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mogudnost je da se gen sa sopstvenirci i ni ci j aci oni m kodonom 
ubaci pored prirodnog mesta vezivanja ribozoma iz E. coli 
ili sinieiisanog RBS CBackman et al. , 1976; Jay et

al. , 19813.
Kako Strukturne odlike ko je utiču na stabilnost 

proteina u E. coli ni su dovoljno poznate, daleko je teže 
kontrolisati proteinsku modifikaciju i stabilnost. Pokazano 
je da se eukariotske signal ne sekvence pr epozna ju u E. col i 
ì da NH2-terminalna fuzija eukariotskog polipeptida sa 
signalnom sekvencom E. coli rezultuje u sekreciji proteina u 
periplazmu posie čega dolazi do isecanja signalne sekvence 
CTalmadge et al. , 1980a, 1980b3. Postoje takođe podaci da su 
kratki strani polipeptidi nestabilni u E. coli CItakura et 
al. 1977; Goeddel et al., 19793. Ovaj značajan nedostatak je 
otklonjen fuzionisanjem peptida za vedi protein E. coli.

Efikasna ekspresi ja kloniranih gena najpre zahteva 
efikasnu speci fi£nu transkripciju DNK, zatim translaciju 
iRNK, i konadno u nekim siudajevima, post-transi acionu 
modifikaciju rezultujudeg proteina. U ovom radu najviše 
pažnje demo posvetiti elementi ma i faktorima koji kontrolišu 
transkripeiju kloniranog gena. Transkripei ja je prvi događaj 
u lancu preko kojeg se geneti £ka i riformaci j a eksprimira kao 
molekul novosintetisanog proteina. Događaji koji učestvuju u 
dobijanju transkripta nekog gena mogu se podeliti na: 
i ni ci j aci ju transkripcije, produženje transkripta i
terminaeiju tr anskr i pci j e.

1.2. TRANSKRI PCI JA

Regulacija formiranja transkripta je najdirektniji put 
selektivne kontrole genske ekspresi je. Ona postoji kako na 
nivou ini cijacije transkripci je tako i u kasnijim događajima 
transkripcionog procesa.

Od sve tri faze procesa transkripcije, inieijaeija je 
najbolje razjašnjena i uopšteno predstavlja sledede korake:
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Eksperi menti prikazani u ovoj tezi uradeni su u 
Laboratoriji za genetidko inženjerstvo RO Galenika i 
Insti tutu za molekularnu genetiku i genetidko inženjerstvo 
pod neposrednim rukovodstvom dr Vladimira GliSina.

Dr Vladimiru Gl i Si nu dugujem posebnu zahvalnost 
zbog pomodi i dragocenih saveia, a naročito zbog kritičke 
analize rezultata od podetka izrade ovog rada pa, do konačne 
redakcije disertaci je. Takodje mu zahvaljujem Sto me je uveo 
u izazovnu oblast genetidkog inženjerstva.

Dr Dragutinu Savi du zahvaljujem na angažovanju, 
korisnim sugesti jama, primedbama i savetima tokom pisanja 
ove di sertaci je.

Dr Radomiru Crkvenjakovu dugujem zahvalnost za 
dragocene savete i pomod u prvim fazama izrade ovog rada.

Koleginici mr Vesni Maksimovid dugujem posebnu 
zahvalnost za nesebično angažovanje oko realizacije prvih 
eksperimenata i neprekidne podrSke za dovrSenje ovog rada.

Kolegi dr Radoju Dr mane u toplo zahvaljujem na 
korisnim savetima tokom izrade ovog rada kao i na pomodi oko 
prikupljanja literature.

Iskreno zahvaljujem koleginici dr Zvezdani Popovid 
za konstruktivne razgovore koji su ubrzali završavanje ovog 
rada, kao i na stvaranju dobre naudne atmosfere u 
Laboratoriji za delijsku difereneijaciju.

Posebno želim da se zahvalim koleginici mr Gordani 
Nikdevid bez dijeg eksperimentalnog izvodenja testa za 
dokazivanje prisustva interferona, tumadenje delà rezultata 
iznesenih u ovom radu ne bi bilo izvodljivo.

Dugujem zahvalnost i svim ostaiim koleginicama i 
kolegama koji su mi na bilo koji nadin pomogli u izradi i 
finalizaciji ovog rada.



“ I had absolutely no idea that it was a 
stop sign.”



Skraćenice:
/9-Gal, /9-gala.k t ozidaza 
bla, /9~laktamaza 
bp, bazni par 
/9МЕ, f?~mer k aptoetanol
CAP, katabolički aktivirajudi faktor
CIAP, alkalna fosfataza iz creva teleta Ccalf intestinal 

alkaline phosphatase!)
DMS, dimeti1sulfat 
DMSO, di meti1s ulfok si d 
DTT, ditiotreitol;
EDTA, eti 1 endiamintetrasirdet na kiselina.
EGTA, eti 1 enbisC oksi eti 1 enni tri 1 oHetrasirdetna 

kiselina
IF, ^-interferon;
IPTG, isopropil -/9-D-tiogalak topiranozid
i RNK, informaciona RNK
LB, Luria Bertani medijurn
NTP, nukleotidtrifosfat
ONPG, o-ni trof enil -/9-D-gal ak tozi d
ori, origin replikacije
PolIk, Klenow CvelikiD fragment DNK polimeraze I 
iz E. col i ;
RBS, mesto vezivanja ribozoma CShine-Dalgarno 
sekvenca)
SD, Shine-Dalgarno sekvenca 
T4 PNK, T4 polinukleotidkinaza;
Tc, tetraciklin; 
t, terminator;
X-Gal , 5-br omo-4-hl or o-3-i ndol. i 1 -/9-D- 
gal ak topi r anozid;
SDS, natrijumdodecilsulfat,
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1. UVOD

Tehni k a in vitro rekombinacije DNK i mogućnosi 
transformacije i transfekcije pogodne delije domadina sa 
r ek ombi nantnim vektorima omogudila je da se za nepune dve 
deceni je prikupe znadajna saznanja neophodna za 
razjašnjavanje strukture i funkci je genoma mnogih
organizama. Zahvaljujudi ovim potpuno novim iehnikama, 
postalo je sasvim izvodljivo da se neki gen ne samo prenese 
u novi organìzam, ved da se i efikasno eksprimira ukoliko se 
stavi pod kontrolu genetičkih regulatornih elemenata novog 
domadi na.

Ovim rezultatima su omogudeni novi pristupi
fundamental nim istraživanjima. Visoka efikasnost tehnika 
kIoniranja i ekspresi je gena je uSinila dostupnim da se, 
osim fundamentalnih aspekata, sagleda i komercijalna strana 
mogudnosti proizvodnje velikih količina specifičnih proteina 
u različitim delijama domadinima.

1.1. PROBLEMI KOJI SE SREČU KOD EKSPRESIJE EUKARIOTSKE DNK U
E. coli

Escherichia coli je najviše korišdena za ekspresiju 
stranih gena jer se o njenim mehanizmima kontrole genske 
ekspresije daleko više zna nego Sto je to slučaj kod drugih 
or gani zama.

Zadovoljavajuda ekspresija eukariotskog gena u E. coli 
podrazumeva da je delijska mašinerija tako organizovana da 
omogudi bar isti ili i bolji nivo ekspresije nego kod 
prirodne varijante. Za razliku od gena poreklom iz 
prokariota, postojanje interventnih C i ntr onski 1~D sekvenci 
kod eukariota koje prekidaju kodìrajude sekvence, zahteva 
mehanizam obrade primarnog transkripta, pri čemu se dobija

t



obrađena iRNK pogodna za tr ansi aci j u. Kod prokariotskih gena, 
nema introna, pa enzimi koji obavljaju f'unkciju obrade 
primarnog transkripta i ne postoje. Prema tome, genomska DNK 
eukariota u opStem smi siu i ne može da se direktno koristi 
za ekspresiju u bakterijskoj deliji.

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

Takođe se i struktura iRNK eukariota razlikuje od 
bakterijske. Eukariotska iRNK je poliadeni1ovana na 3 ’ kraju 
i obidno "kapovana" CcappedD na 5 ’ kraju - karakteristike 
ko je mogu da utidu na stabilnost iRNK i vezivanje ribozoma 
CBreathnach i Chambon, 19811) Pored toga, iRNK kod eukariota 
izgleda da nema ekvi valent za SD sekvencu CShine-DalgarnoD 
koja je prisutna kod iRNK prokariota CKozak, 1981D.

Dodatni problem predstavlja upotreba kodona. Kodoni 
informaci one RNK, koji àifruju za dobro ek sprimi ran gen kod 
prokariota, nisu sludajni. Postoji značajan prioritet za 
određene kodone nekih aminokiselina CGrantham &t al. , 1981,
Grosjean i Fiers 1982, Gouy i Gautier, 1982D. Ikemura je 
1981. pokazao korelaciju između zastupljenosti kodona kod 
iRNK i nivoa određenih tRNK u deli ji. Kako je prioritet za 
kodone različit kod gena poreklom iz eukariota, moguđe je da 
de nivo određenih tRNK uticati na efikasnost transi aci je tih 
gena u sistemu prokariota.

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

Da bi se prebrodi lì svi ti problemi pri men jene su mnoge 
taktike. Kada je poznata sekvenca aminokiselina, mogude je 
hemijski sintetisati sekvencu DNK koja de kodi rati za 
protein, a da interventne sekvence nisu uključene, pri demu 
treba imati u vidu prioritet za određene kodone. Primer je



hemijska si nteza gena za a-ìnierferon duži ne od 514 bp koji 
kodìra za protein od 166 ami noki sel i na CEdge et al., 19811). 
Mada teoretski ne postoji ogranidenje za velidinu gena koji 
može da se hemijski sintetiSe, za prevelike gene je 
jednostavnije izolovati dvolančanu DNK CcDNK}, kopiju iRNK i 
kIoni rati u plazmidni vektor. Danas je svakako moguće dobiti 
oligodeoksinukleotid i od 250 baza upotrebom novih CPG 
Ccontrolleđ pore glass} kolona automatizovanom hemijskom 
sintezom u dobrom prinosu , pa je hemijska sinteza nekog 
gena dak i od 2k b sas vim izvodljiva.

Transkripci ja ovakvih gena je kontrolisana ubaci vanjem 
DNK uz jak prokariotski promotor u ek spr esi onom vektoru. 
Sekvence DNK nazvane promotorima predstavljaju one regione 
na molekulima DNK koji signaliziraju podetak transkripcije 
i riformaci one RNK -■ omogućava j u interakciju DNK i poli mer aze 
RNK. Promotori koji su najdešde eksploatisani za ekspresiju 
kloniranih gena, to jest, osnovni elementi njihove kontrole, 
bidè kasnije pojedinadno opisani. Najdešde korišćeni 
promotori za ovakve svrhe su: lac promotor iz E. coli lac

operona, trp promotor iz E. coli trp operona i Pl promotor 
f aga 1ambda.

Transkripeiona terminaci ja se može omogućiti
postavijanjem transkripeionog terminatora iza kloniranog 
gena CNakamura i Inouye, 1982}. Mada posledice neprekinute 
transkripci je na malim cirkularnim plazmidima nisu poznate, 
verovatno mogu da budu štetne jer vedi na ek spresionih 
vektor a sadrži i drug© gene kao Sto je, recimo, gen za 
rezisteneiju na antibiotik. Poznato je da trp promotor 
negativno utide na transkripeiju gena faga lambda ukoliko 
mu je orijentacija usmerena ka transkriptu koji dolazi sa Pl 
promotora CHopkins et al. , 1976}.

Problemi transi aci je su donekle reSeni na dva nadina.. 
Strani gen može da se fuzioniSe sa prokariotskim genom u 
korektnom okviru Citanja tako da se i ni ci j aci ja transi aci je 
obavlja preko postojedeg mesta vezi vanja ri bozoma. Druga
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аЗ vezivanje polimeraze RNK prepoznavanjem određene 
sekvence, obično smešiene na početku operona, koja se zove 
promotor, b3 "relaksiranje" delà promoiora Codmoiava se 
dvolančana DNK3 da bi se omogućio ođgovarajuđi kontakt 
polimeraze RNK sa lancem DNK koji služi kao mairica i сЗ 
poiimerizacija prvìh nekoliko nukleotida nascenine RNK.

1.2.1. Vezi vani e poli meraze RNK Cstvaranie oivorenog kompleksa 
pr omotor-poii mer azal

Fiziološki korektan tr anskr i pci oni događaj nastaje kada 
poli meraza Choloenzim) prepozna sekvencu na promoioru, posle 
čega siedi par ci j al no odvijanje promot. or a i kao rezul tat tog 
procesa nastaje otvoreni kompleks promotor-polimeraza. Opseg 
odvijenog regiona može da varira među promotorima i prosečne 
je dužine oko 12 nukleotida, približno u regionu -9 do +3 
CKirkegaard e£ al. 19833.

Od trenutka stvaranja otvorenog kompleksa, polimeraza 
počinje da spaja nukleotide i da f or mi r a nascentni 
tr anskr i pt. Ova f aza. u transkripci ji je poznata kao f aza 
"odbacivanja", jer u zavisnosti od promotora kod enzima može 
da postoji бак i 50% verovatnode da de procès poli merizacije 
biti prekinut. To se dogada ili odvajanjem sa DNK ili 
vraćanjem u stanje otvorenog kompleksa CCarpousis i Gralla, 
19803. Nije poznato zašto polimeraza pokazuje tako jaku 
tendenciju da prekine procès transkripcije. U funkcionalnom 
smisiu ovaj događaj može da ima regulatornu ulogu CReznikoff 
et al. , 19823.

Analizom sekvenci DNK 168 definisanih promotora E. coli 
u regionu -50 do +10 C Hawley i McClure, 19833 defi ni sana su 
dva regìona sa homologijom smeštena približno 35 i 10 baznih 
pareva C "-35" TTGACA i "-IO” TATAAT Rosenberg i Court 1979, 
Siebenlist et al. 19803 uzvodno od početka transkripcije 
i RNK, a za koje se smatra da predstavljaju regione najtešnje 
uključene u vezivanje i orijentaciju polimeraze preko sigma 
f aktor a , tako da inicijacija sinteze podinje nizvodno. Opšti



izgled jedne "ideaine" konsenzus promotorske sekvenee je 
sledeđi :

TTGACA-17bp~TATAAT-5-9bp-iRNK start
Hawley i McClure C19833 definišu "—35“ i "—IO" regione

sa po tri bazna para: TTG---za "-35" i TA---- T za
Mutacije koje daju bolju aktivnost promotora najčešće, 
umesto nekonsenzus, uspostavljaju konsenzuz sekvencu na 
datoj pozieiji, dok one koje smanjuju njegovu 
aktivnost, konsenzus sekvence uglavnom pretvaraju u 
nekonsenzus. Utvrđeno je da rastojanje između "-10" i "-35" 
regiona ima znatan uticaj na efikasnost promotora CMandecki 
i Reznikoff, 1982; Stefano i Gralla, 1982; Russell i 
Bennett, 19823. Takođe je utvrđeno da kod svih promotora 
čija je primarna Struktura određena, ovo rastojanje iznosi 
između 15 i 18 bp, a da je ono najčešđe 17bp CSi ebenlist et 
ai. 1980; Rosenberg i Court, 19793. Frekvenca inicijacije 
tr anskr i pci je kod E. coli može da vari r a za preko Ceti ri 
reda veli Ci ne, od gena koji se transkribuju samo jedanput u 
generaciji, pa do gena koji se transkribuju jedanput svake 
Sekunde CMcClure, 19853.

Utvrđeno je da AT-bogati blokovi uzvodno od "-35" 
sekvence kod nekih jakih promotora, kao što su trp, Ipp, Pl , 
znatno uticu na njibovu visoku aktivnost. CNakamura i Inouye, 
1979; Voll en wei der et al. , 1979; Horn.i Wells, 1981. a i  b; 
Lamond, i Travers, 1983; Gourse, et al. 1986; ; Nishi i
Itoh, 1986; Plaskon, i Wartel1, 1987; Bauer et al. , 19883.
Pokazano je, na primer, da prisustvo AT-bogatih regiona kod 
trp promotora u obi asti -55 do -85 takode mole da 
predstavlja važan faktor koji određuje snagu promotora CDe 
Boer et al.,1979, Nakamura i Inouye, 19793. Drugi autori 
pokazuju da delecijom ovih sekvenci iz trp promotora i 
ubaci van jem AT bogatih sekvenci poreklom iz Pi_ promotora 
faga X postižu 6 puta viSi ni vo ekspresije kloniranog gena 
CNishi i Itoh, 19863
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For mi ran je otvorenog kompleksa se opisuje inierakci jom 
polimeraze RNK sa promotorom CChamberlin, 1974D:

NTP

p + p ----------- > RPc --—-------- > RPo ->->-> I RNK«-----------  4
Kb k f a

vezivanje izomerizacija otvaranje promotora
Celearance}

Pr vi korak se definire konstantem ravnoteže Kb , a drugi, 
koji je spor, nazvan je izomerizacija i definisan je 
konstantem brzine kf CMcClure, 1980}. Uopšteno, mutacije na 
promotoru mogu da utidu na konstantu Kb ili kf, ili na obe 
CMcCl ure, 1985}, ali mutaci je u "-10" regionu prvenstveno 
utiču na brzinu izomerizacije. ln vitro analizama je 
pokazano da oba koraka u formiranju otvorenog kompleksa 
imaju uticaja na jačinu promotora in vivo, Sto navodi na 
mogućnost da u okviru promotorske sekvence postoji za svaku 
pozieiju hijerarhija prioriteta baznog para CMcClure et al., 
1983}. Jednu ovakvu anali zu su pokuSali da urade Mulligan et 
al. CI 984} pravedi korelaciju stepena homologije sa 
konsenzus sekvencom i jačinom promotora. Stati sti čkora 
obradom pojavljivanja određenih baznih parova u svakoj 
pozi ci j i na promotoru dobijeno je iznenađujuđe dobro 
slaganje.

2. 2. Pozi ti vna r equi aci ia.
Kada se učešćem nekog faktora povedava aktivnost 

promotora, govori se o pozitivnoj regulaciji.
Ovaj vid regulacije može da poveda osnovnu jačinu 

promotora pomodu nekoliko mehanizama: interakeijom sa
proteinom aktivatorom, koriSdenjem novog a faktora za 
polimerazu RNK, menjanjem konformacije DNK, stanjem 
metilacije DNK, preko interakeije malih molekula sa 
promotorom ili polimerazom RNK.

Proteini aktivatori se najčešde vezuju u blizini "-35" 
regiona i povedavaju brzinu for mi ran ja. otvorenog kompl
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polimeraze RNK na promotoru CRaibaud i Schwartz, 19843. Tako 
je pokazano da aktivator, Cl protein faga X, povedava brzinu 
izomerizaci je kod Pr m promotor a za približno 11 pxjta CHawley 
i McClure 19833.

Doskora se smatralo da je holoenzim polimeraza RNK 
odgovorna za sve transkripci je kod E. coli, a da je

7 0sačinjena od cxzßß’ a subjedinica nazvanih Ec i da ih
kodiraju geni rpoA, rpoB, гроС i rpoD. Ovakvo gledište je 
izmenjeno, pošto je utvrđeno da proizvod htpR gena
funkcioniše združeno sa "core" polimerazom RNK Cczzßß’ 3 da bi 
se specififino diktiral a si nteza sa promotora za topiotni §ok 
CGrossman ot al. 19843.

Sto se tide promene u konf ormaci j i 
pozitivnu regulaciju tr anskr i pei j e ,
korelacije ìzraedu promene konf ormaci je 
efekta na jadinu promotora. Bossi i

DNK i uticaja na 
postoji primer

DNK i pozitivnog 
Smith CI9843 su

izolovali iz bakterije Salmonella typhi muri um promoter za 
tRNKhl,s sa delecijom od 3 bazna para u pozieiji -71 do -73 i 
dobili smanjenje funkci je promotora za 2,5 puta kako in vivo 
tako i u in uitro sisiemu. Osim toga utvrdili su i neobična 
f'izička svojstva nemutiranog promotora. Porededi
elektroforetske mobilnosti fragmenata DNK koji sadrže 
promotore, utvrdili su, da za razliku od muti r anog 
promotora, koji ima očekivanu mobil nos t na gelu od
poliakrilami da, promoter divijeg tipa pokazuje neuobičajeno 
nisku pok гet1j i vos t . Takođe je utvrđeno da interakcija CAP 
sa DNK rezultuje u uvijanju DNK CWu i Crothers, 19843.

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

Stanjem metilacije DNK se reguliše ekspresi ja mnogih 
gena kod E. coli, ali je tek nedavno prikazan direktan

8



RNK saefekat metilacije na inierakciju polimeraze 
promotorom CRoberts et al. 1985}. Utvrđeno je za promotore 
E. coli, koji u ”-35" regionu imaju karakteri siičnu sekvencu 
"GATC" CtrpR, sulAS> podložnu metilaciji C6-meAd@3, da je 
njihova transkripci ja povećana dva do Sest puta kod dam. 
mutanta Cdefici tarnost za metilaciju adeninaD u odnosu na 
dam+ domadina. Nasuprot ovome, mom promoter koji ne sadrSi 
mesto za dam metilaciju, ali se nalazi nizvodno od skupine 
od tri dam mesta, pokazuje dvadeset puta nižu transkripciju 
kod dam mutanta nego kod dam domadina CSternberg, 19853.

Uloga mal ih mol ek ul a u regul aeiji inieijaeije
transkripcije je otvoreno pitanje. Mada nije pokazano da 
postoji direktan efekat, ima indikaeija o pozitivnom efektu 
malog ppGpp molekul a na neke operone, kao Sto je his operon 
S. typhi muri ■um C Stephens &t al. 19753. Travers CI 9803 
pokazuje da u njegovom in vitro sistemu 20-40 pH ppGpp 
stimuli Se tr anskr i pci j u di vi j eg tipa gena za tRNK , all 
nije ìzvesno da li istovremeno postoji stimulaeija i u in 
vivo sistemu. Sekvenca GCGC, koja se kod nekih promotora 
CtufBH nalazi nizvodno od "-10" sekvence u regionu -7 do -4 
Cu odnosu na početak transkripcije ÌRNK3 moSe da bude 
odgovorna za selektivnu inhibieiju transkripcije ppGpp 
molekulom CMizushima-Sugano i Kaziro, 19853.

1.2.3. Negativna regulacija.
U situaciјаша kada se učeSćem nekog faktora smanjuje 

aktivnost promotora, govori se o negativnoj regulaeiji.
Mehanizmi negati vne regulacije kod E. coli slični su 

onima kod pozitivne regulacije. Protein aktivator može da 
bude i represor ukoliko postoji kompetieija sa poli merazom 
RNK za istu sekvencu na DNK. Slično aktivatorima, i 
represori rnogu da deluju na formi ranje otvorenog kompleksa 
utičući na Kb ili kf. Proučavajuđi interakeiju CI represora 
faga A. sa poli mer azom RNK na Pr pr omotoru, pokazano je da CI
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smanjuje konsianiu vezivanja СКвЗ polimeraze RNK za promotor 
C Hawl ey et al. , 1985}.

Blizina drugih promotor a može da ima ulogu u
regulaciji. Čak i sama polimeraza RNK može da odigra ulogu 
represora na promotor u ukoliko posto ji kompeticija dva. 
preklapajuda promotora za istu polimeraza RNK. Primer za to 
je imml region bakteriofaga. P22 kod koga se promotori Pcmć i 
Pmnt preklapaju C Sauer et al. , 1983}.

Metilacija adenina na DNK takođe može da bude uključena 
u negativnu kontrolu. Braun i Wright C1986} su pokazali da 
postoje dva mesta dam metilacije u okviru "-35" régions. dnaA 
promotora. Posiedica toga je sleđeđa: ako se dnaA promoter
nalazi u dam+ soju, dobija se dva do tri puta niSa 
ekspresi ja.

1.2. 4. Kontrola ini ci iaci je transkri pci je represorom.
Kada smo govorili o negativnoj regulaciji

transkripci je, pomenuli smo da proteini aktivatori mogu da 
budu i represori ukoliko stupaju u kompeticiju sa
poli merazom RNK za određenu sekvencu na promotoru. Jedan od 
takvih primera je CI represor faga X koji istovremeno sluSi 
kao aktivator polimeraze RNK ko ja ini cira transkripciju cl 
gena preko Pr m promotora i blokira vezivanje polimeraze RNK 
čiji je zadatak da preko Pr promotora inicira transkripciju 
ero gena CPtashne, 1986}. Primer lex A represora pokazuje 
kako jedan represor interreaguje sa operatorima ditavog seta 
promotora SOS regal опа C ree A, l ex A, uvrA, итЈгВ, uvrD, 
cloDF13, s&b, sulA, clef-1} na veoma razliditim pozieijama u 
del u uzvodno od "--35" regiona, pa sve do mesta nizvodno od 
tačke otpodinjanja transkripcije C Hoopes i McClure, 1987}. 
lex/4, koji se vezuje uzvodno od **-35" regiona kod esb 
promotora, mogude je da blokira vezivanje nekog proteina 
aktivator a CBrandsma et al. 1985}. U slučaju vezivanja lexA 
proteina nizvodno od starta transkripcije, represi ja ne mora 
uopšte da potiče od interferiranja u formiranju otvorenog
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kompleksa, ved od interferiranja sa procesom otvaranja 
Cclearence) promotora CHoopes i McClure, 19873.

Ukoliko ne postoji kontrola transkripci je represorom, 
konstitutivna ekspresija kloniranog gena može da dovede do 
usporavanja rasia deli je domađina zbog nagomi1avanj a
proizvoda ekspresije, ili toksidnog efekta stranog gena na 
domadina CBrosius, 1984, Takagi et al. , 19883. Si stem 
domadin-vektor, koji ne omogudava dovoljnu kontrolu 
ekspresije ubačenog gena, dovešde do destabi1izacije 
sistema. Tako Remaut et ai. C19833 na primeru ß-interferona 
pokazuju da njegova ekspresija znadajno usporava rast deli ja 
domadina. Takagi et ai. C19883 pokazuju da se klonirani gen 
za subtilizin E Cserin proteaza iz organizma Baci lias 
subtilisé, koji je pod kontrolom tandem Ipp-lac promotora, 
16 puta bol je eksprimira u E. coli ako se k oli dina i nducera 
IPTG-a redukuje sa 2mM na 0. <3<35mM, a temperatura rasta 
deli ja spusti sa 37° C na 23° C. Pod istim usi ovi ma uočava 
se i drastidno bolji rast deli ja nakon indukcije. Siidno 
tome, toksidan efekat na deliju domadina pokazuje Brosius 
1984. na primeru humanog insulina eksprimiranog u E. coli.

1.2.5. Produžen ie tr anskri pta
Autori Yager i von Hippel Cl9873 na slededi nadin 

posmatraju i opisuju procese produženja transkripta i 
njegove ter minaci je kod E. coli.

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

Produženje transkripta je u izvesnom smislu enzimatski 
katalizovana reakeija poi i mer i zaci je jer se iz aktiviranih 
monomera formiraju polimeri visoke molekulske težine
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Cmolekul RNK}. U ovoj reakciji polimeraza RNK vrši selekciju 
monomera NTP-a po poreiku koji diktira komplementarna 
sekvenca lanca matrice na DNK.

S druge strane, produženje transkripta se obj ašn j ava 
kao topološka reakcija. Kako se polimeraza RNK kređe niz 
lanac DNK, lokalno relaksirani mehur na DNK putuje zajedno. 
U okviru tog mehur a privremeno se for mir a RNK-DNK hibrid. 
Između dva lanca DNK, dva lanca RNK-DNK hibri da i, 
verovatno, između lanca RNK i dupleksa DNK uzvodno od 
transkripcionog mehur a posto je pre spirai ni nego lineami 
odnosi. Dakle, produžavanje transkripta staino zahteva 
rešavanje problema odmotavanja i umotavanja. Tako rezultati 
Wu et al. CI988} ukazuju da je stanje superspiralizacije 
bakterijske DNK tokom transkripci je znatno izmenjeno, a da 
su topoizorneraze DNK regularno uključene u fazu produženja 
transkripta.

Treća moguda varijanta jeste da je procès produženja 
transkripta, katalizovanog poli merazom RNK, u potpunosti 
kontinualan. Jedan molekul poli meraze formira potpuni 
transkript postupni m dodavanjem nukleotida ne disosujudi ni 
sa DNK ni sa nascentne RNK.

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

Kod prvog modela, dužina RNK ko ja je uključena u 
RNK-DNK hibrid, striktno je konzervirana tokom cele ili 
gotovo cele reakcije polimerizacije C Jehle, 1965}. Ova 
konzervirana dužina odgovara razdaljini izmedu 3 ’ kraja RNK 
i mestu odvajanja RNK-DNK hibrida.

Kod drugog modela nema razdvajanja između RNK i 
matričnog lanca DNK za vreme procesa produžavanjaza vr eme



transkripta: hibridni dupleks dobija u dužini sve dok neki
događaj Cterminacijal> ne izvrši zamenu nascentnog lanca RNK 
nemairičnim lance® DNK.

Sledede di nj ©nice idu u prilog prvog modela. a5 Znatan 
broj genetidkih i biohemijskih podataka govori o bliskoj 
vezi između transkripcije i translacije CLandick i Yanofsky, 
19875, Sto podrazumeva da RNK odmah uzvodno od polimeraze 
RNK ostaje slobodna. b5 Vise eksperi menata je pokazalo da 
samo ekstremni 3 ’ kraj transkripta tokom transkripci je leži 
fizidki blisko matridnom lancu DNK, da je zaStiđen od 
digesti je RNKazom i da je ovaj region RNK dugadak tadno 12 
nukleotida C Hanna i Meares, 1983; Stüber i Bujard, 19815. 
c5 Transkripti se iniciraju i produžavaju na populaciji 
zatvorenih Cdvolandanih5 krugova DNK u prisustvu
topoizomeraze. Ako tokom transkripcije postoji bilo kakva 
izmena DNK-DNK dupleksa za RNK-DNK hibrid, dodi de do 
ugaonog odmotavanja DNK CGamper i Hearst, 19825.

Iako nema takvih podataka, može se prêt post avi ti da 
promene u temperaturi nesumnjivo imaju uticaja na procès 
produžavanja transkripta. Povedanje temperature bi moralo da 
pojada tendenciju labavljenja krajeva transkripcionog mehura 
kao i RNK-DNK hibrida CYager i von Hippel, 19875.

1.2.6. Terminaci ja tr anskr i pci je
Osim faktora koji određuju funkcionisanje i jadinu 

promotora, važan di ni lac za ishod eskpresi je je efikasna 
terminacija transkripcije. Terminacioni događaj je definisan 
kao jednostavan ako se odvija spontane in vitra bez 
prisustva proteinskih faktora osim polimeraze Ccore). Za 
vreme transkripci je polimeraza RNK može privremeno da 
zastane na određenim sekvencama kao što su GC-bogati regioni 
CGilbert, 19765. U jednom od sludajeva zaustavljanje može da 
proistekne iz osnovne promene svojstava transkripcionog 
mehura. Terminacija transkripci je je kontr oli sana signal ima 
na DNK 3 ’ nizvodno od gena sa k ar ak ter i sti dni m regionom
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dvostruke si metri j© bogatim GC koji prethode terminaci ji » a 
zatim siede AT-bogati regioni na mestu termìnacije 
CRosenberg i Court 1979}. Ekstremna nestabilnost 
rU*dA sparivanja verovatno omogućava oslobađanje nascentnog 
transkripta i dovodi do terminacije transkripci je C Christie 
et al. , 1981}. Kompl eksan procès termìnacije ne može da se
odvija u "mi nimalnom" in vitro sistemu, ved je potrebno 
sudaiovanje jednog ili vi Se proteinskih faktora. Vi Se 
proteinskih faktora može biti ukljudeno u kontrolu 
termìnacije, a najznadajniji je p faktor. Anti ter mi naci oni 
proteini, kao Sto je proìzvod N gena faga lambda, mogu 
takođe biti ukljudeni u speci j al i zovane sisterne CGreenblatt 
1981} .

3. TRANSLACIJ A
Inicijacija transiacije može da se definiSe kao zbir 

pojedinih reakeija ko je vode stvaranju stabilnog kompleksa 
spremnog za produženje faze translacije. Iako se smatra da 
kompleks između 70S ribozoma, ìnformacione RNK CiRNK} ì 
for mi 1meti oni1-tRNK, diji se poluživot meri satima,
CBlumberg et al, 1979; Jay i Kaempfer , 1975} predstavlja
krajnji produkt inicijacionog događaja, autori Gold i Stormo 
CI 987} smatraju da i drugi kodon GCU može da olakša 
inieijaeiju. Kako je AUG očigledan statistički izbor za 
inicijaciju C91% AUG, 8% GUG itd. , Childs et al. 1985}, može 
se s pravom sumnjati da de iRMK koja koristi druge kodone 
biti dobro transiatovana. Veliki broj mutaci ja, koje menjaju 
AUG, daju ni2i nivo translacije CChilds et al. , 1985; Munson 
et al. , 1984}. Zapravo, kada se neki AUG kodon van okvira
di tanja takmidi sa GUG u fazi di tanja, pobeđuje AUG 
CShinedling et al. u Stampi, Gold i Stormo, 1987}.

Efikasna transiacija ìnformacione RNK kod deli je 
prokariota zahteva prìsustvo mesta vezivanja ribozoma CRBS}.



Kod vedine inf ormaci onih RNK E. coli RBS se sastoji od dve 
komponenie: ini cijacionog AUG kodona i 3-12 baza uzvodno,
sekvence od 3-9 baza nazvane Shine-Dalgarno CSD5 sekvenca, 
Ova sekvenca je komplemeniarna 3 ’ kraju 16S RNK
C5 ’-GAUCACCUCCUUA-3* Shine i Dalgarno,1974 i 19755. Smatralo 
se da hibridizacija za taj region ukljuduje prikadinjanje 
ribozomalne 30S subjedinice za informacionu RNK CSteitz 
19795. Mada SD sekvenca ni je identi dna kod svi h iRNK, ipak 
je identifikovana Ckao i kod promotorskih sekvenci)
semi —konzervi rana konsenzus sekvenca CStormo et al. , 19825.
Mogude je da razlike u SD sekvencama dine deo transi acionog 
kontrolnog sistema. Osim toga, vezivanje rìbozoma je 
verovatno modulirano sekundärnom strukturom na S ’ kraju RNK 
pošto se na j ef i kasni j a transi aci ja dešava ako su AUG i SD 
sekvence slobodne za 30S ribozomalnu subjedinicu CIserentant 
i Fiers 198CO. U regionu —20 do +13, ako se izuzme 
Shine-Dalgarno region, inicijacioni i drugi kodon, A je 
daleko zastupl jeni je na račun G. Red je ver ovatno o 
strategiji koja iskljuduje neodgovarajude spari vanje sa 3 ’ 
krajem 16S RNK. G se skoro nikada ne nalazi 5 ’ od 
i ni ci j aci onog kodona CStormo &t al. 19825, a A je veoma 
desto u poziciji -3 kod eukariotskih iRNK CKozak, 19815.

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

Terminaci ja transiacije se najdešde javi ja kad god se 
jedan od tri stop kodona sretne na iRNK sa ribozomalnim 
kompleksom, ukoliko aminoaci1ovana supresorska tRNK ni je 
pri sutna.
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1.4. PROMOTORI
UopSteno, sekvence DNK nazvane promotorima

predstavljaju one regione DNK koji signaliziraju podetak 
transkripci je - stimulišu interakciju DNK i polimeraze RNK.

Većina proteina poreklom iz eukariota i prokariota 
dobijenih u velikim količinama u E. coli, transkribovana je 
sa jednog od slededa tri promot or a ili njihovih derivata: 
lacUV5, trp i X Fl . Razlog zaSto su baS ovi promotori 
koriSdeni jeste dinjenica Sto su u periodu otvaranja 
poglavlja ekspresije eukariotskih gena u E. coli, pre jedne 
deceni je, oni bili i najbolje proudeni . Osim toga, ove 
regulatorne sekvence su bile kIoni rane na derivate faga X i 
plazmida pBR322, a identi fikovani su i geni koji kodiraju za 
represorske proteine kojima su regulìsane aktivnosti ovih 
promot or a.

Izbor određenog promotora najviše zavisi od 
osobine protei na di ja se ek spresi ja želi dobiti. Na primer, 
pokazano je da je proizvod eukariotskog gena za insulin 
toksidan za deliju E. coli CBrosius, 19845, ili da 
ekspresija humanog ß-inter fer ona znatno usporava rast deli ja 
domadina CRemaut et al. 19835. U nekim sludajevima ni je 
jedini preduslov da promotor pokazuje visoku aktivnost u 
i nduk ovanom stanju, ved je veoma vaino da i u stanju 
represi je pokazuje Sto nižu aktivnost. lako su sva tri 
pomenuta promotora dovoljno jaka za dobijanje visokog nivoa 
ekspresije proteina u E. coli, oni se međusobno znatno 
razlikuju kako u nadinu tako i u amplitudi indukcije.

1.4.1. lacUV5 promotor
Jedna od najbolje proudenih regulatornih sekvenci 

E. coli je svakako 1ac promotor/operator. lac operon 
funkcioniSe pomadu dva tipa kontrole. Negativna regulacija 
se uspostavlja u odsustvu laktoze Cili nekog drugog
ìnducera.5. Operon se nalazi iskljuden zahvaljujudi ictc 
represoru, proizvodu lacl gena koji se vezuje za operator.
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Operatorska sekvenea se nalazi ni zvodno od "-IO" sekvene© 
lac promotora. Pozitivna regulacija se odvija preko CAP~a 
Ckatabolidki aktivator protein^. U odsustvu glukoze, CAP 
for mi r a kompleks sa cikličnim AMP-om i takav kompleks 
stimuliSe transkripeiju vezujudi se uz promotor. Promotor se 
aktivira u prisustvu laktoze ili pri dodavanju inducera 
IPTG-a Cizopropil-/9-D-tiogalaktopiranozid; } koji za razliku 
od laktoze ne podleže metabolizmu, a vezuje se za represor. 
Na njemù stvara alosteričnu promenu konfiguracije i redukuje 
mu afinitet vezi vanga za operator sku jedi ni cu i uklanja ga 
sa operatora CMi11er i Reznikoff, 1978} .

P I  P O  lacZ

f*s ^1 74 RNAP,.f CAP >J CAMP é
represor

i
>
Î“>T I

I
ß- galaktozidaza

-y

Slika 1. Prlkazan je cleo I OC operona sa la.cZ genorn i 
njegovim promotorow i genom za taci represor. Strelicama su 
oznaéena mesta vezlvanja RNK poltrneraze, CAP-cAMP i
represora. Dvostruka Lini ja-l>NK; puna lini, ja sa
streltcom-lRNK; taSkasla Lini ja sa etr elicom-protein.

Ako je lac promotor kl oni ran na pi azmi du koji se u 
đeliji E. coli nalazi u vi Se kopija, tada dolazi do 
titracije lac represora koji potide sa jedne kopije lacl 
gena. Resultat toga je derepresija preostai ih kopija lac 
promotora. Kako je ovakav efekat najčešde nepovaljan, mogude 
je izbedi ga korišdenjem domaćina koji hi perprodukuje lac 
represor C lacI'J.

Među mutaci jama u okviru sekvence lac

promotoradoperatora , lacUVö je najviSe koriSdena za
regulaciju hi per produkci je rekombi nantnih protei na u E. 
coli. Kod ovog promotora, posiedì ca mutaci je u okviru "“10" 
sekvence C"Pribnow box", Pribnow, 1973} je ne samo povedana 
snaga promotora, ved ono Sto je još važnije, dobijena je



znaino niža osetìjìvost na katabolidku represiju u prisustvu 
glukoze CSilversione et al, 19703.

1.4.2. Pl promot or 1 ambda f aga
Aktivnost Pl prornotora se odvija za vreme litičkog 

ciklusa faga X, a pod represijom ga drži proizvod ci gena u 
lizogenom stanju.

65%
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Slika 2. Eco RI fragment (750 O bp) genoma faga X u okviru
kojeg se nalazi levo-orijenttsani Pl promoter i ci gerì koji
kodira protein - CI represor faga X.

Pošto je utvrđeno da geni trp operona mogu biti 
eksprimirani kod faga lambda pod konirolom Pl promotora 
CMoir i Brammar, 19763, ovaj snažni promotor je iskorišćen
za ekspresiju kloniranih gena. Pl promotor je moguđe držati 
pod kontrolom represora pomodu proizvoda cl gena iz faga X.
Pr ei mućstvo Pl promotora nad lac promotor ont je u kontrol i 
aktivaeije transkripcije. Dovoljna je samo jedna kopija cl 
gena da bi se proizveo dovoljan broj kopija Cl represora za 
efikasno blokiranje transkripcije na višestruko kopiranom 
plazmidu koji sadrži Pl promotor CRemaut et al, 1981D. Ako 
se upotrebi temperaturno senzitivni mutant cl gena moguđe je 
na temperaturi od 28°C držati promotor pod represi jom, a na 
42° C potpuno inaktivirati represor. Svakako, mora se imati 
u vi du da temperaturna aktivaeija Pl promotora u deli jama 
koje sadrže cZ357 gen ni je krajnje specifična, pošto 
temperaturni pomak na 42° C može takođe da indukuje 
transkripeiju gena koji kodiraju za "heat shock" proteine 
CYamamori i Yura, 1982!). Kako je pokazano C Phil lips et al, 
1984!) da je "heat shock” protein kodiran Ion genom proteaza, 
to svakako treba imati u vidu ako se za indukeiju Pl 
promotora koristi povišenje temperature na 42° C. Mogude je 
efekat proteazne aktivnosti izbedi koriSdenjem htpR mutanata



Cht pP-pozi ti vni regul atorni faktor za transkri pci j u “heat 
shock" proteina, Grossman, et al. , 1984} ili dvostrukih lori

htpR. mutanata CBuell et al. , 1985}

4. 3, trp promotor
Ekspresija pet gena trp operona kod E. coli je 

dvostruko regulisana: putem represora koji blokira
operatorski region i atenuacijom na trp “leader” sekvenci 
CYanofsky et al, 1984}.

Hershfield et al. C1974} su pokazali da je moguđ visok 
nivo ekspresi je pet gena trp operona kada je operon prebačen 
u plazmidni vektor. Za razliku od lac sistema, samo jedna 
kopi j a gena trp represora proizvodi dovoljno proteina da 
drži trp operon pod punom represijom. Indukcija trp operona 
se vrši uklanjanjem triptofana iz sistema CYanofsky et al. , 
1984}. Raniji ekspresioni vektori kod kojih su ubačeni geni 
bili pod kontrolom trp promotora, sadržali su takođe i trp 
“leader” kao i delove trpD i trpE gena CHallewell i Emtage, 
1980}, a kasnije konstrukcije su zadržale samo trp 
promotor/operator region i mesto vezivanja ribozoma CDe Boer 
et al, 1983, Goeddel et al, 1980}.

Ukoliko se trp promoter nalazi na plazmidu koji je 
prisutan u vi§e umnožaka, dolazi do titracije trp represora, 
pa je i konsti tuti vna aktivnost, čak i u prisustvu viška 
triptofana, merljiva. Tako se kod trp-lacZ promotor-genske 
fuzije dobija samo dvostruko vi ši nivo aktivnosti 
ft—gal ak tozi daze kada se poredi indukova.no i nei ndukovano 
stanje CBuell i Panayotatos, 1986}.

1.4.4. Hibridne konstrukcije promotora
Promotori lac, trp i Pu ispunjavaju više kriterijuma 

koji ih Sine atraktivnim za ekspresiju kloniranih gena u E. 
coli. Elementi ovih promotora su iskorišteni za dobijanje 
hibrìdnih konstrukcija koje poseduju osobine pogodne za 
odredjene ekspresione sistemo. Posebno važna karakteristika
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jest,© k ont roi a ak ti vnosti repr esorima ko je je moguđe
inaktivirati u trenutku kada je poželjno debiti ekspresiju. 
Takva vrsta kontrole je veoma važna ukoliko je proizvod gena 
koji treba da se eksprimira toksičan za deli ju CRemaut eć 
al. , 1983, Вг osi us, 1984, Takagi et al. , 19883. Razlog Sto
znatan broj jakih promotora joS ni je upotrebljen za 
ekspresiju kloniranih gena je taj Sto njihove osobine joS 
nisu u toj meri proudene kao kod trp, Zac i Pl promotora.

Promotor za lipoprotein spoijne membrane CiррУ E. coli, 
jak konstitutivni promotor, iskoriSden je za konstruisanje 
razliditih ekspresionih vektora. Da bi Ipp promotor mogao da 
se kontroliše, ubačen je fragment koji sadrži lac 
promotor/operator između Ipp promotora i gena za
lipoprotein, pa je na taj način omoguđena inaktivacija 
promotora pomođu l a d  represora, a inđukcija sa IPTG-om 
CNakamura et al. 19823.

Jak hibridni tac promotor je nastao fuzionisanjem 
delova sekvenci koje pripadaju trp i l acUVö pr omotoru, 
Region trp promotora, koji obuhvata "-35" sekvencu i uzvodno 
od nje AT bogate blökove, fuzionisan je za sekvence koje 
sadrže “-10" region lacUV5 promotora i nizvodnu lac

operatorsku sekvencu. Prvi su ga konstruisali i opisali De 
Boer et al. , C19823, a iskoriSden je za konstruisanje viSe
ekspresionih vektora CRussell i Bennet, 1982; Amann et al.

1983, 19853. Ova j promotor se raože regulisati pomođu lacl

represora, poseduje jadinu trp promotora, a pet do deset 
puta je efikasniji od lacUV5 promotora. Za razliku od 
lacUVS, tac promotoru nedostaje mesto vezivanja za CAP, pa 
je to najverovatnije jedan od razloga Sto je daleko man je 
osetljiv na kataboličku represiju. Ova osobina mu ujedno 
omogudava visoku aktivnost u medijumu bogatom glukozom.

Sličnu konstrukciju tac promotoru objavili su Boros et 
al.Cl9863, fuzionisanjem "-10" regiona lac Z promotora sa 
"--35" regionom rrnB Pz promotora. Rezultujudi promotor je
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moguđe regulisati ргеко lac represora i indukovati sa 
IPTG-om.

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

Ekspresioni sistem koji se satoji od dva plazmida i 
funkcioniše na nivou temperaturne regulacije, konstruisaii 
su Sninsky et al. Cl 981}. U ovom sistemu, plazmid koji 
sadrži lac represor, na temperaturi od 42° C prestaje da se 
replikuje, dok se plazmid, na kome je gen pod kontrolom lac 
promotor/operator sistema, istovremeno normalno replikuje u 
više kopija po ćeliji.

1.5. KONSTRUISANJE EFIKASNOG EKSPRESIONOG SISTEMA

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

Neki plazmidi su stekli Siroku primenu zahvaljujudi 
svojoj relativno maloj veliCini i velikom broju kopija. 
Zahval jujudi ovim svojstvima, izabrani su kao vektori za 
kIoni ranje i ekspresiju gena u bakterijama i kvascima. 
Slično tome, ekstrahromozomalni elementi zasnovani na 
virusima, u upotrebi su kod sisarskih deli ja.

Plazmidi koji su pr ed vi đeni za k Ioni ran je gena, a 
konstrukciono su jednostavniji, imaju potpuno drugadije 
karakteristike od onih koji su predviđeni za visoku 
ekspresiju. Uopšteno, vektori za kIoniranje služe kao 
prevoznici između hromozoma i ekspresionog vektora.
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• 5.1. Osnovni di za in ekspresionoq vekiora
U ekspresionom vektoru sadržano je nekoliko osnovni h 

elemanata. Ekspresioni plazmid mora da ima:
1. Region potreban za stabilnu replikaciju i kontrolu 

broja kopija.
2. Selekcioni marker kao što je gen koji deliji 

domaćinu pruža rezistenciju na neki antibiotik.
3. Efikasan promoter za inicijaciju i kontrolu 

transkripeije kloniranog gena.
4. Mesto vezivanja ribozoma. CShi ne-Dal garno sekvencu) 

za inicijaciju transiacije 5 ’ uzvodno od odgovarajudeg ATG 
tri pi eta.

Svaki od ovih faktora, kako nezavisno tako i združeno, 
utide na ekspresiju. Čak i gen za rezistenciju na 
antibiotik, koji bi mogao najmanje da ima uticaja na ni vo 
ekspresi je, može da dovede do nestabi1nosti plasmida i da 
bitno utide na ekspresiju. Zato je vrlo važno konstruisati 
ekspresioni sistem sa najboljom kombinacijom ovih elemenata. 
Na taj nadin, ukoliko se odgovarajudi promotor, RBS ili neka 
druga komponenta pokaže kao nepogodna, moguđe je izbaciti je 
i zameniti nekom drugom na jednostavan nadin.

Na žalost, postoji faktor koji se ne može uvek unapred 
predvideti , a to su svojstva proteina koji treba da se 
sintetiSe. Na primer, veli dina proteina, broj cisteina, 
osetljivost na poviSenu temperaturu Crecimo, pri indukciji 
Pl promotora faga X na 42c O ,  osobine umotavanja, toksidni 
efekat na deli je u kojima se proizvod kloniranog gena 
sintetiše i rastvorljivost u domadinu ili medijumu morali bi 
da se imaju na umu prilikom konstruisanja ekspresionog 
sistema. Kako to nije mogude kod novih produkata gena, 
najbolje je da se predvidi fleksibilni vektor stvaranjem 
jedinstvenih restrikcionih mesta između svih osnovnih 
kontrolnih elemenata. Konstr ui san je promotora di je de
osnovne karaktreristike omogudavati visok nivo



fleksibilnosti kontrole ekspresije kloniranog gena može da 
bude od najvedeg značaja.

Konàdno, ne treba zaboraviti da odgovarajudi uslovi 
rasta deli ja domaćina Cmedijum, temperatura, momenat
indukcije, itd.D mogu imati značajan uticaj na krajnji 
rezultat ekspresije kloniranog gena.

Veđina ekspresionih sistema koristi E. coli kao 
domađina, a derivate pBR322 kao vektore CBolivar et al. 
1977, Balbâs et al 1986 3 . Ovaj plazmid sadrži kodirajude 
regione za rezistenciju na ampicilin i tetraciklin, kao i 
elemente neophodne za kontrolu replikacije koji omogućavaju 
da se dobije 20-60 kopija po deliji u zavisnosti od 
domaćina. Bez antibiotske selekcije ne zapaža se znadajan 
gubitak plazmida kod đelija koje rastu dak do trideset 
generaci ja. To je razlog što rezistenci ja na antibiotik i 
region neophodan za kontrolu replikacije kod pBR322 plazmida 
predstavlja odiiSan polazni materijal za konstrukciju 
ekspresionog vektora. Poznata je kompletna sekvenca 
nukleotida plazmida pBR322 CSutcliffe, 1978, 1 9 7 Ш  što je
omogudilo određivanje više jedinstvenih restrikcionih mesta 
za ubaci vanj e promotorski h sekvenci i RBS.

1.S .2. Uklapanje mesta vezivanja ribozoma
Pokazano je da efikasnost inicijacije translacij© 

prvenstveno zavisi od stepena k omplementar nosti mesta 
vezivanja ribozoma CRBS} sa 16S rRNK, udaljenosti od start 
kodona, stepena umotanosti i, konačno, stabi 1nosti mRNK. 
Drugi faktori, kao sto su dodatne specifidne sekvence i 
opšti sadržaj A + T u datom regionu, mogu da budu od značaja 
i dalje da komplikuju optimalno konstruisanje mesta 
vezìvanja ribozoma. Osim toga, kako "i ni ci j aci ona struktura" 
translacije obuhvata sekvencu S ’ regiona i RNK, efikasnost 
mesta vezivanja ribozoma de zavisiti od pojedinačnog gena 
CBuell i Panayotatos 1985D. Mogude je svakako startovati sa 
RBS uzetim od nekog veoma efikasnog gena t na primer, gen
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10 T7 faga, Olins et al. 19885. Ishod ovakvog pristupa j© 
uspešna iranslacija ukoliko s© sekvenca RBS dobro “pakuje" 
sa. geno'm koji treba da se eksprimira.

1.5.3 For mi r an i e restrikcionih mesta u tački f uzi je
Pod veoma srednim okolnostima dolazi do formiranja 

jedinstvenog restrikcionog mesta na tački fuzije RBS ragiona 
i kodirajudeg regiona gena tako da dalje manipulacije nisu 
potrebne. U vedini sludajeva restrikciono mesto mora da se 
ubaci na tačnu poziciju u odnosu na start kodon.

1.5.4. Del eci ia specifičnih sek v e n d  DNK pomoću eqzonukleaze 
Bai ~31.

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

Bal 31 egzonukleaza deluje tako što progresivno uklanja 
bazne par ove linearne DNK sa oba kraja CGray et al. 1975, 
Panayotatos i Truong, 19815. Na taj nadin dobija se fami li ja 
progresivno skradeni h molekula DNK C na primer,
linearizovanog plazmida5. Ovakvom obradom molekula DNK 
mogude je prekrajanje i primicanje sekvencama Strukturalnog 
gena. Ova enzimska reakcija je značajna, jer ukoliko ne 
postoji pogodno restrikciono mesto u blizini ATG kodona, 
mogude je izvršiti uklapanje sekvence nekog Struktural nog 
gena poreklom iz eukariota sa regulatornim sekvencama E. 
col i .
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

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

Poznaio je da zadovoljavajuća ekspresija gena 
kloniranih u E. coli najčešće zahteva njihovo prekrajanje i 
prik.1 juči vanje uz baktrerijske regulatorne elemente.

Takođe se zna da karakteristike regulatornih 
sekvenci mogu značajno da utidu na ekspresiju kloniranog 
gena. Kako ne postoji jedna univerzalna regulatorna sekvenca 
koja sadrži elemente promotera i operatore koja bi efikasno 
poslužila za ekspresiju bi lo kog kloniranog gena, tada se 
obidno u zavisnosti od prirode proizvoda kloniranog gena i 
bira najpogodnija promotorska sekvenca.

Imajuđi u vi du navedene činjenice, istradi vanja u 
ovom radu imala su sledeci tok.

Prvo, u našim i str aži van j i ma kao "model gen" za 
ekspresiju korišćen je gen za humani ß—interferon, Pre 
stavijanja ovog gena pod kontrolu bakterijskih regulatornih 
sekvenci, potrebno je bilo ukloniti prirodne eukariotske 
regulatorne sekvence ko je se nalaze 5 ’ uzvodno od 
Struktural nog gena.

Drugo, pored već dobro proučenog jakog hibridnog 
tac promotora, konstruisali smo novi hibridni Pl tl 
promotor/operator, sa ciljem da na osnovu prêtpostavijenih 
drugačijih osobina u odnosu na postojede prirodne ili 
hibridne promotor/орегatorske sekvence, dobijemo fleksibilan 
promotor koji bi mogao da posluži za dobijanje ekspresije 
različitih gena čiji se proizvodi razlikuju po svojim 
karakteristikama.
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Dakle, cilj avoga rada je ispitivanje svojstava in 
vitro konstrui sane sekvence DNK C Pt-tl promoter a /opera tor a3 
za koju smo pretpostavi1i , na osnovu njene pr i mar ne 
Struktur e, da de kr oz aktivnost gena koji se nal aze pod 
njenom kontrolom pokazati, u poredjenju sa osobinama tac 
promotora, drugači je osobine koristeđi zajednički "model 
gen" - Struktur al ni gen za humani ß-i nter f eron i la.c'Z gen 
kao "reporter gen".



3.MATERIJAL I METODE

3.1. MATERIJAL

3.1.1. So ievi E.coli i_ plazmidi

Tafoela I. Soj evi E. coli

Soj Cenati p Poreklo

DH1 CF ,recAl, endAì , gyrA96, thi-ì , 
hsdRJ7C.r , m+3su.pE44, relAl^, A 3 Hanahan 1983.

JM101 h.C lac-ргоУ, supE, thi , CF’ 
traD36, proAB+, lacl^, lacZAMIS] Yanisch-Perron 

ei al. 198S.
POP2136 rwalT, Pr , cIS57, malPQ dérivât 

MM294 CF ondAÌ,thi-ì, hsdRì7, 
sxipE44K 3

Dobi j en od 
dr Raibaud-a 
pr eko
dr Staniey-a

So.j DH1 je korišđen kao reel pi jent za pi azmi de pBR322, 
pIF4 i piaci2; JM101, je korišćen kao recipijeni za
piazmi dne konstrukei je koje sadrže regione za koje se vezuje 
l ad represor; POP2136 je korišđen kao recipijeni za
pl azmi dne konsirukei je koje sadrže Pl i l promotor -i nier f er on 
ß fuziju, Cdobijen je 1jubaznošđu dr K. Stanley-a3 .

Plazmid ptacl2 C Amann ei al. 19833 je korišćen za
izolovanje fragmenta koji sadrži tac promotor; plazmid pFBIl 
(Pharmacia, pFBI plasmid kit Cat. no. 27-49883 je korišđen 
za kloniranje fragmenta koji sadrži gen za CIts857 represor 
iz f aga A; plazmid pCON5 C De Lorenzo ei al. 19883 je
koriSden za kloniranje promoior-interferon-lacZ fuzija 
Cdobijen je ljubaznošdu dr V. de Lorenzo-a) ; plazmid pBR322 
CBolivar et al 1977, Sutcliffe, 1978, 19793, je korišćen za 
kloniranje humanog Д-interferona, Sto je opisano u radu 
Crkvenjakov et al. CI 9843, a kasnije su ga isti autori



izolovali i identifikovali kao klon pIF4 tnije o javi jenol ; 
plazmid pEMBLexz CSollazzo &t al. 1Q85D je korišćen za 
izolovanje Pl promoter a faga X.

3.1.2. PNK

DNK faga X CBRL cat. No. 5250SAD je korišćena za 
izolovanje temperaturno senzitivnog represora CcI857D ili 
nakon di gesti je sa nekim restrikcionim enzimom kao standard 
za elektroforezu.

Poreklo plazmidne DNK je opisano u prethodnom odeljku 
C3. 1. 1 . 3

3.1.3 Restrikcioni enzimi

Osim kornereijalnih enzima nabavljanih preko firmi BRL, 
Biolabs, Amersham, Pharmacia, Serva i Boeringer, neke od 
njih C Eco RI, Bßl II i Barn HID smo izol ovali i k or isti li u 
toku eksperimenata kIoniranja i ekspresi je humanog
ß-inter fer ona.

3.1.4. Radi oizotopi

Sledeđi izotopi su korišđeni za obeležavnje DNK. 
Adenozin 5 ’-C y- P] trifosfa t , tri eti1amonium so C* 3000 
Ci /mmol D Amersham CPB.1Ö168D,
Deoksi adenozi n S ’-[a-32P] trif osf at, trietilamonium so C%
3000 Ci/mmolD Amersham CPB. 10204D ,
Deok si ci ti di n S ’ - ta-32P] trif osf at, tri eti1amoni um so
3000 Ci/mmolD Amer sham. CPB. 10205D ,
Deoksi guanozin 325 ’-[a-- P] trif osf at, tri eti1amoni um so Ct
3000 Ci/mmolD Amersham CPB. 10206D ,

32Ti mi din 5 ’-C a- P] trifosfat, tri etilamonium so C % 3000
Ci/mmolD Amersham C PB.10207D,



3. 1. S. Enzi mi
Alleai na fosfaiaza CCI APD, Bal 31 nukleaza, E. coli DNK 

polimeraza I "Klenow fragmeni*'CPolIiO , T a DNK ligaza, Ta 
polinukleotid kinaza CPNK}, RNKaza su nabavljani iz sledecih 
firmi: Amersham, BRL, Biolabs, Pharmacia.

3.1.6. Hemi kal i.ie

Od inosiranih kompanija Serva, Sigma, Aldrich i LKB 
nabavljane su sledede hemikali je: adenosi nir i fosfai,
akr i 1 ami d , albumin CBSA - bovine serum albumine},
amoni jumacetat, amonijumsulfai, ampicilin, bisakri1 amid,
bromfenolpi avo, deoksinukleotidtrifosfati CdNTP},
dimetiIdi hi orsii an, dimeti1 sulfat CDMS}, dimeti1 sulfoksid 
CDMSO}, EDTA, hidrazin, ksilencijanol, magnezijumacetat, 
magnezi j umhlor i d , natr i j umacetat, natrijumhlorid ,
natr i j umdodeci1 sulfat C SDS}, natr i j umhi dr ok si d , pi per i di n , 
rubidi jumhl ori d, spermi din, tetraciklin, Tris, Triton X-100, 
i urea.

Hemikali je ko je su nabavljane od domacih proizvođača 
Kemika, Alkaloid: amoni j umacetat, amoni jumsulfat, EDTA, 
magnezijumacetat, magnezijumhlorid, natrijumacetat,
natrijumhlorid, natrijumbidroksid i urea.

Fluorescentne ploče za tankosiojnu hromatografiju, TLC 
K6F Silica gel, nabavl jene su od firme Whatman, CCat No 
4861—620} , silikonizovana staklena vuna od firme Serva, 
CCat. No 22367}, membranski filtri CO,45 p} od firme 
Sartorius, Mixed bed resine, AG501-X8CD} od firme Bio Rad, 
PEI-cellulose CTLC -Ready-Foils Ref. No. 394032} od firme 
Schleicher & Schüll, film za autoradiografiju - Kodak X-Omat 
AR CCat. 150 6955}, Film za industrujsku autoradiografiju
FIR-10 Fotokemika. Reagensi za sintezu oligodeoksinukleotida 
su nabavljani od firme Applied Biosystems.
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3. 2. METODE

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

Bakt@ri.jski sojevi su kultivisani u medijumu LB Cl% 
Bacto tryptone CDifco3, 1% NaCI , 0,5% Yeast extract CDifco33 
u prisusivu ampi ci lina 40pg/ml ili t ©traci kl ina, ISpg/ml , 
ili oba CSigmaD. Solje sa čvrsiom podlogom su pripremane 
dodatkom 1,5% Bacio-agara CDifcoD u medijurn LB. Kolonije 
koje proizvode /9-galaktozidazu su deiekiovane razmazivanjem 
na Sol ju 40pl 2% X -Gal -a u di met i 1 f or marni du i 40pl vodenog 
rastvora lOOmM IPTG-a.

3. 2. 2. Izolovan ie plazmidne DNK

Izolovanje plazmidne DNK 
potrebe radeno je ili po 
Maniatis et al. 
koje su opisane

za anali ticke ili preparativne
objavio 
metoda

protokolima koje je 
1982 ili su kori Sđene modi fi kaci j e 

u dal j em tekstu.

3. 2. 2. 1. Izol ovan je man.i i h količina plazmidne DNK za anali tičke 
potrebe - "mini prep" Cl-20 цсО

1. I nok ul i r a se 20 ml medi j urna CLB3 i inkubira preko nodi uz 
snažno muđkanje u prisustvu odgovarajučeg antibiotika
2. lOml kulture se centrifugira na ISOOxg C3000-4000 rpm u 
klinidkoj centrifugiD 15 min
3. talog se resuspenduje u 1 ml STET pufera CSOmM Tris. HCl
pH8,O ; 50mM EDTA pH7,5-8,0; 8% Saharoza, 5% TritonX-1003 i
prebaci u "Eppendorf" epruvetu od 1 ml
4. doda se 2-3 pi lizozima CIO mg/ml Н2ОЗ i kuva 3 minuta na 
90° C i centrifugira 15 minuta na 12000xg
5. supernatant se pažljivo odlije u drugu epruvetu i doda se 
2-3 pg RNKaze CRNKaza osiobođena DNKazeD * i inkubira 15-20 
minuta na 37° C
6. doda se 0,67 vol 5M amonijum acetata + 0,60 vol
izopropanola, dobro se promeša i nakon 10 minuta
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centrifugira na 12000xg Cftl2000 rpm u Eppendorf centrifugo
7. talog se opere ledenim etanolom, osuši na vazduhu ili 
kratko u eksikatoru ili "Speed-Vac” centrifugi i 
resuspendu je se u 500 pi 2M amonijum acetata na 4° C i nakon 
5 minuta centrifugira 5 minuta na lÊOOOxg CÄ12000 rpm u 
Eppendorf centrifugi}
8. talog se odbaci, a supernatantu se doda 300 pl 
izopropanola i drži 10 min na sobnoj temperaturi
9. centrif ugira se 10 minuta na 12000xg Cl 2000 rpm} i talog 
se opere ledenim etanolom, kratko prosuši i rastvori u 20-50 
pi TE puf er a ClOmMTris.Cl pH7,5; ImM EDTA pH8. 0} ili 
dejonizovane vode i cuva se na —20 C.

Ova modifikovana raetoda zahteva nešto vige vremena ali 
obezbeđuje vige plazmidne Coko 10-20 pg} DNK di ja je distoda 
dovoljna da se efikasno odredi primarna Struktura Credosled 
nukleotida} po metodi Maxama i Gii ber ta Cl 980} ili uradi viš«? 
restrikcionìh analiza.
*RNKaza osi obod iena prisustva DNKaze j_

Rastvoriti RNKazu A Cpancreatic RNase} u
koncentraci ji od 10 mg/ml u lOmM Tris.Cl CpH 7,5}, 15mM 
NaCl. Zagrevati na 100° C 15 minuta i ostavi ti da se 
hladi sporo do sobne temperature. Raspodeli ti na manje 
alikvote i duvati na -20° C. 3

3. 2. 2. 2. Pr epar ati vno izol ovari i e pi azmi dne DNK u vedi m
kolidinama za konstr ui san i e vektor a i_ k ioni ran je..

1. 500 ml medi j urna se inokulira sa 50pl male kolidine 
kulture koja je rasi a preko nodi i snažno mudka u prisustvu 
odredenog antibiotika do optidke gustine od oko 0,5-08 A<500. 
Kultura se centrifugìra na 1600xg C4ÖOO rpm, Sorvall 
centrifuga, rotor GSA, poiikarbonatne epruvete od 250 mi} 20 
mi nuta na 4° C
2. talog se resuspenduje u 16 mi glukoznog pufera C50mM 
glukoza, lOmM EDTA pH 8,0; 25mM Tris.Cl pH 8,0}, doda se 8mg 
lizozima
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3. posi© 15 min na 4° C doda se 45 mi 0,2M NaOH, 1% SOS, 
pažljivo promeša i drži 5 mi nula na 4° C
4. uz lagano mešanje dodaje se 35ml 3M Na-acetaia pH 4,8 i 
drži 30-60 minuta na 4° C
5. centrifugira se na 17000xg C 15000 rpm, Servali 
centrifuga, rotor SS34, poiikarbonatne epruvete od 30 mlD 
10 mi n na 43 C
6. supernatantu se doda 0,6 zapremina ìzopropanola i nakon 
20 minuta na sobnoj temperaturi, centrifugira na SOOOxg 
C10000 rpm, Sorvall centrifuga, rotor SS34, Corex epruvete 
od 30 mlD 1 Orni n na 4° C
7. talog se opere ledenim etanolom i osuài u eksikatoru pod 
vakuumom i rastvori u 12ml TNAC-a C50mM Tris. CI , lOOmM 
Na-acetat pH 8, OD, a zati m se doda se 600 pg RNKase i 
inkubira 30 minuta na 37° C

st ,.8. sa 0,5 zapremina smeše fenol/hloroform uradx se 
ekstrakcija i nakon 10 min centrifugiranja na ЗОООхд C 5000 
rpm, Sorvall centrifuga, Corex epruveta od 30 ml, rotor 
SS34D odvoji se vodena faza kojoj se doda 0,1 zapremina 3M 
Na-acetat a i 0,54 zapremina Ìzopropanola i drži 20 minuta na. 
sobnoj temperaturi
9. centrifugira se 10 min na SOOOxg C10000 rpm, Sorvall 
centrifuga, Corex epruvete od 30 ml, rotor SS34D, i talog se 
opere ledenim etanolom, suâi i resuspenduje u 5 ml 2M 
amoni j umacetata
10. posi© 5 minuta na 4° C, centrifugira se 5 minuta na 4 C 
na SOOOxg CI0000 rpm, Sorvall centrìfuga, Corex epruvete od 
15 ml, rotor SS34D
11. supernatantu se doda 0,54 zapremina ìzopropanola i drži
20 minuta na sobnoj temperaturi a zatim se 10min
centrifugira na SOOOxg CI0000 rpm, Sorvall centrifuga, Corex 
epruvete od 15 ml, rotor SS34D
12. talog se ispira ledenim etanolom C-20 CD, suši i 
rastvara u 100-500 pi dejonizovane H2O ili TE pufera 
ClOmMTris.ClpH7,5; ImM EDTA pH 8,OD . Cuva se na -20 C.
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Na ovaj način moguđe je izolovati znatnu kolidi nu 
plazmidne DNK O  300-600 pg DNK/SOOml bakterijske kultureZ), 
bez kontaminacije sa RNK i hromozomalnom DNK.
XHloroform/fenol - smela se sastoji od 1 zapremine fenola 
i jedne zapremine smele hi or of or m-i zoami 1 al k ohol C24: 15 

Fenol se koristi predestilovan Csa dodatkom 0,1% 
S-hidroksihinolina kao aniioksidansaD i zasiden, obidno 
sa. 0,1M Tris. Cl pH 8,0.

3. 2. 2. 3. Modif ikovana metoda izolovan ia plazmidne DNK pomoóu 
gradi jenta sa cezi ium hioridom

1 . Inokuli r a se 500ml medi j urna
sa kulturom koja je rasla preko nodi i pusti da raste u 
prisustvu odgovarajudeg antibiotika do 0,7 OD Aöoo
2. doda se lOOmg hloramfenikola i kultura raste preko nodi
3. u rashlađenom rotoru obore se delije na 4S00Q rpm za 15 
minuta.
4. talog se resuspenduje u 12 mi glukoznog pufera C50mM 
glukoza, lOmM EDTA pH 8,0; 25mM Tris. Cl pH 8,05 i prebaci u 
epruvete za centrifugiranje C"Corex" od 15ml5.
5. doda se 2ml lizozima C20mg/ml lizozim u glukoznom puferu5 
i inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi.
6. doda se 27,6 mi 1% SDS, 0,2M NaOH, promela pažljivo i 
rashladi u 1 edenoj vodi 5 minuta, precipituju se proteini i 
hromozomaìna DNK dodatkom 14 ml K-acetata C60,Omi 5M 
kalijumacetat; ll,5ml sirdetna kiselina-glacijalna; 28,5ml 
H2O5 i inkubira se u 1 edenoj vodi 15 minuta i centrif'ugira 
se 10 minuta na 15000 rpm
7. supernatant se prebaci u dve epruvete od 30 ml i doda se 
0,5 zapremina smele hi oroform/fenol i ekstrahuje
8. centrifugira se 10 minuta na 5000 rpm i gornjoj vodenoj 
fazi se doda 0,6 zapremina izopropanola i preci pi tuje se 15 
minuta na ledu
9. centrifugira se 10 minuta na 10000 rpm i talog osuši. 
Talog se resuspenduje u 2,4 mi TE puf er a, pri premi se 43% 
w/w CsCl C43g CsCl/lOOg rastvora). Doda se 8ml 
cezijumhlorida u piastiIne epruvete "Quick-seal" CBeckman5
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10. doda se 4,2g CsCl u 1,2ml TE Csa uzorkom) , rastvori i 
doda 0,4ml lOmg/ml etidijumbrorni da
11. for mir a se gradi jent ubaci van j em guščeg CsCl na dno
12. epruvete se zatope i centrifugiraju 24hr na 42K, 17hr na 
50K, ili 5hr na 60K.

3.2.3. Digesti ia piazmidne DNK restrikcionim endonukleazama

Sve reakcije digesti je piazmidne DNK su radene prema 
uputstvima ko ja su data u laboratorijskom priručniku 
CManiatis et al. 1982D ili prema uputstvima proizvođača. 
Di gestija je rađena sa količinama DMK od 0,1-100 pg u 
zapreminama od 10-500 /Л puf er a sa 1-3 jedinice enzima po 1 
(Ug DNK u vremenu od 1 -3 sata. U nekim eksperi menti ma je 
digesti ja rađena preko nodi pri čemu su kolidi ne enzima 
reduk ovari© deset puta. Uopšteno, u zavisnosti od 
restrikcione endonukleaze, molarne koncentracije sastojaka 
pufera su se kretale u slededim granicama: 10-20mM Tris-HCl
pH 7,5-8,0; 0—150mM NaCl ; 7-10mM MgCl2 ; 0-7mM /?ME.

3, 2. 4. Digesti ia DNK nukleazom Bai31
Kako je u našem slučaju bilo potrebno da s© sa

1inearizovanog pIF4 piazmida sa oba kraja "skine" približno
150bp, uslovi ko je s mo koristili pri di gestiji sa Bal 31
nukleazom bili su siededi:

DNK C pi F-4, -40pg5 225/jI
BSA C BiugS/jl} 1Sp
_5xBal_31_ jDufer_________ BO/ul_
Bal 31 nukleaza 
CBiolabsZ) C1Ш  lpl

Sastav SxBal31 pufera je siededi:
60mM CaClz, 60mM MgClz, 2500mM NaCl, lOOmM Tris.Cl pH 8,0 
5mM EDTA

Nakon 4, 6 i 8 minuta di gesti je, uzimani su alikvoti od
MlOOjul i reakci ja je zaustavl jana sa 20pl lOOmM EGTÀ . Iz 

poj edi nadni h zaustavljenih reakcija su uzimane alikvoti od 
4pl, razblaSivane do 20pl Cfinalno lOOmM NaclD ì na osnovu
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proizvoda Eco RI digestij© vršena je procena skrađenja 
dvol ančanog mol ek ul a DNK u pojedinim vremenskim inter vai ima.

*EGTA gradi belate speci fično sa dvovalentnim kalcijumom i 
imbibirà aktivnost Bai31 nukleaze, dok slobodan magnezijumov 
jon omogućava nesmetano dejstvo restrikcionih enzima.

3.S,5. Pefosforilacija 5 ’ krajeva DNK alkal nom fosf atazom

Defosforilaci ja je rađena sa alkalnom fosf'atazom 
i zolovanom i z creva teleta C calf intestinal alkaline 
phosphatase-CIAPD pre nego sa bakterijskom alkalnom 
fosfatazom CBAPD jer se inaktivacija CIAP-a uspešno vrši na 
temperaturi od 68° C u prisustvu SDS-a. Postupak je u 
potpunasto abavijen prema protokolu koji je dao Maniatis et 
al. C1982D

DNK ^ 45pl
1OxCIAP pufer 5pl * *

CIAP enzim 0.01 jedinica/ lpmol S ’ kraja DNK

*500mM Tris. HCl pH 9,0; lOmM MgClz; ImM ZnClz; lOmM 
sper mi di n

Kod DNK sa isturenim 5 ’ krajevima reakcija se odi grava 
na 37° C 30 minuta,a zatim se doda sveža količina enzima i 
reakcija ponovi , dok je kod DNK sa poravnatim 5 ’ i 3 ’ 
krajevima kao i uvučenim 5 ’ krajevima nakon 15 minuta 
di gesti je na 37° C potrebno držati uzorak 15 minuta, na 56° C 
i celu operaciju ponoviti sa svežim enzimom.

Inaktivacija enzima se radi 15 minuta na temperaturi od 
68° C po dodatku 40pl H2O, lOpl lOxSTE pufera ClOOmM 
Tris. HCl pH 8,0; ImM NaCl ; lOmM EDTAD i Spi 10% SDS-a. 
Uzorak se ekstrahuje dva puta sa smešom fenol/hloroform i 
dva puta sa hloroformom i propusti kroz Sephadex G-50 
kol onu.
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3. 2, 6. Fopun iavari ie uvučenih 3 ’ kraieva DNK pomoću velikog 
fragmenta poli mer aze I_ DNK C K1 enow fragment)

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

14pl

2pl *
4pl ClOnmola svakog)

1 jedinica
temperatura 30 minuta. Reakcija se

DNK Olpmol krajeva}
10x“Ni ck "-tr ansi aci oni

^ §puf er
dATP,dGTP,dCTP,TTP 

Pol IK
Inkubira se na sobnoj
zaustavi sa lpl SOOmM EDTA, ekstrahuje dva puta sa smešom 
fenol/hloroform, dva puta sa hi oroformoni i propusti kroz 
Sephadex G-50 kolonu.

*Sva četiri deoksinukleotida se dodaju samo ako su i 
zastupljeni u komplementär nom lancu. Take od je, u pojedinim 
eksperi menti ma je ubaci van neki od Co.- 'PldNTP ukoliko je 
bi 1 a potrebna obeležena DNK.

^SOOmM Tris.Cl pH 7,2; lOOmM MgS04, ImM DTT, 500pg/ml BSA

3. 2. 7. Liaaci ja DNK
Ligacija molekula ĐNK je rađena pomođu 

li gaze u puferizovanoj sredini u prisustvu 
DTT-a:

enzi ma 
+ +Mg ,

T* DNK 
ATP-a i

DNK* 14. 4pl C100 f moi }
lOx ligacioni pufer 
ATP 1OmM 
DTT lOOmM

2. Opi 
2. Opi 
1.6pl

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

su def osf orili sani
e.

krajevi vektor a 
vektor: insert — 1 

330mM Tris.Cl pH 7,4; 66mM MgClz 
U slučaju kada su 5 ’i 3 ’

molarni odnos

ligìraju poravnati C "blunt-end") 
nači na:

krajevi koji treba da se 
rađena je ligacija na dva
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ID DNK se liofilizuje i rasivori u Spi smeše koja se sastoji 
od 33mM Tris. Cl, pH 7,4; 6,6mM MgClz; 0,4mM ATP; 8,0mM DTT. 
Ligacija je urađena sa 100 jedi nica T± DNK ligaze u 
zatopljenoj kapilari na 16°C preko noci.

Molami odnos C def osf or i 1 i san vekior: insert) je bi o 
1.4, sa ukupno 3pmola "blunt-end" krajeva.

2D DNK Cmolarni odnos vekior:insert = 1, ukupno 2pmola 
"blunt-end" krajevaD je liofilizovana i rastvorena u 16pl 
H2O.

DNK x 16pl
5x1i gacioni puf er 

C "Bl unt-end"D 4jul

T4 DNK ligaza 1 jedinica
Ligacija obavljena u "Eppendorf" epruveti od SOOpl na 
temperaturi od 16° C preko nodi. Na kraju se ligaciona smeSa 
razblaSi dejonizovanom H2O do lOQpl.
*250mMTris. HC1 pH7,6; SOmMMgCl; 25%Cw/vD polietilenglikol 
8000; 5mM ATP; 5mM DTT

3.2.8. Tr ansf or maci j a E. coli pi azmi dnom DNK

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

1. 1 Orni sveSeg medi jurna se inokulira sa IO/jI prekonoóne 
kulture i snažno mućka do 0.2-0. 4 OD A0 0 0 . Kultura se 
rashladi na 4° C. Cela procedura u daljem radu se od vi ja na 
4° C ukoliko nije drugačije naznačeno.
2. Imi kulture se sedi mentir a u "Eppendorf" epruveti od 
1,5ml 20-30 sekundi na 2500xg СбОООгрт u Eppendorf 
centri f ugiD.
3. Celije se isperu sa lOOpl hladnog transformacionog pufera 
CTfbD* i resuspenduju u 200pl Tfb.
4. Nakon 20 minuta stajanja na ledu doda se 7pl DMSO i posi e 
5 minuta doda se nova količina od 7pl DMSO.
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5. Smeša se bl ago promudka i stoji 15 minuta, a zatim se 
đoda plazmidna DNK C<10/ulD i uz povremeno blago mudkanje 
stoji 20 minuta.
8. Uzorku se tada temperatura podigne na 42° C Cukoliko u 
određenom eksperi mentu ni je drugačije naznačeno) u periodu 
od 90 sekundi, a zatim se drži na ledu 60 sekundi.
7. Uzorku se doda 800 /Л medijurna i inkubira 40 minuta na 
37° C uz povremeno mudkanje.
8. Na sveže spravl jene šolje sa odgovarajućim antibiotikom 
razmazuje se IOO-200/jI uzorka i dal je inkubira preko nodi na 
37° C.
*TRANSFORMACIONI PUFER CTfb}: lOOmM RbCl; 45mM MnClz; 35mM
kali j umacetat; 80mM CaCl2

K-acetat i CaClz dodavati iz koncentrovanih rastvora 
C1ND i regulisati pH na 5.92, zatim dodati RbCl i MnClz u 
prahu. Nakon ovoga pH treba da bude 5,8 ± 0,02. Regulacija 
pH je dozvoljena sa vrlo razblaženim kalijumacetatom i 
kal i j umhi dr oksi dom.

3.2.9. Elektroforeza DNK na gelu od agaroze

Razdvajanje molekula DNK Cdimenzija od O.lkbp do 60kbpD 
za analitičke i preparatile svrhe, uspeëno se može obaviti 
na gelu od agar oze ako se koncentr aci ja gela odabere u 
opsegu od 2,0-0,3%. Sastav pufera za pravljenje gela i 
elektrolit za elektroforezu je slededi :

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

Pri izboru koncentraciji gela najdešde je korišćena 
slededa tabela:

Agaroza % Efikasno razdvajanje li nearni h
DNK mol ek ul a C k bD

0. 3 60~5
0. 6 20-1
0. 7 10-0. 8
0. 9 7-0. 5
1.2 6-0. 4
1.5 4-0. 2
2. 0 3-0. 1
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Pr i preman je gela za elektr of or ezu

1. Odmeri se odredena kolidina agaroze ì kuva sa puferom 
dok se agaroza ne rasivori
2. Rastvorena agaroza se hladi do 50 C uz mešanj e na 
magnetnoj mešalici i prebaci u unapred spremijen kalup
3. Kada gel kompletno oCvrsne, pažljivo se izvude Cesaij, 
stavi se gel u kadicu za el ektroforezu i nalije puf er preko 
gela
4. Na pei, zapr emina uzorka se dodaje jedna zapr emina puf er a 
za uzorak CO. 25% bromfenol piavo i 40% w/v saharoza u
HzOD .
4. Uslovi elekiroforeze: 1-5 V/cm gela
5. Et-idijum bromi d se dodaje u puf er za el ekirof or ezu 
C0.5pg/ml HzOD

3.2.10. Izol ovan.je i_ preči šćavan.je DNK elektrof prezom na gel u 
od poli ak r i1 ami da

Uzorak se sede sa odgovarajudim restrikcionim enzimom 
nakon Sega se vrSi deproteinizacija sa isiom zapreminom 
smeše fenol/hloroform dva puta, a za ti m jo§ dva put a sa 
hloroformom. Između svake ekstrakcije smela se centrifugira 
3 minuta na 12000xg CI 2000 rpm u centrifugi tipa
"Eppendorf"D, vodena faza u kojoj je DNK se Cuva, a organska 
faza se baca. Al koholna preci pi taci ja se radi sa 0,1 
zapreminom 3M Na-acetata i 3 volumena 98% etanola. Dobro se 
promeša i stoji >10 min na -70° C u smeli suvi led etanol. 
Uzorak se zatim centrifugira 12000xg 10 minuta, opere
ledenim etanol om i suši. Uzorak se rastvori u 10-30/Л puf er a 
za akrilamid gel elektroforezu i nanese u otvor na gelu 
površine 30mmZ na ploCu dìmenzija 1,5x200x400mm. 
Concentraci ja gela se određuje prema dimenzijama fragmenta 
koji treba da se izoluje.
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Koncentracija poliakril- 
ami da

Dužina lanca polinukleotida 
ko ja odgovara migraciji 
_________ boj e_________________

akrilamid AA/bi s bromfenol pi avo k si 1enei j anol

8% 29; 1 20 125
5% 19: 1 55 170
4% 19: 1 83 400
4% 29: 1 100 430

Uzorak se rasivara u puferu koji sadrži:
10% glicerol 
SO mM Tris-Borat pH 8,3
0.05% xylen cyanol 
0.05% bromphenol blue

Uslovi elekiroforeze: 40 mA, 10W
Elektroforeza traje dok boja ne prede odredenu 

razdal jinu.
Pozicija željenih traka DNK se određuje tako Sto se 

i zmeđu ploče za tankoslojnu hromatografiju impregniranu 
fluorescentnom bojom i UV lampe C254nmD postavi gel.

Traka se isefie i gel sa trakom se fino izmr vi u 
“Eppendorf" epruveti od 1 ,5ml dok se ne dobije "pasta", doda 
se SOOpl puf era za ©lui ran je CSOOmM anioni jumacet at ; lOmM 
magnezì jumacetat ; 1 mM EDTA; 0.1% SDS3 i drži preko nodi na
37° C.

Smela se prebaci u plastični špric od 2ml u kome se 
nalazi čep od si 1i k oni zovane staklene vune i supernatant 
propusti u silikonizovanu "Eppendorf" epruvetu od 1,5ml 
centri!'ugiranjem na 200xg CKlinička centrifuga, Heraeus 
Labofuge, ISOOrpnD 3 minuta.

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

Ovako izolovana i predišđena DNK mote da se upotrebi za 
sve dal je manipulacije.
Smela za silikonizovanje: 5% di meti1 dihiorsi 1 an u

hi oroformu ili ugljentetrahioridu

40



Zapremine osnovnih komponenti potrebnih za spravljanje 
poliak ri lami dnog CPAA3 gela razliditih koncenir aci j a.

C%3 PAA gela

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

‘XAkri1 ami d IS 20 25 30 40 50 60 75 ÎOO
S1OxTris-Borat 20 20 20 20 20 20 20 20 20

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

0. 2 0. 2 O. 2 0. 2 0. 2 0. 2 0. 2 0. 2 0. 2

persulf at 2 2 2 2 2 2 2 2 2

40% akril amid C ak r i1 ami d/bis 19: 13

^l OxTris-Borat 00Xa 3: Tris baza 108g
Borna kisei ina 56g
SOOmM EDTA pH 8,0 40ml

3. 2. 10. 1 . Pr eòi šćavan ie sintetisanih deoksioligonukleotida na 
gelu od poii ak r i1 ami da

Sintetisani oligonukleotidi se skidaju sa kolone sa 
koncenirovani m anioni jakom. Ukl anjanje zašti tni h grupa sa 
f unkcionalnih grupa na bazama obavlja se u pr i sustvu 
koncenirovanog anioni jaka u dobro zapiiveni ш posudama na 55° 
C najrnanje šest sati . Amonijačni rast vor oli gonukl eoti da se 
uparava do suva na "Speed vac''-ц.

Posle skidanja sa CPG kolone i "deprotekci je"
sintetisanih oligonukleotida kori Scena je metoda
prečišđavanja na poliakri 1 amidnom gelu.

U sastav poliakrilami da ulazi 7M urea, 90mM Tris-borat 
pH 8.3 i 2mM EDTA. Izbor koncentraci je akrilamida se 
određuje prema slededim kriterijumima: 
đužina oligomera koncentracija akrilamida
< 20 baza 20%
20-30 " 16%
> 30 " 12%
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Napravi se poliakri1 amid gel dimenzija 400x200x1,5mm sa 
otvorima za nanošenje uzorka od 20x1,5mm. Preporudljivo je 
da gel stoji preko nodi ili bar nekoliko sati pre puStanja 
uzoraka na el ektrof orezu. Preelektrof oreza se obavlja 
najmanje 30 minuta. Liofilizovan sintetisan oligomer se 
rastvara u mi ni mal noj zapremini dejonizovanog 98% formarnida 
koji sadrži lOmM EDTA. Koncentracija uzorka je približno 1 
OD САгеоЗ/р!. Količina nanešenog uzorka varira između 3 1 6  
OD CAzöcO. Elektroforeza tede na 400V preko nodi dok boja 
bromfenol piavo ne prevali razdaljinu od približno 30 cm. Po 
završenoj elktroforezi sedenje traka, eluiranje sa gela i 
dal je pr eči Sdavanje se obavlja kao Sto je to opisano u 
proceduri za izolovanje i pr edi Sdavanj e DNK elektroforezom 
na poi i ak r i 1 ami d gelu Cpoglavl je Metode sekcija 3. 2.9.5.

3. 2. 11. PrediSdavanje DNK;

3.2.11.1. Sephadex 0-50

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

U piavi si 1ikonizovani nastavak za automatsku 
pipetu od lOOOpl ubaci se dep od silikonizovane staklene 
vune i u nastavku se formira kolona zapremine od 900pl 
Sephadex-a G-50. Kolona se formira centrifugiranjem u 
klinidkoj centrifugi Hereaus na 1600xg C3200rprrD tadno 3 
minuta. Kolona se dva puta ispira sa 1 OOpl TE puf er a i 
izmedu svakog ispiranja se centrifugira pod istim uslovima 
kao Sto je ved opisano, a zatim se nanese lOOpl DNK i opet 
centrifugira 3 minuta na 1600xg. Eluirana DNK se nalazi u 
zapremini od lOOpl i mo2e da se liofilizuje i duva na —20 
C.

42



Ova meioda je rađena ili sa kornercijalnom "opremom" za 
prečišćavanje DHK C "GENE CLEAN" KIT # 31 OS "BIO 101" 5 ili 
melodom koja je razvijena u našoj 1aboraioriji.
1. Iseče se traka sa agaroznog gela i izmeri masa Cili 
zapremina ako je uzorak DNK u rastvoruD i gel iseCe na manje 
komadide.
2. Dada se dvosiruka zapremina rastvora natrijumjodida
3. Ako je uzorak u agaroznom gelu zagreva se na 45° do 55° C 
S minuta ili duže dok se agaroza kompletno ne rastvori
4. Doda se IfUl suspenzije staklenih vlakana u vodi/pg DNK i 
promudka na "vorteks" mešalici
5. Inkubira se S min na 4° C
S. Centrifugira se 15 sekundi na 12000xg C12000rpm u
"Eppendorf” centrifugiD
7. Talog se resuspenduje i ispira tri puta sa 10-50
zapremina smeše za ispi ranje Cetanol/voda/Тгis/EDTAD i
centrifugira između svakog ispi ranja na 12000xg 15 sekundi
8. Talog se resuspenduje u vodi i zagreva na 45-50° C 
nekoliko minuta
9. Centrifugira se na 12000xg 1-3 min
10. Supernatant se pažlji vo uzme i tačka 8-10 ponovi. 
Prečišćeni fragment DNK posi e ovakve procedure je oslobodjen 
proteina, RNK i mal i h molekul a.

rastvor natrijumjodi da: C6M NaJ/0. 2M Na-sulfitD
rastvoriti 1.2g Na-sulfita u 40 ml dejonizovane vode na
40-70° C. Polako se dodaje u rastvor koji se mela 45 g NaJ.
Rastvor se konačno filtrira i čuva u tamnoj boci na 4° C.
^smeša za ispiranje: Etanol , 50% Cv/vD; Tris. Cl lOmM pH 8,0;
EDTA lmM pH 8,0
Stak lena vlakna C grade 106 Schleicher & Schul ID:
Staklena vlakna se u porculanskom avanu dobro samelju i 
spraše i sa dejonizovanom vodom se napravi emulzija Glmg/plD 
Čuva se na 4° C.

3 ,2 . 1 1 . 2 .  P r e ć i š ć a v a n  j e  PNK a d s o r p c i  iom na s t a k l e n im  v lakn im a
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3.2.12. Radi oak ti vno obeležavan je DNK
Obel ežavanje DNK smo vršili enzimskom reakcijom

fosfori 1acije 5 ’ hidroksilne grupe korišđenjem adenozin 
5 ’-[^-3ZP] trifosfata kao prekursora i enzima T*
polinukleotid kinaze. Druga meioda se zasniva na
popunjavanju uvučenih 3 ’ krajeva dvolančane DNK sa
5 ’ -[ cc-32dNTP] kao prekursorima i enzi mom "Klenow fragment" 
poli meraze DNK korišćenjem slobodnog S ’ kraja dvolančane DNK 
kao tempiata.
Obéie£avanje 5 ’ hidroksilnih krajeva DNK:
DNK Cdefosfori li sana} Spi Cdo SO pmola S ’ krajeva}
dej oni zovana voda 35pl
SOOmM Tris.HCl pH 7.6, 
lOOmM MgCl2 , SOmM DTT,
ImM spermidin, ImM EDTA Spi
[ y-3ZP] -ATP, >3000 Ci/mmol 
SOpmola ili viSe Spi

1-10 jedinica PNK 30 min na 37° C

ObeleSavanje popunjavanjem uvučenih 3 ’ krajeva DNK:

DNK Cl pmolD 13pl
dNTP C Snmola svakog) 4pl
[ a P-dNTP 3 > 3000CÌ/mmol 1 pi

"Klenow fragment" 1 jedinica

30 min na sobnoj temperaturi

Kod oba načina obeležavanja reakcija se zaustavlja 
dodavanjem EDTA da final na koncentracija bude lOmM. Kvalitet 
obeležavanja se proverava na tankosiojnoj hromatografiji na 
PEI celui ozi pri čemu se kao rastvarač za eluiranje k or isti 
4Q0mM NaH2P04 pH 3.5. Ekspozicijom Röntgen filma dobijaju se 
tačke koje odgovaraju pokretljivosti radiaktivnih 
komponenti. Pri tome Rf za ortofosfat treba da iznosi 0,6, 
za ATP 0,3 i za DNK 0,0.
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3. 2. 13. Autor adì oqr af i i a
Autoradiografija se u principu vrši prislanjanjem 

Röntgen CX-RayD filma na gel, filter ili TLC pločicu gde se 
obeležena DNK nalazi. Dužina ekspozicije se odreduje 
empirijski prema specifiбпој aktivnosti DHK. Upotreba jednog 
ili dva "SCREEN"-a za intensiviranje na temper aturama do 
-70° C može desetak puta da pojača intenzitet signala na 
filmu. Po zavrešenoj ekspoziciji film se razvija u nekom od 
kornereijalnih razvijača ili u razvijaču za Röntgen fil move 
siedeđeg sadržaja:

NEGATIV RA2VIJAC C X RAY 3

HIDROHINON

VODA

NazCOa
KBr

METOL
NazSOa

750ml 
3. 5g 

60. Og 
9. Og 

40. Og 
3. 5g

Dopuni se destilovanom vodom do 1000ml 
Film se razvija 5-7 minuta na 20 C
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3. 2. 14. Odred ii vanje pr i mar ne sirukiure C sek venci r an i e3 DNK
Odredjivanje primärne sirukiure DNK je radjeno po 

meiodi Maxam-a ì Gil beri-a Cl9803 prema sledećem skračenom 
pr oiokol u:
G A&G TScC C
200pl G~puf* lOpl H2 O lOpl НгО ISpl SMNaCl

Spi DNK lOpl DNK lOpl DNK Spi DNK
lpl DMS 2pl pfX 30pl hi dr azi n 30 pi hidrazin

20° C 6min 37° C 30 min 20° C lOiSmin 20° C lOiSmin

50pl DMS stop* 
7S0pl etanol 
Smin -70°C 
12000G 1 Orni n 
ial og

-70° C 
1i ofi1i z .

20pl H2 O 
1i of i1i z .

200pl HZ stop* 
7S0pl eianol 
Smin —70°C 
12O00G 10min 
ial og

200pl HZ siopX 
750pl etanol 
Smin -70°C 
12000G 1 Orni n 
ial og

250pl NaAc 
750pl eianol 
Smi n -70°C 
12000G 10min 
ial og
etanol pranje 
sušenje

2S0pl NaAc 
750pl etanol 
Smin -70°C 
12000G lOmin 
ial og
eianol pranje 
suSenje

250pl NaAc 
7S0pl eianol 
Smin —70°C 
12000G 10min 
tal og
etanol pranje 
sušenje

pi peri di ne 
0. IM lSOpl

pi peri di ne 
0. IM lSOpl

pi peridine 
0. IM lSOpl

pi peri di ne 
0. IM lSOpl

90°C 30min 90°C 30min 90°C 30mi n 90°C 30mi n
liofiliz. 
>2 Casa 
SOpl H2 O

1 i of i 1 i z. 
>2 časa 
50pl H2 O

liofiliz. 
>2 Casa 
SOpl H2 O

liofiliz. 
>2 Casa 
SOpl H2 O

1 i of i 1 i z . 
>2 časa 
40pl H2 O

liofiliz. 
>2 časa 
40pl H2 O

1i of i1i z . 
>2 Casa 
40pl H2 O

1i of i1i z. 
>2 Casa 
40pl H2 O

1 i of i 1 i z . 
>1 čas

liofiliz. 
>1 Cas

liofiliz. 
>1 Cas

liofiliz. 
> 1 Cas

Spi boja 
formarnid- 
NaOH

Spi boja 
f ormarnid- 
NaOH

Spi boja 
formarnid- 
NaOH

Spi boja 
formarni d- 
NaOH

90° C 30mi n 90° C 30min 90° G 30mi n 90° C 30mi n

LÏ0O o° C 0° C 0° C
ELFO ELFO ELFO ELFO
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G-pijfer Г SÖmM natrijumkakodiÏat pH 8,0; ImM EDTA 
DMS: di meli 1 sulfat
pf: pi peri din/format pH 2,0 C 4% mravlja kisei ina doterana na
pH 2.0 sa piperiđinonO
DMS stop: 1.5M natri jumacetat pH 7,0; 1,0M
/?~merkaptoetanol ; lOOpg/ml tRNK
Hz stop: 0,3M natrijumacetat; 0,1M EDTA; 25pg/ml tRNK

3.2.IS. Hemi iska sinteza oliqodeoksinuk1eotida

Sinteza oligodeoksinukleotida je rađena automatski na 
mašini firme Applied Biosystems model 381 A. Sinteze su 
radere na kolonama sa staklenim zrncima sa kontrolisanim 
porama na kojima je vezan pr vi deoksi nuk1eotid preko 3 ’ 
hidroksilne grupe u količini od 0,2/umola CCPG- controlled 
pore glassi. Sintetisani oligodeoksinukleotid je ski dan sa 
kolone i prečišćavan kako je opisano u sekciji 3. 2. 9. 1. 
Koncentrovanim amonijakom sa kolone su skinuti sintetisani 
ol i gonukl eoti di a zatim je 10 do 12 sati rađena 
“deprotekcija" zaštiđenih funkcionalni h grupa na 55° C u 
koncentrovanom amonijaku. Uzorak u amonijaku je zatim uparen 
do suva na "Speed Vac-u” i sintetisani oligodeoksinukleotid 
je predišdavan elektroforezom na gelu od pol i akr i 1 ami da kao 
Sto je opisano u pagi avi j u 3.2 Met ode Csekcija 3. 2. 9. 1. }

3. 2. 16. Određi van je akti vnosti /T-qalaktozidaze

Aktivnost {9-galak tozi daze je merena po metodi Mi 11 er-a 
C1972}
1. Zasadi se SOpl kulture koja je rasla preko nodi u 
medijumu LB u prisustvu odgovar aj udeg antibiotika u 5ml IX 
MEDIJUMA*
2. Mudka se u erlenmajeru od SO ml do optičke gustine od oko
0.1-0.2 Atìoo, nakon Cega se vrši indukcija CIPTG , 
temperaturni pomak, . . . } .
3. Posle 100 do 120 min. indukcije kultura se stavi na led i 
meri se gusti na deli ja na Aöoo.
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4. Istovremeno se odvoji 0.1ml kulture i doda 0.9 ml 
"Z"~puferaö. Za niže vrednosti /З-galakiozidaze može da se 
uzme 0. 5 ml uzorka i O. S ml "Z”-pufera.
5. Dodaju se dve kapi hi oroforma i jedna kap 0.1% SDS-a i 
promeša na "Vortex" mešalici.
6. Stave se epruvete u vodeno kupatilo na 28^’ C 10 min,
7. Reakcija počinje dodavanjem 0.2 mi ONPG~a C4mg/mlD
8. Vreme se meri štopericom Cdok se ne razvije žuta bojaD
9. Reakcija se prekida dodavanjem 0. 5ml 1M Na^COgC5-20 min.D
10. Meri se opti Cka gusti na. na 420 nm i 550 nm

1XMEDIJUM:
10X M63 pH 7.0 CROIO

10X M63 lOO mi KH PO ClMD 136 9
20% glukoza 10 mi 2 4

CNH ) SO 201M MgSO 1 mi 4 2 4, g4

5 mi FeSO . 7H O 5 mg0.337% Ti ami n 4 2

H o 884 mi H O do 1000 ml
2 2

§
"Z" pufer

16. 10g N3.2HP04. 7H20 CO. 06MD pH 7. 0
5. 50g NaH PO . H O

2 4 2
CO. 04MD

0. 75g KC1 CO. 01 MD
0.246g MgSO^. 7HzO CO. OOIMD

2. 7 ml ß-merk aptoetanol CO. 05MD

Jedinice /З-galaktozidaze se i zračunavaj u prema slededoj 
f or mul i :

Jedinica fS--gal ak tozi daze= 1000 x OD*20 - 1^75_x _0Ds 5O
t x v x OD<soo

t- vreme inkubacije sa ONPG-om 
v- zapremina uzorka

48



3. 2. 17. Qdredivan je bioloêke akti vnosti /?-inter ferona
Određivanje biloške C anti vx r usneD akti vnosti je 

rađeno na sledeđi način.
{Cada kul tura koja sadrži klon koji produkuj© 

/5-interferon stigne u ranu staci oniranu fazu otpodinje se 
indukcija ImM IPTG-om, temperaturnim pomakom ili na oba 
nadina u vremenu od dva sata. Centrifugiraju se "Eppendorf” 
epruveti 3 minita na 12000xg CI 2000 rpm u "Eppendorf" 
centrifugi3 na 4° C količine indukovan© kulture koje sadrže 
po 1. S OD Asso. Tal og se resuspendu je u 250 pi rast vor a za 
li zi ran je deli ja C lizozim, lOpg/ml ; Tris. CI, lOmM pH 7,0; 
EDTA lOmM pH 8.03 i nakon jednog sata stajanja u ledenom 
kupati1u CsmeSa 1ed/voda3 uzorak se detiri puta zamrzava u 
tečnom azotu i otapa stajanjem u ledenom kupatilu, a potom 
se deset puta propusti pomoću šprica od 1 ml kroz insulinsku 
iglu C26G3. Uzorak se zatim centrifugira IO minuta na
12000xg na 4° C a supernatant koji se duva na -20° C je 
spreman za ođređivanje antivirusne akti vnosti interferona. 
Antivirusna akti vnost interferona je vrSena na osnovu 
inhibicije citopatogenog efekta na human!m WISH delijama po 
metodi Rubinstein et al. Cl9813.
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4. REZULTATI

4.1. Deleci ia eqzonukleazom Bai 31 5* uzvodnoq requiaiornog
reqiona i_ regi ona ko.ii k odi r a za si anal pepti d ß-i nier f er ona

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

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

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

Da bi se kodirajuđi region za humani ß-inter fer on 
stavio direktno pod kontrolu bakterijskog promotore, osnovna 
ideja. je bila da se sa Bal 31 egzonukl eazom uk 1 oni na
ishodnom plazmidu pIF4 odgovarajudi region na kome se nalazi 
prirodna regulatorna sekvenca i kodirajudi region za signal 
peptid gena za humani ß-interferon.

s  i g  s t r
5 ' 4 4 a '

: T A T A  C A P  ATG  ATG  T O A ■: ....... ..... .. ~ ! i

S l i k a  3 . Shem atsk i p rik az  fragm enta. ad  P2A p a r a v a  b a z a  ko ji
e ad rž i 5 ' re g u la to rn u  aekven cu  {TATA b lok  i  CAP m esto), 3 '
n izvodn o  od p rv o g  ATG kodona sekvsricu  z a  s ig n a l  p ep tid  <sig> 
i  3 ' n izvodn o  od d ru gog  ATG kodona sek ven cu  s tru k tu ra ln o g
g e n a  <slr> z a  z r e l i  /? -in terf© ron . S to p  <TQA> kodon s© n a la z i
na  3 ' k ra ju . V e r t ik a ln e  taëkast©  l in i  je  ©znažava,ju  n a  5 '
k ra ju  Eco RI a  n a  3' k ra ju  S a u  3A re s tr ik c io n o  m esto.
O znaSena m esta n a  shem i n isu  p ro p o rc io n a ln o  p r ik azan a .
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Činjenica da naš klon pIF4 u regulaiornoj sekvenci između 
TATA ragiona 1 CAP mesta sadrži sekveneu Cbp 269-274, 
CCATGG3) koju prepoznaje Nco I endonuk1eza, [Sto smo utvrdili 
restrikeionom analizom klona, a različita je od sekvence 
koju su referisali Ohno i Taniguchi, 1981, Cbp 269-274, 
CCACGGD dok je u saglasnosti sa autorima, Lawn et al. 1981, 
Gross et al. , 1981, Degrave et al. , 1981, Tavernier et al.

19833 omogudila nam je da na pogodnom mestu linearizujemo 
plazmid. Ovo restrikeiono mesto je izabrano kao najpogodnije 
jer je jedi nstveno na plazmidu pIF4, a istovremeno 
je udaljeno od start kodona CATG3) Struktur al nog gena za 
ß-xnter fer on za samo 150 parova baza, dok je udaljenost do 
Eco RI mesta na drugoj strani 269 parova baza CSlika 43).

Ec oR X
4---- Z <5Pbp_ Ncol

татд^сдр' 150bp_
ATO
—  4

Slika 4. Shematski prikaz fragmenta od 41s> parova baza 
(uokviron Eco RI mestom t drugim ATO kodonorn) koji sadrži S' 
regutatornu eokvencu i sokvericu za signal peptid.

Ovakva asimetridna pozieija Nco I mesta je omoguđila da 
se egzonukleazom sa jedne od strana primakne do ATG kodona,a 
da se istovremeno saduva Eco RI mesto. Ova pogodnost je 
znatno olakšavala dalji tok u konstruisanju ekspresionog 
vektora. Kontrolisanom di gestijom sa Bai 31 egzonukleazom 
uklonjeno je oko 150 parova baza uzvodno i nizvodno od Ncol 
mesta, tako da je Eco RI mesto na najveđem broju molekula 
ostalo očuvano za bududu di gestiju. Ovo je onda znatno 
olakšavalo kasnije ubaci vanje promoterske sekvence,

Slika 5. prikazuje digestiju linearizovanog C Nco 
13) pi azmida pIF4 sa Bai 31 egzonukl eazom u razliditim 
vremenskim inter vai ima C 4, 6 i 8 mi nuta3). U razliditim
i nter vai i, ma digesti je dobijene su smeSe progresivno 
skr aderii h molekula. Krajevi DNK su obr aderii sa poi i mer azom I 
DNK CPolIk3) , smeša fragmenata sa optimalnim skradenjem je 
posi e digestije sa Eco RI endonukleazom prediSdena i
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SI i ka 5. Elektroforeza na gela od 
pIF4 skr-abenih egsonukleazorn Bai 31.

Pozicija rta gelu, l ,  *5 i  £>: 

4<S30bp <plazmid plF4 sečen sa Eco RI 

I>. Pozicija Z, 3 i  4:

sa egzonukleazom Bai 31.

pozicija. z, 3 i  4, a li

Eco RI.

agaroze

Standard 

odnoeno 

DNK posi© 4, <3 i 8

Pozicije tì, 7 i  8: 

uz dodatnu digestiju

delova plazmida

DNK 4P07bp i 

ECO RI +• Ncc>

minuta digestije 

ieto kao i kod

sa endonukleazoin



Slika 5.



upotrebljena za konstruisanje ekspresionog vektora. Na siici
6. shematski je prikazana smeša finalno obradjenih 
fragmenata spremna za konstrukciju ekspresionog vektora.

N c o  ATG  TO A О Г 1
5'

b l  a 3'Eco

Slika 6 .  Shem atsk i p rik az  sm eše d e le t ira n ih  fragm en ata
p o ste  d ig e s t i je  s a  Eco R I.

N a  shem i su p r ik azan e  p r ib l iž n e  p o z ic ije  s ta rt  i  stop  
kodona (ATO i  TGA> g e n a  z a  b —in te rfe ro n , "o r ig in "—a
re p t ik a c ije  ( O r O  i  g e n a  za  re z is te n c iju  na  am p ic ilin  <bla>.

Smeši 5 ’deletiranih fragmenata ubačen je Eco RI-Р-игс II 
fragment C275bpD DNK koji sadrži sekvencu tac promotora 
CSlika 10 i 12. D. Ligacijom komponenata ove smeše i 
transformacijom E. coli dobijeno je 596 kIonova, označenih 
kao pi azmi di pDF pod brojevima od 50 do 646.

4. 2. Anali za k 1 onova ekspresionih vektora s toc pr omo t orom

Od 596 dobijenih kl onova izolovano je oko 150 
rekombinatnih plazmida "mini-prep" metodom. Restrikcionim 
analizama sa Hael11 enzimom, kao i dvostrukom di gestijom sa 
Eco RI, P-ou II enzimima, procenjen je stepen delecije sa 
egzonukl eazom Bai 31 te su odabirani oni klonovi Cija je 
najsporija traka sadržavala oko 690 CMae IIID, odnosno 
najbrža 409 C Eco RI -Px>u IID parova baza. Naime, u okviru 
fragmenata ovih dužina nalazi se tac promoter i deo sekvence 
DNK ko ja sadrži gen za /î-interferon sa različitim del eci jama 
na 5 ’ krajevima, te se upravo ovi fragmenti različitih 
dužina nalaze kod analiziranih klonova, dok su preoostali 21 
fragment posle Mao III di gesti je i dva posle Eco RI -Ргш II 
digesti je istovetni CSlika 7D . Slike 8. i 9. ilustruju ove 
anal i ze.
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SI i  k a S. E lek lro fo reza . re s tr ik c io n ih  fragm en ata  DNK na
g e lu  od a g a ro z e ,

pDF k lo n o v l eu d ig e r ir a n i  e a  Ha© I I I  enzimom, S k u p in a  
trak a  DNK, o zn aêen a  na s i i c i  s tre lieam a , (Sij©  su dim enzij©
ie to v e tn e  kod s v ih  k lo n o v a  i izn o ee  587, 540 , 504 , 458, i
434 par-ova b a za ) j© p o s t u l i la  z a  k o n stru isan je  standardn©  
k riv© . Fomoóu o v e  standardn©  k r iv e  j© proceri j iv a i ia  v e liS in a
najepor-ije trake  i obirri d e l© c i j© DNK nukleazom Bai
31. Poz ic ij©  na g e lu  od 1 do 1Ï3 s© ödnose na eleded© pDF
k lonove : <5P, 73, 74, 81, 83, 8P, PO, P2, P3, lO O , 104, 117,
118, 120 i 130.



Silk a 8.



Bal31 e g zo n u k lea za

270 C_ATGGAGAAAG GACATTCTAA CTGCAACCTT 
A'col

<33 rs
301 TÇGAAGCCTT TGCTCTGGCA CAACAGGTAG TAGGGGACAC TGTTCGTGTT 

Taql

351 GTCAACATGA CCAACAAGTG TCTCCTCCAA ATTGCTCTCC TGTTGTGCTT 
Hindi

7 4 , 1 1 5  S>4 7 5  8 1 <53? 78 P g
401* CTCCACTACA GCTCTTTCCA TGAGCTACAA CTTGCTTGGA_TTCCTACAAA-

Hi nfl

Slika 10. Deo sa k v e n c e  hum anog /? -in te rfe ron a  u o k v iru  ko je  je
ra-djena d ig e s t i  ja  s a  egzonuk leazom  B a l3 1 . S t re lic a m a  izn ad
sek v en ce  su o zn ažen a  m esta do ko jih  je  i š l a  d e tec ija , a  
b ro je v i  o zn a fiava ju  odgovara,ju<6e s e k v e n c ira n e  k lo n o v e . D e b e la
l in i ja  izn ad  sek v en ce  oznaiSava ATO kodone z a  s ig n a l p ep tid  i 
z a  z r e l i  in te r fe ro n . Is p re k id a n a  l in i ja  isp o d  sek ven ce
o z n a č a v a  m esta p re p o z n a v a n ja  o d g o v a ra ju d ih  re s tr ik c io n ih
endonuk leza .

Slika 11. shemaiski pri kazuje postupak k onsirui sanj a 
ekspresìonog klona pDF81. Ovaj klon je korišden za 
konstrukciju ekspresionog plazmida sa trpA terminacionom 
sekvencom na kraju gena i za ekspresiju ß-interferona pod 
kontrolom tac promotora.

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

1inaSe da je autentični humani /î-interferon .

R ezu lta t ni je  p rik azan  je r  je  b io lo ë k a  a k tivn o st humanog  
/?-interf e ro n a  p ok ozan a  n a  p lazm idno j k on stru k c iji pDFT ko ja
je  d é r iv â t  kon stru k c ije  pDF81.
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S i l k s .  7. Oraf'ički p rikaz  
éndonukleazom  i dvoetruke  
Pvu 1 1 . TaSke A i 
dimenzi. ja .

diçrestije pDF klonava sa. Ha.& III 
digesti je endonukleazama Eco RI i 

B uokviruju fragmente promenljivih

Na osnovu procene opti mal ne đužine fragmenata koji 
sadrže sekvencu tac promotora i kodirajudeg regiona gena za 
^î-interferon, odabrali smo 9 klonova i odredili primär nu 
strukiuru Csekvencul regiona kontakta između 3 ’ kraja tac 
promotora i 5 ’ kraja struk turai nog gena za /9-interferon. 
Sekvenciranjem je utvrđeno da šest klonova poseduju 
integralnu sekvencu DNK koja kodira za zreli interferon sa 
različitim dužinama 5 ’ uzvodnih regiona od ATG kodona C od 0 
do 80 bp 3, dok je kod tri klona delimično nedostajao S ’ 
region kodirajuđe sekvence CSlika 103.
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r e s  trike lorn  h fragm en ataSlika 9. E lek tro fo reza . 
g e lu  od ago.roz e .

pDF k lo n o v i su d ig e r ira n i e a
I I .  P o z ic ija  1 i  IO : stan dard  DNK
d ig e r ira n o g  sa, ©ndonukleozom  Hint 

(düb let), 3S><5, 375, 344, 2£>8, 221,
2-8: re e tr ik e io n i fragm en t! k lo n o v a  73,
137.

DNK

enzirnima Eco RI i Pvu  
fragm en t! p la z w id a  p IF 4  

I  d iroenzija  517, 50 ö
220 (d ü b le t ). P o z ic t ja

75, P4, 81, P4, Bö i



SIika 9.



Bal 31 e g zo n u k lea za

270 Ç_ATGGAC3AAAG GACATTCTAA CTGCAACCTT 
Ncol

<53 ’S

301 TCGAAGCCTT TGCTCTGGCA CAACAGGTAG TAGGGGACAC TGTTCGTGTT 
T agi

351 GTÇAACATGA CCAACAAGTG TCTCCTCCAA ATTGCTCTCC TGTTGTGCTT 
Hindi

7 4 , 115 S>4 75 81 <537 78 S>8

401 * CTCCACTACA GCTCTTTCCA TGAGCTACAA CTTGCTTGGA_TTÇCTACAAA-
H i nfl

Slika 10. Deo sekverice  hum anog /? -in te rfe ron a  u o k v iru  ko je  je
rad  je  ria d ig e s t i  ja  s a  egzonukW azorrt B a l3 1 . S t re iic a m a  izn ad
sek v en ce  su o zn aëen a  m esta do ko jih  je  i š l a  d e le c ija , a  
b ro je v i  o zn a ž a v a ju  o d g o v a ra ju d e  se k v e n c ira n e  k lo n o v e . D e b e la
l in i ja  izn ad  se k v e n c e  o z n a ê o v a  ATO kodorie z a  s ig n a l p ep tid  i 
z a  z r e l i  in te r fe ro n . I s p re k id a n a  l in i ja  iepod  sek ven ce
o z n a č a v a  m esta p re p o z n a v a n ja  o d g o v a ra ju d ih  restrikevon ih
en don uk leza .

Slika 11. shematski prikazuje postupak konstruisanja 
ekspresìonog klona pDFSl. Ovaj klon je korišćen za
konstrukci ju ekspresìonog plazmida sa trpA ter mi naci onom 
sekvencom na kraju gena i za ekspresiju /9-ìnierferona pod 
kontrolom lac promotora.

Sekvenciranjem je utvrđeno da je kod plazmidnog klona
broj 81 Coznačen kao pDFSl , Slika 8, 9, IO, 11 i 123
delecija sa egzonukleazom Bai 31 zausiavljena taCno do ATG
kodona i da rastojanje između SD sekvence i start kodona
iznosi 5bp. Ovaj klon je pokazao antlvirusnu aktivnost kakvu

1inače da je autentični humani /?-interferon .

R ezu lta t  n i je  p rik azan  je r  je  b io lo š k a  ak t iv n o st  humanog
f? -in te rf© ro n a  p ok azan a  n a  plazrriidnoj konstrukci j i  pDFT k o ja
je  d e r iv a i  konstrukci je  pD FS l.
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S l i k a  1 1 .
fu z iju  tccc
/’J - in te r f ©ran.

P lazm id  
I  m esta . 
f  a m ili ja  
DNK su 
urctdjena 
frammenti

Konst ru lean  je  

prom otora  i
ö k sp ree io n o g

stru k tu ra ln og
p lazm lda

gen a

koji
za

sad ržt
humant

p IK 4- je  p r e s e ïe n  t lin e c tr izo va n  na jedinorn N co
D ig e s t i jom sa  B a l 34 eg zon u k leazom  d a b ijen a  je

p r o g r e s iv n o  sk raben ih  m o leku la . K r a je v i  m oleku la
za tim  p o ra v n a t i po lim erazom  I  DNK <Pollk>, a  zattm  je
d ig e s t i  ja  s a  enzirnorn E c o  R I  . Nakon d ig e s t i je ,

ž e l  jen ih  dužina su def'os f'orilis-an i i pr © c t sč  © n1 ,
O vako o b ra đ en i fragm ents su U g  Ira n i za  ta c  p rom oter k o ji je
iz o lö v a n  iz  p lazm lda  p ta c iZ  kao E c o  R I  -  P i j  i j  I I  <0,27 kb)
fragm en t. s a  ovom  konstrukcijom  je  tran s fo rm isan  s o j ОШ , a 
k o lo n ije  su s e le k to v a n e  na p o d lo z i s a  am p ic ilin om  C4 0 jtig/ml>.
P os te  r e s t i ik c io n e  a n a l iz e  i  a n a t iz e  prim arne 
u ok oU n l m esta fu z i je ,  odabran  je  k lon

sekven com  p r iro d n o g  re gu la to rn o g
s ig n a l p ep tid  i  o zn a žen  kao k lon

na p lazm id im a su date
P s t  I >a xi,

kompletnom  
sekvencom  za  

za  re s t r ik c io n a  m esta  
E co  R I ;  N c o ,  N co  I -  P s  t ,
O rijen tac i je  g e n a  ’ su oznadene
ozn ad ava ju  possici j© re s tr ik c io n ih  m esta
u p a ro v lm a  b a z a . O rafičk t p rikaz
p lazm lda  n i je  p ro p o rc io n a la n .

Sazi 3 A
stre lic am a .  

i d im enzije

Struktur© DNK  
sa  dele tiranorn  

ra g io n a  i
pD FB l. Oznake  

skraćeno: E c o ,
Pwu, Рг>и 11 .

B ro je v l  
p lazm lda

m edjusobnih dim enzi ja
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4307, Eco J'to.'ZES

*у/////hid.
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\

PIF4 

4907 bp

/Fsi,5bl

y\ .--'Ssu, 321

A

2564, Eco

2110, Hirc'-̂ ///

f
1814,

\лЧ
%%

_____ / H inc,2Ш
/ Pmi, 263

ptč.ci'2 

2564 bp

\\

1 .  Nco I
2 .  BAL31
3. РоПкИсШТР
4 .  Eco 1!I
5 .  CI1IP
&.Izoluje se sues« 

velikuh frarwenata

1. Eco RI
2 .  Pvu II
3.1201u.je se Hanji fraient

i .L ig a c i ja
•2.Transforaacija------------ .....? finaliziran je  i odabran klon

sa sekooncoH u 0ko 1 ini Mesta 
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SF)
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f/Ma 
üilM

4152, Eco

5st,412

s\
\

pDF81 

4759 bp

\  or i

IfrX S\ S-Sait, 772

SIi k a 11.



klone*. pDFOi.Autor ad log ram  d n k  d e là  sekv&nc©
ra d je n a  po procedura M axam -a  l 

d ig e r ira n  з а  HÌYlf

S e k v e n c a  k lo n a  pDF81 je  
O i lb e r t -a  (1S0O>, F lazm idn i k lon  pDF81 je

g'elu od poli.akri.la.mlda iz o lo v a n a  je  
128Pbp i  d e fo s fo r i l is a n l  Vi' k ra je v i  
rekeijom  k ln a z ira n ja  s a

endonukleazom , na
trak a
s a

n a js p o r i ja  
o b e le ž e n l  
O b e le že n i
II i
p reô lëéen  
e lek lro fo rezo m  
auteur a,diogTa.fi jom 
k am ple me n tarn og

odB2

I D -  203 C H i n c  I I D

fragment. je  zatim  d ig e r ira n
e lek lro fo re zo m  na g é lu

fragm ent dužine  S8bp.
na  Q%
analiziran je

lanca C SI i k a 1 3D

T4
s a  endonukleazom  

od ak rilam id a  
Reakctjam a z a  
po liak rilam idnom  
red o e led

su
k inazom . 

Nine 
iz o lo v a n  i 
se k v e n c lra n je ,  

g e lu  i
n u k leo tid a  don jeg

u o k v iru  p o z ic lja 2P4 C H i n f



SI i k a 18.



1 AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC 
Tap I

TGCACGGTGC ACCAATGCTT

SI CTGGCGTCAG GCAGCCATCG GAAGCTGTGG TATGGCTGTG CAGGTCGTAA

101 ATCACTGCAT AATTCGTGTC GCTCAAGGCG CACTCCCGTT CTGGATAATG

151 TTTTIT GCGC CGACATCATA ACGGTTCTGG CAAATATTCT GAAATGAGCT
-35 -10 ► ►►►► i RNK

201 GTTGACAATT AATCATCGGC TCGTATAATG TGTGGAATTG TGAGCGGATA

251

Hinc II 

ACAATTTCAC
SD

ACAGGAAACA 4» 4GATGAGCT AC

lac operator 

AACTTGCTTG GATTCCTACA
Min/ I

Slika 13. Deo se lfv en ce  klonet pDFBl.
Priko.za.no je  se k v e n c a  tCtC p rom o lo ro  fu z io n is a n o g  z a

etru k tu ra ln i gen  hum anog /? -in te rfe ron a . Pune l in i je  isp o d
sek v en ce  o zn a è a v a ju  m esta p re p o z n a v a n ja  re d o s le d a  n u k leo tid a
od red jen ih  en d on u k leaza . T ažk asta  l in i  ja  isp o d  sek ven ce
o z n a ë a v a  o p e ra to rsk i re g io n  z a  v e z iv a n je  ÌC£C r e p re s o ra .
Isp re k id a n e  l in i je  izn ad  se k v en ce  o zn ažo v a ju  "-3 5  ", "-IO "
r e g io n e  i  m esto v e z iv a n ja  r ibozom a (SD ). H o rizo n ta ln e
s t r e l ic e  o zn aò av a ju  s in tezu  p rim arnog tra n sk rip ta
<iRNK>, a  v e r t ik a ln e  m esto fu z i je  prom otora  i  g e n a .

3. Konstruisanie ekspresionoq piazmida sa tac promoiorom, 
qenom za /?—1 nier f er on i_ trpA termi naior om.

Klon pDF81 je u daljem radu poslužio za konstruisanje 
novog ekspresionog plazmida CpDFT!) koji je za razliku od 
polazne konstrukeije 1.6 kbp krađi, sadrži sekvencu za 
terminaci ju transkripei je C trpA terminator!) kao i 
rekonsti tuisano Bg l II mesto na 3 ’ kraju gena za 
^-interferon. Slika 14. shematski prikazuje tok konstrukeije 
klona pDFT koji je nastao istovremenom ligaeijom tri 
fragmenta DNK: a!) fragment od 0,77kbp koji sadrži tac 
promoter fuzionisan sa genom za /7-interferon, bD fragment od 
2,3k bp iz plazmida pBR322 i c!) fragment DNK od 36bp koji 
sadrži sekvencu trpA termi natora. Sekvencu trpA terminator a



S l i k a  14. Konstrukcija ekspresionog plazmida koji eađrži
fuziju tac promotora, slrukturalnog gena za hurnani
fì-interferon l sekveneu trpA terminator a.

K lon  pDF'01 je  isk o r ië éen  za, k o n stru isan je  ek ep ree lon og
p lazm ida  k o jl sadriži n a  3' k ra ju  g e n a  z a  ^ - In t e r fe r o n  trpA 
term inator. Iz o lo v a n  je  Pwu II -  Eco RI fragm ent <2,3 kb> iz  
p lazm ida  pBR322 k o ji s a d rž i "o r ig in "  rep U k ac ij©  t gen  z a  
/3~laklamazu (r e z is t e n c lja  na am p ic ilin ), Eco RI -  Sau 3A 
<0,77 kb> fragm ent iz o lo v a n  iz  p lazm ida  
t ac prom otor i  gen  z a  /3 -in le rfe ron
dvo lan fian i fragm ent k o ji s a d rž i sek ven eu

pDF81 k o ji s a d rž i 
i  © in te tisan  je

t r p J K  te rm in a to ra

C3ATGT AGCCGGCCT A  ATGAGCGGGCT T T T T T  T TGAG -«
ATCG G G G G G ATTACTCG CCCG AAAAAAAAG TC j . S e k v e n c e  5 ' t 3'

k ra ja  su s in te t is a n e  tako, da s e  l ig a e ijo m  re k o n e t itu iš e  B/g l
II odnoeno Ргш II mesto. Navedeni fragmenti eu pomešant i
ligirani pri žemu su i-ekonetiluisana Eco RI, Sgl II i Px>U II
m esta. S a  ovom  konstrukci jom je  tran sf orm iean  so j .»M ID I, a
k o lon ij©  su s e le k to v a n e
<40jjg/m l). Nakon tran s fo rm ac i je
(pDFT) k o ji je  p o sed o va o  
je  z a  ek s p res iju  kao i

na p o d lo z i
je  davi od

e v e  naznaëen© 
za  d o b ija n je

sa  am picilinorn
odabran ih  k lo n o va
e lem en to  iek o r ië é en

drugih  konstrukci ja . 
eu date skradeno:O znake za  r e s tr ik e io n a  m esta  na p lazm id im a

Eco, Eco R I ;  Baux, Beim H I ;  Pst, Pst I ;  Sau, Sau 3 A ;  Bgl , Bgl 
I I  ; HÌ7XC, H i П С  I I  ; P VU, Pvu I I  . O r ije n ta e ije  g e n a  ©u o zn ačen e  
s tre lic a m a . B ro je v i  o z n a ïa v a ju  p o z ie i je  re s lr ik c io n ih  m esta
i d im enzije  p lazm ida  u p a ro v im a  b a z a . G ra fičk i p rik az
tnedjusobnih d im en zija  p lazm ida  n ij©  p ro p o rc io n a la n .



3100, Eco,

2648, tìViT\ / f / *W
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52 ,Pst- >hl a
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% 4V

,Hira, 201

■ tactac'%x

pBFT 
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S l i k a  14.



E le k tro fo re z a  re e tr lk c lo n lh  fra.9m0na.tc1 DNK na g e luSlika 15.
od a g a r o z e .

Iz o lo v a n a  p lazn ildna DNK j©
endonukleazom . F o z lc l ja  1 I li: X
I I I  sa. trakarna d lm en zlja  23kb;
2,Okb; o.rscikb l  0,13kb>; 

ea Hin/ I I Hind
<503bp,517bp, SOöbp, 3Pdbp,

l 7!5bp̂  ; pozi ci ja 3:
dlmenzlja l5«3bp,1344bp i

poglavlju DOĐATAKD; pozlclja 

C R.SO, I digesti. jaD ; pozlclja 

trakarna dlmenzlja 15d!3bp, llPtìbp i

pozlclja ï 
III sa 

344bp, 2P3bp,
pi F4T C Rsa I

dlgerlrana sa Rsct I 
DNK (dlgerlrana sa H i n d

p,4kb; <S,<5kb; 4,3kb; 2,3kb;
i 10 : pBR322 Cdlgerlran
trakarna dlmenzlja i0 2 P bp , 

221bp, ZZObp, 154bp
digestiva sa trakarna

343bp, v ld e t l  mapu p lazrn lda u
4-3 k lo n o v l 1, <3, 11, 15 l 21

P: pDFBl QRsa I d lg e s t l ja  s a
34 lbp3  .



Slika 15.



smo đobili siniezom dva jednolančana komplemeniarna 
oli godeok s i nuk 1 eoii dna lanca CSlika 14D. Transformaci jom E. 
coli sa ligacionom smešom i restrikcionom analizom DNK 
izolovanih klonova CSlika 15}, pokazano je da su dobijene 
očekivane konstrukcije. Uporedna restrikciona analiza Csa 
Rsa I endonukleazonD novih konstrukcija sa plazmidima pIF4T 
Cvideti u poglavlju DODATAK fizičku mapu plazmida pIF4T i 
pDFSID i pDF81 pokazala je istovetne fragmente od 1565bp kod 
svih konstrukcija, istovetni fragment od 1196bp sa plazmidom 
pDFSl i fragment od 343bp sa plazmidom pIF4T. Na osnovu ovih 
kriterijuma i sekvenciranog dela fuzije gena /?-interferona i 
trpA terminatora Cnije prikazano) , inicijalni klon broj 6 a 
oznaCen u dal Jem radu kao pDFT, poslužio je za ekspresiju 
/?-interf erona i konstruisanje ekspresionog vektora sa
hi bridnim Pl £ l promot or om Copisano dal je u tekstuD .

Ova konstrukcija je u odnosu na pDFSl imala nekoliko 
prednosti. Osim ubačene sekvence za terminaciju 
transkripcije, ona je siromaSnija za jedno restrikci ono 
mesto koje prepoznaje Mine II endonukleaza Sto je opet 
značajno pojednostavi1o konstruisanje ekspresionog vektora 
sa novim Pl £1 promotorom. Pravi jenjem ove konstrukci je 
uklonjen je fragment od 1657bp Cu okviru koga se nalazi rop 
gen - "repressor of primer'O, a smatra se da se kao 
posledica toga dobija povedanje broja kopija plazmida sa 
prosečnih 18 na 30 kopija po hromozomu CSoberon et al., 
1980; Twigg i Sherratt, 1980 i Hanahan u laboratorijskom 
priručniku Maniatis et al., 1983Ј> Antivirusna aktivnost 
proizvoda ekspresije gena za humani /9-interferon kod ove 
konstrukcije pokazana je na tabeli I.

4. 4. Konstruisanje ekspresionog plazmida sa novim hi bridnim 
Pl £ l promotorom.

Za konstruisanje novog hibridnog promotora posluSili su 
nam delovi sekvence tac promotora nizvodno od "-35" regione 
i Pl promotora faga X uzvodno od "-35“ regione CSlika 13 i
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16 i videti sekvencu Pl promotor a faga X u poglavlju 8 
DODATAIO. Pošio novi Putì promotor sadrži elemente poreklom 
od Pu promotora faga X, trp i lac promotora za njegov naziv 
su iskorišđena njihova početna siova.

tac

Pu

Pu 11

AT AT " -  3 5 " " - I O "
i RNK

AT " -  3 5 " " - 1 O '•

o
i  RNK  
X

O L OL  
3 2

OL
1

AT 1 Ш 
4-

-0
- 

« " - I O “
i RNK

— X--------------------------------------
au öl o

3 2
Slika 16. S h e m a t s k i  p r i k a z  o s n o v n i h  e l e m e n a t a  k o  ji s u
e a d r ž a n i  k o d  tac, Pu i  Putì p r o m o t o r e .  A T :  AT  b o g a t e
s e k v e n c e  ; ( O L  , OL  , OL  i  0 > :  o p e r a t o r s k i  r e g i o n i  z a

v e z i v a n j e  r e p r e s o r a  X f a ga  i
o t p o S i n j a n j a  s i n t e z e  p r i m a r n o g  

p r o m o t  o r a .
t
l ac r e p r e s o r a ;  

r a n s k r i p t a ;  C ̂ 5 :
i RNK : 
me s  t o

me s  t o 

f  u z  i  j e

Deo 1 i neari zovanog plazmida pDFT kod koga je
parcijalnom digestijom sa Nine II endonukleazom izolovan 
fragment kome nedostaje S ’ uzvodni region od "-35" sekvence 
tac promotora, vezan je sa fragmentom DNK izolovanim iz 
plazmida pEMBLex2 koji sadrži sekvence Pl promotora uzvodno 
od "-35" regiona. Izolovan je klon broj 6 i okarakterisan 
restrikeionom analizom i sekvenciranjem promotorskog
regiona i označen u daljem radu kao pDFP CSlika 17, 18, 19
i 305.
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Slika. 17. Shem atek i p rikaz
p lazm ida  ko ji s a d rž i gen  za
h ib r id n ag  P'L.tt prom otora.

pDFT je linearizovan 
parci jalna digest.ija

i def'oeforilisan fragment 
sa C Eco RI-Nine I I 5

iz  p lazm ida  pEM BLEX2, 
ra g io n a .

konstrukcij©  ek ep re s io n o g
(3— in te r fe ro n  pod kontrolom

ea Eco RI endonukleazom i 
endoriukleazom N i n e  II.

Nine II'.-Eco RI <Z8PP

plazmid 

urađena je

Xzolovan je

bp> i lig iran  ea C E c o  RI - N i r i C  H D  fragmenlom

je izolovan iz plazrriida pEMBLEX2, a sadrži 

promotora uzvodno od "-ЗЗ” ragiona. Sa ovom

transfermisan soj JMlOl, a kolonije su

podlozi ea ampicilinorn <40 jUg/rnl). Oznak©

mesta na plazmidima su date skraćeno: Eco, Eco
I; B g l , B g l  I I ;  N i n e ,  N i n e  II ; . Orijentaclje 

slrelieama. Brojevi oznafiavaju pozieije reetrikeionih mesta

i  dimenzije plazmida u parovimo, baza. Graf id ki. prika.z

medjusobnih dimenzija plazmida nije proporcionalan.

od I l o  bp  ko ji 
r e g io n  X Pl, 

konetrukeijom  je  
s e le k to v a n e  na
z a  re s tr ik e io n a
RI ; Pst, Pst

g e n a  eu oznadene
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S i i l o .  1 8 . E lek tro f 'o re za  res lr ik e ion ü -i îra gm en a ta  DNK na ge-lu 

od a g a r o z e .
I z o lo v a n a  pLazm ldna DNK je  dvostruko^ dlgerlr-ana. sa

Eco  R I  l  Rine  I I  eridonukU azam a. P o z lc l ja  i  k lon  b ro j <5;
p o z lc l ja  Z: sm eša X DNK C HiTid I I I  d ig e s t i  l  фк  1 7 4 R F  C Hct& I I I

d lg e s O  .
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SI i  k a  19. A u torad iogram  DNK de-la s sk v e n c e  klonet pDFP.
S e k ven ca  k lon a  pDFP j© rad jen a  po procedura M axam -a i

O ilb e r t -a  <ie>aa>. P lazm idn i k lon  pDFP j© d ig e r ira n  sa  Eco 
RI ©ndonukleazom  i d e fo s f 'a r ilis a n . 5" k r a je v i su o b e le ž e n i sa  
P reakeijotn  k in a z ira n ja  sa  Г4  kinazorn. O b e le S en i fragm en t
j© zatim  d igerira i") sa  endonukleazom  P v 'U  I I  i e lok tro l'o rezam  
na g-elu od p o lia k r ila m id a  iz o lo v a n  j© i  p r e é ië é e n  fragm en t 
du žin e 315bp. R eakc ijam a z a  s e k v e n c ira n je , e le k tro fo r e z o m  na
ta% po liak rilam id n om  g e lu  i  a u to ra d io g ra fijom , a n a liz ira n  j©
re d o s le d  n u k leo tid a  g o rn je g  la n c a  DNK u o k v iru  p o z ie i ja  13 "
ne CSlika 20D .
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1 AATTCCCGGG ATCTCTCACC TACCAAAGAA TGCCCCCCTG CAAAAAATAA

ÛL3 Ol 2
51 ATTCATATAA AAAACATACA GATÄÄCCÄTC'TGCGGTGÄTÄ AATTÄTCTCT 

-35-------  ---10__lac operator
101 GGCGGTGTT GACAATTAATC ATCGGCTCGT ATAATGTGTG GÄÄTTGTGÄG 

HincI I ►►►► iRNK
_SD

151 CGGATÄÄCAA"TTTCÄCÄCAG GAAACAG

Slika 20. Deo sek v en ce  k lon a  pDFP
P rik azan a  j© se k v e n c a  P l  t l p ro w o to ra  

Struktur a ln i  gen  hum anog f? -in te r fe ro n a .
sek v en ce  o zn a č a v a ju  m esta p re p o z n a v a n ja  
od red jen ih  en d on u k leaza . Tačkaste  l in i  je
o zn a č a v a ju  o p e ra to rsk e  r e g io n e  z a  v e z iv a n je  
r e p re s o ra  f a g a  X. Isp re k id a n e  l in i je
o zn aS ava ju  "-35 ", " - IO "  r e g io n e  i  mesto
(SD ). H o rizo n ta ln e  s t r e l ic e  o z n a ïa v a ju
tra n sk rip ta  <iRNK>.

f 'u z ion isan og  z a  
Pune l in i je  isp od
re d o s le d a  n u k leo tida

izn ad  sek v en ce
l a C  r e p r e s o r a  i 

izn ad  sek ven ce
v e z iv a n ja  ribozom a  
s in tezu  prim arnog

5. Ekspresija gena za human! ß-inierferon pod kontrolom 
hi br 1 dni h tac i. Pl £ l promotor a.

Osobine tac i Pl ££ promotora su ispitivane poredenjem 
nivoa ekspresije gena humanog ß—interferona kod dva 
rekombinantna plazmida pDFT Ckonstrukcija koja sadrži tac 
promotor) i pDFP Ckonstrukcija koja sadrži PLti promotor) 
CSlika. 14 i 17D. Pažnju smo posebno obratili na to da oba 
konstruisana plazmida budu gotovo identična, izuzev onog 
delà promotora koji kontrol iše i aktivira transkr i pci j u gena 
za humani /9-interferon. S obzirom da Pl £L promotor, pored 
regi ona za vezivanje lac represora Cproizvoda lac I genaD 
sadrži i region za vezivanje temperaturno senzitivnog 
represora faga X Cproizvoda cI857 genaD, dvostruka kontrola 
represi je i derepresije je bila moguća kada je soj POP2136, 
koji sadrži gen c1857 u svom hromozomu,posiužio kao domađin 
za plazmid pDFP, dok je za plazmid pDFT korišden 
soj-domađin JM101 Cne sadrži gen cI857i. Indukcija je kod 
oba ekspresi ona sistema rađena u ranoj stacioniranoj fazi 
rasta deli ja domadina. Za indukciju je korišden 1 mM IPTG



SI i k a 21a i b .
f'u z ija .

a> P lazm td i
konstru tsan  ju I etc Z
© đ gova ra ju ć i p rom otor 
i  k o ji su o g ra n ifien i 
su u fa z i  č ita n ja
defosforlltsa .n et Eco RI,

K onstru iean j© prom otor—In te r fe r o n -1 O.cZ

pDFP i
fuzija.

i prvtVi 4<5
sa Eco RI 

sa
ÏPjCL I

konstrukeijam a je
k o lo n ija  je  rađ jen a  

K o lo n fje  ko je
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Hind. Ill m esto p tazm ida 
od 2 .4  kb tz o lo v a n  iz
R ee tr tk c ion a  m esta Hind 
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t PVXL II mestima, fuztonteant  
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m esta ptazm ida pCO NS. S a  ovini 
t ra n s f o r  m isan so j J M lO l a
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p ro iz v o d e  /З-g a la k to z id a z u  su
ëo tje  x - ö a l - a .  R ezu ltu ju će

pD FPZ su datje  isk o r iš ć e n e  z a  
ргеко ak tiv n o st iprornoiora

su popun javan jem  u vu žen ih  3' 
po lim erazom  X DNK CpotIK). S a
je  tra n s f orm isan  s o j JM IO I a

su u datjem  radu p o s tu ž ite  da se  u 
pD FTZ i  pD FPZ u bac i fragm en t Bg l I I

fa g a  X a sađrži C 1 8 5 7  re p re s o r .
I l i  i Bg l I I  p oë to , ne ead rže  

p re  re a k c t je  t ig a c i je  p o ra vn a ta
k ra je v a  enzimskom reak c ijom  sa  

o v in i ptazmtdnim  konstrukeijam a 
s e le k c i ja  k o to n ija  je  rad jen a

na podtogam a sa  am pic itinom  <40j2g/ml>. K o to n ije  ko je
p r o iz v o d e  /"J-galaklozidazu su d e tek to va n e  ra zm az ivan jem  na
ë o t je  x -O a l-o .  R ezu ttu ju ć i p la zm id i (p D F T ZcI i  pD FPZcI)
sa d rže  cl gen  z a  ternperaturno s e n z it iv n i  r e p re s o r  fa g a  X.
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C i a ,  Cia. I ;
stre ticam a .

i  d im en z ije

II ; Sma, Siria, I ;
su oznaëen©
re s tr ik e io n ih  m esta 
O ra fiS k i p r ik az
p ro p o rc io n a la n .

m edjusobnih
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p tazm ida  u p a ro v im a  ba za . 
d im en ztja  p tazm ida n ije



a  s.827

.tco, .1
,raflC,Z03

SI i k a 21 a



6202, Нз?У-{,

<2

tco,.Hire, dot

h

%,!, 
\ \ \ \wWv

tcJ.0 ip \ \ n

dDFt:
6602 bp

X4\\\\

%  ' 1 S S

‘l‘iui f lfrijÆ

.6108, Mini,
' tC$?jÀ,  109

Piti  JF N^ j 4

6508 bp

%
\\\

-• Cia

1 lac 2 
J

ih!
ill

3835, Cla!

1.11 inet I I I
2 .Popun J  avari Je krajeva 

sa PoïlkHuNTPs
З.С1ЛР

J.. Izoliuo se Bffl i l  /raquent od 2,4kb 
, . 12 X l.açra koji s adirai «en c lts85?
«1-------  2. Popunjavanje krajeva sa PolIkMdNTPs

LIGACIJA

i.Hind 11 ï

З.С1ЛР

LI GnCIJii

, izco .1 
1 .Mine. 203

7440, C la ^ J ÿ  

(j/cli f 1

Eco, i 
Hire, 109

Pit i IF ;\\ LJ â, 113Ж

CI a, 3835 CJ a, 3741

SI i k a £1 b .



kod obe plazmidne konstrukci je, a kod plazmidne konstrukcije 
pDFP, povišenjem temperature medijuma na 42° C.

Tabela I. Ekspresija gena za humani /5-interferon 
pod kontrolom t a c  i Pl t l  promotora.

p r om o t o r / <x
k o n s  t r uk t

b
t ernpe r a t u r a

i  n d u k  c
. . c
1 j a

I F N
, d 

a k t i v n o s t
e

R A PI P T G
o

42

id C / p D F T 3 7 _ 3 , 2 x 1 0 ® 1 , 0
« 1

3 7 - - 5 , 3 x 1 0 0 , 2

P l  1 1 / p D F P 3 7 + 4 8 , 5 x 1 0 ® 2 , 7
«« 30 + 4- 2 , 1 x 1 0 ® 0 , 7
1* 30 - + 1 , 6 x 1 0 ^ 0 , 5
« « 30

"
5 , 1 x 1 0 0 , 2

v i d e t i  Slike 13. i  16. no. k o  j i m a  j ©  o p i s a n  t o k  
k o r i s t r u i a a n j a  e k s p r e s i o n i h  v e k t o r a .  K o n s t r u k c i  j a  s  tCLC 
p r o m o t o r o m  j ©  k a o  đ o m a ć i n a  k o r i s t i l a  s o j  JMlOl, a  s a  
Pl t i p r o m o t o r o m  POP2136. 
b , c

K u l t u r a  k o j a  s a d r ž i  p l a z m i d n e  k o n s t r u k c i j e  s a  tCLC
p r o m o t o r o m  je r a s l a  u m e d i jumu na 37 C ,  a sa Pl tlo . °
p r o m o t o r o m  n a  3 0  x. 37  C d o  r a n e  s t a c i o n a r n e  f a z e ,  a
p o t o m  i n d u k o v a n a  1 2 0  m i n u t a  s a  l mM I P T O - o m  i l i  

. op o d i z a n j e m  t e m p e r a t u r e  na 42 ili na o b a n a ò i n a  i
dal je o b r a d j e n a  za m e r e n j e  a n t i v i r u s n e  a k t i v n o s t i  kao 
ëto je o p i s a n o  u p o g l a v l j u  METODE. 

d
In te r fe ro n sk a  a n t iv iru s n a  ak tivn o st je  p r ik azan a  

kao b ro j je d in ic a  po op tiëko j g u s t in i <1 OD) n a  550  nm 
u jedno j l i t r i  k u ltu re

Por eden jem aktivnosti /5-interferona dobijene pod
kontrolom t a c  i Pl £ì promotora može se uoCiti da je pod 
istim uslovima rasta đelija C37° CD konstrukcija koja sadrži 
Plìì promotor pokazala 2.7 puta veđu aktivnost CTabela ID.

Na Tabeli I. pokazano je takođe da temperatura medijuma 
na kojoj rastu deli je domadina znatno utide na ni vo 
aktivnosti interferona koja je dobijena pod kontrolom Pl £1 
promotora. Tako je pokazano da se maksimalna aktivnost 
postiže pod kontrolom Pl £1 promotora kada se indukcija vrši 
povišenjem temperature medijuma sa 37° C na 42° C u 
prisustvu lmM IPTG-a. Pod istim uslovima indukcije i pod 
kontrolom istog promotora dobijena je četvorostruko manja
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činjenica da, pored regiona za vezivanje lac 
represora, Putì promotor sadrži i region za vezivanje 
represora f aga X CCI represor), ukazivala je da ubacivanje 
ovog represora u sistem može znatno da izmeni karakteristike 
promotora. Da bi eksperi mental no potkrepili ovu tvrdnju i 
proučili stvarni efekat ove karakteristične sekvence na 
regulaciju promotorske aktivnosti, kao i da bi ovakav 
dvostruki sistem represije-derepresije mogli da poredimo sa 
dobro proučenim tac promotorom, ubacili smo cI857 gen faga X 
u del i je domađina CJMIOI^ koje sadrže tac-lF-lacZ i 
Putl-lF-lacZ fuzije i to na dva načina: 1} kotransformacijom 
sa plazmidom pel Cna kome je kloniran gen 018571 CSlika 2.31 , 
ili 21 kloniranjem u restrikciono mesto Hind III plazmida 
pDFPZ i pDFTZ CSlika 21b3.

Temperaturu medijuma na kojoj su rasle delije 
držali smo na 30° C ili na 37° C, a indukcija je vršena sa 
lmM IPTG-om ili podizanjem temperature medijuma na 42° C, 
ili na oba načina. Slike 24a i 24b prikazuju rezultate 
dobijene rastom đelijske kulture na temperaturi medijuma od 
30° C i 37° C kada se na posebnim plazmidima u deliji nalaze 
represor faga X i jedna od konstrukcija promotor-IFN-lacZ 
fuzija. Jasno je da i lac i CI represor efikasno kontrolišu 
Putì promotor pokazujudi združeni efekat represi je i njihove 
derepresije, posebno na temperaturi medijuma od 30° C.

Dakle, pojedinačna indukcija na ovoj temperaturi samo 
delimično aktivira promotor, a jasan efekat indukcije se 
postiže tek nakon inaktivacije oba represora. Konstrukcija 
koja sadrži tac promotor pokazuje znatno niži ni vo 
aktivnosti /З-gal akt ozi daze. Rastom deli ja domadina koje 
sadrže konstrukciju sa Putì promotorom, na temperaturi 
medijuma od 37° C, dobija se isti efekat aktivacije 
promotora dvostrukom derepresijom. Inaktivacijom samo lac 
represora posti že se uočljivo vi Si ni vo aktivnosti Putì 
promotora, Sto može da se protumači kao posledica delimične
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rastu naaktivnost u slučaju kada delije domatfi na 
iemperaiuri medijuma od 30° C. Iz tabele se jasno vidi da je 
transkripcija preko Pvtl promotora konirolisana preko 
proizvoda cI857 i l a d  gena i da se tek deaktivacijom oba 
represora postiže najviši stepen ekspresije.

4. 6. Ekspresija ß-interferon-lacZ qenskih fuzi ja pod kontrolom 
hibridnih tac i_ Pl t l promotora.

Da bismo meriti Jačine promotora preciznije i 
jednostavnije i da bismo proudavali i poredili njihove 
osobine, konstruisali smo fuzije hibridnih
promotera-i nterfer ona-LacZ gena i uporedili aktivnosti 
/?-gal akt ozi daze Cproizvod lacZ gena) r ekombi nantni h pi azmi da 
CSlika 21al>.

Da bi rezultati mogli što bol je da se porede i
usaglase, sve piazmidne konstrukcije su bile gotovo 
identidne osim dela regulatornog regiona koji kontroliše 
ekspresiju fuzije ß-interferon- lacZ gena. PIazmidne
konstrukcije pDFTZ i pDFPZ su testirane na fJ~gal aktozi daznu 
aktivnost. S obzirom da deli je domadina CJM1015 
hiperprodukuju lac represor onda su i tac CpDFTZD i
Pl ì L CpDFPZD promoter bili pod kontrolom istog represora, a 
derepresija je efikasno vršena prisustvom ImM IPTG-a. Na 
Siici 22. se vidi da Plìì promoter posi e indukeije
omogudava dva puta vedu ekspresi ju ^5-gal aktozi daze nego tac 
promotor. Ako se posmatraju njihovi konsti tuti vni ni voi 
ekspresije uodava se da su ni voi derepresi je siidni kod oba 
promotora: 21 za Putì i 25 puta za iac promotor.

Pod ovim eksperimental nim okolnosti ma smo dakle 
pokazali da je hibridni Plìì promotor jadi u poredenju sa 
hibridnim iac promotorom, ali da ima i znadajno povišenu 
konstitutivnu ekspresiju. Odnos jadina promotora je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim za aktivnosti promotora 
sa konstrukci jama sa kojima je merena antivirusna aktivnost 
/?-interf er ona.
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činjenica da, pored regi ona za vezivanje lac 
represora, Putt promotor sadrži i region za vezivanje 
represora faga X CCI represor) , ukazivala je da ubaci vanje 
ovog represora u sistem može znatno da izmeni karakteristike 
promotora. Da bi eksperimental no potkrepili ovu tvrdnju i 
proučili stvarni efekat ove karakteristidne sekvence na 
regulaeiju promotorske aktivnosti, kao i da bi ovakav 
dvostruki sistem represije-derepresije mogli da poredi mo sa 
dobro proučenim tac promotorom, ubaci li smo ci 857 gen faga X 
u delije domadina CJM1015 koje sadrže tac—IF-lacZ i 
Pist 1-IF-lacZ fuzije i to na dva naCina: 15 kotransf ormaci jom
sa plazmidom pci Cna kome je k Ioni ran gen cl 8575 CSlika 235, 
ili 25 kloniranjem u restrikeiono mesto Hind III plazmida 
pDFPZ i pDFTZ CSlika 21b5.

Temperaturu medijuma na kojoj su rasle delije 
držali smo na 30° C ili na 37° C, a indukeija je vršena sa 
ImM IPTG-om ili podizanjem temperature medijuma na 42° C, 
ili na oba načina. Slike 24a i 24b prikazuju rezultate 
dobijene rastom delijske kulture na temperaturi medijuma od 
30° C i 37° C kada se na posebnim plazmidima u deliji nalaze 
represor faga X i jedna od konstrukcija pr omotor-IFN-lacZ 
fuzija. Jasno je da i lac i CI represor efikasno kontroliSu 
Pi,tl promotor pokazujudi združeni efekat represi je i njihove 
derepresije, posebno na temperaturi medijuma od 30° C.

Dakle, pojedinačna indukeija na ovoj temperaturi samo 
delimiCno akti vira promotor, a jasan efekat indukeije se 
postiže tek nakon inaktivaeije oba represora. Konstrukcija 
koja sadrži tac promotor pokazuje znatno niži nivo 
aktivnosti /?-gal aktozi daze. Rastom deli ja domadina koje 
sadrže konstrukeiju sa Pvtl promotorom, na temperaturi 
medijuma od 37° C, dobija se isti efekat aktivaeije 
promotora dvostrukom derepresijom. Inaktivacijom samo lac 
represora posti že se uočljivo viši ni vo aktivnosti Pî tl 
promotora, što može da se protumači kao posi edica delimične

ôî



inaktivacije CI represora na temperaiuri medijuma od 37° C. 
Pod istim usiovima, konstrukcija pod kontrolom tac promotora 
je pokazala nekoliko put a niži nivo ekspresije
/'ì-galaktozi daze, a X represor nema nikakav znadajan efekat. 
Istovremeno, ako se poredi sa sistemom koji ne sadrži X 
represor CSlika 22 i 24.D,jasno se uočava skoro za ceo red 
veličine niži nivo ekspresije /?-gal ak tozi daze pod kontrolom 
oba promotora. Dakle ubaci vanjem gena za CI represor na 
posebnom piazmidu, a u istu deliJu domadina, postignut je 
efekat regulacije tr anskri pci je preko Plì. 1 promotora.
Medutim, nivo ekspresije drastiCno je smanjen i to za ditav 
red velidine kod oba ekspresiona vektora. Svakako da 
ubaci vanje dva piazmi da, koji se istovremeno nalaze u vide 
kopija u istoj deli ji, može da ima samo negativno dejstvo na 
i shod ekspresije.

Da bi se ovaj negativni efekat dva razlidita piazmida 
uklonio, a istovremeno zadržala kontrola nad Pl t I promotorom 
preko X represora, u slededoj fazi istraživanja smo u Hind 
III mesto postojedih plazmidnih konstrukcija pDFTZ i pDFPZ 
klonirali Bgl II fragment od 2,4kb poreklom iz faga X koji 
sadrži gen za temperaturno senzi ti vni represor CSlika 21bD. 
Cilj ovog eksperi menta je bio dobijanje jednog sistema koji 
može 1 akše da se k ont roi i še, jer je sistem sa samo jednim 
plazmidom koji se nalazi u velikom broju kopija po deliji 
sigurno stabilniji, pa se može odekivati da i sam ishod 
ekspresije bude povoljniji.

Aktivnosti promotora, izražene u jedinicama 
/9-gal aktozi daze, merene su kod pi azmi da pDFTZcIC-D kada je 
gen cl857 bio orijentisan obrnuto od kretanja kazaljke na 
satu C- or i jentaci j a!) , a kod plazmida pDFPZcIC-D i
pDFPZcIC+D u obe orijentacije. Slika 25a i 25b prikazuju 
aktivnosti f?-gal aktozi daze sa plazmidnim konstrukci jama 
pDFTcIC-O i pDFPZcIC-O pri rastu deli ja domadina na
temperaturi medijuma od 30° C i 37° C. Uodava se da je kod 
obe ove plazmidne konstrukci je nivo /î-gal aktozi daze znatno
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viSi nego u sistemu koji sadrži dva razlidita ekspresiona 
plazmida u isioj deliji domađinu. Kod ovih konsirukci ja, gde 
je genska fuzija pod kontrolom Pl H  promotora, združeni 
efekat dva represora je izrazit. Pri rastu deli ja domadina 
na temperaturi medijurna od 30° C, pojedinadnom inaktivacijom 
represora nivo ekspresi je se delimidno povedava, dok je 
potpun efekat derepresije jasno izražen tek nakon
inaktivacije oba represora. Tako se inaktivacijom lac 
represora postiže derepresija od SO puta, a inaktivacijom Cl 
represora 70 puta, dok se potpunom inaktivacijom oba 
represora postiže derepresija od dak 400 puta. Na 
temperaturi medijurna od 37° C faktor total ne derepresije je 
znatno ni Si i iznosi samo 36. Ovakva razlika u stepenu 
derepresije je odigledno vezana za delimidnu i nak ti vaci ju 
temperaturno senzitivnog represora na poviSenoj temperaturi, 
Sto se posebno ogleda u nivou aktivnosti f?-gal nakon 
inaktivacije lac represora koja je detiri puta veda nego na 
temperaturi od 30° C CSlika 35a i 35bD .

Dakle, na višoj temperaturi medijuma ita kojoj su rasle 
deli je domadina nalazimo i vi Si konsti tuti viti nivo
ekspresije. To može da bude posi edica deli midne temperaturne 
inakti vacije CI represora, ali je i nivo ekspresije nakon 
dvostruke indukcije Cinakti vaci je oba represora!» za 35% vedi 
u odnosu na onaj pri niSoj temperaturi medijuma. 
Istovremeno, ekspresioni plazmid koji se nalazi pod 
kontrolom tac promotora, kao Sto se i odekivalo, nije 
pokazao primetnu Inducibilnu zavisnost od X represora, a 
nivo ekspresije je niži u poređenju sa Piutl promotorom.

Porededi ni vo ekspresije /î-gal aktozidaze kod 
plazmida pDFPZcIC-O i pDFPZcIC+D CSlika 36a i 36b. !> , gde se 
transkripcija sa ci gena vrSi u obe orijentacije u odnosu na 
smer transkripcije sa Pl £L promotora, utvrdili smo siedede: 
aD na temperaturi medijuma od 30° C, konstrukcija kod koje 
je orijentacija ci gena C -3 , pokazuje niži nivo
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n i  V O akti vnostikonsiiiutivne ekspresije, dok je 
/5-gal aktozi daze pri punoj derepresiji 50% viši u odnosu na 
C+D orijentaciju, bD inaktivacija kako Cl tako i lac 
represora je izrazitija kod C-O ori jentaci je, cD da je na 
temper at uri medi j urna od 37° C aktivnost /5-gal aktozi daze pri 
kompletnoj derepresiji za 30% viša kod konstrukcije sa C-D 
orijentacijom cl gena, dD kod konstrukcije sa C+D 
orijentacijom cl gena maksimalna sinteza /5—galaktozidaze se 
dobija ako se indukcija obavlja samo sa ImM IPTG-om, dok se 
pri kompletnoj derepresiji u stvari dobija 16% niža 
akti vnost

4. 7. Efekat temperature na ni vo ekspresi je kloni rani h 
gena.

Pod svim okolnostima, bilo da je merena ekspresija 
/5-inter f erona ili ß-i nter fer on-1 acZ fuzije i nezavisno od 
promotora koji je kontrolisao ekspresiju, najviši nivo 
ekspresije je dobijan na temperaturi medijuma od 37° C. 
Pokazano je da je nivo /5-gal bio maksimalno ispoljen kod oba 
promotora nakon inaktivacije lac represora kao jedinog 
prisutnog u sistemu, a da su pod istim usiovima inaktivacije 
pri povišenoj temperaturi C 42° CD oba promotora ispoljila 
65% svoje maksimalne aktivnosti CTabela IID. Interesantno je 
da se i konstitutivni nivo ekspresije smanjuje za 20% nakon 
poveđanja temperature na 42° C. Ovakav efekat je uodljiv i 
kod konstrukcije koja sadrži tac promotor i cl gen CSlika 
25bD .
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TABELA II.
Ak ti vnosti promotora prikazane u jedinicama /?~gal aktozidazea
PROMOTOR/  
KONSTRUKT b o c  3 7 C o d 

42 C

i nduk  c 
o

3 7 C

e
t j a

o
42 G

PL. t 1 / p D F P Z
t ac /  p D F T И

449
166

369
131

9311
4545

6013
2969

V id e ti p o g la v lje  METODE

Videti Slik’U 13 i 16

S o j J M IO I hiperprodukuje taci rep reso  r
operatorsk© reg ione  kod oba  promotora.

o
Je o d red jw an a  no 37 C u  neindukovanom sian ju .

i vezu je  
Aktivnost

se za  
promotora

a o
K ultura ó e lija  je u sgajana  na 37 C do pribttžno

A <500 a  zatlm je 120 minuta držana na
o

medijuma od 42 C, a  zatim morena aktivnost /?-galaktozidaze.

0,2 OD na
temperaturi

ternperaturamaIndukcija je  v ršen a  
sa 1 niM IP T G ~ om .

na naznačenim 120 minuta



5. DISKU5IJA

lako ved postoji obi 1 je podataka i saznanja o
ekspresiji kloniranih gena u E. coli, još uvek ne postoji 
jedna uopštena shema za dobijanje najefikasnije ekspresije 
bi1o kog kloniranog gena ili radi fundamental ni h
istraživanja ili za potrebe industrije. To je svakako razlog 
Sto se u mnogi m s vet-ski m laboratori jama svakodnevno
konstruišu nove varijante ekspresionih vektora. Mogudnosti 
poboljšanja i iznal aženja novih varijant-i vek t-or a gotovo su 
neograni Cene. Plazmidni vektor pBR322 CBolivar et al. 19775, 
zbog svojih izuzetnih svojstava, predstavlja jedan od
najviSe koriSdenih vektora. Zadivljujuđe je Sto je za 
relativno kratko vreme, od kako je konstruisan, ovaj vektor 
dobi o preko sto pedeset svojih derivata CBalbàs et al.

19865.
Svaka laboratorija reSavajudi svoje pojedinadne 

problème najdeSde konstruiše specijalizovane plazmidne 
vektore, koji zatim mogu da efikasno posiuže i Sirim 
zahtevi ma, ili kao gotov vektor za kloniranje, ekspresiju 
nekog gena, ili za proudavanje regulatornih sekvencì.
Takode, desto se samo delovi plazmida sa određenim
specifidnim elementima koriste za konstruisanje novih 
speci j al i zovani h plazmida. NaS hibridni promot or je upravo i 
lias tao povezi vanjem elemenata poreklom iz razliditih
ekspresionih plazmida. Dakle, cilj nam je bio s jedne 
strane, optimizacija ekspresije kloniranog gena za humani 
^-interferon Ckao model-gena5 regulacijom na nivou
transkripcije, a s druge strane, konstruisanje jednog 
fTeksibi1nog promotore koji bi mogao da pokrije Siri spektar 
specifidnih zahteva za ekspresiju razliditih gena.
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S- 1• Obrada kloniranoq gena humanoq ß-inierferona za
konstrukci iu ekspresionoq vekiora.

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

Poznato je da egzonukleaza Bai 31 skraduje jednolandane 
i dvolandane krajeve DNK stvarajudi smeSu progrès!vno kradih 
molekula. Rezultujuda smeSa nije homogena ved se statistidki 
gl edano, dobija na j vedi broj molekula sa G-C baznim parom 
k ao ter mi nal ni m nuk 1 eot i di ma C Guo i Wu, 19832).

Mi smo analizirali sekvence osam odabranih klonova kod 
kojih se delecija odvijala približno do ATG kodona. 
Sekveneiranjem datih regiona kod odabranih klonova je 
utvr đeno da su se sve delecije nal azile u okviru lQbp 
uzvodno i nizvodno od ATG kodona. Konstatovaii smo, ako se 
naravno ogranidimo na ovaj region od “±19bp", da je u šest 
C75%D si učajeva 5 ’ ter mi nal ni nukleotid bio C, a da su se 
dva C25%3) ter mi nal na 5 ’ kraja završavala sa nuk leoti doni A. 
Interesantno je navesti da, mada je G u okviru ovog regiona 
dvostruko rede zastupljeno od C, nijedan anali zirani klon 
nije imao G na 5 ’ terminusu. Posmatrajudi sekvencu u okviru 
ovog regiona, vidi se da u sedam sludajeva iza nukleotida G 
nizvodno siedi nukleotid T, dok u šest sludajeva su to A ili 
C. Normal no bi , znadi, bilo i očekivati sìidnu distribueiju 
redosleda nukleotida i kod analiziranih klonova. Ipak, od 
Sest klonova koji su kao 5 ’ kraj imali nukleotid C, kod pet 
klonova je drugi nukleotid nizvodno bio T, a samo je kod 
jednog klona bio A. Ako se sada posmatra nukleotid koji 
prethodi nukleotidu C, vidi se da se T i A svaki u datom 
regionu pojavljuju po detiri put a, dok se G i C pojavljuju 3
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ođnosno dva puta. Ovakav odnos je znatno drugačiji kod 
analiziranih klonova: C se ne pojavljuje ni jedanput, A se
pojavljuje kod jednog klona, T se pojavljuje kod dva klona, 
a G se pojavljuje kod tri klona. Dakle, u okviru 
analiziranog regiona od "±19bp" sekvenca 5 ’ GCT 3 ’ je 
zastupl jei'ia ukupno tri puta i upravo su se među osam 
analiziranih klonova našla sva tri kod kojih je delecija 
išla do C u okviru ove sekvence.

Naravno, teško je na osnovu ovako malog broja 
analiziranih klonova izvuđi uopšteni zakljudak koje sekvence 
prvenstveno ‘‘prigušuju" aktivnost egzonukleaze Bal 31, ali 
je sigurno da specificane sekvence diktiraju "nagomi 1 avanje“ 
određenih dužina deletiranih fragmenata. Ovo treba imati u 
vi du prilikom planiranja skradi vanja fragmenata DNK 
egzonukleazom Bai 31 na unapred definisane dužine. Tako se 
može zakljuditi da se u našem primeru delecije 5 ’ regiona 
uzvodno od sekvence za ^-interferon, aktivnost Bai 31 
egzonukleaze u 63% sludajeva zaustavljala Cu okviru "±19bp‘0 
na sekvencama: JC¥. Prema tome, vrlo je moguđe, ukoliko
u okviru planiranog mesta skradivanja molekula egzonukl eazom 
ne postoji navedena sekvenca ^ JC¥, ili opStije [>•1 C ¥ , da 
se mora radunati na neophodno pretraživanj e znatno vedeg 
broja klonova da bi se pronašao molekul DNK sa željenim 
skraćenjem.

S. 2. Ek spresi ja gena za humani .в-i n t er f er on.
U poglavlju REZULTATI C4.1D. i u prethodnom del u 

poglavlja DISKUSIJA govorili smo o probi emù "dišdenja'* 
sekv e n d  koje se nalaze uzvodno od strukturalnog gena 
Cporeklom iz eukariotaD sa ciljem da se dobije njegova 
ekspresija pod kontrolom prokariotskog promotora u bakteriji 
E. coli. Među klonovima koje smo anali zinali r estri k ci oni m 
mapiranjem i sekvenciranjem, odabrali smo onaj kod koga je 
bila odstranJena kompletna regulatorna sekvenca i sekvenca
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za signal peptici. Kod ovog Ilona CpDFSl5 preostala sekvenca 
koja kodira za zreli /5—interferon ukljudujuči i ATG kodon 
stavijena je pod kontrolu hibridnog bakterijskog tac 
promotora sa SD sekvencom udaljenom 5bp od ATG kodona. 
Funkcionalnost ovakvog ekspresionog sistema smo potvrdili 
biološkim testom na antivirusnu aktivnost koja je određena 
inhibicijom ci topatogenog efekta VS virusa na WISH deli je. 
Proizvod ekspresije sa plazmida pDFSl je u ovom testu 
pokazao da klonirani i obrađeni fragment sa genom koji 
kodira za humani /5-interferon pokazuje biološku aktivnost

3autentidnog /5-i nt erf er ona iz humani h fibroblasta. ~ Pošto je 
pokazao biološku aktivnost /5-i n ter fer ona, ekspresioni
plazmid pDFSl je poslužio za konstr ui san j e ekspresionog 
plazmida pDFT. Ovaj novi plazmid je nas tao uklapanjem 
fragmenta DNK poreklom iz dva različita plazmida i jednog 
sintetisanog dvolandanog fragmenta: a5 fragmenta od 772bp
Cporeklom iz plazmida pDFSl5 koji sadrži tac promotor i gen 
za interferon, b5 fragmenta od 2294bp, poreklom iz plazmida 
pBR322, koji sadrži "origin" replikacije i gen za 
rezistenciju na ampicilin i c5 fragmenta od 36bp koji 
određuje terminaciju transkripeije Csintetisani trpA 
terminator!). Ovu konstrukciju odlikuje nekoliko novi h 
karakteristika u poređenju sa prethodnom: aD poseduje trpA

terminator nizvodno od 3 ’ kraja gena za /5-interferon b!> 
delecijom od 1657bp uklonjen je rop gen - "repressor of 
primer"i c5 uklonjeno je i Mine II restrikeiono mesto u 
položaju 1049 plazmida pDFSl. Ovo poslednje poj ednostavi 1 o 
je konstrui sanje ekspresionog sistema sa novim hibridnim 
Pî tl promot or om CpDFPD.

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

3
Rezullctt m.jö p rtkazan  je r  je  b io lo â k a  ak tivn o st hurnanog 

/5 -in terfe ron a  p ok azan a  na p lazm idno j kon strukc iji pDFT ko ja  
je  d é r iv â t  kon strukc ije  pDF01.
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U poglavlju REZULTATI smo u Tabeli I. prikazali ni vo 
ekspresija za obe konstrukcije pod razliditim uslovima 
indukcije i rasia deli ja domađina. Odigledno je, da u 
uslovima rasta deli ja domadina na istoj temperaturi medijuma 
od 37° C, konstrukci ja pod konirolom Pî tl promoter a da je oko 
2,7 puta vedu aktivnost. S obzirom da se ova dva promoter a 
jedino razlikuju u regionu uzvodno od "-35“ sekvence, to se 
ova razlika u stepenu ekspresije može tumačiti postojanjem 
jednog kontinualnog dugog C 27bp} AT-bogatog niza kod P'Ltl 
promotore, dok je kod tac promotora AT—bogati region 
sastavljen od dva krada dela C12 i 14bp2> odvojena segmentom 
od 25bp.

Činjenica da su ekspresioni plazmidi kori stili 
različite domadine, takođe je mogia da ima uticaja na 
razliku u stepenu ekspresije. Za konstrukciju sa tac 
promotorom korišden je soj-domadin JMIOI koji se odlikuje 
hiperprodukcijom lac represora, dok je za konstrukciju sa 
Prutl promotorom korišden soj POP2136, koji opet u okviru 
svog hromozoma sadrži gen koji kodira za temperaturno 
senzitivni represor faga K. Pošto Pi,tl promoter sadrži 
operatorske regione Pl. promoter a preko kojih se regulacija 
transkripci je vrši vezivanjem ili inaktivacijom temperaturno 
senzitivnog represora , osnovni princip je da se rast delija 
odvija na nižim temperaturama od 28-30° C, a indukeija 
poviSenjem temperature medijuma na 40-42° C.

Eksperimenti su pokazali da se nakon rasta delija na 
30° C i punom indukcijom na 42° C i ImM IPTG-om, dobija samo 
25% ekspresije /5-interferona pod kontrolom Putì promotore u 
odnosu na eksperiment sa istovetnim načinom indukcije, ali 
posle rasta delija na 37° C. Ovako snižena vrednost 
ekspresije na nižoj temperaturi medijuma u kome su rasle 
deli je, najverovatnije u našem sistemu poti de ili od 
f'iziološki niske temperature za optimalno f unkci oni san je 
delija domadina, ili od subopti mal ne temperature za
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vezivanje poli mer aze RNK za sekvencu na promotoru. 
Konsirukcija koja sadrSi Putt promotor, pored IPTG—om, 
pok 3.ZU j e 1 odek i vanu temper at ur no-zavi snu i nduk ci j u.

5. 3. Eks presi j з. ß—inter f er on— lacZ genski h Г uzi, j a .
Svakako, jednostavniji i precizniji naîin odredivanja 

jadine promotora i njegove regulacije je korišdenje I acZ 
gena kao "gena reportera". Zbog toga su konstruìsane fuzije 
koje su sadržale jedan od promotora, sekvencu koja kodira za 
prvih 46 ami nok i sel i na ^-interferona i u fazi di t an ja 
sekvencu lacZ gena. Na ovaj nadin smo poredili stepen 
ek spresi je oba. promotora pod i denti dnim usi ovi ma : aD u 
del ij ama istog domadina i bl> koriddenjem istih 
konstrukcionih sklopova izuzev delova koje pokrivaju 
promotori.

Upoređivanjem aktivnosti oba promotora pri rastu delija 
domadina na temper at uri medi j urna od 37c C, a pod kontrolom 
samo l ac represora, dobijen je dvostruko viši nivo 
aktivnosti /9-galaktozidaze, bilo konstitutivni , bilo
indukovan, kod konstrukcije sa Putì promotorom CSlika 22. D. 
S obzirom da su obe konstrukcije koristile istog domadina za 
ekspresiju, za razliku od eksperi menata sa ekspresijom 
f?-interferona, to je svaka sumnja da izbor domadina može da 
utide na toliku razliku u ekspresiji eli mi nisana. Dakle, 
ovaj résultat ukazuje da. sekvence koje se nalaze uzvodno od 
"-35" regiona sigurno utidu na efikasnost transkripcije. 
Pošto se AT-bogati regioni nalaze u navedenoj obi asti i 
razlikuju se kod ovih promotora kako po velidini regiona 
koji obuhvataju, tako i po njihovom mestu, najverovatnije je 
da su oni i najtešnje ukljudeni sa drugim elementi ma u 
kompleks faktora koji utidu na efikasnost jednog promotora.

Putì promoter sadrži uzvodno od "--35" regiona, pored AT 
bogate sekvence, i dva operators! a mesta COuz i OusD za. 
vezivanje represora faga X CCI represorX Zahvaljujudi ovoj
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karakteristici, posle uvođenja u sisiem gena koji kodira za. 
temperaiurno senzitivni represor, mogli smo Putì promotor da 
kontrolišemo pomodu dva različita represora: lac i X
represor a. Da bismo maksimalno usagl asili oba promotor ska. 
sistema, onda smo represor faga X, bez obzira na njegovu 
funkciju da se vezuje samo za operatorske regione Ouz i Оиз 
Pl.11 promot or a, ubaci vali i u si stem koji sadrži tac 
promotor. U sistemu u kome smo meri li aktivnosti oba 
promotora boristili smo istog domaćina koji hiperprodukuje 
lac represor. Za izvor X represora korišćen je poseban 
plazmid sa kloniranim cIS57 genora za temperaturno senzitivni 
represor. Dakle, u ovom slučaju smo imali u jednoj ćeliji 
dva razlidita plazmida: jedan je nosio ekspresioni sistem sa
to.c ili Putì promotorom, dok se na drugom nalazio gen koji 
kodira za X represor.

Aktivnosti oba promotore smo poredili na obe 
temperature medijurna u kome su rasle delije domadina, 30° C 
i 37° C i to pomođu oba nadina indukcije, sa ImM IPTG-om i 
temperaturnim pomakom na 42° C CSlika 24,}. Združeni efekat 
dvostruke indukcije Putì promotora na obe temperature na 
koji ma smo vršili merenje aktivnosti /?-galaktozi daze je 
odigledan. Na temperaturi od 30° C, jasno se uodava samo 
del imi dna derepresija pojedinadnom inaktivacijom represora a 
puna derepresija inaktivacijom oba represora. Na temperaturi 
od 37° C situaci ja je nešto drugadija. Na višoj temperaturi
- _ o  , ,C37 O  indukcija samo IPTG—orn je znatno izrazitija, dok se 
efekat samo temperaturne ili kompletne indukcije suštinski 
ne razlikuje od rezultata na nižoj temperaturi C30° O .  Ovaj 
efekat se svakako mora tumaditi delimidnom inaktivacijom 
temperaturno senzitivnog represora faga X. Postupnim 
smanjenjem temperature medijurna u kome rastu deli je 
domadina, svakako bi se mogia postidi i gradaci ja nivoa 
ekspresije ukoliko lac represor nije prisutan ili je 
inaktiviran. Postepena simultana inaktivacija oba represora
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postupnim povišenjem temperature bila bi moguđa ukoliko bi 
se umesto "đivljeg tipa" koristio temperaturno senziti vni 
mutant lac represora.

Istovremeno, ako se posmatra ekspresi ja koci
konstrukcije sa tac promotorom CSlika 24. D može se uoditi da 
pored očekivanog povedanja ekspresije nakon inaktivacije lac 
represora, postoji i i zvesno povedanje konstitutivne
ekspresije povišenjem temperature na 42° C. Aditi, vni 
temperaturni efekat i efekat IPTG-a je neznatan, ali ipak 
zapažen. Kako nam ni je poznato da u ok vi ru sekvence tac 
promotora postoji mesto tolikog stepena homologije za koju 
bi se vezivao X represor, ovakav efekat temperature pre 
možemo da pripišemo faktorima koji su vezani za postojanje 
dva plazmida u jednoj deliji domacina, nego za funkcionalnu 
korelaciju represora faga X. i tac promotora.

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

Da bi smo el imi ni sali očigleđno nepovoljan efekat dva 
različita plazmida kada se oni nalaze istovremeno u istoj 
deliji-domadinu, klonirali smo u postojede ekspresione 
plazmide pDFTZ i pDFPZ fragment sa genom koji kodira za 
temperaturno senzitivni represor faga A. Pod istim 
eksperimental nim uslovima, pratili smo aktivnosti 
fi-gai aktozi daze dobijene pod kontrolom tac i Pî tl promotora 
na dve temperature medijuma u koinè su rasi e deli je domadina: 
30° C i 37J C CSlika 253. Slično, kao i y prethodnom sistemi; 
sa dva plazmida, konstrukcija koja sadrSi Pl II promotor je
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pokazala na ob© temperature ìzvesno povi šenje aktivnosti 
ß~ galaktozidaze piosle pojedinadne inaktivacij© r©presora i 
vrlo jasan združeni efekat nakon pune indukcij©
Cinaktivacije oba represoraD. Ovde je sasvim jasan efekat 
delimidne inaktivacij© X represora nakon indukcije Putì 
promotora sa IPTG-om na temperaturi od 37° C.

Ono što se najpr© uočava kod ovih rezultata jeste nivo 
konstitutivne ekspresije Putì promotora na obe temperature 
medijuma CSlika 25a i b3 . Za razliku od svih naših 
prethodnih konstrukcija sistema za ekspresiju C Slike 22 i 
245, gde je konsti tuti vna ekspresija /?-gal aktozidaze pod 
kontrolom Putì promotora znatno viša nego kod tac promotora, 
ovde je situaci ja obrnuta. Na nižoj temperaturi rasta deli ja 
domađina, Putì promotor pokazuje neznatnu konstitutivnu 
ekspresiju, pa bi mogio da se kaže da je aktivnost promotora 
pod potpunom kontrolom oba represora. U poredenju sa 
prethodnim dvostrukirn plazmidnim sistemom, kod obe 
promotorske konstrukcije se pod punom indukcijom postiže 
znatno viši nivo ekspresije |9-galaktozidaze.

Sada je jasno da je si stem koji sadrSi samo jedan 
plazmid dal eko superi or ni ji iz nekoliko razloga. Prvo, 
ukoliko se oba plazmida proizvode u viâe kopija po deliji, 
tada usi ed kompeticije može da dođe do smanjenja populacije 
deli ja ko je sadrže oba plazmida. Drugo, antibiotski pritisak 
možs da stvara negativnu selekciju favorizovanjem samo 
jednog tipa plazmida. Trede, mogude je nagomi 1 avan j e 
molekul a u deliji koji ne predstavljaju proizvod željenog 
gena, ved razlidite proizvode transkripci je i translacije 
poreklom sa oba plazmida.

Plazmidna konstrukcija koja sadži tac promotor, posle 
pune indukcije pokazuje, kao i u prethodnim sludajevima, 
nižu aktivnost j9-gal ak tozi daze u por eden j u sa Putì

proraotorom. Ukoliko se tokom indukcije tac promotora sa 
IPTG-om, temperatura medijuma povisi na 42° C, javlja se
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inhi bi torni efekat na ekspresiju. Ovaj efekat je naročiio 
izražen nakon poveđanja temperature medijuma u kome rastu 
delije sa 37°C na 42°C. Ovaj résultat CSlika 25D je u 
potpunoj saglasnosti sa onim koji je dobijen kada se tac 
promoter nalazi u sistemu koji sadrži samo lac represor 
CTabela II. D. U sludaju sistema sa dva plazmida imarno 
obrnutu situaciju CSlika 24}. Kada smo diskutovali rezultat 
dobijen indukcijom tac promotora uz dodatno povi Senje 
temperature na 42° C, a u sistemu sa dva plazmida, 
pretpostavi1i smo da je povedana ekspresija manje verovatno 
rezultat funkcionalne korelacije temperaturno senzitivnog X 
represora i tac promotora, veđ pre efekat koji je najpre 
izazvan postojanjem dva razlidita plazmida u jednoj deliji. 
Dva nezavisna eksperimenta svakako idu u prilog ovoj 
pretpostavci . Prvo, sa tac promotorom, u sistemu gde je 
prisutan samo lac represor, povišenjem temperature na 42 C, 
Csa ili bez indukcije IPTG-omD , konstatuje se snižavanje 
nivoa ekspresije CTabela II.}. Drugo, isti efekat dobijamo i 
kod sistema kod koga se gen za represor faga X nalazi na 
istom ekspresionom plazmidu sa tac promotorom CSlika 25B.D. 
Iz ovoga može da se zakljudi, da u slučaju kada bi postojala 
funkcionalna zavisnost X represora i tac promotora, da bi 
tada povedanje ekspresije morali dobiti posle temperaturne 
indukcije i kod plazmidne konstrukcije sa cl genom 
CpDFTZcID.

Dakle, uporedivanjem aktivnosti ova dva promotora kod 
sva tri tipa ekspresionih konstrukcija CSlike 22, 24 i 25}
zapažamo jasno izraženu vedu aktivnost hibridnog Pî tl 
promotora, odiglednu i vrlo efikasnu kontrolu ovog promotora 
sa dva nezavisna represora i f1eksibi 1nost koja podrazumeva 
pojedinaCno ili združeno korišdenje osobina promotora od 
kojih je nastao.
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Iz prethodnih rezuliaia C SI ike 82, 24 i 250 se vidi da 
ekspresioni sistem koji ne sadrži X. represor sintetiše 
najveđu količinu fì-gal ak tozi daze u odnosu na bi lo koju drugu 
konstrukci ju.

5.4. Uti ca.i ori jentaci je kl oni ranoq c I 857 gena na stepen 
aktivnosti /?-qal ak tozi daze pod k ont roi om Pu 11 promo torà.

Sva mer en ja i por eden ja aktivnosti /3~gal ak tozi daze 
preko oba promotora kod konstrukcija koje sadže cl 857 gen su 
vršena sa klonovima gde je ori jentaci ja ovog gena bi la 
orijenti sana obrnuto smeru transkripci je
promotor-interferon-lacZ fuzije C"-" orijentacija3. Osim 
toga izabrali smo jedan klon u konstrukci ji sa Pi-tl 
promotorom koji je imao kloniran fragment sa cl 857 genom u 
istoj orijentaciji sa transkripcijom Pl £l—interferon-lacZ 
fuzije C orijentacijaD .

Na temperaturi od 30° C, osim konstitutivne ekspresije, 
koja je niža, kod pojedinačnih inaktivacija represora, kao i 
kod kompletne indukcije, dobiii smo znatno viši nivo 
ekspresije sa konstrukcijom koja sadrži orijentaciju. Na
vi So j temperaturi C37w CD debili smo istu sliku, izuzev u 
sludaju indukcije sa IPTG-om gde "+" orijentaeija pokazuje 
vedu sintezu /3--galak tozi daze.

Rezultati CSlika 26D pokazuju da i sama orijentaeija 
represora ima značajan uticaj na ishod ekspresije. Fragment 
faga X od 2,4kb sadSi Pr promotor i prvih 60bp ero gena. 
Masuprot tome, na komplementarnom lancu odmah pored Pr 
promotora nalazi se Pr m  promotor i nizvodno sekvenea cl 857 
gena, a u nastavku kompletan rex/1 i x-&xB gen CSlika 27D.

r & x B  r é x A
P R->-4

f<-PRM

Slika 27.
reetrikeionirn 
represor.

Fragment od 2.4kb 
me stima koji sadrizi

iz X faga oiviiien Bgl II
gen koji kodira za cl
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Znadi da fragment koji smo koristili kao izvor represora 
sadrdi i gene koji se eksprimiraju zajedno sa Cl represorom, 
a nemaju funkcionalnu vezu sa naSim hibridnim promotor om. 
Dakle, ovako kIoni ran fragment, hi perprodukujuđi proizvode 
cl, r&xA i rexB gena, osim ul oge kontrole naëeg promotora, 
rnože da ima znatan nepovoljni uticaj na neke procese u 
deliji. Temperaturnom inaktivacijom Cl represora, koji je 
aktivator inicijacije transkripcije preko Pr m promotora, 
istovremeno se aktivira transkripci ja preko Pr promotora. 
Sve ove činjenice ne možemo zanemariti pri tumačenju 
rezultatata dobijenih sa konstrukcijama koje sadrže ovaj 
fragment. Zato razliku u stepenu ekspresije među klonovima 
koji sadrže cl gen u različitim orijentacijama možemo 
tumačiti dvojako. Mogude je da se kod '*+'* or i jentaci j e , 
inaktivacijom CI represora i aktivacijom transkripcije preko 
jakog Pr promotora koji je okrenut u smeru obrnutom od smera 
tr anskr i pci j e sa P'Ltl promotora, remeti efikasna ekspresija 
la.cZ gena, pa se dobija niâa aktivnost /î-galaktozidaze u 
odnosu na orijentaciju. Ovakav efekat je najverovatnije
posledica negativne superspiralizacije koja je izazvana 
aktivacijom dva jaka, obrnuto usmerena promotora C Wu et al. 
1988D. Drugo tumačenje bi mogio bi ti da kod orijentacije
imarno jak Pr promoter usmeren ka hibridnom PLtl promotoru i 
da se njegovom aktivacijom tokom indukcije postiže aditivni 
efekat aktivnosti dva promotora, te se tako dobija povišen 
stepen ekspresije u odnosu na *' + " or i j entaci j u. Rezultat 
koji se dobija na temperaturi od 37° C sa konstrukcijom koja 
ima "+" orijentaciju pre ide u prilog prvog tumačenja. 
Naime, posle indukcije samo sa IPTG-om, dobija se maksimalna 
aktivnost /З-gal akt ozi daze, dok se i nak ti vaci j om oba
represora dobija smanjenje aktivnosti. Rezultat je prilično 
neočekivan u poređenju sa ostalim, izuzev ako se prihvati 
ideja da na 37° C i marno del i mi ïnu i nak ti vaci ju CI represora, 
a samim tim i del i mi inu aktivaciju Pr promotora. Ovakvom
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delimičnom aktivacijom Pr promoter a dobijamo i 
proporcionalno niži njegov inhibitorni efekat. Tek sa punom 
temperaturnom indukcijom potpuno aktiviramo Pr promotor pa 
dobijamo i sniženje aktivnosti /3-galaktozidaze.

5. 5. Efekat temperature na ni vo ekspresi je klonirani h gena.
Složenost tumačenja resultata s© još viSe povečava kada 

se u sve uvrsti još jedan faktor, koji svakako u nažim 
rezultatima ne sme da se mimoiđe. To je efekat temperature 
na ishod ekspresi je.

Resultati ko je smo dobili se odnose na dve temperature 
medi j urna u käme su rasle deli je domađina, 30° C i 37° C.
Vi deli smo iz tabele I. i Slike 22. , 24. i 25. da je
optimaina temperatura 37° C, bez obzira na promotor koji
kontroliše ekspresi j u i bez obzira da lì j© u pitanju
ekspresi ja eukariotskog Ci nterf erona) , ili gena prokariota. 
Cj9-galaktozidazeD .

Temperatura od 42° C je korišđena za inaktivaeiju 
temperaturno senzitivnog represora koji se radi upoređivanja 
resultata nalazio u konstrukcijama sa oba promotora. 
Aktivnost (9-galakt ozi daze testi rana je kada su promotori 
bili pod kontrolom lac represora posi e povišenja temperature 
na 42° C i u prisustvu i odsustvu IPTG~a CTabela II.D. Kod 
oba promotora jasno je uočljiv inhibi torni efekat povišene 
temperature na ekspresiju. Pošto se aktivnost Putì promotora 
pored Lac represora reguliše i inaktivacijora temperaturno 
senzitivnog represora faga X, tada, povišenjem temperature 
na 42u C, sas vim normal no bi bilo da očekujemo i povećanje 
nivoa ekspresi je. Qvakav efekat i dobijamo kod svih 
konstrukcija, izuzev one koja sadrži "+" orijentaciju CI 
represora CSlika 20ED. Ovaj résultat smo prethodno tumačili 
inhibitornim efektom posebno regulisanog Pr promotora, mada 
je mogude da kod ovakve konstrukcije imarno još i dodatni 
efekat temperaturne inhibicije. Upoređivanjern stepena
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ekspresije Plìì promoiora kod različitih konstrukcija možerao 
da konsiaiujemo da se najviši stepen ekspresije postiže kod 
ekspresionog sistema koji je kontrolisan samo lac represorom 
CSlika 225. Vi deli smo da podizanjem temperature medi j urna na 
42° C kod iste konstrukcije smanjujemo nivo ekspresije 
CTabela II5. Ako sada taj rezultat uporedimo sa stepenom 
ekspresije kod "najuspešnije" konstrukcije koja sadrži X 
represor CpDFPZcI—5, možemo zaključiti da su te vrednosti 
vrlo slične CTabela II i Slika 255. Moguđi mehanizam 
regulacije Pl £I promotora bi onda mogao bi ti sledeđi: 
Ukoliko su prisutna oba represora, bazna aktivnost je veoma 
niska. Onoga momenta kada se inaktivira jedan od represora 
dolazi do delimitine aktivacije. Podizanjem temperature na 
42° C, a u prisustvu IPTG-a, represore potpuno inaktiv!ramo 
i promoter se aktivira. Istovremeno povišena temperatura 
inhibira punu aktivnost promotora, što verovatno potiče od 
toga jer se smanjuje efikasnost vezivanja polimeraze RNK za 
odgovarajudu sekvencu na promoteru. Rezultat je, sa jedne 
strane, vrlo efikasna inaktivaeija promotora represorom, ali 
je sa druge strane žrtvovana puna aktivnost promotora. 
Obrnuto, kod sistema kod koga samo lac represor kontroliše 
Putì pr omotor, i marno siabi j u i nak tivaci j u pr ©motora
represorom, ali zato daleko kompletniju aktivnost jer se 
potpuna indukeija odvija na povoljnijoj temperaturi, tj. na 
temperaturi od 37° C.
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6 . ZAKLJUCCI

1. Konstruisan je novi hibridni Pl II promotor koji je 

sasiavljen od **-10" regiona 1 acUVö promotora, okoline "-35” 

rsgiona poreklom od trp promotora i uzvodnog regiona od 

'‘-3S“ sekvence Pl promotora faga X. Novi promotor sadrži dva 

operator ska regiona za ko je se represor faga A i lese 

represor vezuju nezavisno jedan od drugog.

2. Upoređi vanjem jačine tac promotora sa našim Pl I l 

promotorom u model sisterni ma u kojima su oni bili vezani sa 

genom za human! f?-interfer on ìli sa ß-i nt er f er on-1 ac Z 

genskom fuzijom, ovaj poslednji je znatno jadi.

3. Pokazano je da se na temper at uri medi j urna od 30° C 

tj. u slučaju, kada su oba represora aktivna, posti Se veoma 

efikasna represi ja Pl II promotora. Za razliku od tac 

promotora, pod ovim usiovì ma konstitutivna ekspresija 

/?-galakt ozi daze je zanemar 1 j i va. U slučajevima kada bi 

proizvod kloniranog gena mogao biti toksičan za deli j u 

domadina, ova osobina bi bila od značaja za odgovarajudu 

biotehnološku proizvodnju.

SO



4. U slučaju kađa bi se u ekspresionom sistemu umesto 

di vi j eg tipa nalazi o temperaturno senzi tì vni mutant, lecci 

gena CBukrinsky et al. 19885 predvidamo, da bi tada bi 1 o 

mogude da se Putt promoter umesto sa pojedinačnom indukeijom 

IPTG-om i povi Senjem temperature, aktivira istovremenom 

temperaturnom inaktivacijom oba represora.

5. Mogudnost da se za kontrolu promotore korìste oba 

ili da se odabere samo jedan željeni represor, pruža 

si obodni j i izbor i naCina indukeije Putì promotera, i 

temperature na kojoj se kultivišu delije domaćina.

6. Na osnovu navedenih karakteristika, P l . 1 1  promotor sa 

svojom fleksibi1 nom kontrolom ekspresije gena modi de da se 

koristi za proizvodnju i onih proteina koji zbog svojih 

biohemijskih svojstava ne bi mogli da se sintetišu 

posredstvom nekog drugog promotora.
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SEKVENCE DNK



HUMAN /5-INTERFERON:

LOCUS IF 921 BP UPDATED 5/17/89
LIT. Lawn et al. Cl981} , Gross ei al. C1981D , Degrave et al.

C1981D, Tavernier et al. C1983D.
1 AATTCTCAGG TCGTTTGCTT TCCTTTGCTT TCTCCCAAGT CTTGTTTTAC

51 AATTTGCTTT AGTCATTCAC TGAAACTTT A AAAAAC ATTA GAAAACCTCA

101 CAGTTTGTÂA ATCTTTTTCC CTATTATATA TATCATAAGA TAGGAGCTTA

151 AATAAAGAGT TTTAGAAACT ACTAAAATGT AAATGAC ATA GGAAAACTGA

201 AAGGGAGAAG TGAAAGTGGG AAATTCCTCT GAATAGAGAG AGGACCATCT

251 CAT AT AAATA OGCCATACCC_ATGGAGAAAG GACATTCTAA CTGCAACCTT 
HasI11 MeoI

301 TCGAAGCCTT TGCTCTGGCA CAACAGGTAG TAGGGGACAC TGTTCGTGTT 
7 acfl

351 GTCAACATGA CCAACAAGTG TCTCCTCCAA ATTGCTCTCC TGTTGTGCTT 
Hindi

401 CTCCACTACA GCTCTTTCCA TGAGCTACAA CTTGCTTGGA_TTCCTACAAA
Hin/1

451 GAAGCAGCAA TTTTCAGTGT CAGAAGCTCC TGTGGCAATT GAATGGGAGG

501 CTTGAATACT GCCTCAAGGA CAGGATGAAC TTTGACATCC CTGAGGAGAT

551 TAAGCAGCTG CAGCAGTTCC AGAAGGAGGA CGCCGCATTG ACCATCTATG 
Pvul I Ps 11

601 AGATGCTCCA GAACATCTTT GCTATTTTCA GACAAGATTC AT CTAGCACT
Hin/I

651 GGCTGGAATG AGACTATTGT TGAGAACCTC CTGGCTAATG TCTATCATCA

701 GATAAACCAT CTGAAGACAG TCCTGGAAGA AAAACTGGAG AAAGAAGATT

751 TCACCAGGGG AAAACTCATG AGCAGTCTGC ACCTGAAAAG ATATTATGGG

801 AGGATTCTGC ATTACCTGAA GGCCAAGGAG TACAGTCACT GTGCCTGGAC 
Hin/I HasIII

851 CATAGTCAGA GTGGAAATCC TAAGGAACTT TTACTTCATT AACAGACTTA

901 CAGGTTACCT CCGAÂACTGA A

î



pDFT
LOCUS DF81L 809 BP UPDATED 5/17/89
ORIGIN EcoRI

1 AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC 
T CLQ I

T GCAC GGTGC ACCAATGCTT

51 CTGGCGTCAG GCAGCCATCG G A AGCT GT GG TATGGCTGTG CAGGTCGTAA

101 AT C AC TGCAT AATTCGTGTC GCTCAAGGCG CACTCCCGTT CTGGATAATG

151 TTTTTT GCGC C GAC ATCÀTA ACGGTTCTGG CAAATATTCT GAAATGAGCT

201
-35

GTTGACAATT AATCATCGGC
-IO

TCGTATAATG
► ► ► ►>

TGTGGAATTG
rnRNK

TGAGCGGATA

251

H ine 11 

ACAATTTCAC
RBS

AC AGGAAAC A GATGAGCT AC
MetSerTyr. .

lac operator 

AACTTGCTTG GATTCCTACA

301 AAGAAGCAGC AATTTTCAGT GTCAGAAGCT CCTGTGGCAA TTGÄATGGGA

351 GGCTTGAAT A CTGCCTCAAG GAC AGGATGA ACTTTGACAT C C C T GAGGAG

401 ATTAAGCAGC TGCAGCAGTT CC AGAAGGAG GAC GC C GC AT TGACCATCTA

451 TGAGATGCTC CAGAACATCT TTGCTATTTT CAGACAAGAT TCATCTAGCA

501 CT GGC1GGAA TGAGACTATT GTTGAGAACC TCCTGGCTAA TGTCTATCAT

551 CAGATAAACC ATCTGAAGAC AGT C C T GGAA GA A A A AC T GG AGAÂAGAAGA

601 TTTCACC AGG GGAAAACTCA TGAGCAGTCT GCACCTGAAA AGAT ATT ATG

651 GGAGGATTCT GCATTACCTG AAGGCCAAGG AGTACAGTCA CTGTGCCTGG

701 ACCATAGTCA GAGT GGÄAAT CCTAAGGAAC TTTTACTTCA TT AACAGACT

751 T AC AGGTT AC CTCCGAAACT GAÄGATCTAG CCCGCCTAAT GAGCGGGCTT

801 TTTTTTCAG



tac promoter:

LÖCUS tacpr o 271 BP UPDATED 5/17/89
ORIGl N EcoRI
LIT. De Boer C1982D

1 AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAC 
Ta,Q I

TGCACGGTGC ACCAATGCTT

SI CTGGCGTCAG GCAGCCATCG GAAGCTGTGG TATGGCTGTG CAGGTCGTAA

101 ATCACTGGAT AATTCGTGTC GCTCAAGGCG CACTCCCGTT CTGGATAATG

151 TTTTTTGGGC CGAC ATCATA ACGGTTCTGG CAAATATTCT GAAATGAGCT

201
-35

GTTGACAATT AATCATCGGC
-IO

TCGTATAATG TGTGGAATTG
mRNK
TGAGCGGAT A

251

H t Y lC I I 

ACAÂTTTCAC
JRBS

ACAGGAAACA G

l etc oper at or



Fjl promoter ;

LOCUS pi pro 356 BP UPDATED 5/1'
ORIGIN EcoRI
L I T. Hor n and Wei I s  C l 981 a , bO

1 AATTCCTCAG CGCCGGGTTT TCTTTGCCTC ACGATCGCCC CCAAAACACA 

51 TAACCAATTG T ATTT ATT GA AAAATAAATA GATACAACTC ACTAAACATA

101 GCAATTCAGA TCTCTCACCT ACCAAACAAT GCCCCCCTGC AAAAAATAAA
111 Ol3 Olz

151 TTCATATAAA AAACATACAG ATAACCATČT GČGGTGATAA ATTATČTČTG
Ol 2 —  ——-----  Ol ì  ► ► ► ► ► rnRNK

201 GCGGTGTTGA CATAAATAČC ÄCTGGCGGTG"ATACTGAGCA CATCAGCAGG 
Hind I

251 ACGCACTGAC CACCATGAAG GTGACGCTCT TAAÀAATTAA GCCCTGAAGA 

301 AGGGCAGCAT TCAAAGCAGA AGGCTTTGGG GTGTGTGATA CGAAACGAAG

7/ 89

1


