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Summary

Internal ribosome entry site (IRES) sequences, which stand for the basic ele-
ment of cap 5'-independent translation, are currently widely used to coexpress
heterologous genes from one plasmid. In this study construction of four
bicistronic plasmids containing IRES and application of these vectors for
transfection of in vitro cultured cells were described. The obtained data show
that constructed bicistronic plasmids are very efficient in vitro in terms of simul-
taneous expression of fibroblast growth factor-4 (FGF-4) and vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) or one of these factors and green fluorescent protein
(GFP) from one plasmid. Interestingly, expression oftwo genes, although simul-
taneous, is not equal. It has turned out that IRES-dependent mRNA translation
is less efficient than cap 5'-dependent translation ofthe first gene, which should
be taken into account during construction of bicistronic plasmids.
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1. Wstep
Transfekcja komoérek eukariotycznych jest podstawowym na-

rzedziem biologii molekularnej, stuzagcym do badania regulacji
ekspresji gendw, a takze aktywnosci i funkcji biatek. Transfekcja
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polega na wprowadzeniu do komérek wektora plazmidowego zawierajagcego w ka-
secie ekspresyjnej sekwencje cDNA kodujacg interesujgce nas biatko. Czesto jednak,
obok produkcji badanego biatka, pozadana jest dodatkowo obecnos¢ bialka repor-
terowego jak np. biatka zielonej fluorescenciji (GFP, ang. greenfluorescent protein) czy
lucyferazy lub biatka nadajgcego stransfekowanym komérkom opornos¢ na antybio-
tyk. Obecnos¢ biatka reporterowego umozliwia okreslenie wydajnosci transfekcji
lub wyselekcjonowanie do dalszych badan komodrek wykazujacych ekspresje bada-
nego przez nas genu. Dodatkowa produkcja enzymu nadajacego opornos¢ na anty-
biotyk utatwia selekcjonowanie komérek o stabilnej ekspresji transgenu. Koekspre-
sja dwdch lub wiekszej liczby gendéw moze byc¢ takze przydatna, gdy zalezy nam na
produkcji biatka zbudowanego z kilku osobnych podjednostek, jak w przypadku in-
terleukiny-12 (IL-12, ang. interleukin-12) (1), czy czynnika transkrypcyjnego regulo-
wanego przez niedotlenienie (HIF-1, ang. hypoxia inducible factor) (2).

Najprostszym sposobem uzyskania jednoczesnej produkcji dwdch lub wiecej he-
terologicznych peptydéw czy biatek, jak sie wydaje, jest transfekcja z uzyciem
dwoch lub wiecej plazmidow, z ktérych kazdy zawiera sekwencje jednego z gendw.
Nie jest to jednak metoda optymalna, ze wzgledu na konieczno$¢ konstrukciji i izo-
lacji kazdego plazmidu z osobna. Dodatkowg wadg tej strategii jest sama transfek-
cja, w wyniku ktorej kazdy z plazmidéw moze wnika¢ do komoérki z r6zng wydajnos-
cig. Dlatego najlepszym rozwigzaniem jest, jak sie wydaje, transfekcja komoérek
z udziatem jednego plazmidu. Obecnie mozna to osiggnac stosujgc dwa podejscia,
jedno z nich polega na konstrukcji plazmidu, w ktérym kazda z sekwencji ko-
dujacych umieszczona jest pod kontrolg odrebnego promotora (3). Takie rozwigza-
nie prowadzi do niezaleznej ekspresji transgenéw na poziomie transkrypcji, a na-
stepnie translacji. Niestety czesto dochodzi do zahamowania ekspresji cDNA z jed-
nego z promotoréw (4-6). Ten problem udato sie oming¢ w drugiej z metod, ktora
wykorzystuje naturalnie wystepujacy w wirusach i organizmach eukariotycznych
mechanizm translacji zaleznej od wewnetrznego miejsca wejscia rybosomu (IRES,
ang. internal ribosome entry site) (7-10). Sekwencje IRES, razem z czynnikami ITAF
(ang. IRES-trans actingfactors) umozliwiajg przytagczanie sie rybosomoéw do sekwenciji
AUG bez koniecznosci skanowania regionu-5' nieutegajacego translacji (5’'UTR, ang.
5'-untranslated region) w mRNA i tym samym inicjowanie translacji niezaleznej od
czapeczki na koncu 5 mRNA (3,11). Metoda wykorzystujaca sekwencje IRES polega
na konstrukcji wektora, zawierajgcego jeden promotor, regulujacy ekspresje dwoéch
lub wiekszej liczby genéw rozdzielonych tymi sekwencjami. Prowadzi to do jedno-
czesnej transkrypcji genéw (w wyniku czego powstaje policistronowe mRNA), a na-
stepnie oddzielnej translacji dzieki umieszczeniu sekwencji IRES miedzy poszcze-
golnymi genami (3).

W pracy przedstawiono konstrukcje czterech plazmidéw bicistronowych z se-
kwencjami IRES oraz wykorzystanie tych wektoréw do transfekcji komérek hodowa-
nych in vitro. Dwa z nich (pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP i pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP) zawie-
rajg po dwa geny, z ktérych pierwszy umieszczony bezposrednio za promotorem ko-
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duje czynnik wzrostu fibroblastéw-4 (FGF-4, ang. fibroblast growth factor-4) lub czynnik
wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), drugi nato-
miast jest umieszczony za sekwencja IRES i koduje biatko reporterowe GFP. Pozostate
(pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4) zawierajg cDNA zaroéwno dla
VEGF jak i FGF-4. Réznig sie one jedynie kolejnoscig wklonowanych sekwencji ko-
dujgcych czynniki proangiogenne w kasecie ekspresyjnej. Wektory te powstaty z myslg
0 ich uzyciu w proangiogennej terapii genowej, ktérej celem jest stymulacja nowych
naczyn krwionosnych w niedocenionych obszarach miesnia sercowego (12-13).
Angiogeneza jest procesem bardzo ztozonym (14,15). Dotychczasowe proby tera-
pii genowej wskazuja, ze stymulacja angiogenezy za pomocg wektoréw plazmidowych
lub wirusowych kodujacych tylko jeden czynnik proangiogenny jest niewystarczajgca
| prowadzi do powstania niedojrzatych naczyn (16). Rozwigzaniem moze by¢ terapia
z uzyciem wektora kodujgcego dwa czynniki proangiogenne, z ktérych jeden stymulu-
je powstawanie naczyn, a drugi ich dojrzewanie (17,18). Dlatego skonstruowano wek-
tory bicistronowe kodujace jednoczesnie VEGF (izoforma 165), ktory silnie indukuje
angiogeneze oraz FGF-4, stymulujgcy powstawanie dojrzatych naczyn krwionosnych.

2. Materiaty i metody

2.1. Konstrukcja i przygotowanie plazmidowych wektoréw bicistronowych

Do konstrukcji plazmidowych wektoréw bicistronowych, kodujacych proangio-
genne czynniki wzrostu VEGF i FGF-4, wykorzystano plazmidy pTR-UF-12-ires-GFP
i pTR-UF-22-ires-GFP (otrzymane dzieki uprzejmosci Sergei Zolotukhina, Depart-
ment of Pediatrics, Division of Cellular and Molecular Therapy, University of Florida,
USA). Mapy tych plazmiddw przedstawiono na rysunku 1. Ostatecznie skonstruowa-
no cztery rodzaje wektoréw bicistronowych. Dwa z nich zawierajg jedng z sekwen-
cji kodujacych czynniki angiogenne, a mianowicie cDNA dla FGF-4 lub VEGF oraz
cDNA kodujace gen reporterowy GFP. Sa to plazmidy pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP
i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP. Pozostate dwa: pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-
-VEGF-ires-FGF4 kodujg obie sekwencje cDNA zaréwno dla FGF4 jak i VEGF. Jedyna
roznica miedzy nimi polega na kolejnosci wklonowanych sekwencji cDNA kodu-
jacych FGF-4 i VEGF w kasecie ekspresyjnej.

2.1.1. Konstrukcja wektora pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP
Plazmid pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP powstat na podstawie wektora pTR-UF-12-
-ires-GFP. Pierwszym krokiem w konstrukcji tego plazmidu bylo sklonowanie se-

kwencji cDNA kodujacej FGF-4 z plazmidu pCAGGS-HST (otrzymanego od Takahiro
Ochiya, National Cancer Center Research Institute, Tokyo, japan), przy uzyciu PGR
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oraz dwodch starterow FGF4_NHf i FGF4_NNr (tab.). Aby umozliwi¢ wklonowanie
namnozonego insertu do plazmidu, kazdy ze starteréw wykorzystanych w PGR za-
wierat przy konicach 5' po dwa miejsca ciecia dla nastepujgcych enzymoéw restrykcyj-
nych: Notl i Hindlll oraz Nsil i Notl. Sekwencje tych primeréw przedstawiono w ta-
beli. Reakcja zostata przeprowadzona w obecnosci polimerazy DyNAzyme™ poi
EXT (Finnzymes) w 30 cyklach z temperaturg przylgczania primeréw 54°C. Tak
otrzymany produkt PGR strawiono enzymami restrykcyjnymi Hindlll i Nsil, a hastep-
nie oczyszczono za pomocg zestawu Glean-Up (A&A Biotechnology). Wykorzystujac
te same enzymy restrykcyjne przecieto plazmid pTR-UF-12-ires-GFP, ktéry po
oczyszczeniu z zelu agarozowego za pomocg zestawu Gel-Out (A8IA Biotechno-
logy) zostat zligowany z insertem kodujacym FGF-4. Ligacje prowadzono przez noc
w 16°G w obecnosci ligazy DNA T4 (New England Biolabs). Otrzymana mieszanina li-
gacyjna postuzyta do transformacji bakterii XL10-Gold Ultracompetent Getls (Strata-
gene), ktére nastepnie zostaty wysiane na ptytke LB z ampicyling (100 pg/mL). Plytke
inkubowano przez noc w 37°G. Wybrane klony bakteryjne namnozono w 5 mL me-
dium LB z ampicyling (100 pg/mL) i uzyto do izolacji wektora plazmidowego za po-
mocg zestawu Plasmid Mini Purification Kit (A&A Biotechnology). Gzystos¢ otrzyma-
nego DNA plazmidowego zostata potwierdzona spektrofotometrycznie poprzez po-
miar absorbanc;ji przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm oraz przez elektroforeze w zelu
agarozowym, a prawidtowos¢ wektora i obecnos¢ sekwencji cDNA kodujacej FGF-4
zostata zweryfikowana za pomocg analizy restrykcyjnej i sekwencjonowania.

Tabela

Nazwy i sekwencje starterow, ktére wykorzystano do reakcji PCR w celu sklonowania sekwencji kodujacych
FGF-4 i VEGF z odpowiednich plazmidéw oraz dtugosci tych sekwencji

Gen Nazwa startera Sekwencja startera Diugo$¢ produktu
FGF4_NHf 5" TAGCGGCCGCAAGCNATGTCGGGGCCCGGGAC 3'

FGF-4 632 bp
FGF4_NNr 5" ATGCGGCCGCATGCANCACAGCCTGGGGAGGAAG 3'
VEGF_NSf 5 TAGCGGCCGCACTAGTACCATGAACTTTCTGCTGTC 3'

VEGF 595 bp
VEGF_NNr 5 nGCGGCCGCATGCANCACCGCCTCGGCNGTC 3

Kazdy ze starteréw zawiera po dwa miejsca ciecia dla ré6znych enzyméw restrykcyjnych: Notl (podkreslenie pojedyncze),
Hindlll (podkreslenie podwadjne), Nsil (podkreslenie wykropkowane), Spel (podkreslenie przerywane), w celu wklonowania

uzyskanego insertu do odpowiedniego plazmidu, f, lewy starter {mg.forward)] r, prawy starter (ang. reverse); bp, par zasad.

2.1.2. Konstrukcja wektora pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP

Plazmid pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP zostat skonstruowany w sposéb analogiczny
jak poprzedni wektor plazmidowy. Sekwencja cDNA kodujaca VEGF zostata sklono-
wana z plazmidu pSG5-VEGF-A (19) przy uzyciu PGR oraz dwoch starteréw
VEGF_NSfi VEGF_NNr (tab.), zawierajgcych po dwa miejsca ciecia dla enzymow re-
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strykcyjnych: Notl i Spel oraz Nsil i Notl. Tak otrzymany produkt PCR zostat wklono-
wany do plazmidu pTR-UF-12-ires-GFP. Uzyskany plazmid pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP
zostat wyizolowany i zweryfikowany jak opisano.

2.1.3. Konstrukcja wektora pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF

Plazmid bicistronowy pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF powstat na podstawie plazmi-
du pTR-UF-22-ires-GFP (rys. 1). Konstrukcje rozpoczeto od przeciecia plazmidu
pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP enzymami restrykcyjnymi Xbal i EcoRV. Tak otrzymano
insert zawierajacy sekwencje cDNA dla FGF-4, ktory wklonowano do uprzednio

f1(+) origin CMV enhancer
Chicken p-actin promoter

AmpR *

SV40 poly(A)

TR

bGHpon(A)/\ WPRE
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przecietego enzymami Xbal i EcoRV plazmidu pTR-UF-22-ires-GFP. Sposréd uzyska-
nych klonéw bakteryjnych wybrano dwa, ktére namnozono i wyizolowano plazmid,
zweryfikowany nastepnie za pomoca analizy restrykcyjnej. W nastepnym etapie pra-
widtowy plazmid pTR-UF-22-FGF-4-ires-GFP zostat przeciety enzymem Notl i po
oczyszczeniu pozbawiony reszt fosforanowych na obu konicach 5' przy uzyciu fosfa-
tazy - Antarctic Phosphatase (New England Biolabs). Tak przygotowany plazmid
zligowano z sekwencja kodujgcg VEGF, ktdrg wczesniej sklonowano z plazmidu
pSG5-VEGF-A za pomocg PGR i strawiono na koncach enzymem Notl. Uzyskany pla-
zmid pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF zostat wyizolowany i zweryfikowany jak opisano.

2.1.4. Konstrukcja wektora pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF-4

Plazmid pTR-UF-22-ires-GFP przecieto enzymem restrykcyjnym Notl, a nastepnie
oczyszczono z 1% zelu agarozowego i pozbawiono reszt fosforanowych na obu kon-
cach 5' przy uzyciu fosfatazy - Antarctic Phosphatase. Tak przygotowany plazmid
zligowano z sekwencja kodujaca FGF-4, ktérg wczesniej sklonowano z plazmidu
pCAGGS-HST za pomoca PGR i strawiono enzymem Notl jak opisano. Uzyskany pla-
zmid pTR-UF-22-ires-FGF-4 scharakteryzowano za pomocag analizy restrykcyjnej. Na-
stepnie insert zawierajacy sekwencje kodujgcag VEGF wycieto z plazmidu
pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP za pomocag enzyméw Xbal i EcoRV i zligowano z plazmi-
dem pTR-UF-22-ires-FGF-4, ktory wczesniej przecieto tymi samymi enzymami re-
strykcyjnymi. Otrzymany plazmid pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF-4 wyizolowano i scha-
rakteryzowano w sposéb opisany.

2.2. Hodowla komérkowa

W eksperymentach sprawdzajgcych aktywnos$¢ skonstruowanych wektoréw wy-
korzystano linie komdérkowa HEK293 (ang. human embryonic kidney epithelial cell line)
(Stratagene). Komoérki te hodowano w pozywce DMEM o wysokiej zawartosci gluko-

Rys. 1. Schematyczne mapy plazmidéw wykorzystanych do konstrukcji plazmidéw bicistronowych
kodujacych czynniki angiogenne FGF-4 i VEGF. Plazmidy te posiadaja nastepujace elementy funkcjonal-
ne: CMV enhancer - sekwencja wzmacniajgca z cytomegalowirusa; Chicken (3-actin promoter - pro-
motor z genu kurzej (3-aktyny; intron - sekwencja intronowa; IRES - wewnetrzne miejsce przytgcza-
nia rybosomow (ang. internal ribosome entry site)-, GFP - sekwencje kodujaca zielone biatko fluorescen-
cyjne; SV40 poly(A) - sygnat poliadenylacji z wirusa SV40; bGHpoly(A) - sygnat poliadenylacji z genu
kodujacego bydlecy hormon wzrostu (ang. bovine growth hormone polyadenylation signal); ColEl ori -
miejsce inicjacji replikacji, ori; fl(-I-)ori - miejsce inicjacji replikacji z bakteriogaga fl; ApR - gen
opornosci na ampicyling, TR - koncowe powtdrzenia z wirusa AAV (ang. AAV terminal repeats); WPRE -
posttranskrypcyjny element regulatorowy z genomu $wistaka amerykanskiego (ang. woodchuck posttrans-
criptional regulatory element).
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zy 4,5 g/L (Gibco) wzbogaconej w 10% ptodowa surowice bydleca (Gibco), 2 mM
L-glutamine (Gibco) oraz antybiotyki: penicyline, 100 U/mL (Gibco) i streptomycyne,
10 pg/mL (Gibco).

2.3. Przejsciowa transfekcja komodrek wektorami plazmidowymi

Skonstruowane plazmidy bicistronowe wprowadzano do komdérek HEK-293 ho-
dowanych in vitro przy uzyciu odczynnika SuperFect Transfection Reagent (Qiagen).
Dzieh przed transfekcja, komérki HEK293 byly wysiewane na kazdy dotek 24-dolko-
wej pl}4ki w ilosci 1x10” komoérek. W dniu transfekcji przygotowywano mieszani-
ny transfekcyjne dla kazdego z plazmidow, na ktére skitadaly sie: | pg plazmidu,
60 pL pozywki bez surowicy oraz 5 pL dendrymeru SuperFect. Tak uzyskane miesza-
niny inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, aby umozliwi¢ powstanie
komplekséw transfekcyjnych. Po 10-minutowej inkubacji mieszanin transfekcyj-
nych, do kazdej z nich dodawano po 350 pl peinej pozywki hodowlanej. Nastepnie
zbierano pozywke znad komoérek HEK-293, przemywano je jeden raz PBS, po czym
dodawano do kazdego dotka po 410 pl odpowiedniej pozywki hodowlanej zawie-
rajacej kompleksy transfekcyjne. Po 3-godzinnej inkubacji komoérek z kompleksami
DNA-dendrimery, medium znad komoérek zbierano, komérki przemywano PBS i do-
dawano 0,5 mL swiezej pozywki hodowlanej do kazdego z dotkéw plytki. Komorki
HEK-293 byly hodowane w 37°C w inkubatorze z 5% CO2 przez nastepne 48 lub 72
godziny. 48 godzin po transfekcji komoérek HEK-293 plazmidami pTR-UF-12-FGF4-
-ires-GFP i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP robiono zdjecia za pomoca aparatu cyfrowego
potagczonego z mikroskopem fluorescencyjnym.

2.4. Pomiar stezenia VEGF i FGF-4 przy uzyciu testu ELISA
Produkcja biatek VEGF i FGF-4 kodowanych przez skonstruowane plazmidy bicistro-
nowe byta mierzona za pomocg testow Human VEGF ELISA i Human FGF-4 ELISA (R&D

Systems), zgodnie z protokotami dostarczonymi przez producenta. Oznaczenia wykony-
wano w pozywkach zebranych znad komérek HEK-293,48 i 72 godziny po transfekcji.

3. Wyniki
3.1. Klonowanie i weryfikacja plazmidéw bicistronowych
Ostatecznie skonstruowano cztery rodzaje wektorow bicistronowych. Dwa

z nich zawierajg sekwencje cDNA zaréwno dla VEGF jak i FGF-4, przy czym w pla-
zmidzie pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF-4 sekwencja cDNA kodujaca VEGF zostata umiesz-
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Ideal C1 Cc2

9276 bp
5982 bp

2555 bp

Rys. 2. Wyniki analizy restrykcyjnej dla plazmidéw bicistronowych kodujacych tylko jeden z czynni-
koéw angiogennych, FGF-4 lub VEGF. A. Plazmid pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP wyizolowany z dwéch klonéw
bakteryjnych (Cl i C2) i przeciety enzymami restrykcyjnymi Hindlll i Nsil. W wyniku trawienia pra-
widltowy plazmid daje dwa prazki od dtugosciach 632 i 6754 par zasad. B. Plazmid pTR-UF-12-VEGF-
-ires-GFP uzyskany z dwoch klonéw bakteryjnych (Cl i C2) i przeciety enzymami restrykcyjnymi Spel
i Nsil, dwa prazki o dtugosciach 595 i 6764 par zasad potwierdzaja obecnos$¢ w plazmidzie insertu ko-
dujacego czynnik VEGF i tym samym prawidlowa konstrukcje wektora. Idea! - marker masowy.

czona bezposrednio za ztozonym promotorem, skladajgcym sie z promotora P-akty-
ny i wzmacniacza CMV, natomiast cDNA dla FGF-4 znajduje sie za sekwencja IRES.
W drugim plazmidzie pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF kolejnos¢ sekwencji kodujgcych
VEGF i FGF-4 jest odwrotna. Oprécz wektoréw bicistronowych z cDNA dla obu czyn-
nikdbw angiogennych, skonstruowano plazmidy zawierajagce sekwencje kodujaca
VEGF lub FGF-4 umieszczong bezposrednio za promotorem i gen reporterowy -
GFP za sekwencjg IRES. Sg to odpowiednio plazmidy pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP oraz
pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP.

Wszystkie cztery plazmidy bicistronowe zostaly skonstruowane w sposéb jaki
opisano w rozdziale 2. Wektor pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP powstat w wyniku wkolo-
wania do uprzednio przecietego enzymami Hindlll i Nsil plazmidu pTR-UF~12-ires-
-GFP insertu kodujacego cDNA dla FGF4. Analiza restrykcyjna DNA plazmidowego
potwierdzita prawidiowo$¢ konstrukcji (rys. 2A).

Plazmid pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP powstat w sposéb analogiczny do poprzednie-
go wektora, z tg réznica, ze insert kodujacy sekwencje dla VEGF zostat zligowany
z plazmidem pTR-UF-12-ires-GFP przy uzyciu miejsc ciecia dla enzymow Spel i Nsil.
Analiza restrykcyjna potwierdzita prawidtowag konstrukcje wektora (rys. 2B).

W celu otrzymania plazmidu pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF w pierwszej kolejnosci
uzyskano wektor posredni - pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP. Powstat on w wyniku wklo-
nowania sekwencji kodujgcej FGF4 z plazmidu pTR-UF-12-ires-GFP do plazmidu
pTR-UF-22-ires-GFP za pomoca enzymow restrykcyjnych Xbal i EcoRV. Przejsciowy
plazmid pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP zostat wyizolowany, a nastepnie sprawdzony za
pomoca enzymow restrykcyjnych Xbal/EcoRV oraz Hindlll (rys. 3A). Plazmid
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Ideal CIX/E C1H C2X/E C2H Ideal C8N C8H C12N C12H
5982 bp
2555 bp
1827 bp
1241 bp
900 bp
700 bp
Ideal CIE CIS C2E C2S C3E C3S C4E C4S C5E C5S lIdeal Ideal C1X/E CIN C2XIE C2N
5982 bp
2555 bp
1827 bp
1241 bp
900 bp
700 bp

Rys. 3. Wyniki analizy restrykcyjnej dla plazmidow przejsciowych i plazmidéw bicistronowych ko-
dujacych obydwa czynniki angiogenne. A. Prawidtowy plazmid przejsciowy pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP
wyizolowany z dwoch klonéw bakteryjnych i pociety enzymami restrykcyjnymi Xbal i EcoRV lub Hindlll.
Dwa prazki o dtugosciach 765 i 6902 par zasad w przypadku ciecia enzymami Xbal i EcCoRV oraz prazki
1959 i 5708 par zasad uzyskane po cieciu Hindlll potwierdzajg obecno$¢ w plazmidzie insertu ko-
dujacego czynnik FGF-4. B. Analiza restrykcyjna z uzyciem enzymow Hindlll i Nsil prawidtlowego plazmi-
du pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF uzyskanego z kolonii bakteryjnych nr 8 i 12. Trawienie prawidiowego
plazmidu enzymami Nsil i Hindlll daje odpowiednio po dwa prazki o dtugosciach 1314 i 6425 par zasad
oraz 1959 i 5780 par zasad. C. Plazmid przejsciowy pTR-UF-22-ires-FGF4 uzyskany z 5 kolonii bakteryj-
nych i pociety enzymami Eco0109I i Sad. Tylko plazmidy wyizolowane z kolonii bakteryjnych nr 3 i 5
daja w wyniku trawienia wtasciwe prazki o dtugosciach 640, 948, 2434 i 3082 par zasad dla enzymu
Eco0109I oraz 908 i 6196 par zasad dla Sad. D. Analiza restrykcyjna z uzyciem enzymoéw Xbal i EcCoRV
lub Hindlll prawidiowego plazmidu pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 uzyskanego z dwoéch kolonii bakteryj-
nych. Dwa prazki od dtugosciach 724 i 6943 par zasad w przypadku ciecia enzymami Xbal i EcoRV oraz
prazki 1281 i 6386 par zasad po cieciu enzymem Nsil potwierdzajg prawidiowa konstrukcje wektora.
Ideal - marker masowy.

pPTR-UF-22-FGF4-ires-GFP przecieto enzymem restrykcyjnym Notl i zligowano z cDNA
dla VEGF. Na podstawie analizy restrykcyjnej z wykorzystaniem enzymow Nsil lub
Hindlll potwierdzono prawidtowa konstrukcje wektora wyizolowanego tylko z dwéch
sposrod pietnastu kolonii bakteryjnych (kolonia nr 8 i 12) (rys. 3B).

Przygotowanie czwartego wektora bicistronowego pTR-UF-12-VEGF-ires-FGF4 roz-
poczeto od usuniecia z plazmidu pTR-UF-22-ires-GFP za pomoca enzymu Notl sekwen-
cji kodujgcej GFP i wklonowania w to miejsce cDNA dla FGF-4. Tak powstat wektor
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przejsciowy pTR-UF-22-ires-FGF4, ktérego poprawnos¢ sprawdzono za pomocag enzy-
mow Eco0109 lub Sad. Sposréd pieciu kolonii, z ktérych wyizolowano plazmidy, tylko
dwie (nr 3 i 5) zawieraly prawidiowe konstrukty (rys. 3C). Nastepnie plazmid pTR-UF-
-22-ires-FGF4 przecieto enzymami Xbal i EcoRV i zligowano z sekwencjg kodujaca
VEGF. Aby sprawdzi¢ poprawnos¢ konstrukcji otrzymanego plazmidu pTR-UF-22-VEGF-
-ires-FGF4, wybrano dwa klony uzyskane po transformacji bakterii mieszaning liga-
cyjna i namnozono w celu izolacji DNA plazmidowego. Wyizolowany DNA zostat stra-
wiony enzymami restrykcyjnymi Xbal/EcoRV lub Hindlll. Na podstawie analizy restryk-
cyjnej plazmidéw wykazano ich prawidtowg konstrukcje (rys. 3D).

Wszystkie cztery poprawne plazmidy bicistronowe namnozono w bakteriach
XL10-Gold Ultracompetent Cells i wyizolowano za pomocg Plasmid Midi Purification
Kit. Jakos¢ DNA plazmidowego zostata sprawdzona spektrofotometrycznie, nato-
miast prawidlowos$¢ sekwencji kodujgcych FGF-4 i VEGF zostata potwierdzona po-
przez sekwencjonowanie. Mapy wszystkich uzyskanych plazmidéw bicistronowych
przedstawiono na rysunku 4.

Notl

Rys. 4. Mapy czterech skonstruowanych plazmidéw bicistronowych wraz z zaznaczonymi miejscami
ciecia dla enzymow restrykcyjnych, za pomoca ktérych wklonowano sekwencje cDNA kodujace czynniki
angiogenne FGF-4 i VEGF do odpowiednich plazmidéw.
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3.2. Ekspresja biatek GFP, FGF-4 i VEGF z plazmidéw bicistronowych

Analiza restrykcyjna skonstruowanych plazmidéw bicistronowych: pTR-UF-12-
-FGF4-ires-GFP, pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP, pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-
-VEGF-ires-FGF4 oraz sekwencjonowanie wklonowanych sekwencji cDNA dla czynni-
kéw angiogennych FGF-4 i VEGF wykazaly ich poprawng budowe. Aby jednak po-
twierdzi¢, ze skonstruowane wektory sg w petni funkcjonalne i wykazuja aktywno$¢
in vitro, nalezalo sprawdzi¢, czy zachodzi z nich ekspresja bialek GFP, FGF-4 i VEGF.
W tym celu plazmidy wprowadzono do komérek HEK293 hodowanych in vitro za po-
moca dendrymerdw Superfect. Transfekcja plazmidéw pTR-UF-12-FGF4-ires GFP
i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP wykazala ekspresje genu reporterowego GFP (obserwa-
cje w mikroskopie fluorescencyjnym - rys. 5), co potwierdzito wtasciwe dziatanie
sekwencji IRES. Dzieki ekspresji biatka reporterowego GFP mozliwe bylo takze
oszacowanie wydajnosci transfekcji, ktéra w przypadku komérek HEK293 byta wy-
soka i wyniosta okoto 50% w 48 godzin po dodaniu kompleksow transfekcyjnych do
komorek.

Zaréwno FGF-4 jak i VEGF sa biatkami posiadajgcymi sekwencje sygnatowe odpo-
wiedzialne za ich wydzielanie z komoérek (20-21), dlatego poziom ich ekspresji zo-
stat zmierzony w pozywkach hodowlanych zebranych znad stransfekowanych ko-
morek HEK293 za pomoca testow ELISA. Do tych pomiarow wykorzystano pozyweki

Rys. 5. Komérki HEK-293 transfekowane jednym z plazmidéw bicistronowych pTR-UF-12-FGF4-
-ires-GFP przy uzyciu dendrymeréw SuperFect. A-B. Komoérki kontrolne (niestransfekowane) widziane
odpowiednio w mikroskopie Swietlinym i fluorescencyjnym. C-D. Komoérki stransfekowane plazmidem
pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP widziane odpowiednio w mikroskopie Swietlnym i fluorescencyjnym.
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Rys. 6. Wyniki pomiaru stezenia czynnikéw FGF-4 (A) i VEGF (B) za pomoca testu ELISA w mediach
hodowlanych zebranych 48 i 72 godziny po transfekcji komoérek HEK-293 plazmidami: pTR-UF-22-ires-
-GFP, pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP, pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP, pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-
-ires-FGF4. Kontrola - komorki nietransfekowane. Przedstawione wyniki to srednia = SD z dwoch eks-
perymentéw wykonanych w duplikatach.

zebrane po 48 i 72 godzinach od momentu transfekcji in vitro. Produkcja biatek
FGF-4 i VEGF ze wszystkich czterech plazmidéw bicistronowych, podobnie jak wy-
dajnosc transfekcji komérek HEK293, byta bardzo wysoka co potwierdza funkcjonal-
nos¢ plazmidéw in vitro (rys. 6). Zwiekszona ekspresja czynnikow FGF-4 i VEGF nie
zostata zaobserwowana w pozywkach hodowlanych zebranych znad komorek nie-
transfekowanych (kontrolnych) i transfekowanych pustym plazmidem (pTR-UF-22-
-ires-GFP).
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3.3. Poréwnanie ekspresji zaleznej od IRES z ekspresjg zalezng od czapeczki

Wszystkie skonstruowane plazmidy bicistronowe zawierajg sekwencje IRES, kto6-
re dzieki mozliwosci inicjacji translacji niezaleznej od czapeczki na koricu 5 mRNA,
pozwalajg na wydajna produkcje dwdch heterologicznych biatek z jednego plazmi-
du. W przypadku plazmidéw pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP
zaobserwowano jednoczesng synteze bialek FGF-4 lub VEGF oraz biatka reportero-
wego GFP (rys. 5), natomiast plazmidy pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-
-ires-FGF4 wykazaly wysoka ekspresje obydwu czynnikéw angiogennych z jednego
promotora (rys. 6). Dokladniejsza analiza pomiaréw stezenia biatek FGF-4 i VEGF
w mediach zebranych znad komadrek transfekowanych plazmidami pTR-UF-22-FGF4-
-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 pokazuje dodatkowo, ze zalezna od sekwen-
cji IRES ekspresja drugiego genu jest duzo nizsza od ekspresji pierwszego genu (rys.
6 i 7). Wynika to prawdopodobnie stad, ze translacja mRNA zalezna od sekwenciji
IRES jest mniej wydajna niz translacja pierwszego genu zalezna od czapeczki 5
mRNA. Interesujacy jest takze fakt, ze wydajnos¢ ekspresji genu zalezy nie tylko od

B

Rys. 7. Produkcja czynnikéw FGF-4 i VEGF zalezna od czapeczki lub sekwencji IRES zmierzona za po-
moca testow ELISA w mediach zebranych 48 godzin po transfekcji komoérek HEK-293 plazmidami
PTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 (A,B) i plazmidami pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF (C,D). Przedstawione wyniki to
Srednia £ SD z dwoch eksperymentéw wykonanych w duplikatach.

78 PRACE EKSPERYMENTALNE



Konstrukcja plazmidowych wektoréw bicistronowych i zastosowanie do transfekcji in vitro

sekwencji IRES, ale takze od charakteru samego genu. Na podstawie naszych da-
nych wskazujemy, ze produkcja FGF-4 zalezna od sekwencji IRES (rys. 6A i 7A) jest
okoto szesciokrotnie mniejsza, niz wéwczas gdy sekwencja kodujgca znajduje sie
bezposrednio za promotorem (rys. 7C), i tym samym jej translacja zalezy od cza-
peczki 5°. W przypadku VEGF réznica ta jest niewielka i synteza biatka zalezna od
sekwencji IRES jest obnizona zaledwie poéttora raza (rys. 6B, 7B, 7D). Wynik taki za-
notowano nie tylko dla komdérek HEK293, ale réwniez w przypadku innych linii ko-
morkowych stransfekowanych plazmidami bicistronowymi, a mianowicie mysich fi-
broblastobw NIH 3T3 oraz w ludzkich komoérek srodblonka mikrowaskularnego
FIMEC-I (wyniki nie publikowane). Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze sposroéd
dwodch plazmidéw bicistronowych pozwalajgcych na jednoczesng produkcje obu
czynnikéw, tylko plazmid pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF pozwala na zblizong ekspresje
obu proangiogennych czynnikéw (rys. 6A, 7C, 7D).

4. Dyskusja

Celem pracy byta konstrukcja ptazmidowych wektorow bicistronowych zawie-
rajacych sekwencje IRES, ktére umozliwiajg wydajng ekspresje dwoch heterologicz-
nych genéw w warunkach in vitro. W pracy przedstawiono konstrukcje czterech pla-
zmidow, z ktérych dwa kodujg po jednym z czynnikéw proangiogennych FGF-4 lub
VEGF oraz biatko reporterowe GFP. Sg to plazmidy: pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP i pTR-
-UF-12-VEGF-ires-GFP. Pozostate dwa wektory pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-
-22-VEGF-ires-FGF4 zawierajg sekwencje cDNA dla obu czynnikéw angiogennych,
ale wklonowanych w réznej kolejnosci w kasecie ekspresyjnej. Tak sprawdzone
konstrukty uzyto do transfekcji komoérek HEK293 i potwierdzono, ze umozliwiajg
one wydajna koekspresje transgenodw.

Warto zauwazy¢, ze cho¢ obecnos¢ sekwencji IRES umozliwia wydajng i jedno-
czesng ekspresje dwoch gendw, to poziom produkcji kodowanych biatek jest r6zny.
W przypadku plazmidéw bicistronowych kodujgcych zaréwno FGF-4 jak i VEGF syn-
teza czynnikéw, ktérych sekwencje kodujgce wklonowano za IRES jest duzo nizsza
niz ekspresja tych samych bialek, ktorych cDNA umieszczono jako pierwsze w kase-
cie ekspresyjnej. Uzyskane dane sa zgodne z tym co przedstawity inne grupy badaw-
cze. Mizuguchi i wsp. (22) wykazali, ze ekspresja drugiego genu zalezna od sekwen-
cji IRES moze by¢ nizsza niz ekspresja pierwszego genu z plazmidéw bicistrono-
wych. Te doniesienia zostalty potwierdzone przez Kapturczaka i wsp. (23), ktorzy
wykazali podobng réznice w produkcji badanych biatek zachodzaca po transdukcji
komodrek wysp trzustki bicistronowymi wektorami AAV (ang. adeno-associated viru-
ses). Na podstawie tych danych wskazuje sie, ze translacja mRNA zalezna od sekwen-
cji IRES jest mniej wydajna niz translacja pierwszego genu zalezna od czapeczki 5'
MRNA. Interesujacy jest takze fakt, ze wydajnos¢ ekspresji genu zalezy nie tylko od
sekwencji IRES, ale takze od rodzaju komoérek w ktérych zachodzi ekspresja i od sa-
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mego genu (22). Z naszych danych wynika, ze produkcja FGF-4 zalezna od sekwencji
IRES moze byc¢ okoto sze$¢ razy mniejsza od ekspresji tego samego genu wklonowa-
nego bezposrednio za promotorem. Sposroéd dwdch plazmidéw bicistronowych po-
zwalajacych na jednoczesnag produkcje obu czynnikéw, tylko plazmid pTR-UF-22-
-FGF4-ires-VEGF pozwala na podobny poziom ekspresji obu czynnikdéw proangio-
gennych i moégiby by¢ uzyty w terapii genowej stymulujacej powstawanie dojrzatych
naczyn krwionosnych.

Podsumowujac, w pracy przedstawiono plazmidy bicistronowe zawierajgce se-
kwencje IRES, jako efektywne narzedzie do transfekcji komoérek in vitro, pozwa-
lajace na uzyskanie wysokiej koekspresji dwoch lub wiecej genéw. Podczas kon-
strukcji tego typu wektoroéw nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze poziom ekspresji
dwdch lub wiecej gendw moze by€ rézny. Ma to szczegodlne znaczenie w przypadku,
gdy chcemy uzyskac zblizong produkcje kodowanych biatek. Wydajnos$¢ translacji
interesujgcych nas sekwencji kodujgcych w tego typu konstruktach wymaga szcze-
golnej optymalizaciji, jest to wazne m.in. w przypadku bicistronowego wektora ade-
nowirusowego do nadekspresji IL-12 (24), dimeru skladajgcego sie z podjednostek
kodowanych przez dwa rézne geny p35 i p40 (1). Aby dochodzito do wydajnej pro-
dukciji IL-12 konieczna jest jednakowa ekspresja obu podjednostek z wektora. Nad-
miar podjednostki p40 moze prowadzi¢ do formowania sie homodimeru, co w na-
stepstwie obniza produkcje IL-12. Duzo tatwiej jest, gdy zalezy nam na zwiekszonej
produkcji tylko jednego z gendéw. W takiej sytuacji, jego sekwencja kodujaca powin-
na by¢ umieszczona jako pierwsza w kasecie ekspresyjnej, co umozliwi jego wysoka
ekspresje. Przykladem moze by¢ wektor o nastepujacej konstrukcji [promotor]-
-[genA]-[IRES]-[gen opornosci na antybiotyk], dzieki ktéremu mozna uzyskaé¢ wiek-
szg ekspresje interesujgcego nas transgenu i nizszg ekspresje genu selekcyjnego.
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