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APSTRAKT

Proizvođač aminoglikozidnog antibiotika G-52, Micromonospora zionensis 

poseduje sgm (sisomicin-gentamicin metilaza) gen koji kodira 16S rRNK 

metiltransferazu čijom se aktivnošću ostvaruje rezistencija na 4,6 disupstituisane 

aminoglikozidne antibiotike. Na osnovu rezultata dobijenih in vivo korišćenjem sgm-lacZ 

genskih i operonskih fuzija, u heterologom domaćinu E. coli, postavljena je hipoteza o 

translacionoj autoregulaciji sgm gena. Hipoteza se z;asniva na činjenici da je  potreno malo 

molekula Sgm metiltransferaze u ćeliji za potpunu modifikaciju ribozoma i da se ovaj 

enzim vezuje za sopstvenu iRNK sprečavajući dalju inicijaciju translacije kada su svi 

ribozomi metilovani.

In vitro analiza traslacione autoregulacije sgm gena je urađena u cilju razrešenja 

mehanizma interakcije Sgm protein-sopstvena iRNK. U tu svrhu, Sgm protein je 

eksprimiran i prečišćen metal afinitetnom hromatografljom. Metilacionim esejom je 

indirektno pokazano da je mesto delovanja Sgm metiltransferaze G1405 u 16S rRNK. 

Rekombinantni Sgm protein je korišćen u vezivanju za regulatome regione u 5’ UTR 

sgm- iRNK molekula u EMSA eksperimentima. Takođe je korišćen u ,,toeprint“ eseju da 

bi se determinisao mehanizam translacione represije. Ovi rezultati su pokazali da Sgm 

protein ne poseduje visok afmitet i specifičnost za sopstvenu iRNK, što je navelo na 

zaključak da je  mehanizam dejstva mnogo složeniji od onog iznetog u hipotezi. Takođe, 

učinjen je pokušaj da se translaciona represija dokaže u „cell free“ sistemu E. coli za in 

vitro transkripciju i translaciju. Pokazano je da se sgm eksprimira u ovakvom sistemu 

samo ukoliko je pod kontrolom T5 promotora i signala za inicijaciju translacije (RBS i 

ATG) iz samog ekspresionog vektora pQE 30.

Ključne reči: translaciona autoregulacija, Sgm metiltransferaza, rezistencija, 16S rRNK



ABSTRACT

In Micromonospora zionensis, a producer of G-52 antibiotic, the sgm gene 

encodes 16S rRNA methyltransferase and thus provide resistance against 4,6-

disubstituted aminoglycosides antibiotics.
The hypothesis o f autoregulation of the sgm gene expression at the translational 

level, was proposed accoding to in vivo results, obtained by using sgm-lacZ gene and 

operon fusions, in heterologous host such as E. coli. The hypothesis is based on the fact 

that a relatively few molecules of enzymes are sufficient for complete modification of the 

target (i.e., 16S rRNA). When all ribosomes are protected, unnecessary translation is 

prevented by binding to its own mRNA.
In order to resolve the mechanism of the Sgm protein-mRNA interaction, in vitro 

analysis of translational autoregulation of the sgm gene was performed. For that purpose, 

recombinant Sgm protein was expressed and purified by metal-affmity chromatography. 

It was shown in in vitro methylation assay, that Sgm methyltransferase acts at the residue 

G1405 within 16S rRNA. Recombinant Sgm protein was used in binding reactions with 

regulatory regions within its own mRNA, in mobility shift assays. Also, purified Sgm 

was used in toeprint assays in order to determine the mechanism of translational 

repression. The obtained results demonstrated that Sgm does not_have high affinity for its 

own mRNA as well as that the mechanism of regulation o f the sgm gene is more complex 

then in previously proposed hypothesis. Furthermore, the E. coli „cell free system for 

coupled in vitro transcription and translation was_used_in analysis of regulation of the sgm 

gene. It was shown that .vgm expression is possible only under control o f T5 promoter and 

signals for initiation of translation from the commercial vector pQE 30.

Key words: translational autoregulation, Sgm methyltransferase, resistance, 16S rRNA
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IUVOD

1. Regulacija genske ekspresije na translacionom nivou

Kao odgovor na promene u uslovima rasta ili pak zbog specifičnih potreba na 

datom stupnju životnog ciklusa bakterije i bakteriofazi su razvili izuzetno sofisticirane 

mehanizme za prilagođavanje nivoa genske ekspresije. Iako je transkripcija osnovni nivo 

regulacije genske ekspresije kod ovih organizama, u poslednje vreme je otkriven veći 

broj gena koji su regulisani i na translacionom nivou. Glavna kontrola se odvija na nivou 

inicijacije translacije preko tri različita mehanizma koji se oslanjaju na /r<mv-aktivne 

proteine, c/.v-aktivne iRNK elemente ili /ra/?.v-aktivne RNK koji imaju ulogu senzora za 

fizičko i hemijsko stanje ćelije (termosenzori ili ribosvičevi, eng. - riboswitch).

1.1. Inicijacija translacije i struktura iRNK

Efikasnost inicijacije translacije i njena regulacija strogo su korelisani sa 

strukturom mesta vezivanja ribozoma (eng. - ribosome binding site - RBS). Kod 

prokariota, inicijacija translacije uključuje vezivanje 30S subjedinice ribozoma i tRNKfraet 

za iRNK, i formiranje preinicijacionog trokomponentnog kompleksa. Preinicijacioni 

kompleks zatim prolazi kroz proces izomerizacije kada se fonnira stabilan inicijacioni 

kompleks (Gualerzi and Pon, 1990). Postoje dve primame interakcije između iRNK i 30S 

subjedinice: vezivanje ribozomalnog S1 proteina za iRNK i interakcija Shine-Dalgamo 

(SD) sekvence sa iRNK i rRNK. Za obe interakcije neophodno je da iRNK bude 

nestmktuirana tj. jednolančana (Draper, et al., 1987). Formiranje sekundamih stmktura u 

RBS (ribosome binding site) može da snizi efikasnost translacije preko kompetitivnog 

mehanizma, po kom c/,v-iRNK sekvence kompetiraju sa 30S subjedinicom za vezivanje 

za RBS mesta i stvaraju neaktivne komplekse. U radu sa različitim varijantama sekvenci 

RBS gena za omotač faga MS2 pokazana je korelacija između termodinamičke



stabilnosti RBS stukture i efikasnosti translacije (de Smit and van Duin, 1993, 1994). 

Sekvence sa manje baznih sparivanja i stoga manjom termodinamičkom stabilnošću se 

bolje eksprimiraju nego sekvence sa dužim sparivanjem i većom termodinamičkom 

stabilnošću. Takođe, pokazano je da kinetika savijanja iRNK reguliše inicijaciju 

translacije. iRNK za maturacioni protein faga MS2 sadrži lider sekvencu savijenu u 

obliku lista deteline koja inhibira inicijaciju translacije. Regulacija ovakvog sistema je 

pod kinetičkom kontrolom, tj. stopa formiranja lista deteline je sporija od stope 

formiranja inicijacionog kompleksa što rezultira efikasnom inicijacijom translacije (Poot, 

et al., 1997). Do kašnjenja u formiranju stukture u vidu lista deteline dolazi zbog 

formiranja meta-stabilnog intermedijera koji obrazuje malu ukosnicu koja sprečava 

sparivanje uzvodnih komplementamih iRNK sekvenci sa RBS sekvencom (van Meerten, 

et al., 2001).

1.2. Regulacija genske ekspresije proteinskim faktorima na 

translacionom nivou

1.2.1. Proteini kao aktivatori translacije

Translaciona regulacija posredovana proteinima aktivatorima je ređe opisana u 

literaturi u odnosu na proteine represore. Jedan od dobro izučenih primera je BipA 

protein iz E. Coli, aktivator translacije Fis proteina koji je transkripcioni modulator 

(Owens et al., 2004). Fis protein ima ključnu ulogu u mnogim ćelijskim procesima tako 

što stabiliše lokalnu DNK arhitektum promotora target gena i na taj način stimuliše ili 

reprimira transkripciju, zavisno o kom se genu radi. (Schneider et al., 2001). BipA 

protein poseduje GTPaznu aktivnost kada je vezan za ribozom i aktivira translaciju fis  

iRNK destabilišući jake sekundame stmkture u okvim RBS.
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1.2.2. Proteini kao represori translacije

Svi organizmi poseduju gene koji se eksprimiraju tokom odgovora na stres. U 

uslovima stresa sinteza proteina je limitirana zato što se ribozomi održavaju u 

neaktivnom stanju koje može brzo biti promenjeno kad nastupi period povoljan za ćeliju.

Kod E. coli stres izazvan niskim temperaturama dovodi do indukcije proteina Y, 

opšteg translacionog represora koji se eksprimira u uslovima stresa kada sinteza velikog 

broja proteina mora biti ukinuta. On se vezuje za 30S ribozomalnu subjedinicu tako da 

blokira A (aminoacil) i P (peptidil) mesta čime se inaktivira ceo ribozom.

Većina okarakterisanih regulacija na nivou translacije posredovanih proteinima 

kod E. coli funkcioniše po principu negativne povratne sprege: protein se veže za 

sopstvenu iRNK i tako onemogućava translaciju. Ovo je slučaj za većinu ribozomalnih 

proteina (r-proteina) i cilj regulacije je da spreči nagomilavanje slobodnih r-proteina u 

ćeliji. R-proteini se često sintetišu sa dugih operona. Jedan cistron operona kodira r- 

protein koji se primamo veže za rRNK a zatim i svoju sopstvenu iRNK onemogućavajući 

translaciju. Vezivanje za sopstvenu iRNK se odigrava na translacionom operatora koji je 

najčešće lociran u blizini RBS mesta prvog cistrona. Inhibicija translacije prvog cistrona 

se prenosi na nizvodne gene preko translacionog sparivanja (Dean et al., 1981; 

Mattheakis and Nomura, 1988). Sama sinteza r-proteina je povezana sa sintezom rRNK; 

ukoliko dođe do povećane sinteze rRNK u ćeliji svi slobodni regulatomi r-proteini biće 

vezani što direktno dovodi do derepresije sinteze r-proteina.

Kod Bacillus subtilis TRAP protein (trp RNA-binding attenuation protein) koga 

kodira mtrB gen iz mtr operona pored toga što dovodi do atenuacije transkripcije 

triptofanskog operona (trp) nakon promene intracelulame koncentracije triptofana 

(Babitzke and Gollnick, 2001), ima i funkciju translacionog represora gena triptofanskog 

operona (trpE, trpG, trpP). Funkciju represora ostvamje ili vezivanjem za udaljene 

uzvodne regione iRNK ispred trpE, dovodeći do stmktumog rearanžmana iRNK i 

blokiranja RBS mesta (Du et al, 1998), ili direktnim vezivanjem za devet ponovaka 

trinukleotida prisutnih u trpG transkriptu blokirajući pristup ribozomima ispred trpG i
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trpP gena (Du et al, 1997). TRAP protein se inaktivira interakcijom sa Anti-TRAP 

proteinom koji je kodiran rtpA genom. Ovaj gen je regulisan na nivou inicijacije 

translacije zavisno od količine šaržirane tRNKlrp u ćeliji. Za ovu regulaciju je odgovoran 

lider peptid dug 10 aminokiselina, kodiran od strane rtpLP gena, prethodnice RBS 

sekvence rtpA gena. Kompletna translacija lider peptida pozicionira ribozom na stop 

kodon rtpLP gena čime se blokira RBS sekvenca rtpA gena i onemogućava translacija 

Anti-TRAP proteina. Ukoliko je šaržirana tRNKtrp u ćeliji deficitama, ribozom će se 

zaustaviti na jednom od tri trp kodona iz lider peptida, što će sprečiti inhibiciju translacije 

rtpA gena (Chen and Yanofski, 2004).

1.2.3. Mehanizmi represije translacije posredovani proteinima

Do sada su okarakterisana dva mehanizma represije translacije (Draper, 1998). 

Prvi mehanizam, mehanizam „izmeštanja” (eng. -  displacement) ili mehanizam 

kompeticije, uključuje kompeticiju između 30S subjedinice i sekundame cN-aktivne 

iRNK stmkture, ili 30S subjedinice i trara-aktivnog regulatomog faktora za vezivanje za 

RBS mesta na iRNK. Po dmgom mehanizmu represije, mehanizmu „klopke” (eng. -  

entrapment), czs-aktivna sekvenca na iRNK ili represor ne sprečavaju interakciju 30S 

subjedinice sa RBS već inhibiraju izomerizaciju u stabilni inicijacioni kompleks.

Represija putem kompeticije najbolje može biti opisana na primem treonil-tRNK 

sintetaze kao i brojnim primerima regulacije ekspresije ribozomalnih proteina.

Regulacija ekspresije treonil-tRNK sintetaze

Regulacija translacije treonil-tRNK sintetaze (ThrRS) se javlja kada je ThrRS 

prisutna u suvišku i dostupna za vezivanje za iRNK. Vezivanje enzima za sopstvenu 

iRNK fizički onemogućava 30S subjedinicu da se veže za RBS mesto. Po kompetitivnom 

modelu translacione regulacije povećana ekspresije sintetaze je rezultat ili povećane 

koncentracije ribozoma ili smanjene koncentracije ThrRS dostupne za vezivanje za RBS
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na iRNK. Povećana koncentracija ribozoma brzo rezultira u povećanoj stopi formiranja 

inicijacionog kompleksa i povećanoj ekspresiji thrS iRNK. Dodatno, povećana ekspresija 

tRNKThr uzrokuje aktivaciju ThrRS ekspresije (Comer et al., 1996) što je rezultat 

kompeticije između thrS iRNK i tRNKThr za vezivanje za ThrRS. Manja koncentracija 

slobodnog represora usporava ireverzibilnu asocijaciju represora i iRNK, rezultujući u 

povećanoj frakciji iRNK koja učestvuje u inicijaciji translacije.

Treonil-tRNK (ThrRS) sintetaza E. coli reprimira sopstvenu ekspresiju 

vezivanjem za operator koji je pozicioniran u lideru sopstvene thrS iRNK, i inhibira 

inicijaciju translacije tako što kompetira sa 30S ribozomalnim subjedinicama za 

vezivanje (Moine, et a l, 1990). U regulaciju ovog gena je uključena izuzetno specifična 

iRNK struktura. Pokazano je da u operatoru postoje 4 struktuma domena. Domen 1 je 

jednolančan i nosi RBS i inicijacioni kodon, domen 3 je takođe jednolančan i povezuje 

dve sekundame strukture u vidu ukosnice, tj. povezuje domene 2 i 4 koji nose sekvencu 

analognu sekvenci u antikodonskoj petlji tRNKThr. Translacija je reprimirana nakon 

vezivanja ThrRS, koja prepoznaje domene 2 i 4 u iRNK od kojih svaki imitira antikodon 

mčicu tRNKlhr (Springer et al., 1998). Bilo koji domen, izolovan od ostatka iRNK se 

ponaša kao kompetitivni inhibitor aminoaciklacije koju vrši sintetaza, što ukazuje da 

antikodonski domen kao i izolovana iRNK se vezuju za isto mesto na proteinu ThrRS. 

Oba domena sadrže petlju koja je ista kao i antikodonska petlja što je bitno za regulaciju. 

ThrRS je homodimer, a svaka njena jedinica je sposobna da veže pojedinačne tRNKlhr 

molekule ili jedan od domena u iRNK koji liči na tRNK antikodon domen (Romby et al., 

1992). Takođe, razrešene kristalne stmkture ThrRS vezane za tRNK (Sankaranarayanan 

et al., 1999) ili vezane za iRNK operator (Torres-Larios et al., 2002) pokazuju da su oba 

RNK molekula prepoznata na sličan način. “Mimikrija” domena na iRNK molekulu koji 

liče na tRNKThr se razvila kao efikasna strategija za prepoznavanje represora.

Regulacija ekspresije ribozomalnih proteina

Ribozomalni protein L20 iz E. coli je bitan ne samo za sklapanje 50S ribozomalne 

subjedinice već ima i ulogu translacionog represora sopstvenog rpml-rplT operona. Ovaj
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operon kodira dva ribozomalna proteina L35 i L20. Kada je prisutan u suvišku protein 

L20 direktno reprimira translaciju prvog cistrona rpml koji kodira L35 protein(Lesage et 

al., 1990). Ova inhibicija se zatim prenosi preko translacionog sparivanja na drugi cistron 

rplT koji kodira L20 protein (Lesage et al., 1992). Translacioni operator ovog operona je 

dug preko 450 nt i savijen je u kompleksnu sekundamu stmktum pseudočvora koja se 

formira između dve primame iRNK sekvence koje su međusobno udaljene 280 nt 

(Chiamttini et al., 1996). L20 se kao monomer vezuje ne samo za pseudočvor, već i za 

centralni deo nepotpune sekundame strukture u vidu ukosnice koja se nalazi uzvodno od 

rpml. Pokazano je da su mesta vezivanja L20 proteina u interakciji (Allemand et al., 

2007). Obe stmkture su neophodne za regulaciju, mada svaka može nezavisno vezivati 

L20 protein (Guillier et al., 2005b). Na taj način se onemogućava pristup 30S 

ribozomalnim subjedinicama čime je blokirana translacija oba proteina.

Prepoznavanje regulatomih struktura od strane L20 je slično prepoznavanju H40- 

H41 veze u 23 S rRNA od strane istog proteina, tj. postoji molekulama „mimikrija” po 

kojoj sekundame strukture imutar iRNK oponašaju sekundame strukture u 23S rRNK. 

Hipoteza „mimikrije” može da objasni kako kompeticija između rRNK i iRNK za 

vezivanje za ribozomalne proteine garantuje koordinisanu ekspresiju ribozomalnih 

proteina kao odgovor na nivo rRNK u ćeliji. (Guiller et al., 2005a).

Na sličan način je regulisana sinteza ribozomalnog proteina L1 u L  coli. Mesto 

vezivanja ovog proteina za sopstvenu iRNK nalazi se unutar lider regiona u blizini RBS 

sekvence L l l  operona koji kodira dva r-proteina L1 i L l l  (Gourse et al., 1986). Protein 

prepoznaje isti specifični struktumi motiv u svojim ciljnim mestima kako na sopstvenoj 

iRNK tako i na 23S rRNK (Nevskaya et al., 2005).

Kod E.coli, spc operon kodira 11 ribozomalnih proteina i SecY protein uključen u 

sekreciju (Zengel and Lindahl, 1994). Translacija ovog operona je autoregulisana od 

strane proteina S8 koji ima ulogu translacionog represora, a sam S8 je kodiran petim 

cistronom ovog operona. Mesto vezivanja S8 na iRNK je specifična sekundama stmktura 

u blizini starta translacije trećeg cistrona koji kodira r-protein L5. Vezivanjem proteina
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S8 za iRNK dolazi do represije translacije nizvodnih cistrona, dok prvi i drugi uzvodni 

cistron bivaju inaktivirani degradacijom 5’ fragmenta (Mattheakis et al., 1989)

Ribozomalni protein S1 je najveći i najduži r-protein. Za razliku od ostalih r- 

proteina koji se primamo vezuju za 16S ili 23S rRNK tokom sklapanja subjedinica, S1 

protein se vezuje u kasnijim fazama sklapanja preko protein-protein interakcija. U ćeliji 

je odgovoran za vezivanje ribozoma za iRNK kao i za regulaciju sopstvene sinteze 

delujući kao translacioni represor (Boni et al., 2000). S1 ne poseduje klasičnu RBS 

sekvencu u okvim translacionog inicijacionog regiona. Ovaj region je savijen u tri 

sekundame stmkture u vidu ukosnice međusobno odvojene jednolančanim A/U bogatim 

regionima. Represiju sopstvene sinteze S1 protein ostvamje vezujući se za A/U bogate 

jednolančane regione čime se menja i namšava konformacija u 5’UTR i na taj način 

sprečava formiranje inicijacionog kompleksa iRNK i 30S subjedinice (Boni et al., 2001).

Protein S2 takođe ima ekstraribozomalnu funkciju u E. coli kao translacioni 

represor sopstvenog operona rpsB-tsf. Za vezivanje ovog proteina za sopstvenu iRNK, 

odgovome su dve sekundame stmkture u vidu ukosnice u 5’UTR rpsB gena. Represija 

prvog cistrona dovodi do reprimiranja nizvodnog cistrona ts f U in vivo eksperimentima 

je pokazano da za razliku od ostalih r-proteina, S2 svoju funkciju translacionog represora 

ispoljava zajedno sa S1 r-proteinom. Ukoliko su S1 i S2 prisutni u suvišku u odnosu na 

ribozome, u ćeliji prvo dolazi do formiranja kompeksa S1-S2, a zatim kompleks ima 

ulogu represora sopstvenog operona (Aseev et al., 2008).

Represija mehanizmom “klopke” je najbolje opisana na primem ribozomalnih proteina 

S4 i S15.

S4protein je  alosterični efektor konformacije iRNK u a  operonu E. coli

Ekpresija ribozomalnih proteina iz a operona E. coli, koji kodira S13, S l l ,  S4, a 

subjedinicu RNK polimeraze kao i ribozomalni protein L17, je regulisana na 

translacionom nivou vezivanjem S4 proteina za a iRNK, što dovodi do njene
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konformaciona promene. Gen za a subjedinicu RNK polimeraze je lociran između gena 

za proteine S4 i L17 i regulisan je nezavisno od njih, najverovatnije na nivou translacije 

iRNK. Ulogu translacionog represora protein S4 ostvaruje vezivanjem za strukturu 

pseudčvora koja se formira u prvih 127 nukleotida transkripta koji okružuju RBS prvog 

gena (S13) u operonu (Deckman and Draper 1987; Deckman et al., 1987). Potom 16S 

rRNK i pseudočvor iRNK a  operona kompetiraju za vezivanje za slobodan S4, mada 

nema očiglednih sličnosti u strukturama RNK. Struktura 5’UTR sekvence je vrlo važna 

za regulaciju sopstvene ekspresije. Mutacija RBS sekvence kao i delecije uzvodnog 

regiona koji je neophodan za formiranje stukture pseudočvora, utiču na efikasnost 

translacije, tako što aktivno utiču na sekundamu ili tercijamu struktum iRNK.

Eksperimentalno je pokazano da su dve različite strukture iRNK uključene u 

mehanizam represije: I) aktivna ffakcija iRNK koja odmah može da veže tR N K ^ 1 i 

formira inicijacioni kompleks i II) neaktivna frakcija iRNK koja odmah vezuje S4 

represor ali ne i inicijatorsku tRNK (Spedding and Draper, 1993, Spedding, et al 1993). 

Vezivanjem za jednu od iRNK konformacija, protein S4 ima ulogu alosteričkog efektora 

iRNK sfrukture, utičući na distribuciju aktivne i neaktivne forme (Tang and Draper, 

1990). Prisustvo S4 represora u suvišku koji ne učestvuje u sklapanju ribozoma moduliše 

distribuciju aktivne i neaktivne iRNK konformacije. Obe ove strukture su sposobne da 

vežu 30S subjedinice što govori u prilog tome da S4 i 30S prepoznaju različite 

karakteristike na iRNK. Bitna karakteristika iRNK za 30S subjedinicu je dostupnost RBS 

sekvence koja je podjednako dostupna i kod aktivne i kod neaktivne forme iRNK. U a  

operonu, S4 reprimira translaciju operona zarobljavajući 30S na iRNK. Indukcija se 

može desiti ukoliko S4 disosuje a iRNK se promeni iz neaktivne u aktivnu konformaciju.

Ključna komponenta mehanizma “klopke” je postojanje stabilnog 

trokomponentnog kompleksa koji se sastoji od neaktivne iRNK, 30S i translacionog 

represora. Ovaj kompleks se ne formira sa iRNK koja zauzima strukturu aktivne forme 

(Schlax, 2001). Mogućnost disocijacije pomenutog trokomponentnog kompleksa bilo 

dodavanjem u suvišku neobeleženog S4, bilo dodavanjem RNK fragmenata za koje se S4 

specifično vezuje, kao i nemogućnost njegove disocijacije nakon dodavanja aktivne 

forme a  iRNK, sugeriše da je vezivanje S4 proteina i 30S subjedinice za neaktivnu
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konformaciju kooperativno. Prisustvo ovog trokomponentnog kompleksa je direktan 

dokaz koji podržava “klopka” mehanizam represije.

Regulacija ekspresije ribozomalnog proteina S15

Drugi primer za mehanizam “klopke“je autoregulacija r-proteina S15 iz E. coli. 

Kada je prisutan u suvišku u odnosu na rRNK S15 protein reprimira translaciju sopstvene 

iRNK tako što vezuje i stabiliše motiv u 5’UTR iRNK koji ulazi u strukturu pseudočvora 

(Ehresmann et al., 2004). U odsustvu S15 proteina, iRNK može da formira strukturu 

pseudočvora ili dvostuke ukosnice u kojima je RBS sekvenca sakrivena. Ribozom se 

vezuje jedino za konformaciju iRNK čiji 5’UTR formira strukturu pseudočvora (Philippe 

et al., 1993).

Determinisanje precizne pozicije operator-represor kompleksa na ribozomu 

objašnjava kako kompleks iRNK-S15 vrši represiju translacije (Marzi et al., 2007). 

Naime, kod aktivnog inicijacionog kompleksa i u odsustvu S15, iRNK poprima 

jednolančanu konformaciju u iRNK tunelu čime je obezbeđeno prisustvo inicijacionog 

kodona u P mestu (Yusupova et al., 2001). U slučaju zaustavljenog preinicijacionog 

kompleksa, kodon AUG, inicijator translacije, je  lociran uz RBS sekvencu u neposrednoj 

blizini strukture pseudočvora i nalaze se na ribozomalnoj platformi - univerzalnom mestu 

na 30S subjedinici odgovomom za vezivanje regulatomih elemenata u 5’UTR iRNK. 

Kao posledica toga, 3’ kraj iRNK ostaje na površini ribozoma, ne ulazi u iRNK tunel i 

onemogućava interakciju inicijatorske tRNK sa start kodonom držeći ga na većoj 

udaljenosti od P mesta. Prema tome, S15 ispoljava svoju inhibitomu funkciju tako što 

sprečava rasplitanje stmkture pseudočvora i ulazak iRNK u tunel. Na taj način S15 

blokira tranziciju preinicijacionog kompleksa u aktivan inicijacioni kompleks (Marzi et 

al., 2007).

1.2.4. Regulacije ekspresije 16S rRNK metiltransferaza

U literaturi su do sada opisana četiri primera autoregulacije bakterijskih 

metiltransferaza na nivou inicijacije translacije: ksgA gen za 16S rRNK adenozin
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dimetiltransferazu (van Gemen et al., 1989), ermC gen za 23S rRNK adenozin 

dimetiltransferazu (Denoya et al., 1986; Breidt and Dubnau, 1990), kgmB gen za 16S 

rRNK guanozin metiltransferazu (Vajic et al., 2004) i sgm gen za 16S rRNK guanozin 

metiltransferazu (Kojic et al., 1996).

Transkripciono-translacioni eseji i analiza ekspresije fuzija KsgA metiltransferaze 

sa lacZ genom su pokazali da se metiltransferaza istim afinitetom vezuje za 16S rRNK i 

sopstvenu iRNK. Region u iRNK koji ova metiltransferaza prepoznaje obuhvata 200 nt 

ispred i 200 nt iza AUG start kodona. Ispred start kodona na udaljenosti od 90 nt u iRNK 

se nalazi sekundama stuktura. Između ovog fragmenta na iRNK i regiona u okvim 16S 

rRNK koji ova metiltransferaza prepoznaje postoji struktuma homologija

Translaciona autoregulacija je prisutna i kod ermC gena iz soja Staphylococcus 

aureus (Denoya et al., 1986; Breidt and Dubnau, 1990). Ovaj gen kodira metiltransferazu 

koja dimetiluje adenozin na poziciji 2058 u okvim 23S RNK, čime obezbeđuje 

rezistenciju na eritromicin. ErmC iRNK postoji u dve altemativne konformacije, aktivnoj 

i neaktivnoj. U neaktivnoj konformaciji RBS-2 je zarobljen u petlji koju obrazuju 

odgovarajući invertovani ponovci, a vreme poluživota takve iRNA je 2-3 minuta. Sa 

neaktivne iRNK se prepisuje kratak lider-peptid i ako se eritromicin veže za ribozome i 

uzrokuje njihovo zaustavljanje tokom sinteze lider-peptida, dolazi do pregmpisavanja 

petlji u okvim lider sekvence i aktiviranja iRNK tj. RBS-2 se oslobađa i počinje 

translacija kodirajuće sekvence ermC gena. Vreme poluživota ermC iRNK u aktivnoj 

konformaciji se produžava na 45 minuta. Indukcijom ermC gena dolazi do povećanja 

broja rezistentnih ribozoma, a budući da su za prepisivanje ermC gena neophodni 

senzitivni ribozomi, dolazi do postepenog smanjenja ekspresije ermC gena. Takođe, 

pošto na ermC iRNK postoji region sličan targetu za metiltransferazu na 23S rRNK, kada 

se mesta za metilaciju na 23 S rRNK zasite, metiltransferaza se vezuje za sopstvenu iRNK 

i na taj način, sprečavajući translaciju, reguliše sopstvenu produkciju.

Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije je pokazana i kod 

kgmB gena iz Streptomyces tenebrarius (Vajić et al., 2004). KgmB metiltransferaza 

metiluje G1405 u 16S rRNK koristeći SAM kao kofaktor (Beauclerk and Cundliffe, 

1987). U in vivo eksperimentima je pokazano da potencijalna regulatoma sekvenca 

CGUCA u 5’UTR kgmB nije odgovoma za autoregulaciju gena, kao i to da postoji
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mogućnost da je sekvenca CGCCC, prisutna u okviru sekundame stukture u vidu 

ukosnice u 5’UTR, odgovoma za autoregulaciju po uzom na regulaciju sgm gena (Kojic 

et ak, 1996). Takođe, u radu Vajic et al., 2004 se ne isključuje mogućnost da je neka 

dalja, uzvodnija primama ili sekundama stmktura odgovoma za regulaciju kgmB gena na 

nivou inicijacije translacije.

1.3. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije 

translacije preko m-aktivnih iRNK elemenata - ribosvičevi i 

ribozimi

Za poslednjih desetak godina kod bakterija je pronađena velika raznolikost 

regulatomih elemenata u okvim 5’ kraja iRNK koji ne zahtevaju prisustvo proteina ili 

trans-aktivnih RNK za modulaciju genske ekspresije. Ovi nekodirajući RNK regulatomi 

elementi pronađeni u intergenskim regionima Archaea, Eubacteria i Eukaryote 

(Montange and Batey, 2008). Foldovani su u kompleksne trodimenzionalne stmkture 

koje vezuju ćelijske metabolite sa visokom specifičnošću utičući dalje na gensku 

regulaciju različitim mehanizmima (Barrik and Breaker, 2007). Dele se na ribosvičeve, 

tennosenzore i ribozime. Ribosvičevi i tennosenzori su u stvari cz.v-aktivni senzori 

smešteni u 5’ UTR sopstvene iRNK koji reaguju na promene koncentracije malih 

metabolita u ćeliji ili na fizičke stimuluse tako što menjaju konformaciju sopstvene iRNK 

konformacije. Takođe, kod bakterija je pronađen i ribozim tj. RNK koja ima sposobnost 

samoisecanja (Winkler et al., 2004).

1.3.1 Ribosvičevi

Ribosvičevi regulišu više metaboličkih puteva uključujući biosintezu i transport 

vitamina (riboflavin, tiamin i kobalamin), metabolizam metionina, lizina i purina. S 

obzirom da su ribosvičevi visoko konzervisani, pronađeni kod arhea i eukariota, a kako 

ne zahtevaju dodatne faktore za svoju funkciju u genskoj regulaciji, smatra se da su jedan 

od najstarijih regulatomih sistema. U slučaju represije genske ekspresije, formiranje
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altemativnih iRNK stmktura dovodi do prevremene terminacije transkripcije (Mandal 

and Breaker, 2004) ili inhibicije inicijacije translacije (Fuchs et al., 2006).

Ribosvič je preovlađujući mehanizam regulacije genske ekspresije kod bakterija, 

najmanje 2% gena je regulisano na taj način (Mandal et al., 2003). Ćelije prepoznaju 

sopstvene metaboličke potrebe i mogu da modulišu i koordinišu nivo ekspresije gmpe 

gena u datom trenutku. Sistem za detekciju nivoa nekog metabolita - ribosvič- je u stvari 

RNK-bazirani regulatomi mehanizam gde 5’ UTR bakterijske iRNK za određeni 

metabolit, vezuje taj metabolit, čime se menja konformacija senzora što dalje utiče na 

regulaciju nizvodnih gena (Winkler and Breaker, 2005; Gilbert and Batey, 2006). 

Ribosvičevi funkcionišu po principu povratne sprege, kad koncentracija metabolita u 

ćeliji pređe prag dolazi do njegovog vezivanja za 5’ UTR u iRNK.

Ovi regulatomi elementi su bi-modulami. Prvi modul nazvan aptamer je visoko 

konzervisan stmktumi receptor koji specifično prepoznaje razne metabolite: koenzime, 

vitamine, nukleobaze, aminokiseline, ili jone npr. Mg2+jone (Cromie et al., 2006; Dan et 

al., 2007). Dmgi modul je takozvana ekspresiona platforma koja reaguje na regulatome 

signale i dovodi do ON/OFF odgovora. Kod bakterija ovaj odgovor se postiže 

formiranjem struktura koje modulišu terminaciju transkripcije, inicijaciju translacije ili 

dovode do samoisecanja RNK (Serganov and Patel, 2007).

Do sada je okarakterisano 15 različitih klasa ribosvičeva. Na slici 1. su prikazane 

sekundame stukture za dvanaest ribosvičeva (Blount et Breaker, 2006) kao i ligandi koji 

se vezuju odgovarajući ribosvič. Pripadnici svake klase vezuju isti metabolit i imaju istu 

konzervisanu sekvencu i sekundamu stmktum.

Dobro je okarakterisan ribosvič za koenzim tiamin pirofosfat (TPP) iz E. coli, za 

koji je pokazano da reguliše translaciju thiM  iRNK koja kodira enzim hidroksietil tiazol 

kinazu (Rodionov et al., 2002; Winkler et al., 2002). Represija translacije se dešava 

preko promene konformacije usled vezivanja TTP koje indukuje remodelovanje iRNK i 

formiranje duge ukosnice koja namšava translacioni inicijacioni region (Winkler et al., 

2002). Slični TTP ribosvičevi su pronađeni u genomima dmgih bakterija (Rodionov et 

al., 2002).
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Slika 1. Sekundame stmkture receptomih domena kod 12 klasa ribosvičeva i hemijske 
strukture metabolita koji se vezuju da dati ribosvič (Blount and Breaker, 2006).

Metabolizam sumpora kod mnogih bakterija je regulisan ribosvičevima koji 

selektivno prepoznaju S-adenozilmetionin ili S-adenozinhomocistein (Wang et al., 2008). 

Ribosvičevi prave oštm razliku između ova dva jedinjenja koja se razlikuju u samo 

jednoj metil gmpi.

Do sada je otkriveno pet različitih stmktumih klasa ribosvičeva za SAM od kojih 

su tri prikazane na slici 1 (Blount and Breaker, 2006; Poiata et al., 2009; Weinberg et al., 

2007) , kao i jedna klasa ribosvičeva koja prepoznaje SAH (Wang et al., 2008).

Prve tri klase SAM-I, SAM-II i SAM-III fonniraju različite vezujuće džepove za 

ligand, za razliku od klase SAM-IV koja sadrži različite konzervisane sekvence i 

struktume karakteristike u poređenju sa ostalim klasama, ali nukleotidi i substmkture u 

vezujućem džepu su identični onim u klasi SAM-I. Dmga novootkrivena klasa SAM-V je 

preovlađujuća metagenomska sekvenca karakteristična za morske bakterije. Konsenzus
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sekvenca i struktura ligand vezujućeg džepa nove klase pokazuje sličnosti sa klasom 

SAM-II (Poiata et al., 2009). Rastući broj novootkrivenih RNK molekula koji vezuju 

SAM ilustruje različitost struktura koje RNK može da formira da bi selektivno vezala 

metabolit.
Bakterijski genom može da sadrži ribosvičeve koji su specifični za različite 

metabolite kao i multiple ribosvičeve istog tipa, od kojih svaki reguliše različit operon. 

Štaviše, dva domena ili dva kompletna ribosviča mogu da budu susedi što rezultira 

mnogo kompleksnijim nivoom genske regulacije. Tako, naprimer, tandem aptamera 

specifičnih za glicin, kooperativno vezuju glicin čime se postiže regulacija preko jedne 

ekspresione platforme što obezbeđuje veći dinamički odgovor na male promene 

koncentracije glicina (Mandal et al., 2004).

Drugi primer je aranžman dva kompletna ribosviča koji nezavisno vezuju različite 

metabolite, SAM i adenozilkobalamin, gde vezivanje bilo kog od ta dva dovodi do 

genske represije met E  gena kod bacilusa. (Sudarsan et al., 2006). Takođe, može da 

postoji tandem dva kompletna ribosviča istog tipa npr. TPP ribosvič (Rodionov et al., 

2004). Zavisno od ekspresione platforme ribosvičevi istog tipa mogu da vrše aktivaciju ili 

represiju gena što povećava njihov regulatomi potencijal.

1.3.2. RNK termosenzori

RNK termosenzori su regulatomi regioni u okvim 5’ UTR iRNK tj. sekundame i 

tercijame interakcije uključene u savijanje iRNK koje direktno detektuju temperatume 

promene i prenose signal do translacionog aparata menjajući RNK konformaciju 

(Narberhaus et al., 2006).

Kod Listeria monocytogenes i Yersinia pestis termosenzori su bitni za aktivaciju 

ekspresije gena za virulenciju na temperaturi tela domaćina (Johansson et al., 2002; Hoe 

and Goguen, 1993). U oba slučaja RBS sekvenca gena za virulenciju je nepristupačna za 

ribozome jer se nalazi u okvim sekundamih struktura koje su stabilne na nižim 

temperaturama, dok na višim dolazi do njihovog ’topljenja’ i vezivanja ribozoma.

Gen rpoH iz E. coli koji kodira ,,heat-shock“ sigma faktor o32 je najbolje 

okarakterisan primer gde se sa povišenom temperaturom iRNK usmerava ka translaciji
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(Morita et al., 1999). Regulacija o32 se odigrava na translacionom nivou (Nagai et al., 

1991; Yuzava et al., 1993). Tokom normalnog rasta i temperature sigma faktor o “ je 

reprimiran.
Termalna stabilnost iRNK je bitna u regulaciji mnogih gena uključujući i one

regulisane sa ROSE (eng.-repression of heat shock gene expression) elementima koji su
32konzervisani kod rizobijalnih vrsta (Nocker et al., 2001). Pokazano je da je iRNK za o 

struktuirana u regionu RBS mesta i da je ovaj region ekstremno osetljiv na temperatume 

promene oko 42° C, kao i da temperatumi šok ćelije indukuje lokalno topljenje 

sekundame structure oko RBS čime se omogućava inicijacija translacije (Yura et al., 

2000) .

Dakle, sama iRNK je senzor za temperatume promene kada se većina neaktivne 

populacije iRNK prevodi u aktivnu na višim temperaturama. Ova promena u iRNK 

populaciji se odvija nezavisno od trans -  delujućih regulatomih faktora. Ova brza 

indukcija „heat shock“ proteina je esencijalna za preživljavanje ćelija

1.3.3. Ribozimi

Ribozim glmS je identifikovan u 5’ UTR glmS gena iz Bacillus subtilis i 

neophodno mu je prisustvo kofaktora za samoisecanje (Winkler et al., 2004). Ovaj gen 

kodira enzim glutamin-fruktozo-6-fosfat amidotransferazu koja generiše glukozamin 6 

fosfat, molekul koji se koristi za biosintezu ćelijskog zida. U suvišku glukozamin 6 

fosfata , ribozim koristi ovaj molekul kao kofaktor u reakciji samoisecanja, što uzrokuje 

degradaciju glmS iRNK i stoga i utišavanje gena. Identifikacijom bakterijskog ribozima 

glmS uspostavljena je bliža veza između ribosvičeva i ribozima karakterističnih za 

eukariote.

1.4. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije 

translacije preko c/s-kodiranih antisens iRNK
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Antisens RNK su mali (50-300 nt), visoko struktuirani molekuli RNK koji se 

uglavnom ne translatiraju. Antisens RNK i target iRNK se transkribuju u suprotnoj 

orijentaciji sa iste DNK sekvence i stoga su potpuno komplementame. Vezivanjem za 

svoje target sens RNK, male antisens RNK regulišu gensku ekspresiju.

Većina ovih molekula je pronađena na plazmidima, transpozonima i kod faga, 

mada ih ima i na bakterijskom hromozomu. Antisens RNK imaju ulogu u regulaciji 

fundamentalnih procesa u ćeliji: inicijaciji replikacije, konjugaciji, transpoziciji, 

degradaciji iRNK i inicijaciji translacije.

Najčešći mehanizam regulacije inicijacije translacije putem antisens RNK je 

direktno blokiranje translacionog inicijacionog regiona (Brantl, 2007). Tipičan primer je 

antisens RNK CopA, za koju je pokazano da reguliše broj kopija plazmida R1 tako što 

reprimira translaciju repA iRNK, koja kodira protein inicijator replikacije RepA. Sinteza 

RepA zahteva translaciju kratkog lider peptida (tapj, koji je pozicioniran uzvodno od 

repA , a koji treba da ‘otopi’ sekundamu struktum u vidu ukosnice u kojoj je maskiran 

RBS ovog gena (Blomberg et al., 1992). CopA indirektno inhibira repA ekspresiju tako 

što blokira pristup ribozomima na tap RBS čime se sprečava translacija. CopA je potpuno 

komplementaran sa targetom CopT, a samo vezivanje se odvija u više koraka da bi došlo 

do formiranja stabilnog kompleksa sa lider regionom CopT, neposredno uzvodno od tap 

okvira čitanja. Ovaj kompleks blokira pristup ribozomima na tap RBS, a prisustvo 

ukosnice koja maskira repA RBS dovodi do inhibicije translacije RepA (Kolb et al., 

2000).

Antisens RNK može takođe da ima ulogu RNK “antitoksina”. Naime, kod 

prokariota su pronađeni “toksin-antitoksin” lokusi na plazmidima i u hromozomu, u 

nekoliko ili više kopija. Ovi lokusi imaju funkciju u replikaciji i održavanju plazmida i 

konjugaciji. Lokusi su dvokomponentni sistemi koji kodiraju stabilan “toksin” čija 

prekomema ekspresija dovodi do smrti ćelije i nestabilan “antitoksin” koji može biti 

protein ili mala antisense RNK koji se vezuju za “toksin” iRNK i sprečavaju njenu 

translaciju.

Kod E. coli R1 plazmid kodira hok/sok sistem “toksin/antitoksin” (TA) (Gerdes 

and Wagner, 2007) dok kod Enterococcus faecalis plazmid ADl kodira RNAI /RNAII ili 

par sistem (Weaver et al., 1993). Ovi TA moduli stabilišu plazmide unutar ćelijske

16



populacije tako što dovode do programirane ćelijske smrti ćerki ćelija koje su izgubile 

plazmid. Gubitak plazmida dovodi do degradacije “antitoksina” i aktivacije “toksina” ili 

njegove translacije i ćelijske smrti. Aktivnost “toksina” se sprečava vezivanjem 

“antitoksina” za isti.

Kod hok/sok i par modula “antitoksin” je relativno nestabilna regulatoma RNK 

koja se vezuje antitoksin i sprečava njegovu translaciju. Hok/sok lokus ima tri gena: hok 

(eng.-host killing) koji kodira visoko toksični transmembranski protein koji ireverzibilno 

oštećuje ćelijsku membranu, mok (eng.-modulation of killing) koji prepokriva hok i 

neophodan je za njegovu translaciju i sok (eng.-suppression of killing) koji je mala 

antisense RNK koja sprečava translaciju mok. Pošto translacija hok gena zavisi od 

translacije mok gena , Sok RNK indirektno inhibira translaciju hok gena tako što inhibira 

translaciju mok gena (Thisted et al., 1992). Sok RNK se prepisuje sa jakog promotora i 

nestabilna je (poluživot je 30 sekundi), dok se hok sintetiše sa slabog promotora, stabilna 

je i ima poluživot od 20 minuta. Tokom ćelijskog rasta Sok RNK je prisutna u molamom 

suvišku u odnosu na hok iRNK. Kada dođe do ćelijske deobe i ako ćerke ćelije ne sadrže 

plazmid, Sok RNK se brzo degraduje tako da u ćelijama zaostaje zrela forma hok iRNK 

koja se translatira što dovodi do smrti ćelija koje su bez plazmida. Sok RNK i hok iRNK 

formiraju dupleks koji prepoznaje i iseca RNaza III (Franch et al., 1999). Pokazano je da 

u ćelijama prvo dolazi do akumulacije pre-iRNK za hok koja je u stabilnoj i neaktivnoj 

konformaciji: ne vezuje ribozome i Sok RNK (Franch et al., 1996). Ova pre-iRNK 

podleže sporoj degradaciji od strane RNaze II sa 3’ kraja čime se menja njena 

konformacija u formu koja može da veže ribozome ili Sok RNK. Kod ćelija koje su 

nasledile plazmid sa hok/sok lokusom, Sok RNK se veže za zrelu hok iRNK i reprimira 

translaciju.

Kod Enterococcus faecalis konjugabilni plazmid pADl je stabilisan prisustvom 

par lokusa koji kodira dve male RNK: RNK I i RNK II (Weaver et al., 1996). RNA I 

kodira toksični peptid Fst od 33 aminokiseline koji utiče na propustljivost membrane i 

dovodi do ćelijske smrti. RNK II sprečava translaciju RNK I tako što dolazi do 

preklapanja 3’ krajeva ovih RNK u dužini od 75 bp (Greenfield et al., 2000). Preklapanje 

rezultira formiranjem ukosnice koja ima ulogu u terminaciji transkripcije. In vitro 

analizama je pokazano da RNK II sprečava vezivanje ribozoma za RNK I kao i to da nije
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neophodno potpuno formiranje RNK dupleksa za funkcionisanje par lokusa. Takođe je 

pokazano da na 5’ kraju toksin RNK I postoji sekundama stmktura koja je neophodna za 

vezivanje sa antitoksin RNK II in vivo, i suprimiriranje Fst translacije dovoljno dugo da 

bi došlo do interakcije 3’ krajeva RNKI i RNKII (Shokeen et al., 2008).

1.5. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije 

translacije preko fra«s-kodiranih antisens iRNK

Trans aktivne antisens RNK mogu da vrše inhibiciju translacije direktnim 

maskiranjem translacionog inicijacionog regiona. Kod E. coli u odgovom na oksidativni 

stres sintetiše se OxyS RNK dužine 109 nt koja štiti bakterijsku DNK od oštećenja i 

indukuje plejotropni efekat menjajući ekspresiju više gena (Altuvia et al., 1997). OxyS 

reguliše translaciju rpoS iRNK koja kodira sigma faktor stacioname faze RpoS i 

translaciju fhlA  iRNK koja kodira transkripcioni aktivator u metabolizmu formijata. 

Pokazano je da mehanizam represije fhlA iRNK uključuje interakciju dve sekundame 

stukture iz OxyS sa dve ukosnice prisutne u lider regionu fhlA iRNK. Ovakav kompleks 

dovodi do direktnog blokiranja RBS sekvence fhlA  iRNK (Argaman and Altuvia, 2000). 

Za ovu regulaciju in vivo bitne su strukture obe RNK kao i prisustvo opšteg regulatora 

Hfq.

Pored antisens RNK koje reaguju sa translacionim inicijacionim regionima (TIR) 

postoje antisens RNK koje se vezuju za regione iRNK koje su mnogo udaljeniji od TIR.

Kod E. coli postoji tisAB lokus koji kodira SOS indukovan ,,toksin“ i antisense 

RNK IstR-1 koja ima ulogu ,,antitoksina“. Pokazano je da je RBS sekvenca lokusa tisAB 

sakrivena u kompleksnoj strukturi i stoga je onemogućeno vezivanje ribozoma, a da je 

udaljeniji uzvodni jednolančani region neophodan za formiranje temamog komplesa 30S- 

tRNK-iRNK (Darfeuille et al., 2007). Naime, 30S ribozomalna subjedinica je usidrena na 

jednolančanom regionu i najverovatnije sklizne do otvorenog TIR lokusa tisAB. 

Antitoksin IstR se jedino vezuje za translatirajuću formu tisAB iRNK za jednolančani 

region za koji je privremeno može biti usidrena 30S subjedinica. U ovom slučaju antisens 

RNK kompetira sa ribozomima za vezivanje.
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U mnogim slučajevima antisens RNK mogu da koregulišu više iRNK koje 

pripadaju različitim transkripcionim regulonima. Ovo je način da se vremenski 

koordiniše ekspresija različitih klasa iRNK u odgovoru na stres ili dostupnost nutrienata.

Kod S. typhymurium je pokazano da GcvB antisens RNK direktno inhibira 

inicijaciju translacije sedam target iRNK koje kodiraju proteine ABC transportera za 

aminokiseline i peptide (Sharma et al., 2007). Ova antisens RNK pošto ima G/U bogate 

sekvence se direktno vezuje za C/A bogate motive prisutne u više različitih iRNK. Ovi 

C/A motivi mogu biti prisutni u okviru TIR što objašnjava kako GcvB antisens RNK 

inhibira translaciju. Međutim, C/A motivi mogu biti prisutni i u uzvodnim sekvencama 

lociranim 35 nt dalje od RBS sekvence a da GcvB antisens RNK i dalje može da spreči 

vezivanje ribozoma. Kako je poznato da nesparene sekvence prisutne uzvodno od RBS 

sekvence pojačavaju efikasnost ribozoma, ovi C/A bogati motivi mogu biti prepoznati od 

strane ribozomalnog proteina S1 što olakšava pristajanje ovih iRNK na ribozomu 

(Komarova et al., 2005).

Pored gore opisanih slučajeva mali RNK molekuli mogu da regulišu transkripte 

koji kodiraju proteine koji koriste gvožđe kao što su enzimi akonitaza, superoksid 

dismutaza SodB, i više proteina koji skladište gvožđe (Masse and Gottesman, 2002).

Takođe, antisens RNK mogu biti deo regulatome mreže koja omogućava 

patogenim bakterijama da prilagode svoje metaboličke potrebe tokom infektivnog 

procesa i da kad se ukaže potreba eksprimiraju gene za virulenciju (Romby et al., 2006,; 

Toledo-Arana et al., 2007).

2. Bakterijski ribozomi -  mesto delovanja antibiotika

Ribozomi su kompleksni makromolekulski sistemi koji se sastoje, čak i kod 

najjednostavnijih organizama, od preko pedeset različitih proteina i rRNK molekula, tako 

da ukupna molekulska masa prelazi dva miliona Daltona. Kod svih danas živih ćelija 

ribozomi imaju istu osnovnu funkciju, funkciju u sintezi proteina.

Ribozomalni proteini, s jedne strane, imaju ulogu u struktuiranju rRNK molekula 

što im omogućava da poprime konformaciju neophodnu za brzu i efikasnu fimkciju 

(Klein et al., 2004). Mnoge od ovih konformacija bi bile termodinamički nestabilne i
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nemoguće da nije r-proteina. Druga funkcija r-proteina je helikazna aktivnost koja 

omogućava pristup informaciji u čvrsto struktuiranoj iRNK koja ulazi u ribozom (Takyar 

et al., 2005). Osim toga, na ulazu u peptidni tunel, r-proteini mogu da imaju ulogu 

senzora i da zavisno od prirode nascentnog peptida menjaju njegovu konformaciju dok 

prolazi kroz tunel, na izlazu iz tunela na zadnjoj strani ribozoma, r-proteini imaju ulogu u 

ukotvljavanju šaperona (Gabashvili et al., 2001, Ferbitz et al., 2004).

Kako je očuvanost funkcije povezana sa očuvanošću stukture, ribozomi 

filogenetski udaljenih organizama, kao što su bakterije i arhee, očekivano pokazuju 

značajan stepen sličnosti. Štaviše, eukariotski ribozomi, uključujući i one iz humanih 

ćelija pokazuju sličnost sa prokariotskim ribozomima. Konzervisanost strukture ribozoma 

je najočiglednija u regionima rRNK koji su direktno povezani sa kritičnim fimkcijama 

ribozoma: dekodiranje iRNK i peptidil transfer.

Prisustvo ovih specifičnih konzervisanih mesta kod svih bakterijskih vrsta ima za 

posledicu to da su ribozomi odlična meta za antibiotike. Veliki broj hemijski različitih 

antibiotika utiče na sintezu proteina vezujući se za svega nekoliko mesta na ribozomima. 

Mehanizam prepoznavanja vezujućih mesta od strane antibiotika je postao mnogo jasniji 

od kada je razrešena stuktura ribozoma, na nivou atomskih koordinata, dobijena 

difrakcijom X zraka na kristalima. Ono što je odmah postalo očigledno je da u regionu 

ribozoma koji je odgovoran za sintezu proteina nema r-proteina na rastojanju od 18 A, što 

je velika udaljenost imajući u vidu činjenicu da je ceo ribozom veličine ~200 A (Nissen 

et al., 2000). To je bio dokaz da rRNK usklađuje aminoacil i peptidil krajeve tRNK na 

(A) i (P) mestu u optimalnu konfiguraciju za formiranje peptidne veze (Bashan et al., 

2003).

Većina antibiotika koja se vezuje za ribozome se u stvari vezuje za one delove 

30S i 50S subjedinica koji su rRNK bogati (slika 2), i do sada je rešeno više kristalnih 

struktura ribozomalnih subjedinica u kompleksu sa nekim od brojnih antibiotika.

Mala ribozomalna subjedinica je target za tetracikline, ciklične peptide, 

paktamicin i aminoglikozodne antibiotike (slika 2a). Vezivanje aminoglikozida kao što su 

geneticin, paromomicin i apramicin za mesto dekodiranja u 30S subjedinici je dobro 

okarakterisano bilo kristalografski (Hermann et al., 2005; Vicens et al., 2003) bilo NMR 

metodom (Fourmy et al., 1996; Yoshizawa et al., 1998).
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Velika, 50S ribozomalna subjedinica je target za veći broj antibiotika: MLSb 

(makrolidi, linkozamide, streptogramin B), ketolidi, tiopeptidne antibiotike i 

hloramfenikol (slika 2b). Oni se vezuju za tri bitna funkcionalna domena u subjedinici 

koji kontrolišu GTP hidrolizu, formiranje peptidne veze i transfer peptida kroz tunel 

subjedinice. Najveći broj informacija dobijen difrakcijom X zraka na kristalima, odnosi 

se na vezivanje MLSb antibiotika (Tu et al., 2005; Schlunzen et al., 2001; Hansen et al., 

2002) hloramfenikola (Hansen et al., 2003), puromicina (Nissen et al., 2000) i 

oksazolidinona (Kloss et al., 1999) za peptidiltransferazni centar.

fitosstpapton
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Slika 2. Mesta vezivanja antibiotika na bakterijskim ribozomima (Poehlsgaard et 
al., 2005). a) Mala ribozomalna subjedinica 30S. b) Velika ribozomalna subjedinica 50S. 
rRNK je prikazana u žutoj i sivoj boji dok su ribozomalni proteini prikazani u 
narandžastoj i plavoj boji.

2.1. Mesto vezivanja aminoglikozidnih antibiotika na 30S 

subjedinici

Aminoglikozidni antibiotici su moćne bakteriostatske i baktericidne supstance, 

širokog spektra, koji primamo deluju na aerobne Gram-negativne bacile i Gram-pozitivne 

koke. Po hemijskom sastavu to su polikatjonski oligosaharidi sa više amino i hidroksil 

gmpa. Molekuli aminoglikozida se sastoje od karakterističnog centralnog

21



aminociklitolnog prstena koji je povezan sa jednim ili više aminošećera glikozidnim 

vezama. Većina aminoglikozidnih antibiotika koja je u kliničkoj upotrebi ima 2- 

deoksistreptamin kao centralni aminociklitol koji može biti monosupstituisan na poziciji 

4 kao što je slučaj kod antibiotika neamina, ili disupstituisan na pozicijama 4 i 5 

(ribostamicin), odnosno na pozicijama 4 i 6 (kanamicin, gentamicin, tobramicin). 

Bakterije najčešće proizvode aminoglikozide u neaktivnoj fonni, fosforilisane ili 

acetilovane, koji se aktiviraju nakon sekrecije van ćelija uklanjanjem inaktivnih grupa 

(Lacalle et al., 1993; Tercero et al., 1996). Kako antibiotici u aktivnoj formi mogu 

ponovo da uđu u ćeliju, organizmi proizvođači aminoglikozidnih antibiotika štite se od 

sopstvenog toksičnog proizvoda metilacijom A mesta u 16S rRNK čime se sprečava 

vezivanje antibiotika za target mesto na ribozomu.

Mesto dekodiranja na 30S subjedinici je deo ribozomalnog A mesta (Slika 3) i 

nalazi se na kraju heliksa 44 u 16S rRNK. Funkcija ovog mesta je praćenje kodon- 

antikodon interakcije nakon što se aminoacilovana tRNK pozicionira u A mesto pomoću 

elongacionog faktora Tu koji je u kompleksu sa GTP. Za ovu funkciju u samom 

dekodirajućem mestu su zadužena dva univerzalno konzervisana nukleotida A1492 i 

A1493 (Yoshizawa et al., 1999; Ogle et al., 2001). Kada je interakcija iRNK i tRNK 

potpuno kompatibilna, konformacija njihove ribozo-fosfatne okosnice je takva da 

favorizuje formiranje vodoničnih veza sa bazama nukleotida A1492 i A1493. Da bi došlo 

do takve interakcije, A1492 i A1493 moraju da se izmeste iz heliksa 44 kao što je to 

prikazano na Slici 3.
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Slika 3. Mesto dekodiranja na 30S ribozomalnoj subjedinici (Poehlsgaard et al., 2005). 
Prikazani su nukleotidi A1492 i A1493 nakon izmeštanja iz heliksa 44, u interakciji sa 
iRNK (ljubičasta boja) i tRNK (zelena boja) u A mestu. Aminoglikozidni antibiotici 
paromomicin (crvena boja) i geneticin (plava boja) su vezani za heliks 44. Prikazani su i 
nukleotidi G1405 i A1408.

Vezivanje tRNK za A mesto je takođe praćeno konformacionom promenom nukleotida 

G530 koji dodatno podržava izmenjenu konformaciju A1492 i A1493. Opisane 

konformacione promene u 16S rRNK dovode do rearanžmana više r-proteina što rezultira 

pomeranjem glave 30S subjedinice ka većoj ribozomalnoj subjedinici koja dalje odgovara 

na signale hidrolizom GTP molekula. Potom dolazi do pomeranja aminoacilovanog 

ostatka tRNK u peptidil-transferazni centar na 50S subjedinici gde se formira peptidna 

veza. Ribozom se zatim pomera jedan kodon duž iRNK molekula čime novi kodon biva 

smešten unutar A mesta. Ovo dalje vodi translokaciji tRNK koja nosi peptid u P mesto, 

dok se deacilovana tRNK pomera u E mesto odakle biva izbačena sa ribozoma. Ciklus se 

ponavlja više stotina puta dok peptidni lanac narasta iz peptidil-transferaznog centra kroz 

tunel u većoj subjedinici da bi izašao sa zadnje strane ribozoma.

Analiza kristalnih struktura dekodirajućeg A mesta u kompleksu sa 

paromomicinom, tobramicinom i geneticinom je pokazala da je za specifično vezivanje 

antibiotika za A mesto bitan par U1406TJ1495 i A1408 iz heliksa 44, kao i 2- 

deoksistreptaminski ostatak antibiotika (Pfister, 2005).

Aminoglikozidni antibiotici sa neaminskom stukturom se preko aminoglikozidnih 

prstenova I i II vezuju za veliki žljeb heliksa 44 u blizini A1492 i A1493 nukleotida 

(Vicens et al., 2003). Ovo vezivanje antibiotika dovodi do izmeštanja A1492 i A1493 iz 

heliksa 44, ali novonastala konformacija nije identična gore opisanoj i u njoj ne učestvuje 

G530. Bez obzira do kakvih konformacionih rearanžmana u 16S rRNK molekulu dovodi 

vezivanje pomenutih aminoglikozidnih antibiotika za A mesto, posledica je narušavanje 

tačnosti čitanja informacije sa iRNK, pošto ribozomi ne mogu više da razlikuju pogrešno 

spareni od tačno sparenog iRNK-tRNK kompleksa (Rodnina et al., 2002).

Ostali aminoglikozidni antibiotici deluju na druge kritične korake u translaciji. 

Spektinomicin se npr. vezuje za manji žljeb 16S rRNK na kraju heliksa 34 blizu osne
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tačke glave 30S subjedinice i sprečava pomeranje glave i rearanžman heliksa koji su 

neophodni za korak translokacije (Carter et al., 2000). Higromicin B se vezuje između A 

i P mesta tako da utiče na i na tačnost čitanja informacije i na translokaciju (Brodersen et 

al., 2000). Međutim, za razliku od drugih aminoglikozidnih antibiotika koji utiču na 

tačnost čitanja, higromicin B ne ostvaruje kontakt sa A1408 koji je konzervisan među 

bakterijama. Odsustvo ovog kontakta objašnjava činjenicu da se higromicin B može 

vezati i za eukariotske ribozome gde se na poziciji 1408 u 18S rRNK nalazi G (Lynch 

and Puglisi, 2001). Streptomicin pak, interaguje sa fosforiboznom okosnicom iz četiri 

različita domena 16S rRNK. To je ujedno i jedini aminoglikozidni antibiotik koji 

ostvaruje interakciju sa r-proteinima, tačnije S12 proteinom (Puglisi et a l, 2000).

Bez obzira da li aminoglikozidi deluju baktericidno kao što je slučaj sa 

kazugamicinom, higromicinom B i spektinomicinom, ili bakteriostatski što je slučaj kod 

disupstituisanih 2-deokistreptamina, posledica njihovog dejstva je produkcija pogrešno 

translatiranih proteina što ima dramatične posledice po ćeliju, koje vode letalnom ishodu.

3 .16S rRNK metiltransferaze i rezistencija na aminoglikozidne 

antibiotike

Mikroorganizmi proizvođači raznih sekundamih metabolita npr. antibiotika, 

moraju ostati aktivni u sopstvenog toksičnog proizvoda. Strategije tolerancije koje su 

proizvođači antibiotika razvili u cilju izbegavanja samointoksikacije uključuju enzimsku 

modifikaciju antibiotika, sprečavanje kontakta antibiotika i njegovog targeta i 

modifikaciju mesta vezivanja antibiotika.

Posedovanje enzima koji inaktiviraju antibiotike je bitna karakteristika za 

preživljavanje kod većeg broja bakterija proizvođača. Tako je rezistencija na 

aminoglikozidne antibiotike najčešće ostvarena delovanjem enzima koji modifikuju i 

inaktiviraju sam antibiotik: aminoglikozid acetiltransferaze i aminoglikozid 

fosfotransferaze dok su kod kliničkih sojeva tj. patogenih bakterija prisutne 

aminoglikozid adeniltransferaze koje nisu pronađene kod proizvođača (Shaw, et al., 

1993).
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Kod proizvođača aminoglikozidnih antibiotika, streptomiceta i mikromonospora, 

rezistencija na sopstveni toksični proizvod može biti obezbeđena pored već pomenute 

enzimske inaktivacije, i modifikacijom mesta vezivanja antibiotika putem metilacije 

rRNK molekula. Metilacija tačno određenih nukleotida u 16S rRNK (G1405 i A1408) 

onemogućava vezivanje antibiotika za ciljno mesto i efikasno štiti domaćina (Cundliffe, 

1989a ib).

Do pre par godina metilacija 16S rRNK kao mehanizam rezistencije nije bila 

detektovana kod patogenih bakterija. Sa otkrićem 16S rRNK metiltransferaza kod 

kliničkih sojeva, porastao je broj članova familije metiltransferaza kao i potreba da se ovi 

enzimi klasifikuju. Tako je predloženo da metiltransferaze iz proizvođača i patogena čine 

superfamiliju koja je označena kao Rma (Resistance methyltransferases for 

aminoglycosides) (Conn et al., 2008). Ova superfamilija je podeljena u dve različite 

grupe, zavisno od toga koji je nukleotid metilovan, pa postoje G1405 metiltransferaze i 

A1408 metiltransferaze. Familije metiltransferaza koje metiluju G1405 su označene kao 

Kgm (Kanamycin-gentamicin methyltransferasease), ukoliko su izolovane iz 

proizvođača, ili Arm (Aminoglycoside resistance methyltransferase) ukoliko su izolovane 

iz patogena. Familije metiltransferaza koje metiluju A1408 su označene kao Kam 

(Kanamycin-apramycin methyltransferase) ukoliko potiču iz proizvođača, ili Pam (Pan- 

aminoglycoside methyltransferase) ukoliko su izolovane iz patogena (slika 4).
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Slika 4. Filogenetski odnos familija 16S rRNK metiltransferaza koje obezbeđuju 
rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike (Savic et al., 2009). A) G1405 
metiltransferaze (Kgm i Arm familija) i B) A1408 metiltransferaze (Kam i Pam familija)

3.1. Kgm i Kam familija metiltransferaza

Mnogi od gena koji kodiraju enzime, pripadnike Kgm i Kam familija 

metiltransferaza su klonirani (Holmes et al., 1991, Keleman et al., 1991, Kojic et al., 

1992, Thompson et al., 1982). Opšta karakteristika ovih enzima je da koriste S-adenozil- 

L-metionin kao kofaktor tj kao donora metil grupe.

Nukleotid G1405 je determinisan kao mesto metilacije za veći broj članova Kgm 

familije metiltransferaza: KgmB iz Streptoallotheicus tenebrarius ranije poznat kao i 

Streptomyces tenebrarius (Tamura et al., 2008), Sgm iz Micromonospora zionensis,
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GrmA iz Micromonospora echinospora, Krm iz Frankia s/?.(Holmes et al., 1991; Tomic, 

et al., 2008; Savic et al., 2009; Cubrilo et al., 2009;).

Mesto delovanja KamA iz Streptomyces tenjimariensis kao i KamB i KamC iz 

Saccharopolyspora hirsuta, metiltransferaza iz Kam familije je takođe određeno, i 

pokazano je da je to A1408 nukleotid u 16S rRNK (Beauclerk et al., 1987; Savic et al., 

2009; Holmes et al., 1991).

Aminoglikozidni antibiotici 4,5- i 4,6-disupstituisani 2-deoksistreptamini (2- 

DOS) (Slika 5.) formiraju specifične vodonične veze sa nukleotidima A mesta u 16S 

rRNK. Modifikacija ili mutacija ključnih nukleotida u ovom regionu dovodi do 

narušavanja vodoničnih veza što dalje rezultira nemogućnošću vezivanja antibiotika za 

16S rRNK i rezistencijom na aminoglikozidne antibiotike kod bakterija.

Aktinomicete proizvođači aminoglikozidnih antibiotika mogu da vrše metilaciju 

N7 guanina u poziciji 1405 i N1 adenina u poziciji 1408. Metilacija N7G1405 kod 

proizvođača obezbeđuje rezistenciju na 4,6, disupstituisane 2-DOS iz kanamicinske i 

gentamicinske grupe, ali ne i na apramicin, dok metilacija N1A1408 obezbeđuje 

rezistenciju na kanamicin, tobramicin, sisomicin i apramicin, ali ne i na gentamicin 

(Cundliffe et al., 1989; Skeggs et al., 1985; Zalacain and Cundliffe, 1989). Ovakav 

obrazac rezistencije je pronađen i kod patogenih bakterija.

27



S ub t: tu tic rt RSn® t Rmg t fB n jlM tV  S . S t R . R , Arrm c-g-yccsfcfe

%

Z-i

IjH j, C -i HS 
SH CH -i Farans.it tte

✓ nu
HN j

B5 r%
■ * H C V f\

a r f t i
F._

i s z f s n jm

5 ( S‘
fiO  --tt-a.- O

%  # NH,

4 , 5 »

K> O t -*

v *> *  « *  

M
HC OH

Hrg I

=^sstanwcte

BulraarS

NK. CH H 
O r -3H H

• £> S, r ' V - \
*  \  1 "

rrE fif

E
R am cn ^S i

1 *8 *  HC m  H H 

- Srg 1

o D KK» *

m g fiif c_ l

IMaor^sSn A

J i M NK*

MMIj OM C-i H 

m  M 
HJN OK OH NH, +s 

' u * i~  HH, H t * .  -B

vX " ' r ', VHt  c n  0_( ahe

•3 iiT > c r e 

K3rarij>es, c  
Ta-'snvcfr 

A M adn

CH, NHCHf-i +. 
R js a irs a m  CH, HHI. H «

K___ _ H HHI H H

' CH, OM O ri CH

% *0«

'SerSa-rtUr C1 

SsTSafnar C2 

»Sarsmar C1A 

sanesc«

Slika 5. Hemijske strukture aminoglikozidnih antibiotika: monosupstituisanih, 4,5- 
disupstituisanih i 4,6- disupstituisanih 2-DOS. (Chittapragada et al., 2009)

Obe grupe disupstituisanih 2-deoksistreptamina, 4,6-DOS i 4,5-DOS, se vezuju za 

16S rRNK tako da se njihov prsten I nalazi u neposrednoj blizini A1408. Metilovani 

nukleotid A1408 je pozitivno naelektrisan na neutralnom pH i može da spreči vezivanje 

antibiotika stemim ometanjem ali i odbijanjem pozitivno naelektrisanog antibiotika. Ova

28



modifikacija obezbeđuje rezistenciju na apramicin i na kanamicinsku grupu 4,6-DOS 

aminoglikozida ali ne i gentamicin, neomicin i paromomicin (Cundliffe et al., 1990).

Nedavno je pokazano da se neomicin, paromomicin i gentamicin vezuju za heliks 

69 u 23 S rRNK u neposrednoj blizini P-mesta čime inhibiraju recikliranje ribozoma 

(Borovinskaya et al., 2007). Po svemu sudeći jednostavna zaštita metilacijom primamog 

targeta nije dovoljna za obezbeđivanje visokog nivoa rezistencije na antibiotike pa su 

neophodne dodatne interakcije antibiotika i ribozoma. Poznato je takođe da paromomicin 

inhibira sklapanje 30S subjedinice sa podjednakom efikasnošću kao što inhibira 

translaciju (Champney et al., 2006; Mehta et al., 2002)

Kristalne strukture dva 4,6-DOS aminoglikozida, gentamicina i tobramicina, u 

kompleksu sa A mestom 16S rRNK su pokazale da antibiotici preko supstituenata na 

prstenu III ostvamju direktan kontakt sa G1405 (Yoshizawa et al., 1998; Vicens and 

Westhof, 2002). Kada je G1405 metilovan, dolazi do stemih smetnji i elektrostatičkog 

odbijanja između nukleotida i antibiotika. S drage strane, kod 4,5-DOS aminoglikozida 

kao što su paromomicin i neomicin, supstituenti na poziciji 5 su pod dmgačijim uglom 

tako da su udaljeniji od G1405 i metilacija na ovom mestu ne interferira sa vezivanjem 

antibiotika. Dakle, modifikacija G1405 od strane Kgm familije metilaza je jedino 

efikasna protiv 4,6-DOS aminoglikozida i obezbeđuje visok nivo rezistencije i na 

kanamicinsku i na gentamicinsku gmpu antibiotika. Nijedna metiltransferaza pronađena 

kod producenata ne obezbeđuje rezistenciju na 4,5-DOS aminoglikozidne antibiotike.

3.2. Arm i Pam familija metiltransferaza

Od 2002. godine do danas otkriveno je pet različitih 16S rRNK metiltransferaza u 

kliničkim izolatima Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, 

Acinetobacter spp., Klebsiella pneumoniae (Yokoyama et al., 2003; Galimand et al.,2003 

i 2005; Yan et al., 2004; Doi et al., 2004; Yamane et al., 2004, 2005, 2007; Gonzales- 

Zom et al., 2005a i 2005b; Park et al., 2006; Wachino et al., 2006, 2007; Chen et al., 

2007; Kang et al., 2008).
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Pet različitih 16S rRNK metiltransferaza su klasifikovane kao Arm familija 

metiltransferaza (ArmA, RmtA, RmpB, RmtC i RmtD).

S druge strane prisustvo metilaze, NpmA, koja vrši metilaciju A1408 kod klinički 

izolovanih bakterija potvrđeno je u samo jednom slučaju, kod E. coli (Wachino et al., 

2007). Ova metiltransferaza je klasifikovana kao član Pam familije metiltransferaza.

Ovih šest novootkrivenih 16S rRNK metiltransferaza, baš kao i metiltransferaze 

kod proizvođača, metiluju N7 guanina u poziciji 1405, odnosno N1 adenina u poziciji 

1408 i na taj način obezbeđuju rezistenciju na širok spektar aminoglikozida. Geni za 16S 

rRNK metiltransferaze kod kliničkih izolata su smešteni na plazmidima, za razliku od 

aktinomiceta, proizvođača antibiotika, kod kojih se metilazni geni nalaze na hromozomu. 

Mada, prema najnovijim podacima iz literature (Yu et al., 2009), geni za metiltransferaze 

kod patogenih bakterija mogu biti locirani i na hromozomu.

Prvi otkriveni član Arm familije je ArmA metiltransferaza pronađena kod 

kliničkog soja Citrobacter freundii, mada, osim deponovane sekvence nema drugih 

literatumih podataka o ovom izolatu. Ubrzo potom je ArmA metiltransferaza 

identifikovana i dobro okarakterisana kod K. pneumoniae (Galimand et al., 2003). 

Pokazano je da je gen armA smešten na konjugabilnom plazmidu kao deo funkcionalnog 

transpozona zajedno sa genima ant3”9 (omogućava rezistenciju na streptomicin i 

spektinomicin) sull (omogućava rezistenciju na sulfonamide) i dfrXII (omogućava 

rezistenciju na trimetoprim) (Galimand et al., 2005). ArmA metiltransferaza, locirana na 

transpozonu zajedno sa drugim genima za rezistenciju, je identifikovana i kod E. coli 

izolata iz životinja (Gonzales-Zom et al., 2005a).

Kod sojeva Pseudomonas aeruginosa i Serracia marcescens iz kliničkih uzoraka 

pronađene su još dve 16S rRNK metiltransferaze, RmtA odnosno RmtB, koje na nivou 

aminokiselinske sekvence pokazuju 82% identičnosti (Yamane et al., 2004; Doi et al., 

2004). Kasnije je utvrđeno prisustvo metilaze RmtB i kod E. coli (Perichon et al., 2007). 

Pronađeni sojevi su pokazivali visok nivo rezistencije na različite aminoglikozide 

uključujući amikacin, tobramicin, kanamicin i gentamicin.

Za produkte armA i rmtB gena je eksperimentalno određeno mesto metilacije, i 

pokazano je da ove metiltransferaze, kao što je i očekivano, modifikuju N7 guanin na 

poziciji 1405 (Liou et al., 2006; Perichon et al., 2007).
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P. aeruginosa je pokazivao i rezistenciju na arbekacin, antibiotik koji može biti 

inaktivisan samo bifunkcionalnim enzimom koji poseduje acetiltransferaznu i 

fosfotransferaznu aktivnost, a koji nije do danas pronađen kod Gram negativnih bakterija 

(Doi et al., 2004). rmtA gen je pronađen na transpozonu Tn5041 (Yamane et al., 2004), a 

rmtB je deo velikog nekonjugabilnog plazmida S. marcescens koji se elektroporacijom 

može lako ubaciti u E. coli (Doi et al., 2004).

Kod E. coli 1540 je detektovan rmtB gen na velikom konjugabilnom plazmidu. 

Pored ovog gena na istom plazmidu se nalazi gen qepA koji kodira transporter tj. pumpu 

za efluks kinolona iz ćelije čime je bakteriji obezbeđena rezistencija na kinolone 

norfloksacin i ciprofloksacin (Perichon et al., 2007). Takođe, za ovaj gen je 

determinisano mesto metilacije, a to je N7 nukleotida G1405.

Identičnost sekvenci na aminokiselinskom nivou RmtA, RmtB i metiltransferaza 

iz aktinomiceta se kreće preko 30%. Identičnost između RmtA i GrmA, GrmB, KgmB i 

Sgm metilaza iznosi oko 32%, dok je identičnost sekvenci RmtB sa metiltransferazama iz 

aktinomiceta preko 30% (Savic, 2009). Visok G+C sastav RmtA i RmtB metilaza 

sugeriše mogući horizontalni transfer gena iz bakterija proizvođača antibiotika u Gram 

negativne patogene.

RmtC metiltransferaza, četvrta od 6 novih metiltransferaza, je detektovana i kod 

Proteus mirabilis (Wachino et al., 2006). Ona je odgovoma za rezistenciju bakterija na 

4,6 2-DOS. Mesto metilacije nije determinisano ali se pretpostavlja da je to G1405 po 

uzom na metiltransferaze iz aktinomniceta koje pokazuju isti profil rezistencije na 4,6- 

DOS, ali i senzitivnost na 4,5-DOS. RmtC metiltransferaza pokazuje nizak procenat 

identičnosti sa ostalim metiltransferazama pronađenim u patogenima (oko 30%) kao i sa 

metiltransferazama iz aktinomiceta (manje od 25%).

RrntD je peta otkrivena 16S rRNK metiltransferaza iz Gram negativnih bakterija, 

a dmga otkrivena u Pseudomonas aeruginosa nakon RmtA (Doi et al., 2007). RmtD 

obezbeđuje rezistenciju na 4,6 2-DOS aminoglikozide ali ne i na apramicin, neomicin i 

streptomicin, što ukazuje da pripada gmpi metiltransferaza koje deluju na G1405. RmtD 

pokazuje 42% identičnosti na aminokiselinskom nivou sa RmtB, 40% sa RmtA i manje 

od 29% identičnosti sa RmtC. Ove metiltransferaze su svega 29% do 31% identične sa 

ArmA.
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Sve metiltransferaze iz patogenih bakterija pokazuju oko 20% do 30% 

identičnosti sa metiltransferazama iz aktinomiceta: GrmA, KgmB, Kmr i FmrO (Wachino 

et al., 2006). Ne postoji direktan dokaz da geni iz kliničkih sojeva vode poreklo od 

zajedničkog pretka, mada se pretpostavlja da potiču od za sada, nepoznatog proizvođača 

aminoglikozidnih antibiotika.

Do danas, jedini otkriveni član Pam familije je NpmA metiltransferaza iz E. coli 

(Wachino et al., 2007). NpmA je jedina do sada pronađena metiltransferaza koja 

obezbeđuje rezistenciju na 4,6 2-DOS aminoglikozide, kao što je amikacin i gentamicin, 

ali i na 4,5 2-DOS aminoglikozidne antibiotike-neomicin i ribostamicin. Mesto metilacije 

je determinisano i pokazano je da NpmA metiluje N1 adenin u poziciji 1408. Ovaj novi 

enzim pokazuje svega 30% identičnosti sa KamA metilazom iz Streptomyces 

tenjimariensis. G+C sastav npmA gena je 34% što je mnogo niže od G+C sastava gena za 

KamA metiltransferazu iz aktinomiceta koji iznosi 70%. Na osnovu ovih podataka je 

jasno da poreklo ovog gena treba tražiti kod bakterija proizvođača sa niskim G+C 

sastavom.

Geni za metiltransferaze kod patogenih bakterija su pronađeni na mobilnim 

genetičkim elementima, transpozonima i plazmidima. Ovi geni su asocirani sa genima 

koji omogućavaju rezistenciju na neke druge antibiotike i genima koji omogućavaju 

transpoziciju. Kombinacija transpozicije i konjugacije ima ključnu ulogu u širenju gena 

za metiltransferaze među enterobakterijama humanog i životinjskog porekla.

3.3 „House_keeping“ metiltransferaze i rezistencija na 

antibiotike

RNK metiltransferaznoj grupi enzima pripadaju i RNK metiltransferaze koje za 

substrat mogu da imaju tRNK i rRNK i neophodne su za pravilno funkcionisanje 

ribozoma odnosno translacije. Prepoznavanje rRNK od strane većeg broja „house- 

keeping“ metiltransferaza je mesto specifično i odvija se tokom sazrevanja rRNK. 

Poznato je da E. coli sadrži 10 metilovanih nukleotida u manjoj i 14 u većoj 50S 

ribozomalnoj subjedinici. Svi metilovani nukleotidi se nalaze u regionima koji su
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neophodni za fiinkcionisanje ribozoma kao što je mesto dekodiranja, iRNK i tRNK 

vezujuće mesto (Basturea et al., 2006; Decatur et al., 2002). Smatra se da „house- 

keeping“ metiltransferaze imaju ulogu u održavanju i stabilizaciji 3D strukture ribozoma 

što je neophodno za pravilnu translaciju. Dodatak metil grupe lokalno menja 

konformaciju rRNK i njenu interakciju sa specifičnim proteinima, tRNK i iRNK i tako 

utiče na efikasnost sinteze proteina.

U ribozomalnom A mestu u 16S rRNK E. coli ,,house-keeping“ metiltransferaze 

metiluju više nukleotida: C1402, C1407 i U1498. Metiltransferaza RsmF metiluje C1407 

(Hallberg et al., 2006), RsmE metiluje U1498 (Basturea et al., 2006) dok je nepoznata 

metilaza koja deluje u poziciji C1402. Gen ksgA kodira RsmA (van Buul and 

Knnipenberg, 1985) metilazu koja vrši dimetilaciju dva adenina: A1518 i A1519; rsmB i 

rsmC geni kodiraju dva enzima koji metiluju C967 i G1207 (Tscheme et al., 1999a, 

Tscheme et al.,1999b).

Mada imaju osnovnu ulogu u održavanju normalne funkcije ribozoma, pokazano 

je da ukoliko dođe do gubitka neke od gore pomenutih modifikacija ribozomi pokazuju 

nizak do umeren nivo rezistencije na neke antibiotike. Prvi i najbolje opisani primer je 

KsgA ili RsmA metiltransferaza koja je odgovoma za dimetilaciju dva nukleotida koji se 

nalaze na 3 ’kraju 16S rRNK: A1518 i A1519. Izostanak metilacije A1519 direktno 

dovodi do rezistencije na kazugamicin najverovatnije promenom konformacije vezujućeg 

mesta za antibiotik koje se nalazi u kanalu između E i P mesta na 30S subjedinici (Vila- 

Sanjurjo et al., 1999).

KsgA prepoznaje 30S subjedinicu ali ne i golu 16S rRNK. Kristalna struktura 

KsgA je pokazala da je ovaj protein najsličniji N6,N6, adenozin dimetilazi ErmC’ 

(O’Farel et al., 2004). Ortolozi ovog enzima su pronađeni kod arhebakterija (O’Farel et 

al., 2006) , eukariota (Lafontaine et al., 1994), hloroplasta (Tokuhisa et al., 1998) i 

mitohondrija (Seidel-Rogol et al., 2003). Nedavno je pokazano da KsgA ima ulogu 

kontrolora novoformiranih, 30S subjedinica koji su sposobni za translaciju (Connolly et 

al., 2008) kao i da prepoznaje i modifikuje samo translaciono neaktivnu konformaciju 

30S (Desai et al., 2006).

Slično KsgA metiltransferazi, usled gubitka metilacione aktivnosti rsmG gena 

koji kodira 16S rRNK metiltransferazu koja metiluje G527, javlja se rezistentan fenotip.
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Streptomicin reaguje sa rRNK u ovom regionu i gubitak metilacije je u korelaciji sa 

niskim nivoom rezistencije na antibiotik (Okamoto et al., 2007). Ukoliko dođe do gubitka 

funkcije TlyA metiltransferaze iz mikobakterija, koja modifikuje 0 4 0 9  u 16S rRNK i 

0 9 2 0  u 23S rRNK, bakterije postaju rezistentne na kapreomicin i viomicin, dva 

antibiotika koja se vezuju za granične površine ribozoma (Johansen et al., 2006).

4. Struktura i funkcija 16S RNK metiltransferaza

Metiltransferaze koje koriste SAM kao kofaktor u enzimskoj reakciji su podeljene 

u pet različitih klasa (Schubert et al., 2003). Najbrojnija je klasa I i njoj pripadaju 

metiltransferaze koje mogu da modifikuju najrazličitije supstrate: proteine, DNK, RNK i 

mnoge male molekule. Ovoj klasi pripadaju i 16S rRNK metiltransferaze.

Zajednička karakteristika svih SAM-zavisnih metiltransferaza jeste prisustvo 

visoko stuktuiranog jezgra koje je nazvano ,,SAM-zavisna metiltransferazna stuktura“ 

koji sadrži džep za vezivanje SAM. Ovo jezgro čini (3 ploča sastavljena od sedam lanaca. 

Lanac 7 je antiparalelan u odnosu na ostale i umetnut je između lanaca 5 i 6. Sama [3 

ploča je oivičena a  heliksima (Slika 6).

Slika 6. Tercijama stmktura klase I SAM-zavisnih metiltransferaza koja se sastoji od 
sedmolančane fl ploče oivičene a  heliksima. a) dijagram u vidu ,,traka“ Sgm proteina. p 
ploče su predstavljene zelenim, dok su a  heliksi predstavljeni plavim ,,trakama“. b) 
dijagram topologije Sgm proteina. [3 ploče su predstavljene zelenim trouglovima. a  
heliksi su predstavljeni plavim kmgovima (Schubert et al., 2003).

a)

c
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Jezgro klase I SAM-zavisnih metiltransferaza je visoko konzervisano i prisutno kod 

rnnogih enzima koji prepoznaju različite supstrate. Kako proteini ove klase pokazuju 

veliku sličnost sa proteinima koji poseduju Rossman-fold domene pa se pretpostavlja da i 

jedni i drugi vode poreklo od zajedničkog pretka.

Do skora je postojalo malo podataka vezanih za strukturu 16S rRNK 

metiltransferaza. Inicijalni pokušaji sagledavanja stukture Sgm 16S rRNK 

metiltransferaza načinile su istovremeno dve istraživačke grupe 1) Laboratorija za 

molekulamu genetiku aktinomiceta iz Instituta za molekulamu genetiku i genetičko 

inženjerstvo u saradnji sa Laboratorijom Greame Conn-a sa Univerziteta u Mančestem i 

2) Laboratorija Gordane Maravić Vlahoviček sa Odseka za biohemiju i molekulamu 

biologiju Farmaceutskog i Biohemijskog fakulteta u Zagrebu. Prvi rezultati, publikovani 

u isto vreme, tokom 2008 godine, su saglasni i potvrđuju da se Sgm protein sastoji iz dva 

domena manjeg N-terminalnog i većeg C-terminalnog domena, kao i da je veći C- 

terminus odgovoran za katalitičku i koenzimsku funkciju a da je funkcija manjeg N- 

terminusa prepoznavanje targeta (Maravic Vlahovicek et al., 2008; Savic et al., 2008).

Komparativnom analizom sekvenci i kompjuterskim modelovanjem napravljena 

je stmktuma baza za funkcionalnu karakterizaciju Sgm metiltransferaze. Model jasno 

pokazuje podelu proteina na dva velika struktuma domena kao i to da u okvim C- 

terminusa 164 aminokiseline formiraju Rossmann-fold-u sličnu struktum, kao što je i 

očekivano za metiltransferaze. Ovaj model je u saglasnosti sa eksperimentalnim 

podacima dobijenim analizom CD spektra proteina. Analizom sekvenci pripadnika Kgm i 

Arm familije metiltransferaza identifikovane su potencijalne aminokiseline koje 

učestvuju u vezivanju SAM i transfem metil gmpe. (Maravic Vlahovicek et al., 2008; 

Savic et al., 2008).

Eksperimentalno je potvrđeno da aminokiseline glicin na poziciji 135 i 

asparaginska kiselina na pozicijama 156 i 182 formiraju džep za vezivanje SAM, dok 

aminokiseline lizin na poziciji 199, glutaminska kiselina na pozicijama 205 i 267 i 

arginin na poziciji 236 učestvuju u transfem metil gmpe (Savic et al., 2008).

Prema in silico modelu N-terminalni domen ima ulogu u prepoznavanju targeta. S 

obzirom da Sgm metiltransferaza prepoznaje 16S rRNK samo u okvim kompletno 

stmktuirane 30S subjedinice, pretpostavljeno je da je ribozomalni protein S12, koji se
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nalazi u blizini nukleotida G1405 i A1408 odgovoran za interakciju Sgm proteina sa 30S 

subjedinicom (Con et al., 2008). Uloga S12 bi mogla biti ili direktna, što bi značilo da 

Sgm interaguje sa S12 i rRNK ili indirektna kada bi protein modulisao strukturu rRNK 

praveći specifično mesto prepoznavanja jedino prisutno u intaktnoj 30S subjedinici. Da bi 

se detaljno objasnio molekulami mehanizam kako Sgm prepoznaje target, neophodno je 

napraviti kristal u kom bi Sgm metiltransferaza bila vezana za 30S subjedinicu.

Od nedavno situacija vezana za stuktum i funkciju Sgm postaje mnogo jasnija s 

obzirom da je gmpa autora, objavila rad sa prvom razrešenom trodimenzionalnom 

stukturom Sgm 16S rRNK metiltransferaze poreklom iz proizvođača antibiotika u 

kompleksu sa kofaktorima S-adenozil metioninom (SAM) i S-adenozil homocisteinom 

(SAH) na rezoluciji od 2.0 i 2.1 A (Husain et al., 2010). Ovo nije prva razrešena stmktura 

jedne 16S rRNK metiltransferaze; pre pomenutog rada, objavljene su razrešene stmkture 

dve metiltransferaze iz patogenih bakterija ArmA i RmtB (Schmitt et al., 2009).

Razrešena 3D stmktura Sgm metiltransferaze kao i urađeni biohemijski 

eksperimenti pokazuju da je C-terminalni domen specifičan za familiju metiltransferaza 

kojoj pripadaju i ArmA i RmtB metiltransferaze. Prikazana sekundama stuktura Sgm 

metiltransferaze u kompleksu sa kofaktorom (slika 7), dobijena na osnovu difrakcije X 

zraka je u saglasnosti sa ranijim kompjuterskim predikcijama tercijame stmkture ovog 

proteina (Maravic Vlahovicek et al., 2008).
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Slika 7. Struktura Sgm metiltransferaze (Husain et al., 2010). Dijagram Sgm-kofaktor 
kompleks. Obeleženi su N (crvena boja) i C terminusi (plava boja), kao i kofaktor SAM 
(zelena boja).

Eksperimentalni podaci potvrđuju domensku prirodu proteina: N-terminus (Asp8- 

Pro70) i C tenuinus (Asn71-Gln273). C-terminus poprima Rossmann strukturu tipičnu za 

klasu I metiltransferaza, i sastoji se od centralne sedmolančane p ploče koju okružuju tri 

a  heliksa sa svake strane. C-terminus je proširen ka N terminusu za još dva a  heliksa. 

Sam N-tenninus je u vidu svežnja koji se sastoji od tri a  heliksa. Aktivno mesto je 

locirano u C-terminusu koji interaguje sa SAM i SAH. Na slici 7 je prikazana mapa 

elektronske gustine u aktivnom mestu Sgm.

U u«Q

n tm
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Slika 8. Mapa elektronske gustine u aktivnom centru Sgm (Husain et al., 2010). A) Sgm- 
SAM kompleks B) Sgm-SAH kompleks C) Superponirani kompleksi Sgm-SAM i sgm- 
SAH.

Sa slike se uočava da aminokiseline Hisl02, Serl04, Thrl05, Argl08, Alal33, 

Aspl56, Aspl82, Leul83, Leul98 i Gln207 sačinjavaju mesto vezivanja kofaktora. Ove 

aminokiseline interaguju i sa SAM i sa SAH i imaju ulogu u metilaciji G1405. Enzim i 

kofaktor su povezani sa 11 vodoničnih veza. Aminokiseline Leul83, Gln207 i 

konzervisana Aspl82 interaguju sa adenozilnim ostatkom kofaktora dok konzervisana 

Aspl56 reaguje sa 2’ i 3 ’ OH grupama riboze. Ostale konzervisane aminokiseline 

Leul98, Alal33 i Argl08 reaguju sa karboksi propil ostatkom SAM ili SAH.

Mutacionom analizom je pokazano da su 4 najbitnije aminokiseline odgovome za 

vezivanje kofaktora Argl08, Glyl35, Aspl56 i Aspl82. Ove aminokiseline obezbeđuje 

najmanje pet vodoničnih veza sa kofaktorom i najbitnije su za katalitičku funkciju Sgm.

Analizirana je, takođe, interakcija Sgm sa njegovim prirodnim supstratom 30S 

subjedinicom ,,footprint“ RNK eksperimentima. Pokazano je da su u prisustvu Sgm 

proteina zaštićeni nukleotidi A694, A695, A718, G734, G733, U751, G755, U757, G765, 

A790, U793, U798, G887, G895, G1387, G1401, G1405, U1414, G1423, G1426, G1435, 

U1445 i U1450 i da se konformacione promene 30S subjedinice događaju nakon 

interakcije sa Sgm što omogućava enzimu da pristupi target nukleotidu G1405.

Prema in silico modelu kompleksa Sgm-supstrat, aminokiseline Lysl99 i Serl04 

interaguju sa bazom G1405 i pozicioniraju je u odgovarajuću orijentaciju prema donom 

metil gmpe. Aminokiselina Phe64 sa N-terminusa i Pro229 su bitne za stabilno vezivanje 

G1405 za aktivni centar. Ostale interakcije koje su moguće između enzima i targeta jesu 

vodonične veze između Glul07 sa N2 i N3 atomima G1405 baze. Hidroksilne gmpe 

Thr206 i Tyr244 mogu da koordinišu fosfatne gmpe same baze.

Rezultati oba pristupa, eksperimentalnog i in silico, su u saglasnosti i potvrđuju da 

je target nukleotid G1405 smešten unutar subjedinice i da mora doći do konformacionog 

rearanžmana nakon interakcije sa Sgm proteinom da bi se target nukleotid G1405 

,,izložio“ enzimu, te da bi došlo do metilacije.
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II CILJ RADA

Kod proizvođača aminoglikozidnog antibiotika G-52, M. zionensis, rezistencija na 

sopstveni produkt je omogućena postojanjem enzima Sgm metiltransferaze. Ovaj enzim 

modifikuje A mesto u okviru 3’ kraja 16S rRNK, čineći ga nedostupnim delovanju 

antibiotika. U ranijim radovima je dokazano da je ekspresija sgm gena regulisana na 

nivou inicijacije translacije. Prema rezultatima dobijenim in vivo korišćenjem sgm-lacZ 

genskih i operonskih fiizija, predložen je model autoregulacije sgm gena, prema kome 

Sgm metiltransferaza, nakon što izvrši modifikaciju primamog targeta 16S rRNK, 

prepoznaje i vezuje sekundami target, sopstveni iRNK molekul, čime je onemogućena 

inicijacija translacije.

Cilj ovog rada je in vitro analiza translacione autoregulacije sgm gena, odnosno, 

izučavanje mehanizma po kome se ova regulacija odigrava. U tu svrhu je potrebno 

prečistiti rekombinantni Sgm protein metal afinitetnom hromatografijom, koji će biti 

korišćen u reakcijama vezivanja za sopstvenu iRNK u cilju određivanja mehanizma 

regulacije. Pored toga, ispitivanje regulacije sgm gena na nivou inicijacije translacije će 

biti urađeno u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju.

Dmgi cilj ovog rada je utvrđivanje mesta delovanja Sgm metiltransferaze i u tu 

svrhu biće korišćena Sgm metiltransferaza i KgmB metiltransferaza, za koju je ranije 

utvrđeno da deluje na poziciji G1405 u okvim 16S rRNK, u metilacionim esejima sa 30S 

subjedinicama izolovanim iz rezistentnih bakterija čiji su ribozomi metilovani in vivo, 

dejstvom Sgm. Na ovaj način indirektno može da se ukaže na primamo mesto delovanja 

Sgm metiltransferaze.
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III MATERIJAL I METODE

1. Bakterijski sojevi i korišćeni plazmidi

U ovom radu korišćeni su sojevi E. coli:

NM522 (supE, thi, (hsdMSmciB)5, (lac-proAB), F'(proAB , laclq, lacZM \5))

DH5a (F, Alac, U 169(080 lacZ AM15), supE44, hsdR17, recAl, gzrA96, endAl, thil, 

relAl)

Plazmidi korišćeni i konstruisani u ovom radu prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Korišćeni i konstruisani plazmidi.

plazmid referentne karakteristike referenca

pQE30 Ampr, lacO, T5 (3.4 kb) QIAGEN

pBluescript II SK+/- Ampr, lacZ (2.9 kb) Stratagene

pUC18 Ampr, lacZ (2.7 kb) Yanish-Perron etal., 1985.

pUC19 Ampr, lacZ (2.7 kb) Yanish-Perron et al., 1985.

pUMK 33 Ampr, Gmr, sgm gen (Sall/Sall) 

subkloniran u pUC19 (3,82 kb)

Kojić, 1992

pAKl Ampr, Gmr, skraćeni kgmB 

fragment (Smal/Hindlll) 

subkloniran u pUC19 (4,2 kb)

Milojević, 1998.

pQES5 Ampr, Gmr, sgm gen 

(BamHl/Hindlll) subkloniran u 

pQE30 (4,36 kb)

ovaj rad

pHDV-5 ’UTRsgm Ampr, skraćeni 5'UTR sgm gena 

(EcoRI/Nhel) subkloniran 3'HDV

ovaj rad
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Tabela 1 (nastavak). Korišćeni i konstruisani plazmidi

plazmid referentne karakteristike referenca

pHDV-Plsgm

Ampr, 5'UTR sgm gena od P1 

promotora (EcoRl/NheT) 

subkloniran 3'HDV

ovaj rad

pHDV-P2sgm Ampr, 5'UTR sgm gena od P2 

promotora (EcoRl/Nhel) 

subkloniran 3'HDV

ovaj rad

pT7sgm-Pl Ampr, sgm gen od P1 promotora 
(EcoRl/HindlH) kloniran pod T7 
promotor vektora pGEM-T easy

ovaj rad

pT7sgm-m5 Ampr, sgm gen sa deletiranom 

regul. sekvencom(BamHI/HindlH) 

kloniran pod T7 promotor vektora 

pGEM-T easy

ovaj rad

pLac-m5-18 Ampr, Gmr, sgm gen sa 

deletiranom regul. sekvencom 

(EcoRI) kloniran pod lacZ 

promotor u pUC 18

ovaj rad

pT5-wt-sgm Ampr, Gmr, sgm gen od P1 

promotora (EcoRI) kloniran pod 

T5 promotor u pQE30 vektor

ovaj rad

pSgm57 Ampr, Gmr, sgm gen (Sall/Sall) sa 

mutiranom drugom potencijalnom 

regulatomom sekvencom, 

ukloniran u pUC 19

ovaj rad

pPCR57 Ampr, Gmr, sgm gen 

(BamRl/Hindlll), sa deletiranom 

prvom i mutiranom dmgom 

potencijalnom regulatomom 

sekvencom, ukloniran u pUC18

ovaj rad
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2. Medijumi za rast bakterija

Bakterijski sojevi su gajeni na čvrstim ili tečnim podlogama sa LB hranljivim 

medijumom (1% bakto-tripton, 0.5% NaCl, 0.5% kvaščev ekstrakt, pH 7.5; za čvrste 

podloge uz dodatak 1.5% agara; sterilizacija autoklaviranjem, 20 minuta na 121 °C). U 

zavisnosti od eksperimenta u medijum su dodavani antibiotici u sledećim 

koncentracijama: ampicilin 100 pg/ml, gentamicin 30 pg/ml, kanamicin 25 pg/ml. Za 

detekciju aktivnosti (3-galaktozidaze (plavo-bela selekcija) na čvste podloge je nanošeno 

po 40 pl 40 pg/ml rastvora 5-bromo-4-hloro-3-indolil-(3-D-galaktozida (X-gal). Za 

indukciju lac promotora korišćen je izopropil-P-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) u flnalnoj 

koncentraciji 1 mM. Svi sojevi su gajeni na 37°C.

Sojevi M.melanosporea i S. lividans su gajeni na čvrstim, NE (lOg glukoza, 2g 

kvaščev ekstrakt, lg  mesni ekstrakt, 2g kazaamino kiseline, 20g agar, 11 vode) ili tečnim, 

YEME (0,3% ekstrakt kvasca, 0,5% baktopepton, 0,1% maltoza, 34% saharoza, 1% 

glukoza, 5mM MgCl^, 0,5% glicin) hranljivim podlogama.

3. Mini metoda za izolaciju plazmidne DNK iz E. coli

Pri izolaciji plazmidne DNK polazi se od prekonoćne kulture E. coli NM522 koja je 

dobijena zasejavanjem pojedinačnih kolonija u 3 ml LB medijuma uz obavezno 

dodavanje odgovarajućeg antibiotika (Bimboim and Doly, 1979). Talog dobijen 

centrifugiranjem prekonoćne kulture, koja je rasla na 37°C uz aeraciju pri 180 obrt/min, 

resuspendovan je u 100 pl svežeg rastvora za lizozim (2 pg lizozima u 1 ml destilovane 

vode). Posle inkubacije od 5 min. na sobnoj temperaturi dodavano je 200 pl sveže 

pripremljene smeše 1% SDS-a i 0.2 M NaOH. Nakon laganog mešanja u dobijeni lizat je 

dodavano 150 pl 3M Na-acetata pH 4.5, smeša je inkubirana 10 min. na -20°C, a zatim 

centrifugirana 20 min. na 13000 obrt/min u mikrocentrifugi, na +4°C pri čemu su 

istaloženi ostaci citoplazmatske membrane, proteini i DNK vezana za membranu. 

Dobijeni supematant u kome se nalazi plazmidna DNK prebacivan je u čiste Eppendorf 

epmvete, a potom je rađena ekstrakcija proteina dodavanjem 200 pl neutralnog fenol- 

hloroforma (1:1), vorteksovanjem i centrifugiranjem (10 min. na sobnoj temperaturi;
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13000 obrt/min; mikrocentrifiiga). Vodena-gomja faza je pažljivo prebacivana u čiste 

epmvete, a zatim je vršena precipitacija dodavanjem 2 zapremine hladnog 95% etanola (- 

20°C). Precipitat je staložen centrifugiranjem u trajanju od 20 min. na 13000 obrt/min na 

+4°C (mikrocentrifuga). Dobijeni talog je ispiran hladnim 70% etanolom (1 ml; -20°C), 

zatim osušen u "Speed vac"-u i resuspendovan u 50 pl TE pufera (10 mM Tris-HCl, 1 

mM EDTA, pH 7.5) koji sadrži 0.2 mg/ml RN-aze A.

Za izolaciju plazmidne DNK iz E. coli DH5a korišćena je dmga metoda, 

zasnovana na alkalnoj lizi kao i prethodna. Talog dobijen centrifugiranjem 3 ml 

prekonoćne kulture resuspendovan je u 100 pl rastvora PI (50 mM Tris-HCl, 10 mM 

EDTA, 100 pg/ml RN-aza I, pH 8). U uzorak je dodavano 200 pl rastvora PII (0.2 M 

NaOH, 1% SDS), lagano promešano, a potom dodavano još 150 (il rastvora PIII (3 M K- 

acetat pH 5.5) i lagano promešano invertovanjem Eppendorf epmvete. Nakon inkubacije 

na ledu u trajanju od 10 minuta uzorci su centrifugirani (sobna temperatura; 13000 

obrt/min; mikrocentrifuga). Dobijeni supematant u kome se nalazi plazmidna DNK 

prebacivan je u čiste Eppendorf epmvete, a zatim je vršena precipitacija dodavanjem 1 ml 

95% etanola (-20°C). Sledilo je centrifiigiranje u trajanju od 10 minuta (sobna 

temperatura; 13000 obrt/min; mikrocentrifuga). Po odlivanju supematanta talog je 

resuspendovan u 500 pl rastvora PIV (100 mM Na-acetat, pH 6), a potom je vršena 

precipitacija dodavanjem 1 ml 95% etanola (-20°C) i centrifugiranjem (10 min. na sobnoj 

temperaturi; 13 000 obrt/min; mikrocentrifuga). Dobijeni talog je sušen pod vakumom i 

resuspendovan u 100 pl TE pufera (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5).

Za dobijanje veće količine ili bolje prečišćavanje plazmidna DNK je izolovana 

upotrebom komercijalnih rastvora (QIAGENE Plasmid Kit i QIAGENE Mini-prep Kit, 

QIAGENE). Oba kita se zasnivaju na alkalnoj lizi bakterija (Bimboim, 1983) i 

prečišćavanju plazmida na komercijalnoj koloni koja specifično vezuje DNK.

4. Enzimske reakcije sa DNK

4.1. Obrada D NK  restrikcionim  enzimim a
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Plazmidna DNK obrađivana je restrikcionim endonukleazama prema uputstvu 

proizvođača datog enzima. Digestije su se odvijale u puferima specifičnim za restrikcione 

enzime (Pharmacia i Fermentas). Inaktivacija restrikcionih enzima vršena je gde je to bilo 

moguće inkubacijom 20 minuta na 65°C, odnosno 15 minuta na 85°C.

4.2. Defosforilacija 5' slobođnih krajeva DNK

Defosforilacija 5' slobodnih krajeva fragmenata DNK vršena je alkalnom 

fosfatazom (CIAP, Fermentas) po uputstvu proizvođača: preparati DNK (1-20 pmol) 

rastvoreni u lxCIAP puferu (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCF) inkubirani su sa 1 

U enzima, 30 minuta na 37°C. Enzim je na kraju reakcije termički inaktiviran 

inkubiranjem 15 minutana 85°C.

4,3. Ligiranje D N K  fragm enata

Ligiranje molekula DNK rađeno je u komercijalnom ligacionom puferu sastava: 

40 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, a T4 DNK ligaza 

(Fermentas) dodavana je u desetomikrolitarske reakcije u količini koja odgovara 1 Weiss 

jedinici. Reakcija se odvijala na 16°C u trajanju od najmanje 4 sata. Molama 

koncentracija inserta u reakciji održavana je tri do pet puta većom od koncentracije 

vektora da bi se favorizovala intermolekulska ligacija.

5. Prečišćavanje DNK fenolom

Uzorak DNK je razblaživan vodom do finalne zapremine od 200 pl. Po dodavanju 

iste zapremine neutralnog fenol-hloroforma (1:1), uzorak je dobro promešan na vorteksu i 

centrifugiran (10 minuta, 13000 obrt/min, mikrocentrifuga). Vodena-gomja faza, je 

pažljivo prebacivana u čiste epmvete, a zatim je rađena precipitacija dodavanjem 1/10 

zapremine 3 M Na-acetata i 2.5 volumena hladnog 95% etanola (-20°C). Nakon 

inkubacije na -70°C u trajanju od 20 minuta precipitat je staložen centrifugiranjem (20
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minuta, 13000 obrt/min, +4°C, mikrocentrifuga). Dobijeni talog je ispiran hladnim 70% 

etanolom (1 ml; -20°C), zatim osušen pod vakumom i resuspendovan u vodi.

6. Sinteza DNK reakcijom lančane polimerizacije

Za modifikaciju 5' i 3' krajeva sgm gena radi kloniranja u ekspresione vektore 

korišćena je reakcija lančane polimerizacije (PCR) uz upotrebu odgovarajućih prajmera 

(Pharmacia LKB). Sekvence korišćenih prajmera navedene su u tabeli 2.

Tabela 2. Prajmeri korišćeni u reakcijama PCR-a.

Tme prajmera Sekvenca prajmera

sgm CCTG CCCfor (5' prajmer, uvodi 5 '-CGGA ATT CT AAT ACGACT C ACT AT AG

EcoRl restrikciono mesto i promotor za 

T7 RNK polimerazu)

GGAGACGGTGGGCCGGCGAG-3 ’

sgm CCG CCCrev (3' prajmer, uvodi 

Nhe I restrikciono mesto)

5'-GTTCGCCGCCCATTGCTAGC-3 ’

ForPlsgm (5' prajmer, uvodi EcoRl 5 ’-CGGAATT CT AAT ACGACT C ACT AT AGG

restrikciono mesto i promotor za T7 

RNK polimerazu)

GAGAGTGTGCGATCCGGT -3'

Rev+80sgm  (3' prajmer, uvodi Nhe\ 

restrikciono mesto)

5'-CGGCTAGCGCCACCGTCTGGTAAC -3'

ForP2sgm  (5' prajmer, uvodi EcoR\ 5 ’-CGGA ATT CT AAT ACG ACT C ACTAT AGG

restrikciono mesto i promotor za T7 

RNK polimerazu)

GAGACCGGCCAAGTGTGC-3'

R evSTO Psgm  (3' prajmer, uvodi 5 '-CCC AAGCTTCTATTT CT G AAT GACGT A

HindUl restrikciono mesto) -3'

sgmin vitro translac (5’ prajmer ya 

deleciju regulatome sekvence; uvodi 

BamHl restrikciono mesto i

5 ’ -GCGGAT C CTT GGAGGGACCG AT G-3 ’
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PCR reakcije su pripremane u reakcionoj smeši od 50 pl sledećeg sastava: 10 mM Tris- 

HCl pH 9, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 3% DMSO, 0.2 mM dNTP, 100 pmol svakog 

prajmera, 1 U Taq polimeraze Fermentas) i 50 ng plazmidne DNK matrice. Reakcije su 

se odvijale po šemi prikazanoj u tabeli 3.

Tabela 3. Šema reakcije PCR-a

temperatura Vreme faza reakcije

95°C 5 min hot strart

15 95°C 1 min denaturacija dvolančane DNK

ciklusa 65°C, A=-1°C 1,5 min hibridizacija (eng. annealing)

PCR-a 72°C 2 min sinteza, elongacija

15 95°C 1 min denaturacija dvolančane DNK

ciklusa 50°C 1,5 min hibridizacija (eng. annealing)

PCR-a 72°C 2 min sinteza, elongacija

72°C 10 min finalna elongacija

Pri svakom postavljanju PCR reakcije kao negativna kontrola korišćena je 

reakciona smeša koja je imala sve pomenute neophodne sastojke osim DNK matrice.

7. Elektroforeza DNK

Elektroforeza DNK je rađena na horizontalnim agaroznim gelovima koji su 

pravljeni otapanjem agaroze u TBE puferu (89 mM Tris, 89 mM boma kiselina, 2 mM 

EDTA, fmalno pH 8.3) sa etidijum bromidom (0.5 mg/ml). Kao pufer za elektroforezu 

korišćen je TBE pufer. Agarozni gelovi različitog procenta (1-2) korišćeni su u zavisnosti 

od toga koje veličine DNK molekula je trebalo razdvojiti. Elektroforeza je tekla pri 

konstantnom naponu od 1-10 V/cm gela. Veličine fragmenata DNK dobijenih posle 

digestije restrikcionim enzimima određivane su poređenjem njihove elektroforetske
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pokretljivosti sa standardima molekulskih masa. U eksperimentalnom radu su korišćeni 

markeri molekulskih veličina:

- X DNK digerirana Hindlll i EcoRI restrikcionim enzimima pri čemu su dobijeni 

fragmenti DNK dužine: 21400 bp, 5170 bp, 4310 bp, 3530 bp, 2020 bp, 1940 bp, 1610 

bp, 1360 bp, 940 bp, 860 bp, 580 bp i 150 bp.

- 100 Base-Pair Ladder (Pharmacia) - sadrži fragmente DNK veličine od 100 do 

2000 bp, koji se međusobno razlikuju za 100 bp.

Razdvajanje uzoraka praćeno je kretanjem lfonta indikatorske boje (bromfenol 

plavo i ksilencijanol), a detekcija uzoraka na gelu postizana je njihovim osvetljavanjem 

ultra-ljubičastim svetlom (266nm).

8. Elektroelucija DNK

Za izolaciju fragmenata DNK dobijenih sečenjem restrikcionim enzimima ili u 

PCR reakciji iz agaroznog gela su isecani delovi u kojima se nalazi željeni DNK 

fragment. Isečeni komad gela stavljen je u crevo za dijalizu ispunjeno TBE puferom. Pod 

uticajem električnog polja (100 V, lh) DNK je izlazila iz gela u pufer koji je sakupljen. 

Etidijum bromid je ekstrahovan izoamil alkoholom (zapreminski odnos 1:1), a DNK je 

precipitirana iz pufera na već opisani način.

9. Transformacijaii. co li

Kompetentne ćelije E. coli sojeva pripremane su isključivo hemijskom metodom. 

Kompetentne DH5a E. coli su pripremane tako što su uzgajane u LB medijumu na 37°C 

uz snažnu aeraciju do optičke gustine kulture od 0.5 na 600 nm (Hanahan, 1983). Nakon 

toga ćelijski rast je zaustavljan hlađenjem kulture (10 min. na +4°C). Ohlađena kultura je 

taložena (10 min, 6000 obrt/min na +4°C, Sorvall SS34 rotor), ćelije iz taloga su 

resuspendovane u istoj zapremini hladnog 0.1 M CaCL i inkubirane 15 min. na ledu. 

Nakon inkubacije, ćelije su taložene kao i ranije, zatim nežno resuspendovane u 12.5 puta
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manjoj zapremini hladnog RF2 pufera (10 mM MOPS, pH 6.8; 10 mM RbCl; 75 mM 

CaCh; 15% glicerol) i inkubirane 15 minuta na ledu. Po završenoj inkubaciji, suspenzija 

ćelija je podeljena u alikvote od po 0.2 ml koji su trenutno zamrzavani u tečnom azotu i 

čuvani na -80°C do korišćenja.

Prilikom korišćenja, zamrznute kompetentne ćelije su otapane na ledu. Suspenziji 

kompetentnih ćelija dodavana je DNK (u zapremini manjoj od 20 pl, ukupne količine 

DNK manje od 0.2 pg) i suspenzija je inkubirana 10 do 60 minuta na ledu. Nakon 

inkubacije ćelije su izlagane termičkom stresu u trajanju od 2 min. na 42°C i 5 min. na 

ledu. Celije su posttransformaciono oživljavane dodavanjem 0.8 ml neselektivnog 

bogatog medijuma i inkubiranjem uz intenzivnu aeraciju od 30 do 60 minuta. Celije su 

zatim razmazivane na selektivne podloge i inkubirane na 37°C do pojave transformanata. 

Efikasnost transformacije bila je od 105-107 transformanata po pg DNK zavisno od 

načina pripremanja.

Kompetentne E. coli NM522 ćelije za jednokratnu upotrebu pripremane su 

kalcijum-hloridnom metodom (Mandel and Higa, 1970). Pojedinačna bakterijska kolonija 

je zasejavana u 5 ml LB medijuma. Nakon prekonoćne inkubacije (37°C, 180 obrt/min) 

kultura je razblaživana 1000 puta u svežem LB medijumu i dalje inkubirana pod istim 

uslovima do srednje logaritamske faze rasta (OD6oo= 0.5). Rast ćelija je zaustavljan 

inkubacijom kulture na ledu 10 minuta. Posle taloženja 1.5 ml kulture centrifugiranjem 

(10 minuta na 5000 obrt/min, +4°C, mikrofuga) talog ćelija je resuspendovan u 1.5 ml 

hladnog 0.1 M CaCL. Suspenzija je inkubirana na ledu 30 minuta. Nakon inkubacije, 

ćelije su taložene kao i ranije, a potom resuspendovane u 50 pl hladnog 0.1 M CaCl2 . 

Nakon inkubacije 30 min. na ledu u ćelijsku suspenziju je dodavana DNK i dalje 

nastavljen rad po već opisanoj proceduri za E. coli DH5a ćelije.

10. Ekspresija i prečišćavanje rekombinantnog His6- Sgm proteina

Ekspresioni vektor pQES5 je transformisan u E. coli soj NM552 i transformanti 

su selektovani na LB podlogama sa ampicilinom. Funkcionalnost Sgm-His6 fuzionog
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proteina proveravana je zasejavanjem na LB podloge sa kanamicinom odnosno 

gentamicinom.

10.1. Indukcija i ekspresija rekom binantnog His6- Sgm proteina

Za izolaciju rekombinantnog proteina Sgm koji ima dodatnih 6 histidina na N- 

terminusu (His6-Sgm) korišćen je soj E. coli NM522 transformisan pQES5 plazmidom. 

Sa 20 ml prekonoćne kulture inokulisano je 1000 ml tečnog LB medijuma sa 100 pg/ml 

ampicilina. Bakterije su rasle na 37°C uz intenzivnu aeraciju do ODeoo 0,6. Potom je 

indukovana ekspresija proteina dodavanjem lmM IPTG-a, a ćelije ostavljene da dalje 

rastu pod istim uslovima još 3h. Po isteku ovog vremena bakterijske ćelije su sakupljane 

centrifugiranjem (4000 x g, 20 minuta) i do dalje upotrebe čuvane na -20°C.

10.2. Izolovanje ukupnih solubilnih proteina iz E. coli m ehaničkim  lom ljenjem  u 

francuskoj presi

Talog bakterijske kulture dobijen nakon indukcije resuspendovan je u 30ml pufera 

za lizu (50 mM NaH2P 0 4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0). Nakon toga ćelijama 

je dodavan lizozim finalne koncentracije 2mg/ml i ova smeša je inkubirana 30 minuta na 

ledu. Tretman lizozimom omogućava stvaranje pora u ćelijskom zidu i efikasnije 

oslobađanje ćelijskog sadržaja u procesu mehaničkog lomljenja u francuskoj presi. 

Francuska presa je podešena za rad na pritisku u rasponu od 16000 do 18000 lb/in2. 

Bakterijska suspenzija je 2 puta propuštana kroz presu sa hlađenjem na ledu između dva 

propuštanja. Nakon mehaničkog lomljenja ćelija rastvor je centrifugiran 30 minuta na 

10000 x g, +4°C, Sorvall SS34 rotor. Supematant sa rastvorenim ćelijskim proteinima je 

filtriran kroz 0,45 jim filter i nanošen na kolonu za afinitivnu hromatografiju.

10.3. Prečišćavanje rekom binantnog Hise- Sgm proteina iz E. coli
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Za prečišćavanje proteina His6-Sgm korišćena je Ni-NTA agaroza (Ni- 

Nitrilotriacetic acid agarose, Qiagen) kao medijum za afinitivnu hromatografiju (Porath 

et al., 1975.)- Ova tehnika se zasniva na reverzibilnoj reakciji između bočnih lanaca 

aminokiselina i imobilisanih metalnih jona (histidina i dvovalentnog nikla). Metalni jon 

se vezuje preko 4 helatne veze za NTA koja je sama vezana za sefarozu. Ovako vezan 

nikl je veoma stabilan i ostaje vezan za NTA i pod vrlo jakim denaturišućim uslovima 

kao što je 6M guanidin. Rekombinantni proteini sa histidinskim epitopom se mogu 

eluirati sa Ni-NTA agaroze na 2 načina: puferom sa kiselim pH (pH 5,0) ili niskim 

koncentracijama imidazola. Elucija se dešava kad imidazol, koji je sličan histidinu, počne 

da kompetira proteinu za vezivanje za jon Ni.

10.4. Prečišćavanje rekom binantnog His6- Sgm proteina iz E. coli pod nativnim  

uslovim a

Izolovani, solubilni ćelijski proteini rastvoreni u puferu za lizu (50 mM NaH2P 0 4, 

300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0) su nanošeni na kolonu sa Ni-NTA agarozom 

čija je zapremina bila 2ml. Brzina protoka kroz kolonu je podešena tako da ne bude 

manja od 1 ml/5 minuta da bi vezivanje proteina za smolu bilo efikasnije. Zatim je Ni- 

NTA agaroza prana 5 puta sa po lml pufera za pranje nativnih proteina (50 mM 

NaH2P 0 4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0). Po završenom pranju, protein vezan 

za smolu je eluiran 5 puta sa po 0,5ml pufera za eluciju nativnih proteina (50 mM 

NaH2P 0 4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0) i čuvan na temperaturi +4°C.

10.5. D ijaliza proteina

Za određene eksperimente bilo je potrebno promeniti pufer u kome je Sgm protein 

eluiran sa Ni-NTA agaroze. Određena zapremina izolovanog proteina stavljena je u crevo 

za dijalizu, potopljena u hiljadu puta veću zapreminu pufera za dijalizu (10 mM Tris- 

HCl, 1 mM EDTA, 10% glicerol, pH 7.5) i inkubirana 4h na +4°C uz stalno mešanje. 

Nakon toga pufer za dijalizu je zamenjen svežim i dijaliza je nastavljena preko noći.
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11. Analiza proteina SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom

Elektroforetska analiza proteina rađena je na poliakrilamidnim gelovima pri 

denaturišućim uslovima u diskontinuiranom puferskom sistemu (Laemmli, 1970).

Korišćen je gel za razdvajanje (eng. running gel) koncentracije akrilamida 12.5% 

u rastvoru sastava: 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8; 0.1% SDS; 0.001% TEMED; 0.1% 

amonijum persulfat. Gel za koncentrovanje proteina (eng. stacking gel) je nalivan nakon 

polimerizacije gela za razdvajanje, a sadržao je: 5% akrilamid; 0.125 M Tris-HCl pH 6.8;

0.1% SDS; 0.001% TEMED; 0.1% amonijum persulfat. Radni elektroforetski pufer se 

sastojao od 0.025 M Tris; 0.2 M glicin; 0.1% SDS; pH 8.3. Sastav pufera za uzorak je bio 

sledeći: 0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8; 2% SDS; 10% glicerol; 5% P-merkaptoetanol. Pre 

nanošenja na gel uzorci su dodatno denaturisani inkubacijom od 5 minuta na 95°C. 

Parametri strujnog kola se podešavaju u zavisnosti od veličine gela te su za gel veličine 

10 x 8 cm iznosili: 25 mA, 130 V, 1.5 h. Detekcija proteina u gelu vršena je fiksiranjem i 

bojenjem u rastvoru koji sadrži 0.025% boju Coomasie Brilliant Blue (CBB) R-250, 45% 

metanol i 10% sirćetnu kiselinu. Gel je inkubiran u rastvoru za bojenje 1-2 h na sobnoj 

temperaturi uz mešanje. Nakon bojenja gel je odbojavan u rastvoru 45% metanola i 10% 

sirćetne kiseline, nekoliko sati na sobnoj temperaturi. Potpuno obezbojavanje do pojave 

jasnih traka proteina postizano je ispiranjem gela u 7% sirćetnoj kiselini preko noći.

12. Određivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina određivana je metodom po Bradfordu koja se zasniva na 

upotrebi bojenog reagensa tj. kiselog rastvora boje CBB G-250 (BioRad Protein Assay, 

BioRad) (Bradford, 1976). Za određivanje koncentracije proteina korišćena je mikroesej 

procedura koja podrazumeva mešanje 0.2 ml bojenog reagensa sa 0.8 ml rastvora 

proteina nepoznate koncentracije. Nakon inkubacije od 15 minuta merena je apsorbancija 

na 595 nm naspram slepe probe. Izmerene vrednosti apsorbancije su prevođene u 

koncentraciju proteina ekstrapolacijom sa krive koja predstavlja zavisnost A5 9 5  od 

poznatih koncentracija proteinskog standarda (BSA, bovin serum albumine, eng.).
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13. Imuno blot (Western blot) analiza proteina

Imuno ili Westem blot analiza proteina zasniva se na razdvajanju proteina na SDS 

poliakrilamidnom gelu, njihovom transfem na nitroceluloznu membranu i specifičnoj 

imunohemijskoj detekciji (Bumette, 1981). Transfer proteina na nitroceluloznu 

membranu (Hybond C, Amersham) odvijao se u jedinici za elektrotransfer (Multiphor II, 

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) u polju konstantne jačine stmje od 0.8 mA/cm2 

membrane u trajanju od 1 sat (Towbin et al., 1979). Pre elektrotransfera gel i membrana 

su inkubirani 30 min. u transfer pufem sledećeg sastava: 0,3% Tris-HCl; 1,44% glicin i 

20% metanol. Nakon transfera proteini su fiksirani na membrani petnaestominutnom 

inkubacijom u rastvom 7% sirćetne kiseline i 45% metanola na sobnoj temperaturi. 

Membrana je potom ispirana vodom i proteini su reverzibilno bojeni jednominutnim 

stajanjem u rastvom 1% Ponceau S u 5% sirćetnoj kiselini. Ovim je omogućena 

vizualizacija tranferovanih proteina na membrani. Pre same imunohemijske reakcije 

nespecifična vezivna mesta na membrani blokirana su 2% rastvorom nemasnog mleka u 

TBST-u (eng. Tris Buffered Saline + Tween 20; 10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 150 mM 

NaCl; 0.05% Tween 20) jednočasovnom inkubacijom na sobnoj temperaturi pri 0.3 

ml/cm membrane.

Zečji antisemm koji je sadržao primama anti-Sgm poliklonska antitela rastvoren 

je u TBST-u u odnosu 1:500 i membrana je inkubirana lh  u 0,15 ml rastvora antitela po 

cm membrane uz mešanje. Nakon toga su nevezana primama antitela ispirana TBST-om 

tri puta po 5 minuta. Zatim su za kompleks antigen - primamo antitelo vezivana 

sekundama antitela specifična za zečje IgG konjugovana sa alkalnom fosfatazom (Anti- 

rabbit IgG, Sigma Immunochemicals). Ova interakcija se odvijala pri inkubaciji 

membrane lh  u rastvom sekundamih antitela razblaženja 1:8000 (0.15 ml/cm2 

membrane). Nakon ispiranja nevezanih sekundamih antitela nastali imuno kompleks 

detektovan je dodavanjem supstrata za alkalnu fosfatazu NBT/BCIP (nitrblue 

tetrazolium/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Promega) rastvorenog u pufem 100 

mM Tris-HCl, pH 9.5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2 . Bojena reakcija je zaustavljana 

nakon 5 minuta ispiranjem membrane vodom.
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14. Ispitivanje interakcije RNK i Sgm proteina metodom usporene 

elektroforetske pokretljivosti ili EMSA (electrophoretic mobility shift 

assay)

Metoda usporene elektroforetske pokretljivosti je jednostavna i osetljiva metoda 

za određivanje interakcija između proteina i RNK. Metoda je zasnovana na razdvajanju 

kompleksa protein-RNK i slobodne RNK u nedenaturišućem poliakrilamidnom gelu. 

Kompleksi proteina i RNK se detektuju u vidu traka čija je elektroforetska pokretljivost 

manja u odnosu na slobodnu RNK. Metoda usporene elektroforetske pokretljivosti može 

se podeliti u dva dela:

1. pripremanje i obeležavanje RNK probe

2. vezivanje proteina za RNK i određivanje smanjene elektroforetske 

pokretljivosti kompleksa protein-RNK

14.1. Priprem anje D NK  m atrice za in vitro transkripciju

Regulatomi netranslatirajući region sgm gena je umnožen i modifikovan 

reakcijom PCR-a korišćenjem 5’ prajmera sgmCCTGCCCfor koji uvodi EcoRl 

restrikciono mesto i promotor za T7 RNK polimerazu, i 3' prajmera sgmCCGCCCrev, 

koji uvodi NheI restrikciono mesto. Dobijeni PCR produkt je radi lakšeg čuvanja i 

manipulacije ukloniran u plazmid pGem-T easy. Ovaj plazmid je, da bi poslužio kao 

matrica za sintezu RNK molekula, sečen sa Nhel i prečišćavan precipitacijom. DNK 

fragment je rastvaran u sterilnoj ("RN-ase ffee") vodi i služio kao matrica za in vitro 

transkripciju.

Kao matrica za sintezu RNK koja će se koristiti kao nespecifični kompetitor je 

korišćen plazmid pBluescript II SK+/- linearizovan Xba\ enzimom. Na ovaj način se sa 

T7 promotora prepisuje polilinker plazmida pBluescript II SK+/- do Xba\ mesta i dobija 

se RNK molekul veličine 55 nukleotida.
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14.2. Sinteza R N K  reakcijom  in vitro transkripcije sa T7 RNK  polim erazom

Za sintezu RNK reakcijom in vitro transkripcije korišćen je T7-MEGAshortscript 

kit (Ambion). Reakciona smeša zapremine 20 pl sastojala se od 2 pl 10x koncentrovanog 

reakcionog pufera, po 2 pl svakog ribonukleotida (75 mM), 2 pl T7 enzimske smeše i 

200 ng DNK matrice u slučaju eluiranog fragmenta, odnosno 5 pg u slučaju 

linearizovanog plazmida. Reakcija se odvijala 3 h na 37°C. U slučaju korišćenja 

linearizovanog plazmida kao matrice, DNK je nakon reakcije in vitro transkripcije 

uklanjana tretmanom sa DN-azom I prema uputstvu proizvođača. Sintetisana RNK 

proveravana je elektroforetski na 2% nedenaturišućim agaroznim gelovima, a tačna 

koncentracija RNK u ovom i svakom daljem koraku određivana je spektrofotometrijski 

merenjem A26o- Nakon toga reakcionoj smeši je dodato 6 pl 5 M NaCl i voda do 200 pl. 

Enzim je uklonjen tretmanom sa fenolom po opisanoj proceduri za DNK, a vodena faza 

je nakon toga na isti način tretirana hloroformom. RNK je iz vodene faze precipitirana 

dodatkom 2.5 zapremine 95% etanola (Clarke, 1999). Nakon inkubiranja 30 minuta na - 

80°C, precipitat je staložen centrifugiranjem (20 minuta, 13000 obrt/min, +4°C, 

mikrocentrifuga). Dobijeni talog je ispiran hladnim 70% etanolom, zatim osušen pod 

vakumom i resuspendovan u vodi. Uzorci RNK čuvani su na -80°C.

14.3. Defosforilacija 5' kraja R N K  m olekula

Da bi se sintetisani RNK molekul radiokativno obeležio na 5' kraju, neophodna je 

njegova defosforilacija. RNK dobijena in vitro transkripcijom (oko lpg odnosno 200 

pmol) rastvorena je u puferu za alkalnu fosfatazu (50 mM Tris-HCl, pH 9; 1 mM MgCE) 

i inkubirana sa 1 U bakterijske alkalne fosfataze (BAPA19, Amersham Pharmacia) 1 h na 

37°C. Enzim je na kraju reakcije termički inaktiviran 15 minuta na 85°C. Zatim je enzim 

uklonjen tretmanom sa fenolom, a RNK je iz vodene faze precipitirana po već opisanoj 

proceduri.
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14.4. Vezivanje Sgm proteina za R N K  probu i određivanje koncentracije proteina  

koja dovodi do nastanka vidljivog protein-R N K  kom pleksa

Vezivanje prečišćenog Sgm proteina za obeleženi RNK molekul se odvijalo u 

reakcionoj smeši zapremine 30 pl u puferu sledećeg sastava: 10 mM HEPES pH 7.6, 40 

mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.01% Igepal CA-630. Količina RNK u reakciji 

vezivanja održavana je konstantnom i iznosila je oko 0.05 pmol, dok je količina KgmB 

proteina lineamo povećavana od 0.5 do 60 pmol da bi se odredila ona koncentracija 

proteina koja dovodi do pojave jasno vidljivog protein-RNK kompleksa. U reakcionu 

smešu dodavani su još i 4U inhibitora RN-aze (RNAguard Ribonuclease Inhibitor 

(Porcine), Amersham Pharmacia) i 100 ng kvaščeve tRNK kako bi se sprečilo delovanje 

eventualno prisutne RN-aze. Reakcija vezivanja se odvijala 20 minuta na sobnoj 

temperaturi, a nakon toga je dodavano 10 pl rastvora boje (25% glicerol, 0.05% brom- 

fenol plavo). Ovako pripremljeni uzorci nanošeni su na 8 % nedenaturišući 

poliakrilamidni gel. Elektroforeza se odvijala u hladnoj sobi (+4°C) u 0.5xTBE pufem, 

pri 250 V i 25 mA u trajanju od lh  i 45 min. Po završenoj elektroforezi, gelovi su sušeni i 

stavljani na ekspoziciju sa "X-ray" filmovima na temperaturi od -70°C.

14.5. Vezivanje proteina za R N K  u prisustvu specifičnog i nespesifičnog kom petitora

U kompetitivnim esejima su specifični kompetitor (neobeležena RNK proba) i 

nespecifični kompetitor (RNK dobijena transkripcijom polilinkera pBluescript II SK+/- 

plazmida) dodavani u velikom višku (100-1200x) u odnosu na obeleženu RNK probu. 

Reakciona smeša sastava navedenog u odeljku III-14.4. je sastavljana prvo sa 

neobeleženim kompetitivnim RNK probama i inkubirana 10 min. na sobnoj temperaturi. 

Nakon toga je dodavana obeležena RNK proba i inkubacija nastavljena još 20 minuta. 

Reakcione smeše su nakon dodatka rastvora boje nanošeni na 8 % nedenaturišući 

poliakrilamidni gel.
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15. „Toeprinting” esej

Metoda "toeprint" je osetljiva metoda za određivanje interakcija između proteina i RNK. 

Metoda se zasniva na "primer extension" reakciji, kada MMLV reverzna transkriptaza 

spadne sa iRNK nakon nailaska na stabilan temami kompleks 30S-iRNK-tRNKfmet, što 

se detektuje u vidu trake, "toeprint" signala, na denaturišućem poliakrilamidnom gelu, 

Preinkubiranjem proteina sa iRNK, pre dodavanja ostalih komponenti u reakciju, 30S i 

tRNKfmet, se sprečava formiranje temamog kompleksa što se na denaturišućem 

poliakrilamidnom gelu detektuje kao "hlađenje" signala. Metoda "toeprint" esej se može 

podeliti u tri dela:

1 . radioaktivno obeležavanje primer-a

2 . toeprint reakcija

3. dideoksi sekvenciranje.

15.1. Radioaktivno obeležavanje prajm era

Prajmer rev+80atgsgm je radioaktivno obeležavan fosforilacijom njegovog 5' kraja, pri 

čemu je korišćena T4 polinukleotid kinaza i 32P-y-ATP. Reakciona smeša (annealing 

miks) zapremine 20 pl je sadržavala 2 pl 5 pmol primer-a, 2 pl 10x kinaznog pufera (0.5 

M Tris-HCl pH 7.6, 0.1 M MgCL, 50 mM DTT), 10U T4 polinukleotid kinaze 

(Fermentas) i 3 pl 32P-y-ATP (5000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia) i 12 pl sterilne 

vode. Reakcija obeležavanja se odvijala 45 min na 37°C. Zatim je u reakcije dodavano 13 

pl sterilne vode. Obeležen prajmer je propuštan kroz Sephadex G-25 kolonice (prema 

uputstvu proizvođača -  Amersham) kako bi se oslobodila od neugrađenih radioaktivnih 

nukleotida. Efikasnost obeležavanja merena je na scintilacionom brojaču.

15.2. Toeprint reakcija

Sama "toeprint" reakcija obuhvata vezivanje prajmera za iRNK. Za sintezu iRNK 

reakcijom in vitro transkripcije korišćen je T7-MEGAshortscript kit (Ambion), što je
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napred već objašnjeno; reakcija ekstenzije; testiranje uticaja proteina na formiranje 

temamog kompleksa.

Vezivanje prajmera za iRNK se odigrava u reakcionoj smeši zapremine 20 pl koja se 

sastojala od 4 pl 5x VD koncentrovanog reakcionog pufera (0.05M Tris-Cl pH 7.4; 0.3M 

NH4CI; 30mM P-Mercapto-etanol), 2 pl 0.25 pmol/pl iRNK, 3.3 pl 0.5 pmol/pl prajmera, 

i 10.7 pl vode. Reakcija se zagreva 3' na 80°C/85°C, zatim se brzo zamrzava u tečnom 

azotu, i stavlja na led da se polako otapa. Dok su uzorci na ledu, dodaje se 5 pl of 50mM 

Mg-acetata u lxVD+Mg2+ pufem. do finalne koncentracije od lOmM. Ukupni volumen 

reakcije je ~25 pl i koncentracija iRNA je -0.02 pmol/pl.

15.3. Reakcije ekstenzije

Pripremaju se zasebno reakcije za "primer extension" i formiranje binamog kompleksa. 

Reakciona smeša za "primer extension" sadrži 6  pl lxVD pufer sa 0.01M Mg acetatom, 2 

pl 0.02 pmol/pl "annealing" miksa. Reakciona smeša za formiranje binamog kompleksa 

sadrži 4 pl lxVD pufera sa 0,01M Mg acetatom, 2 pl 30S (2 pmol/pl) i 2 pl "annealing" 

miksa. Obe reakcione smeše se inkubiraju 10'/37°C, a zatim se dodaje 2 pl MMLV 

enzimskog miksa sastava 1 pl 5xVD Buffer+Mg2+, 2 pl MMLV (200 U/jal), 2.5 jal BSA 

(1 mg/ml ili 2 mg/ml) u lxVD Buffer+Mg2+, 2.5 jrl dNTP u lxVD Buffer+Mg2+ (3.75 

mM), 2 jrl H20  i reakcije se dodatno inkubiraju 10'-15'/37°C. Na kraju se dodaje 20 jjl 

MMLV pufera za lodiranje uzoraka koji se pravi od 188 j j I 10M uree, 8  j j I 10xTBE, 4 jjl 

boje 2% Bromfenolblu+ksilencianol, 6  jjl 0.5M EDTA, i uzorci se lodiraju na 8 % 

denaturišući poliakrilamidni gel. Uticaj proteina na formiranje "toeprint" signala se testira 

tako što se najpre preinkubira "annealing" miks sa proteinom 5'/37°C ili na sobnoj 

temperaturi, a zatim dodaje 30S i tRNA-fMet i reakcija dodatno inkubira 10737°. Na 

kraju se dodaje 2 jjl of MMLV enzimskog miksa i reakcija inkubira 10'-15'/37°C. 

Zaustavljanje reakcije se izaziva dodavanjem 20 pl MMLV pufera za lodiranje uzoraka.

15.4. D ideoksisekvenciranje RNK

U cilju determinacije tačne pozicije ,,toeprint“ signala u okvim iRNK, radi se 

dideoksisekvenciranje iRNK, prevashodno sa AMV reverznom transkriptazom. Postoje 

izvesne razlike u pripremanju "annealing" miksa za sekvenciranje u odnosu na
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"annealing" miks za reakcije ekstenzije. Sve reakcije se odvijaju u lxRT puferu koji može 

biti sa ili bez Mg2 (10xRT Buffer+/-Mg2+je sledećeg sastava: 0.5M Tris-Cl pH 8.3*, 

0.6M NaCl, O.IM DTT, (+0.06M MgOAc)).

Za reakcije ekstenzije se pravi "annealing" miks ukupnog volumena 20 pl, sastavljen od: 

2 pl 10xRT Buffer Mg2, 2 pl mRNA (0.25 pmol/pl), 3.3 pl primer (0.5 pmol/pl), 12.7 pl 

H2O. Reakcija se zagreva 3' na 80°C/85°C, zatim se brzo zamrzava u tečnom azotu, i 

stavlja na led da se polako otapa. Dok su uzorci na ledu, dodaje se 5 pl of 36mM MgCk u 

lxRT+Mg2+ puferu. do finalne koncentracije od 7,2 mM. Ukupni volumen reakcije je 

~25 pl i koncentracija iRNA je -0.02 pmol/pl.

Za reakcije sekvenciranja se pravi "annealing" miks ukupnog volumena 10 pl, sastavljen 

od: 1 pl 10xRT Buffer-Mg2+, 2.4 pl mRNA (0.25 pmol/pl), 4 pl primer (0.5 pmol/pl), 2.6 

pl H20 . Reakcija se zagreva 3' na 80°C/85°C, zatim se brzo zamrzava u tečnom azotu, i 

stavlja na led da se polako otapa. Dok su uzorci na ledu, dodaje se 2 pl of 36mM MgCl2 u 

lxRT+Mg2+ puferu. do finalne koncentracije od 6  mM. Ukupni volumen reakcije je -12 

pl i koncentracija iRNA je -0.05 pmol/pl. Reakcije se prave prema uputstvu iz tabele 4.

Tabela 4. Uputsvo za pravljenje reakcija za sekvenciranje

A) 10xdNTPs su uključeni u 

AMV Enzimski miks

lxRT Buffer+Mg2+ 4 pl 5 P

10xdNTPs 2  pl /

/ / /

Annealing mix (0.02 pmol/pl) 2  pl 2  pl

8  pl 7 pl

+ B)

AMV Enzimski miks u lxRT Buffer+Mg2+ 2  pl 3 pl

1 0  pl 1 0  pl

Reakcioni miks A se inkubira 10'/37°C, zatim se dodaje reakcioni miks B tj. 2 pl AMV 

enzimskog miksa (1.5 pl AMV RT (10 U/pl), 3 pl 10xRT Buffer+Mg2+, 25.5 pl H20). 

i inkubira lO'-l 5'/42°C do 48°C. Nakon toga se dodaje 20 pl AMV-boje za lodiranje 

uzoraka (188 pl 10M urea, 8  pl 10xTBE, 4 pl 2% bromfenolblu+ksilencianol) koji se
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nanose na 8 % denaturišući poliakrilamidni gel. Pre lodiranja uzorci je kuvaju 3'/92°C- 

95 °C. Sve komponente reakcije bi trebalo da budu spremljene u puferu lxRT 

Buffer+Mg2+. Reakcije sekvenciranja se prave prema uputstvu iz tabele 5.

Tabela 5. Uputsvo za pravljenje reakcija za sekvenciranje

primer

extensions

sekvenciranje 10xdNTPs su uključeni u 

AMV enzimski miks

lxRT Buffer+Mg2+ 4 pl 2  pl 3 pl

10xdNTPs 2  pl 2  pl /

10xddNTPs (G, A, U, C) / 2  pl 2  pl

Annealing miks (0.1 pmol/pl) 2  pl 2  pl 2  pl

AMV Enzimski miks 

u lxRT Buffer+Mg2+

2  pl 2  pl 3 pl

1 0  pl 1 0  pl 1 0  pl

Reakcije se inkubiraju 10'-15742°C do 48°C. Zatim se dodaje AMV boja za lodiranje 

uzoraka i uzorci lodiraju na 8 % denaturišući poliakrilamidni gel. Pre lodiranja uzorci je 

kuvaju 3792°C-95°C. Takođe, sve komponente rekacije trebalo i da budu spremljene u 

puferu lxRT Buffer+Mg2+.

10xdNTP miks (3.75mM) se priprema od 6  pl svakog od 4xdNTP (lOOmM), 16 pl 

10xRT Buffer+Mg2+, 120 pl H 20

10xddNTP miks (5mM) se priprema od 20 pl lOmM ddNTP, 10 pl 10x RT Buffer+Mg2+, 

70 pl H20 .

AMV Enzimski miks sa dNTP se priprema prema od 1 pl AMV (10 U/pl), 1.2 pl 10xRT 

Buffer+Mg2+, 12 pl 10xdNTP's in lxRT Buffer+Mg2+, 9.8 pl H20
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16. Metilacioni esej

Metilacionim esejom se proverava aktivnost enzima metiltransferaza tako što se prati 

ugradnja radioaktivne metil grupe iz SAM u 30S ribozomalne subjedinice.

Reakciona smeša (finalna zapremina lOOpl) se sastoji od 20 gl 20 pmol 30S subjedinica u 

HRS puferu (lOmM MgCb, 50mM NH4CI, 5mM (3-merkaptoetanol), 5 pl proteina (5-8 

pg), S30 ili S100 frakcije, 5 pl 2.5 pCi SAM (500 mCi/mmol; 0.5 pCi/pl) ili 2.5 pl 2.5 

pCi SAM (1000 mCi/mmol; 1 pCi/pl), HRS pufer do 100 pl. Prvo se dodaje SAM, 

protein i pufer do zapremine od 80 pl, pa tek onda (posle inkubacije smeše) i ribozomalne 

subjedinice. Inkubirati reakciju 10 min na 35 °C pre dodavanja subjedinica. Nakon 

dodavanja subjedinica nastaviti inkubaciju na 35 °C, i uzimati alikvote od 20 pl u 

određenim vremenskim intervalima. Alikvote dodati u 1 ml hladne 5% TCA (koja je 

alikvotirana u graduisane epruvete. Inkubirati 20-30 min na ledu. Zaustavljena reakcija se 

filtrira na GF/C filterima (dodate se po isteku inkubacije na ledu jos 4 ml TCA, pa se jos 

jednom epruveta ispere sa 5 ml TCA) i meri se aktivnost na scintilacionom brojacu.

17. Izolovanje ribozoma i ribozomalnih subjedinica

Za izolaciju ribozoma i ribozomalnih sujedinica se koristiti prekonoćna kultura E coli 

zasejana u odgovarajućem medijumu (50 ml medijuma u erlenmajeru od 250 ml), za 

inokulaciju većih količina svežeg medijuma (na primer, 4 x 500ml medijuma u 

erlenmajerima od 2 litra). Ćelije se narastaju do srednje logaritamske faze. E. coli -  

prekonoćna bakterijska kultura se razblaži 50 -  1 0 0  puta, tako da početni OD6oo ima 

vrednost od 0,05 -  0,10 (izmeriti OD po inokulaciji). Inokulirani medijum se inkubira na 

37 °C/180rpm do 0,7 -0,9 OD6oo- Ćelije se sakupe centrifugiranjem 10 min/+4 °C/ 7 000 

rpm, u Sorvall centrifugi (GS3 rotor), a potom se operu 2 puta u puferu I (10 mM 

Hepes/KOH pH 7,6, 10 mM MgCf, 1 M NH4 CI, 6  mM P-merkaptoetanol) i lx  u puferu 

II (10 mM Hepes/KOH pH 7,6, 10 mM MgCf, 50 mM NH4CI, 6  mM p-merkaptoetanol). 

Između pranja, ćelije se obaraju pod istim uslovima. Za svako pranje koristi se 500 ml 

pufera na 1 litar početne kulture. Oprane ćelije se resuspenduju u puferu II (oko 10 g
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ćelija u 15 ml), ćelije se razbijaju u francuskoj presi na 16 0 0 0  -  18 0 0 0  psi, dodaje se 

DNaza I (50U DNaze I - Pharmacia).

Dobijena suspenzija se centrifugira 10 min/ 12 000 rpm/ +4 °C u SS34 Sorvall rotoru, a 

potom još jednom (sakupljeni supematant) 30 min/ 15 000 rpm/ +4 °C. Dobijeni 

supematant je S30 frakcija. S30 frakcija se dijalizira preko noći na +4 °C u 2000 ml 

pufera III (10 mM Hepes/KOH pH 7,6, 0,2 mM MgCh, 50 mM NH4 CI, 6  mM (3- 

merkaptoetanol) sa jednom zamenom pufera posle 2 sata dijalize. Posle dijalize odredi se

OD260-
Na pripremljene saharozne gradijente (10 -  30%) nanosi se 150 OD260 (u zapremini od 

500 pl) i gradijenti se centrifugiraju 15h u SW28 rotom u ultracentrifugi, na 23 000 rpm 

(ili 80 minuta na 44 000 rpm, u VTi50).

Lineami saharozni gradijenti 10 -  30 % se prave tako što se 20% rastvor saharoze u 

pufem III sipa u odgovarajuće epmvete za ultracentrifugu, koje se tariraju i onda zalede 

na -  70 °C (preko noći). Gradijent se formira pri postepenom otpanju na +4 °C preko 

noći. Neophodno je tarirati epmvete u kimblama i pre i posle nanošenja uzoraka. Po 

završenom centrifugiranju neophodno je gradijente držati na +4 °C.

Sledeći korak je frakcionisanje gradijenata. Kada se sakupe frakcije i očita OD260, frakcije 

koje sadrže 30S i 50S subjedinice se spoje. Dodaje se MgCh do lOmM a zatim i pufer II. 

Subjedinice se potom centrifugiraju preko noći na 50000 rpm/+4°C u ultracentrifugi. 

Istaložene subjedinice se resuspenduju u pufem II, alikvotiraju i čuvaju na -80°C.

18. In  v itro  transkripcija i translacija u sistemu E . co li

In vitro transkripcija i translacija su rađene u komercijalno dostupnom sistemu E. coli 

S30 Extract System for Circular DNA (Promega), prema uputstvu proizvođača. Klonirani 

DNK ffagment koji se ispituje, mora imati adekvatni prokariotski promotor i RBS da bi 

se uspešno eksprimirao u ovom sistemu. Reakciona smeša za ovaj esej se pravi u 

ukupnom volumenu od 25 pl i ima sledeći sastav: 2 pg DNK marica, 2,5 pl 

aminokiselinskog miksa bez metionina, 10 pl S30 premiksa bez aminokiselina, 1 pl 

[3 5S]metionina (1200Ci/mmol na 15mCi/ml), 7,5 pl S30 ekstrakta za cirkulamu DNK,
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voda do finalnog volumena. Reakcija se blago vorteksuje i inkubira 1-2 sata na 37°C. 

Reakcija se zaustavlja inkubacijom na ledu 5 min. Uzima se alikvot reakcije od 5 gl na 

koji se dodaje 20 (il acetona, i dalje se inkubira 15 min na ledu. Nakon toga, uzorci se 

centrifugiraju 5 min na 12000x g. Supematant se odbacuje a talog se suši 15 min pod 

vakuumom. Finalno se uzorak resuspenduje u 20 pl pufera za uzorak (25% glicerol, 

0.05% bromfenolblu) sa SDS-gel elektroforezu i kuva 3 min. Mali alikvot uzorka se 

lodira na 12.5 % SDS poliakrilamidni gel. Elektroforeza se odvijala preko noći u SDS 

pufem, pri 150 V i 25 mA. Po završenoj elektroforezi, gelovi su sušeni i stavljani na 

ekspoziciju sa "X-ray" filmovima na temperaturi od -70°C.

19. In  v itro  transkripcija i translacija u sistemu S. liv idan s  i M . 

m elan osporea

Procedura za in vitro transkripciju i translaciju u sistemu S. lividans i M. 

melanosporea se radi prema protokolu iz Practical Streptomyces Genetics, (Kieser et al., 

2000) .

Za dobijanje S30 ffakcije S. lividans i M. melanosporea se polazi od ćelijske 

kulture koja se dobija zasejavanjem spora sa sveže spomlisane petri šolje u 11 YEME 

medijuma uz obavezno dodavanje odgovarajućeg antibiotika. Bakterije rastu 17 do 18 

sati uz aeraciju pri 250 obrt/min„ tj. vreme inkubacije treba da bude toliko da se na kraju 

dobije 1,5 do 2 gr svežeg micelijuma po litm bakterijske kulture. Talog micelijuma se 

dobija centrifugiranjem kulture na 7000 rpm, 10 min na +4°C. Dobijeni talog je ispiran 

(na litar kulture ide 500 ml pufera) dva puta puferom za pranje (10 ml 1M HepesKOH 

pH7,5; 10 ml 1M MgCE; 250 ml 4M NH4C1; 0,35 ml p merkaptoetanol; 730 ml vode) i 

jednom S30 puferom (50 ml 1M HepesKOH pH7,5; 10 ml 1M MgCb; 12,5 ml 4M 

NH4C1; 0,35 ml p merkaptoetanol; 927 ml vode). Oprani micelijumi se resuspenduju u 

S30 puferu i filtriraju pod vakuumom. Pre razbijanja u ffancuskoj presi se izmereni 

micelijumi resuspenduju u S30 puferu sa 10% glicerolom u razmeri lg  na 2,5 ml pufera. 

Razbijanje se vrši dva puta, pod pritiskom od 10-12 x 103 psi a razbijeni micelijum se 

centrifugira na 15000g, 30 min na +4°C. Dobijeni supematant je S30 ffakcija koja bi
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trebalo da nakon očitavanja A260 ima 300 do 350 jedinica po ml. Ovako dobijena S30 

frakcija se koristi u eseju in vitro transkripcija i translacija prema sledećoj recepturi: 10 pl 

S30 frakcije (2 do 3 A260), 6 pl S30 pufera, 2 pl [35S]-metionina, 2 pl 0,1M Mg-acetata, 8 

pl smeše za sintezu i 2 pl plazmidne DNK količine oko 2 pg.

Smeša za sintezu se priprema prema recepturi: 200 pl 2M HepesKOH pH8,2; 250 pl 

0,55M DTT; 250 pl 38 mM ATP pH7; 75 pl 88 mM CTP, GTP, UTP miksa pH7; 500 pl 

0,42 M fosfoenolpiruvat pH7; 50 pl 55 mM aminokiseline (ukupno 19 aminokiselina bez 

metionina); 375 pl 40% PEG 8000, 100 pl "folinic acid" (2,7mg/ml); 240 pl piruvat 

kinaze (2000U/ml u 20% glicerolu). 66,5 pl 4,2 M amonijumacetat; 66,5 [il 8,4 M 

kalijum acetat).

Pripremljena reakcija se inkubira 30 min na 30°C, zatim se dodaje 2 (il neobeleženog 

metionina i inkubacija nastavlja još 10 min pod istim uslovima. Za proveru se uzima 

jedna polovina volumena reakcije kojoj se dodaje jedna trećina pufera za lodiranje za 

SDS PAGE. Elektroforeza se odvijala preko noći u SDS puferu, pri 150 V i 25 mA. Po 

završenoj elektroforezi, gelovi su sušeni i stavljani na ekspoziciju sa f'X-ray" filmovima 

na temperaturi od -70°C.
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IV REZULTATI

Kod bakterije Micromonospora zionensis, proizvođača aminoglikozidnog 

antibiotika G-52, Sgm metiltransferaza metilacijom G1405 u 16S rRNK obezbeđuje 

rezistenciju na gentamicin (Savic et al., 2009). Smatra se da je za kompletnu modifikaciju 

30S ribozomalnih subjedinica i obezbeđivanje rezistentnog fenotipa, potrebno svega 

nekoliko molekula metiltransferaze u ćeliji. Na osnovu ovakve pretpostavke predložena 

je hipoteza o negativnoj autoregulaciji sgm gena na nivou inicijacije translacije koja bi 

održavala nisku koncentraciju metiltransferaze u ćeliji.

Model translacione autoregulacije sgm gena postavljen na osnovu in vivo 

eksperimenata (Kojić et al., 1996) sugeriše da Sgm metiltransferaza prepoznaje 

heksanukleotid CCGCCC koji se nalazi 14 nt ispred RBS regiona u 5’UTR sopstvene 

iRNK, a koji takođe ulazi u sastav specifične sekundame strukture u vidu ukosnice. Ista 

heksanukleotidna sekvenca se nalazi u okvira sekundame strukture u 16S rRNK, tačnije 

u heliksu 44 koji prepoznaje Sgm metiltransferaza. Pretpostavka na kojoj se zasniva 

model je da nakon što metiluje sve ribozome, Sgm protein prepoznaje heksanukleotid i 

vezuje sopstvenu iRNK, tako da deluje kao translacioni represor. Translaciona 

autoregulacija je in vivo testirana korišćenjem različitih sgm::lacZ genskih i operonskih 

fuzija u heterologom sistemu E. coli, i potvrđeno je da Sgm metiltransferaza smanjuje 

nivo ekspresije fuzionog proteina u in cis i in trans konstelaciji.

1. Ekspresija i prečišćavanje Sgm proteina iz E. co li

Za ekspresiju i prečišćavanje Sgm proteina iz E. coli korišćen je QIAexpress 

sistem (Qiagen). Ovaj sistem omogućava izolaciju rekombinantnih proteina fuzionisanih 

sa 6  histidina bilo na N- ili C- terminusu i njihovo jednostavno prečišćavanje metal 

afmitetnom hromatografijom na Ni-NTA agarozi. Ekspresija ovakvih proteina je pod 

kontrolom promotor-operator elemenata koji se sastoji od promotora T5 faga (kog 

prepoznaje RNK polimeraza E. coli) i dve lac operator sekvence za koje se vezuje lac
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represor koji blokira jak T5 promotor. Kako se T5 promotor indukuje sa IPTG, za 

održavanje pQE konstrukata sa ukloniranim genom, obeleženim sa His6 biraju se E. coli 

sojevi koji nose lacP, mutiran gen za represor, bilo na plazmidu bilo na F' epizomu.

Vektor pQES5 (Ilic-Tomic et al., 2005) sadrži sgm gen sa kodirajućom 

sekvencom iz originalnog domaćina Micromonospora zionensis kojem je na N- 

terminusu pozicioniran histidinski repić i mesto prepoznavanja i obrade enterokinazom. S 

obzirom da ovaj repić nije uticao na funkcionalnost Sgm proteina u E. coli (izrasle su na 

podlogama sa gentamicinom), nije bilo potrebe za daljom obradom Sgm proteina 

enterokinazom.

S obzirom da je za proučavanje translacione autoregulacije sgm gena potreban 

aktivan protein, izolacija Sgm je rađena pod nativnim uslovima. Takođe, aktivan protein 

je bio neophodan za metilacione eseje kojima se posredno određuje mesto metilacije u 

16S rRNK.

1 2 3 4 5 6 7  8 9  10

Slika 9. Prečišćavanje rekombinantnog N-(His)6-Sgm proteina pod nativnim uslovima 
korišćenjem Ni-NTA afinitivne hromatografije. Prikazan je 12,5% poliakrilamidni gel. 
Kolone: l.proteinski marker; 2. ćelijski lizat E. coli pQES5 tri sata nakon indukcije sa 
lmM IPTG; 3 i 4. proteinske frakcije nakon lize i centrifugiranja ćelijskih ostataka; 5 i 6 . 
frakcija nevezana za Ni-NTA kolonu; 7. frakcija nakon pranja kolone; 8 , 9, 10, elucija N- 
(His)6-Sgm proteina sa 0,25M imidazolom. Strelicom je označena traka molekulske 
težine od 30 kDa u markeru.

Optimizovani su uslovi rasta kulture E. coli koje nose ekspresioni vektor pQES5 

kao i uslovi prečišćavanja Sgm proteina. Zadovoljavajuća ekspresija Sgm proteina
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(približno 1 mg/ml prečišćenog proteina iz 1 1 LB medijuma) je postignuta uz indukciju 

sa 1 mM IPTG i rastom kulture od 3 sata nakon indukcije.

Ukoliko je koncentracija Sgm proteina u rastvoru za eluciju preko 1 mg/ml dolazi 

do formiranja agregata tokom 24 h bilo da se protein čuva na +4, +20 ili -20 °C. 

Prečišćavanje i izolacija proteina na afinitivnoj Ni-NTA koloni je rađena puferom sa 

imidazolom (Slika 9.). Protein je prečišćen do 95% čistoće.

2. Metilacija 30S ribozomalnih subjedinica i mesto metilacije Sgm 

proteina

Da bi se potvrdila funkcionalnost Sgm metiltransferaze izolovane pod nativnim 

uslovima urađen je metilacioni esej. Iz ranijih radova je bilo poznato da Sgm 

metiltransferaza može da prepoznaje i metiluje 16S rRNK u okviru kompletne 30S 

subjedinice, ali ne i golu 16S rRNK. Tačno mesto metilacije Sgm u 16S rRNK nije bilo 

eksperimentalno utvrđeno, za razliku od KgmB metiltransferaze koja vrši metilaciju 16S 

rRNK u poziciji G1405 (Beauclerk and Cundliffe, 1987). Imajući u vidu da KgmB 

metiltransferaza iz Streptoalloteicus tenebrarius i Sgm metiltransferaza obezbeđuju 

svojim nosiocima isti obrazac rezistencije na aminoglikozidne antibiotike, kao i to da 

identičnost aminokiselinskih sekvenci ova dva proteina iznosi 54%, pretpostavljeno je da 

ove dve metiltransferaze dele mesto metilacije na 16S rRNK. Da bi se ispitala ova 

mogućnost, testirana je metiltransferazna aktivnost oba enzima u prisustvu 30S 

ribozomalnih subjedinica koje su prečišćene iz senzitivnog soja E. coli, kao i 30S 

ribozomalnih subjedinica koje su izolovane iz E. coli u kojoj je eksprimiran Sgm protein 

te su stoga rezistentne na gentamicin. Kao negativna kontrola poslužila je S30 ffakcija 

senzitivnog soja M15 za koju je pokazano da ne može da metiluje senzitivne subjedinice. 

Rezultati su prikazani na slici 10 i 11.
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Slika 10. In vitro metilacioni esej Sgm metiltransferaze sa 30S ribozomalnim 
subjedinicama izolovanim iz senzitivnog soja E. coli (sgmS) i 30S ribozomalnim 
subjedinicama izolovanim iz rezistentnog soja E. coli (sgmR). Negativna kontrola je 
metilacioni esej 30S subjedinica sa S30 ffakcijom senzitivnih M15 E. coli ćelija (M15).

Sa slike 10 se može videti da je prečišćeni Sgm protein aktivan i da vrši prebacivanje 

metil grupe sa radioaktivno obeleženog SAM-a na senzitivne subjedinice, kao i da nema 

ugradnje metil grupe u rezistentne subjedinice.

Paralelno sa prethodnim eksperimentom urađen je metilacioni esej 30S subjedinica sa 

KgmB proteinom (Slika 11). Vidi se da KgmB protein ugrađuje metil grupe u senzitivne 

30S subjedinice ali ne i u rezistentne koje su in vivo metilovane Sgm metiltransferazom. 

Izostanak metilacije rezistentnih subjedinica bio je prvi posredan dokaz da dve 

metiltransferaze imaju isto mesto delovanja, G na poziciji 1405 (Ilic-Tomic et al., 2008), 

što su kasnije potvrdila i druga istraživanja (Cubrilo et al., 2009, Savic et al., 2009).
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Slika 11. In vitro metilacioni esej 30S ribozomalnih subjedinica izolovanih iz senzitivnog 
soja E. coli (kgmB Senz) i 30S ribozomalnih subjedinica izolovanih iz rezistentnog soja 
E. coli (kgmB Rez).

3. Ispitivanje interakcije RNK i Sgm proteina in v itro  metodom 

usporene elektroforetske pokretljivosti ili EMSA (electrophoretic 

mobility shift assay)

3.1. Vezivanje Sgm proteina za RNK probu

Za testiranje hipoteze o negativnoj autoregulaciji sgm gena na nivou inicijacije 

translacije odabrana je metoda usporene elektroforetske pokretljivosti ili EMSA. Ovom 

metodom se interakcija proteina sa iRNK može analizirati i kvalitativno i kvantitativno.

Prvi korak u ispitivanju vezivanja Sgm proteina za RNK je bio sinteza 

odgovarajuće sgm iRNK probe u eksperimentu in vitro transkripcije. S obzirom na 

rezultate in vivo eksperimenata (Kojić et al., 1996) za dalji rad je odabran iRNK molekul 

dužine 48 nt, koji obuhvata 5’UTR sgm gena u regionu -21 nt do -62 nt u odnosu na start 

translacije. Predikcija sekundame stukture ovog RNK molekula dobijena je korišćenjem
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Mfold web servera (www.Mfold) (Slika 12). Prema predikciji, ovaj RNK fragment pravi 

sekundamu struktum u vidu ukosnice. Svi predloženi modeli koji se međusobno razlikuju 

po slobodnoj energiji sadrže potencijalnu regulatomu sekvencu CCGCCC u okvim 

sekundame strukture. Prvih šest nukleotida GGGAGA na 5' kraju transkripta uvedeni su 

prajmerom sgmCCTGCCCFor u PCR reakciji i bitni za efikasnost T7 RNK polimeraze 

(Milligan, 1987). RNK je sintetisana sa plazmida pGEM-5’UTR (konstmkcija plazmida 

je prikazana u prilogu 1 ).

Slika 12. A) Primama stmktura 5’UTR sgm iRNK molekula u regionu od -21 do -62 u 
odnosu na start kodon. Promotor T7 vektora pGem-easy je uokviren žutim 
pravougaonikom, potencijalna regulatoma sekvenca je uokvirena roze pravougaonikom. 
B). Sekundama stmktura u okvim 5’ UTR sgm iRNK molekula od P1 promotora, sa 
potencijalnom regulatomom sekvencom koja je uokvirena roze pravougaonikom, 
strelicama je ograničena sekvenca sgm iRNK molekula od 48 nt. RBS kao i start kodon 
su podvučeni.

Sgm protein koji je korišćen u svim reakcijama vezivanja je prečišćen afinitivnom 

hromatografijom na koloni od Ni-NTA agaroze preko His6 repića.

U reakciji vezivanja količina iRNK je bila konstantna i iznosila je približno 0.1 pmol, dok 

je koncentracija Sgm proteina lineamo rasla od 15 do 90 pmol. Rezultati više 

ponovljenih, nezavisnih EMSA eksperimenata su pokazali da koncentracija Sgm proteina 

koja dovodi do pojave vidljivog protein-iRNK kompleksa iznosi 30 pmol. Na slici 13 je 

prikazan rezultat jednog od eksperimenata vezivanja. U reakciji gde je detektovan jasan 

signal je prisutno 300 puta više molekula proteina u odnosu na iRNK. Prema podacima iz

A)

5; UTR:|G S G A S ^ SG7GG3C C G G C G & G C G G A A ~A C CC G gTTC tfB [^Bfc~Q  4E

B)
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literature gde je optimalan odnos proteimiRNK bio 10:1, dobijeni eksperimentalni 

rezultati govore u prilog činjenici da postoji slab afinitet Sgm proteina za iRNK 

korišćenu eksperimentu. Međutim, trebalo bi imati u vidu da nakon reakcije obeležavanja 

iRNK probe ostaje izvesna količina neobeleženog iRNK molekula za koji se Sgm protein 

vezuje istim afmitetom, što se ne može detektovati na radigrafiji.

30 60 90 pmol

Slika 13. Vezivanje Sgm proteina za sgm iRNK (48 nt) probu. Na 8 % nedenaturišući 
poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa konstantnom koncentracijom RNK (0,1 pmol) a 
rastućom koncentracijom Sgm proteina: 30, 60, 90 pmol. U prvoj koloni je slobodna 
iRNK proba bez proteina.

3.2. Vezivanje Sgm proteina za sopstvenu sgm  iRNK dužine 48 nt u prisustvu 

specifičnog i nespecifičnog kompetitora

Da bi se ispitala specifičnost vezivanja Sgm proteina za sopstveni 48 nt dug iRNK 

molekul, urađen je EMSA eksperiment sa neobeleženom sgm iRNK probom koja se u 

reakciju vezivanja dodaje u suvišku u odnosu na obeleženu iRNK probu. Porast 

koncentracije ovakve iRNK koja je specifični kompetitor, treba da dovede do slabljenja
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intenziteta kompleksa protein-iRNK tj. ,,hlađenja“ signala. Koncentracija proteina u 

reakciji je konstantna i iznosi 30 pmol, dok je koncentracija specifičnog kompetitora 

lineamo povećavana od 10 do 100 puta više u odnosu na obeleženu probu (slika 14).

specifkomp. nespecif. komp. 
- 10 20 50 100 10 20 50 100x

Protein-iRNK
kompleks

slobodna
iRNK
proba

Slika 14. Vezivanje Sgm proteina za iRNK u prisustvu specifičnog i nespecifičnog 
kompetitora. Prikazan je 8 % nedenaturišući poliakrilamidni gel na koji su nanete reakcije 
kompeticije sa konstantnom koncentracijom obeležene iRNK (0,1 pmol) i Sgm proteina 
(30 pmol), a rastući odnos koncentracija specifičnog i nespecifičnog kompetitora u 
odnosu na obeleženu iRNK označen je na slici. U prvoj koloni se nalazi slobodna iRNK 
proba bez Sgm proteina. Označen je položaj protein-iRNK kompleksa.

Na radiografiji se uočava da sa porastom koncentracije specifičnog kompetitora u 

reakciji vezivanja, intenzitet kompleksa opada. Do potpunog slabljenja kompleksa dolazi 

u prisustvu 100 puta veće koncentracije specifičnog kompetitora. Takođe, u centralnom 

delu radiografije se uočava prisustvo ,,lakšeg“ kompleksa, tj. kompleksa protein-iRNK 

koji brže putuje. Kompleks koji sporije putuje tkz. ,,teži“ kompleks, mogao bi da bude 

posledica protein-protein interakcija ili interakcija između kompleksa Sgm proteina 

fonniranog sa obeleženom iRNK probom i onog fonniranom sa neobeleženom iRNK
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probom. S obzirom da se na radiografiji uočava prisustvo više formi slobodne iRNK 

probe, moguće objašnjenje je da je ,,teži“ kompleks formiran od proteina i jedne od formi 

iRNK.

Radi daljeg ispitivanja specifičnosti vezivanja Sgm proteina za sopstvenu iRNK 

urađen je EMSA esej sa nespecifičnim kompetitorom (slika 14). Kao nespecifični 

kompetitor korišćen je iRNK molekul dobijen in vitro transkripcijom polilinkera 

pBSK+/- plazmida dužine 55 nt, koji ne pokazuje homologiju sa sgm iRNK. Na slici 14 

se vidi da sa porastom koncentracije nespecifičnog kompetitora od 1 0  do 1 0 0  puta u 

odnosu na sgm iRNK, dolazi do slabljenja intenziteta kompleksa protein iRNK. 

Nespecifični kompetitor dodat u reakciju vezivanja u suvišku od 100 puta, dovodi do 

skoro potpunog ,,hlađenja“ signala. Slabljenje intenziteta kompleksa sa porastom 

koncentracije nespecifičnog kompetitora nije izraženo kao u slučaju specifičnog 

kompetitora, ali je značajno. Stoga je bilo neophodno dodatno proveriti afinitet vezivanja 

Sgm proteina za iRNK dužine 55 nt, dobijenu sa plazmida pBSK+/-.

3.3. Vezivanje Sgm proteina za pBlu  iR N K  u prisustvu specifičnog i nespecifičnog  

kom petitora

Novi EMSA eksperimenti su pokazali da Sgm protein sa podjednakom 

efikasnošću vezuje radioaktivno obeleženu pBlu iRNK dužine 55 nt, kao i sopstvenu 

iRNK, tj. do pojave vidljivog signala dolazi kada je protein prisutan u suvišku od 300x u 

odnosu na iRNK (slika 15).
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Slika 15. Vezivanje Sgm proteina za pBlu iRNK (55 nt) probu. Na 8 % nedenaturišući 
poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa konstantnom koncentracijom RNK (0,1 pmol) a 
rastućom koncentracijom Sgm proteina: 30, 60, 90 pmol. U prvoj koloni je slobodna 
iRNK proba bez proteina.

Specifičnost vezivanja Sgm proteina za pBlu iRNK je dodatno proverena 

kompetitivnim EMSA eksperimentom, u kom je kao specifični kompetitor korišćena 

neobeležena pBlu iRNK, a kao nespecifični kompetitor 48 nt duga sgm iRNK. Na slici 16 

se vidi da sa porastom koncentracije kako specifičnog tako i nespecifičnog kompetitora u 

reakciji dolazi do slabljenja intenziteta signala. Specifični, kao i nespecifični kompetitor 

dodati su suvišku od 1 0 0 x potpuno ,,hlade“ signal.
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Slika 16. Vezivanje Sgm proteina za pBlu iRNK dužine 55 nt u prisustvu specifičnog i 
nespecifičnog kompetitora. Prikazan je 8 % nedenaturišući poliakrilamidni gel na koji su 
nanete reakcije kompeticije sa konstantnom koncentracijom obeležene iRNK (0,1 pmol) i 
Sgm proteina (30 pmol), a rastući odnos koncentracija specifičnog i nespecifičnog 
kompetitora u odnosu na obeleženu iRNK označen je na slici. U prvoj koloni se nalazi 
slobodna RNK proba bez Sgm proteina. U drugoj koloni se vidi signal koji predstavlja 
kompleks protein iRNK. Strelicama su označeni položaji protein-RNK kompleksa i 
slobodne iRNK probe.

Jasno je da se Sgm protein sa podjednakom efikasnošću vezuje za bilo koju 

kratku iRNK koja mu se ponudi, ukoliko je prisutan u reakciji u suvišku od 300x u 

odnosu na iRNK. Kako je očito da samo prisustvo potencijalne regulatome sekvence 

CCGCCC i navedene pretpostavljene sekundame stmkture nije dovoljno da obezbedi 

specifičnost vezivanja proteina za sopstvenu iRNK, za dalji rad su sintetisane duže iRNK.
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3.4. Vezivanje Sgm proteina za P l-s g m  iRNK i P 2-sgm  iRNK u prisustvu S-adenozil- 

metionina (SAM)

S obzirom da postoje dva promotora sgm gena u originalnom domaćinu 

Micromonospora zionensis (Kojić, 1994), P1 koji je bliži start kodonu i P2 koji je 

udaljeniji od ATG, postoji mogućnost da je za specifičnost vezivanja Sgm proteina za 

iRNK i negativnu autoregulaciju potrebna još neka primama sekvenca ili sekundama 

struktura iz 5’ netranslatirajućeg dela. Stoga su za eksperimente in vitro transkripcije sa 

T7 promotora plazmida pGEM-easy, konstmisana dva vektora koja nose 5’UTR sgm 

gena i prvih 80 nt iz kodirajućeg dela gena (konstmkcija je prikazana na slici u prilogu 2  i 

3). Prvi vektor pHDV-Plsgm sadrži 5’UTR sgm gena od P1 promotora domaćina M. 

zionensis i 80 nt iz kodirajućeg dela gena. In vitro transkripcijom sa ovog plazmida se 

dobija Pl-sgm  iRNK dužine 159 nt (slika 17).
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Slika 17. A). Primama stmktura 5’UTR sgm gena od P1 i P2 promotora. Promotor T7 
vektora pGem-easy je uokviren žutim pravougaonikom, potencijalna sekundama 
stmktura je podvučena zelenom crtom, potencijalna regulatoma sekvenca je uokvirena 
roze pravougaonikom, RBS je podvučen bordo crtom, start kodon je označen sa +1. B). 
Položaj sekundame stmkture sa potencijalnom prvom regulatomom sekvencom je 
označen strelicom, dmga potencijalna regulatoma sekvenca je uokvirena žutim 
pravougaonikom.
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Drugi konstrukt, pHDV-P2sgm, sadrži 5’UTR sgm gena od udaljenijeg, P2 

promotora domaćina M. zionensis i 80 nt iz kodirajućeg dela gena. In vitro transkripcijom 

sa ovog plazmida se dobija /V.vgm-iRNK. dužine 333 nt (slika 17). Obe iRNK su 

korišćene u EMSA eksperimentima.

Da bi se ispitao potencijalni uticaj SAM na specifičnost vezivanja Sgm proteina za 

sopstvene iRNK molekule, dodavan je u EMSA reakcije ovaj kofaktor Sgm 

metiltransferaze u finalnoj koncentraciji od lmM. Takođe, u istu svrhu, dodavan je i 

antibiotik gentamicin (Gm) u finalnoj koncentraciji od 1 pg/ml. Rezultat eksperimenta 

koji je urađen sa. Pl-sgm-iKNK  dužine 159 nt je prikazan na slici 18.

G m
S A M
S g m  p r o t e i n

Slika 18. Vezivanje Sgm proteina za sgm P/-iRNK (159 nt) probu. Na 6  % 
nedenaturišući poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa konstantnom koncentracijom 
iRNK (0,015 pmol) a rastućom koncentracijom Sgm proteina: 100, 300, 600 u suvišku u 
odnosu na iRNK. Prisustvo ili odsustvo SAM-a i gentamicina je označeno na slici sa +/-.

Sa slike 18 se uočava da do pojave vidljivog signala dolazi tek kada je protein 

prisutan u reakciji u suvišku od 600x u odnosu na iRNK, što je u saglasnosti sa 

prethodnim eksperimentima koji su urađeni sa kratkim sgm iRNK molekulom. S obzirom 

da je pojava signala izostala u kolonama 4 i 6  kao i kolonama 9 i 10, gde je protein bio u 

suvišku od 100x u odnosu na iRNK, zaključeno je da prisustvo lmM SAM u kolonama 4
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i 6 , kao i gentamicina u reakcijama 9 i 10, ne dovodi do povećane specifičnosti vezivanja 

Sgm proteina za iRNK. Štaviše, u koloni 8  gde je prisutan SAM intenzitet signala je 

slabiji kada se uporedi sa kolonom 7 gde SAM nije prisutan. Identičan eksperiment je 

ponovljen sa in vitro sintetisanom /J2.s'gy«-iRNK dužine 333 nt. Rezultat je prikazan na 

slici 19.

G m  - ........................................................ - +  +
S A M  - +  - +  - +  - +  - +
s g m  - - 3 0 0 x  3 0 0 x  6 0 0 x  6 0 0 x  1 2 0 0 x l2 0 0 x 3 0 0 x 3 0 0 x

a šm  8■ • -3 4 -5  6, A  S j»0 M j

Slika 19. Vezivanje Sgm proteina za P2-sgm RNK (333 nt) probu. Na 6 % nedenaturišući 
poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa konstantnom koncentracijom iRNK (0,015 
pmol) a rastućom koncentracijom Sgm proteina: 300, 600 i 1200 u suvišku u odnosu na 
iRNK. Prisustvo ili odsustvo SAM-a i gentamicina je označeno na slici sa +/-.

Na slici 19 može da se uoči pojava signala kada je protein prisutan u suvišku od 600x u 

odnosu na iRNK, kao i da se intenzitet signala pojačava sa porastom koncentracije 

proteina u reakciji. Kao i u prethodnom eksperimentu, dodavanje SAM i gentamicina u 

reakciju nema značaja, jer ne dolazi do povećane specifičnosti vezivanja Sgm 

metiltransferaze za sopstvenu iRNK.

EMSA eksperiment sa Pl-sgm  iRNK dužine 159 nt je ponovljen i u prisustvu rastuće 

koncentracije SAM: 0,1, 1 i 10 mM. Rezultat prikazan na slici 20 potvrđuje prethodne 

eksperimente, tj. da prisustvo kofaktora ne utiče na specifičnost vezivanja proteina za 

iRNK.

77



0.1 1 10
+ (. 111

- 10 0.1 1 10 10 S A M m M
6 0 0 x  3 0 0 x  3 0 0 x  3%0 0 x  3 0 J x  S g m  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 20. Vezivanje Sgm proteina za Pl-sgm  iRNK (159 nt) probu u prisustvu rastuće 
koncentracije SAM. Na 6 % nedenaturišući poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa 
konstantnom koncentracijom iRNK (0,015 pmol) a rastućom koncentracijom Sgm 
proteina: 300 i 600x u suvišku u odnosu na iRNK. U prvoj koloni je iRNK proba bez 
proteina i SAM, u drugoj, trećoj i četvrtoj koloni je slobodna iRNK proba bez proteina ali 
joj je dodat SAM. Prisustvo ili odsustvo SAM i gentamicina je označeno na slici sa +/-.

3 .5 . V ez iv a n je  S gm  p ro te in a  za  P l-sgm  iR N K  d u žin e  159 n t u p r isu stv u  S- 

ad en o z il-h o m o c iste in a  (SA H )

Nakon dodavanja kofaktora u EMSA reakcije, urađen je još jedan pokušaj da se 

ovim tipom eksperimenta pokaže vezivanje Sgm proteina za sopstvenu iRNK. Naime, u 

reakcije je dodavan SAH, molekul koji nastaje nakon što se metil grupa prebaci na 

substrat. Ideja je bila da se prisustvo SAH kao stabilnijeg molekula od SAM, iskoristi da 

održi protein u aktivnoj konformaciji u kojoj on prepoznaje sopstvenu iRNK, vezuje se za 

nju i onemogućava inicijaciju translacije. Eksperiment je urađen sa Pl-sgm  iRNK dužine 

159 nt u prisustvu lmM SAH, kao i u prisustvu rastuće koncentracije koncentracije SAH. 

Rezultat je prikazan na slici 21.
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Slika 21. Vezivanje Sgm proteina za Pl-sgm  iRNK (159 nt) probu u prisustvu rastuće 
koncentracije SAH: 0,1, 1, 10 mM. Na 6 % nedenaturišući poliakrilamidni gel su nanete 
reakcije sa koncentracijom iRNK od 0,015 pmol i koncentracijom Sgm proteina od 100 i 
50x u suvišku u odnosu na RNK. U prvoj koloni je iRNK proba bez proteina i SAH, u 
drugoj, trećoj i četvrtoj koloni je slobodna iRNK proba bez proteina, ali joj je dodat 
SAH. Prisustvo ili odsustvo SAH je označeno na slici sa +/-. U kolonama 5, 6 , 7, 8  je 
iRNK probi dodat Sgm protein u suvišku od 100x, u kolonama 9 i 10 je protein prisutan u 
suvišku od 50X.

Iz ovog eksperimenta se jasno uočava da dodavanje SAH u EMSA reakcije ne 

utiče na specifičnost vezivanja Sgm proteina za iRNK.

Podaci dobijeni nakon eksperimenta u kom je praćeno vezivanje Sgm proteina za P1 -sgm 

iRNK dužine 159 nt u prisustvu lmM SAH, su u saglasnosti sa prethodnim 

eksperimentom i ne govore u prilog povećanoj specifičnosti vezivanja proteina za iRNK 

(rezultati nisu prikazani u ovom radu).

Svi urađeni EMSA eksperimenti pokazuju da se prečišćeni Sgm protein nespecifično 

vezuje bilo koju iRNK koja mu se ponudi, ukoliko je prisutan u velikom suvišku.

Iako in vivo eksperimenti nedvosmisleno ukazuju na postojanje negativne 

autoregulacije na nivou inicijacije translacije sgm gena (Kojic et al., 1996), pokazano 

nespecifično vezivanje Sgm proteina sugeriše da najverovatnije postoji još nešto u ćeliji 

što bi moglo da utiče na specifičnost vezivanja ove metiltransferaze za sopstvenu iRNK.
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Da bi se proverila ova pretpostavka urađeni su EMSA eksperimenti u kojima su, umesto 

prečišćenog HiseSgm proteina, korišćeni bilo ćelijski ekstrakti bilo S30 frakcija. 

Međutim, očekivano povećanje specifičnosti vezivanja Sgm proteina za sopstvenu iRNK 

nije dobijeno ni u jednom slučaju.

Paralelno sa EMSA esejima su rađeni filter binding eseji da bi se odredila konstanta 

disocijacije proteina. Esej je rađen sa prečišćenim Sgm proteinom, ćelijskim ekstraktom, 

S30 frakcijom, S100 frakcijom koje su sadržale eksprimirani Sgm protein i iRNK 

probama koje su prethodno opisane. Ni u jednom slučaju nije pokazana razlika u 

vezujućem afinitetu Sgm proteina za iRNK probe (rezultati nisu prikazani).

4. Ispitivanje interakcije RNK i Sgm proteina ,,toeprint“ metodom

Kada tokom reakcije polimerizacije reverzna transkriptaza naiđe na 30S 

ribozomalnu subjedinicu vezanu za RBS, disosuje sa iRNK a kao rezultat toga nastaje 

,,toeprint“ signal. Signal se obično javlja na poziciji +15, u kodirajućem delu gena. Kako 

hipoteza o negativnoj autoregulaciji sgm gena na nivou inicijacije translacije nije 

dokazana putem EMSA eseja, urađeni su ,,toeprint“ eksperimenti, u kojima je očekivano 

nestajanje ,,toeprint“ signala, jer bi vezivanje Sgm proteina za regulatome sekvence u 

sopstvenoj iRNK onemogućilo vezivanje 30S subjedinice za RBS.

Prvi korak u ovom eksperimentu je bio izbor i radioaktivno obeležavanje 

odgovarajućeg prajmera sa y-ATP. Odabrani prajmer, ,,+80atgsgmrev“, je 

komplementaran sgm genu na poziciji od +80 od ATG i usmeren ka početku gena. Za 

,,toeprint“ esej je in vitro sintetisana Pl-sgm  iRNK dužine 159 nt, koja je korišćena u 

prethodnim eksperimentima. Nakon vezivanja prajmera za iRNK, MMLV reverznom 

transkriptazom je sintetisan komplementami lanac što omogućava da formirani 

kompleksi, kako binami 30S-iRNK, tako i temami 30S-iRNK-tRNKffnet budu 

vizuelizovani na akrilamidnom gelu .

Za ispitivanje interakcije Sgm proteina i iRNK, u ,,toeprint“ eksperimentu neophodno je 

preinkubirati prečišćeni Sgm protein sa smešom u kojoj je prajmer vezan za iRNK pre
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dodavanja ostalih komponenti u reakciju. Preinkubacija je rađena 45 min na sobnoj 

temperaturi. Imajući u vidu rezultate EMSA eksperimenata, polazna koncentracija 

prečišćenog Sgm u reakciji od koje smo pošli je 600x veća u odnosu na iRNK.

Rezultat ,,toeprint“ eseja je prikazan na slici 22.

Slika 22. ,,Toeprint“ esej. U prvoj koloni je lObp DNK lestvica. Reakcije „primer 
extension“ (kolona 2), formiranje binamog kompleksa (kolona 3), formiranje temamog 
kompleksa(kolona 4), kao i reakcija kompeticije između Sgm proteina i 30S subjedinice 
(kolona 5) su označene na slici. Pojava ,,toeprint“ signala je označena strelicom.

U ovim eksperimentalnim uslovima nije bilo moguće detektovati tranzientni 

binami kompleks. Fonniranje stabilnog temamog kompleksa 30S-iRNK-tRNKffnet 

dovodi do pojave „toeprint" signala na poziciji +15 nukleotida nizvodno od inicijacionog 

kodona. Dodavanje Sgm proteina u suvišku od 600x u odnosu na iRNK tokom formiranja 

temamog kompleksa, dovodi do slabljenja ali ne i do potpunog nestanka ,,toeprint“ 

signala na poziciji +15. Ovi rezultati navode na zaključak da ne postoji kompeticija 

između Sgm proteina i 30S subjedinica za vezivanje za iRNK, ali i da ne postoji visoka 

specifičnost vezivanja proteina za sopstvenu iRNK. Takođe, sa slike se jasno uočava da u 

svim reakcijama postoji više signala tj. više mesta na iRNK sa kojih je reverzna
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transkriptaza spadala tokom sinteze cDNK. Glavni signali, prema DNK lestvici, prisutni 

su na poziciji +30 u kodirajućem delu gena, kao i na poziciji -20 u odnosu na start kodon. 

Moguće objašnjenje za ove signale je postojanje stabilnih sekundamih stmktura unutar 

iRNK. Štaviše, signal na poziciji -20 je potpuno u saglasnosti kako sa kompjuterskom 

predikcijom stabilne sekundame strakture koja obuhvata i potencijalnu regulatomu 

sekvencu CCGCCC, tako i sa eksperimentalnim podacima dobijenim RN-aznim esejima 

koji potvrđuju postojanje pomenute sekundame strakture (Vojnovic et al., in press 2010).

S obzirom da je prethodni eksperiment potvrdio rezultat EMSA eseja, naredni 

,,toeprint“ esej je malo modifikovan, pa je preinkubacija Sgm proteina sa iRNK rađena 10 

min na 37° C. Dobijeni su eksperimentalni podaci identični prethodno opisanim i ukazuju 

da temperatura i vreme inkubacije ne povećavaju specifičnost vezivanja proteina za RNK 

(rezultat nije prikazan).

Rezultat ,,toeprint“ eseja u čije reakcije je dodavana duplo veća koncentracija 30S 

subjedinica je prikazan na slici 23. Formiranje temamog kompleksa 30S-iRNK- 

tRNKfinet dovodi do pojave jakog ,,toeprint“ signala na poziciji +15C od start kodona. 

Dodavanje rastuće koncentracije Sgm proteina u reakcije od 100x i 300x više u odnosu 

na RNK, ne onemogućava formiranje temamog kompleksa tj. ne dolazi do ,,hlađenja“ 

,,toeprint“ signala. Neznatno smanjenje intenziteta signala se primećuje u reakciji gde je 

prisutan Sgm protein u suvišku od 300x. U svim reakcijama je prisutan isti profil traka tj. 

isti signali kao u prethodnom eksperimentu.
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Slika 23. ,,Toeprint“ esej. U poslednjoj koloni je lObp DNK lestvica. Reakcije „primer 
extension“ (kolona 1), formiranje binamog kompleksa (kolona 2), formiranje temamog 
kompleksa (kolona 3 i 4) kao i reakcije kompeticije između Sgm proteina i 30S 
subjedinice (kolone 5 i 6) su označene na slici. Pojava ,,toeprint“ signala je označena 
strelicom.

Navedeni rezultati, kao i rezultati ,,toeprint“ eseja koji nisu prikazani, jasno 

ukazuju da Sgm protein ne sprečava vezivanje 30S subjedinica za iRNK ukoliko je 

prisutan u reakciji u suvišku od 100x u odnosu na iRNK. Prema podacima iz literature za 

formiranje kompleksa protein-RNK dovoljno je da protein bude dodat u reakciju u 

suvišku od 3x. Očigledno je da u ovom slučaju ne postoji visok afinitet vezivanja 

proteina za ponuđenu RNK. Do potpunog ,,hlađenja“ ,,toeprint“ signala dolazi tek ako je 

protein prisutan u suvišku od 1200x (podaci nisu prikazani).

Nakon ,,toeprint“ eksperimenata i evidentnog odsustva vezivanja Sgm metilaze, koje je 

prvobitno utvrđeno EMSA eksperimentima, postavilo se pitanje da li su odabrane metode 

dovoljno osetljive za dokazivanje represije na nivou inicijacije translacije sgm gena.
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Zbog toga je bilo neophodno da se polazna hipoteza testira u sistemu za in vitro 

transkripciju i translaciju, sa cirkularnih DNK, koji su komercijalno dostupni (Promega).

5. Metilacija in  v itro  sintetisanih sgm  iRNK

Uporedo sa ,,toeprint“ esejima rađena je metilacija sgm iRNK molekula koji su in 

vitro sintetisani, sa prečišćenim Sgm proteinom. Ovim eksperimentom je proveravana 

hipoteza o mogućoj ulozi metilacije iRNK molekula, kao signala za njihovu degradaciju. 

S obzirom na činjenicu da je genska regulacija sgm vezana za njegov 5’ kraj, in vitro 

metilacioni esej je urađen sa dve kratke iRNK koje su in vitro sintetisane sa T7 

promotora, već korišćene u EMSA eksperimentima: sgwz-iRNK dužine 48 nt i Pl-sgm  

iRNK dužine 159 nt. Da bi se olakšala precipitacija iRNK, u reakciju je dodavana tRNK. 

Kao pozitivna kontrola eksperimenta poslužila je reakcija metilacije 30S subjedinica Sgm 

metiltransferazom.

—*— sgm -S enz 30S

—■— P l-R N K

5 'U T R S g m
RN K

—* — Pl-R N K +tR N K

—* — 5 U rR s g m  
RN K+tRNK

Slika 24. In vitro metilacioni esej iRNK koje su sintetisane u in vitro sistemu sa T7 
promotora sa Sgm metiltransferazom. Pozitivna kontrola-metilacija 30S subjedinica 
(sgm-Senz 30S), metilacija Pl-sgm  iRNK (Pl-RNK), metilacija Pl-sgm  iRNK u 
prisustvu tRNK (P1-RNK+tRNK), metilacija sgm iRNK (5’UTR Sgm RNK), metilacija 
sgm iRNK u prisustvu tRNK (5’UTR Sgm RNK+tRNK).
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Rezultat metilacionog eseja je prikazan na slici 24. Do metilacije dolazi samo u 

reakciji gde je target za Sgm protein 30S subjedinica. U ostalim reakcijama sa Pl-sgm  

iRNK i sgm-iRNK molekulima metilacija izostaje, što je bio znak da Sgm ne prepoznaje 

sopstvene iRNK kao target, tako da hipoteza o metilaciji iRNK kao signala za njihovu 

degradaciju nije potvrđena.

6. Ispitivanje negativne autoregulacije sgm gena u sistemu za in vitro  

transkripciju i translaciju E. co li

6.1. In  vitro translacija sa cirkularnih DNK matrica

Kako ni jedan od eksperimentalnih pristupa nije pružio dokaze postojanja 

autoregulacije na nivou inicijacije translacije sgm gena, a kako je pokazano da ona postoji 

u heterologom domaćinu, E. coli, dalji eksperimenti su bili usmereni ka testiranju 

hipoteze autoregulacije u ,,cell-free“ E . coli sistemu za in vitro transkripciju i translaciju. 

U ovom sistemu, najbližem ćeliji, istovremeno je testirana i uloga druge potencijalne 

regulatome sekvence CCGCC, koja se nalazi u kodirajućem delu gena na poziciji +95 od 

starta translacije (Slika 17).

Predikcija sekundame stmkture sgm iRNK dobijena na Mfold web servem je 

pokazala da RNK molekul pravi sekundamu struktum u vidu ukosnice u ovom regionu i 

da je u ovu struktum uključena i potencijalna regulatoma sekvenca CCGCC. Da bi se 

ispitao značaj pentanukleotida napravljen je konstmkt gde je mutirana nizvodna CCGCC 

sekvenca u GAGAT, čime se namšava sekundama struktura iRNK ali ne i redosled 

aminokiselina u proteinu. U dmgom konstruktu su obe potencijane regulatome sekvence 

bile mutirane, tj. pored već pomenute izmene u pentanukleotidu, prva, CCGCCC 

uzvodna regulatoma sekvenca je deletirana.

Transkripcija i translacija sgm gena su prvobitno rađene sa 4 plazmidne DNK 

koje su linearizovane neposredno iza samog sgm gena, u ćelijskom ekstraktu u prisustvu 

radioaktivno obeleženog metionina [35S] prema uputstvu proizvođača. Ekspresija sgm
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gena, bilo da je wt tj. sa intaktnim potencijalnim regulatomim sekvencama, ili sa 

mutiranim potencijalnim regulatomim sekvencama, je pod kontrolom lacZ promotora. 

Plazmid pUMK33 nosi wt sgm gen sa nepromenjenim regulatomim sekvencama. Dmgi 

plazmid pM5-18 (prilog 6) ima wt sgm gen i deletiranu CCGCCC uzvodnu regulatomu 

sekvencu u 5’UTR. Kod pSgm57 plazmida je mutirana nizvodna potencijalna sekvenca, 

CCGCC iz kodirajućeg regiona, u GAGAT, čime je namšena sekundama stmktura iRNK 

ali ne i redosled aminokiselina u proteinu (prilog 8A). Plazmid pPCR57 ima deletiranu 

uzvodnu i mutiranu nizvodnu regulatomu sekvencu u GAGAT (prilog 8B). Kao pozitivna 

kontrola korišćena je reakcija in vitro translacija sa plazmida pAKl koji nosi kgm gen. 

Negativna kontrola je bila reakcija in vitro translacije sa plazmida pUC18.

Pre stavljanja u reakcionu smešu plazmidi su dodatno prečišćeni na koloni G-25 

(Pharmacia). Rezultat eksperimenta je prikazan na slici 25.

+ - +  - +  - +  M -  + - +

Slika 25. Autorepresija translacije Sgm in vitro. Na 12,5% SDS- poliakrilamidni gel su 
nanete reakcije in vitro translacije sa plazmida bez i u prisustvu dodatog prečišćenog Sgm 
proteina: pUMK33 (kolone 1 i 2), pM5-18 (kolone 3 i 4), pSgm57 (kolone 5 i 6), 
pPCR57 (kolone 7 i 8), pUC18 (kolone 12 i 13). Reakcije in vitro translacije sa plazmida 
pAKl bez i u prisustvu dodatog prečišćenog Kgm (kolone 10 i 11).
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Na radiografiji se uočava prisustvo jakog signala na poziciji oko 31kDa, u svim 

kolonama. Ovaj signal po molekulskoj težini odgovara ne samo Sgm proteinu, već i P~ 

laktamazi. Gen za fi-laktamazu je selektivni marker korišćenih plamida. S obzirom da se 

isti signal javlja i u koloni sa negativnom kontrolom, pUC18, dolazi do prepokrivanja 

signala Sgm (31 kDa) i f3-laktamaze (~31 kDa) tj. ova dva proteina putuju istom brzinom 

na 12,5% SDS-poliakrilamidnom gelu. Da bi se utvrdilo da li dolazi do in vitro translacije 

sgm gena, dodatno je urađen Westem blot eksperiment sa poliklonskim anti-Sgm 

antitelima (Ilic-Tomic et al., 2005). Rezultat je prikazan na slici 26.

M  + k o n  w t  c ir  m l  m 2 m 3  w t  lin  m l  m 2 m 3  
1 2 3  4 5 6 7 8  9 10

Slika 26. Westem blot analiza Sgm proteina sintetisanih u sistemu za in vitro translaciju 
sa cirkulamih (kolone 3, 4, 5 i 6) i linearizovanih (kolone 7, 8, 9 i 10) DNK matrica. 
Uzorci: 1. ,,Rainbow“ marker; 2. pozitivna kontrola - prečišćeni Sgm protein; 3. i 7. wt 
sgm iz pUMK33; 4. i 8. m l- sgm mutant iz pM5-18; 5. i 9. m2- sgm mutant iz pSgm57; 
6. i 10. m3- sgm mutant iz pPCR57

Sa slike se jasno uočava prisustvo jakog signala u koloni sa pozitivnom kontrolom 

gde je nanešen prečišćen Sgm protein. U ostalim kolonama gde su uzorci sa proteinima iz 

in vitro translacije nema jasnog signala molekulske težine koja odgovara Sgm proteinu. 

Profil traka u svim kolonama je identičan onom u negativnoj kontroli koju predstavlja 

pUC18. Eksperiment je ponovljen i za reakcije translacije su korišćeni isti, prethodno 

opisani plazmidi linearizovani ovog puta sa Scal enzimom koji prepoznaje i seče 

sekvencu unutar gena za (3-laktamazu. Dobijen je istovetni rezultat, Sgm protein se ne
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sintetiše u sistemu za in vitro translaciju, sa plazmida u kom je sgm gen pod lacZ 

promotora.

6.2, In vitro translacija sa iR N K  i D N K  m atrica kojim a je dodata T7 RNK  

polim eraza

Kao matrice za sintezu Sgm proteina korišćene su kompletne sgm iRNK 

sintetisane in vitro sa T7 promotora. Za ovaj eksperiment iskorišćena su 2 konstrukta. U 

prvom pT7sgm-Pl konstruktu je sgm gen sa intaktnom regulatomom sekvencom 

CCGCCC ukloniran u pGEM-easy pod kontrolom T7 promotora, dok je u dmgom 

pT7sgm-m5 konstruktu sgm gen bez regulatome sekvence pod kontrolom T7 promotora 

u pGEM-easy (konstrukcije ovih plazmida su prikazane na slikama u prilogu 4 i 5). 

iRNK koje su sintetisane i prečišćene pomoću Qiagen kita, su stavljane u reakciju 

translacije u fmalnoj koncentraciji od 0,4 pM.

Paralelno su urađene reakcije transkripcije i translacije sa samih plazmida pT7sgm-Pl i 

pT7sgm-m5 koji su linearizovani sa Scal enzimom koji seče unutar gena za P-laktamazu. 

S obzirom da Promegin sistem ne fimkcioniše ukoliko su geni pod kontrolom T7 

promotora, da bi se obezbedila transkripcija, u reakcije je dodavana T7 RNK polimeraza. 

Bez obzira da li su korišćene DNK ili RNK matrice, prisustvo signala nije uočeno na 

radiografiji (rezultati nisu prikazani). Eksperiment je ponovljen više puta sa iRNK koje 

su različito prečišćavane, međutim rezultat je uvek bio identičan.

Dodatno je Westem blot-om potvrđeno da ne dolazi sinteze Sgm proteina u sistemu za in 

vitro translaciju.
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S obzirom na prethodne rezultate, testirana je in vitro translacija sgm, kgmB i grm 

gena koji su stavljeni pod kontrolu T5 promotora iz ekspresionog vektora pQE. Reakcije 

in vitro translacije su proverene Westem blot eksperimentom sa poliklonskim anti-Sgm 

antitelima za koja je ranije pokazano da pokazuju ukrštenu reaktivnost sa KgmB i Grm 

metiltransferazom (Markovic et a l, 2005, Moric et al., 2008). Rezultat je prikazan na 

slici 27.

6.3. In vitro translacija Sgm, KgmB i Grm metiltransferaza i provera ekspresije

Western blot eksperimentom

M
1

p Q E S  p Q E K  p Q E G  m u t.sg m
2  3 4  5

30kDa ^

Slika 27. Westem blot analiza proteina sintetisanih u sistemu za in vitro translaciju sa 
plazmida; kolona: 2. pQES (sgm), 3. pQEK (kgm), 4. pQEGrm, 5. mutirani Sgm. U prvoj 
koloni je Rainbow marker, strelicom je označena pozicija proteina od 30 kDa.

Na slici se uočava prisustvo jasnih signala na poziciji ~32 kDa u kolonama 2 i 4 što 

odgovara Sgm i Grm proteinima sa (His)6 repićem. Slab signal je prisutan i u koloni 3 sa 

KgmB proteinom i koloni 5 gde je Sgm protein sintetisan sa gena čiji su kodoni 

prilagođeni E. coli. Zaključak koji sledi iz ovih eksperimenata je da je sistem za in vitro 

translaciju efikasan u slučaju sva tri gena, samo ukoliko su pod kontrolom promotora T5, 

i imaju RBS mesto i ATG start kodona iz samog komercijanog pQE vektora.
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Pošto je utvrđeno da in vitro translacija sgm zavisi od T5 promotora, sgm gen sa 

intaktnom regulatomom sekvencom u 5’UTR je prekloniran, iz vektora pT7sgm-Pl u 

jedinstveno EcoRl mesto locirano iza T5 promotora, u vektor pQE30. Prekloniran je i 

mutant sgm bez regulatome sekvence iz vektora pT7sgm-m5 u vektor pQE30 pod T5 

promotor (konstrukcija ovih plazmida je prikazana na slici prilogu 7A i 7B). U oba 

slučaja prekloniravanja, sgm gen zadržava svoj RBS i svoj start kodon ATG.

In vitro translacija je urađena sa lineamih DNK matrica eluiranih iz gela, a koje 

predstavljaju samo sgm gen pod kontrolom T5 promotora. Međutim, prisustvo jasnog 

signala ni nakon par dana ekspozicije nije uočeno (rezultati nisu prikazani).

U sledećem pokušaju in vitro translacija je urađena sa linearizovanih plazmida pT5sgm- 

P1 i pT5sgm-m5 sa Scal enzimom. Rezultat je prikazan na slici 28.

6.4. In vitro translacija Sgm metilaze sa T5 promotora i provera ekspresije Western

blot eksperimentom

p T 5 sg m -m 5  p T 5 s g m -P l - k o n tr. M

30kDa

Slika 28. In vitro translacija sa plazmida koji su linearizovani Scal enzimom: pT5sgm-Pl 
i pT5sgm-m5. U trećoj koloni je prikazana negativna kontrola-ćelijski ekstrakt E.coli bez 
DNK. U poslednjoj koloni je marker, strelicom je označena pozicija proteina od 30 kDa.

90



Na radiografiji se vidi jak signal na poziciji oko 31 kDa koji može po molekulskoj težini 

da odgovara Sgm proteinu i [j-laktamazi. Stoga je paralelno sa ovim eksperimentom 

urađena i provera Westem blot-om. Rezultat je prikazan na slici 29.

M

1

-k o n tr .  p T 5 s g m -P l p T 5 sg m -m 5  S g m  
b e z  D N K

5

30kDa___

p re č iš . S g m  
◄---------- -

Slika 29. Westem blot analiza proteina sintetisanih u sistemu za in vitro translaciju sa 
plazmida. 1. marker; 2. negativna kontrola - ćelijski ekstrakt E.coli bez DNK; 3. 
pT5sgmPl; 4. pT5sgm-m5; 5. pozitivna kontrola - prečišćeni Sgm protein. U prvoj 
koloni je ,,Rainbow“ marker, strelicom je označena pozicija proteina od 30 kDa.

Proverom in vitro transkripcije i translacije sgm gena Westem blot eksperimentom je 

pokazano da signal molekulske težine od ~31 kDa, vidljiv na radiografiji (Slika 29), 

potiče od P-laktamaze, koja je sintetisana sa plazmida linearizovanih Scal restrikcionim 

enzimom.

Eksperiment je još jednom ponovljen sa istim linearizovanim matricama, sa dodatnom 

negativnom kontrolom (in vitro translacija sa vektora pQE30) i dodatnom pozitivnom 

kontrolom (in vitro translacija sa vektora pQES5). Takođe je  ponovljena in vitro 

translacija sa DNK koje su izolovane iz gela a koje predstavljaju kompletan sgm gen 

(sečen sa dva restrikciona enzima), pod kontrolom T5 promotora, i bez sekvenci iz 

ostatka plazmida. Rezultat je prikazan na slici 30.
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Slika 30. In vitro translacija sa plazmida koji su linearizovani Scal enzimom. 1. 
proteinski marker, strelicom je označena pozicija proteina od 30 kDa; 2. ćelijski ekstrakt 
E.coli bez DNK; 3. in vitro translacija sa pQE30 plazmida; 4. in vitro translacija sa 
plazmida pQES5; 5. in vitro translacija sa pT5sgm-Pl; 6. in vitro translacija sa psgm-m5; 
7. in vitro translacija sa DNK izolovane iz gela, sa wt sgm genom; 8. in vitro translacija 
sa DNK izolovane iz gela, mutirani sgm gen sa deletiranom regulatomom sekvencom

Na radiografiji, u četvrtoj koloni, u kojoj je pozitivna kontrola, uočljiv je jak signal, dok 

se u kolonama 5 i 6 vide dva slabija signala, pozicionirana nešto niže u odnosu na 

potitivnu kontrolu. Da bi sa sigumošću mogli da tvrdimo kojim translacionim 

proizvodima odgovaraju dobijeni signali, paralelno je rađen i Westem blot eksperiment. 

Rezultat Westem blota je prikazan na slici 31.
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Slika 31. Westem blot analiza proteina sintetisanih u sistemu za in vitro translaciju sa 
plazmida. 1. pozitivna kontrola - prečišćeni Sgm protein; 2. in vitro translacija sa 
pT5sgm-m5 linearizovanog sa Scal; 3. in vitro translacija sa pT5sgm-Pl linearizovanog 
sa Scal; 4. pozitivna kontrola - in vitro translacija sa pQES5, 5. negativna kontrola-m 
vitro translacija sa pQE30; 6. negativna kontrola - ćelijski ekstrakt E.coli bez DNK; 7. 
,,Rainbow marker“, strelicom je označena pozicija proteina od 30 kDa.

Ovim eksperimentom je potvrđeno odsustvo in vitro translacije sa plazmida u kojem je 

sgm gen, bilo da je sa regulatomom sekvencom ili bez nje, pod kontrolom T5 promotora, 

ali sa sopstvenim RBS i start kodonom. Ne treba smetnuti sa uma da ovi konstmkti 

omogućavaju rast ćelijma na gentamicinu tj. da se gen eksprimira in vivo i obezbeđuje 

rezistenciju na antibiotik. Posebno je interesantna činjenica da se sgm gen eksprimira in 

vitro ukoliko je pod kontrolom T5 promotora, i sa RBS-om i ATG kodonom iz 

ekspresionog pQE30 vektora. Pitanje koje se logično nameće je šta to ometa in vitro 

transkripciju i translaciju kada je sgm gen ukloniran u isti ekspresioni, komercijalni 

vektor, a nosi sopstveno mesto vezivanja ribozoma i ATG. Zato je u daljem radu, za 

ispitivanje negativne autoregulacije, uveden sistem za in vitro transkripciju i translaciju iz 

Streptomyces lividans i Micromonospora melanosporea.
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7. Ispitivanje negativne autoregulacije sgm  gena u sistemu za in  vitro  

transkripciju i translaciju S trep tom yces liv idan s  i M icrom on ospora  

m elan osporea

Prethodni eksperimenti in vitro transkripcije i translacije, koji su izvedeni u cilju 

određivanja značaja regulatomih elemenata u 5’ UTR sgm gena, urađeni su u 

heterologom sistemu E. coli, u kom mogu biti redukovane sve eventualne interakcije koje 

postoje u homolognom genetičkom i biohemijskom kontekstu. Stoga su, za 

prevazilaženje mogućih ograničenja mehanizma u E. coli sistemu, odabrani homologi 

sistemi za in vitro transkripciju i translaciju Streptomyces lividans i Micromonospora 

melanosporea. In vitro sistemi su napravljeni po uputstvu iz „Practical Streptomyces 

Genetics“, (Kieser et al., 2000).

U eksperimentima transkripcije i translacije u homolognim in vitro sistemima S. 

lividans i M. melanosporea, u prisustvu radioaktivno obeleženog metionina [ S] 

korišćeni su isti konstmkti: pSgm57, pAKl, pUMK33, pM5-18. Ovi vektori, derivati 

pUC vektora, nose gen za P laktamazu koji se eksprimira u homolognom sistemu i služi 

kao pozitivna kontrola. Geni sgm i kgmB su pod kontrolom lacZ promotora koji je 

aktivan u aktinomicetama, a u svom 5’UTR sadrže regulatome sekvence iz originalnih 

domaćina tj. S. tenebrarius i M. zionensis, koje može da prepozna ekspresioni sistem S. 

lividans.

U preliminamim eksperimentima nije detektovan očekivani signal ni u jednom od 

pomenuta dva homologna in vitro sistema. Optimizacijom uslova rasta M. melanosporea 

i kao i modifikovanjem procedure po kojoj se priprema S30 ekstrakt, dobijen je rezultat 

prikazan na slici 32.
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Slika 32. In vitro transkripcija i translacija sa plazmida pSgm57 i pUMK33 u sistemu M. 
melanosporea. Kolone od 1 do 6 se odnose na M. melanosporea sistem a i kolone od 7 do 
10 na S. lividans sistem. U kolonama 1 i 4 je prikazana negativna kontrola - ćelijski 
ekstrakt M. melanosporea bez DNK. U kolonama 2 i 5 je prikazana translacija sa 
plazmida pSgm57; u kolonama 3 i 6 je prikazana translacija sa plazmida pUMK33 koji je 
linearizovan sa BarnHl. U kolonama 7 i 9 je prikazana negativna kontrola - ćelijski 
ekstrakt S. lividans bez DNK; u kolonama 8 i 10 je prikazana translacija sa plazmida 
pSgm57.

Na slici 32 se uočava prisustvo trake veličine ~31 kDa u sistemu za in vitro 

transkripciju i translaciju M. melanosporea ali ne i u sistemu S. lividans. Traka po 

veličini odgovara Sgm proteinu ali može da odgovara i (3 laktamazi. Da bi se utvrdilo koji 

je protein od ova dva u pitanju, urađen je Westem blot eksperiment, u kom nije dobijen 

signal sa anti-Sgm antitelima, što ukazuje da nema sinteze Sgm proteina u sistemu M. 

melanosporea (rezultat nije prikazan).

Dodatno je urađen eksperiment in vitro transkripcije i translacije u sistemu M. 

melanosporea sa plazmidima za streptomicete. pIJ702 je korišćen kao kontrolni plazmid 

bez kloniranih metiltransferaza dok su plazmidi pLST31 sa kloniranim kgmB genom i 

pMK33 sa kloniranim sgm genom korišćeni kao matrice. Međutim, eksperimentom je 

pokazano odsustvo ekspresije i marker gena koji obezbeđuje rezistenciju na antibiotik 

tiostrepton kao i ekspresije obe metiltransferaze Sgm i KgmB.
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Na osnovu dosadašnjih eksperimenata u homolognom sistemu za in vitro 

transkripciju i translaciju M. melanosporea i nemogućnosti dobijanja signala sa plazmida 

za streptomicete, i dobijanja slabih signala sa E. coli plazmida, može da se zaključi da je 

neophodno ceo sistem dodatno optimizovati da bi dao reprezentativne rezultate.
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V DISKUSIJA

Transkripcija kao primami i najekonomičniji način genske regulacije za ćeliju, 

prisutna je i kod sgm gena iz M. zionensis, proizvođača aminoglikozidnog antibiotika G- 

52 (6-N-metilsisomicin). Ova bakterija se štiti od sopstvenog toksičnog proizvoda 

modifikacijom ribozoma, koja se ostvamje zahvaljujući Sgm metiltransferazi. Pokazano 

je da sgm gen ima složenu transkripcionu regulaciju. Naime, transkripciona analiza sgm 

gena kako u originalnom domaćinu M. zionensis, tako i u heterologom, S. lividans je 

pokazala da se ovaj gen prepisuje sa tandemskih promotora (Kojic et al., 1992; Kojic, 

1994). Pojava tandemskih promotora je karakteristična za veliki broj gena aktinomiceta 

(Bibb et al., 1986; Janssen and Bibb, 1990; Baum et al., 1988; Kormanec et al., 1993). 

Bitna karakteristika tandemskih promotora je da su vremenski regulisani i da ih 

prepoznaju različiti sigma faktori za RNK polimerazu (Lin et al., 1992). Posedovanje 

tandemskih promotora od strane sgm gena govori u prilog tome da dolazi do 

diferencijalne genske ekspresije.

Prvi transkript sgm gena počinje od G nukleotida koji se nalazi 72 nt uzvodno od 

ATG kodona (promotor P l), dok je dmgi start transkripcije pozicioniran 250 nt od starta 

translacije (promotor P2). Pokazano je da je P2 promotor četiri puta jači od slabog P1 

promotora. Izneta je hipoteza od strane autora (Kojić, 1994) da su promotori vremenski 

regulisani i da je P1 promotor konstitutivno eksprimiran tokom vegetativne faze rasta, 

dok je P2 promotor maksimalno aktivan tokom stacioname faze rasta kada započinje 

ekspresija gena za sintezu antibiotika. Imajući u vidu činjenicu iz literature, da su geni za 

rezistenciju klasterovani sa genima za sintezu antibiotika, a često su i koregulisani i 

kotranskribovani (Doyle et al., 1991; Dairi et al., 1992a i b), autor pretpostavlja da P2 

promotor promoviše transkripciju većeg dela operona za rezistenciju i biosintezu 

antibiotika.

Ovaj model je zasnovan na podacima iz literature u kojima su okarakterisani promotori 

koji u velikoj meri jesu analogni situaciji kod sgm gena (Baum et al., 1988; Lin et al., 

1992).
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Interes za translacionu regulaciju sgm gena je proistekao iz činjenice da je bilo 

nemoguće izolovati Sgm protein iz E. coli ćelija koje su pokazivale rezistenciju na 

gentamicin. S druge strane, iz literature je poznato da ovaj tip enzima može sa relativno 

malim brojem molekula da izvrši kompletnu modifikaciju rRNK (Cundliffe et al., 1989). 

Celokupna in vivo analiza regulacije sgm gena je urađena u heterologom domaćinu, E. 

coli, a ne u micromonospori ili streptomiceti. Ovaj pristup je bio opravdan, imajući u 

vidu to da nije bilo moguće dobiti detektabilnu količinu Sgm proteina iz E. coli mini 

ćelija, na osnovu čega je zaključeno da negativna translaciona autoregulacija sgm gena 

funkcioniše bez specijalnih dodatnih faktora, i da je uključena u održavanje konstantne i 

niske koncentracije Sgm proteina u ćeliji koja je dovoljna za uspostavljanje gentamicin 

rezistentnog fenotipa. Dokaz da se negativna regulacija sgm gena vrši na nivou inicijacije 

translacije, je dobijen nakon eksperimenata urađenih u in vivo uslovima, u heterologom 

domaćinu E. coli (Kojić, 1994). Naime, korišćenjem sgm-lacZ genskih i operonskih 

fuzija je pokazano da Sgm protein može da vrši represiju P-galaktozidaze samo u 

genskim ali ne i u operonskim fuzijama bilo da je prisutan u in cis, bilo u in trans 

konstelaciji. Ovaj rezultat je bio dokaz da Sgm vrši autoregulaciju sopstvene sinteze 

delujući kao translacioni represor. Prema predloženom modelu od strane autora (Kojić et 

al., 1996), Sgm protein nakon što izvrši kompletnu modifikaciju svog primamog targeta 

16S rRNK, i obezbedi ćeliji rezistenciju na antibiotik, prepoznaje i vezuje se za 

sopstvenu iRNK, čime je onemogućena njena translacija. Kako je kompjuterskom 

analizom pokazano da postoji isti heksanukleotid CCGCCC kako u 5’ UTR regionu sgm 

iRNK gde ulazi u sastav sekundame stmkture u vidu ukosnice, 14 nt ispred RBS, tako i u 

A mestu u okvira heliksa 44 na 3’ kraju 16S rRNK koji je takođe i mesto vezivanja 

aminoglikozodnih antibiotika, izneta je hipoteza po kojoj Sgm metiltransferaza 

prepoznaje primamo isti heksanukleotid kako u 16S rRNK tako i u sopstvenoj iRNK 

(Kojić et a l, 1996). Dokaz u prilog ovoj hipotezi je dobijen nakon što je napravljena 

genska fuzija sa sgm genom kojem je deletiran skoro ceo 5’ UTR uključujući i 

pretpostavljenu CCGCCC regulatomu sekvencu, i kada je pokazano da Sgm 

metiltransferaza, prisutna na istom plazmidu, ne reprimira aktivnost (3-galaktozidaze. 

Ovaj rezultat je ukazivao na to da bi heksanukleotid CCGCCC mogao biti neophodan za 

translacionu represiju. Iz literature su poznata tri gena koja imaju autoregulaciju na nivou
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inicijacije translacije, a koji svom nosiocu obezbeđuju rezistenciju na antibiotike 

metilacijom rRNK. To su ermC koji je odgovoran za rezistenciju na eritromicin (Denoya 

et al., 1986), KsgA dimetiluje 16S rRNK, ukoliko izostane ova metilacija bakterije 

postaju rezistentne na kazugamicin (Van Gemen et al., 1989) i kgmB koji obezbeđuje 

rezistenciju na kanamicin i gentamicin (Vajić et al., 2004). Autoregulatomi mehanizmi u 

ovim slučajevima su bazirani na sličnosti između iRNK (u primamoj ili sekundamoj 

stmkturi) i target mesta u okvim rRNK date metiltransferaze. Štaviše, potencijalna 

regulatoma sekvenca CGCCC kgmB gena se takođe nalazi u okvim sekundame strukture 

u vidu ukosnice, i slična je strukturi u kojoj se nalazi regulatoma sekvenca za Sgm 

metiltransferazu. Ovom sličnošću sekvence i strukture se objašnjava sposobnost Sgm i 

KgmB metiltransferaze da regulišu jedna dmgu (Milojević, 1998).

U prilog regulaciji sgm gena na nivou inicijacije translacije govore i rezultati in 

vivo eksperimenata, gde je pokazana veza između ekspresije sekundamog targeta (5’UTR 

sgm gena) i rezistencije na gentamicin u E. coli i M  melonosporea (Kojić et al., 2007). 

Naime, overekspresija 5’ netranslatirajućeg regiona sgm gena, prisutnog na plazmidu pod 

kontrolom inducibilnog PLtl promotora, redukuje rezistenciju na gentamicin kod E. coli. 

Ovim eksperimentima je pokazana direktna korelacija između senzitivnosti ćelija na 

gentamicin sa nivoom indukcije PLtl promotora koja je rađena sa IPTG. Takođe, 

eksperimenti urađeni u micromonospori su pokazali da do veće senzitivnosti ćelija na 

gentamicin dolazi ukoliko se 5’UTR sgm gena eksprimira sa jačeg promotora. Prema 

ovim rezultatima višak sekundamog targeta titrira određenu količinu Sgm proteina, 

dovodeći do smanjenja broja molekula neophodnih za obezbeđivanje visokog nivoa 

rezistencije. Na osnovu ovih rezultata se može izvesti zaključak da je vezivanje Sgm 

proteina za sopstvenu iRNK jače od vezivanja istog proteina za 30S ribozomalnu 

subjedinicu.

Imajući u vidu rezultate in vivo eksperimenata odlučeno je da se za autoregulaciju 

sgm gena dalje testira značaj potencijalne regulatome sekvence CCGCCC i sekundame 

stmkture, u okvim koje se sekvenca nalazi, i da se in vitro eksperimentima potvrdi gore 

izneta hipoteza koja je ranije dokazana u in vivo uslovima.

Da bi se negativna regulacija Sgm metiltransferaze izučavala in vitro bilo je 

neophodno eksprimirati i prečistiti ovaj protein u aktivnoj formi za dalji rad. U tu svrhu je
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korišćen Q[Aexpress sistem (Qiagen) kojim je protein obeležen histidinskim repićem na 

N terminusu i prečišćen afinitetnom hromatografijom na koloni od Ni-NTA agaroze (flić- 

Tomić et al., 2005). Metilacionim esejom je potvrđeno da je ovako izolovan protein bio 

funkcionalan kao enzim.

Nakon potvrde metiltransferazne aktivnosti Sgm proteina, detaljnije se pristupilo 

analizi interakcije Sgm sa sopstvenom iRNK metodom EMSA. Prilikom analize 

kompleksa protein -iRNK treba imati na umu da se svaki takav kompleks nalazi u stanju 

ravnoteže sa određenom koncentracijom slobodnih komponenti, RNK i proteina (Setzer, 

1999). U ravnoteži, raspodela komponenti između vezane i slobodne forme je određena 

ravnotežnom konstantom vezivanja Ki (ili konstantom afiniteta Ka, Ka=l/Kd). 

Ravnotežna konstanta vezivanja za takav kompleks se izračunava po formuli 

Kd=[R][P]/[RP] gde je [R] koncentracija RNK a [P] koncentracija proteina. Takođe, 

ravnotežna konstanta vezivanja se može posmatrati i kao odnos konstanti brzina 

disocijacije (koff), i brzine asocijacije (kon), protein-RNK kompleksa, Kd=koff/kon. Za 

opisivanje kompleksa protein-RNK važno je praviti razliku između afiniteta koji je 

određen ravnotežnom konstantom vezivanja, i stabilnosti koja je određena konstantom 

brzine disocijacije. Posebna karakteristika protein-RNK kompleksa je speciflčnost, i ona 

se analizira u reakcijama vezivanja sa različitim koncentracijama neobeleženog 

specifičnog i nespecifičnog kompetitora.

Za analizu Sgm-iRNK interakcije korišćen je EMSA esej. Prvi korak u ispitivanju 

vezivanja proteina za 5’ UTR sopstvene iRNK dužine 48 nt je determinisanje minimalne 

koncentracije proteina koja dovodi do formiranja vidljivog signala na radiografiji. Iz više 

nezavisno urađenih eksperimenata u kojima je koncentracija iRNK održavana 

konstantnom a u reakcije dodavana rastuća koncentracija Sgm proteina počev od 15 pmol 

do 90 pmol, prisustvo jasnog kompleksa je detektovano u reakcijama vezivanja u kojima 

je molami odnos proteina prema iRNK iznosio 300:1 (Slika 13). Ovi rezultati govore u 

prilog tome da Sgm protein ima mali afinitet za iRNK tj. da ima malu konstantu afiniteta 

Ka, ili pak, ovi rezultati govore u prilog tome da je Sgm-iRNK kompleks nestabilan pa 

ima veliku konstanu brzine disocijacije koff. S dmge strane, ovaj visoki molami odnos 

treba uzeti sa rezervom iz dva razloga. Prvo, nakon reakcije obeležavanja iRNK probe 

zaostaje izvesna količina neobeleženog iRNK molekula za koji Sgm protein može da se
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veže a da se to ne detektuje na radiografiji. Drugo, preračunata i dodata koncentracija 

proteina u svakoj reakciji vezivanja je relativna. Mada su korišćene frakcije proteina 

čistoće oko 95%, treba imati u vidu prisustvo kontaminirajućih proteina, kao i prisustvo 

Sgm molekula neaktivnih u vezivanju, što može biti posledica njegove denaturacije 

prilikom prečišćavanja ili tokom čuvanja.

Specifičnost Sgm-iRNK interakcije je testirana u reakcijama kompeticije kako sa 

specifičnim tako i sa nespecifičnim kompetitorom (Slika 14). U reakcijama kompeticije 

sa specifičnim kompetitorom dobijen je rezultat koji govori da je za potpimo hlađenje 

kompleksa Sgm-iRNK potrebna sto puta veća koncentracija neobeležene iRNK što je u 

skladu sa podacima iz literature (Baker et al., 2002; Dubey et al., 2003). Međutim, ova 

specifičnost nije potvrđena u reakcijama kompeticije sa nespecifičnim kompetitorom 

(Slika 14). Kao nespecifični kompetitor korišćena je pBlu iRNK koja ne pokazuje 

nikakvu homologiju u sekvenci i strukturi sa sgm iRNK. Pokazano je da koncentracije 

nespecifičnog kompetitora istovetne onima kod specifičnog kompetitora takođe dovode 

do slabljenja kompleksa Sgm-iRNK, možda ne u istoj meri, ali svakako značajnoj da bi 

se dodatno proverilo vezivanje Sgm proteina za obeleženu pBlu RNK. Nakon podataka 

dobijenih iz reakcija vezivanja kao i kompetitivnog EMSA eseja koji je urađen sa 

obeleženom probom pBlu RNK (Slika 15 i 16), postalo je jasno da Sgm protein sa 

podjednakim afinitetom može da veže bilo koju kratku iRNK. Niska konstanta afiniteta 

jednog proteina za iRNK ne mora da bude negativna karakteristika datog kompleksa. 

Naime, po podacima iz literature za dobijanje vidljivog kompleksa na radiografiji, a to je 

S1 protein vezan za sopstveni 5 ’ UTR rpsA iRNK molekul, molami odnos protein:RNK 

je bio i do 300:1, što je ukazivalo na nisku konstantu afiniteta datog proteina za iRNK 

(Boni et al., 2001). Međutim, ovaj protein je imao visoku specifičnost vezivanja za 

sopstvenu iRNK što je dokazano ,,toeprint“ esejom.

Nakon prvih EMSA eksperimenata postalo je jasno da za regulaciju sgm gena na 

nivou inicijacije translacije nije dovoljno prisustvo samo potencijalne regulatome 

sekvence CCGCCC ili sekundame sfrukture u vidu ukosnice u okvira koje se nalazi ovaj 

heksanukleotid. Izneta je pretpostavka da je za prepoznavanje sopstvene iRNK od strane 

Sgm proteina neophodna još neka dodatna primama ili sekundama stuktura iz 5’UTR 

sgm gena. Stoga je eksperiment proširen na kompletan 5’ UTR koji obuhvata region koji
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uključuje sekvencu od P2 promotora, koji je udaljeniji u odnosu na start translacije od P1 

promotora. Imajući u vidu rezultate dobijene in vivo studijom, po kojima kodirajući, 5’ 

region sgm gena, nije od značaja za njegovu autoregulaciju (Kojić et al., 1996), ovaj 

region nije uzet u razmatranje prilikom planiranja budućih EMSA eksperimenata. 

Takođe, u cilju povećanja specifičnosti vezivanja Sgm proteina za 5’ UTR iRNK, u 

reakcije vezivanja je dodat kofaktor SAM kao i antibiotik gentamicin. Eksperimenti u 

kojima je praćeno vezivanje Sgm proteina za dve iRNK različitih dužina (Slika 18 i 19) u 

prisustvu lmM SAM, su pokazali da Sgm metiltransferaza podjednakim afinitetom 

vezuje obe iRNK, bez obzira da li je u reakciji vezivanja prisutan ili odsutan kofaktor. 

Takođe, variranje koncentracije SAM u reakcijama vezivanja od 0,1 do 10 mM ne utiče 

na povećanu specifičnost vezivanja Sgm proteina za bilo koju od dve ponuđene iRNK 

(Slika 20).

Još jedan pokušaj da se istim tipom eksperimenta pokaže vezivanje Sgm za 

sopstvenu iRNK je učinjen dodavanjem SAH u reakcije vezivanja (Slika 21). Ovaj 

molekul je stabilniji od SAM i nastaje nakon što SAM otpusti svoju metil grupu. 

Vezivanjem SAH, Sgm metiltransferaza bi trebalo da zauzme aktivnu konformaciju 

kojom bi prepoznavala sopstvenu iRNK i vezivala se za nju. Podaci dobijeni iz više 

nezavisnih EMSA eksperimenata koji su urađeni u prisustvu kako konstantne, tako i 

rastuće koncentracije SAH, govore u prilog tome da ovaj kofaktor nema uticaja na 

specifičnost vezivanja Sgm proteina za 5’ UTR sgm iRNK. Takođe, dodavanje 

antibiotika, gentamicina u reakcije vezivanja proteina za iRNK, ne doprinosi povećanoj 

specifičnosti Sgm metiltransferaze.

U svetlu opisanih eksperimentalnih rezultata indikativno je da se složenost 

delovanja Sgm proteina povećava. Naime, ono što je postalo jasno jeste činjenica da je za 

autoregulaciju sgm gena neophodan još neki faktor iz ćelije. Zbog toga su, uporedo sa 

EMSA esejima, rađeni „filter binding“ eseji, gde su umesto prečišćenog Sgm proteina, u 

reakcijama vezivanja za 5’ UTR iRNK korišćene S30 i S100 ćelijske frakcije sa 

eksprimiranom Sgm metiltransferazom. Međutim, ni ovaj in vitro pristup za dokazivanje 

genske regulacije nije dao očekivani rezultat, a to je povećanje afiniteta Sgm proteina za 

sopstvenu iRNK. Svi EMSA eksperimenti koji su urađeni sa tri sgm iRNK različitih 

dužina su bili u potpunoj saglasnosti, i ne dokazuju hipotezu po kojoj je vezivanje Sgm
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proteina samo za sekvencu ili sekundamu stmktum u okvim 5’ UTR sgm gena, 

odgovomo za negativnu autoregulaciju sgm gena. Altemativno objašnjenje za dobijene 

rezultate, je da EMSA nije dovoljno osetljiva metoda za dokazivanje iznete hipoteze.

Iz literature je poznato da SAM i SAH preko cis regulatomih elemenata, tkz. 

ribosvičeva, u okvim nekodirajućeg 5’ kraja iRNK, mogu da modulišu gensku ekspresiju 

kod mnogih bakterija (Barrik and Breaker, 2007). Ovi regulatomi elementi ne zahtevaju 

prisustvo proteina ili trans aktivnih RNK za modulaciju genske ekspresije. Do trenutka 

kada su urađeni prethodno opisani eksperimenti bile su poznate tri struktume klase 

ribosviča za SAM (Blount et Breaker, 2006). Pretraživanjem sekvence 5’ UTR sgm gena 

za prisustvo ribosviča, nije pronađena ni jedna od tri do tada poznate klase ribosviča za 

SAM. Bez obzira što nisu pronađeni cis regulatomi elemenati takvog tipa, nije značilo da 

oni ne postoje u okvim 5’ UTR sgm gena. Do danas je otkriveno pet različitih stmktumih 

klasa ribosviča za SAM i jedna klasa ribosviča koja prepoznaje SAH (Poiata et al., 2009; 

Weinberg et al., 2007; Wang et al., 2008). Kompjuterskom analizom sekvence sgm gena 

u programu www.RiboSW.com nije otkrivena ni jedna klasa, od svih do sada opisanih 

ribosvičeva u literaturi.

Prisustvo ribosvičeva koji mogu da vezuju antibiotik i dalje modulišu gensku 

ekspresiju kod bakterija još uvek nije utvrđeno. Međutim, u literaturi su opisani veštački 

dobijeni ribosvičevi-aptameri koji vezivanjem antibiotika regulišu gensku ekspresiju in 

vivo. To su ribosvičevi za tetraciklin (Hanson et al., 2003; Suess et al., 2003) i 

aminoglikozidni antibiotik neomicin (Weigand et al., 2008). Verovatno je samo pitanje 

trenutka kada će se ovaj vid regulacije genske ekspresije pronaći kod bakterija. I danas 

ostaje otvoreno pitanje da li postoji u 5’UTR sgm gena neki nepoznati ribosvič koji može 

biti odgovoran za regulaciju sgm gena na nivou inicijacije translacije. Postojanje 

sekundame strukture u vidu ukosnice koja obuhvata i potencijalnu regulatomu sekvencu 

CCGCCC u 5’ UTR sgm gena, je najpre otkriveno kompjuterskom predikcijom (Mfold 

server), a kasnije je i eksperimentalno potvrđeno RNaznim eksperimentima (Vojnović et 

al., 2010, in press). Pitanje koje može da se postavi je šta je stvame funkcija ove 

sekundame stmkture, tj. da li ova stmktura može biti sama po sebi cis regulatomi 

element?
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Nakon EMSA eksperimenata naši dalji pokušaji su bili usmereni ka 

determinisanju uloge sekundame stmkture u vidu ukosnice, koja se nalazi u 5’ UTR sgm 

gena, u translacionoj autoregulaciji metodom ,,toeprinting“. Prema našoj hipotezi, 

regulatomi mehanizam represije translacije se zasniva na kompeticiji između represora, 

tj. Sgm proteina i 30S ribozomalnih subjedinica, za vezivanje za target mesto (primama 

ili sekundama struktura) u 5’ UTR sgm iRNK, koje se nalazi u blizini mesta vezivanja 

ribozoma. Pored pomenutog mehanizma kompeticije, postoji i dmgi mehanizam 

represije, a to je „mehanizam klopke“, po kom je protein u stanju da blokira ribozome u 

preinicijacionom kompleksu i tako onemogući inicijaciju translacije. ,,Toeprint“ esej 

može da pokaže kako vezivanje Sgm proteina za ciljno mesto u iRNK utiče na formiranje 

translacionog inicijacionog kompleksa, tj. po kom mehanizmu represije translacije od 

pomenuta dva se odigrava regulacija sgm gena.

Mehanizam kompeticije ili ,,izmeštanja“ je u literaturi opisan kao mehanizam 

regulacije kod većeg broja gena za ribozomalne proteine kao i kod gena za treonil 

sintetazu E. coli., što je već opisano u uvodnom delu. Sve navedene primere karakteriše 

postojanje kompleksnih sekundamih struktura u 5’ UTR koje prepoznaje i vezuje protein 

represor. Bitna karakteristika ovog procesa jeste to da je prepoznavanje regulatomih 

struktura u sopstvenoj iRNK od strane represora, slično prepoznavanju primamog targeta, 

tj. postoji molekulama mimikrija po kojoj sekundame stmkture unutar iRNK oponašaju 

sekundame strukture u rRNK koje prepoznaju ribozomalni proteini (Guiller, et al., 2005). 

U slučaju treonil sintetaze, dva domena u 5’ UTR iRNK imitiraju antikodon mčicu 

tRNKthr za koje se vezuje treonil sintetaza kao homodimer, čime je onemogućen pristup 

30S subjedinici i inicijacija translacije (Springer et al., 1998). Ovaj jednostavni 

mehanizam kompeticije između proteina i ribozomalne subjedinice je eksperimentalno 

potvrđen ,,toeprint“ esejom, gde treonil sintetaza sprečava formiranje kako binamog 

kompleksa 30S-iRNK, tako i temamog kompleksa 30S-iRNK- tRNKthr.

Pretpostavljena regulatoma sekvenca CCGCCC, koja se nalazi u 5’ UTR sgm 

gena 14 nt uzvodno od mesta vezivanja ribozoma, u okvim sekundame stmkture u vidu 

ukosnice, je takođe prisutna i u C-1400 konzervisanom regionu heliksa 44 u 16S rRNK, 

koji je primami target za Sgm metiltransferazu. Poređenjem ovog konzervisanog regiona 

sa 5’ UTR sgm gena na nivou sekundame strukture pokazan je izvestan stepen sličnosti, s
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obzirom da sekundama stuktura tipa ukosnice ima sličan tip uređenosti kao region C- 

1400, tako da bi hipoteza o molekulamoj mimikriji mogla biti primenjena i na Sgm 

metiltransferazu. Rezultati ,,toeprint“ eseja su pokazali da formiranje inicijacionog 

temamog kompleksa 30S-iRNK- tRNKfmet dovodi do pojave očekivanog toeprint signala 

u poziciji +15 u odnosu na start translacije, ali da se ovo formiranje ne odigrava preko 

preinicijacionog, binamog kompleksa 30S-iRNK, s obzirom da ga nije bilo moguće 

detektovati na radiografiji (Slika 22 i 23). Formiranje temamog kompleksa u molamom 

odnosu iRNK: Sgm protein=l:300 i 1:600, nije onemogućeno, što ukazuje na to da nema 

kompeticije Sgm metiltransferaze sa 30S ribozomalnim subjedinicama za vezivanje za 

iRNK, čak i kad je protein u reakciji prisutan u ovako velikom suvišku. Potpuno 

onemogućavanje formiranja temamog kompleksa je moguće samo ukoliko je protein 

prisutan u suvišku od 1200 puta u odnosu na iRNK. Prema podacima iz literature 

dovoljno je 5 do 10 puta više proteina u reakciji, da bi se potpuno ,,ohladio“ ,,toeprint“ 

signal (Philippe et al., 1993).

S dmge strane, nemogućnost detekcije preinicijacionog kompleksa 30S-iRNK, 

pod različitim eksperimentalnim uslovima, govori u prilog tome da 30S ribozomalna 

subjedinica ne stabiliše sekundamu stmktum u okvim 5’ UTR sgm iRNK. Stabilizacija 

sekundamih struktura unutar 5’ UTR iRNK od strane 30S ribozomalnih subjedinica je 

karakteristika bitna za dmgi mehanizam genske represije, „mehanizam klopke“. Naime, 

ribozomalni proteini S4 i S15, vrše represiju inicijacije translacije tako što na sopstvenoj 

iRNK ,,zarobljavaju“ 30S ribozomalne subjedinice. Same 30S subjedinice mogu da vežu 

kako aktivnu iRNK, tako i neaktivnu formu iRNK, na kojima stabilišu sekundamu 

struktum u vidu pseudočvora što se na radigrafijama detektuje kao jak “toeprint’’ signal 

čija je pozicija dmgačija od “toeprint” signala koji se detektuje nakon formiranja 

temamog kompleksa (Schlax, 2001; Philippe et al., 1993).

Prema našim eksperimentalnim podacima, sgm iRNK nije prisutna u dve 

altemativne konformacije, niti Sgm metiltransferaza blokira tranziciju preinicijacionog 

binamog kompleksa u aktivni inicijacioni temami kompleks. Prisustvo signala koji 

nastaju kao rezultat spadanja MMLV reverzne transkriptaze sa iRNK nakon nailaska na 

sekundame stmkture, je primećeno, prema DNK lestvici, na poziciji +30 u kodirajućem 

delu gena, kao i na poziciji -20 u odnosu na start kodon. Međutim, isti signali su
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primećeni i u reakciji „primer extension“, gde nisu dodate 30S subjedinice. Jak signal na 

poziciji -20 je potpuno u saglasnosti kako sa kompjuterskom predikcijom stabilne 

sekundame strakture koja obuhvata i potencijalnu regulatomu sekvencu CCGCCC, tako i 

sa eksperimentalnim podacima dobijenim RN-aznim esejima koji potvrđuju postojanje 

pomenute sekundame strakture (Vojnović et al., 2010, in press).

Pokušaj da se determiniše funkcija 5’ UTR i sekundame strakture u vidu ukosnice 

u regulaciji sgm gena, u daljem radu je izveden eksperimentom in vitro metilacija sgm 

iRNK. Na ovaj način se testira da li je 5’ UTR sgm iRNK molekula supstrat za Sgm 

metiltransferazu. Metilovane iRNK postaju podložne ubrzanoj degradaciji od strane 

RNaza. Kod E. coli i većine Gram negativnih bakterija degradacija iRNK koje poseduju 

5’ lider sekvencu započinje inicijalnim sečenjem molekula u okvira 5’ netranslatirajućeg 

regiona, koje se vrši od strane RNaze E (Kaberdin and Blasi, 2006; Melefors and von 

Gabain, 1988; Gross et al., 1991). Ova RNaza seče A/U bogate regione (Lin-Chao et al., 

1994) koji su najčešće pozicionirani u blizini RBS na iRNK, i za koje je poznato da 

stimulišu translaciju bilo da su smešteni uzvodno, bilo nizvodno od start kodona (Dreyfus 

et al., 1988; Qing et al., 2003). Objašnjenje za ovo otkriće je da A/U bogati regioni 

održavaju translacioni inicijacioni region u nestruktuiranoj formi, i stoga olakšavaju 

vezivanje ribozoma. Podaci iz literature ukazuju da vezivanje ribozoma za translacioni 

inicijacioni region, samo po sebi nije dovoljno da zaštiti iRNK u celosti od degradacije i 

da je aktivna translacija neophodna za njenu potpunu zaštitu (Amold et al., 1998). U 

prilog ovom tvrđenju idu i podaci dobijeni iz eksperimenata gde je vršeno uvođenje A/U 

bogatih sekvenci u 5’ UTR uzvodno od RBS lacZ gena, što je rezultiralo povećanom 

translacijom kao i stabilnošću iRNK (Komarova et al., 2005). U ovom slučaju, 

degradacija iRNK kod E. coli se može razmatrati kao posledica inhibicije translacije, jer 

u odsustvu ribozoma aktivnih u translaciji, iRNK postaju podložne napadu endonukleaza. 

Za razliku od Gram negativnih bakterija, kod Gram pozitivnih npr, Bacillus postoje 

analozi RNazi E, to su RNaza J1 i RNaza J2 koje se takođe vezuju za 5’ kraj (Even et al., 

2005). Za Gram pozitivne bakterije je pokazano da je za zaštitu od degradacije iRNK, 

bitnije formiranje translacionog inicijacionog kompleksa na 5’ kraju iRNK, od samog 

kretanja ribozoma duž iRNK, kao što je to slučaj kod Gram negativnih bakterija. Ovo 

dalje sugeriše da vezivanje ribozoma za 5’ kraj iRNK, interferira sa aktivnošću RNaze J1
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i RNaze J2, koje se takođe vezuju i deluju u okviru 5’ kraja iRNK (Sharp and Bechhofer, 

2003). Kontrola translacije kod Gram pozitivnih bakterija može uključivati prisustvo 

lider peptida koji je kodiran od strane kratkog ORF, najčešće prisutnog neposredno 

uzvodno u odnosu na gene koji obezbeđuju rezistenciju na antibiotike kod S. aureus: 

ermA, ermC i cat (Bechhofer et al., 1990; Dreher and Matzura, 1991; Bechhofer et al., 

1993). U odsustvu antibiotika, RBS gena za rezistenciju se nalazi u okviru sekundame 

strukture u 5’ UTR iRNK, zbog čega je onemogućena translacija. Tokom translacije lider 

peptida, zadržavanje ribozoma indukovano subinhibitomim koncentracijama antibiotika, 

rezultira struktumim rearanžmanima koji destabilišu inhibitome strukture, i stoga 

dozvoljavaju vezivanje ribozoma i translaciju gena za rezistenciju. Ovaj mehanizam je 

poznat i kao translaciona atenuacija. Zadržavanje ribozoma u okvim lider peptida gena za 

rezistenciju umnogome stabiliše transkript (Bechhofer and Dubnau, 1987), na način na 

koji to čini i formiranje translacionog inicijacionog kompleksa.

U 5’ UTR sgm gena, neposredno uz RBS su prisutna četiri T, koja najverovatnije 

imaju ulogu u stabilizaciji i povećanoj translaciji sgm iRNK molekula, ali su i 

potencijalno mesto sečenja RNazeE. Metilacionim esejom nije dokazana hipoteza o 

metilaciji sgm iRNK molekula kao signalu za njihovu degradaciju od strane RNaza. U 

literaturi ne postoje podaci koji govore o metilaciji bakterijskih iRNK u bilo kom 

kontekstu, a koji bi podržavali i opravdavali našu hipotezu. S dmge strane, u uzvodnom 

regionu sgm gena nije pronađen lider peptid kao što je to slučaj sa ermC genom, a koji bi 

bio odgovoran za regulaciju mehanizmom translaciona atenuacija.

U svetlu navedenih eksperimentalnih rezultata EMSA i ,,toeprint“ eseja, dovodi se 

u pitanje zaključak koji je izveden nakon serije eksperimenta sa genskim i operonskim 

sgm-lacZ fuzijama, da Sgm protein vrši autoregulaciju sopstvene sinteze delujući samo 

kao translacioni represor. Imajući u vidu podatke dobijene in vitro pristupom postalo je 

jasno da je regulacija mnogo složenija no što se prvobitno mislilo. S obzirom da nijedan 

od gore opisanih in vitro eksperimentalnih pristupa nije potvrdio hipotezu o translacionoj 

regulaciji sgm gena, u daljem radu je bilo od značaja da se njegovo autoregulatomo 

dejstvo razmatra u kontekstu koji je najpribližniji živoj ćeliji. Takođe, fenomeni vezani za 

regulaciju treba da se posmatraju u odnosu na njegovu specifičnu ulogu. Sgm protein je 

metiltransferaza koja se konstitutivno eksprimira i za efikasno obavljanje njene funkcije
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je je potreban mali broj molekula. Prema podacima iz literature, proteini koji su 

autoregulisani na nivou inicijacije translacije a koji primamo prepoznaju rRNK, imaju i 

do 20 puta veći afmitet za 16S rRNK nego za sopstvenu iRNK (Serganov et al., 2003). 

Mada eksperimentalnih dokaza nema, pretpostavlja se da je prepoznavanje i vezivanje 

Sgm metiltransferaze za 16S rRNK efikasnije nego za sopstvenu iRNK. Kako je 

celokupna in vivo analiza urađena u heterologom domaćinu E. coli (Kojić, 1994), za 

dokazivanje autorepresije translacije Sgm proteina in vitro, odabran ,,cell-lfee“ je E . coli 

sistem za in vitro transkripciju i translaciju sa cirkulamih plazmida proizvođača Promega. 

Takođe, svi in vivo eksperimenti su urađeni sa sgm genom gde dužina 5’ UTR lider 

sekvence iRNK iz originalnog domaćina M. zionensis koja prethodi start kodonu, iznosi 

205 nt. Ovaj lider obuhvata deo 5’ UTR od P1 promotora sgm gena dužine 70 nt i još 135 

nt uzvodne sekvence u odnosu na P1 promotor. Kodirajući region sgm gena, koji je 

fuzionisan sa lacZ genom, je dužine 177 nt. Dakle, prema podacima dobijenim iz in vivo 

eksperimenata (Kojić, 1994) unutar ovih 382 nt sgm gena se nalaze bilo primame, bilo 

sekundame strukture odgovome za njegovu autoregulaciju. Prema Mfold web servem, 

pored već napred pomenute i opisane sekundame strukture u vidu ukosnice u 5’ UTR, 

postoji još jedna takva struktura u kodirajućem delu gena na poziciji +95, koja sadrži 

pentanukleotid CCGCC, koji je  sličan heksanukleotidu CCGCCC, prisutnom u prvoj 

sekundamoj strukturi. Pokušaj da se in vitro eksperimentalnim pristupom potvrdi 

prvobitna hipoteza, je proširen i na dmgu pomenutu sekundamu struktum u vidu 

ukosnice.

ln vitro transkripcija i translacija su prvobitno urađene sa cirkulamih DNK 

matrica u kojima je sgm gen bio pod kontrolom lacZ promotora. Da bi se pravilno 

interpretirali dobijeni rezultati, a imajući u vidu istovetne molekulske težine Sgm proteina 

i (3-laktamaze i mogućnost preklapanja signala na gelu, dodatno su rađeni Westem blot 

eksperimenti. Kako je u „cell ffee“ sistemu E. coli obezbeđeno sve što je neophodno kako 

za ekspresiju tako i za regulaciju, nemogućnost dobijanja detektabilne količine Sgm 

proteina kako u reakcijama sa wt sgm genom gde je očuvana 5’ UTR lider sekvenca, tako 

i u reakcijama sa mutiranim potencijalnim regulatomim sekvencama, govori u prilog 

složenosti translacione autoregulacije (Slika 25 i 26). S obzirom da je odsustvo sinteze 

proteina rezultat in vitro transkripcije i translacije, kako sgm gena kome je deletirana prva
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potencijalna regulatoma sekvenca CCGCCC, tako i sgm gena kome je mutirana dmga 

potencijalna regulatoma sekvenca CCGCC, izvodi se zaključak da sekundama stmktura u 

vidu ukosnice na poziciji +95, a koja obuhvata pentanukleotid CCGCC, nije od značaja 

za autoregulaciju. Pokušaj da se direktno sa in vitro sintetisanih sgm iRNK matrica, 

dodatih u reakcije in vitro translacije, testira regulacija, je takođe bio onemogućen. 

Moguće objašnjenje za odsustvo sinteze proteina u ovom slučaju može biti usled same 

tercijame stmkture sgm iRNK tj. nedostupnosti signala bitnih za odpočinjanje translacije 

na sgm iRNK, ali takođe moguće objašnjenje jeste da je odpočinjanje translacije 

onemogućeno iz istih razloga zbog kojih se ne dešava i sa napred pomenutih cirkulamih 

matrica. Da je sam sistem efikasan u sintezi proteina je očigledno sa radiografija, na 

kojima se uočavaju jaki signali koji predstavljaju (3-laktamazu.

U prilog složenosti autoregulacije idu dodatni rezultati dobijeni iz reakcija in 

vitro transkripcije i translacije sa plazmida u kojima su wt sgm gen i mutirani sgm gen 

uklonirani pod jak T5 promotor. Dobijeni konstrukti omogućavaju preživljavanje E. coli 

ćelija na podlogama sa gentamicinom, ali u „cell free“ sistemu ne dolazi do ekspresije ni 

wt ni mutiranog sgm gena (Slike 28, 29, 30, 31). Pokušaj objašnjenja rezultata ovih eseja 

se dodatno usložnjava imajući u vidu to da se u ovom sistemu, pod T5 promotorom 

eksprimira sgm gen koji na svom 5’ kraju nema sopstvene signale za inicijaciju 

translacije, već ima RBS kao i start kodon iz komercijanog vektora pQE30 (Slika 27). 

Logično se nameće pitanje šta je to što onemogućava translaciju sgm gena u „cell free“ 

sistemu E. coli ukoliko u 5’ lider regionu ima sopstveni RBS i start kodon. Generalno 

gledano, svi struktumi elementi koji kontrolišu inicijaciju translacije kod prokariota, jesu 

prisutni u sgm iRNK. Start kodon jeste ATG, koga prepoznaje tRNKfmet, i on ne utiče na 

redukciju efikasnosti translacije što je primećeno u slučaju GUG ili UUG start kodona 

(Kozak, 2005; Sussman et al„ 1996; Blattner et al„ 1997). RBS element u okvira sgm 

iRNK je standardne dužine od 5 nt i prisutan je na optimalnoj udaljenosti od 5 nt u 

odnosu na start kodon. Komplementamost RBS sekvence sa 3’ regionom 16S rRNK je 

potpuna, ne postoje nespareni nukleotidi, i dovoljno jaka da omogući efikasnu translaciju. 

Prisustvo četiri T u blizini RBS sekvence onemogućava formiranje sekundamih straktura 

koje bi sprečavale inicijaciju translacije. Dakle, svi kanonski principi neophodni za
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odpočinjanje transkripcije i translacije sgm gena u „cell free“ sistemu E. coli su 

zadovoljeni. Ostaje otvoreno pitanje zašto se to i ne dešava.

Razrešenje ove nedoumice je trebalo da se dobije nakon urađenih eseja in vitro 

transkripcija i translacija u homologom sistemu Streptomyces lividans i Micromonospora 

melanosporea. Ovakvim pristupom se prevazilaze moguća ograničenja mehanizama u E. 

coli sistemu, a sgm gen se stavlja u biohemijski i genetički kontekst koji ima u 

originalnom domaćinu. S obzirom da homologi sistem nije komercijalno dostupan već je 

razvijan u laboratoriji, ova ideja nije do kraja realizovana. Naime, „cell free“ sistem S. 

lividans je bio neaktivan dok je kod M. melanosporee pokazivao nisku efiksnost u sintezi 

proteina markera ((3-laktamaze) i kao takav se pokazao neadekvatnim za ispitivanje 

autoregulacije sgm gena. Kako se efikasnost ovih sistema može podići na najviši nivo 

modifikacijom eksperimentalnih uslova, što zahteva dosta vremena, ideja o homologom 

sistemu ostaje aktuelna za budući rad. Štaviše, ovaj in vitro pristup bi bio najadekvatniji 

od svih do sada opisanih, za ispitivanje regulacije na nivou inicijacije translacije sgm 

gena, i mogao bi da da objašnjenje mogućeg mehanizma regulacije.

Ovde je bitno istaći da je isti fenomen odsustva translacije primećen i kod 

srodnog kgmB gena iz S. tenebrarius (Slika 25 i 26). Naime, i u slučaju kgmB gena je in 

vivo eksperimentima potvrđena autoregulacija na nivou inicijacije translacije koja 

umnogome slična opisanoj kod sgm gena (Vajić et al., 2004). Identičnost sekvenci ova 

dva gena iznosi 54% a takođe postoje slične sekvence u 5’ UTR regionima oba gena koje 

mogu biti potencijalne regulatome sekvence, i stoga je očekivano da se autoregulišu na 

sličan način. Zato ne iznenađuje podatak da u „cell free“ sistemu E. coli nema sinteze 

KgmB proteina baš kao što je to slučaj sa Sgm proteinom.

Interesantno je pomenuti da grmA gen iz M. echinosporee u poređenju sa sgm 

genom nema sličan model regulacije, mada je identičnost sekvenci ova dva gena oko 

90%. Naime, grmA gen ima samo jedan promotor koji inicira transkripciju na 11 nt ispred 

ATG kodona. Ovaj gen ne poseduje lider sekvencu kao sgm gen, a pored toga u E. coli 

mini ćelijama ga je bilo moguće sintetisati za razliku od sgm gena (Kojić, 1994).

Sa filogenetskog stanovišta, poređenje regulatomih mehanizama sgm, kgmB i 

grmA može biti značajno za razumevanje distribucije gena za rezistenciju kod bakterija 

proizvođača antibiotika. Na osnovu iznetih podataka može se pretpostaviti da su geni za
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rezistenciju dobijeni od zajedničkog pretka, a da je svaki proizvođač razvio svoje 

specifične regulatome elemente. Ova pretpostavka je u saglasnosti sa literatumim 

podacima prema kojima geni iz proizvođača antibiotika sgm, kgmB i grmA pripadaju 

Kgm familiji metiltransferaza , koja zajedno sa Arm familijom metiltransferaza, kojoj 

pripadaju geni za rezistenciju izolovani iz patogenih bakterija, vodi poreklo od 

zajedničkog pretka (Savić et al., 2009).

Za razumevanje regulacije na translacionom nivou potrebno je poznavati 

mehanizam delovanja metiltransferaze na sopstvenu iRNK. Mehanizam prepoznavanja 

regulatomih signala u okvim sopstvene iRNK od strane Sgm metiltransferaze se može 

dovesti u vezu sa mehanizmom prepoznavanja primamog targeta 16S rRNK. Iz ranijih 

radova je poznato da Sgm metiltransferaza može da prepozna samo kompaktnu 30S 

subjedinicu, ali ne golu 16S rRNK, što je navodilo na zaključak da je za ovo 

prepoznavanje odgovoma pre sekvenca nukleotida nego sekundama stuktura (Kojić, 

1994). Za KgmB metiltransferazu iz S. tenebrarius je bilo poznato mesto delovanja u 16S 

rRNK, a kako KgmB i Sgm metiltransferaza obezbeđuju svojim nosiocima isti obrazac 

rezistencije na aminoglikozidne antibiotike, i kako je identičnost aminokiselinskih 

sekvenci ova dva proteina 54%, pretpostavljeno je da ove dve metiltransferaze dele mesto 

metilacije na 16S rRNK. Metiltransferazni esej je pokazo da KgmB protein ugrađuje 

metil gmpe u senzitivne 30S subjedinice ali ne i u rezistentne koje su in vivo metilovane 

Sgm metiltransferazom (Slika 10 i 11). Ovaj rezultat bio je prvi posredan dokaz da dve 

metiltransferaze imaju isto mesto delovanja, G na poziciji 1405 (Ilic-Tomic et al., 2008), 

što su kasnije potvrdila i draga istraživanja (Cubrilo et al., 2009, Savic et al., 2009).

Razrešenjem prve trodimenzionalne stukture Sgm 16S rRNK metiltransferaze 

poreklom iz proizvođača antibiotika u kompleksu sa kofaktorima S-adenozil metioninom 

(SAM) i S-adenozil homocisteinom (SAH) na rezoluciji od 2.0 i 2.1 A (Husain et al., 

2010), determinisan je mehanizam prepoznavanja i delovanja ove metiltransferaze na 16S 

rRNK. Pre ove 3D strukture, razrešene su stmkture ArmA i RmtB, dve metiltransferaze 

iz patogenih bakterija (Schmitt et al., 2009).

Eksperimentalni podaci potvrđuju domensku prirodu proteina: N-terminus (Asp8- 

Pro70) i C terminus (Asn71-Gln273). C-terminus ima Rossmann struktum tipičnu za 

klasu I metiltransferaza i za njega je vezana koenzimska i katalitička funkcija enzima što
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je već bilo poznato iz ranijih radova (Maravic Vlahoviček et al., 2008; Savić et al., 2008). 

N-terminus je u vidu svežnja koji se sastoji od tri a  heliksa i odgovoran je za 

prepoznavanje 16S rRNK zajedno sa C- terminusom. Ovde je bitno istaći da domeni u 

Kam familiji metiltransferaza koje metiluju A1408, imaju drugačiji redosled u odnosu na 

Kgm familiju, tako da je koenzimska i katalička funkcija Kam familije locirana u N- 

terminusu. Pretpostavlja se da je ovaj redosled domena bitan faktor koji doprinosi 

očiglednoj specifičnosti ove dve enzimske familije (Savic et al., 2009).

Prema eksperimentalnim podacima dobijenim ,,footprint“ analizom, a koji 

pokazuju zaštitu nukleotida u prisustvu Sgm proteina, dolazi do prepoznavanja targeta na 

nivou cele 30S ribozomalne subjedinice (Husain et al., 2010). Kako autori nisu bili u 

mogućnosti da na osnovu ovih podataka predlože model interakcije Sgm-30S 

ribozomalna subjedinica, uradili su in silico modelovanje Sgm-substrat kompleksa. 

Prema ovom modelu ključne aminokiseline koje interaguju sa G1405 jesu Lysl99 i 

Serl04, i one orijentišu bazu prema donoru metil grupe, dok su Phe64 sa N-terminusa i 

Pro229 bitne za stabilno vezivanje G1405 za aktivni centar. Ostale moguće interakcije 

između enzima i targeta uključuju Glul07 sa N2 i N3 atomima G1405 baze, kao i 

hidroksilne grupe Thr206 i Tyr244 koje mogu da koordinišu fosfatne grupe same baze. O 

ovim interakcijama je opšimije pisano u uvodu.

Analizom sekvenci i poređenjem konzervisanih aminokiselina u aktivnim 

mestima m7G metiltransferaza koje pripadaju različitim familijama pretpostavljeno je da 

se prepoznavanje i vezivanje za target nukleotid vrši na različite načine (Bujnicki et al., 

2001). Malo je podataka u literaturi koji su bazirani na stuktumim modelima a koji 

govore o interakciji metiltransferaza sa svojim targetom. Jedini dostupan je struktumi 

model je za cap 0 metiltransferazu koja modifikuje G0 u eukariotskoj iRNK (Fabrega et 

al., 2004). Pored kristalnih stmktura predstavnika Kgm i Arm familije, kristalne stmkture 

postoje još i za TrmB familiju metiltransferaza koje metiluju G46 unutar tRNK (Zegers et 

al., 2006) kao i za RsmG metiltransferazu koja metiluje 16S rRNK u poziciji G527 

(Romanowski et al., 2002). Kako nijedna od ovih struktura nije razrešena u kompleksu sa 

svojim supstratom, tako ni mehanizam akcije ovih enzima nije determinisan. 

Kompjuterskim modelovanjem i mapiranjem konzervisanih sekvenci unutar gore 

pomenutih metiltransferaza kojima je determinisana kristalna struktura, utvrđeno je da su
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aminokiseline odgovome za vezivanje kofaktora kao i sam način vezivanja kofaktora 

konzervisani kod svih analiziranih predstavnika. S dmge strane, aminokiseline koje 

učestvuju u vezivanju guanozina se prilično razlikuju kod svih proteina a isto tako i 

predikcija konformacije i orijentacije guanozina vezanog za metiltransferazu (Husain et 

al., 2010). Mada postoji analogija u tipu aminokiselina koje interaguju sa guanozinom, 

kao što je Pro, Tyr ili Phe koje stabilizuju bazu, njihova pozicija je potpuno nehomologa , 

3D aranžman je potpuno različit, što ukazuje na postojanje dmgačijih mehanizama 

metilacije N7 guanozina. Takođe, ovim modelovanjem se došlo do podatka da su 

najmanje četiri različite familije m7G metiltransferaza razvijale nezavisno načine 

prepoznavanja guanozina.

U svetlu navedenih eksperimentalnih rezultata dobijenih razrešenjem 3D stmkture 

Sgm metiltransferaze, treba se još jednom osvmuti na činjenicu da je najverovatniji 

mehanizam prepoznavanja i vezivanja sekundamog targeta tj. sopstvene iRNK vrlo sličan 

napred opisanom mehanizmu prepoznavanja i vezivanja za primami target 16S rRNK. 

Ovoj pretpostavci ide u prilog i manja konzervativnost N-terminusa, koji kao takav može 

da prepoznaje različite targete npr. rRNK i iRNK. Moguće objašnjenje može biti da Sgm 

protein u oba slučaja prepoznaje najpre specifičnu konformaciju RNK molekula, koja u 

slučaju 30S subjedinice jeste održavana zahvaljujući ribozomalnim proteinima, i ovo 

može biti objašnjenje zašto Sgm ne metiluje golu 16S rRNK. U slučaju sgm iRNK, 

postojeće sekundame strukture slične onima u 16S rRNK, mogu biti mesto 

prepoznavanja i vezivanja za N-terminus Sgm proteina. Target nukleotid G1405 je 

smešten unutar 30S subjedinice i da bi bio metilovan mora doći do konformacionih 

promena same subjedinice. Vezivanjem Sgm proteina za 30S, dolazi do izmeštanja 

G1405 čime postaje bliži aktivnom centm Sgm metiltransferaze. Moguće je da Sgm 

protein nakon što oslobodi kofaktor ostaje u konformaciji pogodnoj za prepoznavanje 

sekundamog targeta, da dalje dovodi do struktumih rearanžmana unutar iRNK i njenog 

zaključavanja za efikasnu inicijaciju translacije.

U originalnom domaćinu sgm gen ima, pored konstitutivne ekspresije sa slabog 

P1 promotora i verovatnu, vremenski regulisanu ekspresiju sa jakog P2 promotora gde 

postoji mogućnost da se transkripcija prolongira i na nizvodne gene. Verovatno je da 

translacija sgm gena nije povezana sa njihovom translacijom iako su prisutni na istoj
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policistronskoj iRNK. Uprkos tome što se aktivnošću P1 i P2 promotora povećava 

količina iRNK ne dolazi do nagomilavanja nepotrebne količine Sgm proteina u ćeliji 

usled vrlo izražene translacione autorepresije. Ukoliko bi sgm gen imao samo 

transkripcionu regulaciju, onda bi njegovim autoregulatomim delovanjem bili 

kontrolisani i nivoi ekspresije svih gena koji se nalaze nizvodno. U tom slučaju bi 

ekspresija nizvodnih gena bila određena potrebom ćelije za Sgm proteinom, što nije 

logično, ako se ima u vidu mala količina Sgm proteina potrebna da bi se izvršila 

metilacija svih ribozoma u ćeliji. Zbog toga se postojanje translacione autoregulacije 

nameće kao očigledno objašnjenje, a dalji radovi će pokazati njegovu opravdanost.
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VI ZAKLJUCCI

1. Sgm metiltransferaza iz Micromonospora zionensis je eksprimirana u E. coli 
pomoću QIAexpress sistema.

2. Sgm protein je uspešno eksprimiran i prečišćen metal afmitetnom 
hromatografijom.

3. Potvrđena je funkcionalnost Sgm metiltransferaze metilacionim esejom.

4. Određivanjem mesta metilacije Sgm metiltransferaze u okviru 16S rRNK 
potvrđeno je da dolazi do metilacije na poziciji G1405.

5. Metodom EMSA je analizirana interakcija Sgm proteina sa 5’ UTR sgm 
iRNK. Pokazano je da se Sgm protein vezuje u 600 puta većem molamom 
odnosu za iRNK i da nema visok afinitet za sopstvenu iRNK. Reakcijama 
kompeticije je potvrđeno da se Sgm protein nespecifično vezuje za iRNK.

6. Metodom ,,toeprint“ je potvrđeno mesto vezivanja ribozoma za sgm iRNK, 
ali ne i precizan mehanizam regulacije sgm gena.

7. Složenost translacione autoregulacije je potvrđena in vitro transkripcijom i 
translacijom u sistemu E. coli. Ova metoda je ukazala na neophodnost 
prisustva, za sada nepoznatog faktora, u autoregulaciji sgm gena.
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pHDV-P2sgm

Prilog 3. Konstrukcija vektora sa 5’UTR sgm gena od P2 promotora u vektor

3 ’HDV



EcoRI Hindlll

PCR fragment sgm gen (900nt)

Notl

Sphl EcoRI EcoRI

■Apall

Ncdl

Sa

p G E M -T  E a sy  V ecto r

Hindll

EcoRII Nsil
Pstl Ndel

PCR fragment sgm gen

Spel Sall
Notl Sacl

pT7sgm-Pl

Prilog 4. Konstrukcija vektora za in vitro transkripciju sgm gena (sa T7 promotora) I 

translaciju sgm RNK sa intaktnom regulatomom sekvencom



BamHI Hindlll

PCR fragment mut ssm gen

pGEM-T Easy Vector 
◄-------------------------------------

pT7sgm-m5

Prilog 5. Konstrukcija vektora za in vitro transkripciju sgm gena (sa T7 promotora) 

translaciju sgm RNK sa deletiranom regulatomom sekvencom



SaclSmal EcoRI
Hindlll

sgm gen

Pstl

Spel Notl
SalT

pLac-M5-18

Prilog 6. Konstrukcija vektora za in vitro translaciju sgm gena sa deletiranom 

regulatomom sekvencom pod lacZ promotorom



Notl
Hindll

EcoRII T j T NsiIPstl Ndel

P T 7  

------ ►
Apal

sg m  een

SacII Spel

Ncol
Notl

Sall

P S P 6  

◄-----

Sacl

EcoRI

p Q E 3 0

EcoRI Hindll Spel Smal
BamHII Sacl Pstl

P T 5  

------►
sg m  g en

R G S-H is epitope 6xH is

EcoRI Sphl Kpnl Sall Hindll

pT5-wt-sgm

Prilog 7A. Konstrukcija vektora za in vitro translaciju wt sgm gena sa 

regulatomom sekvencom pod T5 promotorom



Notl EcoRII
Pstl Ndel

Nsil

EcoRI 
4---------- p Q E 3 0

EcoRI Hindll Spel Smal
BamHII Sacl Pstl

P T 5  

------►

J  R G S-H is epitope 6xH is

sg m  g e n

EcoRI Sphl Kpnl Sall Hindll

pT5-mut-sgm

Prilog 7B. Konstrukcija vektora za in vitro translaciju sgm gena sa deletiranom 

regulatornom sekvencom pod T5 promotorom



Sphl Sall Smal Sall Sall

sgm gen CCGCC —► GAGAT

Kpnl EcoRIv p n llL i
H indlll Pstl Apal BamHI Xbal Sacl

Hind III/EcoRI
p U C 19

Sphl Sall Smal Sall Sall

sgm gen CCGCC —► GAGAT

Kpnl EcoRIs.pnl

L 1
Hindlll Pstl Apal BamHI Xbal Sacl

p S gm 5

p U C 57

Prilog 8A. Konstrukcija vektora za in vitro translaciju sgm gena sa intaktnom 

prvom i mutitanom drugom potencijalnom regulatomom sekvencom 

CCGCC u GAGAT, pod lacZ promotorom



pUC57 vektor sa mutiranom drugom pot. reg. sekvencom CCGCC u GAGAT

Sphl Sall Smal ,Sa11 Sall Kpnl EcoRI

sgm gen CCGCC —► GAGAT pUC57

H indlll Pstl Apal BamHI

BamHI

Xbal Sacl

Delecija prve pot regul. sekvence CCGCCC 
PCR-om

Hindlll

spm pcn h e .7  P E G E r ’ r '  i sa G A G A T

PCR fragment

BamHI/Hindlll pUC18

BamHI Hindlll

sgm gen bez CCGCCC i sa GAGAT pPC R 57

Dvostruki mutant sgm  gena, sa deletiranom prvom i mutiranom drugom regulatomom 
sekvencom

Prilog 8B. Konstrukcija vektora za in vitro translaciju sgm gena sa deletiranom 

prvom i mutitanom drugom potencijalnom regulatomom sekvencom CCGCC u 

GAGAT, pod lacZ promotorom


