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APSTRAKT

Bakterija Streptomyces tenebrarius, proizvoda¢ nebramicinskog kompleksa
aminoglikozidnih antibiotika, §titi se od sopstvenih toksi¢nih proizvoda i pomocu
modifikacije ribozoma. Metilacijom specifi¢nih nukleozida u okviru 16S rRNK, ¢ime je
onemoguceno vezivanje aminoglikozida za njegov target, tj. 30S ribozomalnu subjedinicu,
postiZe se visok nivo rezistencije. Za ovaj fenomen su odgovorne S-adenozil-L-metionin
(SAM) zavisne 16S rRNK metiltransferaze (MTaze) kakva je i KgmB MTaza iz bakterije
S. tenebrarius. Smatra se da za postizanje potpune zaStite nije neophodna maksimalna
ekspresija gena, tj. da je svega nekoliko molekula funkcionalnog enzima potrebno da se
modifikuju sve 30S ribozomalne subjedinice. Zbog toga je postojanje mehanizama
negativne autoregulacije ekspresije, kao naCina da se koncentracija enzima odrZi na
konstantnom i vrlo niskom nivou, sasvim oc¢ekivano.

Model translacione autoregulacije kgmB gena, zasnovan na in vivo 1 in silico
analizama, pretpostavlja da KgmB MTaza prepoznaje isti motiv (ili viSe motiva) unutar
16S rRNK, koji je prisutan i u okviru 5’UTR regiona na kgmB iRNK. Po ovom modelu bi
se KgmB MTaza, nakon §to izvrSi modifikaciju svog primarnog targeta (16S rRNK),
vezivala za sekundarni target, sopstvenu iRNK, onemogucavala inicijaciju translacije i tako
sprecavala sopstvenu ekspresiju.

U ovom radu je testirana hipoteza o mehanizmu regulacije ekspresije kgmB gena,
primenom razliitih in vitro i in vivo tehnika. Eksperimenti usporene elektroforetske
pokretljivosti su pokazali da se KgmB MTaza sa podjednakom efikasno$éu, tj. malim
afinitetom, vezuje za sve analizirane RNK. Na osnovu rezultata ,,footprint® eksperimenata
nije bilo moguée precizno definisati mesto vezivanja KgmB MTaze unutar 5’°UTR regiona
na kgmB iRNK. Rezultati ,toeprint™ eksperimenata nisu omoguéili da se pouzdano odredi
mesto vezivanja ribozoma za 5’UTR region na kgmB iRNK, kao ni da se definiSe precizan
mehanizam regulacije kgmB gena. Postoji znac¢ajna homologija izmedu KgmB MTaze i
Sgm MTaze iz bakterije Micromonospora zionensis, na strukturnom i funkcionalnom
nivou. Zbog toga je in vitro mapiranjem pomocu razli¢itih RNaza analizirano postojanje
sekundarnih struktura na kgmB i sgm iRNK. Pokazano je da specifi¢na sekundarna
struktura, najpre odredena in silico, u okviru 5’UTR regiona na sgm iRNK postoji, dok kod
S’UTR regiona na kgmB iRNK rezultati ovog eksperimenta nisu potvrdili in silico
predikciju. Translaciona autoregulacija kgmB i sgm gena je testirana u komercijalnom ,,cell-
free* sistemu za in vitro transkripciju i translaciju gde je pokazano da obe MTaze
reprimiraju sintezu odgovaraju¢eg fuzionog proteina. Na osnovu rezultata svih opisanih
cksperimenata se moze zakljuditi da KgmB i Sgm MTaza pokazuju sposobnost
autoregulacije, ali i da je mehanizam odgovoran za ovaj fenomen mnogo kompleksniji od

ranije predloZenog.

Kljuéne reéi: aminoglikozidi; rezistencija; metiltransferaze; regulacija



ABSTRACT

Streptomyces tenebrarius, the producer of nebramicin complex of aminoglycoside
antibiotics, utilizes methylation of ribosomes as a mean of self-protection. Through
methylation of specific nucleosides within the tRNA acceptor aminoacyl site of 16S rRNA,
which impedes binding of aminoglycosides to the 30S ribosomal subunit, S-adenosyl-L-
methionine-dependant 16S rRNA methyltransferases (MTase), such as KgmB MTase from
S. tenebrarius confer a high-level resistance to aminoglycosides. The level of antibiotic
resistance is not usually related to MTase gene dosage and expression of relatively few
enzyme molecules is sufficient for complete modification of the target. A negative
autoregulatory system may be involved in maintaining both constant and low
concentrations of this protein.

The model for translational autoregulation of KgmB MTase, based on in vivo
studies and in silico prediction, suggests that KgmB MTase recognizes the same sequences
and/or structure within 16S rRNA and 82 nucleotides long 5’ untranslated region (5> UTR)
on its own mRNA, and that is capable of preventing further translation if interacts with
these sequences.

Our aim was to further elucidate the mechanism of translational autoregulation of
KgmB MTase, using different in vifro and in vivo techniques. Electromobility shift assays
revealed that KgmB MTase binds to all tested RNAs, with low affinity. RNA footprinting
studies failed to indicate the exact position of KgmB binding to the kgmB 5’UTR.
Toeprinting results were not clear enough to provide the evidence, beyond reasonable
doubt, for KgmB interference with ribosomal binding. As Sgm MTase from
Micromonospora zionensis exhibits similar mechanism of autoregulation both the kgmB
and sgm mRNA secondary structures were studied in vitro by enzymatic probing with
different RNases. The analysis revealed disagreement with computer prediction for the
kgmB 5°UTR, but supported computer prediction for the sgm 5°UTR. Results from cell-free
translation experiments demonstrated that KgmB and Sgm MTase inhibit expression of
kgmB-lacZ and sgm-lacZ gene fusions, respectfully. These findings confirm that KgmB and
Sgm MTase do autoregulate themselves, but also indicate that mechanism for their
translational autoregulation is more complex than it was previously proposed.

Keywords Aminoglycosides; Resistance; Methyltransferases; Regulation
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1 UVOD

Od presudne vaZnosti za normalno odvijanje Zivotnog ciklusa bakterija je brz i
precizan odgovor na sve promene u spoljaSnjoj sredini, koji se postiZe regulacijom genske
ekspresije. lako je za bakteriju najekonomiCnija regulacija genske ekspresije na
transkripcionom nivou, znacajan broj esencijalnih gena je regulisan na nivou translacije i to

u fazi njene inicijacije.

1. Inicijacija translacije kod bakterija

Inicijacija translacije kod bakterija se odvija u nekoliko sukcesivnih koraka tokom
kojih 308 ribozomalna subjedinica, uz pomo¢ faktora inicijacije (IF1, IF2 i IF3 (Gualerzi et
al., 2001)), interaguje sa dve vrste RNK (iRNK i inicijatorskom tRNK™®), 3to na kraju
dovodi do formiranja 30S inicijatorskog kompleksa (Laursen et al, 2005). Sekvenca i
struktura iRNK definiSu nacin na koji ¢e se ovaj proces deSavati kao i efikasnost i
ucestalost translacije. Najpre 30S ribozomalna subjedinica prepoznaje iRNK i vezuje se za
nju na nacin koji omogucéava da se AUG start kodon pravilno usmeri ka peptidil-tRNK
mestu (P mesto) na 30S ribozomalnoj subjedinici. Potom sledi pozicioniranje AUG start
kodona u P mesto i njegova interakcija sa antikodonom na inicijatorskoj tRNK (tRNK™)
¢ime se formira 30S inicijatorski kompleks. Poslednji korak je vezivanje 50S ribozomalne
subjedinice ¢ime se formira 70S inicijatorski kompleks, nakon ¢ega sledi faza elongacije.
Uloga faktora inicijacije u opisanom procesu je viSestruka — izmedu ostalog, IF1 faktor se
vezuje za A mesto (eng. tRNA acceptor aminoacyl site) na 30S ribozomalnoj subjedinici i
verovatno onemogucéava prerano vezivanje elongatorske tRNK (Dahlquist and Puglisi,
2000), dok IF2 stimuliSe kodon-antikodon interakciju pomaZzuéi vezivanje inicijatorske
tRNK™* za P mesto na ribozomu (Brandi et al., 2004), a IF3 faktor je kontrolor tacnosti
sinteze proteina, s obzirom da destabilizuje sparivanje kodona sa neadekvatnim

antikodonima (Laursen ef al., 2005).



Kljuc¢no pitanje u pokusaju da se na adekvatan nacin objasni inicijacija translacije je
naéin na koji ribozomi razlikuju start kodon u odnosu na druge identi¢ne kodone. Kod
prokariota, procesi transkripcije i translacije su u sprezi, s obzirom da se ribozomi vezuju za
iRNK jo$ u fazi njene sinteze. Postoji vise modela koji nude objasnjenje sloZenog procesa
inicijacije translacije (Boni, 2006), a po kanonskom modelu je za vezivanje ribozoma i
otpocinjanje translacije od presudnog znacaja interakcija izmedu Shine-Dalgarno sekvence
(SD) na iRNK, pozicionirane uzvodno u odnosu na AUG start kodon, i anti-SD sekvence,
koja se nalazi u okviru 3’ regiona na 16S rRNK i komplementarna je SD sekvenci (Jacob et
al., 1987; Shine and Dalgarno, 1974; Steitz and Jakes, 1975). Po ovom modelu efikasnost
inicijacije translacije zavisi od stepena komplementarnosti izmedu SD i anti-SD sekvence
(Jackson, 2000; Kozak, 1999), a od znaCaja su jo$ i duzina i sekvenca regiona na iRNK
izmedu SD sekvence i start kodona, priroda samog start kodona, kao i linearna forma mesta
vezivanja ribozoma (eng. ribosomal binding site; RBS) (de Smit and van Duin, 1994a;
Ringquist et al., 1992; Shultzaberger et al., 2001). U literaturi se Cesto skraéenica RBS
koristi kao sinonim za SD sekvencu, §to nije adekvatan naziv, s obzirom da RBS, deo
iRNK koji je zaSti¢en ribozomom u fazi inicijacije translacije, obuhvata region od -20 do
+15 u odnosu na start kodon (Schneider er al., 1986). Ispravnije bi bilo region za
otpolinjanje translacije (emg. translation initiation region; TIR) definisati kao region u
okviru iRNK ¢ije granice nisu jasno odredene, a koji obuhvata sve elemente koji mogu da
utiCu na efikasnost inicijacije translacije na odredenoj iRNK. Iako kod vecine gena
bakterije Escherichia coli SD sekvenca prethodi start kodonu pet do deset nukleotida (nt),
postoje brojni primeri gena, ¢ak izuzetno eksprimiranih, ¢iji 5’ netranslatirani regioni (eng.
untranslated region; UTR) na iRNK ne sadrZi SD sekvencu, a medu njima je i rpsA4 gen za
S1 ribozomalni protein (Boni ef al., 2001). Dugogodisnje studije procesa sinteze proteina
kod E. coli su pokazale da su ribozomi bakterije E. coli sposobni za inicijaciju translacije
na razli¢ito struktuiranim TIR regionima, bilo da ovi regioni sadrZze SD sekvencu ili ne,
imaju linearnu formu ili sadrZe razli¢ite sekundarne strukture. U E. coli je moguca &ak i
ckspresija sa iRNK koje nemaju 5’UTR tj. koje po€inju samim start kodonom, tzv.
“leaderless” iRNK (Wu and Janssen, 1997; Moll et al., 2004). Postalo je jasno da kanonski

model inicijacije translacije ne obja$njava adekvatno sve zapaZene fenomene vezane za



inicijaciju translacije. Ukoliko se ribozom posmatra kao nukleoprotein mogucée je
pretpostaviti da se vezivanje 30S ribozomalne subjedinice i iRNK ne ostvaruje
posredstvom samo RNK : RNK interakcija (SD : anti-SD), ve¢ da i protein : RNK
interakcije imaju bitnu ulogu u ovom procesu (Boni, 2006). U prilog ovom zakljucku idu i
rezultati eksperimenata sa S1 ribozomalnim proteinom gde je pokazano da je njegovo
prisustvo neophodno za translaciju svih iRNK u ¢eliji (Sorensen et al., 1998). S1 protein se
preferencijalno vezuje za jednolanCane regione na RNK koji sadrze uglavnom U- ili
U(C)/A nukleotide (Boni et al., 1991; Subramanian, 1983). Ovaj ribozomalni protein
poseduje  specificne strukturne domene oznaCene kao “OB fold” (engl.
oligonucleotide/oligosaccharide-binding motifs) (Bycroft et al., 1997). Ova Cetiri visoko
homologa domena R1-R4 duzine oko 80 amino kiselina iz C-terminalnog dela S1 proteina
se u literaturi oznaCavaju kao S1 motivi i prisutni su u brojnim RNK-vezujuéim proteinima
kako kod prokariota, tako i kod eukariota. Inicijacija translacije sa iRNK koje ne poseduju
SD sekvencu se odvija upravo zahvaljujéi S1 proteinu (Boni et al., 2001; Tzareva et al.,
1994), a S1 protein je neophodan i za inicijaciju translacije ¢ak i ako je prisutna kanonska
SD sekvenca (Boni et al., 2001; Komarova et al., 2002). Uzevs$i u obzir sve navedene
¢injenice moZe se re€i da su za inicijalno vezivanje ribozoma za RBS na iRNK odgovorni
S1 ribozomalni protein i anti-SD sekvenca na 16S rRNK. Upravo je rps4 gen sa kog se
eksprimira S1 protein primer gde kanonski model inicijacije translacije ne daje adekvatno
objaSnjenje, s obzirom da TIR region na ovoj iRNK zauzima kompleksnu strukturu i ne
sadrzi SD sekvecu, a opet se S1 protein sintetiSe u znacajnoj koli¢ini (Boni et al., 2001).
Sem rpsA gena postoje i drugi primeri, kao $to je gen za treonil-tRNK sintetazu, gde je
kompleksna forma TIR regiona u vidu stabilnih sekundarnih i ¢ak tercijarnih struktura
neophodna za uspeS$nu ekspresiju (Sacerdot et al., 1998). Ovakvi TIR regioni se mogu
smatrati analozima IRES sekvenci (eng. internal ribosome entry sites) koje su prisutne kod
prokariotskih viralnih iRNK, a koje se zahvaljujuéi svojoj jedinstvenoj sekundarnoj
strukturi savrSeno prilagodavaju povrsini ribozoma (Boni et al., 2001; Jenner et al., 2005;
Tchufistova et al., 2003). Kod bakterija iz roda Streptomyces postoji veéi broj gena koji se
prepisuju u formi “leaderless” iRNK koje pocinju neposredno start kodonom ili nekoliko

nukleotida uzvodno od njega (Day and Janssen, 2004). Sve je viSe dokaza da su za



inicijaciju translacije u ovom slu€aju odgovomni 70S ribozomi za koje moZe biti vezana
tRNK™" u P mestu, a sinteza proteina sa “leaderless” iRNK u E. coli je jedinstven slu¢aj za
translaciju u odsustvu S1 proteina (Moll et al., 2002; O’Donnell and Janssen, 2002).

Uopsteno govoreci, visoko eksprimirana bakterijska iRNK sadrzi sve ili neke od
navedenih elemenata: start kodon, SD sekvencu (kod iRNK E. coli je GGAGG 72
nukleotida uzvodno od start kodona), niz pirimidinskih nukleotida koji sluZe kao “ribosome
recognition site” preko S1 proteina (Boni et al, 1991; Sengupta et al, 2001), kao i
specificne enhenser elemente uzvodno (O'Connor et al., 1999) ili nizvodno od start kodona
(Sprengart et al., 1996), ali uzajamna zavisnost i znacaj pobrojanih elemenata nije do kraja
razjasnjena.

Zanimljivo je glediste gde je TIR region opisan kao deo iRNK sastavljen od
preferencijalnih nukleotida, ali da njegova sekvenca nije jedinstvena. Ribozom prepoznaje
TIR preko viSestrukih interakcija, kooperatvnih i kumulativnih istovremeno, $to je odlika
enzima sa Sirokom supstratnom specificno$¢u (Nakamoto, 2007). Autor ovog rada
potencira znacaj pravilnog izbora start kodona za sintezu proteina, sli¢no kao u kanonskom
modelu inicijacije translacije, ali veliki znacaj daje i sklonosti iRNK da zauzima sloZene i
stabilne sekundarne i tercijarne strukture. Klju¢ni parametar za vezivanje ribozoma bi bio
dostupnost start kodona u poredenju sa drugim identi¢nim kodonima. Ovaj mehanizam
pretpostavlja da sekundarna struktura iRNK sprecava pristup vecini kodona za metionin
koji nisu inicijatorski, dok je omogucen pristup pravom TIR regionu gde se finalno
prepoznavanje od strane ribozoma deSava zahvaljujuéi kooperativnosti i kumulativnoj
specifiCnosti vise mesta za vezivanje liganada na ribozomima, $to opet doprinosi $irokoj
supstratnoj specifi€nosti ribozoma. Ukoliko je neki od kodona za metionin, sem start
kodona, u linearnoj formi, onemogufena mu je funkcija start kodona lokalnim
interakcijama okolnih nukleotida koje mogu biti tipa sterne smetnje, hidrofobnih ili
hidrofilnih neusaglasenosti ili elektrostatickog odbijanja. Da je re¢ o univerzalnom
mehanizmu inicijacije sinteze proteina pokazuju rezultati eksperimenata gde su
konstruisani hibridni sistemi eukariota/prokariota. Ovi eksperimenti su pokazali da su
prokariotski signali za inicijaciju translacije ofuvani i kod eukariotskih iRNK po3to su

prokariotski ribozomi u stanju da sintetiSu proteine sa ovih iRNK. Eukariotski ribozomi
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takode prepoznaju signale za inicijaciju translacije prokariota i uspes$no otpofinju sintezu
proteina, Sto navodi na zakljucak da su eukariotski ribozomi isto tako oCuvali mehanizam

za inicijaciju translacije poreklom od prokariota (Nakamoto, 2007; Nakamoto, 2009).

2. Regulacija na nivou inicijacije translacije

Bakterije se konstantno prilagodavaju promenama spoljasnje sredine bilo da se radi
o promeni temperature, dostupnosti hranjivih materija i vode, prisustvu toksi¢nih agenasa i
sl. Tako se primarni mehanizam odgovora na stres ostvaruje preko regulacije ekspresije
gena na transkripcionom nivou, regulacija translacije je brZza i samim tim izuzetno vazna.
Post-transkripciona regulacija se ostvaruje ili preko kontrole stabilnosti iRNK ili na nivou
inicijacije translacije. Za razliku od dugoziveéih RNK kao $to su rRNK ili tRNK, kod
bakterija se vecina iRNK brzo degraduje, u roku od jednog do tri minuta po sintezi.
Opstanak svake iRNK zavisi kako od strukture samog molekula tako i od kompleksne
maSinerije koja ufestvuje u degradaciji iRNK do jedini¢nih komponenti. Inicijacija
translacije je najceS¢e podloZzna regulaciji mada ima primera regulacije kako elongacije

tako i terminacije translacije.
2.1. Strukturni elementi na iRNK koji uti¢u na inicijaciju translacije

Start kodon je jedan od osnovnih strukturnih elemenata svake iRNK i selekcija
AUG ili alternativnih start kodona je prvi korak u procesu inicijacije translacije. Translacija
je manje efikasna kada se AUG start kodon zameni nekim od alternativnih start kodona, $to
se objasnjava slabijom interakcijom sa inicijatorskom tRNK™. Translacija u slu¢aju kada
je prisutan AUU start kodon je izuzetno neefikasna, a interesantno je da sinteza faktora
inicijacije IF3 otpo¢inje upravo ovim kodonom, 3to omogucava specifitan mehanizam
regulacije genske ekspresije. Ukoliko je nivo faktora inicijacije IF3 u éeliji nizak, inicijacija
translacije sa nestandardnih kodona e biti pojatana, $to ¢e dovesti do porasta koncentracije
samog IF3 proteina (Butler ef al., 1987). Kod veéine bakterijskih iRNK je, unutar 5’UTR

regiona, prisutna SD sekvenca i sparivanje &etiri ili pet nukleotida iz SD sekvence sa anti-
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SD sekvencom na 16S rRNK je dovoljno za efikasnu translaciju. Pokazano je da
pojacavanje komplementarnosti ove dve sekvence nema uticaja na inicijaciju translacije ili
je ¢ak smanjuje (Komarova et al., 2002). Jaa SD : anti-SD interakcija doprinosi boljoj
translaciji samo u slu€aju kad je start kodon nije AUG (Weyens et al., 1988) ili pak kada je
SD sekvenca u okviru stabilne sekundarne strukture (de Smit and van Duin, 1994b).
Pokazano je da regioni bogati sa U, A ili A/U nukleotidima, locirani uzvodno u odnosu na
SD sekvencu, imaju stimulatorni efekat na inicijaciju translacije (Zhang and Deutscher,
1992). S obzirom na veliki uticaj sekundarnih struktura unutar 5’UTR regiona na inicijaciju
translacije, moguce je da se u ovom slucaju radi o posrednom delovanju, odnosno da je
inicijacija translacije olak$ana zbog nemoguénosti formiranja ovakih sekundarnih struktura.
Medutim, postoji i mogucnost da je za ovaj fenomen odgovoran ribozomalni protein S1, tj.
ranije pomenuti efekat enhenser elemenata.

S obzirom da je veéina iRNK kod bakterija policistronska, postoje primeri gde je
translacija dva susedna cistrona spregnuta. U najve¢em broju slucajeva ispred drugog
cistrona postoji kanonska SD sekvenca koja je privremeno blokirana, posto je u okviru
stabilne sekundarne strukture, i sama translacija uzvodnog cistrona dovodi do rasplitanja
sekundarne strukture, te RBS postaje funkcionalan i krece translacija nizvodnog cistrona
(Butkus ef al., 2003; Chen and Yanofsky, 2004). Postoje retki primeri gde nizvodni cistron
ne sadrzi RBS, ali se po zavrSetku translacije uzvodnog cistrona, dodu$e sa malom
efikasnos¢u, inicira translacija nizvodnog cistrona (Inokuchi ez al., 2000). Kod bakterija
nije redak primer da se stop kodon jednog gena preklapa sa start kodonom sledeceg
(UGAUG) S3to olakSava reinicijaciju translacije (Sprengel et al., 1985). Spregnutom
translacijom je moguce koordinisati i ekspresiju viSe gena, kao $to je primer gena za neke
ribozomalne proteine gde se ekspresija viSe proteina moZe regulisati u isti mabh,
zahvaljujuéi jednoj kontrolnoj tacki, ali spregnuta translacija ne zna¢i obavezno da ée
finalni proteini biti zastupljeni u jednakoj koli¢ini (Yu et al., 2001).

Za razliku od inicijacije translacije, na koju u ogromnoj meri utie prisustvo
sekundarnih struktura unutar 5’UTR regiona, ovakve strukture u kodirajuéem delu iRNK
skoro da nemaju efekat na sintezu proteina, i najvise §to mogu je da privremeno uspore

elongaciju (Takyar ef al., 2005).



2.2. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije preko cis-aktivnih

elemenata na iRNK

Regulacija genske ekspresije kod bakterija se delom ostvaruje i zahvaljujuci
izvanrednoj sposobnosti iRNK da formira razlicite strukture kao odgovor na brojne
stimuluse. Regulatorni elementi odgovorni za modulaciju ekspresije jednog ili viSe
nizvodnih gena su najéeSCe prisutni unutar 5S’UTR regiona na iRNK. Ovi RNK senzori
obi¢no zauzimaju kompleksne trodimenzionalne strukture i podlezu konformacionim
promenama u prisustvu hemijskog (ribosvicevi) ili fizioloskog signala (termosenzori).

Ribosvi€evi su vrsta senzornih kontrolnih elemenata koji po vezivanju specificnog
metabolita menjaju konformaciju i utiu na terminaciju transkripcije i inicijaciju translacije.
Na ovaj nain se nivo sinteze enzima koji u€estvuju u metabolickom putu mehanizmom
povratne sprege prilagodava unutaréelijskoj koncentraciji metabolita.

Termosenzori sadrZze sekundarne strukture koje blokiraju SD sekvencu, a time i
onemogucavaju pristup maloj ribozomalnoj subjedinici. Ukoliko dode do porasta
temperature termosenzori se delimi¢no “raspli¢u” $to omogucéava formiranje stabilnog

inicijatorskog kompleksa.
2.2.1. Ribosvi€evi

Saznanje da je gensku ekspresiju moguce kontrolisati preko RNK senzora prisutno
je u nauci tek jednu deceniju. Zbog toga je i iznenadujuci podatak da je kod roda Bacillus
najmanje 2% gena, koji kontroliSu fundamentalne metabolicke procese, regulisano
ribosvi€evima (Mandal et al., 2003). RibosviCevi reguliSu metaboli¢ke puteve kao §to je
biosinteza i transport vitamina (riboflavin, tiamin i kobalamin), metabolizam metionina,
lizina, purina, a deluju i kao senzori jona, npr. Mg®* jona (Dann et al., 2007; Serganov and
Patel, 2007). Do danas je otkriveno oko 20 razli¢itih klasa ribosvieva, a za mnoge od njih
su odredene i trodimenzionalne (3D) strukture u kompleksu sa njihovim ligandima

(Serganov, 2010). U vedini sluGajeva ribosviGevi sadrze dva modula, gde je prvi modul,
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Cesto oznafen kao aptamer, visoko konzervisan strukturni receptor koji specifi¢no
prepoznaje ligand u obliku malog molekula, a drugi modul je takozvana ekspresiona

platforma (slika 1).

- effector + effector %
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Slika 1. Osnovni model standardnog ribosvica koji vezuje mali metabolit (Henkin,
2008).

Prikazano je kako, u odsustvu efektora, tj. liganda, aptamer zauzima takav
strukturni aranZman koji omogucava transkriciju ili translaciju. U prvom slucaju se
formira specifi¢ni antiterminator (AT) zahvaljujuéi kojem RNK polimeraza moze
da prode kroz dati region i nastavi sintezu RNK, a u drugom slucaju je SD sekvenca
u linearnoj formi, omogudéeno je vezivanje ribozoma i inicijacija translacije. Po
vezivanju efektora, struktura aptamera se menja, $to dovodi do formiranja
sekundarne strukture tipa ukosnice koja predstavlja terminator transkripcije (T) ili
strukturu unutar koje je zarobljena SD-sekvenca i time onemogucena inicijacija

translacije.



Vezivanje liganda dovodi do strukturme promene prvog modula, §to se prenosi do
ekspresione platforme i rezultuje u vecini slucajeva formiranjem sekundarne strukture tipa
ukosnice koja kontroliSe ekspresiju gena. U vecini sluCajeva ribosvicevi funkcioni$u kao
OFF prekidaci gde vezivanje liganda dovodi do formiranja terminatora i zaustavljanja
transkripcije ili se po vezivanju liganda formira ukosnica u kojoj je zarobljena SD
sekvenca, Sto sprecava inicijaciju translacije (Gilbert and Batey, 2006; Serganov and Patel,
2007; Winkler and Breaker, 2005). U ovom primeru je ligand krajnji produkt biosintetskog
puta u kome ucestvuju geni €iju ekspresiju kontroliSu ribosvi¢evi po principu povratne
sprege te kad koncentracija metabolita u ¢eliji prede prag dolazi do njegovog vezivanja za
ribosvi¢. Redi su primeri gde ribosvi¢ funkcioniSe kao ON prekida¢ kada, po vezivanju
liganda, dolazi do takve konformacione promene u iRNK koja omogucava ekspresiju gena.
Ribosvi¢ koji vezuje glicin i reguliSe ekspresiju gevl operona kod bakterije Bacillus
subtilis funkcioni$e na ovaj nacin (Mandal et al., 2004).

Posto su kod vecine ribosvieva modul koji vezuje ligand i ekspresiona platforma
odvojeni, njihovim kombinacijama se postizu razli¢iti nivoi regulacije ekpresije gena. Ovo
je najbolje ilustrovano kod TPP ribosvica koji vezuje tiamin pirofosfat (TPP) i reguliSe
gene koji ucestvuju u metabolizmu tiamina. TPP ribosvi¢ je pronaden kod predstavnika
prokariota, arhea i eukariota i reguliSe ekspresiju gena na nivou terminacije transkripcije,
inicijacije translacije i obrade iRNK (Cheah et al., 2007; Kubodera et al., 2003; Miranda-
Rios et al., 2001; Mironov et al., 2002; Sudarsan et al., 2003). Struktura modula koji
vezuje TPP je kod svih TPP ribosvic¢eva konzervisana (Edwards and Ferre-D’Amare, 2006;
Serganov et al., 2006; Thore et al., 2006), ali nadin na koji ovaj ribosvi¢ reguliSe ekspresiju
gena varira u zavisnosti od ekspresione platforme.

Metabolizam sumpora je kod mnogih bakterija regulisan ribosvievima koji
selektivno prepoznaju S-adenozilmetionin (SAM) ili S-adenozinhomocistein (SAH), iako
se razlikuju u samo jednoj metil grupi. Do sada je otkriveno pet razliditih strukturnih klasa
ribosviteva za SAM (Corbino et al., 2005; Epshtein et al., 2003; Fuchs et al., 2006;
McDaniel et al., 2003; Poiata ef al., 2009; Weinberg et al., 2008; Winkler et al., 2003), kao
i jedna klasa ribosviceva koja prepoznaje SAH (Wang and Breaker, 2008). Prve tri klase —
SAM-1, SAM-II i SAM-III formiraju razli¢ite vezujuée dZepove za ligand, dok su kod klase



SAM-IV nukleotidi i podstrukture u vezujuéem dZepu identini onima u klasi SAM-1, a
kod klase SAM-V postoji sli¢nost sa ligand vezuju¢im dzepom klase SAM-II. Ovi
ribosviCevi zauzimaju kompleksnu 3D konformaciju zahvaljujuci kojoj se prepoznaju skoro
sve funkcionalne grupe SAM molekula preko direktnih ili indirektnih interakcija
(Montange and Batey, 2006). Kod SAM Il ribosvi¢a ekspresiona platforma direktno
vezuje ligand, za razliku od vecine ribosvéeva. Po vezivanju S-adenozilmetionina dolazi do
stabilizacije sekundarne strukture koju ¢ine SD sekvenca i anti-SD sekvenca locirana skoro
na 5’ kraju iRNK, ¢ime je onemogucena inicijacija translacije (Fuchs et al., 2006; Fuchs et
al., 2007). Pokazano je da su nukleotidi koji direktno ucestvuju u sparivanju SD : anti-SD
sekvenci neophodni za vezivanje SAM molekula (Lu et al., 2008).

Posebno je interesantna klasa ribosviceva koji prepoznaju “praznu” tRNK odnosno
tRNK za koju nije vezana specifi¢cna aminokiselina (Green et al., 2010). Obicno se ovi
ribosvievi nalaze u 5°UTR regionu gena koji kodira odgovaraju¢u tRNK sintetazu.
Diskriminacija izmedu specifi¢ne tRNK i ostalih tRNK se postize interakcijama ribosvica
sa antikodonskom i akceptorskom petljom tRNK, a vaznu ulogu ima i prepoznavanje

ostalih odlika trodimenzionalne strukture specifi¢ne tRNK (slika 2).
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Slika 2. Mehanizam delovanja tRNK ribosvi¢a (Henkin, 2008).

Ukoliko sa ribosvicem interaguje tRNK koja nosi odgovarajuu aminokiselinu
favorizovano je formiranje terminatora i transkripcija nizvodnog gena staje.
Ukoliko se interakcija ostvaruje sa praznom tRNK favorizovano je formiranje
antiterminatora, RNK polimeraza prolazi i1 transkripcija nizvodnog gena se

nastavlja.

U slucaju da se u Celiji nagomila “prazna” tRNK, dolazi do povecane ekspresije
gena, zahvaljujuéi Cijim produktima se specifi¢na aminokiselina vezuje za adekvatnu
tRNK. Bitna razlika izmedu tRNK ribosvi¢a i ostalih ribosviceva je Cinjenica da ovde
postoji interakcija sa dve forme liganda i da tRNK koja nosi odgovarajuéu aminokiselinu
funkcioniSe kao kompetitor vezivanju “prazne” tRNK. Na ovaj nafin se prati odnos izmedu
supstrata 1 produkta, a ne samo prisustvo supstrata (Yousef er al., 2005), $to ima smisla,
ukoliko se uzme u obzir podatak da se ukupna koli¢ina tRNK u jednoj bakterijskoj celiji ne
menja i da je zapravo relevantan parametar koli¢ina tRNK koje nose aminokiselinu.

Bakterijski genom moZe da sadrZi ribosviceve koji su specificni za razliite

metabolite kao i nekoliko ribosviéeva istog tipa, od kojih svaki reguliSe razliCit operon.




Mnogo kompleksniji nivo genske regulacije se postize u slu¢aju kad su na istoj iRNK, na
susednim pozicijama, prisutna dva modula ili ¢ak dva kompletna ribosvi¢a. Tako tandem
aptamera specifi¢nih za glicin, preko jedne ekspresione platforme, kooperativnim
vezivanjem glicina obezbeduje brzi odgovor na male promene koncentracije glicina
(Mandal et al., 2004). Drugi primer je aranZman dva kompletna ribosvi¢a koji nezavisno
vezuju razliCite metabolite, SAM i koenzim B12, gde vezivanje bilo kog od ta dva dovodi
do genske represije metE gena kod bakterije Bacillus clausii (Sudarsan et al., 2006). Ovi
primeri ukazuju da je pomocu relativno jednostavnih RNK senzora u vidu tandemskih
ribosvi¢eva moguca fina regulacija genske ekspresije bez ucesc¢a proteina.

U 5’UTR regionu gimS gena kod G (+) bakterija prisutan je specifi¢an ribosvi¢ koji
je, zbog sposobnosti samoisecanja, nazvan prvim bakterijskim ribozimom. Ukoliko je
glukozamin-6-fosfat prisutan u suviSku, on ée se vezati za ovaj ribosvi¢ na iRNK za
glutamin-fruktozo-6-fosfat amidotransferazu, do¢i ¢e do samoisecanja iRNK na specifi¢noj
poziciji, njene degradacije i utiSavanja glmS gena. Glukozamin-6-fosfat kao kofaktor
aktivira ribozim, ali se po njegovom vezivanju ne deSava nikakva konformaciona promena

ribozima, Sto se razlikuje od ostalih opisanih ribosvi¢eva (Tinsley et al., 2007).
2.2.1. RNK termosenzori

Ravnoteza izmedu alternativnih struktura unutar iRNK, koje se razlikuju po
termodinamickoj stabilnosti, u velikoj meri zavisi od temperature. Zahvaljujuéi ovoj pojavi
sama sekundarna struktura, za koju nije vezan bilo koji ligand, moZe da funkcioniSe kao
termosenzor i kontroliSe kako translaciju, tako i stabilnost iRNK (Kaberdin and Blisi,
2006). Kod nekoliko razli¢itih mikroorganizama se ovaj vid regulacije ekspresije javlja pri
odgovoru na temperaturni 3ok, bilo da se temperatura smanjuje ili povecava (Gualerzi et
al., 2003; Narberhaus et al., 2006). Veéina termosenzora je locirana unutar 5°UTR regiona
i obuhvata RBS, pri ¢emu je SD sekvenca zarobljena unutar stabilne sekundarne strukture.
Usled porasta temperature dolazi do delimi¢nog ,topljenja“ sekundarne strukture,
omogucen je prilaz ribozomu i otpo€inje translacija. Na ovaj nacin je regulisana ekspresija

rpoH gena iz E. coli koji kodira ,,heat-shock® sigma faktor 6>* (Morita ef al., 1999a; Morita
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et al., 1999b). Zahvaljujuéi kratkotrajnom poveéanju koligine sigma faktora o>~ dolazi do
povecane sinteze ,heat-shock™ proteina medu kojima su vefinom Saperoni i proteaze sa
centralnom ulogom u ,savijanju“ proteina, njihovoj translokaciji i degradaciji
(Georgopoulos et al., 1994; Hendrick and Hartl, 1993). Jedino odstupanje od opisanog
modela po kom funkcioniSu termosenzori je Cinjenica da u formiranju sloZene
trodimenzionalne strukture koja onemogucava pristup ribozomima uéestvuju dva regiona iz
kodirajuceg dela rpoH gena.

,Heat-shock® proteini rizobijalnih vrsta su regulisani na sli¢an nacin, ali neke ,,heat-

19

shock“ operone kontroliSu i termosenzori u vidu konzervisanih regulatornih elementa
nazvanih ROSE (eng. Repression Of heat Shock gene Expression). ROSE eclementi
zauzimaju stabilne sekundarne strukture zahvaljuju¢i kojima je blokiran pristup TIR
regionu nizvodnih gena. Porast temperature dovodi do strukturnog rearanZmana koji
omogucava vezivanje ribozoma i translaciju gena koji su pod kontrolom ROSE elemenata.
Vezivanje ribozoma i sam proces translacije §tite iRNK od degradacije te je na viSim
temperaturama zabelezena veca koli¢ina ovih iRNK (Nocker et al., 2001a).

Ekspresija gena za virulenciju kod patogenih bakterija u velikoj meri zavisi od
temperature domacina. Promena temperature menja nivo superspiralizacije DNK i posredno
utiCe na vezivanje regulatornih proteina odgovornih za modulaciju transkripcije, uti¢e na
konformaciju samih regulatomnih proteina (proteinskih termometara), a menja i
konformaciju termosenzora. Kod bakterije Yersinia pestis prisustvo aktivatora LcrF varira u
zavisnosti od temperature, a smatra se da je za ovo delom odgovoran termosenzor prisutan
u okviru 5’UTR regiona /crF gena, dok na transkripciju ovog gena temperatura nema
nikakav uticaj (Hoe and Goguen, 1993). Na sli¢an nacin je regulisana i ekspresija prf4 gena
za virulenciju kod bakterije Listeria monocytogenes, ali je u ovom slucaju termosenzor u
vidu jednostavne sekundarne strukture tipa ukosnice, za razliku od prethodno pomenutih
termosenzora ,.heat-shock® proteina koje odlikuje kompleksna grada (Johansson et al.,
2002).

Ako se temperatura snizi, transkripcija i translacija vecine bakterijskih gena se
smanjuju, mozda ¢ak i prestaju, za razliku od gena za ,cold-shock® proteine koji se

preferencijalno i vremenski ograni¢eno eksprimiraju. ,,Cold-shock® proteini bakterija su
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primarno regulisani na posttranskripcionom nivou, dominantno preko kontrole stabilnosti
iRNK, ali znaCajan udeo u regulaciji ekspresije ima i kontrola translacije (Gualerzi et al.,
2003). Pretpostavlja se da 5’UTR region cspA gena funkcioniSe kao RNK termometar i
kontroliSe nivo translacije (Yamanaka, 1999). Na nivo translacije utiCu i frams-aktivni
elementi, prevashodno IF3, uz druge faktore inicijacije i CspA protein.

Ukoliko se uporede translacioni i transkripcioni nivoi ekspresije gena jasno je da
kontrola translacije ima prednost ako se uzme u obzir brzina odgovora na temperaturne
promene. Za bakteriju moZda nije najekonomicnije da sintetiSe iRNK sa kojih se ne aktivira
sinteza proteina (ili ¢ak iRNK koje ¢e biti degradovane), ali opcija da se veoma brzo
aktiviraju odgovor na stres ili geni za virulenciju svakako ima vrednost. Vedina
termometara je smeStena u 5’UTR regionu upravo da bi se izbegla nepotrebna translacija.
Iako RNK termosenzori funkcioniSu po jednostavnom principu, mnogi detalji ovog
mehanizma ostaju za sada nerazjasnjeni (Narberhaus er al., 2006). Medu njima je svakako
struktura do sada opisanih RNK termometara posto je pokazano da se kompjuterska
predikcija ROSE elemenata ne slaZe u potpunosti sa eksperimentalnim rezultatima. Mnogo
je nepoznanica i oko procesa topljenja RNK termometara. Ve¢ina RNK termometara ima
kompleksnu gradu i sadrzi nekoliko struktura tipa ukosnice, a njihovi odnosi nisu do kraja
poznati. Postoji indikacija da modularna organizacija rpoH i ROSE termometara ima
funkcionalni znacaj, a dodatna komplikacija je i Cinjenica da RNK termosenzori nemaju
samo dve alternativne konformacije i da za razliku od ribosvifeva ne mogu da fukcionisu
kao “on/off” prekida¢. Pretpostavlja se da dinamika savijanja RNK ima presudnu ulogu i da
~ RNK termosenzori prolaze kroz mnogo malih promena u strukturi koje se de$avaju u
skladu sa temperaturnim gradijentom. Sam mehanizam Kkontrole translacije zahteva jo$
eksperimentalnih potvrda, a i pitanje stabilnosti iRNK koje sadrze RNK termometre nije do
kraja razjasnjeno. Pokazano je da su ove iRNK izrazito nestabilne i da se brzo degraduju
ukoliko ne dode do translacije, te ostaje nejasno zaSto bakterija produkuje iRNK koju ée
degradovati (Nocker ef al., 2001b). Izgleda da je degradacija neiskoriséenih RNK senzora
opsti princip, posto su i iRNK koje sadrZe neke ribosviGeve takode izrazito nestabilne (Hoe
and Goguen, 1993; Winkler ef al., 2004). lako broj novootkrivenih RNK termometra iz

dana u dan raste (Narberhaus, 2010), zanimljivo bi bilo otkriti nove RNK termometre kod
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bakterija koje Zive na izrazito visokim ili niskim temperaturama posto se moZe oc¢ekivati da
ove RNK termometre odlikuju potpuno nove strukture. Svi ovde navedeni RNK
termosenzori kontroliSu pristup RBS regionu i time uti€u na inicijaciju translacije, a bilo bi
zanimljivo utvrditi da li ovi RNK regulatori mogu da kontroliSu i neke druge procese, s
obzirom da druga grupa RNK regulatora, ribosvi€evi, sem inicijacije translacije, kontrolisu

i terminaciju transkripcije i aktivnost ribozima (Serganov, 2010).

2.3. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije preko frans-aktivnih

regulatora - RNK i proteina

Najefikasniji mehanizam regulacije translacije kod bakterija je blokiranje pristupa
ribozoma TIR regionu. Jedan od nadina da se ovo postigne je formiranje sekundarnih
struktura unutar kojih je zarobljena SD sekvenca, bilo da strukturu formira sama iRNK ili
da je re€ o sparivanju izmedu iRNK i antisens RNK regulatora. Drugi nac¢in blokade TIR
regiona se ostvaruje posredstvom RNK vezujuéih proteina kao regulatora. Pri vezivanju
proteina i antisens RNK za specifi¢na mesta na iRNK dolazi do konformacionih promena
kako samih regulatora, tako i ciljne iRNK, a to uti¢e na inicijaciju translacije i dalju

ekspresiju gena.

2.3.1. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije preko antisens RNK

Antisens RNK su mali (50-300 nt), visoko struktuirani molekuli RNK koji se
uglavnom ne translatiraju, sparuju se sa TIR regionom na target iRNK i blokiraju
translaciju, $to kao krajnji rezultat ima degradaciju iRNK kombinovanim dejstvom endo- i

egzo- ribonukleaza (slika 3).
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Slika 3. Funkcionalna inaktivacija (a) i aktivacija (b) iRNK pomocu noncoding

RNK (ncRNK), tj. antisens RNK (Kaberdin and Blasi, 2006).

Nakon sparivanja antisens RNK sa svojom target iRNK dolazi do strukturnih
rearanzmana, zahvaljujudi kojima se formiraju mesta prepoznavanja za RNazu III i RNazu
E (Afonyushkin et al., 2005), i spregnute degradacije RNK regulatora i njegovog targeta.
Ukoliko se bakterija nade u stresnim uslovima mogude je aktivirati translaciju sa nekih
iRNK zahvaljujuéi delovanju RNK regulatora. Kod rpoS iRNK, u normalnim uslovima,
RBS je blokiran sekundarnom strukturom. Kada se u stresnim uslovima DsrA antisens
RNK veZe za 5’UTR na rpoS iRNK, sekundarna struktura se rasplice i otpolinje sinteza

alternativnog &° faktora (Repoila er al., 2003).
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Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije preko cis-kodiranih antisens

iRNK

Ukoliko se antisens RNK i target iRNK transkribuju sa iste DNK sekvence, ali u
suprotnim orijentacijama, onda je takva antisens RNK cis-aktivna i potpuno je
komplementarna target iRNK molekulu. Cis-aktivne antisens RNK su prisutne uglavnom
na ekstrahromozomalnim elementima i kontroliSu njihov broj kopija. Ovi riboregulatori
imaju ulogu i RNK antitoksina s obzirom da reprimiraju translaciju toksi¢nog proteina koji
bi mogao da dovede do smrti ¢elije ukoliko izgubi odredeni mobilni element (Brantl, 2007).
Inace, kod bakterija su vrlo zastupljeni dvokomponentni sistemi koji kodiraju stabilan
“toksin” ¢ija prekomerna ekspresija dovodi do smrti Celije i nestabilan “antitoksin” koji
moze biti protein ili mala antisense RNK koji se vezuju za “toksin” iRNK i spreavaju
njenu translaciju. Cis-aktivne antisens RNK se mogu sintetisati i sa bakterijskijog
hromozoma, ali je njihova fizioloska uloga u ovom slu¢aju manje jasna. Vec¢ina olaksava
degradaciju iRNK koje kodiraju proteine toksi¢ne za ¢eliju, ukoliko su prisutni u velikim
koncentracijama, ili pak reprimira translaciju sa ovih iRNK. Iako ée visoka koncentracija
toksina dovesti do smrti Celije, znatno niZi nivo toksina moZe samo da uspori rast.
Zanimljiv je koncept po kome “toksin/antitoksin” (TA) moduli prisutni na bakterijskom
hromozomu u stresnim uslovima indukuju usporen rast bakterije ili ga ¢ak zaustavljaju, da
bi dozvolili ¢eliji da popravi Stetu ili se na drugi nadin prilagodi uslovima sredine (Fozo et
al., 2008; Gerdes and Wagner, 2007).

Najednostavniji mehanizam represije translacije putem cis-aktivnih antisens RNK je
direktno sparivanje i blokiranje RBS regiona (Brantl, 2007). Na ovaj na¢in, pomo¢u RNAII
riboregulatora, reprimirana je translacija repB gena na plazmidu pLS1. FinP antisens RNK
blokira inicijaciju translacije fraJ gena, aktivatora operona za konjugabilni transfer
plazmida F i R1. Medutim, postoje primeri gde je regulacija translacije preko antisens RNK
kompleksnija i kombinovana sa drugim mehanizmima.

CopA antisens RNK je osnovni element koji reguliSe broj kopija plazmida RI1,
preko repA gena, a sama regulacija se odvija na dva nivoa. RBS rep4 gena je blokiran

unutar sekundarne strukture tipa ukosnice i da bi doSlo do sinteze RepA inicijatora
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replikacije neophodno je da se najpre sintetiSe lider peptid (fap), pozicioniran uzvodno. Na
pocetku repA i1RNK se nalazi CopT, target RNK CopA mnboregulatora i njihovim
sparivanjem je blokiran pristup ribozomima i translacija lider peptida, $to posredno inhibira
i sintezu RepA proteina. CopA je potpuno komplementaran sa targetom CopT, a samo
vezivanje se odvija u viSe koraka da bi doSlo do formiranja stabilnog kompleksa (Brantl,
2002). Inicijalni kontakt izmedu ova dva RNK molekula se ostvaruje preko dve
komplementarne petlje, a klju¢nu ulogu u ovom sparivanju ima “U-turn” motiv na CopT
RNK, prisutan unutar petlji i na drugim RNK (Heidrich and Brantl, 2003).

Primer TA lokusa kod E. coli je hok/sok sistem na R1 plazmidu, odgovoran za
programiranu Celijsku smrt éerki celija ukoliko izgube plazmid. Gubitak plazmida dovodi

do degradacije “antitoksina” i aktivacije “toksina” odnosno njegove sinteze (slika 4).
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Slika 4. Kontrola translacija hok gena sa plazmida R1 (Kozak, 2005).
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Na slici 4 je prikazan kompleksan mehanizam inhibicije translacije hok (eng. host
killing) iRNK po principu blokade SD sekvence €ime je onemogucen pristup ribozomima
(Gerdes and Wagner, 2007; Kozak, 2005). Izmedu hok i mok (eng. modulation of killing)
cistrona se formira ukosnica unutar koje je blokiran RBS Aok gena, a RBS mok gena je
blokiran ili sparivanjem sa 3’ krajem iRNK ili sa Sok (eng. suppression of killing) antisens
RNK. Ovako stroga kontrola ekspresije ok gena je neophodna zbog toga $to je njegov
produkt visoko toksiCni transmembranski protein koji ireverzibilno oStecuje celijsku
membranu. Kodiraju¢i domeni mok i hok gena se preklapaju i sinteza Hok proteina zavisi
od sinteze Mok proteina, a ona je tokom rasta celija koje nose plazmide blokirana
intermolekulskim sparivanjem sa 3’ krajem iRNK (Franch ef al., 1997; Thisted and Gerdes,
1992) (slika 4Ai). Konstitutivnim delovanjem 3’ egzonukleaze dolazi do naru$avanja
sekundarne strukture, RBS mok gena se odblokira (slika 4Aii) ali se za njega brzo vezuje
Sok antisens RNK, prisutna u molarnom suvisku u odnosu na Aok iRNK (slika 4Aiii). Sok
RNK se prepisuje sa jakog promotora i nestabilna je (poluZivot je 30 sekundi), dok se hok
iRNK sintetiSe sa slabog promotora, stabilna je i ima poluZzivot od 20 minuta. Vezivanjem
Sok RNK se formira dvolancana struktura koju prepoznaje RNaza III i zahvaljujudi
delovanju RNaze Il dolazi do dregradacije kompletne iRNK (Franch et al., 1999) (slika
4Aiv). Kod ¢Cerki €elija koje ne sadrZze R1 plazmid nestabilna Sok RNK brzo nestaje,
omogucen je pristup ribozomima i inicijacija translacije mok gena. Napredovanjem
ribozoma kroz kodiraju¢i deo naruSava se ukosnica koja je blokirala RBS hok gena,
otpocCinje sinteza Hok proteina i ¢elija na kraju umire. Posto su transkripcija i translacija
kod bakterija spregnute, postavlja se pitanje na koji nain je spre¢ena inicijacija translacije
mok gena tokom vremenskog intervala u kome se sintetiSe kompletna iRNK. Pokazano je
da se na 5’ kraju nascentne iRNK formiraju alternativne sekundarne strukture koje takode
blokiraju RBS mok gena (Moller-Jensen et al., 2001).

Hok/sok lokusi su pronadeni na razliCitim plazmidima, ali i na hromozomu
enterobakterija gde njihov broj varira (Faridani et al., 2006). Medutim, postoje i hok/sok-
sli¢ni lokusi kao §to je ldrD lokus na hromozomu E. coli K12, a njegovi analozi, prisutni u
razliitom broju kopija, pronadeni su kod drugih enterobakterija (Faridani et al., 2006;

Kawano ez al., 2002).
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Kod Enterococcus faecalis konjugabilni plazmid pAD] je stabilisan prisustvom par
lokusa koji kodira dve male RNK — RNK I i RNK II (Weaver ef al., 1996). RNK I kodira
toksicni peptid Fst od 33 aminokiseline koji uti¢e na propustljivost membrane i dovodi do
¢elijske smrti. Ove dve RNK nastaju konvergentnom transkripcijom sa istog lokusa pri
¢emu se njihovi 3’ krajevi, delom koji sadrZi terminatore transkripcije, preklapaju u duzini
od 75 bp. Na 5° kraju obe RNK postoje po dva direktna ponovka $to znadi da postoje tri
komplementarna regiona, a ne jedan u kontinuitetu, $to je bio slu¢aj sa prethodno opisanim
antisens RNK. Interakcija dva RNK molekula zapocinje preko dve terminatorske petlje, $to
potom olakSava interakciju direktnih ponovaka i blokiranje inicijacije translacije
(Greenfield ef al., 2001). Kompleks izmedu RNK I i RNK II je izuzetno stabilan, $to ne
vazi za ostale antisens RNK (Weaver et al., 2004). Takode je pokazano da na 5’ kraju RNK
I postoji sekundarna struktura koja je neophodna za suprimiriranje Fst translacije dovoljno
dugo da bi doslo do interakcije 3” krajeva RNK I i RNK II (Shokeen et al., 2008).

Sinteza SOS indukovanog toksina SymE je regulisana na viSe nivoa i to najpre na
nivou transkripcije preko LexA represora, zatim inhibicijom translacije pomoéu SymR
antisens RNK i na kraju aktivnoséu Lon proteaze koja degraduje SymE toksin, a poslednji

mehanizam je prisutan i kod drugih SOS indukovanih proteina (Kawano et al., 2007).

Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije translacije preko trans-kodiranih

antisens iRNK

Trans-kodirane antisens RNK 1 njihove target iRNK se sinteti$u sa razli¢itih DNK
lokusa, a ove antisens RNK se eksprimiraju kao odgovor na promene uslova spoljadnje
sredine, bilo da se radi o promenama temperature, pH vrednosti ili dostupnosti hranjivih
materija (Kaberdin and Blasi, 2006). Kako uglavnom jedna trans-kodirana antisens RNK
kontroliSe viSe razli¢itih targeta, ona poseduje samo delimiénu komplementarnost sa
svojom target iRNK te joj je neophodan kofaktor u vidu RNK S$aperona — Hfq proteina.
Obicno se kontakt sa target iRNK ostvaruje preko vise kracih delova antisens RNK i ne
dolazi do savr$enog sparivanja duZih regiona kao u sludaju cis-kodiranih antisens RNK.
Region na antisens RNK koji je komplementaran sa ciljnom iRNK je obi¢no duZine od 10

do 25 nukleotida, iako je samo nekoliko nukleotida dovoljno za regulatornu funkciju trans-
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kodiranih antisens RNK. U vecéini slu¢ajeva sparivanje antisens RNK i ciljne iRNK dovodi
do inhibicije translacije i/ili degradacije targeta, ¢ime je blokirana ekspresija odredenog
proteina (Aiba, 2007; Gottesman, 2005). Pokazano je da se ove antisens RNK uglavnom
vezuju za 5’UTR na iRNK i direktno maskiraju TIR region, mada neke od njih, kao §to su
GcevB i RyhB, inhibiraju translaciju vezivanjem za region koji je zna¢ajno udaljen od start
kodona (Sharma et al., 2007; Vecerek et al., 2007). Ovaj antisens RNK : iRNK dupleks
najceS¢e prepoznaje RNaza E i degraduje ga, $to dodatno umanjuje moguénost ekspresije
regulisanog proteina, s obzirom da je primarni efekat blokada RBS regiona i inhibicija
translacije (Morita ef al., 2006). Medutim, antisens RNK mogu i da aktiviraju ekspresiju
interakcijom koja onemoguéava formiranje sekundarne strukture koja bi blokirala RBS
(Hammer and Bassler, 2007; Prevost ef al., 2007).

U vecini slu€ajeva regulatorna uloga antisens RNK zavisi od Hfq proteina koji
moZe da ubrza RNK : RNK interakcije (Waters and Storz, 2009). Hfq protein je homolog
Sm proteinu i Sm-sli€énim proteinima koji uéestvuju u obradi i degradaciji iRNK kod
eukariota, a zauzima oblik heksamernog prstena. Postoji vise modela pomocu kojih se
objasnjava njegovo ucesce u regulaciji genske ekspresije preko antisens RNK (Aiba, 2007).
Moguce je da ovaj protein aktivno remodeluje antisens RNK i target iRNK narusavanjem
sekundarnih struktura ili mozda deluje pasivno kao platforma koja vezuje obe RNK,
povecava njihovu lokalnu koncentraciju i time pomaze sparivanju. Hfq uti¢e i na koli¢inu
antisens RNK posto u kompleksu sa ovim proteinom RNK molekul teZe podleZe
degradaciji. Po sparivanju antisens RNK i target iRNK ovaj kompleks podleZe degradaciji
RNazom E, a mozda je uloga Hfq proteina da mobiliSe maSineriju za degradaciju RNK
preko njegovih interakcija sa RNazomE i drugim komponentama degradozoma.

Za razliku od cis-kodiranih antisens RNK, od kojih se neke eksprimiraju
konstitutivno, trams-kodirane antisens RNK se eksprimiraju u specifi¢nim sredinskim
uslovima. Kod E. coli ove antisens RNK su prisutne u uslovima niskih koncentracija
gvozda (RyhB), oksidativnom stresu (OxyS), pri poremeéajima spoljaSnje membrane
(MycA i RyhB), pri visokim koncentracijama glicina (GevB), kod promena u koncentraciji
glukoze (Spot42 i CyaR) i pri poviSenim koncentracijama glukozo-fosfata (SgrS) (De Lay
and Gottesman, 2009; Gorke and Vogel, 2008; Gottesman, 2005; Johansen et al., 2006a;
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Urbanowski et al., 2000). Posto jedna antisens RNK ima moguénost da reguliSe vise
razliCitih targeta, moguca je regulacija specifinog fizioloSkog odgovora jednim
riboregulatorom, kao kod transkripcionih faktora, ali na posttranskripcionom nivou
(Bejerano-Sagie and Xavier, 2007; Masse et al., 2007; Valentin-Hansen et al., 2007).
Dobro su okarakterisani regulatorni efekti antisens RNK na inhibiciju sinteze gvozde-
vezujucih proteina (E. coli RyhB) u uslovima kada je koncentracija gvozda smanjena,
inhibiciju sinteze porina iz spoljasnje membrane u stresnim uslovima (E. coli MicA i
RybB), kao i1 na represiju ,,quorum sensing“ mehanizma u uslovima smanjene brojnosti
¢elija (Vibrio cholerae Qrr). Kod E. coli, u slu€aju nedostatka gvozda RyhB antisens RNK
inhibira translaciju sa bar 18 target iRNK, koje kodiraju razli¢ite gvozde-vezujuce proteine,
a u uslovima kada gvozda ima dovoljno, Fur protein reprimira transkripciju ryhB (Masse et
al., 2005).

Kod E. coli je za ofuvanije integriteta Celijskog zida odgovorna 8" subjedinica RNK
polimeraze, zahvaljujuci kojoj se aktivira ekspresija oko 100 gena ¢iji produkti na razli¢ite
nacine ucestvuju u organizaciji celijskog zida. Sinteza MicA i RyhB antisens RNK je pod
pozitivnim uticajem 8" subjedinice, a ove antisens RNK inhibiraju sintezu nekoliko porina
iz spoljasnje membrane bakterije (ompA4, ompC i ompW iRNK) (Johansen et al., 2006a).
Jo§ jedan primer su pet Qrr antisens RNK (Qrr 1 - Qrr 5) koje inhibiraju sintezu dva glavna
»quorum sensing“ aktivatora transkripcije kod dva predstavnika roda Vibrio (Svenningsen
etal., 2008; Tu et al., 2008).

Kod E. coli u odgovoru na oksidativni stres sintetiSe se OxyS antisens RNK duZine
109 nt. Njenom aktivnoScu se §titi bakterijska DNK od oS$tecenja i indukuje plejotropni
efekat kroz promenu ekspresije vise gena (Altuvia et al., 1997). OxyS regulise translaciju
rpoS iRNK sa koje se sintetiSe RpoS, sigma faktor stacionarne faze, kao i translaciju fhi4
iRNK koja kodira transkripcioni aktivator u metabolizmu formijata. Pokazano je da
mehanizam represije fhl4 iRNK ukljucuje interakciju dve sekundarne stukture iz OxyS sa
dve ukosnice prisutne u lider regionu fhl4 iRNK. Ovakav kompleks dovodi do direktnog
blokiranja RBS sekvence fhl4 iRNK (Argaman and Altuvia, 2000).

Kod bakterije Salmonella typhymurium je pokazano da GcvB antisens RNK
direktno inhibira inicijaciju translacije sedam target iRNK koje kodiraju proteine ABC
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transportera za aminokiseline i peptide (Sharma et al., 2007). Za vezivanje GevB antisens
RNK je neophodno prisustvo G/U sekvenci komplementarnih C/A bogatim motivima,
prisutnih u viSe razli€itih iRNK. Represorni efekat se moZe objasniti direktnim blokiranjem
SD sekvence, ali je pokazano da se GevB antisens RNK vezuje i za C/A motive prisutne 35
nt uzvodno od SD sekvence i inhibira translaciju. Moguée je da C/A motivi deluju kao
enhenser sekvence i da je njihovom blokadom otezana interakcija sa S1 ribozomalnim
proteinom i pristajanje ovih iRNK na ribozom (Komarova et al., 2005).

Jasno je zaSto brojne antisens RNK reguliSu patogenezu bakterija, s obzirom da su
pri bakterijskoj infekciji neohodni viSestruki brzi i koordinisani odgovori patogena na
promene u spoljaSnjoj sredini. Centralna uloga antisens RNK je modulisanje nivoa
bakterijskih proteina spoljasnje membrane, koji su inae ciljne determinante imunog
odgovora, kao i drugih mehanizama koji su neophodni da bakterija prezivi u domacinu
(Romby et al., 2006; Toledo-Arana et al., 2007).

RNK regulatori imaju nekoliko prednosti ukoliko se uporede sa regulatornim
proteinima. Najpre, produkcija kratkih antisens RNK je ekonomic¢nija za celiju i brza u
poredenju sa sintezom iRNK duZine oko 1000 nt koja kodira proseéan E. coli protein od
350 aminokiselina. Sem toga, finalni efekat RNK regulatora se ostvaruje mnogo brze, a
time je i stimulacija ili represija ekspresije brza, ukoliko se uporedi sa delovanjem proteina
regulatora transkripcije (Mehta ef al., 2008; Shimoni et al., 2007). Ne treba zanemariti ni
znacaj postojanja odredenog praga u odgovoru na stimulus (Legewie ef al., 2008; Levine et
al., 2007; Mehta et al., 2008). Vecina regulatornih RNK deluje stehiometrijski, preko
degradacije iRNK ili kompetitivnom inhibicijom inicijacije translacije, pri ¢emu su kljuéne
relativne koncentracije regulatora i targeta. U slu€aju malih RNK koje deluju inhibitorno,
genska ekspresija je ¢vrsto blokirana kada je regulatorna RNK prisutna u suvisku u odnosu
na target RNK, ali u obrnutoj situaciji, regulatorna RNK ima zanemarljiv uticaj. Zbog
ovoga RNK regulatori nisu efikasni kao proteini pri reakciji na stimulus malog intenziteta
ili reakciji na prolazni stimulus, ali u sluaju stalnog stimulusa ili stimulusa velikog
intenziteta se pretpostavlja da je represija sinteze proteina malim RNK bolja i pouzdanija.
Smatra se da je efekat malih RNK izuzetno osetljiv na promene koncentracija regulatora i

ciline RNK bliske kriti¢énom pragu, naro¢ito u slu¢aju kada su male RNK u velikom broju
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prisutne u ¢eliji, kao kod Qrr ,,quorum-sensing® sistema u V. cholerae, $to omogucava
odgovor po tipu sve ili nista (Lenz et al., 2004). Male RNK, u kombinaciji sa proteinima,
obezbeduju veliku raznovrsnost u regulatornim procesima i doprinose izrazito &vrstoj
represiji sinteze proteina, porastu broja gena koji se reguliSu kao odgovor na pojedinacni

signal, a i obrnuto, porastu broja signala na koje reaguje jedan gen (Shimoni ez al., 2007).

2.3.2. Regulacija genske ekspresije na nivou inicijacije tranmslacije posredovana

proteinima

Ne tako davno se smatralo da je kontrola genske ekspresije na nivou translacije i
kontrole stabilnosti iRNK ograni¢ena na odreden broj gena, pri ¢emu vecina njih kodira
proteine koji ucestvuju u translaciji ili su direktno deo ribozoma (Springer, 1996; Zengel
and Lindahl, 1994). Tokom poslednje dve decenije broj novootkrivenih gena ¢ija je
ekspresija regulisana na posttranskripcionom nivou znacajno raste. Razloge treba traZiti u
¢injenici da su otkriveni brojni globalni regulatori koji omogucavaju bakteriji da
koordinisano kontrolie ekspresiju gena ili operona rasporedenih Sirom genoma, sa
produktima razliCitih i nepovezanih funkcija (Nogueira and Springer, 2000). Vazno je
napomenuti i da se kontrola ekspresije nekih globalnih regulatora transkripcije ostvaruje na
posttranskripcionom nivou.

Iako medu globalnim regulatorima dominantnu ulogu imaju male RNK, ne treba
zanemariti ni ulogu proteina. Kod veéine proteina koji reprimiraju sintezu proteina
zajednicko je da prepoznaju karakteristicne sekvence na iRNK i svojim vezivanjem
spreCavaju inicijaciju translacije. Ciljna sekvenca moze biti deo sa AUG start kodonom,
sekundarna struktura u okviru koje je RBS, sam RBS ili jednolan¢ana lider sekvenca na 5'
kraju iRNK. Veéinom se proteini vezuju za iRNK direktno preko RBS sekvence ili
dovoljno blizu da sterno ometaju pristup ribozomima i time inhibiraju translaciju (Jenner et
al., 2005). Malo je komplikovanija situacija kada se protein vezuje za deo iRNK daleko od
RBS regiona. Bez obzira na udaljenost, njegovo vezivanje dovodi do promena u strukturi
IRNK 3$to na kraju uzrokuje formiranje takvih sekundamih struktura koje blokiraju SD

sekvencu i pristup ribozomima (Du and Babitzke, 1998). Postoje i primeri gde ribozom
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moze da se veze za iRNK, za koju je u blizini RBS regiona prethodno ve¢ vezan regulatorni
protein, ali do sinteze proteina ne dolazi jer je blokiran pristup inicijatorskoj tRNK™, a
time i formiranje funkcionalnog inicijatorskog kompleksa (Philippe ef al., 1993; Schlax et
al., 2001).

Kod E. coli je izuzetno zastupljen princip negativne povratne sprege gde se protein
veze za sopstvenu iRNK i tako onemoguéava dalju translaciju. Ovo je sluéaj kod veéine
ribozomalnih proteiha (r-proteina) gde je cilj regulacije da spre¢i nagomilavanje slobodnih
r-proteina u Celiji. R-proteini se Cesto sintetiSu sa policistronskih iRNK. Jedan cistron
operona kodira r-protein koji se primarno veze za rRNK, a zatim i svoju sopstvenu iRNK,
onemogucavajuéi translaciju. Vezivanje za sopstvenu iRNK se odigrava na translacionom
operatoru koji je najceSce lociran u blizini RBS mesta prvog cistrona. Inhibicija translacije
prvog cistrona se prenosi na nizvodne gene preko translacionog sparivanja (Dean ef al.,
1981; Mattheakis and Nomura, 1988). Sama sinteza r-proteina je povezana sa sintezom
rRNK — ukoliko dode do povecane sinteze rRNK u ¢eliji, svi slobodni regulatorni r-
proteini bice vezani, ¢ime se sinteza r-proteina dereprimira.

Mnogo redi su slu¢ajevi gde regulatorni proteini aktiviraju translaciju. Jedan od
dobro izucenih primera je BipA protein iz E. coli, aktivator translacije Fis proteina koji je
transkripcioni modulator (Owens et al., 2004). Fis protein ima kljuénu ulogu u mnogim
¢elijskim procesima tako §to stabilizuje lokalnu DNK arhitekturu promotora ciljnih gena i
na taj nacin stimuli$e 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 destabiliduéi jake sekundarne strukture u okviru RBS.

Jedan od bakterijskih globalnih regulatora je CsrA protein, koji prepoznaje razliite
iRNK i utiCe na njihovu stabilnost i translaciju. Pomo¢u CsrA proteina su regulisani
razliCiti procesi, kao na primer metabolizam ugljenika, pokretljivost bakterija i sposobnost
formiranja biofilma, patogeneza i virulentnost bakterija, odgovor na oksidativni stres kao i
“quorum sensing”. CsrA protein E. coli prepoznaje 5’-RUACARGGAUGU-3’ sekvencu
(R-purinska baza), a pokazano je da je za njegovo vezivanje bitna i sekundarna struktura
tipa ukosnice koja se formira tako da GGA triplet bude lociran unutar petlje (Baker et al.,

2002; Dubey et al., 2005). Represija translacije se postize vezivanjem za specifi¢ne
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sekvence na iRNK koje obuhvataju SD sekvencu ili se sa njom preklapaju, onemogucena je
inicijacija translacije $to rezultira degradacijom iRNK. Afg iRNK je jedan od targeta CsrA
proteina u E. coli pri ¢emu je translacija ove iRNK delovanjem CsrA proteina reprimirana,
ali degradacija Afqg iRNK izostaje (Baker et al., 2007). Broj CsrA vezuju¢ih mesta na
razli¢itim iRNK targetima varira. Na Afg iRNK je prisutna jedna kopija, dok ih kod
pgaABCD iRNK ima 6 (Baker ef al., 2007; Wang et al., 2005). Dobro je izu€en uticaj CsrA
proteina na akumulaciju glikogena preko kontrole g/lgCAP operona i glgB gena iz glgBX
operona, gde je, na primer, pokazano da 5'UTR na glgCAP iRNK sadrZi 4 vezujuca mesta
za CrpA protein i da se jedno preklapa sa SD sekvencom (Baker ef al., 2002; Liu ef al.,
1995; Mercante et al., 2009; Yang et al., 1996). Postoje primeri gde CsrA protein aktivira
translaciju kao u slucaju fIADC gena za glavni transkripcioni regulator sinteze flageluma
kod E. coli. Polazni princip je isti kao kod negativne regulacije, ali vezivanje CsrA za
specifiéna mesta unutar 5’UTR regiona dovodi u ovom slucaju do stabilizacije iRNK i
omoguéava translaciju (Wei et al, 2001). Aktivnost CsrA proteina je regulisana preko
malih CsrB i CsrC RNK koje vezuju protein i €ine ga nedostupnim za dalje reakcije.
Pokazano je da nivo ekspresije ovih malih RNK zavisi od medijuma u kojem se bakterije
gaje i da su ovi riboregulatori u siroma$nom medijumu bez aminokiselina visoko
eksprimirani, a u medijumu sa aminokiselinama je njihova ekspresija redukovana (Jonas et
al., 2010).

Drugi poznati globalni regulator je Hfq protein kod E. coli sa primarnom ulogom
medijatora u interakcijama izmedu frans-kodiranih antisens iRNK i njihovih target iRNK
(Aiba, 2007; Masse and Gottesman, 2002; Moller et al., 2002; Sledjeski et al., 2001;
Vecerek et al., 2003; Zhang et al., 2002), ali ovaj protein u€estvuje i u regulaciji ekspresije
rpoS gena za sigma faktor stacionarne faze 8°® (Brown and Elliott, 1996; Muffler ef al.,
1996), u kontroli stabilnosti nekoliko iRNK (Folichon et al., 2003; Tsui et al., 1997;
Vytvytska et al., 2000) i malih regulatornih RNK (Moll ez al., 2003; Sledjeski ef al., 2001),
funkcioniSe kao $aperon razli¢itih iRNK "(Geissmann and Touati, 2004; Moll ef al., 2003), a
od znacaja je i njegova funkcija u virulenciji (Christiansen et al., 2004; Ding et al., 2004;
Robertson and Roop, 1999; Sonnleitner et al., 2003). Hfq protein deluje kao aktivator

translacije rpoS gena za ¢° subjedinicu RNK polimeraze s obzirom da potpomaZe vezivanje
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DsrA antisens RNK za 5' UTR rpoS iRNK, $to uzrokuje strukturni rearanZman molekula
iRNK zahvaljujué¢i kojem se oslobada inace zaklonjeni RBS (Majdalani et al., 2001). Sa
druge strane, pri analizi mehanizma degradacije ompA iRNA E. coli otkrivena je
represorska uloga Hfq proteina na nivou inicijacije translacije (Vytvytska et al., 2000). U
uslovima sporog rasta koncentracija Hfq proteina se povecava, on stimuliSe vezivanje
MicA antisens RNK za 5' UTR ompA iRNK, sprefava vezivanje ribozoma i inicijaciju
translacije, §to za posledicu ima pojacanu degradaciju ompA iRNK posredovanu RNazom E
(Udekwu et al., 2005).

Kod E. coli stres izazvan niskim temperaturama dovodi do indukcije proteina Y,
opSteg translacionog represora koji se eksprimira na niskom temperaturama kada sinteza
velikog broja proteina mora biti ukinuta. On se vezuje za 30S ribozomalnu subjedinicu tako
da blokira A mesto i P mesto, ¢ime se inaktivira ceo ribozom (Vila-Sanjurjo et al., 2004).
Medutim, da 1li i na koji na€in bi ovaj protein mogao ucestvovati u preferencijalnoj
translaciji sa “cold-shock” iRNK ostaje da se istraZi.

| Kod bakterije Bacillus subtilis TRAP protein (eng. Trp RNA-binding Attenuation
Protein), mehanizmom transkripcione atenuacije, reguliSe ekspresiju trpEDCFBA operona
(Gollnick et al., 2005). Kada je u ¢eliji prisutno dovoljno triptofana TRAP protein se
aktivira i vezuje za 11 (G/U)AG tripleta na nascentnoj iRNK, time spreava formiranje
antiterminatora, ¢ime je favorizovano formiranje terminatora i transkripcija se prekida pre
nego $to RNK polimeraza dospe do strukturnih gena. U slu€aju da éeliji nedostaje triptofan,
TRAP bez kofaktora ostaje neaktivan, ne moze da se veze za ciljne sekvence Cime je
omogu¢emo formiranje antiterminatora i prepisivanje strukturnih gena. Pokazano je da
RNK polimeraza privremeno zaustavljena na poziciji U107 doprinosi atenuaciji, verovatno
tako Sto obezbeduje dovoljno vremena za vezivanje TRAP proteina i nascentnog trp lider
transkripta (Yakhnin and Babitzke, 2002; Yakhnin er al, 2006). TRAP protein takode
reguliSe i translaciju #rpE gena, prvog gena iz trp operona. Ukoliko RNK polimeraza prode
terminator i nastavi sintezu iRNK, vezivanje TRAP proteina moZe da dovede do takvog
strukturnog rearanzmana da se formira ukosnica koja blokira SD sekvencu, vezivanje
ribozoma i sintezu TrpE proteina (Du and Babitzke, 1998; Merino et al., 1995).

Alternativna sekundarna strukura se formira ukoliko TRAP protein nije vezan, pri ¢emu SD
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sekvenca ostaje u linearnoj formi i za nju se vezuju ribozomi. Interesantno je da RNK
polimeraza, privremeno zaustavljena na poziciji U144, §to je 3-4 nt nizvodno od mesta
terminacije transkripcije, ucestvuje u konroli translacije, pretpostavlja se tako $to daje
drugu Sansu TRAP proteinu da se veze za nascentnu iRNK. Kako je translacija #rpE i trpD
gena spregnuta, formiranjem ukosnice u kojoj je zarobljena SD sekvenca trpE gena se
inhibira 1 sinteza TrpD proteina. TRAP protein se inaktivira interakcijom sa Anti-TRAP
proteinom koji se eksprimira u uslovim kada u éeliji nema dovoljno $arZirane tRNK™, $to
je regulisano preko inicijacije translacije (Chen and Yanofsky, 2003; Valbuzzi ef al., 2002).
Ispred RBS sekvence rtpA gena, koji kodira Anti-TRAP protein, nalazi se rtpLP gen sa kog
se prepisuje lider peptid dug 10 aminokiselina. Kompletna translacija lider peptida
pozicionira ribozom na stop kodon r#pLP gena, ¢ime se blokira RBS sekvenca rip4 gena i
onemogucava translacija Anti-TRAP proteina. Ukoliko je $arzirana tRNK™ u éeliji u
manjku, ribozom ¢e se zaustaviti na jednom od tri trp kodona iz lider peptida, a SD
sekvenca ¢e biti na raspolaganju, $to ée spreciti inhibiciju translacije rfp4 gena (Chen and
Yanofsky, 2004). Moguce je da je uloga ribozoma samo posredna tj. da oni dovode do
strukturnih rearanZmana na iRNK koji blokiraju ili oslobadaju SD sekvencu i time

onemogucavaju ili dozvoljavaju translaciju.

Represija inicijacije translacije putem kompeticije

Represija translacije u fazi inicijacije se obi¢no opisuje pomoc¢u dva mehanizma:
- represije putem kompeticije i represie mehanizmom “klopke”. Prvi mehanizam
podrazumeva kompeticiju u vezivanju represora i ribozoma za preklapajuce ili blisko
pozicionirane delove iRNK §to dovodi do formiranja dva moguéa kompleksa (represor-
iRNK ili ribozom-iRNK) koji se medusobno isklju¢uju (Romby and Springer, 2003). Sem
trans-delujuceg proteina i cis-delujuéa sekundarna struktura unutar iRNK mozZe biti
uspeSan kompetitor vezivanju 30S subjedinice za RBS region unutar iRNK.

Represija inicijacije translacije putem kompeticije izmedu 30S subjedinice i trans-
aktivnog regulatornog proteina se najbolje moZe opisati na primeru treonil-tRNK sintetaze

(ThrRS) kao i na brojnim primerima regulacije ekspresije ribozomalnih proteina. ThrRS,

28



prisutna u suvidku u odnosu na 30S ribozomalnu subjedinicu, vezuje se u formi dimera za
dve sekundarne strukture tipa ukosnice (domeni 2 i 4) u okviru TIR regiona, onemogucava
vezivanje 30S ribozomalne subjedinice i time inhibira sopstvenu ekspresiju. U sastav TIR
regiona na thrS iRNK ulaze i dva jednolan¢ana domena gde domen I obuhvata AUG start
kodon i SD sekvencu, dok domen III, bogat A/U nukleozidima, razdvaja domene 2 i 4.
Mesta vezivanja ThrRS i 30S ribozomalne subjedinice se ne poklapaju u potpunosti, ve¢
izduZeni N-terminalni region ovog regulatornog proteina fizicki onemogucava pristup 30S
subjedinici to ukazuje na indirektni mehanizam kompeticije (Jenner ef al., 2005). U skladu
sa ovim mehanizmom je i podatak da ako se N-terminalni domen ThrRS proteina deletira,
rezultujuéi protein, uprkos &injenici da se efikasno vezuje za thrS operator, ne moze da
spre¢i vezivanje ribozoma (Caillet ez al., 2003). Kada se sekvenca thrS operatora promeni
tako da podseéa na tRNK™, moguée je translaciju ThrRS regulisati sa metionil-tRNK
sintetazom (Graffe et al., 1992). Postoji i kineti¢ka kontrola celog procesa, jer se ThrRS
vezuje brze za operator na iRNK od 30S subjedinice, $to prati ubrzana degradacija iRNK,
¢inedi efekat vezivanja ThrRS nepovratnim (Nogueira ef al., 2001).

ThrRS prepoznaje domene 2 i 4 uokviru TIR regiona na thrS iRNK od kojih svaki
imitira antikodon rudicu tRNK™ (Springer ef al, 1998). ThiRS je homodimer, a svaka
njena jedinica je sposobna da veZe pojedinaCne tRNK™ molekule ili jedan od domena u
iRNK koji li¢i na tRNK antikodon domen (Romby ef al, 1992). Takode, razreSene
kristalne strukture 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 sli¢an nadin. “Mimikrija” domena na iRNK molekulu koji li¢e na tRNK™ se razvila kao
efikasna strategija za prepoznavanje represora.

Po kompetitivnom modelu translacione regulacije povecana ekspresije sintetaze je
rezultat ili poveéane koncentracije ribozoma ili smanjene koncentracije ThrRS dostupne za
vezivanje za RBS na iRNK. Poveéana koncentracija ribozoma brzo rezultira u povecanoj
stopi formiranja inicijacionog kompleksa i povecanoj ekspresiji thrS iRNK. Dodatno,
povecana ekspresija tRNK™ uzrokuje aktivaciju ThrRS ekspresije (Comer et al., 1996), §to
je rezultat kompeticije izmedu thrS iRNK i tRNK™ za vezivanje za ThrRS. Manja

koncentracija slobodnog represora usporava ireverzibilnu asocijaciju represora i iRNK,
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rezultujuéi u povecanoj frakciji iRNK koja ucestvuje u inicijaciji translacije (Schlax and
Worhunsky, 2003).

Rezultati eksperimenta u kojima je izucavana regulacija ekspresije thrS gena su
pokazali da se ribozom mozZe efikasno vezati za struktuiranu iRNK (Jenner et al., 2005). U
direktnom vezivanju ribozoma ucestvuju domen I, u ¢ijem okviru se nalazi SD sekvenca,
ali i jedan deo nukleotida iz domena III (Sacerdot ef al., 1998). Ovaj segment domena III je
lokalizovan u neposrednoj blizini SD sekvence zahvaljuju¢i domenu II, a sam domen II, tj.
sekundarna struktura tipa ukosnice ne ometa vezivanje ribozoma. Po predlozenom modelu
za autoregulaciju thrS gena, s obzirom da ribozomi prepoznaju domen I i deo domena 111, a
ThrRS protein domene II i IV, inhibitorni efekat ThrRS proteina se ostvaruje
kombinovanim sternim efektom, tj. fizickom blokadom pristupa ribozomima i promenom u
orjentaciji Cetiri domena thrS iRNK po vezivanju ThrRS proteina.

Represija putem kompeticije je opisana i kod ribozomalnog proteina L20.
Ribozomalni protein 1.20 iz E. coli ima ulogu translacionog represora sopstvenog rpml-
rplT operona, sa kog se prepisuju dva ribozomalna proteina: L35 i L20. Kada je prisutan u
suviSku, 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). L20 protein
se kao monomer moZe vezati za jedno od dva postojeca mesta na iRNK — za kompleksnu
sekundarnu strukturu pseudocvora koja se formira izmedu dve primarne iRNK sekvence
koje su medusobno udaljene 280 nt (Chiaruttini ez al, 1996), kao i za centralni deo
- nepotpune sekundarne strukture u vidu ukosnice koja se nalazi uzvodno od rpml. Pokazano
je da su obe ove sekundarne strukture neophodne za regulaciju, da svaka moZe nezavisno
vezivati L20 protein i da medusobno interaguju (Allemand et al., 2007; Guillier et al.,
2005). Vezivanje L20 proteina za jednu od sekundarnih struktura dovodi do takvog
rearanzmana TIR regiona koji onemogucava pristup 30S ribozomalnim subjedinicama ¢ime
je blokirana translacija oba proteina. I u ovom slu¢aju se regulacija ekspresije ostvaruje
zahvaljujuéi molekularnoj ,,mimikriji” izmedu sekundarnih struktura operatora na iRNK i
prirodnog targeta 120 proteina, mesta u 23S rRNK gde se ukritaju heliks 40 i heliks 41
(H40-H41 veza) . Hipotezom ,,mimikrije” se objasnjava kako kompeticija izmedu rRNK i
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iRNK za wvezivanje za ribozomalne proteine garantuje koordinisanu ekspresiju
ribozomalnih proteina kao odgovor na nivo rRNK u celiji (Guillier ez al., 2005).

Po istom principu je regulisana sinteza ribozomalnog proteina L1 u E. coli gde se
L1 protein vezuje za specifi€ni strukturni motiv unutar lider regiona u blizini SD sekvence
L11 operona koji kodira dva r-proteina, L1 i L11 (Gourse et al., 1986; Nevskaya et al.,
2005).

Ribozomalni protein S8 ima ulogu translacionog represora spc operona kod E.coli,
koji kodira 11 ribozomalnih proteina, medu kojima su i S8, kao i SecY protein ukljucen u
sekreciju (Zengel and Lindahl, 1994). Mesto vezivanja S8 na iRNK je specifi¢na
sekundarna struktura u blizini starta translacije trefeg cistrona koji kodira r-protein LS.
Vezivanjem proteina S8 za iRNK dolazi do represije translacije nizvodnih cistrona, dok se
prvi i drugi uzvodni cistroni inaktiviraju degradacijom 5’ fragmenta (Mattheakis et al.,
1989).

Ribozomalni protein S1 je najveéi i najduZi r-protein. S1 protein ucestvuje u
prepoznavanju i efikasnom vezivanju veéine iRNK za 30S subjedinicu u procesu inicijacije
sinteze proteina, a za razliku od ostalih ribozomalnih proteina, koji se primarno vezuju za
target sekvence na rRNK, vezivanje S1 proteina u procesu formiranja ribozoma se
ostvaruje posredstvom protein-protein interakcija. Ne postoji specifi¢nost u sekvenci koju
S1 protein prepoznaje pri vezivanju razli¢itih iRNK, ali je S1 protein sposoban da prepozna
sopstvenu iRNK i reprimira sopstvenu sintezu na translacionom nivou (Boni ef al., 2000).
Njegov globularni N-terminalni region je odgovoran za interakcije sa proteinima, a
centralni i C-terminalni region su u formi izduZenog RNA-vezujuéeg domena sa
karakteristicnim visokohomologim ponovcima koji se nazivaju Sl-motivima. S1 ne
poseduje klasi¢nu SD sekvencu u okviru regiona za inicijaciju translacije. TIR region je
savijen u tri sekundarne strukture u vidu ukosnice medusobno odvojene jednolan¢anim A/U
bogatim regionima. Prve dve ukosnice su izuzetno stabilne za razliku od trece u okviru koje
se, u dvolan€anom regionu, nalazi SD-sli¢na struktura (GAAG), dok je u samoj petlji AUG
start kodon. Zahvaljujuci optimalnom aranzmanu svih elemenata TIR regiona rps4 gena,
koji ga ¢ine savrSeno prilagodenim povrsini 30S subjedinice ribozoma, postiZe se izuzetno

velika efikasnost translacije rps4 gena. Ukoliko je S1 protein prisutan u suvisku, njegovim
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vezivanjem za A/U bogate jednolancane-regione remeti se optimimalni aranZman i
sprecava formiranje inicijacionog kompleksa iRNK i 30S subjedinice (Boni et al., 2001).

I ribozomalni protein S2 u E. coli ima ulogu translacionog represora sopstvenog
operona rpsB-tsf, ali je in vivo eksperimentima pokazano da mu je za efikasnu represiju
neophodan i S1 r-protein, za razliku od ostalih r-proteina. Ukoliko su S1 i S2 prisutni u
suviSku u odnosu na ribozome, u celiji prvo dolazi do formiranja kompeksa S1-S2, a zatim

kompleks ima ulogu represora rpsB-tsf operona (Aseev et al., 2008).

Represija mehanizmom ,,klopke”

Represija mehanizmom ,.klopke” (eng. entrapment) je, za razliku od represije putem
kompeticije, mnogo slabije okarakterisana. Ovaj mehanizam podrazumeva da cis-aktivna
sekvenca na iRNK ili trans-delujuéi protein represor ne spreCavaju interakciju 30S
subjedinice sa RBS, ve¢ inhibiraju izomerizaciju u stabilni inicijacioni kompleks
(Ehresmann et al., 2004; Schlax and Worhunsky, 2003). Represija mehanizmom ,,klopke”
je najbolje opisana na primeru ribozomalnih proteina S4 i S15.

Ekspresija ribozomalnih proteina iz o operona E. coli, koji kodira S13, S11, S4, a
subjedinicu  RNK polimeraze, kao i ribozomalni protein L17, je regulisana na
translacionom nivou vezivanjem S4 proteina za o iRNK. S4 protein se vezuje za strukturu
pseudocvora koja se formira u prvih 127 nukleotida transkripta koji okruZzuju SD sekvencu
prvog gena (S13) u operonu (Deckman and Draper, 1987; Deckman et al., 1987). Struktura
5’UTR regiona ima klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije. Eksperimentalno je pokazano da
su dve razli¢ite forme iRNK ukljuene u mehanizam represije: I) aktivna frakcija iRNK
koja odmah moze da veze tRNK™ i formira inicijacioni kompleks i IT) 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 alosterickog efektora iRNK strukture, uti€uéi na distribuciju aktivne i neaktivne
forme (Tang and Draper, 1990). Obe ove strukture su sposobne da vezu 308 subjedinice $to
govori u prilog tome da S4 1 30S prepoznaju razliCite karakteristike na iRNK. Indukcija se

moZze desiti ukoliko S4 disosuje, a iRNK se promeni iz neaktivne u aktivnu konformaciju.
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Klju¢na komponenta mehanizma “klopke” je postojanje stabilnog trokomponentnog
kompleksa koji se sastoji od neaktivne iRNK, 30S subjedinice i translacionog represora.
Ovaj kompleks se ne formira sa iRNK koja zauzima strukturu aktivne forme (Schlax et al.,
2001). Eksperimentalno je potvrdeno da pomenuti trokomponentni kompleks disosuje bilo
dodavanjem u suvisku neobeleZenog S4, bilo dodavanjem RNK fragmenata za koje se S4
specifi¢no vezuje (neaktivna forma a iRNK ili odgovarajuéi fragment 16S rRNK), a da do
disocijacije ne dolazi nakon dodavanja aktivne forme a iRNK, $to navodi na zakljudak da
je vezivanje S4 proteina i 30S subjedinice za neaktivnu konformaciju kooperativno.
Prisustvo ovog trokomponentnog kompleksa je direktan dokaz koji podrzava represiju
mehanizmom “klopke”, gde S4 protein “zarobi” 30S subjedinicu na neaktivnoj iRNK.

S15 protein ima kljuénu ulogu u organizaciji centralnog domena 30S ribozomalne
subjedinice (Agalarov et al., 2000). Kada je S15 protein prisutan u suvisku u odnosu na
16S rRNK, on se vezuje za 5’UTR na rpsO iRNK i stabilizuje sekundarnu strukturu u vidu
pseudocvora (Ehresmann et al., 2004). rpsO iRNK je u ravnoteZi izmedu dva moguca
strukturna oblika, od kojih jedan sadrzi pomenutu strukturu pseudoévora, sli¢nu
pseudo€voru kod a operona, a kod drugog se formiraju dvostruke ukosnice. Ribozom se
vezuje jedino za konformaciju iRNK ¢iji 5’UTR formira strukturu pseudo¢vora (Philippe et
al., 1993).

Determinisanje precizne pozicije operator-represor kompleksa na ribozomu
objaSnjava kako kompleks iRNK-S15 vrsi represiju translacije (Marzi et al., 2007). iRNK
sa struktuiranim 5’UTR regionima se vezuju za ribozom u tri faze: najpre se smestaju na
tzv. “docking” mestu ribozoma, potom sledi topljenje sekundarnih struktura i na kraju se
iRNK usmerava ka odgovarajuem tunelu. Kod aktivnog inicijacionog kompleksa i u
odsustvu S15, rpsO iRNK poprima jednolandanu konformaciju u iRNK tunelu &ime je
obezbedeno prisustvo inicijacionog kodona u P mestu (Yusupova et al., 2001). U slucaju
zaustavljenog preinicijacionog kompleksa, kodon AUG, inicijator translacije, je lociran uz
SD sekvencu u neposrednoj blizini strukture pseudolvora i nalaze se na ribozomalnoj
platformi - univerzalnom mestu na 30S subjedinici odgovornom za vezivanje regulatornih
elemenata u 5°UTR iRNK. Kao posledica toga, 3” kraj iRNK ostaje na povrsini ribozoma,

ne ulazi u iRNK tunel i onemogucava interakciju inicijatorske tRNK sa start kodonom
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drZe¢i ga na vecoj udaljenosti od P mesta. Prema tome, S15 ispoljava svoju inhibitornu
funkciju tako Sto sprecava rasplitanje strukture pseudocvora i ulazak iRNK u tunel. Na taj
nacin S15 blokira tranziciju preinicijacionog kompleksa u aktivan inicijacioni kompleks

(Marzi et al., 2007).

3. 16S rRNK metiltransferaze i rezistencija na aminoglikozidne

antibiotike

Metiltransferaze (MTaze) koje koriste S-adenozil-L-metionin (SAM) kao kofaktor
modifikuju najraznovrsnije targete medu kojima su i rRNK molekuli (Cheng and
Blumenthal, 1999). Posttranskripciona metilacija razli¢itih nukleozida u okviru tRNK
prebacivanjem metil grupe na razlicite atome od presudnog je znacaja za fukcionisanje
tRNK s obzirom da, delujuéi na njenu rigidnost i fleksibilnost, direktno uti¢e na
prepoznavanje odgovarajuceg kodona (Cheng and Blumenthal, 1999). VaZno je pomenuti i
posttranskripcionu metilaciju rRNK i njenu ,,housekeeping® ulogu u procesima formiranja,
sazrevanja kao i u samom funkcionisanju ribozoma. Ribozom E. coli sadrZi 24 metilovana
nukleozida -10 u okviru 16S rRNK i 14 u okviru 23S rRNK (Wilson and Nierhaus, 2007).
Svi metilovani nukleotidi se nalaze u regionima koji su neophodni za funkcionisanje
ribozoma kao §to je mesto dekodiranja, iRNK i tRNK vezujuée mesto (Basturea et al.,

2006; Decatur and Fournier, 2002).

3.1. Sinteza proteina i antibiotici koji je inhibiraju

S obzirom na elementarnu ulogu ribozoma u Zivotu svake Celije, nije ¢udo $to veliki
broj antibiotika deluje ba$ na ribozome (Poehlsgaard and Douthwaite, 2005). Antibiotici
prepoznaju uglavnom rRNK, a ne proteine koji ulaze u sastav ribozoma, $to je u skladu sa
Cinjenicom da rRNK nosi glavnu ulogu tokom sinteze proteina, dok su ribozomalni proteini
tu kao podrSka (Green and Noller, 1997; Nissen et al., 2000; Noller, 2005). Nekoliko
razli¢itih klasa antibiotika se vezuje za rRNK u okviru 30S i 50S ribozomalne subjedinice i

time onemogucéavaju pravilno funkcionisanje ribozoma (Poehlsgaard and Douthwaite,
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2005). Rezistencija na ove antibiotike se Cesto ostvaruje promenom mesta delovanja
antibiotika preko baznih zamena ili metilacijom nukleozida posredstvom posebne klase
SAM-zavisnih MTaza (Cundliffe, 1990), i upravo bakterije koje proizvode antibiotike
pomocu ovog mehanizma se §tite od sopstvenih toksi¢nih proizvoda (Poehlsgaard and

Douthwaite, 2005).

3.1.1. Antibiotici koji deluju na ribozome

Antibiotici koji deluju na 50S ribozomalnu subjedinicu vezuju se za tri kljuéna
mesta i ometaju hidrolizu GTP (tiostrepton), formiranje peptidne veze (hloramfenikol) i
prolaz nascentnog peptida kroz tunel u okviru 50S ribozomalne subjedinice (makrolidi,
linkozamidi i streptogramin B — MLSg). Medu ovim antibioticima su klini¢ki najznadajniji
makrolidi, a kljuénu ulogu u njihovom vezivanju imaju nukleozidi A2058 i A2059.
Mutacijom ovih nukleozida i metilacijom A2058 se onemogucava vezivanje makrolida
(Schlunzen et al., 2001; Tu et al., 2005; Vester and Douthwaite, 2001; Weisblum, 1995).
Za modifikaciju nukleozida A2058 su odgovorne 23S rRNK MTaze koje se nazivaju Erm
MTazama, a medusobno se razlikuju po tome da li dodaju jednu ili dve metil grupe
(Douthwaite et al., 2005; Gaynor and Mankin, 2003).

Na 308 ribozomalnu subjedinicu deluju antibiotici koji spre¢avaju vezivanje tRNK
za A mesto na ribozomu (tetraciklini) (Chopra et al., 1992; Schnappinger and Hillen,
1996), zarobljavaju ribozom u prelaznoj fazi translacije (cikli¢ni peptidi) (Ermolenko ef al.,
~ 2007) i indukuju greske tokom translacije (aminoglikozidi).

Najbolje prouc¢eni medu ovim antibioticima su aminoglikozidi, moéne
bakteriostatske i baktericidne supstance, Sirokog spektra, koji primarno deluju na aerobne G
(-) bacile i G (+) koke. Po hemijskom sastavu to su polikatjonski oligosaharidi sa vise
amino i hidroksil grupa. Molekuli aminoglikozida se sastoje od karakteristi¢nog centralnog
aminociklitolnog prstena, u vecini slu¢ajeva 2-dezoksistreptamina ili streptamina, za koji su
vezani amino Seceri preko glikozidnih veza. Ovi antibiotici se najée$ce dele u tri grupe, na
osnovu pozicije veza sa amino Secerima, i to na: 4,5-disubstituisane 2-dezoksistreptamine

(4,5-DOS), 4,6-disubstituisane 2-dezoksistreptamine (4,6-DOS) i trecu klasu u koju spadaju
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jedinjenja koja se ne mogu svrstati ni u jednu od dve prethodno opisane klase kao npr. 4~
monosubstituisani 2-dezoksistreptamini (apramicin, neamin), streptomicin, higromicin B i

spektinomicin. Na slici 5 su prikazane 4,5-DOS i 4,6-DOS klasa aminoglikozida.
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Slika 5. Struktura 4,5- i 4,6-disubstituisanih aminoglikozida.

a) 4,5-disubstituisani  2-dezoksistreptamini i b) 4,6-disubstituisani = 2-
dezoksistreptamini. Kanamicinskoj grupi pripadaju: kanamicin A i kanamicin B, a
gentamicinska grupa obuhvata: gentamicin B, gentamicin C1, gentamicin Cla i
gentamicin C2. Substituenti (R) mogu da budu: H; OH; NH;; NHCH;; CHs;
CH,;OH. Rimskim brojevima su oznaceni prstenovi: II — aminociklitolski prsten (2-

dezoksistreptamin); I, III i IV — amino Seéeri.

Bakterije najceS¢e proizvode aminoglikozide u neaktivnoj formi, fosforilisane ili
acetilovane, a oni se aktiviraju nakon sekrecije van Eelija uklanjanjem inaktivnih grupa
(Lacalle et al., 1993; Tercero et al., 1996). Kako antibiotici u aktivnoj formi mogu ponovo
da udu u Celiju, organizmi proizvodali aminoglikozida §tite se od sopstvenog toksi¢nog
proizvoda metilacijom A mesta u 16S rRNK, &ime se spreava vezivanje antibiotika za
target mesto na ribozomu. Mesto dekodiranja na 30S subjedinici je deo ribozomalnog A
mesta (slika 6) i nalazi se na kraju heliksa 44 (h44) u 16S rRNK. Funkcija ovog mesta je
praenje kodon-antikodon interakcije nakon §to se aminoacilovana tRNK pozicionira u A

mesto pomocu elongacionog faktora Tu koji je u kompleksu sa GTP. Za ovu funkciju u
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samom dekodirajuéem mestu su zaduzena dva univerzalno konzervisana nukleotida A1492
i A1493 (Ogle et al., 2001; Yoshizawa et al., 1999). Kada je interakcija iRNK i tRNK
potpuno kompatibilna, konformacija njihove ribozo-fosfatne okosnice je takva da
favorizuje formiranje vodoni¢nih veza sa bazama nukleotida A1492 i A1493. Da bi doslo
do takve interakcije, A1492 i A1493 moraju da se izmeste iz h44, kao $to je to prikazano na
slici 7. Vezivanje tRNK za A mesto je takode praceno konformacionom promenom
nukleotida G530 koji dodatno podrZava izmenjenu konformaciju A1492 i A1493. Opisanim
promenama u 16S rRNK zapocine niz konformacionih promena ribozoma tokom kojih se u
peptidil-transferaznom centru na 50S subjedinici formira peptidna veza, a ribozom se
pomera jedan kodon duz iRNK molekula ¢ime se A mesto oslobada za smestanje novog
kodona. Istovremeno se tRNK, koja nosi nascentni peptid u procesu translokacije pomera u
P mesto, dok se deacilovana tRNK pomera u E mesto sa kog napusta ribozom.
Aminoglikozidi inhibiraju translaciju tako $to indukuju gre$ke u translaciji i/ili
onemogucavaju translokaciju. Tacnost procesa translacije zavisi od dva kljuéna koraka - I)
sparivanja kodona na iRNK i antikodona na aminoacilovanoj tRNK i II) provere
adekvatnosti sparivanja (Magnet and Blanchard, 2005). Kanamicin, gentamicin, neomicin i
paromomicin se na slian nacin vezuju za osnovu h44 u okviru 16S rRNK, koji zajedno sa
delom petlje 530 i heliksom 34 gradi A mesto. Pokazano je da prethodno pobrojani
antibiotici dele dve zajedni¢ke pozicije pri vezivanju, nukleozide A1408 i G1494 unutar
h44 sa kojima ostvaruju skoro identiéne vodoni¢ne veze. Cetiri nukleozida unutar A mesta
na 16S rRNK, A1408, A1492, A1493, i G1494, interaguju sa tRNK, iako im se afiniteti
- razlikuju (Kotra er al,, 2000). Na slici 6 su prikazane pozicije za koje se vezuju

aminoglikozidi i pozicije koje modifikuju MTaze.
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Slika 6. Sekvenca i sekundarna struktura A mesta na 16S rRNK sa pozicijama za
koje se vezuju aminoglikozidi.
A1492 i A1493 nukleozidi su obelezeni kvadratima, a mesta koje modifikuju
“housekeeping” MTaze u ovom regionu E. coli tfRNK su obeleZene slovom m.
Nukleozidi koji uestvuju u vezivanju paromomicina su obeleZeni belim
krugovima; nukleozidi koji u€estvuju u vezivanju gentamicina C1A i kanamicina A
su obelezeni crnim krugovima. Paromomicin se vezuje za C1490; medutim, ovde
prikazana 16S rRNK E. coli nosi A1410:U1490 par dok je kod 16S rRNK
aktinomiceta prisutan G1410:C1490 par, $to je naznateno zagradama. Motiv

prisutan u okviru 5°UTR na kgmB i sgm iRNK je obeleZen sivim krugovima.

Vezivanje aminoglikozida za A mesto na 16S rRNK uzrokuje izmestanje
nukleozida A1492 i A1493 iz h44, §to oponasa konforfnaciju koju zauzimaju ovi nukleozidi
“kontrolori” (eng. fidelity gatewatch nucleosides) u 16S rRNK kao u sluéaju kada su
spareni adekvatni kodon sa iRNK i antikodon sa tRNK (slika 7) (Ogle and Ramakrishnan,
2005; Shandrick et al., 2004). Iako nije u pitanju potpuno identi¢na promena konformacije,
posto u njoj ne ucestvuje G530, aminoglikozidi forsiraju neadekvatnu kodon:antikodon
interakciju i dovode do greSaka u procesu translacije (Vicens and Westhof, 2003).

Vremenom, nagomilavanje proteina koji su usled greSenja tokom translacije ili skraéeni ili
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formiraju pogreSne 3D strukture dovodi do smrti ¢elije. Iako se i apramicin vezuje za
dekodiraju¢e mesto na 16S rRNK, on je jedini antibiotik koji primarno deluje tako $to
blokira translokaciju ribozoma duz iRNK. Ovaj jedinstveni efekat apramicina se pripisuje
njegovoj neuobicajenoj strukturi koja mu omogucéava da ometa lokalnu konformaciju
ribozomalnog proteina S12, koji u€estvuje u procesu translokacije (Han et al, 2005).
Streptomicin se takode vezuje za 16S rRNK u blizini dekodirajuéeg mesta, ali dovodi do
greSaka u procesu translacije preko kompleksnog mehanizma koji uti¢e na inicijalni izbor
tRNK i kontrolu kodon : antikodon interakcije (Carter et al., 2000). Higromicin B je
aminoglikozid ¢ije se mesto vezivanja delimi¢no preklapa sa mestima vezivanja of 4,5- i
4,6-DOS aminoglikozida unutar dekodirajuéeg mesta, ali je ovaj antibiotik u kontaktu samo
sa nukleozidima koji su isti i kod prokariota i kod eukariota pa se higromicin B ne moze

koristiti kao selektivni antibiotik (Pfister ef al., 2003).
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Slika 7. Mesto dekodiranja na 30S ribozomalnoj subjedinici (Poehlsgaard and
Douthwaite, 2005). Prikazani su nukleotidi A1492 i A1493 nakon izmeStanja iz
heliksa 44, u interakciji sa iRNK (ljubiCasta 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.

3.2. 16S rRNK metiltransferaze

3.2.1. “Housekeeping” metiltransferaze i rezistencija

Jedna od “housekeeping” MTaza je KsgA koja dimetiluje dva susedna nukleozida,
A1518 1 A1519 iz petlje heliksa 45 (h45), blizu 3 kraja 16S rRNK, prevodedi ih u N6,N6-
dimetiladenozine (Helser er al., 1972). To je jedini enzim medu enzimama koji su
odgovorni za posttranskripcionu modifikuju tRNK sa univerzalno konzervisanom
strukturom i funkcijom, koja je ofuvana Cak i kod mitohondrija i hloroplasta. Metilacija
h45 posredstvom KsgA MTaze, direktno ili indirektno, je obeleZje kompletnih,
funkcionalno sposobnih 30S subjedinica. KsgA MTaza prepoznaje i modifikuje samo
translaciono neaktivnu konformaciju 30S subjedinice ali ne i golu 16S rRNK (Desai and

Rife, 2006). MoZe se reci da KsgA funkcioniSe kao poslednja tadka provere tek sklopljenih
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malih ribozomalnih subjedinica pre nego $to se ukljuce u proces translacije (Connolly et
al., 2008; Xu et al., 2008). Zanimljivo je i da inaktivacija KsgA MTaze i nemogucnost
dimetilacije odgovaraju¢ih adenozina dovodi do rezistencije na kazugamicin,
najverovatnije promenom konformacije vezujuéeg mesta za antibiotik, pri ¢emu je ukupni
uticaj na prezivljavanje umeren (O'Farrell et al., 2006). Postoji znacajna sli¢nost izmedu
KsgA MTaze i ErmC’ MTaze zahvaljujudi ¢ijem delovanju se uspostavlja rezistencija na
MLSg grupu antibiotika (O'Farrell et al., 2004). Ova sli¢nost se ogleda ne samo na nivou
sekvence, ve¢ i na nivou trodimenzionalnih struktura ovih proteina. Obe strukture pokazuju
da se KsgA i ErmC’ Mtaza sastoje od veéeg N-terminalnog domena, izgradenog od
naizmeni¢nih 3 lanaca i a heliksa, i manjeg C-terminalnog domena, koji €ini Cetiri ili pet o
heliksa.

Slicno KsgA metiltransferazi, usled gubitka metilacione aktivnosti rsmG gena koji
kodira 16S rRNK MTazu odgovornu za modifikaciju nukleozida G527, javlja se
rezistencija na streptomicin (Okamoto et al., 2007).

Ukoliko dode do gubitka funkcije TlyA MTaze iz mikobakterija, koja modifikuje
C1409 u 16S rRNK i C1920 u 23S rRNK, bakterije postaju rezistentne na kapreomicin i
viomicin, dva antibiotika koja se vezuju za grani¢ne povrsine ribozoma (Johansen et al.,

2006b).
3.2.2. 16S rRNK metiltransferaze bakterija koje proizvode aminoglikozide

Da bi izbegle sopstvene toksi¢ne proizvode, bakterije proizvodaci antibiotika su
razvile nekoliko odbrambenih strategija medu koje spadaju I) enzimska modifikacija
antibiotika, II) spreCavanje kontakta antibiotika i njegovog targeta i III) modifikacija mesta
vezivanja antibiotika. Posedovanje enzima koji inaktiviraju antibiotike je bitna
karakteristika za preZivljavanje kod veceg broja bakterija proizvodada. Rezistencija na
aminoglikozide se naj¢esce postize delovanjem enzima koji modifikuju i inaktiviraju sam
antibiotik: aminoglikozid-acetiltransferaze i aminoglikozid-fosfotransferaze, dok su kod
klinickih sojeva tj. patogenih bakterija prisutne i aminoglikozid-adeniltransferaze koje nisu

pronadene kod proizvodaca (Shaw et al., 1993). Takode, zahvaljujuci metilaciji specifi¢nih
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nukleozida unutar A mesta na 16S rRNK pomoéu SAM zavisnih 16S rRNK MTaza,
uspostavlja se visok nivo rezistencije na aminoglikozide kod bakterija koje te antibiotike
proizvode, tj. njihova efikasna samozastita. Delovanjem ovih enzima je onemoguéeno
vezivanje aminoglikozida za 30S ribozomalnu subjedinicu dok njena primarna uloga u
procesu translacije ostaje o¢uvana.

Kristalne strukture kompleksa dva 4,6-DOS aminoglikozida: gentamicina Cla
(Yoshizawa et al., 1998), odnosno tobramicina (Vicens and Westhof, 2003) sa RNK koja
reprezentuje A mesto, su pokazale da oba antibiotika ostvaruju direktan kontakt sa
nukleozidom G1405 preko njihovih supstituenata na prstenu III. Metil grupa na poziciji N7
("'G1405) direktno ometa vezivanje antibiotika prvenstveno zbog sterne smetnje izmedu
modifikovanog nukleozida i prstena III, a postoji mogucnost i da dolazi do elektrostatickog
odbijanja zahvaljuju¢i pozitivnom naelektrisanju modifikovane baze. Ova modifikacija kod
proizvodaCa obezbeduje rezistenciju na 4,6-DOS aminoglikozide iz kanamicinske i
gentamicinske grupe, ali ne i na apramicin. Kod 4,5-DOS aminoglikozida, kao $to su
paromomicin ili neomicin, supstituent na poziciji 5 je postavljen pod takvim uglom da je
usmeren od G1405 nukleozida te njegova metilacija ne utiée na vezivanje antibiotika. Obe
grupe antibiotika, 4,5- i 4,6- DOS aminoglikozidi se vezuju za 16S rRNK tako da su
substituenti na prstenu I postavljeni vrlo blizu nukleozida A1408. Adenozin sa metil
grupom vezanom na poziciji N1 (" A1408) je pozitivno naelektrisan na neutralnom pH i
verovatno ometa vezivanje aminoglikozida ne samo fizi¢ki, ve¢ i elektrostatickim
odbijanjem. Ovom modifikacijom se postiZe rezistencija na apramicin i kanamicinsku
grupu 4,6-DOS aminoglikozida, ali ne i na gentamicin.

Na osnovu pozicije nukleozida koje modifikuju, G1405 ili A1408, 16S rRNK
MTaze odgovome za rezistenciju na aminoglikozide, se dele na dve familije, Kgm ( eng.
kanamycin-gentamicin methyltransferase) i Kam ( eng. kanamycin-apramycin
methyltransferase) familije MTaza. KgmB MTaza iz bakterije Streptomyces tenebrarius
(od skora klasifikovane kao Streptoalloteichus tenebrarius, (Tamura et al., 2008)), Sgm
MTaza iz bakterije Micromonospora zionensis, GrmA MTaza iz bakterije M. echinospora
(ranije klasifikovane kao M. purpurea), Krm MTaza iz bakterije Frankia sp. Ccl3, FmrO

MTaza iz bakterije M. olivasterospora, Grm MTaza iz bakterije M. rosea, Srm1 MTaza iz
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bakterije M. inyonensis i NbrB MTaza iz bakterije Streptomyces hindustanus pripadaju
Kgm familiji MTaza (Savi€ et al., 2009). Eksperimentalno je potvrdeno da KgmB, Sgm,
GrmA i Krm MTaze modifikuju G1405 na poziciji N7 (Beauclerk and Cundliffe, 1987;
Cubrilo et al., 2009; Savi¢ et al., 2009; Tomié ef al., 2008). Za ostale pobrojane ¢lanove
Kgm familije MTaza mesto delovanja se pretpostavlja na osnovu profila rezistencije.
Modifikacija ™'G1405 delovanjem &lanova Kgm familije MTaza je delotvorna samo protiv
4,6-DOS aminoglikozida (Savi¢ et al., 2008). Posto je ciljni nukleozid G1405 sparen sa
C1496 u osnovi dugackog heliksa 44 i nemogude je pristupiti njegovom N7 atomu radi
metilacije, verovatno je neophodno da prvo dode do takve konformacione promene koja ée
omoguciti da se metilacija uopste desi.

Za samo tri Clana Kam familije MTaza: KamA iz bakterije Streptomyces
tenjimariensis (Beauclerk and Cundliffe, 1987), KamB iz bakterije Streptomyces
tenebrarius (Savic et al., 2009) i KamC iz bakterije Saccharopolyspora hirsuta (Holmes et
al., 1991) je eksperimentalno potvrdeno da metiluju nukleozid A1408 na poziciji N1.

Modifikacija delovanjem Kgm MTaza je delotvorna protiv 4,6-DOS
aminoglikozida, pri ¢emu se ostvaruje visok stepen rezistencije na kanamicinsku i
gentamicinsku grupu aminoglikozida, ali ne i na apramicin, 4-monosupstituisani
dezoksistreptamin. Nasuprot ovome, pripadnici Kam familije MTaza uspostavljaju
rezistenciju na apramicin i 4,6-DOS aminoglikozide, sem gentamicina. Poredenjem profila
rezistencije izmedu Kgm i Kam familije MTaza nedvosmisleno se uocavaju funkcionalne
razlike vezane za modifikaciju G1405 i A1408 u okviru 16S rRNK.

Vezivanje aminoglikozida, sem §to uzrokuje greske tokom dekodiranja iRNK i
blokira translokaciju bilo iRNK bilo tRNK, uzrokuje i druge fenomene koji uti¢u na
pravilno funkcionisanje translacione masinerije. Nedavno je pokazano da se neomicin,
paromomicin i gentamicin vezuju za heliks 69 u 23S rRNK u neposrednoj blizini P mesta
¢ime inhibiraju recikliranje ribozoma (Borovinskaya et al., 2007). Poznato je takode da
paromomicin inhibira sklapanje 30S subjedinice sa podjednakom efikasno3éu kao 3to
inhibira translaciju (Champney, 2006; Mehta and Champney, 2002).

Higromicin B, aminoglikozid sa baktericidnim delovanjem, produkt bakterije

Streptomyces hygroscopicus (Beauclerk and Cundliffe, 1987), ima strukturno razliditu
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aminociklitolnu komponentu i inhibira sintezu proteina blokiranjem translokacije ribozoma,
dok znadajnog efekta in vivo na greSenje tokom translacije nema (Bakker, 1992; Cabanas et
al., 1978; Eustice and Wilhelm, 1984; Gonzalez et al, 1978; Pardo et al, 1985).
Zanimljivo je da se rezistencija na higromicin B ostvaruje samo ako se pripadnici Kgm
familije MTaza eksprimiraju u bakterijama iz roda Micromonospora pri emu se ova
“kolateralna” rezistencija pripisuje jedinstvenim strukturnim odlikama 30S ribozomalne
subjedinice kod pripadnika ovog roda (Koji¢ et al., 1999). Inace, rezistencija na higromicin
B se ostvaruje baznom zamenom specifi¢nih konzervisanih nukleozida unutar rRNK, $to

ovaj antibiotik ¢ini toksi¢nim za skoro sve organizme (Pfister et al., 2003).

3.2.3. Pojava 16S rRNK metiltransferaza kod patogenih bakterija

Metilacijom rRNK obi¢no se postiZe veoma visok stepen rezistencije na
aminoglikozide [MIC > 0.5 mg/ml] i do nedavno se smatralo da je ovaj mehanizam
rezistencije prisutan samo kod bakterija koje proizvode antibiotike. Medutim, prisustvo
ovog tipa rezistencije je dokazano i kod klini¢ki vaznih patogenih bakterija kod kojih se
broj novootkrivenih MTaza povefava iz dana u dan. S obzirom na porast broja
metiltransferaza, a radi njihove lak3e karakterizacije, pojavila se potreba da se 16S rRNK
metiltransferaze klasifikuju. PredloZeno je da metiltransferaze iz proizvodaca i patogena
¢ine superfamiliju koja je oznaena kao Rma (eng. Resistance methyltransferases for
aminoglycosides) (Conn et al., 2008). Isti obrazac rezistencije, prisutan kod proizvodaca
aminoglikozida, pronaden je i kod patogenih bakterija. Prema obrascu rezistencije i
nukleozidu koji metiluju predloZeno je da se familija MTaza koje su izolovane iz patogena
i metiluju A1408 oznaGava sa Pam (eng. Pan-aminoglycoside methyltransferase), dok bi
MTaze izolovane iz patogena koje metiluju G1405 pripadale familiji oznacenoj sa Arm

(eng. Aminoglycoside resistance methyltransferase) (slika 8).
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Slika 8. Filogenetski odnos familija 16S rRNK metiltransferaza koje obezbeduju
rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike (Savi€ ef al., 2009).

A) G1405 metiltransferaze (Kgm i Arm familija); B) A1408 metiltransferaze (Kam
i Pam familija) i C) Sekvenca i sekundarna struktura A mesta na 16S rRNK sa
istaknutim mestima delovanja MTaza koje obezbeduju rezistenciju na

aminoglikozide (G1405-G i A1408-A).
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Geni za MTaze kod patogenih bakterija su pronadeni na mobilnim geneti¢kim
elementima — transpozonima i plazmidima. Ovi geni su obi¢no asocirani sa genima koji
omogucavaju rezistenciju na neke druge antibiotike i genima koji omogucavaju
transpoziciju. Kombinacija transpozicije i konjugacije ima kljuénu ulogu u Sirenju gena za
MTaze medu enterobakterijama humanog i Zivotinjskog porekla. Medutim, postoje i
primeri gde je gen za MTazu kod patogenih bakterija lociran na hromozomu (Yu et al.,
2009).

Pripadnici Arm familije (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD i RmtE) su odgovorni
za rezistenciju samo na 4,6-DOS aminoglikozide, sliéno kao Kgm familija MTaza kod
bakterija koje proizvode antibiotike, pri ¢emu modifikuju G1405 na poziciji N7. Prvi
otkriveni ¢lan Arm familije je ArmA MTaza pronadena kod klini¢kog soja Citrobacter
Jfreundii, mada, osim deponovane sekvence nema drugih literaturnih podataka o ovom
izolatu. ArmA MTaza je identifikovana i kod klinickog izolata Klebsiella pneumoniae
(Galimand er al., 2003), ali i kod E. coli izolata iz Zivotinja (Gonzalez-Zorn et al., 2005).

Kod sojeva Pseudomonas aeruginosa i Serracia marcescens iz klinickih uzoraka
pronadene su jo§ dve 16S rRNK MTaze — RmtA odnosno RmtB, koje na nivou
aminokiselinskih sekvenci pokazuju 82% identi¢nosti (Doi et al, 2004; Yamane et al.,
2004). Kasnije je utvrdeno prisustvo MTaze RmtB i kod E. coli (Perichon et al., 2007).
Izolati su pokazivali visok nivo rezistencije na razliite aminoglikozide ukljucujuci
amikacin, tobramicin, kanamicin i gentamicin. Zanimljiv je podatak da je P. aeruginosa
pokazivao i rezistenciju na arbekacin, antibiotik koji moZe biti inaktiviran samo
bifunkcionalnim enzimom koji poseduje i acetiltransferaznu i fosfotransferaznu aktivnost, a
koji nije do danas pronaden kod G (-) bakterija (Doi et al., 2004).

Za produkte armA i rmtB gena je eksperimentalno odredeno mesto metilacije, i
pokazano je da ove MTaze, kao $to je i oCekivano, modifikuju N7 guanin na poziciji 1405
(Liu et al., 1995; Perichon et al., 2007).

Identi¢nost izmedu RmtA i MTaza iz aktinomiceta (GrmA, GrmB, KgmB i Sgm
MTaza) iznosi oko 32%, dok je identi¢nost sekvenci RmtB sa MTazama iz aktinomiceta

preko 30% (Savi¢, 2009; Savié et al., 2009). Visok G+C sastav RmtA i RmtB MTaza
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sugeriSe moguci horizontalni transfer gena iz bakterija proizvodaca antibiotika u G (-)
patogene.

Kod patogena su pronadene jo§ i RmtC MTaza, koja je detektovana kod Proteus
mirabilis (Wachino et al., 2006), kao i RmtD MTaza, druga otkrivena MTaza u P.
aeruginosa nakon RmtA (Doi et al., 2007). Na osnovu profila rezistencije smatra se da obe
MTaze modifikuju G1405 nukleozid.

U viSe navrata je radeno in silico poredenje MTaza poreklom iz patogenih bakterija
sa MTazama aktinomiceta (Vojnovi¢ et al., 2010; Wachino ef al., 2006). Rezultat od
najviSe 35.8% identiCnosti sekvenci na aminokiselinskom nivou medu &lanovima Kgm i
Arm familije koji modifikuju iste nukleotide navodi na zaklju¢ak da ove MTaze mozda
poti¢u od zajednickog pretka, ali da je on dosta dalek. Velika razlika u identi¢nosti na
aminokiselinskom nivou unutar Kgm familije MTaza iz proizvodaca, koja se krece od
33.2% do 90.5%, takode je zagonetna (Vojnovi€ et al., 2010).

NpmA MTaza iz E. coli, do sada jedini ¢lan Pam familije MTaza, odgovorna je za
rezistzenciju na kombinaciju 4,6- i 4,5- DOS aminoglikozida i apramicin, a
eksperimentalno je utvrdeno da metiluje A1408 na poziciji N1 (Wachino et al., 2007).
Poredenjem NpmA MTaze sa KamA, A1408 MTazom iz Streptomyces tenjimariensis,
utvrden je stepen identinosti na aminokiselinskom nivou od svega 30%. G+C sastav npmA
gena je 34% Sto je mnogo niZze od G+C sastava gena za KamA koji iznosi 70%. Na osnovu
ovih podataka je jasno da poreklo nmpmA gena treba traZiti kod bakterija proizvodada sa

niskim G+C sastavom.

3.3. Regulacija ekspresije gena za rRNK metiltransferaze

Obicno stepen rezistencije za koju su odgovorne MTaze nije u direktnoj korelaciji
sa koli¢inom odgovornog enzima tj. ekspresija relativno malog broja molekula MTaze je
dovoljna za kompletnu modifikaciju targeta. Intuitivno je jasno da je bakterijama
neophodan mehanizam negativne autoregulacije zahvaljujuéi kojem bi se odrZavala
konstantna i niska koncentrcija ovih proteina. Ranije je ve¢ bilo re¢i o negativnoj

autoregulaciji ribozomalnih proteina koja se ¢esto ostvaruje zahvaljujuéi mimikriji izmedu
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rRNK i operatora na iRNK za odredeni ribozomalni protein. Pretpostavlja se da sli¢an
mehanizam autoregulacije postoji i kod gena za rRNK MTaze. Pokazano je da je ermC gen
za 23S rRNK MTazu regulisan na tri razli¢ita nacina (Bechhofer, 1990) pri ¢emu je jedan
od njih translaciona autoregulacija (Breidt and Dubnau, 1990). Po modelu negativne
regulacije ermC gena kada koncentracija ErmC proteina prede nivo koji je neophodan da se
modifikuju svi raspoloZivi ribozomi, slobodna MTaza se vezuje za ermC iRNK. Preciznije,
EmC protein se vezuje za region unutar iRNK koji po svojim strukturnim odlikama
podseca na primarni supstrat, tj. 23S rRNK i sprecava translaciju. Ekspresija ermC gena
zavisi i od stabilnosti ermC iRNK i regulacije preko mehanizma translacione atenuacije.
ErmC iRNK postoji u dve alternativne konformacije, aktivnoj i neaktivnoj, a sadrzi i dva
RBS. Sa prvog RBS pocinje translacija kratkog lider peptida, a sa drugog pocinje
translacija ErmC MTaze. U neaktivnoj konformaciji RBS ermC gena je zarobljen u petlji
koju obrazuju odgovarajudi invertovani ponovci, a vreme poluzivota takve iRNA je 2-3
minuta. Sa neaktivne iRNK se prepisuje kratak lider-peptid i ako se eritromicin veZe za
ribozome i uzrokuje njihovo zaustavljanje (eng. stalling) tokom sinteze lider-peptida, dolazi
do pregrupisavanja petlji u okviru lider sekvence i aktiviranja iRNK, tj. RBS ermC gena se
oslobada i po€inje translacija kodirajuce sekvence ermC gena. Vreme poluzivota ermC
iRNK u aktivnoj konformaciji se produZava na 45 minuta. Indukcijom ermC gena dolazi do
povecanja broja rezistentnih ribozoma, a buduéi da su za prepisivanje ermC gena
neophodni senzitivni ribozomi, dolazi do postepenog smanjenja njegove ekspresije.

PredloZen je sli€an model za translacionu autoregulaciju ksg4 gena (van Gemen et
al., 1989), podrZzan otkri¢em da je samo ogranicena koncentracija KsgA proteina normalno
prisutna u ¢eliji (<1,000 molekula). Po ovom modelu strukturna sli¢nost izmedu regiona sa
dva ciljna adenozina unutar petlje locirane blizu 3’ kraja 16S rRNK (substrat za KsgA
MTazu) i ksg4 iRNK ima kljuénu ulogu u autoregulaciji. Region u okviru iRNK koji ova
MTaza prepoznaje obuhvata 200 nt ispred i 200 nt iza AUG start kodona, a odlikuje ga i
prisustvo sekundarne strukture 90 nukleotida ispred start kodona.

Tako svi detalji i puni znacaj autoregulacije 23S rRNK MTaza koje su odgovorne za
rezistenciju na makrolide, kao i KsgA “houskeeping” MTaze, nisu do kraja razjaSnjeni,

¢injenica da je slican mehanizam autoregulacije pronaden i kod 16S rRNK MTaza ukazuje
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na njegovu vaZnost. Rezistencija na sopstvene toksine proizvode kod bakterije S.
tenebrarius, proizvodaCa nebramicinskog kompleksa aminoglikozida, ostvaruje se i
zahvaljuju¢i delovanju KgmB 16S rRNK MTaze (Skeggs et al, 1987). Opisana je i
samozastita bakterije M. zionensis, proizvodaca G-52 amionoglikozida, preko Sgm 16S
rRNK MTaze (Koji¢ et al., 1992). Model koji opisuje translacionu regulaciju ovih gena je
zasnovan na in vivo eksperimentima i pretpostavlja da Sgm i KgmB MTaza mogu da
prepoznaju isti motiv (ili viSe motiva) unutar regiona na 16S rRNK (slika 6), koji je
prisutan i u okviru 5’UTR regiona na njihovim iRNK (Koji¢ et al., 1996; Miljkovié and
Vasiljevi¢, 2002; Vaji¢ et al., 2004). Sem toga, pokazano je i da postoji medusobna
negativna regulacija izmedu Sgm i KgmB MTaze, $to navodi na zakljuéak da dele iste cis-
delujuce regulatorne motive ((C)CGCCC motiv). Zanimljivo je i da GrmA MTaza iz
bakterije Micromonospora echinospora, proizvodata gentamicinskog kompleksa
aminoglikozida, ima sposobnost regulacije obe MTaze. (C)CGCCC motiv prisutan unutar
5’UTR regiona na kgmB i sgm iRNK, koji postoji i u okviru A mesta na 16S rRNK, a za
koji se pretpostavlja da je regulatorna sekvenca (RS) sa kljuénom ulogom u autoregulaciji
oba gena, ne postoji kod 5’UTR regiona na grmA iRNK. ZapaZeno je da rezistencija na
gentamicin opada ukoliko se u E. coli ili Micromonospora melanosporea kao domadinu
koeksprimira sgm 5’UTR region zajedno sa Sgm proteinom (Koji¢ et al., 2007), §to se
objaSnjava mogué¢noS¢éu da sgm 5’UTR titrira Sgm MTazu i tako smanjuje broj molekula

enzima neophodnog za metilaciju 30S subjedinica.

3.4. Struktura i funkcija 16S RNK metiltransferaza

Pojava i globalna rasprostranjenost 16S rRNK MTaza odgovornih za rezistenciju
patogena, kao i njihov negativni efekat na moguénost upotrebe amonoglikozida, bacili su
novo svetlo na osnovna istrazivanja vezana za mehanizme rezistencije aktivno$éu MTaza.
Iako je prva 16S rRNK MTaza odgovorna za rezistenciju kod bakterija koje proizvode
antibiotike otkrivena pre viSe od 20 godina, do nedavno je samo mali broj MTaza bio dobro

okarakterisan.
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Zajednicka karakteristika svih SAM-zavisnih MTaza, bez obzira da li su prisutne
kod patogena ili proizvodaca antibiotika, jeste prisustvo visoko stuktuiranog jezgra, koje je
nazvano SAM-zavisna metiltransferazna stuktura, u vidu dZepa za vezivanje kofaktora.
Ovo jezgro ¢ini  plo¢a sastavljena od sedam lanaca. Lanac 7 je antiparalelan u odnosu na

ostale i umetnut je izmedu lanaca 5 i 6. Sama 3 plo¢a je oivi¢ena o heliksima (slika 9).

Slika 9. Tercijarna struktura klase I SAM-zavisnih MTaza koja se sastoji od
sedmolancane 3 ploce oivicene o heliksima (Schubert et al., 2003).

a) dijagram u vidu ,traka“. [ ploCe su predstavljene zelenim, dok su o heliksi
predstavljeni plavim ,trakama®. b) dijagram topologije proteina. [ ploce su

predstavljene zelenim trouglovima, a o heliksi su predstavljeni plavim krugovima.

Jezgro klase I, najbrojnije od pet postojeéih klasa SAM-zavisnih MTaza, je visoko
konzervisano i prisutno kod mnogih enzima koji prepoznaju razlifite supstrate, medu
kojima je 1 16S rRNK. Kod veéine MTaza, sem karakteristi¢nog ,,Rossmann-fold** domena,
postoje 1 domeni dodati ili umetnuti izmedu njih (Martin and McMillan, 2002).

Veoma ogranicene biohemijske podatke o G1405 MTazama su od skora upotpunili
eksperimenti sa Sgm MTazom. Rezultati ovih eksperimenata su ukazali na postojanje dva
strukturna domena (Maravic-Vlahovicek et al., 2008) — manjeg N-terminalnog domena koji
ucestvuje u prepoznavanju ciljne sekvence i njenom vezivanju, dok bi ve¢i C-terminalni
domen bio odgovoran za vezivanje kofaktora i samu katalizu (Maravié-Vlahovigek et al.,
2008; Savi¢ et al., 2008). Takode su identifikovane i amino kiseline odgovorne za

vezivanje SAM kofaktora, prepoznavanje ciljne sekvence i transfer metil grupe (Savié et
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al., 2008). Eksperimentalno je potvrdeno da aminokiseline glicin na poziciji 135 i
asparaginska kiselina na pozicijama 156 i 182 formiraju dZep za vezivanje SAM, dok
aminokiseline lizin na poziciji 199, glutaminska kiselina na pozicijama 205 i 267 i arginin
na poziciji 236 uestvuju u transferu metil grupe. S obzirom da Sgm MTaza prepoznaje
16S rRNK samo u okviru kompletno struktuirane 30S subjedinice, pretpostavlja se da
ribozomalni protein S12, koji se nalazi u blizini nukleotida G1405 i A1408, ugestvuje u
interakciji Sgm proteina sa 30S subjedinicom (Conn et al., 2008). Uloga S12 bi mogla biti
ili direktna, $to bi znalilo da Sgm interaguje sa S12 i rRNK ili indirektna kada bi protein
modulisao strukturu rRNK praveci specificno mesto prepoznavanja jedino prisutno u
intaktnoj 30S subjedinici.

Sgm MTaza je prva od 16S rRNK MTaza poreklom iz bakterija proizvodada
antibiotika za koju je odredena 3D struktura u kompleksu sa SAM i SAH kofaktorima
(Husain et al., 2010). Takode su odredene i kristalne strukture dve MTaze poreklom iz
patogena: ArmA i RmtB, pri ¢emu je utvrdeno da one imaju dva domena koji strukturno
podse€aju na domene Sgm proteina (Schmitt ez al, 2009). Struktura Sgm MTaze u
kompleksu sa kofaktorom, dobijena na osnovu difrakcije X zraka, je u saglasnosti sa
ranijim kompjuterskim predikcijama tercijarne strukture ovog proteina (Maravié-
Vlahovicek et al., 2008). Eksperimentalni podaci su potvrdili domensku prirodu proteina:
N-terminus (Asp8-Pro70) i C terminus (Asn71-GIn273).
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Slika 10. Struktura Sgm MTaze (Husain er al, 2010). Dijagram Sgm-kofaktor
kompleks. ObeleZeni su N (crvena boja) i C terminusi (plava boja), kao i kofaktor

SAM (zelena boja).

C-terminus Sgm MTaze poprima ,.,Rossmann-fold* strukturu tipi€nu za klasu I
MTaza, i sastoji se od centralne sedmolancane B ploCe koju okruzuju tri o heliksa sa svake
strane. C-terminus je proSiren ka N terminusu za jo§ dva o heliksa. Sam N-terminus je u
vidu sveZnja koji se sastoji od tri o heliksa. Aktivno mesto je locirano u C-terminusu koji
interaguje sa SAM i SAH. Utvrdeno je da aminokiseline His102, Ser104, Thr105, Arg108,
Alal33, Aspl56, Aspl82, Leul83, Leul98 i GIn207 saCinjavaju 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 vodoni¢nih veza. Aminokiseline Leul83,
GIn207 i konzervisana Aspl82 interaguju sa adenozilnim ostatkom kofaktora dok
konzervisana Aspl56 reaguje sa 2’ i 3° OH grupama riboze. Ostale konzervisane
aminokiseline Leu198, Alal33 i Arg108 reaguju sa karboksi propil ostatkom SAM ili SAH.
Mutacionom analizom je pokazano da su 4 najbitnije aminokiseline odgovorne za vezivanje
kofaktora Arg108, Gly135, Asp156 i Asp182. Ove aminokiseline obezbeduje najmanje pet

vodoni¢nih veza sa kofaktorom i najbitnije su za kataliti¢ku funkciju Sgm. Interakcija Sgm
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MTaze sa prirodnim supstratom 30S subjedinicom je analizirana pomoc¢u RNK , footprint®
eksperimenata, zahvaljuju¢i kojima su odredeni nukleozidi koje Sgm protein Stiti i
pretpostavljeno je da se konformacione promene 30S subjedinice dogadaju nakon
interakcije sa Sgm proteinom, $to omogucava enzimu da pristupi target nukleotidu G1405.
Prema in silico modelu kompleksa Sgm-supstrat, aminokiseline Lys199 i Ser104 interaguju
sa bazom G1405 i pozicioniraju je u odgovarajucu orijentaciju prema donoru metil grupe.
Aminokiselina Phe64 sa N-terminusa i aminokiselina Pro229 su bitne za stabilno vezivanje
G1405 za aktivni centar. Ostale interakcije koje su moguce izmedu enzima i targeta jesu
vodoni¢ne veze izmedu Glu107 sa N*i N’ atomima G1405 baze. Hidroksilne grupe Thr206
i Tyr244 mogu da koordiniSu fosfatne grupe same baze.

Rezultati oba pristupa, eksperimentalnog i in silico, su u saglasnosti i potvrduju da
je target nukleotid G1405 smesSten unutar subjedinice i da mora do¢i do konformacionog
rearanZmana nakon interakcije sa Sgm MTazom da bi se ciljni nukleotid G1405 , izloZio*
enzimu, te da bi doSlo do metilacije.

Skoro su odredene i 3D strukture dve A1408 MTaze: KamB iz S. fenebrarius i
NpmA, njenog ortologa pronadenog kod patogena (Macmaster et al., 2010; Zelinskaya et
al., 2011). Uprkos relativno niskom stepenu identi¢nosti na aminokiselinskom nivou
(30%), ovi enzimi na sli¢an nacin vezuju SAM i zauzimaju vrlo slicne 3D strukture.
Potvrdeno je da ove dve MTaze pripadaju klasi I SAM-zavisnih MTaza, kao i G1405
MTaze. Medutim, strukturne odlike delova proteina van karakteristicnog SAM-vezujuéeg
jezgra se znaCajno razlikuju kod G1405 i A1408 MTaza (slika 11), dok su visoko
- konzervisane unutar svake familije, bilo da su u pitanju enzimi izolovani iz proizvodada
antibiotika ili iz patogena. Ova visoka strukturna konzervisanost ide u prilog zaklju¢ku o
zajednickom poreklu €lanova iste proteinske familije i horizontalnom transferu gena za
MTaze izmedu proizvodaca antibiotika i patogenih bakterija. Medutim, ¢injenica da se GC
sastav A1408 MTaza iz proizvodaCa antibiotika i patogena znacajno razlikuje, kao i
izraZena sli€nost u strukturi dela A1408 MTaza van konzervisanog SAM-vezujuceg jezgra
sa m’G46 tRNK MTazom, sugeriSe da postoji moguénost alternativnog porekla MTaza

patogena, sem direktnog horizontalnog transfera gena.

53



Ukoliko se uzme u obzir blizina G1405 i A1408 ciljnih nukleozida, mozZe se
pretpostaviti da MTaze odgovorne za njihovu modifikaciju prepoznaju vecinu istih
strukturnih motiva koji su prisutni u blizini h44 (slika 11). Zna se i da su G1405 MTaze za
oko 5 kDa veée od A1408 MTaza i da se N-terminus moZe podeliti na dva subdomena,
oznacCena sa N1 i N2 (Schmitt et al., 2009). Ukoliko N1 subdomen, neophodan za vezivanje
30S ribozomalne subjedinice, sa karakteristicnim izgledom sveznja od tri a heliksa, nije
prisutan, nema ni metilacije. Nasuprot ovome, kod A1408 MTaza nema funkcionalno
vaznog produZetka N-terminalnog domena, ve¢ su prisutni izduZeni strukturni motivi
izmedu B-lanaca 5 i 6, i B-lanaca 6 i 7. Unutar drugog strukturnog motiva se nalaze tri
aminokiseline neophodne za metilaciju A1408 ciljnog nukleozida (Trp193, Argl96 i
Arg201 kod KamB MTaze). Na osnovu ovoga se moze zaklju¢iti da m’G1405 i m'A1408
MTaze koriste razliite mehanizme za prepoznavanje i selekciju nukleozidnih targeta.
Posto je nukleozid A1408 smeSten unutar 30S subjedinice, pretpostavlja se da mora do¢i do
takvog konformacionog rearanZmana kojim bi se on ,izloZio* enzimu, da bi uopste doslo
do metilacije, sli¢no kao kod Sgm MTaze (Husain et al., 2010). Moguce je da petlja B5-6
(aminokiseline 141-156) direktno ucestvuje u prepoznavanju i izmeStanju A1408
nukleozida. Posto ova petlja ostvaruje direktne kontakte sa drugim regionima proteina
odgovornim za prepoznavanje targeta (petlja B6-—7) i pozicioniranje A1408 (Trp105 iz
petlije p4-P5), vezivanjem uzrokovane konformacione promene se prenose i aktiviraju

transfer metil grupe.
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Slika 11. A1408 i G1405 MTaze odgovorne za rezistenciju na aminoglikozide i
njihova ciljna mesta na 30S ribozomalnoj subjedinici (Macmaster et al., 2010).

Crvenom (za G1405 MTaze-RmtB) i narandzastom (za A1408 MTaze-KamB)
bojom su istaknute strukturne odlike proteina van karakteristi¢nog ‘“Rossmann-like”
SAM-vezujuceg dzepa. Desno su prikazani target nukleozidi (A1408 i G1405)
zajedno sa strukturnim motivima u 30S ribozomalnoj subjedinici koje odgovarajuce
MTaze verovatno prepoznaju (razliCiti heliksi 16S rRNK i ribozomalni protein

S12).

Za potpuno razumevanje mehanizama pomocu kojih 16S rRNK MTaze prepoznaju
svoje targete, nephodne su njihove kristalne strukture visoke rezolucije u kompleksu sa
30S mbozomalnim subjedinicama. Ove informacije su osnovni preduslov za uspes$no
dizajniranje inhibitora 16S rRNK MTaza zahvaljujuci kojima bi koris¢enje aminoglikozida

1 dalje bilo moguce, bez obzira na Sirenje gena za rezistenciju medu patogenim bakterijama.
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IT CILJ RADA

Bakterija Streptomyces tenebrarius, proizvoda¢ nebramicinskog kompleksa
aminoglikozida, rezistenciju na sopstveni produkt postiZze, izmedu ostalog, i delovanjem
KgmB metiltransferaze. Ovaj enzim modifikuje mesto vezivanja antibiotika, tj. A mesto u
okviru 3’ kraja 16S rRNK cineéi ga nedostupnim toksi¢énom produktu. Na osnovu ranijih in
vivo eksperimenata sa kgmB-lacZ genskim i operonskim fuzijama, predloZen je model
autoregulacije kgmB gena, prema kome KgmB MTaza, nakon $to izvr$i modifikaciju svog
primarnog targeta (16S rRNK), prepoznaje i vezuje sekundarni target, sopstvenu iRNK,
¢ime onemogucava inicijaciju translacije i sprecava sopstvenu ekspresiju.

Opéti cilj ovog rada je detaljna in vitro i in vivo analiza translacione autoregulacije
kgmB gena, odnosno testiranje hipoteze o mehanizmu regulacije ekspresije ovog gena. Da
bi ga ostvarili, postavili smo sledece specificne ciljeve:

1. definisati motive koje KgmB MTaza prepoznaje i utvrditi da li se slazu sa motivima
primarne i/ili sekundarne strukture 5S'UTR regiona na kgmB iRNK, za koje je na
osnovu in vivo eksperimenata pretpostavljeno da imaju ulogu u autoregulaciji kgmB
gena;

2. odrediti afinitet vezivanja KgmB MTaze za razli€ite potencijalne motive unutar
kgmB iRNK;

3. uporediti in silico generisanu sekundarnu strukturu u 5'UTR regionu na kgmB iRNK
sa eksperimentalno odredenom strukturom ovog regiona;

4. odrediti uticaj KgmB MTaze na ekspresiju kgmB gena u sistemu za in vitro

transkripciju i translaciju.
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III MATERIJAL I METODE

1. Bakterijski sojevi i koriSéeni plazmidi

U ovom radu koris¢eni su sojevi E. coli:
NM522 (supE, thi, (hsdMSmciB)5, (lac-proAB), F'(proAB”, lacl, lacZ M15));
DH5a (F, Alac, UI69(D80 lacZ AM15), supE44, hsdR17, recAl, gzrA96, endAl, thil,

reldl);

ER2566 (F" A fhuA?2 [lon] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11 A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-
73::miniTnl0-TetS)2 , R(zgb-210:: Tnl0) (TetS), endAl [dcm];
M15 [pREP4] (NaP, Str°, Rif’, Thi", Lac™, Ara’, Gal', Mil, F", RecA”, Uvwr", Lon™) [Km',

lacl, 3.74 kb].

Plazmidi koriS¢eni ili konstruisani u ovom radu prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Koris¢eni i konstruisani plazmidi.

referentne karakteristike

referenca

Amp', Gm®, 5’UTR kgmB gena
(EcoRl/BamHI) sa T7
promotorom na 5' kraju

subkloniran u pUC19 (2.8 kb)

(Markovi¢, 2005)

Amp', Gm®, 5’UTR kgmB gena
(EcoRl/BamHI) sa mutiranom RS
i sa 77 promotorom na 5' kraju
subkloniran u pUC19 (2.8 kb)

ovaj rad

pUCK-RmRS’

Amp', Gm®, 5’UTR kgmB gena

(EcoR1/BamHTI) sa mutiranom

RS’ i sa 77 promotorom na 5'

kraju subkloniran u pUC19 (2.8

ovaj rad




kb)

pUCK-RAA

Amp', Gm®, 5’UTR kgmB gena
(EcoR1/BamHI) sa mutirane obe

potencijalne regulatorne sekvence
i sa 77 promotorom na 5' kraju

subkloniran u pUC19 (2.8 kb)

ovaj rad

P3’HDVobe

5 UTR kgmB genasaRS i RS’
subkloniran u 3°-HDV plazmid

(Jovicié, 2005)

P3’HDVRS’

5> UTR kgmB gena sa RS’
subkloniran u 3’-HDV plazmid

(Jovicic, 2005)

pUAK 1

Amp', Gm', skraéeni kgmB
fragment (Smal/HindIIl)
subkloniran u pUC19 (4.2 kb)

(Milojevié, 1998)

pLAK1

Amp', Gm', skraceni kgmB
fragment (Sall/Sall) subkloniran u
pP.t17G (3.7 kb)

(Milojevié, 1998)

pQEK-N

Amp', Gm', kgmB gen
(BamHl/Hindl1lI) subkloniran u
pQE30 (4.3 kb)

(Markovi€ et al., 2005)

pAK1

Amp', Gm®, AkgmB-lacZ fuzija u
pPLLI7G (6 kb)

(Vajié et al., 2004)

pPMKT]1

Spc'/Sm’, Gm®, Akgm-lacZ fuzija
u pMS421 (7.7 kb)

(Vaji€ et al., 2004)

pAKC1

Amp', AkgmB-lacZ fuzija sa
mutiranom RS u pP1t17G (6 kb)

(Vajié et al., 2004)

pUKT7

Amp’, Gm®, poCetak kgmB gena
(EcoR1/Bglll) sa T7 promotorom
na 5' kraju subkloniran u pUC19

(3 kb)

ovaj rad
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pUAKIATG

Amp’, Gm®, predvorje kgmB gena
(EcoRl/blant) subklonirano u
pUCI19 (3.2 kb)

ovaj rad

pPMAKIATG Spc’/ Sm', predvorje kgmB gena ovaj rad
(EcoR1/HindlIl) subklonirano u
pMS421 (4.9 kb)

pKI1T7 Amp', Gm®, AkgmB-lacZ fuzijau | Lidija Vukovi¢,

pP1t17G koja ne sadrzi deo
potencijalnog ABC transportera
(5.85kb)

neobjavljeni rezultati

PMKTIATG

Spc'/ Sm", Gm®, Akgm-lacZ fuzija
u pMS421 bez kodirajuéeg dela
kgmB gena (7.5 kb)

ovaj rad

pHDV-Plsgm

Amp’, 5'UTR sgm gena od P1
promotora (EcoR1/Nhel)
subkloniran u 3’'HDV

(1lié-Tomié, 2010)

pUMK 33

Amp', Gm', sgm gen (Sall/Sall)
subkloniran u pUC19 (3.82 kb)

pF6

Amp', Gm®, sgm-lacZ fuzija u
pPLI7G (5.9 kb)

(Kojié et al., 1992)
(Kojié et al., 1996)

pMMI

Spc'/ Sm', Gm’®, sgm-lacZ fuzija u
pMS421 (7.8 kb)

(Miljkovié and Vasiljevié,
2002)

pLST1317

Amp', Gm', grmA gen
(Sall/Sall/Sall) subkloniran u
pUCI19 (3.7 kb)

(Vasiljevi¢ and Cundliffe,
1190)

u pMS421 (7.6 kb)

pMG181 Spc’/ Sm', deo grmA gena ovaj rad
subkloniran u pMS421 (4.6 kb)
pMG Spc/ Sm',Gm®, grmA-lacZ fuzija | ovaj rad
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pMS421 Spc'/ Sm', lacF, (5.5 kb) (Heath and Weinstock,
1991)
pPLtl7G Amp', (2.5 kb) (Konstantinovi¢ et al.,
1991)
pMC1871 Tet", (7.5 kb), fuzioni vektor Pharmacia
pUC18 Amp', lacZ (2.7 kb) (Yanish-Perron et al., 1984)
pUCI19 Amp', lacZ (2.7 kb) (Yanish-Perron ef al., 1984)
pBluescript II SK+/- | Amp', lacZ (2.9 kb) Stratagene
[ pUPtI Amp", Pt promotor ovaj rad
(EcoRI/Pvull) subkloniran u
pUC19(2.9 kb)
pMPtl Spc'/ Sm', Pzt promotor ovaj rad

(EcoR1/Pvull) subkloniran u
pMS421 (4.4 kb)

2. Medijumi za rast bakterija

Bakterijski sojevi su gajeni na Evrstim ili teénim podlogama sa LB hranljivim

medijumom (1% bakto-tripton, 0.5% NaCl, 0.5% kvascev ekstrakt, pH 7.5; za Cvrste

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

zavisnosti od eksperimenta, u medijum su dodavani antibiotici ampicilin (100 pg/ml),

gentamicin (30 pg/ml), kanamicin (25 pg/ml), tetraciklin (15 pg/ml) i spektinomicin (50

pg/ml). Za detekciju aktivnosti B-galaktozidaze (plavo-bela selekcija) na ¢vste podloge je

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

Za indukciju lac promotora kori$¢en je izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) u finalnoj

koncentraciji od 1 mM. Svi sojevi su gajeni na 37°C.
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3. Transformacija E. coli

Kompetentne DH5a E. coli su pripremane kalcijum-hloridnom metodom (Hanahan,
1983). Pojedinacne kolonije su zasejavane u 5 ml LB medijuma, inkubirane preko no¢i
(37°C, 180 obrt/min), a potom su kulture razblaZivane 1000x u sveZem LB medijumu i
dalje inkubarane pod istim uslovima, do srednje logaritamske faze rasta (ODggo= 0.5).
Nakon toga celijski rast je zaustavljan hladenjem kulture (10 min na +4°C). Ohladena
kultura je taloZena (10 min, 6000 obrt/min na +4°C, Sorvall SS34 rotor), a ¢elije iz taloga
su resuspendovane u istoj zapremini hladnog 0.1 M CaCl, i inkubirane 15 min na ledu.
Nakon inkubacije, celije su taloZzene kao i u predhodnom koraku, zatim paZljivo
resuspendovane u 12.5 puta manjoj zapremini hladnog RF2 pufera (10 mM MOPS, pH 6.8;
10 mM RbCl; 75 mM CaCly; 15% glicerol) i inkubirane 15 minuta na ledu. Po zavrSenoj
inkubaciji, suspenzija Celija je podeljena u alikvote od po 0.2 ml koji su trenutno
zamrzavani u te€nom azotu i Cuvani na -80°C do kori$¢enja.

Prilikom koriS¢enja, zamrznute kompetentne celije su otapane na ledu. Suspenziji
kompetentnih ¢elija dodavana je DNK (u zapremini manjoj od 20 pl, ukupne koli¢ine DNK
manje od 0.2 ug) i suspenzija je inkubirana 10 do 60 minuta na ledu. Nakon inkubacije
¢elije su izlagane termitkom stresu u trajanju od 2 min na 42°C i 5 min na ledu. Celije su
posttransformaciono oZivljavane dodavanjem 0.8 ml sveZeg neselektivnog bogatog
medijuma i inkubiranjem na 37°C uz intenzivnu aeraciju od 30 do 60 minuta. Potom su
¢elije razmazivane na odgovarajuce selektivne podloge i inkubirane na 37°C do pojave
transformanata. Efikasnost transformacije bila je od 10°-10 transformanata po pg DNK, u
zavisnosti od nacina pripremanja.

Kompetentne E. coli NM522 éelije za jednokratnu upotrebu su takode pripremane
hemijskom metodom (Mandel and Higa, 1970). Pojedinatna bakterijska kolonija je
zasejavana u 5 ml LB medijuma. Nakon prekonoéne inkubacije (37°C; 180 obrt/min),
kultura je razblaZivana 1000x u svezem LB medijumu i dalje inkubirana pod istim
uslovima do srednje logaritamske faze rasta (ODgo= 0.5). Rast €elija je zaustavljan
inkubacijom kulture na ledu 10 minuta. Posle taloZenja 1.5 ml kulture centrifugiranjem (10

minuta na 5000 obrt/min, +4°C, mikrocentrifuga) talog Celija je resuspendovan u 1.5 ml
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hladnog 0.1 M CaCl,. Suspenzija je inkubirana na ledu 30 minuta. Nakon inkubacije, éelije
su taloZene kao u prethodnom koraku, a potom resuspendovane u 50 pl hladnog 0.1 M
CaCl,. Nakon inkubacije 30 min na ledu u ¢elijsku suspenziju je dodavana DNK i dalje
nastavljan rad po ve¢ opisanoj proceduri za E. coli DH5a Celije. -

Kompetentne E. coli M15 ¢elije za jednokratnu upotrebu su pripremane na isti na¢in
kao i1 kompetentne E. coli NM522 ¢éelije, ali su bakterijske kulture gajene u LB medijumu

sa dodatkom kanamicina (finalna koncentracija 25 pg/ml) radi selekcije pREP plazmida.

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

Pri izolaciji plazmidne DNK polazi se od prekonoéne kulture E. coli NM522 koja je
dobijena zasejavanjem pojedinacnih kolonija u 3 ml LB medijuma, uz obavezno dodavanje
odgovarajuceg antibiotika (Bimboim and Doly, 1979). Talog dobijen centrifugiranjem
prekono¢ne kulture, koja je rasla na 37°C uz aeraciju pri 180 obrt/min, resuspendovan je u
100 pl sveZeg rastvora lizozima (2 pg lizozima u 1 ml destilovane vode). Posle inkubacije
od 5 min na sobnoj temperaturi dodavano je 200 ul sveze pripremljene smeSe 1% SDS-a i
0.2 M NaOH. Nakon laganog mesanja u dobijeni lizat je dodavano 150 ul 3M CH3COONa
pH 4.5, smeSa inkubirana 10 min na -20°C, a zatim centrifugirana 20 min na 13000
obrt/min u mikrocentrifugi na +4°C, pri ¢emu su istaloZeni ostaci citoplazmatske
membrane, proteini i DNK vezana za membranu. Dobijeni supernatant u kome se nalazi
plazmidna DNK prebacivan je u Ciste Eppendorf epruvete, a potom je radena ekstrakcija
proteina dodavanjem 200 pl neutralnog fenol-hloroforma (1:1), vorteksovanjem i
centrifugiranjem (10 min na sobnoj temperaturi (RT); 13000 obrt/min; mikrocentrifuga).
Vodena, gornja faza je pazljivo prebacivana u Ciste epruvete, a zatim je vriena precipitacija
dodavanjem 2 zapremine hladnog 95% etanola (-20°C). Precipitat je staloZen
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 osu$en pod
vakuumom i resuspendovan u 50 pl TE pufera (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5)
koji sadrzi RNazu A u finalnoj koncentraciji od 0.2 mg/ml.

Za izolaciju plazmidne DNK iz E. coli DH5a kori¥¢ena je metoda, koja je takode

zasnovana na alkalnoj lizi. Talog dobijen centrifugiranjem 3 ml prekono¢ne kulture
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resuspendovan je u 100 pl rastvora PI (50 mM Tris-HCI, 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
promesano, a potom dodavano joS 150 pl rastvora PIII (3 M CH3;COOK pH 5.5) i lagano
promeSano okretanjem Eppendorf epruvete. Nakon inkubacije na ledu u trajanju od 10
minuta, uzorci su centrifugirani (RT; 13000 obrt/min; mikrocentrifuga). Dobijeni
supernatant u kome se nalazi plazmidna DNK prebacivan je u &iste Eppendorf epruvete, a
zatim je vrSena precipitacija dodavanjem 1 ml 95% etanola (-20°C). Sledilo je
centrifugiranje u trajanju od 10 minuta (RT; 13000 obrt/min; mikrocentrifuga). Po
odlivanju supernatanta talog je resuspendovan u 500 pl rastvora PIV (100 mM Na-acetat,
pH 6), a potom je vrSena precipitacija dodavanjem 1 ml 95% etanola (-20°C) i
centrifugiranjem (10 min na RT; 13 000 obrt/min; mikrocentrifuga). Dobijeni talog je susen
pod vakuumom i resuspendovan u 100 pl TE pufera (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
7.5).

Za dobijanje vece koliCine ili bolje prei§¢avanje, plazmidna DNK je izolovana
koriS¢enjem komercijalnih rastvora (QIAGENE Plasmid Midi Kit i QITAGENE Mini-prep
Kit, QIAGENE). Oba kita se zasnivaju na alkalnoj lizi bakterija (Birnboim, 1983) i

pre€iS¢avanju plazmida na komercijalnoj koloni koja specifi¢no vezuje DNK.

5. Enzimske reakcije sa DNK

5.1. Obrada DNK restrikcionim enzimima

Plazmidna DNK obradivana je restrikcionim endonukleazama prema uputstvu
proizvodaca datog enzima. Digestije su se odvijale u puferima specifiénim za restrikcione
enzime (Pharmacia i Fermentas). Inaktivacija restrikcionih enzima vrSena je, gde je to bilo

moguce, inkubacijom 20 minuta na 65°C, odnosno 15 minuta na 85°C.
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5.2. Defosforilacija 5' slobodnih krajeva DNK

Defosforilacija 5' slobodnih krajeva fragmenata DNK vrSena je alkalnom
fosfatazom (CIAP, Fermentas) po uputstvu proizvodaca gde je DNK inkubirana sa 1 U
enzima, 30 minuta na 37°C. Enzim je na kraju reakcije termicki inaktiviran inkubiranjem

15 minuta na 85°C.

5.3. Ligiranje DNK fragmenata

Ligiranje molekula DNK radeno je u komercijalnom ligacionom puferu sastava: 40
mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, a T4 DNK ligaza
(Fermentas) dodavana je u desetomikrolitarske reakcije u koli€ini koja odgovara 1 Weiss
jedinici. Reakcija se odvijala na 16°C u trajanju od najmanje 4 sata. Molarna koncentracija
inserta u reakciji odrzavana je tri do pet puta ve¢om od koncentracije vektora da bi se

favorizovala intermolekulska ligacija.

6. PreciS¢éavanje DNK fenolom

Uzorak DNK je razblazivan vodom do finalne zapremine od 200 pl. Po dodavanju
iste zapremine neutralnog fenol-hloroforma (1:1), uzorak je dobro promesan na vorteksu i
centrifugiran (10 minuta; 13000 obrt/min; mikrocentrifuga). Vodena, gornja faza je
pazljivo prebacivana u Ciste epruvete, a zatim je radena precipitacija dodavanjem 1/10
zapremine 3 M CH3COONa i 2.5 volumena hladnog 95% etanola (-20°C). Nakon
inkubacije na -70°C u trajanju od 20 minuta ili preko no¢i na -20°C, precipitat je staloZen
centrifugiranjem (20 min, 13000 obrt/min, +4°C, mikrocentrifuga). Dobijeni talog je
ispiran hladnim 70% etanolom (1 ml; -20°C), zatim osuSen pod vakuumom i

resuspendovan u vodi.
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7. Sinteza DNK reakcijom lancane polimerizacije (eng. Polymerase Chain

Reaction, PCR)

Sekvence prajmera koriS¢enih u PCR reakcijama su navedene u tabeli 2. Za

modifikaciju 5' kraja kgmB gena, radi uvodenja T7 promotora pomodéu kojeg bi se kasnije

sintetisale odgovaraju¢e RNK probe in virro, koriS€ena je reakcija lanane polimerizacije

(PCR) uz upotrebu odgovarajuéih prajmera (Pharmacia LKB ili Biosource).

Tabela 2. Prajmeri koriSc¢eni u reakcijama PCR-a.

Restrikciona mesta su podvuCena, plavom bojom je obeleZena sekvenca T7 promotora, a

crvenom pentanukleotid kojim se menja regulatorna sekvenca RS’

FkgmRNA100 (5' prajmer, uvodi
EcoRI

restrikciono  mesto i

promotor za T7 RNK polimerazu)

Ime prajmera Sekvenca prajmera

5'-CGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGG
AGAAGCCTCGCTAGGCTGG-3'

Rev.pr. ATG (3' prajmer, uvodi

BamHI restrikciono mesto)

5-CGGGATCCATCACAGGGTCCTCTCC-3

FkgmRNAMutl (5' prajmer, uvodi
ATAAA umesto RS)

5-AGCCTCGCTAGGCTGGACGGGCAGTGGAG
CGGGCGCGGGCGCCCGGCCCCCCGATAAAG
AACAGGTCGCGGCGGG-3

Bgl1II-kgm @3

pozicioniran iza Bg/II restrikcionog

prajmer,

mesta)

5-GGAGGGCGTCGTACTTGGG-3'

pLtl2 (5' prajmer, pozicioniran 5'u

odnosu na P;tl promotor, usmeren

ka polilinkeru pPLt17G plazmida)

5-CTTCAAGAATTCCCGGGATCTC-3'

REVATGBgl (3' prajmer, uvodi

Bgl restrikciono mesto)

5-TTAGATCTGGCATCACAGGGTCCTCTCC-3'
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FgrmSal (5' prajmer, uvodi Sall | 5~ ACGCGTCGACCGGAGGACTCGATGACG

restrikciono mesto) ACA-3'

RgrmBamHI (3' prajmer, uvodi | 5-CGGGATCCGAGATCTCATGCAGCCC-3'

BamHI restrikciono mesto)

PCR reakcije su pripremane u reakcionoj smesi od 50 pl sledeéeg sastava: 20 mM
Tris-HCI (pH 8.8 na 25°C), 10 mM (NH4),SO4, 10 mM KCl, 0.1 mg/ml BSA, 0.1% (v/v)
Triton X-100, 2 mM Mg SOy, 0.2 mM svaki dezoksinukleotid trifosfat (dNTP), 10 pmol
svakog prajmera, 1.25 U Pfu DNK polimeraze (Fermentas) i 50 ng plazmidne DNK
matrice. Kada je koriS¢ena Tag DNK polimeraza reakciona smesa od 50 pl je imala sledeéi
sastav: 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 3% DMSO, 0.2 mM svaki
dNTP, 10 pmol svakog prajmera, 1 U Taq DNK polimeraze (Pharmacia) i 50 ng plazmidne

DNK matrice. Reakcije su se odvijale po Semi prikazanoj u tabeli 3.

Tabela 3. Sema PCR reakcija.
temperatura faza reakcije

“hot start”

25 denaturacija dvolanéane DNK

ciklusa hibridizacija (eng. annealing),

PCR-a sinteza i elongacija

Pfu polimeraza

finalna elongacija

“hot start”

30 denaturacija dvolan¢ane DNK

ciklusa hibridizacija (eng. annealing)

PCR-a sinteza, elongacija

finalna elongacija

Taq polimeraza
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Pri svakom postavljanju PCR reakcije, kao negativna kontrola koriS¢ena je

reakciona smeSa koja je imala sve pomenute neophodne sastojke osim DNK matrice.

8. Elektroforeza DNK i RNK

Elektroforeza DNK je radena na horizontalnim agaroznim gelovima koji su
pravljeni otapanjem agaroze u TBE puferu (89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM
EDTA, finalno pH 8.3) sa etidijum bromidom u finalnoj koncentraciji od 0.5 mg/ml. Kao
pufer za elektroforezu koriS¢en je TBE puffer (Maniatis ef al., 1989). Agarozni gelovi
razliCitog procenta (1-2%) kori$¢eni su u zavisnosti od veli¢ine DNK molekula koje je
trebalo razdvojiti. Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 1-10 V/ecm gela.
Velic¢ine fragmenata DNK dobijenih posle digestije restrikcionim enzimima odredivane su
poredenjem njihove elektroforetske pokretljivosti sa standardima molekulskih masa. U
eksperimentalnom radu su kori$¢eni slede¢i markeri molekulskih veli¢ina:

- A DNK digerirana HindIII i EcoRI restrikcionim enzimima pri ¢emu su dobijeni
fragmenti DNK duzine: 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) - sadrzi fragmente DNK veli¢ine od 100 do
2000 bp, koji se medusobno razlikuju za 100 bp;

- GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) - sadrzi fragmente DNK
veli€ine od 100 do 3000 bp pri ¢emu su signali koji odgovaraju DNK fragmentima veli¢ine
500 bp i 1000 bp intenzivniji;

- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas) - sadrzi fragmente DNK veli¢ine od
250 do 10 000 bp pri €emu su signali koji odgovaraju DNK fragmentima veli¢ine 1, 31 6
kb intenzivniji.

Razdvajanje uzoraka pradeno je kretanjem fronta indikatorske boje (bromfenol
plavo i ksilencijanol), a detekcija uzoraka na gelu postizana je njihovim osvetljavanjem

ultra-ljubicastim svetlom (266nm).
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Za razdvajanje RNK ili ¢cDNK molekula u “toeprint” eksperimentu ili u
cksperimentu mapiranja sekundarnih struktura u okviru 5’UTR kgmB, odnosno sgm gena,
koriS¢en je 8% ili 6% denaturiSuci poliakrilamidni gel (PAG). Za 60 ml 8% gela koriséeno
Jje 30 g uree, 16 ml 30% akrilamida (38 g akrilamida i 2 g bisakrilamida na 100 ml), 6 ml
10xTBE pufera, vode koliko je potrebno da se dostigne finalna zapremina, 0.4 ml 10%
amonijum-persulfata i 20 ul TEMED-a. Elektroforeza je izvodena u 1XxTBE puferu pri
konstantnoj snazi od 60 W, pri ¢emu je voltaza bila 1500-1900 V, a jagina struje 30-50 mA.
Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi su suseni i stavljani na ekspoziciju sa "X-ray” filmovima
na temperaturi od -70°C.

Za razdvajanje RNK i protein-RNK kompleksa u eksperimentima usporene
elektroforetske pokretljivosti koriS¢en je 8% nedenaturiSuéi poliakrilamidni gel (PAG). Za
50 ml 8% gela koriS¢enoje 13.35 ml 30% akrilamida (38 g akrilamida i 2 g bisakrilamida
na 100 ml), 2.5 ml 10xTBE pufera, vode koliko je potrebno da se dostigne finalna
zapremina, 0.4 ml 10% amonijum-persulfata i 20 ul TEMED-a. Elektroforeza se odvijala u
hladnoj sobi (+4°C) u 0.5xTBE puferu, pri 250 V i 25 mA u trajanju od 1h i 45 min. Po
zavrSenoj elektroforezi, gelovi su suSeni i stavljani na ekspoziciju sa "X-ray” filmovima na

temperaturi od -70°C.

9. Elucija DNK i RNK iz gela

Za izolaciju fragmenata DNK dobijenih se¢enjem restrikcionim enzimima ili u PCR
reakciji iz agaroznog gela su isecani delovi u kojima se nalazi Zeljeni DNK fragment. Po
potrebi je radena elektroelucija Zeljenog DNK fragmenta gde je ise€eni komad gela stavljan
u crevo za dijalizu ispunjeno TBE puferom. Pod uticajem elektri¢nog polja (100 V, 1h)
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 ve¢ opisani naéin.
Povremeno je radena i elucija DNK iz gela pomocu kita ,,QIAquick Gel Extraction Kit”
firme QIAGEN po priloZzenom uputsvu.

RNK molekuli, produkti in vitro transkripcije sa T7 polimerazom, su eluirani iz 6%
denaturiSuceg poliakrilamidnog gela. Deo gela sa ogekivanom duzinom RNK je usitnjavan,
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a potom inkubiran preko no¢i u 3-5x vecoj zapremini elucionog pufera (0.5M
CH;COONH,4, ImM EDTA, 0.1% SDS-AMBION) u hladnoj sobi (+4°C), uz Sejkiranje. Po
zavr$enoj inkubaciji odvajana je te¢na faza, u nju dodavan etanol u 2.5x vecoj zapremini,
uzorak dalje inkubiran 30 minuta na -70°C, a RNK iztaloZena centrifugiranjem (20 minuta,
13000 obrt/min, +4°C, mikrocentrifuga). Dobijeni talog je ispiran hladnim 70% etanolom

(1 ml; -20°C), zatim osuSen pod vakuumom i resuspendovan u DEPC-vodi.
10. Sekvenciranje DNK

Sekvenciranje plazmidne DNK je radeno na aparatu "Applied Biosystems ABI
Prism 3100 DNA Sequencer” u Padovi ili na aparatu "Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer” u IMGGI. U drugom slu€aju su reakcije za sekvenciranje pripremane po
uputstvu iz "DNA BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit”". Reakciona smeSa
ukupne zapremine 8 pl je sadrzala 3l rastvora "Ready Reaction Mix", 1ul odgovarajuceg
prajmera koncentracije 3.2pmol/ul, 3.6 pl plazmidne DNK preciS¢ene na afinitetnoj
kolonici (150 —300ng) i 0.4 pl DMSO, a umnoZavanje je vr§eno po programu:
. 96°C / 1min
J 96°C / 10sec
. 50°C / 5sec } 25 ciklusa
. 60°C / 4min

Reakcije sekvenciranja su preci$€avane tako $to je prvo dodavano 40ul rastvora A
(1.2 ml 3M Na-acetata (pH 5.2), 25 ml etanola visokog stepena Cistoce i 5.8 ml ddH,0), a
potom je sledila precipitacija centrifugiranjem (10 minuta; sobna temperatura; 13000
obrt/min; mikrocentrifuga). Po odlivanju supernatanta talog je ispiran dva puta sa po 200ul
70% etanola, a uzorci taloZeni centrifugiranjem pod istim uslovima, kao u prethodnom
koraku. Dobijeni talog je suSen na sobnoj temperaturi i na kraju resuspendovan u 20 — 25pul
rastvora HiDi Formamide. Sledila je elektroforeza na aparatu "Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer” i analiza sekvence pomocu softvera "Sequencing Analysis Software

v5.2" (Applied Biosystems).
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11. Ekspresija i preciS¢avanje rekombinantnih proteina

E. coli soj M15 je transformisan ekspresionim vektorima pQEK-N i pQESS, a
dobijeni transformanti su selektovani na LB podlogama sa ampicilinom, pri éemu je u
podlogu dodavan i kanamicin radi selekcije pREP plazmida. Funkcionalnost Hise-KgmB i
Hise-Sgm fuzionih proteina proveravana je zasejavanjem sojeva koji nose ove plazmide na

LB podloge sa gentamicinom.
11.1. Ekspresija proteina na velikoj skali i izolovanje ukupnih proteina iz E. coli

Za preciS€avanje Hisc-KgmB i Hisg-Sgm fuzionih proteina bakterije su gajene na
vecoj skali. Pet mililitara prekonoéne kulture E. coli M15/pQEK-N ili E. coli M15/pQESS5
zasejano je u 250 ml LB medijuma sa ampicilinom (50 pg/ml) i kanamicinom (25 pg/ml) i
inkubirano na 37°C, 180 obrt/min do ODgy=0.5. Potom je indukovana ekspresija proteina
dodavanjem 1mM IPTG-a, a ¢elije ostavljene da dalje rastu pod istim uslovima jo§ 4h. Po
isteku ovog vremena bakterijske Celije su sakupljane centrifugiranjem (5000 obrt/min, 20
minuta, +4°C, Sorvall GSA rotor) nakon Cega su ili kori§¢ene neposredno za preciscavanje
rekombinantnih proteina ili cuvane na -20 °C do dalje upotrebe.

Talog bakterijske kulture je resuspendovan u 10 ml pufera za lizu (50 mM
NaH,PO4, 300 mM NaCl, pH 8.0) sa 1 mg/ml lizozima. Inkubacija na ledu je trajala 30
minuta. Tretman lizozimom omogucava stvaranje pora u celijskom zidu i efikasnije
oslobadanje ¢elijskog sadr¥aja u procesu mehanitkog lomljenja u francuskoj presi. Celije
su razbijane propustanjem kroz francusku presu 3 puta pri pritisku 16000 Ib/in*. Nakon
mehanic¢kog lomljenja ¢éelija u lizat je dodata DNaza I do koncentracije 5 pg/ml i uzorak je
inkubiran 15 min na ledu. Potom je lizat provuden kroz iglu 2 puta i centrifugiran 30
minuta na 10000 obrt/min, +4 °C, Sorvall SS34 rotor. Supernatant je filtriran kroz 0.45 pm

filter i nanoSen na kolonu za afinitetnu hromatografiju.
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11.2. PreciS¢avanje rekombinantnih proteina metal afinitetnom hromatografijom pod

nativnim uslovima

Rekombinantni Hise-KgmB i Hisg-Sgm proteini pre¢i§€avani su imobilizovanom
metal afinitethom hromatografijom (Porath et al., 1975) pod nativnim uslovima, a kao
matriks je koriS¢ena Ni-NTA agaroza (Ni-nitrilotriacetic acid agarose, QIAGEN). Ova
tehnika se zasniva na reverzibilnoj reakciji izmedu boénih lanaca histidina i imobilisanih
metalnih jona uz stvaranje dve nove koordinatne veze. Uzorak je nanet na Ni-NTA
kolonicu prethodno ekvilibrisanu puferom za lizu. Nakon ulaska celokupnog uzorka u
matriks, kolona je ispirana puferom za ispiranje (50 mM NaH,;PO,4, 300 mM NaCl, 10%
glicerol, pH 6.0). Protein je eluiran imidazolom rastvorenim u puferu za ispiranje. Za
eluciju su kori$¢ene koncentracije imidazola od 0.1 - 0.5 M. Sakupljene frakcije analizirane

su na SDS-PAGE. Uzorci proteina su ¢uvani na -80°C. Radni stokovi su ¢uvani na -20°C.

11.3. Dijaliza proteina

Za potrebe eksperimenta u kom je pracen uticaj dodatih Hise-KgmB i Hiss-Sgm
proteina na in vitro sintezu proteina bilo je potrebno promeniti pufer u kome je His¢-KgmB
protein eluiran sa Ni-NTA agaroze. Odredena zapremina izolovanog proteina stavljena je u
crevo za dijalizu, potopljena u 1000x vecu zapreminu pufera za dijalizu (50 mM HEPES-
KOH, 10 mM MgCl,, 50 mM NH4Cl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 10% glicerol) i inkubirana
4h na +4°C uz stalno me$anje. Nakon toga pufer za dijalizu je zamenjen sveZim i dijaliza je

nastavljena preko no¢i.

11.4. Ekstrakti kultura iz kojih su preciS¢avani His¢-KgmB i His¢-Sgm fuzioni proteini

Prekonoc¢ne kulture E. coli M15/pQEK-N ili E. coli M15/pQESS su razblazivane
1000x u 10 ml LB medijuma sa ampicilinom (50 pg/ml) i kanamicinom (25 pg/ml), a
uzorci dalje inkubirani na 25°C, 180 obrt/min do ODgy=0.5. Sledila je indukcija
dodavanjem 0.1 mM IPTG, a istovremeno su kulturama dodavani i antibiotici rifampicin

(200 pg/ml) i puromicin (50 pg/ml). Nastavljena je inkubacija pod istim uslovima u trajanju
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od 30 minuta nakon Cega su bakterijske ¢elije sakupljane centrifugiranjem (5000 obrt/min;
10 minuta; Eppendorf 5804 R). Talozi bakterijskih kultura su resuspendovani u 0.5 ml
pufera za lizu (50 mM NaH,;PO,, 300 mM NaCl, pH 8.0) sa 1 mg/ml lizozima i inkubirani
na ledu u trajanju od 30 minuta. Bakterijske ¢éelije su razbijane na sonifikatoru "Soniprep
150 Ultrasonic Disintegrator” (3 pulsa u trajanju od 20 sekundi sa amplitudom koja
odgovara 70% maksimalne i jednominutnim pauzama tokom kojih se uzorci drzani na
ledu), nakon €ega je sledilo centrifugiranje (10000 obrt/min; 10 minuta; mikrocentrifuga).
Ovako dobijeni supernatant je ili koriSéen direktno u eksperimentima usporene
elektroforetske pokretljivosti ili podvrgavan dodatnom centrifugiranju (14000o0brt/min; 30
minuta; mikrocentrifuga) radi dobijanja supernatanta oznaenog kao S30 ekstrakt, a koji ¢e

se dalje koristiti u istim eksperimentima.

12. Analiza proteina SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom

Elektroforetska analiza proteina radena je na poliakrilamidnim gelovima pri
denaturiSu¢im uslovima u diskontinuiranom puferskom sistemu (Laemmli, 1970). Koris¢en
je gel za razdvajanje (eng. running gel) koncentracije akrilamida od 12.5% ili 10% u
rastvoru sastava: 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8; 0.1% SDS; 0.001% TEMED; 0.1% amonijum
persulfat. Gel za koncentrovanje proteina (emg. stacking gel) je nalivan nakon
polimerizacije gela za razdvajanje, a sadrzao je: 5% akrilamid; 0.125 M Tris-HCI 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
slede¢i: 0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8; 2% SDS; 10% glicerol; 5% B-merkaptoetanol i
0.0025% bromfenol plavo. Pre nanoSenja na gel uzorci su dodatno denaturisani
inkubacijom od 5 minuta na 95°C. Parametri strujnog kola su podesavani u zavisnosti od
veli¢ine gela te su za gel veliine 10 cm x 8 cm iznosili: 25 mA, 130 V, 1.5 h. Detekcija
proteina u gelu vrSena je fiksiranjem i bojenjem u rastvoru koji sadrZzi 0.025% boju
Coomasie Brilliant Blue (CBB) R-250, 45% metanol i 10% siréetnu kiselinu. Gel je
inkubiran u rastvoru za bojenje 1-2 h na sobnoj temperaturi uz mesanje. Nakon bojenja gel

je odbojavan u rastvoru 45% metanola i 10% sircetne kiseline, nekoliko sati na sobnoj
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temperaturi. Potpuno obezbojavanje do pojave jasnih traka proteina postizano je ispiranjem

gela u 7% sircetnoj kiselini preko no¢i.

13. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana 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 odredivanje koncentracije proteina kori§¢ena je mikroesej
procedura koja podrazumeva meSanje 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 prevodene u koncentraciju
proteina ekstrapolacijom sa krive koja predstavlja zavisnost Asgs od poznatih koncentracija

proteinskog standarda (BSA, eng. bovin serum albumin).

14. Ispitivanje interakcije RNK i Sgm proteina metodom usporene
elektroforetske pokretljivosti ili EMSA ( eng. electrophoretic mobility
shift assay)

Metoda usporene elektroforetske pokretljivosti je jednostavna i osetljiva metoda za
odredivanje interakcija izmedu proteina i RNK. Metoda je zasnovana na razdvajanju
kompleksa protein-RNK i slobodne RNK u nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu.
Kompleksi proteina i RNK se detektuju u vidu traka ¢ija je elektroforetska pokretljivost
manja u odnosu na slobodnu RNK. Tokom izvodenja ovog eksperimenta prvo se sintetiSe i
obelezava RNK proba, potom se za nju vezuje protein i finalno odreduje smanjene

elektroforetske pokretljivosti kompleksa protein-RNK.

14.1. Pripremanje DNK matrice za in vitro transkripciju

5 UTR kgmB gena je umnoZavan i modifikovan reakcijom PCR-a kori$¢enjem 5’

prajmera FkgmRNA100 koji uvodi EcoRI restrikciono mesto i promotor za T7 RNK
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polimerazu, i 3' prajmera Rev.pr.ATG, koji neposredno iza ATG start kodona uvodi BamHI
restrikciono mesto. Kao matrice za PCR su kori$¢eni razli€iti plazmidi tako da se finalno in
vitro transkripcijom dobijaju Cetiri razlicite kgmB RNK probe sa kombinovanim wt i
mutiranim potencijalnim regulatornim sekvencama (mRS i mRS’). Sa matrice pAKCl1 je
umnoZen 5’ UTR kgmB gena sa mutiranom RS i wt varijantom RS’, analogno prethodno
opisanom eksperimentu gde je umnoZen 5° UTR kgmB gena sa wt varijantama RS iRS’
(Markovi¢, 2005). Potencijalna regulatorna sekvenca RS’ je u PCR-u sa prajmerima
FkgmRNAMutl i Rev.pr.ATG mutirana, a potom je produkt ove PCR reakcije posluzio kao
matrica za drugi PCR, gde je 3' prajmer bio isti, a kao 5’ prajmer je kori§¢éen FkgmRNA100
koji uvodi EcoRI restrikciono mesto i promotor za T7 RNK polimerazu. Obe PCR reakcije
su izvedene pomoc¢u Pfu DNK polimeraze po $emi opisanoj u poglavlju III-7. Na ovaj
nacin je umnoZen 5° UTR kgmB gena sa wt varijantom RS i mutiranom RS’, ukoliko je
koriS¢en pUAK1 plazmid kao matrica za prvi PCR. Kada je kao matrica za prvi PCR
koriS¢en plazmid pAKC1 u prvom PCR-u je umnoZen 5° UTR kgmB gena sa obe mutirane
potencijalne regulatorne sekvence (mRS i mRS’), a u drugom PCR-u je uvedeno EcoRI
restrikciono mesto i promotor za T7 RNK polimerazu. Dobijeni PCR produkti su, radi
lakSeg Cuvanja i manipulacije, uklonirani u plazmid pUC19 &ime su dobijeni plazmidi
pUCK-RmRS, pUCK-RmRS’ i pUCK-RAA (tabela 1). Ovi plazmidi su ili sefeni sa
BamHI, potom preciS¢avani precipitacijom i finalno resuspendovani u DEPC-vodi, pa su
kao takvi bili matrica za in vitro transkripciju, ili je iz njih EcoRl/BamHI digestijom
izdvajan odgovaraju¢i DNK fragment koji je pre¢i§¢avan na isti na¢in kao i sam plazmid,
da bi finalno posluzio kao matrica za sintezu RNK molekula.

5’ UTR kgmB gena je takode umnoZavan i modifikovan u reakciji PCR-a sa veé
pomenutim FkgmRNA100 5’ prajmerom (uvodi EcoRI restrikciono mesto i promotor za T7
RNK polimerazu), i Bglll-kgm 3' prajmerom. Sama PCR reakcija se odvijala po $emi za
PCR sa Taq DNK polimerazom (poglavlje 111-7), a produkt PCR reakcije je nakon digestije
sa EcoRI i Bglll restrikcionim enzimima ukloniran u plazmid pUCI19 i dobijen je plazmid
oznacen kao pUKT?7.

Kao matrica za sintezu RNK koja ¢e biti nespecifiéni kompetitor u EMSA

eksperimentima kori$¢en je plazmid pBluescript II SK+/- linearizovan Xbal ili EcoRV
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enzimom. Na ovaj nacin se sa T7 promotora prepisuje polilinker plazmida pBluescript 11
SK+/- do mesta secenja i dobija se u prvom slu¢aju RNK molekul veli¢ine 93 nukleotida ili

u drugom slucaju RNK molekul veli¢ine 55 nukleotida.

14.2. Sinteza RNK reakcijom in vitro transkripcije sa T7 RNK polimerazom

Za sintezu RNK reakcijom in vitro transkripcije koriséen je "T7-MEGAshortscript
kit” (Ambion). Reakciona smesa zapremine 20 ul sastojala se od 2 ul 10x koncentrovanog
reakcionog pufera, po 2 pl svakog ribonukleotida (75 mM), 2 ul T7 enzimske smese i 200
ng DNK matrice u slu¢aju eluiranog fragmenta, odnosno 5 pg u sluéaju linearizovanog
plazmida. Reakcija se odvijala 3 h na 37°C. DNK je nakon reakcije in vitro transkripcije
uklanjana tretmanom sa DNazom I prema uputstvu proizvodada. Sintetisana RNK
proveravana je elektroforetski na 2% nedenaturiSuéim agaroznim gelovima, a ta¢na
koncentracija RNK u ovom i svakom daljem koraku odredivana je spektrofotometrijski
merenjem ODs6. Po zavrSenoj sintezi RNK molekula reakcionoj smesi je dodato 6 pl 5 M
NaCl i voda do 200 pl. Enzim (T7 polimeraza) je uklonjen tretmanom sa fenolom po
opisanoj proceduri za preciS¢avanje DNK, a vodena faza je nakon toga na isti nacin
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 staloZen
centrifugiranjem (20 minuta; 13000 obrt/min; +4°C; mikrocentrifuga). Dobijeni talog je
ispiran hladnim 70% etanolom, zatim osu$en pod vakuumom i resuspendovan u vodi.
Uzorci RNK &uvani su na -80°C. Za sintezu RNK je koridéen i "TranscriptAid"™T7 High
Yield Transcription Kit” firme Fermentas, a sama reakcija, sli¢na prethodno opisanoj kod

"T7-MEGAshortscript kit” firme Ambion, se odvijala po uputstvu proizvodada.

14.3. Defosforilacija 5' kraja RNK molekula

Da bi se sintetisani RNK molekul radiokativno obeleZio na 5' kraju, neophodna je
njegova defosforilacija. RNK dobijena in vitro transkripcijom (oko 1pug odnosno 200 pmol)
rastvorena je u puferu za alkalnu fosfatazu (50 mM Tris-HCI, pH 9; 1 mM MgCl,) i
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inkubirana sa 1 U bakterijske alkalne fosfataze (BAPA19, Amersham Pharmacia) 1 h na
37°C. Enzim je na kraju reakcije termicki inaktiviran 15 minuta na 85°C. Zatim je enzim
uklonjen tretmanom sa fenolom, a RNK je iz vodene faze precipitirana po ve¢ opisanoj

proceduri.

14.4. Radioaktivno obelezavanje RNK molekula

RNK molekul je radioakativno obeleZavan fosforilacijom njegovog 5' kraja, pri
demu je koriséena T4 polinukleotid kinaza i **P-y-ATP. Reakciona smesa zapremine 15 pl
je sadrzavala 20-30 pmol defosforilisane RNK, 1.5 pl 10x kinaznog pufera (0.5 M Tris-HCI
pH 7.6, 0.1 M MgCl,, 50 mM DTT), 10U T4 polinukleotid kinaze (New England Biolabs) i
4 ul ¥*P-y-ATP (5000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia). Reakcija obelezavanja se odvijala
30 min na 37°C, a zaustavljena je inkubiranjem 10 min na -20°C. Zatim je obeleZzena RNK
proba propustana kroz Sephadex G-50 kolonice (prema uputstvu proizvodata — Amersham)
kako bi se uklonili neugradeni radioaktivni nukleotidi. Efikasnost obeleZavanja merena je
na scintilacionom brojacu (LKB Wallac 1219RACKBETA). ObeleZena RNK proba je
razblaZivana vodom do koncentracije koja ¢e dati 5000 cpm/ul, a to je odgovaralo koli¢ini

radioaktivne probe u jednoj reakciji.

14.5. Vezivanje proteina za RNK probu i odredivanje koncentracije proteina koja

dovodi do nastanka vidljivog protein-RNK kompleksa

Vezivanje preciS¢enog Hise-KgmB proteina za obeleZzeni RNK molekul se odvijalo
u reakcionoj smeSi zapremine 30 pl u puferu sledeceg sastava: 10 mM HEPES pH 7.6, 40
mM KCl, 3 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.01% Igepal CA-630. Koli¢ina RNK u reakciji
vezivanja odrZavana je konstantnom, dok je koli¢ina Hise-KgmB proteina linearno
povecavana da bi se odredila ona koncentracija proteina koja dovodi do pojave jasno
vidljivog protein-RNK kompleksa. U reakcionu sme$u dodavani su jo§ i 4U inhibitora
RNaze (RNAguard Ribonuclease Inhibitor (Porcine), Amersham Pharmacia) i 100 ng
kvaS¢eve tRNK kako bi se spretilo delovanje eventualno prisutne RNaze. Reakcija

vezivanja se odvijala 20 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga je dodavano 10 pl
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rastvora boje (25% glicerol, 0.05% brom-fenol plavo). Ovako pripremljeni uzorci su

analizirani na 8% nedenaturiSu¢em poliakrilamidniom gelu, $to je ve¢ prethodno opisano.

14.6. Vezivanje proteina za RNK u prisustvu specifi€nog i néspesiﬂénog kompetitora

U kompetitivnim esejima su specifiéni kompetitor (neobelezena RNK proba) i
nespecificni kompetitor (RNK dobijena transkripcijom polilinkera pBluescript II SK+/-
plazmida) dodavani u velikom visku u odnosu na obelezenu RNK probu. U reakcionoj
smesi sastava koji je ve¢ naveden u poglavlju III-14.4. je najpre 10 minuta inkubirana
neobeleZzena kompetitivna RNK sa ili bez proteina na sobnoj temperaturi. Inkubacija je
nakon dodavanja obeleZzene RNK probe nastavljena jo§ 20 minuta i na kraju su uzorci,

nakon dodatka rastvora boje, nanoSeni na 8% nedenaturiSu¢i poliakrilamidni gel.

15. "Filter binding” esej

Obelezeni RNK molekul kori¢en u "filter binding” eseju je pripreman na isti nacin
kao za potrebe EMSA eksperimenata, §to je detaljno opisano u odeljcima III-14.1. do III-
14.4. Sama reakcija vezivanja pre€is¢enog Hise-KgmB proteina za obeleZzeni RNK molekul
se takode odvijala na nacin ve¢ opisan u poglavlju III-14.5. Finalno su produkti reakcije,
umesto na 8% nedenaturi$uéi poliakrilamidni gel, nanoSeni na ,Hybond-C extra“
nitroceluloznu membranu na aparatu za "dot blot” (Minifold II; Schleicher & Schuell).
Nitrocelulozna membrana je pre nanoSenja reakcija inkubirana 15 min u istom puferu u
kome su se reakcije odvijale, kao i "Hybond-N+" najlonska membrana identi¢nih dimenzija
koja se nalazila ispod nje. Sledilo je suSenje obe membrane i ekspozicija sa "X-ray”

filmovima na temperaturi od -70°C radi detekcije signala.
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16. "Toeprint” esej

Metoda "toeprint” se zasniva na "primer extension" reakciji, kada MMLYV reverzna
transkriptaza tokom polimerizacije spadne sa RNK molekula nakon nailaska na stabilan
ternarni kompleks 30S-RNK-tRNK™, sto se detektuje u vidu trake, "toeprint" signala, na
denaturiSuéem poliakrilamidnom gelu. U nekim slucajevima je veza 30S ribozomalne
subjedinice sa RNK dovoljno stabilna i bez tRNK™, te se reverzna transkriptaza
zaustavlja i detektuje se "binarni kompleks". Preinkubiranjem RNK sa proteinom koji se
ispituje, ukoliko on zaista spreCava inicijaciju translacije, pre dodavanja ostalih
komponenti, spreava se formiranje ternarnog kompleksa, $to se na denaturiSu¢em
poliakrilamidnom gelu detektuje kao "hladenje" signala. Tokom izvodenja "toeprint" eseja
neophodno je najpre radioaktivno obeleZiti prajmer, a potom ga vezati za odgovarajuéi
RNK molekul. Sledi vezivanje 30S ribozomalne subjedinice u prisustvu tRNK™" i finalno,
sinteza ¢cDNK pomocu enzima reverzne transkriptaze. Radi odredivanja tacne pozicije
dobijenih signala neophodno je uraditi i didezoksisekvenciranje RNK molekula pomocu

istog prajmera.

16.1. Radioaktivno obelezavanje prajmera

Prajmeri su radioaktivno obeleZavani fosforilacijom 5' kraja, pri ¢emu je koriséen
enzim T4 polinukleotid kinaza i **P-y-ATP. Reakciona smesa ("annealing mix") zapremine
20 pl je sadrZala 2 pl prajmera (5 pmol/ul), 2 ul 10x kinaznog pufera (0.5 M Tris-HCI pH
7.6, 0.1 M MgCl,, 50 mM DTT), 1 ul T4 polinukleotid kinaze (10U/ul, Fermentas), 3 pl
2py-ATP (5000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia) i 12 pul DEPC-vode. Reakcija
obelezavanja se odvijala 45-60 minuta na 37°C, a potom je sledilo pre¢is¢avanje
obeleZenog prajmera. Zapremina reakcione sme$e je povecavana dodatkom 20 ul DEPC-
vode, a uzorak potom propuStan kroz Sephadex G-25 kolonice (prema uputstvu
proizvodaca — Amersham) kako bi se oslobodio od neugradenih radioaktivnih nukleotida.
Radioaktivno obeleZeni prajmer je sa (G-25 kolonice eluiran u zapremini od 33 ul DEPC-
vode te je finalno njegova koncentracija bila ~0.3pmol/ul. Efikasnost obelezavanja

prajmera merena je na scintilacionom brojac¢u (LKB Wallac 1219 RACKBETA).
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Tabela 4. Prajmeri kori§¢eni u "toeprint” eseju.

Naziv prajmera Sekvenca prajmera

PEkgm1 (3' prajmer, pozicioniran | S-CTGGTAGCGCCTGCTGG-3'

ispred BgllI restrikcionog mesta)
PEkgm2 (3' prajmer, pozicioniran | 5-GGTTTCGGGCGCGACGC-3'

ispred Bglll restrikcionog mesta)
Toel (3' prajmer, obuhvata Sall | 5'-GCGTCGACGACCTCCGCCAGCC -3'

restrikciono mesto)

Rev+80sgm (3' prajmer, uvodi | 5-CGGCTAGCGCCACCGTCTGGTAAC -3'

Nhel restrikciono mesto)

16.2. Priprema 30S ribozomalnih subjedinica

Za pripremu 30S ribozomalnih subjedinica je modifikovana ranije opisana procedura
(Hartz et al., 1988). Prekonoéna kultura E. coli MRE600 je razblaZivana 100x u 11 LB
medijuma i uzorak dalje inkubiran na 37°C i 180 obrt/min do ODgy=0.7-0.9. Celije su
sakupljane centrifugiranjem (10 min; +4°C; 7 000 obrt/min; Sorvall centrifuga, GS3 rotor),
a potom prane 2 puta u puferu I (10 mM Hepes/KOH pH 7.6, 10 mM MgCl,, 1 M NH,Cl, 6
mM [(-merkaptoetanol) i jednom u puferu II (10 mM Hepes/KOH pH 7.6, 10 mM MgCl,,
50 mM NH4Cl, 6 mM B-merkaptoetanol). Za svako pranje koristi se 500 ml pufera na 1
litar pocetne kulture, a izmedu pranja se uzorak centrifugira 10 min na +4°C i 7 000
obrt/min. Oprane ¢elije su resuspendovane u puferu II (oko 10 g ¢elija u 15 ml) i potom
razbijane propustanjem kroz francusku presu pri pritisku 16000 Ib/in’. Nakon prvog koraka
mehanickog lomljenja ¢elija u lizat je dodata DNaza I do koncentracije 5 pg/ml i sledilo je
dodatno razbijanje propustanjem jo§ dva puta kroz francusku presu. Dobijena suspenzija je
najpre centrifugirana (10 min; +4°C; 12 000 obrt/min; Sorvall centrifuga, SS34 rotor), a

potom je sakupljeni supernatant jo§ jednom centrifugiran (30 min; +4°C; 12 000 obrt/min;
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Sorvall centrifuga, SS34 rotor). Na ovaj nacin dobijena S30 frakcija je naslojavana na 1.1M
saharozni jastuk i potom centrifugirana (20 sati; +4°C; 30 000 obrt/min, Beckman
ultracentrifuga, T1 70 rotor). Dobijeni talog (70S) je dva puta ispran sa 2 ml pufera II i
finalno resuspendovan staklenim Stapi¢em sa zaobljenim vrhom u 2 ml istog pufera. Sledila
je dijaliza suspenzije preko noci na +4 °C u 2 1 pufera III (10 mM Hepes/KOH pH 7.6, 0.3
mM MgCl,, 50 mM NH4CI, 6 mM B-merkaptoetanol) sa jednom zamenom pufera posle 2
sata dijalize. Posle dijalize je odredivan ODys i na pripremljene linearne saharozne
gradijente (10 — 30%, pufer III) je nanoSeno 150 OD,g (u zapremini od 500ul). Gradijenti
su najpre centrifugirani (15 sati; +4°C; 23 000 obrt/min; Beckman ultracentrifuga, SW 28
rotor), a potom frakcionisani, pri ¢emu je za svaku frakciju meren ODyg. Frakcije koje
sadrZe 30S subjedinice su spojene, koncentracija MgCl, je podeSavana do 10mM i na kraju
je dodavan pufer II. Uzorak je paZljivo promesan pa centrifugiran preko noéi (+4°C; 50 000
obrt/min; Beckman ultracentrifuga, TI 70 rotor). 30S ribozomalne subjedinice su potom
rastvarane u puferu II pomocu staklenog S$tapi¢a sa zaobljenim vrhom. Nakon merenja
OD2¢0, 30S ribozomalne subjedinice su razblazivane sa puferom 1xVD+Mg2+ (0.01M Tris-
Cl pH 7.4; 0.06M NH4Cl; 6mM B-merkaptoetanol, 0.01M Mg-acetata) do koncentracije od

2 pmol/pl i Euvane na —70°C.

16.3. ""Toeprint' reakcija

Radioaktivno obelezeni prajmer je najpre vezivan za RNK sintetisanu in vitro
(poglavlje I1I-14.2). Reakciona sme$a zapremine 20 pl se sastojala od 4 ul 5xVD-Mg**
koncentrovanog reakcionog pufera (0.05M Tris-Cl pH 7.4, 0.3M NH,Cl, 30mM -
merkaptoetanol), 2 pl RNK (0.25 pmol/ul), 3.3 ul radioaktivho obelezenog prajmera
(~0.3pmol/ul) i 10.7 ul DEPC-vode. Reakciona smeSa je zagrevana 3 minuta na 85°C,
zatim brzo zamrzavana u tenom azotu, i na kraju stavljena na led da se polako otapa. Dok
su uzorci bili na ledu, dodavano je 5 pl 50mM Mg(CH;COO), u 1xVD+Mg** puferu
(0.01M Tris-Cl pH 7.4, 0.06M NH4Cl, 6mM B-merkaptoetanol, 0.01M Mg-acetat). Ukupni
volumen reakcije je bio 25 ul, a koncentracija RNK 0.02 pmol/pl.

Po zavrSenom vezivanju radioaktivno obelelezenog prajmera sledila je sinteza

c¢DNK. U svakom uzorku finalne zapremine 8 ul (finalna zapremina se dostiZze dodavanjem
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potrebne koli¢ine 1xVD+Mg*'pufera) se nalazilo po 2 ul "annealing mix" reakcije.
Obavezno je raden "primer extension” kontrolni uzorak gde je dodavan samo 1xVD+Mg**
pufer, a ispitivana je i moguénost formiranja binarnog kompleksa u uzorku gde je dodavano
2 pl 30S subjedinica (2 pmol/pl). Formiranje ternarnog kompleksa ("toeprint” reakcija) je
testirano u uzorku u koji se sem 2 pl 30S subjedinica (2 pmol/ul) dodaje i 2 pl t(RNK™
(8pmol/ul). Ovako pripremljeni uzorci su inkubirani 10 minuta na 37°C, a zatim je
dodavano po 2 pl MMLV (Fermentas) enzimskog miksa u 1xVD+Mg®>" puferu i
nastavljena inkubacija na istoj temperaturi jo§ 10 do 15 minuta. Na kraju se reakcija
prekida dodavanjem po 20 ul MMLYV pufera za lodiranje (182 pl 10M uree, 8 pl 10xTBE,
4 pl 2% boje - bromfenol plavo i ksilencijanol, 6 ul 0.5M EDTA). Miks &etiri NTP u
1xVD+Mg** puferu je napravljen tako $to je po 3 ul 100mM komercijalnih rastvora svakog
dNTP pomesano sa 16 ul 5xVD+Mg** pufera i 52 ul DEPC-vode. MMLYV enzimski miks u
1xVD+Mg®" puferu je sadrzao 1 pl 5xVD +Mg** pufera, 2 pl MMLV reverzne
transkriptaze (200 U/pl), 2.5 pl BSA (1 mg/ml ili 2 mg/ml) u 1xVD+Mg** puferu, 2.5 ul
dNTP miksa u 1xVD+Mg”" puferu i 2 ul DEPC-vode.

Uticaj proteina na formiranje "toeprint"” signala je testirano tako 3to je najpre 2 ul
"annealing mix" reakcije preinkubirano sa proteinom rastvorenim u 1xVD+Mg** puferu 20
minuta na sobnoj temperaturi, a zatim se nakon dodavanja svih komponenti za "toeprint"
reakciju nastavljalo dalje po veé opisanoj proceduri.

Na kraju su uzorci (10 pl), prethodno denaturisani kuvanjem 3 minuta na 95°C,

nanoSeni na 8% denaturi$uci poliakrilamidni gel.

16.4. Didezoksisekvenciranje RNK

Pri didezoksisekvenciranju RNK radioaktivno obeleZeni prajmer je najpre vezivan
za RNK. Reakciona sme$a zapremine 10 pl se sastojala od 1 pl 10xRT-Mg”*
koncentrovanog reakcionog pufera (0.5M Tris-Cl pH 8.3, 0.6M NaCl, 0.IM DTT), 2.4 pl
RNK (0.25 pmol/pl), 4 ul radioaktivno obeleZenog prajmera (~0.3pmol/ul), i 2.6 ul DEPC-
vode. Reakciona smesa je zagrevana 3 minuta na 85°C, zatim brzo zamrzavana u te¢nom
azotu, i na kraju stavljena na led da se polako otapa. Dok su uzorci na ledu, dodavano je 2

pl 36mM MgCl, u IXRT+Mg*" puferu (0.05M Tris-Cl pH 8.3, 0.06M NaCl, 10mM DTT,
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6mM Mg(CH3COO),). Ukupni volumen reakcije je bio 12 ul, a koncentracija RNK ~0.05
pmol/pl.

Po zavrSenom vezivanju radioaktivno obelelezenog prajmera sledila je sinteza
¢DNK uz ugradnju odgovarajuéeg didezoksinukleotida. U svakom uzorku finalne
zapremine 10 pl (finalna zapremina se dostize dodavanjem potrebne koligine 1xRT+Mg**
pufera) se nalazilo po 2 pl "annealing mix" reakcije i 2 pl 10xdNTP miksa u IxRT+Mg*"
puferu (po 6 pl 100mM komercijalnih rastvora sva &etiri ANTP se pomesa sa 16 pl
10xRT+Mg*" pufera i 120 ul DEPC-vode). Kontrola je bio "primer extension" uzorak gde
je dodavano 4 pl 1xRT+Mg** pufera, dok Je u reakcije sekvenciranja dodavano po 2 pl
IXRT+Mg*" pufera i pojedinaéno po 2 pl 10x koncentrovanog rastvora svakog
didezoksinukleotida u 1xRT+Mg*" puferu (20 ul 10mM komercijalnog rastvora odredenog
nukleotida (ddGTP, ddATP, ddUTP ili ddCTP) se pomesa sa 16 ul 10xRT+Mg** pufera i
120 pl DEPC-vode). Na kraju je u reakcije dodavano po 2 ul AMV enzimskog miksa (3l
10xRT+Mg*" pufera, 1.5 ul AMYV reverzne transkriptaze (10 U/pl) i 25.5 ul H,0) i potom
sledila inkubacija 10 do 15 minuta na temperaturi od 48°C. Na kraju se reakcije prekidaju
dodavanjem po 20 ul AMV pufera za lodiranje (188 ul 10M uree, 8 ul 10xTBE, 4 ul 2%
boje (bromfenol plavo i ksilencijanol)). Ukoliko se u AMV enzimski miks dodaju i
dezoksinukleotidi (1.2 ul 10xRT+Mg?** pufera, 1ul AMV reverzne transkriptaze (10 U/pl),
12 pl 10xdNTP miksa u 1xRT+Mg*" puferu i 9.8 ul H,O) onda svaka reakcija
sekvenciranja sadrZi, sem 2 pl "annealing mix" reakcije, i 3 pl 1XRT+Mg** pufera, 2 pl 10x
koncentrovanog rastvora odredenog didezoksinukleotida u IXxRT+Mg** puferu, kao i 3 pl
enzimskog miksa. Na kraju su uzorci (8 ul), prethodno denaturisani kuvanjem na 95°C u

trajanju od 3 minuta, nano$eni na 8% denaturi$uéi poliakrilamidni gel.

17. "Footprint' esej sa RNazom T1

U "footprint" eseju sa RNazom T1 neobelezena RNK je najpre parcijalno sedena sa
ovom RNazom, potom su produkti parcijalne digestije prevodeni u radioaktivno obeleZene
cDNK fragmente koji su analizirani na 8% denaturi§uéem poliakrilamidnom gelu. Reakciji

seCenja je prethodilo vezivanje radioaktivno obeleZenog prajmera i RNK po Semi za
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"toeprint" reakciju, $to je ve¢ opisano u poglavlju III-16.3. U svakom uzorku finalne
zapremine 8 pul (finalna zapremina se dostize dodavanjem potrebne koli¢ine
1xVD-+Mg**pufera) se nalazilo po 2 pl "annealing mix" reakcije, a kontrole su bile "primer
extension” uzorak gde je dodavan samo 1xVD+Mg®" pufer i uzorak kome nije dodavan
protein ve¢ samo RNaza T1. Ukoliko se neki protein veze za RNK on ¢e onemoguditi
prilaz RNazi T1, te ¢e taj deo RNK molekula biti slabije secen, §to se na poliakrilamidnom
gelu uocava kao niz bledih signala, produkata reverzne transkripcije, u poredenju sa
kontrolnom reakcijom. Reakcije u kojima je analizirano vezivanje proteina za RNK su
sadrzale i adekvatnu koli¢inu proteina rastvorenog u 1xVD+Mg*'puferu, pri Cemu je
maksimalna zapremina tog rastvora bila 2 ul, a sama inkubacija sa proteinom je trajala 20
minuta na sobnoj temperaturi. Po zavr§enoj inkubaciji je sledila parcijalna digestija (10
min; sobna temperatura) sa RNazom T1 tako §to je 2 pl diluirane RNaze T1 u
1xVD+Mg**puferu dodavano u sve uzorke. Nakon digestije je reakcionoj smesi dodavano 2
ul MMLV enzimskog miksa (poglavlje 111-16.3) i sledila je reverzna transkripcija na
temperaturi od 37°C u trajanju od 10 minuta. Na kraju se reakcije prekidaju dodavanjem po
20 pl MMLV pufera za lodiranje (poglavlje III-16.3) i sledi analiza uzoraka (8 ul),
prethodno denaturisanih kuvanjem 3 minuta na 95°C, na 8% denaturiSuéem

poliakrilamidnom gelu.

18. Mapiranje sekundarnih struktura

Mapiranje sekundarnih struktura unutar 5'UTR na kgmB i sgm iRNK je radeno
preko parcijalne digestije odgovarajucih in vitro sintetisanih RNK molekula (poglavlje
I11.14.2.) sa tri endonukleaze koje specificno seku jednolantane RNK molekule posle
odredenih nukleotida:
<> RNaza T1 - GpN
o RNaza A - UpN ili CpN (preferencijalno UpA i CpA)

o RNaza CL3 — CpN
kao i sa RNazom V1 koja sece dvolan¢anu RNK. Eksperiment je raden ili sa neobeleZenim

RNK molekulima za koje je najpre vezivan radioaktivno obeleZeni prajmer, potom je
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sledila parcijalna digestija RNazama i na kraju reverzna transkripcija, ili sa radioaktivno
obeleZzenim RNK molekulima koji su parcijalno seeni odabranim RNazama. U prvom
sluCaju su produkti seCenja analizirani posredno, s obzirom da su na denaturiuéim
akrilamidnim gelovima razdvajani produkti reverzne transkripcije, a u drugom direktno.

Za neobelezenu RNK je vezivan prajmer na nadin opisan u poglavlju III-16.3.
("toeprint” reakcija). U svakom uzorku finalne zapremine 8 pl (finalna zapremina se dostize
dodavanjem potrebne koli¢ine 1xVD+Mg*'pufera) se nalazilo po 2 ul "annealing mix"
reakcije i 2 pl razblaZenja odredene RNaze u 1xVD+Mg*'puferu. U sluéaju RNaze T1
koriS¢ena su razblazenja od 0.5, 1 i 2 U/ul, za RNazu V1 su bila 103, 5x107 i 10 Ulul, za
RNazu CL3 su bila 5x 107, 7.5x10? i 10" U/ul, a u sluaju RNaze A radilo se o
razblazenjima od 10, 5x10° i 10™ U/ul. Raden je i kontrolni uzorak gde je dodavan samo
1xVD+Mg*" pufer. Parcijalna digestija se odvijala na sobnoj temperaturi i trajala je 10
minuta, nakon ¢ega je reakcionoj smesi dodavano 2 pl MMLV enzimskog miksa (poglavlje
I11-16.3.) i sledila je reverzna transkripcija na temperaturi od 37°C u trajanju od 10 minuta.
Reakcije su prekidane dodavanjem po 20 ul MMLYV pufera za uzorak (poglavlje 111-16.3.) i
sledila je analiza uzoraka (8 pl), koji su prethodno denaturisani kuvanjem 3 minuta na
95°C, na 8% denaturisu¢em poliakrilamidnom gelu.

Parcijalna digestija radioaktivno obeleZene RNK sa RNazomV1(Ambion), RNazom
T1 (Fermentas), RNazom A (Fermentas) i RNazom CL3 (Gibco BRL) je radena na veé
opisan nacin (Knapp, 1989; Moine et al., 1998). RNK molekuli su sintetisani in vitro,
radioaktivno obelezavani i eluirani iz gela na na¢in opisan u odeljcima I11-14.2. - 14.4. i I1I-
9. Po ~2 pg ovako pripremljene RNK je inkubirano u prisustvu opadajuéih koncentracija
RNaza pri ¢emu je polazna koncentracija za RNazu V1 bila 10" U, za RNazu T1 107 U, za
RNazu A 10" U i RNazu CL3 4U. Najpre je pravljena reakciona sme$a od 5 pl
radioaktivno obeleZene RNK, 4 pl "10xStructure Buffer" (Ambion), 1 ul kvaiéeve tRNK
(Ambion) i 26 ul DEPC-vode. Po 9 ul ovog miksa je podeljeno u &etiri uzorka, a potom je
u prvi dodat 1 pl razblaZenja odredene RNaze polazne koncentracije. Uzorak je mesan
provlalenjem kroz nastavak, a potom je 1 pl prvog uzorka prebacivan u drugi, nakon
mesSanja je 1 ul drugog uzorka prebacivan u treéi i na kraju je nakon mesanja 1 pl tredeg

uzorka prebacivan u Cetvrti ¢ime je polazna koncentracija RNaze sukcesivno razblaZivana.
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Uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi, sledila je precipitacija dodavanjem
20 pl "Inactivation/Precipitation Buffer" (Ambion) i inkubacijom 15 minuta na -20°C.
Uzorci su potom centrifugirani (15 min na sobnoj temperaturi; 13000 obrt/min;
mikrocentrifuga), zatim su talozi ispirani hladnim 70% etanolom, sueni pod vakuumom i
na kraju resuspendovani u 7 pl "Gel Loading Buffer II" (Ambion). Po 3 pl ovako
pripremljenih uzoraka je, nakon kuvanja od 5 minuta na 95°C, nanoSeno na 6% ili 8%
denaturiSuci poliakrilamidni gel. Na gel je obavezno nanoSen i kontrolni uzorak sa
obelezenom RNK gde nije dodavana RNaza. Na isti na¢in su paralelno radene i reakcije sa
RNazom A i RNazom T1, ali u drugom puferu ("1X RNA Sequencing Buffer" - Ambion) i
na temperaturi od 50°C. Ova reakciona smesa je pravljena od 4 pl radioaktivno obelezene
RNK, 0.75 ul kvasCeve tRNK i 22.25 pl "1x Sequencing Buffer" (Ambion). Po 9 ul ove
smeSe je podeljeno u tri uzorka, a potom su im dodavane RNaza A i RNaza T1 na veé
opisan nacin. Reakcije su se i na dalje odvijale na isti na¢in, sem $to su uzorci inkubirani na
50°C, a isti je bio i tretman uzoraka po zavrSenoj inkubaciji. Navedeni uslovi inkubacije
dovode do ,rasplitanja“ RNK i prevodenja u linearnu formu, $to omoguéava RNazama da
prepoznaju sva specificna mesta se€enja. Produkti ovih reakcija su nanoSeni na isti 6% ili
8% denaturiu¢i poliakrilamidni gel gde su posluZili kao RNK markeri. Istovremeno je
radena i alkalna hidroliza RNK koja dovodi od njenog nespecifi¢nog se¢enja iza svakog
nukleotida te je na ovaj nain generisan jo§ jedan RNK marker koji je koriséen za
mapiranje mesta seenja. Reakciona smesa je sadrzala 4 pl iste radioaktivno obeleZene
RNK, 0.75 ul kvas€eve tRNK (Ambion) i 10.25 pl "1X Alkaline Hydrolysis Buffer"
(Ambion). Po 5 pl ovog miksa je podeljeno na 3 uzorka koji su inkubirani 2, 5 ili 15 minuta
na 95°C. Po zavrSenoj inkubaciji uzorci su stavljani na led gde im je dodavano po 10 ul
"Gel Loading Buffer II", a po 3 ul je, nakon kuvanja od 5 minuta na 95°C, nano$eno na 6%

ili 8% denaturi$uci poliakrilamidni gel.

19. In vitro transkripcija i translacija u sistemu E. coli

In vitro transkripcija i translacija su radene u komercijalno dostupnom sistemu "E.

coli S30 Extract System for Circular DNA" (Promega), prema uputstvu proizvodaca.
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Reakciona sme3a za ovaj esej je bila zapremine 25 pl i imala sledeéi sastav: 2 pg plazmidne
DNK, 2.5 pl aminokiselinske smeSe bez metionina, 10 pl S30 premiksa bez aminokiselina,
1 pl [*S]metionina (1200Ci/mmol na 15mCi/ml), 7.5 ul S30 ekstrakta za cirkularnu DNK i
na kraju je dodavana voda do finalne zapremine. Uzorak je nakon me$anja inkubiran 1-2
sata na 37°C, a potom reakcija zaustavljana inkubacijom na ledu u trajanju od 5 minuta. In
vitro sintetisani proteini iz dela uzorka (5 pl) su taloZeni dodavanjem 20 pl acetona, nakon
¢ega je sledila inkubacija 15 min na ledu, a zatim centrifugiranje 5 min na 12000xg
(mikrocentrifuga). Po odlivanju supernatanta talog je susen 15 min pod vakuumom i na
kraju resuspendovan u 20 pl pufera za uzorak (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8; 2% SDS; 10%
glicerol; 5% B-merkaptoetanol; 0.0025% bromfenol plavo). Produkti in vitro translacije su
analizirani na 10 - 12.5% SDS poliakrilamidnim gelovima na nacin kako je to ve¢ opisano

u poglavlju I1I-12.

20. Test p-galaktozidaze

Aktivnost enzima B-galaktozidaze merena je u soju E. coli NM522 sa plazmidom
koji nosi odgovarajucu fuziju sa lacZ reporter genom. Transformanti su gajeni u LB
medijumu uz dodatak antibiotika odgovarajuce koncentracije. Ekspresija sa Pt/ promotora
indukovana je 1 mM IPTG-em. Enzimski esej (Miller, 1972) je raden na sledeéi nadin: 0.5
ml kulture ODgy=0.3 - 0.7 pomesano je sa istom zapreminom Z pufera (60 mM Na,HPO,,
40 mM NaH,PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgS04 i 50 mM B-merkaptoetanol), 60 pl 0.1%
SDS-a i 90 pl hloroforma. SmeSa je snazno promeSana na vorteksu i inkubirana 5 min na
28°C. Reakcija je otpoceta dodatkom 200 pl rastvora ONPG-a (o-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozid) koncentracije 4 mg/ml, a nakon pojave Zute boje zaustavljena je
dodatkom 0.5 ml 1 M Na,COs. Merena je apsorbancija na 420 nm i 550 nm, a specifi¢na
aktivnost B-galaktozidaze je odredivana prema formuli: 1000 x (Ag — 1.75 X Asso) / (tx V
X Agpo), pri Cemu je V zapremina kulture u ml, a t je vreme trajanja reakcije u minutima.
Konac¢ne tabelarne vrednosti dobijene su kao srednja vrednost iz najmanje tri nezavisna

merenja.
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IV REZULTATI

Kod bakterije Strepfomyces tenebrarius, proizvodata nebramicinskog kompleksa
aminoglikozidnih antibiotika (tobramicin, apramicin i drugi derivati kanamicina B), jedan
naCin samozastite, tj. rezistencije na sopstvene toksi¢ne proizvode, postiZze se delovanjem
KgmB metiltransferaze, koja modifikacijom G1405 nukleozida u okviru 16S rRNK
obezbeduje rezistenciju na 4,6-disubstituisane 2-deoksistreptamine (Holmes and Cundliffe,
1991). Pretpostavlja se da je za kompletnu modifikaciju 30S ribozomalnih subjedinica i
obezbedivanje rezistentnog fenotipa, potrebno svega nekoliko molekula MTaze u éeliji. U
eksperimenatima sa razli¢itim kgmB-lacZ genskim i operonskim fuzijama u heterologom
sistemu, NM522 soju E. coli, pokazano je da KgmB MTaza smanjuje nivo ekspresije
fuzionog proteina kako u in cis tako i u in frans konstelaciji. Na osnovu ovih rezultata
predloZena je hipoteza o mehanizmu negativne autoregulacije kgmB gena na nivou
inicijacije translacije zahvaljuju¢i kojem se u Celiji odrzava niska i konstantna koncentracija
KgmB MTaze (Milojevi¢, 1998; Vaji¢, 2003; Vajié et al., 2004).

Data hipoteza pretpostavlja da su motivi koje KgmB MTaza prepoznaje i za koje se
vezuje, primarna i/ili sekundarna struktura 5' UTR regiona na kgmB iRNK. 5' UTR region
na kgmB iRNK sadrzi CGUCA sekvencu (RS) 8 baznih parova ispred RBS-a, i CGCCC
sekvencu (RS') 30 bp ispred RBS-a, ¢ija uloga u translacionoj autoregulaciji kgmB gena je
ranije testirana (Vaji¢, 2003; Vaji¢ et al., 2004). Oba ova pentanukleotida postoje i u delu
16S rRNK oko G1405 nukleozida koji KgmB i Sgm MTaza modifikuju. Mutacija CGUCA
sekvence nije bila dovoljna da ukine efekat KgmB MTaze na nivo ekspresije fuzionog
proteina Sto navodi na zaklju¢ak da se KgmB MTaza ili ne vezuje za ovaj motiv ili bar da
se ne vezuje isklju¢ivo za njega.

Kompjutersko modelovanje 5' UTR regiona kgmB iRNK, kao i 5' UTR regiona na
iRNK za Sgm MTazu iz soja Micromonospora zionensis (Koji¢ et al., 1992), homologa
KgmB proteina, pomo¢u Mfold programa (Kojié ef al., 1996; Milojevi¢, 1998) je ukazalo
na postojanje specifi¢ne sekundarne strukture tipa ukosnice koja bi mogla posluZiti kao

motiv za vezivanje MTaza (slika 12).
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Slika 12. Sekundarna struktura 5° kraja iRNK za KgmB i Sgm MTazu. a)
Kompijuterski generisana sekundarna struktura u okviru 5 UTR na kgmB iRNK.
Brojevima su oznacene pozicije nukleotida u odnosu na start transkripcije kgmB
gena u soju S. tenebrarius. b) Kompjuterski generisana sekundarna struktura u
okviru 5 UTR na sgm iRNK. Brojevima su oznaéene pozicije nukleotida u odnosu
na start transkripcije sgm gena u soju M. ziomensis. Potencijalne regulatorne
sekvence ((C)CGCCC i CGUCA) su prikazane unutar sivih pravougaonika. RBS i
start kodon (Met) su podvuceni.

Vezivanje KgmB MTaze za kgmB iRNK je ispitivano i in vitro, u eksperimentima
usporene elektroforetske pokretljivosti ili EMSA (eng. electrophoretic mobility shift assay)

(Markovi¢, 2005). Reakcijama kompeticije sa specifi¢nim i nespecificnim kompetitorima je
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dokazano specifi¢no vezivanje KgmB MTaze za RNK molekul koji odgovara wt varijanti
5’ UTR kgmB gena, iako je 600 puta ve¢i molarni odnos protein-iRNK neuobi€ajeno veliki,

ako se uporedi sa podacima iz literature.

1. Ispitivanje interakcije His¢~-KgmB proteina i AsgmB RNK in vitro metodom usporene

elektroforetske pokretljivosti (EMSA)

Izu¢avanje protein-RNK interakcija primenom EMSA metode, pored kvalitativnog
detektovanja protein-RNK kompleksa omogucava i kvantitativnu analizu same interakcije.
Imajuéi ovo u vidu, uradeni su EMSA eksperimenti sa razli¢itim kgmB RNK probama sa
ciljem da se pokaZe razlika u vezivanju Hisc-KgmB proteina za nekoliko kgmB RNK koje
sadrZe razli¢ite kombinacije wt i mutiranih potencijalnih regulatornih sekvenci, kao i da se
rezultati ovih eksperimenata uporede sa rezultatima prethodnih EMSA eseja gde je praceno
vezivanje Hise-KgmB proteina za kgmB RNK probu koja sadrzi obe wt potencijalne
regulatorne sekvence (Markovié, 2005).

1.1. Vezivanje Hisc-KgmB proteina za kgmB RNK duzine 114 nt

RNK probe kori$éene u ovim eksperimentima sintetisane su in vitro transkripcijom,
defosforilisane i radioaktivno obeleZena na S' kraju na nadin detaljno opisan u odeljcima
11I-14.2 - 14.4. Dobijeni RNK molekuli obuhvataju 5'UTR na iRNK kgmB gena sa
razli¢itim kombinacijama wt i mutiranih potencijalnih regulatornih sekvenci (mRS i mRS?),
dugi su 114 nt i imaju molekulsku masu od ~37168.8 g/mol. Prvih 6 nukleotida
(GGGAGA) na 5' kraju dobijenog transkripta bitni su za efikasanost transkripcije T7 RNK
polimerazom (Milligan et al., 1987) i ne poti¢u sa kgmB DNK matrice, ve¢ su uvedeni
uzvodnim FkgmRNK 100 prajmerom u PCR-u. Sve RNK probe duZine 114 nt obuhvataju
region -18 do +90 u odnosu na odredeni start transkripcije (Holmes and Cundliffe, 1991),
odnosno -101 do +7 u odnosu na start translacije. Konstrukcije plazmida sa kojih su

sintetisane ove RNK probe, a koji su proveravani sekvenciranjem, su prikazane Sematski u
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prilogu 1. U reakcijama je kori$¢en Hisg-KgmB protein, pre¢iSéen na nacin koji je detaljno

opisan u odeljcima III-11.1. i I1I-11.2.

1.1.1. Vezivanje His¢-KgmB proteina za mRS kgmB RNK (CGUCA—->GAUCC) u

prisustvu kompetitora

EMSA eksperiment gde je pracdeno vezivanje Hise-KgmB proteina za mRS kgmB
RNK probu sa mutiranim CGUCA motivom (mRS) je raden na ve¢ opisan nacin
(Markovi¢, 2005). Najpre je odredivana koncentracija proteina koja dovodi do nastanka
vidljivog protein-RNK kompleksa (rezultati nisu prikazani), a potom je ispitivana
specificnost vezivanja His¢-KgmB proteina za mRS kgmB RNK u prisustvu kompetitora
(slika 13). U reakcijima vezivanja koli¢ina His-KgmB proteina koja je odrZavana
konstantnom je iznosila 64 pmol, Sto prakticno znaci da se protein nalazi u 2700x ve¢em
molarnom odnosu u poredenju sa RNK (0.021 pmol), ukoliko se uzme u obzir stepen
Cistoce precis¢enog proteina. Koncentracije specifiénog (neobelezena mRS kgmB RNK) i
nespecificnog kompetitora (pBlue RNK) su linearno povecavane od 100 do 800x vise u
odnosu na obelezenu probu. Kao nespecifi¢ni kompetitor (pBlue RNK) koris¢en je RNK
molekul dobijen transkripcijom polilinkera pBluescript SK+/- plazmida, na na¢in opisan u
poglavlju III-14.2. Ovaj RNK molekul veli¢ine 93 nt ne pokazuje homologiju u sekvenci i
strukturi sa kgmB RNK (rezultati predikcije sekundarne strukture nisu prikazani). Sa slike
13 se vidi da specificnost vezivanja Hiss-KgmB fuzionog proteina za mRS kgmB RNK nije
potvrdena, s obzirom da obe vrste kompetitora dodate u istoj koli¢ini "hlade S$ift" tj.
smanjuju intenzitet protein-RNK kompleksa skoro podjednako. Na slici 13 se takode moze
primetiti da pri "hladenju” dolazi do razdvajanja "$ifta” na dve trake, od kojih jedna ostaje
priblizno na visini prvobitnog "Sifta", dok je druga nesto viSa §to je narodito izraZeno u
slu€aju nespecificnog kompetitora. Ovi signali bi mogli da predstavljaju razli¢ite protein-
RNK komplekse, ali posto se opisani fenomen zapaza pri "hladenju Sifta” razli¢itim RNK
molekulima, na osnovu njega se ne moze zakljuciti niSta o specifitnom vezivanju Hisg-

KgmB fuzionog proteina za mRS kgmB RNK.
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Slika 13. Vezivanje Hisg-KgmB proteina za mRS kgmB RNK probu (114 nt). Na
8% nedenaturiSuc¢i poliakrilamidni gel su nanete reakcije kompeticije sa
konstantnim koncentracijama obeleZzene mRS kgmB RNK (0.021 pmol) i Hise-
KgmB fuzionog proteina (64 pmol), a rastu¢i odnos koncentracija oba kompetitora
u odnosu na obelezenu RNK oznacen je na slici. U prvoj koloni nalazi se slobodna
RNK proba bez Hiss-KgmB fuzionog proteina. Crvenom strelicom je oznalen

"Sift", a crne strelice obelezavaju razlicite protein-RNK komplekse.
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1.1.2. Vezivanje His¢-KgmB proteina za mRS' kgmB RNK (CGCCC—>AUAAA) u

prisustvu kompetitora

Prema kompjuterskoj predikciji CGCCC potencijalna regulatorna sekvenca (RS)
direktno ucestvuje u formiranju sekundarne strukture tipa ukosnice u okviru 5°UTR regiona
na kgmB iRNK. Promenom CGCCC u AUAAA pentanukleotid ne samo da je mutirana
potencijalna regulatorna sekvenca, ve¢ je naruSena i pomenuta sekundarna struktura. Na
ovaj nacin su izmenjena oba motiva koja bi mogla biti odgovorna za vezivanje KgmB
proteina za sopstvenu iRNK. Na slici 14 je prikazan rezultat eksperimenta u kome je
ispitivana specificnost vezivanja Hisc-KgmB proteina za mRS’ kgmB RNK. U reakcije
vezivanja je dodavano po 29 pmol proteina i 0.175 pmol probe, §to odgovara molarnom
odnosu protein-RNK od 200x. Kao specifi¢ni kompetitor je kori§¢ena neobeleZzena mRS’
kgmB RNK, a nespecifi¢ni kompetitor je bio isti kao u prethodno opisanim eksperimentima
(pBlue RNK) i njihove koli¢ine u reakciji su linearno povec¢avane od 25x do 200x viSe u
odnosu na obeleZenu probu. Na slici 14 se vidi da specifi¢ni kompetitor "hladi $ift"” gotovo
potpuno ako se doda 100x viSe u odnosu na obelezenu probu, dok nespecifi¢ni kompetitor
nema uticaja na intenzitet protein-RNK kompleksa ¢ak i ako se doda u suvisku od 200 puta.
U slobodnoj probi se uocava vise formi, kao i u prethodno opisanim eksperimentima, ali
samo jedan signal koji odgovara kompleksu protein-RNK. Na osnovu ovoga bi se moglo
zakljuciti da se Hiss-KgmB protein vezuje tri puta jaée za mRS’ kgmB RNK u odnosu na
wt kgmB RNK (Markovi¢, 2005), a ¢ak priblizno trinaest puta jate u odnosu na mRS kgmB
RNK. Medutim, rezultati viSe ponovljenih, nezavisnih EMSA eksperimenata su pokazali da
molarni odnos Hise-KgmB proteina i mRS’ kgmB RNK znadajno varira i da se kreée do
vrednosti od 800 (slika 14b, kolona 3), a pokazano je i da kvalitet pre¢i§¢avanja proteina

odreduje molarni odnos i izgled signala koji odgovara kompleksu protein-RNK (slika 14b).
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Slika 14. Vezivanje Hiss-KgmB proteina za mRS’ kgmB RNK.

a) 8% nedenaturiuci poliakrilamidni gel na koji su nanete reakcije kompeticije sa
konstantnom koncentracijom obeleZene mRS’ kgmB RNK (0.175 pmol) i Hise-
KgmB fuzionog proteina (29 pmol), a rastuci odnos koncentracija oba kompetitora
u odnosu na obeleZenu RNK oznacen je na slici.

b) 8% nedenaturiSuci poliakrilamidni gel na koji su nanete reakcije vezivanja
obeleZzene mRS’ kgmB RNK (0.077 pmol) i Hise-KgmB fuzionog proteina,
preciScenog u viSe navrata. U prvoj koloni nalazi se slobodna RNK proba bez Hiss-
KgmB fuzionog proteina.

Crvenim strelicama je oznacen ,8ift*, a crne strelice obeleZavaju ,razli¢ite” protein-

RNK komplekse.
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1.1.3. Vezivanje His¢-KgmB proteina za AA kgmB RNK (CGUCA—->GAUCC,
CGCCC—AUAAA) u prisustvu kompetitora

Pomo¢u EMSA eksperimenata je analizirano i vezivanje Hise-KgmB fuzionog
proteina za radioaktivno obeleZenu probu oznadenu sa AA kgmB RNK. S obzirom da ovaj
RNK molekul ne sadrZi niti jedan od motiva za koje je pretpostavljeno da mogu udestvovati
u interakciji sa KgmB proteinom (potencijalne regulatorne sekvence RS i RS’ i/ili
sekundarna struktura u okviru 5' UTR na kgmB iRNK), formiranje protein-RNK kompleksa
nije bilo oekivano, te je AA kgmB RNK proba trebalo da posluZi kao neka vrsta negativne
kontrole. Prvo je uraden eksperiment u kome je pradena interakcija izmedu radioaktivno
obeleZene AA kgmB RNK (0.03 pmol) i His¢-KgmB proteina (od 20 do 79 pmol) (slika 15).
Detektovan je jasan signal koji predstavlja protein-RNK kompleks i u slu€aju interakcije sa
39 pmol proteina (molarni odnos u vrednosti od priblizno 1000x), kao i u interaciji sa 79
pmol proteina (molarni odnos u vrednosti od priblizno 2000x) pri Semu se zapaza da se sa
porastom kolifine dodatog proteina intenzitet signala koji predstavljaju nevezanu probu
smanjuje (slika 15a). Sledili su eksperimenti u kojima je analizirana specifiCnost vezivanja
u prisustvu specifi¢nog (neobeleZena AA kgmB RNK) i nespecifinog kompetitora (pBlue
RNK) ¢ije su koncentracije linearno poveéavane od 100 do 800x vise u odnosu na
obeleZenu probu. Na slici 15b se vidi da specifi¢nost vezivanja Hise-KgmB proteina za AA
kgmB RNK probu nije potvrdena posto obe vrste kompetitora dodate u istoj koli¢ini "hlade
Sift" tj. smanjuju intenzitet protein-RNK kompleksa skoro podjednako. U ovom
cksperimentu su takode primeceni fenomeni prisutni i u prethodnim EMSA esejima (tj.

prisustvo viSe formi slobodne probe i razdvajanje "$ifta” na dve trake pri hladenju).

94



a)

b)

Spee: nespec.

kompetitor kompetitor

20 pmol ——— » 79 pmol

Rt 0 s

+ KgmB
39 pmol

AAkgmB RNK
0.03 pmol

X
=
%
Q
£§
Se
<O
<

Slika 15. Vezivanje Hiss-KgmB proteina za AA kgmB RNK probu (114 nt).

a) Na 8% nedenaturiSuci poliakrilamidni gel su nanete reakcije sa konstantnom
koncentracijom AA kgmB RNK (0.03 pmol), a rastuéom koncentracijom KgmB
proteina (od 20 do 79 pmol).

b) Na 8% nedenaturiSuéi poliakrilamidni gel su nanete reakcije kompeticije sa
konstantnim koncentracijama obeleZene AA kgmB RNK (0.03pmol) i Hise-KgmB
fuzionog proteina (39 pmol), a rastuéi odnos koncentracija oba kompetitora u
odnosu na obelezenu RNK oznacen je na slici. U prvoj koloni nalazi se slobodna
RNK proba bez Hiss-KgmB fuzionog proteina.

Crvenim strelicama je oznaCen "Sift”, a crne strelice obelezavaju razli¢ite protein-

RNK komplekse.
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1.2. Vezivanje His¢-KgmB proteina za kratke kgmB RNK

Pomodu EMSA eksperimenata je analizirana interakcija izmedu Hise-KgmB
proteina i kratkih kgmB RNK proba (slika 16). Proba duZine 39 nt sadrzi samo RS’
potencijalnu regulatornu sekvencu, a proba duZine 61 nt obe potencijalne regulatorne
sekvence (slika 16a). Proba duZine 39 nukleotida obuhvata region od -28 do -55 u odnosu
na start translacije, sadrzi samo CGCCC potencijalnu regulatornu sekvencu i ima
molekulsku masu od 12063 g/mol. U okviru probe duZine 61 nt koja obuhvata region od -
18 do -69 nt u odnosu na start translacije nalaze se obe regulatorne sekvence (CGUCA i
CGCCC). Njena molekulska masa iznosi 18891 g/mol. DNK matrice za generisanje kratkih
kgmB RNK proba su dobijene u PCR reakcijama, sli¢no kao i kod kgmB RNK proba duZine
114 nukleotida (Jovi¢i¢, 2005). Pomocéu programa Mfold je predvideno postojanje
sekundarnih struktura u obliku samo jedne ukosnice za obe kratke kgmB RNK probe
(Jovi¢i€, 2005). Najpre je odredivana koncentracija proteina koja dovodi do nastanka
vidljivog protein-RNK kompleksa za obe kratke kgmB RNK probe (slika 16b). KoliCina
RNK molekula u reakcijima vezivanja je odrzavana konstantnom i iznosila je 0.129 pmol
za kgmB RNK probu duzine 39 nt i 0.193 pmol za kgmB RNK probu duZine 61 nt. Koli¢ina
Hiss-KgmB proteina u reakciji vezivanja linearno je povecavana od 16 do 128 pmol. Na
slici 16b se vidi znadajna razlika u afinitetu Hiss-KgmB proteina za ove dve RNK probe.
Protein—-RNK kompleks u vidu diskretnog signala je prisutan u slucaju interakcije sa kgmB
RNK probom duzine 61 nt pri molarnom odnosu od oko 500x viSe Hise-KgmB proteina,
dok je signal koji bi odgovarao protein—RNK kompleksu u slucaju kgmB RNK probe
duzine 39 nt gotovo neprimetan, ¢ak i pri molarnom odnosu od oko 1000x. Usledilo je
ispitivanje specifi¢nosti vezivanja Hisc-KgmB proteina za kgmB RNK probu duZine 61 nt u
prisustvu specifi¢nog (neobeleZena kgmB RNK duzine 61 nt) i nespecifi¢cnog kompetitora
(pBlue RNK duZine 55 nt), a rezultat eksperimenta je prikazan na slici 16¢c. Molarni odnos
u vrednosti od 500x viSe proteina u reakcijima vezivanja sa kgmB RNK probom duZine 61
nt je odrZavan konstantnim, a koncentracije oba kompetitora su linearno povecavane od
100 do 800 puta vise u odnosu na obeleZzenu probu. Na slici 16¢ se vidi da specifi¢nost

vezivanja Hise-KgmB fuzionog proteina za 61 nt kgmB RNK nije potvrdena, s obzirom da
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obe vrste kompetitora dodate u istoj koli¢ini "hlade S$ift” tj. smanjuju intenzitet protein-
RNK kompleksa skoro podjednako.

Na osnovu svih do sada opisanih EMSA eksperimenta moze se zakljuciti da se Hise-
KgmB protein, prisutan u suvisku od 200 do 2700x u odnosu na RNK probu, sa
podjednakom efikasno$cu vezuje za bilo koji RNK molekul, bez obzira da li su motivi sa

potencijalnom ulogom u vezivanju KgmB proteina prisutni ili ne.
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Slika 16. Vezivanje His¢-KgmB proteina za kratke kgmB RNK. (a) sekvenca
kratkih kgmB RNK duZine 39 i 61 nt. (b) Na 8% nedenaturiSuci poliakrilamidni gel
su nanete reakcije "Sifta” sa rastu¢om koncentracijom Hise-KgmB  fuzionog
proteina (kolone 2 - 5 za 39 nt kgmB RNK i kolone 7 — 10 za 61 nt kgmB RNK. U
kolonama 1 i 6 su slobodne RNK probe duZine 39 nt (0.129 pmol) i 61 nt (0.193
pmol). (c¢) Na 8% nedenaturiSuci poliakrilamidni gel su nanete reakcije kompeticije
sa konstantnom koncentracijom Hise-KgmB proteina (500x vise) 1 obelezene 61 nt
kgmB RNK (0.193 pmol), a rastu¢i odnos koncentracija oba kompetitora u odnosu
na obeleZenu RNK oznacen je na slici. U prvoj koloni nalazi se slobodna RNK

proba bez Hise-KgmB proteina. Crvenim strelicama je oznacen "Sift”, tj. protein -

RNK kompleksi.
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1.3. Vezivanje His¢-KgmB proteina za wt kgmB RNK duZine 114 nt u prisustvu S-

adenozil-metionina (SAM)

Da bi se ispitao potencijalni uticaj SAM-a, kofaktora KgmB metiltransferaze, na
specificnost vezivanja Hisc-KgmB proteina za wt kgmB RNK duzine 114 nukleotida
(Markovi¢, 2005), uradeni su i EMSA eksperimenti gde je SAM dodavan u reakcije
vezivanja u finalnoj koncentraciji od ImM. U ovom EMSA eksperimentu je koriS¢ena
radioaktivno obeleZena proba prethodno eluirana iz gela, a njena koli¢ina u pojedinacnoj
reakciji vezivanja je bila 0.009 pmol (procena u odnosu na koli¢inu obeleZene probe pre
elucije), dok je koli¢ina dodavanog Hiss-KgmB proteina poveéavana od 500x do 5000x
viSe u odnosu na RNK probu. Rezultat ovog eksperimenta je prikazan na slici 17. Na slici
17 se uocava da do blagog zaostajanja RNK probe, a ne jasno definisanog "Sifta”, kao u
slucaju ranije uradenog EMSA eksperimenta (Markovi¢, 2005), dolazi tek pri molarnom
odnosu protein-RNK u vrednosti od 5000x, bez obzira da li je SAM prisutan ili ne. To nas
navodi na zakljuak da prisustvo ImM SAM ne dovodi do povecane specifi¢nosti

vezivanja Hise-KgmB proteina za wt kgmB RNK duzine 114 nukleotida.
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Slika 17. Vezivanje Hise-KgmB proteina za wt kgmB RNK probu duzine 114 u
prisustvu 1mM SAM. Na 8% nedenaturiSuéi poliakrilamidni gel su nanete reakcije
"Sifta” sa rastuéom koncentracijom Hise-KgmB proteina bez (kolone 2 — 4) ili sa
ImM SAM (kolone 5 — 7). U kolonama 1 i 8 je slobodna RNK proba (po proceni
oko 0.009 pmol).

1.4. Vezivanje Hiss-KgmB proteina iz S30 frakcije za wt kgmB RNK duzine 114 nt

Podatak da se His¢-KgmB protein nespecifi¢no vezuje za bilo koji RNK molekul se
kosi sa rezultatima in vivo eksperimenata koji su nedvosmisleno ukazali na postojanje
negativne autoregulacije kgmB gena na nivou translacije (Vaji¢ ef al., 2004). Mogude je da

u Celiji postoji jo§ neki faktor koji bi mogao da uti¢e na specifi¢nost vezivanja ove MTaze
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za sopstvenu iRNK, a $to u svim prethodnim EMSA eksperimentima nedostaje. Da bi se
proverila ova pretpostavka uradeni su EMSA eksperimenti u kojima je, umesto pre€is¢enog
Hisg-KgmB proteina, koriSéena je S30 frakcija kulture iz koje je pre€is¢avan Hisg-KgmB
protein, a ova S30 frakcija je dobijena na nacin opisan u poglavlju IlI-11.4. Rezultat jednog
od ovih eksperimenata je prikazan na slici 18. Reakcije su se odvijale na sli¢an nacin kao u
prethodno opisanim EMSA eksperimentima, pri ¢emu je koli¢ina S30 frakcije varirana do
maksimalne moguce, uzevsi u obzir zapreminu u kojoj se odvijala reakcija, a koli¢ina RNK
probe odrzavana konstantnom (0.019 pmol). Kao kontrola je posluZila reakcija vezivanja
preciS¢enog Hise-KgmB fuzionog proteina za wt kgmB RNK (slika 18, kolona 2). U istom
cksperimentu je analizirana i interakcija S30 frakcije kulture iz koje je precis¢avan Hise-
Sgm protein (Ili€-Tomi¢€ et al., 2005) sa istom probom. Kompleks proten-RNK tj. ,,Sift“
nije dobijen ni u jednom slucaju, a isti je bio rezultat i eksperimenata gde su umesto S30
frakcije korisceni ili Celijski ekstrakti ili S100 frakcija kulture iz koje je preci§¢avan Hisg-

KgmB protein (rezultati nisu prikazani).
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Slika 18. EMSA esej sa S30 frakcijama i radioaktivno obeleZenom wt kgmB RNK
probom (114 nt). Prikazan je 8% nedenaturiSuci poliakrilamidni gel na koji su
nanete reakcije sa konstantnom koncentracijom RNK (0.019 pmol), a koli¢ina
dodate S30 frakcije je menjana. S30 frakcija iz E. coli soja M15 kao kontrola
(kolone 3 1 6), S30 frakcija iz E. coli soja M15 sa pQES-5 (Ilié-Tomi¢ et al., 2005)
(kolone 4 1 7), S30 frakcija iz E. coli soja M15 sa pQEK-N (kolone 51 8).
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2. Ispitivanje interakcije Hise-KgmB proteina i RNK ,filter binding*

metodom

Prvobitna namena prethodno opisanih EMSA eksperimenata bila je, pored
kvalitativnog detektovanja protein-RNK kompleksa, i kvantitativna analiza protein-RNK
interakcija, odnosno odredivanje konstante disocijacije proteina. Medutim, da bi ovo bilo
moguce, niti radioaktivno obelezena RNK proba, niti protein-RNK kompleks ne smeju da
pokazuju heterogenost u veliini i strukturi, $to ovde nije bio sluéaj. Zbog toga je raden i
dvostruki ,filter binding®“ esej, detaljno opisan u poglavlju III-15. Na osnovu ovog
eksperimenta bilo je moguce proceniti koliinu obeleZene probe koja, u kompleksu sa
proteinom, zaostaje na gornjoj Hybond-C extra nitroceluloznoj membrani i uporediti je sa
koli¢inom probe kojoj nije dodat protein, a vezana je za donju Hybond-N+ najlonsku
membranu. Same reakcije vezivanja u kojima je pracena interakcija izmedu radioaktivno
obeleZzene wt kgmB RNK probe duzine 114 nt (0.0041 pmol) i Hise-KgmB proteina &ija
koli¢ina je poveéavana od 0.3 do 1000 pmol (slika 19), su radene kao u EMSA

eksperimenatima, Sto je detaljno opisano u poglavlju I1I-14.5.
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Slika 19. ,Filter binding“ esej za kompleks Hisc-KgmB protein - wt kgmB RNK
(114 nt). Koli¢ina RNK u reakcijama je bila konstantna (0.019 pmol), a Hise-KgmB
protein je dodavan u rastucoj koncentraciji kako je naznaceno na slici. Slobodna

RNK proba bez proteina je na poziciji 1.

Na slici 19 se vidi da, tek ako se Hisc-KgmB protein doda u suvisku od ¢ak 73000x
u odnosu na probu, moguce je detektovati signal na nitroceluloznoj membrani, $to se u
ovom slu¢aju moZe smatrati artefaktom. Dvostruki filter ,,binding* esej sa istom probom je
ponovljen, ali su umesto precis¢enog Hiss-KgmB proteina koris¢ene frakcije (S30 i S100)
kulture iz koje je on precis¢avan (rezultati nisu prikazani). Medutim, niti u jednom slucaju
nije detektovano znacajnije zaostajanje probe u kompleksu sa Hisg-KgmB proteinom iz

koris¢ene frakcije.

3. Ispitivanje interakcije RNK i Hisc-KgmB proteina ,,toeprint® metodom

“Toeprint” metoda se zasniva na Cinjenici da u trenutku kad reverzna transkriptaza
tokom reakcije polimerizacije sa in vitro sintetisane RNK kao matrice, naide na 30S
ribozomalnu subjedinicu vezanu za RBS, ona disosuje, §to kao rezultat daje ,.toeprint®
signal. U slucaju da se protein, ¢iji se uticaj na inicijaciju translacije ispituje, veZze za RNK
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u regionu gde zapocinje translacija, vezivanje same 30S ribozomalne subjedinice bice
oteZano, a to bi dalje dovelo do slabljenja ,,toeprint* signala.

Uticaj Hiss-KgmB proteina na inicijaciju translacije kgmB gena je ispitivan u
»toeprint eksperimentu sa wt kgmB RNK, a sam eksperiment, ¢&iji je rezultat prikazan na
slici 21, je raden na nacin detaljno opisan u poglavlju I1I-16. Matrica za sintezu RNK je bio
plazmid pUKT?7, linearizovan digestijom sa Xbal, &ija je konstrukcija opisana u poglavlju
I1-14.1 i prilogu 1. DuZina RNK molekula sintetisanog sa ovog plazmida je 305 nt, a on je
obuhvatao kompletan wt 5S'UTR kgmB gena kao i deo kodirajuée sekvence do Bglll
restrikcionog mesta. Za ovu RNK je vezan radioaktivno obeleZeni prajmer PE-kgm?2
pomocu kog je sintetisana cDNK duzine 220 nt. Na slici 20a, u kolonama gde su nanete
»toeprint“ reakcije se vidi nespecifi¢ni signal na poziciji +30, a ofekivani ,,toeprint“ signal
izostaje, €ak i ako se linearno poveéa koli¢ina dodatih 30SARNK™® komponenti. Ovaj
eksperiment je ponavljan nekoliko puta pri éemu su menjani vreme inkubacije wt kgmB
RNK sa 308 ribozomalnom subjedinicom, temperatura reakcije i radioaktivno obeleZeni
prajmer (rezultati nisu prikazani), ali nije detektovan 30S-RNK-tRNK™® ternarni
kompleks. Paralelno je raden i kontrolni ,toeprint“ eksperiment sa P/-sgm RNK na veé
opisan nacin (Ili¢-Tomi¢, 2010), gde je dobijen o&ekivani +16 ,toeprint“ signal (slika 20b).
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Slika 20. ,,Toeprint“ eseji na wt kgmB RNK i PI-sgm RNK.

a) 6% denaturiSu¢i akrilamidni gel sa reakcijama na wt kgmB RNK: sekvenciranje sa
obelezenim ddNTP (kolone 1-4), ,,primer extension“ (kolone 5 i 6), binarni 30S-RNK
kompleks (kolona 7) i ternarni 30S-RNK-tRNKfMet kompleks sa rastuCom
koncentracijom 30S/ tRNKfMet (kolone 8-10). Pozicija nespecificnog +30 signala je
obeleZena strelicom, a vertikalnim crtama su naznacene pozicije RBS i start kodona.

b) 6% denaturiuéi akrilamidni gel sa reakcijama na PI-sgm RNK: ,primer extension
(kolone 1 i 6), sekvenciranje sa obeleZzenim ddNTP (kolone 2-5), binarni 30S-RNK
kompleks (kolona 7) i ternarni 30S-RNK-tRNKfMet kompleks (kolona 8). Pozicija
specifi¢nog +16 ,toeprint“ signala je obelezena strelicom, a vertikalnim crtama su

naznacéene pozicije RBS 1 start kodona.
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Jedino u slucaju kada je 30S ribozomalna subjedinica inkubirana sa wt kgmB RNK
45 minuta na sobnoj temperaturi, dobijen je ,,toeprint“ signal dosta slabog intenziteta (slika
21) na ocekivanoj poziciji +16/17 u odnosu na ATG. U istom eksperimentu je uradena i
preinkubacija wt kgmB RNK sa Hisc-KgmB fuzionim proteinom dodatim u suvisku od
2300x na sobnoj temperaturi u trajanju od 20 min. Do$lo je do znafajnog smanjenja
Ltoeprint“ signala (kolona 4) §to ide u prilog hipotezi o translacionoj autoregulaciji kgmB
gena. Na slici 10 se moze uociti i dodatni signal (oznaCen sa zvezdom crne boje) na poziciji
+7 u odnosu na ATG u reakcijama gde su dodavane 30S ribozomalne subjedinice, a u
koloni 5 se uo€avaju tri signala (oznaceni sa crnim trouglom) na poziciji +10, -23 1 -40 u

odnosu na ATG kojih u ostalim kolonama nema.
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Slika 21. ,, Toeprint“ esej na wt kgmB RNK.

a) Sekvenca wt kgmB RNK sa naznalenom pozicijom PE-kgm 2 prajmera. Potencijalne
regulatorne sekvence RS i RS' (CGCCC i CGUCA) su obelezene crvenom bojom i
uokvirene. Zvezdom crne boje je obeleZen start transkripcije na wt kgmB iRNK u soju S.
tenebrarius, a -10 region je nadvucen. Na slici su RBS i start kodon obeleZeni crvenom
bojom i nadvugeni. Naznadena je i pozicija +16/17 signala.

b) 6% denaturiSuéi akrilamidni gel sa reakcijama na wt kgmB RNK: sekvenciranje sa
obelezenim ddNTP (kolone 1-3), ,,primer extension® (kolona 8), kontrola sa tRNKfMet
(kolona 4), ternarni 30S-RNK-tRNKfMet kompleks sa opadajucom koncentracijom 30S/
tRNKfMet (kolona 6 i 7), reakcija kompeticije izmedu Hiss-KgmB proteina i 308
subjedinice (kolona 5). Pozicija +16/17 ,toeprint“ signala je oznalena strelicom, a
vertikalnim crtama su naznaGene pozicije potencijalnih regulatornih sekvenci, RBS i start
kodon. Zvezdom crne boje su oznadeni signali prisutni u rekcijama kada se dodaju 308
ribozomalne subjedinice, a crnim trouglom su oznaceni signali prisutni u reakeiji gde je

dodat Hisg-KgmB protein.




a)
-10 +*
gggagaAGCCUCGCUAGGCUGGACGGGCAGUGGAGCGGGCGLCGGGLGLeeaaeeccece

RS RS RBS

CEUGTTOGAACAGGUCGCGGCGGAUGUTAGCGAGCGGAGAGGACCCUGUGATGCC
+16/17

GCACCCGGCUC CCGGACCCGGCGAUCCCGAGGACCCGAGGCUGGCGGAGGUCGUC

GACGCGGUCCGGUCCAGCAGGCGCUACCAGAQCGUCGCGCCCGAAACC...
PE-kgm2

b)
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4. Ispitivanje interakcije His, KgmB proteina i wt kgmB RNK ,,footprint*

metodom sa RNazom T1

Mogucnost da se Hise-KgmB fuzioni protein vezuje za wt kgmB RNK koja je in
vitro sintetisana sa plazmida pUKT?7, testirana je u ,footprint* eksperimentu sa RNazom
T1. Za wt kgmB RNK duzine 305 nt je najpre vezan radioaktivno obeleZeni prajmer PE-
kgm 2 komplementaran kgmB genu na poziciji od +92 do +108 u odnosu na ATG. Sledila
je inkubacija u prisustvu rastuée koli¢ine Hiss-KgmB proteina na sobnoj temperaturi u
trajanju od 20 minuta, a potom i digestija sa RNazom T1. Mesta seCenja su mapirana
analizom produkata reverzne transkripcije na denturiSuéem akrilamidnom gelu. Na slici 22
je prikazan rezultat ovog eksperimenta, detaljno opisanog u poglavlju 1lI-17. U svakoj
reakeiji je koli¢ina wt kgmB RNK odrZavana konstantnom u vrednosti od 0.04 pmol, a
koli¢ina His¢-KgmB proteina je varirala od 4 do 200 pmol. Ukoliko se uporede profili
seenja iz reakcija sa i bez prisutnog proteina, moze se zakljuciti da nije doslo do zastite
ispitivanog RNK molekula ¢ak ni u slu€aju kada je His¢-KgmB preciséeni protein dodavan
u suviSku od 5000x. Na slici 11 se jedino zapaZa blago slabljenje intenziteta svih signala u
kolonama 5 i 6 $to se moZe pripisati kontaminaciji Hiss-KgmB pregis¢enog proteina nekom

od RNaza.
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Slika 22. ,,Footprint“ esej sa RNazom T1. Sekvenciranje RNK
sa ddC (1), se€enje sa 1U i 2U RNaze T1 (kolone 2 i 3), reakcije
sa rastuéom koli¢inom Hiss-KgmB proteina (kolone 4-6) i

kontrolna reakcija ,,primer extension (kolona 7).

5. Mapiranje sekundarne strukture na 5’ kraju RNK molekula

parcijalnom digestijom RNazama

Kako hipoteza o autoregulaciji kgmB gena na translacionom nivou ne iskljucuje
mogucénost da bi motiv koji KgmB MTaza prepoznaje mogla biti i sekundarna struktura u
okviru 5' UTR na kgmB iRNK, njeno postojanje je testirano u eksperimentima sa razlicitim
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RNazama. Izabrane su tri endonukleaze koje specifi¢no seku jednolan¢ane RNK molekule
posle odredenih nukleozida, na nacin detaljno opisan u poglavlju III-18, kao i RNaza V1

koja sece dvolancanu RNK.

5.1. Mapiranje sekundarne strukture 5° kraja wt kgmB RNK analiziranjem

produkata reverzne transkripcije

Za mapiranje sekundarne strukture odabran je ve¢ pominjani wt kgmB RNK
molekul duZine 305 nt koji je obuhvatao kompletan wt 5' UTR region kgmB gena kao i deo
kodiraju¢e sekvence do Bglll restrikcionog mesta. Kao matrica za sintezu RNK posluzio je
plazmid pUKT?7 linearizovan digestijom sa Xbal, a wt kgmB RNK je nakon sinteze eluirana
sa denaturiSuceg akrilamidnog gela po proceduri detaljno opisanoj u poglavlju II1-9. Za ovu
RNK je najpre vezan radioaktivno obeleZeni prajmer PE-kgm2 komplementaran kgmB
genu na poziciji od +92 do +108 u odnosu na ATG. Sledila je parcijalna digestija 0.04 pmol
ovako pripremljene RNK razli¢itim RNazama, a potom reakcija sinteze cDNK pomocu
MMLYV reverzne transkriptaze i na kraju, analiza produkata na 6% denaturi$u¢em
akrilamidnom gelu. Rezultat ovog eksperimenta je prikazan na slici 23 gde su i sumirani
rezultati mapiranja 5' kraja kgmB iRNK razli¢itim RNazama (slika 23b). Na slici 23b se
vidi da je minimalni region za otpo¢injanje translacije (deo RNK molekula sa RBS-om i
AUG start kodonom) u linearnoj formi, s obzirom da je sefen sa sve tri RNaze koje
specifi¢no prepoznaju jednolanéane RNK molekule. Isto vaZi i za poCetak kodirajuceg dela
kgmB gena, dok je region sa potencijalnom sekundarnom strukturom ostao neokarakterisan.
Zbog toga je primenjen drugaciji pristup gde se radioaktivno obelezeni RNK molekuli

parcijalno seku RNazama, a potom se produkti secenja analiziraju direktno.
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Slika 23. Mapiranje sekundarne strukture 5' kraja kgmB iRNK razli€itin RNazama
posredstvom radioaktivno obeleZzenog prajmera.

a) 8% denaturi$uéi akrilamidni gel sa produktima parcijalne digestije razli¢itim
RNazama. ,,Primer extension“ reakcije sa MMLV i AMV reverznom transkriptazom
(kolone 1, 5 i 21), reakcije sa rastuéom koncentracijom RNaze T1 (kolone 2 - 4), reakcije
sa rastuéom koncentracijom RNazeV1 (kolone 6 - 9), reakcije sa rastucom
koncentracijom RNaze CL3 (kolone 10 - 13), reakcije sa opadajuéom koncentracijom
RNaze A (kolone 2 - 4), reakcije sekveciranja sa ddG, ddC, ddA i ddT (kolone 17-20). Na
slici su naznaceni RBS i potencijalne regulatorne sekvence RS i RS', a crvenim tackicama
je obeleZena pozicija kompjuterski generisane sekundame strukture u okviru 5' UTR na
kgmB iRNK.

b) Sumirani rezultati mapiranja 5' kraja kgmB iRNK razli¢itim RNazama. Potencijalne
regulatorne sekvence RS i RS' (CGCCC i CGUCA) su uokvirene. Start transkripcije
kgmB gena (+1) i -10 region (nadvulen) na wt kgmB iRNK u soju S. fenebrarius su
naznadeni. RBS (uokviren) i start kodon (nadvuden) su takode naznaceni. Simbolima su
oznatena mesta seGenja razli¢itim RNazama pri Semu se razlika u njihovoj debljini
odnosi na razliku u afinitetu date RNaze. Malim slovima su predstavljeni nukleotidi
poreklom iz T7 promotora. Crvenom bojom su obeleZeni nukleotidi koji ulaze u sastav

kompjuterski generisane sekundarne strukture.



=

u extMMLV

1

~ extMMLV

(]

>
=
V1 CL3 A =
PRS0 W 2
6 7 8 910111213 14 151617 1819202

w
H

! 10 -10 2 +1 30 40 0.3
9992gaAGCCUCGCUAGGCUGGACGGGCAGUGGAGCGGGCGCGGGCGCCCGGLCCCL

5 X RBS 100 11
ceqroiimeastadeuceceecas G?Gﬁé%(;é@cccuéﬁ&mé%
& 130 X

0

GoBcccocactloctia IéA&&A%CEEX&&Cﬁ&CGGTGGUEGE

180 190 140 200 210
CGACGCGGUCCGGUCCAGCAGGCGCUACCAGAGCGUCGCGCCCGAAACC...

170 PE-kgm2
X -RNaseCL3
+ -RNaseA
8 §-T1 RNase
V -RNaseVl

%G ACCCG

112



5.2. Mapiranje sekundarne strukture 5’ kraja wt kgmB i sgm RNK analiziranjem

produkata parcijalne digestije RNazama

5.2.1. Mapiranje sekundarne strukture 5’ kraja kgmB iRNK

Za direktno mapiranje sekundarne strukture 5’ kraja kgmB iRNK odabran je wt
kgmB RNK molekul duzine 198 nt sintetisan in vitro sa plazmida pUKT7 koji je
linearizovan digestijom sa Sal/l. Patrcijalna digestija radioaktivno obeleZene RNK je radena
na nacin detaljno opisan u poglavlju III-18, a rezultat ovog eksperimenta je prikazan na
slici 24 gde su i sumirani rezultati mapiranja 5' kraja kgmB iRNK razli¢itim RNazama
(slika 24b). Sa slike 24b se vidi da su minimalni region za otpocinjanje translacije (deo
RNK molekula sa RBS-om i AUG start kodonom) i region wt kgmB RNK molekula koji
obuhvata potencijalnu regulatornu sekvencu RS u linearnoj formi, §to se poklapa sa
rezultatom prethodno opisanog eksperimenta mapiranja sekundarne strukture. Medutim,
uocava se da je i deo koji je po kompjuterskoj predikciji dvolan€an (mesta seenja na
poziciji 39 kao i pozicijama od 41 do 45), zapravo u jednolan¢anoj formi. Pokazano je i da
nema digestije sa RNazom V1, te se moZe zakljuciti da postojanje kompjuterski generisane

sekundarne strukture nije dokazano.
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Slika 24. Mapiranje sekundarne strukture 5' kraja kgmB iRNK analiziranjem produkata
parcijalne digestije.

a) 6% denaturiSu¢i akrilamidni gel sa produktima parcijalne digestije razli¢itim
RNazama. Radioaktivno obeleZena 10bp lestvica (kolone 1 i 27), lestvica dobijena
alkalnom hidrolizom RNK sa rastu¢im vremenom inkubacije (kolone 2-4), obeleZena
kontrolna RNK (kolone 5, 8, 12, 16, 20 i 24), lestvica dobijena parcijalnom digestijom sa
RNazom T1 u denaturiSu¢im uslovima (kolone 6 i 7), lestvica dobijena parcijalnom
digestijom sa RNazom A u denaturiSu¢im uslovima (kolone 25 i 26), reakcije sa
opadajuom koncentracijom RNaze T1 (kolone 9 - 11), reakcije sa opadajuom
koneentracijom RNaze V1 (kolone 13 - 15), reakcije sa opadaju¢om koncentracijom
RNaze A (kolone 17 - 19), reakcije sa opadaju¢om koncentracijom RNaze CL3 (kolone
21 —23). Vertikalne strelice i uokvireni delovi gela predstavljaju kompjuterski generisanu
sekundarnu strukturu.

b) Sumirani rezultati mapiranja 5' kraja kgmB iRNK razli¢itim RNazama. Potencijalne
regulatorne sekvence RS i RS' (CGCCC i CGUCA) su uokvirene. Start transkripcije
kgmB gena (+1) i -10 region (nadvucen) na wt kgmB iRNK u soju S. fenebrarius su
naznaCeni. RBS (uokviren) i start kodon (nadvuéen) su takode naznadeni. Simbolima su
oznaCena mesta seCenja razliCitim RNazama pri ¢emu se razlika u njihovoj debljini
odnosi na razliku u afinitetu date RNaze. Malim slovima su predstavljeni nukleotidi
poreklom iz T7 promotora. Kosim slovima su obeleZeni nukleotidi koji ulaze u sastav
kompjuterski generisane sekundarne strukture. Pozicija tri dodatna G nukleotida unutar 5'

UTR kgmB gena je oznacena viti¢astim zagradama.
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5.2.2. Mapiranje sekundarne strukture 5’ kraja sgm iRNK

S obzirom na sli¢nosti izmedu KgmB i Sgm MTaza, koja je viSestruko potvrdena
rezultatima kako in vivo tako i in vitro ekperimenata, bilo je interesantno testirati postojanje
sekundarne strukture u okviru 5' UTR regiona na sgm iRNK. Sa linearizovanog plazmida
pHDV-P1 sgm sintetisana je sgm RNK duZine 159 nt koja je obuhvatala kompletan wt
S'UTR sgm gena kao i prvih 80 nt iz kodirajuéeg dela sekvence (Ili¢-Tomi¢, 2010). Ova
radioaktivno obeleZena RNK je secena razli¢itim RNazama, na isti nain kao u slucaju wt
kgmB RNK, a produkti su finalno analizirani na 6% denaturiSu¢em akrilamidnom gelu.
Rezultat ovog eksperimenta je prikazan na slici 25 gde su i sumirani rezultati mapiranja 5'
kraja sgm iRNK razliCitim RNazama. Na slici 25b se vidi da su minimalni region za
otpoCinjanje translacije (deo RNK molekula sa RBS-om i AUG start kodonom) kao i
pocetak kodiraju¢e sekvence u linearnoj formi, sliéno kao kod wt kgmB RNK. Medutim, u
slu¢aju sgm RNK nema sefenja sa RNazama koje prepoznaju jednolantane RNK u
delovima koji su po kompjuterskoj predikciji dvolanéani (deo od pozicije 21 do 34 i deo od
pozicije 41 do 54). Takode je nedvosmisleno pokazano da RNaza V1 sefe sgm RNK iza
nuklotida na poziciji 30, a postoje i dva mesta se€enja ove RNaze sa manjim afinitetom
(pozicije 31 i 32). Na slici 25a se uocavaju i tri mesta se€enja RNazom T1 na pozicijama
29, 31 i 34, u delu koji je po kompjuterskoj predikciji dvolanéan, ali se po intenzitetu
signala moZe zakljuciti da RNaza T1za ova mesta pokazuje dosta slab afinitet. Rezultati
viSe ponovljenih eksperimenata mapiranja idu u prilog zaklju¢ku da sekundarna struktura u

okviru 5' UTR na sgm iRNK zaista postoji.
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Slika 25. Mapiranje sekundarne strukture 5' kraja sgm iRNK analiziranjem produkata
parcijalne digestije RNazama. a) 6% denaturiSu¢i akrilamidni gel sa produktima
parcijalne digestije razli¢itim RNazama. ObeleZena kontrolna RNK (kolone 1 i 9),
lestvica dobijena parcijalnom digestijom sa RNazom A u denaturi$u¢im uslovima (kolona
2), lestvica dobijena parcijalnom digestijom sa RNazom T1 u denaturi§u¢im uslovima
(kolone 10 i 11), lestvica dobijena alkalnom hidrolizom RNK sa rastu¢im vremenom
inkubacije (kolone 18 i 19), radioaktivno obeleZena 10bp lestvica (kolona 20), reakcije sa
opadaju¢om koncentracijom RNaze A (kolone 3 - 5), reakcije sa opadajuom
koncentracijom RNaze CL3 (kolone 6 - 8), reakcije sa opadajuéom koncentracijom
RNaze T1 (kolone 12 - 14), reakcije sa opadaju¢om koncentracijom RNaze V1 (kolone
15 - 17). Vertikalne strelice i uokvireni delovi gela predstavljeju kompjuterski generisanu
sekundarnu strukturu. Mesto secenja sa RNazom V1 je naznafeno horizontalnom
strelicom.

b) Sumirani rezultati mapiranja 5' kraja sgm iRNK razli¢itim RNazama. Potencijalna
regulatorna sekvenca RS (CCGCCC) je uokvirena. Start transkripcije sgm gena (+1) u
soju M. zionensis je naznaCen. RBS i start kodon (podvuéeni) su takode naznadeni.
Simbolima su oznacena mesta seCenja razlicitim RNazama pri ¢emu se razlika u njihovoj
debljini odnosi na razliku u afinitetu date RNaze. Malim slovima su predstavljeni
nukleotidi poreklom iz T7 promotora. Kosim slovima su obeleZeni nukleotidi koji ulaze u

sastav kompjuterski generisane sekundarne strukture.
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6. Ispitivanje negativne autoregulacije kgmB i sgm gena u sistemu za in

vitro transkripciju i translaciju E. coli

S obzirom da je hipoteza o translacionoj autoregulaciji kgmB gena postavljena na
osnovu in vivo eksperimenata u heterologom domadinu, NM522 soju E. coli, bilo je
interesantno testirati ovu hipotezu u ,.cell-free“ E. coli sistemu za in vitro transkripciju i
translaciju. Od komercijalno dostupnih sistema je izabran ,,E. coli S30 Extract System for

Circular DNA“ firme Promega.

6.1. Ispitivanje negativne autoregulacije kgmB-lacZ i sgm-lacZ genskih fuzija u

sistemu za in vitro transkripciju i translaciju E. coli

Za testiranje u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju su odabrani plazmidi
koji nose kgmB-lacZ i sgm-lacZ genske fuzije i sa kojih se in vivo sintetidu odgovarajuéi
fuzioni proteini (Koji¢ et al., 1996; Vaji¢ et al., 2004). U ovim plazmidima transkripcija
zavisi od Prtl promotora (Konstantinovi¢ et al., 1991), a translacija se odvija zahvaljujuéi
signalima kgmB i sgm gena. Testirana su po dva razli¢ita plazmida koji nose istu kako
AkgmB-lacZ (pAK1 i pMKT1) tako i sgm-lacZ gensku fuziju (pF6 i pMM1), a razlikuju se
po izvornom plazmidu. Na slici 26 je prikazan rezultat in vitro transkripcije i translacije sa
ovih plazmida, a kao kontrole su kori§¢eni izvorni plazmid pPitl7G i derivat pMS421
izvornog plazmida oznacen sa pMPy tl (Prilog 2). O&ekivani fuzioni protein u oba sluéaja bi
teZio oko 123 kDa, a na slici 26 se signal te tezine uo¢ava samo u kolonama 2 i 3. To znad&i
da je in vitro translacijom sa plazmida pAK1 sintetisan KgmB-lacZ fuzioni protein, a in
vitro translacijom sa plazmida pF6 sintetisan Sgm-lacZ fuzioni protein. U ovim kolonama
se uoCava i signal na poziciji od oko 31kDa, a posto je prisutan i u kontrolnoj reakciji sa
plazmidom pP;tl7G mozZe se zakljuditi da odgovara B-laktamazi, selektivnom markeru
navedenih plazmida. Lako se uo¢ava i razlika u intenzitetu produkata translacije sa pAK1 i
pF6 plazmida gde je u prvom slucaju signal koji odgovara B-laktamazi mnogo jadi u

poredenju sa signalom za fuzioni protein, a u drugom sluéaju je situacija obrnuta.
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Slika 26. In vitro translacija Sgm-lacZ i KgmB-lacZ fuzionih proteina.

Na 10% SDS-poliakrilamidni gel su nanete reakcije in vitro translacije sa plazmida:
pPLtI7G (kolona 1), pAK1 (kolona 2), pF6 (kolona 3), pMKT1 (kolona 4), pMMI1
(kolona 5) 1 pMP1tl (kolona 6). Pozicija fuzionih proteina sintetisanih in vitro je
naznaCena crvenom strelicom, a pozicija -laktamaze crnom.

Sledili su eksperimenti u kojima je pracen uticaj dodatih pre¢iséenih Hise-KgmB i
Hise-Sgm proteina na sintezu adekvatnih fuzionih proteina. Posto je sinteza KgmB-
lacZ fuzionog proteina manje efikasna u poredenju sa Sgm-lacZ fuzionim
proteinom, koncentracija matrice, pAK1 plazmida (2 pg) u sistemu za in vitro
transkripciju 1 translaciju je bila duplo veca od koncentracije pF6 plazmida. Sami
eksperimenti su izvedeni na nacin detaljno opisan u poglavlju ITI-19, a na slici 27 su

prikazani rezultati dva ovakva eksperimenta.
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Slika 27. Uticaj Hiss-KgmB i Hise-Sgm proteina na in vitro sintetisane Sgm-lacZ i
KgmB-lacZ fuzione proteine.

a) 10% SDS- poliakrilamidni gel sa reakcijama in vitro translacije sa plazmida pF6
bez i u prisustvu dodatog pre¢i§¢enog Hiss-Sgm proteina: pLAK1 kao kontrola za B-
laktamazu (kolona 1), pF6 (kolona 2), pF6 sa dodatim puferom za dijalizu (kolona
3), pF6 u prisustvu rastuée koncentracije prec¢i§¢enog Hisg-Sgm proteina (kolone 4 i
5). Pozicija fuzionih proteina sintetisanih in vitro je naznaena crvenom strelicom,
pozicija B-laktamaze crnom, a pozicija koja odgovara Sgm metiltransferazi
zelenom. Kao marker je koriséen “PageRuler'™ Plus Prestained Protein Ladder”
(Fermentas).

b) 10% SDS- poliakrilamidni gel sa reakcijama in vitro translacije sa plazmida
pAK1 bez i u prisustvu dodatog pre¢isc¢enog Hiss-KgmB proteina: pAK1 (kolona 1),
pAK1 sa dodatim puferom za dijalizu (kolone 2 i 3), pAK1 u prisustvu rastuée
koncentracije preciS¢enog Hisg-KgmB proteina (kolone 4-6). Pozicija fuzionih

proteina sintetisanih in vitro je naznafena crvenom strelicom.

Na slici 27a se vidi da u prisustvu rastue koncentracije pre¢iséenog Hiss-Sgm

proteina (3.35 i 33.5 pmol) dolazi do znacajnijeg smanjenja intenziteta signala za Sgm-lacZ
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fuzioni protein u poredenju sa smanjenjem intenziteta signala za unutra$nju kontrolu, B-
laktamazu. Uzevsi u obzir rezultate viSe ponovljenih eksperimenata ove vrste, moze se
zakljuciti da Hise-Sgm protein reprimira sintezu Sgm-lacZ fuzionog proteina, ¢ime se
potvrduju nalazi in vivo eksperimenata na osnovu kojih je hipoteza o autoregulaciji
ekspresije sgm gena utemeljena. Kontrola za p-laktamazu je bio plazmid pLAK1 (slika 27a,
kolona 1), koji nosi ceo kgmB gen pozicioniran nizvodno u odnosu na P;#/ promotor (Vaji¢
et al., 2004). U koloni 1, ispod signala za B-laktamazu, uocava se jo$ jedan dodatni signal,
koji bi mogao da odgovara in vitro sintetisanoj KgmB MTazi.

Na slici 27b su prikazani rezultati analognog eksperimenta sa pAK1 plazmidom.
Opet se moZe zakljuditi da rastuca koncentracija preci$¢enog Hiss-KgmB proteina (1, 10 i
30 pmol) dovodi do smanjenja intenziteta signala za KgmB-lacZ fuzioni protein. MoZe se
zakljugiti da je u ,,cell-free“ E. coli sistemu za in vitro transkripciju i translaciju pokazano
da Hise-KgmB protein reprimira sintezu KgmB-lacZ fuzionog proteina, §to je u skladu sa

rezultatima in vivo eksperimenta gde je ovaj fenomen prvi put opisan.

7. Ispitivanje negativne autoregulacije kgmB gena in vivo

Polazna hipoteza o mehanizmu negativne autoregulacije kgmB gena na nivou
inicijacije translacije je postavljena na osnovu in vivo eksperimenata sa kgmB-lacZ genskim
i operonskim fuzijama (Vaji¢ et al., 2004). Plazmidi pAK1 i pMKT1 su nosili istu AkgmB-
lacZ gensku fuziju ispred koje je bio lociran i deo potencijalnog ABC transportera,
eksprimiranu sa snaznog, IPTG inducibilnog P.# promotora (Slika 28). Sam fuzioni protein
je na svom N terminusu sadrZao 65 amino kiselina KgmB proteina, a njegova translacija je
vr§ena sa iRNK koja nosi sve potencijalne translacione regulatorne sekvence sadrZzane na
kgmB iRNK do Bglll restrikcionog mesta. Pokazano je da prisustvo ekstra kopije kgmB
gena (plazmid pUAK1), u in trans konstelaciji u odnosu na AkgmB-lacZ gensku fuziju
(plazmid pMKT1), dovodi do znadajnog pada aktivnosti fuzije (slika 28). Konstrukcija
pMKTIATG plazmida koji nosi AkgmB-lacZ gensku fuziju sa wt potencijalnim
regulatornim sekvencama RS i RS' je opisana u prilogu 3. Najpre je u PCR-u sa prajmerima

pltl2 i Rev.pr.ATG, gde je kao matrica kori§¢en plazmid pAK1 (wt AkgmB-lacZ genska
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fuzija), umnozen DNK fragment duZine 493 nt. Ovaj DNK fragment je obuhvatao Pt/
promotor i nizvodno od njega region prisutan i kod plazmida pAK1 sve do ATG start
kodona. Radi lakSe manipulacije je ovaj DNK fragment ukloniran u plazmid pUC 19
(generisan plazmid pUAK1ATG), a potom je usledilo kloniranje u plazmid pMPytl ¢ime je
konstruisan plazmid pMAK1ATG. Konstrukcija plazmida pMPytl koji nosi P.#/ promotor i
koji je posluzio kao vektor za sklapanje fuzija je opisana u prilogu 3. Poslednji korak je bila
ligacija plazmida pMAK1ATG linearizovanog digestijom sa Bg/Il i lacZ reporter gena na
BamHI fragmentu, gde su start kodon kgmB gena i lacZ gen uklopljeni u fazu. Aktivnost
ovako generisane AkgmB-lacZ genske fuzije (pMKT1ATG) u NM522 soju E. coli je
testirana u B-gal eseju (Miller, 1972), gde je pokazano da fuzija nije aktivna, iako je razlika
u odnosu na ranije pominjanu AkgmB-lacZ gensku fuziju sa plazmida pMKT1 samo po
odsusutvu kodirajuceg dela kgmB gena (slika 28).

Takode je bilo planirano da se paralelno sa ranije opisanim EMSA esejima sa Cetiri
razliCite kgmB RNK duZine 114 nt paralelno urade i in vivo eksperimenti gde bi se DNK
matrice sa kojih su prepisivane date RNK probe iskoristile za konstrukciju genskih fuzija sa
lacZ reporter genom. Najpre je konstruisana AkgmB-lacZ genska fuzija oznacena sa
pK1T7, Sematski prikazana na slici 28, koja se razlikuje od ranije pominjane AkgmB-lacZ
genske fuzije pMKT1 po odsusutvu dela potencijalnog ABC transportera 5' u odnosu na
fuziju, a prisustvu T7 promotora (Lidija Vukovi¢, neobjavljeni rezultati). Kao i u slu¢aju
pMKTIATG plazmida, B-gal esej je pokazao da fuzija pK1T7 nije aktivna. Vazno je
napomenuti da je pokuSana ekspresija iste fuzije sa T7 promotora u E. coli soju ER2566

koji nosi gen za T7 polimerazu, ali da fuzija opet nije bila aktivna (rezultati nisu prikazani).
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plazmid p-gal %

aktivnost
pMKT1 199 100
pMKT 14+pUaK1 26 13

pMKT1
pLtl 3'abc AkgmB lacZ

pMKT1ATG neaktivna fuzija

pLti 3'abc AkgmB lacZ
i RS’ Bglll
- 1 R RES — pK1T7 neaktivna fuzija
pLtl T7 AkgmB lacZ

Slika 28. Sematski prikaz razli¢itih AkgmB-lacZ genskih fuzija.

Na slici su simbolima RS i RS' obeleZene potencijalne regulatorne sekvence, a
naznaCen je 1 RBS. Strelicama razliCite boje su naznaCeni razli¢iti promotori, a
imena plazmida su prikazana razli¢itom bojom u zavisnosi od kog vektora poticu

(derivat pP; 117G i1li pMS421 plazmida).

8. Ispitivanje negativne autoregulacije grmA gena in vivo

Pokazano je da su geni odgovorni za sintezu nekoliko specificnih 16S rRNK
MTaza, zahvaljujuéi €ijem dejstvu se proizvodaci aminoglikozidnih antibiotika Stite od
sopstvenih toksi¢nih proizvoda, u znacajnoj meri sli¢ni. Konkretno, izmedu GrmA MTaze
1z soja Micromonospora purpurea i KgmB MTaze is soja S. tenebrarius postoji 51.8%
identi¢nosti na aminokiselinskom nivou, a ako se uporede GrmA i Sgm MTaza iz soja M.
zionensis stepen identi¢nosti se penje do 89.8%. Medutim, bitna razlika se uocava kod 5’
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UTR regiona ovih gena s obzirom da je u slu€aju grmA gena njegova duZzina svega 11
nukleotida, dok je 5° UTR i1 na kgmB i1 na sgm iRNK znac€ajno duZi i sadrzi motive za koje
se pretpostavlja da imaju ulogu u autoregulaciji ekspresije ovih gena na translacionom
nivou. Pokazano je takode da su KgmB i Sgm MTaze sposobne da reguliSu jedna drugu,
kao 1 da GrmA MTaza obara aktivnost bilo kgmB-lacZ bilo sgm-lacZ genske fuzije
(Milojevi¢, 1998; Trajkovi¢, 1994). Da bi se ispitala mogucnost autoregulacije samog
grmA gena Konstruisana je grmA-lacZ genska fuzija (prilog 4). Najpre je u PCR-u sa
prajmerima FgrmSall i RgrmBamHI umnoZen DNK fragment duZine 216 nt, sa plazmida
pLST1317 kao matrice. Usledilo je kloniranje u plazmid pMPitl i na taj nacin je poCetak
grmA gena (do Bglll restrikcionog mesta) pozicioniran nizvodno od snaznog, IPTG
inducibilnog P;zl promotora. Dobijeni konstrukt, oznafen sa pMGI181, je linearizovan
digestijom sa BamHI, nakon cega je sledila ligacija sa lacZ reporter genom, pri emu se

vodilo rauna da start kodon grmA gena i lacZ gen budu uklopljeni u fazu (slika 29).

ik * RBS

cacadicaadacacacch Tee TcG Acr CGA GCG [GAG GAC TCG ATG ACG ACA TCT
GCG CCT GAG GAC CGT ATC GAC CAG GTC GAG CAG GCC ATC ACC AAG
AGC CGG CGC TAC CAG ACG GTG GCC CCG GCC ACC GTG CGG CGC CTG
GCC CGG GCT GCC CTC GTC GCC GCG CGG GGC GAC GTG CCG GAC GCG

GTG AAG CGC ACC AAG CGC GGG CTG CAT GAG ATC TCG GaT ccc GIC...lacZ
Bglll BamHl

Slika 29. Uklapanje u fazu grmA i lacZ gena sa naznaenim relevantnim
restrikcionim mestima. Slovima crne boje je oznaCena sekvenca grmA gena, zelene
boje lac Z gena, a ljubicastom bojom je oznaCen deo iz vektora. Start kodon grmA
gena je nadvucen, RBS je uokviren, a start transkripcije u soju M. purpurea je

obelezen zvezdicom. Na isti nacin su obelezeni i RBS i ATG poreklom iz vektora.
Aktivnost ovako generisane grmA-lacZ genske fuzije (pMG) je najpre testirana u 3-

gal eseju (Miller, 1972), a potom je na isti nain pracen uticaj GrmA, KgmB i Sgm MTaze

na aktivnost ove fuzije. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani u tabeli 5.
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Tabela 5. Analiza B—-gal aktivnosti pMG transformanata i odgovarajucih kotransformanata.

plazmid

B—galaktozidazna aktivnost (U)*

R (%)**

pMG

698

100

pMG + pLST1317

749

107

pPMG + pUMK33

904

129

pMG + pAK1

391

85

pMG + pUC19

853

* Aktivnost p—galaktozidaze je izrazena u jedinicama po Miller-u (Miller, 1972).

** R — odnos P-—galaktozidazne aktivnosti NM522 soja E. coli koji sadrzi samo

plazmid pMG i NM522 soja E. coli koji, sem plazmida pMG, sadrzi i drugi plazmid

(pUC19 kao kontrolu ili derivat pUC plazmida sa kog se eksprimira neka od
metiltransferaza: pLST1317 za GrmA MTazu, pUMK33 za Sgm MTazu i pUAK1

za KgmB MTazu).

Iz tabele se vidi da MTaze eksprimirane in trans u odnosu na grmA-lacZ gensku

fuziju ne dovode do znacCajnijeg smanjenja njene aktivnosti. Doduse, do slabog smanjenja

aktivnosti fuzije dolazi u NM522 soju E. coli koji nosi plazmide pMG i pAK1 tj. u slucaju

kada se prati uticaj KgmB MTaze na aktivnost grmA-lacZ genske fuzije, ali se ovaj efekat

moZe zanemariti, pogotovo ako se ima u vidu da KgmB MTaza smanjuje aktivnost AkgmB-

lacZ genske fuzije (pMKT1) na svega 13% (slika 28).
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IV DISKUSIJA

Zivotni ciklus aktinomiceta se odvija u uslovima koji stalno variraju, te je za ove
bakterije karakteristina neverovatna mogucnost adaptacije na brojne promene. One su
sposobne da kao odgovor na uslove sredine predu iz faze eksponencijalnog rasta
(primarnog metabolizma) u stacionarnu fazu (sekundarni metabolizam) (Challis and
raznolikost i kompleksnost njegove regulacije (Bibb, 2005).

Aktinomicete, a posebno streptomicete, predstavljaju konstantan predmet
interesovanja nau¢nika jer su bogat izvor sekundarnih metabolita od medicinskog znacaja
(antibiotici, antitumorna jedinjenja, imunosupresori, antihelmintici i dr.). Posto su
antibiotici, tipi¢ni produkti sekundarnog metabolizma, esto toksi¢ni i za samu bakteriju
koja ih proizvodi, mikroorganizmi koji ih proizvode moraju da se naoruzaju razli¢itim
odbrambenim mehanizmima pre nego $§to proizvodnja antibiotika otpo¢ne. Ukoliko se
rezistencija postize delovanjem metiltransferaza, neophodno je da ovi enzimi veé¢ budu
prisutni u odredenoj koli¢ini kada sinteza antibiotika po&ne. Obi¢no su biosintetski geni za
odredeni antibiotik i geni za rezistenciju locirani unutar istog klastera (Arya, 2007), a
proizvodnja antibiotika je regulisana na viSe nivoa preko brojnih multifunkcionalnih
signalnih molekula koji kontroliSu i proizvodnju antibiotika i opsti fizioloski odgovor
¢elije. Medutim, brojni detalji transdukcije signala tokom ovih procesa jo§ uvek su
nepoznati. Ovo vazi i za ekspresiju MTaza o &ijoj se regulaciji tokom prelaska bakterije na
sekundarni metabolizam vrlo malo zna.

Pokazano je da se transkripcija sgm gena kod bakterije Micromonospora zionensis,
proizvodata aminoglikozidnog antibiotika G-52 (6-N-metilsisomicin), odvija sa
tandemskih promotora koji se razlikuju po snazi, $to bi moglo omoguéiti razli¢it nivo
ekspresije Sgm MTaze u proizvodadu (Koji¢ et al., 1992). Sem na nivou transkripcije,
primarnog i za ¢eliju najekonomi¢nijeg nacina genske regulacije, ekspresija Sgm MTaze je
regulisana i na translacionom nivou. Za ovu MTazu, kao i za ostale enzime koji na isti
nadin modifikuju ribozome, vazi pravilo da nije neophodna maksimalna ekspresija gena da

bi se postigla potpuna zastita. Pretpostavlja se da je svega nekoliko molekula funkcionalnog
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enzima potrebno da se modifikuju svi targeti. Stoga je mehanizam negativne autoregulacije
ekspresije, kao nacin da se koncentracija enzima odrZi na konstantnom i vrlo niskom nivou,
sasvim opravdan. Sam model translacione autoregulacije sgm gena je zasnovan na in vivo
analizi regulacije u heterologom domacinu, Escherichia coli, kori§¢enjem sgm-lacZ
genskih i operonskih fuzija (Kojic¢ et al., 1996). Ovaj pristup je bio opravdan ¢injenicom da
nije bilo moguce dobiti detektabilnu koli¢inu Sgm MTaze iz E. coli mini éelija. I pored
toga, Sgm MTaza eksprimirana u heterologom domacinu dovodi do uspostavljanja
gentamicin rezistentnog fenotipa. Prema predlozenom modelu, Sgm MTaza nakon $to
izvr$i kompletnu modifikaciju svog primarnog targeta 16S rRNK, i obezbedi Celiji
rezistenciju na antibiotik, prepoznaje i vezuje se za sopstvenu iRNK, &ime je onemoguéena
dalja translacija. Kompjuterskom analizom je pokazano da isti heksanukleotid (CCGCCC)
postoji kako u 5’UTR regionu sgm iRNK 14 nt ispred RBS, gde ulazi u sastav sekundarne
strukture u vidu ukosnice, tako i u A-mestu u okviru heliksa 44 na 3’ kraju 16S rRNK koje
je 1 mesto vezivanja aminoglikozodnih antibiotika. Na osnovu toga izneta je hipoteza po
kojoj Sgm MTaza prepoznaje isti heksanukleotid prisutan na primarnoj i sekundarnoj
ciljnoj RNK ovog proteina, tj. 16S rRNK i sgm iRNK (Koji¢ et al., 1996). U prilog hipotezi
govori i rezultat eksperimenta sa sgm-lacZ genskom fuzijom kod koje je deletiran skoro ceo
5’UTR, ukljucujuéi i pretpostavljenu CCGCCC regulatornu sekvencu, gde je pokazano da
Sgm MTaza, sintetisana sa istog plazmida, ne reprimira aktivnost B-galaktozidaze. Ovaj
rezultat je ukazivao na to da bi heksanukleotid CCGCCC mogao biti neophodan za
translacionu represiju. U prilog regulaciji sgm gena na nivou inicijacije translacije govore i
rezultati in vivo eksperimenata, gde je pokazana veza izmedu ekspresije sekundarnog
targeta (5’UTR sgm gena) i rezistencije na gentamicin u E. coli i Micromonospora
melonosporea (Koji¢ et al., 2007). Povelana ekspresija 5° UTR regiona sgm gena,
prisutnog na plazmidu pod kontrolom inducibilnog P# promotora, redukuje rezistenciju na
gentamicin kod E. coli. Sem toga, postoji direktna korelacija izmedu senzitivnosti ¢elija na
gentamicin sa nivoom indukcije P #/ promotora. Takode, eksperimenti uradeni u
mikromonospori su pokazali da do vece senzitivnosti ¢elija na gentamicin dolazi ukoliko se
5’UTR sgm gena eksprimira sa jateg promotora. Prema ovim rezultatima, viSak

sekundarnog targeta titrira odredenu koli¢inu Sgm proteina, dovodeéi do smanjenja broja
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molekula neophodnih za obezbedivanje visokog nivoa rezistencije. Na osnovu ovoga se
moglo zakljuéiti da je vezivanje Sgm proteina za sopstvenu iRNK, tj. sekundarni target jace
od vezivanja istog proteina za 30S ribozomalnu subjedinicu, odnosno primarni target, $to se
kosilo sa opste poznatim podacima.

Za KgmB MTazu iz bakterije S. tenebrarius, proizvodata nebramicinskog
kompleksa aminoglikozida, predviden je model negativne autoregulacije na nivou
inicijacije translacije (Milojevi¢, 1998), sli¢an opisanom modelu za regulaciju Sgm MTaze
iz M. zionensis (Koji€ et al., 1996). Sam model je zasnovan na in vivo eksperimentima sa
kgmB-lacZ genskom fuzijom gde je pokazano da KgmB MTaza, eksprimirana in cis ili in
trans u odnosu na samu fuziju, drastiéno smanjuje njenu aktivnost. U okviru 5’UTR
regiona na kgmB iRNK nalaze se dve potencijalne regulatorne sekvence: RS' (CGCCC), 30
nt ispred RBS-a i RS (CGUCA), 8 nt ispred RBS-a (REZULTATI, slika 12a). Obe
pentanukleotidne sekvence nalaze se i u A-mestu u okviru heliksa 44 na 3’ kraju 16S
rRNK, mestu delovanja aminoglikozida, a Cak se i preklapaju (UVOD, slika 6).
Eksperimentima sa razli¢ito mutiranim kgmB-lacZ genskim fuzijama je pokazano da je za
regulaciju bitnija sekvenca CGCCC, jer mutacija sekvence CGUCA ne dovodi do gubitka
autoregulacije (Vaji€ et al., 2004). Moze se zakljuciti da i Sgm i KgmB MTaza prepoznaju
isti motiv na sopstvenim iRNK, (C)CGGGG, ¢ime bi se objasnila pojava da ove dve
metiltransferaze mogu da reguliSu jedna drugu (Milojevi¢, 1998). Ukoliko se uzme u obzir
autoregulacija vazno je napomenuti da sgm i kgmB gen medusobno hibridizuju (Kojié,
1992), da stepen identi¢nosti na aminokiselinskom nivou izmedu KgmB i Sgm MTaze
iznosi 55.4%, kao i da postoji ukrStena reakcija anti-Sgm antitela sa KgmB MTazom (Ili¢-
Tomic€ et al., 2005; Markovi¢ ef al., 2005).

Pojava da regulatorni proteini prepoznaju sli¢ne strukture, odnosno sekvence na
sopstvenoj iRNK i na RNK sa kojom primarno interaguju uocena je kod mnogih
ribozomalnih proteina, kao i enzima treonil-tRNK sintetaze, ErmC MTaze i KsgA MTaze,
o ¢emu je vise reci bilo u Uvodu. U svim navedenim slu¢ajevima autoregulacija je moguca
zahvaljujuéi mimikriji izmedu iRNK za dati protein i njegovog RNK targeta, bilo da je re¢
o karakteristicnim sekvencama ili specificnim sekundarnim strukturama. Vezivanjem

proteina za iRNK ometena je inicijacija translacije neovisno o kom tipu ciljne sekvence na
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iRNK se radi, a pretpostavlja se da postoji veéi afinitet ovih regulatornih proteina za
vezivanje primarnih targeta, u odnosu na sekundarne.

Imajudi u vidu rezultate in vivo eksperimenata sledec¢i korak u proucavanju modela
za autoregulaciju kgmB gena je bilo njegovo testiranje u in vitro eksperimentima gde bi se i
preciznije okarakterisao kompleks izmedu KgmB MTaze i njenog sekundarnog targeta i
ispitao zna¢aj potencijalnih regulatornih sekvenci, ali i sekundarne strukture u okviru koje
se CGCCC pentanukleotid, po predikciji, nalazi.

Najpre je KgmB MTaza eksprimirana i pre¢iSéena u aktivnoj formi, a potom je
pracena interakcija KgmB-iRNK in vitro metodom usporene elektroforetske pokretljivosti
(EMSA metodom), gde je pokazano da se KgmB protein vezuje u 600 puta vecem
molarnom odnosu za iRNK (Markovié¢, 2005; Markovi¢ et al., 2005). U reakcijama
kompeticije sa specifi¢nim i nespecifi¢nim kompetitorima dokazano je specifi¢no vezivanje
KgmB MTaze za sopstvenu iRNK.

Iz in vivo eksperimenata sa kgmB-lacZ genskim fuzijama izveden je zakljucak da je
za regulaciju ekspresije kgmB gena neophodno prisustvo dela uzvodnog regiona kgmB gena
sa CGCCC i CGTCA pentanukleotidima i da je za autoregulaciju bitan CGCCC
pentanukleotid, ali i da se ne moze u potpunosti iskljuciti potencijalna uloga CGUCA
pentanukleotida u fenomenu autoregulacije (Vaji¢, 2003). Imajuci ovo u vidu, kao i rezultat
eksperimenta gde je EMSA metodom dokazano specifi¢no vezivanje KgmB MTaze za in
vitro sintetisanu RNK koja sadrZi obe wt potencijalne RS, odluceno je da se na isti nacin
ispita vezivanje KgmB proteina za nekoliko kgmB RNK proba sa ciljem da se uradi
kvantitativna analiza same interakcije i pokaZe razlika u vezivanju. U reakcijama je
koris¢en Hisg-KgmB protein, posto je prethodno pokazano da nije bilo razlike u vezivanju
dve varijante KgmB proteina, sa i bez Hiss repi¢a na N terminusu, za wt kgmB RNK, a
takode je metilacionim esejom potvrdeno da je ovakav protein funkcionalan kao enzim
(neobjavljeni rezultati).

Potpuna karakterizacija nekog protein - RNK kompleksa podrazumeva odredivanje
afiniteta (preko ravnotezne konstante vezivanja datog proteina), stabilnosti kompleksa
(odreden konstantom brzine disocijacije) i specifi¢nosti vezivanja proteina (analizira se u

reakcijama vezivanja sa razliCitim koncentracijama neobeleZenog specifiCnog 1
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nespecifi¢nog kompetitora). Svaki protein - RNK kompleks se nalazi u stanju ravnoteze sa
odredenom koncentracijom slobodnih komponenti, RNK i proteina (Setzer, 1999). U
ravnotezi, raspodela komponenti izmedu vezane i slobodne forme je odredena ravnoteZnom
konstantom vezivanja Kq4 (ili konstantom afiniteta K, K,=1/K4). Ravnotezna konstanta
vezivanja za takav kompleks se izraCunava po formuli K4=[R][P]/[RP] gde je [R]
koncentracija RNK, a [P] koncentracija proteina. Takode, ravnotezna konstanta vezivanja
se moZe posmatrati i kao odnos konstanti brzina disocijacije (ko) i brzine asocijacije (koq)
protein-RNK kompleksa, Kq=k,s/kon. Najpre je analizirano vezivanje Hiss-KgmB proteina
za mRS kgmB RNK probu sa mutiranim CGUCA motivom (mRS). Iz viSe nezavisno
uradenih eksperimenata je zakljueno da optimalni molarni odnos proteina prema RNK,
koji dovodi do nastanka vidljivog protein - RNK kompleksa, iznosi ¢ak 2700:1, $to je oko
4.5x viSe u odnosu na molarni odnos 600:1, dobijen pri analizi vezivanja Hise-KgmB
proteina za wt kgmB RNK probu. Ovi rezultati govore u prilog tome da Hisg-KgmB protein
ima mali afinitet za mRS kgmB RNK tj. da ima malu konstantu afiniteta K,, ili pak, ovi
rezultati govore u prilog tome da je Hisg-KgmB - mRS RNK kompleks nestabilan, pa ima
veliku konstanu brzine disocijacije kos. Na osnovu ovoga bi se moglo zakljuditi da je za
vezivanje Hisg-KgmB proteina neophodno prisustvo CGUCA pentanukieotida. Medutim,
vec je odnos protein-RNK u vrednosti od 600x drastiéno veci u poredenju sa literaturnim
podacima za druge RNK vezujuce proteine i mogao bi da ukazuje na slab afinitet vezivanja
KgmB proteina za sopstvenu iRNK.

Kod bakterija nije neuobic¢ajeno da globalni regulatori onemoguéavaju inicijaciju
translacije vezivanjem za 5’UTR regione gena targeta. Jedan od njih je i CsrA (eng. carbon
storage regulation) protein iz E. coli, zahvaljujuci ¢ijem delovanju su reprimirani procesi
kao glukoneogeneza, metabolizam glikogena, transport peptida i formiranje biofilma
(Dubey et al., 2003; Jackson et al., 2002; Romeo et al., 1993; Sabnis ef al., 1995; Wang et
al., 2005; Yang et al., 1996). EMSA eksperimentima je utvrdeno da se na sli¢an nacin, tj.
slicnim afinitetom ovaj protein vezuje za razliite target RNK, bez obzira da li poseduju
jedno (hfg gen), Cetiri (glgC i cstA geni) ili Sest (pgad gen) CsrA vezujucih mesta, pri Cemu
se vidljivi protein - RNK kompleksi formiraju ve¢ sa dodatkom svega par desetina puta

viSe CsrA proteina u odnosu na RNK probu (Baker ef al., 2002; Dubey et al., 2003; Wang
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et al., 2005). O drugom poznatom globalnom regulatoru, Hfq proteinu iz E. coli, bilo je
viSe reci u Uvodu, ali je bitno istaci da i ovaj protein ima sposobnost autoregulacije na
translacionom nivou, koja je proverena i u EMSA eksperimentima gde je pokazano da se
vidljivi protein - RNK kompleks formira kada se u reakciju vezivanja doda samo duplo vise
proteina (Vecerek et al., 2005). S druge strane, pokazano je da se S1 ribozomalni protein
vezuje za sopstveni 5’UTR region prisutan kod rps4 iRNK pri relativno visokom
molarnom odnosu protein - RNK (300:1) (Boni et al., 2001). Ovo je ukazivalo na nizak
afinitet datog proteina za iRNK, koji bi se mogao uporediti sa vredno$¢u dobijenom za
KgmB protein. Takode je utvrdeno da S1 ribozomalni protein ima znadajnu ulogu i u samoj
inicijaciji translacije jer pokazuje visok afinitet vezivanja za jednolan¢ane, U ili A/U bogate
sekvence unutar 5’UTR regiona, koje nisu strogo konzervisane, a nalaze se na brojnim
iRNK (Boni, 2006). Pokazano je i da se KsgA MTaza, sa skoro jednakim afinitetom,
vezuje za svoj primarni target, tzv. kolicinski fragment sa 3’ kraja 16S rRNK i sekundarni
target, tj. RNK duzine 400 nt koja sadrzi deo 5’UTR regiona ksg4 gena i deo kodirajuce
sekvence (van Gemen ef al., 1989).

Pri analizi interakcije Hiss-KgmB proteina sa mRS kgmB RNK probom treba imati
u vidu da se ne radi o apsolutnoj vrednosti molarnog odnosa, jer se Hiss-KgmB protein
vezuje istim afinitetom i za neobeleZeni RNK molekul koji obavezno zaostaje nakon
reakcije obelezavanja i ne moZe se detektovati. Sem toga, preraunata i dodata
koncentracija proteina u svakoj reakciji vezivanja je relativna. Mada su kori$¢ene frakcije
proteina Cistoée oko 95%, treba imati u vidu prisustvo kontaminiraju¢ih proteina, kao i
prisustvo neaktivnih Hise-KgmB molekula. Metilacionim esejom je pokazano da Hise-
KgmB protein nakon pre€iSavanja zadrzava svoju enzimsku aktivnost, ali se moZe
ocekivati da Ce ipak jedan deo biti nektivan, §to moZe biti posledica ili njegove denaturacije
prilikom precis¢avanja ili denaturacije tokom ¢uvanja.

U reakcijama gde je ispitivana specifi¢nost vezivanja Hisc-KgmB proteina za mRS
kgmB RNK koncentracije specifinog (neobelezena mRS kgmB RNA) i nespecifi¢nog
kompetitora (pBlue RNK) su linearno poveéavane od 100 do 800x viSe u odnosu na
obeleZenu probu. Sa slike 13, u delu REZULTATI, se vidi da specifi¢nost vezivanja Hise-
KgmB fuzionog proteina za mRS kgmB RNK nije potvrdena s obzirom da obe vrste
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kompetitora dodate u istoj koli¢ini "hlade” Sift tj. smanjuju intenzitet protein-RNK
kompleksa skoro podjednako. Moze se zakljuciti da KgmB protein ima skoro identi¢an
afinitet za vezivanje oba kompetitorska RNK molekula. Ovaj rezultat se razlikuje od
rezultata eksperimenta sa wt kgmB RNK gde je potvrdena specifi¢nost vezivanja Hise-
KgmB fuzionog proteina za dati RNK molekul, s obzirom da dodatkom istog nespecifi¢nog
kompetitora ¢ak i u 1200x vecoj koncentraciji od obelezene RNK probe ne dolazi do
smanjenja intenziteta protein-RNK kompleksa, dok specifi¢ni kompetitor (neobeleZzena wt
kgmB RNK) ve¢ pri 800x vecoj koncentraciji skoro potpuno "hladi” $ift (Markovi¢, 2005).

Na slici 13 se takode mozZe primetiti da pri "hladenju” dolazi do razdvajanja "Sifta"”
na dve trake, od kojih jedna ostaje priblizno na visini prvobitnog "§ifta”, dok je druga neSto
visa, §to je naro€ito izraZeno u slucaju nespecificnog kompetitora. Dve trake predstavljaju
dva razli¢ita protein - RNK kompleksa. Protein - RNK kompleks koji sporije putuje mogao
bi da bude posledica razli¢itih protein - protein interakcija ili interakcija izmedu kompleksa
KgmB proteina formiranog sa obeleZenom RNK probom i onog formiranog sa istim, a
neobeleZenim RNK molekulom.

Model translacione autoregulacije sgm gena je testiran istim in vitro metodama, kao
u slucaju kgmB gena, i ispostavilo se da nema specifi¢nog vezivanja Sgm MTaze za RNK
molekul koji reprezentuje deo 5’UTR regiona sgm gena (Ili¢-Tomi¢, 2010). Koncentracije
nespecificnog kompetitora, identicne kao koncentracije primenjene u reakcijama sa
specificnim kompetitorom, takode dovode do slabljenja kompleksa Sgm - RNK, iako ne
potpuno u istoj meri, kao kod kgmB gena. Na osnovu dodatnih eksperimenata je zaklju¢eno
da Sgm protein sa podjednakim afinitetom moZe da veze bilo koju kratku iRNK.

Nasuprot ovome, pri kompetitivnim EMSA eksperimentima, u kojima je analizirana
interakcija prethodno pominjanog CsrA proteina sa 5’UTR regionom glgC gena, gde je
protein dodavan u suvisku od ¢ak 2000x ,,pokupio® svu obeleZzenu RNK probu, pokazano je
da je bilo dovoljno dodati samo 10x viSe iste, ali neobeleZzene RNK, da dode do potpunog
"hladenja " Sifta (Baker et al., 2002).

[lustrativan primer je formiranje nekoliko razli¢itih protein - RNK kompleksa pri
vezivanju upravo CsrA proteina, globalnog regulatora, za ciljne sekvence u okviru 5’UTR

regiona razli¢itih iRNK (Mercante et al., 2009). Prvo je pokazano da se CsrA protein
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vezuje za dve ciljne sekvence u okviru 5’UTR glgC transkripta, od kojih se jedna nalazi u
ukosnici, a druga, nizvodna, se preklapa sa SD sekvencom i jednolancana je (Baker et al.,
2002). Tada je pretpostavljeno da, kada se po jedan molekul CsrA proteina veze za oba
mesta na iRNK, nastaju teZi protein - RNK kompleksi usled CsrA - CsrA interakcija, §to
daje karakteristican $ablon traka nakon elektroforeze. Kasnije se ispostavilo da se CsrA
protein za ciljne sekvence vezuje u formi dimera, da jedan dimer moze da veZe dva razliCita
RNK molekula, kao i da jedan dimer mozZe da se veZe za dve ciljne sekvence na istom RNK
molekulu i formira ,,most“, $to sve doprinosi povecanju broja mogucih protein - RNK
kompleksa u vidu razli¢itih traka nakon elektroforeze (Mercante et al., 2009). Pretpostavlja
se da bi nacin na koji CsrA reguliSe ekspresiju glgC gena mogao da predstavlja univerzalni
mehanizam represije ovim proteinom. Inicijalno se CsrA protein vezuje za primarnu ciljnu
sekvencu veceg afiniteta, i u slu¢aju glgC gena to je jedna od dve uzvodne (u odnosu na SD
sekvencu) sekundarne strukture tipa petlje. Nakon toga bi lokalno povecanje koncentracije
ovog proteina doprinelo njegovom vezivanju za ciljnu sekvencu niZzeg afiniteta koja se
preklapa sa SD sekvencom. Na ovaj nacin vezan CsrA protein blokira vezivanje ribozoma i
onemogucava inicijaciju translacije. Inace, CsrA protein se vezuje za dve male
nekodirajuée RNK, CsrB i CsrC (Liu et al., 1997; Weilbacher et al., 2003), koje deluju kao
njegovi antagonisti. U okviru male CsrB RNK prisutne su brojne sekundarne strukture tipa
ukosnice koje podsecaju na ciljne sekvence CsrA proteina te zahvaljujuéi njima, kao i
osobini CsrA proteina da se kao ,,most“ vezuje za razdvojene ciljne sekvence, formira se
globularni CsrA-CsrB nukleoproteinski kompleks (Mercante ef al., 2009).

Zanimljivo je da je isti fenomen razdvajanja na dve trake uocen i pri "hladenju §ifta”
sa wt kgmB RNK probom, u reakcijama sa specifi¢nim kompetitorom (Markovi¢, 2005).
Tada je postojanje razli€itih protein-RNK kompleksa objaSnjeno moguénoséu da KgmB
protein prepoznaje ili CGCCC pentanukleotid ili sekundarnu strukturu u okviru koje se on,
po kompjuterskoj predikciji nalazi, i da se KgmB MTaza najpre vezuje za jedan od ovih
motiva, §to bi olak3alo vezivanje drugom KgmB molekulu za CGUCA pentanukleotid, ili
se pak vazuje za nizvodni jednolancani fragment u blizini SD sekvence $to bi kao krajnji
rezultat dalo razliCite komplekse. KgmB MTaza bi mogla sterno da ometa vezivanje 30S

subjedinice i spreéava dalju translaciju mehanizmom kompeticije, karakteristiénim za
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treonil-tRNK sintetazu, kao i za brojne ribozomalne proteine. Bez obzira $to su ,tezi“ i
»laksi“ protein-RNK kompleksi uoeni u EMSA eksperimentima sa mRS kgmB RNK
probom, sliéni kompleksima koji se formiraju sa wt kgmB RNK probom, &injenica da se
opisani fenomen zapaZza samo pri "hladenju $ifta”, i to sa razli¢itim RNK molekulima, kao i
izuzetno visok molarni odnos od 2700x vi$e proteina, navode na zakljucak da se na osnovu
rezultata ovih eksperimenata ne moZe reci nista o specificnom vezivanju Hiss-KgmB
fuzionog proteina za mRS kgmB RNK probu kod koje je CGUCA pentanukleoid zamenjen
sa GAUCC.

Sledili su eksperimenti sa mRS’ kgmB RNK probom, kod koje ne samo da je
mutirana potencijalna regulatorna sekvenca (CGCCC — AUAAA), ve¢ je naruSena i
sekundarna struktura u okviru koje se RS’ po kompjuterskoj predikciji nalazi. Na osnovu
prethodno opisanog EMSA eksperimenta sa mRS kgmB RNK moglo se posredno zakljuditi
da je upravo prisustvo CGCCC pentanukleotida kljuéno za pojavu autoregulacije. Najpre su
odredene optimalne koli¢ine Hiss-KgmB proteina i mRS’ kgmB RNK probe pri kojima
dolazi do formiranja vidljivog protein-RNK kompleksa i ustanovljen je molarni odnos
protein-RNK od samo 200x viSe proteina. U EMSA eksperimentima, u kojima je
proveravana specifiCnost vezivanja Hisec-KgmB proteina, kao specifiéni kompetitor
kori3¢ena je neobelezena mRS’ kgmB RNK, a nespecifiéni kompetitor je bio isti kao u
prethodno opisanim eksperimentima (pBlue RNK). U reakcijama su koli¢ine kompetitora
linearno povecavane od 25 do 200x vise u odnosu na obeleZenu probu. Sa slike 14a, u delu
REZULTATI, se vidi da specifi¢ni kompetitor "hladi” $ift gotovo potpuno, ako se doda
100x viSe u odnosu na obelezenu probu, dok nespecifiéni kompetitor nema uticaja na
intenzitet protein-RNK kompleksa, ¢ak i ako se doda u suvisku od 200 puta. Na osnovu do
sada opisanih EMSA eksperimenata moglo bi se zakljuéiti da se KgmB protein vezuje tri
puta jace za mRS’ kgmB RNK u odnosu na wt kgmB RNK, a ¢ak priblizno trinaest puta
jate u odnosu na mRS kgmB RNK. Ovo bi znatilo da se KgmB protein sa najvecim
afinitetom vezuje za RNK molekul koji ne sadrzi sekvencu i/ili strukturu &iji je znacaj za
pojavu autoregulacije nekoliko puta potenciran. Medutim, rezultati vise puta ponovljenih,
nezavisnih EMSA eksperimenata su pokazali da molarni odnos His¢-KgmB proteina i

mRS’ kgmB RNK znacajno varira i ide do vrednosti od 800 (slika 14b, uzorak 3). Na istoj
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slici se moZe uociti i da kvalitet nezavisno preci§¢avanog proteina znacajno uti¢e na
pokretljivost signala koji predstavlja pojedina¢ni protein-RNK kompleks. Ukoliko se
priblizno iste koli¢ine nezavisno pre¢iS¢avanog Hisg-KgmB proteina dodaju u reakcije sa
mRS’ kgmB RNK probom, mogu se dobiti tezi ili lak§i kompleksi, a moguce je u jednoj
reakciji dobiti i dva signala (slika 14b, uzorak 4). U eksperimentu vezivanja Hiss-KgmB
proteina za wt kgmB iRNK, pri povecanju koncentracije proteina iznad one koja dovodi do
pojave jasnog protein-RNK kompleksa, takode je uo&eno viSe signala, tj. kompleksa sa
razlikama u pokretljivosti. Ova pojava je tumadena kao vezivanje viSe molekula Hisg-
KgmB proteina pa su kompleksi koji sporije putuju mogli bili posledica kooperativnog
vezivanja KgmB proteina za dve potencijalne regulatorne sekvence na wt kgmB RNK ili
posledica protein-protein interakcija. Na osnovu eksperimenata umreZavanja KgmB
proteina u prisustvu agensa za umreZavanje — glutaraldehida (neobjavljeni rezultati),
zaklju€eno je da proteinski kompleksi koji se uoCavaju na SDS-poliakrilamidnom gelu
verovatno nastaju usled umreZavanja agregiranih KgmB proteina, a da je manje verovatno
da oni odgovaraju funkcionalnim oligomerima KgmB MTaze, jer su SAM-zavisne MTaze
uglavnom monomerni proteini (Schubert et al., 2003). Medutim, ako se uzmu u obzir
rezultati do sada opisanih EMSA eksperimenata sa razli¢itim kgmB RNK probama, malo je
verovatno da se Hiss-KgmB protein specifi¢no vezuje za bilo koju od pretpostavljenih
regulatornih sekvanci.

U prilog poslednjem zakljucku idu i rezultati EMSA eksperimenata sa AA kgmB
RNK probom. S obzirom da ovaj RNK molekul ne sadrzi ni jedan od motiva za koje je
pretpostavljeno da mogu ucestvovati u interakciji sa KgmB proteinom (potencijalne
regulatorne sekvence RS i RS’ i/ili sekundarna struktura u okviru 5’UTR na kgmB iRNK),
formiranje protein - RNK kompleksa nije bilo oéekivano i AA kgmB RNA proba je trebala
da posluZi kao neka vrsta negativne kontrole. Nasuprot o¢ekivanjima, detektovan je jasan
signal koji predstavlja protein - RNK kompleks pri molarnom odnosu od 1000 do 2000x
viSe proteina u odnosu na probu, a sa porastom koli¢ine dodatog proteina se zapaza i
smanjenje intenziteta signala koji predstavljaju nevezanu probu (REZULTATI, slika 15a).
Sledili su eksperimenti gde je analizirana specifiCnost vezivanja u prisustvu specifi¢nog

(neobelezena AA kgmB RNK) i nespecifiénog kompetitora (pBlue RNK) ¢&ije su
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koncentracije linearno povecavane od 100 do 800x viSe u odnosu na obeleZenu probu. Sa
slike 15b se vidi da specifi¢nost vezivanja Hise-KgmB fuzionog proteina za AA kgmB RNK
probu nije potvrdena, posto obe vrste kompetitora dodate u istoj koli¢ini "hlade” $ift tj.
smanjuju intenzitet protein - RNK kompleksa skoro podjednako.

U eksperimentima sa AA kgmB RNK probom su takode primeceni fenomeni prisutni
i u prethodnim EMSA eksperimentima: razdvajanje "Sifta” na dve trake pri hladenju, o
¢emu je vec bilo reci, i prisustvo vi§e formi slobodne probe. Vise razliCitih formi wt kgmB
RNK probe je ranije obja$njavano moguénoscu da one predstavljaju razli¢ite konformacije
koje RNK molekul zauzima u rastvoru i u nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu
(Markovi¢, 2005). Ovakav zaklju¢ak je podrzavala kompjuterska predikcija sekundarne
strukture kori§¢enog wt kgmB RNK molekula koja je dala veliki broj moguéih struktura,
kao i rezultati CD spektropolarimetrije, koji su najjasnije pokazali da ovaj RNK molekul u
zavisnosti od prisustva razliCitih katjona prelazi u razliite konformacije (neobjavljeni
rezultati). Moguce je da su razliiti protein-RNK kompleksi, nastali vezivanjem Hise-
KgmB za svaku od do sada opisanih kgmB RNK proba, zapravo nastali vezivanjem
proteina za elektroforetski razlicite forme svake probe, posto RNK vezujuéi proteini mogu
da prepoznaju primarnu, sekundarnu i tercijarnu strukturu RNK. RNK forme koje sporije
putuju kroz nativni poliakrlamidni gel bi, prema podacima iz literature, mogle biti one u
kojima preovladuje sekvenca, a ne struktura (Liu and Romeo, 1997). Pri analizi interakcije
CsrA proteina sa g/lgC RNK probom eksperimentima denaturacije RNK je pokazano da se
CsrA protein vezuje za sve RNK forme glgC transkripta, ali da umereno pokretljiva RNK
forma, u kojoj je zastupljenija primarna struktura, efikasnije zadrZzava CsrA protein pri
hladenju. Sli¢an fenomen je uocen i u EMSA eksperimentima gde je ispitivana specifi¢nost
vezivanja Hisg-KgmB proteina za razli¢ite kgmB RNK probe (REZULTATI, slike 13, 14a i
15b). Moze se primetiti razlika pri hladenju gde se jedna forma kgmB RNK probe oslobada
viSe u odnosu na drugu. To bi znacilo da postoji i razlika u afinitetu KgmB proteina prema
razlicitim formama.

Kao dobar primer gde RNK vezujuci protein pokazuje razliku u afinitetu prema
razliCitim konformacijama ciljne RNK, moZze da posluzi mehanizam represije translacije o

operona ribozomalnim proteinom S4 iz E. coli (Schlax et al.,, 2001). Postoje dve
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elektroforetski razli¢ite konformacije 5' dela iRNK o operona, ali protein S4 se vezuje samo
za jednu, koja je nazvana neaktivnom, jer vezan za nju dovodi do zarobljavanja 30S
subjedinice. Nasuprot tome, 30S subjedinica moZe da se veze za obe ove RNK forme u
odsustvu S4 proteina. Zakljuceno je da S4 kao alosterni efektor dovodi do pomeranja
ravnoteze od aktivne ka formi neaktivnoj za formiranje produktivnog inicijacionog
kompleksa. U skladu sa ovim nac¢inom regulacije, moglo bi se diskutovati o moguc¢nosti
postojanja viSe formi razli€itih kgmB RNK proba koje zauzimaju stabilne konformacije sa
razlikom u potencijalu za vezivanje KgmB MTaze, a samim tim i ulogom u regulaciji.
Kako u svim do sada opisanim EMSA eksperimentima dodatkom Hisg-KgmB proteina u
reakcijama vezivanja nastaje jedan definisan kompleks, moguce je da razliite
konformacije RNK, usled indukovanog prilagodavanja prelaze u istu vezanu konformaciju.

Razlog za veliki broj razli¢itih konformacija kgmB RNK probe bi prvenstveno
mogla biti njegova veli€ina. Za analizu protein - RNK interakcija najbolje je izabrati RNK
fragment minimalne veli¢ine koji ¢e zadrzati karakteristike bitne za datu analizu. Transkript
od 114 molekula pored toga $to ne odgovara pravom kgmB transkriptu (Holmes and
Cundliffe, 1991), jer je duZi na 5’ kraju za 24 nt, svojom duZinom omoguéava formiranje
velikog broja sekundarnih struktura ina¢e G+C bogatog fragmenta.

Medutim, neopohodno je re¢i i da postoji moguénost da svi RNK molekuli u
slobodnoj probi zapravo nisu iste duZine. Pri analizi produkata in vitro transkripcije na
denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu je uofen dominantan signal koji odgovara
ocekivanoj duZzini produkta, ali su bili prisutni i kra¢i RNK molekuli. Ovo je mogla biti npr.
posledica prerane terminacije tokom in vitro transkripcije koja se desava zbog formiranja
razli€itih sekundarnih struktura, ,Jlaznih“ terminatora, ¢emu ide u prilog kompjuterska
predikcija velikog broja razli¢itih sekundarnih struktura unutar svih kgmB RNK proba
duzine 114 nt. Produkti in vitro transkripcije o¢ekivane duZine su eluirani iz denaturisuceg
poliakrilamidnog gela, nakon Cega je sledila defosforilacija i radioaktivno obeleZavanje
RNK proba, ali su pri ponovljenoj analizi svake ove RNK probe na denaturiSu¢em gelu
opet uoCene krace RNK (rezultati nisu prikazani).

S obzirom da se svi prethodno diskutovani fenomeni zapaZaju pri analizi vezivanja

Hiss-KgmB proteina za razli¢ite kgmB RNK probe, jasno je da se na osnovu njih ne moze
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bilo Sta zakljuc€iti o specificnom vezivanju za svaku od njih pojedina¢no. Nedvosmisleno je
pokazano da se Hisg-KgmB protein, prisutan u suvisku od 600 do 2700x u odnosu na RNK
probu, sa podjednakom efikasno$¢u vezuje za sve analizirane RNK, bez obzira da li su
motivi sa potencijalnom ulogom u vezivanju KgmB proteina prisutni ili ne. Ovaj zaklju¢ak
je dodatno potkrepljen i rezultatima EMSA eksperimenata koji ovde nisu prikazani, a koji
su pokazali da se His-KgmB fuzioni protein vezuje na sli¢an nacin kako za sgm RNK
(5’UTR sgm gena), tako i za PKS RNK (sintetisana sa plazmida koji nosi deo sekvence za
poliketid sintazu poreklom iz Streptomyces durmitorensis). Vazno je naglasiti i da je
prvobitna namena prethodno opisanih EMSA eksperimenata bila, pored kvalitativnog
detektovanja protein - RNK kompleksa, i kvantitativna analiza protein - RNK interakcija,
odnosno odredivanje konstante disocijacije proteina. Medutim, da bi ovo bilo moguce, niti
radioaktivno obelezena RNK proba, niti protein - RNK kompleks ne smeju da pokazuju
heterogenost u veli€ini i strukturi, $to ovde nije bio slucaj.

Pomocéu EMSA eksperimenata je dalje analizirana interakcija izmedu Hisg-KgmB
proteina i dve krace kgmB RNK probe. Obe probe su na svom 5’ kraju sadrzale samo 6 nt
koji su bili neophodni za njihovu efikasnu in vitro sintezu, a ne 24 nt kao kgmB RNK probe
duzine 114 nt, dok je preostali deo obe probe obuhvatao region koji pripada pravom kgmB
transkriptu (Holmes and Cundliffe, 1991). Obe probe su po kompjuterskoj predikciji
zauzimale samo jednu sekundarnu strukturu tipa ukosnice, a proba duzine 39 nt je sadrzala
samo RS’ potencijalnu regulatornu sekvencu, dok je proba duZine 61 nt sadrzala obe
potencijalne regulatorne sekvence (REZULTATI, slika 16). Pokazana je znacajna razlika u
afinitetu Hise-KgmB proteina za dve kratke RNK probe i zakljuéeno je da se Hise-KgmB
protein za probu duZine 39 nt ne vezuje, dok se pri molarnom odnosu od oko 500x vise
Hise-KgmB proteina zapaza jedan diskretan signal koji predstavlja protein — RNK
kompleks, u reakcijama sa 61 nt kgmB RNK probom. Medutim, specifi¢nost vezivanja
Hise-KgmB fuzionog proteina za 61 nt kgmB RNK probu nije potvrdena, s obzirom da i
neobelezena kgmB RNK proba duzine 61 nt kao specificni kompetitor i pBlue RNK
adekvatne duzine kao nespecificni kompetitor, dodate u istoj koli¢ini, "hlade Sift", tj.
smanjuju intenzitet protein-RNK kompleksa skoro podjednako (REZULTATI, slika 16c). I

u ovom slucaju je zapaZeno viSe formi slobodne probe, kao kod svih kgmB RNK proba
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duZine 114 nt, ali je ovaj put po intenzitetu ubedljivo dominirao samo jedan signal. Rezultat
EMSA eksperimenta sa kratkim kgmB RNK probama je samo potvrdio da se Hiss-KgmB
protein sa podjednakom efikasno$éu vezuje za bilo koji RNK molekul.

Podatak da se KgmB protein nespecifi¢no vezuje za bilo koji RNK molekul se kosi
sa rezultatima in vivo eksperimenata koji su nedvosmisleno ukazali na postojanje negativne
autoregulacije kgmB gena na nivou translacije (Vaji¢ et al., 2004). Postojala je mogucnost
da ¢e se specificnost vezivanja KgmB MTaze povecati ukoliko se u reakcije doda njen
kofaktor, S-adenozil-metionin. S obzirom da KgmB MTaza ima sposobnost autoregulacije
jasno je da u sebi ima objedinjene dve funkcije — kataliti¢ku i regulatornu. Kataliti¢ka
funkcija je odgovorna za karakteristiCan profil rezistencije na aminoglikozide i ostvaruje se
specificnom metilacijom mesta vezivanja ovih antibiotika na 16S rRNK. Pod regulatornom
funkcijom KgmB MTaze se podrazumeva njena osobina da spre¢ava sopstvenu translaciju
specificnim vezivanjem MTaze za regulatorni region na kgmB iRNK. Do sada je 3D
struktura u kompleksu sa SAM i SAH kofaktorima odredena samo za Sgm MTazu, jedinu
od G1405 16S rRNK MTaza poreklom iz bakterija proizvodaca antibiotika (Husain et al.,
2010; Schmitt et al., 2009). Ispostavilo se da je u saglasnosti sa ranijim kompjuterskim
predikcijama tercijarne strukture ovog proteina (Maravi¢-Vlahovicek et al., 2008). Aktivno
mesto, locirano u C-terminusu koji interaguje sa SAM i SAH, poprima ,,Rossmann-fold*
strukturu tipi¢nu za klasu I metiltransferaza i sastoji se od centralne sedmolancane B plo¢e
koju okruZuju tri a heliksa sa svake strane. lako za KgmB MTazu jo§ nije odredena 3D
struktura, modelovanje KgmB MTaze pomocu razli¢itih kompjuterskih programa je radeno
u vise navrata (Bujnicki and Rychlewski, 2001; Markovi¢, 2005). Po svim predikcijama
ovaj protein bi takode spadao medu SAM-zavisne MTaze klase 1. Za prepoznavanje ciljne
RNK odgovoran bi bio N-terminalni region, koji se odlikuje prisustvom o-heliksa, dok bi
SAM-vezujuci, C-terminalni domen imao formu B-plocice od vi$e B-lanaca (pet ili Sest,
zavisi od modela). Na osnovu podataka iz literature bi se moglo zakljuéiti da bi KgmB
MTaza mogla da prepoznaje sekundarne strukture tipa dvolananog RNK heliksa A forme,
Sto vaZzi u sluCaju proteina kod kojih su RNK-vezuju¢i domeni sastavljeni od a-heliksa
(Draper, 1999). Logicno je pretpostaviti da vezivanje SAM-a moZe da dovede do odredene

konformacione promene KgmB MTaze, zahvaljujuéi kojoj bi se povecala specifi¢nost ovog

138



proteina za kgmB RNK. Da bi se ispitao potencijalni uticaj SAM-a, kofaktora KgmB
MTaze, na specifi¢nost vezivanja Hise-KgmB proteina za wt kgmB RNK duZine 114 nt
(Markovi¢, 2005), uradeni su EMSA eksperimenti gde je SAM dodavan u reakcije
vezivanja u finalnoj koncentraciji od 1mM. Koli¢ina Hiss-KgmB proteina u reakciji je
varirana od 500x do 5000x viSe u odnosu na RNK probu, ali jasno definisan "Sift", kao u
slu¢aju ranije uradenog EMSA eksperimenta (Markovic¢, 2005), nije pokazan, bez obzira da
li je SAM prisutan ili ne. Na osnovu ovog eksperimenta se moze zakljuciti da prisustvo
SAM-a nema uticaja na povecanje specifiCnosti vezivanja Hisc-KgmB proteina za wt kgmB
RNK.

Postoji mogucnost da se u ¢eliji nalazi neki faktor koji bi eventualno mogao da utice
na specifiCnost vezivanja KgmB MTaze za sopstvenu iRNK, a §to u svim prethodnim in
vitro eksperimentima nedostaje. Da bi se proverila ova pretpostavka uradeni su EMSA
eksperimenti u kojima je, umesto Hiss-KgmB fuzionog proteina, koriS¢ena S30 frakcija
kulture iz koje je preciS¢avan ovaj protein, dok je wt kgmB RNK koriS¢ena kao proba
(REZULTATI, slika 18). Medutim, ni u ovom EMSA eksperimentu, kao ni u analognim
eksperimentima bilo sa cCelijskim ekstraktom, bilo sa sa S100 frakcijom kulture iz koje je
precis¢avan Hise-KgmB fuzioni protein, nije detektovano znacajnije zaostajanje probe, tj.
Sift koji bi odgovarao o¢ekivanom kompleksu.

Paralelno EMSA eksperimentima raden je dvostruki ,.filter binding* esej sa nekim
kgmB RNK probama u cilju kvantitativne analize protein-RNK interakcije. Rezultat eseja
sa wt kgmB RNK probom duZine 114 nt, koji je prikazan na slici 19, u delu REZULTATI,
kao i rezultati analognih ,,filter binding™ eseja sa drugim kgmB RNK probama, koji nisu
prikazani, nisu se bitno razlikovali od rezultata prethodno opisanih EMSA eksperimenata.
Znacajnije zaostajanje kgmB RNK probe u kompleksu sa Hise-KgmB proteinom nije
detektovano niti u jednom slucaju.

Ukoliko se sumiraju rezultati svih EMSA eksperimenata, kao i ,filter binding®
eseja, radenih sa razlic¢itim kgmB RNK probama, jasno je da ne idu u prilog hipotezi po
kojoj vezivanje KgmB proteina za sekvencu i/ili sekundarnu strukturu u okviru 5’UTR

regiona kgmB gena, omogucava ovom proteinu da reprimira sopstvenu ekspresiju. Naravno,
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ne treba iskljuciti ni moguénost da ove metode nisu dovoljno osetljive za dokazivanje
iznete hipoteze.

Sama hipoteza podrazumeva da KgmB MTaza reprimira translaciju u fazi inicijacije
i da postoji kompeticija izmedu represora, tj. KgmB proteina i 30S ribozomalnih
subjedinica, za vezivanje za ciljno mesto (primarna ili sekundarna struktura) u 5’UTR
regionu unutar kgmB iRNK, koje se nalazi u blizini mesta vezivanja ribozoma. S obzirom
na iznete pretpostavke slede¢i logi¢an korak u testiranju hipoteze o autoregulaciji kgmB
gena je bila ,toeprint“ metoda. Na osnovu ,toeprint“ signala moguce je precizno odrediti
poziciju vezane 30S ribozomalne subjedinice, a i dokazati kompetitvni mehanizam
represije ukoliko, usled vezivanja KgmB MTaze za specificne motive u okviru 5’UTR na
kgmB iRNK, dode do slabljenja ,toeprint“ signala. Vezivanje 30S ribozomalne subjedinice
je praceno u ,toeprint“ eksperimentu sa wt kgmB RNK duZine 305 nt, a paralelno je raden i
kontrolni eksperiment sa PI-sgm RNK na ve¢ opisan nacin (Ilic-Tomi¢, 2010). U slucaju
kada se reakcija vezivanja 30S ribozomalne subjedinice odvijala na 37°C kod wt kgmB
RNK su detektovani nespecifiéni signali, ali ne i o€ekivani ,.toeprint™ signal, za razliku od
Pl-sgm RNK gde je dobijen ofekivani +16 ,toeprint” signal (REZULTATI, slika 20).
Zanimljivo je $to se u ovom slu€aju prvi put uocava jasna razlika u rezultatu eksperimenta
radenog na isti nacin, a na dva gena za 16S rRNK MTaze, sgm i kgmB. Do sada je viSe puta
povlacena paralela izmedu ovih proteina koji sem $to modifikuju isti nukleozid u okviru
16S rRNK (G1405), dele i bitne strukturne karakteristike, §to je potvrdeno unakrsnom
reakcijom anti-Sgm antitela sa KgmB MTazom (Ili¢-Tomi€ ef al., 2005; Markovi¢ et al.,
2005). Na osnovu in vivo eksperimenata sa kgmB-lacZ i sgm-lacZ genskim fuzijama
izveden je zakljucak da je ekspresija ova dva gena regulisana na sli¢an nacin, $to je opet
potkrepljeno ¢injenicom da KgmB i Sgm MTaza mogu da reguliSu jedna drugu (Milojevic,
1998; Vaji¢ et al., 2004). Za ovaj fenomen bi bila odgovorna sekvenca (C)CGCCC iz
5’UTR regiona oba gena i/ili sekundarna struktura tipa ukosnice unutar koje se ona nalazi.
Postoji bitna raziika izmedu dve RNK sa kojima je raden ,toeprint” esej, poSto Pl-sgm
RNK ima duzinu 159 nt, a wt kgmB RNK je duzine 305 nt. Mozda je kod wt kgmB RNK
SD sekvenca blokirana unutar neke nespecifi¢ne sekundarne strukture, a za o€ekivati je da

G+C bogat fragment ove duZine zaista formira veliki broja sekundarnih struktura.
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Jedino u slucaju kada je 30S ribozomalna subjedinica inkubirana sa wt kgmB RNK
45 minuta na sobnoj temperaturi, dobijen je ,toeprint“ signal dosta slabog intenziteta na
ocekivanoj poziciji +16/17 u odnosu na ATG (REZULTATI, slika 21). Uticaj Hiss-KgmB
proteina na inicijaciju translacije kgmB gena je ispitivan u ,toeprint“ eseju sa wt kgmB
RNK preinkubiranom u molarnom suvisku proteina od 2300x. Doslo je do znadajnog
smanjenja ,,toeprint“ signala (slika 21, kolona 4) $to ide u prilog hipotezi o translacionoj
autoregulaciji kgmB gena. Medutim, poSto je molarni odnos protein - RNK i u ovom
slu¢aju, kao i kod EMSA eseja, ekstremno visok u poredenju sa primerima iz literature,
jedino Sto se moZze pouzdano zakljuciti je da ne postoji visok afinitet vezivanja proteina za
ponudenu RNK.

U viSe navrata je bilo re¢i o Hfq proteinu, globalnom regulatoru, ¢ija je ekspresija
regulisana na translacionom nivou. Pomocu ,toeprint“ metode je direktno pokazano da ovaj
protein inhibira formiranje aktivnog inicijatorskog kompleksa na sopstvenoj iRNK time $to
spreCava vezivanje ribozoma (Vecerek et al., 2005). Ukoliko u reakciji Hfq proteina ima
samo 20x viSe u odnosu na iRNK, intenzitet ,toeprint* signala, koji odgovara ternarnom
kompleksu 30S - iRNK - tRNK™" i jznosi +15 u odnosu na A iz AUG start kodona,
dramati¢no opada. Posto je ekspresija Afg gena regulisana na translacionom novou pomodu
CsrA proteina, istim tipom eksperimenta je pokazano da ukoliko se 4fg iRNK inkubira sa
samo 8x viSe CsrA proteina, pre vezivanja 30S ribozomalne subjedinice, dolazi do
potpunog gubljenja signala koji odgovara ternarnom kompleksu 30S - iRNK - tRNK™
(+15 u odnosu na A iz AUG start kodona) (Baker ef al., 2007). Poznato je da stabilne
sekundarne strukture, koje se formiraju unutar analizirane RNK, mogu da zaustave
reverznu transkripciju, Sto kao rezultat daje ,toeprint“ signal u kontrolnoj ,,primer
extension® reakciji. Ovakav fenomen je uoden i pri analizi vezivanja CsrA proteina za hfg
iRNK. U reakcijama gde je dodavan samo CsrA protein zapaZeno je da se intenzitet
»toeprint“ signala koji odgovaraju i inace prisutnim sekundarnim strukturama pojadava, tj.
da CsrA protein dodatno stabilizuje date sekundarne strukture.

Kada je wt kgmB RNK preinkubirana sa Hise-KgmB fuzionim proteinom uo&eni su
i ,,toeprint“ signali na pozicijama +10, -23 i -40 u odnosu na ATG. To bi znacilo da Hise-

KgmB protein zaista interaguje sa wt kgmB RNK na nac¢in koji remeti sintezu ¢cDNK i
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uzrokuje pojavu opisanih signala, ali prava priroda ove interakcije za sada ostaje nepoznata.
Poziciju -40 i osnovu kompjuterski generisane ukosnice u okviru koje se nalazi CGCCC
pentanukleotid razdvajaju svega dva nukleotida. Da je isti signal, znatno slabijeg
intenziteta, prisutan i u kontrolnoj ,,primer extension® reakciji, moglo bi se pretpostaviti da
Hise-KgmB  protein, sli¢no CsrA proteinu, dodatno stabilizuje prisutnu sekundarnu
strukturu, a ovako, poreklo tog ,toeprint“ signala ostaje nerazja$njeno. Na slici 21, u delu
REZULTATI, se moZe uociti jo§ jedan ,toeprint signal na poziciji +7 u odnosu na ATG u
reakcijama gde su dodavane 30S ribozomalne subjedinice, koji nije bilo moguée adekvatno
objasniti. Njegovo postojanje jo§ vise dovodi u pitanje validnost opisanog ,toeprint“
signala na poziciji +16/17 u odnosu na ATG. Postavlja se pitanje da li ovaj signal zaista
odgovara granici vezane 30S ribozomalne subjedinice, narogito u poredenju sa ubedljivim
»toeprint® signalom na P/-sgm RNK.

Na osnovu ,toeprint“ eseja moguce je zakljuditi jo§ i po kom mehanizmu represije
translacije, kompetitivnom ili mehanizmom klopke, je neki gen regulisan. Mehanizam
kompeticije ili ,izmeStanja“ je u literaturi opisan na primeru veeg broja gena za
ribozomalne proteine kao i kod gena za treonil sintetazu E. coli, o ¢emu je veé bilo redi u
uvodnom delu. Sve navedene primere karakteriSe postojanje kompleksnih sekundarnih
struktura u 5’UTR regionu koje prepoznaje i za koje se vezuje protein represor. Cesto se
prepoznavanje regulatornih struktura u sopstvenoj iRNK od strane represora, odvija sli¢no
prepoznavanju primarnog targeta, tj. zahvaljuju¢i molekularnoj mimikriji dva targeta. Kod
L20 ribozomalnog proteina, kao i kod veéine gena za ribozomalne proteine, molekularna
mimikrija se ogleda u postojanju sekundarnih struktura unutar iRNK koje oponasaju
sekundarne strukture u rRNK, primarnom targetu ribozomalnih proteina (Guillier et al.,
2005). Posto S1 ribozomalni protein u formiranju ribozoma ugestvuje preko protein -
protein interakcija, a ne vezivanjem primarno za 16 i 23S rRNK, bitno se razlikuje od
vecine ribozomalnih proteina. Medutim, i S1 protein je sposoban da prepozna sopstvenu
iRNK, medu ostalim iRNK, i reprimira sopstvenu sintezu na nivou inicijacije translacije
(Boni et al., 2001). Eksperimentalno je pokazano da S1 protein, prisutan u suvisku od oko
20x u odnosu na sopstvenu iRNK, onemoguéava formiranje 30S - rps4 iRNK - tRNK™
ternarnog kompleksa, tj. dovodi do slabljenja ,toeprint“ signala. U slu¢aju treonil-tRNK
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sintetaze, postoji izraZzena mimikrija dva targeta posto dva domena u 5°UTR iRNK
imitiraju antikodon rudicu tRNK™ za koje se vezuje treonil-tRNK sintetaza kao
homodimer, ¢ime je onemogucen pristup 30S subjedinici i inicijacija translacije (Springer
et al., 1998). Ovaj jednostavni mehanizam kompeticije izmedu proteina i ribozomalne
subjedinice je takode eksperimentalno potvrden ,toeprint esejom, gde ThrRS, sprecava
formiranje ¢ak i binarnog kompleksa 30S - iRNK, a ne samo ternarnog kompleksa 308 -
iRNK - tRNK™,

Pretpostavljena regulatorna sekvenca (C)CGCCC, koja se nalazi u 5’UTR regionu
kgmB gena 30 nt uzvodno od RBS sekvence i 5°UTR regionu sgm gena 14 nt uzvodno od
RBS sekvence, u oba slucaja je, po kompjuterskoj predikciji, locirana u okviru sekundarne
strukture u vidu ukosnice. Ista sekvenca je prisutna i u konzervisanom A mestu u
okvirul6S rRNK, koje je primarni target za obe MTaze. Poredenjem ovog konzervisanog
regiona sa 5’UTR regionima oba gena, uofen je izvestan stepen sliCnosti na nivou
sekundarne strukture, tako da bi hipoteza o molekularnoj mimikriji mogla biti primenjena i
kod KgmB i Sgm MTaza. Medutim, ukoliko se osvrnemo na rezultat prethodno opisanog
»toeprint eseja u prisustvu Hise-KgmB proteina, kao i na rezultat analognog eksperimenta
sa Sgm MTazom (Ili¢-Tomi¢, 2010), jasno je da hipoteza o autoregulaciji ovih MTaza
zahvaljuju¢i molekularnoj mimikriji priomarnog i sekundarnog targeta, nema
eksperimentalnu potvrdu.

Kod proteina koji reguliSu gensku ekspresiju ,,mehanizmom klopke*, o ¢emu je vise
bilo re¢i u uvodnom delu, represor ne spretava vezivanje ribozoma direktno. Ribozomalni
proteini S4 i S15, vrSe represiju inicijacije translacije tako $to na sopstvenoj iRNK
»zarobljavaju“ 308 ribozomalne subjedinice. Same 30S subjedinice mogu da vezu kako
aktivnu iRNK, tako i neaktivnu formu iRNK, dok se regulatorni proteini vezuju samo za
neaktivnu formu na kojoj je prisutna sekundarna struktura u vidu pseudo&vora (Philippe et
al., 1993; Schlax et al., 2001). Eksperimentalno je pokazano da se na iRNK za S15
ribozomalni protein, sem ocekivanog “toeprint” signala na poziciji +17, koji odgovara
ternarnom kompleksu, detektuje i signal na poziciji + 10 u odnosu na ATG start kodon, koji
odgovara binarnom kompleksu i predstavlja 3’ kraj pseudodvora, Cije prisustvo je

neophodno za vezivanje ribozoma. Pokazano je i da S15 stabilizuje binarni 30S - iRNK

143



kompleks, a da se u prisustvu rastuée koli¢ine ovog proteina signal koji odgovara
ternarnom kompleksu progresivno smanjuje, dok intenzitet signala koji odgovara binarnom
kompleksu raste. Na osnovu ovih rezultata je zaklju€eno da S15 protein sprecava
formiranje fukcionalnog ternarnog kompleksa 30S - iRNK - tRNK™ tako 3to zarobi
ribozome unutar preinicijacionog kompleksa. “Toeprint” eseji su i kod S4 ribozomalnog
proteina pokazali da binarni 30S-iRNK kompleks zaustavlja reverznu transkriptazu, blizu
3’ kraja pseudocvora, verovatno stabilizacijom same sekundarne strukture (Spedding et al.,
1993).

Prema naSim eksperimentalnim podacima, kgmB iRNK nije prisutna u dve
alternativne konformacije, niti KgmB MTaza deluje tako $to blokira tranziciju
preinicijacionog binarnog kompleksa u aktivni inicijacioni ternarni kompleks, §to vazi i za
Sgm MTazu (Ili¢-Tomi¢, 2010). Nije bilo moguce detektovati, kao u sluéaju S4 i S15
ribozomalnih proteina, signal koji bi odgovarao binarnom kompleksu 30S - iRNK, pod
razliCitim eksperimentalnim uslovima (rezultati nisu prikazani). lako je po kompjuterskoj
predikeiji u 5’UTR regionu kgmB iRNK prisutna stabilna sekundarna struktura, rezultati
»toeprint“ eksperimenata ne govore u prilog tome da 30S ribozomalna subjedinica
stabilizuje tu sekundarnu strukturu. Na slici 21, u delu REZULTATI, se zaista mozZe uoditi
jo§ jedan ,,toeprint”“ signal na poziciji +7 u odnosu na ATG u reakcijama, ali ovde se ne radi
o binarnom 308 - iRNK kompleksu, posto je u reakciji bila prisutna i tRNK™®, Uocava se i
prisustvo viSe signala koji bi mogli da nastanu usled spadanja MMLV reverzne
transkriptaze sa iRNK nakon nailaska na sekundarne strukture, a jedan od njih bi mogao da
poti¢e od sekundarne strukture koja odgovara kompjuterskoj predikciji (signal u nivou RS’,
slika 21). Medutim, isti signali su primeceni i u kontrolnoj reakciji ,,primer extension®, gde
nisu dodate 30S subjedinice. Polazna osnova za hipotezu o autoregulaciji ekspresije kgmB
gena bila je pretpostavka da je mali broj molekula ovog enzima dovoljan da modifikuje
primarni terget, 16S rRNK, i potom blokira sopstvenu sintezu u fazi inicijacije translacije.
Bez obzira da li se za objaSnjenje represije na nivou inicijacije translacije koristi
termodinamicki ili kineticki pristup, kod kojih postoji razlika u pretpostavci da li se
izomerizacija neaktivnog u aktivni inicijatorski kompleks postize brzo ili ne, oba su

saglasna da je u slucaju inhibicije translacije preko mehanizma klopke potrebna niza
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koncentracija represora, u poredenju sa mehanizmom kompeticije, da bi se postigao isti
efekat (Schlax and Worhunsky, 2003). Zbog toga bi se moZzda moglo o&ekivati da KgmB
MTaza inhibira sopstvenu translaciju preko mehanizma klopke, ali kako prethodno opisani
»toeprint“ eksperimenti nisu nedvosmisleno pokazali da KgmB MTaza inhibira sopstvenu
ekspresiju na nivou inicijacije translacije, nema ni osnove za procenu moguceg mehanizma
represije.

Obicno se pri analizi interakcije RNK vezujuéih proteina i njihovih targeta rade ili
hemijski ,,footprint“ eksperimenti, ili ,,footprint“ eksperimenti koji se izvode pomocu
razli¢itih RNaza, sa ciljem da se precizno mapira mesto vezivanja proteina. Tako su dva
mesta vezivanja Hfq proteina na Afg iRNK definisana pomoc¢u hemijskog ,,footprint“
eksperimenta hidroksilnim radikalima (Vecerek et al., 2005), a viSe mesta na cst4 iRNK za
koja se vezuje CsrA protein mapirano je ,footprint“ eksperimentom sa RNazom TI,
RNazom T2 i RNazomA (Dubey ef al., 2003). Moguénost da se Hisg-KgmB fuzioni protein
vezuje za in vitro sintetisanu wt kgmB RNK duzine 305 nt testirana je u ,,footprint*
eksperimentu sa RNazom T1. Analiza rezultata ovog eksperimenta nije ukazala na
postojanje zaStiCenih regiona na wt kgmB RNK. Blago slabljenje intenziteta svih signala pri
inkubaciji sa rastuéom koncentracijom Hisc-KgmB proteina pripisano je kontaminaciji
nekom od RNaza, koja se verovatno desila tokom preéis¢avanja His¢-KgmB proteina.
Moze se zakljuciti da se Hise-KgmB protein ne vezuje za testiranu RNK, $to je u skladu sa
prethodno analiziranim rezultatima EMSA i ,,toeprint“ eksperimenata.

Hipoteza o autoregulaciji kgmB gena na translacionom nivou ne iskljuduje
mogucnost da bi motiv koji KgmB MTaza prepoznaje mogla biti i sekundarna struktura, po
kompjuterskoj predikciji prisutna u okviru 5’UTR regiona na kgmB iRNK. Da li ova
sekundarna struktura zaista postoji, moguce je bilo utvrditi samo u eksperimentima
mapiranja strukture 5' kraja kgmB iRNK pomocu razli¢itih RNaza. Izabrane su tri
endonukleaze koje specificno seku jednolanéane RNK molekule posle odredenih
nukleotida (RNaza T1, RNaza A i RNaza CL3) i RNaza V1 koja seée dvolanéanu RNK. Za
analizu produkata kori$¢ena su dva pristupa. U prvom sluéaju su analizirani produkti
reverzne transkripcije sa RNK fragmenata nastalih parcijalnom digestijom razli¢itim

RNazama (slika 23, REZULTATI), a u drugom slu¢aju su direktno analizirani produkti
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parcijalne digestije (slika 24, REZULTATI). Na osnovu sumiranih rezultata ovih
eksperimenata moze se zakljuciti da su minimalni region za otpo¢injanje translacije (deo
RNK molekula sa RBS-om i AUG start kodonom), i deo 5'UTR regiona kgmB gena koji
obuhvata potencijalnu regulatornu sekvencu RS u linearnoj formi, §to je u skladu sa
kompjuterskom predikcijom. Znaajno odstupanje se uocava u regionu koji je po
kompjuterskoj predikciji dvolan¢an, s obzirom na postojanje ubedljivih signala koji
odgovaraju mestima secenja sa sve tri RNaze, specifi¢ne za jednolan¢ane regione unutar
RNK. Jo§ jedna potvrda da ovaj region zapravo ima jednolanCanu formu je i odsustvo
digestije sa RNazom V1. Na osnovu ovoga se moZe zaklju¢iti da postojanje kompjuterski
generisane sekundarne strukture unutar 5'UTR regiona kgmB gena, prikazane na slici 12a,
nije dokazano. Medutim, vazno je napomenuti i da u uzvodnom regionu u odnosu na RS
regulatornu sekvencu, nije dobijen uniformni raspored mesta secenja RNazama, §to je bilo
za ocekivati ukoliko je on u jednolanc¢anoj formi, tj. da je prisutan neogekivano mali broj
mesta secenja sa bilo kojom od navedenih RNaza (slika 24b). Pregled literature je pokazao
da se obi¢no za precizno mapiranje sekundarnih struktura kombinuju dva pristupa, tj. da se
koriste enzimatsko i hemijsko mapiranje, a njihovi rezultati kombinuju. Taj princip je
upotrebljen i kod mapiranja struktuiranog 5°UTR regiona na rpsO iRNK, gde su istom
metodom pokazane i razlike izmedu dve alternativne konformacije ovog regiona, jedne
koja sadrzi dve ukosnice i druge, kod koje je prisutan pseudo¢vor neophodan za vezivanje
S15 ribozomalnog proteina (Philippe et al., 1995). Enzimatsko i hemijsko mapiranje je
koriS¢eno i u slucaju vrlo preciznog odredivanja sekundarnih struktura kod regulatorne
male RNK MicA, zatim 5'UTR regiona unutar omp4, njene ciljne RNK, kao i kompleksa
koji se formira izmedu ove dve RNK (Udekwu et al., 2005). MozZda bi pre donoSenja
konac¢nog zakljucka o prisustvu sekundarnih struktura unutar 5'UTR regiona kgmB gena
trebalo uraditi i hemijsko mapiranje ovog regiona i dobijene rezultate uporediti sa
prethodno opisanim eksperimentima enzimatskog mapiranja.

S obzirom na viSe puta pominjanu i viSestruko potvrdenu analogiju u ponasanju
izmedu KgmB i Sgm MTaze, bilo je interesantno testirati postojanje sekundarne strukture u
okviru 5°UTR regiona unutar sgm iRNK. Ovaj eksperiment je uraden po istom principu kao

i u slu€aju kgmB iRNK, ali je krajnji rezultat eksperimenta bio drugaéiji. I u ovom sluéaju
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su minimalni region za otpoc€injanje translacije (deo RNK molekula sa RBS-om i AUG
start kodonom) i pocetak kodirajuée sekvence u linearnoj formi, slicno kao kod kgmB
iRNK. Medutim, odsustvo seenja sa RNazama specifi¢nim za jednolancane regione, u
delu sgm RNK koji je po kompjuterskoj predikciji dvolan¢an, kao i prisustvo signala koji
odgovaraju seCenju sa RNazom V1 u istom regionu, svakako idu u prilog zaklju¢ku da
kompjuterski generisana sekundarna struktura zaista postoji. Mora se re¢i da postoje i
kontradiktorni signali koji odgovaraju mestima seenja RNazom T1, a koji se ne ofekuju
ako je zaista sekundrna struktura prisutna (REZULTATI, slika 25a, uokvireni deo).
Njihovo postojanje je objasnjeno nestabilno$¢u same sekundarne structure usled G - U
sparivanja i prisustva nesparenih G nukleotida (REZULTATI, slika 12b). Rezultati viSe
ponovljenih, a na slian nacin izvedenih eksperimenata mapiranja, idu u prilog zaklju¢ku da
sekundarna struktura u okviru 5°’UTR na sgm iRNK zaista postoji. Medutim, vazno je
napomenuti i da u regionu koji odgovara petlji na kompjuterski generisanoj sekundarnoj
strukturi tipa ukosnice nismo dobili uniformni raspored mesta seenja razli¢itim RNazama,
kao kod dela 5'UTR regiona kgmB gena. Moguce objaSnjenje se nalazi u nesavrienosti
same tehnike kojom se eksperiment mapiranja RNazama izvodi. Naime, nephodno je vrlo
precizno podesiti uslove za parcijalnu digestiju RNazama, da ne bi doslo do potpune
nespecificne degradacije analizirane RNK, a da bi se postiglo specifi¢no sedenje iza svakog
nukleotida. Verovatno je reSenje u ponavljanju eksperimenta mapiranja sekundarnih
struktura unutar 5'UTR regiona kgmB i sgm gena, uz variranje uslova i moZda uz upotrebu
in vitro sintetisanih RNK razli¢ite duzine koje sadrze 5'UTR regione ovih gena.

Krajnji rezultati mapiranja sekundarnih struktura unutar 5S'UTR regiona kgmB i sgm
gena jo§ jednom su doveli u pitanje analogiju izmedu ovih gena, koja je viSe puta
potvrdivana u in vivo i in vitro sistemima, ali i opovrgnuta u ,,toeprint“ eksperimentu.

S'UTR region kgmB gena je bio testiran i in silico, pomofu programa

www.RiboSW.com, a sa ciljem da se utvrdi eventualno prisustvo nekog SAM ili SAH

vezujuceg ribosvica. U uvodnom delu je bilo vise re¢i o inhibiciji translacije preko cis
regulatornih elemenata, tj. ribosvi¢eva, gde SAM/SAH ligandi obi¢no svojim vezivanjem
stabilizuju sekundarne strukture tipa ukosnice u kojima je zarobljena SD sekvenca, a krajnji

efekat je spreCavanje vezivanja ribozoma i inicijacija translacije. Posto u razliéitim in vitro
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eksperimentima nije potvrdeno da se KgmB MTaza zaista vezuje za 5'UTR region kgmB
gena, Sto je bila osnova hipoteze o autoregulaciji, postavljene na osnovu in vivo analiza,
postojala je mogucnost da SAM, kofaktor ovog enzima, ima regulatornu ulogu.
Pretrazivanjem sekvence 5’UTR regiona kgmB gena za prisustvo ribosvi¢a, nije pronadena
ni jedna od poznatih klasa ribosvi¢eva za SAM, §to je u skladu sa rezultatima iste analize
uradene za 5’UTR region sgm gena (Ili¢-Tomié, 2010). Medutim, treba istaci i da, bez
obzira Sto nisu pronadeni cis regulatorni elementi takvog tipa, ne znac¢i da oni ne postoje u
okviru 5’UTR kgmB gena, s obzirom da je broj noovotkrivenih ribosvi¢eva u stalnom
porastu. Isto tako je vazno osvrnuti se i na Cinjenicu da ribosvieve karakteriSe vrlo
precizna strukturna uredenost zahvaljujuéi kojoj se prepoznaju skoro sve funkcionalne
grupe liganda preko direktnih ili inderektnih interakcija, a da definitivni sud o
struktuiranosti 5’UTR regiona kgmB gena nije doneSen, ve¢ da je samo na osnovu
mapiranja pomocu razli¢itih RNaza zakljuceno da specifi¢cna kompjuterski generisana
sekundarna struktura unutar 5’UTR regiona kgmB gena ne postoji.

Treba istaci i da prisustvo ribosvi¢eva koji mogu da vezuju antibiotik i dalje
moduliSu gensku ekspresiju kod bakterija jo§ uvek nije utvrdeno, ali da su u literaturi
opisani vestacki dobijeni ribosvicevi - aptameri koji vezivanjem antibiotika reguli$u gensku
ekspresiju in vivo. To su ribosviGevi za tetraciklin (Hanson et al., 2003; Suess et al., 2004) i
aminoglikozidni antibiotik neomicin (Weigand et al., 2008). Logi¢no je pretpostaviti da se
na ovaj nacin mozZe regulisati genska ekspresija kod bakterija i prirodno, samo je verovatno
pitanje trenutka kada ¢e se za to naci dokazi. Moguénost da se unutar 5’UTR regiona sgm
gena nalazi neki nepoznati ribosvi¢ je ostavljena otvorenom (Ili¢-Tomi¢, 2010). Za razliku
od kgmB gena, postojanje sekundarne strukture u vidu ukosnice u 5’UTR regionu sgm gena
je potvrdeno, a da li ona zaista moZze da funkcionise kao cis regulatorni element i uti¢e na
ekspresiju sgm gena, ostaje da se vidi.

Kako svi do sada opisani in vitro eksperimenti nisu uspeli da dokazu polaznu
hipotezu o translacionoj autoregulaciji kgmB gena, postavlja se pitanje da li je to uopste i
bilo moguce, tj. da li su sve opisane in vitro metode dovoljno osetljive za dokazivanje
polazne hipoteze. S obzirom da je navedena hipoteza o translacionoj autoregulaciji kgmB

gena postavljena na osnovu in vivo eksperimenata u heterologom domaéinu, soju E. coli,
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dalji eksperimenti su bili usmereni ka njenom testiranju u komercijalnom ,,cell-free” E. coli
sistemu za in vitro transkripciju i translaciju. Za testiranje u sistemu za in vitro transkripciju
i translaciju su odabrani plazmidi koji nose kgmB-lacZ i sgm-lacZ genske fuzije,
zahvaljujuci kojima je u in vivo uslovima polazna hipoteza o translacionoj autoregulaciji
gena za ove dve 16S rRNK MTaze i postavljena. U ovim plazmidima transkripcija zavisi
od Pr#l promotora, a translacija se odvija zahvaljujudi signalima kgmB i sgm gena. Vazno je
re¢i i da plazmid koji nosi kgmB-lacZ gensku fuziju nije konstruisan tako da sadrZzi samo
prirodni 5’UTR region kgmB gena duZine 83 nt, ve¢ sadrzi i region uzvodno od kgmB gena
duZine 181 nt, kao i kodirajuéi region kgmB gena duZine 193 nt. Prema podacima
dobijenim iz in vivo eksperimenata unutar ova tri regiona se nalaze bilo primarne, bilo
sekundarne strukture odgovorne za autoregulaciju kgmB gena (Vaji¢ et al., 2004). Na
plazmidu koji nosi sgm-lacZ gensku fuziju fragment sgm gena duZine 382 nt, koji obuhvata
deo 5’UTR regiona od P1 promotora sgm gena duZine 70 nt, 135 nt uzvodne sekvence u
odnosu na P1 promotor i 177 nt kodirajuéeg dela sgm gena, fuzionisan je sa lacZ reporter
genom. In vivo analiza je pokazala da se unutar ovih 382 nt sgm gena nalaze bilo primarne,
bilo sekundarne strukture odgovorne za njegovu autoregulaciju (Koji¢, 1994). Testirana su
po dva razliCita plazmida koji nose istu kako kgmB-lacZ tako i sgm-lacZ gensku fuziju, a
razlikuju se po izvornom plazmidu. Pokazano je da se in vitro transkripcijom i translacijom
samo sa derivata pPt17G plazmida dobijaju oba fuziona proteina (slika 26). Ostaje nejasno
zbog Cega je to tako, posto su signali i za otpodinjanje transkripcije i za inicijaciju
translacije na razli¢itim plazmidima koji nose istu fuziju identi¢ni.

Nakon ovog eksperimenta in vitro transkripcije i translacije sledili su analogni
eksperimenti u kojima je pracen uticaj rastuée koncentracije pre¢is¢enog Hiss-KgmB
proteina na sintezu KgmB-lacZ fuzionog proteina, kao i pre¢i¢enog Hiss-Sgm proteina na
sintezu Sgm-lacZ fuzionog proteina (slika 27). S obzirom da je u oba slu¢aja uoéeno
smanjenje intenziteta signala koji odgovaraju fuzionim proteinima, moZe se reéi da se u
prisustvu preciSéenih Hisc-KgmB i Hise-Sgm proteina sintetiSe manje adekvatnih fuzionih
proteina. UzevSi u obzir rezultate viSe ponovljenih eksperimenata ove vrste, moZe se

zakljuciti da obe MTaze reprimiraju sintezu adekvatnih fuzionog proteina, $to je u skladu

149



sa in vivo eksperimentima na osnovu kojih je hipoteza o autoregulaciji ekspresije kgmB i
sgm gena utemeljena.

Vazno je reci i da je prvobitna namera bila da se rezultati ovih eksperimenata
kvantifikuju, tj. da se precizno odredi stepen smanjenja sinteze fuzionih proteina, u
poredenju sa kontrolnom reakcijom. Postoji vi§e razloga zbog kojih ovo nije bilo moguce.
Jedan od njih je slaba efikasnost sinteze fuzionih proteina u ovom sistemu za in vitro
transkripciju i translaciju. Novosintetisani radioaktivno obeleZeni proteini se pre nanoSenja
na 10% SDS-poliakrilamidni gel taloZe iz celokupne zapremine jedne reakcije, ¢ime se
zapravo staloZe i svi ostali proteini prisutni u ,,cell-free” sistemu za in vitro transkripciju i
translaciju. To je razlog $to se signali tokom elektroforeze ,,$ire“, nisu homogeni i time
kvantitativna analiza pomo¢u kompjuterskih programa postaje nemoguca (REZULTATI,
slika 27a). I pored ovoga se na gelu moZe primetiti da intenzitet koji odgovara unutra$njoj
kontroli, tj. B laktamazi, sintetisanoj sa istog plazmida kao i Sgm-lacZ fuzioni protein, u
prisustvu Hiss-Sgm proteina opada slabije, ako se uporedi sa intenzitetom koji odgovara
fuzionom proteinu. Medutim, usled nemogucnosti kvantitativne analize, ovaj zakljucak
ostaje u domenu slobodne procene.

Da bi se postigla vea homogenost signala, reakcije in vitro sinteze KgmB-lacZ
fuzionog proteina su pre nanoSenja na 10% SDS-poliakrilamidni gel pre¢iSéene
propustanjem kroz G50 Sephadex kolonu, nakon &ega je usledila precipitacija proteina
acetonom. Na taj nacin su signali za KgmB-lacZ fuzioni protein bili jasnije definisani
(REZULTATI, slika 27b), ali je uveden jo$ jedan korak gde moze do¢i do greske. To je
narocito uocljivo u kolonama oznacenim sa 2 i 3 koje sadrZe identi¢ne kontrolne reakcije
gde je dodavan samo pufer u kome su His¢-KgmB i Hisg-Sgm proteini dijalizirani, ali se
intenzitet signala neznatno razlikuje. U ovom sluéaju zbog tehni¢ke nesavrsenosti nije bilo
moguce uraditi kvantifikaciju signala za KgmB-lacZ fuzioni protein i odrediti stepen
smanjenja njegove sinteze u prisustvu Hisg-KgmB proteina.

U ovom trenutku je bitno jo$ istai da bi za testiranje hipoteze o autoregulaciji
KgmB MTaze u ,cell-free“ E. coli sistemu za in vitro transkripciju i translaciju
najadekvatnije bilo zapravo preskoCiti korak transkripcije. To bi znacilo da se umesto

cirkularnih DNK matrica u reakcije dodaje in vitro sintetisana kompletna kgmB iRNK i
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prati sinteza KgmB MTaze. Ovaj eksperiment je zapravo i uraden, ali do sinteze proteina
nije doSlo, Sto je u skladu sa rezultatima analognog eksperimenta za Sgm MTazu (Ili¢-
Tomi¢, 2010). Mogude objasnjenje za odsustvo sinteze proteina u oba slu¢aja moze biti
sama tercijarna struktura ovih iRNK, tj. nedostupnost signala bitnih za odpod&injanje
translacije, verovatno zarobljenih unutar sekundarnih struktura.

U literaturi postoje primeri gde je u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju
pracen uticaj proteina regulatora na sintezu fuzionih proteina. Tako je pokazano da CsrA
protein reguliSe cstA gen, tj. da je u sistemu za in vitro transkripciju i translaciju u prisustvu
CsrA proteina inhibirana sinteza CstA-lacZ fuzionog proteina (Dubey et al., 2003).
Medutim, adekvatnije bi bilo pratiti uticaj regulatora na sintezu samog proteina koji je
regulisan. U ovom trenutku je vaZno pomenuti i eksperimente in vitro transkripcije i
translacije u istom ,,cell-free“ E. coli sistemu gde je pokuSana sinteza obe MTaze sa dve
vrste cirkularnih matrica (Ilié-Tomi¢, 2010). Pokazano je da se KgmB MTaza u sistemu za
in vitro transkripciju i translaciju sintetiSe samo ako je matrica pQEK-N plazmid, a Sgm
MTaza je sintetisana samo sa pQES-5 plazmida. U oba slufaja su i transkripcija i
translacija pod kontrolom signala iz samog komercijanog pQE vektora. In vitro
transkripcija i translacija sa cirkularnih DNK matrica, derivata pUC18 plazmida, u kojima
su geni za obe MTaze bili pod kontrolom lacZ promotora, nije bila uspes$na. Narocito je
zanimljiv podatak da su identi¢ni delovi kgmB i sgm gena, kori$¢eni za konstrukciju kgmB-
lacZ i sgm-lacZ genskih fuzija, prisutni i kod ovih derivata pUC18 plazmida, naravno uz
ostatak kodirajuce seckvence za obe MTaze. U istom ,,cell-free E. coli sistemu za in vitro
transkripciju i translaciju, gde se translacija odvija zahvaljujuéi signalima kgmB i sgm gena,
a transkripcija zahvaljuju¢i Py f/ promotoru, sintetiu se o&ekivani fuzioni proteini. Ostaje
nejasno zaSto do translacije sa istih signala za inicijaciju ne dolazi, ako se kao matrice
koriste derivati pUC18 plazmida sa kompletnim kgmB i sgm genima, kod kojih se
transkripcija odvija sa lacZ promotora.

Ukoliko se sumiraju rezultati opisanih eksperimenata u ,,cell-free® E. coli sistemu
za in vitro transkripciju i translaciju, moze se zakljuditi da oni potvrduju rezultate in vivo
eksperimenata i da KgmB i Sgm MTaza zaista imaju sposobnost autoregulacije na

translacionom nivou.
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Medutim, isto tako se moze re¢i da uz pomo¢ primenjenih in vitro metoda nije bilo
moguce precizno odrediti koje motive na sopstvenoj iRNK KgmB MTaza prepoznaje, kao
ni zahvaljujuéi kom mehanizmu se postiZe autoregulacija kgmB gena na translacionom
nivou. Mozda je razlog previsok prag osetljivosti ovih metoda da bi se uz njihovu pomo¢
dao odgovor na postavljena pitanja, ili je pak mehanizam autoregulacije kgmB gena isuvise
sofisticiran. Hipoteza o autoregulaciji kgmB gena je postavljena na osnovu in vivo analiza
sa kgmB-lacZ genskom fuzijom eksprimiranom sa dva razli¢ita plazmida, pAK1 i pMKTI
(Milojevi¢, 1998; Vaji€ et al., 2004). Ova fuzija je sem 5’UTR regiona kgmB gena sadrZala
i deo kodirajuce sekvence, kao i deo uzvodnog regiona kgmB gena. Na osnovu rezultata
prethodnih in vivo analiza, uradenih u naSoj laboratoriji, nije bilo moguce definisati da li su
zaista svi ovi regioni neophodni da bi do autoregulacije ekspresije kgmB gena do§lo. Zbog
toga je bio logi¢an korak da se u in vivo analizama defini$e minimalni region odgovoran za
autoregulaciju kgmB na nivou translacije.

Sa tim ciljem je konstruisana kgmB-lacZ genska fuzija (pMKT1ATG), koja se u
odnosu na ranije pominjanu kgmB-lacZ gensku fuziju (pMKT1) razlikuje samo po odsustvu
kodirajuceg dela kgmB gena (REZULTATI, slika 28). S obzirom da je pretpostavljeno da
su motivi koje KgmB MTaza prepoznaje smesteni unutar S'UTR regiona na kgmB iRNK,
oCekivao se isti efekat KgmB MTaze na aktivnost ove fuzije, kao kod kontrolne (pMKT1).
Medutim, uticaj KgmB MTaze na aktivnost kgmB-lacZ genske fuzije pMKT1-ATG nije ni
mogao biti analiziran, posto neo¢ekivano sama fuzija nije pokazala aktivnost u B-gal eseju.

Konstruisana je i kgmB-lacZ genska fuzija koja se razlikuje od ranije pominjane
kgmB-lacZ genske fuzije (pMKT1) po odsusutvu regiona koji se nalazi uzvodno u odnosu
na kgmB, kao i Cinjenici da njena ekspresija zavisi od T7 promotora. Ova fuzija je
konstruisana tako Sto je samo 5S'UTR region kgmB gena fuzionisan sa lacZ reporter genom.
Isti region, preveden u RNK, je koris¢en u EMSA esejima koji su prethodno opisani. Na
ovaj na¢in je bilo moguce uporediti rezultate in vitro eksperimenata, gde je direktno
odredivan afinitet vezivanja KgmB MTaze za kgmB RNK probu koja je nosila wt
regulatorne sekvence, sa rezultatima in vivo eksperimenata. Prvobitna namera je bila da se
kgmB-lacZ genska fuzija bez dela uzvodnog regiona kgmB gena eksprimira u E. coli soju

ER2566 koji nosi gen za T7 polimerazu, ali se ispostavilo da fuzija nije aktivna. Posto su
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sve do sada aktivne kgmB-lacZ genske fuzije eksprimirane sa snaznog IPTG inducibilnog
Pl promotora, odluceno je da se i kgmB-lacZ genska fuzija bez dela uzvodnog regiona
kgmB gena klonira nizvodno od istog promotora (pKI1T7, slika 28, REZULTATI).
Medutim, ni u ovom slu¢aju nije bilo moguce detektovati aktivnost fuzije u B-gal eseju, tj.
ekspresija fuzije ni sa Pt/ promotora nije bila uspe$na. Na ovaj nain je pokazano da razlog
neaktivnosti fuzije nije 77 promotor, veé nesto drugo.

S obzirom da je prisustvo KgmB-lacZ fuzionog proteina, koji se prati preko B-gal
eseja, rezultat najpre transkripcije sa cirkularnih DNK matrica, a potom i translacije u in
vivo sistemu, postavlja se pitanje u kojoj od ove dve faze postoji problem, tj. zasto nema
sinteze krajnjeg produkta. Signali za inicijaciju transkripcije su isti kod svih kgmB-lacZ
genskih fuzija, pa verovatno razloge za neaktivnost konkretnih kgmB-lacZ genskih fuzija
ne treba traziti na nivou transkripcije, §to je u skladu sa rezultatima RT-PCR analize
uradene u sluaju nekih ranije konstruisanih, a neaktivnih kgmB-lacZ genskih fuzija (Vaji¢,
2003). Sve kgmB-lacZ genske fuzije nose i kanonski RBS kgmB gena, tj. SD sekvencu na
adekvatnoj udaljenosti uzvodno u odnosu na ATG start kodon, pa je pitanje zasto do
inicijacije translacije, tj. vezivanja ribozoma za ovaj RBS ne dolazi.

Neaktivnost pK1T7 fuzije bi mogla znaciti i da je za efikasnu inicijaciju translacije
kgmB gena neophodno i prisustvo uzvodnog regiona. Ponekad kanonska SD sekvenca nije
dovoljna za vezivanje ribozoma, pa se tako kod thrS gena ribozomi vezuju, sem za
kanonsku SD sekvencu, i za segment koji je lociran 40 nukleotida uzvodno od SD
sekvence, o ¢emu je bilo vise re¢i u uvodnom delu.

Takode, postoji mogucnost i da je neophodna aktivna translacija u uzvodnom
regionu, da bi translacija sa signala kgmB gena za inicijaciju translacije otpocela. U Uvodu
je ve¢ pomenuto da spregnuta translacija viSe gena nije retka kod bakterija i da postoje
primeri gde se stop kodon jednog gena preklapa sa start kodonom sledeceg (UGAUQG) i da
to zapravo olakSava reinicijaciju translacije. U uzvodnom regionu kgmB gena postoji ORF
za potencijalni ABC transporter, ¢iji se stop kodon preklapa sa start kodonom kgmB gena
(Milojevi¢, 1998; Vaji¢, 2003). Moguce je da preklapanje stop kodona potencijalnog ABC
transportera kodiranog sa uzvodnog ORF-a kgmB gena i start kodona samog kgmB gena

ima funkcionalni zanacaj u originalnom domaéinu, bakteriji S. fenebrarius. Neophodno$éu
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translacije uzvodnog regiona bi se moglo objasniti i zaSto u sistemu za in vitro
transkripciju i translaciju, u slucaju kada transkripcija zavisi od lac promotora, nema
translacije, a u sluaju kada transkripcija zavisi od Pt/ promotora, do translacije dolazi. Isti
signali za inicijaciju translacije kgmB gena su prisutni u oba primera, ali samo nizvodno od
Ptl promotora postoji i kanonski RBS, na adekvatnoj udaljenosti ispred ATG start kodona
iz Ncol restrikcionog mesta, a time i moguénost da se sa ovog start kodona inicira
translacija uzvodnog regiona kgmB gena. Medutim, kod spregnute translacije je obi¢no
RBS drugog gena u nizu blokiran unutar stabilne sekundarne strukture, te je translacija
prvog gena neophodna da bi se ova sekundarna struktura destabilizovala, ¢ime bi RBS
drugog gena postao dostupan ribozomima. MoZe se re¢i da spregnuta translacija nije
adekvatno objaSnjenje fenomena vezanih za ekspresiju kgmB gen, naro&ito ako se imaju u
vidu rezultati mapiranja sekundarnih struktura pomoéu RNaza koji su nedvosmisleno
pokazali da je minimalni region za otpo€injanje translacije kgmB gena u linearnoj formi.

Na osnovu opisanih in vivo analiza, a ako se uzmu u obzir i ranije konstruisane
neaktivne kgmB-lacZ genske fuzije (Milojevié, 1998; Vaji¢, 2003), moZe se reci da je za
uspeSnu inicijaciju translacije sa kanonskog RBS regiona kgmB gena neophodno prisustvo i
kodirajuce sekvence ovog gena, kao i dela uzvodnog regiona.

Opisana in vivo analiza nije dala odgovor na pitanje u kom regionu su prisutni
motivi odgovorni za autoregulaciju kgmB gena, ve¢ se pri¢a o samoj ekspresiji dodatno
usloZnjava. Posredni dokaz bi mogla biti in vivo analiza uticaja KgmB MTaze na aktivnost
grm-lacZ genske fuzije. Vise puta je isticana analogija izmedu tri 16S rRNK MTaze,
KgmB, Sgm i Grm MTaze, u funkcionalnom i strukturnom smislu, kao i da Grm MTaza
obara aktivnost kgmB-lacZ i sgm-lacZ genskih fuzija, iako 5’UTR grm gena sadrZi svega
nekoliko nukleotida, pored kanonske SD sekvence. Ukoliko se zajedni¢ki motivi koje sve
tri MTaze prepoznaju, sa potencijalnom ulogom u regulaciji genske ekspresije, zaista
nalaze unutar 5’UTR regiona kgmB i sgm gena, onda bilo koja od tri funkcionalne MTaze
ne bi imala nikakav uticaj na grm-lacZ gensku fuziju. Da bi se testirala ova pretpostavka
konstruisana je grm-lacZ genska fuzija i zaista se ispostavilo da sve tri MTaze eksprimirane

in trans u odnosu na samu fuziju ne dovode do znaCajnijeg smanjenja njene aktivnosti
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(REZULTATI, tabela 5). Izvesno smanjenje aktivnosti u slucaju kada je praen uticaj
KgmB MTaze na aktivnost grm-lacZ genske fuzije nije pripisano uticaju same MTaze, veé
Cinjenici da NM522 soj u kome koegzistiraju dva plazmida, jedan koji nosi grm-lacZ
gensku fuziju i drugi sa kompletnim kgmB genom, iz nekog razloga raste sporije, ako se
uporedi sa drugim sojevima kod kojih sem plazmida sa grm-lacZ genskom fuzijom postoji i
plazmid sa sgm ili grm genima. lako se apsolutne vrednosti aktivnosti grm-lacZ genske
fuzije razlikuju, u zavisnosti kako se sam [-gal esej izvodi, tj. da li se polazi od 10x
razblaZzenih prekono¢nih kultura ili se one razblaZzuju 1000x pa narastaju do izvesnog
stepena i onda radi B-gal esej, efekat sve tri MTaze na aktivnost grm-lacZ genske fuzije je
priblizno isti u svim nezavisnim eksperimentima.

Ukoliko se sumiraju rezultati svih opisanih eksperimenata moZe se re¢i da su KgmB
i Sgm MTaza autoregulisane na translacionom novou, §to je u skladu sa ranije
postavljenom hipotezom (Koji¢ et al., 1996; Vaji¢ et al., 2004). Medutim, isto tako se
moZe reci da su detalji mehanizma po kome se autoregulacija ekpresije ovih gena odvija za
sada nepoznati. Rezultati pretodno opisanih eksperimenata uglavnom podrZavaju analogiju
izmedu KgmB i Sgm MTaze u funkcionalnom i strukturnom smislu, ali postoji i nekoliko
bitnih razlika. Za razliku od Sgm MTaze, KgmB MTaza je u izvornom domaéinu
eksprimirana samo sa jednog promotora (Holmes and Cundliffe, 1991). Takode,
eksperimenti mapiranja sa razliCitim RNazama su pokazali da kompjuterski generisana
sekundarna struktura tipa ukosnice u okviru 5’UTR regiona na kgmB iRNK ne postoji, a u
u okviru 5’UTR regiona na sgm iRNK je prisutna. Pri analizi aktivnosti sgm gena in vivo
konstruisana je sgm-lacZ genska fuzija kod koje ne samo da je deletirana potencijalna
regulatorna sekvence (CCGCCC), ve¢ i kompletan 5UTR region uzvodno od nje (Koji¢ et
al., 1996). Na aktivnost ove fuzije Sgm MTaza nije imala uticaja i time je istaknut znacaj
deletiranog dela 5’UTR regiona za samu autoregulaciju. Medutim, kgmB-lacZ genska fuzija

kod koje je deletiran 5’UTR region nije bila aktivna, §to govori o zna&aju ovog regiona za
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samu inicijaciju translacije, pre nego samo za regulaciju ekspresije na nivou inicijacije
translacije (Vaji¢, 2003).

Jasno je da se mehanizam prepoznavanja regulatornih signala u okviru sopstvene
iRNK od strane ovih MTaza moZe dovesti u vezu sa mehanizmom prepoznavanja
primarnog targeta, tj. 16S rRNK. 3D struktura proteina u kompleksu sa SAM i SAH
kofaktorima, odredena je samo za Sgm MTazu (Husain et al., 2010). U istom radu je na
osnovu ,.footprint“ analize, koja pokazuje za$titu nukleotida u prisustvu Sgm proteina,
zakljuCeno da je kod ovog proteina prisutno prepoznavanje targeta na nivou cele 30S
ribozomalne subjedinice. Najverovatnije Sgm MTaza prepoznaje i vezuje sekundarni
target, tj. sopstvenu iRNK vrlo sli¢no kao §to prepoznaje i vezuje primarni target, tj. 16S
rRNK. Pretpostavlja se da Sgm MTaza u oba slu¢aja prepoznaje najpre specifiénu
konformaciju RNK molekula, koja se u slutaju 30S subjedinice odrzava zahvaljujudi
ribozomalnim proteinima, i da ba§ zato ne metiluje golu 16S rRNK (Ili¢-Tomié, 2010).
Malo je verovatno da je sekundarna struktura prisutna u okviru 5’UTR regiona na sgm
iRNK, zaista dovoljno sli¢na struktuiranom A mestu u 16S rRNK, i da kao takva moZe biti
mesto prepoznavanja i vezivanja Sgm MTaze. U ranijem radu je pretpostavljeno da bi Sgm
MTaza mogla da zauzima konformaciju pogodnu za prepoznavanje sekundarnog targeta,
tek nakon Sto metiluje 16S rRNK i oslobodi kofaktor, pa da u takvom stanju dovodi do
strukturnih rearanZmana unutar iRNK i njenog zakljufavanja za efikasnu inicijaciju
translacije (1li¢-Tomi¢, 2010). Ukoliko ova pretpostavka vazi i kog KgmB MTaze, mozda
je to razlog zasto se primenom in vitro metoda nije mogao bliZze okarakterisati mehanizam

autoregulacije ekspresije obe MTaze.

Analiza naCina regulacije kgmB gena, opisana u ovom radu, nije razjasnila kako
ovaj mehanizam funkcioniSe, a istakla je nove detalje zbog kojih se pri¢a o autoregulaciji

kgmB gena dodatno komplikuje, $to je u skladu sa zaklju€cima paralelne analize regulacije
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ekspresije sgm gena (Ilic-Tomi¢, 2010). Ipak, uzevsi u obzir potrebu za razvojem inhibitora
MTaza, Cijom primenom bi se uspeS$no izborili sa rastuéom rezistencijom na
aminoglikozide kod patogenih bakterija, dodatni napor koji treba uloZiti za puno
reazumevanje mehanizma autoregulacije kgmB gena ne &ini se uzaludnim, ne samo u
fundamentalnom smislu, ve¢ i u smislu primene. Da bi se ovaj cilj postigao, neophodno je
detaljno razumevanje ekspresije KgmB MTaze i njenog mehanizma delovanja, razreSenje
tercijarne strukture ove 16S rRNK MTaze u kompleksu sa njenim kofaktorom, kao i

odredivanje strukture 30S - KgmB MTaza kompleksa.
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VI ZAKLJUCCI

1. Metodom usporene elektroforetske pokretljivosti (EMSA) analizirana je interakcija
Hiss-KgmB fuzionog proteina sa 5'UTR regionom kgmB iRNK kod kog je ili CGUCA
motiv zamenjen sa GAUCC (mRS), ili CGCCC motiv zamenjen sa AUAAA (mRS’), ili su
pak oba motiva mutirana (AA). Pokazano je da se Hisg-KgmB protein, prisutan u suvisku
od 600 do 2700x u odnosu na RNK probu, sa podjednakom efikasno$cu, tj. malim
afinitetom, vezuje za sve analizirane RNK, bez obzira da li su motivi sa potencijalnom
ulogom u vezivanju KgmB proteina prisutni ili ne. Specifi¢nost vezivanja u reakcijama
kompeticije je potvrdena samo kod mRS’ kgmB RNK probe kod koje je CGCCC
pentanukleotid zamenjen sa AUAAA, dok je CGUCA oc&uvan.

2. EMSA metodom je analizirana interakcija His-KgmB fuzionog proteina sa RNK
probom duZine 39 nt, koja sadrzi samo CGCCC potencijalnu regulatornu sekvencu, kao i sa
RNK probom duZine 61 nt koja sadrzi obe potencijalne regulatorne sekvence (CGUCA i
CGCCC). Zakljuceno je da se Hiss-KgmB protein za RNK probu duZine 39 nt ne vezuje,
kao i da se ovaj protein za RNK probu duzine 61 nt vezuje slabim afinitetom, s obzirom da
je kompleks protein-RNK detektovan pri molarnom odnosu od 500x vise proteina.

Nespecifi¢na priroda ovog vezivanja je pokazana u reakcijama kompeticije.

3. U EMSA eksperimentima je analiziran uticaj S-adenozil-metionina (SAM) na
interakciju Hiss-KgmB fuzionog proteina sa 5S'UTR regionom kgmB iRNK kod kog su
prisutne obe wt potencijalne regulatorne sekvence (CGUCA i CGCCC). Na osnovu
rezultata ovog eksperimenta je zakljueno da prisustvo SAM nema uticaja na povecéanje

specifi¢nosti vezivanja Hiss-KgmB proteina.

4. Uticaj drugih faktora na vezivanje Hise-KgmB fuzionog proteina za 5'UTR region
kgmB iRNK koji sadrzi obe wt potencijalne regulatorne sekvence, testiran je EMSA

metodom, pomocu S30 frakcije izolovane iz soja u kome je His¢-KgmB fuzioni protein
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eksprimiran. Nije potvrdeno da neki nepoznati faktor iz S30 frakcije moZe da poveca

specificnost vezivanja Hisg-KgmB fuzionog proteina za datu RNK probu.

8. U dvostrukom , filter binding" eseju nije pokazano specifi¢no vezivanje Hiss-KgmB
fuzionog proteina za odabrane kgmB RNK probe te kvantifikacija interakcije nije bila

moguca.

6. ,»loeprint“ metodom je praceno vezivanje ribozoma za kgmB iRNK, ali nije bilo
moguce dovoljno pouzdano odrediti mesto vezivanja ribozoma, kao ni precizan mehanizam

regulacije kgmB gena.

7. Interakcija His¢-KgmB fuzionog proteina sa 5'UTR regionom kgmB iRNK kod kog
su prisutne obe wt potencijalne regulatorne sekvence (CGUCA i CGCCC) je analizirana u
»footprint® eksperimentu sa RNazom T1 gde je pokazano je da se Hiss-KgmB protein ne

vezuje za testiranu RNK,.

8. Postojanje sekundarnih struktura unutar 5S'UTR regiona kgmB i sgm iRNK, koje su
generisane na osnovu kompjuterske predikcije, testirano je u eksperimentima mapiranja sa
razli¢itim RNazama. Pokazano je da ne postoji specificna sekundarna struktura tipa
ukosnice unutar 5'UTR regiona kgmB iRNK, ali nije isklju¢ena mogucnost da unutar ovog
regiona dolazi do interakcija drugog tipa. U sluaju 5'UTR regiona sgm iRNK su

eksperimenti mapiranja potvrdili postojanje kompjuterski generisane sekundarne strukture.

9. Translaciona autoregulacija kgmB i sgm gena je testirana u komercijalnom ,,cell-
free” E. coli sistemu za in vitro transkripciju i translaciju. U prisustvu pre¢i$éenih Hise-
KgmB i Hise-Sgm proteina sintetisano je manje odgovarajuceg fuzionog proteina. Moze se
zakljuciti da obe MTaze reprimiraju sintezu odgovarajuc¢eg fuzionog proteina, $to je u
skladu sa in vivo eksperimentima na osnovu kojih je hipoteza o autoregulaciji ekspresije

kgmB i sgm gena postavljena.
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10.  Konstruisane su kgmB-lacZ genske (pMKTIATG i pKI1T7) fuzije kojima je
nedostajao po jedan region prisutan u kgmB-lacZ genskoj fuziji (pMKT1) na osnovu &ije
aktivnosti je hipoteza o autoregulaciji ekspresije kgmB gena postavljena. S obzirom da ove
fuzije nisu bile aktivne, in vivo analiza nije mogla da precizira da li je region sa motivima
odgovornim za autoregulaciju prisutan u kodiraju¢em delu kgmB gena ili u uzvodnom

regionu ovog gena.

11.  Na osnovu in vivo analize je pokazano da KgmB, Sgm i Grm MTaze, eksprimirane
in trans u odnosu na grm-lacZ gensku fuziju, ne dovode do znacajnijeg smanjenja njene
aktivnosti. Ovim je pokazano da odsustvo 5’UTR regiona kod grm gena podrazumeva i

nemogucénost regulacije ekspresije.

12.  Kako rezultati svih do sada opisanih in vivo i in vitro eksperimenata nisu uspeli da
ukaZu koji su motivi odgovorni za autoregulaciju kgmB ekspresije, postoji mogucénost da je
predloZeni model neadekvatan, ili pak mnogo kompleksniji, te da postoji faktor, ¢ija je

priroda za sada nepoznata, sa kljuénom ulogom u fenomenu autoregulacije kgmB gena.
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