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1.Wstep

ozwoj wspoéiczesnej biotechnologii

obejmuje wiele dziedzin, z ktéryeh

jedna z najwazniejszych jest tworzenie
organizmow transgenieznych. Polega
ono na wprowadzaniu obcych genéw
do komodrek gospodarza, co daje mo-
zliwos¢ uzyskiwania nowyeh, badz
modyfikowania juz posiadanych przez
organizm cech. Wymaga to stworzenia
catego zaplecza metod, ktére umozli-
wiatyby wprowadzenie genéw do ko-
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morek docelowych, a nastepnie przewidzenia ich ,zachowania sie”, czyli osza-
cowanie stopnia i czasu ekspresji genu. Istotne jest takze zachowanie kontroli
nad wprowadzonym genem, rozumianej jako wigczanie lub wylgczanie eks-
presji genu, jak i regulowanie poziomu jego produktu. Jezeli warunki te zo-
stajg spetnione, uzyskujemy mozliwos¢ stworzenia transgenicznego ukladu
o Scisle okreslonych przez nas parametrach.

Narzedziem pozwalajgcym na kontrolowang ekspresje genoéw w komor-
kach sg wektory ekspresyjne oraz konstruowane z nich systemy ekspresyjne.
System ekspresyjny jest to ukitad biologiczny, w ktérym wspoétdziata wiele
specyficznych biatek regulatorowych i sekwencji promotorowych. Uczestniczg
one w swoistym dla danego systemu ciggu przemian, ktoéry w efekcie pro-
wadzi do ekspresji interesujacego nas genu. Ich ilos¢, aktywnosé, badz do-
stepnos¢ moga by¢ regulowane, co z kolei daje mozliwos¢ regulacji ekspresiji
genu. W odréznieniu od systemow opartych na ciggtej (konstytutywnej) eks-
presji genu, w ktdrych niemozliwe jest jej zahamowanie, w systemie indu-
kcyjnym mozemy wigczac¢ lub wylacza¢ ekspresje genu poprzez operowanie
induktorem, np. niskoczgasteczkowym aktywatorem.

Dobrze funkcjonujgce prokariotyczne systemy ekspresyjne dziataja na pod-
stawie sekwencji i biatek regulatorowych operonéw: tetracyklinowego, lakto-
zowego lub arabinozowego (1). Te prokariotyczne elementy regulatorowe zna-
lazty takze zastosowanie w kontroli ekspresji genéw eukariotycznych (2,3).
Praktycznie nie istnieje indukowalny system ekspresyjny, skonstruowany tyl-
ko na bazie elementéw eukariotycznych, ktérego wydajnos¢ bytaby poréw-
nywalna ze znanymi systemami wykorzystujacymi mocne, konstytutywne
promotory wirusowe, np. Pcmv (promotora/enhancera gendw bezposrednio
wczesnych wirusa cytomegalii — |IE CMV) lub Prsv (promotora/enhancera
z sekwencji LTR wirusa RSV). Ponadto w dotychczas opracowanych syste-
mach indukowalnych obserwuje sie niekontrolowang ekspresje genu (ang.
leakage), wystepujgca pomimo braku indukcji. Niekontrolowana ekspresja
genu jest dla eksperymentatora zjawiskiem niekorzystnym, gdyz w rezultacie
catkowite wylgczenie ekspresji regulowanego genu staje sie niemozliwe, przez
to znacznie ogranicza mozliwos¢ zastosowania systemu do ekspresji gendw,
np. dla biatek cytotoksycznych lub enzymatycznych. Dodatkowym minusem
niektérych istniejacych systemow jest zjawisko nieswoistej indukcji, ktore
polega na aktywaciji genu przez substancje podobne do specyficznych indu-
ktoréw, np. deksametazon w systemie ekdysonowym (4).

Celem pracy bylo opracowanie takiego eukariotycznego systemu, w kto-
rym osiggany po indukcji stopien ekspresji genu dorownywatby poziomowi
uzyskiwanemu w systemach opartych na promotorach wirusowych. Jedno-
czesnie starano sie wyeliminowac¢ niekontrolowanag ekspresje genu i uzyskac
petna specyficznosé indukciji.

Do konstrukcji systemu wykorzystano zjawisko miejscowo swoistej rekom-
binacji, ktérg zapewnia rekombinaza Flp. Rozpoznaje ona specyficzne, asyme-
tryczne sekwencje FRT (5,6). Wzajemna orientacja dwoéch fragmentéw FRT de-
terminuje sposdb dziatania rekombinazy Flp. Podczas gdy sekwencje FRT usta-
wione sg w tej samej orientacji, rekombinaza wycina fragment DNA zawariy
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Rys. 1. Schemat dziatania miejscowo specyficznej rekombinazy Flp: a) jednakowa orientacja
sekwencji FRT powoduje delecje fragmentu DNA, b) zbiezna — jego inwersje.

MIEJSCOWO SPBCYHCZNA
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Promotor Sekwencja kodujgca Promotor  Sekwencja kodujgca
Onentacja PRZECIWNA Onentacja ZGODNA
Brak transkrypciji lub Powstaje transkrypt

powstaje produkt nonsensowy badanego genu

Rys. 2. Inwersja sekwencji kodujacej pod wptywem Flp umozliwia ekspresje genu.

miedzy nimi, a gdy ustawione sg zbieznie enzym powoduje inwersje sekwencji
zawartej miedzy FRT (rys. 1). Wowczas gdy sekwencje te stanowi gen w orien-
tacji przeciwnej do kierunku transkrypcji, ktory znajduje sie miedzy dwiema
sekwencjami FRT ustawionymi zbieznie wzgledem siebie, to dodanie rekombinazy
Flp spowoduje jego inwersje. Wowczas sekwencja kodujgca znajdzie sie w orien-
tacji umozliwiajacej transkrypcje. Jesli dodatkowo gen jest poprzedzony mocnym
promotorem, to uzyskany poziom ekspresji powinien by¢ wysoki (rys. 2).

2. Materiaty | metody

2.1. Wektory i enzymy

Do badan wykorzystaliSmy: pcDNAS. I(-i-) firmy Invitrogen (San Diego, CA,
USA), pOG44 — dar od S. O'Gormana (La Jolla, CA, USA) (7), pMS17.2
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dar W. Szybalskiego (Madison, WI, USA) (8), pGEM3zf(+) firmy Promega (Ma-
dison, WI, USA), pEQ176 — dar od M. Schleissa (Seattle, WA, USA).

Plazmidy namnazane byly w szczepie DH5a bakterii E. coli i izolowane
na kolumnach firmy Q1AGEN GmbH (Hilden, Germany).

Wszystkie stosowane enzymy restrykcyjne oraz polimeraza T4 pochodzity
z firmy New England Biolabs (Beverly, MA, USA). Fragment Klenowa poli-
merazy 1| DNA i alkaliczna fosfataza z firmy Boehringer Mannheim GmbH
(Mannheim, Germany).

2.2. Hodowle i transfekcje komérek

Komorki linii HepG2 (ludzka hepatoma), HEK (ludzkie epitelium z nerki
embrionalnej) i CHO (linia komodrkowa z jajnikdw chomika) pochodzity z fir-
my ATCC (ATCC, Manassas, VA, USA). Komodrki HepG2 i HEK hodowano
na podtozu DMEM, komoérki CHO hodowano na podtozu F-12 (Life Techno-
logies, Inc., Paisley, UK). Wszystkie podtoza byly wzbogacone 10% ptodowa
surowicg cielecg (HyClone Lab., Inc., Logan, Utah, USA) z dodatkiem anty-
biotykdéw: penicyliny i streptomycyny. Do transfekcji komérek HepG2 i HEK
plazmidowym DNA uzyto DOTAP (UW Vector Gore Lab., Madison, WI, USA).
Do transfekcji komoérek CHO wykorzystano lipofektyne (Life Technologies,
Inc.). Transfekcje plazmidami p6200lacZ-L, pOG44, p6200lacZ-R i pGEM-
3Zf(-i-) przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta.

Wykorzystujgc obecnos¢ genu dla fosforylazy neomycyny (G418), w pla-
zmidzie p6200lacZ-L, wyprowadzono stabilnie transfekowanag linie komaérko-
wag HEK lacZz L. Dla uzyskania ekspresji p-galaktozydazy, komorki trans-
fekowano plazmidem pOG44, zawierajacym gen dla rekombinazy Flp.

2.3. Badanie poziomu ekspresji genu reporterowego (lacz)

Po 36-godzinach po transfekcji (dla linii HEK laczZ L, po 48-godzinach)
przeprowadzono lize komoérek. W poszczegdlnych grupach eksperymental-
nych oznaczono aktywnos¢ enzymatyczna [3-galaktozydazy wg standardowego
protokotu (9). Jako substratu uzyto o-nitrofenylo-(3-D-galaktopiranozyd
(ONPG) (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Germany).

2.4. Kontrola Inwersji DNA w plazmidach serii p6200 w komdrkach
bakteryjnych

Szczep bakterii E. coli JIW172 (otrzymany od W. Szybalskiego), w ktérych
genomie znajduje sie gen rekombinazy Flp pod kontrola promotora tetra-
cyklinowego {Ptet-FLP), transformowano plazmidem p6200lacZ-L i wysiano
na ptytki z podtozem agarowym z ampicyling. Klony bakteryjne przeniesiono
do 3 ml bulionu z ampicyling i inkubowano dopdki zawiesina komoérek nie
osiagneta ODeoo 0"3. Dla indukcji aktywnosci FLP, do podioza dodano chlo-
rotetracykline (cTc, 20 pg/ml) i bakterie inkubowano przez 2 godziny w 37°C.
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Rys. 3. Plazmid p6200l1lacZ-L.

Po uptywie tego czasu wyizolowano plazmidowy DNA z bakterii (metodg lizy
alkalicznej) i poddano trawieniu enzymem Nde |.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Konstrukcja systemu ekspresyjnego

Pierwszym krokiem bylo skonstruowanie wektora ekspresyjnego, w kto-
rym gen reporterowy znajdowatby sie w otoczeniu sekwencji FRT ustawio-
nych zbieznie. Jako podstawe opracowanego wektora zastosowano plazmid
pcDNAS. I(-i-). Usunieto z niego fragment Hind Ill-Dra Il zawierajacy kasete
sygnatu poliadenylacji BGHpoly(A), a jego konce stepiono polimeraza T4.
Z plazmidu pMS17.2 wycieto fragment Nhe |-Ssp |, zawierajacy kasete FRT-
polilinker-FRT, ktoérego konce wypeliono fragmentem Klenowa polimerazy |
DNA. W wyniku ligacji obydwu fragmentéw powstaly dwa plazmidy (-i-/-)
p6200.

Do analizy aktywnosci skonstruowanego wektora uzyto genu reportero-
wego lacZ-poly(A), kodujacego (3-galaktozydaze. Zostat on wyciety Xho I-BamH |
z plazmidu pEQ176, ktérego konce wypetniono fragmentem Klenowa poli-
merazy | DNA i wstawiono do plazmidu p6200 w miejsce EcoRV — w obu
orientacjach. Powstaly wéwczas plazmidy p6200lacZ-L (o orientacji przeciw-
nej) i p6200l1lacZ-R (o orientacji genu zgodnej z promotorem) (rys. 3).

Drugim elementem systemu jest plazmid pOG44 zawierajacy gen rekom-
binazy Flp pod kontrolg konstytutywnego promotora Pcmv (7).
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Rys. 4. Kontrola funkcjonowania systemu ekspresyjnego w réznych liniach komérkowych.

Komoérki kotransfekowane plazmidami p6200lacZ-L i pOG44 (niosacym gen FLPt wykazuja
kilkudziesieciokrotnie wyzszy poziom ekspresiji niz w przypadku gdy sa one transfekowane pla-
zmidami p6200lacZ-L i pGEM3Zf(+) (nie kodujacym FIp).

Poziom ekspresji genu badano 48 godzin po transfekcji 2 10" komoérek poprzez aktywnosc¢
wiasciwa enzymu |3-galaktozydazy w lizacie komoérkowym.

3.2. Indukcja genu reporterowego w komoérkach eukariotycznych

Miara poziomu ekspresji genu w komodree byta aktywnos¢ p-galaktozydazy
wyrazona jako aktsm/*nos¢ wiasciwa enzymu (U/mg biatka komodrkowego).
Dla wszystkich przebadanych linii komdérkowych transfekowanych plazmi-
dami p62001acZ-L (gen w orientacji przeciwnej do promotora) i pOG44 (nio-
sacym gen FLP) uzyskano kilkudziesieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji niz
w przypadku, gdy komoérkom nie dostarczono genu rekombinazy Flp (rys.
4). Réwnoczesnie ekspresja ta byla co najmniej na takim samym poziomie,
jak w przypadku komoérek transfekowanych plazmidem p6200lacZ-R, w kt6-
rym gen reporterawy znajduje sie w orientacji umozliwiajgcej transkrypcje.

Pomimo przyjetego zalozenia, ze ustawienie genu w orientacji przeciwnej
do promotora ma wyeliminowac¢ nieswoistg ekspresje, zaobserwowano niski
poziom niekontrolowanej ekspresji zwigzany najprawdopodobniej z obecno-
Scig sekwencji SV40ori (10) znajdujgcej sie bezposrednio za kasetg FRT-GEN-
FRT.

3.3. Kontrola dziatania kasety FRT-GEN-FRT w plazmidach serii p6200

W celu pokazania, ze obserwowana indukcja ekspresji jest wynikiem in-
wersji genu w plazmidach serii p6200, przeprowadzono doswiadczenie po-
twierdzajgce ten fakt w uktadzie prokariotycznym. W komoérkach bakteryj-
nych w wyniku indukcji cTc nastepuje ekspresja Flp, ktéra powoduje in-
wersje lacZ w plazmidach p6200lacZ. Obrazuje to analiza restrykcyjna wy-
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ABC
a. C
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Rys. 5. Inwersja genu lacZ w plazmidzie p6200lacZ-L, ktérym stransformowano bakterie
E. coli zawierajace gen rekombinazy Flp pod kontrola promotora tetracyklinowego: a) elektroforeza
na 0,8% zelu agarozowym trawionych enzymem Nde | plazmidowych DNA wyizolowanych z ba-
kterii hodowanych bez cTc ($ciezka B) — 2 prazki |,5kb i 8,5kb oraz z cTc (Sciezka C) — dwa
dodatkowe prazki 3,5kb i 6,5kb; sciezka A — marker Ikb Gibco. Schemat trawienia p62001acZ-L
enzymem Nde | przed b) i po inwersji c).

izolowanego z bakterii DNA plazmidowego. Po indukciji, oprécz prazkéow wy-
nikajacych z obecnosci plazmidu p62001acZ-L (1,3 kb i 8,7 kb) pojawiajg
sie dwa dodatkowe prazki odpowiadajgce fragmentom o dtugosci 3,5 kb i 6,5 kb
charakterystyczne dla zinwertowanego plazmidu (rys. 5). Jest to dowdd, ze
plazmidy p6200 zawieraja funkcjonalng kasete FRT-poUlinker-FRT, a zatem
po indukcji nastepuje inwersja sekwencji DNA, umieszczonej wczesniej w po-
lilinkerze pomiedzy sekwencjami FRT. Fakt, ze nie caly DNA ulega zinwer-
towaniu, czyli wspodlistnienie ,starych” i ,nowych” prazkéw, jest cechg chara-
kterystyczna systemu Flp/FRT (11).

3.4. indukcja ekspresji lacZ w komoérkach lini HEK laczZ L

Pokazano, ze Flp moze indukowac ekspresje genu lacZ w komodrkach sta-
bilnie transfekowanych plazmidem p6200lacZ L. Badajac poziom ekspresji
genu reporterowego w komoérkach HEK lacZ L uzyskano wzrastajaca
aktywnosc¢ (3-galaktozydazy przy wzroscie ilosci plazmidu pOG44, uzytego do
transfekcji (rys. 6). Analiza plazmidowego lub genomowego DNA z komoérek
eukariotycznych powinna potwierdzi¢, ze pojawienie sie produktu genu lacZ
pod wplywem dziatania Flp jest wynikiem inwersji tego genu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw widzimy, ze wektor zawierajacy kasete
silny promotor-FRT-polilinker-FRT moze stanowi¢ podstawe wydajnego syste-
mu ekspresyjnego. Podobny system ekspresyjny, ale oparty na wycinaniu
fragmentu DNA, uniemozliwiajagcego ekspresje genu, opracowal O’'Gomian
(6). Takie podejscie wymaga jednak konstruowania nowego wektora dla kaz-
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pOG44 0.5ug pOG44 1.Dug

Rys. 6. Indukcja ekspresji (i-galaktozydazy w komérkach linii transgenicznej HEK lacZ L.
Transfekcja komoérek plazmidem pOG44 powoduje indukcje ekspresji genu mierzong aktywnoscia
(3-galaktozydazy w lizatach komoérkowych.

dego genu. Opisany przez nas system umozliwia tatwe wklonowanie dowol-
nego genu w polilinker znajdujgey sie pomiedzy sekwencjami FRT. Ponadto
jego zaletg jest mozliwos¢ zastosowania dowolnego promotora konstytutyw-
nego. Prowadzone sg roéwniez prace nad wyeliminowaniem niekontrolowanej
ekspresiji genu, ktdéra wystgpita w niewietkim stopniu pomimo zatozenia, ze
ustawienie genu w orientacji odwrotnej wzgledem promotora wyklucza cal-
kowicie ekspresje genu. Wspomniano wczes$niej, ze niekontrolowana ekspre-
sje genu przypisuje sie obecnosci sekwencji SV40ori znajdujacej sie tuz za
kasetg FRT-polilinker-FRT. Doswiadczenie polega na wymianie kasety SV40ori-
Neo w wektorze p6200LacZ ' L na kasete TK-Hygro, a zatem wprowdzeniu
genu dla fosfotransferazy hygromycyny, warunkujacej opornos¢ na hygro-
mycyne, pod slabym, jednokierunkowym promotorem kinazy tymidynowej
(z wirusa HSV-1). Dzieki temu wyeliminowana zostanie niekontrolowana eks-
presja, przy zatozeniu, ze jest ona wynikiem dwukierunkowej aktywnosci
silnego promotora SV40ori.

Minusem systemu jest koniecznos¢ kotransfekcji komoérek dwoma pla-
zmidami, a takze brak mozliwosci wylaczania ekspresji genu. Obecnie trwajg
prace nad ro”*wigzaniem tego problemu, poprzez umieszczenie genu FLP pod
kontrolg stabego, indukowanego promotora i oparciu catego systemu na jed-
nym wektorze. Utatwi to w przysztosci prace z systemem poprzez unikniecie
kotransfekcji oraz mozliwos¢ bezposredniej indukcji ekspresji rekombinazy
Flp.

Praca byta finansowana z grantu nr 4 PO5A 027 11 z Komitetu Badann Naukowych.
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CWNO P BN

Eukaryotic expression system operating on the basis of Flp recombinase
activity

Summary

Eukaryotic expression vectors are usually used for basic research and gene therapy. The
major drawback of all vectors is a nonspecific leakage of the message which significantly hampers
the use of vectors for the expression of cytotoxic proteins or enzymes. Production of proteins in
eukariotic cells would be facilitated by the use of very strong inducible promoters that are well
controlled. Such expression systems are presently not available because eukaryotic inducible
promoters are usually weak.

We designed eukaryotic inducible expression system in which strong expression of reporter
gene was achieved. Our system is based on the activity of yeast site-specific recombinase FIp
which recognizes two FRT sequences and inverses the orientation of the DNA fragment present
between them. When placed in reverse orientation in relation to the promoter, a gene of interest
may not be expressed, whereas inversion of such a gene gives full expression. We introduced
the gene of interest between FRT sequences and used Flp for the inversion of the gene from
reverse to forward orientation. This way, a strong constitutive promoter switches to the inducible
mode while preserving its strong promoting activity.

Key words;
eukaryota, expression system, Flp recombinase.
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