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BekTopu

« bynyhwu na je E. coli rnaBHU eKCNpeCcuoHU CUCTEM KOjU Ce KOPUCTH
y pbapmauieyTckoj buoTexHornormnju, Hajdyewwhe ce KOpUCTe BEKTOpaA
KOju Mory npexusetm y E. coli vnn cnndHum OakTtepujama
(nnasmugun, BUpycCK).

- BehnHa BeKktopa wmMa origin, TreHe 3a pe3ncTeHuun)y Ha
aHTUONOTMKE NN HEKe Apyre reHe Koju npeacrtaBrbajy Mapkepe
3a cenekyunjy, NpoOMOTEPCKN PErMOH, MOSNIUINHKEP, TEpMUHATOPE U
MECTO 3a Be3duBahe npajMmepa. Hekn BeKTopu Mory umatu 1 MecTto
3a BesuBake pubo3omMa, Tako ga he ce cBaka WMHCepTOBaHa
Kogupajyha cekBeHua ekcnpMmMmupaTty Kao MPOTEVH.



BekTopu

« Origin - reHn O4roBOPHK 3a 3anouuH-are pensimkauuje mosekyna
NHK Tokom henunjckor umknyca v oHn omoryhaBsajy Aa cBaka hepka
henuvja oobwuje jegHy unu Buwe konuja nrasmmaa. Oeaj pernoH Ha
nnasmugy ogpehyje konuko 4yecto ce OHK nonumepasa Besyje u
NHAOYKYje pennkauujy.

* [eH 3a pe3ncTeHUMnjy Ha aHTUBMOTUKE npeacTaBrba crneumdpuyHn
MapKkep 3a cernekuujy OakTepuja Koje cadpxe nnasmug wu
omoryhaBa ga ce oaBoje og baktepuja 6e3 nnasmuga. Ocum reHa
3a pe3aNCTeHUNj)y Ha aHTUONOTUKE Y BEKOPY MOry BUTN NPUCYTHU U
OPYrn reHn 3a cenekuujy koju nnasmuay gajy ogpeheHy ocobuHy
Ha OCHOBY KoOje ce bakTepuje Koje cagpxe Taj nnasmuig Mmory
04BOjUTY oA BakTepuja Koje ra He cagpxe.



BekTopu

MpomoTep unMn NpPoOMOTEPCKM PErnoH ce Hanasu rnpe mecta Ha
KOM je MHCepTOoBaH reH o4 WHTepeca U nma yrnory na ycmepaBa
PHK nonnmepasy ga Hanpasu konuvje PHK reHa og nHTepeca.

NMonunuHkep wnNM MeCTO BULLECTPYKOr KIoHUpawa, (eHrn.
Muiltiple cloning site) — npeacTaBiba MECTO Ha KOje Mory aerosatu
PasNNYNTUN  PECTPUKLUMOHM  eH3UMU. Y  MONUImnHKep  ce
NHKOpnopupa reH og nHTepeca.

Mecto 3a Be3uBame npajmepa — [OHK cekBeHua koja je
KomnnemeHtapHa cekBeHuu PCR npajmepa 3a amnnudukaunjy
(yMHOXaBaH€e) nHcepTta. MecTo 3a Be3uBar€e fnpajmepa je takohe
KOPWUCHO 3a TpaauuMoHarnHo cekBeHuupake rno CaHrepy.

TepMMHATOPCKU pPeruoH unM TepMmuHaTop wuMa ynory Aaa
gebuHnwe Kpaj TpaHckpunuuje un  obesbehyje pa PHK
nonumepasa TpaHCKpubyje camo reH of nHTepeca.



BekTopu

« HajbuntHumje ocobunHe Koje cBaku BeKTOp Tpeba foa noceayje cy:

1.

na 6byoe OoBOrbHO Mane BenuymHe M ga byge norogaH 3a
MaHunynauujy;

CNOCOOHOCT jegHOCTaBaHOr MpeHoca W3 jegHoOr Yy  Apyru
opraHusam;

CMNOCODOHOCT BMLLECTPYKOr YMHOXaBah,a, LWTO MoMaxe Y
nobnjawy Benuke konmmumHe [OHK - ©Opoj konuja nnasmuaa
Bapupa. Hanme, Hekm nnasmman nNocToje y camo jeHOj] unu
HEeKoNnnko konuja y henujama gomahuHa, OOK Apyrn NocToje y
Buwe Konwuja. MNnasmuaun Koju noctoje y Behem 6pojy Konuja cy
KOPUCHUjU jep je KonmunyumHa nnasmmacke [OHK Beha, wTto
ofakLiasa HNXoBYy n3onauujy u npednihasame;

jeoHoCTaBHa n3onauuvja U3 opraHmsma gomahuHa.



BekTopu

[lopen oBMX OCHOBHMX OCOOMHa nocToje 1 goaaTHe 0cobuHe Koje ou
61no noxerbHO ga nnas3mug noceqyje:

5.

jeAHocTaBHa getekuuja u cenekumja - UCKOpULWNEeHo je To WTo
OHW KUMajy reHe 3a pPe3NCTEHUMN)y Ha aHTUBMOTUKE KOju cy
OLroBOPHW 3a OTMOPHOCT bakTepuje Ha oapefheHe aHTUONOTHKe.
30or Tora ce 3a yTBpfuBawe MNPUCYCTBa OBOr BEKTOpa Y
henvjama gomahuHa y Meoujym fdopaje  oprosapajyhu
aHTbuotuk. Kaga ce wu3noxe aHTUOMOTUKY, NpexuBrbaBajy
camo henwuje Koje nocenyjy nnasmug ca reHom 3a pesncTeHuunjy
Ha aHTMBMOTUK, OOK ocTarne henuje ymupy. Ca gpyre cTpaHe,
Kaga ce Kao BeKTOp Kopuctu nnasmug keacua (2 M), 3a
yTBphMBake Herosor npucyctea y henvjama pgomahuHa
KopucTu ce Meavjym 6e3 neyuuHa. Haume, oBu nnasmuam Hoce
reHe 3a CWHTe3y eceHuujanHMUx amMuHOKUCENUHa, nonyT
neyuuHa, Koju omoryhaBajy pact henuvja ny Me,El,l/ijMl/IMa Kojuma
HegocCTaje NeyuuH;



BekTopu

NOCTOjakbe rpynnucaHnx pPecTPUKUMOHUX MecTa (NOonUiunHKep)
Koja omoryhaBajy uHceptoBake KnoHupaHe [OHK. BehuHa
BEKTOPA MMa HEKOSIMKO MecCTa 3a AerfioBakbe PEeCTPUKLMOHUX
eH3nMa Yy OKBMpPY nonunuHkepa. Bektop ce oTtBapa Ha jeqHOM
MECTY Yy MONuUInHKepy, 6e3 omeTarwa reHa 3a pennukaunjy
BekTopa. PparmeHTn poHopcke LOHK ce o06pahyjy wnctum
eH3MMKMMa Kao U NONUINHKEP;

jeoaHocTaBHO yTBphMBawe npucyctBa WHceptoBaHe [OHK
oarosapajyhom metogom. Kako bun ce ngeHtudoukosana henumja
KOja je npuxBaTuia BEKTOP U TpaHcopmMucana ce KoOpucrte ce
reHCcKn mapkepu. Takohe, kog ogpeheHux BeKTopa MOoXe ce
npoBeputn U ga nu cagpxe poHopcky HHK (ykonuko oHa
KoOMpa HacCTaHak eH3MMa WM NpoTenMHa Koju ce nako
netektyjy). Mehytum, y Hajpehem 6pojy criyyajeBa HeOMXOOHO
je OUPEKTHO yTBpPAUTU NpUCYCTBO reHa aoHopcke OHK.



BekTopu

JedaH o HayMHa je Kopuwhewe nnasmuga ca gBa reHa 3a
pPe3nCTeHUNjy Ha aHTMBMOTUKE. JedlaH reH 3a pe3ncTeHUMjy Ha
aHTUBbMoOTUKE CrnyXxu pfa cenekrtyje henuje pomahuHa Koje
cagpxe nnasmua, OOK APYrn CIyXW 3a WHCepTOBake WU
petektoBawe aoHopcke OHK. Mecto 3a peCTpMKUMOHU €H3UM,
Kojuy he otBoputM nnasmmg M OMOrynutuM UHCepTOBaHE
noHopcke [OHK ce Hanasu y OKBMpPY reHa 3a pe3ncTeHuujy Ha
apyrn aHtnomnotuk. Kaga ce doparment OHK nHcepTyje Ha 0BO
MEeCTO, reH 3a pe3uCTeHUujy Ha Apyrn aHTUOUOTUK ce npekunaa.
Ykonuko henuja gomahuHa cagpXm camo nnasmumg y Koju ce
HUje uHcepTtoBana poHopcka OHK henuja je pesncteHTHa Ha
oba aHTMOMoTMKa, [OOK YKONMMKO cagpXu nnasmug ca
NHceptoBaHoM goHopckom [OHK oHa he buTtu pesncrteHTHa camo
Ha NPBUN aHTUDONOTUK.



N3onauwnja sektopcke OHK

e [locTtynak 3a wusonaunjy Bektopcke LOHK 3aBucm og npupone
BEKTOpa.

« JegaH oa npoTtokosia nogpasymMmeBa npomeHy pH BpegHocTu, jep
ce npu cneuudpuyHn ankanHum pH BpegHocTuMma 6akTepujcka
reHomMckKka OHK noeHartypuile U TanoXxwu HaKHaaHOM
HeyTpanusaunjomM, OOK BekTopcka, Tj. nnasmuacka OHK ocTtaje vy
pacTBopy.



BpcTe BekTOpa

bakTtepujcku nnasmugm
LLlaTn BekTOopU

Bupycu

Koamunam

BewTa4dkm xpomo3omm
— bakTtepujckm BeLUTavykn XpomMo30oMHU
— BewTa4dkm xpomo3omm KBacLa
— BewTauku xpomosomun P1 B6aktepnodara



bakTepujckn nnasmmaon

* [1nasmugun cy ekctpaxpomo3omMcku kpaTtkm genosu OHK, kpyxxHor
obnuka, cactaBrbeHn og 5 - 350 kb (Hajuewhe 10 kb, ook ce P1
nnasmng cactoju og 100 kb), npnpoaHO cy NMPUCYTHU Yy BESTMKOM
bpojy bakTepuja.

Y 3aBuUCHOCTM oO henujcke BpCTe M3 KOje NoTudy, nnasmuian
cagpxe pasnuunt 6poj reHa, oa KOjUX jegaH wunu Bulle uUMajy
ynory y pesucteHuuju 6aktepuje Ha ogpeheH(e) aHTubuotuk(e).
Baktepujcka henuja y npoceky cagpxu oko 10 konuja nnasmuaa.

* [lnaamng Koju ce Hajdewhe KOPUCTU 3a KINOHUpawe Y
kombuHauwnju ca E. coli je pUC18.



LLlaTn BekTOpMn

 lLaTtn BekTOpWM Cy MOpeKksioM M3 KBacla U 3aCHOBaHW Cy Ha 2
nnasmugy. 24 nnasmma MoandukoBaH je Ha pasHe HaduHe Kako
6u ce KOPUCTMO Kao BEKTOp 3a KIoHupawe. Llatn Bektopu mory
NPEeXUBETU Yy BULLE pasnnuntux gomahuHa (Hnp. y baktepuju E.
coli n kBacuy).

« OBKM BEKTOpPW cagp>e origin 3a ABa opraHM3mMa, Kao 1 cBe ocTtare
CEKBEHLIE HEOMNXOOHE 3a NpeXxuBrbaBake Y 61Uno KoM o4 oBa ABa
opraHmamMa. To Cy TreH 3a pe3nCTeHUWjy Ha aHTUbUOoTuKe,
NnonunuMHKep W aodaTHe KOMMOHeHTe. JegoHa of  AodaTHUX
KOMMNOHEHTW je CeKBeHua 3a LeHTpoMepy Koja omoryhasa TayHy
nogeny nnasmuga y keBacuy. Haume, kaga ce henuja kBacua
nogenu, AynfmpaHn XpomMo3OMWU Ce pacTaBibajy MUKPOTyOyrnama
npuyBpWNEHNM 3a HUXOBE LEHTpOMepe, Tako Oa cBaka hepka
henuja gobuja nyH cet xpomosoma. [la Ou ce wWatn BeKTOpY
NpaBuUITHO OABOJUNIN NPUIIMKOM paeobe henuje, oHM Mopajy Oa
cagpxe ynpaso [JHK cekBeHLUy 3a LeHTpoMepy.



LLlaTn BekTOpMn

« Takohe, LwwaTn BEKTOPWU cagpXe M reH 3a ogabup kBacaua Koju
cagpxe BEKTop. Y UCTpamBawMMa ce YeCTO KOPUCTU COj KBacua
KOju cagpXu gedeKkTaH reH 3a cteapare eceHuujarnHor opraHckor
jeoubera, Kao LWTO je neyuuH, OOK wWaTin BEeKTop cadpXu
ncnpaeaH reH 3a cuHTe3dy rneyuuHa. Keacal Koju He noceayje
BEKTOP Hehe npexmBeTn 300r HegocrtaTka eceHuujanHor
jeankersa neyumHa, ook he npexumBeTy OHaj KBacal, KOju cagpXu
AT BEKTOP.

* Ha oBOM NMpuUCTyny ce 3acHMBa OTKpMBaH-€ NpucycTasa nnasmuaa y
KBacuy, jep Metoga npumeHe aHTMbuMoTMKa y OBOM Criyyajy Huje
norogHa, 6yayhm pga cy henuje KBacua eykapuoTcke U umajy
nebenun henujckn 3na, na BehnHa aHTMONOTMKA HE Aaenyje Ha HUX.



Bupycu - Jlambaoa 6aktepunodar

- Jlamboa OakTepuodpar je BUPYC KOjU MMa  CMOCOOHOCT
nHnunpara bakrepunja kao wTto je E. coli. OHn nmajy nuHeapHe
reHoMe ca [Ba KOXe3MBHa Kpaja - coS cekBeHue. To cy nensroueu
KpajeBu Koju cy cacTaBrbeHun og 12 6asa. [Jok cy yHyTap Bupyca,
KOXE3MBHW KpajeBM (COS CeKBeHLE) Ccy ObroXeHn npoTenHuma
Kako 0N ce crnpeynno HMXOBO YMHOXaBawe. HakoH Be3uBana
namopna baktepuodpara 3a E. coli, nuHeapHa [AHK 6akTtepnodara
nocnesa y E. coli, npoTenHn Koju WTUTE KOXE3MBHe KpajeBe ce
rybe, a reHom ,qo6|/|Ja LMPKyNapHu (pennukatueHK) obnuk nomohy
[JHK nurase.

Tambga ©Oaktepunodar ce 4YecTo KOPUCTM Kao BEKTop 3a
KrnoHnpawe. LleHTpanHun geo reHoma nambga BekTopa Huje of
CYLUTUHCKe BaXXHOCTU 3a pennukauujy supyca y E. coli, na ce oH
MOXe ncehu nomohy ogrosapajyher peCTpukUMoOHOr eH3numa, a Ha
HEeroB0O MECTO Ce MOory uHceptoBatu reHun pgoHopcke [OHK
BennymnHe Oo 20 kb.



Bupycu - AoeHosupycu n Petposupycu

« AoeHoBupycu cy xymanu gsosniaHdyanm OHK Bupycun v ngeanHu cy
BEKTOPM 3a TpaHcdep reHa Ko naumjeHata Ha reHCKoj Tepanuju.
OHK ageHoBupyca ce He MHKOpropupa y Xxpomo3ome AoMahuHa,
Tako [a ce He pennukyje y XpomMo3oMy pfomahuHa, anu ce
CnpoBOOMN  €eKcrpecuja HUXOBUX reHa nomohy pubosoma
aomahuHa. 3a noTpebe reHeTUYKOr WHXEeHepuHra KopucTe ce
afeHOBUPYCU KOjU CYy TaKO reHeTU4kn mMoanmdukoBaHM fa Cy
n3ryounn cnocobHOCT pennukaumje U cammm Tun U CrnocobHoCT
oa wuvHOyKyjy cmpT henuje pgomahuHa ycnen wuvHdekuumje
afjeHOBUPYCOM.

PeTpoBupycu cy xymaHu BUPYCU, YNJU je TEeHETUYKN maTtepujan -
aBonanyanHn nadHauy PHK obmotaH nunngHoMm membpaHoM.
[Mpunukom wmHpekunje, PHK ce konupa go OHK koja ce notom
NHKOpropupa y XpOMO30OMe, TakOo Ja Ce CTpPaHu reHW Koju ce
RpeHoce PETPOBUPYCOM PEMMUKY]y U MNpeHoce Yy cBaKy hepky
enwujy.



Ko3amuau

« Koamugm cy nHxerwepmucaHm BEKTOPU KOju npeacTasrbajy xmbpuae
nrnasmuga M nambaoa Bektopa. Y HMX Ce MOry MHKopropupaTu
nHceptn OHK Behu Hero y nnasmunoge vnm nambaa BekTope, jep
mory ga cagpxe pgenose OHK ayxuHe o 45 kb. Kosmugu cy
MOOM(UKOBaHN nambaa BEKTOpUM KOO KOjUX Cy TrOTOBO CBe
cekBeHLe n3mehy cos kpajeBa yknoweHe U 3aMmeH-eHe NpoCTopoM
3a [JHK uHcepr.

« IHK wvHcepT ce Besyje wu3aMehy pQOBa coS MecTa nomohy
PECTPUKLNOHNX eH3uMa U nnrase. OBa KOHCTPYKLWja je ynakoBaHa
y nambga 4decTtuuy Kojy npowmssoam nomohHu doar, a 3atum ce
NHcepTyjy y E. coli.



BewTaukm XxpomMosomu

* Y BewlTayke XpomMo3omMe Mory na ce wuHcepTyjy Hajpehe [OHK
cekBeHLe 1 300r Tora cy norogHn 3a MHcepToBame eyKapUTOCKUX
reHa. Y wux ce yopajajy:

— BeWTa4yku Xxpomosomu KBacua (eHrn. Yeast Artificial
Chromosomes - YAC),

— BakTepunjckn BewTaykm xpomo3omu (eHrn. Bacteria Attificial
Chromosomes - BAC) n

— BewTa4ykn xpomosom P1  OGaktepunodara (eHwrn. P17
bacteriophage Artificial Chromosomes - PAC).



bakTepunjcku BellTauykm XpoMO30oMHU

» baktepujckn BewTadykn xpomosomm (BAC) cy BekTOopu 3aCHOBaAHU
Ha F-daktopy (eHrn. fertility factor) nnasmuga E. coli n mory
HocuTn MHoro Behe nHcepte AHK. BAC mory ga umpkynuwy v ga
ce y3rajajy y baktepujama, n umajy origin nopeknom m3 bakrepuja
N reHe 3a pe3nucTeHunjy Ha aHTuomotmke. OHM MOry HOCUTU
nHcepte og 300 kb nnn Behe, a ga 6u ce 0BM BESTMKN KOHCTPYKTU
yHenu y henuje E. coli, HeonxogHa je enekTponopauuja.



BewTaykn xpomo3omu KBacua

« BewTaukn xpomosomn kBacua (YAC) cy BEKTOpM 3acCHOBaHW Ha
nnasmuguma Saccharomyces cerevisiae Koju umajy crnocobHoCT
camocTtanHe pennukaumje. YAC vma gsa obnuka, KpyXHuM obnmk
3a pact y baktepumjama M nuHeapHU OOMMK 3a pacT y KBacLy.
Kpy>XHM 0BfMK ce noHawa kao u buro koju gpyru nnasmug y
bakTepnjama jep uma origin nopeknom u3 bakTepuja U reH 3a
pe3ncTeHuUunjy Ha aHTUONOTUKE.

« la 6u ce YAC kopucTMo y KBacuy, KpyXHM OBNuUK ce mMopa
n3onoBatm U MpeBecTU Yy JIMHeapaH, Tako Oda Ce CeKBeHLue
Teromepa KBacua Hanase Ha cBakoMm Kpajy. Y kBacuy ce YAC
NoHalwla nonyT XpoMo3oMa KBacua W HakOH Oeobe pgocnesa vy
hepke henunje. OBM BeKkTOpM MOry Hocutu Hajgehe uHcepTe of
cBux, sBenmunHe go 2000 kb u y Benuvkoj mepu ce Kopucte 3a
KITOHMpPaHe BENUKNX reHa, Kao LUTO CYy XyMaHW reHu.



BewTtaukn xpomosom P1 bakTtepmnodrara

BewwTtadkmn xpomosom P1 baktepuodhara (eHrn. P1 bacteriophage
Artificial Chromosomes - PAC).

OBaj BEKTOp 3a KnoHupawe je mn3seneH u3 P1 b6aktepuodbara u
KOpuUcTu ce 3a TpaHcdep nHcepta go 150 kb.

baw kao v nambga BeEKTOpPW, OBW BEKTOPW 3axTeajy in Vitro
NnakoBahe€.

BelwTaukn xpomosomm P1 BakTepmnodara ce KOpuUcte Kao BEKTOPU
koa henuja E. coli.



EkcrnipecnoHn cuctemm 3a Npon3BoaHy
bnodapmaueyTmka

« Kao wun3Bopu 3a npoussogrwy OMoOdapmaueyTuka Mory ce
KOPUCTUTN:

— KynType henwja,
— KynType TKnBa unu
— XXVBW OpraHnu3mu.

* YHyTap NOMeHYTMX cuctema ce ogsujajy bMOTEXHOMOLLKM MpoLecu
Kojuma ce omoryhaBa cuHTe3a 6OuodpapmaueyTuka, CTora OHMU
npeacrtaBrbajy  CBOjeBpcHe  buokaranusatope, a  MnowTo
omoryhaBajy ekcnpecujy reHa o4 MWHTepeca HasuBamMo WX
€eKCMpecuoHMM CUCTEMUMA.

* EkcnpecnoHn cuctemn pacty y ogrosapajyhem XpaHibuBoM
Meaunjymy Koju KOpUCTe Kao CyncTpar 3a MNpoun3Boaky
brnodapmavreyTnka TokoMm pepmMmeHTauumje.



EkcrnipecnoHn cuctemm 3a Npon3BoaHy
bnodapmaueyTmka

 Hactann buoapmaueytuk moxe 6utn cactaBHu Aeo henwujcke
bnomace, npoussog Metabonuama henuvje, TkmBa WM opraHa,
OLHOCHO XXWBOI OpraHm3ma.

« [la 6u ce nponsseo Hekn brnodapmaueyTuk HEONMXOOHO je:

— NpunNpeMnTn oparosapajyhu 6buokatanusatop (eKCnpecuoHu
CUCTEM),

— NPUNPEMUTU CYNCTpaT (XpaHIbnBU Megnjym),

— fa ce bMocuHTeTULE CUPOBU DMoapmaLeyTuK,
— n3sgajare 1 npeynwhasare dnoapmaueyTuka,
— 0OpaguTK oTNagHe Bode n maTepujane.



EkcrnipecnoHn cuctemm 3a Npon3BoaHy
bnodapmaueyTmka

« 3a npousBoawy OModapmaueyTnka MNpPUCYTHUX Ha TPXULWITY
KOPUCTU CE TEHETUYKN WUHXEeHepPUHr u oppeheHn  6poj
PEKOMOMHAHTHMUX EKCMPECUOHMX CUCTEMA, KOje MO CIOXEHOCTU
MOXXEMO CBPCTaTU Y NPOKAPMOTCKE U eYKapUOTCKeE.

Y npokapuoTcke ce cBpcTaBajy Oaktepuje (Hnp. E. coli) wn
aKTUHOMULIETE, [OOK Ce Yy eyKapuoTCKe CBpcCTaBajy [IbuBe
(Asperqilli, S. cerevisiae), aHnmanHe henuje, kao WTO cy henunjcke
NUHWje cucapa, Hnp. henuje jajHMKa KMHECKOr Xpyka (eHr/.
Chinese Hamster Ovary — CHO) n henunje dybpera mnagyH4yeTa
XpuyKka (eHrn. Baby Hamster Kidney - BHK), TpaHcreHe XnBotumbe
(OoBLE M KO3€) 1 DUIbHKU ekcnpecnoHn cuctemun. Mehytmm, og cemx
nomeHyTux Hajyewhe ce kopucte E. coli CHO u BHK henujcke
nuHnje.



[TIpokapunoTcke henuje Kao eKCrnpecnoHn cucTeMmmn —
E. coli

e MHOrM MUKpoopraHmamu npeacraesrbajy noteHuujanHu cucTem 3a
NpOn3BOAHKY Tepanujckux NpoTenHa, jep ce MOory Kyntmsucartu y
BEJIMKMUM KOSIMYMHaAMaA Y KpaTKOM BPEMEHCKOM rnepuogy W TO
NPUITNYHO NMOBOJSBHO.

 Hajuewhe kopuwheHn npokapmoTCcKM cuctem 3a [gobujame
pekoMbMHaAHTHUX npoTenHa je E. coli. lpBn 6uodapmaueyTuk
O0BUjeH rEHETUYKNM UHXEHEPUHIOM Kopuwhewem E. coli bro je
PEKOMOMHAHTHU XYMaHW MHCYNUH no3Hat kao Humulin®. Jepan of
npumepa HoBujux BuodapmaueyTmka kKoju kopuctm E. coli kao
ekcripecuoHn cuctem je Palifermin-Kepivance® (pekoMOUHaHTHU
dakTop pacTta KepaTtuHouuTa), KOju Ce KOpPUCTU Yy Tepanuju
MYyKO3nTUCa.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

» [lpegHocTu E. coli kKao ekcnpecnoHor cuctema cy:.

— nobpo nosHata monekynapHa 6buonoruja (jep je E. coli pyro
Cny>xuna Kkao Moaen 3a UCNnUTMBawe reHeTUKE NpoKapunoTa);

— BUCOK HMBO €KCMpecuje XeTeporiormx npoTtevHa (ogpeheHu
npomoTepn Mory ga omoryhe ekcnpecujy npotemHa u Oo
30%);

— 6p3 pacT y jegHOCTaBHUM 1 jedTUHUM Meaujymuma (rrykosa u
conu);

— [JOCTynaH Benukn opoj cojesa E. coli,

— [OCTynaH BesMkn 0poj KoMnaTtnbunnHnx BeKTopa;
— No3HaTa TexHosrnornja depmeHTauuje;

— jegHocTaBHa reHcka MmaHunynaumja.

- CBe oBe npegHoctn yuymHune cy E. coli npumapHum
eKCNPeCMOoHNM CUCTEMOM Y NMpoun3BoaHn brnodapmaueyTuka.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

 HepgocTtauu E. coli kao ekcnpecuoHor cmctema:.

— MHTpauenynapHo akymynupakwe XeTeporiormx MnpoTenHa Wu
CTBapare UHKMNY3MOHUX Tenallaua;

— HeMOryhHOCT nocTTpaHcrnaymoHe moamdukaumje OobujeHux
NPOTEUHA, HapPO4nUTO rmmKosunauumje n cTBapaha
ancyndouaHnx Besa;

— npucyctso  nunononucaxapuga (LPS) Ha  nosBplwuHK
(nporeHe npupoae, obaBe3HO ce yKknawa 13 NpomsBoaa).



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

* [lpunMkomM npousBoaHe NpOoTEMHA TEXM Ce [Oda eKCnpeCUOHWU
CUCTEM CEKpeTyje npoTeuMH Yy eKcTpauenyrnapHun wunn 6bapem
nepunnasmarckn npoctop. Mehytum, E. coli Hajpehn npoueHar
XOMOMOrnx npoTeMHa CUHTETULWE WHTpauenynapHo, oko 20%
nanydyje y nepunsasmartckm MNpoCcTop, a CBera ABa nNpoTenHa
(KOSIMUMH N XeMONnU3uH) cekpeTyje ekcTpauenynapHo. Ctora je
nsonaumja Xeteponornx npotemHa kKo E. coli kKomnnekcHa, jep ce
YIMaBHOM W OHW CUHTETULWLY WHTpAaUenyrnapHo, na cy y TOM
cny4ajy noTpebHu:

— [JogaTHM Kopauu, HMp. XOMoreHusaumja henuja npaheHa
yknawakeM henujckux ocTtataka UuUeHTpudyrmpakem unm
domntpaunjom;

— VUHTEH3MBHUJU NpoLuecu XpomaTtorpadckmx npeyvihasawa y
UMby oOfBajakba NpOTeMHa Of WHTepeca, Of HeKOnuKo
Xureaga gpyrmx xoMmomnorux nportenHa Koju nocrtoje y E. coli.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

 Takohe, Kao nocneguua BeniMKe €eKCrnpecuje XeTeponorux
NpOTEMHA HacCTajy W MHKMNy3MOHa Tenallua Koja npeacrtasrbajy
HepacTBOpPHE arperate cadnkeHe o4 OefIMMUYHO CaBWjeHUX
XeTeporiormx npoteumHa wn Apyrux henunjckux cactojaka. 30or
HUXOBE NYCTUHE, Nako ce yoyaBajy nod MUKPOCKOMNOM Kao TaMHa
noroa.

Haume, kaga cy XeTeposiorm NpPOTEMHU MPUCYTHU Y BUCOKO]
KOHUEeHTpaunju, oHM He MOry Oa ce ajgekBaTHO caBujy, Tj. Aa
3ay3my agekBaTHe kKoHdopmaumje. 30or Tora cy xuapodobHu
Oernosn npoterHa AenMMUYHO MU3SIOKEHU CroSballk0j CPeauHM,
LUTO pe3yrnTyje HaCTaHKOM WHTEPMONEKYSICKUX XnapodoOHUX
NHTEpPaKUMja n dopmMmpaeMm arperata, Koju Hucy 6mornoLlku
aKTUBHW.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

« Ca ppyre cTpaHe, dQopMupawe WHKNY3MOHMX Tenawaua Yy
npoLuecy npounssogte MMa U NpegHoCcTu, jep LeHTpudpyrmpamem
jegHocTaBHO [fofiasM OO0 HUXOBOr u3gBajakba. 300r Benuke
[YCTUHE WHKITy3MOHa Tenawua ce bpxe Tanoxe o[ ocTaraka
henuja.

* LleHTpudyrmpawe Ha mawum 6p3nHama, ogmax HakoH henwujcke
XoMoreHusaumje, omoryhaBsa |jeQHOCTaBHO U CenekTUBHO
n3gBajakbe  MHKNy3MOHMX  Tenawaua. HakoH  wv3aBajarba,
NHKMNY3MOHa Ternaiwlua ce MHKybupajy ca jakum geHatypuyhum
areHcuma (OeTepLieHTn, pacTBapayn Unu ypea) u pacteapayjy.

« Cpegcrtso 3a geHaTypauujy ce NOTOM yKrnawa Aumjann3om unm
aovjadgounTpaumjom, WTO ofakliaBa NOHOBHO caBWjak-e NMPoTeEUHa U
dbopMmupate  HErOBUX  HATUBHUX,  OWOMOLLUKM  aKTUBHUX
KOHJbopmMauuja.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

« CTBapare WHKMNY3MOHMX Tenawaua npuriMkom ekcripecuje
xeTeponorux npotenHa y E. coli moxe ce cnpeymnTu:

* CMakeHEM TEMMepaType TOKOM KynTmBauwje baktepuja (ca
37 °C Ha 30 °C);

* YyNnoTpebomMm TUopedoKCcuHa, XoMosioror npoteuvHa E. coli
(KOpUCTU Cce WHXewepucaHn nnasMMackm BeEKTOp Koju
omoryhaea ekcnpecujy Qy3noHMCaHOr MpoTenHa, Koju Y3
XerbeHn npoTenH cagpXu TUOPEOOKCUH Be3aH KpaTKoM
nenTngHomMm cekeBeHuoM. OBy nenTuaHy CeKBeHUy MNpeno3Haje
npoTeasa eHTepoKnHasa n omoryhaesa oaBajake npotenHa of
NHTEpeca);

* KOEKCnpecwuja LarnepoHa y3 nNpoTeENH o4 MHTepeca (LuanepoHu
Cy TMPOTEMHM KOjU CTUMYNUWY NPaBUNHO W  NOTAYHO
,CaBUWjate“ NpoTenHa y HMXoBe OUOMOLLKN aKTUBHE, HAaTUBHE
TpoOAUMEH3NOoHanHe obnuke.



E. coli kKao ekcnpecnoHn cUcTem

* HemoryhHocCT npokapuoTa (E. coli) aa cnposeny
NOCTTPaHCauuoHe mMogudpukaumje (HapoumTo rMuKo3unauunjy)
MOXEe OrpaHnYnTM HUXOBY YNOTPEDY Kao eKCrnpecnoHor cumctemMa
3a nNpousBodwYy MOojeanHuX  Tepanujckmx npotenHa. Koa
ogpeheHnx TepanujckKnx npoTenmHa HeonxogHo je MNpPUCYyCcTBO
yribeHOXNapaTHE KOMMOHEHTE Kako Om MUCnorbunm Tepannjcku
edpekar.

Hacynpot Tome, ogpeheHn TepanujCkKn NpoTeNHW He 3axTeBajy
NPUCYCTBO YribeHOXMAPATHE KOMMOHEHTE, NaKo je HaTUBHM OBMnK
TOr NpoTenHa [MUKO3UNMpaH (HNp. Hernukosunupanu IL-2 nma
NCTy OUNOMOWKY aKTUBHOCT Kao W HATUBHU [MUKO3UIIMPaHU
MOSIeKysl. Y TakBuUM cnydajeBuma E. coli moxe [a nocnyXm Kao
3agoBosbaBajyhu eKCripeCMoHn CUCTEM).



EykapunoTcke henuje Kao eKCrpecnoHn CMCTemMu

OO HWKMX eykapuoTcknx hennja kao eKCrnpecuoHW cucTtemm 3a
NpPon3BOaHKY PEKOMOMHAHTHUX MpoTerMHa Hajuyewhe ce Kopuctu
kBacay, (Saccharomyces cerevisiae) n Heke nnecHu (Aspergillus
nidulans v Trichoderma reesei).

« Mako bBaktepujcke henuje ycrnewHo eKkcnpummpajy MHore
eyKapuoTCKe MpoTENHE, Y HEKMM cry4ajeBuMma je borbe ga ce
eyKapMOTCKMU MPOTEUMHU CUHTETULWLY KOopUheweM eyKapuoTCKUX
EeKCrNpPeCcmoHnx cuctemMa.

« Kaga ce Kao ekcrnpecuoHn cucteMmn Kopucte baktepujcke henwuje
YHYTap CUHTETUCAHUX NPOTENHA Ce He rpagde aucynduaHe Bese, a
4eCTO He Jonasn HU 40 NpaBUITHOr caBujaka OBUX NPOTENHA.



EykapunoTcke henuje Kao eKCrpecnoHn CMCTemMu

« Jow jegHa on npedHOCTU eKcrnpecuje eykapuoTCKUX MpoTenHa y
eykapuotckmm henuvjama je T1a WTO ce u3beraBa KoHTaMmuHauwuja
OaKTeEpPUNjCKUM KOMMOHEHTaMa (TOKCUYHE, MUPOreHe W NOACTUYY
NMYHOJSTOLLKE peakuuje).

« Takohe, HEeKM eyKapuoTCKM MPOTEUHN CYy HecTabunHn wunu
HEeaKTUBHM ako ce cTBapajy y baktepujckmm hennjama. OBo ce
nocebHoO ogHoCcM Ha MNpPOTEMHE KojuMa je  noTpebHa
nocTTpaHcnaunoHa mogmdunkauuja.

e 3a eyKapuoTCKe eKCNpecnoHe CUCTEME Ce Kao BEKTOpU Hajvyewhe
KOpUCTe LWWaTtsl BEKTOPW, jep Cy Ou3ajHupaHu Tako ga omoryhe
npemMeLluTawe reHa uameny pasnuunTmnx rpyna opraHmsama. Taksu
BeKTOpn omoryhaBajy ga ce reHeTUYKU UHXEH-EPUHI crpoBeae Yy
baktepnjama (E. coli), a ga ce NOTOM eKcrnpecuja HacTaBu Y
OpPYromMm opraHu3my.



EykapunoTcke henuje Kao eKCrpecnoHn CMCTemMu

« HakoH cuHTE3€e nonunenTuaHor nadua, npoTenmHn ce Mory
MO,EI,I/ICbI/IKOBaTI/I Ha pa3fiimiynTte Ha4vimHe.

* XeMWjCKUM Moaudukaumjama, npu 4yemy y nosmnenTugHoM
naHuy HacTtajy HoBe aMUHOKUCENUHE,

* CTBapaweM OucynduoHmx Be3a u3aMmehly oppeheHux
LMCTEUHCKNX OCTaTaKka (HMNp. Ko NHCYNUHa);

* gogaBakbeM YHKUMOHaNHWX rpyna, auetun, docgartHe wu
cyndartHe rpyne unu 4YnMtaBUX NaHaua MacCHUX KUCernvHa u
yribeHnxuapara;

* pasnarakeM NPeKypcopcKor NpoTenHa, kako bu ce omoryhuna
cekpeumja, NpaBuUITHO caBujakbe WU/MNN akTueaumja nNnpoTenHa
(MOXXe ce pgoroguTu Yy HeKonuko dpasa, Kao Yy cnydajy
NHCYNUHa).



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

« KBacau S. cerevisiae je npBu eykapuoTCKN CcUCTEM KopuwheH 3a
NpPOn3BOAHY PEKOMOUHAHTHUX MPOTENHA.

« S. cerevisiae Cce KOPUCTU Kao EKCMPeCcuUoHM CUCTEM W3 BULLE
pasnora:

— F@HOM je CeKBeHUMpaH W MHOTM TeHU Cy MO3HaTW LUTO
onakLuaBa reHCKy MaHunynauujy;

— o3Ha4yeH kao GRAS-opraHusam (eHrn. ,Generally Regarded
As Safe") jep ce ayro KOpucTn y npexpamoeHoj MHAYCTpuju;

— pacTe Op30 y jedpTUHOM Meanjymy;

— MOXe Ce Yy3rajatu y BeNiMKMM Ouopeaktopuma, anvm u y
cyooBMMa Manux 3anpemMuHa;

— henujcku 3mg nx YMHU OTNOPHUM Ha (PU3NYKO owiTehere;

— ogroBapajyha wuHOycTpujcka onpema/texHonorvja je Beh
OOCTYIMHa;



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

— CUHTETULWIE Mann Opoj XOMOSOrMx MpoTeMHa, WTO 3Ha4yajHo
onakwasa npednwhaBarwke peKOMOMHATHUX NPOTENHA;

— pekombuHaHTHa [OHK (pOHK) ce wmoxe wHKopnopupatn y
henunje KkBacLa HaKOH XeMMU|CKe WNMU eH3UMCKe pasrpaghe
henunjckor anga nnu enekTponopalujom,

— NpupoaHu nnasmMmug Keacua (2 ) AOoCTynaH je Kao rosasHa
Tayka 3a pa3Boj BEKTOpa 3a KITOHUPaHE;

— oKapaKkTepucaHu cy pasH/ NpoMoTepU KBacLa Koju Cy NOrofgHu
3a NoAcTuLIaHe eKcrpecuje KNoHMpaHuX reHa;

— Mako je NMPUMUTUBHU jedHONenujcKKu opraHmsam, KBacal Mma
CMNOCODHOCT mM3BpLIaBaka MHOMMX  MOCTTPaHCNaunoHNX
Moaudpukaumja TMNMYHUX 3a eykapuoTcke henunje, Kao WTO je
aopasare yribeHoXxmapaTHuX naHaua (rnvkosunaumja).



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

« Y KBacuy ce Mory ekcnpummupatn 6pojHM NpOTEUMHWU. Y3 TeH 3a
NpoTeMH o4 MHTepeca y BekTtopckoj OHK ce Hanasn un reH 3a
cCUrHanHu nenTtug, Koju omoryhaBa pga ce NpoTeuH u3nydyje
ekcTpauenynapHo. OBa aBa reHa ce ekcripumupajy 3ajegHo npu
YyeMy HacTaje NPOTEeMH OO MHTepeca Be3aH 3a CUrHasiHU NPOTEeuH
cekBeHLOM Lys-Arg.

* [lenTngasa n3 kBacua npenosHaje cekBeHuy Lys-Arg n opneaja
curHanHu nentma Kkaga npotenH npohe hennjcky membpany. 300r
TOra je HeonxogHo NocTaBuUTU ABa KoAoOHa 3a Lys-Arg y3Bo4HO o[
Kogupajyhe cekBeHUe 3a PEKOMOMHAHTHU MPOTEUH, Kako Ou ce
06e30eamno pga KoHCTpyncaHm npotenH wuma wucnpasHy N-
TEPMUHAINHYy CEeKBEHLY.



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

» BekTopn komnatnbunHu ca S. cerevisiae Mory ce KracugukosaTu
y TpU rMaBHe Knace:

— Nnasmnackn BeKTopu - OHU ce Hajyellhe KoOpuUcTe Uy bux ce
ybpajajy watn Bektopu n 2| nrasmu Keacua;

— BekTopun Koju ce mHTerpuwly y Xpomo3omMe KBaclLia - OoBaKaBs
npucTtyn nosehasa ctabunHocT dyayhu ga ce nnasmuan mory
naryout, nocebHo y KynTypama Benuvkux pasmMepa.
Hegoctatak je WTO je nMpucyTHaA caMO jeQHa Konwuja
KITOHMPAaHOT reHa.

— BelwTaykm XpoMo3oMn KBacLa - KOPUCTE Ce 3a KINOoHUpaH-e U
aHanuay BENVKUX PervoHa eykapuoTCKWX FeHOMa, anun HUCY
NorogHu 3a ynotpedy Kao BEKTOPU 3a eKCrpecujy.

 Kopnwhewem S. cerevisiae wMory ce npousBectn 6OpojHU
Tepanujcku MpoTeUHW: WHCynuHK, dakTtop koarynauuje Xllla,
HEKONIMKO doaKkTopa pacTta U HEKOSIMKO BUPYCHUX MpoTenHa (HIV
xenatutuc b n L) 3a BakumHe nnn gujarHoCcTu4ke rnpenapare.



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

Hepoctauun ynotpebe S. cerevisiae Kao eKCNPeCUOHOr cuctemMa:

— NaKO CYy MHOIM PEKOMOWHAHTHU MPOTEMHU YCNELLUHO CUHTETUCAHU
y KBacLy, NPMHOCK Cy 4YeCcTo HUCKU. Y Hajpehem Opojy cryyajeea,
eKcripecumja XeTeposiornx npoterHa je mawa of 5% Yy ogHOCy Ha
YKYNHY ekcnpecujy henujckmx npoTemHa, LUTO je 3Ha4yajHO HUXKe Yy
OOHOCY Ha HUBO eKcrnpecuje kaga ce Kopuctu E. col,

— nnasmugu ce rybe TokoM pacTta KBacua y buopeaktopmma;

— NPOTEUHN KOju BK Tpebarno ga ce ekcrnipumMmupajy ekctpauenynapHo
4eCTO Ce 3ajp)aBajy y npocTtopy mamehy membpaHe wn 3maa,
YMECTO [a Cce CEeKpeTyjy;



Saccharomyces cerevisiae Kao €KCNpPecmoHn CUCTEM

— NaKo Mmajy CrnocobHOCT aa cnpoBeay rMukosnnaumjy Xxeteposiormx
XYMaHUX NpOTEenHa, Ha4YuH rmukosunawuunje Huje Kao Kogd HaTUBHOr
rmukonpoTtenHa. [nukosmnnauunja nNpoTenHa je 4eCTo NpekoMepHa,
na [MIMKOMPOTENH MOXe MMaTu npeBuLlle YribeHoXuapaTHUX
oCTataka Koju oTexaBajy npaBurHoO QyHKumnoHncarwe. Caga
NOCTOje KBacuM KOjUu Npou3BOAE YribeHoXuapaTtHe CTPYyKType
CNUYHe XymMaHuMm, Tako fa je wmoryhe npesasvhu MnomMeHyTe
HegocCTaTKe.

— onurocaxapugHe KOMMOHEHTe [MUKOMNpOoTeENHA KOje ce cTBapajy
NOCPEeaCTBOM KBacHMLA YrmaBHOM CYy CayMkbeHe o MaHo3e, na
MMajy Kpartak Mony>XuBOT Kaga ce napeHTepaniHo NpuUMeEHe Kopg
reyoun (HEKM of TUX caxapuga cy UMYHOreHu Ko Sbyan).



‘henunje cncapa Kao eKCcrnpecnoHn cMcTemMu

* henuvje cnucapa ce KOpUCTe Kao eKCrpecnoHn CUCTEMM caMo Kaja
je HeonxoQHO Oa CUHTETUCaHUM PEeKOMOMHAHTHM MPOTEUH MMa
MOeHTU4YaH cacTtaB W pacnopes aMUHOKUCENWHa, Kao U aa je
NOCTTPaHCNAaUMOHO N3MEHEH KA0 HAaTUBHU NPOTEWH.

 EH3MMWN HeonxoOHM 3a MoCTTpaHcnaunoHe mMmoaudukaumje cy
NpuUCYTHMU Yy BehemMm 6pojy BULLIMX OpraHmMsama, Tako Aa je BpJio
PeTKO HeonxogHO da Ce nNpOTeMH eKcnpuMupa Yy HEeroBoMm
N3BOPHOM OpraHu3amMy, Beh ce MOry KOPUCTUTU €EKCNPEeCUOHU
CUCTEMW KOjU noceayjy cpoaHe eH3ume.

* YrmaBHOM ce NMpoTenHn npoussode y henujckum Kyntypama, anu
je moryhe 1 CTBOpPUTU TpaHCreHe XUBOTUH-€ Koje he npomnssoanTum
PEKOMOMHAHTHE NPOTEUHE.



‘henunje cncapa Kao eKCcrnpecnoHn cMcTemMu

« 3a npousBoarwy Hajseher Opoja OwuodapmaueyTuka Koju cy
[MUKO3UNNPaHN KOPUCTE CE OBU EKCMPECUOHN CUCTEMMU, O, KOjUX
cy HajnonynapHuje CHO n BHK hennjcke nuHnje.

* MehyTum, oBK ekcripecnoHn cuctemun nmajy u 6pojHe HegocTaTke:

— 3axTeBajy nocebHe ycnoBe 3a pacT (CKyne XpaHSbuee
noasiore);

— cnopwuje pacrTy;
— OrpaHn4YeH Bek Tpajara (MopTarnHe);
— NOANOXHNU CY PU3NYKUM oLiTeherwnma.



‘henunje cncapa Kao eKCcrnpecnoHn cMcTemMu

« OBe hennje ce, ocnm 3a gobujakbe PeKOMOUMHAHTHUX MPOTEUHA,
Kopucte My Npou3BOAHM  Apyrnx  bruodpapmaueyTvka
(MOHOKIOHCKMX aHTuUTena gobujeHnx xmbdpugoma TEXHOOrMjom u
BaKUMHa).

« bpojHa MOHOKIOHCKa aHTUTENa cy gobujeHa kopuwhewem CHO
henunja kao ekcnpecmoHnx cuctema (aganumymad, 6esaumsyman,
pUTYyKCUMab), OOK CY MHOIMM PEKOMOUMHAHTHU NpoTenHn OobujeHn
ynotpebom BHK henuja (pekoMOWMHaHTHM XymaHu doakTopu
koarynauwnje Vila n VIII).

* Ocum CHO wv BHK aHumanHux henujckmx nuHuja, Kao
eKCrnpecmoHn CUCTEM KOpUCTe ce U XxymaHe henujcke nuHuje
HEK293 (xymaHe ewmbpuoHanHe henuje 6Oybpera). Ogaj
eKCrnpecmoHn CcuUctem je  MNOCNYXXMOo  3a  NpOoU3BOOHY
buodapmaueyTtuka gynarnytuaa (Trulicity®), aroHncte peuentopa
3a GLP-1 (eHrn. Glucagon-like peptide-1).



‘henunje cncapa Kao eKCcrnpecnoHn cMcTemMu

« Kaga je notpebHO [06MTM nNpoTeuMHe KoauvpaHe aHUMalHUM
reHMMa Kao eKCrnpecuoHM CUCTEMW KopucTe ce ynpaBo henuje
cucapa. Pasnunuute kyntype hennja cucapa 3axTteBajy pasnmuurte
YCNnoBe 3a YCreLWHO KyINTUBMUCaH-E.

e HajnorogHunju BEKTOpPWU 3a OBE €eKCNpecuoHe CUCTeMe Ccy Latn
BEKTOPM KOju nocenyjy:
— origin 3a bakTepunje n henuje cucapa;
— reHe 3a pe3ncTeHumjy Ha aHTUOUOTUKE;

— NPOMOTEPCKE leHe KOoju Hajyewhe noTu4vy o4 BUpyca Koju
nMmajy CrnocobHOCT Oga wuHuuupajy aHumanHe henwnje (eHrn.
Simian virus 40, SV40);

— aHnmanHe reHe y suay kOHK;
— CuUrHan 3a nonvageHunaumjy Ha 3' Kpajy MHCepTOBaHOr reHa,;



‘henunje cncapa Kao eKCcrnpecnoHn cMcTemMu

* Mapkepe koju he omoryhutn nsonaumjy henwja:

— reH npt (NeoR), Koju  Kogupa HEOMMULNH
cboquOTpch%ep_asy, €H3UM KOju MHXMbMpa aHTUOUOTUK
reHeTeunH. OBaj Mapkep ce KOpUCTUTM 3a opabup
aHuMmanHux henuja Koje cagpxe BeKTop. anwme,
OoOaTKoM aHTUBOMOTUKA rEHeTeunHa y MeanjyMm y KoOMe ce
Hanase aHumanHe henuje npexunsehe camo OHe Koje
cagp’ke BEKTOp ca npt reHom.

— reH DHFR 3a guxugpodonar penykrasy, eH3um rnotpedaH
3a CMHTe3y eceHuujanHe osiHe kucenuHe. Eykapuortcke
henunje He mocepnyjy oBaj reH, Beh camo nnasmuna. Kopucre
ce henuje cucapa 6e3 DHFR reHa u wwaTtn BeKTOp ca
DHFR reHom. [logaTkoMm MeToTpekcarta y Kyntypy henuja
NHXMOMpa ce guxmgpodoonaT peaykrasa n nokpehe seha
ekcnpecnja DHFR reHa Ha Bektopy. [loBehawem
KOHLIeHTpaumje MeToTpeKkcarta nosehasa ce n b6poj konuja
BEKTOpAa.



TpchreHe XNBOTUHE€ KAaO €KCNpecnoHn CUCTEMHA

 [lojeguHn NpoTeuMHW He MOry Aa 3agpXe OWONOLUKY aKTUBHOCT
YKONMUKO Ce CUHTETULWIY Y TMPOKAPUOTCKUM CUCTEMUMA WK
Kyntypama aHummMmanHux henuvja, y TOM cry4yajy Cce KOopucre
TpaHCreHe XXnBoTUh-€.

 Hajuewhe kopuwheHM cucapu 3a OBe CBpxe Cy OBLeE, KO3e W
cBube. XKMBOTUH-E Ce TeHETCKM MoAuduKyjy Tako ga nocrtajy
SKNBU OMOpeakTopn® Koju CUHTETULLY MPOTEMH OO WHTEpeca wu
CeKpeTyjy ra y ogpeheHy TernecHy Te4YHOCT, Hajyewhe MNeKo unm
YPUH, N3 KOjer ce farbe npednwhaBawemMm U305yje NpOoTEUH oA
NHTEepeca.

« [lponsBogH-a nNpoTeMHa Ha OBaj Ha4YWH je U3Y3EeTHO CKyna, jep
3axresa MynTugMcuunnMHapaH TUMCKW pan BeTepuHapa u

dapmaueyTa.



TpchreHe XNBOTUHE€ KAaO €KCNpecnoHn CUCTEMHA

¢ PekoMOMHaAHTHM XymaHu aHTuTpoMbuH |l nponsseneH y Kosjem
mneky (Atryn®) 6uo je npBu OGuodapmaueyTuk [odujeH of
TpaHCreHe XWBOTUHE KOjU je odoDpeH 3a MeauUMHCKY YynoTpeody
kog eyam 2006. rogmHe y 3emsbama EBponcke yHuje, a NOTOM U
2009. roguHe y CAL.

Y EBponu je 2010. roanHe, a 3atum u 2014. roanHe y CA[
0000peH N peKOMOMHAHTHM NPOTEUH NMPOU3BELEH Y MNEKY 3e4yeBa
— uHxuoutop C1l-ectepase (Ruconest®), koju ce KOpuUCTU Y
Tepanuju akyTHUX enu3oga Kod afonecueHata W ogpacnux
naunjeHata ca HacrneaHUM aHrmoeaemMomM.



TpaHcreHe OUIbKe Kao ekcnpecuoHn CUCTEMM

* BbUrbHM ekcnpecuoHn cuctemMn 3a NPom3BOLHY PEKOMOUHAHTHUX
npoTenHa TnojaBunNM Cy Cce Kao npuxeBatibMBa anrtepHaTtuBa
KOHBEHLMOHANHUM eKCNpecuMoHUM CcuctemMmma, Kao LTO cy
KBacHuLe, bakTepujcke n aHnmanHe henwje.

« OO HanpeTka OWIbHOI TEHETCKOr WHXeH-epuHra ocamaeceTux
rooMHa npowror Beka Owurbke ce KopucTe 3a MNpou3BOAHbY
OMONOLWIKN akTUBHUX MpoTeMHa unu OuodbapmaleyTnka, U OBaj
KOHLIENT Ce Ha3nBa MOJeKynapHo y3rajake ourbaka.

« On Tapa ce oBa BpcCTa FEHETCKOI WHXEH-epWUHra cyouduna ca
HEKONMMKO npenpeka, cee Aok 2012. roamHe HMje KoHa4YHO ogobpeH
NpBM  PEKOMOWHAHTHWU MPOU3BOL4 3acHOBaH Ha  OGUIBLHOM
eKCrpecmnoHoM cuctemy (Liaprapenu) - Tanurnyuepasa anda
(Elelyso®), 3a nedverse loweoBe 6onecTu.



TpaHcreHe OUIbKe Kao ekcnpecuoHn CUCTEMM

 MonekynapHo vy3rajake 6Ourbaka ce cmatpa €EKOHOMUYHOM
TEXHOMOIMMjOM KOja je W3Y3eTHO HanpegoBana npoTekrie naBe
aeueHuje.

« Pa3Boj n yHanpehewe cncrtema npeHocHe ekcrnpecuje 3aHadajHo cy
CKpaTunu Bpeme noTpebHO 3a Npomn3BoaHYy NPOTEUHA U 3HAYajHO
nobosbLany NpuHOC NpoTenHa y burbkama.

* lNojeanHn  GBuodpapmaueyTuK, YyKIbYYyjyhu  pekoMOMHaHTHE
BakUMHEe, MOHOKIIOHCKAa aHTuTtena wun Jpyrm KomepuujanHo
OOCTYNHM MPOTEMHU nNpou3Bode ce y Ourbkama, of Kojux ce
BPOjHN UCTINTY]Y Y NPETKNUHUYKUM U KITMHUYKUM CTyaujama.



TpaHcreHe OUIbKe Kao ekcnpecuoHn CUCTEMM

* [1lpegHoCT OUIbHUX EKCNPECUOHUX CUCTEMA CYy:. Pa3HOBPCHOCT,
Beha cTabunHocT pPeKoMOWHAHTHMX NPOTEMHA, WCNNATUBOCT,
6e3beHOCT (300r HegocTaTka LITETHUX CYNCTaHUM Y HMMa), Kao U
CNOCOOHOCT NpOnU3BOaAH-E NpoTenHa ca XeIbeHNM
NOCTTPaHCcNaunoHMm Mmoandukaumnjama.

* Mehytnm, BUIBHM EKCNPECUOHN CUCTEMU U Aarbe UMajy HEKOSTUKO

orpaHunyera Koja Tpeba npesasuhn ga 6mu ce noborbwanu NPUHOC
N KBanuUTeT 0obnjeHnx NnpoTeunHa.

* HMUBO ekcnpecuje NpoTenHa je KputnyaH dpaktop y MoneKkynapHom
y3rojy ourbaka, a oBaj HMBO Bapupa Yy 3aBUCHOCTU OO OWUIbHe
BPCTe, Kao U o4 NpOoTenHa of nHTepeca.



HopmanHe n TpaHcopmumncaHe henujcke nuHuje

* Y dapmaueyTckoj OMOTEXHOMOIMMjU Cce KOpUCTE HOpMariHe W
TpaHcgopmucaHe aHumarnHe henuvjcke nuHunje, Koje ce mehycobHo
3HATHO PassIMKyjy NO KapaKkTepucTukama.

« KapaktepucTtmke HopmarnHe henujcke nuHuje:

— 3a pacT Heonxo4HO Be3nBak-€ 3a Noasiory;
— orpaHundeH 6poj neoba (50-100 geoba);

— pacTty y jegHoMm criojy (MHxmbupa MX KOHTAKT ca ApYyrum
henunjama);

— NOTpebHO Ayxe Bpeme ga yaBocTpyde 6poj henwja;
— NoTeHuujan Ka gudpepeHunjauuju;

— 3axTeBajy KOMMIeKCHU Meaunjym,

— nponudgepaumnja 3aBUCK of crnorballbnx cUrHana.



HopmanHe n TpaHcopmumncaHe henujcke nuHuje

« MHore og oBux ocobuHa orpaHuyaBajy NPUMEHY HOopMariHUX
henujcknx nNuHWja y nHAycTpuju 3a pobunjawe pekoMOUMHAHTHUX
npoTenMHa, CcTora Ce 3a  KoMmepuujarHy  Npou3BOLHY
brnodapmaueyTmka Kopucte TpaHchopmmcaHe henujcke nuHuje,
OLOHOCHO KOHTUHYarnHe henujcke NiMHnje Koje KapaktepuLle:

— pacT y CcycneHsuju, T|. Be3MBake 3a Noasiory Huje ycnos 3a
pacT;

— KOHTUHYasHO pa3MHOXaBaH-€;

— pacT y BULLE cnojeBa (HeMa KOHTaKTHE NHXnouumje);

— 3a KpaTKO BpeMe yaBocTpy4e bpoj henuja;

— NOTMYHO cy n3rybune cnocobHocT andepeHunjaunje;

— pacT y jeQHOCTaBHOM MeaujyMm;

— He 3axTeBajy paKkTope pacrTa.



HopmanHe n TpaHcopmumncaHe henujcke nuHuje

» TpaHcdopmaumja Mma 3a Uurb Aa o4 HopmarsHe henujcke Kyntype
CTBOPW KOHTUHYarHy KyNTypy Koja je pe3ncTeHTHa Ha MexaHu3me
KOj\U KOHTPONULLY pacT, LWTO ce MOXe noctuhn Ha Buwe HadunHa. C
003MpomM aa TpaHcdopmucaHe henuje Mmajy oanuke MasrimrHux
hennja, Kkaga roBopMMo O KOHTUHYMPAHOM pacTy, TEXHMKE 3a
TpaHdopmaLmjy ce 3acHMBAjy Ha TPeTMaHy MyTareHMM areHcuma,
BUPYyCUMaA U OHKOreHnuma (reH Koju MHAOyKyje cTBapare ManurHmx
henwuja).

 HajedpukacHmja wmeToda je WHeKkunja peTpoBMpycMmMma Koju

aKTUBUpajy OHKOreHeay, Koja nocneguyHo TpaHcdopmuile henujy.
TpaHcdopmucaHe  henmje  pacty  penatuBHo  ©Op3o  y
ogroeapajyhmm ycnosMma, a 3a HHWUXOBO Yy3rajake MoOry ce
KOPUCTUTN BNOpeakTopun Unm CUCTEMU BarbKoBa.



NMPON3BOOHA BUODPAPMALIEYTUKA



[TlponsBogr-a bmnopapmareyTmka

* [lpousBoawa OMOdrapmaleyTMKa je jedgaH je o4 HajCTpoxe
perynucaHnx W KOHTPOSIMCAHMX npoueca npoussodwe, a
nponssohaun Ounodpapmaueytnka godbujajy nuueHuy TeK HaKoH
LUTO OOKaxy da je npowusBod epukacaH n 6e3dbenaH, kao n ga ce
npouec NpousBoaHe CnpoBOAM MO HajBULLIMM CTaHA4apavma un ca
HajBehnM CTEeNeHOM CUTYPHOCTMN.

 Hajpehn ©6poj Owunodapmaueytnka npeacrtaBba NPOTEUHE
CUHTETMCAHE ynoTpebom peKoMBMHaAHTHUX CUCTEMA: NpoKapuoTa
(Hnp. E. coli) nnn eykapwuota (Hnp. henuvje cucapa).



[TlponsBogr-a bmnopapmareyTmka

« [lponssogHn npouec 3anounke y3nmarwem jeaHe Kpuosajnuue
pagHe 6aHke henuja n3 cknaguwTa. OBe hennje ce parne
KynTUBULLY Kako Bu ce 3anoderna bnocuHTesa cepuje npomsBoaa,
a cMmaTpa ce Oa je Npou3BOAHM MNpOLEC 3aBplLUeH TeK Kaga ce
KOHa4YHM Npoun3Bo4 Crnakyje y npumMmapHy ambarnaxy, Koja je
npaBuriHO obenexeHa W crnakoBaHa Yy UHANHO MakoBaHsE.
[Tponssogwa bnodhapmaueyTnka nogpasymMmesa HU3 npoueca Koju
ce Mory passBpcrtatm y pOBe rpyne: upstream wn downstream
npouecw.

» Upstream npouecu nogpasymeBajy:
— MHOKynauwujy,
— nponarauujy henujcke Kynrtype,
— (pbepmeHTaunjy.



[TlponsBogr-a bmnopapmareyTmka

« Downstream npouecu nogpasymeBsajy:
— KeTBy" henuja n nsonosarwe CUPOBOI NPOTEUHA,

— KOHLUEHTpoBatbe U rpydbo npeuynwhaBawe gobujeHor
npoTeunHa,

— OUHO XpomaTtorpadocko npevnihasake NpoTenHa,
— doopmyrnauujy gouHanHor npoussoaa,

— nywerwe 6H6ounua nNpousBoLOM, CYyLUeHe CMp3aBaH-eMm
(yKonuko je noTpebHO) n 3aTBapare Npon3soaa,

— O3Ha4daBare (CUrHMpaH-€) N NakoBawe NPoON3Boaa.



[Mpouec npousBoaH-€ buodrapmaLreyTuka
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Upstream npoLlecu - bBUocnHTE3a npounssoaa

« Upstream npouec 3anoymkwe WHOKyrauujoMm W HacTaB/ba ce
obe3behmBakbeM apgekBaTHMX ycnoBa 3a pacTt henuja
(nponaraumja) w”  OMOCMHTE3OM MpOTEMHA OO MWHTepeca
(bepmeHTaumja), Koju ce garbe npednwhasa TokoM downstream
npoLeca.

 MIHOKynaunja nogpasymeBa oOMp3aBake jedHe paaHe OaHke
hennja ”n HeHO 3acejaBakbe Yy @ack Koju cagpXu TeyHU
XpaHrbuemn meaunjym (3anpemuHe 5/15/25 ml). Y oBoj dasum henuje
Cy ByrnHepaburHuje, jep TOKOM WHOKynauuje nocToju pu3uK 3a
KOHTaMUHauMjy henujcke KynType, na cy NpeBeHTUBHE Mepe 3a
3aWwTnTy o4 Heductoha v npuMeHa acenTUYHUX TexHUKa
HEeONnXo4He.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

* HakoH nHoKynauwuje henuje nponase Kpo3 asy npunarohasama,
Ha KOjy Cce HagoBesyje nponarauuja — pact U pasMHOXaBawe
henunja. Y oBoj pasun hennjama cy ob6e3beheHn ontTumarHu ycrnosu
3a pacT 1 pasMHOXaBahe, Npu Yemy y OBOj pasu He gonasu Oo
npousBogrke npotenmHa, Beh camo 0o nosehawa 3anpemMuHe
brnomace n ryctuHe henuja.

* OnuncaHe cy 4Yetnpun pasnnunte dase pacrta henuja y Kyntypu:

1. henuje ce npunarohasajy in vitro okpyxemwy - ,Jag dasa“

2. henunje nponase Kpo3 eKcrnoHeHuwnjanHy d¢asy pacrta - ,log
doaza”

3. henuvje ycnocTtasrbajy paBHOTEXY WM3Mely cTone pacrta u
CMpPTU - ,nnaTo gasza”

4. ctona henujcke cmpTn npemawyje 6p3nHy henunjcke
nponudpepavmje u KpmBa pacrta onaga, "¢gasa cmMpTtn"



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

« TokoM nponarauuvje, og NPBOOUTHO 3acejaHe jegHe reHepauwuje
henunja Hactaje HeKoONUKoO reHepauunja henunja. [ocTusame
ogrosapajyhe 3anpemunHe W ryctmHe henuja 3asBucu of Tuna
henunja, 6p3nHe Kojom ce henuje gene n BpeMeEHa Koje UM je
NOTPEOHO Oa OOCTUIHY XerbeHY KOHJITYEHTHOCT Yy Meanjymy,
Bapupa o4 HEKOSIMKO caTu 40 HEKOSNMKO Hederba.

« Ha npumep, E. coli je notpebHo 20 MnHyTa Oa yaBocTpy4dn 6poj
henuja, pok je CHO henunjama notpebHo 14 — 17 camn. Y
3aBUCHOCTM oOf Tuna henwuja, 3a nponarauujy ce KOpucTtu
pasnuyuta onpema (HNp. Heke hennje pacty y jedHOM Crojy
npuyBpwheHe 3a MOBPWWHY cygoBa, [OOK Opyre pacty
cycneHaoBaHe y Meaunjymy).



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

 Kaga kyntypa henuja pocturHe 75 — 100% KoHMpnyeHTHOCTH
(Nnpouewyje ce nocmatpaweM dnacka ca henujama nog
MMKPOCKOIMOM), FOTOBO CaB KMCEOHMK U MeanjyM Cy UCTPOLLEHN Te
je HeonxooHO ga ce MeaumjyMm 3aMeHu, Tj. nacaxupa Wu yjegHo
henwnje npeHecy y dnack sehe 3anpemMunHe.

* YKONnKo ce henuje He nacaxupajy Ha BpemMe W npeHacene
Meaujym, To nowe ytmde Ha paseoj henujcke kyntype. Ca gpyre

CTpaHe, YKONMMKO ce henuje npepaHo nacaxupajy To ycrnopasa
HacTaBak HapeaHe dhase pacra.

* Bpeme namehy nacaxa saBucu og tmna henuja n ctone HUXOBOT
pacrTa.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

* YKkonuko henwuje pacTty y jegHoM crojy Ha gHy donacka, npsu Kopak
je Oa ce henuje oanene ca MNOBPLIMHE TPUNCUHU3ALNOM UMK
mMexaHuykmum nytem. CycneHsuja henumja ce notom npeceje y HoBy
KynTypy, rae ce y marny nopuujy npyumapHe Kyntype gogaje HoBM
Meaunjym, npu Yyemy HacTtaje cekyHaapHa KynTtypa. JegHocTtaBHUja
je nacaxa kyntypa henuja Koje cy cycrneHgoBaHe Yy OOHOCY Ha
henwnje Koje pacTy y jegHoM crojy npuyspwheHe 3a gHO donacka.

 hennje Kkoje cy cycneHooBaHe ce Yy3rajajy Yy donacky, npwu
KOHTponucaHoj Temnepartypu (35 - 38 °C) n konM4MHWM YrIbeH
aunokcuaa. YKonuko je notpebHo, henujama ce o06e36ehyje
aflekBaTHa BIaXXHOCT Basgyxa.

 OnTnmanHa pH BpegHOCT je Bprio OuTHa 3a adekBaTaH pacT
henwnjcke kKynType.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

« XpaHromeu megujym je borat bukapboHaTuma Koju y3 gogatak 5%
CO, npaBe nygepckn cuUCTEM, KOju OANMNYHO KoHTponuwe pH
BpeaHOoCT henujcke Kynrtype.

« 3a apgekBaTaH pacT henuja 6uTHO je U npahewe napuujanHor
nputucka CO,, koju je metabonuykm nHaukatop. Haume, henvje
KOPUCTE KMCEOHUK U IMyKo3dy cTBapajyhu yrioeH guokcua v BOAY.
‘henuje cnucapa crteapajy yrioeH OUOKCUL U MITEYHY KUCENNHY, Koje
cMmamwyjy pH BpegHocT megumjyma, Tako ga ce pH BpegHoct
KOPUCTU Kao nokasaTesb (nopen KOHSIyeHTOCTM M napuujanHor
nputucka CO,, npucycTBo HycnpoussBoga) Kaga Tpeba
nacaxupartu henuje.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

* [lpomeHa pH BpegHoOCTM Megunjyma ce MOoXe npatutM NpoMeHOoM
boje peHON uUpBEHOr KOju ce Ooaje y XpaHSfbMBY noasiory Kao
NHOUKATOP KOju je oceTibuB Ha npomMmeHe pH y oncery 6,8 — 7,4.

* [pu:

— pH = 6,5 - megujym je xyr,
— pH = 7 — HapaHyacT,
—pH=7,4—-upBeH un
— pH = 7,8 — rbybunyact.
 basHn pacTtBopM Kao WTO Cy HaTpujym KapboHat, HaTpujym

BukapboHaT 1 HaTpUjym XMOPOKCUO Ce KOPUCTE 3a nopellaBare
pH BpeaHocTw.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

« [la O6u nocturnun xeroeHy buomacy koja he obesbegutn gobdap
NPUHOC Tepanwujckor npoTeEUHA, HEeOonxogHo je MoCTeneHo
nosehasatn BonymeH henunjcke kyntype. [lpouec npeHoca
henujcke KynType n3 obnyHor donacka Koju numa sanpemMmuHy 25 mi,
Npeko ,ejkep” donacka o4 HEeKonuko nutapa, OO0 Kpajwer
brnopeakTopa 4uja je 3anpemuHa Bulle CTOTUHA NuTapa je Beoma
KOMMNeKcaH, 3axTeBaH W AOyroTpajaH. 3a ycnewaH npouec
npeHoca henuvja nNoTpebHO je y3eTn y 063Mp MHOro pasfnMunTmUX
drakTopa, Kako BMONOLLKMX TaKo U (PU3NYKNX.

« CTpora KoHTpOsfia pasnuyntux napamerapa y peasriHoM BpeMeHY
je notpebHa ga On ce uAeHTUMPUKOBaANMU KPUTUYHU NapameTpu
npoueca, 3a Koje je BaXXHO Ja ce 3Ha ga KOHTponuwy éuornorujy
hennja, ann n ga dn ce UCNyHUNU KpUTEPUjyMU perynauuvje y
nornegy KBanuteta, epmMKacHOCTN U NCNNaTUBOCTN.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

« [la 6u ce ncnyHMnu oBM 3axTeBu 3a Npahewe, KIiby4HO je nmatu
ayToMaTu30BaHM cuUCTeM OMopeakTopa Koju omoryhasa KOHTpoOsny
y peasiHoM BpeMeHy, npahewe, CHUMawe U ynpaBibame
nogaumma Kkopuwherwem codpteepa.

* [lpouec npeHoca y KombuHauuju ca noBehawem Guomace oA
dnacka no bruopeaktTopa Huje yBek nak. Okpyxewe 3a henuje ce
NOTNYHO MEHa, MNOoYeBWM Of aepauvje AOo camor Ha4dunHa
KynTuBauuvje n mellama.

 UnweHnya pa ce henuje Buwe He ,Tpecy Ha wejkepy” Beh ce
Mellajy YHyTap OuopeakTopa je BEeNMKM CTpPec 3a OcCeTibMBe
henunje cucapa, a nopen Tora ce jaBrba U Npobrem ca NeHeHEM
Meoujyma, anum ce OHO KOHTponuiwie fofaBaeM aHTuneHehux
areHaca n cypakraHara.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

 [lopen HaBegeHUX, NOCTOjU jOLL HEKONUKO KPUTUYHUX NapamMeTapa
Koje Tpeba npaTtutn npunukom pacta henuvja y bmopeakropmma:

1. TllpeHoc kmceoHuka: C ob3mnpom pa je kyntuBaumja henuja
cucapa aepobaH npouec, agekBaTaH NPEHOC KUCEOHMKa [0
henwuja je o krbyyHor 3Havaja. [la bu ce obe3beauna ageksaTHa
CHabOEeBEHOCT KUCEOHMKOM, Tpeba KoHTponucatm Op3uHy
Mellana, NpPoTOK raca m cacrtaB raca. C obsmpom Ha TO AOa
hennje cucapa Hemajy henujcknm 3uma, nNpuTUcak nog Kojum ce
yBoau rac y henwujcky kyntypy mopa 6uUTWM Hu3aK Oga He Owu
OOLWno 00 HMXoBOr owTtehewa, MenfyTMm, TO ca Opyre cTpaHe
MOXe Yy3pokoBaTM HexomoreHocT henunjcke kyntype. [lopen
NOMEHYTUX napameTapa, godaTHO Tpeba npaTuTn npoueHar
PacTBOPEHOr KNCEOHUKA, jep CaMO KMCEOHMUK KOjU je pacTBOpPEH
y megujymy, henuje mory na Kopucre.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

Meware henujcke kyntype: HegoBorbHO Mellawe OoBOAM OO0
npomMeHe pH BpegHocTW, HeadekBaTHe cHabOeBEHOCTU
XpaH/bMBUM MaTepuja, Kao WM OO0 HeaneksaTHe aepauuje
Meoujyma, WTO 3HavajHO yTu4ye Ha pacTt henuja n npoun3BogHy
Tepanujckor npotenHa. Tun nponenepa, 6p3vHa Melwawa u
pacnpLlmBadum raca OUPEKTHO YyTUYYy Ha BeNUYMHY BPTora Koju
ce cTBapa npu Melwakwy Megujyma y KoM ce Hanase henuje n Ha
camy Benun4ynHy mexypuha raca.



MHOKynaumja n nponaraumnja henuja

3. Axymynauwmja yriseH aunokcunga, CO,: 3060r HUCKOr npuTuUcka noa
KOjUM ce yBOAW KMCEOHUK, KoHueHTpauunja CO, y meamjymy 3a
KynTypy je MnoBuLIEeHa, LUTO HeratMBHO YTUYEe Ha KBanuTeT
npon3Boaa, Kao 1 Ha pacT henuvja n Npon3BoaHy NpoTenHa.

[a on ce npesasnwnn mMoryhn nomeHytTn npobriemMm HeornxogHo je
ogabpatu ontumanaH [aOum3ajH  Ouopeaktopa. CBM  MNOMEHYTU
napameTpu ce npaTe y peariHoM BpeMeHYy TOKOM KyrnTuBaLuuje v npu
CBaKOM KOpaky npeHoca 13 gonackosa Makwunx 3anpemMuHa y sehe, u
HaKkOH Tora mn3 Behux wejkep cdnackoBa y buopeaktope cBe Behux
3anpemMuHa.



depmeHTaumja

 Nlog depmeHTaumMjom y npousBoawn  BuodapmaueyTuka
nogpasymeBa ce npouec pacta U pasMHOXaBawa henuja vy
TEYHOM MeanjyMy, TOKOM KOr Jofia3n 40 CUHTEe3e NpoTenHa.

« 3a (pepmeHTaumnjy Cy HEOMXOLHMU:

1.

2.

‘henujcke NnuHnje ca PEKOMBUHAHTHOM OHK
(MUKpOOpraHnamMmn, aHumarsHe Kynrtype henuja v gp.);

XpaH/bmBn  Megujym  (cactaB  Meamjyma W YCrioBM
dbepmeHTaumnje Koju cy noTpedbHM 3a onTumanaH pact
hennja ce yTBphyjy TOKOM WHMUMjanNHOr  pas3Boja
NPOW3BOAHOr NpoLieca, a KaCHWNje ce PYTUHCKU NOoHaBIbajy);

buopeakTop (nNpoun3Boge ce 04 BUCOKOKBANWUTETHOr
Hephajyher 4enuka y 3anpeMunHU O HEeKOSMKO OeceTuHa
nuTtapa, 40 HEKOSNKO AeceTUHa Xurbaga nurtapa).



depmeHTaumja

« PepmeHTaUMja je cacTaBHM [OeO0 Tnpoueca MNpoun3BoaHE
bnodapmaueytnka 6e3 ob3unpa ga nuM ce Kopucte henunje
npokapuoTa Wnn eykapuoTta, mako ce ausajH buopeaktopa u
YCIiIOBM pacTta pasfivkyjy y oBa gBa cnydaja. [lpeko nonosuHe Oo
caga opobpeHux buodapmaueyTuka ce npoussoan ynotpebom
pekombuHaHTHe E. coli u S. cerevisiae, y buopeaktopmma Koju
nMmajy nocrta CriM4HOCTH.

 Hajgehu 6poj npeoctanux 0OunodapmaueyTnka ce npons3Boau
ynotpebom henujcknx Kyntypa cucapa, yrnaBHOM
pekombuHaHTHMX BHK n CHO henunja (unn xubpugoma henuvja y
Cny4ajy HEKMX MOHOKIOHCKNX aHTUTenNa).



depmeHTaumja

* lNocToje ogpeheHe cnn4HOCTU BMopeakTopa 3a hemnvjcke KynType
cucapa 1M MuKpoopraHusama, anu rnoctoje u ogpefeHe pasnuke.
BuopeakTopn nnu gepmMmeHTaTopu npencTaerbajy cyqoBe Koju cy
Av3ajHMpaHn Tako da omoryhe henuvjama npov3BoAly UMIbHOT
npotenHa. Y BehuHu Omnopeaktopa henuje ce raje y TeYHO]
XpaHIbMBOj NOANO3M, Ca Ta4yHO KOHTPONMUCaHUM NapamMeTpuma
KOju ce ayTtomaTtckM opgpxkaBajy Yy ONTUManHum rpaHilama
3axBasbyjyhn mMepHo-perynauuoHoj onpemu. [NapameTtpn Koju ce
npare cy.

— Temrnepartypa,;
— pH BpegHocT;

— Bp3nHa Melana henunjcke KynType;
— Op3unHa npeHoca knceoHuka n CO,;
— CTBapameE NeHe;

— CTEPWUITHOCT noasiore u Basgyxa.



depmeHTaumja

« Opabup oprosapajyher dbuopeakTopa je KrbyydaH 3a YycCrewHOCT
dhepmMeHTaumvje, WTO Oarbe AUPEKTHO YTUYE Ha KOHLUEHTpauwujy
npou3Boda OO WHTepeca, Tj. MPUHOC, ann WU KOMUYMHY N Tun
HeyncToha, OAHOCHO HacTaHak Hycrnpouaeoaa.

« BbuopeakTopu ce y 3aBMCHOCTM Of peXxuma paga ceBpcrasajy y Tpu
KaTeropuje:
— LLIapXHe,
— OONUBHE U
— NPOTO4YHe (nepdy3noHe).



BropeakTopu ca LapXHUM PeXMMOM paja

 buopeaktopn ca wWwapXHUM pexumMomMm paga omoryhasajy pacTt
henunjcke Kyntype Ha ogrosapajyhoj noanosn ©0e3 HakHagHor
gopasarba HyTpujeHata. OBakaB pexum omoryhaesa henunjama ga
npohly Kpo3 TunnyHe ase pacTta, og dhase npunarohasama,
Npeko dhase eKcnoHeHumjanHor pacta o dhase ycrnopaBawa
pacTa, cTaumoHapHe dpase n pase ymmpamna henuja.

« WapxHn pexum je norogaH 3a rajeke henmja Kako 'y
nabopaTtopujckumMm, Tako U Yy MHOYCTPUjCKMM ycnoBuma. BehuHa
brnodapmaueyTmka ce npon3Boam TOKOM cTaumoHapHe dase, jep
je 3a Bpeme akTuBHe dhase pacTta CUHTE3a NpoTenHa nHxmbunpaHa.



BruopeakTtopu ca JONMMBHUM PEXMMOM paja

 buopeaktopn ca [OONMMBHUM pexumMomMm paga omoryhasajy
KOHTMHYyarHO godaBane cyncrtparta. OBakasB pexum je HeonxogaH
y Crnydyajy Kaga cam cyncTpaT Yy BUCOKOj KOHUeHTpauuju genyje
NHXMOUTOPHO, Te ra je noTpebHO [JogaBaTtM Y HUCKUM
KOHUEHTpaumjama y KOHTUHYUTETY.

 Ha npumep, ykonuko ce E. coli rajy y meamjymy ca BUCOKOM
KOHUETpaunjom rnykose, E. coli 6u pacna makcumanHom 6p3nHOM
n npu TOM 6K npomsBoguIia OpPraHCKe KUcenuvHe W apyre
mMeTabonuTe Koju 61 nHxnbpanu weH garom pact. Anun Kaga joj ce
Myko3a [Jopaje nocteneHo y wmegujym, E. coli je kopuctu
epuKacHuje u cTaBpa MaHke Hycnpomssoaa.



buopeakTopun ca nepdy3moHUM pexxmmom paga

* buopeaktopn ca nepdy3vMoHUM pexumMoM paga npeacrtasrbajy
CBOjEBPCHY anTepHaTnBy bnopeakTopuma ca LOSIMBHUM PEXUMOM
N Hajdyewhe ce KopucTe 3a KyntuvBauujy aHMManHux henmjckmx
Kyntypa. OBakaB pexum nogpasymeBa KOHCTaAHTaH MNPOTOK
cynctpata y3 wu3sgBajakbe hennja nomohy membpaHa wnu
ueHTpudyrnpawem. [lepdysmoHn pexum paga omoryhasa WU
n3aoBajam-e HeyHKLMOHAaITHNX henunjckmx ocTaTtaka,
HyCMnpou3Boaa U eH3nMa Koju Mory gerpagmparti npousBoa.

 HepgocTtaTtak oBOr tuna paga je nosehaHa nNoOTpoLUH-A XpaHibMBe
nognore.



Tunosun bnopeaktTopa

 Tun OwnopeakTopa Koju he ce KOPUCTUTU 3a NPOU3BOAHY
bnodapmaueytnka 3asBucum o Tvna henuvje, Tj. eKcnpecuoHor
cuctema.

« Kaga ce 3a npoussogwy buodapmaueytmka kopucte daktepwuje
Unn KeBacau, ynotpebrbaBajy ce KnacudHMm OunopeakTopu ca
MellakeM, C 003MpoM Oa Cy MMUKPOOPraHM3MuM OTMOPHU Ha
CMuUajHe curne U ga ce 6p3o pasmHOXaBajy (kBacau ce
yasocTpy4un 3a 30 MmuHyTa, a E. coli 3a 15 - 20 munHyTa).



Tunosun bnopeaktTopa

 buopeaktopn 3a KyntmBauujy henumja cucapa 3axteBajy
npeunsHnje KOHTPOnncaHe CUCTEME KOju ofpkasajy onTumariHe
ycnoBe 3a oBe ocerT/bumBe henuje. OHM cagpxe nporenepe
bpoackor tuna (Hekn 6uopeaktTopum 3a henuje cucapa Hewmajy
nponeriepe u KOpUCTe pacrnpLimBaye raca Kao jeanHo cpencTso 3a
MelWawe mMeaunjyma), Hemajy nperpage, a yHyTpallkwe rnoBpLUnHE
Ha OHY OnopeakTopa Cy 3aKpuBILEHE.

« OBe pasnuke umajy 3a unb ga cmawe owteherwa Kpxknx henwuja
cucapa Koje Hemajy cnorballky MemMbpaHy M MHOro ce crnopuje
pasMHoOXaBajy, notpebHo je 15 - 25 catu pa ce yaOBOCTpyue.
[Mponenepn o06e3behyjy anmctpubyuunjy HyTpujeHata OO CBUX
henwnja y peakTtopy, a nokpeny nux cnosballby MOTOPW.



depmeHTaumja Kyntypa henmja MmkpoopraHmsama

* Hajnpe ce 6uopeaktop nyHW npednwheHoMm BOAOM, MMOTOM Ce
aopajy tepmoctaburiHe XpaHibMBe MaTepuje HeornxodHe 3a pacT
henuja, HakoH 4Yera ce in Situ cTepunuwie Megujym TOMSOTOM.
MHorn Bbunopeaktopun nocegyjy yrpaheH cuctemM 3a rpejarbe unu
crnorbawhe 0obriore Kpo3 Koje rnposiasv napa Koja rpeje cagpxaj
nocyae.

« TepmonabunHu cactojum ce ctepunuly ounTpaumnjoMm u NoTom ce
HaKOH 3arpeBar-a 4oaajy y nocyay 3a doepmMmeHTauujy.

« CacraB megujyma Bapuvpa, o4 jegHoCcTaBHUX (Hajyewhe rnykosa u
HEKe MUHeparnHe conm) OO0 KOMMIEKCHUUX Meanjyma Koju cagpxke
MNEenTOH M eKCTPaKT KBacLa.



depmeHTaumja Kyntypa henmja MmkpoopraHmsama

« N36op meanjyma 3aBucu og;

— HYTPUTUBHUX 3axTeBa henujckux nuHnja (obesbehyje ce
MakcumManHu pact henumja wn npou3BoOHa  XKESbeHOor
NpoTeENHa);

— MecTa CcTBapawa npowussoga (YKONuKo je buodpapmaueyTuk
eKcTpauenynapHu npouseo oHaa je 6orbe KOpUCTUTU Mahe
KOMMSIEKCHM Meaujym, Kako 6u nojegHocTaBMO MpoLec
npeynwhaBawa puHaANHOr Nponseoaa).

« PepmMmeHTaUMja ce AellaBa HEKONMKO AaHa HaKOH WHOKynauwuje
KynType henunja n TokoMm OBOr npoLeca ce akymynupa bruomaca.



depmeHTaumja Kyntypa henmja MmkpoopraHmsama

« Y Hajpehem 0Opojy crniydajeBa npou3Bog Ce akymynupa
NHTpauenynapHo n henunje ce cakyrnsbajy (T3B. XXeTBa NpousBoaa)
Kaga ce TMNOCTUrHe MaKkcumanHu rnpuHoc ©Ouomace. OakaB
NpPUCTYyNn Cce Hajdewhe KOpPWUCTW, Mada Cce MOry KOPUCTUTU WU
brnopeakTopmn KoOju QYHKUMOHULLY MNPU KOHCTAHTHOM [Oo[daBarby
HyTpuMjeHaTa W KOHCTAaHTHOM Ccakynibakwy Owuomace npu 4yemy
NnpoLec Npon3BoaH-€ HECMETaHO Teye.

Tokom npoueca doepmeHTauuje, Ba3oyXx (cTepununcaH
dunTtpaumjom) ce ybpusraBa y cyd Kako 6u ce o0b6es3beauno
cHaboeBak€ KUCEOHMKOM, [OOK je Temnepatypa Yy nocyau
nogewieHa Ha 25 - 37 9C, kako 6u ce 06e3beamno ontTumanaH pact
henwuja.



depmeHTaumja Kyntypa henmja MmkpoopraHmsama

- la Ou ce nocrturne ogroeapajyhe TemnepaTtype dewhe je
HeornxoaaH cucTeM 3a pacxnahmBane, Hero CUCTeEM 3a rpejamse.

 TokoM depMmeHTauuje TemnepaTtypa pacTte ycnen metabonmama
MUKPOOpPraHn3ama n MexaHU4kKnx akTUBHOCTU (HNP. MeLlane).

« Xnahewe ce NoCcTmxKe nponackomM pacxragHor cpeacrea (xnagHe
BOOE WNW €TUINEeH [NKuKosfa) KPpo3 CUCTEM LEBWU, MPUCYTaH Y
cnosballkeM OMOTady rocyde WM Hekaga Kpo3 YHyTpallhe
LEBW.



depmeHTauuja kyntypa henuvja cucapa

» Kyntusucame henuvja cucapa je TeXHUYKMU KOMMNMeKCHNje U CKynsbe
y ogHOcy Ha kynTtype henuja mukpoopraHmsama. CTtora ce OHe
KOPUCTE WCKIbYYMBO 3a MPOM3BOAHY NPOTEMHA KOO KOjUX je
HeonxogHa  MNOCTTpaHcnauuoHa  moaudukaumja.  Ynotpeba
hennjckmx  Kyntypa cucapa je  HeonxogHa kKaga je
yribeHoXxuapaTtHa KOMMOHEHTa eceHuunjarnHa 3a  OMOsoLKy
aKTMBHOCT, CTaDUIHOCT NpoTenHa Unu nosiy>XnBoT Yy CEPYMY.

« 3a pasnuky og Mukpobuonowkmnx henuja, kyntype henuvja cucapa:

— 3axTeBajy KOMMIIEKCHNjU Meaunjym;

— 3axTeBajy Npody)XeHOo Bpeme depMeHTaunje ycreg cnopor
pacTa;

— Hemajy henujcku 3ug na cy ocetrbmBUuje 04 MMUKPOOUOSTOLLKMX
henuja.



depmeHTauuja kyntypa henuvja cucapa

* Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) je OCHOBHMU
Meaujym 3a Kyntype henunje cncapa Koju cagpxu:

— BehunHy L-amnHokuncenunHa

— BehnHy BuTamuHa (PoriHA WM MaAHTOTEHCKa KucenuHa,
MMPUOOKCUH, pnbodriaBuH, TMAMUH, UTA,.)

— conu (Hnp. NaCl, KCI, CaCl,)

— N3BOP YribeHMKa (0BNYHO rnykosa)

— aHTMBMOTUKE (HNP. NEHULUUIUH NN CTPENTOMULINH)
— [JoOaTHU cepyMm

— nydpoepe

* KoHcTuTyeHTM Meoujyma, of KOjUX Cy HEKM TepMonadunHu,
pacTBapajy ce y npeynwheHoj Boau 1 ctepunuily puntpupamem,
a notom ybauyjy y npeTxogHo ctepunucaH duopeaktop 3a henuje
cucapa.



