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SANTRAUKA

Pagrindinis audiniy inZinerijos tikslas yra atstatyti ir pagerinti audiniy ir organy funkcionaluma.
Nauji mokslo pasiekimai Sioje srityje sukure galimybe¢ laboratorijose uzauginti organus naudojant
dirbtinj ekstralastelinj matriksa, lgsteles ir bioaktyvias molekules. Vis dar susiduriama su tam tikrais
sunkumais naudojant §j metoda, i§ kuriy vienas pagrindiniy yra organo dirbtinio karkaso biologinis
efektyvumas. Organo karkasas imituoja audiniy natyviaja architektlira ir aplinka bei dalyvauja
daugelyje Igsteliniy procesy. Siai funkcijai atlikti laboratorijose naudojamos ekstralastelinio matrikso
molekulés, dazniausiai jvairiis rekombinantiniai baltymai.

Ekstralgsteliniai baltymai yra didelés molekulinés masés struktiiros, tad jy gamyba $iuo metu
placiai naudojamose bakterinés raiSkos sistemose yra problematiska. Alternatyva Siam metodui yra
augalinés raiSkos sistemos. Palyginus su bakterinémis raiSkos sistemomis, augalinés sistemos
pasizymi daugeliu pranaSumy, tad $is metodas yra patrauklus siekiant didelio masto gamybos.

Sio tyrimo metu buvo tirta ektralastelinj matriksa imituojan¢io chimerinio peptido gamyba
Nicotiana tabacum ir Daucus carota augalinése raiskos sistemose. Abu $ie augalai pla¢iai naudojami
rekombinantiniy peptidy gamyboje.

Bandymo eigoje buvo sukurtas tikslinj geng neSantis binarinés sistemos vektorius ir transgeniniy
Agrobacterium tumefaciens bakterijy kamienas, kuris toliau buvo naudotas augaly transformacijai.
Buvo bandoma transformuoti tabako protoplastus ir lapo diskus bei morkos lasteliy suspensijg ir
hipokotilius. Lapo disky, lasteliy suspensijos ir hipokotiliy transformacija buvo jvertinta regenerantus
auginus naudojant selektyvias terpes. Morky hipokotliy transformacija taip pat buvo jvertinta atlikus

ju DNR kapiliarinés elektroforezés analize.
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SUMMARY

Tissue engineering’s main goal is to restore and improve the functionality of damaged tissues
or organs. New advances in this field have created a possibility to grow artificial organs in a lab using
artificial extracellular matrix, cells and bioactive compounds. The method still has some issues, the
main one being the biological efficiency of the artificial scaffold. The scaffold mimics the native tissue
architecture and environment as well as participates in many cellular processes. To fulfil this function
labs use extracellular compounds, specifically recombinant proteins.

Extracellular proteins have high molecular weight, so their production using commonly used
bacterial expression systems is problematic. As an alternative for this method, plant based expression
systems are used. Compared to bacterial expression systems, plant based ones have many advantages
and so this method is more appealing to use for mass production.

The production of extracellular matrix mimicking protein in Nicotiana tabacum and Daucus
carota plant expression systems was investigated. Both of these plants are widely used for the
production of recombinant proteins.

Binary system vector, carrying the gene for the chimeric protein, was constructed and a
transgenic Agrobacterium tumefaciens line was created. The bacteria were later used for plant
transformation. The transformation of tobacco protoplasts and leaf discs as well as carrot cell
suspension and hypocotyls was attempted. The transformation success of the leaf discs, cell
suspension and hypocotyls was assessed by using selective growth mediums. The transformation

success of carrot hypocotyls was also assessed by doing capillary electrophoresis on their DNA.



SANTRUMPOS

2.4D — 2,4-dichlorfenoksiacto rtgstis (fitohormonas auksinas)
a. r. —amino ragstis

apm — apsisukimai per minute

AS — acetosiringonas

B5 — Gamborg’o baziné terpé

BA — 6-benziladeninas (fitohormonas citokininas)

BAP — 6-benzilaminopurinas (fitohormonas citokininas)

bp — baziy pora

C-galas — baltymo grandinés karboksi-galas

CPW — protoplasty plovimo tirpalas (ang. cell and protoplast washing solution)
CTAB — heksadeciltrimetilamonio bromidas

dH20 — dejonizuotas vanduo

DNR — deoksiribonukleo riigstis

E. coli — Escherichia coli bakterija

EM — ekstralastelinis matriksas

FDA — fluoresceino diacetatas

g — gravitacing jéga

GFP — Zaliai fluorescuojantis baltymas (ang. green fluorescent protein)
IAR — indolil-3-acto riigstis (fitohormonas auksinas)

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

kbp — Kkilobaziy pora

kDa — kilodaltonai

LB — lizogeniné terpé (ang. Lysogeny broth)



MKK — morky kaliaus indukcijos terpé

MS — Murashige ir Skoog terpé

NAR — 1-naftalenoacetatiné riigstis (fitohormonas auksinas)

N-galas — baltymo grandinés amino-galas

OD - optinis tankis (ang. optical density)

PEG - polietilenglikolis

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

RGD - tripeptidas i$ arginino, glicino, aspartamo amino ragsciy (Arg-Gly-Asp)

RM — regeneraciné terpé (ang. regeneration medium)

SE — somatiné embriogenezé

SOC - optimali mitybiné terpé (ang. Super Optimal broth with Catabolite repression)
Ti-plazmidé — auglius sukelianti plazmidé (ang. tumor inducing plasmid)

Tris-EDTA — buferis sudarytas i$ tris(hidroksimetil)amino metano ir etilendiaminotetraacto ragsties
TSM — tabako suspensijos terpé (ang. tobacco suspension medium)

W5 — plovimo tirpalas

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-p-D-galaktopyranozidas

YEP — mieliy ekstrakto peptono terpé (ang. yeast extract peptone)

YIGSR — pentapeptidas i§ tirozino, izoleucino, glicino, serino, arginino amino ragsciy (Tir-lle-Gly-

Ser-Arg)



IVADAS

Medicinoje dirbtiniai organai ar audiniai vis dazniau naudojami patirty traumy, degeneraciniy
ar susijusiy su amziumi ligy gydymui taip pat organy nepakankamumo atveju. Siuo metu pladiai
priimtas tokiy atvejy gydymas yra organy transplantacija i$§ vieno individo kitam. Tam tikrais atvejais
naudojami ir gyviiny audiniai ar organai. Nepaisant to, kad Sios procediiros iSgelbsti daugybe gyvybiy,
tai néra tobulas sprendimas. Transplantuojamas organas gali biiti atmestas recipiento organizmo, o
taip pat yra susiduriama su dideliu donory stygiumi. Dirbtiniy organy ir audiniy inzinerija i§spresty
abi Sias problemas [1].

Si tarpdisciplininé sritis naudoja inZinerijos ir biomedicinos moksly principus siekiant atstatyti,
palaikyti ir pagerinti audiniy funkcionalumg [1]. Svarblis mokslo pasiekimai Sioje sferoje yra
atliekami nuolatos, jau dabar atradimai biomedziagy, augimo faktoriy, kamieniniy Igsteliy, biologinés
mimikrijos ir kitose srityse sukiiré galimybes laboratorijoje uzauginti organus naudojant dirbtinj
ekstralgstelinj matriksa, l1gsteles ir bioaktyvias molekules [2]. Taciau $i nauja technologija néra placiai
naudojama, nes vis dar susiduriama su tam tikrais sunkumais, i$ kuriy vienas svarbiausiy yra organo
dirbtinio karkaso (ang. scaffold) biologinis efektyvumas. Sis karkasas imituoja organy ir audiniy
natyviaja architektiira ir aplinka bei dalyvauja audiniy vystymosi procese [3]. Siai funkcijai atlikti
laboratorijose naudojamos jvairios ekstralastelinio matrikso (EM) molekulés.

Fiziologinéje lgstelés mikroaplinkoje vyksta daugybé procesy, kuriuose dalyvauja EM
skaidulos, tarplastelinis skystis, gretimos lgstelés, bioaktyviis junginiai. Lasteliy integrinai sgveikauja
su adhezinémis EM molekulémis, tokiomis kaip fibronektinas, lamininas. Sie matrikso baltymai yra
itin svarbiis siekiant ne tik struktiiry stabilumo, bet ir efektyviai lasteliy adhezijai, migracijai, augimui
ir diferencijacijai [3-5].

Minéti ekstralgsteliniai baltymai yra didelés molekulinés masés struktiiros, todél jy gamyba
naudojant placiai taikomas bakterines raiSkos sistemas yra problematiska. Alternatyva Siam metodui
yra augalinés raiskos sistemos. Siuo metu tokios raiskos sistemos pasizymi salyginai maza kaina,
biologiniu saugumu, galimybe modifikuoti eukariotinius baltymus bei galima didesnio masto gamyba.
Taip pat molekuliy gamybai naudojami augalai ir vektoriai gali biiti kei¢iami pagal esamus poreikius,
tokios modifikacijos leidzia sukurti unikalius ir tolygius potransliacinius pokyc¢ius Zzinduoliy
baltymuose [6, 7].

Vienas populiariausiy modeliniy augaly yra Nicotiana tabacum. Nicotiana genties augalai yra

placiai naudojami sudétingy rekombinantiniy baltymy raiskos tyrimuose jau kelis deSimtmecius.
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Nepaisant kai kuriy sunkumy baltymo gryninimo stadijose, jau net keli tokiu biidu pagaminti
bioaktyvis junginiai yra naudojami klinikiniuose tyrimuose [8].

Kaip alternatyva rekombinantiniy baltymy raiSkai tabako augaluose taip pat naudojamos
valgomosios morkos, Daucus carota ssp. sativus [9]. Nors morkos baltymy raiSkos tyrimuose
naudojamos reciau, taciau butent Sie augalai gali palengvinti gamybos procesa, nes jos pasizymi

lengvesne regeneracija po augalo transformacijos [10].

Sio projekto tikslas buvo jterpti chimerino peptido, imituojan&io ekstralastelinj matriksa, gena

1 augaling raiskos sistema.

UZdaviniai:
1. sukurti binarinés sistemos vektoriy, neSantj chimerinio peptido gena;
2. sukurti Agrobacterium tumefaciens bakterija, neSancia Ti-plazmide su tiksliniu genu;

3. iterpti chimerinio peptido gena j Nicotiana tabacum ir Daucus carota augalines raiskos
sistemas.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Audiniy inZinerija

Kai audiniai ar organai yra smarkiai pazeidziami ligy, véZzio, jgimtos ydos ar traumos ir
farmaciniai preparatai nebepadeda, yra atlickamos organy (audiniy) transplantacijos. Organy
transplantacija vykdoma donoro organa persodinant recipientui. Siuo atveju yra susiduriama su galybe
problemy, pradedant nuo tinkamy donory trikumo ir baigiant imuniniu organizmo atsaku j
transplantg. Paskutiniais deSimtmeciais siekiant sukurti dirbtinius laboratorijose uzaugintus organus
1§ pacio recipiento lasteliy atsiskyré nauja moksly sritis — audiniy inzinerija. Pagrindinis audiniy
inzinerijos tikslas yra regeneruoti paties paciento organus ar audinius, taip sickiant iSvengti
autoimuninio atsako ir sukurti laboratorinj produkta, pasizymint] biofunkcionalumu bei
biosuderinamumu su paciento organizmu.

Siekiant laboratorijoje uzauginti naujus organus reikia trijy pagrindiniy daliy: 1asteliy, dirbtinio
karkaso ir bioaktyviy molekuliy (zr. 1.1. pav.). Medicinoje ne visuomet naudojamos Vvisos Sios trys
dalys. Pavyzdziui, kai kuriuose kaulinio audinio regeneraciniuose procesuose uztenka naudoti tik
kaulo morfogeninj baltyma, o regeneruojant oda kai kuriais atvejais uztenka naudoti poréta kolagening
plévele ant paZeistos vietos. Siuo atveju nereikia nei papildomy lasteliy perséjimo, nei augimo
faktoriy. IS aplinkiniy sveiky audiniy j kolageno poras atkeliauja nepazeisti fibroblastai ir ¢ia iSskiria
baltymus ir glikozaminoglikanus, kurie sukonstruoja odos audinius, o kolageniné plévelé tuo paciu
yra absorbuojama j kiing [11]. Minétais atvejais démesys labiau kreipiamas | pagalbg organizmui

regeneruotis paciam, o ne | visiskai naujy struktiiry sukiirima.

Lastelés Karkasas Bioaktyvios
molekulés

Dirbtinis audinys

1.1. pav. Laboratorijoje uzauginti dirbtiniai organai ar audiniai susideda i trijy pagrindiniy daliy: lasteliy,

dirbtinio karkaso ir bioaktyviy molekuliy (bioeng.nus.edu.sg/v3dev/research/Keyresearch/keysrh1.html).
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Kitais atvejais, pavyzdziui siekiant sukurti tridimensinj organg ar tiesiog audinius pasizymincius
sudétingesne nei epitelinis monosluoksnis struktiira, tam kad naujos lgstelés turéty prie ko prikibti ir
tinkamai susiformuoty j pageidauting organg, joms reikia tam tikro rémo. Tokj vaidmen] atlieka
dirbtinis organo karkasas. Nors yra atvejy kuomet specifinj degeneracinj sutrikimg galima paveikti
lasteliy injekcija j pazeistg vietg, dauguma organy ar sudétingy audiniy reikalauja tam tikros atraminés
strukttiros siekiant uzauginti funkcionaly produkta [11].

Dalis dirbtiniy organy yra ,,uzséjami* lastelémis in vitro, o dalis in situ. Abiejais Siais atvejais
naudojamas i$ anksto suformuotas arba injektuojamas dirbtinis EM, sukurtas i$ bioaktyviy medziagy
gebanciy sgveikauti su ,,uzsétomis‘ ar endogeninémis lgstelémis bei organo karkasu. Dirbtinio organo
konstruktai turi pasizyméti ir kitomis sgvybémis: laidumu biomolekuléms, mechaniniu tinkamumu,
stabilumu. Dirbtinis EM turi skatinti 1asteliy augima ir kitas nataralias jy funkcijas.

Nepaisant zymiy pasiekimy audiniy inzinerijoje vis dar néra iki galo aiSku kaip organizme
sgveikauja biomedZziagos ir jy lasteliné aplinka. Paskutiniu metu siekiant didesnio biosuderinamumo
tarp dirbtinio organo ir organizmo placiai pradétos naudoti organy karkaso pavirSiaus modifikacijos,
t.y. dirbtinis karkasas yra padengiamas medziagomis imituojan¢iomis EM. Vienos daugiausiai
Zadanc¢iy medziagy dirbtiniy karkasy gamyboje yra poliuretanai ir poliesteriai, tatiau jie pasizymi
didZiuliu trikumu. Kadangi jie abu yra sintetiniai junginiali, jie neturi jokiy lgsteliy atpaZzinimo viety.
Siuo atveju pavir§inés modifikacijos bioaktyviomis molekulémis yra bitinos.

Tokiose situacijose specifinés bioaktyvios molekulés gali skatinti angiogeneze bei dirbtiniy
audiniy jdiegima [3]. DaZnai Sios modifikacinés medziagos padidina organo (audinio) funkcionaluma,
skatindamos lasteliy adhezijg, proliferacijg (Zr. 1.2. pav.). | dirbtinj karkasg galima jterpti vaisty
molekules, peptidy sekas ar augimo faktorius. Peptidy sekos gali biiti sudarytos 1§ ilgy organizmui
natyviy baltyminiy seky ar trumpy fragmenty, skirty tik lasteléms atpaZzinti ir joms prijungti. Trumpos
sekos tyrimuose yra populiaresnés nei ilgi fragmentai, mat jos nepasiZymi savybe atsitiktinai
susilankstyti taip sumazinant jy efektyvuma ir naudinguma [3]. Taip pat pastebéta, kad modifikacijos
proceso metu trumpos sekos yra stabilesnés. Vienos populiariausiy bioaktyviy medziagy

modifikacijoms yra kolagenas, fibronektinas, lamininas, elastinas, nefronektinas.
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1.2. pav. A-D iliustracijose vaizduojamos endotelinés lastelés ant nemodifikuoto karkaso pavirSiaus po 1, 4, 7
ir 10 dieny inkubacijos atitinkamai, o E-H iliustracijose vaizduojamos lgstelés dengiancios heparinu ir

dihidroksi-gelezimi modifikuotg dirbtinj karkasg po po 1, 4, 7 ir 10 dieny inkubacijos atitinkamai [12].
1.2. Ekstralastelinj matriksa imituojantis chimerinis peptidas

Siame projekte buvo naudotas chimerinis peptidas, susidedantis i§ natyviai aptinkamy ir

modifikuoty laminino, fibronektino ir elastino fragmenty (Zr. 1.3. pav.).

bxHis- - -YIGSR-RGD-Elastinas
6 74 234 13 8 24 ar.

1.3. pav. Projekte naudoto chimerinio peptido sandara: 6xHis — histidino liekany grandiné palengvinanti
baltymo gryninima, Vdomenas — V laminino domenas, Bmod — IV modifikuotas laminino domenas, YIGSR —
laminino B1 grandies fragmentas, RGD — fibronektino Il tipo domeno fragmentas ir trumpas elastino

fragmentas (Dr. Lee iliustracija).

1.2.1. Lamininas

Lamininy grupé susideda i$ didelés molekulinés masés (~400 — ~900 kDa) glikoproteiny
randamy EM. ltin daug juy aptinkama pamatinéje laminoje. Si aptinkama daugumoje organy.
Pamatinés laminos pagrindiné funkcija yra sukurti ant jos esan¢ioms Igsteléms atramos/prisijungimo

taSkus [13]. Lamininai dalyvauja lasteliy diferencijacijos, migracijos ir adhezijos procesuose [3].
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Lamininy $eima yra neatskiriama daugumos organy struktiiros dalis. Sie peptidai yra
heterotrimeriniai, susidedantys i$ a, j ir y grandiniy sujungty per disulfidinius tiltelius. Yra aptinkama
po kelis kiekvienos grandies genetinius variantus. Trimerinis peptidas susikerta ir suformuoja
asimetriSkg kryziaus formos darinj, kuris gali jungtis su lgsteliy membranomis ar kitomis EM
molekulémis (Zr. 1.4. pav.). Trys trumpesnés grandys itin gerai jungiasi su kitomis laminino
molekulémis taip suformuojant pléveles/pluostus, 0 ilgoji grandis gali jungtis su kitomis plazminés
membranos molekulémis ar su lastelémis per intergrininius receptorius (zr. 1.5. pav.). Bitent per Sias
jungtis lamininai prisideda prie lasteliy prisijungimo, diferencijacijos, lgsteliy formos ir judéjimo,

audiniy i§gyvenamumo [13].

a
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:. - paviriaus apoptozés signalai bei
K - e receptoriais diferenciacija ir geny
e ekspresija

1.4. pav. Lamininy sandaros schema [13].

Kai kurios laminino funkcijos yra susietos su specifinémis amino ragsc¢iy (a. r.) sekomis ar
fragmentais. Pavyzdziui, a. r. seka GTFALRGDNGDNGQ, kuri yra aptinkama o grandyje, skatina
endoteliniy Iasteliy adhezija. Tyrimy su kardiomiocitais metu pastebéta, kad auginant lasteles ant
laminino pluosto, dél jo specifinés struktiiros kardiomiocitai pradé¢jo augti paraleliai laminino
molekuléms taip sudarydami darinius pana$ius j tuos aptinkamus in vivo [14]. AnalogiSkas tyrimas
buvo atliktas dirbtiniam karkasui sukurti naudojant poliuretang ir jo pavir§iy modifikavus laminino
molekulémis. Sio bandymo metu pavyko sukurti kardiomiocity sistemg pasizyminéig natyvaus irdies

audinio savybe susitraukinéti [15]. 2008 -aisiais metais dvi mokslininky grupés nepriklausomai jrod¢,
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kad peliy embrioninés kamieninés Igstelés gali buti efektyviai auginamos ant rekombinantinio
laminino sluoksnio [16, 17].

Laminino struktiroje aptinkami keli baltyminiai domenai pasizymintys konservatyviomis
sekomis. Tyrimo metu chimerinio peptido struktiiroje buvo naudotos laminino 1V (B, LF/L4) domeno,
V (LE) domeno ir trumpa B1 (YIGSR) grandies sekos. Tyrimuose su i$ peliy i$skirtu lamininu [18],
IV domenas buvo rastas tik B1 ir B2 grandyse. Ji sudar¢ 230 a. r. lieckany. Bandymo metu Sis domenas
buvo aptiktas peliy inksty, raumeny ir kity audiniy pamatinése membranose. Laminino struktiiroje
domenas IV aptinkamas trumposiose grandyse. Kaip jau minéta, Sios grandys atsakingos uz molekulés
saveika su kitais EM junginiais. Siose srityse yra daugiau rasiniy skirtumy nei ilgojoje grandyje.
Manoma, kad taip yra dél trumpyjy grandziy individualaus susilankstymo, mat joms gretimos grandys
nedaro tokios didelés jtakos kaip ilgajai grandziai. Domenas V daro jtakg epiderminiy lasteliy
augimui. Sis domenas yra maZesnis nei IV, ji natiiraliai sudaro 41-70 a. r. liekany. Laminino
strukttiroje Sie domenai aptinkami vienas $alia kito [13].

YIGSR (Tyr-lle-Gly-Ser-Arg) seka aptinkama laminino B1 grandyje. Si seka yra zinoma kaip
svarbi receptoriy prisijungimo vieta. 2005 -aisiais metais isleistame straipsnyje teigima, jog Si seka
intensyviai dalyvauja adhezijos procesuose. Tyrimo metu nustatyta, kad $is fragmentas pasizymi
tokiomis pat adhezinémis sgvybémis kaip ir visas laminino baltymas, tac¢iau tyrime taip pat nurodyta,

kad naudojant tik YIGSR fragmentg kardiomiocitai nesugebéjo susiformuoti j pilng sarkomera [19].

1.2.2. Fibronektinas

Fibronektinas yra didelés molekulinés masés EM aptinkamas glikoproteinas, itin svarbus
lasteliy adhezijos, migracijos ir i$plitimo procesuose [3]. Tyrimuose su kardiomiocitais buvo jrodyta,
kad fibronektinas yra efektyvesnis lasteliy adhezijoje ir proliferacijoje nei kolagenas I, Zelatina ir
lamininas [20]. Fibronektinui budingas didelis funkcionalumas — jis sgveikauja su daugiau nei puse
zinomy integrininiy receptoriy [21]. Sis peptidas yra dimerinés struktiiros. Du monomerai yra beveik
identiski ir susijungia per disulfidinius tiltelius. Fibronektino monomeras turi tris modulius (1, 11, HI).
III tipo domeno struktiira yra laisvesnénei kity dviejy, nes neturi vidugrandininiy disulfidiniy jungéiy.
Bitent Siame domene ir aptinkama RGD (Arg-Gly-Asp) seka. Dél savo konformacijos ji dar vadinama
RGD kilpa.

RGD kilpa yra trijy a. r. seka — tai viena i$ pagrindiniy sri¢iy, per kurig suriSamos lgstelés (Zr.
1.5. pav.). Yra atlikta nemazai tyrimy, jrodanciy jog $i seka yra itin efektyvi jvairiy Igsteliy adhezijai
[22]. Sarysyje su intergrinais, RGD seka yra bene svarbiausia, kadangi vidulastelinis citoskeletas su

EM yra susietas intergriny ir RGD saveikos. Nustatyta, jog butent §i seka suteikia fibronektinui
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galimybe prisijungti daugiau nei deSimt integriny [23] kai Kiti panasaus tipo baltymai dazniausiai gali

prisijungti tik kelis.
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1.5. pav. Schemoje nurodyta su kuriais integrinais sagveikauja RGD seka ir lamininas [24].

Kaip ir ankséiau minéta laminino YIGSR seka, RGD gali dalinai atlikti fibronektino kaip
adhezinio baltymo funkcija. Ja naudojant vietoj fibronektino, baltyminis konstruktas yra
neapsunkinamas ilgomis sekomis [19]. Tyrimuose su sintetiniais karkasais buvo jrodyta, kad jy
pavirSiy modifikavus RGD fragmentais, karkasy adhezinés funkcijos pasiZyméjo analogiskais
rezultatais lyginant su pilnos sekos fibronektinu [25]. Taciau, nors RGD sekos efektyvumas yra
nepaneigiamas, ji neatlieka visy fibronektinui biidingy funkcijy ir tam tikrais atvejais jos naudojimas
néra optimalus. Lyginamajame tyrime kolagenas I, lamininas ir RGD seka buvo prijungti prie
hidrogeliy. Buvo tiriamas modifikuoty hidrogeliy atsakas i mioblastus ir embrioninius ziurkiy
miocitus. Eksperimente su miocitais, kai buvo naudotas hidrogelis padengtas RGD sekomis, buvo
pastebéta lgsteliy agregacija ir neorganizuota Igsteliné architektura. Tyréjai padaré iSvada, kad RGD
nesuteikia adekvaciy signaly Sioms lgsteléms teisingai proliferuotis imituojant funkcionaly raumens

audinj [26].
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1.2.3. Elastinas

Biomedziagos pagamintos naudojant elasting yra vis placiau tyrin¢jamos siekiant jy pritaikymo
audiniy inzinerijoje (Zr. 1.6. pav.). Tam jtakos turi labai palankios $io struktiirinio baltymo savybés:
elastiSkumas, savarankiskas agregavimasis (Savi-organizacija), ilgalaikis stabilumas ir bioaktyvumas

[5].

1.6. pav. Lastelés auginamos ant sintetinio elastino pluosto. A — Zmogaus bambagyslés venos endotelinés

lastelés, B — lygiyjy raumeny Igstelés, C — odos fibroblastai [27].

Elastinas yra vienas i§ pagrindiniy komponenty organuose, kuriems biidingas tamprumas, t.y.
arterijos, plauciai, Slapimo puslé, oda, raisciai, kremzlés [28]. Organizme aptinkamas elastiskas
pluostas yra sudarytas i§ 90 % elastino, o kita dalj sudaro mikrofibrilés. Sis EM baltymas atlieka
jungiamojo pluosto funkcija kaip ir kolagenas.

Zmogaus tropoelastinas yra tirpi ~72 kDa dydzio molekulé. Tropoelastinas tai elastino
prekursorius, gebantis sgveikauti su elastino-laminino receptoriais lagsteliy pavirSiuje bei kitais
integrinais. Elastino degradacijos produktai taip pat pasizymi $ia savybe. Si saveika svarbi elastino
sintez¢je, chemotaksio ir kraujagysliy kalcifikacijos inhibiciniame procesuose, fibroblasty
proliferacijoje, jvairiy riisiy lasteliy migracijoje ir diferencijacijoje, bei tam tikry baltymy aktyvumui

[5]. Tropoelastino tarpriisinis panasumas siekia net 70 %.
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Audiniy inZinerijoje elastinas daznai naudojamas kartu su kolagenu siekiant suformuoti
tridimensinius dirbtinius karkasus. Darant eksperimentus su kiskio ausy Zaizdomis buvo pastebéta,
kad naudojant alginato plévele modifikuoty elastino-laminino peptidu, zaizdos gijo greiiau nei
kontrolés atveju [29]. Elastinas daznai naudojamas tyrimuose su kraujagyslémis. Kadangi jis
natiiraliai aptinkamas ten dideliais kiekiais (~30 %), Sis baltymas naudojamas kuriant dirbtines
kraujagysles ar dirbant su transplantais. Siais ir analogiskais atvejais elastinas dazniausiai naudojamas

kaip strukttrinis elementas [5, 28].
1.3. Rekombinantiniy augaly gamybos augaluose metodologija
1.3.1. ,,GoldenBraid“ daugianario surinkimo reakcija

Siais laikais biotechnologijoje ir sintetingje biologijoje kuriamos vis sudétingesnés genetinés
konstrukcijos. Taikant Siuo metu placiausiai naudojamas rekombinantinés DNR surinkimo
technologijas, tokias konstrukcijas sukurti trunka ilgai ir yra salyginai sudétinga. 1lgos DNR sekos
gali biti sintetinamos laboratorijose naudojant individualius nukleotidus kaip statybinius blokus. Nors
metodas yra nuolat tobuléjantis ir vis rentabilesnis, kuriant itin ilgas sekas jo kaina didéja, 0 procesas
sudétingéja. Taip pat svarbu paminéti, kad tiesioginé sintezé nevisada optimali siekiant kombinaciniy
sekos iSdestymy.

Alternatyva tiesioginei sintezei yra konstrukcija i$§ moduliy arba daugianario surinkimo reakcija.
Jos metu i§ anksé¢iau sukurty standartiniy moduliy sukuriamos naujos sekos. Sis metodas pasizymi
greitumu, jvairiapusiSkumu, kombinatorikos galimybe tarp dirbtiniy ir nattiraliy seky ir daznai
mazesne kaina nei jprasti metodai. ,,GoldenBraid* metodas yra specifiskai sukurtas naudoti sintetinéje
augaly biologijoje ir metabolingje inzinerijoje ir yra grindZiamas ,,GoldenGate* klonavimo
technologija. Sios technologijos pagrindinis privalumas yra itin efektyvus daugelio DNR fragmenty
surinkimas vienos reakcijos metu (zr. 1.7. pav.) [30]. Procesas vykdomas in vitro, reakcijoje
naudojama IIS tipo restriktazé ir T4 DNR ligazé. Technologija naudojasi specifine 11S tipo restrikciniy
fermenty savybe seka kirpti ne savo atpazinimo vietoje. DNR seka nukerpama su lipniais galais (ang.
overhang). Tai leidzia tolimesniame procese suliguoti du DNR galus be jokios Zymés. Reakcija vyksta
tarp restriktazés, ligazés, vektoriaus ir statybiniy DNR bloky [31] viename inde termocikleryje
(temperatiira nuo 16 °C iki 37 °C). Restriktazé sukuria 4 nukleotidy ilgio i$sikiSima, kurig ligazé

sujungs su kita pageidaujama seka.
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1.7. pav. Principiné ,,GoldenBraid® reakcijos schema (neb.com/applications/cloning-and-synthetic-

biology/dna-assembly-and-cloning/golden-gate-assembly).
1.3.2. Augaly transformacija

Augaly transformacija — tai svetimos augalui DNR pernasa j Igstele ir jterpimas j augalo
genomag. Svetimos genetinés medZziagos raiSka augale gali biiti trumpalaiké ir ilgalaiké (Zr. 1.8. pav.).
Trumpalaiké raiSka, trunka kelias dienas ar ilgiau. Svarbu paminéti, kad tokie augalai neperduoda
transgeninés DNR savo palikuonims. Si biidas daznai taikomas naujy transformacijos metodologijy
bei metabolikos tyrimuose. Ilgalaiké raiSka pasizymi gebéjimu perduoti transgening DNR savo
palikuonims, taciau tai ilgas ir sudétingas procesas lyginant su trumpalaike raiska. Ilgalaikés raiskos

atveju svarbu yra sékmingai regeneruoti augalus i$ paveikty Igsteliy ar audiniy eksplanty [32].
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1.8. pav. Stebima trumpalaiké raudonos spalvos fluorescavimg koduojancio geno raiSka po 24h inkubacijos
(a) ir ilgalaiké to paties geno raiSka po 25 dieny inkubacijos transformuotuose sojy pupeliy somatiniuose

embrionuose. Salia palyginimui pateiktos nuotraukos natiiralioje §viesoje [33].

Augaly transformacijos technologija sukurta 7 -tajame praeito amziaus deSimtmetyje ir
prasidéjo nuo tyrimy su agrobakterijomis. Nuo to laiko buvo sukurta ar pritaikyta daug naujy genetinés
medZziagos pernados j augalus metody. Siuo metu populiariausi metodai yra transformacija
agrobakterijomis, biolistika (biologiniy daleliy balistika) ir elektroporacija. Kartais siekiant
efektyvesnés transformacijos naudojami keli metodai. Daugiausia démesio tyrimuose skiriama augaly
transformacijai Agrobacterium tumefaciens bakterijomis — tai labai efektyvus, salyginai nesudétingas
ir rentabilus transformacijos metodas.

Dabar plagiai vystomas augaly molekulinis Gikininkavimas (ang. plant molecular farming). Si
technologija praktikuoja masinj augaly panaudojima specifiniams terapiniams Zmogaus peptidams
iSgauti. Nemazai tokiy baltymy jau vartojami klinikiniuose bandymuose ir yra netoli plataus masto
gamybos. Augalai gali biiti naudojami pagaminti farmacinius junginius pigiau ir efektyviau nei Kitais
metodais. Transgeninio tabako augalo i$skirti antikiniai buvo naudojami paskutinio ebolos protrikio
i§skirtomis maliarijos, pauk&iy gripo ir ZIV vakciny sudétinémis dalimis. Analogiskas metodas buvo
vartotas gydant vitamino B12 nepakankamuma tik vietoj tabako buvo naudotas vairenis (Arabidopsis
thaliana) [7].
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1.3.2.1. Augaly transformacija naudojant Agrobacterium tumefaciens bakterijas

A. tumefaciens yra dirvozemyje aptinkama, lazdeliné, gram-neigiama bakterija. Ji daliai augaly
sukelia gumbelines $akny ligas. Si patogeniné bakterija sugeba j augalo genomg jterpti savo genus ir
tokiu biidu indukuoti augalo augimo hormony gamybg (dél jy sukeltos Igsteliy proliferacijos susidaro
gumbai) bei augalui nebiidingy metabolity sintez¢. Augalas pradeda gaminti opinus (amino ragsciy
darinius) ir agropinus (cukry darinius). Sie naudojami kaip bakterijos energijos ir anglies 3altiniai.

Agrobakterijos yra pritraukiamos ] paZeistas augalo vietas chemotaksio biidu. Geny pernasai
itin svabi yra agrobakterijy plazmidé — Ti-plazmidé (ang. tumor inducing plasmid). Joje aptinkamas
T-DNR (ang. transfer DNA) regionas, kuriame yra opiny biosintez¢ ir augaly augimo hormony
produkcija koduojanéios sekos. Sios sekos Siek tiek skiriasi tarp skirtingy kamieny, tadiau turi kelis
esminius bendrus bruozus: vieng ar daugiau T-DNR regiony, vir (virulentiSkumo) regiona, opiny
katabolizmo genus, regiong atsakingg uz konjugacing pernasg, ORI (ang. origin of replication)

regiong (Zr. 1.9. pav.). Svarbiausi augaly transformacijoje yra T-DNR ir vir regionai.

Citokininai

Opinai

\ 1

Auksinai

T-DNR regionas .
Desinys

Kairys krast
airys krastas Krattas
Ti-plazmidé ‘
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katabolizmo
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1.9. pav. Gamtoje aptinkamy agrobakterijy Ti-plazmidés principiné struktiiriné schema
(en.wikipedia.org/wiki/Ti_plasmid).

T-DNR pernasos ir integracijos procesas gamtoje vyksta taip:

e pazeisti augalai iSskiria cukrus ir fenolinius junginius, naudojamus lignino ir
antimikrobiniy junginiy sintezéje. Siuos pokycius agrobakterijos atpaZjsta ir jy lastelés yra
nukreipiamos j pazaidos vieta;

e Dbakterija prisikabina prie augalo lasteliy. IS pradziy tai padaroma naudojant

polisacharidus, o véliau iSskiriamas celiuliozinis pluostas;
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¢ indukuojami virulentiskumo genai;

e bakterijoje pradedama T-DNR produkcija. Tame dalyvauja vir baltymy kompleksas;

e T-DNR yra transportuojama i§ bakterijos j augalo lastele per konjugacinj tiltelj. Siame
procese taip pat dalyvauja vir genai;

e T-DNR pernesama j augalo lastele ir integruojama i augalo genoma. Citoplazmoje T-

DNR yra apsupama specifiniy Vir baltymy, apsaugai nuo augalo nukleaziy. Sis kompleksas

patenka j branduolj per jo poras, o po to Vir baltymai yra atjungiami ir degraduojami. Atkuriama

dvigrandé T-DNR, ji jterpiama ] augalo genoma, kaip manoma per DNR pazaidos
mechanizmus.

Svarbu paminéti, jog agrobakterijos yra vieninteliai Zinomi prokariotai gebantys pernesti DNR
j eukariotines lasteles. Sis metodas turi daug pranagumy lyginant su kitais transformacijos biidais [34].
Jo metu gali biiti perneSami gan dideli DNR segmentai. Taip pernesus geneting informacija, nustatyta
mazesné tikimybé jos praradimui vykstant genetiniui persitvarkymui [35].

Laboratorinéje augaly transformacijoje labai svarbu yra tinkamas vektorius. Nattraliomis
salygomis Ti-plazmidé yra daugiau nei 190 kbp ilgio, todél kaip vektorius ji yra per didelé. Siekiant
metoda optimizuoti buvo sukurta binariné vektoriy sistema. IS gamtoje aptinkamy Ti-plazmidés
varianty ji iSsiskiria tuo, jog T-DNR ir virulentiSkumo genai yra aptinkami ant dviejy skirtingy
plazmidZiy (Zr. 1.10. pav.). Vienas 1§ binarinés sistemos vektoriy gali replikuotis ir agrobakterijose ir
E. coli [35]. Transformacijos metu dirbama tik su plazmide turin¢ia T-DNR (ji daznai ir vadinama

binariniu vektoriumi).
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1.10. pav. Agrobakterijy binarinés vektoriy sistemos schema [36].

Augaly transformacija naudojant agrobakterijas yra placiai naudojamas metodas. A. tumefaciens
gali transformuoti daugelj dviskil¢iy augaly (roZés, chrizantemos, obelys, persikai ir kt.) bei kelias

vienaskil¢iy rusis [37]. Dar 1986 -aisiais metais $is buidas buvo naudotas siekiant iSskirti Zmogaus
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chimerinj augimo hormong i tabako ir saulégrazos [38]. 2015 -aisiais transgeniniai tabako augalai

transformuoti agrobakterijomis buvo naudoti kuriant ZIV antikanius [39].
1.3.2.2. Protoplasty transformacija

Augalo protoplastai — tai augalo lastelés, kurioms naudojant fermentus yra paSalinama sienelé.
Lastelés suapvaléja bei tampa lengvai paveikiamos ir pazeidziamos, nes yra prarad¢ savo struktiiring
ir apsauging funkcijg atliekantj barjerg. IS augalo lasteliy iSskyrus protoplastus, Siuos galima daug
lengviau transformuoti. Proplastai dazniausiai i$skiriami i$ lapo mezofilinio audinio.

Protoplasty transformacija pasizymi gan dideliu efektyvumu ir didele ilgalaikés raiSkos
tikimybe regeneravus augalui. | protoplastus jterpus fluoresuojacius ar analogiSska funkcija
atliekancius baltymus koduojancia DNR, galima greitai ir nesunkiai atlikti transgeniniy augaly
atrankga. Protoplastams buidinga ir trumpalaiké raiska. Tai ne tik puikus biidas tyrinéti baltymy raiska
augaluose bet ir kai kuriy mokslininky nuomone tokig raiSkos sistemg galima pritaikyti pramoningje
gamyboje [40].

D¢l unikalios protoplasto struktiiros, juos galima transformuoti naudojant polietilenglikolj
(PEG), agrobakterijas ar elektroporacija. Protoplasty transformacijos metodas pagristas augaly
regeneracija i$ lasteliy - somatine embriogeneze (SE).

Vairenio lapy ir Sakny protoplastai jau seniai naudojami transgeniniams augalams kurti.
Minimame bandyme tam buvo naudotas PEG. Anot autoriy, lapy protoplastai pasizyméjo salyginai
maza transgeno raiSka palyginus su lgsteliy suspensija. Jy nuomone lgsteliy suspensija puikiai tinka
siekiant trumpalaikés raiSkos, kadangi lastelés suspensijoje greitai dauginasi ir introdukuoti genai
pasireiSkia taip pat greitai [41]. Dar 1981 -aisiais buvo atliktas bandymas, kurio metu tabako
protoplastai buvo transformuoti naudojant agrobakterijas. Tyréjai atkreipé démesj, kad tokiu budu
pasiekiamas didelis efektyvumas ir geras duomeny atkartojamumas [42].

Elektroporacija yra itin placiai pritaitkomas genetinés medZiagos pernaSos metodas. Tyrime
atliktame naudojant apelsino protoplastus transformacijai buvo panaudoti GFP (ang. green fluorescent
protein) genai. Sesios valandos po eksperimento jau buvo stebima trumpalaiké baltymo raiska, kurios
intensyvumas paros bégyje didéjo. Taciau §io eksperimento metu nebuvo pasiekta ilgalaiké raiska
[43].

Tiek elektroporacijos, tick PEG metodai pasizymi bendru trikumu. Siais atvejais kitaip nei
dirbant su agrobakterijomis sunkiau pasiekti ilgalaike baltymo raiska. Taip pat svarbu paminéti, kad

protoplasty transformacijai budinga salyginai sunki ir ilgai trunkanti augalo regeneracija.
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1.3.2.3. Lapo disko transformacija

Lapo diskas — tai nedidelis augalo lapo audiniy méginys. Tam tikrais atvejais eksperimentui nuo
jo gali biti pasalinamas epitelinis sluoksnis. Nesteriliomis salygomis auginti augaly lapai gali buti
sterilizuojami chemikalais.

Lapo disko transformacija yra sglyginai nesudétingas ir efektyvus metodas placiai taikomas
laboratorijose. Siai transformacijos rii§iai naudojamos agrobakterijos. Nors metodas pladiausiai
naudojamas tabakui, jis tinkamas ir kitiems augalams [44, 45]. Metodas, kaip ir protoplasty
transformacija, yra pagrjstas SE. Augalams budinga savybé regeneruoti naujus individus ne vien i$
savo gamety. Kadangi somatiniai embrionai generuojami be apvaisinimo, jie yra identiski savo
motininiams augalams, t.y. klonai. SE skirstoma j du tipus: tiesiogine ir netiesioging. Netiesioginés
SE metu naujas augalas regeneruojasi i$ transgeniniy lgsteliy susiformavusio kaliaus (neorganizuotas
lasteliy agregatas), o antruoju atveju kaliaus stadija yra praleidziama ir naujas augalas regeneruojamas
tiesiai i§ transgeninio augalo organizuoto audinio. Lapo disko transformacija gali biiti naudojama ne
tik transformacijos tyrimuose, bet ir tiriant molekulinius, morfogenetinius ir reguliacinius augalo
procesus [46].

Pagrindinis lapo disko transformacijos privalumas — greitesné eksplanto regeneracija nei
pavyzdziui dirbant su protoplastais. Taip yra dél tiesioginés SE. Taip pat $is metodas yra sglyginai

lengvesnis nei protoplasty transformacija.
1.3.2.4. Lasteliy suspensijos transformacija

Augalo lasteliy suspensija — tai sterili augalo lasteliy kultiira paruosta i§ kaliaus ir auginama
skystoje mitybingje terpéje. Augalo lasteliy suspensinés kultiros yra placiai naudojamos augaly
biologijos tyrimuose. Tyréjai iSvengia darbo su visu augalu ir susikoncentruoja tik ties jy Igstelémis.
Tokiai lgsteliy kulturai bidingas homogeniSkumas, didelis Zaliavos prieinamumas, greita lgsteliy
proliferacija. Tokios savybés leidZia suspensijas naudoti fiziologiniy procesy tyrimuose lasteliniame
ir molekuliniame lygmenyse [47]. Jas taip pat galima naudoti antriniy metabolity sintezéje
komerciniam panaudojimui [48].

Augaly lasteliy suspensijos naudojamos ir transformacijai. Dazniausiai tam naudojamos
agrobakterijos. 1997 -aisiais mokslininky grupé panaudojo vairenio lasteliy suspensijg ir integravo
jonvabalio liuciferazés geng. Tyrimo metu buvo pasiekta ilgalaiké raiska [49]. Metais véliau

iSleistame straipsnyje apraSoma mieziy lasteliy suspensijos transformacija agrobakterijomis. Jos metu
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buvo jterptas atsparumo genas, kuris buvo rastas regeneruotuose kaliuose naudojant Southern Blot
analize. Susiformavusiems kaliams buvo budinga ilgalaiké baltymo raiska [34].

Augaly suspensinés kultiiros pasizymi keliais esminiais privalumais, kurie padaro jas itin
tinkamas rekombinantiniy baltymy gamybai. Jos gali biiti kultivuojamos aseptinémis salygomis
naudojant standartines fermentacijos technologijas, metodg nesudétinga pritaikyti masinei
produkcijai. Tokio tipo gamyba reglamentuojama analogiskai jau esamoms mikrobinéms ir zinduoliy

lasteliy sistemoms [50].
1.3.2.5. Hipokotiliy transformacija

Augalo hipokotiliai — tai jy daigy stiebeliai tarp pirmyjy lapeliy ir Saknies. Hipokotilis yra viena
1§ augalo daliy, kuri daznai naudojama kuriant transgeninius individus. Jy transformacija yra efektyvi
ir salyginai nesudétinga. Hipokotiliy transformacijos metodas sékmingai taikomas daugeliui augaly
rusiy (bastutiniai, agurkas, slyva, eukaliptas, kivis, baklazanas) [51].

Dar 1989 —aisiais metais buvo isleista publikacija, aprasanti morky hipokotiliy transformacijg
naudojant agrobakterijas. Transformantai buvo auginami ant selektyvios terpés su kanamicinu. Po 6
savai¢iy susiformavo kanamicinui atsparts kaliai. Jie sudaré 5,8 % visy eksplanty [81].

Sun ir kt. straipsnyje aprasomas autoriy iSvystytas efektyvus ir greitas pomidory transformacijos
agrobakterijomis metodas. Transformacijoje naudojami augalo hipokotiliai ir pirminiai lapeliai (ang.
cotyledons). Tyrimo metu buvo optimizuota transformacijoje naudojama bakterijy koncentracija,
inkubacijos su bakterijomis trukmé, fitohormony koncentracijos terpése [52].

Kitoje publikacijoje raSoma apie transgeniniy rapsy veisliy kiirima. Straipsnyje minima, kad
manipuliuoti rapsy genetine medziaga yra sudétinga, tad labai svarbu pasirinkti ne tik efektyvy
transformacijos protokolg, bet ir tinkamg eksplanto tipg. Tyrimo metu buvo siekta optimizuoti
transformacijos protokola, tad buvo atlikta nemazai metodo modifikacijy. Nustatyta, kad
optimaliausia naudoti hipokotilius, iSpjautus i§ aStuonias dienas auginty daigy. Taip pat buvo

nustatytos optimalios bakterijy koncentracijos bei kokultivavimo su agrobakterijomis trukmé [53].

1.4. Baltymy raiskos sistemos augaluose

Rekombinantiniai baltymai placiai naudojami medicinoje, pramonéje ir moksliniams tyrimams.
Daznai taikomos zinduoliy lasteliy kulttiros raiskos sistemos tampa per brangios ir ieSkoma naujy,

saugiy ir rentabiliy metody jvairiems rekombinantiniams baltymams i§gauti. Svarbi yra ir galimybé
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metoda pritaikyti masin¢je gamyboje. Baltymy raiSkos sistemos augaluose pasizymi daugeliu

patraukliy privalumy, tad yra vis placiau naudojamos (zr. 1.1. lentelé)

Nuo pirmyjy tyrimy, pries kelis deSimtmecius, augaly raiSkos sistemos pastebimai patobuléjo ir

tabako raiskos sistema yra puiki alternatyva zinduoliy lasteliy kultaroms [8].

1.1. lentelé. Skirtingy farmaciniy rekombinantiniy baltymy raiskos sistemy palyginimas [7].

Transgenin | Augaly | Bakteri | Mielés Zinduoliy Transgenin
iai augalai lasteliuy jos lasteliy iai gyviinai
kultiiros kultiiros
Kaina Labai ema | Vidutinisk | Zema Vidutini§ | Auksta Auksta
a ka
Gamybos Labai Vidutinisk | Didelis | Didelis | Labai mazas Mazas
pajégumy | didelis as
didinimas
Gaminimo | Globalus Riboti Riboti | Riboti Riboti Riboti
mastai
Baltymuy Didele Didele Maza Didelé Vidutiniskai Didele
iSeiga aukSta
Baltymy Didelis Didelis Mazas | Vidutini$ | Didelis Didelis
konformaci kas
jos
tikslumas
Glikozilini | Nedideli Nedideli Néra Netinka | Tinkamas Tinkamas
mas skirtumai skirtumai mas
Produkto | Auksta Auksta Zema | Vidutini§ | Auksta Auksta
kokybé ka
Galimi Zema Zema Endoto | Zema Virusai, prionai, | Virusai,
uZKkratai/uz ksinai onkogeniné prionai,
krato DNR onkogeniné
tikimybé DNR
Saugumas | Didelis Nespecifin | Mazas | Nezinom | VidutiniSkas Didelis
is a

Sandeliavi | Zema Vidutini$k | Vidutin | Vidutini§ | Auksta Auksta
mo kaina a iSka ka

1.4.1. Nicotiana tabacum raiSkos sistema

Nicotiana tabacum L. yra itin pla¢iai naudojamas modelinis organizmas. Tai yra daugiametis
zolinis augalas, kuris auga tik kultivuota forma. Jj salyginai lengva apdulkinti, vegetacinis ciklas
trunka 3-4 ménesius. Vienas augalas gali generuoti itin daug sékly ir priklausomai nuo prieinamy
mitybiniy medziagy augalas gali generuoti daug biomasés. Tabakas gali uzaugti iki 2,5 m aukscio, jo

lapai gali buti iki 60 cm ilgio. Kadangi tabakas komerciskai naudojamas jau daug mety yra sukaupta
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nemazai informacijos apie §j augalg. Taip pat verta paminéti, kad tabakas priklauso Solanaceae
(bulviniy) Seimai, kuriai priklauso ir nemazai zemdirbystéje naudojamy rasiy.

Jau kelis desimtmecius tabako baltymy raiskos sistema naudojama kuriant sudétingus terapinius
baltymus [46]. Grupé mokslininky 2000 -aisiais metais j tabako chloroplastus, ilgalaikei raiskai
pasiekti, jterpé bioelastino polimero prekursoriy genus. Western Blot analizés metu buvo patvirtinta
sékminga geno integracija. Sio tabako i3skirtas polimeras gali biti naudojamas iraus bioplastiko
gamyboje ar medicinoje [54]. 2015 -aisiais metais mokslininky komanda biolistiniu metodu j tabako
chloroplastus jterpé fibroblasty augimo faktoriaus geng. Po atliktos transgeninio tabako analizés buvo
nustatyta, kad svetimas peptidas sudaré 0,1 % visy transgeninio tabako lapuose aptikty tirpiy baltymy.
Pasak autoriy tai efektyvus biidas galimti transgeninius terapinius peptidus [55].

Kitame straipsnyje aprasomas transformuoto tabako chloroplasty sekretuojamas
rekombinantinis Zzmogaus somatotropinas. Analizés metu nustatyta, kad rekominantinis baltymas
sudaré >7 % visy i$skirty tirpiy baltymy ir buvo bioaktyvus [56].

Nors tokia terapiniy baltymy gamyba susiduria ir su tam tikrais sunkumais (biosaugumas,
brangus baltymo i$skyrimas ir gryninimas [7]) moksliné bendruomené sutinka, jog tai puiki

alternatyva $iuo metu placiausiai naudojamam zinduoliy lgsteliy kulttry metodui [56, 57].

1.4.2. Daucus carota raiskos sitema

Daucus carota L. yra salieriniy (lot. Apiaceae) seimos zolinis augalas, kurio kultivuoti poriiSiai
placiai naudojami visame pasaulyje. Tyrimuose naudojama valgomoji morka (Daucus carota ssp.
sativus). Augalas dvimetis, pirmaisiais metais intensyviai generuojama Sakniavaisio biomasé,
antraisiais metais intensyviai auga stiebai ir Ziedynai. Sakniavaisis biina iki 30 cm ilgio ir gali sverti
iki 200 g. Tai viena i$ pla¢iausiai ir seniausiai auginamy darzoviy.

Valgomoji morka yra naudojama kaip modelinis augalas tyrin¢jant dviskil¢iy SE. Taip yra todél,
kad 8i darzové pasizymi salyginai nesudétingu auginimu in vitro bei lengvesne regenracija nei kai
kurie kiti augalai. D¢l savo regeneraciniy savybiy morka buvo vienas pirmyjy augaly naudoty
agrobakterijy transformacijoje. Ji taip pat placiai taikoma ilgalaikés transformacijos tyrimuose.
Nustatyta, kad i§ morkos gan lengva iSskirti protoplastus. Jos Igstelés efektyviai ir greitai atkuria
pazeistg savo sienelg, taip pat transgeninés lastelés baltymus ekspresuoja dideliais kiekiais [10].

Morkos baltymy raiSkos sistema néra taip intensyviai iSvystyta kaip tabako, tafiau jau ne
vienerius metu valgomoji morka placiai naudojama vakcinoms kurti. 2009 -aisiais bandymo metu j
morka buvo jterptas pasiutligés viruso genas naudotas vakcinoms. Analizés metu genas buvo rastas

net 93,3 % suaugusio augalo sakny [9]. Taip pat, kaip placiai naudojamas valgomas augalas, morka
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buvo pasirinkta kaip vakcinos nuo tymy neSiklis. Mokslininky grupé sukiré efektyvig valgoma
vakcing, kuri eksperimento metu buvo isbandyta su pelémis ir in vitro [58].

D. carota yra pirmasis augalas, komerciskai naudojamas biofarmaciniy preparaty, skirty zmoniy
vartojimui, gamyboje (,,Protalix Biotherapeutics, Izraelis). Morka buvo naudota taliglucerazés-alfa
gamyboje. Sis fermentas naudojamas kaip pakaitalas gydant Go$¢ liga (ang. Gaucher). Tai itin

svarbus proverzis biofarmacijos srityje [7].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

Sis baigiamasis magistro projektas buvo atliktas Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro

filiale Sodininkystés ir darzininkystés institute (Kauno g. 30, Kauno r., Babtai 54333), Sodo augaly

genetikos ir biotechnologijos skyriuje.

Visi mikroorganizmy ir augaly in vitro manipuliacijos procesai buvo atliekami steriliomis

saglygomis laminare (Telstar Bio I Advance, Ispanija). Terpiy ir kity tirpaly sudétys ir

koncentracijos nurodytos jy vandeniniam tirpalui, nebent $alia tirpalo specifiskai nurodyta kitaip.

Visos terpés sterilinamos autoklavuojant +121 °C temperatiroje, esant 1 atmosferos slégiui, 30

minuciy. Antibiotikai j terpes dedami po autoklavavimo, terpes atvésinus iki ~+50 °C. Fitohormonai

taip pat, nebent prie specifinés terpés paminéta kitaip.

2.1. Chimerinis peptidas

Siame baigiamajame magistro projekte buvo naudotas chimerinis peptidas gautas i§ Dr. Chyan-

Jang Lee i§ Otavos ligoninés tyrimy instituto (ang. Ottawa Hospital Research Institute, Kanada).

Peptidas §iuo metu yra naudojamas tyrimuose ir pageidaujant Dr. Lee jo nukleotidiné seka néra viesai

skelbtina.

Chimerinis peptidas yra EM imituojantis baltymas sudarytas i§ fibronektino, laminino ir elastino

fragmenty. Jo dydis yra 35,7 kDa, o izoelektrinis taskas — 5,21. Bendras ilgis 359 a. r., 1077 bp. Eilés

tvarka peptidas susideda iS:

6 histidino a. r. gryninimui palengvinti;

laminino V domeno 74 a. r. fragmento;

laminino IV domeno 234 a. r. modifikuoto fragmento;
13 a.r. ilgio YIGSR sekos fragmento;

8 a. r. ilgio fibronektino RGD fragmento;

24 a. r. ilgio elastino fragmento.

2.2. Chimerinio peptido vektoriaus konstrukcijos kiirimas ir E. coli bakteriju transformacija

,GoldenBraid 3.0 daugianario surinkimo reakcija buvo naudota siekiant sukonstruoti binarinés

sistemos vektoriy, nesantj chimerinio peptido seka. pDGB3_alphal vektorius, P35S promotoriaus ir

T35S terminatoriaus moduliai jsigyti i$ ,,Addgene plazmidziy kolekcijos (addgene.org). Moduliy
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pavadinimai atitinka pavadinimus pateiktus gamintojy tinklalapyje. Reakcija buvo atlikta pagal
gamintojy siilomus programinius parametrus.

1. Pirmiausia sudaromas reakcijos misinys. Eilés tvarka j mikro-mégintuvélj dedama:

e 45 ul dH0;

e 0,9 ul promotoriaus (GB0030) (75 ng);

e 0,7 ul chimerinio peptido (GB_UD 48C4) (75 ng);

e 0,8 ul terminatoriaus (GB0036) (75 nQ);

e 0,6 ul binarinés sistemos vektoriaus (pDGB3_alphal) (75 ng);

e 1 ul Bsal restriktazés (5-10 vnt.);

e 0,5 ul T4 ligazés (3 vnt.);

e 1 pl ligazés buferio.

2. Galutinis reakcijos taris 10 ul. Reakcija vykdyta termocikleryje Mastercycler Gradient
(Eppendorf, VVokietija). 25 ciklai kartojant 2 minutes esant +37 °C ir 5 minutes esant +16°C.

3. Gautas vektorius (pDGB3_alphal+) su chimerinio peptido seka elektroporacijos
metodu jterpiamas | elektrokompetentines E. coli DHS5a lgsteles. Visi transformacijos etapai
atliekami Saltai, priemongs ir reagentai laikomi ant ledo. UzSaldytos kompetentinés bakterijos
Svelniai atitirpinamos ir toliau taip pat laikomos ant ledo. 1,5 ml mégintuvélyje sumaiSoma 40
I Iasteliy suspensijos ir 1-2 pl DNR (pDGB3_alphal+) ir 60 s inkubujamos ant ledo. MiSinys
perkeliamas j atSaldyta 1 mm kiuvete ir elektroporacija atliekama naudojant Multiporator
(Eppendorf, VVokietija). Impulso parametrai: 1,80 kV jtampa, trukmé — 5 ms.

4. Bakterijos i karto resuspenduojamos 1 ml SOC terpés (2 % triptono, 0,5 % mieliy
ekstrakto, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOa, 20 mM gliukozés),
perkeliamos j mégintuvélj ir inkubuojamos termostate 1 h +37 °C temperatiiroje, purtant 225
apm Thermo-Shaker TS-100 (BioSan, Latvija).

5. Po inkubacijos bakterijos s¢jamos ant LB (1 % triptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 %
NaCl) agarizuotos (1,5 %) terpés su kanamicinu (50 mg/ml), IPTG (0,5 mM) ir X-gal (40
mg/ml) ir auginamos +37 °C temperatiiroje.

6. Po paros ant terpés pavirSiaus galima aiSkiai matyti bakterijy kolonijas. Kadangi j terpg
buvo déta X-gal galima atskirti sékmingai transformuotas kolonijas. Sios kolonijos bus baltos

spalvos, o kolonijos neSancios nepakitusius vektorius bus melynos.
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7. Sékmingai transformuotos kolonijos yra perkeliamos j skysta LB terp¢ su 50 mg/ml
kanamicino ir auginamos per naktj +37 °C temperatiiroje. Po to jos iskart naudojamos

tolimesniems darbams arba uzsagldomos -80 °C temperatiiroje.

2.3. Chimerinio peptido vektoriaus gryninimas

Plazmidziy isskyrimas i§ E. coli atliktas naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific, Lietuva) pagal gamintojo rekomendacijas.

1. Tinkamos kolonijos perneSamos j skystag LB terp¢ su 50 mg/ml kanamicino ir ten
auginamos 12-16 h, +37 °C temperatiiroje purtykléje (200-250 apm).

2. Po nurodyto laiko bakterijy kultiira surenkama centrifuguojant. Siam tikslui paimama
po ~2 ml pirminés terpés ir centrifuguojama 2 minutes kambario temperattiroje 9279 g.

3. Supernatantas nupilamas, o bakterijos suspenduojamos 250 ul resuspensijos tirpalo.
Meégintuvélis Svelniai supurtomas.

4. ] miSinj jdedama 250 pl lizés tirpalo. SumaiSoma mégintuvélj vartant 4-6 kartus iki
tirpalas praskaidréja.

5. Idedama 350 pl neutralizacijos tirpalo. 1§ karto maiSoma mégintuvel] vartant 4-6
kartus.

6. Misinys 5 minutes centrifuguojamas (6800 Q).

7. Supernatantas atidziai su pipete perkeliamas j kolonéle.

8. Meégintuvélis su kolonéle centrifuguojamas 1 minute 9279 g. Skystis i§ apatinés
meégintuvelio dalies nupilamas, kolonélé jstatoma atgal.

9. Kolonélé¢ plaunama naudojant 500 pl plovimo tirpalo. Centrifuguojama 30-60
sekundziy. Skystis nupilamas. Sis zingsnis kartojamas dukart.

10.Nupylus skystj kolonélé dar centrifuguojama 1 min. 9279 g.

11.Kolonélé perdedama i nauja 1,5 ml mégintuveli. Idedama 50 pl eliucijos buferio
(pipete buferis pilamas j centrg nepalie¢iant membranos).

12.Misinys inkubuojamas kambario temperattiroje 2 min. Po to 2 min. centrifuguojamas
9279 g. 11-12 zingsniai kartojami dukart.

13.I8émus kolonéle iSgryninta DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

2.4. Agrobacterium tumefaciens transformacija

1. Gauta konstrukcija (pDGB3_alphal+) su chimeriniu peptidu elektroporacijos metodu

jterpiama | A. tumefaciens domestikuotg Iasteliy kamieng GV3101 (binarinés sistemos
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virulentiSkumo vektorius — pMP90). Visi transformacijos etapai atlickami $altai, priemonés ir
reagentai laikomi ant ledo. UZSaldytos agrobakterijos Svelniai atitirpinamos ir toliau taip pat
laikomos ant ledo. 1,5 ml mégintuvélyje sumaiSoma 50 pl lasteliy suspensijos ir 1 pl DNR
(plazmidés pDGB3_alphal+) ir 60 s inkubujamos ant ledo. MiSinys perkeliamas j atSaldytg 1
mm kiuvete ir atliekama elektroporacija . Impulso parametrai: 1,80 kV jtampa, trukmé — 5 ms.

2. Bakterijos i karto resuspenduojamos 1 ml SOC terpés, perkeliamos ] mégintuvélj ir
inkubuojamas termostate 3 h +28 °C temperatiiroje, purtant 225 apm.

3. Po inkubacijos bakterijos s¢jamos YEP (10 g/l peptono, 10 g/l mieliy ekstrakto, 5 g/l
NaCl) agarizuotoje (2 %) terpéje su gentamicinu (50 pg/ml), kanamicinu (50 pg/ml) ir
rifampicinu (50 pg/ml) ir auginamos +28 °C temperatiroje.

4. Po 2-3 dieny ant terpés pavirSiaus galima aiSkiai matyti bakterijy kolonijas. Bakterijy
kolonijos yra perkeliamos j skysta YEP terp¢ su antibiotikais ir auginamos 2 paras +28 °C
temperatiiroje. Po to agrobakterijos iSkart naudojamos tolimesniems darbams arba uzSaldomos

-80 °C temperatiiroje.
2.5. Agrobakterium tumefaciens kolonijy PGR ir elektroforezé

Agrobakterijy transformacija patvirtinta kolonijy PGR analize.
1. Bakterijy kolonija suspenduojama 100 pl dH20. Sudaromas PGR misinys (10 ul):
e 1,5 ul bakterijy suspensijos (50 ng);
e 3ul dH20;
e 5ul 1X MyTaq Mix (Bioline);

e 0,5 ul tiesioginio pradmens ir atvirkstinio pradmens misinio (0,5 uM) (zr. 2.1. pav.).

Tiesioginis pradmuo: GCGCEGIEIEGCTCGAATGCACCACCATCACCACCA

Atvirkstinis pradmuo: GCGCEGTCTEGCTCAAAGCTTAAGGGACTCCTTCTCCAG

2.1. pav. Pradmenys naudoti chimerinio peptido genui apmplifikuoti kolonijy PGR metodu. Pradmuo
pazymeétas raudonai, Zaliai pazymétos fermenty atpazinimo sekos, o mélynai — restriktaziy kirpimo regionai

(autorés iliustracija).

2. Atliekama PGR. Naudojamas termocikleris “Qcycler II” (Quanta Biotech, Jungtiné
Karalysté). Pradiné denatiiracija — +95 °C (2 min). Tuomet 25 ciklai: denattiracija — +95 °C (30
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s), pradmeny sgveika - +55 °C (45 s), DNR sintezé - +72 °C (1 min). Tuomet vykdoma galutiné
DNR sintezé - +72 °C (10 min). Méginiai atSaldomi iki +4 °C.

3. Po PGR gauti produktai analizuojami MCE-202 MultiNA (Shimadzu) kapiliarinés
elektroforezés sistema naudojant DNR-12000 (Shimadzu) reagenty rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. DNR fragmenty ilgio standartas - "GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder*
(Thermo Fisher Scientific). Gauti rezultatai jvertinti ,,MultiNA Viewer* (Shimadzu)

kompiuterine programa.
2.6. Protoplasty iSskyrimas
2.6.1. Nicotiana tabacum protoplasty isskyrimas

Protoplasty i$skyrimui buvo naudoti N. tabacum augalai auginami Sodo augaly genetikos ir

biotechnologijos skyriuje. Tabako klonai auginti MS terpéje su 1 % sacharozés be fitohormony [59]

laboratorijos darbuotojy.

2.2. pav. Eksperimente naudoti ~4 savaiciy amziaus N. tabacum mikrotgliai (autorés nuotrauka).

Fermentai ir fitohormonai yra i§ “Duchefa Biochemie” (Nyderlandai). Macerozimo R-10
grynumas >3000 u/g, o celiulazés Onozuka R-10 - >10 000 u/g.
1. 20-500 mg tabako lapy biomasés i§ 4-8 savaites augusiy in vitro augaly atrenkama ir

pasveriama, 0 po to lapai supjaustomi j smulkius (1-2 mm) gabalélius mini Petri léksteléje
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naudojant skalpelj 1 ml preplazmolizés terpés (7,35 g/l CaClz x 2H20 ir 54,66 g/l sorbitolio).
Po to supjaustyta biomasé uzpilama dar 4 ml tos pacios terpés ir laikoma valandg tamsoje.

2. Pragjus valandai preplazmolizés terpé nusiurbama naudojant automating pipetg ir
likusi biomasé uzpilama 5 ml K3 terpés [60] su 0,4 M sacharozés priedu, iStirpintais fermentais
(0,1-3 % celulazés ir 0,1-0,6 % macerozimo) ir 0,2 mg/l NAR bei 0,25 mg/l BAP. Misinys
inkubuojamas 0,5-24 valandas tamsoje esant +22-30 °C temperatiirai termostate arba purtykléje,
§ig nustadius Zemiausiam rézimui.

3. Po inkubacijos periodo iSsilaisvine atskiri protoplastai atskiriami nuo likusiy terpéje
audinio gabaléliy ir Igsteliy grupiy filtruojant miSinj per nailoninj filtrg (pory dydis - 60 um).
Protoplasty suspensija atskiesta 1:1 5 ml CPW (CPW10, CPW16 arba CPW20) terpés (101 mg/1
KNOs3, 1,48 g/l CaCl, x 2H20, 246 mg/l MgSOa4 x 7H20, 27,2 mg/l KH2PO4, 16 mg/l KI, 0,025
mg/l CuSO4 x 5H20 bei priklausomai nuo terpés stiprumo 100 g/l, 160 g/l arba 200 g/l
sacharozés) centrifuguojama ~100 g jéga 5 minutes +10 °C. Tam naudoti 15 ml talpos
mégintuvéliai. Bandyme naudota centrifuga Jouan BR4i (Pranctizija).

4. Po pirmojo centrifugavimo pavirSiuje plaukiojantys protoplastai surenkami plataus
antgalio automatine pipete. 2 ml protoplasty suspensijos perkeliama j 8 ml CPW terpés. Viso
proceso metu labai svarbu suspensijos per smarkiai nesupurtyti. Vél centrifuguojama pries tai
minétomis sglygomis.

5. Po antrojo centrifugavimo procediira pakartojama analogiSkai tik vietoje CPW terpés
galutiniam praplovimui naudojama W5 terpé (18,4 g/l CaCl. x 2H-0, 9 g/l NaCl, 0,8 g/l KCI, 1
g/l gliukozes).

6. Po centrifugavimo W5 terpéje protoplastai nuséda | mégintuvélio dugna.
Eksperimentui pavykus mégintuvelio dugne kartais galima pastebéti plaukiojancia Zalsvos
spalvos gleives primenancig mase. IS mégintuvélio automatine pipete iSsiurbiamas beveik visas
supernatantas, lieka maziau nei 0,5 ml skyscio. LaSas suspensijos sumaiSoma su laSeliu
fluorescuojanéiy dazy (naudotas fluoresceino diacetatas — FDA; jo koncentracija 5 mg/ml
etanolio). Paveikus suspensijg FDA gyvos lgstelés fluorescuos zaliai, negyvos nefluorescuos.
Mikroskopuojama su fluorescensiniu mikroskopu (Nikon Eclipse 80i, Vokietija) naudojant
FITC filtrg ir natiiralig Sviesa.

7. Apskaiciuojama protoplasty koncentracija naudojant Goriajevo ar Fuchs-Rosenthal
kamera. Siekiama, kad galutiné protoplasty koncentracija biity 5x10° vnt/ml. Jei reikia

suspensija atskiedziama iki pageidaujamos koncentracijos skysta modifikuota 8p terpe [61] su
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0,4M gliukozés, 1,0 mg/l 2.4D ir 0,5 mg/l BAP. Tuo pat metu tikrinamas ir protoplasty
gyvybingumas.

2.6.2. Daucus carota protoplasty iSskyrimas

Morky protoplasty iSskyrimui buvo naudotas Daucus carota L. (ssp. sativus, veislé ,,Ileva®)
kalius
(zr. 2.3. pav.). Augalai auginti Sodo augaly genetikos ir biotechnologijos skyriuje, termoreguliacinéje
Bandymas atliktas analogiSkai tabako protoplasty i$skyrimui, tik pirmame Zingsnyje vietoj

augalo lapy, eksperimente naudotas morky kalius.

2.3. pav. Eksperimente naudotas morky kalius (autorés nuotrauka).
2.7. Lapo disko transformacija
2.7.1. Nicotiana tabacum lapo disko transformacija ir tigliu regeneracija Nr. 1

Naudoti antibiotikai ir fitohormonai yra i§ “Duchefa Biochemie” (Nyderlandai). Kanamicino
grynumas — >750 1U/mg, cefatoksimo — 916-964 pg/mg.

1. Pirmiausia paruo$iamos bakterijos. Viena transformuota A. tumefaciens kolonija su

tiksline plazmide perkeliama j skysta LB terpe (50 mg/l kanamicino ir 50 mg/l rifampicino).

Bakterijos auginamos dvi dienas +28 °C purtykléje “Orbital Shaker Incubator” (MRC, Kinija)

~120 apm tamsoje.
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2. Po dviejy dieny LB terpé su agrobakterijomis perkeliama j 15 ml talpos centrifuginius
mégintuvélius. Centrifuguojama 1383 g centrifuga 5415D (Eppendorf, Vokietija) 10 minuciy
kambario temperatiiroje. Nupilamas supernatantas ir bakterijos resuspenduojamos 5 ml
regeneracinés terpés (RM). RM yra modifikuota MS terpé (30 g/l sacharozés, 2 mg/l BA, 0,2
mg/l NAR, pH 5,6)

3. Fotometru Biophotometer  (Eppendorf, Vokietija) iSmatuojama  bakterijy
koncentracija. Tam | kiuvete jpilama 0,5 ml gerai sumaisytos terpés su bakterijomis. Optinis
tankis matuojamas 600 nm ilgio bangomis. Eksperimente buvo naudotos bakterijy
koncentracijos nuo 0,6 iki 0,8 OD. Esant per didelei bakterijy koncentracijai praskiedimui
naudota RM terpé.

4. Paruosiami augaly eksplantai. Nuo ankstesniame bandyme naudoty tabako mikrotigliy
atskiriami sveiki lapeliai. Sie supjaustomi j 5-8 mm dydzio fragmentus.

5. Lapy fragmentai uzpilami bakterijy suspensija. Bakterijos su eksplantais laikomi 30
minuciy +28 °C temperatiiroje kartais juos $velniai supurtant.

6. Po pusvalandzio lapy fragmentai iSimami i§ bakterijy suspensijos, perkeliami ant
filtrinio popieriaus ir dziovinami ~5 minutes. ISdziovinti eksplantai perkeliami | sterilias Petri
léksteles ant filtrinio popieriaus suvilgyto RM terpe (~2 ml vienai lékstelei). Kokultivavimas
vykdomas 2-3 dienas tamsoje +25 °C temperatiiroje.

7. Po $io periodo eksplantai perplaunami RM terpe su cefatoksimu (1g/l) du kartus
skirtingose talpose po 3 minutes. Eksplantai isdziovinami ant filtrinio popieriaus ir po ~10
vienety perkeliami j Petri 1éksteles su agarizuota (8 g/l bakto-agaro) selektyvia RM terpe (50
mg/l kanamicino ir 250 mg/l cefatoksimo). Antibiotikai naudojami siekiant sunaikinti jau savo
darbg atlikusias agrobakterijas, tokiu biidu padidinant eksplanto regeneracijos tikimybg.

8. Petri 1ékstutés izoliuojamos naudojant specialias juosteles. Transformuoti eksplantai
auginami +22 °C temperatiiroje su 16 h fotoperiodu. Méginiai persodinami j §vieZig terpg kas
2-3 savaites iki regeneruoja tigliai.

9. Regenerave tgliai toliau perkeliami j Saknijimosi terpe (MS terpé su 3 % sacharozés ir

tokiu pat antibiotiky kiekiu kaip ir pries tai RM terp¢je).
2.7.2. Nicotiana tabacum lapo disko transformacija ir tigliy regeneracija Nr. 2

1. Pirmiausia paruosiami augaly eksplantai. Nuo tabako mikrotgliy atskiriami sveiki

lapeliai. Sie supjaustomi j 5-8 mm dydzio fragmentus. Juos kultivuojame 2 savaites ant
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agarizuotos MS terpés (2 % sacharozés, 0,2 mg/l NAR ir 2,5 mg/l BA). Lékstelés izoliuojamos
specialia juostele. Eksplantai auginami +22 °C temperatiiroje su 16 h fotoperiodu.

2. Dvi dienos pries pasibaigiant dviejy savaiCiy eksplanty kultivavimo periodui
transformacijai pradedamos ruosti agrobakterijos. Jy paruosimas sutampa su Nicotiana tabacum
lapo disko transformacija Nr.1 1-3 zingsniais minétais ankstesniame skyrelyje. Bakterijy
koncentracija gali buti nuo 0,2 iki 0,7 OD.

3. Po dviejy savaiCiy lapy fragmentai biina vizualiai didesni. Matosi patikusi lapo
struktiira. Fragmentai tampa kietesni ir labiau primena kaliaus darinj, ta¢iau palaiko pirming
lapo iSvaizdg. Pries$ atlickant transformacijg fragmentai subadomi sterilia mikro-adata. Tuomet
analogiskai ankstesniojo skyrelio 5-6 Zingsniam atliekama transformacija ir kokultivacija.

4. Po sio periodo eksplantai perplaunami TSM terpe su timentinu (1g/l) du kartus
skirtingose talpose po 3 minutes. Eksplantai iSdziovinami ant filtrinio popieriaus ir po ~10
vienety perkeliami j Petri 1éksteles su agarizuota (8 g/l bakto-agaro) selektyvia TSM terpe (50
mg/l kanamicino ir 250 mg/l timentino). Svarbu paminéti, kad } TSM terpe po autoklavavimo
dedamas IAR fitohormonas (0,2 mg/l).

5. Petri Iekstutés izoliuojamos naudojant specialias juosteles. Transformuoti eksplantai
auginami +22 °C temperatiiroje su 16 h fotoperiodu. Méginiai persodinami j §vieZig terpe kas
savaite iki regeneruoja tigliai.

6. Regenerave tigliai toliau perkeliami j Saknijimosi terpe (MS terpé su 3 % sacharozés ir
tokiu pat antibiotiky kiekiu kaip ir prie$ tai TSM terpéje).

Protokolas pritaikytas pagal mokslininky grupés straipsnj [46].

2.8. Daucus carota lasteliy suspensijos transformacija ir kaliy regeneracija

Morky suspensijos transformacijai buvo naudotos Daucus carota ssp. sativus lasteliy

suspensijos auginamos Sodo augaly genetikos ir biotechnologijos skyriaus laboratorijoje (zr. 2.4.

v —

temperattiroje, purtykléje (~120 apm). Protokolas pritaikytas morkoms i§ 2004 mety straipsnio [47].
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A ‘ x40

2.4. pav. Morky lasteliy suspensija prie$ transformacijg. Vaizdas per mikroskopg (A — x40 padidinimas, B —

x10 padidinimas). Matomi lgsteliy agregatai (autorés nuotrauka).

1. Lastelés auginamos talpose uzpildytose tre¢daliu su 20-30 ml MKK (modifikuota MS
terpé su 0,1 % kazeino hidrolizato, 30 g/l sacharozés ir 0,3 mg/l 2.4D) terpés. 2,5 ml savaités
amziaus suspensijos perkeliama j 25 ml §viezios MKK terpés ir auginama dar dvi dienas.

2. 4-24 h pries atliekant transformacijg paruo$iamos agrobakterijos. Viena transformuota
A. tumefaciens kolonija su tiksline plazmide perkeliama j skysta LB terpe (50 mg/l kanamicino
ir 50 mg/I rifampicino). Bakterijos auginamos iki 24 h +28 °C purtykléje (~160 apm) tamsoje.

3. Po dviejy dieny 5 ml paaugintos morky suspensijos perkeliama j 25 ml sviezios MKK
terpés su 500 uM acetosiringono (AS). AS yra fenolinis darinys, kuris padidina transformacijos
agrobakterijomis efektyvuma.

4. Dar 5 ml $ios suspensijos perkeliama j 25 ml Sviezios MKK terpés kondicinei terpei

sukurti. Suspencija kondicinei terpei sukurti bus auginama dar dvi dienas.
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5. Toliau ruoSiamos agrobakterijos. PO numatyto laiko LB terpé su agrobakterijomis
perkeliama j 15 ml talpos centrifuginius mégintuvélius. Centrifuguojama 1383 g, 10 minuciy
kambario temperatiiroje. Nupilamas supernatantas ir bakterijos resuspenduojamos 5 ml MKK
terpes.

6. 100 pl agrobakterijy suspensijos tris kartus perplaunama su 1 ml MKK terpés
centrifuguojant 18 000 g po 2 minutes.

7. Fotometru pamatuojama agrobakterijy suspensijos koncentracija. Bangos ilgis — 600
nm. Siekiama kad OD biity 0,1-0,15. Esant poreikiui praskeidimui naudojama MKK terpé.

8. 10 ml suspensijos su AS perkeliama j naujg talpg ir infekuojama su 100 pl
agrobakterijy suspensijos (ODsoo 0,1-0,15). Infekuota suspensija inkubuojama tamsoje +27 °C
temperatiiroje nemaisant.

9. Po dviejy dieny infekuota suspensija perkeliama j 50 ml talpos mégintuvélj ir
centrifuguojama ~400 g 10 minu¢iy +10 °C temperatiiroje. Nuosédos 2-3 kartus praplaunamos
su sviezia MKK terpe. Po paskutinio plovimo visas supernatantas nusiurbiamas automatine
pipete.

10.Dvi dienas auginta suspensija kondicinei terpei centrifuguojama ~400 g 10 minuciy
+10 °C temperatiiroje. Paimama 20 ml supernatanto, o nuosédos pasalinamos.

11.Infekuotos morky nuosédos i§ 9 -tojo zingsnio uzpilamos 20 ml kondicinés terpés su
timentinu (250 mg/ml) agrobakterijy eliminavimui.

12.Si suspensija auginama talpose kaip minéta 1 -gjame Zingsnyje tris dienas tamsoje
purtykléje ~130 apm.

13.Po trijy dieny suspensija perkeliama j 50 ml talpos mégintuvélj ir centrifuguojama
~400 g 10 minuciy +10 °C temperatiiroje. Nusédusios lgstelés resuspenduojamos 10 ml MKK
terpes.

14.Suspensija perkeliama ant agarizuotos MKK terpés Petri 1ékstelése su timentinu (250
mg/l) ir kanamicinu (100 mg/l). 1ml suspesijos vienai standartinei Petri lékstelei.

15.Lékstelés inkubuojamos tamsoje kelias savaites iki kol susidaro aiSkiai matomi kaliai.
Regenerave kaliai véliau susmulkinami ir dedami j skystg MKK terpg¢ siekiant sukurti

transformuoty morky lasteliy suspensija.
2.9. Daucus carota hipokotiliy transformacija ir kaliy regeneracija

Naudoti antibiotikai yra i§ “Duchefa Biochemie” (Nyderlandai).
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1. 7 dienos pries transformacija pradedami ruosSti morky augalai. Morky séklos
sterilinamos 70% etilo alkoholio tirpale praskalaujant vandeniu. Tada jos mirkomos 10 minuciy
10% natrio hipochloride, o po to nuplaunamos vandeniu. Po plovimo séklos perkeliamos j Petri
léksteles su agarizuota MS terpe, kad sudygty.

2. Pirmiausia paruo$iamos bakterijos. Viena transformuota A. tumefaciens kolonija su
tiksline plazmide perkeliama j 200 ml skystos LB terpés (50 mg/l kanamicino ir 50 mg/I
timentino). Bakterijos auginamos dvi dienas +28 °C purtykléje “Orbital Shaker Incubator”
(MRC, Kinija) ~120 apm tamsoje.

3. Po dviejy dieny LB terpé su agrobakterijomis perkeliama j keturis 50 ml talpos
centrifuginius mégintuvélius. Centrifuguojama 1383 g centrifuga 5415D (Eppendorf, Vokietija)
10 minuc¢iy kambario temperatiiroje. Nupilamas supernatantas ir bakterijos kiekviename
mégintuvélyje resuspenduojamos 1 ml BS terpés [83]. Resuspenduotos bakterijos perpilamos j
vieng 50 ml tiirio mégintuvélj.

4. Fotometru ,,Biophotometer“ (Eppendorf, Vokietija) iSmatuojama bakterijy
koncentracija. Tam j kiuvete jpilama 0,5 ml gerai sumaisytos terpés su bakterijomis. Optinis
tankis matuojamas esant 600 nm ilgio bangomis. Esant per didelei bakterijy koncentracijai
praskiedimui naudota B5 terpé. Pageidautinas OD yra 0,5.

5. Savaite¢ auginti morky augalai yra paruoSiami transformacijai. Morky tgliai
apipjaustomi paliekant tik hipokotilius. Jei reikia hipokotiliai supjaustomi 1 cm ilgio
gabaliukais. Hipokotiliai pamerkiami j reikiamos koncentracijos agrobakterijy tirpala ir jame
laikomi 2 minutes $velniai maiSant. Po to tirpalas yra nupilamas, o hipokotiliai nudziovinami
ant filtrinio popieriaus.

6. Nudziuve hipokotiliai perkeliami ant agarizuotos (8 g/l bakto-agaro) B5 terpés ir dvi
dienas laikomi inkubatoriuje esant +28 °C temperatiirai.

7. Po dviejy dieny hipokotiliai persodinami ant agarizuotos selektyvios B5 terpés (50
mg/l kanamicino ir 300 mg/I timentino). Dar po savaités hipokotiliai vél persodinami j tokig pat
terpe, o po dviejy savailiy terpéje jau sumazinamas timentino kiekis (250 mg/l). Hipokotiliai
kas savaite persodinami ] naujg terpe iki kol susiformuoja kaliai ir regeneruoja morkos tigliai.

Per tg laikg hipokotiliai auginami inkubatoriuje tamsoje esant +23 °C temperatirai.
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2.10. Daucus carota hipokotiliy DNR iSskyrimas

1. IS ~6 savaites auginty kaliy paimama po 0,1-0,2 g audinio (dalis kaliaus paliekama
toliau augti) ir jdedama j 2 ml mégintuvélj ir uzpilama skystu azotu (i mégintuvélius taip pat
jdedami 2-3 Sratai). Mégintuvélis azote laikomas valandg. Po to méginiai sumalami maltinu (28
supurtymai per sekunde) (MM 400, Retsch). Tai trunka 3 minutes.

2. Po malimo mégintuvéliy turinys uzpilamas 0,9 ml CTAB buferio ir mégintuvéliai
inkubuojami 30 min. vandens voneléje “Thermomixer comfort” (Eppendorf, Vokietija).

3. Po inkubacijos j mégintuvélius jpilama po 0,9 ml chloroformo-izoamilo alkoholinio
misinio (24:1). Mégintuvéliai inkubuojami 10 min. kambario temperattroje, kas 2 min. juos
Svelniai pavartant. Po to méginiai centrifuguojami centrifuga 5415D (Eppendorf, Vokietija)
kambario temperatiiroje 5 min. 4000 g jéga.

4. Po centrifugacijos virSutinis sluoksnis biina aiskiai atsiskyres nuo priemaisy. Jis yra
Svelniai nusiurbiamas pipete ir perkeliamas j 1,5 ml mégintuvélj. 3-4 Zzingsniai i§ viso
pakartojami tris kartus.

5. Po paskutinio plovimo alkoholiy miS$iniu, j supernatantg jpilama 0,6 ml 95 % etilo
alkoholio (+4 °C) ir $velniai supurtoma. Tuomet méginiai inkubuojami -20 °C temperatiiroje 30
min.

6. Po Sios inkubacijos méginiai centrifuguojami 2,5 min. 2500 g. Po to supernatantas
atsargiai nupilamas ir j mégintuvélius jpilama 1,3 ml plovimo buferio (70% etanolis ir 10 mM
amonio acetatas) (+4 °C). Misinys inkubuojamas -20 °C temperatiiroje 1h.

7. Po inkubacijos méginiai centrifuguojami 2,5 min. 2500 g ir supernatantas atsargiai
nupilamas. | mégintuvélius jpilame po 0,6 ml 70 % etanolio, mégintuvéliai laitkomi 12 min. +4
°C temperatiiroje, o po to supernatantg nupilame. Procediirg pakartojame su 95 % etanoliu.

8. Po galutinio plovimo likg nuosédos yra dZiovinamos ~12 min. termostate
(Hybridization Oven/Shaker, Amersham Biosciences, Jungtiné Karalyst¢) +37 °C
temperatiiroje.

9. I8dzitvusios nuosédos yra iStirpinamos 100 pul Tris-EDTA buferio +4 °C
temperatiiroje. Po 10-20 minuciy nanofotometru (Implen, Vokietija) patikrinamos DNR

koncentracijos.
2.11. Daucus carota hipokotiliy PGR ir elektroforezé

1. Sudaromi du PGR miSiniai (po 10 pl):
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e 1,5ul DNR (50 ng);

e 3uldH0;

e 5ul 1X MyTaq Mix (Bioline);

e Pirmam miSiniui imama 0,5 pl tiesioginio ir atvirkStinio pradmeny misinio peptido
sekai atpazinti (0,5 uM) (zr. 2.1. pav.), o antram miSiniui — 0,5 pl tiesioginio ir atvirkstinio
pradmeny miSinio agrobakterijy vir sekai atpazinti (0,5 pM) (tiesioginis pradmuo -
CGAAACGCTGTTCGGCCTGTGG, atvirkstinis pradmuo -
GTTCAGCAGGCCGGCATCCTGG).

2. Atliekama PGR. Naudojamas termocikleris “Qcycler II” (Quanta Biotech, Jungtiné
Karalyst¢). Pradiné denatiiracija — +95 °C (2 min). Tuomet 30 cikly: denattiracija — +95 °C (30
s), pradmeny sgveika - +58 °C (45 s), DNR sintezé - +72 °C (1 min). Tada vykdoma galutiné
DNR sintezé - +72 °C (5 min). Méginiai atSaldomi iki +4 °C.

3. Po PGR gauti produktai analizuojami MCE-202 MultiNA (Shimadzu) kapiliarinés
elektroforezés sistema naudojant DNR-12000 (Shimadzu) reagenty rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. DNR fragmenty ilgio standartas - "GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder*
(Thermo Fisher Scientific). Gauti rezultatai jvertinami ,,MultiNA Viewer“ (Shimadzu)

kompiuterine programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Binarinio augaly vektoriaus kiirimas ir pagausinimas E. coli 1astelése

Pirmiausia siekiant sukurti binarinés sistemos vektoriy, nesantj chimerinio peptido seka buvo
atlikta ,,GoldenBraid 3.0” daugianario surinkimo reakcija. Tam naudotas pDGB3_alphal vektorius.
Po reakcijos gautas vektorius buvo elektroporacijos metodu jterptas j E. coli DH50 kamieno
bakterijas. Sékmingai bakterijy transformacijai jvertinti buvo naudota a-komplementacijos sistema: j
bakterijy augimo LB terpe idéjus X-gal junginio kolonijos nusidazo mélynai, jei vektorius jose neturi
jterptos tikslinés DNR arba yra baltos, jei vektorius turi jterpta DNR fragmenta.

Toks patikros mechanizmas pirmg kartg buvo panaudotas sukiirus specifines pUC plazmides
1982 -aisiais metais [62]. Nuo to laiko $is atrankos metodas placiai taikomas molekulinéje biologijoje,
specifiSskai molekuliniame klonavime [63].

Eksperimento metu j terpe buvo détas ir IPTG junginys. Jis naudojamas lac operono raiskos
indukcijai. Siame operone ir turéty jsiterpti tiksline DNR. Svarbu paminéti, kad siekiant tokiu biidu
atrinkti sékmingus transformantus reikia tinkamai pasirinkti E.coli kamieng. Sis turi turéti mutuota
lacZ geng su specifine delecija, 0 naudojamas vektorius turi turéti lacZa seka.

Atlikto bandymo metu ant LB terpés po paros buvo galima aiskiai vizualiai iSskirti
transformuotas kolonijas (zr. 3.1. pav.). Pastebéta, kad sékmingai transformuoty kolonijy buvo Zymiai
daugiau nei nesékmingai transformuoty. Vizualinés patikros metu nebuvo pastebéta palydoviniy
kolonijy. Tai rodo, kad transformacija buvo sékminga. Viena i§ balty kolonijy atsitiktiniu bidu buvo
atrinkta tolimesniam plazmidinio vektoriaus i$skyrimui. Sis vektorius toliau buvo naudojamas A.

tumefaciens konstrukto kurimui.
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3.1. pav. Transformuoty E. coli bakterijy kolonijos ant LB terpés su X-gal junginiu. Inkubacijos periodas — 1
para. Matomos nesancios tikslinj DNR intarpg (baltos) ir jo neturin¢ios (mélynos) kolonijos. Apibrézta

kolonija buvo naudota tolimesniuose darbuose (autorés nuotrauka).
3.2. Agrobacterium tumefaciens konstruktas

Norint sukurti A. tumefaciens bakterinj konstrukta, nesantj chimerinio peptido seka, buvo naudotas
domestikuotas agrobakterijy kamienas GV3101. Kamieno binarinés sistemos virulentiSkumo
vektorius — pMP90.

GV3101 kamienas yra sukurtas pries kelis deSimtmecius [64] ir yra vienas placiausiai
naudojamy agrobakterijy kamieny. Auglius keliantys genai yra pasalinti i$ plazmideés.

Tiksliné DNR | bakterijas buvo pernesta elektroporacijos metodu. Metodas analogiskas E. coli
transformacijai. Po transformacijos agrobakterijos buvo augintos and YEP terpés. Po keliy dieny buvo
galima vizuliai i$skirti pavienes bakterijy kolonijas. Dvylika kolonijy atsitiktinai buvo atrinktos atlikti
kolonijy PGR ir tolimesniam auginimui LB terpéje.

Kolonijy PGR produkty kapiliarinés elektroforezés analizés metu panaudojus specifinius
pradmenis chimeriniam peptido genui atpazinti, buvo sékmingai iSskirti DNR sekos fragmentai, kuriy
ilgis sieké ~1200 bp (zr. 3.2. pav.). Visose tirtose kolonijose buvo uzfiksuotas pageidautinas
fragmentas. Analizei buvo naudoti klonavimo pradmenys, kurie turi papildomus adapterius, tad

papildomai prisideda tam tikras kiekis nukleotidy ir teorinis sekos ilgis yra 1135 bp. D¢l kapiliarinés
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elektroforezés ypatumy fragmentai fiksuojami didesni nei turéty biiti. Tolimesniems darbams atlikti

buvo pasirinkta E8 kolonija.

1 FERININI

3.2. pav. Agrobakterijy kolonijy PGR produkto kapiliarinés elektroforezés rezultatai. X1 - DNR fragmenty
ilgio standartas. Matomi ~1200 bp ilgio seky fragmentai (autorés iliustracija).

Kolonijy PGR metodas yra itin placiai taikomas norint patikrinti ar po transformacijos

bakterijose ar mielése buvo sékmingai jterptas vektorius su tiksline genetine medziaga [65].
3.3. Protoplasty isskyrimas i§ Nicotiana tabacum ir Daucus carota

Protoplasty i$skyrimui buvo naudoti N. tabacum in vitro tigliai ir Daucus carota ssp. sativus
kaliai.

Sio eksperimento metu protoplasty i$skyrimo i§ tabako augaly in vitro protokolas buvo daugelj
karty modifikuotas, kadangi pirminis protokolas pakartotinai nedaveé pageidautiny rezultaty.
Konkreciai buvo susiduriama su nepakankamu protoplasty kiekiu augalo regeneracijai (zr. 3.3. pav.).

Siekiant sékmingos augalo regeneracijos reikalinga protoplasty koncentracija yra bent 5x10° vnt./ml.
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3.3. pav. Nuotraukoje matomas tabako protoplastas i$skirtas $io tyrimo metu (autorés nuotrauka).

Po pirminés nesé¢kmés buvo nuspresta analizuoti literatiirinius duomenis ir ieSkoti alternatyviy
protokoly protoplasty skyrimui i$ tabako arba btidy pirminj protokolg modifikuoti.

Nagrinétuose straipsniuose esminiai protokolo Zingsniai buvo analogis$ki naudotiems ir §io
eksperimento metu, t.y. augalo biomasés susmulkinimas siekiant padidinti augalo pavirSiaus plota
prieinamg fermentams, biomasés ardymas naudojant fermentus, kuriy pagrindinis yra celulazé, bei
tolimesnis fermenty iSplovimas Svelniai centrifuguojant ir naudojant specifines terpes su druskomis ir
osmolitais siekiant iSvengti lgsteliy osmosinio Soko [66-74].

Kai kuriuose protokoluose taip pat naudojamas papildomas plazmolizés zingsnis pries Igsteliy
sienelés ardymg fermentais. Taip siekiama apsaugoti 1gsteles nuo staigaus Soko praradus sieneles bei
padidinti jy i§gyvenamumo tikimybe [68,70]. Sis etapas buvo naudotas ir §iame bandyme.

2011 -yjy mety straipsnyje apie N. glauca protoplastus, minimi papildomi etapai, kurie nebuvo
naudoti $io bandymo metu. Siame darbe taip pat atlickama ir lasteliy plazmolizé. Dvi dienas pries
pradedant iSskyrimo procesg augalai yra inkubuojami tamsoje. Anot autoriy, tai padidina lasteliy
iSgyvenamumag ir iSskirty protoplasty kiekj. Po fermentinés inkubacijos misinys yra purtomas 60 apm
grei¢iu 15 min. Sis procesas turéty palengvinti protoplasty issilaisvinima. Tuomet nufiltruojamos
priemaisos. Apradyto bandymo metu buvo pasiekta 5-7x10° vnt./ml protoplasty koncentracija [66].

Analizuojant literatiirg buvo pastebéta, kad dauguma skirtumy tarp jvairiy autoriy naudojamy
metody yra susije su lasteliy sienelés fermentinio ardymo etapu. Autoriai aptaria skirtingus fermenty
kiekius, skirtingus laikymo fermentinéje terpéje periodus, skirtingas inkubacijos temperattras [71].
Taip pat lIgstelés gali biiti inkubuojamos purtykléje itin Svelniomis saglygomis, arba rankiniu btdu
supurCius terpe tam tikrais laiko intervalais. Kituose straipsniuose patariama lgsteles inkubuoti
termostate visai jy nejudinant [67].

Jung ir kt. straipsnyje minima kaip svarbu yra nustatyti ne tik tinkamas fermenty koncentracijas,
bet ir lgsteliy laikymo trukme¢ fermentinéje terpéje. Anot autoriy, tiek per didelés fermenty

koncentracijos, tiek per ilgas inkubacijos periodas yra vienodai Zalingi augalo lgsteléms ir gali
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neigiamai paveikti galutinj iSskirty gyvybingy protoplasty kiekj. Autoriai savo darbe naudojo kiek
jmanoma mazesnes fermenty koncentracijas (1 % celulazés ir 0,4 % macerozimo) ir kiek jmanoma
trumpesnj inkubacijos perioda (4 h) [69].

Mokslininky grupés i§ Nyderlandy darbe taip pat minimas trumpas inkubacijos periodas — 2-4
valandos, ta¢iau Siuo atveju fermenty koncentracijos yra didesnés (2 % celulazés ir 0,5 %
macerozimo) [70].

Svarbu paminéti, kad augaly sienelés suardymui dazniausiai naudojama celulazé ir dar bent
vienas fermentas. Tai gali biiti macerozimas, kaip abiejuose anks¢iau minétuose straipsniuose, arba
pektinazé [71, 73]. Minimi ir kiti fermentai, bet Sie vartojami zymiai re¢iau [72]. Celulazé skirta
lastelés sienelés suardymui, pektinazé ir macerozimas — lasteliy atsiskyrimui.

Gill ir kt. straipsnyje aprasomo tyrimo metu naudota celulazés koncentracija yra viena
didZiausiy i$ visy nagrinéty protokoly (net 3 % celulazés). Autoriai mini, kad i§ pradziy
eksperimentuose buvo naudota ir pektinazé, taciau nors buvo pastebétas greitesnis protoplasty
i§siskyrimas pirminiuose inkubacijos etapuose naudojant Si fermentg kartu su celulaze, galutinis
i§siskyrusiy protoplasty kiekis buvo toks pats, tad tolimesni autoriy bandymai buvo atliekami
naudojant tik celulaze [73].

Tame paciame straipsnyje apraSomas ir bandymas atliktas su fermentinés inkubacijos
temperattra (zr. 3.4. pav.). Tyrimo metu nustatyta, kad optimaliausios inkubacijos temperatiiros yra
+25 °C ir +30 °C kuomet inkubacijos periodas yra 12 valandy. Prie +25 °C issiskyrusiy protoplasty
kiekis yra vidutiniSkas iki 4 -tos inkubacijos valandos, o po to jis staigiai kyla ir ties 8 -ta inkubacijos
valanda net pralenkia issiskyrusiy protoplasty kiekj esant +30 °C temperatiirai. Ties 12 -ta valanda sie
dydziai susivienodina. Taciau, anot autoriy, nors didesné inkubacijos temperatiira yra efektyvus biidas
siekiant geresnio protoplasty iSsiskyrimo, ji sumazina protplasty gyvybingumag ir regeracines savybes
[73].
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Protoplastu skai¢ius x10- gramui biomaseés

L

Inkubacijos trukmeé, h

3.4. pav. I$skirty protoplasty skaiCiaus gramui biomasés priklausomybé nuo fermentinés inkubacijos trukmés

esant skirtingoms temperattiroms [73].

Optimaliam protoplasty i$skyrimo protokolui sukurti itin naudingas buvo Sankara Rao ir

Prakash straipsnis iSleistas 1995 -aisiais metais. Jame buvo aprasomi kalibraciniai eksperimentai

atlikti su tabako Igsteliy fermentine terpe. Buvo reguliuojamos fermenty koncentracijos ir jy santykis,

inkubacijos temperatiira, terpés pH, taip pat naudoti skirtingi osmolitai (Zr. 3.1. lentel¢) [71]. Verta

paminéti, kad bandymuose su protoplastais visy terpiy pH yra tarp 5,6 ir 6,0. Kadangi $is intervalas

néra itin platus ir reikSmingi skirtumai keiciant terpiy pH jo ribose néra uzfiksuoti, Sio eksperimento

metu terpiy pH nebuvo keic¢iami.

3.1. lentelé. Protoplasty iSskyrimo i$ tabako mezofilinio audinio protokoly efektyvumo palyginimas [71].

MgSO4 | Man | Celu | Pecti | SP24 | Celu | Macer | Inkuba | Inkuba | Protoplasty
X itolis | lazé | nazé 9 lazé | ozimas | cijos cijos kiekis
7H.0 | (M) | (% (% | ferme | (% (% temper | trukmé (x108/g
(M) viv) | VIV) ntas | w/v) | wiv) atiira (h) biomasés)
(% (+°C)
v/v)
- 05 |04 |015 |- - - 25 8 5-6
- 05 |04 |015 |- - - 25 8 5-6
0,1 025 |13 |- 2 - - 30 6 6
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- 0,5 04 |015 |- - - 30 5-6 6
- 0,5 04 015 |- - - 32 5 6
- 0,5 - - - 1 0,1 25 10-12 2

Analogiski tyrimai buvo aprasyti ir japony tyréjy grupés straipsnyje [74] (Zr. 3.2. lentel¢).
Publikacijoje minima, kad autoriy sukurtas metodas yra labai greitas ir sglyginai efektyvus.

Fermentinéje terpéje yra 2 % celulazés ir 0,1 % pektoliazés. Protoplastai i$siskiria per pusvaland;.

3.2. lentelé. Protoplasty iSskyrimo i$ tabako mezofilinio audinio protokoly efektyvumo palyginimas [74].

Pektoliazeé (%) Macerozimas (%) | Protoplasty kiekis | Inkubacijos trukmé
x105/g biomasés
0,1 - 4 25 min
0,1 - 5 30 min
- 0,5 5 15h
0,025 - 5 15h
- 0,5 5 2h

Kitas, dazniau jvairiuose straipsniuose Minimas, skirtumas yra osmolity kiekis terpése.
Dazniausiai kaip osmolitai naudojami cukris — gliukozé ar sacharozé [70]. Kartais naudojami
alkoholiai — manitolis ar sorbitolis. Taip pat Salia pagrindinio osmolito papildomai naudojamos ir
druskos [71]. Sacharozé ne tik suvienodina aplinkos ir vidulgstelinj osmotinj slégj bei apsaugo lasteles
nuo membrany plySimo, bet ir sudaro klampumo gradientg terpése, leidZiant] pavienéms Igsteléms
islikti pavirsiuje, o lasteliy agregatai ir biomasés priemaiSos nuséda centrifuguojant. Straipsniuose
siiloma reguliuoti osmolity koncentracijas siekiant geresnio rezultato. Sio bandymo metu buvo
kei¢iamos terpiy sudétys bei osmolity kiekis jose. Buvo pastebéta, kad esant per didelei ar per mazai
osmolity koncentracijai, Igstelés buvo linkusios suirti.

Nagrinétuose straipsniuose mimimos ir kitos svarbios detalés siekiant optimalaus protoplasty
i§skyrimo ir jy tolimesnés regeneracijos. Ayala ir kt. darbe pastebéta, kad naudojant augalus senesnius
nei 4-8 sav. zymiai sumazéja isskirty protoplasty kiekis, nuo 5-7x10° iki 1x10° vnt./ml. Straipsnyje
teigiama, kad toks pokytis gali pasireiksti dél augalo lasteliy osmotiSkumo ar sienelés atsparumo
fermentams kaitos augalui bregstant. Tuo paciu aptariama ir plazmolizés zingsnio svarba. Jis Zymiai
padidina Igsteliy iSgyvenamuma [66].

Literatiiroje apraSomuose darbuose naudojami ir in vitro Gigliai [73] ir Siltnamiuose auginami

augalai [71]. Siekiant labiau standartizuoti metodus arba iSvengti uzkrato dazniau naudojami in vitro
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augalai. Taip pat tokiu biidu norima iSvengti lapy biomasés sterilizavimo etapo, kuris yra zalingas
augalo lasteléms. Vis délto kai kurie autoriai dirba ir su Siltnamiuose ar termoreguliuojamose
kamerose augintais augalais [68].

Analizuotuose straipsniuose minima, kad nors didel¢ dalis augalo biomasés lgsteliy virsta
protoplastais, apie 80 % ju yra prarandama plovimo etape [73]. Sie skai¢iai zymiai skiriasi tarp
Nicotiana rtsiy [66].

Deje, Sio eksperimento metu atliktos protokolo modifikacijos nedavé norimy rezulaty. Buvo
atlikta nemazai bandymy, kiekvienas po kelis pakartojimus (Zr. 3.3. lentel¢). Papildomai bandymy
metu buvo tikrintos terpiy sudétys ir jy veiksmingumas, terpés buvo reguliariai atnaujinamos. Buvo
tikrintas fermenty aktyvumas. Atlikti bandymai ir literatiiriné analizé nepadéjo iSpresti esamy
problemy, todél tolimesné protoplasty transformacija ir regeneracija nebuvo atlikta.

Kaip minéta ankséiau, protoplasty i$skyrimui taip pat buvo naudotas ir Daucus carota ssp.
sativus kalius. Sis eksperimentas buvo atliktas naudojant tabako protoplasty isskyrimo metodika.
Bandyme buvo naudoti mazesni fermenty ir osmolity kiekiai, kadangi kaliaus lgstelés yra
pazeidziamesnés nei lapo lgstelés (zr. 3.3. lentelé¢). Eksperimento metu neiSsiskyré nei vienas
protoplastas. Tikétina, kad fermenty koncentracija tokiam Iasteliy tipui buvo per didel¢ arba
inkubacijos periodas per ilgas.

Literaturiniuose duomenyse nebuvo aptikta informacijos apie morky protoplasty i§skyrimg 18
kaliaus. Gali biiti, jog $is audinys nepasizymi tinkamomis savybémis protoplasty iSgavimui i§ morky.
Kita vertus morky protoplastai efektyviai gaunami i$ lasteliy suspensijy, tad néra poreikio atlikti
bandymus su kaliumi [75, 76].

1977 -tyjy mety straipsnyje buvo rastas protoplasty i$skyrimo i§ medvilnés kaliaus protokolas.
Minétame straipsnyje naudojama didesné inkubacijos temperatiira, sglyginai trumpas inkubacijos
periodas. Taip pat naudojami kitokie fermentai ir didesnés jy koncentracijos. Osmolity kiekis irgi
Zymiai skyrési. Pagal pateiktus duomenis galima daryti prielaida, kad Siame eksperimente pritaikytas
protokolas néra tinkamas morky kaliaus protoplastams isskirti [77].

Kitame nagrinétame straipsnyje apraSomas morky protoplasty iSskyrimas i$ 1asteliy suspensijos.
Pastebéta, kad autoriai naudoja itin didele celulazés koncentracija, taip pat j fermenting terp¢ dedama
ir daug macerozimo. Zymiai skiriasi terpés pH tarp apraSomos $iame straipsnyje ir eksperimente
naudotos. Siame straipsnyje fermentinés terpés pH yra 4,8. Inkubacijos trukmé buvo 10 h, 0

temperatira — +30 °C [76].
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3.4. Nicotiana tabacum lapo disko transformacija ir augalo regeneracija

N. tabacum lapo disko transformacijoje buvo naudoti tabako mikrotgliy lapai. Transformacijai
atlikti vartotas A. tumefaciens kamienas GV3101. Eksperimento metu buvo naudoti du
transformacijos protokolai. Atlikta po kelis bandymy pakartojimus pagal abi metodikas.

Pirmajj transformacijos protokolg sudaré bakterijy paruoSimo, eksplanty paruoSimo,
kokultivacijos ir bakterijy antibiotinio sunaikinimo etapai. Toliau transformuotas augalo eksplantas
buvo regeneruojamas iki figlio. Sio protokolo metodika paremta netiesioginés SE principais.

Tabako eksplantai buvo transformuojami ir toliau buvo vykdoma jy regeneracija. Kas kelias
savaites eksplantai buvo persodinami ant naujos mitybings terpés. Vizualiai buvo jvertinama jy biikle,
stebimi poky¢iai — Sie duomenys buvo fiksuojami nuotraukose (zr. 3.5. pav.).

Transformacijos efektyvumas buvo jvertintas j transformanty mitybing terpe dedant
kanamicino. Atsparumo kanamicinui genas buvo Ti-plazmidéje ir turéjo biti pernestas j augalo
lasteles kartu su tiksliniu genu. Transformacijai nepavykus, eksplantai turéty sunykti selektyvioje
terp¢je.

Po 5 savaiciy inkubacijos ant mitybinés terpés buvo pastebétas lapo disko paaugimas. Taip pat
uzfiksuoti kai kuriy eksplanty lapo audinio pokyc¢iai — §is savo tekstiira labiau priminé kaliy, 0 ne lapo
audinius. Eksplanty pakras¢iai pradéjo ruduoti.

Po ~7 sav. buvo pastebétos aplink eksplantus susidariusios agrobakterijy kolonijos. Sios buvo
Salinamos pries persodinimg eksplantus pakartotinai plaunant antibiotiniuose tirpaluose.

Po 9 sav. eksplantai toliau rudavo. Sunyko lapo disko struktiira, §i panasé¢jo j guma, o nebe |
kaliy. Pastebétas vél agresyviai atsinaujings ir iSplitgs agrobakterijy uzkratas.

Per kelias likusias savaites toliau buvo bandoma sunaikinti iSplitusias agrobakterijy kolonijas.
Buvo manyta, kad galbtt bakterijos i§vysté atsparumg terpéje esantiems antibiotikams (cefatoksimui).
Taciau patikrinus antibiotiky veikimg skystoje LB terpéje augintoms A. tumefaciens bakterijoms,
buvo nustatyta, kad agrobakterijos néra atsparios minétam antibiotikui.

Po 11 -sios inkubacijos savaités $is bandymas buvo nutrauktas. Visi eksplantai buvo smarkiai
uzsikréte agrobakterijomis. Vizualiis eksplanty pokyc¢iai nurodé eksplanty gyvybingumo praradimg.

Kai kuriose 1ékstelése eksperimento eigoje buvo rastas ir pasalinis uzkratas — pelésinis grybas,
bakterijos. Paveikti eksplantai buvo pasalinti i$ tolimesnio tyrimo.

Pakartotinai nepavykus tabako lapo disko transformacijai naudojant pirmajy protokola, buvo

nuspresta pabandyti alternatyvius metodus. Kadangi tyrimuose dazniausiai naudojami skirtingi
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agrobakterijy kamienai ir skirtingi plazmidziy konstruktai, reikia manyti, kad protokolo modifikacijy

butinybé¢ iskyla beveik visada.

3.5. pav. Transformuoty tabako eksplanty regeneracijos procesas transformacijai naudojant pirmajj protokola:
A — kokultivacija, B-H — inkubacija. Inkubacijos trukmé: B—1d.,C—2sav.,, D-5sav.,E—-7,5sav.,,F-9
sav., G — 10 sav., H — 11 sav. (autorés nuotrauka).

Antrasis protokolas nuo pirmojo specifiskai iSsiskyré savo pirmu etapu. Dvi savaites pries
atliekant transformacija, augaly eksplantai buvo auginami siekiant pradinés eksplanto regeneracijos.

Sis metodas veikia tiesioginés SE principu.
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Po pirminés eksplanty kultivacijos tabako lapo diskai buvo transformuojami ir toliau buvo
vykdoma jy regeneracija. Kas savaite eksplantai buvo persodinami ant naujos mitybinés terpés.
Vizualiai buvo jvertinama jy biiklé, stebimi pokyciai — Sie duomenys buvo fiksuojami nuotraukose
(zr. 3.6. pav.).

IS karto po pirminés eksplanty kultivacijos buvo galima pastebéti lapo disko audinio pokycius.

Audiniai labiau priminé kaliaus darininius. Taip pat nustatytas lapo disky padidéjimas.

: l‘lﬁ'-‘( ‘9\’."» ‘

3.6. pav. Transformuoty tabako eksplanty regeneracijos procesas transformacijai naudojant antrajj protokola:
A — eksplanty kultivacija, B — kokultivacija, o C-F — inkubacija. Inkubacijos trukmé: C—3d., D —1sav., E -

2 sav., F — 3 sav. (autorés nuotrauka).
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Po pirmosios inkubacijos savaités ant terpés pavirSiaus buvo pastebétas ekstensyvus
agrobakterijy kolonijy augimas. Jis buvo sustabdytas naudojant antibiotinius tirpalus. Po dviejy
savai¢iy inkubacijos pastebéti eksplanty pokyciai: dalis jy pradéjo ruduoti, vél uzfiksuotas
agrobakterijy augimas. TreCig savait¢ terpéje agrobakterijy augimas vél suintensyvéjo, eksplantai
buvo prarade savo zalig spalva, jy struktiira ir i§vaizda pasikeité. Buvo nuspresta bandyma nutraukti,
kadangi vizualiai eksplantai nebeatrodé gyvybingi.

Kadangi pagrindiné eksplanty ziities priezastis naudojant abi transformacijos metodikas buvo
itin agresyvus, ] antibiotikus minimaliai reaguojantis, agrobakterijy uZkratas, buvo nuspresta
tolimesnius transformacijos bandymus atlikti naudojant mazesnes agrobakterijy koncentracijas nei

anksciau (Zr. 3.7. pav.).

3.7. pav. Transformuoty tabako eksplanty regeneracijos procesas transformacijai naudojant antrajj protokola
su mazesniu agrobakterijy kiekiu: A — eksplanty kultivacija, B-H — inkubacija. Inkubacijos trukmé: B —2 d.,
C-1sav.,D-2sav., E—-3sav., F-4sav., G-5sav., H- 6 sav. (autorés nuotrauka).
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Sis metodo pakeitimas pasirodé efektyvus. Jau po tre¢ios eksplanty inkubacijos savaités buvo
pastebéti tabako tigliy regeneracijos pozymiai. Dauguma regeneruojanciy eksplanty suformavo po du
regeneracijos zidinius (Zr. 3.8. pav.), taiau pasitaiké ir eksplanty su daugybiniais zidiniais (Zr. 3.9.
pav.). Per kelias tolimesnes savaites regeneruojantys tigliai toliau augo, susidaré nauji regeneracijos
zidiniai. Taciau kai kurie eksplantai sunyko ir buvo paSalinti i§ mitybinés terpés. Agrobakterijy

augimas nepastebétas viso tolimesnio regeneracijos proceso metu.

3.8. pav. Transformuotas tabako eksplantas su dvejais regeneracijos Zidiniais. Regeneracija 3 — 8 savaitémis

(A —F atitinkamai) (autorés nuotrauka).
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3.9. pav. Transformuotas tabako eksplantas su daugybiniais regeneracijos zidiniais. Regeneracija 3 — 8

savaitémis (A — F atitinkamai) (autorés nuotrauka).

Pirmasis lapo disko transformacijos metodas nuo antrojo skyrési nezymiai, taCiau verta
paminéti, kad antrajame protokole buvo naudotas antibiotikas timentinas vietoje pirmajame protokole
naudoto cefatoksimo. Antrajame protokole taip pat buvo naudoti kitokie fitohormonai. Fitohormonai
buvo | terpe jdéti skirtingu metu. Antrasis protokolas buvo pritaikytas pagal Pahti, Tula ir Tuteja
publikacija [46].

Kity autoriy darbuose daznai minima, kad lapo disko transformacija yra saglyginai nesudétingas
ir efektyvus metodas, tadiau augalo regeneracija uztrunka ilgai [44, 45, 57]. Siame eksperimente, kaip
ir minétuose straipsniuose, pastebéta, kad tgliy regeneracija yra ilgas procesas. Pirminiai
regeneracijos zidiniai pasirodé tik naudojant antrgjj protokola po trijy savaiciy inkubacijos.

Straipsnyje, pagal kurj Sis protokolas buvo sukurtas minima regeneracijos iki besiSaknijanciy tigliy
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trukmé buvo ~3 ménesiai. Anot autoriy, pirminiai somatiniai embrionai susidaré po mazdaug ménesio
inkubacijos [46].

Antrajame naudotame protokole buvo darytas vienas esminis pakeitimas lyginant su protokolu
aprasytu straipsnyje. Buvo zymiai sumazintas agrobakterijy kiekis naudotas transformacijoje. Tipiskai
lapo disko transformacijos protokoluose minima agrobakterijy koncentracija yra tarp 0,6 ir 0,8 ODsoo,
0 kartais net didesné [44, 46]. Kaip anks¢iau minéta, Sio eksperimento metu buvo susidurta su
atsinaujinanciu agrobakterijy uzkratu selektyvioje terpéje, tad buvo nuspresta transformacijoje
naudojamy agrobakterijy koncentracijg sumazinti iki 0,2-0,4 ODegoo.

Straipsniuose rasoma, kad regeneracijos zidiniai atsiranda ant lapo disko krasty arba vietose kur
lapo diskas buvo pazZeistas [44, 78]. Sio eksperimento metu taip pat buvo pastebéta, kad somatiniai
gemalai daugiausia susiformuoja i$ eksplanto pakras¢iy arba vietose, kur pagal protokolg lapo diskas
buvo pazeistas adata.

Transformacijai labai svarbu yra tinkamai pasirinkti A. tumefaciens kamieng. Darant
eksperimentus mokslininky grupé pastebéjo, kad tam tikri kamienai yra efektyvesni, taciau juos
galibuiti sunkiau pasalinti i§ regeneracinés terpés. Autoriai taip pat pamini eksplanty regeneracinj
perioda prie§ transformacija, taciau jy darbuose Sis Zingnis buvo nebiitinas, nes procesas buvo
efektyvus ir be jo [44].

Sunilkumar ir kt. straipsnyje aprasoma tabako lapo disko auginimas ant agarizuotos mitybinés
terpés pries juos transformuojant. Autoriy bandymai buvo paremti literattiriniais duomenimis, kurie
rodé padidéjus; transformacijos efektyvuma atliekant papildoma eksplanto regeneracija kituose
augaluose. Aprasyto bandymo metu buvo nustatyta, kad $is etapas padidina agrobakterijy vir geny
indukcija, tokiu bidu padidindamas ir sekmingos T-DNR pernaSos tikimybe ir transformuoty augaly
susidaryma [79].

Mokslininky darbuose taip pat galima aptikti informacijos apie regeneracijos periodu
naudojamos mitybinés terpés svarbg augalo somatiniy embriony susidarymui ir brendimui. Tam itin
daug jtakos turi naudojami fitohormonai ir jy kiekis terpéje. Nagrinéto straipsnio duomenys rodo, kad
geriausi rezultatai su N. tabacum raSimi pasiekiami naudojant ~10 Kkarty daugiau citokinino nei
auksino (2,5 mg/l ir 0,2 mg/l atitinkamai) [46]. Sio bandymo metu taip pat buvo laikytasi $io

fitohormony santykio.
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3.5. Daucus carota suspensijos transformacija

Daucus carota ssp. sativus lasteliy suspensija buvo transformuota A. tumefaciens bakterijomis
(kamienas GVV3101). Protokolas buvo pritaikytas morkoms i$ 2004 -yjy mety straipsnio [47].

Morkos lasteliy suspensija buvo transformuota ir toliau buvo vykdoma kaliy regeneracija.
Svarbu paminéti, kad transformacijos efektyvumui padidinti j kokultivacijos terp¢ buvo déta AS.
Kaliaus regeneracija truko ilgai. Akimi jziGrimi kaliai susidaré po mazdaug ménesio inkubacijos
tamsoje. Nuotraukoje matomi dariniai uzfiksuoti po beveik dviejy ménesiy inkubacijos (Zr. 3.10.
pav.). Po dviejy ménesiy buvo galima lengvai atskirti kalius bei jvertinti jy bukle.

- o
e’ - <

3.10. pav. Morky suspensijos formavimasis j kalius ant selektyvios terpés su kanamicinu po transformacijos
agrobakterijomis. A — vaizdas be padidinimo, B — 5x padidinimas. Geltonai pazymeéti kaliai yra gyvybingi, o

raudonai pazyméti kaliai yra prarad¢ gyvybinguma (autorés nuotrauka).

Bandymo metu buvo pastebéta, kad kai kurie dariniai pradéjo keisti spalva, ruduoti bei nustojo

augti. Tikétina, kad tokie jy poky¢iai rodo kaliaus regeneraciniy savybiy praradimg. Atsinaujings
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agrobakterijy uzkratas buvo uzfiksuotas 5 % visy léksteliy. Tai rodo, kad bakterijos buvo sékmingai
sunaikintos antibiotikais.

Transformacijos efektyvumas buvo jvertintas | transformanty mitybing terp¢ dedant
kanamicino. Atsparumo kanamicinui genas buvo Ti-plazmidéje ir turéjo bati pernestas j augalo
lasteles kartu su tiksliniu genu. Transformacijai nepavykus, nesékmingai transformuoti eksplantai
sunyko slektyvioje terpéje.

Straipsnyje, 1§ kurio buvo pritaikytas Igsteliy suspensijos transformacijos protokolas, raSoma,
kad tirti transformantai suformavo kalius po mazdaug trijy savaiciy. Visgi apraSomame eksperimente
buvo naudotos vairenio Igsteliy suspensijos, tad rezultatus galima lyginti tik pavirSutiniskai [47].

Forreiter ir kt. straipsnyje apraSoma vairenio lgsteliy suspensijos transformacija
agrobakterijomis jterpiant jonvabalio liuciferazés geng. Darbe minima, kad efektyviai transformacijai
pasiekti itin svarbi yra kokultivacijos etapo trukmé. Pasak autoriy, transformacija buvo efektyviausia
po 48 h trukusios kokultivacijos. Iki to laiko efektyvumas didéjo, o véliau iki eksperimento galo (72
h) svyravo kaip manoma dé¢l sumaZéjusio lasteliy gyvybingumo [49]. Sio bandymo metu
kokultivacinis periodas taip pat truko apie 48 h.

Wu ir kt. darbe minima, kad itin svarbus yra transformanty selekcijos etapas. Tam jie | mieziy
suspensijos lasteles jterpé genus, kuriy raiska biity lengva vizualiai uzfiksuoti. Autoriai kokultivacijos
etape naudojo AS, taciau lyginant su kontrole nebuvo pastebétas reikSmingas transformacijos
efektyvumo padid¢jimas. Tyréjai bandymo metu pastebéjo, kad daug didesne jtaka transformacijos
efektyvumui turéjo naudotas agrobakterijy kamienas. Augaly veislé ar suspensijos lasteliy motininio
audinio tipas jy atliktame bandyme neturéjo reikSmés [34].

Eksperimento metu susiformave kaliai po 1,5 ménesio inkubacijos tamsoje buvo perkelti j

skysta mitybing terpe ir toliau buvo kultivuojama jy Iasteliy suspesija.
3.6. Daucus carota hipokotiliy transformacija ir kaliaus regeneracija

Daucus carota ssp. sativus hipokotiliai buvo transformuoti A. tumefaciens bakterijomis
(kamienas GV3101) ir toliau buvo vykdoma kaliy regeneracija. Bandymo metu nebuvo uzfiksuotas
agrobakterijy uzkratas. Kaliaus regeneracija truko 6 savaites. Po to kaliai buvo naudoti tolimesnei
analizei, o dalis jy buvo palikta augti toliau. Inkubacija vyko tamsoje kambario temperatiiroje.
Nuotraukoje matomi dariniai uzfiksuoti po ~4 savaiciy inkubacijos (zr. 3.11. pav.). Transformacijos

efektyvumas buvo jvertintas transformanty mitybing terpe papildant kanamicinu.
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3.11. pav. Morky hipokotiliai po ~4 savai¢iy inkubacijos (autorés iliustracija).
3.7. Daucus carota transformuoty hipokotiliy jvertinimas

Po 6 savaiciy transformacijos sékmingumo patikrinimui, i$ penkiy atsitiktinai atrinkty morkos

hipokotiliy kaliy buvo i$skirta DNR. Buvo nustatyta DNR koncentracija ir jos grynumas (zr. 3.4.

lentelé).
3.4. lentelé. Daucus carota hipokotiliy DNR i$skyrimo rezultatai.
Méginio nr. DNR koncentracija, ng/pl DNR grynumas, Azso/A230
1 268 2,184
2 202 2,077
3 163 1,512
4 245 1,922
5 468 1,851

Visi méginiai buvo pakankamai $varts tolimesnei PGR amplifikacijai atlikti. PGR buvo daryta
naudojant pradmenis skirtus tikslinio geno atpaZinimui ir pradmenis skirtus agrobakterijy
virulentiSkumo genui atpaZinti. Po PGR buvo atlikta kapiliariné elektroforezé (zr. 3.12. pav.). Sis

transformanty patikros metodas placiai taikomas tiriant transgeninius organizmus [52, 53].
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3.12. pav. Daucus carota hipokotiliy kaliy DNR analizé kapiliarinés elektroforezés metodu. X1 — standartas,
Al1-A5 — méginiai su pradmenimis tiksliniam genui atpazinti, B1-B5 — méginiai su pradmenimis
agrobakterijy vir genui atpazinti, A6 ir B6 — kontroliniai méginiai tiksliniam genui ir vir genui atitinkamai

(autorés iliustracija).

Elektroforezés rezultatai rodo, kad A1-A3 méginiuose buvo aptikta tikslinj peptida koduojanti
seka (~1200 bp), o B1-B4 méginiuose aptikta vir geno seka, kuri pagal literatiirinius duomenis yra
898 bp ilgio (Yang, et al. 2013). ~200 bp fragmentai yra nespecifiniai produktai. Tikétina, jog tai
susijungusiy pradmeny dimerai, kurie dél elektroforezés ypatumy atrodo didesni.

1-3 méginiuose buvo aptiktos ir tikslinj peptida koduojancios sekos ir virulentiSkumo geno
sekos. Tiketina, kad morky hipokotiliy transformacija buvo sékminga, taciau ant kaliy buvo like ir
prislopinty agrobakterijy, kurios neiSaugino matomy kolonijy, taciau ir nesunyko antibiotinéje
aplinkoje. Agrobakterijy binarinés plazmidés turéjo ir atsparumo kanamicinui geng. Teoriskai, jei

transformantas nesunyko ant slektyvios terpés su kanamicinu, transformacija yra sékminga [53, 81].
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4. REKOMENDACIJOS

Sio tyrimo metu buvo susidurta su daugeliu nenumatyty sunkumy. Nesklandumai buvo
uzfiksuoti tabako ir morky protoplasty i§skyrimo metu, transformuojant tabako lapo diskus ir juos
toliau regeneruojant bei transformuojant morky lasteliy suspensija ir regeneruojant kalius i jos.

N. tabacum protoplasty i§skyrimo i§ mikrotigliy protokolas buvo pakartotinai modifikuotas. Visi
atlikti bandymai nedavé pageidautinos protoplasty koncentracijos transformacijai atlikti, tad vykdant
tolimesnius tyrimus reikéty optimizuoti protoplasty iSskyrimo protokola. Siekiant geriausiy rezultaty,
tikslinga biity atlikti specifiniy parametry kalibracinius bandymus. Reikéty nustatyti optimalias terpiy
sudétis, fermenty kiekius, inkubacijos temperatiira, trukmg bei metoda, optimaly reikalingos biomasés
kiekj. Reikéty atsizvelgti j augaly auginimo salygas in vitro, taip pat j jy amziy ir netgi jy uzkréstuma
endofitais. Taip pat, kaip minéta anks¢iau, maza protoplasty koncentracija matavimo metu gali biti
uzfiksuota ne dél netinkamos iSskyrimo metodikos, bet dél to, kad didelé iSskirty protoplasty dalis yra
prarandama plovimo etapuose. Norint uztikrinti, kad iSskirti protoplastai néra pasalinami su
supernatantu plovimo metu reikéty atlikti supernatanto frakcijy analiz¢ mikroskopuojant.

Norint i8skirti protoplastus i§ D. carota kaliaus reikéty atlikti analogiSkus plataus spektro
tyrimus, kadangi Sio tyrimo metu Sie augalai nebuvo taip placiai tyrinéti kaip N. tabacum.
Atsizvelgiant | nagrinétus literatiirinius duomenis, iSskiriant protopalstus i§ morkos, optimaliausia
bty pasirinkti kitg bandymo objekta, pavyzdziui lasteliy suspensijas.

Atliekant tabako lapo disko transformacijg taip pat buvo susidurta su tam tikrais nesklandumais.
Bandymu metu buvo pastebéta, kad transformacijoje naudotos agrobakterijos yra sunkiai pasalinamos
nuo augalo eksplanty, taip Zymiai sumazindamos jy gyvybinguma. Si problema buvo i$spresta
pakartotinose transformacijose naudojant mazesnes A. tumefaciens koncentracijas arba pakeitus
naudotg antibiotika. Ateityje reikéty atlikti kalibracinius bandymus optimaliai bakterijy koncentracijai
nustatyti. Literatiroje buvo aptikta duomeny teigianciy, kad kai kurie agrobakterijy kamienai
pasizymi didesniu infekciniu potencialu, tad tikslinga biity atlikti paralelinius bandymus su keliais
skirtingais kamienais bei atlikti bandymus naudojant kelis skirtingus antibiotikus.

Lapo disko transformanty regeneracija iki besisaknijanciy tigliy taip pat galéty buti optimizuota.
Reikéty nustatyti optimalias fitohormony koncentracijas regeneracinése terpése. Tam naudingi biity
kalibraciniai bandymai.

Dirbant su morky Igsteliy suspensijomis, didziausias metodo trilkumas buvo itin létas kaliaus
augimas lyginant su regeneracijos trukmémis aprasytomis literatiroje. Tad reikéty optimizuoti §j

procesa, t.y. keisti regeneraciniy terpiy sudétis, inkubacijos parametrus.
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Dirbant su morky hipokotiliais reikéty optimizuoti transformacijos efektyvumg ir nustatyti
efektyvesnius metodus agrobaterijoms paSalinti nuo susiformavusio kalius. Tai sumazinty
netikslumus, atsirandancius transformacijos patikros metu.

Kadangi tyrimo metu naudoti protokolai yra tobulintini, jy optimizavimo metu, norint pagreitinti
§] procesa, reikéty naudoti lengvai identifikuojamy pozymiy genus. Tam tikty GFP ar analogiskos
prigimties genas.

Apibendrinant, galima teigti, kad Sio tyrimo metu gauti rezultatai leidzia aiskiai isskirti
optimizuotinas metodikos sritis.

Atliekant tolimesnius bandymus planuojama susitelkti j homozigotiniy dominantiniy linijy
pagal pageidauting alelj sukarimg. Bus siekiama sukurti N. tabacum ir D. carota veisles,
pasizymincias ilgalaike EM imituojancio chimerinio peptido raiska.

Norint sukurti naujg transgeniniy augaly veisle pirmiausia reikéty Kultivuoti regeneruotus
augalus iki zydéjimo ir sekly gavimo. Sios séklos ilgainiui galéty biiti padaugintos iki pakankamo
kiekio, leidzianCio augalus auginti dideliu mastu. Tolimesni darbai susidéty i§ augaly kultivavimo,
biomasés apdirbimo ir tikslinio baltymo gryninimo. Ilgainiui aptarti metodai duoty pradzig plataus
masto pramoninei chimerinio peptido gamybai pasitelkiant augaly molekulinio tkininkavimo
principus. Atlikus literatiiring analiz¢ yra pateikiama tikétina biotechnologinio produkto gamybos
aparattriné schema [82] (zr. 4.1. pav.).

Analogiskai transgeninéms augaly vesiléms galima sukurti ir transgenines lasteliy suspensijy

linijas. Sios pramoniniu biidu gali biti kultivuojamos panasiai kaip bakterijos fermentatoriuose.
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4.1. pav. Tikétina preliminari principiné biotechnologinio produkto gamybos aparattiriné schema (autorés

iliustracija).

Verta paminéti, kad priklausomai nuo esamy aplinkos salygy ir valstybiniy reglamenty, augalai
gali biiti auginami ir natiiraliomis sglygomis lauke, ir steriliose patalpose. Tai gali daryti jtaka
pirminiams biotechnologinio produkto gaminimo etapams, t.y. lauke augintus augalus gali tekti
sterilizuoti siekiant iSvengti jvairiy patogeny.

Surinkta biomasé yra homogenizuojama su buferiu (1:5) homogenizatoriuje (H-1). Po to
homogenizatas iscentriniu siurbliu (S-1) paduodamas j centrifuga (C-1). Cia homogenizatas
centrifuguojamas siekiant atskirti kietas miSinio daleles ir skystj. Kietos dalelés ir priemaiSos
pasalinamos i§ misinio (A-1), 0 supernatantas toliau iscentriniu siurbliu (S-2) pernesamas j maisykle
(M-1). Maisykléje supernatantas maiSomas su proteaziy inhibitoriais siekiant pasalinti kenksmingg
proteaziy poveikj produktui. I§ maiSyklés miSinys toliau iScentriniu siurbliu (S-3) paduodamas j

chromatografine kolonéle (CH-1). Cia remiantis giminingumo chromatografijos principais ir
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chelacijos metodu naudojant histidino Zyme i§ miSinio iSskiriamas tikslinis baltymas. IS kolonélés
pasalinamos priemais$os (A-2), o po to kolon¢l¢ iSplaunama naudojant imidazolg. Tokiu biidu nuo
kolonélés elementy atskiriamas produktas. Sis miinys toliau i§centriniu siurbliu (S-4) paduodamas j
ultrafiltracine sistema (UF-1). Cia produktas i§valomas nuo priemaisy, kurios pasalinamos (A-3) ir
sukoncentruojamas. Po $io zingsnio produktas i$skiriamas ir sandeliuojamas -80 °C temperatiroje.
Svarbu paminéti, kad visas gamybinis procesas turéty buti auSinamas, taip siekiant iSvengti
tikslinio baltymo denatiiracijos. Proceso metu turéty biti palaikoma bent +4 °C temperatiira.
Pateikta schema yra tik rekomendacinio pobudzio, kadangi daugelis papildomy produkto
gryninimo etapy priklauso nuo specifinio baltymo bei transgeninio augalo savybiy. Tikétina, kad Siuo
atveju gali tekti papildomai valyti miSinj nuo fenoliniy ir alkaloidiniy junginiy. Literatiiroje raSoma,

kad buitent Sios medziagos bei proteazés padaro daugiausia zalos galutiniam baltymo produktui [82].
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ISVADOS

1. Tyrimo metu buvo sukurtas binarinés sistemos vektorius, nesantis chimerinio peptido
geng. Vektorius buvo sukonstruotas naudojant ,,GoldenBraid 3.0” daugianario surinkimo
reakcija ir padaugintas E. coli lastelése. Bakterijy transformacija buvo jvertinta naudojant o-
komplementacijos sistema.

2. Tyrimo eigoje buvo sukurta Agrobacterium tumefaciens bakterija, nesanti Ti-plazmide
su tiksliniu genu. Tam buvo naudotas domestikuotas agrobakterijy kamienas GV3101 (pMP90).
Binarinis vektorius j bakterijas buvo perkeltas elektroporacijos metodu. Agrobakterijy
transformacija buvo jvertinta atlikus kolonijy PGR, analizei naudojant kapiliarinés
elektroforezés metoda.

3. Chimerinio peptido seka koduojantis genas buvo jterptas j Nicotiana tabacum ir
Daucus carota augalines raiskos sistemas. Geno pernasai buvo naudojamos anksciau sukurtos
agrobakterijos. Tabako lapo disko ir morky lgsteliy suspensijos ir hipokotiliy transformacija
buvo patikrinta transformantus auginant ant selektyvios terpés su kanamicinu. Morky

hipokotiliy transformacija buvo jvertinta atlikus PGR bei kapiliarinés elektroforezés analizg.
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