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SANTRUMPOS

21 — Endogeniné 2-um Saccharomyces cerevisiae plazmidé.

ARS —angl. autonomously replicating sequence — autonomiskai replikuojanti seka.
CEN — mieliy centromeriné DNR.

DTT —angl. 1,4-Dithiothreitol — 1,4-ditiotreitolis.

EDTA — Etilendiamintetraacto riigstis.

EP — elektroporacija.

His — Histidinas.

YNB — angl. Yeast nitrogen base — mieliy azoto bazé.

YPD — angl. Yeast Extract—Peptone—Dextrose medium — mieliy ekstrakto-peptono-dekstrozés
terpé.

KFV — kolonijas formuojantys vienetai

LB —angl. Lysogeny broth medium — lizogeninio buljono terpé.

LiAc — li¢io acetatas.

OD - angl. Optical density — optinis tankis.

Ori —angl. Origin of replication — replikacijos pradzia.

PEG — polietilenglikolis.

PES — polieterio sulfonas

SC —angl. Synthetic complete medium — sintetiné pilna terpé.

TAE — TRIS-acetatas-EDTA.

TRIS — trisaminometanas.



IVADAS

Transformacija yra standartiné procediira mikroorganizmy manipuliacijoje ir geny
inZinerijoje, kurios metu egzogeniné DNR yra jvedama j lastele. Sios procediiros rezultatas —
genetiné mikroorganizmo modifikacija. Transformacija gali biiti vykdoma jvairiais metodais —
licio acetato, biolistiniu metodu, sferoplasty ir elektrotransformacijos badu. Siy praktiniy metody
pradzia skaitosi atradimai, atlikti 1944 metais — tuomet buvo pademonstruota, jog jmanoma
trransformuoti DNR. Véliau, 1978 metais, buvo atrasta, kad PEG ir kalcio chloridas gali sukelti
mieliy sferoplasty transformacijg. Su laiku, buvo atrasti krioprotektantai, kurie leisty ilgam
uz8aldyti transformantus ir apsaugoty geneting medziaga nuo fiziniy pazeidimy.

Lyginant su kitais metodais, elektroporacija  yra labai efektyvi (iki 10°-107
transformanty/pug DNR). Sferoplasty metodas dazniausiai néra naudojamas dél to, kad vykdant
transformacija su jais, procediira uztrunka labai ilgai, bei gali Kilti problemy su Igsteliy sieneliy
regeneracija. Elektroporacija yra daug paprastesnis ir greitesnis metodas, kuris turi lengviau
atkartojamus rezultatus. Taciau, §is metodas taip pat priklauso nuo daugelio faktoriy, pvz. lasteliy
optinio tankio, naudojamos plazmidés koncentracijos ir tipo. Siame darbe apra$ytos
transformacijos su integracinio tipo plazmide.

Transformacijai naudojamas mieliy Saccharomyces cerevisiae SP1 kamienas. Sis
mikroorganizmai pasirinktas dél jo privalumy ir panaudojimo galimybiy. Bandoma nustatyti
optimalias transformacijos salygas, naudojant integracinio tipo plazmide bei optimizuoti Sias
salygas tolimesniems transformacijos darbams. Manoma, kad transformacijos salygy

optimizavimas bty didelis Zingsnis ties tam tikry globaliy problemy sprendimy.



Darbo tikslas: Nustatyti optimalias mieliy Saccharomyces cerevisiae transformacijos

integracine pPNMG plazmide sglygas naudojant impulsinj elektrinj lauka.
Darbo uzdaviniai:

1. Isskirti integracing pPNMG plazmidg i§ Escherichia coli DH5a kamieno lasteliy, nustatyti

jos koncentracijg ir linearizuoti restrikcijos endonukleaze.

2. Optimizuoti impulso trukme S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijoms integracine
PNMG plazmide.

3. Optimizuoti pDNR koncentracija S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijoms pNMG

plazmide.
4. Patvirtinti integracinés pNMG plazmidés integracija j S. cerevisiae SP1 kamieno lasteles.

5. [vertinti mieliy S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijos integracine pNMG plazmide

efektyvuma naudojant optimalius impulsinio elektrinio lauko parametrus.



1. LITERATUROS ANALIZE

1.1. Mikroorganizmy privalumai ir jy panaudojimo galimybés

Su laiku tradiciniai tkininkavimo budai tampa vis maziau efektyvis zemés tkio
produktyvumui. Didéjant zmonijos populiacijos skaiCiui, didéja ir maisto paklausa, mazéja
tinkamos zemés plotas bei didé¢ja tkininkavimo islaidos. Mikroorganizmy pritaikymas su
biotechnologijy pagalba padeda palengvinti ir iSspresti Sias problemas (Mosttafiz et al., 2012).
Mikroorganizmai yra pristaike gyventi jvairiose aplinkose — vandenyje, maiste, karStosiose
versmeése, ledynuose ir t.t. Plati gyvenvieciy jvairové atspindi begale skirtingy biocheminiy ir
metaboliniy bruozy, priklausan¢iy nuo genetinés variacijos ir naturalios aplinkos mikroorganizmy
populiacijose. Mikroorganizmy biotechnologijos, kartu su genomo tyrimais, leis mokslininkams
iSrasti geresnius ligy atpazinimo jrankius, kontroliuoti ir modifikuoti gyviiny ir augaly patogenus,
mazinant jy patogeniSkuma, o taip pat ir iSrasti naujus pramoninius katalizatorius dirvozemio ir
vandens bioremediacijai. Maisto produkty apdorojimas pasitelkiant mikroorganizmus leidzia

iSgauti daugybe fermentuoty maisty, tokiy kaip stris, duona ir t.t.
1.1.1. S. cerevisiae privalumai ir jy panaudojimo galimybés

S. cerevisiae yra mieliy rasis, nuo senovés laiky tarnaujanti Zmogaus reikméms,
neatsiejama kepimo ir alkoholio gamybos dalis. Tikstanéius mety $ios mielés naudojamos duonos,
alaus ir vyno gamybai, kadangi sugeba paversti cukrus j alkoholj ir anglies dioksidg. Sios mielés
yra daugiausiai tyriné¢jamas eukariotinis modelinis organizmas mikrobiologijoje. Pirmg kartg
mielés, kaip eksperimentinis organizmas, buvo pasitilytos 1935 metais (Manney & Manney, 1992),
0 1960 metais mielés S. cerevisiae buvo pasitlytos kaip molekulinés biologijos sistema. 1996
metais biitent Sios mielés tapo pirmuoju eukariotiniu organizmu, kurio genomas buvo pilnai
nusekvenuotas (Goffeau et al., 1996). Dabar, S. cerevisiae yra geriausiai iStyrinétas modelinis
organizmas. Gauta informacija apie $io organizmo genoma yra pagrindas §iy laiky tyrimams. S.
cerevisiae genomga galima lyginti su kity organizmy, pavyzdziui, zmogaus arba gyviny DNR

sekomis.



Fiziologiskai, S. cerevisiae Igstelés yra apvalios, kartais elipsés formos, ilgoji jy asis 5—
10 um, o trumpoji — nuo 1 iki 7 pm. Jos yra lengvai randamos ant medziy, sunokusiy vaisiy,
pavyzdziui vynuogiy pavirsiaus. Optimali iy mieliy augimo temperatiira yra 30 °C (Stefanini et
al., 2012), tad jas yra patogu auginti laboratorinémis saglygomis, kadangi tokia temperatiira yra

lengvai palaikoma.

Egzistuoja dvi mieliy Iastleliy formos, sugebancios augti ir daugintis: haploidinés ir
diploidinés. Diploidinés mieliy lagstelés streso metu gali vykdyti mejoz¢ ir sporuliacija,
pagamindamos nauja kartg aplinkai atsparesniy haploidiniy spory, galin¢iy daugintis tarpusavyje
laiko periodus tarp vaisiy derliy sezony. Yra tyrimy, kurie rodo, kad mieliy sporos taip pat yra
atsparios Drosophila virskinimui, o tai rodo, kad sporas daznai pernesa vabzdziai (Reuter et al.,
2007). Haploidiniy lasteliy gyvenimo ciklas paprastesnis, jis susideda tik i§ mitozés ir augimo.
Auksto streso lygio metu Sios lagstelés mirSta. Optimaliomis salygomis, lasteliy populiacija

padvigubéja kas 100 minuciy (Herskowitz, 1988).

Visi S. cerevisiae kamienai gali augti naudodami gliukoze¢, maltoze ir trehaloze, bet ne
laktoze arba celobioze. Kaip azoto Saltinis naudojamas amoniakas ir uréja, bet ne nitratai. Taip pat
gali buti naudojami mazi peptidai, dauguma amino rugséiy ir azoto bazés. Cistinas, glicinas,
histidinas ir lizinas néra naudojami kaip azoto $altiniai. Uztikrinti augimui taip pat reikalingas
fosforo ir sieros Saltinis (Arroyo-Lopez et al., 2009). S. cerevisiae yra labiau linkusios produkuoti
alkoholj i§ cukraus anaerobinémis sglygomis, net jei aplinkoje yra deguonies aerobiniam
kvépavimui. Sis reiskinys, vadinamas krabmedzio efektu (angl. crabtree effect) (Pronk et al.,
1996), yra adaptacija prie aplinkos, kurioje labai daug cukraus. Nors cukraus fermentacija 10 karty
metaboliskai maziau efektyvesné nei aerobinis kvépavimas ATP generavimo atzvilgiu, ji suteikia

organizmui naudos.

Pirmiausia, fermentacija islaisvina energija greiciau ir tuo paciu leidzia mikroorganizmui
augti grei¢iau nei jeigu augty aerobinémis salygomis. Populiacija, auganti grei¢iau, nukonkuruoja
populiacija, augancia léiau, net jei sunaudoja visus aplinkoje esancias resursus (MacLean &
Gudelj, 2006). Fermentacijos metu j aplinkg i$skiriamas etanolis, anglies dioksidas ir Siluma. S.

cerevisiae toleruoja tokias salygas, todél turi privalumga lyginant su kitais mikroorganizmais. Taip



pat, tapus dominuojan¢iu mikroorganizmu savo aplinkoje ir i§stimus varzovus, S. cerevisiae
pakeiCia savo metabolizmg ir pradeda naudoti sukauptg etanolj} kaip substrata aerobiniam
kvépavimui, taip atgaudamas dalj energijos, sunaudotos fermentacijai (Thomson et al., 2005).
Apibendrinus, bendra mikroorganizmo metaboliné kaina yra sumazinama dé¢l abiejy i§ auksciau

iSvardinty priezasciy (Piskur et al., 2006).

Manoma, kad §is reiSkinys atsirado tada, kai Saccharomyces genties protévis peréjo Viso
genomga duplikacijos stadija (Piskur et al., 2006). Didzioji dalis padauginty geny kopijy buvo
prarastos, o daugelio i8 likusiy geny funkcija — dalyvauti cukraus metabolizme. Galimai dél to Sie
genai nebuvo prarasti, nes jy abiejy i§laikymas lemia padidintg geny ekspresijg ir uztikrina geresnj
metabolizma (Kellis et al., 2004). Taip pat, dviejy vieno geno kopijy iSlaikymas leidzia vienai i§
kopijy islaikyti originalig savo funkcija, o kitai kopijai suteikiama laisve ,,iSmokti“ naujy funkcijy.
Pavyzdys — duplikuoty ADH1 ir ADH2 geny pora (Thomson et al., 2005). ADH1 redukuoja
acetaldehidg j etanolj anaerobinio kvépavimo metu, o ADH2 funkcija yra pakitusi — katalizuoja
atvirkStine reakcija, t.y. veréia etanolj j acetaldehida, i§ kurio gaminamas Acetyl-CoA, Kkuris
keliauja j krebso cikla. Si neofunkcionalizacija leidZia S. cerevisiae ir toleruoti alkoholj, ir atgauti

energija, kuri kitaip bty i$§vaistyta fermentacijos metu.

S. cerevisiae tapo modeliniu organizmu dél daugelio priezas¢iy. Kaip ir anks¢iau minéta
Siame darbe, lasteliy populiacija padvigubéja kas 100 minuciy. Dauginasi mejozés budu, todel yra
kandidatas lytinés genetikos tyrimams. Sios mielés yra lengvai transformuojamos pridedant naujus
genus homologinés rekombinacijos biidu. Jy genomas sudarytas i§ mazdaug 12 miliony baziy pory
ir 6275 geny 16-oje chromosomy. Galimyb¢ auginti $ig risj kaip haploidus palengvina kamieny
su neveikliais genais sukiirimg. Kaip eukariotas, S. cerevisiae turi tokig paciag kompleksing
struktiira kaip aukStesnieji eukariotai, bet neturi tokio didelio kiekio nekoduojanc¢ios DNR
(Goffeau et al., 1996). Si mieliy risis taip pat yra svarbiausias ekonominis mikrooganizmas dél
savo plataus industrinio pritaikymo.

Apart plataus industrinio pritaikymo, S. cerevisiae naudojami kaip probiotikai zmonése ir
uzkirsti kelig virskinimo trakto ligoms (Kelesidis & Pothoulakis, 2012). Taip pat yra tyrimy,
rodanciy, kad S. cerevisiae var. boulardii sumazina su antibiotikais susijusios diar¢jos rizika tiek

suaugusiems, tiek vaikams (Kelesidis & Pothoulakis, 2012; Szajewska & Kotodziej, 2015).
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1.2. KompetentiSkumas mielése

Norint sékmingai transformuoti eukarioting lgstelg, egzogeniné DNR turi ne tik pakliiti j
lastelés vidy, kaip yra prokariotuose, bet ir nukeliauti iki branduolio. Tod¢l, pakeliui j branduolj,
DNR turi praeiti pro keturias natiiralias kliiitis: Iastelés sienelg, 1astelés membrana, citoplazmg ir
branduolinj apvalkalg. Prie§ DNR integruojantis ] recipienting lgstele, ji turi sudaryti tinkamg
kontaktg su Igstelés pavirSiumi. Kitaip tariant, pati DNR iS saves, be pagalbiniu medziagy, negali
transformuoti lastelés jei neprisijungia prie jos pavirsiaus (Pham et al., 2011). Kawai et al., 2004
pasitlé, kad DNR prisijungia prie Igstelés sienelés su PEG pagalba. PEG reikalingas ne tik
cheminés transformacijos metu, bet ir naudojant kitus transformacijos metodus. Yra atlikty tyrimy,
rodan¢iy, kad PEG netgi padidina transformacijos efektyvuma, todél yra begalo svarbus
komponentas mieliy kompetentiSkume. KompetentiSkumas yra lgstelés geb¢jimas prisiimti
svetimg geneting medziagg. ISimtis, aiSku, yra biolistinis ir elektroporacijos metodai, kur DNR
neturi prisijungti prie sienelés, nes yra padaromos skylés sieneléje, per kurias DNR ir patenka |
lastelés vidy.

Placiai manoma, kad lastelés sienelé yra sunkiausias barjeras sékmingai mieliy
transformacijai. Sienelé yra skersai pereinama per fizinius arba cheminius pazeidimus, arba
pakeiciant jos sukibimg ir/ar pralaiduma. Laboratorijoje sukelto kompetentiSkumo metu lgstelés
sienelé fiziSkai pazeidZiama, pavyzdZziui, fermentiSkai skaidant norint iSgauti sferoplastus, arba,
alternatyviai, elektroporacija arba biolistinés transformacijos btidu norint padaryti plySius, per
kuriuos praeity DNR. Cheminés ir fizikinés Igstelés sienelés pralaidumo savybés priklauso ir nuo
tam tikry geny (Kawai et al., 2009), o ne tik nuo gerai zinomy aplinkos faktoriy (PEG, katijony ir
t.t.).

DNR, sékmingai jveikusi sienelés barjera, atsiduria pozicijoje tarp sienelés ir membranos.
Tai — sekantis, kritinis, zingsnis transformacijos link. DNR néra tirpi membranoje ir turi neigiama
krtivj, todél negali praeiti pro membrang be iSorinés pagalbos. DidZiojoje dalyje transformacijos
metody, DNR skersai membrang pereina per endocitoze (arba j endocitoze panasaus proceso metu)
arba kai membranos laidumas yra padidinimas (trumpalaikés poros membranoje). Vienas i$
pavyzdziy trumpalaikiy pory atveju — elektroporacija, kadangi elektro-difuzija varo egzogening
DNR | Igstelés vidy buitent per laikinai susiformavusius plysius (Neumann et al., 1996). Aisku,

néra jrodymy, kad ir elektroporacijos metu DNR pasisavinti nepadeda j endocitoz¢ panasus
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procesas. Galéty bati, kad elektrinis impulsas vis tik ,,prilipdo® DNR prie membranos. Kita vertus,
elektroporacija labiau panasi j biolistin] metoda, kai genetiné medziaga yra tiesiog jSaunama j
lastelg, nepriklausomai nuo endocitozes.

Membranos pralaidumas priklauso nuo aplinkos faktoriy (gali bti sukeltas zmogaus arba
kaip naturalus reisSkinys), o endocitoze reikalauja aktyviy, genome uzkoduoty, Igstelés procesy.
Aktino citoskeleto reorganizacija, endocitinis transportas, citokinez¢ ir membranos poliariSkumas
yra endocitozg uztikrinantys veiksniai (Kawai et al., 2004; Neukamm et al., 2002). Yra tikima,
kad lastelé j vidy priima medziagas per nuo aktino priklausomg membranos invaginacijg, kurios
metu susidaro puslelé, kurioje internalizuojasi minétosios medziagos (Robertson et al., 2009). Jei
medziaga, patekusi j lastelés vidy yra DNR, tuomet Igstelé gali buti transformuota (Neukamm et
al., 2002).

Citozolis yra labai nepalanki aplinka laisvos formos DNR molekuléms. | Igstelés vidy
patekusi DNR turi i§vengti biiti sunaikinta iki jéjimo j norimos transformuoti lastelés branduolj.
Priklausomai nuo transformacijos strategijos, internalizuota DNR keliauja po citozolj arba laisvoje
formoje, arba apsaugota membraniniu kauseliu. Laboratorijoje sukeltos transformacijos metu
labiau tikétina, kad DNR bus laisvos formos. Smarkiis pH pokyc€iai buvo apraSyti kaip
kompetentiSkumg uZtikrinantis faktorius, kadangi pakites pH sutrikdo hidrolaziy transportg ir
apsaugo supakuota DNR nuo degradacijos. Iki $iol mechanizmas, kaip DNR patenka j branduolio
vidy ir kodé¢l ji paprasCiausiai néra lizuojama citoplazmoje, yra neaiSkus, todel reikalingi
papildomi tyrimai apie biitent §ig DNR kelionés j branduol; dalj.

1 lentelé. Genai, susije su egzogeninés DNR jsisavinimu S. cerevisiae (Mitrikeski, 2015).

Genas | Geno funkcija | Kompetentigkumas

Lastelés pavirSiaus (sienelés/membranos) genai

acr mutantai Atsparumas aculeacinui A, kuris inhibuoja | Padidéjes
R-gliukano sintezg

SPFI Ca?* homeostazé Padidéjes

PDE2 CAMP lygis Padidéjes

SRBI GDP-manozeés sintez¢ l1astelés sieneléje Padidé¢jes

Nezinomas SRB genas GDP-manozes sinteze 1astelés sienel¢je Padid¢jes

SIN3 Histony deacetilinimas Sumazejes

MedZiagy transportas

GCNS5. NGGI. YAF9. Dalyvauja histono acetiltransferaziy Padidéjes

EAF7 kompleksuose
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HST4, HDA2, HDA3 Dalyvauja histono acetiltransferaziy Sumazejes
kompleksuose

GCNS5, NGGI. EAF7 Dalyvauja histono acetiltransferaziy Padid¢jes/
kompleksuose Sumazéjes

YAF9 Involved in histone Sumazgjes
acetyltransferase-complexes

HDA3 Involved in histone Padidéjes
deacetylase-complexes

SHE4 Miozino funkcijos reguliavimas Sumazéjes

ARC18 Aktino integralumas Sumazéjes

PDE2 cAMP lygis Padidéjes

SPFI, PMRI Ca2* arba Ca?*/Mn?* metabolizmas Padidéjes

VPS21, VPS45, VAM6 Endocitinis transportas Padidéjes

YPT7, YPT51 Endocitinis transportas Padidéjes

STVI. VPH1. NHXI Kontroliuoja vakuolines pH salygas Padidéjes

VPS17, APL5, VACS, Dalyvauja autofagijoje Padidéjes

PEP4

Kiti

GSHI Gliutationo biosintezé Sumazejes

MAT (Heterozygote) Mating type locus Padidéjes

Pagrindinis lgstelés kompetentiSkumo faktorius, kaip jau minéta Siame darbe, yra jos
pavirSiaus charakteristika (sienelés ir/ar membranos). Daugelis geny produkty, paveikianciy
transformacija yra su tuo susije (1 lentel¢). Sie geny produktai yra atsakingi uz endoplazminio
tinklo reguliacija, homeostaze, cAMP lygio palaikyma, GDP-manozés sintezg lastelés sienelés
biosintezés metu arba beta-gliukano sintez¢ (Kawai et al., 2004; Pham et al., 2011). Nors yra
pastebéta tendencija, kad Siy geny produktai arba padidina, arba sumazina kompetentiSkuma,

taciau néra tiksliai aiSki jy funkcija kompetentiSkumo procese.

1.3. Transformacijos metodai

Transformacija yra lgstelés genetinés medZziagos pakitimas, atsirades dél egzogeninés
genetinés medZiagos jsisavinimo per lastelés membrana. Sis procesas bakterijose pirma karta buvo
aprasytas Streptococcus pneumoniae 1928 m., o mielése — 1978 m. Egzogeninés genetinés
medziagos internalizacija ir integracija ] recipientinj genoma leidzia mikroorganizmams jgauti

naujy genetiniy savybiy ir prisitaikyti prie aplinkos sglygy, pavyzdziui — atsparumas aplinkoje
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esantiems antibiotikams. Tam, kad transformacija jvykty, mikroorganizmas turi bati
kompetentiSkumo biisenoje. Yra tik tam tikras laiko tarpas, kiek Iastelés gali biti
kompetentisSkumo biisenoje ir priimti naujg geneting medziagg. Nattralioje aplinkoje tai gali
nutikti, kai lastelés reaguoja | pakitusias aplinkos salygas, pvz. maisto medziagy trikumas.
KompetentiSkumas taip pat sukeliamas laboratorinémis salygomis (C. Johnston et al., 2014).
Transformacijos metu, genetiné medziaga pereina per aplinkoje esancias terpes, ir medziagos
pasisavinimas priklauso nuo recipiento (C. Johnston et al., 2014). Transformacija vykdoma
skirtingais metodais, kadangi skirtingoms mikroorganizmy raSims iSeiga kiekvienu metodu
skiriasi.

Dazniausiai naudojamuose mieliy transformacijos metoduose pasitelkiamas liio acetatas,
pernasing viengrandé DNR, PEG. Jtariama, kad li¢io jonai neutralizuoja neigiamg DNR molekuliy
kriivj ir generuoja mazas skylutes ant plazminés membranos, kad galéty praeiti nukleino ragstys.
Viengrand¢ DNR veikia kaip plazmidinés DNR perneséjas ir gali apsaugoti ja nuo endonukleaziy.
Kadangi perne$éjo DNR koncentracija naudojama didesné nei plazmidinés DNR koncentracija,
néra svarbu, koks yra pernesanc¢iosios DNR Saltinis. Tam daZnai naudojama lasisy sperma. PEG,

tuo tarpu, naudojamas DNR prisijungimui prie Igstelés sienelés.

DNR, naudojama transformacijos metu, turi turéti selektyvy Zymenj, pagal kurj galima biity
atpazinti transformantus. Po transformacijos, lastelés yra uzséjamos ant selektyvios terpés, kurioje
gali augti tik transformuotos lastelés (Gelperin et al., 2005). Siame darbe bus aprasyta
transformacija su URA3 selektyviu zymeniu.

1.3.1. Elektrotransformacija

Elektrotransformacija yra vienas placiausiai naudojamy metody mikrobiologijoje norint
pernesti svetimg DNR | norimas lgsteles. Tai yra daroma paveikus lasteles stipriu ir trumpu
elektriniu lauku, taip padidinant lastelés membranos pralaidumg (Aune & Aachmann, 2010;
Neumann et al., 1982). Elektrotransformacija naudojama jvesti DNR j jvairiy bakterijy ir mieliy
lasteles. Transformacijos metu, keliy tiikstanciy (priklausomai nuo mikroorganizmo) volty jtampa
praleidziama per vieng ar du milimetrus suspenduoty lasteliy elektroporacijos kiuveteje. Po
elektrinio impulso, Igstelés turi biiti specifiSkai apdorojamos taip, kad uzsiverty lastelés sieneléje

esancios poros, o lastelés turéty galimybe daugintis ir iSlaikyti jterpta geneting informacija.
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Elektrotransformacija yra laikoma efektyviausiu transformacijos buidu ir net iki deSimt karty

efektyvesné nei cheminé transformacija (Neumann et al., 1982).

Pirmoji S. cerevisiae elektroporacija atlikta Hashimoto et al., 1985. Delorme, 1989 bandé
nustatyti optimalias transformacijos salygas elektroporacijai, suspenduodamas S. cerevisiae
lasteles YPD terpé¢je ir iSsédamas jas ant selektyvios terpés. Jo nustatytos optimalios sglygos buvo:
900 V jtampa; elektraporuojamos ankstyvosios log-fazés lgstelés (ODeoo = 0,3 — 1,0) kai lgsteliy
tankis ODegoo = 10-20 ir aplinkoje yra maziau nei 0,1 pg DNR; pernesanc¢ios DNR nebuvimas.
Delorme gavo 1000-4500 KFV/ug plazmidinés DNR. Véliau, Sis efektyvumas buvo vis
didinamas, Becker & Guarente, 1991 m. atrado, kad sorbitolis suteikia osmotinio palaikymo
funkcija ir didina transformacijos efektyvuma. Jie gavo 2-5 x 10° transformanty/pg DNR. Nuo
tada, sorbitolis tapo standartu kuriant protokolus S. cerevisiae elektrotransformacijai. Atrasta, kad

LiAc ir DTT sinergiskai taip pat didina transformacijos efektyvuma.

Elektrotransformacija daznai naudojama ir labai efektyvi norint jvesti svetimus genus ]
audiniy kultary lasteles, ypa¢ i zinduoliy lgsteles (Bak et al., 2018). Pavyzdziui, §is metodas
naudojamas sukuriant ,,knockout® peles geny terapijoje, taip pat ir $alinant auglius. Svetimos DNR
jvedimas | aukStesniyjy eukarioty Igsteles yra vadinamas transfekcija. Jrodyta, jog
elektrotransformacija yra efektyvi in vivo panaudojimui audiniams, in utero ir in ovo
transfekcijoms. Vienas neigiamas aspektas yra tas, kad po elektrotransformacijos gali biiti paveikta

geny ekspresija (Satkauskas et al., 2002).

Elektrotransformacija vykdoma elektroporatoriais — prietaisais, kurie sukuria elektrinj
pulsuojantj lauka. Lasteliy suspensija pipetuojama j elektroporacijos kiuvete, kuri sudaryta is stiklo
arba plastiko ir turi du elektrodus Sonuose. Bakterijy ir mieliy transformacijai naudojamos
kompetentinés lgstelés ir jos maiSomos su 10-100 ng plazmidziy. MiSinys yra jpipetuojamas ]
kiuvete, nustatomos atitinkamos salygos elektroporatoriuje ir kiuvete jstatoma j elektroporatoriy.
ISkart po elektroporacijos, jdedamas specialus tirpalas, kad lgstelés atsigauty po elektros Soko ir
suspensija perkeliama j naujag mégintuvélj. Mieliy atveju naudojamas sorbitolio tirpalas. Baigus
elektroporacijg, lastelés perkeliamos j reikiamg terpe ir auginamos (Thompson et al., 1998).

Rezultatas priklauso nuo plazmidziy grynumo. Plazmidés su didele drusky koncentracija

gali sukelti elektring iSkrova, o tai sumazina Igsteliy iSgyvenamuma. Norint optimizuoti rezultatus,
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reikia atkreipti démesj | elektroporatoriaus nustatymus ir j pradinés suspensijos sudedamagsias
dalis, pavyzdziui anks¢iau minétg drusky koncentracijg. Kadangi lastelés membrana beveik néra
pralaidi molekuléms, ji veikia kaip elektrinis kondensatorius. Paveikus membranas aukstos
itampos elektriniu lauku, jos laikinai sudaro poras, kurios yra pakankamo dydzio, kad praleisty
makromolekules j Igstele (Potter, 2003).

Lasteliy laikymas Saltai (prie 0 °C) dazniausiai padidina lgsteliy iSgyvenamuma, o tai lemia
labiau efektyvig transformacija, ypac kai elektroporuojama naudojant didele jtampa (Potter et al.,
1984). Taciau, Chu et al. (1991) atrado, kad naudojant maza jtampa, kai kurios lgstelés
transformuojasi efektyviau kambario temperatiroje. Kitas faktorius, prisidedantis prie lgsteliy
zities yra pH pasikeitimas, kuris atsiranda dél elektrolizés prie elektrody. Problema gali biiti
isspresta pridedant buferinio tirpalo, pvz. 20 mM HEPES, pH 7,5. Elektrotransformacijos metodu
galima gauti 1 x 10° transformanty/ug plazmidinés DNR (Suga & Hatakeyama, 2003).

1.3.2. Kiti metodai

1.3.2.1. Sferoplasty metodas

S. cerevisiae transformacija sferoplasty metodu pirma karta atlikta Hinnen et al., 1978.
Buvo transformuoti sferoplastai, kurie buvo paruosti fermentiskai apdorojant S. cerevisiae leu2 3-
112 mutanty lgsteles kartu su chimerine plazmidine DNR, kuri savyje turé¢jo LEU2 zymen;.
Transformacijos efektyvumas tebuvo 30-50 transformanty/pg plazmidinés DNR. Plazmidiné DNR
$i0 metodo metu turi integruotis i chromosomine DNR, kad gautume stabilius transformantus. Tais
paciais metais metodo efektyvumas buvo padidintas iki 10* transformanty/pg plazmidinés DNR,
naudojant DNR su endogenine ARS.

Metodo principas yra dalinis lastelés sienelés suardymas fermentais, pavyzdziui, litikaze.
Auks¢iausias $io metodo efektyvumas uzfiksuotas 2 x 107 ir 5 x 10 transformanty/pg viengrandés
ir dvigrandés DNR, atitinkamai. Transformacija geriausiai vyko, kai sferoplasty koncentracija
svyravo nuo 3 x 107 iki 3 x 10%/ml misinio ir kai viengrandés plazmidinés DNR kiekis buvo 1-3
pg. Didinant sferoplasty ir DNR kiekj, transformacijos efektyvumas mazé¢jo. Tai reiskia, kad
tinkama sferoplasty koncentracija ir DNR kiekis yra kritiSkai svarbus dideliam transformacijos

efektyvumui.
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Kai Hinnen et al., 1978 straipsnio autoriai naudojo DNR perne$éja, transformacijos
efektyvumas priklausé ir nuo pernesanéiosios DNR koncentracijos. Sio metodo transformacija su
dvigrande DNR yra kelis kartus maziau efektyvesné nei su viengrande. Lyginant su kitais
metodais, Siame nereikalaujama LiAc ir termoSoko. Nepaisant savo auksto efektyvumo, Sis
metodas néra populiarus dél savo sunkumo ir tikriausiai todél, kad transformantai tarsi jauga j
agara ir yra netinkami tolimesnei analizei. Sis metodas visdar naudingas kai yra naudojamos 100—
1000 kb dydzio mieliy dirbtinés chromosomos arba kai yra dirbama su priony tyrimais (Hinnen et
al., 1978).

1.3.2.2. Li¢io metodas

Li¢io metodas publikuotas 1983 metais (Ito et al., 1983). Atrasta, kad vienvalenciai
katijonai, tokie kaip Na*, K*, Rb*, Cs" ir, ypatingai, Li*, bet ne dvivalen¢iai katijonai, tokie kaip
Ca?*, padidina S. cerevisiae lasteliy transformacijos efektyvuma. Viena i§ galimy priezaséiy,
kodél monovalentiniai katijonai yra veiksmingi, yra jy sukeliamas lengvas chaotropinis efektas
transformacijos metu. Originalus protokolas sukurtas Ito et al., 1983, jame jvesti 4 pagrindiniai
principai — btinas PEG; bitinas LiAc; kar$¢io Sokas 42 °C padidina transformacijos efektyvuma
(ne kaip sferoplasty metode); auksc¢iausias efektyvumas pasiekiamas, kai Igstelés yra viduringje
eksponentinéje fazéje (ODs10 = 1,6). Galima naudoti ir LiCl, taciau LiAc yra efektyvesnis beveik
dvigubai. Sis metodas yra greitesnis, paprastesnis ir lengvesnis nei sferoplasty metodas.
Originaliame protokole minétajame 1983 mety straipsnyje buvo iSgautas 450 transformanty/ug
DNR efektyvumas. PEG buvo naudotas tod¢l, kad buvo Zinomas jo efektyvumas sferoplasty
metode, o litis pasirinktas todél, kad yra zinomas jo efektyvumas eliuojant neorganinj polifosfata
—neigiamai jkrauta makromolekule, panasig § DNR. Li¢io metodas nereikalauja specialios jrangos
ir regeneracinio agaro, kaip sferoplasty metodas. Gietz ir jo bendradarbiai sugebéjo padidinti
efektyvumg iki 5 x 10°—1 x 107 transformanty/pg plazmidinés DNR sumaisant sveikas Iasteles su
PEG, LiAc, plazmidine DNR ir viengrande DNR bei inkubuojant jas 42 °C 40—60 minuciy.
(Daniel Gietz & Woods, 2002; Schiestl & Gietz, 1989). Gietz ir Schiestl taip pat sékmingai uzsaldé

kompetentines lgsteles naudodami glicerolj ir DMSO.

Licio metodas turi ir kity variacijy, pavyzdziui, 2-merkaptoetanolio, ditiotreitolio (DTT),

DMSO arba etanolio prid¢jimas. Taip pat, galima keisti temperattirg j 45 °C, arba nenaudoti LiAc
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(Yamakawa et al., 1985). Sio metodo rezultatai priklauso nuo transformuojamo kamieno, bet pats

metodas yra paprastas.
1.3.2.3. Biolistinis metodas

Lastelés gali buti transformuojamos DNR-padengtomis metalinémis mikrodalelémis,
kurios Saunamos | lasteles (Klein et al., 1987). Armaleo et al. pademonstravo, kad S. cerevisiae
lastelés gali bati transformuojamos biolistiniu, Kitaip vadinamu bombardavimo, metodu (Armaleo
et al., 1990). Jie atrado, kad lgstelés vidurinéje-stacionariojoje augimo fazéje yra efektyviausios
siam metodui, ne kaip kituose metoduose. Aukstam transformacijos naSumui reikalingas osmotinis
palaikymas 0,75 M sorbitoliu ir 0,75 M manitoliu. Tarp istirty metaly (W, Pt, Fe, Au ir Ir),
volframas (W) yra efektyviausias. Stabiltis transformantai atsiranda vienai dalelei, 0,5-0,65 pum
dydzio, patekus j lgstel¢. Norint padengti volframa, reikalingas atitinkamas kiekis CaCly, tuo tarpu
plazmidinei DNR reikalingas spermidinas. Optimaliomis salygomis gaunama tik 500
transformanty/pg plazmidinés DNR i§ 102 lasteliy. Nors transformacijos efektyvumas biolistiniu
metodu yra mazas, tac¢iau mitochondriné S. cerevisiae transformacija yra pavykusi tik §iuo metodu

(S. Johnston et al., 1988).
1.3.2.4. Stiklo rutuliuky metodas

Costanzo & Fox, 1988 m. pademonstravo, kad sveikos ir nepazeistos S. cerevisiae lastelés
gali buti transformuojamos jas agituojant stiklo rutuliukais. Agitavimui naudojama vorteksiné
maisyklé. Transformacijos miSinyje turi biiti pernesancioji DNR ir reikalingas 1 M koncentracijos
sorbitolis osmotiniam palaikymui. Sis metodas labai Zemo efektyvumo, gaunama tik 300
transformanty/pg plazmidinés DNR. Yra ir privalumy — nereikalingas specialus pasiruo$imas,
lastelés gali biti transformuojamos bet kokioje augimo stadijoje ir uZtenka lasteles agituoti 15—45

sekundes.

1.4. Elektrotransformacijos efektyvumo salygos

Transformacijos efektyvumas priklauso nuo daugelio skirtingy faktoriy. Skirtingos mieliy
rasys ir netgi kamienai skirtingai pasisavina skirtingg svetimos DNR kiekj. Didzioji dalis
transformacijos protokoly sukurta biitent S. cerevisiae ir gali biiti neoptimaliis kitoms rti§ims. Net
tarp tos pacios rusSies mikroorganizmy egzistuoja skirtingi kamienai, kurie turi skirtingus
transformacijos efektyvumus. Transformacijos efektyvumas priklauso nuo daugelio faktoriy, net
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gi nuo to, kokios plazmidés yra naudojamos. Pagrindinés Siame darbe nagrinéjamos sglygos yra:
elektrinio lauko stiprumas (V/cm); elektros impulso trukmé (ms); DNR koncentracija (ug/pl).
Lastelés ir medziagos, naudojamos transformacijos metu, privalo biiti laikomos Saltai. Pagal
(Becker & Guarente, 1991) maza temperatiira ir sorbitolio buvimas transformacijos miSinyje
uztikrina osmotinj balansg ir didina transformacijos efektyvuma. Centrifugavimui naudojami

rotoriai, apsisukimy greitis ir laikas néra kritiSkai svarbios salygos.

1.4.1. Elektros jtampa

Elektros jtampa laikoma svarbiausiu veiksniu norint sukurti auk$to efektyvumo S.
cerevisiae elektroporacijos sistemg. Jtampa turi biiti pakankamai didelé, kad atsiverty poros
lasteliy sienelése ir membranose, bet tuo paciu ir pakankamai zema, jog iSvengtume lasteliy ziities.
Optimalus jtampos tarpas yra nejtikétinai siauras ir varijuoja tarp skirtingy kamieny (Delorme,
1989). Delorme tyrimuose egzistavo 100 V optimalus tarpas tarp efektyvios transformacijos ir
padidéjusios Igsteliy mirties. Taciau reikia turéti omenyje, kad tais metais buvo naudojami Kitokie
elektroporatoriai ir Kkitoks transformacijos protokolas. Apart pacios jtampos, svarbus ir

elektroporatoriaus generuojamas elektrinis impulsas (1 pav.).

A A A B A C A

MAX
A Ago%

A - Aso%

) A

tFWHM tR tF

v

v

—
1 pav. Skirtingi generuojami elektriniai impulsai. (A) Eksponentinio mazéjimo elektrinis
impulsas charakterizuojamas maksimalia amplidute (Amax) ir laiko konstanta (t). (B)
Kvadratinis pulsas, charakterizuojamas amplitude (A) ir pulso trukme (trwhm). (C) Varpo
formos impulsas charakterizuojamas maksimalia amplitude (Amax), jtampos didéjimo

laiku (tr) ir jtampos mazéjimo laiku (tr) (Rebersek et al., 2014).
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Siame darbe naudojamas elektroporatorius, kuris generuoja impulsa, parodyta ,.B* dalyje.
Sis impulsas uztikrina pastovig norima jtampa per nustatyta laika, todél yra prana$esnis uz kitus

pavaizduotus elektrinius impulsus.

1.4.2. Elektros impulso trukmé

Norint sudaryti poras eukarioty sienelése ir/ar membranose, labai svarbi yra ne tik jtampa,
bet ir paties elektrinio impulso trukmé. Kaip ir su jtampa, yra tik tam tikras diapazonas elektrinio
impulso trukmés, kuomet susidaro poros. Jei impulsas per trumpas — nesusidarys poros, o jeigu
per ilgas, tai rizikuojama prazudyti lasteles. Elektroporatoriai dazniausiai gali generuoti impulsa
nuo 1 ns iki 1 s. Sio proceso metu taip pat generuojamas mazas Silumos kiekis, bet §is yra
statistiSkai nereikSmingas, kadangi naudojame atSaldytus tirpalus ir Saltg Iasteliy kultiirg. 3 pav.
nurodoma diagrama, kurioje matomos skirtingos pulso trukmés, jtampos dydis ir §iy parametry
itaka Igsteliy populiacijos i§gyvenamumui bei transformacijos efektyvumui. Teigiama, kad nuo 1
ns iki 1 ps esant aukstai jtampai vyksta apoptoze, o esant jtampai iki mazdaug 30 kV/cm lastelés
iSgyvena, bet nesitransformuoja. Konvenciné elektroporacija vyksta nuo 1 ps iki 1 s, bet nuo 1 us
iki mazdaug 600 ps yra neistirta zona, o nuo 600 ps iki 1 s yra efektyvi geny pernasa. Diagramoje
nurodoma, kad esant aukstai jtampai prie tokios impulso trukmés vyksta nekroze, bet reikia turéti
omenyje, kad rezultatai skiriasi priklausomai nuo elektroporatoriaus generuojamo impulso.
Diagrama taip pat pritaikyta ne biitent mieléms, o bendrai eukarioty Igsteléms. Iki 1 ms trukmeés
taip pat vykdoma elektrochemoterapija. Siame magistriniame darbe biitent ir nagrinéjamos salygos
nuo 0,5 ms iki 1 ms. Bakalaurinio darbo metu buvo jrodyta, kad tokia trukmé yra efektyvi bakterijy

ir mieliy transformacijoms (Racicki, 2020).
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2 pav. Diagrama numanomy elektroporacijos efekty ir aplikacijy priklausant nuo jtampos dydzio
ir impulso trukmés. nsPEF — nanosekundinis pulsuojantis elektrinis laukas, IRE — negrjztama
elektroporacija, ECT — elektrochemoterapija, Supra-EP — trumpos trukmés ir labai didelio

stiprumo elektroporacija (Weaver et al., 2012).

1.4.3. DNR koncentracija

Transformacijos efektyvumas gali biiti apibiidinamas kaip transformantai/ug DNR arba
kaip bendras transformanty skaiCius per vieng elektroporacija. DaZniau naudojama
transformanty/ug DNR statistika. Weaver et al., 2012 atrado, kad daugiausia transformanty/pg
DNR gaunama, kai naudojama 0,1 pg plazmidinés DNR. Norint gauti tiesiog daugiau
transformanty, galima naudoti ir daugiau — iki 1 pg DNR. Didesné DNR koncentracija
transformacijos misinyje nereiskia, kad uzaugs daugiau KFV ant lékstutés. 4 pav. nurodoma
skirtingo DNR kiekio jtaka transformacijos efektyvumui. Weaver taip pat apraso, kad
transformanty skai¢ius priklauso ir nuo plazmidés konstrukcijos (Zr. 1.4.5. skyriy), kaip pavyzdys
pateikiamos plazmidés su ura3 Zymeniu — jas naudojant transformacijoms gaunamas mazesnis
efektyvumas, nei naudojant plazmides su trp zymeniu. (Becker & Guarente, 1991) teigia, kad

optimaliausios salygos yra 100-300 pg/ml DNR.
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2 lentelé. Transformacijos efektyvumas naudojant skirtingg DNR kiekj (Weaver et al., 2012).

DNR kiekis 1 bandymas 2 bandymas

(H9) KFV/lekstute | KFV/ug DNR KFV/lekstute | KFV/ug DNR
0.1 77 770 165 1,650

0.5 110 220 - -

1.0 110 110 302 302

2.0 149 75 290 145

5.0 112 22 266 53

10.0 122 12 358 35

1.4.4. Lasteliy augimo fazé

Lasteliy augimo fazé yra dar vienas Kkritinis veiksnys norint atlikti sékmingg transformacija.
Mielés esancios eksponentinio augimo fazéje lengviau transformuojasi nei mielés, esancios lag
fazéje arba stacionariojoje augimo fazéje. Zities fazé atmetama, kadangi jau per vélu bandyti jas
transformuoti paprasciausiai dél to, kad jos ir taip Ziista, o elektrinis impulsas tiesiog paspartina $j
procesa. Stacionariosios augimo fazés lgstelés turi jau pilnai susiformavusia, tvirtesne sienelg,
kurioje sunku sudaryti poras, per kurias galéty praeiti genetiné medziaga (Werner-Washburne &
Singer, 1993). Na, o lag fazéje yra tiesiog per mazai lasteliy ir jos tik pradeda formuotis, tad
elektroporacija néra jmanoma. Mums tinka eksponentinio augimo fazé, kurios metu lastelés yra
imlios aplinkos medziagoms ir jau yra susiformavusi sienelé, kurig pakankamai lengva laikinai
matidaryti“. Becker & Guarente, 1991 siiilo, kad geriausias efektyvumas yra, kai pradiné kultiira
uzauga iki ODeoo = 0,3—1,0. Palyginimui autorius pateikia transformacijos efektyvuma, kai kulttra

auginama iki ODego = 6 ir ODsoo = 11. Efektyvumas sumazéja 4,5 karto ir 22,5 karto, atitinkamai.

Kalbant apie kompetentiniy lgsteliy optinj tankj, geriausi rezultatai gaunami, kai lastelés
sukoncentruojamos iki ODgoo = 10-20 (1,4 x 108 — 2,8 x 108 KFV/ml) (Becker & Guarente, 1991).
Kitame straipsnyje, (Wu & Letchworth, 2004), autoriai teigia nezinantys, kodél didéja
transformacijos efektyvumas didinant lgsteliy ODsoo, bet gauna panasius rezultatus, kaip Becker ir

Guarante.
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1.4.4. Transformacija naudojant integracines plazmides

Mieliy integracinés plazmidés (YIp) yra jterpiamos j Seimininko lastelés genoma. Kai jos
integruojasi, plazmidés yra replikuojamos ir perduodamos j dukterines lasteles kaip chromosomos
dalis. Integracinés plazmidés taikosi j sekas, kurios yra homologinés genominiam lokusui.
Priklausomai nuo mieliy kamieno ir integracijos saito, net tokia maza homologiné seka kaip 30 bp
yra pakankama naujai transformanty kartai. Taciau, taikininés (homologinés) sekos (angl.
targeting sequences) susideda i§ keliy Simty baziy pory, kad uztikrinty efektyvig integracija
(Manivasakam et al., 1995).

Integracinés plazmidés integruojasi ] Seimininko Iastelés genoma per homologing
rekombinacija (Kowalczykowski, 2015; Symington et al., 2014). Priklausomai nuo skai¢iaus ir
lokalizacijos taikininése sekose, integracija vyksta per viengubo krosingoverio mechanizma.
Dazniausiai naudojamos integracinés plazmidés naudoja krosingoverio mechanizma. Tokios
plazmidés savyje turi vieng testing taikining seka.

Transformantuose integruota plazmidés dalis yra padauginama. Iki transformacijos
plazmidé yra paverCiama linijine tarp taikininés sekos naudojant atitinkamus restrikcijos
fermentus. Tai padidina transformacijos efektyvuma ir apibrézia genominés integracijos saitg (Orr-
Weaver et al., 1981). Jei integraciné plazmidé turi keleta seky, kurios yra homologinés mieliy
genominiam lokusui, sekos artimiausios jkirpimui apibréZia integracijos saitg (Hicks et al., 1979;
Orr-Weaver et al., 1981). Taikininés sekos neturi biiti linijinés plazmidés galuose, kad vykty
sklandi integracija. Jei reikia, rekombinacijos faktoriai nukerpa nehomologines sekas, esancias
galuose (Ma et al., 1987; Svetec et al., 2007). Integracinés plazmidés, kurios integruojasi dvigubo
krosingoverio mechanizmu yra jterpiamos j Seimininko lastelés genomag geny pakeitimo budu
(Rothstein, 1983). Jos savyje turi dvi taikinines sekas, kurios apsupa plazmidés dalj, kuri bus
integruota (Gnligge et al., 2016; F. W. F. Lee, 1997.; Taxis & Knop, 2006; Voth, 2001; Wosika et
al., 2016). Kirpimas taikininiy seky iSoréje iSlaisvina integracing plazmidés dalj. Todél,
nereikalingos plazmidés sekos gali biiti pasalintos i§ integracijos. Mieliy intTgraciniU, plazmidziy
integracija dvigubo krosingoverio mechanizmu lemia genoming konfiguracijag be tiesiogiai
pasikartojanciy seky. Tod¢l, plazmidés integruojasi su viena plazmidine kopija ir yra segregaciskai

stabilios (Taxis & Knop, 2006).
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PlazmidZiy integracija viengubo Krosingoverio mechanizmu lemia genoming konfiguracija
kai integruota plazmidé apsupta tiesioginiy integruotos plazmidés daliy pasikartojimais. Si
konfigiracija sumazina struktdirinj stabiluma, kadangi rekombinacija tarp tiesioginiy
pasikartojimy yra jmanoma (Rothstein, 1991). Tokios plazmidés gali biiti prarastos dazniu — 1
%/1ast. dalijimasis (Hinnen et al., 1978; Hicks et al., 1979). Plazmidinio zymens selekcija
neuztikrina sveiky transformanty, nes dalis plazmidés gali biiti islindusi i$ integracijos saito (angl.
looped out), o selekcijos Zymuo, tuo tarpu, iSlicka integracijos saite. Juolab, viengubu
krosingoveriu integruojancios plazmidés daznai sukuria transformantus, turincius keletg
tandeminiy pasikartojimy (Gniigge et al., 2016; Orr-Weaver et al., 1981). Kopijy skaiéius gali biiti
pakeistas varijuojant transformuojancios plazmidés koncentracija (Plessis and Dujon, 1993).

Didesnis plazmidés kopijy skaicius gali buti pasiektas nukreipiant integracijg j saitus, kuriy
daug mieliy genome, pvz. rDNR pasikartojimai (Szostak & Wu, 1979; Lopes et al., 1989; Fujii et
al., 1990; Leite et al., 2013) ir o elementai (F. W. F. Lee, 1997.; Sakai et al., 1990). Integracija j
gausius genominius tikslinius saitus taip pat padidina transformacijos efektyvuma ir leidzia
lengviau kurti industrinius mieliy kamienus, kuriuos daznai yra sunku transformuoti (Szostak &
Wu, 1979; Wilson et al., 1994).

Integracija naudojant viengubo krosingoverio mechanizmg lemia integruoty plazmidziy
klasteriy, pasikartojan¢iy tandemy susidaryma (Lopes et al., 1991), bet Sios konfigiiracijos —
strukttiriSkai nestabilios. Per ilgg kultivacijos laiko tarpg, rekombinacijos gali sumaZinti pradinj

transformanty kopijy skaic¢iy (Wang et al., 1996).

Naudojant integracines plazmides, kopijy skaiCius lasteléje dazniausiai yra 1, taciau gali
nestipriai varijuoti. Transformanty skaiGius $iuo atveju gaunamas iki 1 x 102 transformanty/pg
DNR. Nors efektyvumas néra aukstas, taciau transformantai biina stabilts (Verachert & De Mot,

1989). Mieliy transformacija naudojant integracines plazmides pavaizduota 3 pav.
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3 pav. Autoriaus kurta schema. Mieliy integracinés plazdmidés ir jy integracijos
mechanizmai. (A) Mieliy integracinés plazmidés, kurios integruojasi viengubo
krosingoverio mechanizmu neSa vieng testing taikining seka (oranziné), kuri yra
markerinio geno (geltona) dalis. Integraciné plazmid¢ yra paverciama linijine
fragmentuojant taikining seka. Po integracijos, integruota plazmidés dalis yra
padauginama. (B) Mieliy integracinés plazmidés, kurios integruojasi dvigubo

krosingoverio mechanizmu turi dvi taikinines sekas (TS1 ir TS2), kurios apgaubia dalj
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integruojamojo vektoriaus. Kirpimas uz taikininiy seky iSlaisvina integracing plazmidés

dalj. YFG — pasirinktai jvestas genas; TS — taikininés sekos. (Gnugge et al., 2016)
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.1. Reagentai

AppliChem, Vokietija

Carl Roth, VVokietija

Merck, Vokietija

Sigma, JAV

2.1.2. Rinkiniai

Thermo Scientific, Lietuva

2.1.3. Prietaisai

Amersham Biosciences, JK

Eppendorf, Vokietija

DNR Bio-Imaging Systems,

Izraelis
KERN ir Sohn, Vokietija

2.1. Medziagos

Li¢io acetatas.

Mieliy ekstraktas, agaras, peptonas, gliukozé, YNB
(be aminortugs¢iy), uracilas, adeninas, leucinas,
triptofanas, TRIS, agarozé, sorbitolis, DTT, steriliis
Svirkstiniai filtrai PVDF membrana (0,22 pm).

NaCl, acto ragstis.

Histidinas, EDTA, etidzio bromidas.

Plazmidziy skyrimo rinkinys (GenelJet Plasmid
Miniprep Kit); GeneRuler DNR molekulinés masés
zymuo; DNR  restrikcijos  Stul  restrikcijos
endonukleaze rinkinys; Phusion™ Plus PGR

rinkinys.

UV/Vis spektrofotometras (Ultrospec 5300 pro),
elektroforezés sroves Saltinis (EPS 601).
biofotometras (modelis 6131), mazo tiirio
centrifuga (modelis 5424).

elektroforezes rezultaty fiksavimo sistema (MiniBIS
Pro).

mazo svorio svarstyklés (ADB 600-C3).
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B. Braun Biotech, Vokietija
Thermo Scientific, Lietuva
Consort, JK

Binder, Vokietija
OLYMPUS, Japonija

Roth, Vokietija

ScanLAF, Danija

Scientific Industries, JAV
VGTU, Lietuva

rotaciné  purtyklée (Certomat R
didelio  tdrio  centrifuga  (Jouan
elektros srovés Saltinis (E865).
termostatas (modelis 23).

Sviesinis mikroskopas (BX21).

1 mm elektroporacijos kiuveté.

2 biosaugumo klasés laminariné spinta
(MARS).

vorteksas (Genie 1).

impulsinio elektrinio lauko generatorius.

2.1.4. Kultivavimo terpés ir jy priedai

Kultivavimo terpés ir jy priedai pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Mikroorganizmy kultivavimui naudotos terpés ir jy priedai.

886302/4).

KR25i).

YPD gliukozé 20 g/l
peptonas 20 g/l
mieliy ekstraktas 10 g/l
agaras 20 g/l
SC gliukozé 20 g/l
YNB 6,7 g/l
agaras 15 g/l
LB triptonas 10 g/l
NaCl 10 g/l
mieliy ekstraktas 5g/
agaras 20 g/l
SC terpés priedai Adenino tirpalas 15 mi/l
Leucino tirpalas 20 ml/l
Histidino tirpalas 3ml/l
Triptofano tirpalas 10 ml/I
Uracilo tirpalas 10 ml/I
LB terpés priedai Ampicilinas 1 mi/l

Skysty YPD, SC ir LB terpiy gaminimui nenaudojamas agaras.

2.1.5. Tirpalai
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e Kultivavimo terpéms naudojamy priedy tirpalai:

Adenino tirpalas adeninas
Leucino tirpalas L-leucinas
Histidino tirpalas histidinas
Triptofano tirpalas triptofanas
Uracilo tirpalas uracilas
e Kiti tirpalai:
Sorbitolio 1 M; 1,5 M sorbitolis.
Ampicilino 100 mg/ml

e Mieliy lasteliy transformacijoje naudojami tirpalai

TE buferis TRIS-HCI

EDTA
TE/LiAc LiAc TE buferyje
DTT

e DNR elektroforezei naudojami miSiniai:

Restrikcijos misinys: 10x Buffer B
PNMG
dH20
Stul
Elektroforezés

molekulinés masés

Zymens misinys: GeneRuler DNR molekulinés
mases Zymuo
UZneSimo daZas

dH-.0

10 mM
100 mM
100 mM
40 mM
20 mM

1,58 g/l
0,0292 g/l
6,59 g/l
10 mM

2 ul
1l
16 pl
1wl

0,5 pl
2 ul
7 ul
29



Elektroforezés

méginiy misiniai:

PGR misSinys:

1xTAE buferis:

Elektroforezés gelio

misinys:

UzZneSimo dazas
plazmidin¢ DNR
dH-»0

2% Phusion Plus PCR Mix
Tiesioginis pradmuo 0,5 uM
Grjztamasis pradmuo 0,5 uM
DNR matrica

dH-0

TRIS
Acto rugstis

EDTA

agaroze

1xTAE buferis

2ul
S5ul
3ul

25 ul
2,5ul
2,5 ul
S5ul

20 pl

40 mM
20 mM
1 mM

19
100 ml

Visos kultivavimo terpés ir terpéms naudojamy priedy tirpalai yra autoklavuojami atskirai

— 15 min, 0,5 atm slégio, 112 °C. Kultivavimo terpiy priedai yra steriliai jdedami j terp¢ po

autoklavavimo. Kiti tirpalai yra filtruojami.

2.2. Metodai

2.2.1. Tyrimo objektas

Darbe naudojamas E. coli DHS5a kamienas ir S. cerevisiae SP1 kamienas. D¢l

deoksiribozés sintezés E. coli DHS5a kamienas yra geras objektas dideliy plazmidziy klonavimui

(Hanahan, 1983). Darbe naudojama pNMG plazmidé — mieliy integraciné plazmidé, koduojanti

Sup35 N ir M domenus bei GFP valdomg TEF promotoriumi. GFP yra sulietas su Sup35 baltymo

domenais. Plazmidé pagaminta mieliy ekspresijos vektoriaus pRS306 pagrindu. Integracijai
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kerpama Stul restrikcijos endonukleaze URA3 srityje. Turi baktering ori sritj ir atsparumo

ampicilinui geng. Plazmidé gauta i§ S. Lindquist.
2.2.2. Molekulinés biologijos metodai
Plazmidinés DNR skyrimas i$ bakterijuy Sarminés lizés budu

E. coli DH5a bakterijos augintos skystoje LB terpéje, 37 °C temperatiiroje, 160 apsisukimy
per minute. Plazmidés i§skyrimui naudotas GeneJET Plasmid Miniprep rinkinys. Siuo rinkiniu,
bakterijy kulttra lizuojama ir lizatas paSalinamas centrifuguojant. Supernatantas surenkamas ir
uzne$amas ant silicio pagrindo membranos. DNR molekulés selektyviai prisijungia prie silicio
membranos esant aukstai drusky koncentracijai. DNR yra praplaunama nuo pasaliniy medziagy,
tuomet plazmidiné DNR yra atkabinama nuo silicio membranos eliucijos buferiu ir yra tinkama
naudoti tolimesniuose tyrimuose. Plazmidinés DNR skyrimas atliekamas pagal gamintojo

rekomendacijas.
DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé atlikta naudojant 1 % agarozinj gelj su etidZio bromidu, 1XTAE
buferiniame tirpale, 100 V srov¢je. Gauty fragmenty dydzio nustatymui naudojamas DNR
molekulinés masés Zymuo GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. I$siskirs¢iusi DNR stebima UV
Sviesoje fotovaizdo kameroje MiniBIS. Gautas gelio vaizdas fiksuojamas GelCapture geliy

dokumentavimo sistema.

Kompetentiniy mieliy lasteliy paruosimas ir transformacija elektroporacijos buidu

Kompetentiniy mieliy lgsteliy paruoSimas ir transformacija elektroporacijos biidu atlikti
pagal Gietz ir Woods 2001 m. metodika su modifikacijomis (Gietz & Woods, 2001). S. cerevisiae
SP1 kamienas atSviezinamas 48 valandas agarizuotoje YPD terpéje 30 °C temperatiiroje. Viena
kolonija perkeliama j kolba su 25 ml skystos YPD terpés ir auginama rotacinéje purtykléje 12
valandy. Véliau kultiira vél perséjama j sterilig 100 ml skystos YPD kolba. Kultiira inkubuojama
3-6 val. iki kol pasiekiamas 0,3-0,6 OT (OT matuojamas spektrofotometru), kas nurodo kultaros
ankstyvaja-vidurinigja eksponenting augimo fazg. Pasiekus reikiamag optinj tankj, lgstelés
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atvésinamos Saldytuve iki 4 °C temperatiiros ir centrifuguojamos naudojant didelio tiirio centrifuga
palaikant 4 °C temperatiirg. Lastelés praplaunamos $altu ~40 ml dH2O 2 kartus ir inkubuojamos
30 °C temperatiiroje idéjus 20 ml 100 mM TE/LiAc 45 minutes rotacinéje purtykléje. Véliau
jdedama 200 pl 10 mM DTT ir toliau inkubuojama 15 minuciy rotacinéje purtykléje auksciau
minétais parametrais. Visi tolimesni zingsniai atlickami lasteles laikant $altai (4 °C) siekiant
sulétinti metabolines reakcijas ir i§vengti atsako ] stresa. Lastelés dar karta praplaunamos Saltu
distiliuotu vandeniu, o tada — 40 ml 1,5 M sorbitoliu. Lastelés suspenduojamos sorbitolyje
atskirame mégintuvélyje ir skiedziamos santykiu 1:99, tuomet pamatuojamas OT. Vidutiniskai

gaunamas 0,6 OT atlikus skiedima.

Ne "s‘jua;ﬂ Jevy
PRERBVTE E o
sw‘;vva

4 pav. Siame darbe naudojamas impulsinio elektrinio lauko generatorius, sukurtas VGTU
mokslininky (V. Novickij, A. Grainys).

Saltuose mégintuvéliuose sumaisoma 40 pl kompetentinés Iasteliy kultiiros ir 5 ul DNR
bei kontrolé — 40 pl kompetentiniy lasteliy kultiira. MiSiniai perkeliami  Saltas, sterilias 1 mm-gap
elektroporacijos kiuvetes. Nustatomi aparato (5 pav.) parametrai: jtampa (U) — 9-12 kV/cm, 5 x
0,5-1 ms. Po kiekvieno méginio elektroporacijos kiuveté i§ karto yra dedama j ledg ir | ja
pridedama 1 ml $alto 1,5 M sorbitolio, suspenduojama ir 0,9 ml perkeliama j naujg mégintuvélj.
Toliau elektroporacija tesiama su kitu méginiu. Lasteliy suspensija iSséjama glaistymo biidu ant

selektyviy (SC) terpiy, bei ant kontrolinés (YPD) terpés, po 200 ul vienai lékstelei ir auginama 5—
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7 paras termostate 30 °C temperatiiroje. Skai¢iuojamos uzaugusios kolonijos. Eksperimentai
kartoti 3 kartus.

Transformacijos parametry optimzavimas

Mieliy S. cerevisiae SP1 kamieno optimaliai transformacijai bandoma koreguoti
transformacijos parametrus. Zemiau pateiktose lentelése (3 lentelé; 4 lentelé; 5 lentelé) apraomi
skirtingy transformacijy parametrai. Elektroporacijoms buvo bandoma naudoti trijy skirtingy
plazmidziy koncentracijas. 3 lentel¢je apraSsomos elektroporacijos salygos su integracine pNMG
plazmide, kurios koncentracija buvo 2 ng/ul. Itampa (U) varijuoja nuo 9 iki 12 kV, o impulso
laikas — 5 x 0,5-1 ms. 4 lenteléje jtampa ir impulso laikas buvo naudojami tokie patys, kaip ir 3
lenteléje (jtampa (U) — 9-12 kV/cm, 5 x 0,5-1 ms), taciau integracinés pNMG plazmidés
koncentracija buvo 10 ng/ul. 5 lenteléje jtampa ir impulso laikas taip pat nesiskiré nuo 3 ir 4
lenteléje pateikty parametry, taciau integracinés pNMG plazmidés koncentracija buvo 20 ng/pl.
Siuo optimizavimu bandoma atrasti, ar mieliy S. cerevisiae lastelés geriau jsisavina geneting
medziaga, kuri yra mazesnés koncentracijos, ar atvirk$ciai — didesné koncentracija lemia geresnj

DNR jsisavinimg.

3 lentelé. Pirmosios transformacijos parametrai

Plazmidés pNMG koncentracija Jtampa, laikas

2 ng/ul 9kV,5x%x0,5ms
2 ng/ul 9kV,5%x1ms

2 ng/ul 10 kV, 5% 0,5ms
2 ng/ul 10 kV, 5% 1 ms
2 ng/ul 11 kV,5%0,5ms
2 ng/ul 11kV,5%x1ms
2 ng/ul 12 kV,5%0,5ms
2 ng/ul 12 kV,5 % 1 ms

4 lentelé. Antrosios transformacijos parametrai

Plazmidés pNMG koncentracija Itampa, laikas
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10 ng/ul 9kV,5x0,5ms
10 ng/ul 9kV,5x1ms
10 ng/ul 10 kV, 5% 0,5ms
10 ng/ul 10 kV, 5% 1 ms
10 ng/ul 11 kV,5x%0,5ms
10 ng/ul 11kV,5x1ms
10 ng/ul 12 kV,5%0,5ms
10 ng/ul 12 kV,5x 1 ms

5 lentelé. Treciosios transformacijos parametrai

Plazmidés pNMG koncentracija [tampa, laikas

20 ng/ul 9kV,5x%0,5ms
20 ng/ul 9kV,5%x1ms
20 ng/ul 10 kV, 5% 0,5ms
20 ng/ul 10 kV, 5% 1 ms
20 ng/ul 11 kV,5%0,5ms
20 ng/ul 11 kV,5%1ms
20 ng/ul 12 kV,5x%0,5ms
20 ng/ul 12 kV,5 % 1 ms

Kolonijy PGR

Kolonijy PGR atlikta naudojant Phusion Plus DNR polimeraze, kurios skiriamoji geba net
iki 20 kb. PasiruoSiamos PGR reakcijos pagal 2.1 skyriuje nurodytus tdrius. Naudojami A.
Rudziansko sukurti Sup35GFP tiesioginis ir grjztamasis pradmenys. Kaip teigiama kontrolé
naudojami ITSF ir ITSR pradmenys, bei Svaros kontrolés su skirtingais pradmenimis ir be Igsteliy.
Metodas naudojamas patikrinti, ar sékmingai jvyko transformacija ir ar mieliy kolonijose yra

tikslinis fragmentas. Tikslinis fragmentas — Sup35NM, sulietas su GFP. PGR sglygos parenkamos
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remiantis pradmeny lydymosi temperatiira ir gaunasinamo geno dydziu (2784 bp). PGR naudojami
pradmenys ir jy lydymosi temperattros pateikiami 6 lenteléje.

6 lentelé. PGR naudojami pradmenys. Naudojami tiesioginiai Sup35GFP ir ITS pradmenys ir
griztamieji Sup35GFP bei ITS pradmenys.

Pradmuo Tm, °C

Sup35GFP FORW 67,9

Seka 5= TCAATCAATCAGGATCCATGTCG — 3¢
Sup35GFP REW 66,3

Seka 5= TAGGGCGAATTGGAGCTCC — 3¢

ITSF 74

Seka 5= TGTAGGTGAACCTGCTGCTGGATC -3
ITSR 68

Seka 5 —CCTATTTAGTTTCTTTTCCTCCGC - 3'

2.2.3. Mikrobiologijos metodai

Genotipavimas

S. cerevisiae mieliy lgstelés mikrobiologiskai klonuojamos ir pavienés kolonijos
auginamos ant YPD terpés 48 valandas 30 °C temperatiiroje. Po 48 valandy, lastelés perkeliamos
ant sterilios aksomo medziagos ir antspauduojamos ant naujy lékStuciy su selektyviomis SC
terpémis (5 pav.). SC terpés turi skirtingas aminortigstis ir nukleortigstis savo sudétyje. Kolonijos,
uzaugusios ant terp€s su norimu Zymeniu ir neuzaugusios ant kity terpiy su kitais Zymenimis, yra

tikslinés kolonijos (Lederberg & Lederberg, 1952).
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4. UZaugusiy kolonijy vertinimas

1 | |
S N T 3. Léksteliy inkubavimas 30 °C T

Pradiné lékstelé

I I 1
YPD Selektyvios SC terpés

A

2. Jvairiy léksteliy su selektyviomis terpémis antspaudavimas

e . 1.Kolonijy perkélimas ant
sterilios aksominés medziagos
Svelniai prilie¢iant 1

5 pav. Genotipavimo antspaudy metodu schema (capricorn.be.edu, 2018).

Mikroskopavimas

Po kompetentiniy mieliy Igsteliy transformacijos elektroporacijos biidu, daromas gyvas
preparatas: ant Svaraus, sterilaus objektinio stiklelio uzdedamas lasas dH20. Nuo uzaugusiy
transformanty steriliai paimama viena kolonija ir perkeliama j laSa vandens. Bandinys atsargiai
uzdengiamas dengiamuoju stikliuku, jog nesusidaryty oro burbuliukai. Naudojamas Sviesinis
mikroskopas OLYMPUS BX21. Vaizdas stebimas naudojant 100x ir 400x priartinimus ir véliau,
naudojant aliejing imersija, naudojamas 1000x priartinimas. Procesas kartojamas su Kita,
skirtingos morfologijos kolonija.

2.2.4. Duomeny vizualizacijos metodai
Kiekybiniy duomeny vizualizacija
Visi kiekybiniai duomenys buvo kaupti Microsoft Office 365 ProPlus Excel elektroninéje

lenteléje. Pateikti grafiniai ir susisteminti duomenys buvo sudaryti naudojantis Microsoft Office

365 ProPlus Excel ir Word jrankiais.
Elektroforezés gelio vizualizacija

Elektroforezés gelis fotografuojamas naudojantis elektroforezés rezultaty fiksavimo
sistema MiniBis Pro. Agarozinio gelio nuotraukos apipavidalinimui pasitelktas Adobe Illustrator.
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Sviesinio mikroskopo nuotraukuy vizualizacija

Meéginiai, tirti $viesiniu mikroskopu, fotografuojami naudojantis telefono ,,iPhone 13 Pro

Max‘ kamera. Nuotraukos apipavidalinimui pasitelkta programa ,,ImageJ*.

Transformacijos efektyvumo skaiciavimas
Transformacijos efektyvumas (e) (KFV/ug DNR) skai¢iuotas pagal formule:
transformanty skaicius, KFV

e =
Vi
c-Vyg

KFV — kolonijas formuojantys vienetai;

¢ — plazmidinés DNR koncentracija (ug/pl);

V — plazmidinés DNR tiiris transformacijos misinyje (ul);
V1 — transformacijos miSinio turis s¢jamas | lekSteles (ul);

V2 — transformacijos misinio turis pries s¢jant j 1éksteles (ul).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. S. cerevisiae SP1 kamieno kolonijy atranka

Genotipuotas mieliy S. cerevisiae SP1 kamienas. Atrinktos kolonijos, turin¢ios
reikiamas auksotrofines mutacijas — kamieno genotipas lemia, kad lastelés negali augit terpéje be
papildomai pridéty uracilo, triptofano, histidino, adenino ir leucino. Genotipavimas atliktas
antspaudavimo metodu. Ant standartinés YPD terpés buvo auginamos 12 kolonijy. Kolonijos
perkeliamos ant sterilaus aksomo pluosto ir antspauduojamos ant selektyviy terpiy. Terpése be
pridéty aminoriig§éiy ir nukleobaziy nesimato augimo (6 pav.), todél tolimesniems tyrimams gali

buti naudojamos visos kolonijos.

6 pav. Mikrobiologinis S. cerevisiae SP1 kamieno genotipavimas. Lastelés neauga minimalioje

SC terpéje be papildomai pridéty triptofano, histidino, uracilo, leucino, adenino ir auga terpéje su

papildomai pridétomis aminoriigStimis ir nukleobazémis.
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3.2. pNMG plazmidés skyrimas ir tikslinio fragmento nustatymas

7 pav. pNMG
plazmidés
vaizdavimas
agaroziniame
gelyje. M —
molekulinés
masés Zymuo, bp;
15 ul pNMG

plazmidés,

ng/pl. Norima linearizuoti plazmide transformacijai.

pNMG plazmidé isskirta i§ E. coli
DH5a lasteliy Sarminés lizés budu
naudojant rinkinj GeneJET Plasmid
MiniPrep (2.2.2. poskyris). Rezultatai
pateikiami 7 pav. Gaunama plazmidés
koncentracija: pNMG C 800 ng/ul.
Plazmidé Sioje nuotraukoje nepaveikta
restrikcine endonukleaze, todél matoma
labai ryski juosta ties 4000-5000 bp.
VirSuje esantis bruksnis yra kaip zymé dél
judéjimo (Willshaw et al., 1979), o
gaunamas plazmidés dydis mazdaug

atitinka duombazéje esantj dydj (6186 bp).

pPNMG plazmidé¢ linearizuojama per
URA3 sritj naudojant Stul (Ecol471)
restrikcijos endonukleaze. Linearizavimui

naudojama plazmidés koncentracija — 2
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3.3. S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijos optimizavimas pNMG plazmide

8 pav. Pirmosios elektoporacijos rezultatai su pPNMG plazmide. 1 — 12 kV/cm, 0,5 ms; 2 — 12 kV/cm, 1 ms;
3-11kV/cm, 0,5ms; 4 —11 kV/cm, 1 ms; 5 —10 kV/cm, 0,5 ms; 6 — 10 kV/cm, 1 ms; 7 -9 kV/cm, 0,5 ms;
8 — 9 kv/icm, 1 ms; 9-10 — Netransformuotos Igstelés; 11 — Patikrinimas, ar Igstelés gyvybingos po
transformacijos

Mieliy transformacijos optimizavimui integracine pNMG plazmide pasitelkiamas metodas,
apraSomas 2.2.2. poskyryje. Elektroporacijai salygos pasirenkamos atsizvelgiant | jau atliktus

tyrimus su mieliy lgsteliy transformacijos optimizavimu episominémis ir centromerinémis
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plazmidémis bakalaurinio darbo metu. Pagal jau atliktus tyrimus, optimalios sglygos buty 10
kV/cm, 5 x 0,5 ms arba 11 kV/cm, 5 x 0,5 ms. Pasirinkta naudoti 10 kV/cm, 5 x 0,5 ms ir Siek tiek
varijuoti jtampg, impulso trukme, plazmidés koncentracijg ir lasteliy tankj, norint nustatyti

optimalias salygas, kuomet gaunama daugiausia transformanty.

Siai transformacijai buvo naudojama 2 ng/ul linearizuotos plazmidés koncentracija. Viso
jnesta 10 ng DNR. 8 paveikslélyje matomi transformacijos rezultatai su 9—10 méginiuose rodoma
neigiama kontrolé, t.y. netransformuotos Iastelés. Ant Sio méginio neturéjo uzaugti lastelés,
kadangi tik transformantai, sékmingai gave plazmid¢e su URA3 markeriu, galéty augti ant
selektyvios terpés be uracilo. 1-2 ir 7-8 méginiuose taip pat neuzaugo lastelés. Optimalu
transformuoti plazmides naudojant 10-11 kV/cm jtampa, tai nurodoma 3-6 méginiuose. 3
lekstutéje, naudojant 11 kV/cm, 0,5 ms salygas uzaugo 11 KFV. 4 1ékstutéje, naudojant 11 kV/cm,
1 ms salygas uzaugo 1 KFV. 5 1ékstutéje, naudojant 10 kV/em, 0,5 ms sglygas uzaugo 3 KFV. 6
lekStutéje, naudojant 10 kV/em, 1 ms salygas uzaugo 1 KFV. Daugiausia potencialiy
transformanty gauta naudojant 10 kV/cm jtampa, taciau jie dar tikrinami atliekant kolonijy PGR
(3.3 skyrius). Pakartojus transformacijg du kartus KFV uzaugo tik naudojant 10 ir 11 kV/cm
itampa. Naudojant 11 kV/cm jtampg ir 0,5 ms bei 1 ms saglygas abu kartus uzaugo po vieng KFV.
Naudojant 10 kV/cm jtampa ir 1 ms salygas, uzaugo taip pat po vienag KFV. Naudojant 10 kV/cm
jtampa ir 0,5 ms salygas, antro pakartojimo metu gauti 2 KFV, o tre¢iojo pakartojimo metu gauti
4 KFV. Galimi transformantai taip pat nagrinéjami Sviesiniu mikroskopu norint pagal
morfologinius pozymius nustatyti, ar uzauge mikroorganizmai yra mielés (11 pav.). Matomos
apvalios, beveik elipsés formos lastelés, kurios yra mazdaug 5-10 pm dydZio. Savo morfologija

Sios lastelés atitinka S. cerevisiae (Stefanini et al., 2012).
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9 pav. Antrosios elektoporacijos rezultatai su pPNMG plazmide. 1-4 — plazmidé jterpta skirtingomis
salygomis ant SC terpés be uracilo. 1 — 11 kV/cm, 0,5 ms; 2 — 11 kV/cm, 1 ms; 3 — 10 kV/cm, 0,5
ms; 4 — 10 kV/cm, 1 ms. 5-6 — Netransformuotos Igstelés; 7 — Tikrinamas lgsteliy gyvybingumas po

transformacijos.

Siai (9 pav.) transformacijai buvo naudojama 10 ng/ul plazmidés koncentracija. I3 viso
inesta 50 ng DNR. 9 paveikslélyje matomi transformacijos rezultatai su pNMG plazmide. 56
meéginiuose rodomos netransformuotos lastelés. Ant $io méginio neturéjo uzaugti lastelés, kadangi
tik transformantai, seékmingai gave plazmide su URA3 markeriu, galéty augti ant selektyvios terpés
be uracilo (Cohen & Engelberg, 2007), taciau lékstutése matoma labai daug neaiSkios kilmés
mikroorganizmy. 1-4 méginiuose taip pat uzaugo labai daug neaiskios kilmés mikroorganizmy.
Manoma, kad tai yra paSalinés bakterijos, kadangi visi Sie mikroorganizmai yra ne lékStuciy
pavirSiuje, o pacioje terp¢je (apart teigiamos kontrolés, kurioje visos kolonijos uzaugo ant 1ekstutés
pavir$iaus). Jtariama, kad galéjo pakliiiti uzkratas gaminant pacias terpes ir pridedant aminoriigstis

arba nukleobazes.

Bandant atlikti transformacijg, kai plazmidés koncentracija buvo 20 ng/ul, negauta
rezultaty. Uzaugo kolonijos tik ant teigiamos kontrolés 1ékstutés su YPD terpe (10 pav.). Manoma,

kad transformacija nepavyko dél per didelés plazmidés koncentracijos (Becker & Guarente, 1991).
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10 pav. Treciosios elektoporacijos rezultatai su pPNMG plazmide. 1-4 — plazmidé jterpta skirtingomis
salygomis ant SC terpés be uracilo. 1 — 11 kV/cm, 0,5 ms; 2 — 11 kV/cm, 1 ms; 3 — 10 kV/cm, 0,5 ms; 4 — 10
kV/cm, 1 ms. 5-6 — Netransformuotos lastelés; 7 — Tikrinamas lgsteliy gyvybingumas po transformacijos.
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11 pav. Galimi transformantai, rasti $viesiniu mikroskopu. Naudojama imersija ir 1000% priartinimas.

3.4. Potencialiy transformanty tikrinimas naudojant kolonijy PGR
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12 pav. Gauty potencialiy transformanty analize
kolonijy PGR metody. M — molekulinés maseés
zymuo, bp; 1;6 — PGR miSinys be DNR matricos (1
—NTCITS, 6 — NTC Sup35GFP); 2 — 11 kV/cm
transformanty biomasés méginio su ITS
pradmenimis; 3-5 — 11 kV/cm transformanty
biomasés méginio; 7 — 10 kV/cm transformanty
biomasés méginio su ITS pradmenimis; 8-10 — 10

kV/cm transformanty biomasés méginio.
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Kolonijy PGR atlickamas pagal 2.2.2 poskyryje aprasyta metodika. Tikimasi gauti
Sup35-GFP fragments, kuris pagal duombaze turéty buti 2784 bp dydzio. 12 pav. nurodomi
potencialiy transformanty analizés kolonijy PGR metodu rezultatai. Buvo naudojamos lastelés,
uzaugusios ant 8 pav. 3 ir 5 1eékstuciy (11 kV/cm jtampa, 5 % 0,5 ms ir 10 kV/cm jtampa, 5 x 0,5
ms), kadangi ant jy uzaugo pakankamas kiekis kolonijy. Ant 8 pav. 4 ir 6 1€kStuciy uzaugo po
vieng kolonijg, bet jos nebuvo naudojamos tolimesnei analizei. 3—5 ir 8—10 takeliuose naudojami
skirtingi biomasiy kiekiai PGR miSiniui pagal Horecka & Chu, 2017 aprasyta metodika. 3 ir 8
takeliuose naudojama po apytiksliai 0,5 KFV, 4 ir 9 takeliuose po vieng KFV, o 5 ir 10 takeliuose
— apytiksliai 1,5 KFV. 10 takelyje matosi ieskomas tikslinis fragmentas, tad galima teigti, kad
transformacija pavyko naudojant 10 kV/cm jtampg, 5 % 0,5 ms impulso trukme. Tikslinis
fragmentas Sup35-GFP aptiktas tik 10 takelyje, nes buvo naudotas tinkamas biomasés kiekis, $iuo
atveju, 1,5 KFV (Horecka & Chu, 2017). Jtariama, kad transformacija galéjo pavykti ir 11 kV/cm
itampa, 5 x 0,5 ms saglygomis, taciau tam triikksta pakartotiniy tyrimy. Taip manoma todél, kad ant

Ieksutés uzaugo KFV, taciau per klaida galéjo nepavykti kolonijy PGR.
3.5. Transformacijos efektyvumas

Siame darbe nustatyta optimali plazmidés koncentracija — 2 ng/ul. Didinant plazmidés
koncentracija, transformanty negauta. Pagal 2.2.4 poskyryje apraSoma transformacijos
efektyvumo formule, gautas transformacijos efektyvumas naudojant 10 kV/cm jtampa, 5 x 0,5 ms
buvo e = 1 x 10% transformanty/ug DNR. Transformacijos efektyvumas netgi sutampa su
nagrinétoje literatiiroje uzfiksuotu auks¢iausiu transformacijos efektyvumu (1 x 103
transformanty/pg DNR (Verachert & De Mot, 1989). Manoma, kad gaunamas pakankamai aukstas
transformacijos efektyvumas, nes naudojamos optimalios salygos. Lasteliy kulttiros ODgoo buvo
0,378 (ankstyvoji-viduriné eksponentiné augimo faze), o galutinis sukoncentruotas lgsteliy,
naudojamy transformacijai, ODesoo buvo 0,91. Naudojama plazmidés koncentracija — 2 ng/ul
Naudojant 11 kV/cm jtampg, 5 x 0,5 ms, transformacijos efektyvumas gaunamas e = 0, kadangi
atlikus kolonijy PGR nei viename takelyje negautas norimas Sup35-GFP fragmentas.

Skaiciavimai parodyti 4 lenteléje.

45



4 lentelé. Transformacijos efektyvumo skai¢iavimas

5%x0,5ms

Transformacijos KFV c \Y% Vi1 V2
Salygos
10 kV/cm jtampa, 3 0,002 S5ul 100 pl 345 ul
5%x0,5ms
11 kV/cm jtampa, 11 0,002 5ul 100 ul 345 ul
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ISVADOS

I$skyrus pNMG plazmide i$ E. coli DH5a kamieno 1asteliy gauta plazmidés koncentracija: pNMG
— 800 ng/pl. Plazmidé linearizuota Stul restrikcijos endonukleaze.

. Naudojant impulsinj elektrinj lauka, nustatytos optimalios sglygos mieliy S. cerevisiae SP1
kamieno transformacijai integracine pNMG plazmide — 10 kV/cm jtampa, 5 x 0,5 ms.

Jvertinus mieliy S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijos integracine pNMG plazmide
efektyvuma naudojant optimalius impulsinio elektrinio lauko parametrus, gaunamas

transformacijos efektyvumas — 1 x 103 transformanty/ug DNR.

Optimizavus impulso trukme S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijoms integracine

PNMG plazmide, gaunamas optimalus impulso laikas — 5 x 0,5 ms.

Optimizavus pDNR koncentracijag S. cerevisiae SP1 kamieno transformacijoms pNMG

plazmide, gaunama optimali plazmidés koncentracija — 2 ng/pl.
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SANTRAUKA

Baigiamojo darbo tikslas buvo nustatyti mieliy S. cerevisiae SP1 kamieno optimalias
transformacijos integracinémis plazmidémis salygas naudojant impulsinj elektrin; lauka. Tyrimo
metu buvo naudojami mikroorganizmy kultivavimo skirtingose mitybinése terpése, genotipavimo,
transformacijos ir vaizdinimo metodai. Transformavus S. cerevisiae SP1 kamieno Igsteles
nustatytos optimalios salygos — 10 kV/cm, 5 x 0,5 ms. Optimali plazmidés koncentracija — 2 ng/pl.
Kiti nagrinéti veiksniai jtakos transformacijos efektyvumui neturéjo. Gautas transformacijos
efektyvumas — 1 x 10° transformantai/ug DNR. Plazmidé sékmingai linearizuota restrikcijos
endonukleaze Stul (Eco1471). Nustatyta, kad transformacijai tikslingiausia naudoti ankstyviosios-

vidurinés augimo fazes lasteles ir jy OD600 — 0,91.
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SUMMARY

The main objective of this master thesis was to identify the optimal transformation by
integrating plasmids conditions of S. cerevisiae SP1 strain cells using a pulsed electric field. In
order to reach this objective certain experiments were conducted, including, but not limited to
cultivation of microorganisms, genotyping, transformation, and visualisation. After transforming
S. cerevisiae SP1 strain cells the optimal conditions were found to be 10 kV/cm, 5 x 0,5 ms. The
achieved transformation efficiency was 1 x 10° transformants/ug DNR. The plasmid was
succesfully linearised using a restriction endonuclease Stul (also known as Ecol471). It has been
determined that it most appropriate to use early log phase cells and a final cell density of OD600

—-0,91.
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PADEKA

Visy pirma noriu padékoti savo darbo vadovei Prof., Dr., Eglei Lastauskienei uz galimybe
atlikti savo baigiamgaji darba Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedroje. Didelis acii uz
paskirtg nuostabigjg darbo konsultantg J. Asist. Justing VVersockiene. Atskiras didelis ac¢iii Justinai
uz visg pagalbg ir paskatinimg darbo eigoje bei savo skirtg laikg diskusijoms. Acit uz visus
patarimus ir uz moralinj palaikyma.

Taip pat aciai visiems C378 Eukarioty molekulinés biologijos laboratorijoje dirbantiems
studentams uz gera atmosferg laboratorijoje, patarimus, supratingumg ir pagalbg sprendziant

iskilusias problemas.

Aciu visiems déstytojams, kurie per Siuos du metus, nors ir dazniausiai nuotoliniu biidu,
dalijosi savo patirtimi ir Ziniomis. Taip pat dékoju VU GMC alumnui Jonui Virkuciui uz

palaikyma, pagalbg ir draugiska rankg sunkiais momentais.
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