfeld et al., 2005; Young
etal., 2011).

Kao jeman on wu3a30BHMjUX ILMJbEBA Yy MOJEpPHO] HAylM C€ TMOjaBHO MPHUCTYH ,,00pHYTOT
WHXCHEPCTBA™ KOjUM OM Tpedaio peKOHCTPYUCATH MEXaHU3ME peryJalyje Ha OCHOBY HH(popMaIrja
0 EKCIIPECHjH T'eHa — y eKCTPEMHOM CJIy4ajy, caMo M3 JTHHaMHKe excrpecuje nporenna (Barzel et al.,
2015; de Jong & Geiselmann, 2015; Klumpp & Hwa, 2014; Porreca et al., 2010; Stefan et al., 2015).
Y ToM mpolecy, HEOMXOAHO je pa3ABOjUTH Hen3OexkHe riodanHe (usuonomke epexre, 0IHOCHO
edexTe momynamnmje, o peryiatopaux. EkCriepuMeHTaTH! METO]] KOjeM Ce yIIIaBHOM Iproerasa je
UCTOBpEeMEHO Tpaheme eKcrpectje reHa ca peryJMcaHor U ca KOHCTUTYTUBHOT IIPOMOTOPA U, 3aTHM,
nopeheme u anamusa noOujeHux mojaraka. Ha mpumepy mojena perynamnuje lac omepona je
MOKAa3aHOo J1a cy e(eKTH Mmomynaiuje HEONXOJHHU 3a 00jalllibaBamkbe EKCIEPUMEHTATHO JAO0H]eHIX
nogataka (Vilar et al., 2003). Pe3ynratu nprkasanu y 0BOj T€3H Cy Jajd CaMO HAaroBellTaj 3Hayuaja
KOjU 3a IMHAMUKY UMa]y edeKTH (HU3HOIOUIKOT KOHTEKCTa Y KOME Ce OJ[BHja eKcipecuja oapehenor
P-M cucrema. Tu edexTr Cy NeTMMUYHO UCTIMTAHU y HACTABKY HAIIIET UCTPAXKHUBAHA, AJIM TEOPH)CKa
aHaJM3a TaKBUX NMPHIAPYKEHUX eekaTa cpeuHe, KojiuMa ce MOTY JI0/IaTH M CTOXaCTHUYKE Bapujaliuje
MOJIEKYJIapHUX TIpolieca, OM 3axTeBaja BEJIMKU Opoj J01aTHUX WH(OpMaIFja U3 eKCIiepruMeHara.

[TonnoxxHocT nuHamuke excrpecuje P-M cucrema mpomeHama M3a3BaHUM eQeKTHMa TUHAMUKE
nomyJanuje, onucana y ciydajy cuctema ESp1396l, orBapa murtame poOYCHOCTH TPEIIOKEHUX
JMHAMUYKHUX MpuHLOMNa. Kako Te mpuHIMIE cMaTpaMoO CYIITHHCKM BaXXHMM 3a OICTaHak henuje
nomahuHa, a ¥ reHeTUYKe HH(OpMalHje caMor cucTeMa MPUIMKOM HBEroBOT IPBOT YCIIOCTABIbambha,
MO’KEMO TPETIOCTABUTH Ja Cy OHH IN VIVO J0OBOJbHO OTHOPHH Ha MPOMEHJFHBOCT YCIIOBA CPE/IMHE,
OJIHOCHO J1a je ¥ pOOYCHO UCIIOJbaBambhE )KEJHEHUX 0COOMHA TUHAMUKE 00€30e)eHO N13ajHOM HHUXO0BE
perynanuje. neHTH(PHUKOBakEM M aHAIM30M perysiaTOpHUX CBojcTaBa koja cy y P-M cucremuma
OJIFOBOPHA 32 pOOYCHOCT HUXOBE JMHAMHUKE €KCIIpecHje Ou ce 3HayajHO JIONPUHENO pa3yMeBaby
perynaiuje eKcupecuje reHCKuX Mpeska, Oyayhu na je poOycHOCT moHalama OUOJIOMIKIX CHCTeMa
0]1 3Hauaja 3a cBe (PyHKIIH]e Koje ce 00aBshajy y MPOMEHJbEUBUM yCIOoBUMa cpenrue. Ha mpumep, ona
je KJby4Ha 3a YCIIEUIHOCT JIeKoBa, Oyayhu 1a oHM epeKTHBHO MepTypOHIIly CHCTEM Ha KOjU JIENy]y,
a ce pazyMeBameM HaunHa HMIUIEMEHTAaIje poOyCHOCTH MOXe YHAIIPEIUTH TN3ajH HOBUX JICKOBA
(Kitano, 2007). U camu P-M cucremu Ou Morim Hahu mpuMeHy Kao cpencTta 3a OopOy MpOTHB
MYJITH-PE3UCTCHTHUX COjeBa OakTepuja, Oynyhu ga moctoje oKa3u O MmoBe3aHocTu ryoutka P-M
CHCTEMa M OJIAKIIIAHOT pa3Boja Pe3UCTEHIIMje Ha aHTUONOTHKE Ko narorenux O6akrepuja (V. J. Price
et al., 2016). 3a TakBy mpumeny P-M cucrema je oJ CYIITHHCKOT 3Ha4aja MPETXOAHO 100po
pa3syMeBame BUXOBOT MOHAMIaka ONMUCAHOT KJbYYHUM JIMHAMHUYKUAM NMpUHIMIIIMA Mel)y Kojuma je
HajBepoBaTHHUje 1 podycHocT (Klumpp & Hwa, 2014).

Tpeba HaroMeHyTH /1a cy y 0BOj T€3H AMHaMHU4Ka cBojcTBa ekciipecuje P-M u CRISPR-Cas cucrema
MHTEPIIPETHPAaHa Y KOHTEKCTY BMXOBE OCHOBHE, MMYHCKE (YHKIMje, aJd OMHCaHe Cy W Apyre
¢yHkuuje Koje oHu o0aBipajy y Oakrepwjama, ma Ou TpeOaso MPOBEPUTH M KAKO C€ IMOKa3aHH
IMHAMWYKY TPUHONOHN YKJIANajy y 3axTeBe THX Ipyrux yinora. Ha mpumep, Tpanckpuntu 6e3
HAMEHCKOT MeCTa 3a Be3WBame prb030Ma KOjH, yCle[ CIOpHje TpaHCiamnuje, omnaxy mojaBy C
nporenHa y henuju, Mory nojyiechn MHTEH3MBHHU]O] TpaHCHANHUU Y cIeUPUIHUM (PU3HOTIOIIKIM
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ycinosuma (Moll et al., 2002; Vesper et al., 2011). CRISPR-Cas Tuma I-E y E. coli je y crangapaaum
ycnoBuMa yrumas. [lopen MmoryhHOCTH /1a Cy 32 HErOBY aKTHBALIM]y HEOIIXOIHU MOCEOHH YCIIOBH,
IIPeUTOKEHO je 1 aa ou oH y E. coli Morao uMaTu Heky Apyry npuMapHy GyHKIH]jy yMECTO of0paHe
ol Bupyca. 30or Tora Ou Tpedano carjaenatd KOPUCT KOjy HEroBe npeaBuheHe 0COOMHE JMHAMHKE
mory noneru henuju u u3 apyrux yriosa (Rodic, Blagojevic, Djordjevic, et al., 2017; Touchon et al.,
2011). XuOpu M CUCTEM KOjU CMO MOJICIOBAIA KaKo OMCMO JajiH npeiBuljamba OCHOBHUX 0COOMHA
excripecuje CRISPR-Cas mnpunmkoM meroBe akTuBaldje OW MoOrao Jia ce€ KOHCTPYHMIIE
eKcrepuMenTanHo, craBjbatbeM CRISPR Huza u cas rena monm xontpomy mpomotopa P.CR u3
cucrema Ahdl u yBohemem C u cas rena y henujy Ha IUIa3MUIy WIH BUPYCHOM BEKTOPY YHMeE OU ce
MOKPEHYJIa aKTUBaIllMja eKcrpecuje cuctema. Ha oBaj HaumH OM Morja Jia ce mpoBepe mpeaBuhama
Mozena — jna Jau auHamMuky ekcrpecuje CrRNK 3ancra ommuKkyjy Kallmbeme W MOHAIlambe HAIMK
MpEeKHuavy — ajii U Ja ce MOCTUTHE BEPOAOCTOjHA nMUTanuja npupoane aktusanuje CRISPR-Cas I-
E y E. coli koja ce Moke HCKOPUCTUTH 32 MPOYyYaBabe HErOBUX Apyrux GyHKIMja y henuju.

Pesynratn mpoy4aBama P-M cucrema, Kao MpUpPOTHUX, KOMIIAKTHUX M HE3aBUCHO PETYJIHMCAHHX
TeHCKHUX MpeXa, IMajy BEJIMKH MOTESHIIM]aJl 3a IPUMEHY Y CHHTETHYKO] OMOJIOTHjH, Y KOHCTPYHCAbY
BEIITAYKMX TEHCKUX KOJa 33 KOHTPOJMCAHO 00aBibame ojapeheHnx (QyHKIHUja y )KHUBOM CHUCTEMY
(Wang et al., 2016; Zhang et al., 2016). Jenan o1 OCHOBHHX H3a30Ba Y OBOM I0JbY j€ KpPEHUPAbE
ouostomkux ypehaja Koju ce moHamajy mpeaBHIJbUBO HEe camo IN Vitro, Beh u y mpoMeHJBUBUM
ycioBuMa in Vivo. Y omabupy apXHTEKType U KOMIIOHEHTH Koje he oMoryhutu TakBo moHamiame
MOTYy 3Ha4YajHO Ja IMOMOTHY Ca3Hama O CTPYKTYpU W (YHKIHMjH MPHPOJHHX TEHCKHUX MpPEXa,
ONTHMH30BAHUX y CKJIa]ly Ca ONIITUM NPHHIMIIUMA BHXOBOT eBoyloHor au3ajHa (Morrison et al.,
2021; Savageau, 1977; Venturelli et al., 2016). P-M cuctemu, ca MIHPOKUM CIIEKTPOM KOMITOHEHTH
Y CBOjCTaBa peryialiyje Koje KOpUCTe, a HE3aBUCHH OJ] peryiaTtopHe mamunepuje henmje qomahuna,
MIPEJICTaBIbajy OJJTMYaH MOJIENI CUCTEM 3a OBe IiibeBe. [IpeMa ToMe, opes 3Ha4aja 3a pa3yMeBame
ONUITUX TNPHUHIMIA KOjU TOBE3Y]y CTPYKTYpY M (PYHKIHM]y OakTepHjCKUX HMMYHCKHUX CHUCTEMA,
pesynraru ananuze P-M u CRISPR-Cas cucrema npeicraB/beHH y OBOj TE3U C€ MOTY HCKOPHCTUTH
U Y IPUMEHEHUM EKCIIEPIMEHTATHUM HCTPaXKUBabHMa 38 KOHCTPYKIIN]Y TEHCKUX KOJa.
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buorpadgmuja ayropa

Anbhena M. Pomuh, pohena 19.9.1991. y Beorpamy, je 3aBpminiaa OCHOBHE aKaaeMCKE CTYAH]e
buonoruje (Momyn MouekynapHa Ouosordja u (U3HOJIOTHja) M MACcTep aKaJeMCKE CTYyIH]je
Monekymnapue Ouomnoruje u ¢usnonoruje (Moxyn buoduszmka) Ha buonomkom dakynrery
VYHuusep3uteta y beorpany, na 6u 2015. ynucana MyITHAMCIUIUIMHAPHE JTOKTOPCKE aKaJIeMCKE
crynuje buodpusuke na Yuusepsurery y beorpamy. Onm 2015. je 3amocnena Ha buonomikom
dakynrery, npu demy on 2017. pagu y HacTaBHOM 3Balky aCHCTEHTa Ha TPYIH IMpeaMera W3
ouodusuke.

OcuM IpkamkeM HacTaBe, /IO Cajia ce NMPUMapHO OaBmiia HAYYHHM HCTPaXKHBAKHEM W3 OOJIACTH
MOJIEKyJIapHEe CUCTeMCKe Ouojoruje, Ha 4 npxaBHa M jeaHoM MehyHapoaHom mpojekty. Objekar
OBOT UCTPaKHMBama Cy OWJIM MOJIEKYJIapHH CUCTeMH Koju OpaHe Oaktepuje oxn yHere JJHK uumje je
peryiaTopHe MeXaHH3Me W MPUHIUIE JH3ajHa MpoydaBaja IyTeM KOHCTpYyHCama U aHaJH3Uupama
MaTeMaTHYKuX Mojeia. JoOujeHu pe3yiratd cy 00jaBJbeHU Yy OKBUPY S5 OPUTHHATHHX HAyYHHX
panoBa cpeamer IF 6.3 (enr. Impact Factor) u jennor norsiasiba y KebH3u u3aBava Springer Nature.
VY nonatnux 5 panoBa cpeamer IF 4.2 cy 06jaBibeHN pe3yaTaTu BeHOT HOBUJET UCTPaKHUBaka y KOMe
je TyTeM MaTeMaTHYKOT MOJeNIOBamka M CTAaTUCTHYKMX METOJa HCIHUTaHA 3aBHCHOCT pa3Boja
enuaemuje COVID-19 on dakropa cpenuue u nomymamuje.

VY mepuoay OCHOBHHX CTyAuja, AHlhena je mpumMibeHa Ha CTyAEHTCKe mpakce Ha WHCTHTYTY 3a
HyKJIeapHe Hayke ,,Bunua* u Yausepsurerty y Jlohy, [losmcka. @onnanyja ,,I'opan JbyOujankuh* joj
je nojenwia TOAMINEY HAarpaay 3a HajOoJbU MacTep paj W3 o0JacTh MOJICKyJapHe OuoiorHje.
Amnbena je oxpkana mpe3eHTalyje Ha Buile MehyHapoaHUX U AoMahuX Hay4HHX CKyIMoBa, Mely
KOjUMa W JiBa TMpeaaBama M0 mo3uBYy. JIOOMTHHK je cTUNEHAWja 3a ydemhe y HEKOJIUKO
MehyHapoaHux mkosna 6uodpusuke (y Aycrpuju, XpBarckoj 1 bpasumiy), a Ha jeTHOj je OCBOjUIa U
Harpaay 3a HajooJspy npesenrauujy (y Pycujn).



Uzjasa o ayTopcTBYy

Hme u npezume aytopa: Aulena Poauh
Bbpoj unpekca: 123/2015

N3jaBbyjem
Jia je JOKTOpcKa AucepTalyja 1o/ HacJIOBOM
Buogusuuxo modenosare pecmpuriyuono-moougurayuonux cucmema baxmepuja
* pE3yNTAT CONCTBEHOI HCTPAXKUBAYKOT pajia;

° Jia jcepTanuja y UEIMHUA HU y JIeIOBUMA HHje OHJla MPEUIOKEHa 3a CTHIAE Jpyre JUIIOME
npema CTyIMjCKUM MPOrpaMruMa JIPYTrHX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

¢ Ja Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABEJCHU U

° Jla HHCaM KpIIMO/JIa ayTopcKa NpaBa ¥ KOPUCTHO/a HHTEIEKTYalHy CBOjUHY APYIUX JIMLIA.

V¥ Beorpany, 28.03.2022.

ITornuc ayropa
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HSjﬂBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U CJICKTPOHCKE Bepsnje HAOKTOPCKOI paaa

Mme n npesume aytopa: Anljena Pomuh
bpoj unnexca: 123/2015
Crynujcxu nporpam: buodusuka

Haciios pajia: buogusndko MojieoBame pecTpUKIHOHO-MOJHUPHUKAIIMOHUX cUcTeMa GaKTepHja

MenTopu:
- IlIpod. np Mapko Bophesuh, Banpennu mpodecop, Yausepsurer y Beorpany — Buonomku
daxynrer
- Jp Marpanena Bophesuh, Hayunu caBeTHUK, YHuBep3uteT y beorpaxy — MHcTHTYT 3a
busuky

Uzjapibyjem Jia je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOI pajia MCTOBETHA EJEKTPOHCKO] BEP3UjU
KOjy caM INpejao/na pajay TOXpamuBama y JIHIHTAIHOM pemo3uTOpHjyMy YHHBep3UTETA y
Beorpany.

Jlo3BojbaBaM ja ce oOjaBe MOjU JIMYHM [OJAlM Be3aHW 3a J00Mjamse aKajJeMCKOr Ha3MBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME U MPe3rMe, TOJMHA U MECTO pojersa U aTyM oJibpaHe paja.

OBM JMYHKM TOJALM MOTY ce OOjaBHUTH Ha MPEXHHMM CTpaHHIAMa JUIHTANHE OHONUOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory My nybnukanujamMa YHuBep3urera y beorpany.

V¥ beorpany, 28.03.2022.

Iornuc ayropa
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H3jasa o kopumhewy

Opnamhyjem  YHuBep3urercky Oubmuoreky ,CBerozap Mapkouh® ga y Jlurdrannu
peno3uTopujyM YHuBep3uTeTra y beorpajy yHece MOjy JOKTOPCKY JMCEPTALHjy TIOJ HACIOBOM:

Buoguzuuxo modenosare pecmpukytiono-modupurayuonux cucmema baxmepuja
KOja je MOje ayTopcKo Jelo.

Jucepranujy ca CBUM IpWIO3MMa IIpefao/la caM y eJIeKTPOHCKOM (opMary IOroJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy mokTopcKy AucepTalyjy TOXpameHy y JIMCHTaTHOM pero3UTOpHjyMy YHUBEpP3UTETA Y
Beorpamy u mocTynHy y OTBOPEHOM IPHCTYITy MOTY Jia KOPHUCTE CBU KOjH TIOLITYjy Ojpende
cagpxxane y omabpaHom Tuity simuenue Kpearusne 3ajenuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oJTyuno/na.

1. Ayropereo (CC BY)
@AyTOpCTBO — "HekomepiujainHo (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekoMmepIpjainHo — 6e3 npepajia (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMEpLUjalHO — AenuTH nox uctum yeiosuMa (CC BY-NC-SA)
5. AyroperBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

6. AyropcTBo — jenuTs nox uctum yenosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0KpY>KUTE CaMo JeJHY OJf ILeCT MOHYl)eHUX JTUIEHIIH.
Kparak onuc NUIEHIIHM je cacTaBHU JIeO OBE H3jaBe).

V¥ Beorpany, 28.03.2022.

[ToTnuc ayropa
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