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SANTRUMPQOS

APL — antigeng pateikiancios lgstelés;

APS —amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

bp — baziy pora;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidtrifosfatas;

dpi — diena po infiltracijos;

DTT — DL-ditiotreitolis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

GFP — zaliai fluorescuojantis baltymas;
His-tag — SeSiy histidiny lickany seka;

IgE — imunoglobulinas E;

IL — interleukinas;

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;
kb — kilobazé, tikstantis baziy pory;

kDa — kilodaltonas, tiikstantis daltony;

KDNR — kopijiné DNR;

kV — kilovoltas;

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé;

mA — miliamperas;

MBP — maltoze suriSantis baltymas;

NK — netirpts kiineliai;

PGR — polimeraziné grandininé reakcija;
PIPES — piperazino-N,N'-bis(2-etansulfoniné rigstis);
RA — rekombinantinis alergenas;

RT-PGR — atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija;

SDS — natrio dodecilsulfatas;



SDS-PAGE - natrio dodecilsulfato denattiruojanti poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
SOB — super optimal broth mitybiné terp¢;
TASS — Kketvirto tipo sekrecijos sistema;

TAE — tris, acto riigsties, EDTA buferis;
TB — tris-borato buferis;

TEMED — N, N, N’, N’- tetrametiletilendiaminas;

TEV - tabako etch viusas;

Th — T limfocitai pagalbininkai;

Ti — auglj inicijuojanti plazmidé (angl. tumor unduction plazmid);
TMV - tabako mozaikos virusas;

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

U — fermento aktyvumo vienetas;

UV — ultravioletiniai spinduliai.



IVADAS

Pastaruoju metu visame pasaulyje yra stebimas padidéjgs sergamumas alerginémis
ligomis. Pagrindiniai rizikos veiksniai, didinantys alerginiy ligy paplitima, yra jvairis:
genetinis polinkis, alergeny gausa, aplinkos tarSa, sumazéjes imuninés sistemos atsakas
Kritiniais individo vystymosi periodais (Gilles et al., 2018).

Alergenu gali tapti bet kuri medziaga, gebanti sukelti organizme alerging reakcija.
Alergeno sudétis gali buti labai skirtinga — nuo palyginti paprasty junginiy iki sudétingy
daugiakomponenciy struktiiry, j kurias jeina specifiniai ir kryZmines reakcijas sukelti galintys
komponentai, dél kuriy taip pat pasireiSkia alergija (Bublin ir Breiteneder, 2019).
Imunoterapijos tikslais ir diagnostikoje (IgE antikiny nustatymui) paprastai naudojami alergeny
ekstraktai, kurie leidzia i$siaiSkinti alergijos Saltinius, taciau nepadeda nustatyti, kuris baltymo
komponentas (molekul¢) sukélé alergine reakcija, todél yra svarbu gauti atskiry alergeny
molekules, kurias taikant tyrimuose galima pasiekti didesnj diagnostikos testy ir alergijy
gydymo specifiskumag ir efektyvumg (Matricardi et al., 2019).

Atliekant biomedicininius tyrimus ar biotechnologijos pramongje norint panaudoti
jvairius baltymus yra reikalingi dideli kokybiskai iSgryninti jy kiekiai, taciau tik nedaugelis
baltymy natiraliuose Seimininkuose yra sintetinami pakankamai gausiai. Atsiradus ir
vystantis rekombinantinés DNR technologijoms buvo pradétos kurti heterologiniy geny
raiSkos jvairiuose organizmuose (mielése, augaluose, vabzdziy ir Zinduoliy lasteliy kultiirose,
bakterijose ir t.t.) sistemos, leidzianCios gauti efektyvig tam tikro baltymo sintezg.
Priklausomai nuo baltymo prigimties, dydzio, potransliaciniy modifikacijy ir nuo to, kokiam
tikslui jis bus naudojamas, priklauso, kurig sistema pasirinkti jo sintezei, norint gauti
reikiamg rezultatg kartais tenka iSbandyti ir kelias i8 jy (Clark ir Pazdernik, 2016).

Siame darbe buvo siekiama susintetinti paprastojo kie¢io (lot. Artemisia vulgaris)
Artv 1 ir Artv 5, karpotojo berzo (lot. Betula pendula) Bet v 1 ir kietinés ambrozijos (lot.
Ambrosia artemisiifolia) Amb a 3 rekombinantinius baltymus bakterijy raiSkos sistemoje.
Augaly laikinos raiSkos sistemoje buvo bandoma susintetinti paprastojo kiecio Artv 6,
juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 4, kietinés ambrozijos Amb a 4, europinio
alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole ¢ 7, Ole ¢ 9 ir Ole e 10, paprastosios kriausés (lot. Pyrus
communis) Pyr ¢ 1 ir Pyr ¢ 3, paSarinio motiejuko (lot. Phleum pratense) Phl p 13 bei persiko

(lot. Prunus persica) Pru p 3 rekombinantinius baltymus.



Darbo tikslas — atlikti pasirinkty rekombinantiniy augaliniy alergeny sinteze

Escherichia coli raiSkos ir Nicotiana benthamiana laikinos raiskos sistemose.

UZdaviniai:

Sukonstruoti bakterinius alergeny raiskos vektorius;

Vykdyti rekombinantiniy alergeny sintez¢ bakterijy raiSkos sistemoje;
Isskirti pasirinktus alergenus koduojancias sekas i$ augaly audiniy;

Sukonstruoti vektorius alergeny laikinai raiskai augaluose;

o ~ w0 DN e

Vykdyti ir tirti rekombinantiniy alergeny raiskg N. benthamiana augaluose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Alergijair jos diagnostika

Labiausiai paplites imuninés sistemos sutrikimas — su imunoglobulinu E (IgE) susijusi
alergija, kuria serga 30% viso pasaulio gyventojy. Ji sukelia kvépavimo, Sirdies ir
kraujagysliy, virSkinimo organy sistemy uzdegimus bei gali biiti pavojinga gyvybei (Valenta
et al., 2018). Alergija sukelia jvairios medziagos, kurios yra vadinamos alergenais, jais gali
biiti jvairios medziagos, esanc¢ios zmogaus aplinkoje. Daugelis alergeny yra baltymai, daznai
su Soninémis angliavandeniy grandinémis. Baltymo gebéjimas sukelti alergines reakcijas
priklauso nuo epitopy skaiCiaus (alergeno daliy, sgveikaujanciy su specifiniais antikiinais ar T
limfocitais) (Kavalitinas et al., 2010).

Augalinés kilmés alergenai yra labiausiai paplit¢ ir gali sukelti jvairius simptomus —
nuo odos bérimy, alerginio rinito iki anafilaksinio Soko. Berzy Ziedadulkés yra vienos i§
dazniausiai alergija sukelianéiy alergeny (Kitzmuller et al., 2015). Daugybé moksliniy ir
klinikiniy studijy atskleidzia tiesioginj rysj tarp jsijautrinimo berzams ir vaisiams, darzovéms,
uogoms, rie§utams. Zinoma, kad pagrindinis alergijos berzams sukéléjas yra ne visa
ziedadulké, o joje esantis baltymas — Bet v 1. Tiek obuoliai, tiek ir kriausés, morkos, salierai,
rieSutai, soja ir kai kurie kiti augalinés kilmés produktai turi baltymus, kurie savo sandara yra
labai panasiis j berzo ziedadulkiy Bet v 1 baltyma. Jy panaSumas siekia net 88% , todé¢l net
70% pacienty, alergisky berzy ziedadulkéms, kencia nuo su tuo susijusios alergijos vaisiams,
darzovéms ir rieSutams. Sis jsijautrinimas yra vadinamas kryzminémis reakcijomis (Vieths et
al., 2002). Tai reiskia, kad pagrindinis alergijos sukéléjas yra berzo ziedadulkiy alergeno
molekulé Bet v 1, o to pasekoje Zmogus jaucia alergijos simptomus valgydamas vaisius,
darzoves, uogas ir rieSutus.

Daugiau nei 90 mety diagnostikai ir gydymui naudojami alergeny ekstraktai
gaminami i§ nattraliy pirminiy alergeny Saltiniy. Taciau tokie ekstraktai gali turéti jvairiy
molekuliy patekusiy i§ kito alergeny Saltinio, taip pat dél minéto dazno alerginiy baltymy
panaSumo pasitaiko kryZminés reakcijos. D¢l Siy priezasCiy yra sudétinga identifikuoti
atskiras alergija sukeliancias molekules. Daugelj problemy susijusiy su nattiraliais alergeny
ekstraktais galima iSspresti naudojant geny inZineriniu biidu gautus rekombinantinius

alergenus (RA) (1.1 pav) (Matricardi et al., 2019).



Pasarinis motiejukas Alergeny ir nealerginiy Alergeny ekstraktas, skirtas
(lot. Phleum pratenense) komponenty misinys klinikiniam naudojimui
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1.1 pav. Jprastiniai alergeny ekstraktai ir molekuliniai ekstraktai skirti alergijos diagnostikai ir
terapijai. a) galutinis produktas yra alergeno komponenty ir daugybés kity komponenty,
neturinéiy diagnostinés vertés, misinys. Ekstrakto sudétis yra bandoma nustatyti tik gavus
galutinj reagenta, taCiau dazniausiai tiksli kokybiné ir kiekybiné sudétis biina apibrézta
netiksliai. b) molekuliniai ekstraktai — i§ anksto nustatyti, identifikuoty ir klonuoty alergeny
molekuliy, misiniai (Matricardi et al., 2019).

1.11 Alerginiy reakcijy veikimo mechanizmas

Alergijos biocheminis mechanizmas yra gana sudétingas ir kol kas néra iki galo
suprastas. Be to, alergijy patofiziologija priklauso nuo daugelio veiksniy (Akdis et al., 2014).
Bendras alerginio imuninio atsako mechanizmas pavaizduotas 1.2 paveiksle (Holgate ir
Polosa, 2008; Frossard, 2020).

Imuninés sistemos jautrumas specifiniam antigenui atsiranda tada, kai alergeno
molekulé yra jsisavinama antigeng pateikianciy lasteliy (APL). Ivairiy rusiy lastelés gali
veikti kaip APL, taciau daZniausiai jos yra dendritinés lastelés, esancios odoje, kvépavimo
sistemoje ir virSkinamajame trakte. APL savo pavirSiuje pristato antigeng naudodamosis II
klasés audiniy suderinamumo komplekso molekulémis (MHCII). Kai naiviosios pagalbinés T
lastelés (ThO, CD4+) atpazjsta antigenus, susijungusius su MHC II molekulémis, jos pavirsta
interleukinus (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) gaminanc¢iomis lastelémis — Th2 (Janeway et al., 2001;
Oettgen ir Broide, 2012).
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1.2 pav. Alergijos veikimo mechanizmas. Antigeng pateikiancios lgstelés (APL) pristato
alergena naiviosioms pagalbinéms T lasteléms (Th0). Kai ThO lastelés atpazjsta antigena, Th2
lastelés gamina citokinus, kurie indukuoja specifiniy antikiiny, imunoglobuliny E (IgE),
gamyba. Putliosios lastelés ir bazofilai savo pavirSiuje suri$a antigenui specifinius IgE per jy
FceRI — sritis. Alergenui patekus j Seimininko organizma antra karta, jis jungiasi prie
specifiniy IgE, esan¢iy ant putliyjy Iasteliy, aktyvintos Igstelés iSlaisvina granulése sukauptus
uzdegimo tarpininkus — mediatorius, kurie lemia kraujagysliy pralaidumo padidéjima, gleiviy
susidaryma, lygiyjy raumeny susitraukimg ir edemos formavimasi. ThO lgsteliy kontaktas su
APL taip pat gali lemti jy brendimg iki Thl arba Thl7, o reguliatorinés T lastelés (Treg)
veikia alergijos mechanizma, nes sumazina Th lasteliy proliferacija ir slopina Thl citokiny
gamyba, atpalaiduodamos IL-10 ir transformuojantj augimo faktoriy B (TGF-B) (Holgate ir
Polosa, 2008; Mikael et al., 2020).

IL-4 yra atsakingas uz B limfocity klasiy pakeitima, dél kurio pradedami sintetinti ir
yra iSlaisvinami alergenui specifiniai IgE. Kiti interleukinai (IL-4, IL-9 ir IL-13) taip pat
atsakingi uz putliyjy lasteliy telkimg ir proliferacijg, bazofily (IL-3 ir IL-4) brendimg ir
eozinofily brendimg kauly c¢iulpuose (IL-3 ir IL-5) (Holgate ir Polosa, 2008). Putliosios
lastelés ir bazofilai savo pavirSiuje suriSa antigenui specifinius IgE per jy FceRI sritis (Gould
ir Sutton, 2008).

Alergenui patekus | Seimininko organizmg antrg karta, jis jungiasi prie specifiniy IgE,

esanCiy ant putliyjy lasteliy, aktyvintos lgstelés greitai iSlaisvina granulése sukauptus
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uzdegimo tarpininkus — mediatorius. ISlaisvintos cheminés medziagos yra histaminas,
prostaglandinai ir proteazes, atsakingos uz ankstyvuosius alergijos simptomus. Putliosios
lastelés taip pat iSskiria citokinus ir chemokinus, dél to eozinofilai ir bazofilai yra
suaktyvinami, tada susidaro histaminas, proteoglikanas 2 (pagrindinis bazinis baltymas),
heparinas ir citokinai (Holgate ir Polosa, 2008; Paul, 2013). Tokiy cheminiy mediatoriy,
proteaziy ir citotoksiniy cheminiy medziagy poveikis yra jvairus ir priklauso nuo vietos,
kurioje atsiranda alerginé reakcija. Tai apima kraujagysliy isSsiplétimg, kraujagysliy
pralaidumo padid¢jima, gleiviy susidaryma, lygiyjy raumeny susitraukimg ir edemos
formavimasi (Janeway et al., 2001).

ThO Iasteliy kontaktas su APL taip pat gali lemti jy brendimg iki Thl arba Th17
lasteliy ir vienas po kito einancius Th1/Th17 atsakus, turincius prieSuzdegiminj poveikj. Toks
atsakas néra laikomas alergine reakcija, nes jo metu neiSskiriami IgE. Reguliatorinés T
lastelés (Treg) veikia alergijos mechanizma, nes sumazina Th Igsteliy proliferacijg ir slopina
Th1 citokiny gamyba, atpalaiduodamos IL-10 ir transformuojantj augimo faktoriy f (TGF-B)
(Braga et al., 2011; Zhang et al., 2014).

1.2 Heterologiniy genu raiskos sistemos

Vykdant biomedicininius tyrimus ar norint panaudoti biotechnologijos pramongje
jvairius baltymus yra labai svarbu i$siaiskinti jy biochemines savybes, struktiirg ir gebéti gauti
kuo didesn; kiekj tirpaus bei funkciSkai aktyvaus produkto. Deja, tik nedaugelis baltymy
natlralivose Seimininkuose yra sintetinami pakankamai gausiai, todél vis ieSkoma naujy
biidy, leidzian¢iy gauti efektyvia rekombinantiniy baltymy sinteze¢ ir iSgryninti didelius
tikslinio baltymo kiekius. Siuo metu galima isskirti daZniausiai naudojamas heterologiniy
geny raiSkos sistemas: bakterijos, mielés, vabzdziy ir Zinduoliy lgsteliy kultiiros, transgeniniai
gyvinai, augalai. Kiekviena $iy sistemy turi savo privalumy ir trakumy (1.3 pav.) (Clark ir
Pazdernik, 2016). Svarbiausi kriterijai, kuriuos turéty atitikti gera raiSkos sistema yra $ie:

v —

saugi, nebrangi, produktyvi.
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1.3 pav. Raiskos sistemy, naudojamy zmogaus rekombinantiniy baltymy sintezei,
palyginimas. Atsizvelgiant j tokius kriterijus kaip produkcijos trumé, kaina, glikozilinimas,
baltymy lankstymas ar skirtingy institucijy kontrolé, baltymy raiSkos sistemas galima
i§skirstyti nuo blogiausios iki geriausios. Bakterijy lastelés yra pats pigiausias ir grei¢iausias
metodas rekombinantiniy baltymy raiskai, taCiau jos negali tinkamai atlikti baltymy
glikozilinimo ir daznai eukariotiniy baltymy teisingo sulankstymo. Baltymy produkcija
augaluose trunka gana ilgai, taciau augaly laikinos raiSkos atveju procesas gali biiti greitesnis,
pigesnis ir saugesnis. Zinduoliy lastelés gali geriausiai atlikti Zmogaus baltymy
potransliacines modifikacijas, tafiau jos yra gana brangi raiSkos sistema. Tod¢l
rekombinantiniy baltymy raiskos sistemos pasirinkimas priklauso nuo baltymo prigimties ir jo
savybiy (Clark ir Pazdernik, 2016).

Atsizvelgiant | baltymo prigimtj, dydj, potransliacines modifikacijas ir tiksla, kuriam

jis bus naudojamas, parenkama sistema jo sintezei. Norint gauti reikiamg rezultatg kartais

tenka iSbandyti ir kelias i§ jy (Neubauer et al., 2006).
1.3 Escherichia coli raiSkos sistema

E. coli kultiros heterologiniy baltymy sintezei yra naudojamos placiausiai dél Siy
privalumy: nesudétingas kultivavimas, greitas Iasteliy augimas, nebrangios auginimo terpés.
E. coli yra placiai naudojama, todél per ilgg laikg buvo gerai iSaiskinti jvairis heterologiniy
baltymy sintezés Siose bakterijose aspektai. Be daugelio privalumy 8$is mikroorganizmas turi

ir trukumy, kadangi susintetinti baltymai gali buti greitai degraduojami, netirpiis arba
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neaktyvis. Dazniausiai problemos kyla, jei baltymas yra labai didelis (>500 aminoriigsciy)
arba labai mazas (<80 aminoriig§¢iy), jei jis yra didelis ir sekretuojamas, jei turi daug cisteiny
(E. coli citoplazmos redukuojancioje aplinkoje nesiformuoja disulfitinés jungtys ir tokie
baltymai negali tinkamai susivynioti) arba, jei tai eukariotinis baltymas, kuriam biitinos tokios
potransliacinés modifikacijos kaip glikozilinimas ar adenilinimas, nes $ios modifikacijos E.
coli lastelése paprasciausiai néra vykdomos (Neubauer et al., 2006; Rosano et al., 2019).
Heterologiniy geny raiskos efektyvumas priklauso nuo daugelio veiksniy, kuriuos pagal kilme¢

galima sugrupuoti :

susijusius su geny raiskos vektoriaus savybémis;

O
¢ susijusius su geno ar baltymo prigimtinémis savybémis;
¢ susijusius su naudojamo E. coli kamieno ypatumais;

0

susijusius su naudojamomis kultiiry auginimo ir baltymy sintezés salygomis.

Siekiant parinkti optimalias heterologiniy geny raiSkos salygas yra vis dar kuriama
daugybé geny raiskai E. coli lgstelése skirty vektoriy, sitilomi jvairtis mutantiniai kamienai.
Tai rodo, kad ir Siandien dar néra universalios geny raiskos E. coli lastelése sistemos, kuri
biity tinkama visiems arba bent jau daugumai heterologiniy baltymy. Nepaisant didelés geny
raiSkos vektoriy jvairovés didZigja jy dalj sudaro vektoriai, kuriuose naudojami tik keliy
genetiniy sistemy elementai. Tai elementai, paimti i§ lac operono, i§ araBAD operono, i§
atsparumo tetraciklinui raiSkos reguliacijos sistemos bei 1§ dviejy fagy — A ir T7, o vieni

dazniausiai naudojamy vektoriy yra pET serijos plazmidés (Clark ir Pazdernik, 2016).
1.3.1 Vektoriai T7 promotoriaus pagrindu

Daugiakopijiniai geny raiSkos vektoriai, tokie kaip pET serijos plazmidés, kuriuose
panaudotas i$ bakteriofago T7 paimtas promotorius ir uz jo jterptas LacR operatorius lacO ($is
promotoriaus ir operatoriaus junginys vadinamas T7lac), yra Siuo metu pla¢iausiai naudojami
heterologiniy geny raiskai E. coli Igstelése (Rosano et al., 2019; Hausjell et al., 2020).

E. coli RNR polimerazé negali atpazinti T7 promotorinés sekos, todél lastelése turi
biti sintetinama T7 promotoriy atpazjstanti T7 RNR polimerazé ir inaktyvuotas LacR, kad
T7lac baty atpazintas ir nuo jo prasidéty tikslinio geno transkripcija. Si T7lac hibridiné
sistema yra labai produktyvi (tikslinio baltymo iseigos gali pasiekti net 50% nuo visy lastelés
baltymy) ir tinka ypac dideliy baltymo kiekiy sintezei, taciau daznai dél efektyvios baltymo

sintezés susiformuoja netirpts kiineliai (Neubauer et al., 2006).
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1.3.1.1 Reguliacija

Kamienuose be T7 RNR polimerazés geno transkripcija nuo T7lac promotoriaus
praktiSkai nevyksta, tod¢l norint iS§vengti bazinés geny raiskos neigiamos jtakos patariama
rekombinantines plazmides konstruoti kamiene be §ios polimerazés. Sioje sistemoje geny
raiSka gali biiti gaunama dviem budais:

1. jvedant plazmide | specialy kamieng, kuriame T7 RNR polimerazés genas
profago DE3 sudétyje yra jterptas i chromosomg ir nuraSomas nuo Plac arba PlacUV5
promotoriy (8iuo atveju baltymy sintezé indukuojama pridedant IPTG (izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidas — sintetinis laktozés analogas);

2. uzkreciant lgsteles bakteriofagu ACE6, kuriame yra nuo A PL promotoriaus

nurasomas T7 RNR polimerazés genas (Neubauer et al., 2006; Rosano et al., 2019).

IPTG indukclja \

IPTG indukcija

E. coli RNR ' T7 RNR v
polimerazé Polimerazé
T7 genas 1 TI7 RNR ] Tikslinis genas
_a Po |mT:raze — 43 |
- A ] : -’ = |
=" o >0 1] lac 0
i -lac promotorius ; \I’7 Promotorius /
i z Inaktyvuota
“ 7

| e !

8 DE3 F 8
!

b

T7 lizocimas
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1.4 pav. Geny raiskos reguliavimo strategija naudojant pET - raiSkos sistemg. RaiSkos
vektoriuje pET esantis tikslinis genas yra kontroliuojamas T7 RNR polimerazés
promotoriaus. Vektorius transformuojamas j E. coli kamiena, kurio genome yra integruota T7
RNR polimerazés geno kopija (T7 genas 1), kontroliuojama lac promotoriaus. Tikslinio geno
ir T7 geno 1 promotoriai taip pat turi lacO operatoriaus seka, todél juos slopina lac represorius
(lacR). Indukcija su IPTG leidzia transkribuoti T7 RNR polimerazés geng (T7 genas 1), gauta
T7 RNR polimerazé véliau suaktyvina tikslinio geno raiska. Papildoma plazmidé (pLysS arba
pLysE) E. coli lasteléje koduoja T7 lizocima, kuris inaktyvuoja bet kokia T7 RNR
polimerazg, susintetintg neindukuojanciose sglygose (Clark ir Pazdernik, 2016).

RaiSkos vektoriaus ir kamieno koduojamas LacR represorius, riSdamasis su
operatorine seka greta PlacUVS5, blokuoja T7 RNR (T7 genas 1) polimerazés geno

transkripcija, o tuo paciu, susiriSdamas su Salia PT7lac esancia operatorine seka, blokuoja ir
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T7 RNR polimerazés sgveika su vektoriuje esanciu T7 promotoriumi. Pridéjus j terpe IPTG,
jis jungiasi prie LacR represoriaus ir jj inaktyvuoja, tada E. coli RNR polimeraz¢ gali pradéti
T7 geno 1 transkripcija nuo atlaisvinto PlacUVS5, o susintetinta T7 RNR polimerazé pradeda
tikslinio geno transkripcijg nuo atlaisvinto PT7lac esancio vektoriuje.

Siekiant griez¢iau kontroliuoti transkripcijos reguliavima, galima j kamieng jvesti
pagalbines plazmides pLysS arba pLysE su genu, kuris koduoja T7 lizocimg (1.4 pav.).
Lizocimas riSdamasis su T7 RNR polimeraze ja inaktyvuoja, tokiu biidu i$jungdamas
pavienes T7 RNR polimerazés molekules, kurios buvo susintetintos neindukuojanciose
salygose dé¢l bazinio PlacUVS5 aktyvumo. Su IPTG aktyvavus T7 RNR polimerazés sinteze
lizocimas gali suristi tik mazg dalj susintetinty T7 RNR molekuliy ir Zymesnés jtakos geny
raiSkos efektyvumui nuo PT7lac neturi.

Geny raiSkai naudojant pET vektorius su PT7lac promotoriumi tinka tik tie kamienai,
kuriuose j chromosomga yra jterptas T7 RNR polimerazés genas. Siuo metu tam naudojami
trys kamienai, i$ jy vienas sukonstruotas E. coli K-12 pagrindu (HMS174(DE3)), o kiti du —
E. coli B pagrindu: ER2256 ir BL21(DE3) (Neubauer et al., 2006; Rosano et al., 2019;
Hausjell et al., 2020).

1.3.2 Rekombinantiniy baltymy sintezés E. coli 1astelése problemos ir juy sprendimo
budai

1.3.2.1 Neteisingas baltymy vyniojimasis/agregacija

E. coli Iastelése rekombinantiniy baltymy sintezés metu daznai susiduriama su baltymy
agregacijos ar neteisingo baltymy susivyniojimo problema. Kai baltymo sintezes lygis aukstas
ir baltymy koncentracija citoplazmoje pasiekia 200 — 300 mg/ml, sukuriama nepalanki
aplinka taisyklingam baltymy susivyniojimui ir dalinai susivynioj¢ baltymai ima jungtis ]
amorfines baltymy granules, vadinamas netirpiais kiineliais (NK) (Neubauer et al., 2006).

Yra keletas skirtingy biidy, leidZian¢iy i§vengti netaisyklingo baltymy susivyniojimo ir
Ju agregacijos. Vienas 1§ jy paremtas tinkamy auginimo ir baltymy sintezés salygy parinkimu,
daZniausiai — baltymy sintezés lygio sumaZinimas paZeminant auginimo temperatiira,
pridedant maziau induktoriaus, keiciant transkripcijos lygj ar auginimo terpe. Kita strategija
paremta Saperony — specialiy lastelés baltymy, kurie aktyviai dalyvauja baltymy
susivyniojimo procese, panaudojimu. Naudojant S$ias strategijas, baltymas-taikinys néra
kei¢iamas (Hartley, 2006). Dar vienai grupei priklauso metodai, kuriy metu atlickamos

tikslinio baltymo-taikinio modifikacijos (1.5 pav.).
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1.5 pav. Tirpiy baltymy gavimo strategijos E. coli (Sorensen ir Mortensen, 2005).

1.3.2.2 Lasteliy auginimas Zemoje temperatiiroje

E. coli lasteliy auginimas Zemoje temperatiroje pagerina baltymy, linkusiy agreguoti,
tirpumg ir stabilumg. Yra zinoma, kad sumazinus lasteliy auginimo temperatiirg nuo 37°C —
25°C iki 15°C ar net 4°C gaunamas didesnis aktyvaus baltymo kiekis. Sis efektas stebimas d¢l
sumazejusios lasteliniy baltymy koncentracijos, lemiancios palankesnes salygas taisyklingam
baltymy klostymuisi. SumaZinus auginimo temperatiira taip pat dalinai sumaZinamas
Siluminio Soko proteaziy, kuriy sintezé suaktyvéja padidintos baltymy raiSkos metu, kiekis.
Todél, auginant lgsteles 15 — 23°C, galima sumazinti tikslinio baltymo degradacija (Rosano ir
Ceccarelli, 2014).

1.3.2.3 Rekombinantinio baltymo suliejimas su pagalbiniais baltymais

Tai viena i$ baltymy tirpinimo in Vivo strategijy, keicianciy baltyma-taikinj. Sulietus
baltymus dazniausiai sudaro suliejimo partneris, arba inkaras, ir specifinés proteazés
atpazinimo seka sujungta su tiksliniu baltymu. Prie rekombinantinio baltymo prilietas
pagalbinis baltymas gali apsaugoti tikslinj baltymg nuo proteolizés ar padidinti tirpuma.
Baltymy-partneriy pavyzdziai: MBP (angl. maltose binding protein), NusA (angl. N-utilizing
substance A), tioredoksinas, baltymy disulfido izomerazé (angl. protein disulfide isomerase,
PDI), DsbA, DsbB (Rosano ir Ceccarelli, 2014).
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1.3.2.4 Rekombinantiniy baltymy toksiskumas

Dazniausiai toksinis heterologiniy geny raiskos poveikis pasireiskia dél metabolitinés
perkrovos, kai lastelé sunaudoja pernelyg didele dalj savo medziagy ir energijos istekliy
rekombinantinio baltymo sintezei. Lastelés atsakas j energijos trikumg yra sudétingas ir
jvairialypis, jo metu aktyvuojami alternatyviis energijos gavimo keliai ir pakinta energija
generuojanciy fermenty lygis. Kai heterologinio baltymo sintezés lygis buina aukstas, l1asteléje
ima trikti aminorig$ciy, tada pastebimai sumazéja daugumos geny, dalyvaujanciy
transkripcijoje, transliacijoje ir aminortigsciy biosintezéje, raiSka. Toks platus geny raiskos
perprogramavimas vadinamas privalomuoju arba butinuoju (angl. stringent) atsaku. Todél,
vykdant heterologiniy geny raiska, daznai stebimas Iasteliy augimo grei¢io kritimas,
plazmidés kopijy skaiCiaus sumaz¢jimas ir mazesnés biomasés iSeigos. Kai kuriy butinyjy
aminoriig§ciy prid¢jimas 1 augimo terpe gali padéti suSvelninti §j atsaka. Kitas Igsteliy atsakas
1 stresg gali biiti proteolitiniy fermenty sintezés padidéjimas ir rekombinantinio baltymo
proteolizés suaktyvéjimas. Apsisaugoti nuo tokio atsako gali padéti kamienai su mutacijomis
kai kuriy proteaziy ar Siluminio Soko baltymy genuose ir papildoma kai kuriy Saperony geny
raiSka. Rekombinantiniy baltymy toksiSkas poveikis (jy sukeliamas stresas) kartais gali buti
sumazintas, leidziant lasteléms laipsniskai prisitaikyti prie kintan¢iy salygy ir atsirandanciy
dirgikliy. Tai galima pasiekti laipsniskai didinant induktoriaus kiekj ar keliant plazmidés

kopijy skai¢iy kultiiros auginimo metu (Hartley, 2006; Rosano ir Ceccarelli, 2014).
1.4  Augaly raiskos sistemos

Augaly, kaip raiskos sistemy, naudojimas vis didéja dél paprasty auginimo salygy, jie
yra daug pigesné ir produktyvesné heterologiniy geny raiskos sistema lyginant su Zinduoliy ar
vabzdziy lasteliy kultGromis. Svarbu ir tai, kad didelé dalis alergeny yra kilusi i$ augaliniy
Saltiniy (tai Ziedadulkés, maistui naudojami augalai ir jy vaisiai bei s¢klos), todél akivaizdu,
kad 1§ augaly iSskirti rekombinantiniai alergenai yra strukttriSkai ir funkciSkai artimiausi
natyviems augaliniy alergeny Saltiniams, o jy kokybé yra tinkama naudoti juos
individualizuotam alergijy gydymui. Dazniausiai yra naudojamos jvairios Nicotiana genties
rasys, bet taip pat gali biti naudojamos bulvés, pomidorai ar kiti augalai (Desai et al., 2010).
Heterologiniy baltymy raiSka augaluose gali biiti vykdoma skirtingais budais, paprastai
1§skiriama: laikina raiSka, transgeniniy augaly raiSka chloroplastuose arba branduolyje (pav.

1.6) (Burnett M. ir Burnett A., 2019).
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rizika - Neturi savo glikozilinimo kelio

1.6 pav. Supaprastinta augaly lIgsteliy diagrama, rodanti laikinos raiSkos (geltona), raisSkos
branduolyje (violetiné) ir chloroplastuose (zalia) pagrindines ypatybes (Burnett M. ir Burnett
A., 2019).

141 Agrobakteriju vykdoma augaly transformacija

Laikinos geny raiSkos augaluose metu per gana trumpg laikg susintetinamas didelis
rekombinantiniy baltymy kiekis. Agrobakterijy vykdoma augaly transformacija $iuo metu yra
vienas 1§ daugiausiai taikomy ir paplitusiy svetimos genetinés medziagos perdavimo | augaly
lasteles bidy. Sios dirvozemio fitopatogeninés gramneigiamos bakterijos yra natiraliis geny
inZinierijos jrankiai, kuriy viding DNR transportavimo sistema tyréjai naudoja jau daugiau nei
kelis deSimtmecius. Po sgveikos su augalo lgstele ir prisitvirtinimo prie jos pavirsiaus,
Agrobacterium gali perkelti dalj (T-DNR) savo didZiosios plazmidés | augalo lgstelg ir
integruoti | augalo chromosoma. Gamtoje Sis procesas skatina augaly augliy formavimasi.
Paveikslélyje 1.7 vaizduojami Agrobacterium vykdomos genetinés transformacijos augaluose

etapai (Hwang et al., 2017).
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1.7 pav. Pagrindiniai Agrobacterium tumefaciens vykdomos augaly transformacijos proceso
etapai. (1) A. tumefaciens prisitvirtina prie augaly Igsteliy. (2) Agrobacterium vir-sritj
indukuoja specifinés augaly signalinés molekulés. (3) T-DNR sintezé, T-DNR-VirD2
komplekso susidarymas ir jo perneSimas su kitais Vir baltymais j augaly lasteliy citoplazma.
(4) T-komplekso perneSimas j branduolj. (5) T-DNR integracija ir raiska augaly genome
(konstitutyvi raiSka), esant laikinai raiSkai viengrandés T-DNR pavertimas j dvigrande¢ DNR
forma. Opinai agrobakterijoms tarnauja kaip azoto ir anglies Saltinis. Patys augalai opiny
nenaudoja (Hwang et al., 2017).

A. tumefaciens vykdomai augaly genetinei transformacijai yra reikalingi du genetiniai
komponentai, esantys bakterinéje dvigrandéje ziedingje Ti-plazmidéje. Pirmasis esminis
komponentas yra T-DNR, o antrasis yra virulentiSkumo (vir) sritis, susidedanti i§ maziausiai
septyniy pagrindiniy lokusy (virA, virB, virC, virD, vitE, virF ir virG), koduojanciy
bakterinius baltymus, tarpininkaujancius T-DNR apdorojime ir perdavime. VirA ir VirG
baltymai yra dvikomponenciai reguliatoriai, kurie aktyvuoja kity vir geny raiska Ti-
plazmidéje. VirB, VirC, VirD, VIirE ir galimai VirF dalyvauja apdorojant, perduodant ir
integruojant T-DNR i§ A. tumefaciens j augalo Igstele.

Buvo nustatyti keli chromosomos virulentiSkumo (chv) genai — chvA, chvB ir pscA,
reikalingi prisijungimo procesams. chvA, chvB ir pscA dalyvauja ciklinio -1,2-gliukano ir
kity cukry sintezéje, perdirbime ir eksporte. Prisijungimo metu A. tumefaciens lastelés

sintetina celiuliozés pluostus, kurie | pazeistg augalo vietg pritraukia dar daugiau bakterijy.
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Optimaliai vir geny indukcijai svarbios aplinkos salygos, iskaitant rigstinguma, maza
fosfaty kieki, temperatiirg ir cukry, taciau fenoliai yra vienintelis butinas signalas (Brencic et
al., 2003; Gao ir Lynn, 2005; McCullen ir Binns, 2006; Lin et al., 2008; Subramoni et al.,
2014). Vir geny indukcijai reguliuoti A. tumefaciens naudoja dvikomponent¢ VirA/VirG
sistemg. Signalinis kelias inicijuojmas augaly fenoliams tiesiogiai arba netiesiogiai
sgveikaujant su transmembraniniu sensoriniu baltymu VirA. ChvE, gliukoze/galaktoze
suriSantis baltymas, sgveikauja su VirA ir padidina vir geny aktyvacija, jungdamasis su
cukrumi. A. tumefaciens naudoja ChvG/ChvI dvikomponente sistema, kad suaktyvinty virG
transkripcijg ir skatina kity bakterijy geny, susijusiy su chemotaksiu, judrumu ir
virulentiskumu, raiska (Yuan et al., 2007; Wu et al., 2008; Wu et al., 2012).

VirulentiSkumo geny raiSska lemia viengrandés T-DNR, vadinamos T-kompleksu,
sintezg, kuri veliau perneSama | lgstele-Seimininkg. VirD1 ir VirD2 baltymai kartu
funkcionuoja kaip tam tikrai vietai specifiSka endonukleazé, kuri jungiasi prie Ti plazmidéje
esancios T-DNR ir kerpa tarp treCiosios ir ketvirtosios T-DNR bazés apatinéje grandingje. Dél
Sio proceso susidaro viengrandés T-DNR molekulés (T-kompleksas) su vienu bakteriniu
VirD2 baltymu kovalentiskai prijungtu prie 5 'galo. T-DNR peneSimui j augalo Igstele yra
naudojama ketvirto tipo sekrecijos sistema (T4SS). VirD4 baltymas yra integralinis vidinés
membranos baltymas, turintis ATPazés aktyvumg, veikiantis kaip jungiamasis baltymas,
atsakingas uz DNR ir baltymy substraty pateikimg VirB transporteriui (Guo et al., 2007).

VirD2 baltymas prisitvirtina prie T-komplekso 5 ‘galo ir nukreipia T-DNR i$ bakterijy
j augalo lgstele. T-DNR integracija j augaly lgsteliy genomg yra paskutinis Agrobacterium
vykdomos transformacijos proceso etapas. Skirtingai nuo kity mobiliyjy DNR elementy, tokiy
kaip transpozonai ir retrovirusai, T-DNR nekoduoja fermentinio aktyvumo, reikalingo
integracijai. Taigi, T-DNR jterpime j augalo DNR turi tarpininkauti baltymai, gabenami i§ A.
tumefaciens, batent VirD2 ir VirE2 ir (arba) lgstelés-Seimininkés faktoriai. Po to, kai T
kompleksas patenka j augalo branduolj, biitina pasalinti su T-DNR susijusius bakterinius ir
lastelés Seimininkés baltymus, kad baty galima veiksmingai integruoti T-DNR. T-kompleksas
iSardomas proteolizés budu, kurig atlieka VirF baltymas ir augaly ubikvitino proteasomy
kompleksas (Tzfira et al., 2004; Zaltsman et al., 2010a, 2010b). Esant laikinai raiskai augalo
lastelés branduolyje viengrandé T-DNR gali bati susintetinta j dvigrande T-DNR, kuri lengvai
transkribuojama ir transliuojama be integracijos i genomg (McHale et al., 2013).

Svarbu paminéti, kad Ti plazmidé yra gana didel¢ ir paprastai gaunamas maZzas kopijy
skai¢ius, todél Ti plazmidés i$skyrimas ir klonavimas gali biiti sudétingas. Siuo metu sukurta
ir kitokiy sistemy darbui su Ti plazmide. Viena i§ tokiy yra dviejy besireplikuojanciy

plazmidziy sistema, dar vadinama binariniy vektoriy sistema (Sasnauskas 2006; Anami et al.,
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2013). IS natyvios agrobakterijy Ti plazmidés T-DNR dalis yra pasalinama, o visi T-DNR
perneSimui | augaly Igsteles reikalingi genai paliekami. Kitoje plazmidéje yra komponentai,
kurie reikalingi replikacijai, atsparumo antibiotikams suteikimui E. coli ir A. tumefaciens
bakterijose ir T-DNR, i§ kurios paSalinti visi buve genai, o jy victoje jterpti tiksliniai,

heterologinio baltymo raiskai reikalingi, genai.
1.4.2 Augaly virusiniai vektoriai

Daug laikinos raiskos sistemy yra sukurti augaly virusy pagrindu (Canto, 2016).
Augaly virusai turi mazus genomus ir labai lengvai replikuojasi $eimininko lastelése (Chen et
al. 2013). Naudojant augaly virusy raiSkos vektorius galima per labai trumpg laikg susintetinti
didelj kiekj tiksliniy baltymy. Virusiniai vektoriai skirstomi j du tipus: pilni (angl. complete)
vektoriai ir iSmontuoti (angl. deconstructed) vektoriai.

Pilni virusiniai vektoriai yra funkcionuojantys virusai, i kuriuos jterptas tikslinis genas
(Dawson, 2014). Pagrindiniai Siy vektoriy trikumai yra neefektyvus ir netolygus augaly
uzkrétimas, kadangi natiiraliai virusus j augalus perneSa vabzdziai, bakterijos bei kiti
tarpininkai, taip pat ir mazas saugumas, nes pilnai funkcionalios virusinés dalelés gali patekti
1 kitus augalus ir juos uzkreésti.

ISmontuoti vektoriai yra sukurti taip, kad juose biity tik biitiniausi viruso elementai,
uztikrinantys virusinio vektoriaus replikacijg ir kontroliuojantys jo koduojamy geny raiska
augaluose. (Klimyuk et al. 2014). Viruso kapsidés baltymas Siuose vektoriuose yra pasalintas,
kad nesiformuoty virusinés dalelés ir vektorius neperSokty j kitus augalus, bet paliktas
judéjimo baltymas (angl. movement protein), atsakingas uz vektoriaus plitimg i§ vienos
augalo lastelés  kitg. Kadangi toks vektorius neformuoja virusiniy daleliy ir pats negali
uzkrésti augalo, jis yra jterpiamas j agrobakterijy vektoriaus T-DNR sritj ir jo perneSimui ]
augalo lasteles naudojama agrobakterijy infiltracija. Pastaruoju metu laikinai geny raiSkai
placiai naudojami magnICON® vektoriai, sukurti tabako mozaikos viruso (TMV) pagrindu,
kuris turi RNR genomg ir replikuojasi augalinés lgstelés citoplazmoje (Gleba et al., 2014).
Siuose vektoriuose yra: (1) pasalintas viruso apvalkalo baltymo genas, (2) jvestos virusinés
KDNR modifikacijos, pasalinant galimus natyvios sekos splaisingo signalus ir pridedant
sintetiniy introny, tokiu budu uztikrinant tiksly RNR replikono atkiirima ir pernesimg i
citoplazmg po agrobakterijy atlikto vektoriaus T-DNR perneSimo ] augalinés Iastelés
branduolj, (3) virusinis vektorius suskaidytas ] 5°-provektoriy, turintj visus reikiamus
virusinius baltymus bei norimg signaling sekg ir 3‘-provektoriy, turintj tikslinj geng bei viruso
3‘-nekoduojaciag seka, o provektorius i pilng vektoriy augalinés Igstelés branduolyje

rekombinuoja specifiné rekombinaze, kurios genas jterptas j tre¢ios plazmidés T-DNR srit}
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(Marillonnet et al., 2005; Werner et al., 2011) . Si RNR virusiniy vektoriy sistema uZtikrina
efektyvig transgeny raiska, leidzia greitai iSbandyti skirtingas signalines sekas, nukreipiancias
tikslinj baltymg j skirtingus lastelés kompartmentus ir yra saugesné dél vektoriaus padalijimo

] skirtingas plazmides (Mortimer et al. 2015).
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2. METODIKA
2.1 Medziagos ir prietaisai
2.1.1 Medziagos ir reagentai

Thermo Fisher Scientific: 2 mM dNTP misinys, 5 kartus koncentruotas Phusion HF buferis,
Phusion DNR polimeraze¢, dejonizuotas vanduo, DreamTag DNR polimeraze¢, 10 karty
koncentruotas DreamTag buferis, 50 karty koncentruotas TAE elektroforezés buferis, 6
kartus koncentruotas DNR Gel Loading Dye dazas, T4 DNR ligaze, 10 karty koncentruotas
T4 DNR ligazés buferis, restrikcijos endonukleazés ir jy buferiai, LB terpés milteliai, agaras,
ditiotrietolis (DTT), PageRuler ™ Prestained Protein ladder, oligonukleotidiniai pradmenys,
izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG) milteliai, fenilmetilsulfonilchlorido (PMSF)
milteliai, MassRuler DNA Ladder Mix, GeneRuler DNA Ladder Mix.

dDbioLab: mieliy ekstraktas, triptonas.
Chempur: natrio chloridas.
Amresco: kalio chloridas, kumasi brilijantinis mélis R-250.

Sigma-Aldrich: magnio sulfatas, magnio chloridas, kalcio chloridas, kalio hidroksidas,
mangano chloridas, dimetilsulfoksidas (DMSO), (hidroksi-metil)-amino metanas (TRIS),

etilendiamintetraacto rigsties dinatrio druska (EDTA), kanamicinas.

Roth: etidzio bromidas, piperazino-N,N'-bis(2-etansulfoniné ragstis) (PIPES), natrio
dodecilsulfatas (SDS), amonio persulfatas (APS), N,N,N’N’-tetrametiletilendiaminas
(TEMED).

Emprove: glicerolis.

Merck: bromfenolio mélis.
Vilniaus Degtiné: 96% etanolis.
Biochrom: ampicilinas.

Duchefa Biochemie: rifampicinas.

Pharmacia: agarozé.
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2.1.2 Rinkiniai

GeneJET™ Plant RNA Purification Mini Kit (,,Thermo Fisher Scientific®), RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (,,Thermo Fisher Scientifc), GeneJET™ Plant
Genomic DNA Purification Kit (,,Thermo Fisher Scientific®), GeneJET Gel Extraction Kit
(,,Thermo Fisher Scientific®), GeneJ ET™ Plasmid Miniprep Kit (,,Thermo Fisher Scientific*).

2.1.3 Naudotos genetinés medzZiagos kilmé

Genetinés medziagos iSskyrimui naudoti alergenus sintetinantys augaly lapai arba
vaisiy zievelés. Paprastojo kiecCio lapai bei ziedynai ir juodalksnio ziedynai surinkti Vilniaus
apylinkése. Europinio alyvmedzio lapai gauti i§ medelio, auginamo Babty sodininkystés ir
darzininkystés instituto Siltnamyje. Pasarinio motiejuko lapai uzauginti vazonélyje i§ sékly
(pirktos ,, Nojaus séklos®, veislé ,,Zolis*). Persiko ir paprastosios kriausés vaisiai pirkti
PALIK UAB ,IKI*“ prekybos tinklo parduotuvése; persiko kilmés Salis Ispanija (veislé
,,Sagitaria®), o paprastosios kriaugés — Cilé (veislé ,,Forelle*). Darbe naudota DNR skirta i§
europinio alyvmedzio (lot. Olea europaea) lapy, pasarinio motiejuko (lot. Phleum pratense)
lapy. RNR skirta i§ persiko (lot. Prunus persica) sunokusio vaisiaus zievelés ir paprastosios
kriausés (lot. Pyrus communis) sunokusio vaisiaus zievelés. Auks¢iau iSvardinty augaly DNR
isskirti naudotas GeneJET'™ Genomic DNA Purification Kit (,,Thermo Fisher Scientific*)
rinkinys. RNR iSskirta naudojant GeneJET™ Plant RNA Purification Mini Kit (,,Thermo
Fisher Scientific®) rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas. AtvirkStiné transkirpcija atlikta
naudojant RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (,,Thermo Fisher Scientifc*)

rinkinj.
2.1.4 Mikroorganizy kamienai

Darbe naudoti bakterijy kamienai:
o Escherichia coli BL21 (DE3) Star;
o Escherichia coli DH5a: F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl;

o Agrobacterium tumefaciens GV3101.
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YT terpé: 2 % mieliy ekstrakto, 3,5 % triptono,

autoklavuojant.

2.1.5 Bakteriju kultivavimo terpés

0,5 % NaCl. Sterilizuojama

SOB terpé: 0,5 % mieliy ekstrakto, 2 % triptono, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgSQ,, 10 mM MgCly;
LB terpé: 25 g/l LB terpés milteliy. Sterilizuojama autoklavuojant. Atvésus terpei

pridedama reikiamy antibiotiky;

Agarizuota LB terpé: 25 g/l LB terpés milteliy, 1,5 % agaro. Sterilizuojama

autoklavuojant. Pries pilant j Petri Iéksteles, jdedama reikiamy antibiotiky.

2.1.6 Tirpalai
2.1 lentelé. Darbe naudoti tirpalai
TB buferis: 10 mM
E coli PIPES, 15 mM CacCl,, o o
kompetentiniy 250 _mM KCI, KOH | [Na] bL_errlnls tirpalas: 5 | [Ca] buferlnls tirpalas:
lasteliy ruoSimui naudOJame}s N pH | mM Tris (pH 7,4 -8,0),5 | 5 mM Tris (pH 7,4 —
ir transformacijai nustatymui _ iki 6,7. | mM MgCl2, 100 mM | 8,0), 5 mM MgCI2,
Tuomet pridedama 55 | NaCl. 100 mM CaCl2.
mM MnCl, ir

sterilizuojama filtruojant.

A. tumefaciens
kompetentiniy
Iasteliy ruoSimui,

10 % qglicerolio tirpalas:

30 % qglicerolio
tirpalas: 30 ml

1 M MgSO, (100 ml): 12 g

transformacijai ir | 10 ml glicerolio j 100 ml | glicerolio j 100 | MgSO, iStirpinama 100 ml
infiltracijai j dejonizuoto vandens. ml dejonizuoto | vandens.
augalus vandens.
50 ma/ml  ampicilino | 50 mg/ml kanamicino | 25 mg/ml rifampicino
Antibiotiky tirpalas: 0,5 g ampicilino | tirpalas: 0,5 g | tirpalas: 0,25 g
tirpalai iStirpinama 10 ml | kanamicino iStirpinama | rifampicino tirpinama
vandens,  sterilizuojama | 10 mi vandens, | 10 ml metanolio.
filtruojant. sterilizuojama filtruojant. | Sterilizuoti nereikia.
Elektroforezés 1 %'qgarozés ,qeli.sv: .1g agarozé§ iéti'rpin.arlna 109 ml. TAE 1b.ufe.ryje. Tirpalas
tirpalai pakaitinamas, kad iStirpty agarozés milteliai. | atvésusj agarozés tirpalg dedama

5 pl/100 ml etidzio bromido.

Baltymy raiskai
E. coli bakterijy
lastelése

100 mM arba 1 M

IPTG tirpalas

Suspendavimo tirpalas: 50 mM Tris-

indukcijai: IPTG milteliai tirpinami

vandenyje,  pageidautina

prafiltruojant per sterily 0,2 pm filtrg.

1affit1 glicerolis.
sterilinti

HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 10 %

Suspendavimo tirpalas su 1 % SDS:

Suspendavimo tirpalas +1 % SDS.
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Lasteliy ardymo Fenilmetilsulfonilchloridas  (PMSF):

Lizavimo buferis: 50 mM Tris-HCI
pH =7,5,100 mM NaCl, 5 mM DTT.

ultragarsu
tirpalai

PMSF milteliai iStirpinami
izopropanolyje, sterilinti nereikia.

2.1.7 Plazmidés

2.2 lentelé. Darbe naudotos plazmidés

Vektorius

Saltinis

pJET1.2 — klonavimo vektorius Thermo Fisher Scientific

PRR-PEV1 — raiskos vektorius

Konstruota eukarioty geny inzinerijos

laboratorijoje
PET28-MBP-TEV - raiskos vektorius AddGene
2.1.8 Oligonukleotidai
2.3 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai
Pavadinimas Seka Aprasymas
ArtV6SS_dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTA TGG | Tiesioginis pradmuo su start

AAAAACATT ATTTTGTTATAT TGT
TCAC-3°

kodonu Art v 6 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui prie§ koduojancia
seka.

5¢ = TTT GGT CTC AAA GCA CAA

Atvirkstinis pradmuo Art v 6 geno

ArtVe6-1_rev Stini; . 2eno
B GGT TTT CCA GGA ACG CA- 3¢ koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco3ll taikinio jvedimui uz
koduojancios
AInG4-1_dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTG CTG | Tiesioginis pradmuo Aln g 4 geno

ACG ATC ATC CAC AGG AC -3¢

koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco311 taikinio jvedimui prie$
koduojancig seka.

5 = TTT GGT CTC AAA GCT TAG
AAT ATC TTG GCA ACA TCC TTC
ACT -3¢

AInG4(1)_rev

Atvirkstinis pradmuo su  stop
kodonu Aln g 4 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz koduojancios
sekos.

5¢ = TTT GGT CTC AAG GTA AAC
TAT GTG AAAAACCGAGTGTAAC -
3‘

AmbA4-1_dir

Tiesioginis pradmuo Amb a 4 geno
koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31I taikinio jvedimui prie$
koduojancia seka.
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AmbA4 rev 5¢ = TTT GGT CTC AAA GCT CAC | Atvirkstinis pradmuo su stop
B CTTTCACCTCCTCCTTC -3¢ kodonu Amb a 4 geno
koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31I taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.
OleE7-1 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTG CTG | Tiesioginis pradmuo Ole e 7 geno
h CACCTT CATGCT CGAC -3¢ koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco311 taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.
OleE7m rev 5= TTT GGT CTC AAA GCT CAC | Atvirkstinis pradmuo su stop
B GGG AAATAC CAAGAAATC -3¢ kodonu Ole e 7 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz koduojancios
sekos.
OleE9-1 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTC AAT | Tiesioginis pradmuo Ole e 9 geno
h CAT TTT TGG GAG TAA ATT ATG GG | koduojancios sekos amplifikavimui
-3¢ ir Eco311 taikinio jvedimui prie§
koduojancia seka.
OleE9 rev 5= TTT GGT CTC AAA GCT CAG | Atvirkstinis pradmuo su stop
B TTACTG CCACTG GGA AAATTG -3¢ | kodonu Ole € 9 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz koduojancios
sekos.
OleE10-1 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTG CCG | Tiesioginis pradmuo Ole e 10 geno
- TGA ATT CCG TCG GAG - 3¢ koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31I taikinio jvedimui prie$
koduojancia seka.
OleE10 rev 5= TTT GGT CTC AAA GCT CAA | Atvirkstinis pradmuo su stop
B GAG AGG AAT GAGCATGATCC -3¢ | kodonu Ole e 10 geno
koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31I taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.
PhIP13-2 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTA AGA | Tiesioginis pradmuo Phl p 13 geno
- AGG AGG AGA AGA AGG AG -3¢ koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31I taikinio jvedimui prie$
koduojancia seka.
PhIP13_rev 5 — TTT GGT CTC AAA GCT CAG | Atvirkstinis pradmuo su  stop

GCG GCG CAG GTG TTAG -3¢

kodonu Phl p 13 geno
koduojancios sekos amplifikavimui
ir Eco31l taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.

27




PruP3ss dir 5 = TTT GGT CTC AAG GTA TGG | Tiesioginis pradmuo su start
B CTTACT CTGCCATGACTA -3¢ kodonu Pru p 3 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui prie§ koduojancia
seka.
PruP3-1 rev 5¢ = TTT GGT CTC AAA GCC TTC | Atvirkstinis pradmuo Pru p 3 ir
- ACG GTGGCGCAGT -3¢ Pyr ¢ 3 geny koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l taikinio
ivedimui uz koduojancios sekos.
MalD3 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTA TGG | Tiesioginis pradmuo su start
B CTAGCTCTGCAGTGATC -3¢ kodonu Pyr ¢ 3 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui prie§ koduojancia
seka.
MalD1 dir 5 — TTT GGT CTC AAG GTA TGG | Tiesioginis pradmuo su start
- GTG TCT ACA CAT TTG AGA ACG — 3¢ | kodonu Pyr ¢ 1 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui prie§ koduojancia
seka.
MalD1_rev 5¢ = TTT GGT CTC AAA GCT TAG | Atvirkstinis pradmuo su stop

TTGTAT GCGTCG GGG T -3¢

kodonu Pyr ¢ 1 geno koduojancios
sekos amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz koduojancios
sekos.

70Bsp1201_dir

5-TTGGGC CCATCT TTT ATT ACA
TGT TTG AAC -3¢

Tiesioginis  pradmuo  naudotas
nustatant CHis linkerio jsistatyma.

70Bspl1201_rev

5°-CCG CTG GGC CCC TAC C-3¢

Atvirkstinis  pradmuo  naudotas
nustatant CHis linkerio jsistatyma.

HisMBPE31_dir

5¢=TTT GGT CTC AAG GTA TGG GCA
GCA GCCATCA -3¢

Tiesioginis pradmuo transformanty
su MBP kolonijy PGR atlikimui.

HisMBP31 rev

5¢=TTT GGT CTC AAC CTT GGA AGT
ATAGATTTT CAC CCT -3¢

Atvirkstinis
transformanty su MBP kolonijy
PGR atlikimui.

pradmuo

Pro-NHis-rev 5¢ = ACC TGA GTG ATG GTG ATG | Atvirkstinis pradmuo naudotas
GTG ATG CAT -3¢ nustatant NHis linkerio jsistatymag.
Pro-CHis-dir 5°—~ GCT TCT GGC CAT CAC CAT CAC | Tiesoginis  pradmuo  naudotas

CAT CACTAA-3°

nustatant CHis linkerio jsistatyma.
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2.1.9 Naudoti prietaisai

Maisykle Scientific Industries Vortex Genie® 2 centrifuga ,,Eppendorf®
Microcentrifuge 5415D“, centrifuga ,,Eppendorf® Microcentrifuge 5415R“, centrifuga
,,Eppendorf® Centrifuge 5810R, purtyklé ,,New Brunswick ™ Innova® 44¢, srovés Saltinis ,,
omniPAC Maxi CS-3AMP Power Supply“, vertikalus elektroforezés aparatas ,,Mini-
PROTEAN® Electrophoresis System*, termocikleris ,,Biometra TProfessional Thermocycler®,
elektroporatorius ,,Eppendorf® Multiporator®, kaitinimo blokas ,,Biosan Dry Block Heating
Thermostat“, pH matuoklis ,,Oakton®, magnetiné mai$yklé ,.Rotilabo®™-Mini Magnetic Stirrer
R1000%, transiliuminatorius ,,Herolab EASY*, spektrofotometras ,,Eppendorf® Biophotometer

®cc

Plus™, vakuumo aparatas (eksikatorius Duran 300 mm, diafragminis siurbliukas Vacuubrand

ME 2 NT), ultragarsinis dezintegratorius Bandelin ,,Sonoplus®.
2.2 Darbe naudoti metodai
2.2.1 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR metodas buvo naudojamas genominés DNR bei kopijinés DNR (kDNR)
fragmenty pagausinimui ir restrikcijos taikiniy jvedimui. Visi PGR reakcijose naudoti
reagentai jsigyti 1§ ,,Thermo Fisher Scientific. Reakcijos vykdomos termocikleryje
»Bilometra TProfessional Thermocycler”. Vienai PGR reakcijai atlikti naudotas dNTP
miSinys, Phusion HF buferis, Phusion polimerazeé, dejonizuotas vanduo, 20 pmol
koncentracijos tiesioginiai bei atvirkStiniai pradmenys ir atitinkama DNR. Atsizvelgiant |
pradmeny prilipimo temperatiiras, buvo parenkamos tinkamiausios salygos reakcijoms atlikti.

Siekiant jsitikinti ar uzaugusiuose A. tumefaciens bakterijy transformantuose yra
plazmidés su jterptais genais, buvo atlieckama kolonijy PGR. Reakcijai atlikti 1§ vakaro
atsis¢jama ] léksteles po vieng kolonijg ir paliekama nak¢iai 30 °C temperatiroje. Naktiné
iSaugusi A. tumefaciens bakterijy kolonija paimama steriliu danty krap$tuku nuo kietos terpés
ir suspenduojama meégintuvélyje su 20 pl sterilaus vandens. Mégintuvélis 10 min.
pakaitinamas verdan¢iame vandenyje ir stalingje centrifugoje nucentrifuguojamas 1 min. 13
000 aps./min. grei¢iu. Vienai PGR reakcijai imta 5 pl supernatanto, 20 pmol tiesioginio
pradmens, 20 pmol atvirkstinio pradmens, DreamTag buferio, DreamTag DNR polimerazes,

dNTP miSinio ir dejonizuoto vandens.
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2.2.2 DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR fragmenty, gauty po PGR reakcijos arba restrikcijos, atskyrimui ir analizei
naudojamas 1 % agarozés gelis. 1 g agarozés uzpilamas vienkartiniu TAE buferiniu tirpalu
(40 MM Tris-acetatas, 20 mM acto riagstis, 1 mM EDTA, ,, Thermo Fisher Scientific®) ir
kaitinamas kol tampa skaidrus. Atvésus tirpalui,  ji idedamas etidzio bromidas (5 pl/100 ml
agarozés tirpalo) ir supilamas j gelio formavimo talpa. Elektroforezés méginiai paruosiami
juos sumaiSant su SeSis kartus koncentruotu uznesimo dazu. Elektroforezé¢ vykdoma jdéjus
gelj 1 elektroforezés vonele ir uzpylus vienkartinio TAE buferinio tirpalo, esant 120 V jtampai
200 mA srovés stipriui, elektroforezés kamera prijungus prie srovés Saltinio ,,Cleaver CS-
3AMP®. Rezultatai vizualizuojami ir dokumentuojami naudojant elektroforezés geliy

dokumentacijos sistema ,,MiniBIS Pro™«.

2.2.3 DNR fragmenty gryninimas i agarozés gelio

Siekiant iSgryninti DNR fragmentus i§ agarozés gelio, pagaminamas storesnis gelis
su platesniais Sulinéliais. Elektroforez¢ vykdoma 2.2.2 skyrelyje paminétomis salygomis.
Gelis patalpinamas transiliuminatoriuje ,,Herolab EASY* ir reikiami fragmentai skalpelio
pagalba iSpjaunami bei sudedami j 1,5 ml talpos Eppendorf tipo megintuvélius ir skiriami

pagal rinkinio ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ (,,Thermo Fisher Scientific*“) rekomendacijas.
2.2.4 DNR ligavimas

DNR intarpai liguojami j pJET1.2-blunt klonavimo arba pRR-PEV1 ir pET28-MBP-
TEV raiskos vektorius naudojant T4 ligaze (,,Thermo Fisher Scientific®). Reakcija atliekama
1,5 val. kambario temperatiroje. | 10 pl bendro ligavimo miSinio dedama 1 U T4 DNR
ligazés, 20-100 ng linearizuoto vektoriaus DNR, intarpo DNR santykiu 3:1 su vektoriumi, 1
pl 10X T4 DNR ligazes buferio (,,Thermo Fisher Scientific*) bei vandens iki 10 pl.

2.2.5 Saldyty kompetentiniy E.coli bakterijy paruosimas

E. coli DHS5a kamienas uzs¢jamas | 5 ml skystos LB terpés be antibiotiky ir
auginamas per nakt] purtykléje 37 °C temperatiroje, purtant 180-200 aps./min. greidiu. |
paruosta 100 ml SOB skystg terpe jpilama naktinés kulttros, kad optinis tankis biity apie 0,1.
Bakterijos toliau auginamos purtykléje, esant 30 °C temperatiirai bei 180-200 aps./min.
greiCiui. Optinis tankis matuojamas kas valanda, kol pasiekia 0,5. Pasiekus reikiamg tankj,
bakterijos 10 min. Saldomos lede, po to perpilamos j sterilius 50 ml talpos flakonus ir

centrifuguojamos iki 4 °C atSaldytoje centrifugoje 10 min. 3000 aps./min. greiéiu.
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Supernatantas nupilamas, o likusios bakterijos suspenduojamos 0,5 ml TB buferio. Po to j
flakonus su bakterijomis papildomai jpilama 1,5 ml to paties buferio. Bakterijos supilamos |
vieng flakong ir jpilama dar 30 ml TB buferio ir 10 min laikoma ant ledo. Bakterijos
centrifuguojamos 10 min. iki 4 °C atSaldytoje centrifugoje, 3000 aps./min. greiciu.
Supernatantas nupilamas. | flakong pilama 0,5 ml TB buferio ir suspendavus jpilama dar 4,5
ml to paties buferio. Ipilama 350 ul DMSO ir po 150 pl bakterijy i$pilstoma j sterilius 1,5 ml

tiirio mégintuvélius. Uzsaldoma ir laikoma —80 °C temperatiiroje.
2.2.6 E.coli bakterijy transformacija

Kompetentinés lgstelés apie 30 min. laikomos lede, kad atitirpty. | mégintuvélj su
atitirpusiomis lgstelémis pilamas ligavimo mi$inys ir laikoma lede 1 val. Tuomet atlickamas
termosokas — miSinys laikomas 42 °C laipsniuose 1-2 min. Po to dar 5 min. palaikomas lede.
Galiausiai bakterijos gaivinamos jpylus 1 ml LB terpés ir laikomos 37 °C purtykléje 1 val.
purtant 200-220 aps./min. greiciu. Centrifuguojama stalingje centrifugoje 13 000 aps./min.
grei¢iu 1 minute. Nupilamas supernatantas, o bakterijos suspenduojamos likusiame lase ir
i$séjamos ant agarizuotos LB terpés su 50 mg/ml atitinkamu antibiotiku. Lékstelés laikomos

37°C termostate per naktj.
2.2.7 Plazmidinés DNR skyrimas i$ bakteriju

Steriliu danty krapStuku nuo LB terpés paimama pasirikta bakterijy kolonija ir
uzs¢jama |} 5 ml skystos LB terpés su reikiamu antibiotiku. Per nakt; auginama 37 °C
temperattiroje purtykléje, purtant 200-220 aps./min. greic¢iu. Skiriamos plazmidés i$ naktinés

TTM

kultiiros naudojant ,,GeneJE Plasmid Miniprep Kit* (,,Thermo Fisher Scientific*) rinkinj.

2.2.8 DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

Atsizvelgiant | norimg sukarpyti DNR kiekj, parenkamas tinkamas reakcijos tiris.
Reakcijos miSinj sudaro: 10X buferinis tirpalas, priklausantis nuo naudojamos restriktazes,
restrikcijos endonukleazé¢, DNR bei distiliuotas vanduo. SumaiSius komponentus, miSinys

inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 1 val. 30 min.
2.2.9 Saldyty kompetentiniy Agrobacterium tumefaciens bakterijy paruo§imas

A. tumefaciens GV3101 bakterijy kamienas uzséjamas j 5 ml LB terpés su 50 mg/ml
rifampicinu ir auginamas 24 valandas purtykléje 30 °C purtant 220 aps./min. grei¢iu. Naktiné

bakteriné kultiira skiedZiama 2 litry talpos kolboje su 200 ml LB terpés, turin¢ios 50 pg/ml
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rifampicino, auginama 30 °C temperatiiroje, 220 aps/min. purtykléje 24 h. Naktiné kultura
i$pilstoma j sterilius 50 ml talpos flakonus ir 10 min, centrifuguojama mikrocentrifugoje 3000
aps./min. greiciu, 4°C temperatiiroje. Supernatantas nupilamas, o likusios lastelés keletg karty
praplaunamos su 10 ml Saltu 10 % glicerolio tirpalu. Po antro plovimo Iastelés
suspenduojamos 10 ml glicerolio tirpale ir centrifuguojamos anks¢iau minétomis sglygomis.
Nupylus supernatanta, lastelés suspenduojamos 250 pl 10% glicerolio tirpale. Po 25 pl
suspenduoty Igsteliy iSpilstoma j sterilius 1,5 ml talpos Ependorf tipo mégintuvélius ir

uzsaldoma skystu azotu. Laikoma —80°C temperatiiroje.
2.2.10 A.tumefaciens transformacija

Saldytos A. tumefaciens kompetentinés lastelés atitirpinamos lede. [ atSilusias
kompetentines lasteles pilama 1 pl plazmidinés DNR. Misinys supilamas | atSaldyta
elektroporacijos kiuvete, kuri jstatoma j elektroporatoriy ir bakterijos paveikiamos 2,5 kV
itampos elektros srove. 1 ml skystos LB terpés ipilamas j kiuvete ir mikropipetés pagalba
suspenduojamas. MiSinys perkeliamas ] sterily 1,5 ml talpos meégintuvélj ir inkubuojamas
purtykléje 30 °C, purtant 220 aps./min. grei¢iu 2-3 valandas. Lastelés centrifuguojamos
stalinéje centrifugoje 1 min. 13 000 aps./min. greiciu. Supernatantas nupilamas, o bakterijos
suspenduojamos ir i§s¢jamos ant agarizuotos LB terpés su 50 mg/ml rifampicinu bei Kitais

reikiamais antibiotikais. Lékstelés inkubuojamos 30 °C termostate 2-3 dienas.
2.2.11 Agrobakterijy infiltracija j Nicotiana benthamiana augalu lapus

Infiltracijai naudojami 5-6 savai¢iy N. benthamiana augalai auginti 22-25 °C ilgos
dienos rezimu — 16 val. §viesa ir 8 val. tamsa. SvieZios agrobakterijy kolonijos uzsé¢jamos j
skysta LB terpe su reikiamais antibiotikais ir auginamos purtykleje 30 °C, esant 220 aps./min.
grei¢iu per naktj. Naktiné bakterijy kultiira skiedziama vandentiekio vandeniu 100 arba 500
karty. Taip paruoStos bakterijos steriliais 1 ml talpos SvirkStais be adatos suleidZiamos ]
apating augalo lapo pus¢. Po kiekvieno méginio infiltracijos pakei¢iamos pirStinés siekiant
iSvengti méginiy uzsikrétimo.

Infiltracija atliekant vakuumu, augaly vazonélis jdedamas j atitinkamo dydzio
plastikinj maiSelj ir uzklijuojamas lipnia juostele taip, kad apverciant augalg lapais Zemyn,
infiltracijos miSinys nebiity uzterSiamas zemémis. Atitinkamo dydzio inde (turi laisvai tilpti
zemyn apverstas augalo stiebas su lapais) naktiné bakterijy kultira (5 ml), anksciau
minétomis salygomis, skiedziama 3-juose litruose vandentiekio vandens. | bakterijy ir

vandens mi$inj jpilama 150 ul Silvet L-77 surfaktanto, viskas atsargiai iSmaiSoma ir
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perkeliama j vakuuminj ind3. Augalas panardinamas j miSinj taip, kad visi lapai biity pilnai
apsemti, indas uzdengiamas dang¢iu ir vykdoma infiltracija (jjungiamas vakuminis
siurbliukas, kai slégis nukrenta iki 150-200 mPa, siurbliukas iSjungiamas ir atsukamas
kranelis, jleidziantis ] indg org). Augalg iS¢émus i$ indo patikrinama ar visi lapai tolygiai
infiltravosi. Po kiekvieno méginio infiltracijos pakei¢iamos pirstinés siekiant iSvengti méginiy

uzsikrétimo.

2.2.12 Visos lIgstelés lizato méginiy paruosimas i§ N. benthamiana augaly lapy

baltyminei forezei

Infiltruoty N. benthamiana lapy méginiai uzSaldomi skystame azote ir grastuvéliu
sutrinami. Baltymy raiSkos analizei iStirti naudojama apie 100-150 mg infiltruoty lapy. Ant
susmulkinty audiniy uZpilamas iSskyrimo buferinis tirpalas — Laemmli, susidedantis i§ 240
mM Tris-HCI, pH 6,8, 30 % glicerolio, 0,02 % (w/v) bromfenolio mélio, 6 % SDS bei 350
mM DDT. DTT j buferj pilamas tik prie§ pat naudojima. Lapy medziagos ir buferinio tirpalo
santykis atitinka 1 g lapy : 3 ml buferinio tirpalo. Misinys sumaiSomas ir inkubuojamas 10-15
min. kambario temperatiiroje. Méginiai denatiiruojami 95 °C 10 min., 0 po to centrifuguojami
10 min. 13 000 aps./min. grei¢iu kambario temperatiroje. Supernatantas perkeliamas j $vary

1,5 ml mégintuvélj ir naudojamas baltymy elektroforezei.
2.2.13 Baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis salygomis

Baltymy analizei naudojamas vertikalus elektorforezés aparatas. Priklausomai nuo
baltymo dydzio, gaminami Tris-Tricine arba Tris-Glycine SDS-poliakrilamidiniai geliai. Jei
baltymy molekuliné masé yra <35-40 kDa, ruoSiamas 10-12% Tris-Tricine gelis, jei baltymai
didesni — Tris-Glycine 8 %-10 % gelis. Pradzioje daromas skiriamasis gelis (Tris-Glycine:
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo, distiliuoto vandens, 10 %
APS, TEMED; Tris-Trycine: 2,5 M Tris, pH 8,8, 30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo,
distiliuoto vandens, 10 % APS, TEMED), kurj paruoSus ant virSaus uZpilamas distiliuotas
vanduo ir laikomas apie 30 min. kambario temperattiroje. Sustingus geliui, vanduo nupilamas
ir pilamas 6 % koncentruojamasis gelis (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (jei ruoSiamas Tris-Tricine
dedamas 2,5 M Tris, pH 8,8), 30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo, distiliuoto vandens, 10
% APS, TEMED). Tam, kad bty suformuojami Sulinéliai, jstatomos Sukos, kurios, sustingus
geliui, iStraukiamos. Sustinges gelis perkeliamas ] vertikaly elektorforezés aparatg ir
uzpilamas atitinkamai Tris-glicino-SDS elektoroforezés buferiu (250 mM Tris, 1,92 M
glicinas, 1 % SDS, pH 8,3) arba Tris-tricino-SDS elektoroforezés buferiu (250 mM Tris-base,
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250 mM tricine, 0,05% (w/v) SDS). | atskirus Sulinélius jneSamas reikalingas baltymo kiekis.
Elekroforezé vykdoma esant 100 mA srovés stipriui, o bromfenolio dazui peréjus i
koncentruojamaji geli srové padidinama iki 150 mA.

Pasibaigus elektorforezei gelis 10 min. dazomas Kumasi brilijantinio mélio dazo
tirpale (50 % metanolis, 0,5 % Kumasi brilijantinis mélis R-250, 10 % acto riigstis), o paskui

plaunamas 10 % acto riigsties tirpale per nakt;.
2.2.14 Svieziy E. coli BL21 (DE3) Star kompetentiniy lasteliy paruo$imas

BL21 (DE3) Star lgstelés uzséjamos j skystg LB terpg (4 ml) ir auginamos purtykléje
37 °C, esant 220 aps./min. greic¢iui per naktj. Kitg dieng naktiné kultiira skiedziama 100 karty
su §viezia LB terpe ir lastelés auginamos tomis paciomis salygomis iki kol optinis tankis
pasiekia 0,5. Pasiekus reikiamg tankj, bakterijos 10 min. Saldomos lede ir ir centrifuguojamos
iki 4 °C atsaldytoje centrifugoje 10 min. 3000 aps./min. grei¢iu. Supernatantas nupilamas ir
ant lgsteliy nuosédy uzpilama 3-4ml [Na] tirpalo, suspenduojama ir vél centrifuguojama tomis
paciomis salygomis, supernatantas nupilamas. Lastelés resuspenduojamos 3 ml [Ca] tirpale.
Meégintuvélis su lastelémis inkubuojamas 40 min. ledo vonioje. Po inkubacijos lastelés
nucentrifuguojamos tokiomis paciomis salygomis, supernatantas nupilamas. Lastelés

resuspenduojamos likusiame tirpalo laSe. Taip paruostos lastelés naudojamos transformacijai.
2.2.15 E. coli BL21 (DE3) Star lasteliy auginimas baltymy raiskai

Bakterijy kolonija uZs¢jama ] skysta LB terpe su reikiamu antibiotiku. Per naktj
auginama 37 °C temperatiiroje purtykléje, purtant 200-220 aps./min. grei¢iu. Reikiamas kiekis
auginimo terpés (YT) uZs¢jamas 2%-ais naktinés kultliros ir pridedamas tinkamas
antibiotikas. Bakterijos auginamos purtykléje, gerai aeruojant 37 °C, esant 250 aps./min.
greiciui, iki optinis tankis pasiekia 0,6-0,8. Paimamas kontrolinis méginys prie§ indukcija (1
ml Iasteliy) ir nusukamas 1 min maksimaliu grei¢iu stalinéje centrifugoje, supernatantas
nupilamas, o lgstelés uzSaldomos ir laikomos —20 °C temperatiiroje.

Vykdoma indukcija, pridedant IPTG iki 1-0,5 mM galutinés koncentracijos j auginimo
terpe (naudojamas 100 mM arba 1 M tirpalg). Toliau indukuota kultiira auginama 3-4 val. 37
°C 250 aps./min. greic¢iu arba 12 °C 24 h 250 aps./min. greiciu, jeigu baltymas 37 °C
temperatiiroje netirpus. Galimi tarpiniai variantai (30°C, 20 °C), bet atitinkamai keisis ir
auginimo laikas iki stacionarios fazes, kai bakterijy optinis tankis beveik nebedidéja.

Paimamas dar vienas kontrolins méginys po indukcijos (1 ml Igsteliy) ir nusukamas 1

min. maksimaliu grei¢iu stalinéje centrifugoje, supernatantas nupilamas, o lastelés
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uz8aldomos ir latkomos —20 °C temperatiiroje. Likusi kultira centrifuguojama 10 min. 3000
aps./min. grei¢iu ir uzsaldoma —20 °C temperatiiroje, véliau galima ardyti.

Toliau atliekamas méginiy paruoSimas baltymy elektroforezei. Nucentrifuguotos
kontroliniy méginiy Iastelés suspenduojamos 100 pl suspendavimo tirpale su 1 % SDS.
Virinama 5-10 min. 100 °C temperatiiroje. ] 40 pl méginio jneSama 10 pl 5x Lane Marker
Reducing Sample Buffer (Thermo Scientific) arba atitinkama kiekj Laemmli buferio ir dar
pakaitinama 5-10 min. 100 °C temperatiroje. I gelio Sulinélj jneSama 20-24 pl paruosto

meéginio pries indukcijg ir 8-12 pl paruosto méginio po indukcijos.

2.2.16 Tirpios ir nuosédy frakcijy tikrinimas baltymuy elektroforezéje ultragarsu

suardytuose bakteriju méginiuose

Nucentrifuguotos lgstelés, kuriose buvo vykdyta rekombinantinio baltymo raiska,
suardomos ultragarsu (sonikuojant). Mégintuvélis jstatomas | leda, lastelés suspenduojamos
atsaldytame lizavimo buferyje (paprastai taikomas lasteliy ir buferio santykis 1:1) ir vienam
mililitrui méginio pridedama po 10 ul PMSF (100 Mm) tirpalo. Mégintuvelis su ledu
patalpinamas po sonikavimo zondu (zondas turi buti jdedamas j méginj ir neliesti
meégintuvélio krasty ar dugno). Sonikavimui pasirinktas ciklinis rezimas, atliekant 16 cikly (2
min. sonikuojama, 2 min. pertrauka).

Atsipilamas 1 ml suardyty Igsteliy suspensijos. Méginys laikomas lede.
Centrifuguojama iki 4 °C atSaldytoje centrifugoje 5 min. 13000 aps./min. greiiu.
Supernatantas perpilamas j kitg mégintuvelj, laikomas lede (i§ jo bus daromas tirpios frakcijos
méginys baltymy elektroforezei). Nuosédos praplaunamos jas suspenduojant 300 pul
suspendavimo tirpale. Suspenduotos nuosédos centrifuguojamos pie§ tai minétomis
salygomis. Praplovimo zingsnis kartojamas antrg karta. Supernatantas pasalinamas.
Nuosédos suspenduojamos 1 ml suspendavimo tirpalo su 1 % SDS. [ 40 pl suspenduoty
nuosédy ir 40 pl supernatantg jpilama 10 pl Laemmli buferio. Virinama 5-10 min. 100 °C. |

gelio Sulinélj jneSama po 12 ul paruoSty meginiy.
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2.3 Numatyti metodai
2.3.1 Baltymuy (Western) hibridizacija

Atlickama baltymy elektroforez¢, kaip nurodyta 2.2.13 skyrelyje, taciau pasibaigus
elektroforezei gelis ne dazomas Kumasi brilijantiniu méliu, o jmerkiamas j vonele su PTB
buferiu. Iskerpami gelio dydzio du vatmano tipo filtrinio popieriaus lapeliai, kurie taip pat
inkubuojami PTB buferyje. Polivinildifluorido (PVDF) membrana mirkoma etanolyje, paskui
plaunama vandeniu ir merkiama j PTB buferj. Visi minéti komponentai buferyje laikomi 10
min. Ant perneSimo aparato dedamas filtrinio popieriaus lapelis, kuris iSlyginamas stikline
lazdele, kad nelikty oro burbuly. Ant filtrinio popieriaus lapelio dedama membrana ir taip pat
iSlyginama stikline lazdele. Ant virSaus dedamas gelis ir galiausiai uzdengiama antru filtrinio
popieriaus lapeliu. Dar kartg iSlyginama. Uzdéjus dangtj, jjungiama 12-13 V srové.
PernesSimas vyksta 40 min.

Praéjus nustatytam laikui membrana blokuojama blokavimo buferiu (Roti®-Block
»Roth®) 1 val., praplaunama PBS-T tirpalu ir dedama j 50 ml talpos flakong. Ipilama 4 ml
PBS- T buferio ir, priklausomai nuo konstrukty, 2000 karty skiesty pirminiy antikiny prie§ 6x
His arba 4000 karty skiesty atikiiny prie§ MBP baltymga. Flakonas besisukan¢iame rotoriuje
inkubuojamas per naktj. Kitg dieng membrana plaunama PBS-T buferiu. Vieng kartg 15 min,
ir du kartus po 5 min. Po to j flakong pilama vél 4 ml PBS-T buferio ir jdedami antriniai
antiktinai. Kadangi, pirminiai monokloniniai antikiinai buvo gaminami pelése, todél pasirinkti
antriniai antikiinai prie§ pelés IgE gauti i§ BioRad. Inkubuojama 2 val. Pra¢jus nustatytam
laikui, membrana vél plaunama tuo paciu PBS-T buferiu tris kartus, tik paskutinj karta
pakeiciant jj § TBS tirpala.

Ruosiamas ryskalas (j 10 ml etanolio jberiama 0,03 g chlornaftolio milteliy). |
pasiruos$ta vonelg pilama 10 ml TBS tirpalo, 2 ml pasiruosto iStirpinto chlornaftolio bei 15 pl
vandenilio peroksido. Membrana merkiama j rySkalg ir palaikoma tol, kol iSrySkéja signalas,

o paskui perkeliama j vandenj.
2.3.2 Augaluose susintetinty baltymy tirpumo tikrinimas

Augaluose susintetinty baltymy tirpumui tikrinti naudojama keletas skirtingy buferiy:
modifikuotas Oey buferis, fosfatinis arba trisinis buferiai, turintys skirtingg pH. Paprastai
bandomi dviejy skirtingy pH buferiai — pH 7,5-8 arba pH 5. Augalinéje fotosintetinancioje
lastel¢je tirpiy baltymy yra nedaug, gausiausias jy yra pagrindinis fotosintezés komplekso

baltymas RuBisCo, kuris esant pH 5 iskrinta j nuosédas. Tuo tarpu naudojant pH 7-8 buferius,
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ekstrahuojama dauguma tirpiy lgstelés baltymy. Tai jvertinus, tinkamai parinktu buferiu
galima gauti neblogai i§grynintg rekombinantinio baltymo preparatg jau pirmame ekstrakcijos
etape. Infiltruoty N. benthamiana lapy méginiai uzSaldomi skystame azote ir griistuvéliu
sutrinami iki smulkiy milteliy. Baltymy raiSkos analizei iStirti naudojama apie 0,1-0,2 ¢
infiltruoty lapy. Ant susmulkinty méginiy uzpilamas ekstrakcijos buferis, viskas sumaiSoma ir
Svelniai maiSant laikoma 10-20 min. kambario temperatiiroje. 0,2 g augaly audiniy naudojama
0,2-0,5 ml buferio. Lasteliy nuosédos pasalinamos centriftiguojant 13 000 aps./min. greiciu, 4
° C temperatiroje, 20 min. Supernatantas nupilamas j naujg Ependorf tipo mégintuvélj, o
nuosédas galima bandyti ekstrahuoti kitu buferiu. V¢l centrifuguojama tomis paciomis
salygomis. Surinkti supernatanty pavyzdziai ir likusios nuosédos sumaiSomi su 0,5
(supernatantas) ir 2 (nuosédos) tiiriais 3x Laemmli buferiu. Ipilamas DTT (2M) iki 100 mM
galutinés koncentracijos. Méginiai denatiiruojami 10 min. 95° C temperattroje. ] SDS-PAGE

gelj leidziama ~3 ug baltymy (arba ~5 pl).

37



3. REZULTATAI
3.1 Rekombinantiniy augaliniy alergeny sintezé E. coli raiSkos sistemoje

Alergeny sintezei bakterijy raiSkos sistemoje buvo pasirinkti baltymai i8 keliy skirtingy
alergeny Saltiniy: paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris) Artv 1 ir Art v 5, karpotojo berzo
(lot. Betula pendula) Bet v 1 ir kietinés ambrozijos (lot. Ambrosia artemisiifolia) Amb a 3.

Tiksliniy baltymy sintezei gauti E. coli lgstelése buvo naudojamas raiSkos vektorius
pET28-MBP-TEV (3.1 pav.), kuris turi labai efektyvy indukuojamg T7 bakteriofago
promotoriy. Uz promotoriaus yra MBP baltyma koduojanti seka N-gale sulieta su histidino
inkarine seka, 0 prie$ suliejamg tikslinj baltyma koduojanc¢ig seka yra TEV (tabako etch
viruso) proteazés atpazjstamg motyvg ENLYFQG koduojanti seka, skirta atidalinti MBP ir
RA baltymus, esant tokiam poreikiui. Rekombinantinj baltyma naudojant diagnostiniams
tikslams daznai Sios galimybés neprireikia, nes inkarinis baltymas MBP daZniausiai niekaip

nepaveikia RA saveikos su specifiniais IgE.
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3.1 pav. pET28-MBP-TEV raiskos vektoriaus genolapis. Sumodeliuota naudojant “Geneious”
programa.
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I raiskos vektoriy buvo jterpiami sintetiniai genai su optimizuotais kodonais
bakterijoms, kurie buvo iSkirpti specifinémis restriktazémis 1§ plazmidziy. ISgryninti
fragmentai liguoti ] tomis paciomis restriktazémis perkirptg vektoriy ir transformuoti j E. coli
DH50 kompetentines lasteles. Atrinkti galutiniai konstruktai: pET28-MBP-TEV-ArtV1,
pET28-MBP-TEV-ArtV5, pET28-MBP-TEV-BetV1, pET28-MBP-TEV-AmbA3, kurie
patikrinti restrikcine analize jsitikinimui, kad tiksliniai genai jsistaté j vektoriy tinkamai.
Raiskos vektoriai transformuoti j $viezias E. coli BL21 (DE3) Star kompetentines lasteles.
Toliau E. coli BL21 (DE3) Star Igsteliy transformantai buvo auginami baltymy raiSkai,
indukuojant IPTG tirpalu.

Siekiant iSsiaiSkinti ar baltymy raiSka jvyko, atlikta baltymy elektroforezé
denatiiruojanciomis salygomis. Atliktas lasteliy méginiy, imty prie§ ir po indukcijos,
paruo$imas. Gauti baltymy méginiai atskirti SDS-PAGE poliakrilamidiniame gelyje (3.2
pav.).

K 1 2 M 3 4 K 5 6 M 7 8
Artvl Artvl Betvl Betvl Amba3 Artv5 Amba3 Artv5
- 1 -
~180 . .
] 3 : < ~M~53 kDa
. 70
N
\* ~10 ~40
‘ | ~55 —
'“ __35 a P— -
~40 :
~254
~35
~25

e

3.2 pav. Alergeny suliety su MBP baltymu sintezés lygio jvertinimas elektroforezes
budu, 12% poliakrilamido gelyje. 1, 3, 5, 6 takeliuose — méginiai paruosti i§ biomasiy,
surinkty pries§ baltymo sintezés indukcija; 2, 4, 7, 8 takeliuose — méginiai paruosti i8
biomasiy, surinkty po indukcijos. K — pET28-MBP-TEV. Rodyklémis nurodyta kokio
dyzio rekombinantiniai baltymai turéjo gautis. Markeris — PageRuler ™ Prestained
Protein ladder, kDa.

I8 3.2 pav. matyti, kad pavyko visy baltymy raiSka, didziausias kiekis gautas Bet v 1,
Amb a 3 ir Art v 5 baltymy, o maZesnis Art v 1 baltymo.
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3.1.1 Baltymy tirpumo tikrinimas

Gavus tiksliniy baltymy raiskg, toliau buvo tikrinamas jy tirpumas. Tirpios ir nuosédy
frakcijy tikrinimas vykdytas sonikuojant nucentrifuguotas lastelés, kuriose buvo vykdyta
rekombinantinio baltymo raiska. Gauti méginiai analizuoti SDS-PAGE poliakrilamidiniame

gelyje (3.3 pav.).

1 2 3 M 4 M 5 6 7 8
Artvl Betvl Artvl Betvl Amba3 Amba3 Artv5 Artvs

~55 kDa ~61 kDa

3.3 pav. Baltymy tirpumo jvertinimas elektroforezés biidu, 12% poliakrilamido gelyje . 1, 2,
5, 7 takeliuose - tirpiy baltymy frakcija; 3, 4, 6, 8 takeliuose — netirpiy baltymy frakcija.
Rodyklémis nurodyta kokio dyzio rekombinantiniai baltymai turéjo gautis. Markeris —
PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.

Art v 1, Bet v 1 ir Art v 5 baltymai daugiausia matomi supernatanto frakcijoje, tai
rodo, kad tiksliniai baltymai yra tirplis, 0 Amb a 3 baltymas — netirpus, matomas nuosédy
frakcijoje.

Siekiant padidinti Amb a 3 baltymo tirpumag buvo pakeistos E. coli BL21 (DE3) Star
lasteliy auginimo salygos: sumazinta temperatiira iki 12 °C ir prailgintas inkubavimo laikas

nuo 4 iki 24 valandy , tai padéjo gauti didesnj tirpaus baltymo kiekj (3.4 pav.).
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M 1 2
Amba3 Amba3

SRS
Semmanea-1-30)

w00

0

3.4 pav. Amb a 3 baltymo tirpumo jvertinimas elektroforezés btidu, 12% poliakrilamido
gelyje . 1 takelyje — tirpiy baltymy frakcija; 2 takelyje — netirpiy baltymy frakcija. Markeris
— PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.

Véliau buvo uzauginti didesni visy rekombinantiniy baltymy biomasés kiekiai (~2 Q)
gryninimui. MBP-Bet v 1 ir MBP-Art vl baltymai sékmingai iSgryninti kolegy panaudojant
afining chromatografija pries MBP inkara. Zemiau parodytos MBP-Bet v 1 gryninimo
frakcijos (3.5 pav.).

3.5 pav. MBP-Bet v 1 po gryninimo per MBPTrap HP (pH 7.4), elektroforés SDS-PAGE
vaizdas. 1 takelyje — lizatas, jnesta 8 ug. 2, 3 takeliuose — nesorbuoto baltymo frakcijos, po 8
ug. 5-9 takeliuose — baltymo desorbuoto maltozés tirpalu frakcijos, po 8 pg. Markeris —
PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.

Preliminariais duomenimis, abu sulieti baltymai yra antigeniski ir reaguoja su

atitinkamais serumais.
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3.2 Rekombinantiniy augaliniy alergeny sintezé N. benthamiana raiskos sistemoje
3.2.1 RaiSkos vektoriy tikrinimas

Visi alergenai buvo konstruojami su MBP N-gale, kad buty galima baltymus gryninti
pagal tg pacig schema, kaip ir bekterijose sintetinamus alergenus. Taciau Zinant, kad MBP yra
bakterinis baltymas ir su juo sulieti baltymai gali blogai sintetintis augaluose, paraleliai buvo
daromos konstrukcijos tik su His inkaru N-gale. Taip pat, kai kurie alergenai yra natiraliai
sekretuojami augaluose, todél sintetinant juos citoplazmoje jy iSeiga gali biiti maza, jie gali
blogai susilankstyti ar dé¢l glikozilinimo arba kity modifikacijy nebuvimo gali biuti
neantigeniski. Todél nattiraliai sekretuojamiems alergenams buvo daromos ir konstrukcijos su
nepaSalinta sava signaline seka N-gale, o jy aptikimui ir gryninimui pridétas His inkaras C-
gale.

Kadangi raiSkos vektorius su His inkaru C-gale dar nebuvo tikrintas, buvo
sukonstruota kontroliné plazmideg, i §j vektoriy jterpiant reporterinji GFP baltyma. Norint gauti
GFP-His konstrukta, pirmiausia buvo atliekama PGR reakcija nuo plazmid¢je esancio GFP
geno sekos. Véliau GFP genas su atitinkamy restriktaziy atrpazinimo sekomis galuose buvo
iSgrynintas ir liguotas j PJET1.2 klonavimo vektoriy bei transformuotas j E. coli DH5a
kompetentines lasteles. Atrinktus transformantus patikrinus restrikcinés analizés budu ir
atlikus sekvenavimg, naudojant Eco311 restriktaze GFP genas iskirptas ir liguotas | pRR-
PEV1-CHis raiskos vektoriy.

Sukonstruota reporteriné plazmidé buvo patikrinta, ja lyginant kartu su jau anksciau
laboratorijoje sukonstruotomis reporterinémis plazmidémis, koduojan¢iomis His-GFP ir His-
MBP-GFP baltymus. Virusiniai vektoriai buvo transformuoti j A. tumefaciens lasteles, o
transformantai infiltruoti naudojant vakuumg — taigi ne tik iSbandyta naujai sukonstruota
reporteriné plazmide, bet ir patikrinta reporteriniy geny reiSka agrobakterijas infiltruojant
vakuumu, kadangi ankséiau laboratorijoje augalai buvo infiltruojami tik $virk$to pagalba.
Kiekvienai konstrukcijai skirta po vieng atskirg augalg.

Vektoriy ir infiltracijos efektyvumas nustatytas pagal GFP baltymo raiskos lygj
ivertinant fluorescencijos intensyvumg apsvietus augalus ultravioletine (UV) Sviesa, penkta,
septinta, desimta ir keturiolikta dienomis po infiltracijos (dpi) (3.7 pav.). Zemiau pateiktame
paveiksle pagal fluorescencijos rySkumg galima matyti, kad dauguma lapy infiltruoti tolygiai
ir yra nepazeisti. Infiltracijai naudojant Svirkstg gana daznai yra pazeidziami augalo audiniai,
meéginys netolygiai pasiskirsto lapuose, tai gali lemti prastesn¢ raiSkg ir daznesn¢ lapy
nekrozg. Vertinant Siuos aspektus, infiltracija vakuumu yra pranasesné uz infiltracija

naudojant Svirkstg.
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3.6 pav. GFP baltymo raiska N.benthamiana laikinos raiskos sistemoje. Nuotraukose
matoma GFP baltymo fluorescencija skirtingomis dienomis po infiltracijos su A. tumefaciens
transformantais, turinCiais skirtingy konstrukty plazmides: a — pPRR-PEV1-CHis-GFP; b —
pRR-PEV1-NHis-GFP; ¢ — pRR-PEV1-MBP-GFP.
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Augaluose, infiltruotuose skirtingomis plazmidziy konstrukcijomis, pastebimas
skirtingas fluorescencijos intensyvumas, apsvietus augalus UV Sviesa. Didelis GFP baltymo
raiskos lygis gautas su PRR-PEV1-CHis-GFP ir pRR-PEV1-NHis-GFP plazmidémis.
Rezultatai rodo, kad bent jau GFP baltymo atveju néra svarbu kuriame baltymo gale yra His
inkaras. Augaluose, kurie buvo infiltruoti vektoriumi su MBP baltymu, matomas GFP
baltymo S$vytéjimas yra silpnesnis. Fluorescencijos intensyvumas taip pat nevienodas ir
skirtingomis dienomis po infiltracijos. Augaluose su pRR-PEV1-CHis-GFP ir pRR-PEV1-
NHis-GFP plazmidémis intensyvus §vytéjimas pastebimas jau penkta ir septintg dienomis po
agrobakterijy infiltracijos, o su MBP suliety baltymy intensyvesnis Svytéjimas matomas
vélesnémis dienomis. Tai lemia MBP baltymas, kuris yra apie 44 kDa dydzio ir gali
apsunkinti tikslinio baltymo raiskg. Svarbu paminéti ir tai, kad MBP baltymo kodony sudétis
biidinga bakterijoms, kas gali smarkiai sulétinti $io baltymo transliacija augaluose.

Norint i$siaiskinti kaip lapy fluorescencija koreliuoja su GFP baltymy raiSka, jvertinta
tikslinio baltymo koncentracija lapuose. Baltymai ekstrahuoti i$ skirtingomis konstrukcijomis
infiltruoty lapy méginiy, imty penkta, septintg ir keturiolikta dienomis po infiltracijos. Gauti
baltymy méginiai atskirti SDS-PAGE poliakrilamidiniame gelyje (3.8 pav.).

b)
M 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11
GFP-His His-GFP MBP-GFP
5dpi 7dpi 14dpi 5dpi 7dpi 14dpi 5dpi  7dpi  14dpi
~180
~130

~71 kDa

- . e

3.7 pav. a) baltymy elektroforezé 12 % poliakrilamido gelyje; b) baltymy elektroforezé 10

% poliakrilamido gelyje penkta, septintg bei keturioliktg dieng po infiltracijos (dpi); 2, 3, 4
takeliuose — pRR-PEV1-CHis-GFP raiSkos konstruktas; 5, 6, 7 — pRR-PEV1-NHis-GFP
raiSkos konstruktas; 9, 10, 11 — pRR-PEV1-MBP-GFP raiskos konstruktas; 1, 8 takeliuose —
kontrolé, pRR-PEV1. Rodyklémis nurodyta kokio dyZio rekombinantiniai baltymai turéjo

g

autis. Markeris — PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.
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Elektroforezés poliakrilamido geliuose matyti dideli GFP-His ir His-GFP baltymy
kiekiai ypac septintg ir keturiolikta dienomis po infiltracijos. Konstrukto, koduojan¢io MBP
baltyma, raiska zZymiai silpnesné, lyginant su kitais konstruktais ir atsiranda keturiolikta dieng

po infiltracijos.
3.2.2 Augalinius alergenus koduojanciy seky klonavimas

Sintezei N. Benthamiana raiskos sistemoje buvo pasirinkti baltymai i§ skirtingy
alergeny Saltiniy: paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris) Artv 6, juodalksnio (lot. Alnus
glutinosa) Aln g 4, kietinés ambrozijos (lot. Ambrosia artemisiifolia) Amb a 4, europinio
alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole e 7, Ole e 9 ir Ole e 10, paprastosios kriausés (lot.
Pyrus communis) Pyr ¢ 1 ir Pyr ¢ 3, pasarinio motiejuko (lot. Phleum pratense) Phl p 13,
persiko (lot. Prunus persica) Prup 3.

Alergenus koduojancios sekos pagausintos polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu. Naudoti pradmenys, kuriy pagalba taip pat jvesti Eco311 restrikcijos endonukleaziy
taikiniai koduojanciy seky galuose, nurodyti ,,medziagos ir reagentai* skyrelyje, 2.3 lenteléje.

PGR reakcijos metu gauty fragmenty apytiksliai ilgiai nurodyti 3.1 lenteléje.

3.1 1entelé. PGR metodu gauti apytiksliai produkty ilgiai

Tiesioginio | Atvirkstinio | APYtikslis
) pradmens pradmens gauto
Alergeno Saltinis Alergenas Sablonas pavadinimas pavadinimas produkto I|g|S,
bp
Artemisia vulgaris Artv 6 DNR | Artv6SS dir | Artve-1_rev ~1469
Alnus glutinosa Alng4 KDNR | AInG4-1_dir | AInG4(1) rev <300
Ambrosia Amb a4 KDNR | AmbA4-1 dir | AmbA4 rev >427
artemisiifolia
Olee7 DNR OleE7-1_dir OleE7m_rev ~390
Olea europaea Olee9 DNR | OleE9-1_dir OleE9_rev ~1900
Olee 10 DNR | OleE10-1_dir | OIleE10 _rev >2500
Pyrc1 MalD1_dir MalD1_rev 500
Pyrus communis KDNR
Pyrc3 MalD3_dir PruP3-1_rev <400
Phleum pratense Phlp 13 DNR | phIp13-2_dir | PhIP13_rev ~1285
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Prunus persica Prup3 KDNR | pryp3ss dir | PruP3-1_rev <400

Art v 6, Ole e 7, Ole e 9, Ole e 10 bei Phl p 13 alergenus koduojanciy seky
pagausinimui teko panaudoti i§ augaly iSskirta genoming DNR, o Aln g 4, Amb a 4, Pyrc 1,
Pyr ¢ 3, ir Pru p 3 — koduojancias sekas pavyko gauti i§ iSskirtos RNR. I$skyrus i§ lgsteliy
RNR, susintetinta KDNR, atlickant atvirkstinés transkriptazés reakcija (RT-PGR). Tikslinius
baltymus koduojancios  sekos pagausintos PGR metodu naudojant oligonukleotidus,

komplementarius tikslinei DNR sekai. Gauti amplikonai agaroziniame elektroforezés gelyje

matomi 3.9 pav.

3.8 pav. PGR produkty vaizdavimas 1 % elektroforezés gelyje. 1 takelyje — apie 390 bp Ole
e 7 alergeng koduojancios sekos fragmentas, 2 takelyje — apie 1285 bp Phl p 13 fragmentas,
3 takelyje — apie 1469 bp dydzio Artv 6 fragmentas, 4 takelis — <300 bp dydzio Aln g 4
fragmentas, 5 takelyje — Ole e 10 fragmentas, kurio dydis >2500 bp, 6 takelyje matoma
<400 bp ilgio fragmento seka, koduojanti Pru p 3 alergeng, 7 takelyje — Pyr ¢ 3 fragmentas,
kurio dydis <400bp; 8 takelis— 500 bp dydzio Pyr ¢ 1 fragmentas; 9 takelis — >427 bp Amb
a 4 fragmentas, M — MassRuler DNA Ladder Mix, M* — GeneRuler DNA Ladder Mix, kb.

Norint i8siaiSkinti ar gauti fragmentai koduoja reikiamus baltymus ir neturi PGR
metu arba nattraliy mutacijy metu jvykusiy klaidy, trikdanéiy baltymo transliacija ar
kei¢ianCiy aminoriigStis konservatyviose pozicijose, nustatytos §iy fragmenty nukleotidy
sekos.  Siam tikslui pasiekti buvo iSgryninti fragmentai (3.7 pav.), liguoti j pJET1.2
klonavimo vektoriy ir nustatytos jy sekos. Isitikinus, jog PGR reakcijos metu gauta reikiama
alergena koduojanti DNR ir koduojamoje sekoje néra reikSmingy klaidy, tiksliniai genai,
naudojant jvestus Eco311 restrikcijos endonukleazés taikinius, perkelti | pPRR-PEV1-MBP,
pRR-PEV1-NHis bei pRR-PEV1-CHis (sekretuojamy alergeny su nepasalinta signaline seka)
raiSkos vektorius.
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3.2.3 Rekombinantiniy augaliniy alergeny raiska

Sukonstruoti augaly raiskos vektoriai nurodyti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Galutiniai raiSkos vektoriai su jterptais tiksliniais genais

Raiskos vektoriai

pRR-PEV1-MBP-AInG4
pRR-PEV1-NHis-AlnG4
pPRR-PEV1-MBP-AmbA4
pPRR-PEV1-NHis-AmbA4
pRR-PEV1-CHis-SS-AmbA4

pRR-PEV1-MBP-ArtvV6
pPRR-PEV1-NHis-ArtV6
pRR-PEV1-CHis-SS-ArtV6

pRR-PEV1-MBP-OleE7
pRR-PEV1-NHis-OleE7
pRR-PEV1-CHis-SS-OleE7

pRR-PEV1-MBP-OleE9
pRR-PEV1-NHis-OleE9
pPRR-PEV1-CHis-SS-OleE9

pRR-PEV1-MBP-OleE10
pRR-PEV1-NHis-OleE10
pRR-PEV1-CHis-SS-OleE10

pRR-PEV1-MBP-PhIP13
pRR-PEV1-NHis-PhIP13
pRR-PEV1-CHis-SS-PhIP13

pRR-PEV1-MBP-PruP3
pPRR-PEV1-NHis-PruP3
pRR-PEV1-CHis-SS-PruP3

PRR-PEV1-MBP-PyrC1
PRR-PEV1-NHis-PyrC1

pRR-PEV1-CHis-SS-PyrC3

AprasSymas

Raiskos vektoriai skirti Aln g 4 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Amb a 4 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Art v 6 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Ole e 7 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Ole e 9 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Ole e 10 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Phl p 13 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Prup 3 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Pyr ¢ 1 baltymo sintezei.

Raiskos vektoriai skirti Pyr ¢ 3 baltymo sintezei.
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Visi konstruktai transformuoti j A. tumefaciens kompetentines lasteles. Toliau N.
benthamiana augalai infiltruoti gautais agrobakterijy transformantais.

Siekiant patikrinti alergeny raiSkos rezultatus ir priklausomybe nuo dpi, infiltruoty
lapy méginiai imti skirtingomis dienomis po infiltracijos ir analizuojami SDS-PAGE
poliakrilamidiname gelyje (3.10 pav.).

MBP-AING4 His-AlInG4
M K 7dpi 11dpi 14dpi M K 7dpi  1ldpi

L

MBP-AmbA4 His-AmbA4 SS-AmbA4-His
K 7dpi 10dpi 14dpi K 5dpi 7dpi 10dpi K 5dpi  7dpi

TrislTri 10%

M

—
-—
—55

MBP-Artve6 His-ArtV6 SS-ArtVe-His
M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi K 5dpil 7dpi M , K 7dpi  11dpi
~180 : :

iTris-GIy 8%
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MBP-OleE7 His-OleE7 SS-OleE7-His
M K 7dpi 10dpi

v5dpi 7dpi  10dpi

K 7dpi 12dpi M K

M —
— Tris-Tri 10%
=70

—r . — G
—A) P

MBP-OleE9 His-OleE9 SS-OleE9-His
M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi M K  7dpi 10dpi 14dpi

Tris-Gly 8%

MBP-OleE10 His-OleE10 SS-OleE10-His
M K 7dpi 12dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi

MBP-PhIP13 His-PhIP13 SS-PhIP13-His
M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi M K  7dpi 10dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi
 Tris-Gly 8% ‘ \ - '
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MBP-PruP3 His-PruP3 SS-PruP3-His
M K 7dpi  10dpi M K 7dpi 10dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi

w0 Tris-Gly 8%
~130

MBP-PyrC1 His-PyrC1 SS-PyrC3-His

M K 7dpi 10dpi M K 5dpi 7dpi 10dpi 14dpi M K 5dpi 7dpi 1l4dpi
~180 Tris-Gly 8% " TrisTri 10% Tri 10%
W '} ‘

N.

~130

" ~60 kDa

o
—
3.9 pav. Alergeny raiSkos rezultatai ir priklausomybé nuo dienos po infiltracijos.
Raudonuose rémeliuose pazymeéti baltymai, kuriy raiska buvo gauta: MBP-AInG4 (~53
kDa), His-AInG4 (~10 kDa), MBP-AmbA4 (~72 kDa), His-OleE9 (~47 kDa), SS-
PruP3-His (~10 kDa), MBP-PyrC1(~60 kDa), His-PyrC1(~19 kDa), SS-PyrC3-His (~10
kDa). Rodyklémis nurodyti gauty baltymy ir baltymy, kuriy forezéje nepavyko pamatyti,

laukiami dydziai. K — pRR-PEV1. Markeris — PageRuler "™ Prestained Protein ladder,
kDa. Tris-Gly — tris-glycininis gelis; Tris-Tri — tris-tricininis gelis.

MBP-AInG4, His-AInG4 ir MBP-PyrC1 panaSus baltymy kiekis matomas visomis
dienomis. MBP-AmbA4 alergeno didziausias kiekis pastebimas deSimta ir keturiolikta
dienomis. His-OleE9 baltymo nezymi raiSka atsiranda septintg dieng, deSimtg dieng kiekis
atrodo didziausias, o keturioliktg kiek mazesnis. SS-PruP3-His raiska tolygiai augo visomis
dienomis, 0 keturiolikta dieng buvo matomas didZiausias kiekis. SS-PyrC3-His raiska
pastebima tik keturiolikta diena po infiltracijos. His-PyrC1 baltymas nerySkiai matomas jau

penkta diena, o kitomis dienomis raiska atrodo vienoda.
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Artv 6, Ole e 7, Ole e 10, Phl p 13 alergenai baltymingje forezéje nebuvo matomi nei

kad, todél neaiSku ar tokie dideli baltymai gali gautis Sioje sistemoje. His-PhIP13 ir SS-
PhIP13-His baltymy dydis yra labai panaSus, kaip ir lgstelés baltymy, galimas persidengimas
su gausiausio fotosintetinanc¢ios augalinés lastelés baltymo RuBisCo didziuoju subvienetu
(~55 kDa), dél to yra reikalinga baltymy imuniné hibridizacija. Su His-tag konstruktu taip pat
nepavyko aptikti Pru p 3 (~10 kDa) ir Amb a 4 (~30 kDa), sekretuojamos formos su
histidininiu inkaru C-gale — Ole e 9 (~47 kDa) bei Amb a 4 (~30 kDa), o su MBP baltymu —
Ole ¢ 9 (~90 kDa) ir Pru p 3 (~52 kDa) alergeny. Taip pat svarbu paminéti, kad baltymai,
kuriy dydis apie 15 kDa gali persidengti su RuBisCo mazuoju subvienetu (~13 kDa).

Atlikus alergeny raiskos ir priklausomybés nuo dpi rezultaty analizg, toliau buvo
bandoma sintetinti baltymus didesniais kiekiais. MBP-PyrC1, MBP-AmbA4 ir SS-PruP3-His
baltymai buvo infiltruojami j N. Benthamiana (kiekvienai konstrukcijai skirta po keturis
augalus), lapai nuimami keturiolikta dieng po infiltracijos. Gauti baltymy méginiai atskirti

SDS-PAGE poliakrilamidiniame gelyje (3.11 pav.).

M 1 2 M 3 4 M 5 6
~130 Tris-Tri 10% 180 Tris-Gly 8% ~130 Tris-Tri 10%
~100 ~130 =300

.—-35 :
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3.10 pav. Tiksliniy augaliniy baltymy sintezé didesniais kiekiais. 1, 3, 5 takelyje — pRR-
PEV1, 2 takelyje — pRR-PEV1-MBP-PyrC1 (~60 kDa), 4 takelyje — pRR-PEV1-MBP-
AmbA4 (~72 kDa), 6 takelyje — pRR-PEV1-CHis-PruP3 (~10 kDa), Markeris — PageRuler ™
Prestained Protein ladder, kDa.

I8 3.11 pav. galima spresti, kad tiksliniy augaliniy alergeny sintez¢ dideliais kiekiais

sékmingai pavyksta N. Benthamiana augaluose.
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3.3 Numatyti eksperimentai
3.3.1 Baltymy imuniné (Western) hibridizacija

Atlikus tiksliniy alerginiy baltymy raiska N. Benthamiana augaluose, toliau turéjo biiti
taikomas baltymy imuninés (Western) hibridizacijos metodas. Baltymy imuninei
hibridizacijai atlikti turéjo biti naudojami priminiai antikiinai prie§ 6x His uodegéle bei MBP
baltyma, o antriniai antikiinai — pries§ pelés IgE.

Imuninés hibridizacijos metodu, nurodytu 2.3.1 skyrelyje, aptikus juosteles tose
pozicijose, kur rekombinantinis baltymas buvo matomas ir SDS-PAGE geliuose, buty
patvirtinta, kad tai tikrai yra tikslinis baltymas, kad su juo sulieti inkarai reaguoja su
atitinkamais antiktinais, ir kad tokius baltymus galima bandyti gryninti, panaudojant afining
chromatografija, nukreipta j tuos inkarus. Panaudojant §j metoda galima tikétis aptikti ir tuos
tikslinius baltymus, kuriy juosteliy nepavyko iSskirti SDS-PAGE geliuose: tuos, kuriy raiska
yra silpna, tuos, kurie persidengia su gausesniais lapo Igstelés baltymais (pagrinde RuBisCo
didziuoju arba mazuoju subvienetu) ir tuos, kuriy migravimas skiriasi nuo apskaiciuoto pagal
Ju aminortig§ciy sudétj (dél baltymo fizikocheminiy sgvybiy arba dél jo dalinés degradacijos).
Silpnai sintetinamy baltymy raiSkg véliau galima biity bandyti optimizuoti, o imuninés
hibridizacijos metodu neaptikus net silpno signalo, reikéty i$ naujo patikrinti agrobakterijy
transformantus ir pacias konstrukcijas, galbiit konstruoti naujus raiskos vektorius, pavyzdziui,

nukreipiant baltymus j chloroplastus.
3.3.2 Baltymy tirpumo tikrinimas

Patvirtinus alergeny rai$ka toliau biity analizuojamas baltymy tirpumas pagal 2.3.2

skyrelyje nurodyta metodikg. Nuo to, ar baltymas yra ekspresuojamas tirpus ar netirpus

priklausyty baltymy gryninimo metodika.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siuo metu didZioji dauguma rekombinantiniy alergeny yra sintetinami bakterijy
raiskos sistemose. E. coli bakterijy raiskos sistema yra viena patogiausiy ir ekonomiskiausiy
platformy rekombinantiniy alergeny gamybai (Lin ir Alcocer, 2017). Naudojant Sias
bakterijas buvo susintetinti Man i 1 (lot. Mangifera indica) (Tsai et al., 2017), Amar 3 (lot.
Amaranthus retroflexus) (Moghaddam et al.,, 2019) ir daug kity augalinés kilmés
rekombinantiniy alergeny. Taciau E. coli susintetinti baltymai neturi augalinéms lasteléms
budingy potransliaciniy modifikacijy, gali biiti netinkamai sulankstyti ir dél Siy priezasciy
silpnai atpazjstami specifiniy antikiiny, tokiu atveju rekombinantiniy alergeny sintezé turi biiti
atlickama eukariotinése raiskos sistemose.

Augaly raiskos sistemos taip pat buvo sékmingai pritaikytos rekombinantiniy baltymy
sintez¢je. Svarbu tai, kad dauguma alergeny yra augalinés kilmés ir gali turéti specifines
augalams buidingas potransliacines modifikacijas, kurios yra svarbios IgE atpazinimui (Lin ir
Alcocer, 2017). N. benthamiana augaly laikinos raiskos sistemoje buvo sékmingai gautas Bet
v 1 (lot. Betula pendula) (YYamada et al., 2020) alergenas.

Siame darbe buvo sickiama susintetinti paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris)
Artv 1 ir Artv 5, karpotojo berzo (lot. Betula pendula) Bet v 1 ir kietinés ambrozijos (lot.
Ambrosia artemisiifolia) Amb a 3 rekombinantinius baltymus bakterijy raiSkos sistemoje.
Augaly laikinos raiSkos sistemoje buvo bandoma susintetinti paprastojo kieCio Artv 6,
juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 4, kietinés ambrozijos Amb a 4, europinio
alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole e 7, Ole e 9 ir Ole e 10, paprastosios kriausés (lot.
Pyrus communis) Pyr ¢ 1 ir Pyr ¢ 3, paSarinio motiejuko (lot. Phleum pratense) Phl p 13 bei
persiko (lot. Prunus persica) Pru p 3 rekombinantinius baltymus.

Gauti rezultatai parodé itin intensyviag su MBP suliety Bet v 1, Amb a 3 ir Art v 5
baltymy sinteze, o Art v 1 baltymo raiSka buvo silpnesné. Toliau buvo atliekamas baltymy
tirpumo tikrinimas. Visi baltymai buvo gauti tirpts iSskyrus Amb a 3 alergeng, taciau
sumazinus Igsteliy inkubavimo temperatiirg pavyko gauti ir tirpig baltymo formg. Bet v 1,
Amb a 3 ir Art v 5 natliraliame Seimininke yra nesekretuojami baltymai, o Art v 1
sekretuojamas, galbiit dél to pastarojo raiska bakterinéje raiskos sistemoje yra silpnesné nei
kity. Véliau buvo uzauginti visy bakterijose ekspresuoty baltymy didesni biomasés kiekiai, o
su MBP sulieti Bet v 1 ir Art v 1 buvo sékmingai iSgryninti.

Augaly laikinos raiskos sistemoje alergeny raiska bandyta suliejus juos su MBP arba
6xHis inkarais N-gale, o sekretuojamus alergenus ir su natyviomis signalinémis sekomis bei

sulietu 6xHis inkaru C-gale. Skirtingi baltyminiai inkarai ir jy vieta baltyme gali nulemti
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skirtingg sulieto baltymo raiska, bet jy jtaka galima patikrinti suliejant su patogiu reporteriniu
baltymu. Siame darbe buvo sukonstruotas kontrolinis vektorius koduojantis GFP-His baltyma,
ir jis palygintas su anksciau sukonstruotais vektoriais, koduojanc¢iais MBP-GFP ir His-GFP
baltymus. Rezultatai parodé intensyvig GFP baltymy, suliety su 6xHis inkaru tiek N-, tiek C-
gale, sintezg, taciau GFP sulieto su MBP raiska vyko lé¢iau ir atsirado vélesnémis dienomis
po infiltracijos. Neefektyvi MBP baltymo raiska gali bati dél to, kad jj koduoja bakterijy seka
su neoptimizuotais kodonais augaly raiSkai arba pati bakterinio baltymo struktiira nelabai
tinkama raiskai augalinéje lasteléje.

Kadangi augalinéje raiskos sitemoje turi puikiai veikti i§ augaly iSskirtos baltymus
koduojancios sekos, taip pat siekiant susintetinti alergenus, esan¢ius mus supanciuose ir miisy
valgomuose augaluose, raiSkai augaluose buvo panaudota i§ prieinamy alergeny S$altiniy
i§skirta genetiné¢ medziaga. Tuo tikslu i§ atitinkamy augaly daliy i$skirtos RNR arba DNR,
gauti reikiamy alergeny kDNR arba genai ir nustatytos jy sekos. Gautos sekos klonuotos i
laikinos raiSkos vektorius ir tikrinta rekombinantiniy alergeny sintez¢.

Modifikuoto tabako mozaikos viruso vektoriy pagalba gauta aiski Aln g 4, Amb a 4,
Ole e 9, Pyr ¢ 1 nesekretuojamy alergeny raiSka, visi Sie baltymai iki Siol augaluose
sintetinami nebuvo ir Siame darbe jy raiSka buvo vykdoma pirma karta. MBP-PyrC1, MBP-
AmbA4 ir SS-PruP3-His baltymy raiska sékmingai jvykdyta ir infiltruojant didesnius augaly
Kiekius, paruostos biomasés §iy baltymy tirpumo tikrinimui ir gryninimui. I§ sekretuojamy
baltymy buvo gauti tik Pru p 3 ir Pyr ¢ 3 alergenai, priklausantys lipidus pernesanciy baltymy
grupei.

Atlikus raiSkg N. benthamiana augaly raiSkos sistemoje, baltyminéje forezéje
nesimaté diskretisky Art v 6, Ole e 7, Ole e 10 ir Phl p 13 baltymy juosty, nebuvo matomi ir
nesekretuojami Pru p 3 bei Pyr ¢ 3 alergenai. I§ ansktesniy laboratorijos darby jau zinoma,
kad nevyksta nesekretuojamy lipidus pernesanciy baltymy, Pru p 3 ir Pyr ¢ 3 homology
raiska. MBP-OleE10 numatomas dydis yra ~92 kDa, o MBP-PhIP13 ~83 kDa, todél neaisku
ar tokie dideli baltymai gali gautis Sioje sistemoje. His-PhIP13 ir SS-PhIP13-His baltymy
dydis yra labai panaSus, kaip ir gausiausiy augalinés lgstelés baltymy, todél galimai jie
persidengia su RuBisCo didziuoju subvienetu. | daugelj rekombinantiniy alergeny raiskos
klausimy turéty atsakyti imuninés hibridizacijos pries§ sulietus inkarus ekperimentai, kuriy
nespéta atlikti.

Apibendrinant galima teigti, kad E. coli bakterijy raiskos sistema yra efektyvi, ja
naudojant gaunama intensyvi baltymy raiska. E. coli lastelése jau ir ankstesniuose tyrimuose
buvo sékmigai susintetinta daug augalinés kilmés alerginiy baltymy, tac¢iau ne visi jie

pakankamai antigeniski. Lyginant su bakterijomis, N. benthamiana augaly raiskos sistemoje
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iki Siol buvo susintetinta daug maziau alerginiy baltymy, taciau tabako mozaikos viruso
pagrindu sukonstruota laikinos raiskos sistema yra perspektyvi, ypa¢ norint gauti alergenus,
kuriy raiska E. coli 1astelése yra problematiska arba jie nepakankamai antigeniski. Tiek E. coli
bakterijy, tick N. benthamiana raiSkos sistemos yra gana pigios, auginimo sglygos
nereikalauja tokiy dideliy kasty kaip zinduoliy lgsteliy kulttiry sistemos. Naudojant bakterijy
ir augaly raiSkos sistemas alerginiy baltymy gavimui, galima efektyviai pagerinti alergijy
diagnostikos kokybe¢ bei ilgalaikéje perspektyvoje uztikrinti geresng asmens ir visuomeneés
sveikatg. Be to, augaluose efektyviai sintetinami augaliniai rekombinantiniai alergenai savo
savybémis turéty buti identiski alergenams, aptinkamiems natiiraliuose Saltiniuose, todél

ateityje jie galéty buti panaudojami alergijy gydymui imunoterapijos budu.
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ISVADOS

. Sukonstruoti augaliniy alergeny (Art v 1, Art v 5, Bet v 1, Amb a 3) suliety su MBP
inkaru raiskos bakterijose vektoriai.

E. coli raiskos sistemoje panaudojant BL21 (DE3) Star lgsteliy kamieng pavyko gauti
efektyvig visy rekombinantiniy augaliniy alergeny sinteze. ISbandzius skirtingas
auginimo salygas pavyko pagerinti Amb a 3 baltymo tirpuma.

. I8 augalinés medziagos isskirtos alergenus Ole e 7, Ole e 9, Ole e 10, Phl p 13, Pru p
3, Pyr c 1, Pyr ¢ 3 koduojancios sekos.

. Sukonstruoti auksc¢iau iSvardinty alergeny raiSkos vektoriai su skirtingomis
modifikacijomis: bakteriniu MBP genu, su 6xHis inkarine seka pries$ tikslinj geng ir su
6xHis inkarine seka uZ tikslinio geno. | pirmus du vektorius buvo jterptos
nesekretuojamy alergeny sekos arba sekretuojamy alergeny sekos be signaliniy seky, o
] tre€igjj — sekretuojamy baltymy sekos su natyviomis signalinémis sekomis.

. Vykdyta rekombinantiniy alergeny raiska N. benthamiana augaluose. SDS-PAGE
poliakrilamidiniuose geliuose pavyko aptikti MBP-AInG4, His-AInG4, MBP-AmbA4,
His-OleE9, MBP-PyrC1, His-PyrC1, SS-PruP3-His ir SS-PyrC3-His baltymus

atitinkancias juosteles.
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Magistro baigiamasis darbas

Rekombinantiniy augaliniy alergenu sintezé augaly ir bakterijuy raiSkos

sistemose

SANTRAUKA

Dabartin¢je alergijy diagnostikoje ir imunoterapijoje paprastai naudojami alergeny
ekstraktai, kurie leidzia nustatyti alergijos Saltinius, taciau néra tinkami atskiry molekuliy
identifikavimui. Daugelj problemy, susijusiy su natiiraliais alergeny eckstraktais, galima
iSspresti naudojant geny inzineriniu budu gautus rekombinantinius alergenus. Norint
panaudoti baltymus biomedicininiuose tyrimuose yra reikalingi dideli kokybiskai i§gryninti jy
kiekiai, taciau tik nedaugelis baltymy natiiraliuose Seimininkuose yra sintetinami pakankamai
gausiai. Nuo baltymo ypatybiy priklauso kokig sistema pasirinkti jo sintezei, o norint gauti
reikiamg rezultatg kartais tenka iSbandyti ir kelias i$ jy.

Siame darbe augaliniy alergeny sintezei pasirinktos Escherichia coli raiskos ir
Nicotiana benthamiana laikinos raiSkos sistemos. Paprastojo kie¢io (lot. Artemisia vulgaris)
Artv 1 ir Artv 5, karpotojo berzo (lot. Betula pendula) Bet v 1 ir kietinés ambrozijos (lot.
Ambrosia artemisiifolia) Amb a 3 rekombinantiniai baltymai sékmingai susintetinti bakterijy
raiskos sistemoje. Paprastojo kie¢io Artv 6, juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 4,
kietinés ambrozijos Amb a 4, europinio alyvmedzio (lot. Olea europaea) Olee 7, Olee 9ir
Ole ¢ 10, paprastosios kriausés (lot. Pyrus communis) Pyr ¢ 1 ir Pyr ¢ 3, pasarinio motiejuko
(lot. Phleum pratense) Phl p 13 bei persiko (lot. Prunus persica) Pru p 3 rekombinantiniai
baltymai sintetinti augaly raiskos sistemoje. SDS-PAGE poliakrilamidiniuose geliuose
aptiktos Aln g 4, Amb a 4, Olee 9, Pyr ¢ 1, Pru p 3 ir Pyr ¢ 3 baltymus atitinkancios

juosteles.
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SUMMARY

In the diagnosis and immunotherapy of allergies, allergen extracts are commonly
used, which allow the identification of allergy sources, but are not suitable for the
identification of individual molecules. Many of the problems associated with natural
allergen extracts can be solved by the use of genetically engineered recombinant allergens.
Biomedical researchers need large amounts of high-quality purified protein, but only a
small number of proteins in natural hosts are synthesized in sufficient abundance. It
depends on the characteristics of the protein which system to choose for its synthesis, and
sometimes you have to try several of them to get the required result.

Escherichia coli expression and Nicotiana benthamiana transient expression
systems were chosen for the synthesis of plant allergens in this work. Mugword (lot.
Artemisia vulgaris) Art v 1 and Artv 5, birch (lot. Betula pendula) Bet v 1 and ragweed
(lot. Ambrosia artemisiifolia) Amb a 3 recombinant proteins have been successfully
synthesized in the bacterial expression system. Mugword Art v 6, black alder (lot. Alnus
glutinosa) Aln g 4, ragweed Amb a 4, olive (lot. Olea europaea) Ole e 7, Ole e 9 and Ole
e 10, pear (lot. Pyrus communis) Pyr ¢ 1 and Pyr ¢ 3, timothy grass (lot. Phleum
pratense) Phl p 13, peach (lot. Prunus persica) Pru p 3 recombinant proteins were
synthesized in the plant expression system. Alng 4, Amb a4, Olee 9, Pyrc 1, Prup 3 and
Pyr ¢ 3 proteins were detected on SDS-PAGE polyacrylamide gels.
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