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S u m m a r y

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 of two genes, although simul-

taneous, is not equal. It has turned out that IRES-dependent mRNA translation

is less efficient than cap 5’-dependent translation of the first gene, which should

be taken into account during construction of bicistronic plasmids.
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1. Wstêp

Transfekcja komórek eukariotycznych jest podstawowym na-

rzêdziem biologii molekularnej, s³u¿¹cym do badania regulacji

ekspresji genów, a tak¿e aktywnoœci i funkcji bia³ek. Transfekcja
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polega na wprowadzeniu do komórek wektora plazmidowego zawieraj¹cego w ka-

secie ekspresyjnej sekwencjê cDNA koduj¹c¹ interesuj¹ce nas bia³ko. Czêsto jednak,

obok produkcji badanego bia³ka, po¿¹dana jest dodatkowo obecnoœæ bia³ka repor-

terowego jak np. bia³ka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein) czy

lucyferazy lub bia³ka nadaj¹cego stransfekowanym komórkom opornoœæ na antybio-

tyk. Obecnoœæ bia³ka reporterowego umo¿liwia okreœlenie wydajnoœci transfekcji

lub wyselekcjonowanie do dalszych badañ komórek wykazuj¹cych ekspresjê bada-

nego przez nas genu. Dodatkowa produkcja enzymu nadaj¹cego opornoœæ na anty-

biotyk u³atwia selekcjonowanie komórek o stabilnej ekspresji transgenu. Koekspre-

sja dwóch lub wiêkszej liczby genów mo¿e byæ tak¿e przydatna, gdy zale¿y nam na

produkcji bia³ka 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 dwóch lub wiêcej he-

terologicznych peptydów czy bia³ek, jak siê wydaje, jest transfekcja z u¿yciem

dwóch lub wiêcej plazmidów, z których ka¿dy zawiera sekwencjê jednego z genów.

Nie jest to jednak metoda optymalna, ze wzglêdu na koniecznoœæ konstrukcji i izo-

lacji ka¿dego plazmidu z osobna. Dodatkow¹ wad¹ tej strategii jest sama transfek-

cja, w wyniku której ka¿dy z plazmidów mo¿e wnikaæ do komórki z ró¿n¹ wydajnoœ-

ci¹. Dlatego najlepszym rozwi¹zaniem jest, jak siê wydaje, transfekcja komórek

z udzia³em jednego plazmidu. Obecnie mo¿na to osi¹gn¹æ stosuj¹c dwa podejœcia.

Jedno z nich polega na konstrukcji plazmidu, w którym ka¿da z sekwencji ko-

duj¹cych umieszczona jest pod kontrol¹ odrêbnego promotora (3). Takie rozwi¹za-

nie prowadzi do niezale¿nej ekspresji transgenów na poziomie transkrypcji, a na-

stêpnie translacji. Niestety czêsto dochodzi do zahamowania ekspresji cDNA z jed-

nego z promotorów (4-6). Ten problem uda³o siê omin¹æ w drugiej z metod, która

wykorzystuje naturalnie wystêpuj¹cy w wirusach i organizmach eukariotycznych

mechanizm translacji zale¿nej od wewnêtrznego miejsca wejœcia rybosomu (IRES,

ang. internal ribosome entry site) (7-10). Sekwencje IRES, razem z czynnikami ITAF

(ang. IRES-trans acting factors) umo¿liwiaj¹ przy³¹czanie siê rybosomów do sekwencji

AUG bez koniecznoœci skanowania regionu-5’ nieulegaj¹cego translacji (5’UTR, ang.

5’-untranslated region) w mRNA i tym samym inicjowanie translacji niezale¿nej od

czapeczki na koñcu 5’ mRNA (3,11). Metoda wykorzystuj¹ca sekwencje IRES polega

na konstrukcji wektora, zawieraj¹cego jeden promotor, reguluj¹cy ekspresjê dwóch

lub wiêkszej liczby genów rozdzielonych tymi sekwencjami. Prowadzi to do jedno-

czesnej transkrypcji genów (w wyniku czego powstaje policistronowe mRNA), a na-

stêpnie oddzielnej translacji dziêki umieszczeniu sekwencji IRES miêdzy poszcze-

gólnymi genami (3).

W pracy przedstawiono konstrukcjê czterech plazmidów bicistronowych z se-

kwencjami IRES oraz wykorzystanie tych wektorów do transfekcji komórek hodowa-

nych in vitro. Dwa z nich (pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP i pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP) zawie-

raj¹ po dwa geny, z których pierwszy umieszczony bezpoœrednio za promotorem ko-
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duje czynnik wzrostu fibroblastów-4 (FGF-4, ang. fibroblast growth factor-4) lub czynnik

wzrostu œródb³onka naczyñ (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), drugi nato-

miast jest umieszczony za sekwencj¹ IRES i koduje bia³ko reporterowe GFP. Pozosta³e

(pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4) zawieraj¹ cDNA zarówno dla

VEGF jak i FGF-4. Ró¿ni¹ siê one jedynie kolejnoœci¹ wklonowanych sekwencji ko-

duj¹cych czynniki proangiogenne w kasecie ekspresyjnej. Wektory te powsta³y z myœl¹

o ich u¿yciu w proangiogennej terapii genowej, której celem jest stymulacja nowych

naczyñ krwionoœnych w niedotlenionych obszarach miêœnia sercowego (12-13).

Angiogeneza jest procesem bardzo z³o¿onym (14,15). Dotychczasowe próby tera-

pii genowej wskazuj¹, ¿e stymulacja angiogenezy za pomoc¹ wektorów plazmidowych

lub wirusowych koduj¹cych tylko jeden czynnik proangiogenny jest niewystarczaj¹ca

i prowadzi do powstania niedojrza³ych naczyñ (16). Rozwi¹zaniem mo¿e byæ terapia

z u¿yciem wektora koduj¹cego dwa czynniki proangiogenne, z których jeden stymulu-

je powstawanie naczyñ, a drugi ich dojrzewanie (17,18). Dlatego skonstruowano wek-

tory bicistronowe koduj¹ce jednoczeœnie VEGF (izoforma 165), który silnie indukuje

angiogenezê oraz FGF-4, stymuluj¹cy powstawanie dojrza³ych naczyñ krwionoœnych.

2. Materia³y i metody

2.1. Konstrukcja i przygotowanie plazmidowych wektorów bicistronowych

Do konstrukcji plazmidowych wektorów bicistronowych, koduj¹cych proangio-

genne czynniki wzrostu VEGF i FGF-4, wykorzystano plazmidy pTR-UF-12-ires-GFP

i pTR-UF-22-ires-GFP (otrzymane dziêki uprzejmoœci Sergei Zolotukhina, Depart-

ment of Pediatrics, Division of Cellular and Molecular Therapy, University of Florida,

USA). Mapy tych plazmidów przedstawiono na rysunku 1. Ostatecznie skonstruowa-

no cztery rodzaje wektorów bicistronowych. Dwa z nich zawieraj¹ jedn¹ z sekwen-

cji koduj¹cych czynniki angiogenne, a mianowicie cDNA dla FGF-4 lub VEGF oraz

cDNA koduj¹ce gen reporterowy GFP. S¹ to plazmidy pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP

i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP. Pozosta³e dwa: pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-

-VEGF-ires-FGF4 koduj¹ obie sekwencje cDNA zarówno dla FGF4 jak i VEGF. Jedyna

ró¿nica miêdzy nimi polega na kolejnoœci wklonowanych sekwencji cDNA kodu-

j¹cych 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 powsta³ na podstawie wektora pTR-UF-12-

-ires-GFP. Pierwszym krokiem w konstrukcji tego plazmidu by³o sklonowanie se-

kwencji cDNA koduj¹cej FGF-4 z plazmidu pCAGGS-HST (otrzymanego od Takahiro

Ochiya, National Cancer Center Research Institute, Tokyo, Japan), przy u¿yciu PCR
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oraz dwóch starterów FGF4_NHf i FGF4_NNr (tab.). Aby umo¿liwiæ wklonowanie

namno¿onego insertu do plazmidu, ka¿dy ze starterów wykorzystanych w PCR za-

wiera³ przy koñcach 5’ po dwa miejsca ciêcia dla nastêpuj¹cych enzymów restrykcyj-

nych: NotI i HindIII oraz NsiI i NotI. Sekwencje tych primerów przedstawiono w ta-

beli. Reakcja zosta³a przeprowadzona w obecnoœci polimerazy DyNAzymeTM pol

EXT (Finnzymes) w 30 cyklach z temperatur¹ przy³¹czania primerów 54°C. Tak

otrzymany produkt PCR strawiono enzymami restrykcyjnymi HindIII i NsiI, a nastêp-

nie oczyszczono za pomoc¹ zestawu Clean-Up (A&A Biotechnology). Wykorzystuj¹c

te same enzymy restrykcyjne przeciêto plazmid pTR-UF-12-ires-GFP, który po

oczyszczeniu z 1% ¿elu agarozowego za pomoc¹ zestawu Gel-Out (A&A Biotechno-

logy) zosta³ zligowany z insertem koduj¹cym FGF-4. Ligacjê prowadzono przez noc

w 16°C w obecnoœci ligazy DNA T4 (New England Biolabs). Otrzymana mieszanina li-

gacyjna pos³u¿y³a do transformacji bakterii XL10-Gold Ultracompetent Cells (Strata-

gene), które nastêpnie zosta³y wysiane na p³ytkê LB z ampicylin¹ (100 �g/mL). P³ytkê

inkubowano przez noc w 37°C. Wybrane klony bakteryjne namno¿ono w 5 mL me-

dium LB z ampicylin¹ (100 �g/mL) i u¿yto do izolacji wektora plazmidowego za po-

moc¹ zestawu Plasmid Mini Purification Kit (A&A Biotechnology). Czystoœæ otrzyma-

nego DNA plazmidowego zosta³a potwierdzona spektrofotometrycznie poprzez po-

miar absorbancji przy d³ugoœci fali 260 nm i 280 nm oraz przez elektroforezê w ¿elu

agarozowym, a prawid³owoœæ wektora i obecnoœæ sekwencji cDNA koduj¹cej FGF-4

zosta³a zweryfikowana za pomoc¹ analizy restrykcyjnej i sekwencjonowania.

T a b e l a

Nazwy i sekwencje starterów, które wykorzystano do reakcji PCR w celu sklonowania sekwencji koduj¹cych

FGF-4 i VEGF z odpowiednich plazmidów oraz d³ugoœci tych sekwencji

Gen Nazwa startera Sekwencja startera D³ugoœæ produktu

FGF-4
FGF4_NHf 5’ TAGCGGCCGCAAGCTTATGTCGGGGCCCGGGAC 3’

632 bp
FGF4_NNr 5’ ATGCGGCCGCATGCATTCACAGCCTGGGGAGGAAG 3’

VEGF
VEGF_NSf 5’ TAGCGGCCGCACTAGTACCATGAACTTTCTGCTGTC 3’

595 bp
VEGF_NNr 5’ TTGCGGCCGCATGCATTCACCGCCTCGGCTTGTC 3’

Ka¿dy ze starterów zawiera po dwa miejsca ciêcia dla ró¿nych enzymów restrykcyjnych: NotI (podkreœlenie pojedyncze),

HindIII (podkreœlenie podwójne), NsiI (podkreœlenie wykropkowane), SpeI (podkreœlenie przerywane), w celu wklonowania

uzyskanego insertu do odpowiedniego plazmidu. f, lewy starter (ang. 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 zosta³ skonstruowany w sposób analogiczny

jak poprzedni wektor plazmidowy. Sekwencja cDNA koduj¹ca VEGF zosta³a sklono-

wana z plazmidu pSG5–VEGF-A (19) przy u¿yciu PCR oraz dwóch starterów

VEGF_NSf i VEGF_NNr (tab.), zawieraj¹cych po dwa miejsca ciêcia dla enzymów re-
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strykcyjnych: NotI i SpeI oraz NsiI i NotI. Tak otrzymany produkt PCR zosta³ wklono-

wany do plazmidu pTR-UF-12-ires-GFP. Uzyskany plazmid pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP

zosta³ 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 powsta³ na podstawie plazmi-

du pTR-UF-22-ires-GFP (rys. 1). Konstrukcjê rozpoczêto od przeciêcia plazmidu

pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP enzymami restrykcyjnymi XbaI i EcoRV. Tak otrzymano

insert zawieraj¹cy sekwencjê cDNA dla FGF-4, który wklonowano do uprzednio
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przeciêtego enzymami XbaI i EcoRV plazmidu pTR-UF-22-ires-GFP. Spoœród uzyska-

nych klonów bakteryjnych wybrano dwa, które namno¿ono i wyizolowano plazmid,

zweryfikowany nastêpnie za pomoc¹ analizy restrykcyjnej. W nastêpnym etapie pra-

wid³owy plazmid pTR-UF-22-FGF-4-ires-GFP zosta³ przeciêty enzymem NotI i po

oczyszczeniu pozbawiony reszt fosforanowych na obu koñcach 5’ przy u¿yciu fosfa-

tazy – Antarctic Phosphatase (New England Biolabs). Tak przygotowany plazmid

zligowano z sekwencj¹ koduj¹c¹ VEGF, któr¹ wczeœniej sklonowano z plazmidu

pSG5-VEGF-A za pomoc¹ PCR i strawiono na koñcach enzymem NotI. Uzyskany pla-

zmid pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF zosta³ wyizolowany i zweryfikowany jak opisano.

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

Plazmid pTR-UF-22-ires-GFP przeciêto enzymem restrykcyjnym NotI, a nastêpnie

oczyszczono z 1% ¿elu agarozowego i pozbawiono reszt fosforanowych na obu koñ-

cach 5’ przy u¿yciu fosfatazy – Antarctic Phosphatase. Tak przygotowany plazmid

zligowano z sekwencj¹ koduj¹c¹ FGF-4, któr¹ wczeœniej sklonowano z plazmidu

pCAGGS-HST za pomoc¹ PCR i strawiono enzymem NotI jak opisano. Uzyskany pla-

zmid pTR-UF-22-ires-FGF-4 scharakteryzowano za pomoc¹ analizy restrykcyjnej. Na-

stêpnie insert zawieraj¹cy sekwencjê koduj¹c¹ VEGF wyciêto z plazmidu

pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP za pomoc¹ enzymów XbaI i EcoRV i zligowano z plazmi-

dem pTR-UF-22-ires-FGF-4, który wczeœniej przeciêto tymi samymi enzymami re-

strykcyjnymi. Otrzymany plazmid pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF-4 wyizolowano i scha-

rakteryzowano w sposób opisany.

2.2. Hodowla komórkowa

W eksperymentach sprawdzaj¹cych aktywnoœæ skonstruowanych wektorów wy-

korzystano liniê komórkow¹ HEK293 (ang. human embryonic kidney epithelial cell line)

(Stratagene). Komórki te hodowano w po¿ywce DMEM o wysokiej zawartoœci gluko-
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Rys. 1. Schematyczne mapy plazmidów wykorzystanych do konstrukcji plazmidów bicistronowych

koduj¹cych czynniki angiogenne FGF-4 i VEGF. Plazmidy te posiadaj¹ nastêpuj¹ce elementy funkcjonal-

ne: CMV enhancer – sekwencja wzmacniaj¹ca z cytomegalowirusa; Chicken �-actin promoter – pro-

motor z genu kurzej �-aktyny; intron – sekwencja intronowa; IRES – wewnêtrzne miejsce przy³¹cza-

nia rybosomów (ang. internal ribosome entry site); GFP – sekwencje koduj¹ca zielone bia³ko fluorescen-

cyjne; SV40 poly(A) – sygna³ poliadenylacji z wirusa SV40; bGHpoly(A) – sygna³ poliadenylacji z genu

kodujacego bydlêcy hormon wzrostu (ang. bovine growth hormone polyadenylation signal); ColE1 ori –

miejsce inicjacji replikacji, ori; f1(+)ori – miejsce inicjacji replikacji z bakteriogaga f1; ApR – gen

opornoœci na ampicylinê, TR – koñcowe powtórzenia z wirusa AAV (ang. AAV terminal repeats); WPRE –

posttranskrypcyjny element regulatorowy z genomu œwistaka amerykañskiego (ang. woodchuck posttrans-

criptional regulatory element).



zy 4,5 g/L (Gibco) wzbogaconej w 10% p³odow¹ surowicê bydlêc¹ (Gibco), 2 mM

L-glutaminê (Gibco) oraz antybiotyki: penicylinê, 100 U/mL (Gibco) i streptomycynê,

10 �g/mL (Gibco).

2.3. Przejœciowa transfekcja komórek wektorami plazmidowymi

Skonstruowane plazmidy bicistronowe wprowadzano do komórek HEK-293 ho-

dowanych in vitro przy u¿yciu odczynnika SuperFect Transfection Reagent (Qiagen).

Dzieñ przed transfekcj¹, komórki HEK293 by³y wysiewane na ka¿dy do³ek 24-do³ko-

wej p³ytki w iloœci 1 × 105 komórek. W dniu transfekcji przygotowywano mieszani-

ny transfekcyjne dla ka¿dego z plazmidów, na które sk³ada³y siê: 1 �g plazmidu,

60 �L po¿ywki bez surowicy oraz 5 �L dendrymeru SuperFect. Tak uzyskane miesza-

niny inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, aby umo¿liwiæ powstanie

kompleksów transfekcyjnych. Po 10-minutowej inkubacji mieszanin transfekcyj-

nych, do ka¿dej z nich dodawano po 350 �l pe³nej po¿ywki hodowlanej. Nastêpnie

zbierano po¿ywkê znad komórek HEK-293, przemywano je jeden raz PBS, po czym

dodawano do ka¿dego do³ka po 410 �l odpowiedniej po¿ywki hodowlanej zawie-

raj¹cej kompleksy transfekcyjne. Po 3-godzinnej inkubacji komórek z kompleksami

DNA-dendrimery, medium znad komórek zbierano, komórki przemywano PBS i do-

dawano 0,5 mL œwie¿ej po¿ywki hodowlanej do ka¿dego z do³ków p³ytki. Komórki

HEK-293 by³y hodowane w 37°C w inkubatorze z 5% CO2 przez nastêpne 48 lub 72

godziny. 48 godzin po transfekcji komórek HEK-293 plazmidami pTR-UF-12-FGF4-

-ires-GFP i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP robiono zdjêcia za pomoc¹ aparatu cyfrowego

po³¹czonego z mikroskopem fluorescencyjnym.

2.4. Pomiar stê¿enia VEGF i FGF-4 przy u¿yciu testu ELISA

Produkcja bia³ek VEGF i FGF-4 kodowanych przez skonstruowane plazmidy bicistro-

nowe by³a mierzona za pomoc¹ testów Human VEGF ELISA i Human FGF-4 ELISA (R&D

Systems), zgodnie z protoko³ami dostarczonymi przez producenta. Oznaczenia wykony-

wano w po¿ywkach zebranych znad komórek HEK-293, 48 i 72 godziny po transfekcji.

3. Wyniki

3.1. Klonowanie i weryfikacja plazmidów bicistronowych

Ostatecznie skonstruowano cztery rodzaje wektorów bicistronowych. Dwa

z nich zawieraj¹ sekwencje cDNA zarówno dla VEGF jak i FGF-4, przy czym w pla-

zmidzie pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF-4 sekwencja cDNA koduj¹ca VEGF zosta³a umiesz-
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czona bezpoœrednio za z³o¿onym promotorem, sk³adaj¹cym siê z promotora �-akty-

ny i wzmacniacza CMV, natomiast cDNA dla FGF-4 znajduje siê za sekwencj¹ IRES.

W drugim plazmidzie pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF kolejnoœæ sekwencji koduj¹cych

VEGF i FGF-4 jest odwrotna. Oprócz wektorów bicistronowych z cDNA dla obu czyn-

ników angiogennych, skonstruowano plazmidy zawieraj¹ce sekwencjê koduj¹c¹

VEGF lub FGF-4 umieszczon¹ bezpoœrednio za promotorem i gen reporterowy –

GFP za sekwencj¹ IRES. S¹ to odpowiednio plazmidy pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP oraz

pTR-UF-12-FGF-4-ires-GFP.

Wszystkie cztery plazmidy bicistronowe zosta³y skonstruowane w sposób jaki

opisano w rozdziale 2. Wektor pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP powsta³ w wyniku wkolo-

wania do uprzednio przeciêtego enzymami HindIII i NsiI plazmidu pTR-UF-12-ires-

-GFP insertu koduj¹cego cDNA dla FGF4. Analiza restrykcyjna DNA plazmidowego

potwierdzi³a prawid³owoœæ konstrukcji (rys. 2A).

Plazmid pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP powsta³ w sposób analogiczny do poprzednie-

go wektora, z t¹ ró¿nic¹, ¿e insert koduj¹cy sekwencjê dla VEGF zosta³ zligowany

z plazmidem pTR-UF-12-ires-GFP przy u¿yciu miejsc ciêcia dla enzymów SpeI i NsiI.

Analiza restrykcyjna potwierdzi³a prawid³ow¹ konstrukcjê wektora (rys. 2B).

W celu otrzymania plazmidu pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF w pierwszej kolejnoœci

uzyskano wektor poœredni – pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP. Powsta³ on w wyniku wklo-

nowania sekwencji koduj¹cej FGF4 z plazmidu pTR-UF-12-ires-GFP do plazmidu

pTR-UF-22-ires-GFP za pomoc¹ enzymów restrykcyjnych XbaI i EcoRV. Przejœciowy

plazmid pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP zosta³ wyizolowany, a nastêpnie sprawdzony za

pomoc¹ enzymów restrykcyjnych XbaI/EcoRV oraz HindIII (rys. 3A). Plazmid
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Rys. 2. Wyniki analizy restrykcyjnej dla plazmidów bicistronowych koduj¹cych tylko jeden z czynni-

ków angiogennych, FGF-4 lub VEGF. A. Plazmid pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP wyizolowany z dwóch klonów

bakteryjnych (C1 i C2) i przeciêty enzymami restrykcyjnymi HindIII i NsiI. W wyniku trawienia pra-

wid³owy plazmid daje dwa pr¹¿ki od d³ugoœciach 632 i 6754 par zasad. B. Plazmid pTR-UF-12-VEGF-

-ires-GFP uzyskany z dwóch klonów bakteryjnych (C1 i C2) i przeciêty enzymami restrykcyjnymi SpeI

i NsiI, dwa pr¹¿ki o d³ugoœciach 595 i 6764 par zasad potwierdzaj¹ obecnoœæ w plazmidzie insertu ko-

duj¹cego czynnik VEGF i tym samym prawid³ow¹ konstrukcjê wektora. Ideal – marker masowy.



pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP przeciêto enzymem restrykcyjnym NotI i zligowano z cDNA

dla VEGF. Na podstawie analizy restrykcyjnej z wykorzystaniem enzymów NsiI lub

HindIII potwierdzono prawid³ow¹ konstrukcjê wektora wyizolowanego tylko z dwóch

spoœród piêtnastu kolonii bakteryjnych (kolonia nr 8 i 12) (rys. 3B).

Przygotowanie czwartego wektora bicistronowego pTR-UF-12-VEGF-ires-FGF4 roz-

poczêto od usuniêcia z plazmidu pTR-UF-22-ires-GFP za pomoc¹ enzymu NotI sekwen-

cji koduj¹cej GFP i wklonowania w to miejsce cDNA dla FGF-4. Tak powsta³ wektor
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Rys. 3. Wyniki analizy restrykcyjnej dla plazmidów przejœciowych i plazmidów bicistronowych ko-

duj¹cych obydwa czynniki angiogenne. A. Prawid³owy plazmid przejœciowy pTR-UF-22-FGF4-ires-GFP

wyizolowany z dwóch klonów bakteryjnych i pociêty enzymami restrykcyjnymi XbaI i EcoRV lub HindIII.

Dwa pr¹¿ki o d³ugoœciach 765 i 6902 par zasad w przypadku ciêcia enzymami XbaI i EcoRV oraz pr¹¿ki

1959 i 5708 par zasad uzyskane po ciêciu HindIII potwierdzaj¹ obecnoœæ w plazmidzie insertu ko-

duj¹cego czynnik FGF-4. B. Analiza restrykcyjna z u¿yciem enzymów HindIII i NsiI prawid³owego plazmi-

du pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF uzyskanego z kolonii bakteryjnych nr 8 i 12. Trawienie prawid³owego

plazmidu enzymami NsiI i HindIII daje odpowiednio po dwa pr¹¿ki o d³ugoœciach 1314 i 6425 par zasad

oraz 1959 i 5780 par zasad. C. Plazmid przejœciowy pTR-UF-22-ires-FGF4 uzyskany z 5 kolonii bakteryj-

nych i pociêty enzymami Eco0109I i SacI. Tylko plazmidy wyizolowane z kolonii bakteryjnych nr 3 i 5

daj¹ w wyniku trawienia w³aœciwe pr¹¿ki o d³ugoœciach 640, 948, 2434 i 3082 par zasad dla enzymu

Eco0109I oraz 908 i 6196 par zasad dla SacI. D. Analiza restrykcyjna z u¿yciem enzymów XbaI i EcoRV

lub HindIII prawid³owego plazmidu pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 uzyskanego z dwóch kolonii bakteryj-

nych. Dwa pr¹¿ki od d³ugoœciach 724 i 6943 par zasad w przypadku ciêcia enzymami XbaI i EcoRV oraz

pr¹¿ki 1281 i 6386 par zasad po ciêciu enzymem NsiI potwierdzaj¹ prawid³ow¹ konstrukcjê wektora.

Ideal – marker masowy.



przejœciowy pTR-UF-22-ires-FGF4, którego poprawnoœæ sprawdzono za pomoc¹ enzy-

mów Eco0109 lub SacI. Spoœród piêciu kolonii, z których wyizolowano plazmidy, tylko

dwie (nr 3 i 5) zawiera³y prawid³owe konstrukty (rys. 3C). Nastêpnie plazmid pTR-UF-

-22-ires-FGF4 przeciêto enzymami XbaI i EcoRV i zligowano z sekwencj¹ koduj¹c¹

VEGF. Aby sprawdziæ poprawnoœæ konstrukcji otrzymanego plazmidu pTR-UF-22-VEGF-

-ires-FGF4, wybrano dwa klony uzyskane po transformacji bakterii mieszanin¹ liga-

cyjn¹ i namno¿ono w celu izolacji DNA plazmidowego. Wyizolowany DNA zosta³ stra-

wiony enzymami restrykcyjnymi XbaI/EcoRV lub HindIII. Na podstawie analizy restryk-

cyjnej plazmidów wykazano ich prawid³ow¹ konstrukcjê (rys. 3D).

Wszystkie cztery poprawne plazmidy bicistronowe namno¿ono w bakteriach

XL10-Gold Ultracompetent Cells i wyizolowano za pomoc¹ Plasmid Midi Purification

Kit. Jakoœæ DNA plazmidowego zosta³a sprawdzona spektrofotometrycznie, nato-

miast prawid³owoœæ sekwencji koduj¹cych FGF-4 i VEGF zosta³a potwierdzona po-

przez sekwencjonowanie. Mapy wszystkich uzyskanych plazmidów bicistronowych

przedstawiono na rysunku 4.
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Rys. 4. Mapy czterech skonstruowanych plazmidów bicistronowych wraz z zaznaczonymi miejscami

ciêcia dla enzymów restrykcyjnych, za pomoc¹ których wklonowano sekwencje cDNA koduj¹ce czynniki

angiogenne FGF-4 i VEGF do odpowiednich plazmidów.



3.2. Ekspresja bia³ek GFP, FGF-4 i VEGF z plazmidów bicistronowych

Analiza restrykcyjna skonstruowanych plazmidów 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-

ków angiogennych FGF-4 i VEGF wykaza³y ich poprawn¹ budowê. Aby jednak po-

twierdziæ, ¿e skonstruowane wektory s¹ w pe³ni funkcjonalne i wykazuj¹ aktywnoœæ

in vitro, nale¿a³o sprawdziæ, czy zachodzi z nich ekspresja bia³ek GFP, FGF-4 i VEGF.

W tym celu plazmidy wprowadzono do komórek HEK293 hodowanych in vitro za po-

moc¹ dendrymerów Superfect. Transfekcja plazmidów pTR-UF-12-FGF4-ires GFP

i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP wykaza³a ekspresjê genu reporterowego GFP (obserwa-

cje w mikroskopie fluorescencyjnym – rys. 5), co potwierdzi³o w³aœciwe dzia³anie

sekwencji IRES. Dziêki ekspresji bia³ka reporterowego GFP mo¿liwe by³o tak¿e

oszacowanie wydajnoœci transfekcji, która w przypadku komórek HEK293 by³a wy-

soka i wynios³a oko³o 50% w 48 godzin po dodaniu kompleksów transfekcyjnych do

komórek.

Zarówno FGF-4 jak i VEGF s¹ bia³kami posiadaj¹cymi sekwencje sygna³owe odpo-

wiedzialne za ich wydzielanie z komórek (20-21), dlatego poziom ich ekspresji zo-

sta³ zmierzony w po¿ywkach hodowlanych zebranych znad stransfekowanych ko-

mórek HEK293 za pomoc¹ testów ELISA. Do tych pomiarów wykorzystano po¿ywki
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Rys. 5. Komórki HEK-293 transfekowane jednym z plazmidów bicistronowych pTR-UF-12-FGF4-

-ires-GFP przy u¿yciu dendrymerów SuperFect. A-B. Komórki kontrolne (niestransfekowane) widziane

odpowiednio w mikroskopie œwietlnym i fluorescencyjnym. C-D. Komórki stransfekowane plazmidem

pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP widziane odpowiednio w mikroskopie œwietlnym i fluorescencyjnym.



zebrane po 48 i 72 godzinach od momentu transfekcji in vitro. Produkcja bia³ek

FGF-4 i VEGF ze wszystkich czterech plazmidów bicistronowych, podobnie jak wy-

dajnoœæ transfekcji komórek HEK293, by³a bardzo wysoka co potwierdza funkcjonal-

noœæ plazmidów in vitro (rys. 6). Zwiêkszona ekspresja czynników FGF-4 i VEGF nie

zosta³a zaobserwowana w po¿ywkach hodowlanych zebranych znad komórek nie-

transfekowanych (kontrolnych) i transfekowanych pustym plazmidem (pTR-UF-22-

-ires-GFP).
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Rys. 6. Wyniki pomiaru stê¿enia czynników FGF-4 (A) i VEGF (B) za pomoc¹ testu ELISA w mediach

hodowlanych zebranych 48 i 72 godziny po transfekcji komórek 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 – komórki nietransfekowane. Przedstawione wyniki to œrednia ± SD z dwóch eks-

perymentów wykonanych w duplikatach.



3.3. Porównanie ekspresji zale¿nej od IRES z ekspresj¹ zale¿n¹ od czapeczki

Wszystkie skonstruowane plazmidy bicistronowe zawieraj¹ sekwencje IRES, któ-

re dziêki mo¿liwoœci inicjacji translacji niezale¿nej od czapeczki na koñcu 5’ mRNA,

pozwalaj¹ na wydajn¹ produkcjê dwóch heterologicznych bia³ek z jednego plazmi-

du. W przypadku plazmidów pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP i pTR-UF-12-VEGF-ires-GFP

zaobserwowano jednoczesn¹ syntezê bia³ek FGF-4 lub VEGF oraz bia³ka reportero-

wego GFP (rys. 5), natomiast plazmidy pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-

-ires-FGF4 wykaza³y wysok¹ ekspresjê obydwu czynników angiogennych z jednego

promotora (rys. 6). Dok³adniejsza analiza pomiarów stê¿enia bia³ek FGF-4 i VEGF

w mediach zebranych znad komórek transfekowanych plazmidami pTR-UF-22-FGF4-

-ires-VEGF i pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 pokazuje dodatkowo, ¿e zale¿na od sekwen-

cji IRES ekspresja drugiego genu jest du¿o ni¿sza od ekspresji pierwszego genu (rys.

6 i 7). Wynika to prawdopodobnie st¹d, ¿e translacja mRNA zale¿na od sekwencji

IRES jest mniej wydajna ni¿ translacja pierwszego genu zale¿na od czapeczki 5’

mRNA. Interesuj¹cy jest tak¿e fakt, ¿e wydajnoœæ ekspresji genu zale¿y nie tylko od
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Rys. 7. Produkcja czynników FGF-4 i VEGF zale¿na od czapeczki lub sekwencji IRES zmierzona za po-

moc¹ testów ELISA w mediach zebranych 48 godzin po transfekcji komórek HEK-293 plazmidami

pTR-UF-22-VEGF-ires-FGF4 (A,B) i plazmidami pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF (C,D). Przedstawione wyniki to

œrednia ± SD z dwóch eksperymentów wykonanych w duplikatach.



sekwencji IRES, ale tak¿e od charakteru samego genu. Na podstawie naszych da-

nych wskazujemy, ¿e produkcja FGF-4 zale¿na od sekwencji IRES (rys. 6A i 7A) jest

oko³o szeœciokrotnie mniejsza, ni¿ wówczas gdy sekwencja koduj¹ca znajduje siê

bezpoœrednio za promotorem (rys. 7C), i tym samym jej translacja zale¿y od cza-

peczki 5’. W przypadku VEGF ró¿nica ta jest niewielka i synteza bia³ka zale¿na od

sekwencji IRES jest obni¿ona zaledwie pó³tora raza (rys. 6B, 7B, 7D). Wynik taki za-

notowano nie tylko dla komórek HEK293, ale równie¿ w przypadku innych linii ko-

mórkowych stransfekowanych plazmidami bicistronowymi, a mianowicie mysich fi-

broblastów NIH 3T3 oraz w ludzkich komórek œródb³onka mikrowaskularnego

HMEC-1 (wyniki nie publikowane). Na tej podstawie mo¿na stwierdziæ, ¿e spoœród

dwóch plazmidów bicistronowych pozwalaj¹cych na jednoczesn¹ produkcjê obu

czynników, tylko plazmid pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF pozwala na zbli¿on¹ ekspresjê

obu proangiogennych czynników (rys. 6A, 7C, 7D).

4. Dyskusja

Celem pracy by³a konstrukcja plazmidowych wektorów bicistronowych zawie-

raj¹cych sekwencje IRES, które umo¿liwiaj¹ wydajn¹ ekspresjê dwóch heterologicz-

nych genów w warunkach in vitro. W pracy przedstawiono konstrukcjê czterech pla-

zmidów, z których dwa koduj¹ po jednym z czynników proangiogennych FGF-4 lub

VEGF oraz bia³ko reporterowe GFP. S¹ to plazmidy: pTR-UF-12-FGF4-ires-GFP i pTR-

-UF-12-VEGF-ires-GFP. Pozosta³e dwa wektory pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i pTR-UF-

-22-VEGF-ires-FGF4 zawieraj¹ sekwencje cDNA dla obu czynników angiogennych,

ale wklonowanych w ró¿nej kolejnoœci w kasecie ekspresyjnej. Tak sprawdzone

konstrukty u¿yto do transfekcji komórek HEK293 i potwierdzono, ¿e umo¿liwiaj¹

one wydajn¹ koekspresjê transgenów.

Warto zauwa¿yæ, ¿e choæ obecnoœæ sekwencji IRES umo¿liwia wydajn¹ i jedno-

czesn¹ ekspresjê dwóch genów, to poziom produkcji kodowanych bia³ek jest ró¿ny.

W przypadku plazmidów bicistronowych koduj¹cych zarówno FGF-4 jak i VEGF syn-

teza czynników, których sekwencje koduj¹ce wklonowano za IRES jest du¿o ni¿sza

ni¿ ekspresja tych samych bia³ek, których cDNA umieszczono jako pierwsze w kase-

cie ekspresyjnej. Uzyskane dane s¹ zgodne z tym co przedstawi³y inne grupy badaw-

cze. Mizuguchi i wsp. (22) wykazali, ¿e ekspresja drugiego genu zale¿na od sekwen-

cji IRES mo¿e byæ ni¿sza ni¿ ekspresja pierwszego genu z plazmidów bicistrono-

wych. Te doniesienia zosta³y potwierdzone przez Kapturczaka i wsp. (23), którzy

wykazali podobn¹ ró¿nicê w produkcji badanych bia³ek zachodz¹c¹ po transdukcji

komórek wysp trzustki bicistronowymi wektorami AAV (ang. adeno-associated viru-

ses). Na podstawie tych danych wskazuje siê, ¿e translacja mRNA zale¿na od sekwen-

cji IRES jest mniej wydajna ni¿ translacja pierwszego genu zale¿na od czapeczki 5’

mRNA. Interesuj¹cy jest tak¿e fakt, ¿e wydajnoœæ ekspresji genu zale¿y nie tylko od

sekwencji IRES, ale tak¿e od rodzaju komórek w których zachodzi ekspresja i od sa-
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mego genu (22). Z naszych danych wynika, ¿e produkcja FGF-4 zale¿na od sekwencji

IRES mo¿e byæ oko³o szeœæ razy mniejsza od ekspresji tego samego genu wklonowa-

nego bezpoœrednio za promotorem. Spoœród dwóch plazmidów bicistronowych po-

zwalaj¹cych na jednoczesn¹ produkcjê obu czynników, tylko plazmid pTR-UF-22-

-FGF4-ires-VEGF pozwala na podobny poziom ekspresji obu czynników proangio-

gennych i móg³by byæ u¿yty w terapii genowej stymuluj¹cej powstawanie dojrza³ych

naczyñ krwionoœnych.

Podsumowuj¹c, w pracy przedstawiono plazmidy bicistronowe zawieraj¹ce se-

kwencje IRES, jako efektywne narzêdzie do transfekcji komórek in vitro, pozwa-

laj¹ce na uzyskanie wysokiej koekspresji dwóch lub wiêcej genów. Podczas kon-

strukcji tego typu wektorów nale¿y jednak wzi¹æ pod uwagê, ¿e poziom ekspresji

dwóch lub wiêcej genów mo¿e byæ ró¿ny. Ma to szczególne znaczenie w przypadku,

gdy chcemy uzyskaæ zbli¿on¹ produkcjê kodowanych bia³ek. Wydajnoœæ translacji

interesuj¹cych nas sekwencji koduj¹cych w tego typu konstruktach wymaga szcze-

gólnej optymalizacji. Jest to wa¿ne m.in. w przypadku bicistronowego wektora ade-

nowirusowego do nadekspresji IL-12 (24), dimeru sk³adaj¹cego siê z podjednostek

kodowanych przez dwa ró¿ne geny p35 i p40 (1). Aby dochodzi³o do wydajnej pro-

dukcji IL-12 konieczna jest jednakowa ekspresja obu podjednostek z wektora. Nad-

miar podjednostki p40 mo¿e prowadziæ do formowania siê homodimeru, co w na-

stêpstwie obni¿a produkcjê IL-12. Du¿o ³atwiej jest, gdy zale¿y nam na zwiêkszonej

produkcji tylko jednego z genów. W takiej sytuacji, jego sekwencja koduj¹ca powin-

na byæ umieszczona jako pierwsza w kasecie ekspresyjnej, co umo¿liwi jego wysok¹

ekspresjê. Przyk³adem mo¿e byæ wektor o nastêpuj¹cej konstrukcji [promotor]-

-[genA]-[IRES]-[gen opornoœci na antybiotyk], dziêki któremu mo¿na uzyskaæ wiêk-

sz¹ ekspresjê interesuj¹cego nas transgenu i ni¿sz¹ ekspresjê genu selekcyjnego.
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