UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Anja GOLOB

UPORABA SINTETICNIH DNA VEZAVNIH
PROTEINOV ZA IZVEDBO LOGICNIH OPERACIJ V
BIOLOSKIH SISTEMIH

MAGISTRSKO DELO

Magistrski Studij — 2. stopnja biotehnologije

Ljubljana, 2013



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Anja GOLOB

UPORABA SINTETICNIH DNA VEZAVNIH PROTEINOV ZA
IZVEDBO LOGICNIH OPERACIJ V BIOLOSKIH SISTEMIH

MAGISTRSKO DELO

Magistrski Studij — 2. stopnja biotehnologije

USING SYNTETIC DNA BINDING PROTEINS FOR REALIZATON
OF LOGICAL OPERATIONS IN BIOLOGICAL SYSTEMS

M. SC. THESIS

Master Study Programmes — Biotechnology

Ljubljana, 2013



Golob A. Uporaba sinteticnih DNA vezavnih proteinov za izvedbo logi¢nih operacij v bioloskih sistemih. II
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

Magistrsko delo je zakljucek magistrskega Studija biotehnologije na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo v Laboratoriju za biotehnologijo na Kemijskem

institutu v Ljubljani.

Po sklepu komisije za Studij 1. in 2. stopnje je bil za mentorja imenovan prof. dr. Gregor

Anderluh, za somentorja prof. dr. Roman Jerala in za recenzenta prof. dr. Simon Horvat.

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica: prof. dr. Branka Javornik

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo

Clan: prof. dr. Gregor Anderluh
Kemijski institut, Laboratorij za molekularno biologijo in
nanobiotehnologijo

Clan: prof. dr. Roman Jerala

Kemijski institut, Laboratorij za biotehnologijo
Clan: prof. dr. Simon Horvat

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko
Datum zagovora: 27. 8. 2013
Magistrska naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela. Podpisana se strinjam z objavo
svoje magistrske naloge na spletni strani Digitalne knjiznice BiotehniSke fakultete.

Izjavljam, da je delo, ki sem ga oddala v elektronski obliki, identi¢no tiskani verziji.

Anja Golob



Golob A. Uporaba sinteticnih DNA vezavnih proteinov za izvedbo logi¢nih operacij v bioloskih sistemih. III
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

.

SD  Du2

DK UDK 577.2:60(043.2)=163.6

KG  sintezna biologija/efektorji TAL/sinteti¢ni transkripcijski faktorji/genska preklopna
stikala

AV  GOLOB, Anja

SA  ANDERLUH, Gregor (mentor)/JERALA, Roman (somentor)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

ZA  Univerza v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije

LI 2013

IN UPORABA SINTETICNIH DNA VEZAVNIH PROTEINOV ZA IZVEDBO
LOGICNIH OPERACIJ V BIOLOSKIH SISTEMIH

TD  Magistrsko delo (Magistrski Studij — 2. stopnja)

OP XV, 75 str., 22 pregl., 41 sl., 10 pril., 124 vir.

I sl

JI sl/en

Al Sintezna biologija si na podrocju bioloskega racunalniStva prizadeva graditi
kompleksna gensko-regulatorna omrezja, za kar potrebujemo vecje Stevilo
ortogonalnih ter dobro okarakteriziranih transkripcijskih faktorjev. Vecina do danes
pripravljenih umetnih genskih stikal temelji na izoliranih in ovrednotenih naravnih
bakterijskih transkripcijskih faktorjih, katerih Stevilo je omejeno, imajo razlicne
biokemijske lastnosti, poleg tega pa lahko interagirajo z endogenimi celi¢nimi
procesi. V magistrski nalogi smo se zato za pripravo genskega stikala odlocili
uporabiti sinteticne transkripcijske faktorje na osnovi ortogonalnih DNA vezavnih
domen efektorjev TAL, ki zaradi svoje modularne strukture omogoc¢ajo pripravo
sinteti¢nih transkripcijskih faktorjev s poljubnim tar¢nim vezavnim mestom, a s
podobnimi biokemijskimi lastnostmi. Eksperimentalno smo dokazali, da so le-ti
ucinkoviti kot represorji ali aktivatorji. Z uporabo para represorjev TAL, ki
nadzorujeta izrazanje drug drugega, smo v celicah cloveSke linije HEK293T
pripravili preklopno stikalo, ki je v elektronskih vezjih izvedeno kot dvoje med
seboj povezanih logi¢nih vrat NOR. Kljub delovanju tak$nih stikal na osnovi
naravnih bakterijskih transkripcijskih faktorjev pa tak sistem z uporabo DNA
vezavnih domen efektorjev TAL, zaradi nizke kooperativnosti le-teh, ni deloval.
Preklopnemu stikalu z dvema represorjema smo zato dodali pozitivho povratno
zanko na osnovi aktivatorjev TAL. TaksSno izboljSano stikalo je v nasprotju s
preklopnim stikalom z dvema represorjema ob prisotnosti kemijskega induktorja
zavzelo stabilno stanje, ki ga je ohranilo tudi po odstranitvi induktorja. Hkrati smo
dokazali, da je moZen preklop med enim in drugim stanjem stikala. S tem smo
pokazali, da efektorji TAL v sintezni biologiji predstavljajo osnovo za gradnjo bolj
kompleksnih gensko-regulatornih omrezij. TakS$na shema preklopnega stikala s
pozitivno povratno zanko pa bo omogocila izvedbo kompleksnih logi¢nih operacij
in bioloSkega spomina v bioloskih sistemih.
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AB  Synthetic biology strives to build complex gene-regulatory networks in the field of
biological computing for which a large number of orthogonal and well
characterized transcription factors is needed. To this day most of synthetic switches
are based on isolated and characterized natural bacterial transcription factors, which
are limited in number, have different biochemical properties and may interact with
endogenous cell pathways. Therefore, for preparation of genetic switch, we decided
to use synthetic transcription factors based on orthogonal DNA binding domains of
TAL effectors. Their modular structure enables to prepare synthetic transcription
factors with any desired target binding site but with similar biochemical properties.
We experimentally demonstrated that they are effective as repressors as activators.
We used a pair of TAL repressors, controlling each other's expression, to build a
toggle switch in human HEK293T cell line. In electronic circuits, a toggle switch
represents two interconnected NOR logic gates. Toggle switches based on natural
bacterial transcription factors were shown to be functional, but despite of that, the
system that was based on DNA binding domains of TAL effectors did not work,
due to low cooperativity of TAL DNA binding domains. Therefore, we added a
positive feedback loop based on TAL activators to the system. In contrast to the
classical toggle switch, our improved switch was able to assume a steady stable
state which remained stable even after the removal of a chemical inducer. We also
demonstrated switching between states. This confirms that TAL effectors form the
basis for building more complex gene-regulatory circuits in synthetic biology.
Furthermore, such a scheme of toggle switch with positive feedback loop will
enable the implementation of complex logic operations and biological memory in
biological systems.
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SLOVARCEK

Domena na N-terminalnem koncu herpes simpleks virusnega
proteina 16 (VP16; ang. virion protein 16), ki sodeluje pri tvorbi
transkripcijskega kompleksa in sprozi aktivacijo transkripcije
tarCnega gena (Hall in Struhl, 2002; Wysocka in Herr, 2003).

Del DNA vezavnega proteina, ki je odgovoren za vezavo na
specificno ali nespecifi¢no tar¢no nukleotidno zaporedje.

Transkripcijski faktorji fitopatogenih bakterij rodu Xanthomonas.
Njihova DNA vezavna domena je obicajno sestavljena iz
priblizno 17 ponovitev dolzine 34 aminokislin, ki se razlikujejo le
v aminokislinah na poziciji 12 in 13. Ti variabilni aminokislini,
angleSko imenovani »repeat variable diresidue« (RVD; ostanek,
ki wvariira s ponovitvijo), sta klju¢ni za specificno vezavo
efektorjev TAL na DNA (Boch in Bonas, 2010).

Fuzijske ali himerne proteine se pripravi s pomocjo tehnologije
rekombinantne DNA, in sicer z zdruZevanjem dveh ali vec
genov, ki kodirajo posamezne proteine ali domene proteinov. Po
translaciji takSnega fuzijskega proteina nastane ena sama
funkcionalna polipeptidna veriga.

Lastnost proteinov z ve¢jim Stevilom vezavnih mest, kjer se z
vezavo liganda na vezavno mesto afiniteta liganda do vezavnih
mest povecuje (pozitivna kooperativnost) ali zmanjSuje
(negativna kooperativnost).

Lastnost sistema ali komponent, ki dovoljuje, da se razlicne
neodvisne podenote lahko loc¢ijo ter nato ponovno zdruZzijo v
razli¢nih moznih kombinacijah.

Koncept ortogonalnosti oziroma neodvisnosti je sintezna
biologija povzela iz racunalniSkih znanosti. To je lastnost, ki
omogoc¢a, da komponente sistema delujejo neodvisno ena od
druge.

N-terminalna domena KRAB (ang. Kruppel-associated box) je
del nekaterih evkariontskih cinkovih prstov, ki povzroci
inhibicijo transkripcije tar¢nega gena (Gebelein in Urrutia, 2001).

Obnasanje gensko-regulatornega omrezja, kjer se moc¢ izhodnega
signala ne spreminja sorazmerno z mocjo vhodnega signala.
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1 UVOD

Sintezna biologija je nova interdisciplinarna veda, ki zdruzuje znanja biologije, kemije,
inZenirstva in je neke vrste nadgradnja genskega inzeniringa. Njeni zaCetki segajo v
sredino 20. stoletja, ko sta Watson in Crick (1953) razvozlala strukturo
deoksiribonukleinske kisline (DNA). Sedemdeseta leta je pomembno zaznamovalo odkritje
restrikcijskih endonukleaz, kar je vodilo v razvoj tehnologije rekombinantne DNA. Pricel
se je hiter vzpon sintezne biologije, katere cilj je ustvarjati nove bioloske sisteme ali
spreminjati v naravi ze obstojece, z uporabo standardnih bioloskih gradbenih enot. Bistveni
principi, ki jih sintezna biologija privzema iz inZenirskih znanosti so: standardizacija,
abstrakcija, modeliranje, ortogonalnost in modularnost (Panke, 2008). Ribonukleinska
kislina (RNA), DNA, proteini in metaboliti (lipidi, ogljikovi hidrati, aminokisline in
nukleotidi) so za sinteznega biologa to, kar za racunalniSkega inzenirja predstavljajo
fizicne plasti tranzistorjev, kondenzatorjev in uporov. Celotna analogija se stopnjuje
navzgor po hierarhicni lestvici (Andrianantoandro in sod., 2009). Za sintezno biologijo je
kljucnega pomena standardizacija, saj ta omogocCa enostavno sestavljanje genetskih
komponent (geni, promotorji, ribosomska vezavna mesta...) v bioloske naprave
(pretvorniki, ojaCevalci) ter nadaljnje sestavljanje naprav v kompleksnejse sisteme, kot so
preklopna stikala, logi¢na vrata in oscilatorji (Andrianantoandro in sod., 2009).

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Z uspesno realizacijo prvih umetnih genskih mrez, kot sta gensko preklopno stikalo
(Gardner in sod., 2000) in represilator (Elowitz in Leibler, 2000), se je pokazalo, da
sintezna biologija v soZitju z inZenirskimi znanostmi lahko nacrtuje in gradi izredno
prefinjene gensko-regulatorne mreze, ki so v svoji kompleksnosti primerljive mrezam v
racunalnikih. Vendar za pripravo kompleksnih logi¢nih funkcij v sesalskih celicah,
omejeno Stevilo sicer ucinkovitih, naravnih prokariontskih transkripcijskih faktorjev, ne
zadostuje. Hkrati so le-ti nestandardizirani in zaradi svoje naravne bioloske funkcije lahko
interagirajo tudi z ostalimi molekulami. Za pripravo kompleksnih gensko-regulatornih
mreZ oziroma za povezovanje le-teh v vecja genska omrezja, potrebujemo vecje Stevilo
standardiziranih ter ortogonalnih transkripcijskih faktorjev, ki delujejo neodvisno od
endogenega celicnega okolja. Na tem podrocju je veliko obetala tehnologija cinkovih
prstov, a se je izkazalo, da je nacrtovanje le-teh dolgotrajno in Se vedno precej drago.
Alternativa so pred kratkim odkriti efektorji TAL (ang. transcription activator-like), ki so
po svoji modularni strukturi in ortogonalnosti precej podobni cinkovim prstom.

1.2 CILI MAGISTRSKEGA DELA

Cilj magistrskega dela je priprava epigenetskega bistabilnega stikala na osnovi sinteti¢nih
transkripcijskih faktorjev sestavljenih iz DNA vezavne domene efektorjev TAL ter
efektorske (represorske oziroma aktivatorske) domene. Do sedaj gensko stikalo na osnovi
standardiziranih, ortogonalnih elementov eksperimentalno $e ni bilo pripravljeno. Taksno
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stikalo bi bila lahko osnova za pripravo Stevilnih bistabilnih ali multistabilnih preklopnih
stikal ter kompleksnejSih gensko-regulatornih omrezij, kot so na primer oscilatorji, v
sesalskih celicah.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da bomo s fuzijo DNA vezavnih domen efektorjev TAL z aktivatorsko
domeno VP16 ali represorsko domeno KRAB, lahko pripravili sinteti¢ne transkripcijske
faktorje. Predvidevamo, da bodo le-ti u¢inkovito in specifi¢no sprozili oziroma zavrli
transkripcijo tar¢nega porocevalskega gena. V sesalskih celicah bomo s sinteticnimi
transkripcijski faktorji pod kontrolo predhodno optimiziranih inducibilnih sistemov (Pipox
in Eon) pripravili epigenetsko bistabilno stikalo. Predvidevamo, da bomo z dvema
razlicnima zunanjima signaloma lahko inducirali eno ali drugo stanje stikala ter da bo
stikalo tudi po odstranitvi induktorja ohranilo stabilno stanje. Predpostavljamo, da bo
stikalo z zunanjimi signali mozno preklopiti iz enega v drugo stanje.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 URAVNAVANIJE TRANSKRIPCIJE

Kljub temu, da vse celice v ¢loveskem telesu nosijo enak genetski zapis, se celice razlicnih
tkiv fenotipsko med seboj zelo razlikujejo. To je posledica natanCnega genskega
uravnavanja na nivoju transkripcije in translacije, zaradi ¢esar se v posamezni celici izraza
le majhen delez vseh genov, ki kodirajo proteine ali nekodirajoce RNA odgovorne za
izvajanje razli¢nih celi¢nih funkcij. Transkripcija je prvi korak pri prenosu informacij od
gena do proteina. Pri tem sodeluje protein polimeraza RNA, ki je odgovorna za prepis
dolocenih segmentov DNA v RNA. Uravnavanje transkripcije v osnovi temelji na
notranjih ali zunanjih signalih, ki povzrocijo vezavo regulatornih elementov na specifi¢no
DNA vezavno mesto pred kodirajoCo regijo proteina. Ti regulatorni elementi neposredno
ali posredno pripomorejo k vezavi polimeraze RNA na zaCetno mesto prepisovanja
(promotor) in s tem sprozijo transkripcijo ali preprecijo vezavo polimeraze RNA na
promotor, kar vodi v inhibicijo transkripcije (Griffiths in sod., 2008). Transkripcijski
faktorji igrajo kljuéno vlogo pri uravnavanju izrazanja genov in obicajno vsebujejo
domeno odgovorno za vezavo na tarcno DNA (DNA vezavna domena) ter domeno z neko
regulatorno funkcijo (efektorska domena), kar sta odkrila Ze Brent in Ptashne (1985).

2.2 DNA VEZAVNI PROTEINI

DNA vezavni proteini so vkljueni v vrsto bioloskih procesov, od uravnavanja
transkripcije in podvajanja do pakiranja, popravljanja ter reorganizacije DNA. Vsebujejo
eno ali ve¢ DNA vezavnih domen, ki se lahko popolnoma neodvisno zvijejo v pravilno
proteinsko strukturo in so odgovorne tako za specifi¢no kot za nespecifi¢no vezavo na dvo-
ali eno-verizno DNA. Ena izmed najvecjih in najbolj raznolikih skupin DNA vezavnih
proteinov so zagotovo transkripcijski faktorji, katerih naloga je natancno uravnavanje
razli¢nih celi¢nih procesov. Poznamo ve¢ strukturno razlicnih DNA vezavnih domen, kot
so vijacnica-zavoj-vijacnica, cinkovi prsti, levcinska zadrga, vija¢nica-zanka-vijacnica,...
(Pabo in Sauer, 1992) (Slika 1). Motiv vija¢nica-zavoj-vijacnica (Slika 1a) je eden izmed
najbolj pogostih motivov DNA vezavnih proteinov, ki ga najdemo tako v prokariontih kot
v evkariontih. Sestavlja ga priblizno dvajset aminokislin, ki tvorijo dve vija¢nici alfa med
katerima je kratek zavoj iz Stirih aminokislin. Z velikim zlebom DNA specifi¢no interagira
le ena izmed vijacnic. Proteini z motivom vijaCnica-zavoj-vijaCnica v prokariontih
obicajno delujejo kot dimeri in prepoznavajo palindromske sekvence DNA. Motiv
vijaCnica-zavoj-vijacnica v evkariontih, imenovan homeodomena, se nekoliko razlikuje od
motiva v prokariontih. Homeodomeno sestavljajo tri vija¢nice alfa, med katerimi sta dve
vijanici podobni motivu vijacnica-zavoj-vijatnica (Slika 2b). V nasprotju s
prokariontskim motivom vijacnica-zavoj-vijacnica, se homeodomena na DNA veze kot
monomer (Xu in Morrical, 2010). Motiv cinkovih prstov (podrobneje opisano v poglavju
2.2.1) sestavljata antiparalelni plos¢i beta ter vijacnica alfa, z osrednjim cinkovim ionom
(Slika Ic). Motiv levcinske zadrge (Slika 1d) je bil prvi¢ odkrit kot del evkariontskih
transkripcijskih faktorjev (Landschulz in sod., 1988). Sestavljen je iz 30-40 aminokislin, ki
tvorijo dve paralelni vijacnici alfa, na vsakih sedem aminokislin pa se pojavi aminokislina
levcin. En zavoj vijacnice alfa je dolg 3,6 aminokisline, tako da se levcin pojavi na
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priblizno dva zavoja in vedno na enaki strani vijacnice. Proteini z motivom vijacnica-
zanka-vijacnica so transkripcijski aktivatorji, ki se v raztopini nahajajo v dimerni obliki,
prav tako pa kot dimeri interagirajo z DNA. Motiv vija¢nica-zanka-vijacnica (Slika le) je
sestavljen iz dveh vijacnic alfa, ki ju povezuje zanka razli¢nih dolzin, od 5 do 24
aminokislin (Xu in Morrical, 2010).

Slika 1: Strukturno razlicne DNA vezavne domene. (a) Motiv vija¢nica-zavoj-vijacnica, (b) homeodomena,
(c) motiv cinkovih prstov, (d) motiv levcinske zadrge, (¢) motiv vija¢nica-zanka-vija¢nica (Xu in Morrical,
2010: 2).

2.2.1 Cinkovi prsti

Miller in sod. (1985) so preucevali transkripcijski faktor IIIA afriSke zabe Xenopus laevis
in v njegovi strukturi odkrili ponavljajo¢i motiv (devet tandemskih ponovitev priblizno
tridesetih aminokislin), ki so ga zaradi vsebnosti cinka ter nafina vezave na DNA,
poimenovali kar cinkovi prsti. Do danes je poznanih Ze ve¢ poddruzin cinkovih prstov, ki
se poleg na DNA lahko veZejo tudi na RNA ali proteine in se med seboj razlikujejo po
funkeciji, strukturi in aminokislinski sestavi (Laity in sod., 2001). Med najbolj razsirjene
DNA vezavne domene v evkariontih spadajo cinkovi prsti Cys,His;, ki vsebujejo
antiparalelni plos¢i beta ter vijaCnico alfa (Lee in sod., 1989), za pravilno zvitje pa
potrebujejo cinkov ion (Frankel in sod., 1987) (Slika 2a). Aminokislinski ostanki vijacnice
alfa cinkovega prsta specifi¢no interagirajo s tremi baznimi pari v velikem Zlebu dvojne
vijacnice DNA preko vodikovih vezi ter hidrofobnih interakcij (Pavletich in Pabo, 1991)
(Slika 2b).



Golob A. Uporaba sinteticnih DNA vezavnih proteinov za izvedbo logi¢nih operacij v bioloskih sistemih.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

a) b)

beta
ploskev \

alfa
vijalnica

Cinkov prst Cinkov prst Cinkov prst

1 2 3

Slika 2: Struktura cinkovega prsta. (a) Vsak cinkov prst veze en cinkov ion (Zn*"), za vezavo katerega sta
pomembna dva cisteinska ostanka na ploskvi beta ter dva histidinska ostanka na vijacnici alfa. (b) Shematski
prikaz vezave DNA vezavne domene (sestavljena iz treh cinkovih prstov) transkripcijskega faktorja Zif268
na DNA. Vsak cinkov prst specifi¢no prepozna tri bazne pare z aminokislinskimi ostanki vijacnice alfa, ki so
na pozicijah -1, +3 in +6 (Klug, 2010: 219).

2.2.2 Efektorji TAL

Pred kratkim so odkrili nove DNA vezavne proteine, imenovane transkripcijskim
aktivatorjem podobni (TAL; ang. transcription activator-like) efektorji. Ti proteini imajo
povsem drugacno zgradbo in nacin vezave na DNA kot do tedaj poznani motivi DNA
vezavnih proteinov.

Efektorji TAL so transkripcijski faktorji fitopatogenih bakterij rodu Xanthomonas, ki preko
bakterijske sekrecijske poti tipa III vstopijo v rastlinske celice, se transportirajo v celi¢no
jedro ter z vezavo na promotorje tar¢nih genov aktivirajo transkripcijo rastlinskih genov
(Boch in Bonas, 2010). Ti aktivirani rastlinski geni inhibirajo rastlinski obrambni sistem in
pripomorejo k kolonizaciji ter razsirjanju bakterij (Yang in sod., 2006) ali pa v rastlinah, ki
so uspesno razvile odpornost, aktivirajo rastlinski obrambni sistem (Gu in sod., 2005). Za
izvedbo magistrske naloge smo uporabili efektorje TAL, zato se bomo v nadaljevanju
osredotocili nanje.

2.2.2.1 Zgodovina

Prvi efektor TAL AvrBs3 so Bonas in sod. (1989) odkrili v poprovem in paradiznikovem
patogenu Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. V sortah popra, ki vsebujejo gen za
rezistenco Bs3, AvrBs3 aktivira rastlinski imunski odziv. V nukleotidnem zaporedju gena
avrBs3 so nasli 17 ponovitev, vsaka dolzine 34 aminokislin, vendar takrat Se niso vedeli,
da so te ponovitve kljucne za vezavo efektorjev TAL na DNA (Bonas in sod., 1989).
Kmalu za tem so v rizevem patogenu Xanthomonas oryzae pv. oryzae identificirali tri
avirulencne gene (avrXa5, avrXa7, avrXal() homologne avrBs3, ki so bili v primerjavi z
avrBs3 visoko ohranjeni in so vsebovali podobne tandemske ponovitve. Primerjava teh
ponovitev med AvrBs3 ter AvrXalO je razkrila, da do razlik v ponovitvah v vecini prihaja
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v variabilni regiji, ki jo predstavljata aminokislini na pozicijah 12 ter 13, medtem ko sta C-
ter N- terminalna regija visoko ohranjeni (Hopkins in sod., 1993). O pomenu ponovitev za
specificno vezavo efektorjev TAL na DNA so prvi¢ porocali Herbers in sod. (1992), ki so
zeleli ugotoviti, ali je za aktivacijo rastlinskega imunskega odziva potrebnih vseh 17,5
kopij ponovitev AvrBs3. Z delecijo razlicnih ponovitev so dokazali, da vefina mutant
izgubi svojo aktivnost, nekatere pa pridobijo povsem novo specifi¢nost. S tem so pokazali,
da so ponovitve tiste, ki doloCajo specificnost vezave AvrBs3 na DNA. Odkrili so, da
poleg DNA vezavne domene, efektorji TAL na N-terminalnem koncu vsebujejo sekrecijski
signal tipa III, na C-terminalnem koncu pa aktivacijsko domeno (Zhu in sod., 1998) ter
jedrni lokalizacijski signal (NLS; angl. nuclear localization signal), ki je dogovoren za
transport efektorjev TAL v jedro (Yang in Gabriel, 1995; Van den Ackerveken in sod.,
1996) (Slika 3). Odkritje, da efektorji TAL vsebujejo zaporedje NLS ter aktivacijsko
domeno je bilo zanimivo, ker sta to evkariontska motiva, kar je nakazovalo na aktivnost
AvrBs3 v rastlinskih celicah. Leta 2007 sta dve skupini raziskovalcev objavili prvo znano
vezavno mesto na katero se veze efektor TAL AvrBs3, imenovano zaporedje UPT (ang.
upregulated by AvrBs3 box) (Kay in sod., 2007; Romer in sod., 2007). Ponovitvena
domena v efektorjih TAL je takrat predstavljala novo DNA vezavno domeno, ki je bila
povsem druga¢na od takrat Ze poznanih DNA vezavnih domen, zato je dolocitev
aminokislin vkljucenih v prepoznavo baznih parov predstavljalo velik izziv. Preboj se je
zgodil v letu 2009, ko so v dveh neodvisnih Studijah, z uporabo eksperimentalnega (Boch
in sod., 2009) in racunalniskega pristopa (Moscou in Bogdanove, 2009), desifrirali kodo za
prepoznavo DNA. Odkritje kode za prepoznavo DNA je bila odloc¢ilna odsko¢na deska za
efektorje TAL, ki kazejo izjemen potencial kot molekularno orodje. Od takrat so nacrtovali
Stevilne umetne DNA vezavne domene TAL spojene z endonukleazo Fokl, s ¢imer so
uspesno modificirali tar¢ne gene v kvasovkah (Christian in sod., 2010; Li in sod., 2010),
glistah (Wood in sod., 2011), ribah cebricah (Huang in sod., 2011; Sander in sod., 2011)
ter v ¢loveskih pluripotentnih celicah (Hockemeyer in sod., 2011). Sung in sod. (2013) je
na ta nacin uspelo ustvariti miSke z izbitim genom. Mercer in sod. (2012) so z efektorji
TAL pripravili himerne rekombinaze. Ideja je podobna kot pri cinkovih prstih, le da so
DNA vezavno domeno cinkovih prstov zamenjale DNA vezavne domene TAL.

2.2.2.2 Zgradba efektorjev TAL ter interakcija z DNA

Med 113 efektorji TAL iz Xanthomonas so odkrili, da se Stevilo ponovitev v efektorjih
TAL giblje med 1°5 do 33°5, najpogosteje pa efektorji TAL vsebujejo 17°5 ponovitev
(Boch in Bonas, 2010). Geni za efektorje TAL z manj ponovitvami so najverjetneje
nefunkcionalni, saj so Boch in sod. (2009) dokazali, da je za aktivacijo gena potrebnih vsaj
6’5 ponovitev, 10°5 ali ve¢ ponovitev pa vodi v mo¢no aktivacijo reporterskega gena.
Skoraj vse ponovitve so dolge 34 aminokislin in se med seboj razlikujejo v aminokislinah
na poziciji 12 ter 13 (Slika 3). Ta par hipervariabilnih aminokislin, imenovan ostanek, ki
variira s ponovitvijo (RVD; ang. repeat variable diresidue), doloca specifi¢nost vezave na
nukleotid. Pred prvo ponovitvijo se nahaja Se nicta ponovitev, ki veze timidin in je
pomembna za vezavo efektorja TAL na tarcno DNA, kljub temu, da ima aminokislinsko
sestavo precej drugacno od ostalih ponovitev. Zadnja ponovitev je vedno tako imenovana
polovicna ponovitev, ki je nekoliko okrnjena, saj vsebuje le prvih 20 aminokislin
ponovitve, vklju¢no z RVD (Boch in Bonas., 2010).
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Slika 3: Struktura efektorja TAL AvrBs3. N-terminalna regija vsebuje sekrecijski signal tipa III (SSIII), C-
terminalna regija pa jedrni lokalizacijski signal (NLS) ter aktivacijsko domeno (AD), zaradi Cesar efektorji
TAL v rastlinskih celicah delujejo kot transkripcijski aktivatorji. Vsaka izmed ponovitev, razen zadnja
polovi¢na ponovitev, kodira 34 aminokislin. Aminokislinska sekvenca prikazuje prvo ponovitev AvrBs3,
kjer je s sivo obarvan RVD oziroma hipervariabilni aminokislini na pozicijah 12 in 13 (Boch in sod., 2009:
1509).

Med do danes poznanimi efektorji TAL so nasli okoli dvajset razlicnih RVD-jev, med
katerimi se Stirje najpogosteje pojavljajo — HD (His-Asp), NG (Asn-Gly), NN (Asn-Asn),
NI (Asn-Ile). Vsak izmed njih preferen¢no interagira z enim izmed S$tirith nukleotidov
(Slika 4). HD se preferen¢no veze za citozin, NG na timidin ter NI na adenin. NN se veze
tako na adenin kot tudi na gvanin, s preferenco do gvanina, medtem ko je NS neselektiven
RVD, saj lahko veze vse §tiri nukleotide (Boch in sod., 2009).
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Slika 4: Preferen¢nost posameznih RVD do dolocenih nukleotidov (zaradi lazjega prikaza, so prikazani le
nukleotidi kodirajo¢e DNA). Zvezdica (*) pomeni, da v ponovitvi manjka aminokislina na poziciji 13.
Najvisje frekvence nukleotida so napisane s krepkim tiskom (Boch in sod., 2009: 1509).

V letu 2012 sta bili izvedeni dve Studiji strukture efektorjev TAL. V prvi so dolocili
kristalno strukturo umetno nacrtovanemu efektorju TAL dHAXS3, ki je vseboval 11,5
ponovitev s tremi najbolj zastopanimi RVD-ji (HD, NG in NS). Strukturo so dolo¢ili tako
prostemu dHAX3 kot tudi dHAX3 vezanemu na dvojno vijacnico (Deng in sod., 2012). V
drugi Studiji so kristalno strukturo dolo€ili naravnemu efektorju TAL PthXol iz Xanth
omonas oryzae. Kljub temu, da so strukturo dolocili le PthXol vezanemu na dvojno
vijacnico in pri precej niZji resoluciji, je PthXol vseboval kar 23,5 ponovitev med katerimi
je bilo zastopanih Sest razlicnih RVD-jev (HD, NG, HG, NN, Ni in N*) (Mak in sod.,
2012). Obe studiji sta pokazali, da imajo vse posamezne ponovitve TAL priblizno enako
konformacijo in sicer, da vsako ponovitev sestavljata ena kratka ter ena dolga vijacnica
alfa, ki sta med seboj povezani s kratko RVD zanko, katere del sta aminokislini na poziciji
12 ter 13 (Slika 5).
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Slika 5: Struktura ene ponovitve efektorja TAL. Vse ponovitve efektorjev TAL imajo skoraj identi¢no

strukturo. Vsaka ponovitev vsebuje kratko in dolgo vijacnico alfa, ki ju povezuje kratka RVD zanka (Mak in
sod., 2012).

D13

Vse ponovitve skupaj tvorijo desno-sucno super-vijacnico, ki se ovije okoli velikega Zlebu
dvojne vijacnice, vzdolz celotne taréne DNA (Slika 6). Prosta struktura dHAX3 ima bolj
raztegnjeno in rahlo odvito konformacijo v primerjavi z dHAX3 vezanim na dvojno
vijacnico, kljub temu pa ima protein Se vedno konformacijo desno-su¢ne super-vijacnice,
le RVD-ji sosednjih ponovitev so nekoliko bolj oddaljeni drug od drugega (Deng in sod.,
2012).

Slika 6: Kristalna struktura DNA vezavne domene efektorja TAL PthXo1l vezanega na tar¢éno DNA (na sliki
levo pogled od strani in na sliki desno pogled vzdolz osi DNA). Prikazanih je vseh 22,5 ponovitev efektorja
TAL PthXol1 (vsaka je obarvana z druga¢no barvo) (Mak in sod., 2012).

Obe kristalni strukturi sta pokazali, da je za specifi¢ni kontakt efektorja TAL z DNA
pomembna izkljuéno druga aminokislina RVD-ja, torej aminokislina na poziciji 13, kako
le-ta interagira z dolocenim nukleotidom pa je odvisno od same aminokisline (Mak in sod.,
2012). Prva aminokislina RVD-ja na poziciji 12 (obi¢ajno asparagin ali histidin) ima le
strukturno vlogo in ne interagira direktno z DNA, ampak tvori vodikovo vez s karbonilnim
kisikom aminokisline na poziciji 8, ki se nahaja na C-terminalnem koncu prve vijacnice
alfa efektorja TAL. S tem se stabilizira konformacija RVD zanke, ki je klju¢na za
specifi¢no prepoznavo DNA (Deng in sod., 2012; Mak in sod., 2012).
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2.3  TRANSKRIPCIJSKI FAKTORIJI V SINTEZNI BIOLOGIJI

Pri kompleksnih gensko-regulatornih omrezjih je potrebna natan¢na in predvidljiva
regulacija procesov kot so transkripcija, translacija in proteoliza. Uravnavanje genov v
organizmih se odvija s pomocjo regulatornih mehanizmov, ki imajo sposobnost zaznavanja
tako notranjih kot zunanjih signalov. Po tem vzoru so v preteklih letih pri gradnji umetnih
gensko-regulatornih mrez v sesalskih celicah uporabljali heterologne transkripcijske
regulatorne elemente. ObiCajno se za te namene izkoriS¢ajo bakterijski regulatorni
elementi, ki imajo sposobnost specificne vezave na promotorska zaporedja ter posledi¢no
inhibicije ali aktivacije tarnega gena. Vezava teh regulatornih elementov na tar¢na
vezavna mesta je pogosto odvisna od prisotnosti ali odsotnosti induktorja, ki povzroci
asociacijo oziroma disociacijo regulatornega elementa z vezavnim mestom.

2.3.1 Transkripcijski faktorji za sesalske celice na osnovi bakterijskih proteinov

Prvi sinteti¢ni transkripcijski faktor za sesalske celice so pripravili s fuzijo represorskega
proteina TetR iz E.coli in aktivatorske domene iz herpes simpleks virusnega proteina 16
(VP16; ang. viron protein 16). Ta hibridni transaktivatorski protein je z vezavo na
tetraciklinski operator (fetO) aktiviral izrazanje reporterskega gena pod kontrolo
minimalnega promotorja v sesalskih celicah HeLa, kljub temu, da so klju¢ni regulatorni
elementi izhajali iz E.coli (Gossen in Bujard, 1992). Znanstveniki so do danes precej
povecali repertoar sinteti¢nih transkripcijskih faktorjev na osnovi bakterijskih proteinov, ki
jih je mo¢ uravnavati z razli¢nimi ligandi, kot so antibiotiki in drugi metaboliti (Auslénder
in Fussenegger, 2013).

Za nadzorovano izrazanje heterolognih genov so do danes razvili ze vrsto inducibilnih
transkripcijskih faktorjev. Prvi so temeljili na bakterijskih regulatornih elementih, ki jih je
mozno inducirati z antibiotiki, kot so tetraciklin (Gossen in Bujard, 1992), streptogramini
(Fussenegger in sod., 2000), makrolidi (Weber in sod., 2002) in kumermicin/novobiocin
(Zhao in sod., 2003). Vendar antibiotiki zaradi razli¢nih stranskih ucinkov in pojava
rezistence niso najbolj primerni za uporabo v terapevtskih aplikacijah (Kapunisk-Uner in
sod., 1996; Wegener in sod., 1997; Sanchez in sod., 2004; Alanis, 2005), kar je vodilo v
razvoj inducibilnih transkripcijskih faktorjev, ki se odzivajo na majhne induktorje, kot so
signalne molekule, razni metaboliti, hormoni, itd. (Preglednica 1) (Auslédnder in
Fussenegger, 2013). Tehnologija uravnavanja transkripcije heterolognih genov v sesalskih
celicah ter tkivih z uporabo klini¢no odobrenih majhnih molekul je moc¢no orodje za vrsto
razli¢nih aplikacij.

Preglednica 1: Nekatere izmed molekul/signalov, ki se uporabljajo za indukcijo transkripcijskih faktorjev.

Induktorska molekula/signal Referenca
butirolaktoni (molekule odgovorne za zaznavanje celi¢ne gostote) Weber in sod., 2003
rapamicin (imunosupresivna molekula) Rivera in sod., 1996
estrogen (hormon) Braselmann in sod., 1993
L-arginin (aminokislina) Hartenbach in sod., 2007

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje preglednice 1. Nekatere izmed molekul/signalov, ki se wuporabljajo za indukcijo
transkripcijskih faktorjev.

Induktorska molekula/signal Referenca
6-hidroksi-nikotin Malphettes in sod., 2005
biotin (vitamin H) Weber in sod., 2007
vanilinska kislina (prehransko dopolnilo) Gitzinger in sod., 2012
floretin (metabolit iz jabolk) Gitzinger in sod., 2009

V magistrski nalogi smo za namene uravnavanja heterolognih genov uporabili dva
inducibilna sistema, Pipon ter Eon, natanéneje opisana v nadaljevanju.

Fussenegger in sod. (2000) so razvili represibilni (Pipogr) in inducibilni (Pipon) sistem za
uravnavanje genov v sesalskih celicah, ki temelji na represorskem proteinu Pip (ang.
pristinamycin-induced protein) iz Streptomyces coelicolor (Slika 7). Izrazanje genov pod
kontrolo tega sistema je odzivno na streptograminski antibiotik pristinamicin. Sistem
Piporr sestavlja aktivatorski protein (fuzija DNA vezavne domene proteina Pip ter
aktivatorske domene VP16), ki v odsotnosti pristinamicina z vezavo na taréna vezavna
mesta pred minimalnim evkariontskim promotorjem (Pyvy) povzroc¢i aktivacijo
transkripcije porocevalskega gena SEAP (ang. human placental-secreted alkaline
phosphatase). V prisotnosti pristinamicina aktivatorski protein disociira iz vezavnega
mesta in tarni gen se ne izraza veC. Sistem Pipon sestavlja represorski protein (fuzija
DNA vezavne domene proteina Pip ter represorske domene KRAB), ki se v odsotnosti
pristinamicina lahko veZe na tar€na vezavna mesta za Konstitutivnim virusnim
promotorjem (Psvs), kar vodi v inhibicijo izraZzanja porocevalskega gena SEAP. V
prisotnosti pristinamicina represorski protein disociira z vezavnega mesta ter s tem
omogoci transkripcijo tarénega gena.

Piporr Pipox
VP16 KRAB
Pip ,—> Pip
-PI - Pl

vezavna PamIN SEAP Psva40 vezavna SEAP
mesta mesta

vezavna  PyiN SEAP Psygp  Vezavna SEAP

mesta mesta

Slika 7: Represibilni sistem Pipogr in inducibilni sistem Pipoy za uravnavanje genov v sesalskih celicah,
katerih delovanje je odvisno od prisotnosti ali odsotnosti induktorja pristinamicina (PI) (Fussenegger in sod.,
2000: 1205).

Weber in sod. (2002) so razvili podobna sistema za uravnavanje izrazanja genov, le da je
njuno delovanje namesto od streptograminskih antibiotikov odvisno od makrolidnega
antibiotika eritromicina. Oba sistema za uravnavanje genov v sesalskih celicah, tako
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represibilni (Eopp) kot inducibilni (Eoy), temeljita na osnovi interakcije med represorskim
proteinom E iz E.coli ter pripadajoCim tarcnim vezavnim mestom (Slika 8). Sistem Eopp
vkljucuje transaktivatorski protein ET, ki je fuzija represorskega proteina E ter aktivatorske
domene VP16. V odsotnosti eritromicina se aktivatorski protein veze na vezavno mesto
pred minimalnim promotorjem (Phcmvmin), ki izhaja iz CloveSkega citomegalovirusnega
promotorja. To povzroci aktivacijo izrazanja reporterskega proteina SEAP. Indukcija z
eritromicinom prepre¢i vezavo aktivatorskega proteina na vezavno mesto, zato se
porocevalski gen SEAP ne izraza. Sistem Egn temelji na represorskem proteinu E spojenim
z represorsko domeno KRAB. Le-ta se v odsotnosti eritromicina veze na taréna vezavna
mesta, ki se nahajajo za konstitutivnim virusnim promotorjem (Pgsy49), kar vodi do
inhibicije izrazanja porocevalskega gena SEAP. V prisotnosti eritromicina represorski
protein disociira z vezavnih mest in s tem omogoci izrazanje porocevalskega gena SEAP.

EOFF EOI\'

VP16 KRAB

E ,—’ n.lx.,l, 1l E

vezavno  PLCMVmin SEAP Psva0 vezavna SEAP
mesto mesta

,—P

K QY. veézavna NS
vezavno  PheMvmin SEAP Psvao N SEAP
mesto ©

Slika 8: Represibilni sistem Eqgr in inducibilni sistem Eqy za uravnavanje genov v sesalskih celicah, katerih
delovanje je odvisno od prisotnosti ali odsotnosti induktorja eritromicina (EM) (Weber in sod., 2002: 902).

2.3.2 Sinteti¢ni transkripcijski faktorji na osnovi ortogonalnih elementov

Dobro okarakterizirani transkripcijski faktorji na osnovi naravnih bakterijskih proteinov so
sicer odli¢ni gradniki za izdelavo umetnih gensko-regulatornih omrezij v zivih organizmih,
vendar z nekaj pomanjkljivostmi. Njihovo Stevilo je omejeno, kar onemogoca izgradnjo
bolj kompleksnih sistemov. Poleg tega bakterijski regulatorni proteini pogosto niso
ortogonalni in imajo raznolike biokemijske lastnosti, kar lahko privede do nepricakovanih
interakcij med njimi ali celo do interakcij z endogenimi celicnimi komponentami. Idealno
bi bilo, ¢e bi imeli na voljo veliko Stevilo transkripcijskih faktorjev, ki bi se specificno
vezali le na tarCna mesta znotraj umetno nacrtovanih gensko-regulatornih mrez z
minimalnim vplivom na endogeno celicno okolje. Kot idealni elementi za izgradnjo
gensko-regulatornih mrez so se izkazali cinkovi prsti in efektorji TAL, saj so ortogonalni,
njihova modularna struktura pa omogoca pripravo Stevilnih transkripcijskih faktorjev z
razliénimi tarénimi vezavnimi mesti, a s podobnimi biokemijskimi lastnostmi (Garg in
sod., 2012).

Sinteti¢ni transkripcijski faktorji vsebujejo DNA vezavno domeno, katere tar¢no mesto se
nahaja v blizini promotorja, odgovornega za izrazanje tarCnega gena, ter efektorsko
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domeno, ki sprozi ali zavre transkripcijo. Do danes je Ze vec raziskovalnih skupin porocalo
o sinteti¢nih transkripcijskih faktorjih. DNA vezavne domene lahko predstavljajo razli¢ne
proteinske domene, kot so cinkovi prsti (natancneje opisani v poglavju 2.2.1) ali efektorji
TAL (natanc¢neje opisani v poglavju 2.2.2). Kot aktivatorska efektorska domena se
najpogosteje uporablja domena VP16 ali njena tetramerna oblika VP64, kot represorska
efektorska domena pa se najpogosteje uporablja domena KRAB.

Protein VP16 izhaja iz virusa herpes simpleks in je glavni aktivator liticne oblike okuZzbe.
Na virusnem promotorju skupaj z gostiteljskima proteinoma Oct-1 in HCF-1, tvori
multiproteinski transkripcijski kompleks. Protein VP16 vsebuje izredno ohranjeno
osrednjo regijo, ki je klju¢na za tvorbo multiproteinskega transkripcijskega kompleksa, ter
transkripcijsko aktivacijsko domeno. V nasprotju z osrednjo regijo, tako lokacija kot
nukleotidno zaporedje transkripcijske aktivacijske domene nista ohranjeni, vendar kljub
(Gebelein in Urrutia, 2001) temu le-ta interagira s Stevilnimi faktorji vkljucenimi v
aktivacijo transkripcije (Hall in Struhl, 2002; Wysocka in Herr, 2003).

Leta 1991 so v evkariontih odkrili cinkove prste z domeno KRAB na N-terminalnem
koncu (Bellefroid in sod., 1991). Domena cinkovega prsta Cys;His, je odgovorna za
vezavo na tarcno DNA, medtem ko domena KRAB deluje kot transkripcijski represor.
Domeno KRAB sestavljata Skatla KRAB A ter skatla KRAB B, lahko pa je prisotna le ena
izmed njiju. Na skatlo KRAB A se veze korepresorski protein, kar neposredno vodi do
inhibicije tarcnega gena, medtem ko Skatla KRAB B le poveca ucinkovitost inhibicije s
strani Skatle KRAB A, ki je daljSa ter bolj ohranjena v primerjavi s Skatlo KRAB B
(Vissing in sod., 1995; Urrutia, 2003).

2.3.2.1 Sinteti¢ni transkripcijski faktorji na osnovi cinkovih prstov

Do nedavnega so bili cinkovi prsti eni izmed najbolj uporabljanih DNA vezavnih proteinov
v sintezni biologiji. Posamezni cinkovi prsti so strukturno neodvisni (Nakaseko in sod.,
1992), zato jih lahko med seboj povezujemo in s tem dobimo nove DNA vezavne domene,
ki prepoznavajo daljsa nukleotidna zaporedja, tudi do 18 baznih parov (Liu in sod., 1997).
Z odkritiem DNA-prepoznavne kode (Choo in Klug, 1994) se je pricelo nacrtovanje
umetnih cinkovih prstov z Zeleno specifi¢nostjo in s tem uporaba le-teh za Stevilne
aplikacije. Med drugim so raziskovalci z zdruzitvijo umetnih cinkovih prstov z
aktivatorsko oziroma represorsko domeno uspeli pripraviti povsem nove sinteti¢ne
transkripcijske faktorje (Beerli in sod., 1993). Cinkove prste so uspesno zdruzili tudi s
funkcionalnimi domenami integraz (Tan in sod., 2004), metiltransferaz (Xu in Bestor,
1997), nukleaz (Kim in sod. 1996) in rekombinaz (Akopian in sod., 2003), itd. Cinkovi
prsti zaradi njihove modularne strukture lahko poljubno zdruzujemo, hkrati pa imajo
podobne biokemijske lastnosti in so ortogonalni, kar je klju¢no za nacrtovanje sinteti¢nih
transkripcijskih faktorjev. Slabost je, da povezovalni segment med prsti vpliva na
ucinkovitost (Choo in Klug, 1993) ter da ne poznamo cinkovih prstov za vse triplete.
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2.3.2.2 Sinteti¢ni transkripcijski faktorji na osnovi efektorjev TAL

Efektorji TAL imajo podobno kot cinkovi prsti modularno zgradbo in sposobnost
specificne vezave na DNA. So visoko specificni, lahko se vezejo na poljubno tarcno
vezavno mesto ter niso toksi¢ni za celice. V primerjavi s cinkovimi prsti je njihova
priprava cenejSa, hkrati pa je mozno nacrtovati sinteticne efektorje TAL za povsem
poljubno nukleotidno zaporedje, medtem ko je za cinkove prste na voljo sicer vec
modulov, a le-ti ne zastopajo vseh moznih nukleotidnih zaporedij (DeFrancesco, 2011).
Poleg tega posamezni moduli cinkovih prstov lahko vplivajo na afiniteto vezave sosednjih
prstov na vezavna mesta. Ramirez in sod. (2008) so pokazali, da je le nizek odstotek
nacrtovanih modularnih cinkovih prstov tudi funkcionalnih. Priprava sinteti¢nih efektorjev
TAL je precej bolj enostavna, saj sosednji moduli ne vplivajo na afiniteto drugih modulov
(DeFrancesco, 2011).

Za sintezne biologe so efektorji TAL zaradi njihove visoke specifi¢nosti, ortogonalnosti
(Slika 9), modularnosti in s tem zmoznosti nacrtovanja za vezavo na skorajda katerokoli
vezavno mesto odli¢ni kandidati za na¢rtovanje umetnih transkripcijskih faktorjev.

a) b)

L ortogonalni
efektorji TAL

_________

- - -

mreza genom

genom

Ne-ortogonalna taréna vezavna mesta za efektorje TAL Ortogonalna tar¢na vezavna mesta za efektorje TAL
MW tarCna vezavna mesta tarCna vezavna mesta
[ pndobna ne-tar¢na vezavna mesta podobna ne-tar¢na vezavna mesta

Slika 9: Ortogonalnost efektorjev TAL. (a) Ne-ortogonalni efektorji TAL nacrtovani za uravnavanje
genskega izrazanja v umetni gensko-regulatorni mrezi se prav tako lahko vezejo na podobna ne-tar¢na
vezavna mesta, ki se nahajajo v endogenih regijah promotorjev znotraj genomske DNA. (b) Ortogonalni
efektorji TAL z vezavo na tar¢na mesta uravnavajo gensko izraZanje le znotraj umetne gensko-regulatorne
mreze in se ne vezejo na endogene celi¢ne promotorske regije, saj v genomski DNA ni podobnih ne-tarénih
vezavnih mest (Garg in sod., 2012: 2).

Kar nekaj raziskovalnih skupin je za specificno aktivacijo tar¢nega gena uporabilo DNA
vezavno domeno TAL, spojeno s sesalsko aktivacijsko domeno VP16 ali z njenim
tetramernim derivatom VP64 (Garg in sod., 2012; Miller in sod., 2011; Zhang in sod.,
2011) (Slika 10b). C-terminalni konec efektorja TAL z dvema endogenima zaporedjema
NLS ter endogeno aktivacijsko domeno so zamenjali s sesalskim zaporedjem NLS ter z
aktivacijsko domeno VP64 (Garg in sod., 2012; Zhang in sod., 2011).

Inhibicija izrazanja tarnega gena je bila dosezena prek fuzije DNA vezavne domene TAL
z represorsko domeno KRAB (Slika 10a) (Garg in sod., 2012), medtem ko so Cong in sod.
(2012) DNA vezavno domeno TAL spojili z represorsko domeno SID.
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Slika 10: Sinteti¢ni transkripcijski faktorji na osnovi efektorjev TAL. Model tridimenzionalne strukture TAL
DNA vezavne domene spojene z represorsko domeno KRAB (a) in aktivacijsko domeno VP16 (b) (TAL-
based ..., 2012).

2.4 UMETNA GENSKO-REGULATORNA OMREZJA

Sintezna biologija prepleta znanja genetskega inzeniringa z znanji racunalniskih ter
inZenirskih znanosti, od katerih povzema principe, kot so abstrakcija, standardizacija,
modularnost ter ortogonalnost. Vsi ti principi so kljuéni za pripravo umetnih gensko-
regulatornih omrezij. Cilj sintezne biologije je povezovanje standardiziranih oziroma
podrobno okarakteriziranih genetskih elementov v razli¢ne kompleksne genske sisteme z
namenom programiranja celic za opravljanje novih, ¢loveku koristnih nalog. Celice se
yprogramira« z vnosom rekombinantne DNA, kar je primerljivo z racunalniSskim
programiranjem, kjer se uporablja binarna koda. Razlika je le v tem, da je binarna koda
dvojiski sistem, ki uporablja niz dveh Stevk, 1 in 0, medtem ko je zaporedje DNA
sestavljeno iz niza Stirih razli¢nih nukleotidov. Kljub jasni analogiji med sintezno biologijo
ter racunalnistvom (Slika 11), se sintezni biolog za razliko od racunalniskega programerja,
ki za programiranje namesto binarne kode uporablja uporabniku prijazno programsko
opremo, Se vedno ukvarja s spreminjanjem nukleotidnega zaporedja DNA (Panke, 2008).
Prav zaradi tega je abstrakcija, ki se ukvarja z odpravljanjem kompleksnosti, klju¢na v
inzenirskih znanostih.

RACUNALNISKA
OMREZJA

. METABOLNE
POTI

I LOGICNA Y | BIOKEMIJSKE
'\ e ) VRATA / REAKCIJE
\ e . '
N ' ’
\ /
\
\
T4 PROTEINI,
. FIZICNE LA \, GENL..

\ PLASTI

Slika 11: Hierarhija, l;i prikazuje analogijo sintezne biologije in racunalni§kega inZenirstva
(Andrianantoandro in sod., 2006: 2).
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Umetno nacrtovane gensko-regulatorne mreze delujejo v celicnem okolju, zato je za
nacrtovanje le-teh kljucna ortogonalnost osnovnih genetskih elementov, kar pomeni, da ne
interagirajo z endogenim celi¢nim okoljem in delujejo povsem neodvisno. Implementacija
koncepta ortogonalnosti v kompleksno celicno okolje za sinteznega biologa predstavlja
velik izziv. Oviro predstavlja tudi pomanjkanje taksnih ortogonalnih genetskih elementov,
ki bi jih lahko enostavno sestavljali v bolj kompleksne sisteme, kot na primer preklopna
stikala (ve¢ v poglavju 2.4.1.1), logi¢na vrata ali oscilatorji (Andrianantoandro in sod.,
2009; Panke, 2008).

2.4.1 Dosedanji dosezki

Osnova za vsa logi¢na vezja so logi¢na vrata, ki imajo zmoznost izvajanja Boolovih
logi¢nih funkeij, kot so NOT, OR, AND ter vse mozne kombinacije le-teh. Logi¢na vrata
torej izvajajo logicne operacije, kjer en ali ve¢ vhodov producira izhode, katerih vrednost
je odvisna od tipa logi¢nih vrat ter vrednosti vhodnih signalov. Elektronska logi¢na vrata
so realizirana z uporabo diod ter tranzistorjev, ki delujejo v odvisnosti od vhodnih
signalov, kot sta napetost ali tok, medtem ko so vhodni signali pri bioloskih logi¢nih vratih
najbolj pogosto razli¢ne koncentracije molekul (Khalil in Collins, 2010). To racunalnisko
logiko so prevzeli sintezni biologi, ki so v bakterijskih celicah najprej pripravili le nekaj
osnovnih Boolovih logi¢nih vrat (Guet in sod., 2000; Mayo in sod., 2006; Anderson in
sod., 2007). Siuti in sod. (2013) so uspesno realizirali vseh 16 osnovnih Boolovih logi¢nih
vrat in hkrati dosegli, da si celica rezultat logi¢ne funkcije tudi zapomni. S povezovanjem
teh osnovnih logi¢nih vrat na razlicnih nivojih je nekaterim uspelo pripraviti bolj
kompleksne bioloske programe, kot so na primer bakterije s programom, ki jim omogoca
Stetje do tri (Friedland in sod., 2009). Kramer in sod. (2004a) ter Auslinder in sod. (2012)
so Boolovo logiko uspesno prenesli tudi v sesalske celice.

Goldman in sod. (2013) so pretvorili 739 kB digitalnih podatkov (avdio posnetek govora
Martina Luther Kinga, vseh 154 Shakespearovih sonetov, znanstveni clanek v PDF
formatu, barvno fotografijo Evropskega bioinformacijskega inStituta v JPEG formatu)
zapisanih v binarni kodi v nukleotidno zaporedje DNA ter nato to DNA sintetizirali,
sekvencirali in uspesno rekonstruirali originalne datoteke s sto odstotno natanc¢nostjo. S
tem so dokazali, da je molekula DNA odli¢na za shranjevanje informacij, kar je osnova
tudi vsakega racunalnika na osnovi silicija. Kljub temu, da so znanstveniki ze dokazali, da
ima molekula DNA zmozZnost shranjevanja ter prenosa podatkov, je tako imenovano
biolosko racunalnis$tvo Se na zacetku svoje poti.

Velik korak naprej je bila priprava prvega genskega preklopnega stikala v E. coli na osnovi
dveh prokariontskih transkripcijskih represorjev z medsebojno inhibicijo (Gardner in sod.,
2000) (natancneje opisano v poglavju 2.4.1.1). TakSno preklopno stikalo za razliko od
logi¢nih vrat, ne le procesira informacije, ampak informacijo o stanju sistema tudi shrani.
Kmalu za tem so Kramer in sod. (2004) podobno gensko preklopno stikalo, prav tako na
osnovi prokariontskih transkripcijskih represorjev, pripravili v sesalskih celicah
(natan¢neje opisano v poglavju 2.4.1.1).
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Elowitz in Leibler (2000) sta v E.coli pripravila prvi sinteti¢ni oscilator sestavljen iz treh
promotorsko-represorskih modulov z medsebojno inhibicijo, ki so se nahajali na skupnem
plazmidu. Liho Stevilo represorskih elementov je v sistemu onemogocilo zasedbo
stabilnega stanja, kar je vodilo do oscilacij v izrazanju posameznih represorjev. Oscilacije
so spremljali preko porocevalskega gena (zeleni fluorescentni protein), ki se je nahajal na
locenem plazmidu. Tigges in sod. (2009) so delovanje oscilatorja pokazali tudi v sesalskih
celicah. Cilj magistrske naloge je priprava genskega preklopnega stikala, zato so genska
preklopna stikala v nadaljevanju tudi podrobneje opisana.

2.4.1.1 Genska preklopna stikala

Vloga genskih regulatornih sistemov nekaterih bioloSkih procesov, kot na primer
diferenciacija celic, je vzdrzevanje stanja za katerega je bil sprejet signal iz okolja. To
stanje si mora celica tudi zapomniti, kar lahko doseze z dedno metilacijo DNA ali z mrezo
genov, ki uravnavajo ekspresijo drug drugega (Cherry in Adler, 2000). Opisana so bila ze
Stevilna naravna epigenetska stikala, ki igrajo pomembno vlogo pri koordinaciji raznolikih
procesov v prokariontskih organizmih (Casadests in D" Ari, 2002) ter pri procesih, kot so
celi¢ni spomin (Orlando, 2003) in razvoj rastlin (Kohler in Grossniklaus, 2002). Najbolj
preprosto gensko stikalo je sistem, kjer vsak izmed dveh represorskih proteinov uravnava
sintezo drugega (Monod in Jacob, 1961).

Gensko bistabilno stikalo je enostavno epigenetsko stikalo, ki lahko zavzame eno izmed
dveh stabilnih stanj, odvisno od vhodnega signala. S spremembo vhodnega signala lahko
preklapljamo iz enega v drugo stanje. Stikalo tudi po odstranitvi vhodnega signala ohrani
stabilno stanje, torej deluje kot nekaksna bioloSka spominska enota, podobno kot v
racunalnistvu, kjer osnovna enota za shranjevanje informacij temelji na dveh med seboj
povezanih logi¢nih vratih NOR (Slika 12) (Khalil in Collins, 2010). Odsotnost obeh
induktorjev v populaciji celic vodi do nenadzorovanega izrazanja obeh stabilnih stanj —
nekatere celice zavzamejo stanje 1, druge stanje 2 (Cherry in Adler, 2000).

R

Q

S Q

Slika 12: Shema elektronskega vezja sestavljenega iz dveh med seboj povezanih logi¢nih vrat NOR. Taksno
vezje je bistabilno, saj se lahko nahaja v dveh stabilnih stanjih (Q ali Q) med katerimi moZno preklapljati.
Katero kon¢no stanje bo elektronsko vezje zavzelo je odvisno od vhodnega signala (R ali S) (Khalil in
Collins, 2010: 368)

Matematic¢ne analize genskih stikal so pokazale, da za dosego funkcionalne bistabilnosti ni
dovolj le medsebojna inhibicija dveh represorjev, ampak je potrebna pozitivna
kooperativnost vezave, ki izraza nelinearen odziv (Cherry in Adler, 2000). Macia in sod.
(2009) ter Widder in sod. (2009) pa so pokazali, da se v principu bistabilnost genskega
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stikala lahko doseZe tudi z nekooperativnimi genskimi elementi, a le ¢e se v sistem vnese
nelinearnost odziva. To bi bilo mogoce v primeru, ko bi protein A lahko hkrati inhibiral
transkripcijo proteina B ter aktiviral lastno transkripcijo, kar bi veljalo obratno tudi za
protein B (Slika 13). To pomeni, da bi potrebovali transkripcijski faktor, ki bi hkrati
deloval kot represor in aktivator.

QB

Slika 13: Shema genskega stikala, ki za dosego bistabilnosti ne zahteva kooperativne vezave transkripcijskih
faktorjev. Na podlagi matemati¢nega modela bi transkripcijski faktor A aktiviral lastno transkripcijo ter
hkrati inhibiral transkripcijo transkripcijskega faktorja B, kar obratno velja tudi za transkripcijski faktor B
(Widder in sod., 2009: 2).

Prvo umetno epigenetsko preklopno stikalo, ki so ga realizirali v E. coli, je temeljilo na
dobro okarakteriziranih naravnih bakterijskih transkripcijskih faktorjih TetR in Lacl
(Gardner in sod., 2000). Uporabili so enostaven sistem dveh konstitutivnih promotorjev ter
dveh represorjev z medsebojno inhibicijo (Slika 14). Odvisno od vhodnega signala
oziroma induktorja (prehodna kemicna ali termi¢na indukcija), je stikalo preklopilo v eno
ali drugo stanje, kar so spremljali z izrazanjem reporterskega proteina. Ob dodatku
induktorja 1 je bilo stikalo v zaprtem (OFF) stanju, z induktorjem 2 pa so stikalo preklopili
v odprto (ON) stanje.

induktor 2

1

promotor 1 |
represor 2 represor 1 reporter

—— D e—

T promotor 2

T

induktor 1

Slika 14: Gensko preklopno stikalo z dvema repesorjema z medsebojno inhibicijo. Induktor 2 inducira
transkripcijo reporterskega proteina ter represorskega proteina 1, ki z vezavo na promotor 1 inhibira
transkripcijo represorskega proteina 2. Induktor 1 inducira transkripcijo represorskega proteina 2, ki z vezavo
na promotor 2 inhibira transkripcijo reporterskega proteina ter represorskega proteina 1 (Gardner in sod.,
2000: 339).

Na podoben nacin kot Gardner in sod. (2000) so Kramer in sod. (2004b) epigenetsko
preklopno stikalo realizirali v celicah CHO (ang. Chinese hamster ovary cells). Uporabili
so dva transkripcijska kontrolna sistema z medsebojno inhibicijo, Pipon (Fussenegger in
sod., 2000) ter Eon (Weber in sod., 2002), ki ju je bilo mogoce inducirati z dodatkom
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antibiotika. Dodatek eritromicina je preprecil vezavo represorskega proteina E-KRAB na
promotor PrrrON, kar je vodilo v soCasno izrazanje represorskega proteina Pip-KRAB ter
porocevalskega gena SEAP. Dodatek pristinamicina je preprecil vezavo represorskega
proteina Pip:KRAB na promotor PpirON, kar je vodilo v izrazanje represorskega proteina
E-KRAB, ki je z vezavo na promotor PrrrON inhibiral izrazanje Pip-KRAB in
porocevalskega gena SEAP (Slika 15a). V obeh primerih je bil potreben le zacasen dodatek
induktorja za preklop iz enega v drugo stanje. Po odstraniti signala je preklopno stikalo
ohranilo stabilno stanje skozi daljSe ¢asovno obdobje, tudi ve¢ kot tri tedne (Kramer in
sod., 2004b). Poleg stabilnosti preklopnega stikala, so Kramer in sod. (2004b) z uspeSnim
preklapljanjem med dvema stanjema tekom dveh tednov dokazali tudi njegovo
reverzibilnost. Ravno stabilnost ter reverzibilnost skozi daljSe casovno obdobje sta kljucni
lastnosti genskega preklopnega stikala. Pomanjkljivost tega stikala je bilo precejSnje
puscanje v zaprtem stanju, do katerega pride zaradi same bazalne aktivnosti promotorja.
Hkrati je pus¢anje promotorja tudi razlog za precej nizko indukcijo v odprtem stanju.

Greber in sod. (2008) so gensko preklopno stikalo nadgradili z dodatkom zapisa za
intronsko malo interferenéno RNA (siRNA; ang. small interfering RNA), ki je sluzila za
dodatno utiSanje izrazanja transrepresorskega proteina. Zapis za obe intronski siRNA, tako
siRNAGrp kot siRNA{,, so umestili med oba transrepresorska proteina (Slika 15b). S tem
jim je uspelo zmanjSati bazalno aktivnost promotorjev, kar prikazuje tudi graf na sliki 15c.
V zaprtem stanju stikala je bilo tako izraZzanje porocevalskega gena SEAP precej nizje, saj
je intronska siRNAp,. z vezavo na vezavno mesto TAGy,. Se dodatno utiSala izrazanje
represorskega proteina Pip-KRAB ter poroCevalskega gena SEAP. Poleg tega so v odprtem
stanju stikala zaradi vezave intronske siRNAgpp na vezavno mesto TAGgpp ter s tem
dodatnega utiSanja represorskega proteina E-KRAB, dosegli vi§je izrazanje
porocevalskega gena SEAP.
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Slika 15: Shemi ter dinamika izrazanja reporterskega proteina SEAP pri dveh razlicnih epigenetskih
preklopnih stikalih v sesalskih celicah. (a) Gensko preklopno stikalo 1. Dodatek eritromicina (EM) vodi v
socasno izrazanje reporterskega proteina SEAP (odprto stanje) ter represorskega proteina Pip-KRAB, ki
inhibira izrazanje represorskega proteina E-KRAB. Dodatek pristinamicina (PI) pa vodi v izrazanje
represorskega proteina E-KRAB, ki inhibira izrazanje represorskega proteina Pip-KRAB ter reporterskega
proteina SEAP (zaprto stanje). IRES (ang. internal ribosome entry side) je nukleotidna sekvenca, ki omogoca
iniciacijo translacije na sredini informacijske RNA (Greber in Fussenegger, 2007: 337). (b) Gensko
preklopno stikalo 2 se od genskega preklopnega stikala 1 razlikuje le v dodatnem zapisu za dve intronski
siRNA znotraj transrepresorskih proteinov E-KRAB ter Pip-KRAB. Intronska siRNA[ . se veze na taréno
mesto TAGy, in ob indukciji s pristinamicinom Se dodatno utiSa izrazanje represorskega proteina Pip-KRAB
ter reporterskega proteina SEAP. Intronska siRNAggp se veze na tar¢no mesto TAGgrp in ob indukciji z
eritromicinom $e dodatno utiSa izrazanje represorskega proteina E-KRAB (Greber in sod., 2008: 13). (¢)
Primerjava izrazanja reporterskega proteina SEAP med genskim preklopnim stikalom 1 ter genskim
preklopnim stikalom 2 v odvisnosti od dodanega induktorja (eritromicin ali pristinamicin). Za dosego
maksimalnega izrazanja transrepresorskih proteinov, je zadoscal le prehodni signal induktorjev (na grafu
obarvano z modro) (Greber in Fussenegger, 2007: 337).

Umetna genska stikala v sesalskih celicah imajo velik potencial, predvsem za terapevtske
aplikacije. Klasi¢ni sistem uravnavanja genov za trajno izrazanje tarCnega gena zahteva
konstantno prisotnost induktorja, kot so na primer antibiotiki. Dolgotrajna izpostavljenost
antibiotikom lahko privede do nezaZelenih ucinkov, kot je razvoj rezistence na antibiotike
(Wegener in sod., 1997; Alanis, 2005) ali akumulacija antibiotikov v kosteh ter zobeh
(Kapunisk-Uner in sod., 1996; Sanchez in sod., 2004). Pri genskih stikalih je za ohranjanje
stabilnega stanja potreben le kratek stimulus induktorja. Pred terapevtsko uporabo so
potrebne Se izboljSave, na primer minimalizacija puS€anja, ko je stikalo v zaprtem stanju.
Taksna stikala predstavljajo obetaven zacetek na poti do umetnih epigenetskih spominskih
naprav v celicah.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Laboratorijska oprema

Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupaj s proizvajalcem.

Proizvajalec

Laboratorijska oprema

Kemomed

Applied Biosystems (ABI)
Beckman Coulter

Berthold Detection Systems

Binder
Biometra
Brand

Canon
Sigma-Aldrich

Corning

DNR Bio-Imaging Systems

Eppendorf

Euromax

Gilson
Golias
Gorenje
Hettich
Hoefer
ibidi
IKA

inoLab

Stoparica, stekleni¢ke za gojenje celi¢nih kultur, mikrotiterske plosce z
razli¢nim Stevilom vdolbinic za gojenje celi¢nih kultur

aparatura za verizno reakcijo s polimerazo Veriti® Thermal Cycler
centrifuga J2-HS

Orion II Microplate Luminometer s pripadajo¢im rac¢unalniskim programom
Simplicity 4.2

CO; inkubator za celi¢ne kulture

kaditka za agarozno gelsko elektroforezo Horizon® 11.4, transiluminator
avtomatska pipeta HandyStep” in nastavki zanjo

fotoaparat za slikanje agaroznih gelov

parafilm

bele mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami za merjenje luminiscence, banjice
za multikanalko

aparatura za fotografiranje agaroznih gelov

avtomatske pipete razlicnih volumnov, multikanalne pipete razli¢nih
volumnov, nastavki za pipete (0,1 - 20 pl), mikrocentrifugirke, namizna
centrifuga MiniSpin, centrifuga 5415R, termoblok Thermomixer R

invertni svetlobni mikroskop

avtomatske pipete razlicnih volumnov, nastavki za pipete (5 ml, 10 ml)
petrijevke

mikrovalovna pecica za segrevanje agaroznih gelov

centrifuga Universal 320R

izvor napetosti za agarozno gelsko elektroforezo

mikroskopirne komore za celi¢ne kulture z 8 vdolbinicami (p-Slide 8 well)
magnetna mesala, vrtinénik MS3 basic

pH meter WTW series

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2. Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupaj s proizvajalcem.

Proizvajalec

Laboratorijska oprema

Invitrogen

Iskra-PIO d.o.o

Kambi¢
KERN
Kimberly-Clarck

Leica Mycrosystems

LTH

MWG Biotech

Nalgene

New Brunswick Scientific
PlastiBrand

Sanyo

Sarstedt

Sartorius Stedim Biotech
Schott Duran

Sutjeska

Thermo Scientific

TPP

Zanussi

naprava za avtomatsko Stetje celic (Countess™), §tevne ploi¢ice, barvilo
tripan modro

brezprasna komora M 18

parni sterilizator A-500/700, stresalnik, inkubator
tehtnica 440-45N
rokavice KIMTECH

konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 s pripadajo¢im racunalniskim
programom Leica LAS AF Lite za obdelavo podatkov

hladilnik

naprava za verizno reakcijo s polimerazo Primus 96 Plus Thermal Cycler
stojala za mikrocentrifugirke

stresalnik/inkubator Innova® 42

nastavki za avtomatske pipete

skrinja za -80°C

nastavki za pipete (200 pul, 1000 pl), cetrifugirke razlicnih volumnov
tehtnica

vsa steklovina (erlenmajerice, ¢ase, ipd.)

parni sterilizator

spektrofotometer NanoDrop ND-1000 s pripadajo¢im racunalniskim
program ND-1000 V3.7.1 za obdelavo podatkov

seroloske pipete

zamrzovalnik (-20 °C)

3.1.2 Kemikalije

Preglednica 3: Uporabljene kemikalije navedene skupaj s proizvajalcem.

21

Proizvajalec

Kemikalija

Molecular Probes

Gibco

Carlo Erba Reagent
Goldbio

Fermentas

koelenterazin h

gojidte za celi¢ne kulture DMEM (GlutaMAX™-I), toplotno inaktivirani

fetalni goveji serum (FBS)
NaF

ampicilin

DNA standard GeneRuler™ 1kbp DNA Ladder, 6x DNA nanaSalni pufer

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje preglednice 3. Uporabljene kemikalije navedene skupaj s proizvajalcem.

22

Proizvajalec

Kemikalija

Thermo Scientifics

Inalco

Invitrogen

Kemika

Merck

New England Biolabs (NEB)

IDT
Polyplus-transfection SA
Promega

Sigma-Aldrich

Phusion® High-Fidelity (HF) DNA polimeraza

DTT

DNA polimeraza AccuPrime™ Pfx, AccuPrime™ Pfx reakcijski pufer
glicerol, bromfenol modro

agar-agar, metanol, NaOH, etanol, NaCl, MgCl,, NaCl

restrikcijski encimi (EcoRl, BamHI, Hindlll, Spel, Xbal), restrikcijski pufti,
T4 ligaza, T4 ligazni pufer

zacetni oligonukleotidi
jetPEI™ transfekcijski reagent
5x lizni pufer, luciferin, agaroza

DMSO, gojis¢e LB po Millerju, akrilamid, etidijev bromid, glicerol, za¢etni
olignukleotidi, dNTP, tripsin-EDTA, glukoza, EDTA, CoA, PEG 8000,
PEG 6000, HEPES, EGTA, natrijev pirofosfat, CDTA, tris, tris-HCI,
Na,HPO,

3.1.3 Raztopine in pufri

Preglednica 4: Raztopine in pufri uporabljeni za pripravo DNA konstruktov.

Raztopina/pufer

Sestavine

50x TAE pufer za agarozno gelsko 242 g Tris, 57 1 ml ledocetna kislina, 100 mL 50 mM EDTA,

elektroforezo

1% agarozni gel

dH,0 do 1000 ml, pH 8°0

1 g agaroze, 100 ml 1x TAE pufra

6x nanasalni pufer za agarozno 0°25% (v/v) bromofenol modro, 0°25% (v/v) ksilencianol, 40% (w/v)

gelsko elektroforezo
zmes dANTP za reakcijo PCR

5x »hitri« ligacijski pufer

glukoze v dH,0
2'5 mM dATP, 2’5 mM dCTP, 2°5 mM dGTP, 2°5 mM dTTP v MQ

66 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, I mM ATP, 6% PEG
6000, pH 7°6

5x izotermalni (ISO) reakcijski 25 % PEG 8000, 0'5 mM Tris-HCI (pH 7°5), 50 mM MgCl,, 50 mM

pufer za lepljenje po Gibsonu

DTT, 1 mM dGTP, 1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dCTP in 5 mM
NAD
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Preglednica 5: Raztopine in pufri uporabljeni za delo s celicnimi kulturami.

Raztopina/pufer Sestavine

fLuc-pufer 2'38 g HEPES (1660 mM), 038 g MgCl, (3'33 mM), 0°'06 g EGTANa (0°08
mM) raztopi$ v 100 mL dH,O, uravna$ pH na 7°8 in dodas se 0'08 g NaF (1°67
mM).

V 2°6 mL te meSanice dodamo Se 130 pul DTT (1667 mM), 130 ul ATP (0°44
mM), 130 ul CoA (0°23 mM) in MQ do 13 mL. Luciferin (0°'39 mM) raztopimo
v 100 pl DMSO in ga dodamo pufru.

Renilla-pufer 2°6 mL 5x Renilla-pufra (37346 g Na pirofosfat (750 mM), 6’9 g NaH,PO,H,0
(50°00 mM), 14°5 g NaCl (250°00 mM), 1'822 g CDTA (500 mM), 5 mL
metanol (0°01 1/1), pH 5°0), MQ do 13 mL.

Coelenterazin (0'001 mM) raztopimo v 100 pl metanola in ga dodamo pufru.

10x PBS 100 g NaCl, 2°5 g KCl, 14°4 g Na,HPO,, 2°5 g KH,PO,,
MQ do I L, pH uravnamo na 7°4.

NaCl za transfekcijo z 150 mM NaCl
jetPEI™

3.1.4 Komercialni kompleti

Preglednica 6: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti z navedbo proizvajalca.

Proizvajalec Ime kompleta Uporaba

Fermentas GeneJet™ Gel Extraction Kit komplet za ¢isc¢enje DNA iz agaroznega gela
Fermentas GeneJet™ PCR Purification Kit komplet za ¢is¢enje pomnozkov PCR
Fermentas GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit komplet za izolacijo plazmidne DNA

3.1.5 Plazmidi

Preglednica 7: Uporabljeni plazmidni vektorji.

Plazmid Vir
pcDNA3.0 Invitrogen
pGLA4.16 Promega
phRL-TK Promega

3.1.5.1 pcDNA3.0

Vektor se uporablja za izrazanje proteinov v sesalskih celicah. Vsebuje mocan
konstitutivni ¢loveski citomegalovirusni (CMV) promotor ter gena za ampicilinsko in
neomicinsko rezistenco, ki omogocata selekcijo transformiranih celic. Vektor nosi zapis za
SV40 (Simian virus 40) promotor v katerem se nahaja mesto SV40 ORI (ang. Origin of
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Replication), ki omogoca episomalno pomnozevanje plazmida v celicah, ki izrazajo veliki
SV40 antigen T (Slika 16).

Bsml
Slika 16: Shema plazmidnega vektorja pcDNA3 (pcDNA3 ..., 2013).

3.1.52 pGLA4.16

Vektor vsebuje porocevalski gen z zapisom za kresnickino luciferazo, ki vsebuje dve
razgradnji nukleotidni sekvenci, imenovani PEST in CL1 (na sliki 17 oznaceno kot
luc2CP). Obe zapored;ji pripomoreta k hitrejsi razgradnji proteina. Razgradnji oznacevalec
PEST je 40 aminokislin dolgo zaporedje izolirano iz C-terminalne regije miSje ornitin
dekarboksilaze, medtem ko razgradnji oznacCevalec CL1 izhaja iz kvasovk. Vektor vsebuje
tudi gen za ampicilinsko odpornost.

oly(A)
Nnse

Sall 3804

Synthetic
poly(A) g 9

oo 15
pn 19
Sl
pGL4.16[/uc2CP/Hygro] Nhe | 28
Veclor Xhol 34
SV40 early (6020bp) EcoRV 42
enhancer Bglll 7
promoter Bgl/Sfil | 60
Hind Il 66

2199 BamH |

SV40 late
poly(A) signal

EcoR 11750

Slika 17: Shema plazmidnega vektorja pGL4.16 (pGL4.16 ..., 2013).
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3.1.5.3 phRL-TK

Reporterski vektor za izrazanje v sesalskih celicah smo uporabljali kot kontrolo uspesnosti
transfekcije pri dvojnem luciferaznem testu. Vektor vsebuje zapis za Renilla luciferazo (na
sliki 18 oznaceno kot hRluc), ki je pod kontrolo konstitutivno aktivnega promotorja HSV-
TK (herpes simpleks virusna timidin kinaza). Nosi pa tudi zapis za mesto ORI, kjer se
pri¢ne pomnozevanje plazmida, ter gen za ampicilinsko odpornost (Slika 18).

2223 BamHlI

SV40 late
poly(A)

phRL-TK
Vector
(4045bp)

Bglll 1

1971 Xbal

HSV-TK
Promoter

Promoter

Nhel 1024
Slika 18:Shema plazmidnega vektorja phRL-TK (Synthetic ..., 2002).

3.1.6 Restrikcijski encimi

Preglednica 8: Uporabljeni restrikcijski encimi.

Restrikceijski encim Prepoznavno mesto Proizvajalec

EcoRI G|AATTC New England Biolabs (NEB)
BamHI G|GATCC New England Biolabs (NEB)
HindIll AJAGCTT New England Biolabs (NEB)
Spel A|CTAGT New England Biolabs (NEB)
Xbal T|CTAGA New England Biolabs (NEB)

3.1.7 Zacetni oligonukleotidi

Preglednica 9: Zacetni oligonukleotidi uporabljeni za verizno reakcijo s polimerazo.

Oznaka zacetnega

oligonukleotida Opis Nukleotidno zaporedje

Gib_start(Eco)-f prileganje na Eco-start-His-TAL 5' gaattcgccaccatgcaccac 3'

Gib_start pMIN-r prileganje na vektor pGL4.16 z  5' gtcgtggtggtggtggtegtecatggtggcgaattcggteg
minimalnim promotorjem, ctttaccaacagtaccg 3'
vsebuje rocico za Eco-start-His-
TAL

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje preglednice 9. Zacetni oligonukleotidi uporabljeni za verizno reakcijo s polimerazo.

Oznaka zacetnega

. . -

oligonukleotida Opis Nukleotidno zaporedje

Gib_t2a TAL-f prileganje na efektorje TAL, 5' ggagaggaagtcttctgacctgeggagacgtcgaagaga
vsebuje rocico za t2A atcctggacccatggactacaaagaccatgacgg 3'

Gib_t2a GFP-r prileganje na GFP, vsebuje 5' ttetettegacgteteegeaggtcagaagacttcetcteeect
ro¢ico za t2A cggctctcttgtacagetegtee 3'

Gib_stop(pGL)-f prileganje na vektor pGL4.16, 5' taatctagaatcgctgtcacagacatgataagatacattgat
vsebuje rocico za stop-Xba gagtttgg 3'

Gib_stop(Xba) VP16-r  prileganje na domeno VP16, 5' caatgtatcttatcatgtctgtgacagegattctagattacce
vsebuje rocico za stop-Xba- accgtactcgtcaattcc 3'
pGL4.16

KRAB t2A-r prileganje na domeno KRAB, 5' ttetettegacgteteegeaggtcagaagacttcetcteeect
vsebuje rocico za t2A cggctctaactgatgatttgatttcaaatge 3'

Gib_ pCMV-f prileganje na promotor CMV 5' tagtaatcaattacggggtcattag 3'

Gib_pCMV-r prileganje na promotor CMV 5' gtaacgcggaactccatatatgggc 3'

Gib_start NLS-f prileganje na NLS, vsebuje 5' cgagctegcetagegecaccatgeaccaccaccacecacca
roc¢ico za vektor pcDNA3 cgaattcccaaagaagaaacggaagg 3'

Gib_shlink KRAB-r prileganje na domeno KRAB, 5' cccacttectctagaaactgatgatttgatttcaaatge 3'

vsebuje rocico za kratek linker

*  Podcrtani deli oligonukleotidnih zacetnikov predstavljajo dele nukleotidnega zaporedja, ki prilegajo
na matri¢no DNA.

3.1.8 Organizmi

3.1.8.1 Bakterijski sevi

Preglednica 10: Uporabljeni bakterijski sevi E. coli.

Sev Genotip Vir
DH5a F/supE44, AlacU169 (80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 Zbirka sevov
thi-1, relAl Kemijskega
instituta

Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl Invitrogen
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A
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3.1.8.2 Celi¢ne kulture

Preglednica 11: Uporabljene celicne kulture.

Celi¢na Kkultura Opis Vir
HEK293T trajna celi¢na kultura iz ¢loveskih embrionalnih Carsten Kirschning
ledvi¢nih celic z vstavljenim velikim SV40 antigenom T (TehniSka Univerza
Miinchen)

3.1.9 Gojisca

Seve bakterije E. coli smo gojili v tekocem ter na trdnem LB gojiS¢u. Za gojenje celic
¢loveske linije HEK293T smo uporabili DMEM z dodanim 10 % FBS.

Preglednica 12: Sestava uporabljenih gojisc.

Ime gojisca Sestava
Tekoce LB gojisce 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt)
Trdno LB gojisce 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt)
15 g/l agar
50 pg/ml ampicilin
Gojisce za celi¢ne kulture 0’5 1 DMEM

55ml 10 % FBS

3.2 METODE
3.2.1 Priprava gojis¢
3.2.1.1 Gojisca za bakterije

TekocCe LB gojis¢e smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili ustrezno koli¢ino
gojis¢a LB po Millerju (Preglednica 12). Gojis¢e smo sterilizirali v avtoklavu z vlazno
toploto in ga do uporabe hranili na sobni temperaturi. Pred inokulacijo smo gojisc¢u sterilno
dodali Se 50 pg/ml ustreznega antibiotika.

Trdno LB gojis¢e smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili ustrezno koli¢ino
gojisc¢a LB po Millerju ter agar (Preglednica 12). Gojis¢e smo sterilizirali v avtoklavu z
vlazno toploto in Sele, ko se je gojis¢e ohladilo na priblizno 50 °C smo sterilno dodali
ustrezen antibiotik (ampicilin v kon¢ni koncentraciji 75 pg/ml, kanamicin v kon¢ni
koncentraciji 50 pg/ml, kloramfenikol v kon¢ni koncentraciji 35 pg/ml). Gojis¢e smo rahlo
premesali in ga vlili v sterilne petrijevke, ki smo jih do uporabe hranili v hladilniku na 4
°C.
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3.2.1.2 Gojisca za celi¢ne kulture

Gojisce za celicne kulture smo pripravili tako, da smo v 0°5 | svezega gojis¢a DMEM
sterilno dodali 55 ml 10 % FBS.

3.2.2 Sterilizacija steklovine, goji$¢ in raztopin

Ves temperaturno neobcutljiv material, ki smo ga potrebovali za gojenje bakterijskih in
celicnih kultur smo sterilizirali v avtoklavu z vlazno toploto (20 minut, 121 °C, 1°2 bar),

medtem ko smo temperaturno obcutljive raztopine sterilizirali s filtracijo preko filtra s
premerom por 0°2 um.

3.2.3 Priprava genskih konstruktov z metodami molekularnega kloniranja

V nadaljevanju so natan¢neje opisane metode molekularnega kloniranja (Ausubel in sod.,
2002), s katerimi smo pripravili genske konstrukte uporabljene v magistrskem delu.

3.2.3.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za verizno reakcijo s polimerazo smo uporabljali DNA polimerazo AccuPrime™ Pfx ali
DNA polimerazo Phusion® High-Fidelity. Koli¢ine posameznih komponent za pripravo
ene PCR reakcijske meSanice in prav tako tudi temperaturni ter ¢asovni profili reakcij so
odvisni od tega, katero DNA polimerazo smo uporabili (preglednice 13-16).

Preglednica 13: Sestava ene reakcijske meSanice za verizno reakcijo z DNA polimerazo AccuPrime™ Pfx.

Kombonenta ZaloZna Konéna Volumen
P koncentracija koncentracija (uL)
Matri¢na DNK 20 ng/ul 0°4 ng/ul 1
Zacetni oligonukleotid 1 20 pmol/pl 0°4 pmol/ul 1
Zacetni oligonukleotid 2 20 pmol/pl 0°4 pmol/ul 1
AccuPrime™ Pfx reakcijski pufer 10 x Ix 5
DNA polimeraza AccuPrime™ Pfx 2°5U/ul 0°05 U/uLL
MQ 41
Skupni volumen 50

Preglednica 14: Temperaturni in &asovni profil verizne reakcije z DNA polimerazo AccuPrime ™ Pfx.

Stopnja Temperatura Cas
Zacetna denaturacija 94 °C 2 min
30 ciklov 1. Denaturacija 94 °C 15s

2. Prileganje zacetnih olignukleotidov* (Ty-5) °C 30
3. PodaljSevanje 68 °C Imin/1 kbp
Konéno podaljsevanje 68 °C 7 min

Konec 10 °C o0
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Preglednica 15: Sestava ene reakcijske meanice za verizno reakcijo z DNA polimerazo Phusion® High-
Fidelity.

Komponenta ZaloZna Konéna Volumen
P koncentracija koncentracija (nL)
Matri¢na DNK 20 ng/ul 0°4 ng/pl 1
Zacetni oligonukleotid 1 50 uM 0’5 uM 05
Zacetni oligonukleotid 2 50 uM 0’5 uM 05
5x Phusion reakcijski pufer 5x Ix 10
dNTP 10 mM 200 uM 1
DNA polimeraza Phusion® High-Fidelity 2°5U/ul 0°05 U/uL 1
MQ 36
Skupni volumen 50

Preglednica 16: Temperaturni in ¢asovni profil verizne reakcije z DNA polimerazo polimerazo Phusion®
High-Fidelity.

Stopnja Temperatura Cas
Zacetna denaturacija 98 °C 1 min
30 ciklov 1. Denaturacija 98 °C 15s

2. Prileganje zacetnih olignukleotidov* (Ty-5) °C 30

3. Podaljsevanje 72 °C 20 s/1 kbp
Konéno podaljsevanje 72 °C 5 min
Konec 10 °C 0

*  Temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov je odvisna od dolzine in sestave zacetnih
oligonukleotidov. V splosnem velja, da je temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov za 5 °C
nizja od najnizje talilne temperature (T,; angl. melting temperature) v paru zacetnih
oligonukleotidov uporabljenih v verizni reakciji s polimerazo. Talilna temperatura je opredeljena kot
temperatura pri kateri bo polovica dvoverizne DNA disocirala in postala enoverizna DNA. Za
posamezen zacetni oligonukleotid smo talilno temperaturo izracunali po spodnji formuli:

Tn=4(G+C)+2(A+T)°C (1)

G - stevilo gvaninov v delu zacetnega oligonukleotida, ki prilega na matrico.
C - stevilo citozinov v delu zacetnega oligonukleotida, ki prilega na matrico.
A - stevilo adeninov v delu zacetnega oligonukleotida, ki prilega na matrico.
T - Stevilo timidinov v delu zacetnega oligonukleotida, ki prilega na matrico.

3.2.3.2 Agarozna gelska elektroforeza

Uspesnost reakcije PCR ter prav tako uspesSnost restrikcij plazmidnih vektorjev in
kontrolnih restrikcij, smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Gostota agaroznega
gela je odvisna od dolzine pricakovanih fragmentov, in sicer daljs$i kot so fragmenti
gostejsi gel pripravimo, in obratno. Obicajno smo pripravili 1 % (w/v) agarozni gel.
Zatehtali smo 1 g agaroze, ki smo jo vmeSali v 100 ml 1XTAE pufra ter jo raztopili s
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segrevanjem v mikrovalovni pecici. Ko se je meSanica nekoliko ohladila, smo dodali 2 pl
etidijevega bromida (10 g/1), gel vlili v kadic¢ko in pustili priblizno pol ure, da se je gel
strdil. V Zepke agaroznega gela smo nanasali vzorce z dodanim nanasalnim pufrom (1x).
Poleg vzorcev smo v stranske zZepke vedno nanesli Se¢ DNA standard (GeneRuler™ 1kbp
DNA Ladder), ki nam je omogocil dolociti dolzino DNA fragmentov v vzorcih.
Elektroforeza je potekala v 1XTAE pufru ter pri konstantni napetosti 100 V priblizno 45
minut. Gel smo nato slikali pod UV lucjo.

3.2.3.3 Cis¢enje fragmentov DNA iz agaroznega gela

Iz agaroznega gela smo s skalpelom izrezali fragmente DNA pri¢akovanih dolZzin in jih
prenesli v mikrocentrifugirke. Fragmente DNA smo iz agaroznega gela ocistili z uporabo
komercialno dostopnega kompleta Genelet™ Gel Extraction Kit (Fermentas). V zadnjem
koraku smo ociS¢ene fragmente DNA iz kolonce eluirali z 50 pl MQ ter na
spektrofotometru NanoDrop izmerili koncentracijo DNA.

3.2.3.4 Lepljenje po Gibsonu

Za lepljenje po Gibsonu (Gibson in Russello, 2013) smo najprej pripravili ustrezne zacetne
oligonukleotide za reakcijo PCR. Metoda temelji na zdruzevanju fragmentov s
homolognimi konci, ki se tekom reakcije PCR s pomocjo nacrtovanih zacetnih
oligonukleotidov dodajo na 3" in 5° konce fragmentov. Med fragmenti, ki jih Zelimo
zdruziti je potrebno priblizno 40 bp homologije, zato potrebujemo zacetne oligonukleotide
sestavljene iz 40 bp dolgega StrleCega konca, ki je homologen fragmentu s katerim ga
zelimo zdruziti, ter 20 bp dolgega dela, ki prilega na matrico. Z ustreznim nacrtovanjem
zacetnih oligonukleotidov lahko med fragmente vnesemo tudi poljubno krajSe nukleotidno
zaporedje (npr. t2A sekvenco, jedrni lokalizacijski signal, peptidni povezovalec, ipd.)
(Slika 19).
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ZACETNI
OLIGONUKLEOTID 1
Strleci

prilegajoéi del konec
(20 bp) (40 bp)
fragment 1 fragment 2

Strleci prilegajoci del
konee /(20 bp) ZACETNI

(40 bp) OLIGONUKLEOTID 2

l reakcija PCR

fragment 1 t2A

t2A = fragment 2

—
40 bp

homologije

lepljenje po Gibsonu

fragment 1 t2A  fragment 2

Slika 19: Metoda lepljenja po Gibsonu. Shema prikazuje kako lahko s Strle¢imi homolognimi konci med dva
fragmenta vnesemo poljubno krajSe nukleotidno zaporedje (npr. t2A sekvenco).

Ko smo z reakcijo PCR, v kateri smo uporabili predhodno ustrezno nacrtovane zacetne
oligonukleotide, namnozili Zelene fragmente ter plazmidni vektor, smo uspesnost reakcije
preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Fragmente Zzelenih dolzin smo ocistili iz
agaroznega gela z uporabo komercialno dostopnega kompleta GeneJet™ Gel Extraction
Kit (Fermentas) ter izmerili koncentracijo DNA na spektrofotometru NanoDrop.

Pripravili smo reakcijsko mesanico (Preglednica 17), ki smo jo razdelili na alikvote po 15
ul in jo shranili na -20 °C. Pred uporabo smo reakcijsko meSanico odtajali na ledu ter
dodali 5-7 pl fragmentov PCR (10-100 ng vsakega PCR fragmenta v masnem razmerju
1:1), ki smo jih Zeleli zdruziti. Sledila je 60 minutna inkubacija na 50 °C, po kateri smo
vseh 20 pl reakcijske meSanice transformirali v kompetentne celice E. coli.

Preglednica 17: Sestava reakcijske meSanice za reakcijo lepljenja po Gibsonu.

Komponenta Volumen (ul)
Pufer ISO (5x) 320
Eksonukleaza T5 (1 U/ul) 064
DNA polimeraza Phusion (2 U/ul) 20
DNA ligaza Taq (40 U/ul) 160
MQ 700

Skupni volumen 1200

31



Golob A. Uporaba sinteticnih DNA vezavnih proteinov za izvedbo logi¢nih operacij v bioloskih sistemih. 32
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

3.2.3.5 Restrikcija

Plazmidno DNA smo rezali z restrikcijskimi endonukleazami, ki prepoznavajo to¢no
dolo¢eno nukleotidno zaporedje (Preglednica 8). Reakcijska meSanica je vsebovala
matricno DNA (najvec¢ 3 pg), 0°5 ul restrikcijskih endonukleaz (10 U/ul) na 1 pg matri¢ne
DNA, 5 pl restrikcijskega pufra (10x) ter MQ do kon¢nega volumna 50 pl. Tak$ne koli¢ine
komponent v reakcijski meSanici smo pripravili, kadar smo fragmente rezane z
restrikcijskimi endonukleazami v naslednjem koraku molekularnega kloniranja uporabili
za ligacijo. Kadar pa smo zeleli le preveriti ali so se nam zeleni fragmenti DNA vstavili v
plazmidni vektor, smo naredili tako imenovano restrikcijsko analizo. V tem primeru je
reakcijska meSanica vsebovala 500 ng matricne DNA, 0°5 pl restrikcijskih endonukleaz
(10 U/ul), 2 pl restrikcijskega pufra (10x) ter MQ do kon¢nega volumna 20 pl. Katerega
izmed restrikcijskih pufrov smo uporabili je bilo odvisno od uporabljenih restrikcijskih
endonukleaz, saj so le-te aktivne samo v dolocenih pufrih. Restrikcijsko meSanico smo 1-4
ure inkubirali na 37 °C. Cas inkubacije je bil odvisen od koli¢ine DNA in sicer, ve&ja kot
je bila kolicina DNA, daljsi je bil ¢as inkubacije. Po koncani inkubaciji smo restrikcije
takoj nanesli na agarozni gel. Ce smo rezane fragmente potrebovali za ligacijo, smo
fragmente Zelenih dolZin iz agaroznega gela ocistili z uporabo komercialno dostopnega
kompleta GeneJet'™ Gel Extraction Kit (Fermentas) ter izmerili koncentracijo DNA na
spektrofotometru NanoDrop. V primeru restrikcijskih analiz smo agarozni gel le slikali pod
UV lugjo.

3.2.3.6 Ligacija

Fragmente DNA, ki smo jih Zeleli zdruziti skupaj, smo rezali z enako kombinacijo
restrikcijskih endonukleaz, s ¢imer smo dobili fragmente s komplementarnimi lepljivimi
konci. Z ligazo DNA, ki katalizira nastanek fosfodiesterske vezi, so se ti komplementarni
konci zlepili skupaj. Pri ligaciji je pomembno molarno razmerje med vektorjem ter
fragmentom, ki ga vstavljamo v vektor. V vektor lahko vstavljamo enega ali dva fragmenta
(3-tockovna ligacija). Obicajno razmerje vektor:fragment je 1:3. Maso fragmenta smo
izraCunali po formuli:

Masyektor' A0LZINAfragment
[ragment ., 3 .2

masa =
fragment doliinauektor

Pripravili smo ligacijsko meSanico, ki je vsebovala 30-100 ng vektorja, izracunano
koli¢ino fragmenta/-ov, 1 ul T4 ligaze (400 U/ul), 4 ul 5x hitrega ligacijskega pufra ali 2
ul 10x T4 ligacijskega pufra ter MQ do kon¢nega volumna 20 pl. Ligacijsko meSanico
smo inkubirali 20 minut na sobni temperaturi (5x hitri ligacijski pufer) ali 3 ure na sobni
temperaturi oziroma 18 ur pri 16 °C (10x T4 ligacijski pufer), odvisno kateri ligacijski
pufer smo uporabili. Tej meSanici smo nato dodali 30 pul MQ, od tega smo 25 pul
transformirali v kompetentne celice E.coli.
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3.2.3.7 Transformacija kompetentnih celic E.coli

Za transformacijo celic smo uporabili metodo s toplotnim Sokom, kjer hitra sprememba
temperature povzroc¢i odprtje por v celini membrani, kar omogoci vstop plazmidne DNA
v celico. Kompetentne celice E.coli, shranjene na -80 °C, smo odtalili na ledu ter jim
dodali 25 pl ligacijske meSanice ali 20 pl Gibson reakcijske meSanice ali 1 pl plazmidne
DNA, ki smo jo zeleli pomnoziti. Celice smo 30 minut inkubirali na ledu, sledil je toplotni
Sok 2-4 minute na 42 °C in 1-2 minuti inkubacije na ledu. Nato smo sterilno dodali 1 ml
tekocega LB gojisca ter eno uro stresali (500 rpm) na 37 °C. Po eni uri smo celice
centrifugirali pri 7000 rpm 3 minute. Usedlino celic smo nato resuspendirali v manjSem
volumnu supernatanta (priblizno 100 pl) ter jo sterilno razmazali na trdno LB gojisce z ze
dodanim ustreznim antibiotikom. Plos¢e smo inkubirali 12-16 ur na 37 °C. Posamezne
kolonije, ki so zrasle na plosc¢ah, smo z zobotrebcem sterilno prenesli v 10 ml teko¢e LB
gojis¢e ter dodali ustrezen antibiotik. Kulturo smo s stresanjem (160 rpm) inkubirali
priblizno 12 ur na 37 °C.

3.2.3.8 Izolacija plazmidne DNA

Plazmidno DNA smo iz tekoCe kulture izolirali s komercialno dostopnim kompletom
GenelJet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas). V zadnjem koraku smo ocis¢eno plazmidno
DNA iz kolonce eluirali z 100 pl MQ ter na spektrofotometru NanoDrop izmerili
koncentracijo DNA.

3.2.3.9 Dolocanje koncentracije DNA

Koncentracijo plazmidne DNA smo dolocili s spektrofotometrom NanoDrop, ki 1 pl
vzorca izmeri absorbanco pri 260 nm (valovna dolzina pri kateri imajo nukleinske kisline
absorpcijski maksimum) in na koncu poda izracunano koncentracijo DNA. Prav tako nam
poda razmerje absorbanc izmerjenih pri 280 nm in 260 nm, s ¢imer ocenimo Cistost naSega
vzorca. Sprejemljivo razmerje Ajep:Azgo je priblizno 1,8. V primeru, da je razmerje precej
nizje, to nakazuje na prisotnost necisto¢, kot so proteini, fenoli, in drugi kontaminanti, ki
absorbirajo svetlobo pri 280 nm.

3.2.3.10 Dolocitev nukleotidnega zaporedja

Ko smo z restrikcijsko analizo potrdili, da se je v vektor vstavil fragment DNA Zelene
dolzine, smo morali potrditi Se pravilnost nukleotidnega zaporedja. Zmesali smo 40-60
ng/pl plazmidne DNA, 1°25 pl zacetnega oligonukleotida in MQ do kon¢nega volumna 10
ul ter konstrukte poslali na sekvenciranje (GATC Biotech).

3.2.3.11 Priprava trajnih kultur

Po potrditvi pravilnega nukleotidnega zaporedja genskih konstruktov, smo pripravili trajne
kulture, kar nam je omogocilo nadaljnjo hitrejSe namnozevanje konstruktov. Zmesali smo
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1 ml sveZe bakterijske kulture, ki je vsebovala Zelen plazmid, ter 1 ml 50 % (v/v) glicerola.
Mesanico smo shranili na - 80 °C.

3.2.4 Delo s celi¢nimi kulturami

3.2.4.1 Gojenje celic ¢loveske linije HEK293T

Celice HEK293T smo gojili v gojis¢u DMEM z dodanim 10 % FBS ter jih nato vzdrzevali
v kontrolirani atmosferi pri 95 % vlaznosti, 37 °C ter 5 % CO,. Gojenje je potekalo v
posodah, prevlecenih s polistirenom, ki celicam omogoca pritrjanje na podlago ter rast v
monosloju. Na priblizno tri do §tiri dni smo celicam zamenjali gojisce, ko pa so celice
dosegle okoli 90 % konfluentnost, smo le-te presadili in zred¢ili. Najprej smo iz posodice
odstranili gojis¢e in celice dvakrat sprali s 5 ml PBS, s ¢imer smo odstranili vse ostanke
gojisca, ki bi lahko inhibirali delovanje tripsina. Nato smo dodali 2 ml tripsina z EDTA, ter
pustili priblizno 1 minuto, da so se celice odlepile od podlage. Delovanje tripsina smo
nevtralizirali z dodatkom 8 ml gojis¢a DMEM z 10 % FBS. Suspenzijo celic smo prenesli
v 15 ml centrifugirko ter centrifugirali 5 minut pri 1200 rpm. Odstranili smo supernatant
ter celice resuspendirali v 10 ml sveZega gojis¢a DMEM z 10 % FBS. Od 10-30 %
suspenzije celic smo vrnili nazaj v gojitveno posodico, ki smo jo predhodno sprali z 10 ml
PBS.

3.2.4.2 Stetje in nacepljanje celic HEK293T v gojitvene plosée

Po tripsinizaciji smo preostanek celic, ki jih nismo vrnili v gojitveno posodico, uporabili za
nacepitev mikrotitrskih ploS¢. Resuspendiranim celicam smo dodali barvilo tripan modro,
v volumskem razmerju 1:1, od tega smo 10 pl uporabili za Stetje celic na napravi za
avtomatsko $tetje celic (Countess™). Stevilo nacepljenih celic je bilo odvisno od velikosti
vdolbinic na mikrotiterskih plos¢ah (Preglednica 18) (jetPEI™ ..., 2012). Za potrebe
merjenja luciferazne aktivnosti smo nacepili bele mikrotiterske plosce s 96 vdolbinicami,
za potrebe mikroskopiranja pa smo nacepili posebne mikroskopirne komore z 8§
vdolbinicami (p-Slide 8 well).

Preglednica 18: Priporoceno $tevilo celic in volumen gojisca za razli¢ne gojitvene plosce (jetPEI™ ..., 2012).

Stevilo vdolbinic Stevilo celic / vdolbinico Povrsina V(ZIOIbmlce Volum?n'gopsca /
(cm”) vdolbinico (ml)
96 10 000 - 17 000 03 01-02
8 25000 - 28 000 1 02-025

3.2.4.3 Prehodna transfekcija celic HEK293T

Dan pred izvedbo prehodne transfekcije smo ustrezno Stevilo celic nacepili v mikrotiterske
plosce (Preglednica 18) ter jih inkubirali pri 95 % vlaznosti, 37 °C ter 5 % CO,. Priblizno
50-70 % konfluentne celice smo transficirali po navodilih proizvajalca transfekcijskega
reagenta jetPEI™ (Slika 20). Ustrezno meSanico plazmidne DNA smo zmegali s 150 mM
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NaCl, nato smo temu dodali me3anico transfekcijskega reagenta jetPEI™ (2 pl jetPEI™ /
1ug plazmidne DNA) ter 150 mM NaCl. Po 20-30 minutni inkubaciji na sobni temperaturi
smo transfekcijsko mesanico dodali k celicam (jetPEI™ ..., 2012).

/ plazmidna DNA
+150 mM NaCl
/
jetPEI ™ '
+ 150 mM NaCl
vorteksiraj
g 10s
Dodaj raztopino
'l'l\l vorteksiraj

JetPEI' ™ k raztopini teks
plazmidne DNA g— 3 I5s in.
(ne obratno!) / inkubiraj
15-30 min

dodaj
k celicam
inkubiraj 24 - 48 ur
in izmeri
izrazanje
gena ali proteina

Slika 20: Prehodna transfekcija celic HEK293T po protokolu proizvajalca jetPEI™ (jetPEI™ ..., 2012: 6).

3.2.4.4 Stimulacija celic HEK293T

Pri optimizaciji pristinamicinskega in eritromicinskega inducibilnega sistema ter pri
testiranju genskih preklopnih stikal, smo celice takoj po transfekciji stimulirali s
pristinamicinom (2 pg/ml) ali/in eritromicinom (2 pg/ml). Celicam, ki smo jih uporabili za
eksperimente s konfokalno fluorescentno mikroskopijo, smo na dva dni menjali gojisce in
ponovno dodali ustrezen antibiotik. Nacdin red¢enja obeh induktorjev je naveden v
preglednici 19.

Preglednica 19: Red¢itve induktorjev pristinamicina ter eritromicina.

Induktor Zacetna koncentracija Red¢itev Konéna koncetracija v
(topilo) (topilo) celicnem gojiscu
(% topila)
pristinamicin 50 g/L (100 % DMSO) 20 mg/L (1 % DMSO) 2 mg/L (01 % DMSO)

eritromicin 50 g/L (100 % etanol) 20 mg/L (1 % etanol) 2 mg/L (0°1 % etanol)
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3.2.5 Merjenje luciferazne aktivnosti

Za merjenje luciferazne aktivnosti smo celice nacepili v bele mikrotitrske plos¢e s 96
vdolbinicami ter jih transficirali s kontrolnim plazmidom phRL-TK (10 ng), s
porocevalskim plazmidom, ki je vseboval zapis za kresnickino luciferazo (fLuc), ter z
ostalimi konstrukti DNA (odvisno od eksperimenta). Izrazanje poroCevalskega plazmida je
odvisno od eksperimentalnih pogojev, medtem ko izrazanje kontrolnega plazmida sluzi kot
kontrola za uspesnost transfekcije. Celice smo lizirali po dveh ali treh dneh inkubacije
tako, da smo odsesali gojisCe ter v vsako vdolbinico dodali 30 pl 1x liznega pufra
(Promega). Plos¢e smo zamrznili na - 80 °C in pripravili pufra za merjenje aktivnosti obeh
porocevalskih genov. Aktivnost obeh encimov je mozno izmeriti v enem vzorcu, saj imata
le-ta razlicna substrata. Luciferazno aktivnost smo izmerili luminometrom Orion II
Microplate. Z izratunom razmerja fLuc/rLuc (RLE — relativne luciferazne enote) smo
normalizirali aktivnost porocevalskega plazmida na kontrolni plazmid, tako da vrednosti
fLuc niso odvisne od uginkovitosti transfekcije ali celi¢ne viabilnosti (Dual-Luciferase® ...,
2011).

3.2.6 Konfokalna fluorescentna mikroskopija

Celice HEK293T smo nacepili v gojitvene komore z 8 vdolbinicami in jih pri 50-70 %
konfluentnosti transficirali z razlicnimi plazmidi (odvisno od eksperimenta). Za
opazovanje zivih celic pod mikroskopom smo uporabili konfokalni mikroskop Leica TCS
SP5 na Leica DMI 6000 CS stojalu. Celice smo priceli spremljati tri dni po transfekciji,
nato vsak dan naslednje tri dni (preklopno stikalo z dvema represorjema) oziroma vsak dan
naslednjih 9 dni (preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko). Tretji dan po transfekciji
smo celicam zamenjali gojis¢e in ponovno dodali ustrezen induktor. Pri testiranju
preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko smo gojis¢e menjali Se vsak drugi dan in
vsakokrat dodali tudi ustrezen induktor. Za spremljanje stikal na konfokalnem mikroskopu
smo uporabili 20x objektiv z numeri¢no aperturo 1°4. V eksperimentih smo uporabljali tri
razlicne fluorescentne proteine, katerih fluorescenco smo vzbujali z razlicnimi laserji.
Modri fluorescentni protein BFP smo vzbujali z 405 nm diodnim laserjem, emisijsko okno
smo nastavili na 420-500 nm. Rumeni fluorescentni protein mCitrine smo vzbujali s 514
nm multi-ionskim argonskim laserjem, emisijsko okno smo nastavili na 520-570 nm.
Oranzni fluorescentni protein mCherry smo vzbujali z 543 nm laserjem HeNe, emisijsko
okno smo nastavili na 550-620 nm. Za kasnejSo obdelavo slik smo uporabili racunalniSka
programa Leica LAS AF Lite ter Imagel.
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4 REZULTATI

4.1 IZBIRA DNA VEZAVNIH DOMEN

Za namene magistrske naloge smo Zeleli uporabiti DNA vezavne proteine, ki bi zadostili
kriterijjem modularnosti, standardizacije ter ortogonalnosti, zato smo se odlocili za
efektorje TAL. Modularna struktura efektorjev TAL nam omogoca enostavno sestavljanje
ponovitev z nacrtovanimi RVD-ji in s tem nacrtovanje novih DNA vezavnih proteinov. Te
lahko spojimo z razli¢nimi funkcionalnimi domenami, s ¢imer dobimo popolnoma nove
proteine, ki jih v naravi ne najdemo. Ker lahko DNA vezavne proteine nacrtujemo za
katerokoli vezavno mesto, lahko pripravimo taksne efektorje TAL, ki nimajo tar¢nih mest
nikjer v cloveSkem genomu, kar zadosti kriteriju ortogonalnosti. V magistrski nalogi smo
uporabili ze okarakterizirane DNA vezavne domene TAL, ki smo jih izbrali iz literature
(Sander in sod., 2011). Uporabili smo TAL #1257, ki smo ga poimenovali TALA, ter TAL
#1297, ki smo ga poimenovali TALB (Slika 21).

41257 = NNEHNEHNEHNHHHEH
X PN RINEEE
TALA : lﬂ a IEI G

tTTACTGCTGCTCCCGCT

#1297 = HNNHHENNNHHEHHNH E C E T
TALB pceopflcccoofiofcn
tCTTCCGTTTCCACATCT

Slika 21: Shema TALA ter TALB DNA vezavnih domen ter pripadajoca taréna vezavna mesta, ki smo jih
uporabili v magistrski nalogi. Posamezne ponovitve so prikazane kot obarvani pravokotniki v katerih so z
dvema ¢rkama oznaceni RVD-ji, pod njimi pa je prikazan nukleotid, ki ga RVD veze. Tar¢na vezavna mesta
so navedena v smeri 5' - 3', z zaetnim timidinom (oznacen z malimi pisanimi ¢rkami) (povzeto po Sander in
sod., 2011).

Sinteti¢na vezavna mesta, ki so vsebovala 10 ponovitev vezavnih mest za TALA oziroma
za TALB, smo narocili pri komercialnemu ponudniku (IDT). Med projektom iGEM 2012
smo pripravili reporterske plazmide, ki so vsebovali razlicno Stevilo (1, 2, 4, 7 in 12)
ponovitev vezavnih mest za NicTAL (eden izmed testiranih efektorjev TAL, ki ga nismo
uporabili za nadaljnje eksperimente) in eksperimentalno ugotovili (TAL-based ..., 2012),
da je za doseganje najvisje stopnje represije optimalno Stevilo vezavnih mest 7 ali vec, zato
smo se odlocili, da bomo za vse nadaljnje eksperimente uporabili 10 ponovitev vezavnih
mest.
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4.2 PRIPRAVA IN TESTIRANJE TRANSKRIPCIJSKIH FAKTORJEV TAL

4.2.1 Priprava konstruktov

Glavno orodje, ki smo ga uporabili v magistrskem delu, so sinteti¢ni transkripcijski faktorji
na osnovi efektorjev TAL. Sinteti¢ne transkripcijske faktorje smo pripravili s fuzijo DNA
vezavne domene efektorjev TAL in aktivatorske domene VP16 ali represorske domene
KRAB. Pri tem smo uporabili metodo lepljenja po Gibsonu oziroma metodo restrikcije in
ligacije. Pri pripravi DNA konstruktov je sodelovalo ve¢ ¢lanov ekipe iGEM 2012.

Pripravili smo represorja TALA ter TALB z razlicnimi mesti vgraditve represorske
domene KRAB z dodanim NLS. To smo vnesli na N-terminalni konec ali C-terminalni
konec ali na oba konca DNA vezavne domene TALA ali TALB (Slika 22a). Pripravljena
aktivatorja TALA in TALB sta aktivatorsko domeno VP16 z dodanim NLS vsebovala na
C-terminalnem koncu (Slika 22b). Vezavna mesta za represorje in aktivatorje TAL smo z
metodami molekularnega kloniranja vstavili pred razlicne promotorje (pMIN in pCMV).
Za promotor smo v isti vektor vstavili porocevalski gen fLuc (Slika 22c). Ustreznost
nukleotidnih zaporedij smo preverili s kontrolno restrikcijo (Slika 23) in s sekvenciranjem
(Priloga A in B). Kot je razvidno iz slike gela (Slika 23), vse dolzine DNA fragmentov
ustrezajo pricakovanim dolzinam.

a) pcDNA3 =D TALA |ZJKRAB b)  peDNA3 TALA [g[veisj
pcDNA3 TALB [SE(RAB}- pcDNA3 TALB  [Z[ VP16 b

pcDNA3 ¢)  pcDNA3 —{[IOXA] fLuc e
peDNA3 =DfgfkRa[ TALE ]

peDNA3 DERRAR[ TALA [B[RRAB} pGLA.16
pcDNA3 kquml TALB  [Z[KRABm= pGLA.16

Slika 22: DNA konstrukti, ki smo jih uporabili za testiranje aktivatorjev TAL in represorjev TAL. (a)
Represorji TALA in TALB v vektorju pcDNA3 pod kontrolo konstitutivnega promotorja (pCMV), ki imajo
represorsko domeno KRAB skupaj z NLS na C-terminalnem koncu ali N-terminalnem koncu ali na obeh
terminalnih koncih DNA vezavne domene TALA oziroma TALB. (b) Aktivatorja TALA in TALB. Fuzija
DNA vezavne domene TALA oziroma TALB z aktivatorsko domeno VP16 skupaj z NLS v vektorju
pcDNA3 pod kontrolo konstitutivnega promotorja (pCMYV). (c) Porocevalski plazmidi uporabljeni za
testiranje ucinkovitosti sinteti¢nih transkripcijskih faktorjev TAL. Deset ponovitev vezavnih mest za
regulatorje TALA in TALB se nahaja pred minimalnim (pMIN) ali konstitutivnim (pCMV) promotorjem, ki
nadzirata izrazanje poroCevalskega gena fLuc.
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Slika 23: Kontrolne restrikcije plazmidov uporabljenih za testiranje aktivatorjev TAL in represorjev TAL.
Restrikcijske meSanice (proge A-L) in DNA lestvico (progi X) smo nanesli na 1 % agarozni gel. Kontrolne
restrikcije smo izvedli z restrikcijskimi encimi navedenimi v Preglednici 20, v kateri so navedena tudi imena
DNA konstruktov skupaj s pri¢akovanimi dolzinami fragmentov.

Preglednica 20: Restrikcijski encimi uporabljeni za kontrolne restrikcije DNA konstruktov uporabljenih za
testiranje aktivatorjev TAL in represorjev TAL ter pri¢akovane dolzine DNA fragmentov.

Oznaka na Ime DNA konstrukta Restrikceijski Pri¢akovane dolZine DNA
agaroznem gelu encimi fragmentov
X DNA lestvica GeneRuler™
1kbp DNA Ladder

A TALA:KRAB EcoRl in Xbal 5401 bp, 2856 bp
B TALB:KRAB EcoRl in Xbal 5401 bp, 2856 bp
C KRAB:TALA EcoRl in Xbal 5403 bp, 2430 bp, 432 bp
D KRAB:TALB EcoRl in Xbal 5403 bp, 2430 bp, 432 bp
E KRAB:TALA:KRAB Spel in Xbal 4731 bp, 2835 bp, 1123 bp
F KRAB:TALB:KRAB Spel in Xbal 4731 bp, 2835 bp, 1123 bp
G TALA:VP16 EcoRl in Xbal 5401 bp, 2709 bp
H TALB:VP16 EcoRl in Xbal 5401 bp, 2709 bp
I [10XA]-CMV-fLuc Spel in EcoR1 4824 bp, 2255 bp, 773 bp
J [10XB]-CMV-fLuc Spel in EcoRI 4824 bp, 2255 bp, 773 bp
K [10XA]-pMIN-fLuc EcoRI 4301 bp, 2442 bp
L [10XB]-pMIN-fLuc EcoRI 4301 bp, 2442 bp

4.2.2 Ucinkovitost in specifi¢nost represorjev TAL

Zeleli smo preveriti kakSen odstotek inhibicije izrazanja poro¢evalskega gena lahko
dosezemo s sinteticnimi represorji TAL ter kako na ucinkovitost represije vpliva pozicija
represorske domene KRAB. Zanimalo nas je tudi ali je inhibicija izrazanja poroCevalskega
gena res posledica specifi¢ne vezave represorjev TAL na taréna vezavna mesta. V celice
cloveske linijje HEK293T smo s prehodno transfekcijo vstavili ustrezne plazmide (Priloga
C in D). Tri dni po transfekciji smo z metodo merjenja luciferazne aktivnosti, ki je
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podrobneje opisana v poglavju Materiali in metode, preverili u¢inkovitost inhibicije
porocevalskega gena fLuc z represorji TALA in TALB. Testirali smo razli¢ne koli¢ine
represorjev TALA in TALB z represorsko domeno na N-terminalnem ali C-terminalnem
koncu ali na obeh terminalnih koncih.

Rezultati kazejo, da smo z vsemi testiranimi represorji TAL, ne glede na pozicijo domene
KRAB (Slika 24a), dosegli ve¢ kot 90 odstotno inhibicijo izrazanja porocevalskega gena
(Slika 24b).

Najvi§jo inhibicijo izrazanja poroCevalskega gena, kar 98 odstotno, smo dosegli z
represorji TAL z represorsko domeno KRAB na obeh terminalnih koncih (Slika 24b).
Dokazali smo, da se vsi represorji TAL specifi¢no veZejo na tar¢na vezavna mesta, razen
represor TALA z represorsko domeno KRAB na obeh terminalnih koncih, kjer se je nivo
izrazanja porocevalskega gena, pred katerim so se nahajala vezavna mesta za napacen
represor TAL, vidno zmanjsal (Slika 25b). Na podlagi dobljenih rezultatov smo se za
nadaljnje eksperimente odlocili uporabiti represorje TALA in TALB z represorsko domeno
na C-terminalnem koncu.

0 g
I
~=b g

-1;’(‘MV>|§IKRAB TAL |§ KRAB'—
S

b)

lzrazanje porocevalskega gena fLuc (%)
5 8 8 8 88 3 8 8 8 B

Ong | Sng |25ng 50ng  Sng |25ng|SO0ng| Sng |25ng|SOng| Ong | Sng |25ng SOng Sng |25ng|SOng| Sng | 25ng|S0ng
KRAB:TALA TALA:KRAB | KRAB:TALA:KRAB KRAB:TALB TALB:KRAB | KRAB:TALB:KRAB

[10XA}-pCMV-fluc (25ng) [10XB]-pCMV-fluc (25ng)

(=]

Slika 24: Ucinkovitost delovanja sinteti¢nih represorjev TALA oziroma TALB v odvisnosti od pozicije
represorske domene KRAB v ¢loveskih celicah HEK293T. (a) Shema represorjev TAL ter porocevalskega
plazmida, s katerimi smo testirali u¢inkovitost inhibicije porocevalskega gena fLuc. (b) Inhibicija izrazanja
porocevalskega gena fLLuc ob vezavi represorjev TALA oziroma TALB na pripadajoca vezavna mesta pred

konstitutivnim promotorjem (pCMV). Izrazanje porocevalskega gena smo primerjali z izrazanjem v
odsotnosti represorja TAL. Predpostavili smo, da je izrazanje porocevalskega gena v tem primeru
maksimalno.
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Slika 25: Testiranje medsebojne ortogonalnosti represorjev TALA in TALB v ¢loveskih celicah HEK293T.
(a) Represorji TALA in TALB ter porocevalska plazmida, s katerimi smo testirali specificnost vezave
represorjev TAL na pripadajoca vezavna mesta. (b) Izrazanje porocevalskega gena fLuc pod nadzorom
konstitutivnega promotorja (pCMV), pred katerim se nahajajo vezavna mesta za napacen represor TAL.
Izrazanje porocevalskega gena smo primerjali z izrazanjem v odsotnosti represorja TAL. Predpostavili smo,
da je izrazanje porocevalskega gena v tem primeru maksimalno.

4.2.3 Ucinkovitost in specificnost aktivatorjev TAL

Zanimalo nas je kakSen nivo aktivacije izrazanja porocCevalskega gena lahko dosezemo z
sinteticnimi aktivatorji TAL ter ali je aktivacija izrazanja porocevalskega gena res
posledica specificne vezave aktivatorjev TAL na tar¢na vezavna mesta. V celice ¢loveske
linije HEK293T smo s prehodno transfekcijo vstavili ustrezne plazmide (Priloga E) ter dva
dni po transfekciji z metodo merjenja luciferazne aktivnosti, ki je podrobneje opisana v
poglavju Materiali in metode, preverili u¢inkovitost aktivacije izraZzanja porocevalskega
gena flLuc z aktivatorji TALA in TALB. Testirali smo razli¢ne koli¢ine aktivatorjev TALA
in TALB z aktivatorsko domeno VP16 na C-terminalnem koncu. Rezultati kazejo, da z
aktivatorji TAL lahko dosezemo tudi do 3000-kratno aktivacijo izrazanja porocCevalskega
gena, medtem ko ob prisotnosti vezavnih mest za napacen aktivator TAL, ne pride do
izrazanja porocevalskega gena (Slika 26b). S tem smo potrdili specificnost vezave
aktivatorjev TAL na pripadajoCa vezavna mesta.
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Slika 26: Uc¢inkovitost delovanja aktivatorjev TALA in TALB ter testiranje medsebojne ortogonalnosti
aktivatorjev TALA in TALB v ¢loveskih celicah HEK293T. (a) Shema aktivatorjev TALA in TALB ter
pripadajocih porocevalskih plazmidov s katerimi smo testirali u¢inkovitost ali specificnost vezave
aktivatorjev TAL. (b) Izrazanje porocevalskega gena fLuc ob vezavi aktivatorja TALA ali TALB na vezavna
mesta pred minimalnim promotorjem (pMIN). V primeru testiranja specifi¢nosti vezave so porocevalski
plazmidi vsebovali vezavna mesta za napacen aktivator TAL. Izrazanje porocevalskega gena smo primerjali z
izrazanjem v odsotnosti TAL aktivatorja.

4.3 PREKLOPNO STIKALO Z DVEMA REPRESORJEMA

4.3.1 Zasnova in delovanje stikala

V celicah ¢loveske linije HEK293T smo pripravili preklopno stikalo, sestavljeno iz dveh
represorjev. TAL, ki inhibirata transkripcijo drug drugega. Stanje stikala smo Zeleli
nadzorovati z zunanjimi signali, zato smo potrebovali Se inducibilna sistema, ki bi nam
omogocila indukcijo enega ali drugega stanja stikala. Uporabili smo Ze poznana
inducibilna sistema Pipon (Fussenegger in sod., 2000) ter Eon (Weber in sod., 2002).
Sistem Pipon se inducira s pristinamicinom (PI), sistem Egn pa z eritromicinom (EM).
Delovanje obeh inducibilnih sistemov je opisano v poglavju 2.3.1. Zasnova in delovanje
stikala sta prikazana na sliki 27. Taksno stikalo iz vidika racunalniske logike predstavlja
dvoje med seboj povezanih logi¢nih vrat NOR.
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Slika 27: Preklopno stikalo z dvema represorjema. Stikalo sestavljajo trije nivoji. Prvi nivo vsebuje
inducibilne represorje (E:KRAB in Pip:KRAB), ki v odvisnosti od induktorja, pristinamicina (PI) ali
eritromicina (EM), uravnavajo izraZanje represorjev TAL v drugem nivoju. Le-ti z vezavo na tar¢na vezavna
mesta v tretjem nivoju povzrocijo inhibicijo prepisovanja drugega represorja TAL iz para. V tretjem nivoju
se nahajata dva represorja TALA in TALB, ki se medsebojno inhibirata. Vsak izmed njiju je prek peptida
t2A povezan s porocevalskim fluorescentnim proteinom (BFP ali mCitrine), kar omogoca spremljanje stanja
stikala.

4.3.2 Priprava konstruktov

Tekom projekta iGEM 2012 smo skupaj s €lani ekipe sistema Pipon ter Eon z metodo
restrikcije in ligacije (opisano v poglavju Materiali in metode) prilagodili za uporabo v
genskem stikalu na osnovi efektorjev TAL. Pripravili smo vezavno domeno proteina Pip
spojeno z represorsko domeno KRAB pod kontrolo konstitutivnega promotorja pCMV
(Slika 28a) ter DNA vezavno domeno proteina E spojeno z represorsko domeno KRAB
pod kontrolo konstitutivnega promotorja pCMV (Slika 28a). Vezavna mesta za oba
represorska proteina Pip:KRAB (PIR) in E:KRAB (ETR) smo vstavili pred konstitutivni
promotor pCMV, odgovoren za izrazanje represorjev  TAL (Slika 28b). Ustreznost
nukleotidnih zaporedij smo preverili s kontrolno restrikcijo (Slika 30) in s sekvenciranjem
(Priloga A in B). Kot je razvidno iz slike gela (Slika 30), vse dolzine DNA fragmentov
ustrezajo pri¢akovanim dolzinam.

b) pcDNA3 —@ TALB IE_[KRAB"-
pcDNA3 m TALA [;@B]-

Slika 28: DNA konstrukti za pripravo inducibilnih sistemov. (a) Inducibilni represor Pip:KRAB pod
nadzorom konstitutivnega promotorja (pCMV) v vektorju pcDNA3 ter inducibilni represor E:KRAB pod
nadzorom konstitutivnega promotorja (pCMV) v vektorju pcDNA3. (b) Represorji TAL pod nadzorom
konstitutivnega promotorja (pCMV) pred katerim se nahajajo vezavna mesta za inducibilni represor
Pip:KRAB (PIR) ali E:KRAB (ETR).
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Za spremljanje stanj stikala smo uporabili modri fluorescentni protein BFP in rumeni
fluorescentni protein mCitrine, ki sta bila preko peptida t2A povezana z represorjema TAL
(Slika 29). Pri translaciji pride do samo-cepitve oligopeptida t2A, kar omogoc¢i, da se gena
povezana preko peptida t2A pod kontrolo enega promotorja prepiseta v dva loCena
proteina. Tako BFP kot mCitrine smo dobili na Kemijskem inStitutu, Laboratorij za
biotehnologijo. DNA konstrukti so bili z metodami molekularnega kloniranja (opisano v
poglavju Materiali in metode) pripravljeni med projektom iGEM 2012, pri ¢emer je
sodelovalo ve¢ Clanov ekipe. Ustreznost nukleotidnih zaporedij smo preverili s kontrolno
restrikcijo (Slika 30) in s sekvenciranjem (Priloga A in B). Kot je razvidno iz slike gela
(Slika 30), vse dolzine DNA fragmentov ustrezajo pri¢akovanim dolzinam. DNA
fragmentov krajSih od 100 bp na gelu nismo uspeli videti.

pcDNA3 —[[IOXA] TALB  [Z[kraB[S| BFP ==
pcDNA3 —[[lOXB] TALA  [ZJkRaB[S[ mCitrine =

Slika 29: DNA konstrukti za preklopno stikalo z dvema represorjema. Konstrukta vsebujeta zapis za
fluorescentni protein (BFP ali mCitrine) ter zapis za represor TAL, povezana s sekvenco t2A. Oba gena sta
pod kontrolo konstitutivnega promotorja (pCMV) pred katerim se nahajajo vezavna mesta za nasprotni
represor TAL.
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Slika 30: Kontrolne restrikcije plazmidov uporabljenih za pripravo preklopnega stikala z dvema
represorjema. Restrikcijske meSanice (proge A-F) in DNA lestvico (proga X) smo nanesli na 1 % agarozni
gel. Kontrolne restrikcije smo izvedli z restrikcijskimi encimi navedenimi v Preglednici 21, v kateri so
navedena tudi imena DNA konstruktov skupaj s pri¢akovanimi dolzinami fragmentov.
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Preglednica 21: Restrikeijski encimi uporabljeni za kontrolne restrikcije DNA konstruktov uporabljenih za
pripravo preklopnega stikala z dvema represorjema ter pricakovane dolzine DNA fragmentov.

Oznaka na Ime DNA Restrikcijski Pricakovane dolZine DNA
agaroznem konstrukta encimi fragmentov
gelu
DNA lestvica GeneRuler™ 1kbp
DNA Ladder

A PIR-CMV-TALB:KRAB BamHI in Xbal 4488 bp, 2470 bp, 882 bp ,417 bp

B ETR-CMV-TALA:KRAB BamH]I in Xbal 5460 bp, 2470 bp, 417 bp

C Pip:KRAB Spel in Xbal 4712 bp, 1275 bp, 664 bp

D E:KRAB Spel in Xbal 4712 bp, 1080 bp, 664 bp

E [10XA]-pCMV-TALB:KRAB-t2A- EcoRI, Hindlll in 4637 bp, 3697 bp, 1334bp, 49 bp,

BFP Xbal 12 bp
F [10XB]-pCMV-TALA:KRAB-t2A- EcoR1, HindIIl in 4637 bp, 3697 bp, 1334bp, 49 bp
mCitrine Xbal

4.3.3 Testiranje inducibilnih sistemov na osnovi represorjev TAL

Ob stimulaciji s pristinamicinom oziroma eritromicinom smo Zeleli doseci ¢im boljSo
inhibicijo porocCevalskega gena fLuc z represorji TAL, katerih izrazanje nadzirajo
inducibilni represorji (Pip:KRAB ali E:KRAB). V celice ¢loveske linije HEK293T smo s
prehodno transfekcijo vstavili plazmide navedene v Prilogi F. Tri dni po stimulaciji z
antibiotikom (pristinamicinom oziroma eritromicinom) smo lizirali celice in izmerili
luciferazno aktivnost po protokolu opisanem v poglavju Materiali in metode. Rezultati
kazejo, da smo ob indukciji s pristinamicinom dosegli do 60 odstotno inhibicijo izraZzanaja
porocCevalskega gena, ob indukciji z eritromicinom pa tudi do 80 odstotno inhibicijo
izrazanaja porocevalskega gena (Slika 31b).
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Slika 31: Inhibicija izrazanja porocevalskega gena fLuc z represorjem TALB oziroma TALA ob stimulaciji s
pristinamicinom oziroma eritromicinom v odvisnosti od koli¢ine inducibilnega represorja Pip:KRAB
oziroma E:KRAB v ¢loveskih celicah HEK293T. (a) Shema izvedbe eksperimenta. Stimulacija s
pristinamicinom (PI) prepreci vezavo inducibilnega represorja Pip:KRAB na vezavno mesto PIR, kar vodi v
izrazanje represorja TALB in posledi¢no inhibicijo izrazanja porocevalskega gena fLuc. Stimulacija z
eritromicinom (EM) prepreci vezavo inducibilnega represorja E:KRAB na vezavno mesto ETR, kar vodi v
izrazanje represorja TALA in posledi¢no inhibicijo izrazanja porocevalskega gena fLuc. (b) Graf prikazuje
primerjavo med stimuliranimi celicami (roZnati oziroma vijoli¢ni stolpci) in nestimuliranimi celicami (sivi
stolpci). Predpostavili smo maksimalno izrazanje porocevalskega gena v odsotnosti induktorja.

4.3.4 Testiranje stikala s konfokalno mikroskopijo

Delovanje stikala smo Zeleli testirati s konfokalno mikroskopijo, ki nam je omogocila
spremljanje stanja stikala v posamezni celici preko fluorescence. Celice ¢loveske linije
HEK293T smo prehodno transficirali s plazmidi, ki so del preklopnega stikala (Slika 27).
Natancne koli¢ine plazmidov so navedene v Prilogi H. Ob transfekciji smo v gojis¢e dodali
ustrezen induktor. Stanje genskega stikala v celicah smo nato spremljali s konfokalno
mikroskopijo po protokolu opisanem v poglavju Materiali in metode. Stanje stikala smo
priceli spremljati tretji dan po transfekciji in ga spremljali do 6 dni. Spremljali smo tri
fluorescentne proteine, in sicer mCherry (kontrola uspesnosti transfekcije), BFP (stanje 1)
ter mCitrine (stanje 2). Zanimali sta nas indukcija stanja 1 (BFP) s pristinamicinom in
indukcija stanja 2 (mCitrine) z eritromicinom. Rezultati so pokazali, da preklopno stikalo z
dvema represorjema niti ob stimulaciji s pristinamicinom niti z eritromicinom ne zavzame
zelenega stanja.
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Slika 32: Spremljanje preklopnega stikala z dvema represorjema v cloveskih celicah HEK293T s
konfokalnim mikroskopom. (a) Spremljanje stikala ob konstantno dodanem induktorju pristinamicinu (b)
Spremljanje stikala ob konstantno dodanem induktorju eritromicinu.
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4.4 PREKLOPNO STIKALO S POZITIVNO POVRATNO ZANKO

Stikalo pripravljeno na enak nacin kot stikala opisana v literaturi, le preko uporabe
represorjev TAL, ni uspesno delovalo. Matemati¢ne analize genskih stikal so pokazale, da
je za dosego bistabilnosti potrebna nelinearna kooperativnost genskih elementov (Cherry in
Adler, 2000). Tezava je, da se efektorji TAL na taréno DNA veZejo kot monomeri (Mak in
sod., 2012), zato je kooperativnost njihove vezave nizka. Z racunalniSkimi modeli
pripravljenimi tekom projekta iGEM 2012 (Modelling — mutual ..., 2012) smo pokazali, da
je preklopno stikalo z dvema represorjema nestabilno prav zaradi nizke kooperativnosti
represorjev TAL. Matemati¢no reSitev so ponudili Macia in sod. (2009) ter Widder in sod.
(2009), ki so predpostavili, da bistabilnost v genskem stikalu lahko dosezemo tudi z
nekooperativnimi elementi, v primeru da v sistem vnesemo nelinearnost odziva. To bi
lahko dosegli z uporabo transkripcijskega faktorja, ki bi hkrati aktiviral izrazanje samega
sebe in inhibiral izraZzanje nasprotnega represorja. V literaturi taks$nih transkripcijskih
faktorjev nismo nasli, kar je najverjetneje tudi razlog, da gensko stikalo na osnovi
nekooperativnih transkripcijskih faktorjev eksperimentalno Se ni bilo izvedeno. Po
premisleku smo prisli do resitve tega problema. V primeru preklopnega stikala z dvema
represorjema smo zasnovo sistema spremenili tako, da smo uvedli dodatek dveh
aktivatorjev TAL z enakima DNA vezavnima domenama kot jih imata uporabljena
represorja TAL. S tem v sistem uvedemo pozitivnho povratno zanko, kar bi lahko
omogocilo stabilnost stikala. V primeru preklapljanja med stanjema bi priSlo do
tekmovanja represorja in aktivatorja za isto vezavno mesto.

4.4.1 Zasnova in delovanje stikala

Preklopno stikalo z dvema represorjema smo nadgradili in izboljSali z dodatkom pozitivne
povratne zanke sestavljene iz aktivatorjev TAL, ki z represorji TAL tekmujejo za skupno
vezavno mesto. Za izrazanje genov Vv stikalu smo tokrat namesto konstitutivnega
promotorja uporabili minimalni promotor (pMIN) z zanemarljivim puS¢anjem in s tem
povecali robustnost stikala. Zaradi uporabe minimalnega promotorja, smo inducibilnima
sistemoma poleg represorjev TAL dodali Se aktivatorja TAL odgovorna za aktivacijo
transkripcije induciranega stanja. Shema preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko je
prikazana na sliki 33.
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Slika 33: Preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko, sestavljeno iz treh nivojev. Prvi nivo vsebuje
inducibilne represorje (E:KRAB in Pip:KRAB), ki v odvisnosti od induktorja, pristinamicina (PI) ali
eritromicina (EM), uravnavajo izrazanje represorjev in aktivatorjev TAL v drugem nivoju. Le-ti z vezavo na
tar¢na vezavna mesta v tretjem nivoju inhibirajo oziroma aktivirajo izrazanje tar¢nega stanja. V tretjem
nivoju se nahajata represorja TALA in TALB, ki inhibirata izrazanje drug drugega. Vsak izmed njiju je s
peptidom t2A povezan s poroc¢evalskim fluorescentnim proteinom (BFP ali mCitrine), kar omogoca
spremljanje stanja stikala. Za razliko od preklopnega stikala z dvema represorjema je poleg represorjev TAL
z medsebojno inhibicijo dodana Se pozitivna povratna zanka sestavljena iz aktivatorjev TALA in TALB.

4.4.2 Priprava konstruktov

Pripravili smo aktivatorja TAL pod kontrolo minimalnega promotorja, ki sta v stikalu
sestavljala pozitivno povratno zanko (Slika 34b). Inducibilna sistema smo nadgradili z
dodatkom aktivatorjev  TAL pod kontrolo konstitutivnega promotorja (pCMV), pred
katerim so se nahajala vezavna mesta za represorski protein Pip:KRAB (PIR) ali E:KRAB
(ETR) (Slika 34a). Za spremljanje stanj stikala smo enako kot pri preklopnem stikalu z
dvema represorjema uporabili modri fluorescentni protein BFP in rumeni fluorescentni
protein mCitrine, ki sta bila preko peptida t2A povezana z represorjema TAL (Slika 34c).
Razlika je, da so bili le-ti tokrat pod kontrolo minimalnega in ne Kkonstitutivnega
promotorja. DNA konstrukti so bili pripravljeni po metodah molekularnega kloniranja
(opisano v poglavju Materiali in metode) med projektom iGEM 2012, pri Cemer je
sodelovalo ve¢ ¢lanov ekipe. Ustreznost nukleotidnih zaporedij smo preverili s kontrolno
restrikcijo (Slika 35) in s sekvenciranjem (Priloga A in B). Kot je razvidno iz slike gela
(Slika 35), vse dolzine DNA fragmentov ustrezajo pri¢akovanim dolZinam.
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Slika 34: DNA konstrukti za preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko. (a) Aktivatorji TAL pod
nadzorom konstitutivnega promotorja (pCMV) pred katerim se nahajajo vezavna mesta za inducibilni
represor Pip:KRAB (PIR) ali E:KRAB (ETR). (b) Shemi plazmidov z zapisom za aktivatorja TAL pod
nadzorom minimalnega promotorja (pMIN), pred katerim se nahajajo vezavna mesta za transkripcijske
faktorje TAL. (c) Shemi plazmidov, ki vsebujeta zapis za represor TAL in fluorescentni protein (BFP ali
mCitrine), povezana s peptidom t2A. Oba plazmida vsebujeta minimalni promotor (pMIN) pred katerim se
nahajajo vezavna mesta za TAL.

Slika 35: Kontrolne restrikcije plazmidov uporabljenih za pripravo preklopnega stikala s pozitivno povratno
zanko. Restrikcijske meSanice (proge A-F) in DNA lestvico (proga X) smo nanesli na 1 % agarozni gel.
Kontrolne restrikcije smo izvedli z restrikcijskimi encimi navedenimi v Preglednici 22, v kateri so navedena
tudi imena DNA konstruktov skupaj s pri¢akovanimi dolzinami fragmentov.
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Preglednica 22: Restrikcijski encimi uporabljeni za kontrolne restrikcije DNA konstruktov uporabljenih za
pripravo preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko ter pri¢akovane dolzine DNA fragmentov.

Oznaka na Ime DNA konstrukta Restrikeijski Pri¢akovane dolZine DNA
agaroznem gelu encimi fragmentov
X DNA lestvica GeneRuler™
1kbp DNA Ladder

A PIR-CMV-TALA:VP16 BamH]I in Xbal 4488 bp, 2470 bp, 882 bp, 270 bp
B ETR-CMV-TALB:VP16 BamH]I in Xbal 5460 bp, 2470 bp, 270 bp

C [10XA]-pMIN-TALB:KRAB-  EcoRl in BamHI 3852 bp, 2439 bp, 1424 bp, 793 bp

t2A-BFP
D [10XB]-pMIN-TALA:KRAB-  EcoRl in BamHI ~ 3852 bp, 2439 bp, 1429 bp, 793 bp

t2A-mCitrine
[10XA]-pMIN-TALA:VP16 EcoRI in BamHI 3852 bp, 2439 bp, 793 bp, 515bp
F [10XB]-pMIN-TALB:VP16 EcoRI in BamHI 3852 bp, 2439 bp, 793 bp, 515bp

ool

4.4.3 Tekmovanje med represorjem in aktivatorjem

Za preklop stikala iz enega v drugo stanje je potrebno tekmovanje med represorji in
aktivatorji za skupna vezavna mesta (Slika 36). Zaradi slabo poznanih mehanizmov
delovanja efektorskih domen (VP16 ter KRAB), nismo vedeli kakSen je rezultat izrazanja
gena, ¢e se na njegov operator hkrati lahko veZzeta kot represor kot aktivator.

I s
D

Slika 36: Represor TAL (desno) in aktivator TAL (levo) tekmujeta za skupno vezavno mesto, ki se nahaja
pred izbranim genom (Positive feedback ..., 2012).

Zeleli smo preveriti kako se obnaa sistem, ¢e sta hkrati prisotna represor in aktivator, ki
tekmujeta za isto vezavno mesto. Za zasnovo eksperimentov je potrebno, da vemo kaksna
koli¢ina aktivatorja je potrebna, da le-ta prevladuje nad represorjem oziroma obratno.
Celice cloveske linije HEK293T smo hkrati transficirali z represorjem TALA in
aktivatorjem TALA oziroma represorjem TALB in aktivatorjem TALB ter poroc¢evalskim
plazmidom s pripadajo¢imi vezavnimi mesti pred minimalnim promotorjem (pMIN).
Koli¢ine plazmidov so navedene v prilogi 1. Luciferazno aktivnost (poglavje Materiali in
metode) smo izmerili tri dni po transfekciji. Rezultate smo uporabili v racunalniSkem
modelu (rezultati niso prikazani), s katerim smo si pomagali pri nacrtovanju preklopnega
koliCini represorja, aktivacija izrazanja poroCevalskega gena zmanjsa tudi za ve¢ kot 80
odstotkov (Slika 37b in c).
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Slika 37: Tekmovanje za vezavna mesta med aktivatorjem in represorjem TAL v ¢loveskih celicah
HEK?293T. (a) Shema izvedbe eksperimenta. Vezavna mesta za katera tekmujeta aktivator in respresor TAL

se nahajajo pred minimalnim promotorjem (pMIN), ki uravnava izrazanje porocevalskega gena fLuc. (b)
Graf prikazuje vpliv razmerij med aktivatorjem TALA in represorjem TALA na izrazanje porocevalskega
gena fLuc. Standardni odkloni so navedeni v prilogi I. (c) Graf prikazuje vpliv razmerij med aktivatorjem

TALB in represorjem TALB na izrazanje porocevalskega gena fLuc. Standardni odkloni so navedeni v
prilogi 1.

4.4.4 Testiranje inducibilnih sistemov na osnovi aktivatorjev TAL

Ob stimulaciji s pristinamicinom oziroma eritromicinom smo Zzeleli dose¢i ¢im boljSo
aktivacijo porocevalskega gena fLuc z aktivatorji TAL, katerih izrazanje nadzirajo
inducibilni represorji (Pip:KRAB ali E:KRAB). V c¢loveske celice HEK293T smo s
prehodno transfekcijo vnesli plazmide navedene v prilogi G. Tri dni po stimulaciji z
antibiotikom (pristinamicinom ali eritromicinom) smo celice lizirali in izmerili luciferazno
aktivnost po protokolu opisanem v poglavju Materiali in metode. Rezultati kazejo, da smo
ob indukciji s pristinamicinom dosegli do 3-kratno aktivacijo izrazanja porocevalskega

gena, ob indukciji z eritromicinom pa tudi ve¢ kot 6-kratno aktivacijo izraZzanja
porocevalskega gena (Slika 38b).
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Slika 38: Aktivacija izrazanja poroCevalskega gena fLuc z aktivatorjem TALA oziroma TALB ob stimulaciji
s pristinamicinom oziroma eritromicinom v odvisnosti od koli¢ine inducibilnega represorja Pip:KRAB
oziroma E:KRAB. (a) Stimulacija s pristinamicinom (PI) prepreci vezavo inducibilnega represorja
Pip:KRAB na vezavno mesto PIR kar vodi v izrazanje aktivatorja TALA, ki sprozi transkripcijo
porocevalskega gena fLuc. Stimulacija z eritromicinom (EM) prepreci vezavo inducibilnega represorja
E:KRAB na vezavno mesto ETR kar vodi v izraZanje aktivatorja TALB, ki sprozi transkripcijo
porocevalskega gena fLuc. (b) Graf prikazuje primerjavo med stimuliranimi celicami (roznati oziroma
vijoli¢ni stolpci) in nestimuliranimi celicami (sivi stolpci). Rezultate smo normalizirali na izrazanje
porocevalskega gena v odsotnosti induktorja.

4.4.5 Testiranje stikala s konfokalno mikroskopijo

Delovanje stikala smo zeleli testirati s konfokalno mikroskopijo, ki nam je omogocila
spremljanje stanja stikala v posamezni celici preko fluorescence. Celice Cloveske linije
HEK293T smo prehodno transficirali s plazmidi prikazanimi na sliki 33. Koli¢ine
transficiranih plazmidov so navedene v Prilogi J. Stanje stikala smo spremljali s
konfokalno mikroskopijo (protokol opisan v poglavju Materiali in metode). Stikalo smo
priceli spremljati tretji dan po transfekciji in ga spremljali do dvanajstega dne. Tretji dan
smo celicam zamenjali gojisce in odstranili ali dodali ustrezen antibiotik. Zanimalo nas je:
1) indukcija stanja 1 (BFP) s pristinamicinom in indukcija stanja 2 (mCitrine) z
eritromicinom, ii) ohranitev stabilnega stanja po odstranitvi induktorja ter iii) preklop iz
stanja 1 v stanje 2 in obratno z menjavo induktorja. Spremljali smo tri fluorescentne
proteine, in sicer mCherry (kontrola uspesnosti transfekcije), BFP (stanje 1) in mCitrine
(stanje 2). Iz rezultatov je razvidno, da stikalo ob konstantno dodanem induktorju
(pristinamicin ali eritromicin) zavzame Zeleno stanje (Slika 39), ki ga ohrani tudi po
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odstranitvi induktorja (Slika 40). Hkrati smo pokazali, da je moZen preklop iz enega v
drugo stanje stikala (Slika 41).

a) Pristinamicin

10. dan

BFP

mCitrine

mCherry

b) Eritromicin
3. dan

BFP

mCitrine

mCherry

Slika 39: Spremljanje preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko v ¢loveskih celicah HEK293T s
konfokalnim mikroskopom ob konstantno dodanem induktorju. (a) Spremljanje stikala ob konstantno
dodanem induktorju pristinamicinu. (b) Spremljanje stikala ob konstantno dodanem induktorju eritromicinu.
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6. dan 10. dan

a) Pristinamicin l Brez induktorja

b) Eritromicin
3. dan

mCitrine

mCherry

Slika 40: Spremljanje preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko v ¢loveskih celicah HEK293T s
konfokalnim mikroskopom po odstranitvi induktorja. (a) Spremljanje stikala po odstranitvi induktorja
pristinamicina. (b) Spremljanje stikala po odstranitvi induktorja eritromicina.
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Slika 41: Spremljanje preklopa preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko v ¢loveskih celicah HEK293T
s konfokalnim mikroskopom po zamenjavi induktorja. (a) Tretji dan po transfekciji zamenjava pristinamicina
za eritromicin ter spremljanje preklopa iz stanja 1 (BFP) v stanje 2 (mCitrine). (b) Tretji dan po transfekciji
zamenjava eritromicina za pristinamicin ter spremljanje preklopa iz stanja 2 (mCitrine) v stanje 1 (BFP).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Biolosko rac¢unalnis$tvo je ena izmed vej sintezne biologije, ki je Se na zaCetku svojega
razvoja. Do sedaj so sinteticna genska stikala temeljila predvsem na naravnih
prokariontskih transkripcijskih faktorjih (Gardner in sod., 2000; Kramer in sod., 2004b;
Greber in sod., 2008). Njihovo Stevilo je omejeno, poleg tega pa lahko nepricakovano
interagirajo z endogenimi celicnimi komponentami ter z drugimi vnesenimi
prokariontskimi transkripcijskimi faktorji. Do sedaj uporabljeni transkripcijski faktorji
imajo tudi zelo raznolike biokemijske lastnosti, zato morajo biti za uporabo v genskih
omrezjih dobro okarakterizirani. Cilj te magistrske naloge je bil pripraviti gensko stikalo,
ki temelji na sinteticnih, ortogonalnih transkripcijskih faktorjih. Do danes so bili Ze
pripravljeni razli¢ni sinteti¢ni transkripcijski faktorji, ki temeljijo na modularnih DNA
vezavnih proteinih, kot so na primer cinkovi prsti (Beerli in sod., 1993) in efektorji TAL
(Garg in sod., 2012). Za namene magistrske naloge smo izbrali pred kratkim odkrite
efektorje TAL. Umetno gensko-regulatorno omrezje, kot je na primer preklopno stikalo, ki
bi temeljilo na modularnih, ortogonalnih elementih, po nasih podatkih eksperimentalno Se
ni bilo izvedeno.

5.1.1 Izbira DNA vezavnih domen

Za specificno vezavo na tar¢na mesta so se zadnji dve desetletji uporabljali predvsem
sinteticni DNA vezavni proteini, imenovani cinkovi prsti. Kljub razvoju tehnologije
cinkovih prstov, sinteti¢ni cinkovi prsti niso najbolj primerni za tar¢no ciljanje kateregakoli
nukleotidnega zaporedja, saj posamezni cinkovi prsti lahko vplivajo na afiniteto vezave
sosednjih prstov (Ramirez in sod., 2008). Pred kratkim so odkrili DNA vezavne proteine,
imenovane efektorji TAL, s precej bolj enostavno kodo za prepoznavo DNA (Boch in sod.,
2009; Moscou in Bogdanove, 2009). DNA vezavne domene efektorjev TAL so sestavljene
iz ponovitev s skoraj identicnim zaporedjem, ki se med seboj razlikujejo le v dveh
aminokislinah (RVD), odgovornih za vezavo na tar¢ni nukleotid (Deng in sod., 2012; Mak
in sod., 2012). Taksna modularna struktura nam omogoca pripravo Stevilnih sinteti¢nih
DNA vezavnih domen za vezavo na poljubna tar¢na mesta, kar pomeni, da lahko
nacrtujemo takSne DNA vezavne domene, ki se ne vezejo na zaporedja v genomski DNA
in tako ne interagirajo z endogenimi celi¢nimi procesi. Hkrati to zagotavlja tudi Sirok nabor
DNA vezavnih domen z razli¢no specifi¢nostjo. V nasprotju z naravnimi bakterijskimi
transkripcijskimi faktorji so efektorji TAL ortogonalni in imajo podobne biokemijske
lastnosti, zaradi Cesar lahko lazje predvidimo njihovo obnasanje v nacrtovanih gensko-
regulatornih omrezjih. V magistrski nalogi smo se odloc€ili za uporabo sinteticnih DNA
vezavnih domen efektorjev TAL, ki smo jih izbrali iz literature (Sander in sod., 2011).

5.1.2 Ucinkovitost in specifi¢nost vezave sinteti¢nih transkripcijskih faktorjev TAL

DNA vezavni domeni TALA in TALB smo povezali z represorsko domeno KRAB (Slika
22a) ter aktivatorsko domeno VP16 (Slika 22b) in tako pripravili umetne transkripcijske
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faktorje na osnovi ortogonalnih elementov, podobno kot so to storili Garg in sod. (2012).
Predhodno smo ugotovili (TAL-based ..., 2012), da je za doseg najvisje stopnje inhibicije
porocevalskega gena optimalno Stevilo ponovitev vezavnih mest za sinteti¢no pripravljene
transkripcijske faktorje TAL sedem ali ve¢, zato smo za nadaljnje eksperimente uporabili
deset ponovitev vezavnih mest.

Za testiranje represorjev TAL smo pripravili poroCevalske plazmide, ki so vsebovali 10
ponovitev vezavnih mest za represorje TAL, konstitutivni promotor (pCMV) ter
porocevalski gen fLuc (Slika 22c). Testirali smo razli¢ne koli¢ine represorjev TAL z
represorsko domeno KRAB na C-terminalnem koncu, N-terminalnem koncu ter na obeh
terminalnih koncih hkrati. Z represorji smo ne glede na pozicijo domene KRAB dosegli
ve¢ kot 90 odstotno inhibicijo izrazanja porocevalskega gena, kar dokazuje, da sta TALA
in TALB ucinkovita sinteticna transkripcijska represorja (Slika 24b). Najbolje se je sicer
izkazala oblika represorja TAL z dvema kopijama represorske domene KRAB, s katero
smo dosegli kar 98 odstotno inhibicijo izraZanja poro¢evalskega gena. Zeleli smo preveriti
tudi, ¢e se represorja specificno vezeta na svoja vezavna mesta. Medsebojna ortogonalnost
represorjev TAL je pomembna, saj je za ucinkovito delovanje genskega stikala klju¢no
specificno uravnavanje izrazanja genov. Iz grafa (Slika 25b) je razvidno, da se nivo
izrazanja porocevalskega gena fLuc ohranja v primeru, da so prisotna vezavna mesta za
nasprotni represor. [z tega lahko sklepamo, da ne pride do nespecificne vezave represorjev
TALA in TALB na nasprotna vezavna mesta, kar pomeni da sta si represorja TAL med
seboj ortogonalna. Iz neznanega razloga se nivo izrazanja poroCevalskega gena nekoliko
zniza le v primeru represorja TALA z represorsko domeno KRAB na obeh terminalnih
koncih, zato smo se za namene magistrske naloge za nadaljnje eksperimente odlocili
uporabiti represorja TAL z represorsko domeno na C-terminalnem koncu.

Za testiranje aktivatorjev TAL smo pripravili porocevalske plazmide, ki so vsebovali 10
ponovitev vezavnih mest za aktivatorje TAL, minimalni promotor (pMIN) ter porocevalski
gen fLuc (Slika 22¢). Z merjenjem luciferazne aktivnosti smo preverili ali pride do
specificne vezave aktivatorjevn TAL na vezavna mesta ter posledicno do aktivacije
transkripcije porocevalskega gena. Testirali smo razlicne koli¢ine aktivatorjev TAL z
porocevalskega gena smo tako z aktivatorjem TALA kot z aktivatorjem TALB dosegli,
kadar je bilo razmerje med porocCevalskim plazmidom in aktivatorjem TAL 4:1 (Slika
26b). Z aktivatorjem TALA smo pri takem razmerju plazmidov dosegli aktivacijo izraZzanja
porocevalskega za priblizno faktor 600, medtem ko smo z aktivatorjem TALB dosegli
aktivacijo izrazanja porocCevalskega gena za priblizno faktor 3000. S tem pokazali, da sta
TALA in TALB ucinkovita sinteti¢na transkripcijska aktivatorja. Preverili smo tudi, ¢e se
aktivatorja TALA in TALB specificno vezeta na svoja vezavna mesta, s Cimer smo Zeleli
dodatno potrditi njuno medsebojno ortogonalnost. Iz grafa (Slika 26b) je razvidno, da
aktivatorji TALA oziroma TALB ne sprozijo transkripcije poroc¢evalskega gena fLLuc, ¢e so
prisotna le vezavna mesta za nasprotni aktivator TAL, iz ¢esar lahko sklepamo, da ne pride
do nespecificne vezave. S tem smo potrdili, da sta tudi aktivatorja TAL medsebojno
ortogonalna.

Porocevalski plazmid brez dodanega aktivatorja smo pri eksperimentu uporabili kot
kontrolo, hkrati pa pokazali, da v odsotnosti aktivatorja ne pride do izrazanja



Golob A. Uporaba sinteticnih DNA vezavnih proteinov za izvedbo logi¢nih operacij v bioloskih sistemih. 59
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

porocCevalskega gena fLuc (Slika 26b). Zaradi takSnega minimalnega puscanja je
minimalni promotor odli¢en element za pripravo gensko-regulatornih omrezij, kot so na
primer preklopna stikala, kjer je nujno potrebno natan¢no uravnavanje izrazanja genov.

5.1.3 Preklopno stikalo z dvema represorjema

Po zgledu Gardner in sod. (2000) ter Kramer in sod. (2004b) smo pripravili preklopno
stikalo z dvema represorjema (Slika 27), ki namesto na bakterijskih transkripcijskih
represorjih temelji na ortogonalnih sinteti¢nih represorjih TAL z medsebojno inhibicijo.

5.1.3.1 Inducibilni sistemi na osnovi represorjev TAL

Cilj magistrske naloge je bil pripraviti gensko preklopno stikalo, ki ga je mo¢ uravnavati z
zunanjimi signali. Za to smo potrebovali dva razlicna induktorja, ki omogocata indukcijo
enega ali drugega stanja v genskem stikalu. Odlocili smo se, da uporabimo dva Ze
okarakterizirana inducibilna sistema Pipon (Fussenegger in sod., 2000) ter Eon (Weber in
sod., 2002) za uporabo v sesalskih celicah. Pri obeh sistemih (natancno opisana v poglavju
2.3.1) so pokazali, da indukcija z ustreznim induktorjem prepreci vezavo inducibilnega
represorja na vezavna mesta pred porocevalskim genom, kar vodi v izraZzanje
porocevalskega gena. Za namene magistrske naloge smo $li korak dlje in pripravili dvo
nivojski sistem uravnavanja izrazanja genov. Z uporabo metod molekularnega kloniranja
smo tako sistem Pipon kot sistem Eon prilagodili za nase potrebe tako, da se je ob dodatku
induktorja sprozilo izrazanje represorjev TAL, ki so z vezavo na tarna vezavna mesta
inhibirali izrazanje poroCevalskega gena fLuc (Slika 31a).

Zeleli smo dolo¢iti optimalno koli¢ino inducibilnega represorja Pip:KRAB oziroma
E:KRAB, s katero lahko dosezemo maksimalno inhibicijo porocevalskega gena fLLuc preko
represorjev TAL ob stimulaciji s pristinamicinom oziroma eritromicinom. Za testiranje
sistema smo uporabili poroCevalski plazmid, ki je vseboval poroCevalski gen pod
nadzorom konstitutivnega promotorja (pCMV) pred katerim so se nahajala vezavna mesta
za represorje TAL. V obeh primerih, tako ob stimulaciji s pristinamicinom kot z
represorskim proteinom Pip:KRAB oziroma E:KRAB ter plazmidom z zapisom za
represorje TAL v razmerju 2:1. Ob stimulaciji s pristinamicinom smo dosegli do 60
odstotno inhibicijo izrazanja porocCevalskega gena (Slika 31b), ob stimulaciji z
eritromicinom pa tudi do 80 odstotno inhibicijo (Slika 31b).

5.1.3.2 Delovanje preklopnega stikala z dvema represorjema

Preklopno stikalo, ki smo ga pripravili (Slika 27), je mo¢ nadzorovati z dvema
induktorjema, pristinamicinom in eritromicinom. V odvisnosti od induktorja naj bi stikalo
zavzelo enega izmed dveh stabilnih stanj. Predpostavili smo, da se bo ob indukciji s
pristinamicinom induciralo stanje 1 (BFP), ob indukciji z eritromicinom pa stanje 2
(mCitrine). 1z slike 32 je razvidno, da preklopno stikalo z dvema represorjema ob indukciji
s pristinamicinom ali eritromicinom ne zavzame Zelenega stanja. V obeh primerih se
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stikalo sicer prevesi na stran induciranega stanja, a se poleg tega izraza tudi drugo stanje.
Kramer in sod. (2004b) so porocali o puscanju konstitutivnega promotorja, zaradi ¢esar v
zaprtem stanju stikala niso uspeli dosec¢i popolne inhibicije izrazanja porocevalskega gena.
Hkrati je bila tudi aktivacija izrazanja porocevalskega gena v odprtem stanju stikala zaradi
puscanja precej nizka. Preverili smo, ¢e represorji TAL v drugem nivoju ucinkovito
inhibirajo taréno stanje (rezultati niso prikazani). Ugotovili smo, da do popolne inhibicije
tarCnega stanja ne pride, kar pomeni, da stikalo ni robustno in verjetno deluje le v zelo
ozkem obmocju parametrov. Sklepamo lahko, da je nepopolna inhibicija konstitutivnega
promotorja eden izmed razlogov, ki stikalu onemogoca zasedbo stabilnega stanja. Tudi
racunalniSki modeli pripravljeni tekom projekta iGEM 2012 (Modelling — mutual ...,
2012) so pokazali visoko obcutljivost preklopnega stikala na pusS¢anje promotorja.

5.1.4 Preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko

Cherry in Adler (2000) so kot predpogoj za dosego bistabilnosti predpostavili visoko
kooperativnost represorjev, kar so pokazale tudi stohasti¢ne simulacije, pripravljene med
projektom iGEM 2012 (Modelling — mutual ..., 2012). Efektorji TAL se na DNA veZejo
kot monomeri (Mak in sod., 2012), zato je njihova kooperativnost vezave nizka. V
magistrski nalogi smo z uporabo efektorjev TAL pripravili pare represorjev in aktivatorjev,
ki tekmujejo za skupna vezavna mesta in s tem v sistem vnesli nelinearnost.

Preklopno stikalo z dvema represorjema smo nadgradili na izviren nacin, z dodatkom
pozitivne povratne zanke sestavljene iz dveh aktivatorjev TAL, ki sprozita lastno
transkripcijo ter hkrati transkripcijo nasprotnega represorja TAL. Aktivatorji TAL
pozitivne povratne zanke z represorji TAL tekmujejo za skupna vezavna mesta. Tako
deterministi¢ni kot stohasti¢ni racunalniski modeli (Modelling — positive ..., 2012),
pripravljeni tekom projekta iGEM 2012 so pokazali, da lahko pri preklopnem stikalu z
dodano pozitivno povratno zanko, bistabilnost dosezemo tudi brez visoke kooperativnosti
represorjev. Hkrati so raCunalniski modeli predpostavili ve¢jo robustnost preklopnega
stikala s pozitivno povratno zanko in manjSo obcutljivost na puSCanje promotorja v
primerjavi s preklopnim stikalom z dvema represorjema. Za razliko od preklopnega stikala
z dvema represorjema, kjer smo uporabili konstitutivne promotorje, smo pri preklopnem
stikalu s pozitivno povratno zanko v tretjem nivoju stikala uporabili minimalne promotorje
z zanemarljivim puscanjem (Slika 26b), s ¢imer smo povecali robustnost stikala.

5.1.4.1 Tekmovanje med represorjem in aktivatorjem

V okviru magistrske naloge nas je zanimalo, kateri izmed sinteti¢nih transkripcijskih
faktorjev TAL, represor ali aktivator, ki tekmujeta za skupna vezavna mesta, prevlada, ¢e
sta prisotna oba hkrati. Testirali smo ve¢ razli¢nih razmerij med represorji in aktivatorji
TALA (Slika 37b) oziroma TALB (Slika 37¢) in v obeh primerih se je izkazalo, da se nivo
aktivacije izrazanja porocevalskega gena, tudi kadar je aktivator v 10-kratnem prebitku v
primerjavi z represorjem, zniza za vec¢ kot polovico. Kljub temu je do popolne inhibicije
izrazanja poroCevalskega gena fLuc prislo Sele, ko je bilo represorja TAL priblizno dvakrat
veC v primerjavi z aktivatorjem TAL. Pokazali smo jasno nelinearno izraZzanje
porocCevalskega gena v odvisnosti od razmerja med represorjem in aktivatorjem, kar
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pomeni, da lahko tudi z nekooperativnimi genskimi elementi v sistem vnesemo
nelinearnost. Iz rezultatov smo sklepali, da bi bilo preklapljanje med dvema stanjema v
sistemu s tak$no topologijo mogoce.

5.1.4.2 Inducibilni sistem na osnovi aktivatorjev TAL

Preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko smo zeleli nadzorovati z zunanjimi signali,
zato smo enako kot pri preklopnem stikalu z dvema represorjema uporabili dva ze
okarakterizirana inducibilna sistema, Pipon (Fussenegger in sod., 2000) ter Eon (Weber in
sod., 2002). Zaradi uporabe minimalnih promotorjev smo v drugem nivoju stikala poleg
represorjev TAL (Poglavje 5.1.3.1) dodali Se aktivatorja TAL pod nadzorom inducibilnih
represorjev Pip:KRAB in E:KRAB. Zeleli smo dologiti optimalno koli¢ino inducibilnega
izrazanja poroCevalskega gena fLuc preko aktivatorjev TAL ob stimulaciji s
pristinamicinom oziroma eritromicinom. Za testiranje sistema smo uporabili porocevalski
plazmid, ki je vseboval gen za fLuc pod nadzorom minimalnega promotorja (pMIN) pred
katerim so se nahajala vezavna mesta za aktivatorje TAL. Ob stimulaciji s pristinamicinom
smo dosegli do 3-kratno aktivacijo izrazanja porocCevalskega gena (Slika 38b), medtem ko
smo pri stimulaciji z eritromicinom dosegli tudi do ve¢ kot 6-kratno aktivacijo izrazanja
porocevalskega gena (Slika 38b).

5.1.4.3 Delovanje preklopnega stikala s pozitivno povratno zanko

Preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko, ki smo ga pripravili, je mo¢ nadzorovati z
dvema induktorjema, pristinamicinom in eritromicinom. V odvisnosti od induktorja naj bi
stikalo zavzelo eno izmed dveh moznih stanj, ki ju zastopata poro¢evalska fluorescentna
proteina BFP (stanje 1) in mCitrine (stanje 2). Z izboljSavami v primerjavi s preklopnim
stikalom z dvema represorjema, smo s preklopnim stikalom z dodano pozitivho povratno
zanko, ob konstantno dodanem induktorju, dosegli izrazanje induciranega porocevalskega
fluorescentnega proteina, medtem ko se fluorescentni protein drugega stanja ni izrazal
(Slika 39). S konfokalno mikroskopijo smo pokazali, da stikalo tudi po odstranitvi
induktorja ohrani stabilno stanje do deset dni po preklopu (Slika 40). Za potrditev
delovanja izboljSanega preklopnega stikala smo preverili, ali je z menjavo induktorja
mozen preklop iz enega stabilnega stanja v drugo (Slika 41). Stimuliranim celicam smo po
treh dneh zamenjali gojisce in dodali drug induktor (namesto pristinamicina eritromicin ali
obratno). Iz slike 41a je razvidno, da se ze nekaj dni po preklopu iz prvega v drugo stanje,
poleg prvega porocevalskega proteina BFP pri¢ne izrazati tudi drugi porocevalski protein
mCitrine, medtem ko je emisija porocevalskega proteina BFP deseti dan po preklopu Se
vidna, najverjetneje zaradi dolge razpolovne dobe fluorescentnih proteinov. Za
porocevalski protein BFP le-ta znaSa kar 54 ur (Subach in sod., 2011). Razpolovno dobo
fluorescentnih proteinov bi lahko zmanjsali z dodatkom zapisa za peptid, ki oznaci protein
za razgradnjo, s ¢imer bi skrajsali ¢as potreben za preklop stikala iz enega v drugo stanje.
Spremljali smo tudi preklop iz stanja 2 v stanje 1 (Slika 41b), le da smo v tem primeru
celice najprej inducirali z eritromicinom, ga po treh dneh odstranili ter dodali
pristinamicin. Deset dni po preklopu se je izraZzanje porocevalskega proteina mCitrine
obcutno zmanjsalo, medtem ko je jasno vidno izrazanje porocevalskega proteina BFP.
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Z dobljenimi rezultati smo potrdili, da stikalo ob konstantno dodanem induktorju zavzame
stabilno stanje in to stanje ohrani tudi po odstranitvi induktorja. Hkrati smo pokazali, da je
z menjavo induktorja mozno preklopiti iz enega stanja stikala v drugo.

5.1.5 Uporaba genskih stikal

Genska preklopna stikala so potencialno uporabna za nadzorovano zdravljenje razli¢nih
bolezni, kot je na primer hepatitis C, kjer se pacienti zaradi sistemske aplikacije zdravil
soocajo s hudimi stranskimi ucinki. Namesto sistemske aplikacije zdravil bi v pacienta
lokalno na mesto okuzbe vstavili mikroenkapsulirane sesalske celice s preklopnim
stikalom. V primeru hepatitisa C bi v celicah z zunanjimi signali lahko na primer inducirali
produkcijo interferona alfa z antivirusnim ucinkom, po odstranitvi virusne okuzbe pa
preklopili v produkcijo hepatocitnega rastnega faktorja za regeneracijo tkiva
(Implementation overview, 2012). Celice bi tako in situ proizvajale Zeleno biolosko
zdravilo. Prednost preklopnih stikal je tudi zmoZnost ohranitve stabilnega stanja ze po
kratkem stimulusu induktorja (npr. antibiotika, svetlobe). To je pomembno, saj je
prekomerna uporaba antibiotikov za paciente toksi¢na, hkrati pa lahko vodi do pojava
rezistence.

Preklopna stikala bi se lahko s pridom izkoristila za pripravo biosenzorjev, velik potencial
pa genska stikala predstavljajo tudi na podroc¢ju bioloskega racunalniStva. Preklopno
stikalo s pozitivno povratno zanko je nadgradnja preklopnega stikala z dvema
represorjema, ki v elektronskih vezjih predstavlja dve logicni funkciji NOR, povezani med
seboj. S povezovanjem takSnih enostavnih logi¢nih vrat, ki temeljijo na ortogonalnih
elementih, lahko v celicah pripravimo kompleksna gensko-regulatorna omrezja. Preklopno
stikalo s pozitivno povratno zanko, ki smo ga pripravili v magistrski nalogi, ohrani stabilno
stanje tudi po odstranitvi induktorja, kar lahko primerjamo z osnovnimi spominskimi
elementi v elektroniki. V eni sami celici bi s pripravo ve¢ takSnih ortogonalnih preklopnih
stikal lahko zgradili bioloski spomin, kar je eden izmed vecjih izzivov sintezne biologije. S
pripravo treh ortogonalnih bistabilnih stikal v celici bi lahko dosegli osem razli¢nih stanj,
medtem ko bi tiso€ razli¢nih stanj lahko dosegli Zze samo z desetimi preklopnimi stikali. V
magistrski nalogi smo pokazali, da so efektorji TAL, kljub nekooperativnosti, odlicno
orodje za pripravo genskih stikal. Preklopno stikalo s pozitivno povratno zanko, ki smo ga
pripravili, potrjuje potencial uporabe efektorjev TAL v kompleksnejSih gensko-
regulatornih omrezjih, kot so na primer oscilatorji.
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SKLEPI

DNA vezavne domene efektorjev TAL spojene z represorsko domeno KRAB so
ucinkoviti sinteti¢ni transkripcijski represorji, s katerimi smo dosegli ve¢ kot 90
odstotno inhibicijo izrazanja porocevalskega gena.

DNA vezavne domene efektorjev TAL spojene z aktivatorsko domeno VP16 so
ucinkoviti sinteticni transkripcijski aktivatorji, s katerimi smo dosegli tudi do 3000-
kratno aktivacijo izrazanja porocevalskega gena.

Eksperimentalno smo pokazali, da izvedba preklopnega stikala na osnovi dveh
ortogonalnih represorjev TAL z medsebojno inhibicijo ni mogoca, ker regulatorji
TAL delujejo kot monomeri.

Prvi¢ smo predstavili koncept in eksperimentalno potrditev izvedbe preklopnega
stikala na osnovi modularnih DNA vezavnih elementov.

Preklopno stikalo z dvema represorjema smo nagradili tako, da smo v sistem vnesli
pozitivno povratno zanko ter kompeticijo za vezavna mesta pred promotorjem.

Preklopno stikalo z dodano pozitivno povratno zanko temelji na osnovi
ortogonalnih represorjev TAL ter aktivatorjev TAL, ki tekmujejo za skupna
vezavna mesta. Dokazali smo, da izboljSano stikalo ob konstantno dodanem
induktorju doseze obe stabilni stanji. Stabilnost obeh stanj se ohrani tudi po
odstranitvi induktorja, s ¢imer smo potrdili stabilnost stikala. Hkrati smo dokazali,
da z menjavo induktorja lahko preklopimo iz enega v drugo stanje.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Eden izmed klju¢nih tehnoloskih izzivov sintezne biologije je priprava velikega Stevila
ortogonalnih regulatornih elementov s katerimi bi lahko pripravili kompleksna gensko-
regulatorna omrezja. Vecina do danes pripravljenih genskih preklopnih stikal temelji na
prokariontskih transkripcijskih faktorjih (Gardner in sod., 2000; Kramer in sod., 2004b),
medtem ko smo v magistrski nalogi pripravili preklopno stikalo z ortogonalnimi
transkripcijskimi faktorji na osnovi efektorjev TAL, ki imajo v primerjavi z naravnimi
bakterijskimi transkripcijskimi faktorji Stevilne prednosti. DNA vezavne domene TAL smo
v magistrskem delu spojili z represorsko domeno KRAB ali aktivatorsko domeno VP16 in
tako pripravili ortogonalne sinteti¢ne transkripcijske faktorje. Eksperimentalno smo
dokazali, da tako represorji TAL kot aktivatorji TAL ucinkovito in specifi¢no uravnavajo
izrazanje tar¢nih genov. Za preklopno stikalo je znacilno, da lahko zavzame eno izmed
dveh stabilnih stanj, odvisno od vhodnega signala. Zaradi nizke kooperativnosti DNA
vezavnih domen TAL, preklopno stikalo na osnovi dveh represorjev ni izkazalo
bistabilnosti. Racunalniski modeli so predpostavili, da je bistabilnost stikala mo¢ doseci
tudi brez kooperativnosti, v primeru vnosa nelinearnosti v sistem. To smo dosegli z
nadgradnjo preklopnega stikala tako, da smo v sistem dodali pozitivno povratno zanko na
osnovi aktivatorjev TAL. Eksperimentalno smo pokazali, da preklopno stikalo s pozitivno
povratno zanko ob konstantno dodanem induktorju lahko zavzame inducirano stanje in ga
po odstranitvi induktorja tudi ohrani. Hkrati smo lahko z menjavo induktorja pokazali
preklapljanje iz enega stanja stikala v drugo.

7.2 SUMMARY

One of the main technological challenges in synthetic biology is preparation of a large
number of orthogonal regulatory elements which can be used to create complex gene-
regulatory networks. Most genetic switches prepared to this day are based on prokaryotic
transcription factors (Gardner et al., 2000; Kramer et al., 2004b), while in this thesis, we
prepared a toggle switch with orthogonal transcription factors, based on TAL effector
proteins. The latter exhibit many advantages compared to bacterial transcription factors.
We fused TAL DNA binding domains with KRAB repression domain or VP16 activation
domain and thus prepared orthogonal synthetic transcription factors. We experimentally
demonstrated that both, TAL repressors and TAL activators, efficiently and specifically
regulate target gene expression. The main characteristics of a toggle switch is its ability to
assume one of the two stable states, depending on the input signal. Due to low
cooperativity of TAL DNA binding domains, the toggle switch based on two repressors did
not exhibit bistability. Previous modeling studies indicate that bistability could be achieved
by noncooperative gene regulatory elements by introducing nonlinearity into the system.
This was achieved with an upgrade of the toggle switch by addition of a positive feedback
loop based on two TAL activators. We have experimentally shown that the improved
switch may assume the induced state when an inducer is constantly present and remains
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stable even after the removal of the inducer. At the same time we have shown switching
between stable states by reversing the inducer molecule.
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PRILOGE

Priloga A: DNA konstrukti uporabljeni v magistrski nalogi.

Represorji TAL:

pCMV-linker 1-TALA-NLS-KRAB
pCMV-linker 1-TALB-NLS-KRAB
pCMV-linker 1-NLS-KRAB-TALA
pCMV-linker 1-NLS-KRAB-TALB
pCMV-linker 1-NLS-KRAB-TALA-NLS-KRAB
pCMV-linker 1-NLS-KRAB-TALB-NLS-KRAB

Aktivatorji TAL:

pCMV-linker 1-TALA-NLS-VP16
pCMV-linker 1-TALB-NLS-VP16

Porocevalski plazmidi:

[10XA]-linker 2-pCMV-linker 3-fLLuc

[10XB]- linker 2-pCMV- linker 3-fLLuc

[10XA]- linker 6-pMIN- linker 7-fLuc

[10XB]- linker 6-pMIN- linker 7-fLuc

[10XA]-linker 2-pCMV-linker 5-TALB-NLS-KRAB-t2A-BFP
[10XB]-linker 2-pCMV-linker 5-TALA-NLS-KRAB-t2A-mCitrine
[10XA]-linker 6-pMIN-linker 7-TALB-NLS-KRAB-t2A-BFP
[10XB]-linker 6-pMIN-linker 7-TALA-NLS-KRAB-t2A-mCitrine

Inducibilni sistemi:

pCMV-linker 4-Pip:KRAB

pCMV- linker 4-E:KRAB
PIR-pCMV-linker 1-TALB-NLS-KRAB
PIR-pCMV- linker 1-TALA-NLS-VP16
ETR-pCMV-linker 1-TALA-NLS-KRAB
ETR-pCMV-linker 1-TALB-NLS-VP16

Pozitivna povratna zanka:

[10XA]-linker 6-pMIN-linker 7-TALA-NLS-VP16
[10XB]-linker 6-pMIN-linker7-TALB-NLS-VP16
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Priloga B: Nukleotidna zaporedja posameznih segmentov, ki jih vsebujejo DNA

TALA

TALB

linker 1
linker 2
linker 3
linker 4
linker 5
linker 6
linker 7
[10XA]

[10XB]

konstrukti uporabljeni v magistrski nalogi.

gactacaaagaccatgacggtgattataaagatcatgacatcgattacaaggatgacgatgacaagatggeccccaagaagaagaggaaggtgggcattcaccgeggggtacctatggtgga
cttgaggacactcggttattcgcaacagcaacaggagaaaatcaagectaaggtcaggageaccgtegegeaacaccacgaggegettgtggggcatggettcactcatgegeatattgtcge
gctttcacageaccetgeggegettgggacggtggetgtcaaataccaagatatgattgeggeectgeccgaagecacgeacgaggceaattgtaggggtcggtaaacagtggtegggagege
gagcacttgaggcgetgctgactgtggcgggtgagettagggggcctecgetccagetegacacegggeagetgetgaagatcgecgaagagagggggagtaacageggtagaggeagtg
cacgcctggegeaatgegcetcaccggggcecccecttgaacctgaccccagaccaggtagtegeaatcgegtcaaacggagggggaaagcaagecctggaaaccgtgcaaaggttgttgecg
gtcctttgtcaagaccacggecttacaccggageaagtcgtggecattgcaageaatgggggtggcaaacaggetettgagacggttcagagacttctcccagttetcetgtcaageccacggge
tgactccegatcaagttgtagegattgegtcgaacattggagggaaacaageattggagactgtccaacggcetecttceegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegee
atcgccagcecatgatggeggtaagcaggegetggaaacagtacagegectgetgectgtactgtgeccaggatcatggactgaccccagaccaggtagtcgeaategegtcaaacggagggge
gaaagcaagecctggaaacegtgeaaaggttgttgecggtectttgtcaagaccacggecttacaccggageaagtegtggecattgeaaataataacggtggeaaacaggetettgagacgg
ttcagagacttctcccagttctctgtcaageccacgggetgacteeecgatcaagttgtagegattgegtegeatgacggagggaaacaageattggagactgteccaacggetectteecegtgttgt
gtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegecategectegaatggeggeggtaageaggegetggaaacagtacagegeetgetgectgtactgtgecaggatcatggactgace
ccagaccaggtagtcgcaatcgcgaacaataatgggggaaagcaagecctggaaaccgtgcaaaggttgttgeccggtectttgtcaagaccacggecttacaccggageaagtegtggecat
tgcatcccacgacggtggeaaacaggcetcttgagacggttcagagacttcteecagttctetgtcaageccacgggetgactcecgatcaagttgtagegattgegtccaacggtggagggaaa
caagcattggagactgtccaacggctccttcecegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegecatcgecagecatgatggeggtaagecaggegetggaaacagtacag
cgectgetgectgtactgtgecaggatcatggactgacecccagaccaggtagtcgeaatcgegteacatgacgggggaaageaagecctggaaaccgtgecaaaggttgttgeeggteetttgt

caagaccacggccttacaccggagcaagtcgtggcecattgcatcccacgacggtggcaaacaggetcttgagacggttcagagacttctcccagttctetgtcaageccacgggetgacteee

gatcaagttgtagcgattgegaataacaatggagggaaacaagceattggagactgtccaacggetecttceegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegecategeca

gecatgatggeggtaagecaggegetggaaacagtacagegectgetgectgtactgtgecaggatcatggactgacacccgaacaggtggtegecattgettetaatgggggaggacggeca
gecttggagtecatcgtageccaattgtccaggeccgateecgegttggetgegttaacgaatgaccatetggtggegttggeatgtettggtggacgaceegegetcgatgeagtcaaaaagg

gtetgecteatgeteccgeattgatcaaaagaaccaaccggeggattcecgagagaactteccatcgagtegegggatee

gactacaaagaccatgacggtgattataaagatcatgacatcgattacaaggatgacgatgacaagatggececcaagaagaagaggaaggtgggcattcaccgeggggtacctatggtgga
cttgaggacactcggttattcgcaacagcaacaggagaaaatcaagectaaggtcaggageaccgtcgegeaacaccacgaggegettgtggggcatggcettcactcatgegceatattgtcge
gctttcacagcaccctgeggegettgggacggtggctgtcaaataccaagatatgattgeggecctgecegaagecacgeacgaggeaattgtaggggtcggtaaacagtggtcgggagege
gagcacttgaggegcetgctgactgtggegggtgagettagggggacctccgetccagetcgacaccgggeagetgctgaagatcgegaagagagggggagtaacageggtagaggeagts
cacgectggegeaatgegetcaccggggececccttgaacctgaccecagaccaggtagtegeaategegtcacatgacgggggaaagcaageectggaaaccgtgcaaaggttgttgceg

gtectttgtcaagaccacggecttacaccggagcaagtcgtggecattgcaageaatgggggtggeaaacaggetcttgagacggttcagagacttctcccagttctetgtcaageccacggge
tgactccegatcaagttgtagegattgegtccaacggtggagggaaacaagceattggagactgtccaacggetecttceegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegee
atcgccagcecatgatggeggtaagcaggegetggaaacagtacagegectgetgectgtactgtgeccaggatcatggactgaccccagaccaggtagtcgeaategegtcacatgacgggg

gaaagcaagecctggaaaccgtgeaaaggttgttgecggtectttgtcaagaccacggecttacaccggageaagtegtggccattgeaaataataacggtggeaaacaggetettgagacgg
ttcagagacttctcccagttctctgtcaageccacgggetgacteeecgatcaagttgtagegattgegtccaacggtggagggaaacaageattggagactgtccaacggetectteecegtgttgt
gtcaageccacggtttgacgectgeacaagtggtegecategectegaatggeggeggtaageaggegetggaaacagtacagegeetgetgectgtactgtgecaggatcatggactgace
ccagaccaggtagtcgcaatcgegtcaaacggagggggaaageaagecctggaaaccgtgcaaaggttgttgecggtectttgtcaagaccacggecttacaccggageaagtegtggeca
ttgcatcccacgacggtggeaaacaggetcttgagacggttcagagacttetcccagttetetgtcaageccacgggetgacteeecgatcaagttgtagegattgegtecgeatgacggagggaa

acaagcattggagactgtccaacggctecttceegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgcacaagtggtegecatcgectecaatattggeggtaageaggegetggaaacagtacag
cgecetgetgectgtactgtgecaggatcatggactgaccccagaccaggtagtcgcaatcgegteacatgacgggggaaagcaagecctggaaaccgtgcaaaggttgttgeccggtectttgt

caagaccacggccttacaccggageaagtcgtggecattgecaageaacatcggtggcaaacaggetettgagacggttcagagacttcteccagttetetgtcaageccacgggetgacteee

gatcaagttgtagcgattgegtccaacggtggagggaaacaagceattggagactgtccaacggetecttceegtgttgtgtcaageccacggtttgacgectgecacaagtggtecgecatcgeca
gecatgatggeggtaagcaggegetggaaacagtacagegecetgetgectgtactgtgeccaggatcatggactgacacccgaacaggtggtegecattgettetaatgggggaggacggeca
gecttggagtccatcgtageccaattgtccaggeccgateecgegttggetgegttaacgaatgaccatctggtggegttggeatgtettggtggacgaccegegetcgatgeagtcaaaaagg

gtetgeetcatgeteccgeattgatcaaaagaaccaaccggeggattcecgagagaactteccatcgagtegegggate

ttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagcttggtaccgagcetcggatccactagtaacggecgecagtgtgctggaattcgecaccatgeaccaccaccaccaccac

tggetggtgcegeaccggtaageagaggatectgtacgggecagatatacgegttg
aagcttggcaatccggtactgttggtaaagecace
ttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagcettggtaccgagetcggatccactagtaacggecgecagtgtgetggaattcccace

aagcttggtaccgagcetcggatccactagtaacggecgecagtgtgetggaattcgecaccatgeaccaccaccaccaccac

tggctggtgecgeaccggtaageagaggatct
ctcgagggeaatceggtactgttggtaaagecaccgaattcgecaccatgeaccaccaccaccaccac

tttactgctgctcccgettaaagageagaaactcatgetggeagecggggtaccgeaggceaagtegcetttactgetgetececgettaaagagecagaaactcaatggaatcacggeggecgece

gtatctcatcctttactgetgetccegettaaagagecagaaactcaaatgegteggegtgeggeegetgecagttgeatttactgetgeteccgettaaagageagaaactcattggetgtectagg
gtacctggacgctccttgtttactgetgetcccgettaaagageagaaactcatggetggtgccgeaccggtaageagaactagaggtggcaccggtttgattgecacagetttactgetgeteeeg
cttaaagagcagaaactcatgetggeagecggggtaccgeaggeaagtegetttactgetgetceegettaaagagecagaaactcaatggaatcacggeggecgeccgtatcteatectttact

getgetecegcettaaagagcagaaactcaaatgegteggegtgeggecegetgecagttgeatttactgetgeteeegettaaagageagaaacteattggetgtectagggtacctggacgetee
ttgtttactgetgetceegettaaagageagaaactca

taaagagcagaaactcatcttccgtttccacatcttgetggecagecggggtaccgeaggeaagtegetaaagagecagaaactcatcttcegtttccacatctatggaatcacggeggecgecegt
atctcatcctaaagagcagaaactcatcttcegtttccacatctaatgegtcggegtgeggecgetgecagttgcataaagageagaaactcatctteegtttccacatcetttggetgtectagggta
cctggacgcetecttgtaaagageagaaactcatetteegtttccacatettggetggtgecgeaccggtaageagaactagaggtggeaccggtttgattgecacagetaaagagecagaaactcat
cttcegtttecacatettgetggeagecggggtacegecaggeaagtcgetaaagagcagaaactcatcttecgtttccacatctatggaatcacggeggecgeccegtatetcatcctaaagagea
gaaactcatcttccgtttccacatctaatgegtcggegtgeggecgetgecagttgecataaagagcagaaactcatcttcegtttccacatetttggetgtectagggtacctggacgetecttgtaaa
gagcagaaactcatcttcegtttccacatct
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VP16
KRAB

pCMV

pMIN

NLS
t2A

fLuc

BFP

Pip:KRAB

PIR

E:KRAB

ETR

mCitrine

geacccecgaccgatgtcagectgggggacgagcetecacttagacggegaggacgtggegatggegeatgeecgacgegetagacgatttcgatcetggacatgttgggggacggggatteec
cgggtcegggatttaccceccacgactcecgecccctacggegetetggatatggecgacttcgagtttgageagatgtttaccgatgeccttggaattgacgagtacggtgggtag

ccaaaaaagaagagaaaggtcgacggeggtggtgactttgtctectcageactctgetgtcactcaaggaagtatcatcaagaacaaggagggceatggatgctaagtecactaactgectggteee
ggacactggtgaccttcaaggatgtatttgtggacttcaccagggaggagtggaagetgetggacactgetcageagategtgtacagaaatgtgatgetggagaactataagaacctggtttee
ttgggttatcagcttactaagccagatgtgatccteeggttggagaagggagaagageectggetggtggagagagaaattcaccaagagacceatcetgattcagagactgeatttgaaatcaa
atcatcagtt

acattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaccgeccaacgacceecg
cccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgcecaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaa
gtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggceattatgeccagtacatgaccttatgggactttectacttggeagtacatctacgtattagtcatcgetattaccatggtgatge
ggttttggcagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctccaccecattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtegt
aacaactccgecccattgacgcaaatgggeggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagetctetggetaactagagaacccactgettactgge

tagagggtatataatggaagctcgacttccag

gatccaaaaaagaagagaaaggta

agagccgaggggagaggaagtctictgacctgeggagacgtcgaagagaatectggacee

atggaagatgccaaaaacattaagaagggeccagegecattctacccactcgaagacgggaccgecggegageagetgecacaaagecatgaagegetacgeectggtgeccggeaccate
gectttaccgacgeacatatcgaggtggacattacctacgecgagtacttcgagatgagegttcggetggeagaagetatgaagegetatgggetgaatacaaaccatcggategtggtgtgea
gcgagaatagettgeagttettcatgecegtgttgggtgccctgttcatcggtgtggctgtggecccagetaacgacatctacaacgagegegagetgetgaacageatgggeatcagecagee
caccgtcgtattcgtgagcaagaaagggctgcaaaagatcctcaacgtgeaaaagaagetaccgateatac tcatcatcatggatagcaagaccgactaccagggcettccaaageat
gtacaccttcgtgacttcccatttgeccacceggcettcaacgagtacgacttcgtgeccgagagettcgaccgggacaaaaccatcgecctgatcatgaacagtagtggeagtaccggattgecca
agggcgtagecctaccgeaccgeaccgcettgtgtcegattcagtcatgeccgegaccecatcttcggeaaccagatcatcccegacaccgctatectcagegtggtgecatttcaccacggette
ggcatgttcaccacgcetgggctacttgatctgeggcetttcgggtegtgeteatgtaccgettcgaggaggagcetattettgegeagettgcaagactataagattcaatctgecctgetggtgecca
cactatttagcttcttcgctaagageactctcatcgacaagtacgacctaageaacttgecacgagatcgecageggeggggegecgetcageaaggaggtaggtgaggecgtggecaaacge
ttccacctaccaggeatccgecagggetacggectgacagaaacaaccagegecattctgatcaccecccgaaggggacgacaagectggegeagtaggeaaggtggtgeccttcttcgagg
ctaaggtggtggacttggacaccggtaagacactgggtgtgaaccagegeggegagetgtgegteegtggecccatgatcatgageggetacgttaacaaccecgaggetacaaacgetete
atcgacaaggacggctggetgecacageggegacatcgectactgggacgaggacgagceacttcettcatcgtggaccggetgaagagectgatcaaatacaagggetaccaggtagecccag
ccgaactggagagcatcetgetgeaacaccccaacatettcgacgecggggtegecggectgecegacgacgatgeeggegagetgeccgecgeagtegtegtgetggaacacggtaaaa
ccatgaccgagaaggagatcgtggactatgtggccagecaggttacaaccgecaagaagetgegeggtggtgttgtgticgtggacgaggtgcctaaaggactgaccggeaagttggacge
ccgcaagatccgegagattctcattaaggecaagaagggceggeaagatcgecgtgaattetgettgeaagaactggttcagtagettaagecactttgtgatccaccttaacagecacggettee
ctceecgaggtggaggageaggecgecggeacceetgeccatgagetgegeccaggagageggeatggatagacaceetgetgettgegecagegecaggatcaacgtctaa

atgagcgagetgattaaggagaacatgcacatgaagetgtacatggagggcaccgtggacaaccatcacttcaagtgeacatccgagggegaaggeaagecctacgagggeacccagace
atgagaatcaaggtggtcgagggceggccctcteeecttcgecttcgacatectggcetactagettcctectacggecageaagaccttcatcaaccacacccagggeatceecgacttettcaagea
gtccttcectgagggcettcacatgggagagagtcaccacatacgaagacgggggegtgctgaccgetacccaggacaccagectccaggacggetgecteatctacaacgtcaagatcaga

ggggtgaacttcacatccaacggecctgtgatgcagaagaaaacactcggetgggaggecttcaccgagacgetgtaccecgetgacggeggectggaaggcagaaacgacatggecctg
aagctcgtgggcgggagecatetgatcgeaaacatcaagaccacatatagatccaagaaaccegetaagaacctcaagatgectggegtetactatgtggactacagactggaaagaatcaag
gaggccaacaacgagacctacgtcgagcageacgaggtggeagtggecagatactgegacctcectagecaaactggggeacaagetcaat

atgagtcgaggagaggtgegeatggegaaggeagggegggaggggeegegggacagegtgtggetgtegggggaggggeggegeggeggtegeegtggggggeageegteeggge
tcgaccgggaccggatcaccggggtcaccgteeggetgetggacacggagggectgacggggttctcgatgegecgectggeegecgagetgaacgtcacegegatgteegtgtactggta
cgtcgacaccaaggaccagttgetcgagetcgecctggacgecegtettcggegagetgegecacceggacceggacgecgggetegactggegegaggaactgegggecctggeeegg
gagaaccgggcegctgetggtgegecacceectggtegteceggetggteggeacctacctcaacatcggeccgeactegetggectteteececgegeggtgcagaacgtegtgegecgeageg
ggetgecegegeacegecetgaceggegecatetcggecegtettecagttegtetacggetacggeaccatcgagggeegcttectegeecgggtggeggacacegggetgagtecggagga
gtacttccaggactcgatgaccgeggtgaccgaggtgecggacaccgegggegtcatcgaggacgegeaggacatcatggeggeccggggeggegacaccgtggeggagatgetggac
cgggacttcgagttcgeectegaccetgetegtegegggcatecgacgegatggtegaacaggectecgegtacagecgegegecagatccaaaaaagaagagaaaggtagatccaaaaaag
aagagaaaggtagatccaaaaaagaagagaaaggtaatggatgctaagtcactaactgectggteccggacactggtgaccttcaaggatgtatttgtggacttcaccagggaggagtggaag
ctgetggacactgcetcageagatcgtgtacagaaatgtgatgetggagaactataagaacctggtttccttgggttatcagettactaagecagatgtgatectceggttggagaagggagaagag
ccctggetggtggagagagaaattcaccaagagacccatcctgattcagagactgeatttgaaatcaaatcatcagtt

cctgecagggtacggtgtacgggaagatactcgtacaccgtacaagagattcccatacgetgtacagegcetatttcgtacggtgtacgggaagatactcgtacaccgtacaagagattcccatacg
ctgtacagcgctatttcgtacggtgtacgggaagatactcgtacaccgtacaagagattcccatacgetgtacagegetatttcgatcgaatt

atgccccgecccaagetcaagtecgatgacgaggtactcgaggecgecaccegtagtgetgaagegttgeggteccatagagttcacgetcageggagtageaaaggaggtggggacteteee
gegeagegttaatccagegcettcaccaaccgegatacgetgetggtgaggatgatggagegeggegtcgageaggtgeggeattacctgaatgegataccgataggegeagggecgeaag
ggctctgggaatttttgcaggtgctegticggageatgaacactcgeaacgacttctcggtgaactatctcatetectggtacgagetccaggtgecggagetacgeacgcettgegatccagegg
aaccgegeggtggtggaggggoatccgeaagegactgeccecaggtgetectgeggeagetgagttgetectgeacteggteategetggegegacgatgeagtgggecgtegatceggatg
gtgagctagcetgatcatgtgetggetcagategetgecatectgtgtttaatgtttcccgaacacgacgatttccaactcctccaggeacatgegtececgegtacagecgegegecagatccaaaaa
agaagagaaaggtagatccaaaaaagaagagaaaggtagatccaaaaaagaagagaaaggtaatggatgctaagtcactaactgectggteceggacactggtgaccttcaaggatgtatttg
tggacttcaccagggaggagtggaagetgetggacactgetcageagatcgtgtacagaaatgtgatgetggagaactataagaacctggtttccttgggttatcagettactaagecagatgtga
tectecggttggagaagggagaagagecctggetggtggagagagaaattcaccaagagaccecatectgattcagagactgeatttgaaatcaaatcatcagtt

agcttcgaagtttaaacgattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggattgaat
ataaccgacgtgactgttacatttagggaaaacgattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggattgaatataaccgacgtgactgtt
acatttagggattgaatataaccgacgtgactgttacatttagggatatcctgcagggaatt

gtgagcaagggegaggagetgttcaccggggtggtgcccatectggtegagetggacggegacgtaaacggecacaagttcagegtgtecggegagggegagggegatgecacctacgg
caagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggeaagcetgeccgtgecctggeccacccetegtgaccaccttecggetacggectgatgtgettcgeccgetaccecgaccacatgaageagea
cgacttcttcaagtccgecatgeccgaaggetacgtccaggagegceaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtgaagttcgagggcgacaccectggtgaace
geatcgagcetgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacateetggggeacaagetggagtacaactacaacagecacaacgtctatatcatggecgacaagcagaagaacggeatcaa
ggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggeagegtgeagetcgecgaccactaccageagaacacceccateggegacggeccegtgetgetgeccgacaaccactacctgag
ctaccagtccgecctgageaaagaceccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagttegtgacegeegecgggateactceteggeatggacgagetgtacaagtaa
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Priloga C: Kolicine plazmidov v transfekcijski meSanici ter povpre¢ne vrednosti

luciferazne aktivnosti izmerjene pri testiranju ucinkovitosti represorjev TALA in TALB.

[10XA]-pCMV-fLuc (25ng)

KRAB:TALA TALA:KRAB KRAB:TALA:KRAB

Koli¢ine plazmidov | 0ng 5ng | 25ng | 50ng | Sng | 25ng | 50ng | Sng | 25ng | 50 ng
Povprecje RLE 1,449 | 0,123 | 0,091 | 0,080 | 0,074 | 0,046 | 0,038 | 0,057 | 0,030 | 0,023
Standardni odklon | 0,077 | 0,029 | 0,034 | 0,027 | 0,020 | 0,010 | 0,009 | 0,013 | 0,009 | 0,005

[10XB]-pCMV-fLuc (25ng)

KRAB:TALB TALB:KRAB KRAB:TALB:KRAB

Koli¢ine plazmidov | 0ng S5ng | 25ng | 50ng | Sng | 25ng | 50ng | Sng | 25ng | 50 ng
Povprecje RLE 0,765 | 0,155 | 0,101 | 0,089 | 0,044 | 0,040 | 0,037 | 0,048 | 0,026 | 0,025
Standardni odklon | 0,053 | 0,029 | 0,021 | 0,013 | 0,002 | 0,005 | 0,017 | 0,004 | 0,004 | 0,001

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taks$ni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih mesanicah 85 ng.
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Priloga D: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici ter povprecne vrednosti
luciferazne aktivnosti izmerjene pri testiranju specificnosti vezave represorjev TALA in

TALB.

[10XA]-CMV-fLuc (25 ng)

TALB:KRAB KRAB:TALB KRAB:TALB:KRAB
Kolic¢ine plazmidov Ong 50 ng 50 ng 50 ng
Povprecje RLE 2,434 2,057 2,120 2,199
Standardni odklon 0,159 0,437 0,144 0,273

[10XB]-pCMV-fLuc (25 ng)

TALA:KRAB KRAB:TALA KRAB:TALA:KRAB
Koli¢ine plazmidov 0 ng 50 ng 50 ng 50 ng
Povprecje RLE 2,698 2,603 2,539 1,393
Standardni odklon 0,122 0,029 0,068 0,378

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se Se 10 ng plazmida phRL-TK
(kontrolni plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v tak$ni koliCini, da je
bila koli¢ina skupne DNA v vseh transfekcijskih mesanicah 160 ng.
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Priloga E: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici ter povprecne vrednosti
luciferazne aktivnosti izmerjene pri testiranju ucinkovitosti in specificnosti vezave
aktivatorjev TALA in TALB.

[10XA]-pMIN-fLuc (100 ng)
TALA:VP16 TALB:VP16
Koli¢ine plazmidov 0 ng 2,5ng S5ng 25 ng 50 ng 5ng 25ng | 50 ng
Povprecje RLE 0,021 8,388 11,282 14,160 | 11,179 | 0,008 | 0,005 | 0,003
Standardni odklon 0,012 0,386 0,423 0,340 | 0,685 | 0,002 | 0,000 | 0,001

[10XB]-pMIN-fLuc (100 ng)
TALB:VP16 TALA:VP16
Koli¢ine plazmidov 0ng 2,5ng 5ng 25 ng 50 ng 5ng 25ng | 50 ng
Povprecje RLE 0,006 10,562 18,003 20,724 | 20,406 | 0,003 0,002 | 0,002
Standardni odklon 0,002 1,688 0,308 2,427 1,459 | 0,000 | 0,000 | 0,001

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taksni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih meSanicah 160 ng.
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Priloga F: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski mesanici ter povprec¢ne vrednosti
luciferazne aktivnosti izmerjene pri testiranju inducibilnih sistemov na osnovi represorjev

TAL.
Stimulirane
celice [10XA]-pMIN-fLuc (20 ng) [10XB]-pMIN-fLuc (20 ng)
PIR-CMV-TALA:VP16 (5 ng) ETR-CMV-TALB:VP16 (5 ng)
Pip:KRAB E:KRAB
Koli¢ine 2.5n 5 n 10 n 20 n, 2.5n 5n 10 n, 20 n
plazmidov ~ g g g g »> g g g g
Povpredje RLE | 0,138 | 0,160 0,170 | 0,185 | 0,034 0,035 0,026 0,038
Standardni 0,029 | 0,005 0,020 | 0,007 | 0,001 0,002 0,001 0,001
odklon
Nestimulirane [10XA]-pMIN-fLuc (20 ng) [10XB]-pMIN-fLuc (20 ng)
celice PIR-CMV-TALA:VP16 (5 ng) ETR-CMV-TALB:VP16 (5 ng)
Pip:KRAB E:KRAB
Kolitine 2.5n 5n 10n 201 2.5n 5n 10n 20n
plazmidoy ,5ng g g g ,5ng g g g
Povpredje RLE | 0251 | 0,382 0,503 | 0,555 | 0,075 0,126 0,146 0,125
Standardni 0,021 | 0,021 0,043 | 0,027 | 0,001 0,002 0,005 0,001
odklon

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taksni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih meSanicah 75 ng.
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Priloga G: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski mesSanici ter povprecne vrednosti
luciferazne aktivnosti izmerjene pri testiranju inducibilnih sistemov na osnovi aktivatorjev

TAL.
Stimulirane [10XA]-pMIN-fLuc (20 ng) [10XB]-pMIN-fLuc (20 ng)
celice PIR-CMV-TALA:VP16 (5 ng) ETR-CMV-TALB:VP16 (S ng)
Pip:KRAB E:KRAB
Koli¢ine 25n 5n 10n 20n 2,5n 5n 10n 20 n,
plazmidov ~ 18 & & g - e s £ ¢
Povpretje RLE | 2,544 | 2,153 | 3293 | 4,001 | 2346 2,541 2,628 2,597
Standardni 0,101 | 0,184 | 0251 | 0292 | 0084 | 0069 | 0159 | 0,130
odklon
Nestimulirane [10XA]-pMIN-fLuc (20 ng) [10XB]-pMIN-fLuc (20 ng)
celice PIR-CMV-TALA:VP16 (5 ng) ETR-CMV-TALB:VP16 (5 ng)
Pip:KRAB E:KRAB
Kolicine 251 5n 10n 20n 2.5n 5n 10n 20n
plazmidov ~ e g 8 & - he s s £
Povpretje RLE | 1,059 | 0909 | 1,164 | 1384 | 0,582 0,427 0,427 0,682
Standardni 0,077 | 0,115 | 0215 | 0,252 | 0,012 0,008 0,008 0,116
odklon

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taks$ni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih mesanicah 85 ng.
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Priloga H: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici pri testiranju preklopnega stikala
z dvema represorjema.

Kolicine plazmidov (ng)

Kontrolni plazmid mCherry 20
Pip:KRAB 90

1. nivo
E:KRAB 90
PIR-pCMV-TALB:KRAB 60

2. nivo
ETR-pCMV-TALA:KRAB 60
[10XA]-pCMV-TALB:KRAB-BFP 30

3. nivo
[10XB]-pCMV-TALA:KRAB-mCitrine 30

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taksni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih meSanicah 385 ng.
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Priloga I: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici ter izmerjene povprecne vrednosti
luciferazne aktivnosti s pripadajo¢imi standardnimi odkloni pri testiranju tekmovanja med
represorji TAL in aktivatorji TAL za vezavna mesta.

a) Kolic¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici.

[10XA]-pMIN-fLuc (75 ng)

TALA:VP16 TALA:KRAB
0 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
10 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
25 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
50 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
100 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng

[10XB]-pMIN-fLuc (75 ng)

TALB:VP16 TALB:KRAB
0 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
10 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
25 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
50 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng
100 ng 0 ng 10 ng 25 ng 50 ng 100 ng

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK
(kontrolni plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taks$ni koliCini,
da je bila koli¢ina skupne DNA v vseh transfekcijskih meSanicah 285 ng.

b) Izmerjene povprecne vrednosti luciferazne aktivnosti (RLE).

TALA:VP16
Ong 10ng 25ng 50ng 100ng
Ong 0,003 7,630 8,048 8,726 6,273
10ng 0,002 0,967 1,860 3,086 2,336
TALA:KRAB 25ng 0,001 0,211 0,583 0,901 1,030
50ng 0,001 0,045 0,157 0,182 0,546
100ng 0,000 0,010 0,036 0,075 0,247
TALB:VP16
Ong 10ng 25ng 50ng 100ng
Ong 0,002 10,125 11,073 9,186 9,620
10ng 0,000 0,367 0,738 1,717 2,391
TALAB:KRAB 25ng 0,000 0,066 0,198 0,488 0,818
50ng 0,001 0,025 0,082 0,189 0,445
100ng 0,001 0,008 0,033 0,075 0,197
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¢) Standardni odkloni.

TALA:VP16
Ong 10ng 25ng 50ng 100ng
Ong 0,0048 0,0027 0,0017 0,0005 0,0002
10ng 0,0027 0,0792 0,1507 0,3892 0,1923
TALA:KRAB 25ng 0,0017 0,0167 0,0565 0,0904 0,0594
50ng 0,0005 0,0035 0,0098 0,0063 0,0265
100ng 0,0002 0,0013 0,0035 0,0077 0,0062
TALB:VP16
Ong 10ng 25ng 50ng 100ng
Ong 0,0017 0,0416 0,4815 0,1096 0,0584
10ng 0,0001 0,0357 0,0718 0,0373 0,1930
TALAB:KRAB 25ng 0,0000 0,0122 0,0429 0,1523 0,1593
50ng 0,0018 0,0035 0,0226 0,0311 0,0757
100ng 0,0016 0,0016 0,0041 0,0158 0,0393
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Priloga J: Koli¢ine plazmidov v transfekcijski meSanici pri testiranju preklopnega stikala s
pozitivno povratno zanko.

Koli¢ine plazmidov (ng)
Kontrolni plazmid mCherry 20
Pip:KRAB 120
1. nivo
E:KRAB 120
PIR-pCMV-TALB:KRAB 40
PIR-pCMV-TALA:VP16 40
2. nivo
ETR-pCMV-TALA:KRAB 40
ETR-pCMV-TALB:VP16 40
[10XA]-pCMV-TALB:KRAB-BFP 30
[10XA]-pMIN-TALA: VP16 5
3. nivo
[10XB]-pCMV-TALA:KRAB-mCitrine 30
[10XB]-pMIN-TALB:VP16 5

* 'V vse transfekcijske meSanice smo dodali Se 10 ng plazmida phRL-TK (kontrolni
plazmid) ter prazen vektorski plazmid pcDNA3 v taksni koli¢ini, da je bila koli¢ina
skupne DNA v vseh transfekcijskih meSanicah 490 ng.
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