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SANTRUMPOS

Act d — Actinidia deliciosa;

Aln g — Alnus glutinosa;

Ana c — Ananas comosus;

Angl. — angliskai;

Api m - Apis mellifera;

APS - amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

Ara h — Arachis hypogaea;

Art v — Artemisia vulgaris;

AtACT2 - A. thaliana aktino 2 promotorius;
Bet v — Betula pendula;

Bla g — Blattella germanica;

BMYV — bromo mozaikos virusas;

bp — baziy pora;

C5a — komplemento 5a faktorius;

Can f — Canis familiaris;

Cys — cisteinas;

Cor a— Corylus avellana;

CP — pavir$iaus baltymas (angl. coat protein);
Cuc m — Cucumis melo;

Der f — Dermatophagoides farinae;

Der p — Dermatophagoides pteronyssinus;
DMSO - dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidtrifosfatas;
dpi — diena po infiltracijos;

DTT — DL-ditiotreitolis;
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http://www.allergen.org/search.php?Species=Cucumis%20melo
http://www.allergen.org/search.php?Species=Dermatophagoides%20pteronyssinus

EDTA — Etilendiamintetraacto riigstis;

Fel d — Felis domesticus;

GFP — zaliai fluorescuojantis baltymas;

Gly m — Glycine max;

GMO - genetiskai modifikuotas organizmas;

Hel a - Helianthus annuus;

HEPES — (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné riigstis;
His-tag — Sesiy histidiny liekany seka;

Hor v — Hordeum vulgare;

IgE — imunoglobulinas E;

IL — interleukinas;

Jug r — Juglans regia;

kb — kilobaz¢, tikstantis baziy pory;

kDa — kilodaltonas, tiikstantis daltony;

KDNR — kopijiné DNR;

kV — kilovoltas;

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé¢;

LPS — Lipopolisacharidas;

LTP — lipidy pernasos baltymai;

mA — miliamperas;

Mal d — Malus domestica;

MBP — maltoze suriSantis baltymas;

MES — 2-(N-morfolino)etanosulfatas;

MP — judéjimo baltymas (angl. movement protein);
NLS - branduolio lokalizacijos signalas (angl. nuclear localization signal);
nSLTP — nespecifiniai lipidy pernasos baltymai;
Ole e — Olea europaea;

PAR — proteaziy aktyvuojamas receptorius;


http://www.allergen.org/search.php?Species=Helianthus%20annuus
http://www.allergen.org/search.php?Species=Hordeum%20vulgare
http://www.allergen.org/search.php?Species=Olea%20europaea

Pen ¢ - Penicillium citrinum;

PGR — Polimeraziné grandinin¢ reakcija;

Phl p — Phleum pratense;

PIPES — piperazino-N,N'-bis(2-etansulfoniné rtigstis);

Poa p — Poa pratensis;

PPI — polifosfoinosifidai;

PR — su patogeneze susij¢ baltymai (angl. Pathogenesis-related proteins);
Pro j — Prosopis juliflora;

Pru av — Prunus avium;

Pru du — Prunus dulcis;

Pru p — Prunus persica;

PVDF — Polivinildifluorido membrana;

RT-PGR — atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija;
SDS — natrio dodecilsulfatas;

SDS-PAGE - natrio dodecilsulfato denatiiruojanti poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
Ses i — Sesamum indicum;

SOB — super optimal broth mitybiné terpé;

TAE — Tris, acto rugsties, EDTA buferis;

TB — Tris-borato buferis;
TEMED — N, N, N", N'- tetrametiletilendiaminas;

Th —T limfocitai pagalbininkai;

Ti — auglj inicijuojanti plazmidé (angl. tumor unduction plazmid);
TLR - toll-like receptorius;

TMV - tabako mozaikos virusas;

Tria— Triticum aestivum;

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

TSLP — uzkrucio stromos limfopoetinas;


http://www.allergen.org/search.php?Species=Penicillium%20citrinum
http://www.allergen.org/search.php?Species=Phleum%20pratense
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UV - Ultravioletiniai spinduliai;

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas;



IVADAS

Ivairios alergijos daznai apsunkina daugelio pasaulio gyventojy kasdienybe. Per daug
stiprig imuning reakcija Zzmogaus organizme gali Sukelti skirtingi baltymai, kurie paprastai néra
kenksmingi (Schmidt et al., 2008). Iki Siol diagnostikoje ir terapijos tikslais paprastai
naudojami tik alergeny ekstraktai, kurie yra gaunami i§ gamtinés Zaliavos — alergeny $altinio
(Ferreiraet al., 2014). Taciau produktai i§ natiiraliy Saltiniy daznai susideda i$ daugiau nei vieno
komponento, gali turéti jvairiy alergijy nesukelian¢iy priemaiSy ar molekuliy patekusiy 18 kito
alergeny Saltinio (Schmidt et al., 2008). Dabartinéje diagnostikoje naudojami ekstraktai leidzia
nustatyti alergijos $altinius, taciau néra tinkami atskiry molekuliy atpazinimui. Dél daznos
alerginiy baltymy homologijos pacientams, kuriy imunitetas stipriau reaguoja ] daugiau nei
vieng alergijos $altinj, pasireiSkia kryzminés reakcijos. Tokiu atveju IgE antikiinai jungiasi ne
tik prie jam specifinio baltymo, bet ir prie homologisky, kurie gali buti pateke i§ visai kito
Saltinio (Ferreira et al., 2014).

Nepaisant to, jog per pastaruosius du deSimtmecius, didelé¢ dalis alergeny buvo
charakterizuota ir standartizuota, o diagnostikoje placiai naudojamy alergeny ekstrakty kokybé
stipriai pageréjo (Schmidt et al., 2008), vis dar reikia dideliy atskiry alergeny molekuliy kiekiy,
kad juos biity galima taikyti praktikoje.

Baltymy, reikalaujanciy potransliaciniy modifikacijy, raiskai ne visada tinka
prokariotinés sistemos, kadangi jose baltymas netinkamai susilanksto ar negauna reikiamy
potransliaciniy modifikacijy. Nemaza dalis alergijas i$§Saukianciy baltymy yra augalinés kilmés,
todél jy gamybai tinkamiausia turéty bati augaly raiskos sistema (Schmidt et al., 2008). Vienos
perspektyviausiy augaliniy raiSkos sistemy yra Nicotiana benthamiana rekombinantiniy
virusiniy vektoriy sistemos, pasizymincios didele tikslinio baltymo iSeiga, trumpu laikotarpiu
nuo geno iki produkto ir pigumu (Hefferon, 2014).

Siame darbe buvo sickiama patikrinti, ar N. benthamiana augalai yra tinkama raiskos
sistema rekombinantiniy juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 1, Europinio alyvmedZio (lot.
Olea europaea) Ole e 1, pievinés miglés (lot. Poa pratensis) Poa p 1, valgomojo ananaso (lot.
Ananas comosus) Ana c 2, persiko (lot. Prunus persica) Pru p 1, paprastojo lazdyno (lot.
Corylus avellana) Cor a 2, paprastosios saulégrazos (lot. Helianthus annuus) Hel a 3 bei
paprastojo kieCio (lot. Artemisia vulgaris) Art a 6 baltymy gamybai, uzkreCiant augalus
modifikuotu tabako mozaikos virusu.

Darbo tikslas: sukonstruoti Nicotiana benthamiana augaly laikinos raiskos sistema

ir panaudoti ja pasirinkty alergeny sintezei.



Darbo uzdaviniai:
I8skirti 1§ natiiraliy Saltiniy pasirinkty alergeny koduojancias sekas;
Sukonstruoti laikinos raiSkos vektorius su skirtingais baltyminiais inkarais;
Sukonstruoti reporterinius geny raiskos vektorius, leidzian¢ius vizualiai jvertinti jy
efektyvuma;
Sukonstruoti pasirinkty alergeny raiskos vektorius;
Vykdyti alergeny raiska N. benthamiana lapuose, ja optimizuoti ir jvertinti tiksliniy

baltymy sintezés efektyvuma.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Alergija

Alergija yra pernelyg stipri imuniniy procesy sukelta reakcija j svetimus baltymus,
kurie paprastai daugumai zmoniy néra kenksmingi, pavyzdziui, augaly ziedadulkés ar kai kurie
maisto produktai (Kavalitinas et al., 2010). Alerginés reakcijos gali atsirasti bet kurioje kiino
vietoje, taciau dazniausiai pastebimos ant odos ar gleivinés, nes tai yra pagrindiniai barjerati,
skiriantys organizmag nuo aplinkos (Akdis et al., 2014). Alerginiai sutrikimai tampa vis
aktualesne problema. Net 30 % pasaulio gyventojy kencia nuo pernelyg stiprios organizmo
reakcijos j tam tikrus alergenus (Anto et al., 2017).

Dazniausi alergeny Saltiniai yra namy dulkiy erkés, jvairiy zoliy, medziy ziedadulkeés,
maisto produktai (rieSutai, Zuvis, pienas, kiauSiniai, kvieCiai, vaisiai), pelésiai, gyviiny

pleiskanos ir daug kity (Giangieco et al., 2012).

1.1.1 Alerginiy reakcijy veikimo mechanizmas

Alergenai sgveikauja su jgimtos imuninés sistemos komponentais sukeldami jgytos
imuninés sistemos atsakg (1.1 pav.). Igimtg imunin¢ sistemg sudaro jvairaus tipo lgstelés,
turin¢ios atpazinimo receptorius (angl. recognition receptors), Kurie atpazjsta patogeng ar

grésme kelian¢ias molekules (Akdis et al., 2014).
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1.1 pav. Alergeny aktyvuotas jgimtos imunings sistemos veikimo mechanizmas. Pateikiami
kai kuriy alergeny sgveikos pavyzdziai su toll-like receptoriais, C tipo lektino receptoriais
per angliavandeniy lickanas, esancias alergenuose, su proteaziy aktyvintu receptoriumi
(PAR-2) per alergeny proteolitinj aktyvumga ir su inflamosomy kompleksu. Pagal Akdis et
al., 2014

Lastelés pavirSiuje yra jvairiy atpazinimo receptoriy. Tokie alergenai kaip Der p 2
(namy dulkiy erke), Fel d 1 (katé) bei Can f 6 (Suo) riSasi su lipopolisacharidais (LPS) ir
sgveikauja su TLR4 receptoriumi (angl. toll-like receptor), kuris suzadina imuninio atsako
pradininkus T pagalbininkus (Th). C tipo lektino receptoriai turi angliavandeniy atpazinimo
sritis, kurios riSa glikozilintus alergenus ir sukelia T Igsteliy susitelkimg. Ara h 1 (zemes
rieSutai), Der p 1 (namy dulkiy erké) bei Can f 1 alergenai sgveikauja su C tipo lektino
receptoriais — DC-SIGN. Ara h 1, Der p 1, Der p 2, Fel d 1, Can f 1 bei Bla g 2 (tarakonas)
sgveikauja su manozés receptoriais. Proteaziy aktyvuojamy receptoriy (PAR) signalas reaguoja
] ekstralgstelines proteazes. Namy dulkiy erkuciy (Der p 1, -3, -9) bei pelésiy (Pen ¢ 13)
alergenai aktyvuoja PAR-2, kas indukuoja interleuking IL25 bei uzkradio stromos
limfopoetinas (TSLP), inicijuojancius Th2 atsaka. Der p 1, Api m 4 (bité) bei Ambrosia
artemisiifolia ziedadulkés aktyvuoja inflamosomas — baltymy kompleksus, kurie pradeda
uzdegimo reakcija (Akdis et al., 2014).
Epitelio lastelés veikia kaip fizikinis barjeras, kurio jungiamieji baltymai gali bati
skaidomi proteaziy, tokiy kaip Der p 1 ar Act d 1 (kivis). Po alergeno kontakto epitelio lastelés
12



gamina TSLP, IL25 ir IL-33, kurie aktyvina dendritines Iasteles, o pastarosios sukelia Th2

atsaka (Anto et al., 2017). Th2 lgstelés gamina citokinus, tokius kaip interferong IL4 bei IL3.

Sie indukuoja specifiniy antikiiny, imunoglobuliny E (IgE), gamyba (Valenta et al., 2015).
Paprastai alerginés reakcijos nesukelia rimtesniy simptomy, taCiau pasireiskus

sunkioms reakcijoms, svarbu tinkamai nustatyti alergeny Saltinius, j kuriuos pacientas reaguoja
(Giangieco et al., 2012).

1.1.2 Alergeny kryZminés reakcijos

Alergenai yra skirstomi j baltymy Seimas pagal esmines savybes, pavyzdziui,
aminoriigs¢iy panasumag ar molekulés struktirg. Tai paciai baltymy Seimai priklausantys nariai
gali jungtis prie ty paciy IgE bei T lasteliy epitopy, kas sukelia kryzmines reakcijas. Geriausiali
iStirtos maisto alergeny kryZzminés reakcijos su berzy ziedadulkiy alergenu Bet v 1. Tokia
reakcija pasireiSkia daugiau nei 70 % berzo Ziedadulkéms alergiSkiems pacientams bei yra
dazniausia alergijos tam tikram maistui priezastis (Akdis et al., 2014).

Bet v 1 homology randama jvairiame maiste: Mal d 1 obuoliuose, Pru av 1 tresnése,
Gly m 4 sojoje (lot. Glycine max), Ara h 8 zemés rieSutuose. Nepaisant to, kad paminéti
alergenai nepriklauso berzo medziams, jy pirminé bei tretiné strukttros yra homologiskos

Bet v 1 molekulei (1.2 pav.)

Bet v 1

Ty

Pru av 1

TTTTYY

1.2 pav. Bet v 1 ir Pru av 1 molekuliy homologiniai konformaciniai
epitopai, sukeliantys IgE kryZminj reaktyvuma. Prognozuojamas IgE
epitopas molekulése pavaizduotas zalia spalva. Pagal Akdis et al.,
2014.
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Dél Bet v 1 ir Pru av 1 molekuliy panaSumo, zmogus alergiskai reaguoja ne tik j berzo
ziedadulkes, bet ir ] treSniy uogas (Akdis et al., 2014).

Alergeny kryzminés reakcijos gali nulemti klaidingas i§vadas diagnostikoje, kadangi
kiekvieno alergeno Saltinio komponentas turi skirtingg charakteristikg. Butent dél Sios
priezasties, labai svarbu identifikuoti atskiras alergeno Saltinio molekules, suteikiancias svarbig

informacija tiriant alergiska pacienta.

1.2 Augaliniy alergeny klasifikacija

Nuo devintojo deSimtmecio pabaigos, pradéjus nagrinéti pirmuosius alergenus
molekuliniu lygiu, buvo identifikuota §imtai alergeny i§ jvairiy $altiniy. Siuo metu egzistuoja
nemazai duomeny baziy, kaupianCiy informacijg apie alergenus: International Union of
Immunological Societies Allergen Nomenclature Subcommittee (http:// www.allergen.org), The
Allergome (http://www.allergome.org), the Food Allergy Research and Resource Program
Allergen Database (http://www.allergenonline.com) bei InFormAll duomeny bazé
(http://foodallergens.ifr.ac.uk/). Daugelis i jy alergenus klasifikuoja pagal Saltinius. Dél placiai
atlickamy tyrimy bei didéjancio skaiCiaus prieinamy alergeny seky ir struktiry, pastarieji
pradéti klasifikuoti pagal baltymy Seimas (Breiteneder, 2008). Baltymai, turintys >30 % sekos
panaSumag arba labai panaSias funkcijas ir struktiira, priskiriami vienai Seimai. Baltymai su mazu
sekos panaSumu, taciau pagal struktiiros ir funkcines savybes, rodantys bendra evoliucijos
kilme, priskiriami super§eimoms (L Lo Conte et al., 2002).

Pagal InFormAll duomeny baze, yra i$skiriama 151 alergeny baltymy Seima, augaly
alergenai priklauso 67 baltymy Seimoms. Daugiausiai augaliniy alergeny priklauso vienai i$

keturiy superSeimy: prolaminy, Cupin, Bet v 1 bei profiliny.

1.2.1 Prolaminy superSeima

Prolaminai — tai savita aminortgs$¢iy sudétj bei fizikines-chemines savybes turintys
augalinés kilmés baltymai. Sudaro pagrinding glitimo mas¢ griiduose. ISskirtiné prolaminy
savybé — tirpumas 60-80 % vandeniliniame alkoholio tirpale, kai tuo tarpu kiti baltymai iskrenta
nuosédomis. Siai superSeimai priklausantys baltymai turi jiems biidingg alfa-spiralés domena.
Pastarajame yra konservatyviy cisteino liekany, formuojan¢iy nuo trijy iki penkiy disulfidiniy
tilteliy. Dauguma baltymy turi biidingg aminortg$ciy sekos Cys-Cys ir Cys-X-Cys motyva,

kuriame X yra bet kokia aminoriigstis, iSskyrus cisteing (1.3 pav.). Be konservatyviy cisteino
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liekany, prolaminy superSeimai priklausantys baltymai tarpusavyje neturi didelio seky

panasumo (Matricardi et al., 2016).

o-amilazés/tripsino inhibitoriai

2
13 liekany ”J‘-I 7-8 liekanos |—L| 12-30 liekany [,J.\'L| 9 liekanos <77=] 29-33 liekanos |J\‘| 10-15 liekany Jq
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1.3 pav. Prolaminy $eimos nariams priklausanc¢ios konservatyvios cisteino liekanos,
formuojancios disulfidinius tiltelius. IStisinés linijos vaizduoja nustatytus disulfidiniy tilteliy
ry$ius, o numanomos disulfidiniy tilteliy jungtys pavaizduotos punktyrine linija. Pagal Mills

et al., 2004

Kelios prolaminams priklausancios baltymy Seimos buvo apibiidintos kaip alergenai:
griiddiniai prolaminai (gliadinai ir gliuteninai), bifunkciniai inhibitoriai, 2S albuminai bei
nespecifiniai lipidy pernaSos baltymai (Matricardi et al., 2016).

Griidiniai (angl. cereal) prolaminai — griidy séklose kaupiami baltymai. Siai $eimai
priklauso gliadinai ir glutaninai. Gliadinai yra tirpiis alkoholyje ir skirstomi j a, B, ¥ bei -
glutaminus. Glutaninai yra disulfidinémis jungtimis sujungti polimeriniai baltymai (Shewry et
al., 2002), skirstomi j didelés ir mazos molekulinés masés grupes. Kvie¢iuose (lot. Triticum
aestivum) randama keletas prolaminy: Tri a 19 (w-5 gliadinas), Tri a 21 (o/ B gliadinas) bei
gliuteninas Tri a 26 (Matricardi et al., 2016).

Bifunkciniai inhibitoriai — tai 12-16 kDa baltymai, tarpusavyje sujungti nuo keturiy
iki Se$iy disulfidiniy tilteliy (Shewry et al., 2002). Pagal jy subvienety agregacijos laipsnj,
baltymai gali egzistuoti skirtingy formy: monomeriniai, heterodimeriniai ar heterotetrameriniai
(Salcedo et al., 2011). Kaip ir gridiniai prolaminai, randami tik griiduose, alergizuoja
kvépavimo takus bei virskinamajj trakta (Shewry et al., 2002). Bifunkciniy inhibitoriy Seimai
priklauso mieziy (lot. Hordeum vulgare) monomerinis a-amilazés inhibitorius Hor v 15,
dimeriniai Tri a 28 bei tetrameriniai Tri a 29 kvie¢iy inhibitoriai (Matricardi et al., 2016).

2S albuminai — pagrindiné augaly séklose saugomy baltymy grupé. Dauguma 2S
albuminy sintetinami kaip vienos grandinés baltymai, kurie veliau skyla | mazus ir didelius

subvienetus. Tokios dvi dalys yra laikomos kartu kaip kompaktiskos a spiralés molekulés,
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turin¢ios nuo keturiy iki penkiy disulfidiniy jungéiy (Moreno et al., 2008). Dauguma svarbiy
augaly sékly bei riesuty alergeny priklauso 2S albuminy Seimai: Ara h 2, Ara h 6 i§ Zemés
rieSuty (lot. Arachis hypogaea), Sesi 1 i§ sezamo sékly (lot. Sesamum indicum), Cor a 14 i$
paprastojo lazdyno riesuty (lot. Corylus avellana) (Matricardi et al., 2016).

Nespecifiniai lipidu pernasSos baltymai (nsLTPs) — geba pernesti skirtingy tipy
fosfolipidus i§ liposomy ] mitochondrijas (Breiteneder, 2005). Nepaisant to, naujesnéje
literattiroje, nsLTP baltymy funkcija siejama su augalo apsauga prie§ grybelius ir bakterijas
(Matricardi et al., 2016). Dél $ios priezasties daznai priskiriami su patogeneze susijusiy (PR)
baltymy superSeimai. LTP Seimai priklausantys baltymai pasizymi bazinémis savybémis, yra
mazi su dideliu atsparumu kars¢io fermentinei denatiiracijai (Lindorff-Larsen et al., 2001).
Atsizvelgiant j skirtingg baltymy molekuling masg yra skirstomi j du pogrupius - LTP1 (9 kDa)
ir LTP2 (7 kDa). Sie pogrupiai nepasizymi didele aminorigi¢iy sekos homologija, i$skyrus
aStunto cisteino motyva, taiau turi pana$ig erdving struktiirg (Carvalho et al., 2007). LTP1
pogrupio baltymams budingos keturios alfa spiralés, sujungtos disulfidiniais tilteliais, taip
sudarydamos centrinj hidrofobinj tunelj, sgveikaujantj su lipidy molekulémis (Hauser et al.,
2010). LTP2 baltymy struktiira yra labai panasi, ta¢iau Sie baltymai turi tris alfa spirales bei
sritj su dviem viengrandémis spiralémis (Poznanski et al., 1999).

Siai $eimai priskiriama daug alergeny: Mal d 3 bei Mal d 2 i§ obuolio (lot. Malus
domestica), Pru p 3 i8 persiko (lot. Prunus persica), Cor a 8 i§ paprastojo lazdyno (lot. Corylus

avellana), Art v 3 i§ paprastojo kie¢io (lot. Artemisia vulgaris) ir kt. (Matricardi et al., 2016).

1.2.2 ,,Cupin® superSeima

Tai didelé baltymy grupé su 57 Seimomis. DidZiausios Seimos — 7/8S ir 11S globulinai,
kaupiami augaly séklose (Matricardi et al., 2016). Galimos dvi ,,Cupin® funkcinés klasés:
monokupiniai ir bikupiniai, atitinkamai turintys vieng arba du konservatyvius domenus
(Dunwell et al., 2004). Siai alergeny superSeimai priskiriami vicilinai, leguminai.

Viciliny (7S globulinai) kartu su leguminy (11S globulinais) struktiroms badingos 8
statinés. Paprastai Sie glikoproteinai yra apdorojami proteolitiniu bidu, kad btity gautos jvairios
izoformos. Natiiraliai gamtoje randami vicilinai yra homotrimeriniai baltymai, kuriy bendra
molekuliné masé apie 150-190 kDa (Roux et al., 2013). Sios molekulés turi nedaug cisteiny,
todél nesudaro disulfidiniy tilteliy. Pagrindiniai atstovai: Zemés rieSuty alergenas — Ara h 1,
Glym 5 i$ sojy, Jug r 2 i§ rieSutmedzio (lot. Juglans regia) bei Ses i 3 i§ sezamy sékly
(Matricardi et al., 2016).
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Leguminai yra didelés molekulinés masés (apie 350 kDa) baltymai, susidedantys i$
Sesiy subvienety (1.4 pav.). Pirmiausia Sie baltymai apdorojami, kad endoplazminiame tinkle
susidaryty trimerai, o po to bity perkeliami j lastelés vakuoles. Cia kiekvienas subvienetas yra
suskirstytas ] riigstinj (40 kDa) ir bazinj (20 kDa) polipeptida, kurie yra sujungiami
disulfidiniais tilteliais, sudarydami heksamering struktiirg (Shewry et al., 1995).

Leguminas: kokosas (PDB: 1XGF) Vicilinas: pekano riesutas (PDB: 5E1R)

1.4 pav. Legumino ir vicilino 3D molekuliy strukttiros. Pagal Roux et al., 2013

1.2.3 Bet v 1 superSeima

Bet v 1 superSeimai priklauso 14,065 baltymy, aptinkamy visuose trijuose
evoliuciniuose domenuose: bakterijose, archéjose, eukariotuose. Visy Bet v 1 superSeimai
priklausanciy baltymy struktiira yra labai panasi: septynios beta klostés ir trys alfa spiralés,
sudaranc¢ios V formos struktiirg (Matricardi et al., 2016). Bet v 1 superSeimos nariai suskirstyti
j 14 Seimy, sudaranciy subseimas (Radauer et al., 2008). Didziausia baltymy Seima, priklausanti

Bet v 1 superSeimai, su patogeneze susijusiy baltymy Seima (PR) (Fernandes et al., 2013).

1.2.3.1 Su patogeneze susij¢ baltymai (PR)

PR baltymai yra jgimtos imuninés sistemos komponentai augaluose. Jie dalyvauja
apsaugoje prie§ patogenus. PR baltymy Seimai priklausantys nariai neturi didelio seky
panasumo, taciau turi kity panaSiy biocheminiy savybiy, tokiy kaip maza molekulin¢ masé,
hidrofobiniy ertmiy buvimas, ligandy jungimosi savybés bei antimikrobinis aktyvumas.
Dauguma PR-10 ir PR-14 Seimy nariai yra visur randami augaly panaalergenai, kurie sukelia
Zmogaus imuninj atsakg bei pasiZymi kryZminémis alerginémis reakcijomis maisto produktams
ir ziedadulkéms (Fernandes et al., 2013).

PR baltymai yra suskirstyti i 17 Seimy (PR 1-17) pagal seky panasuma bei biologinj
aktyvuma. Daugelis PR baltymy yra sintetinami skirtinguose augalo audiniuose bei organuose,

esant abiotiniam ar biotiniam stresui. PR baltymai veikia patogeny lastelés sienelg bei plazming
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membrang. Kai kurie i$ jy turi taikinius tarplastelinéje ertméje ar stabdo fermenty aktyvuma.
PR Seimai priklauso B-1,3-glikanazés, chitinazés, proteinazés inhibitoriai, taumatininiai
baltymai, peroksidazés, defensinai, teoninai, oksalato oksidazés, taip pat Bet v 1 homologai
(PR-10) ir lipidy pernasos baltymai (LTPs, PR-14) (Sinha et al., 2014).

Bet v 1 alergeno homologai, iSskirti i§ baltojo berzo (lot. Betula pendula), yra
geriausiai apibuidinantys PR-10 baltymy Seimg. Bet v 1 homologai yra silpnai rigstinés, mazos
(153-163 aminorugsciy liekany), apie 17 kDa dydZio molekulés. Baltymas sudarytas i$ septyniy
susisukusiy antiparaleliniy beta klos¢iy, gaubianciy alfa spirale C gale. Beta 1 ir beta 2 klostés
yra atskirtos dviem alfa spiralémis (1.5 pav.). Bet v 1 homology sekos turi konservatyvy 47-55
aminorigsciy liekany motyva (G-X-G-G-X-G-X-X-K), kuris formuoja P kilpa, zinoma kaip
daug glicino turint] motyva. P kilpa yra struktiirinis elementas, atsakingas uz saveikg su
nukleotidais kai kuriems nukleotidus riSantiems baltymams (Radauer et al., 2008). Pati
svarbiausia Bet v 1 erdvinés struktiiros savybé — hidrofobiné Y formos ertmé, kurig sudaro trys
tuneliai (H1, H2 ir P) (1.5 pav.) (Markovic-Housley et al., 2003). Sioje molekulés ertméje
jungiasi jvairts ligandai, pavyzdziui, steroidai ar lipopolisacharidai. Dél to, manoma, kad viena
i§ Bet v 1 molekulés funkcijy yra pernesti steroidus augale, o lipopolisacharidy ar kity riebaly
rigsciy jungimasis suzadina jgimtg imuninj atsakg, kas lemia didesnj Bet v 1 molekulés

alergiskuma (Kofler et al., 2012).

1.5 pav. Bet v 1 molekulés 3D struktiira. Zydra spalva pavaizduota beta klostés, raudona bei
oranziné — alfa spiralés, mélyna spalva pavaizduota hidrofobiné ertmé, sudaryta is H1, H2,
P tuneliy. Pagal Kofter et al., 2012
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Iki $iol dar néra labai aiSkus PR-10 bei PR-14 nariy vaidmuo augaluose, taciau
atsizvengiant ] jy sintez¢ esant stresinéms salygoms sp¢jama, kad jie galéty atlikti apsaugine
funkcijg augaluose. Nepaisant tam tikry skirtumy, baltymai, priklausantys Sioms Seimoms, turi
panasy biologinj aktyvumg ir daznai dalyvauja tuose paciuose procesuose augaluose, jskaitant
atsakg ] stresa, simbiozg, apoptoze bei kituose. PR baltymai turi antibiotiniy, fermentus
stabdanc¢iy savybiy, reaguoja ] stresg, riSa ligandus, veikia kaip signaliniai peptidai augalo

reprodukcijoje, simbiozéje bei apoptozéje (Fernandes et al., 2013).

1.2.4 Profiliny superSeima

Profilinai — tai 12-15 kDa monomeriniai akting riSantys baltymai, dalyvaujantys
citoskeleto susidaryme bei signalo perdavime visose eukariotinése Igstelése. Svarbiy procesy,
tokiy kaip citokinezés, signalo perdavimo, lgstelés judéjimo, metu profilinai reguliuoja aktino
filamenty judéjimg. Aukstesniuosiuose augaluose profilinai yra identifikuojami kaip alergija
sukeliantys baltymai (Matricardi et al., 2016).

Profiliny struktiira yra labai konservatyvi (1.6 pav.). Siy baltymy molekulés centras
sudarytas i§ kompaktisky beta klos¢iy, kurias dengia alfa spiralés (Matricardi et al., 2016).

1.6 pav. Phl p 12 (lot. Phleum pratense) ir Cuc m 2 (lot. Cucumis melo) 3D alergeny
strukttiros. Raudona spalva vaizduoja identiskas aminortgstis, konservatyvios sritys

pavaizduotos oranZine spalva, o mélyna spalva paZymi nesutampancias aminortigstis. Pagal
Matricardi et al., 2016

Profilinai risasi su polifosfoinozitidais (PPI) bei daug prolino turin¢iais baltymais.
Saveika su PPI buvo susieta su signalo perdavimu tarp lastelés membranos ir citoskeleto, o
riSimasis su daug prolino turin¢iais baltymy domenais siejamas su profiliny funkcija padéti

jvairiy makromolekuliy judéjimui transportinése puslelése (Krishnan et al, 2009).
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1.3 Diagnostika

Neretai alergijos yra siejamos su padidéjusiu jautrumu, taciau kartais padidéjes
jautrumas ] tam tikras medziagas neturi nieko bendro su alergijomis, pavyzdziui, tam tikro
maisto produkto netoleravimas. Kadangi simptomai daznai yra panasis, pacientui turi buiti
atliktas iSsamus medicininis patikrinimas, patvirtinantis alerging reakcija (Ferreira et al., 2014).

Iki Siol diagnostikoje ir terapijos tikslais paprastai naudojami tik alergeny ekstraktai,
kurie yra gaunami i§ gamtinés Zaliavos — alergeny Saltinio. Siuos ekstraktus sunku
standartizuoti del didelio alergeny kiekio jame. Tokie diagnostikoje naudojami alergeny
ekstraktai gali pateikti nevisiSkai tikslius rezultatus, pirmiausiai, dél didelés jy gausos, kai kurie
gali buti degradave, o taip pat jame gali bati ir kity alergeny komponenty, patekusiy 1§ kity
Saltiniy. Alergeny ekstraktu pagrjsta diagnostika leidzia identifikuoti alergijos Saltinius, bet
neleidzia atskirti atskiry molekuliy. Vadinasi, negalima identifikuoti alergijg sukelian¢iy
komponenty esant kryzminéms reakcijoms pacientuose, kuriems pasireiskia nepageidaujamos
reakcijos | daugiau nei vieng alergijos $altinj. Alergeny kryzminés reakcijos atsiranda tada, kai
IgE antikiinai jungiasi ne tik prie vieno pagrindinio jam specifinio baltymo, bet ir prie tam
baltymui homologisky, kurie gali bati ir i§ kito alergeny Saltinio (Ferreira et al., 2014). Tam,
kad atskiros molekulés bty taikomos diagnostikoje, reikia dideliy jy kiekiy. Rekombinantinés
alergeny gamybos ir geny inzinerijos metody sistemos suteikia unikalius jrankius naujy

molekulémis pagrjsty produkty gamybai (Schmidt et al., 2008).

1.4 Augaly raiskos sistemos

Didelis procentas alergeny baltymy yra augalinés kilmés, todél augalai yra tinkama ir
alternatyvi gyvyjy organizmy grupé biologiskai svarbios produkcijos gamybai (Gleba et al.,
2014). Rekombinantiniy baltymy raiSka augaluose gali biiti vykdoma tiek tradiciniais metodais,
kuriant stabilius transgeninius augalus, tiek kuriant laikinas geny raiSkos sistemas. Tam tikri
aspektai, pavyzdZiui, visuomenés suvokimas apie GMO, stabdo platesn¢ produkcijos gamyba
naudojant transgeninius augalus. Taip pat tradiciniai metodai néra ekonomiskai perspektyvis,
reikalauja daug laiko, yra pakankamai brangtis, o produkty raiskos lygis augaly sistemose néra
didelis (Hefferon, 2014). Taigi, reikalingos naujos pazangesnés technologijos produkty raiskai
augaluose, kurios jveikty $ias problemas (Mortimer et al., 2015). Siuo metu yra sukurta keletas
skirtingy geny raiSkos sistemy — taikomy augaluose: 1) nevirusings raiskos sistemos ii) virusinés

raiskos sistemos (Kamimura et al., 2011).
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1.4.1 Nevirusinés raiSkos sistemos

Nevirusinéms raiSkos sistemoms priklauso agrobakterijos, kurios genetiSkai
transformuoja dviskil¢ius augalus, perduodamos savo DNR segments, esantj auglj
inicijuojamoje Ti — (angl. tumor induction) plazmidéje. Ti plazmide turi agrobakterijos
Agrobacterium tumefaciens. Tai yra dvigrandé ziediné DNR. Natiiraliai gamtoje perduodama
DNR (T-DNR) turi onkogeny rinkinj bei opino katabolizmo gena, kuriy raiska augalo lastelése
veda prie nekontroliuojamo Iasteliy dalijimosi, o oping ir aminoriigstis bakterijos naudoja kaip
azoto ir anglies Saltinj. Rekombinantiniai Agrobacterium kamienai turi tiksliniais genais
pakeista T-DNR ir yra efektyviausia priemoné geno jvedimui j augalus bei transgeniniy augaly
kiirimui (Sasnauskas, 2006).

Agrobacterium Ti plazmidé turi strukttriSkai bei funkciskai besiskiriancias T ir vir
sritis. Visy agrobakterijy Ti plazmidziy vir dalyje yra vir, tra, inc genai ir oriV sritis
(Sasnauskas, 2006). Didelé vir geny grupé koduoja dauguma virulentiniy baltymy, kuriuos
bakterija naudoja savo T-DNR pristatymui j augalo lgsteles. Tra genai atsakingi uz plazmidés
pernesima tarp bakterijy konjugacijos metu, inc — lemia Ti plazmidziy nesuderinamuma, o oriV
yra replikacijos pradzios vieta (Tzfira et al., 2006).

Ti plazmidés T dalis aptinkama tarp dviejy 25 nt beveik identisky seky, vadinamy
riboZzenkliais (angl. border), ir yra apie 10-30 kb dydzio. Infekcijos metu T dalis yra
integruojama j augalo genomg ir indukuoja auglio vystymasi. Ti plazmidés T ir vir sri¢iy genai
yra organizuoti skirtingai. T srityje geny iSdéstymas panasus j eukarioty, kadangi kiekvienas
genas turi savo promotoriy ir yra pritaikytas funkcionuoti augalo lastelése. T dalyje esantys
genai sintetina augaly fitohormonus, tokius kaip indolilakto rugstj ir vieng i$ augaly citokiny,
kurie skatina lgsteliy mitozinj aktyvuma bei augliy susidaryma (Sasnauskas, 2006).

Vir regionas turi prokariotams biidingg savybe — genai organizuoti j operonus: VirA -
koduoja acetosiringono receptoriy VirA, virB — koduoja baltymus Virl-11 formuojanéius
kanalg tarp bakterijos ir augalo lasteliy, virG — transkripcijos veiksnj VirG, virC — baltymus
VirC1-2, virD — baltymus VirD1-2, virE — baltymg VirE2. virB, virC, virD, virE ir virG
operonai Kkartu sudaro sritj, vadinamg vir regionu, kurio transkripcija yra reguliuojama
VirA/VirG dviejy komponenty sistema (Sasnauskas, 2006).

Transformacijos procesas prasideda po augalo kontakto su bakterija (1.7 pav. 1
zingsnis). PaZeidus augala, jo lastelés pradeda gaminti fenolinj junginj — acetosiringong, o
bakterijose esantis VirA baltymas yra jo receptorius. VirA baltymas po prisijungimo su

acetosiringonu autofosforilinasi, kas i§§aukia VirG baltymo fosforilinima (1.7 pav. 2 Zingsnis).
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Fosforilintas VirG yra transkripcijos veiksnys, kuris aktyvina vir operony promotoriy
transkripcija (1.7 pav. 3 Zingsnis) (Sasnauskas, 2006). Veikiant VirD1/D2 baltymams,
sukuriama T-DNR kopija (1.7 pav. 4 zingsnis). Bakterijy lastelése T-DNR egzistuoja kaip
SSDNR-baltymy kompleksas su vienu kovalentiskai prisijungusiu VirD2 baltymu bei kitais Vir
baltymais. Toks kompleksas pernesamas j augalo lgstele per VirB/D4 IV tipo sekrecijos sistema
(1.7 pav. 5 zingsnis). Genetinei medziagai patekus ] augalo lastelés citoplazma, susiformuoja
subrendgs T kompleksas, kurj apgaubia VirE2 molekulés (1.7 pav. 6 zingsnis). Prie DNR
prisijunges VirE2 bei lydintysis VirD2 baltymai turi branduolio lokalizacijos signalus (NLS),
kurie nuneSa DNR | lgstelés branduolj (1.7 pav. 7 Zingsnis). VirE2 molekulés stabilizuoja ir
apsaugo DNR granding tol, kol ji patenka ] lgstelés branduolj. Tai yra tol, kol perneSama pro
citoplazma, branduolj ir jame (1.7. pav. 8 zingsnis). T-DNR nusirengimas (1.7 pav. 9 zingsnis)
bei integracija (1.7 pav. 10 zingsnis) (Tzfira et al., 2006).
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1.7 pav. Agrobakterijy vykdoma genetiné augalo transformacija. Sis procesas apima 10
pagrindiniy zingsniy. Transformacija prasideda Agrobacterium prisijungimu prie augalo
lastelés (1) bei specifiniu augalo signaly atpazinimo per VirA/VirG dviejy komponenty
sistemg (2). Aktyvavus vir srities genus (3) sukuriama T-DNR kopija, kuri pernesama j
augalo lastele (5) pro citoplazma (6), branduolio membrang (7) ir jame (8). T-DNR
nusirengimas (9) ir integracija j augalo genoma (10). Pagal Tzfira et al., 2006
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ISsiaiskinus, kad Agrobacterium Ti plazmidés virulentiSkumo genai, nukreipiantys
T- DNR i augaly lasteles bei integruojantys ja i augaly genoma, gali buti atskirti nuo pacios
T- DNR, Sios bakterijos pradétos placiai naudoti biotechnologijoje. Tokia Agrobacterium
savybé reiskia, kad viruso genai gali buti jterpiami j vieng plazmide, o T-DNR gali biti
jterpiama | atskirg maza plazmidg, kuria biity galima lengva manipuliuoti in vitro. Tokie
vektoriai su jterpta T-DNR buvo pavadinti binariniais vektoriais. Jie gali biiti modifikuojami
jterpiant atrankos geng (atsparumo tam tikram antibiotikui geng) bei klonavimo vietas norimam
heterologiniam genui jterpti (Bevan et al., 1984).

1.4.2 Virusinés raiskos sistemos

Ankstyvieji tyrimai parodé, kad virusinés sistemos gali nattiraliai keisti uzkréstos
lastelés baltymy transliacijg taip, kad virusiniai baltymai biity sintetinami pirmiausia. Gauti
rezultatai paskatino manyti, kad tokia virusy savybé galéty biiti panaudota kuriant raiSkos
vektorius rekombinantiniy baltymy gamybai uzkréstuose augaluose (Siegel et al., 1983). Tam,
kad patvirtinti $ig hipotezg, virusy genomai pirmiausia turéjo biti klonuojami ir apibiidinami
(Ahlquist et al., 1984). Sukonstravus pirmuosius teigiamos grandinés RNR augaly viruso
klonus bei ankstyvasias transgenines sistemas, virusiniai vektoriai buvo paversti ] raiskos
vektorius (French et al., 1986), pakeiCiant viruso pavir§iaus baltymg (angl. capsid protein)
norimu genu. French R., et al. pasitelke augaly bromo mozaikos virusg (BMV), sékmingai
sukonstravo rai§kos sistemg jterpe j ji chloramfenikolio acetiltransferazés geng. Nepaisant to,
jog tokie ankstyvieji vektoriai buvo sékmingi rekombinantiniy baltymy raiskai augaluose,
ta¢iau tokios sistemos nebuvo pajégios gaminti didelius tikslinio baltymo kiekius (Pogue et al.,
2012). Jiems triikko tam tikry viruso funkcijy, kas salygojo nepilng jy aktyvumg. Pavyzdziui,
paSalinus pavirSiaus baltymg jau minétam bromo mozaikos virusui, jis infekuotame lape
negaléjo judéti i§ lastelés j lastele (French et al., 1986). PrieSingai, tabako mozaikos viruso
(TMV) pavirSiaus baltymo pakeitimas nepazeidzia Sios funkcijos, taciau neleidzia virusui
sistemingai judéti infekuotame augale (Dawson et al., 1988). Didéjanti biomedicininiy
produkty paklausa vis labiau skatino kiirybiSkumg tobulinant bei bandant virusines raiSkos
sistemas (Pogue et al., 2012). Pagrindinis virusiniy vektoriy panaudojimo privalumas yra tas,
kad norimas genas néra jterpiamas j augalo genoma ir dél to néra paveldimas, o sukelia tik
laiking raiSka augale (Gleba et al. 2007).

Siuo metu yra sukonstruota daug jvairiy tipy augaliniy raiskos vektoriy skirty baltymy
gamybai. Astuonios skirtingos augaly RNR virusy gentys buvo modifikuotos j vektorius,

jskaitant  poteksvirusus, tombusvirusus, tobamovirusus, bromovirusus, comovirusus,
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benyvirusus, potyvirusus bei kukomovirusus. (Mortimer et al., 2015). Be to, augaly virusiniy
vektoriy tobulinime buvo panaudoti maziausiai 12 Geminiviridae Seimos nariy mazos ziedinés
DNR. Sie virusiniai vektoriai buvo taikomi kaip laikinos geny raiskos sistemos tam, kad
padidinti transgeno raiskos lygi naudojant agroinfiltracijg tikslinio geno pristatymui j augalo
lgsteles (Hefferon, 2017).

Augaly virusinial vektoriai buvo konstruojami taip, kad norimo produkto (vakcinos,
monokloniniy antikiiny ar kity baltymy) raiSka biity didziausia. Pastaruoju metu augaly
virusiniy vektoriy naudojimas pademonstravo perspektyvius rezultatus, ypac¢ dideliais
pagaminty baltymy kiekiais (Mortimer et al., 2015) (Gleba et al., 2014). Augaly virusy raiskos
vektoriai konstruojami pasitelkiant tiek viengrandés teigiamos RNR, tiek viengrandés DNR
virusy genomus (Gleba et al. 2007). Yra iSskiriamos kelios virusiniy raiS§kos vektoriy kartos.

Pirmoji virusiniy rais§kos vektoriy karta — po jau minéty French et al., 1986 bei
Dawson et al., 1988 pirmyjy bandymy kuriant virusiniy vektoriy raiSkos sistemas naujali
sukauptos Zinios apie virusus ir jy funkcijas skatino toliau tobuléti Sioje srityje. Tai 1§ esmés
funkcionaliis virusai, kurie koduoja jterptg baltyma, taciau kartu su visais viruso baltymais (1.8
pav.) (Hefferon, 2017). Tokie virusiniai vektoriai dar vadinami ,,pilno viruso“ vektoriais.
Norimo baltymo raiSkg reguliuoja stiprus viruso promotorius (pvz., pavirSiaus baltymo
subgenominis promotorius). Tokie vektoriai iSlaiko nepakitusj replikacijos cikla, jskaitant
Seimininko infekcija, transliacijg, subrendusio viruso susirinkimg, judéjimg tiek i$ lastelés j
lastele, tiek sistemingai po visg augalg, Seimininko biosintezés perprogramavimg bei geny
nutildymo slopinimg (Gleba et al., 2014).

Pagrindinés $iy vektoriy problemos: silpna augalo infekcija, kas lemia nedidelj norimo
baltymo raiskos bei kaupimosi lygj, ribotas norimo gauti baltymo dydis (Hefferon, 2017).

Antroji virusiniy raiSkos vektoriy karta — tai iSmontuoti virusai, modeliuojami taip,
kad juose buty tik batini virusiniai elementai, reikalingi viruso replikacijai, o kai kurios kitos
funkcijos, pavyzdziui, DNR jterpimas j augala, yra pasickiamas nevirusiniais metodais, tokiais
kaip agrobakterijy infiltracija (Gleba at al., 2005). Pagrindinis i$montuoty virusiniy vektoriy
privalumas yra labai greita laikinoji tikslinio geno raiska augale (Mortimer et al. 2015), ta¢iau
juose triiksta vienos ar daugiau funkcijy, reikalingy sisteminei infekcijai. Dél Sios priezasties
virusiniai vektoriai turi biiti pristatomi j kiekvieng augalo lapg atskirai. Vienas i§ populiariausiy
metody tai pasiekti — augaly agroinfiltracija (Marillonnet, 2004). Sio metodo pagalba galima
jvesti DNR plazmide, turin¢ig viruso vektoriy. Vektoriaus iSneSiojimas po visg augalg yra
greitesnis bei sinchroniskesnis, palyginus su nepriklausomy virusy vektoriais. Bitent tai ir

lemia didesnj pagaminamy rekombinantiniy baltymy kieki per trumpesnj laikotarpi.
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Didziausias gauto baltymo kiekis yra 5 g rekombinantinio baltymo kg biomasés per 4-15 dieny,.
Antrasis privalumas yra tikslinés sekos dydis, siekiantis 2 kb inserto dydj arba 80 kDa baltymus
(Salazar-Gonzalez et al., 2015).

Veiksniai galintys nulemti Sios raiskos sistemos efektyvumag yra pasirinktas virusas,
tikslinio geno dydis, augalas, j kurj infiltruojami vektoriai, bei agrobakterijy tankis (Salazar-
Gonzélez et al., 2015).

Pirmos kartos raiskos vektoriai

TMYV pagristi raiskos vektorial

5’ Cap m TMV Pol cp Terminatorius
5’ Cap m TMV Pol CcP Terminatorius

Epitopas
Antros kartos raiskos vektoriai

Viruso amplikony susirinkimas augale tarpininkaujant rekombinazei

l-asis modulis RB m TMV Pol RS Terminatorius g8l
2 modulis

RB m Rekombinazé Terminatorius X Rekombinacija
RS Terminatorius Jt:!

RB m TMV Pol Termimatorius Y]

1.8 pav. Pirmos ir antros kartos vektoriy pavyzdziai. Kaip pirmos kartos vektoriaus
pavyzdys parodytas TMV vektorius, susidedantis i§ TMV polimerazés, judéjimo baltymo
(MP) bei tikslinio antigeno sekos, sulietos su pavirSiaus baltymu (CP) arba su tiksliniu
epitopu, prijungtu prie CP C-galo. Kaip antros kartos vektoriaus pavyzdys pavaizduota
virusy raiskos sistema, paremta viruso pristatymu naudojant Agrobacterium tumefaciens.
Dalyvauja trys atskiri pro-vektoriy moduliai, kurie susirenka augale. Pagal Salazar-
Gonzélez et al., 2015

3 modulis

PaZangiausia iSmontuoty virusy sistema — magnlICON®. Pastaruoju metu
magnlCON® vektoriai yra placiai naudojami kaip platforma laikinai geny raiSkai augaluose
(Gleba et al., 2014). Si technologija gana daZnai taikoma jvairiy rekombinantiniy baltymy
raiskai, jskaitant citokinus, interferonus, bakterinius ar virusinius antigenus, augimo hormonus
(Gleba et al., 2007). Taikant agroinfiltracija galima jvesti j augalg daugiau nei vieng raiskos
vektoriy, o tai ir yra labai svarbus aspektas magnlCON® technologijai. Tai vienintelé RNR
virusiniy vektoriy sistema, galinti reguliuoti tiek transgeno raiSka, tiek amplifikacija, kas

salygoja didesnj rekombinantinio baltymo kaupimasi augale (Mortimer et al., 2015). Pasitelkus
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magnlCON®  virusiniy vektoriy sistemg buvo gauta nemazai biofarmaciniy produkty.
Pavyzdziui, susintetintas labai nestabilus Zmogaus rekombinantinis baltymas — komplemento
5a (Cba) faktorius (Nausch et al., 2012), alergenas, isskirtas i§ dulkiy erkuéiy, sékmingai
ekspresuotas tabako augaluose (Li et al., 2013). Monokloniniai antikiinai pries ZIV-1, dar
zinomi kaip VRCO1, taip pat buvo gauti naudojant $ig sistemg (Hamorsky et al., 2013).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos ir aparatiira
2.1.1 Medziagos ir reagentai

Thermo Fisher Scientific: 2 mM dNTP miSinys, 5 kartus koncentruotas Phusion HF buferis,
Phusion DNR polimerazé, dejonizuotas vanduo, DreamTag DNR polimerazé, 10 karty
koncentruotas DreamTag buferis, 50 karty koncentruotas TAE elektroforezés buferis, 6 kartus
koncentruotas DNR Gel Loading Dye dazas, T4 DNR ligazé, 10 karty koncentruotas T4 DNR
ligazés buferis, restrikcijos endonukleazés ir jy buferiai, LB terpés milteliai, agaras,
ditiotrietolis (DTT), PageRuler ™ Prestained Protein ladder, anti-6x His antikiinai, Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder, oligonukleotidiniai pradmenys.

dDbioLab: mieliy ekstraktas, triptonas.
Chempur: natrio chloridas, natrio vandenilio fosfatas.
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), kalio
acetatas, etilendiamintetraacto rugsties dinatrio druska (EDTA), polisorbatas 20, kanamicinas,

4-chlor-1-naftolio milteliai.

Roth: etidzio bromidas, piperazino-N,N'-bis(2-etansulfoniné ragstis) (PIPES), natrio
dodecilsulfatas (SDS), N-2-hidroksietilpiperazan-N’-2-etano sulfonriigstis (HEPES), amonio
persulfatas (APS), N,N,N’N’-tetrametiletilendiaminas (TEMED), deSimt karty koncentruotas

blokavimo buferis (Roti®-Block).
Emprove: glicerolis.

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

Duchefa Biochemie: rifampicinas.

27



Pharmacia: agarozé.

Acros organics: vandenilio peroksidas.

BioRad: antriniai pelés IgE antikiinai.

BTI imunologijos ir lastelés biologijos skyrius: anti-MBP monokloniniai antik@inai.

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™ Genomic
DNA Purification Kit (,,Thermo Fisher Scientific*), GeneJET Gel Extraction Kit (,,Thermo
Fisher Scientific*), CloneJET ™ PCR Cloning Kit (,,Thermo Fisher Scientific**), GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit (,,Thermo Fisher Scientific*).

2.1.3 Naudota aparatiira

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

Plus®*, baltymy pernesimo aparatas ,,Cleaver Scientific Ltd MP-300 V*.

2.1.4 Naudota DNR kilmé

Darbe naudota RNR ir DNR skirta i§ pievinés miglés (lot. Poa pratensis) varpos ir
lapy, juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) zirgino ir lapy, europinio alyvmedzio (lot. Olea
europaea) bei paprastojo kie¢io (lot. Artemisia vulgaris) lapy, lazdyno (lot. Corylus avellana)
rieSuty, paprastosios saulégrazos (lot. Helianthus annuus) sékly, persiko (lot. Prunus persica)
bei valgomojo ananaso (lot. Ananas comosus) vaisiy. Auksc¢iau iSvardinty augaly DNR isskirti
naudotas GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit (,,Thermo Fisher Scientific*) rinkinys.
Ty paciy augaly RNR isskirta naudojant GeneJET™ Plant RNA Purification Mini Kit

(,,Thermo Fisher Scientific*) rinkinj, pagal gamintojo rekomendacijas. Atvirkstiné transkirpcija
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atlikta naudojant ,RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (,,Thermo Fisher

Scientifc*) rinkin;.
2.1.5 Plazmidés

2.1 lentelé. Darbe naudotos plazmidés

Vektorius ApraSymas Saltinis
pJET1.2 Klonavimo vektorius Thermo Fisher Scientific
K kari
PRR-PEV1 Raiskos vektorius onstruota cukarioty geny

inzinerijos laboratorijoje

2.1.6 Oligonukleotidai

2.2 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai

Pavadinimas Seka

ApraSymas

AInG1-2_dir 5°—TTT GGT CTC AAG GTGTTT
TCA ATT ACG AAG CGG A -3¢

AInG1_rev 5-TTT GGT CTC AAAGCT TAG
TTG TAG GCATCA GAG TGT GC
3¢

AnaC2-1_dir 5°—TTT GGT CTC AAG GTT CTC
GTG ACG AAC CCAGTG -3¢

Tiesioginis pradmuo Alng 1
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.
Atvirkstinis pradmuo Alng 1
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.
Tiesioginis pradmuo Ana ¢ 2
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.
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AnaC2_rev

Artve-1_dir

ArtV6_rev

CorA2-1_dir

CorA2-1 _rev

OleE1l-1_dir

OleE1 _rev

5-TTT GGT CTC AAA GCT CAA
GTT TCAGAAACCATCTTA
ATA AC -3¢

5-TTT GGT CTC AAG GTC GGG
CTGACATTG GTG AT -3¢

5-TTT GGT CTC AAAGCT TAA
CAA GGT TTT CCA GGA ACG-3¢

5-TTT GGT CTC AAG GTT CGT
GGC AAA CGT ACG TGG - 3¢

5-TTT GGT CTC AAAGCC TAC
AGG CCCTGG TCAATAAGG T —
3‘

5-TTT GGT CTC AAG GTG
AAG ACGTTCCCC AACCTCC -
3‘

5-TTT GGT CTC AAAGCT CAC
ATATTT GGG GGATAC ATACC
3¢

Atvirkstinis pradmuo su stop
kodonu Ana ¢ 2 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco311
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.

Tiesioginis pradmuo Art v 6
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco311
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.

AtvirkStinis pradmuo Su stop
kodonu Art v 6 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco311
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.

Tiesioginis pradmuo Cor a 2
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.

Atvirkstinis pradmuo su stop
kodonu Cor a 2 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.

Tiesioginis pradmuo Ole e 1
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.

Atvirkstinis pradmuo su stop
kodonu Ole e 1 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31I
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.
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PruP1-2_dir

PruPl_rev

HelA3-1_dir

HelA3 rev

70Bsp1201_di
i

70Bspl120l1_re
%

Pro-NHis-dir

Pro-CHis-rev

HisMBPE31
dir

5-TTT GGT CTC AAG GTG TCT
TCA CAT ATG AGA GCG AG -3¢

5-TTT GGT CTC AAAGCT TAG
TTG TAG GCA TCG GGG TGG — 3¢

5-TTT GGT CTC AAG GTG CGC
TAA CCT GTG GTG ATG — 3¢

5-TTT GGT CTC AAAGCT CAC
TITATCTTGTTG CAG TCAGTG
TG -3¢

5-TTGGGC CCATCT TTT ATT
ACATGT TTG AAC — 3¢

5-CCG CTG GGC CCCTAC C-3¢

5= AGG TAT GCATCACCATCA
CCATCACTC -3¢

5= AAG CTT AGT GAT GGT GAT
GGT GAT GGC CAG — 3¢

5¢=TTT GGT CTC AAG GTATGG
GCA GCAGCCATCA-3¢

Tiesioginis pradmuo su start
kodonu Pru p 1 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31lI
taikinio jvedimui pries$
koduojancia seka.

Atvirkstinis pradmuo su stop
kodonu Pru p 1 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31lI
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.

Tiesioginis pradmuo Hel a 3
geno koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31lI
taikinio jvedimui pries
koduojancia seka.

Atvirkstinis pradmuo su stop
kodonu Hel a 3 geno
koduojancios sekos
amplifikavimui ir Eco31l
taikinio jvedimui uz
koduojancios sekos.
Tiesioginis pradmuo naudotas

nustatant CHis linkerio
Jsistatyma.

Atvirkstinis pradmuo naudotas
nustatant NHis linkerio
Isistatyma.

Tiesioginis pradmuo naudotas
nustatant NHis linkerio

Jsistatyma.

Atvirkstinis pradmuo naudotas
nustatant CHis linkerio
Jsistatyma.

Tiesioginis pradmuo

transformanty su MBP
kolonijy PGR atlikimui.
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_ 5¢=TTT GGT CTC AAC CTT GGA  Atvirkstinis pradmuo
HISMBP31_ r  AGT ATA GAT TTT CAC CCT -3 transformanty su MBP

ev kolonijy PGR atlikimui.

2.1.7 Mikroorganizmy kamienai

Escherichia coli DH5a F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—,
mK+) phoA supE44 )\-thi-1 gyrA96 relAl

Agrobacterium tumefaciens GV3101

2.1.8 Tirpalai

E. coli kompetentiniy lasteliy ruo$imui ir transformacijai

TB buferis: 10 mM PIPES, 15 mM CacClz, 250 mM KCI, KOH naudojamas pH

nustatymui iki 6,7. Tuomet pridedama 55 mM MnClI; ir sterilizuojama filtruojant.

A. tumefaciens kompetentiniy lasteliy ruoSimui, transformacijai ir infiltracijai j

augalus
10 % glicerolio tirpalas: 10 ml glicerolio j 100 ml dejonizuoto vandens;
30 % glicerolio tirpalas: 30 ml glicerolio j 100 ml dejonizuoto vandens;
1 M MgSQO;4 (100 ml): 12 g MgSOs istirpinama 100 ml vandens.
Antibiotiky tirpalai

50 mg/ml ampicilino tirpalas: 0,5 g ampicilino iStirpinama 10 ml vandens,

sterilizuojama filtruojant;

50 mg/ml kanamicino tirpalas: 0,5 g kanamicino iStirpinama 10 ml vandens,

sterilizuojama filtruojant;

25 mg/ml rifampicino tirpalas: 0,25 g rifampicino tirpinama 10 ml metanolio.

Sterilizuoti nereikia.
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2.1.9 Mitybinés terpés ir tirpalai bakterijy auginimui

SOB terpé: 0,5 % mieliy ekstrakto, 2 % triptono, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgSQOs, 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 IekSteles, jJdedama reikiamy antibiotiky;
Elektroforezés tirpalai

1 % agarozés gelis: 1g agarozés iStirpinama 100 ml TAE buferyje. Tirpalas
pakaitinamas, kad iStirpty agarozés milteliai. | atvésusj agarozés tirpalg dedama 5 pl/100 ml

etidzio bromido.

2.1.10 Baltymy (Western) hibridizacija tirpalai

PBS tirpalas: 11,5 g Na2HPOa, 3,8 g NaH2PO4 x 2H-0, 5, 84 g NaCl istirpinama 1 1

dejonizuoto vandens. Nustatomas 7,5 pH. Tirpalas sterilizuojamas autoklavuojant;

PTB tirpalas: 1,51 g Tris, 7,2 g Glicino, 100 ml etanolio ir pilama iki 500 ml

dejonizuoto vandens. Sterilizuoti nereikia.

TBS tirpalas: 2,4 g Tris, 8 g NaCl iStirpinama 1 1 dejonizuoto vandens. Nustatomas
7,6 pH.

PBS-T tirpalas: paruoSiamas PBS tirpalas kaip nurodyta auks¢iau ir pripilama 0,1 %
Tween-20 10 % tirpalo.

2.2 Metodai
2.2.1 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR metodas buvo naudojamas DNR fragmento pagausinimui, kopijinés DNR
(KDNR) amplifikacijai bei restrikcijos endonukleaziy taikiniy jvedimui prie$/uz koduojancios
sekos. Visi PGR reakcijose naudoti reagentai gauti i§ ,,Thermo Fisher Scientific*. Reakcijos
vykdomos termocikleryje ,,Biometra TProfessional Thermocycler. Vienai PGR reakcijai
atlikti naudotas dNTP misinys, Phusion HF buferis, Phusion polimerazé, dejonizuotas vanduo,

20 pmol koncentracijos tiesioginiai bei atvirkStiniai pradmenys bei plazmidiné DNR.
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Atsizvelgiant | pradmeny prilipimo temperatiiras, buvo parenkamos tinkamiausios salygos
reakcijoms atlikti.

Tam, kad buty jvertinta ar A. tumefaciens bakterijy transformacija jvyko sékmingai ir
uzaugusiuose transformantuose yra plazmidés su jterptais genais, buvo atlickama kolonijy
PGR. Reakcijai atlikti steriliu danty krapstuku nuo kietos terpés paimama A. tumefaciens
bakterijy kolonija ir suspenduojama mégintuvélyje su 20 pl sterilaus vandens. Mégintuvélis
jdedamas ] verdant] vandenj ir pakaitinamas 10 min, po to nucentrifuguojamas stalin¢je
centrifugoje 1 min 13 000 aps./min grei¢iu. Vienai PGR reakcijai imta 5 ul supernatanto,
20 pmol tiesioginio pradmens, 20 pmol atvirkstinio pradmens, DreamTag buferio, DreamTag

DNR polimerazé, ANTP misinio ir dejonizuoto vandens.

2.2.2 DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

DNR fragmenty, gauty po PGR reakcijos arba restrikcijos, atskyrimui ir analizei
naudojamas 1 % agarozés gelis. 1 g agarozeés uzpilamas vienkartiniu TAE buferiniu tirpalu
(40 mM Tris-acetatas, 20 mM acto ragstis, 1 mM EDTA, ,,Thermo Fisher Scientific®) ir
kaitinamas kol tampa skaidrus. Atvésus tirpalui, j jj Jdedamas etidzio bromidas (5 pl/100 ml
agarozes tirpalo) ir supilamas j gelio formavimo talpa. Elektroforezés méginiai paruoSiami juos
sumaiSant su SeSis kartus koncentruotu uzneSimo dazu. Elektroforezé vykdoma jdéjus gelj
elektroforezés vonele ir uzpylus vienkartinio TAE buferinio tirpalo, esant 120 V jtampai
200 mA srovés stipriui, elektroforezés kamerg 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 gauti DNR fragmentus i§ agarozés gelio, pagaminamas storesnis gelis su
platesniais Sulinéliais. Elektroforezé vykdoma 2.2.2 skyrelyje paminétomis salygomis.
Reikiami fragmentai skalpelio pagalba iSpjaunami bei patalpinami j 1,5 ml talpos Ependorfo
megintuvelius 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 vektoriy, naudojant ,,CloneJET ™

PCR Cloning Kit“ (,,Thermo Fisher Scientific*) rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.
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Fragmentai, gauti hidrolizuojant plazmides restrikcijos endonukleazémis, liguojami
naudojant T4 ligaze (,,Thermo Fisher Scientific*). Reakcija atlieckama 1,5 val. kambario
temperattroje. | 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 ul 10X T4 DNR

ligazés buferio (,,Thermo Fisher Scientific*) bei vandens iki 10 pl.

2.2.5 Saldyty kompetentiniy Escherichia coli bakterijy paruo$imas

E.coli DH5a kamienas uzséjamas j 5 ml skystos LB terpés be antibiotiky ir auginamas
per naktj purtykléje 37 °C temperatiiroje, purtant 180-200 aps./min grei¢iu. | paruosta 100 ml
SOB skysta terpe jpilama naktinés kulttiros, kad optinis tankis biity apie 0,1. Bakterijos toliau
auginamos purtykléje, esant 30 °C temperattrai bei 180-200 aps./min grei¢iui. 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 grei¢iu. Supernatantas nupilamas, o likusios bakterijos
resuspenduojamos 0,5 ml TB buferio. Po to j flakonus su bakterijomis papildomai jpilama
1,5 ml to paties buferio. Bakterijos supilamos j 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 grei¢iu. 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 iSpilstoma j sterilius 1,5 ml tiirio mégintuvélius. UzSaldoma ir laikoma —80 °C

temperatiiroje.

2.2.6 E. coli bakterijy transformacija

Kompetentinés lastelés 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 jpilus 1 ml LB terpés ir laikomos 37 °C purtykléje 1 val.,
purtant 200-220 aps./min grei¢iu. Centrifuguojama stalinéje centrifugoje 13 000 aps./min
grei¢iu 1 minutg. Nupilamas supernatantas, o bakterijos suspenduojamos likusiame lase ir
i§s¢jamos ant agarizuotos LB terpés su 50 mg/ml atitinkamu antibiotiku. Léksteles laitkomos

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

Steriliu danty krapsStuku nuo LB terpés paimama pasirikta bakterijy kolonija ir
uzséjama | 5 ml skystos LB terpés su reikiamu antibiotiku. Per naktj auginama 37 °C
temperatiiroje purtykléje, purtant 200-220 aps./min grei¢iu. Skiriamos plazmidés i§ naktinés

kultiiros naudojant ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* (,,Thermo Fisher Scientific*) rinkin;.

2.2.8 DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

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

inkubuojamas 37 °C temperatiroje 1 val. 30 min.

2.2.9 Saldyty kompetentiniy Agrobacterium tumerfaciens bakterijy paruo$imas

0,5 ml A. tumefaciens bakterijy GV3101 kamienas uzséjamas j 200 ml LB terpés su
50mg/ml rifampicinu ir auginamas 24 valandas purtykléje 30 °C, purtant 220 aps./min greiciu.
Naktin¢ bakterijy kultiira iSpilstoma j sterilius 50 ml talpos flakonus ir centrifuguojama iki 4 °C
temperattros atSaldytoje centrifugoje 10 min 3000 aps./min grei¢iu. Supernatantas nupilamas,
o likusios Igstelés keletg karty praplaunamos su 10 ml Saltu 10 % glicerolio tirpalu. Tuomet
lastelés suspenduojamos 10 ml glicerolio tirpale ir centrifuguojamos anks¢iau minétomis
salygomis. Nupylus supernatanta, lgstelés suspenduojamos 250 pl 10% glicerolio tirpalo ir
iSpilstomos | sterilius Ependorfo mégintuvélius po 25 pl. Taip paruostos kompetentinés

A. tumerfaciens bakterijos laikomos -80 °C temperatiroje.

2.2.10 A. tumerfaciens transformacija

I atitirpusias A. tumerfaciens kompetentines lgsteles pilama 1 pl plazmidinés DNR.
Misinys perkeliamas  atSaldyta elektroporacijos kiuvete. Tuomet jstatoma j elektroporatoriy,
kur bakterijos paveikiamos 2,5 kV jtampos elektros srove. 1 ml skystos LB terpés jpilamas j
kiuvete ir mikropipetés pagalba suspenduojamas. MiSinys perkeliamas | sterily 1,5 ml talpos
mégintuvélj ir inkubuojamas purtykléje 30 °C, purtant 220 aps./min grei¢iu 2-3 valandas.
Lasteles centrifuguojamos stalinéje centrifugoje 1 min 13 000 aps./min grei¢iu. Supernatantas
nupilamas, likusios bakterijos suspenduojamos ir iSs¢jamos ant agarizuotos LB terpés su
50 mg/ml rifampicinu bei kitais tinkamais antibiotikais. Lékstelés inkubuojamos 30 °C

termostate 2-3 dienas.
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2.2.11 Agrobakterijy infiltracija i Nicotiana benthamiana augaly lapus

Infiltracijai naudojami 5-6 savai¢iy N. benthamiana augalai auginti 24-25 °C ilgos
dienos rezimu — 16 val. §viesa ir 8 val. tamsa. SvieZios agrobakterijy kolonijos uzséjamos j
skystg LB terpe su reikiamais antibiotikais ir auginamos purtykléje 30 °C, esant 220 aps./min
greic¢iu per naktj. Naktiné bakterijy kultiira skiedziama vandeniu 100 arba 500 karty. Taip
paruostos bakterijos steriliais 1 ml talpos Svirkstais be adatos suleidziamos j apating augalo lapo
puse. Po kiekvieno méginio infiltracijos pakeiCiamos pirStinés siekiant iSvengti meéginiy

uzsikrétimo.
2.2.12 Baltymuy isskyrimas i§ N. benthamiana augaly lapy

Infiltruoty N. benthamiana lapy méginiai uzsaldomi skystame azote ir griistuvéliu
sutrinami. Baltymy raiSkos analizei iStirti naudojama apie 0,2 g infiltruoty lapy. Ant
susmulkinty audiniy uZpilama iSskyrimo buferinis tirpalas — Laemmli, susidedantis i§ 240 mM
Tris-HCI, pH 6,8, 30 % glicerolio, 0,06 % bromfenolio mélio, 6 % SDS bei 350 mM DDT.
DTT | buferj pilamas tik prie$ pat naudojimg. Lapy medziagos ir buferinio tirpalo santykis
atitinka 1 g lapy : 5 ml buferinio tirpalo. MiSinys sumaiSomas ir inkubuojamas 10-15 min
kambario temperatiiroje. Méginiai denattiruojami 95 °C 10 min, o po to centrifuguojami 10 min
13 000 aps./min grei¢iu kambario temperatiiroje. Supernatantas perkeliamas j Svary 1,5 ml

mégintuvél] ir naudojamas baltymy elektroforezei.

2.2.13 Baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis salygomis

Baltymy analizei naudojamas vertikalus elektorforezés aparatas. SDS-
poliakrilamidinis gelis ruoSiamas 1§ 12 % arba 15 %, priklausomai nuo baltymo dydzio,
skiriamojo gelio (1,5 M Tris-HCI, 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 temperattroje. Sustingus geliui, vanduo nupilamas ir pilamas
6 % koncentruojamasis gelis (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo,
distiliuoto vandens, 10 % APS, TEMED). Tam, kad bty suformuojami Sulin¢liai, jstatomos
Sukos, kurios, sustingus geliui, iStraukiamos. Sustinggs gelis perkeliamas | vertikaly
elektorforezés aparatg ir uzpilamas Tris-glicino-SDS elektoroforezés buferiu (250 mM Tris,
1,92 M glicinas, 1 % SDS, pH 8,3). | atskirus Sulinélius jneSamas reikalingas baltymo kiekis.
Elekroforezé vykdoma esant 100 mA srovés stipriui, o bromfenolio dazui peréjus i

koncentruojamajji gelj srové padidinama iki 170 mA.
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Pasibaigus elektorforezei gelis 10 min dazomas Kumasi brilijantinio melio dazo tirpale
(50 % etanolis, 0,25 % Kumasi brilijantinis mélis R-250, 10 % acto ruigtis), o paskui plaunamas

5 % acto rugsties tirpale per naktj.
2.2.14 Baltymuy (Western) hibridizacija

Atliekama baltymy elektroforezé, 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 pirma mirkoma etanolyje,
paskui plaunama vandeniu ir merkiama j PTB buferj. Visi minéti komponentai buferyje laikomi
apie 10 min.

Ant perneSimo aparato dedamas filtrinio popieriaus lapelis ir stikline lazdele
iSlyginama, kad nelikty oro burbuly. Ant filtrinio popieriaus lapelio dedama membrana, kuri
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.
PerneSimas 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 antikiiny prie$ 6X
His arba 4000 karty skiesty atikiiny prie§ MBP baltymg. Flakonas besisukanc¢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 antikiinai. Kadangi,
pirminiai monokloniniai antikinai buvo gaminami pelése, todél pasirinkti antriniai antiktinai
pries pelés IgE gauti i§ BioRad. Inkubuojama 2 val. Praé¢jus nustatytam laikui, membrana vél
plaunama tuo paciu PBS-T buferiu tris kartus, tik paskutinj kartg pakei¢iant jj 1 TBS tirpala.

RuoSiamas rySkalas (i 10 ml etanolio jberiama 0,03 g chlornaftolio milteliy). |
pasiruostg vonelg pilama 10 ml TBS tirpalo, 2 ml pasiruoSto iStirpinto chlornaftolio bei 15 pl
vandenilio peroksido. Membrana merkiama j ryskalg ir palaikoma tol, kol iSryskeja signalas, o

paskui perkeliama j vandenj.
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3. REZULTATAI

3.1 Tiksliniy baltymy klonavimas

Siam darbui pasirinkti skirtingi baltymai i jvairiy alergeny Saltiniy: juodalksnio
(lot. Alnus glutinosa) Aln g 1, Europinio alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole e 1, pievinés
miglés (lot. Poa pratensis) Poa p 1, valgomojo ananaso (lot. Ananas comosus) Ana ¢ 2, persiko
(lot. Prunus persica) Pru p 1, paprastojo lazdyno (lot. Corylus avellana) Cor a 2, paprastosios
saulégrazos (lot. Helianthus annuus) Hel a 3 bei paprastojo kie¢io (lot. Artemisia vulgaris)
Artv 6.

Augaliniy alergeny raiSkg buvo nuspresta vykdyti panaudojant natyvias geny ar jy
koduojanéiy daliy sekas, 0 sekretuojamiems baltymams ir natyvias ty baltymy signalines sekas.
Buvo stengiamasi susintetinti alergeny KDNR nuo iSskirtos RNR, o jei nesigavo (alergeno
raiSka vyksta tik ziedadulkése, o jy neturima) — raiSkos kaseciy konstravimui panaudoti genus.
Oligonukleotidiniai pradmenys geny klonavimui kurti remiantis duomeny bankuose esan¢iomis
sekomis. Jeigu seky yra ne viena, pradmenys kurti dazniau pasitaikan¢iom sekos atmainom.
Jeigu reikiamo organizmo alergeno geno ar iRNR seky néra, pradmenys kurti remiantis
evoliuciSskai artimiausiy organizmy homologisky seky palyginio konsensusu. Kai kuriy
alergeny, kuriy seky geny bankuose nerasta, geny seky fragmentus pavyko aptikti analizuojant
duomenis, esanCius neuzbaigty atitinkamy organizmy genomo sekoskaitos projekty
tinklalapiuose.

Genomy iSskyrimui naudoti augaly lapai, o RNR skirta i§ alergenus sintetinanciy
audiniy arba i$ lapy. Juodalksnio, pievinés miglés, paprastojo kieCio ziedynai ir lapai buvo
surinkti Lietuvos pievose ir miSkuose. Ananaso bei persiko vaisiai, saulégrazos s¢klos bei
lazdyno riesutai pirkti PALIK UAB ,,IKI“ prekybos tinklo parduotuvése, o alyvmedzio lapai
gauti i§ Babty sodininkystés ir darzininkystés instituto. Persiko kilmés $alis — Ispanija, 0
ananaso — Kosta Rika, saulégrazy — Ukraina, lazdyno rieSuty - Sakartvelas.

Alergenus koduojancios sekos pagausintos polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu. Naudoti pradmenys, kuriy pagalba taip pat jvesti Eco311 restrikcijos endonukleaziy
taikiniai koduojanc¢iy seky galuose, nurodyti ,,medziagos ir aparatiira® skyrelyje, 2.2 lenteléje.

PGR reakcijos metu gauty fragmenty apytiksliai ilgiai nurodyti 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. PGR metodu gauti apytiksliai produkty ilgiai.

Tiesioginio Atvirkstinio  Apytikslis
Lo . pradmens pradmens gauto

Alergeno Saltinis  Alergen-  Sablon pavadinimas pavadinim-  produkto

as -as as ilgis, bp
Poa pratensis Poapl kDNR PoaPl1_dir PoaPl rev ~750
Alnus glutinosa Alng 1 DNR AInG1_dir AInG1_rev >600
Ananas comosus Anac 2 kKDNR AnaC2SS _dir AnaC2_rev 1100
Prunus persica Prup1l kKDNR PruP1_dir PruPl_rev ~500
Olea europaea Oleel DNR OleE1_dir OleE1l rev <1000
Ananas comosus Cora? KDNR CorA2_dir CorA2_rev >400
Helianthus annuus  Hel a 3 KDNR HelA3 dir HelA3 rev ~300
Artemisia vulgaris Artv 6 DNR ArtvVe_dir ArtV6_rev >1300

Aln g 1, Ole e 1 bei Art v 6 alergenus koduojanéiy seky pagausinimui teko panaudoti

18 augaly iSskirta genoming DNR, o Poap 1, Anac 2, Prup I, Cor a 2 ir Hel a 3 — koduojancias

sekas pavyko gauti i$ iSskirtos RNR. ISskyrus 18 lasteliy RNR, atlikta atvirkstinés transkriptazés

reakcija (RT-PGR), kurios metu susintetinta KDNR. Tikslinius baltymus koduojancios sekos

pagausintos PGR metodu naudojant oligonukleotidus, komplementarius tikslinei DNR sekai

bei tinkamiausig pradmeny prilydimo temperatiirg.

Gauti amplikonai agaroziniame elektroforezés gelyje matomi 3.1 pav.
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3.1 pav. PGR produkty vaizdavimas 1 % elektroforezés gelyje. A. 1 takelyje matomas apie
750 bp Poa p 1 alergeng koduojancios sekos fragmentas; B. 1 takelis — apie 500 bp Pru p 1
fragmentas, 2 takelis — Aln g 1 fragmentas, kurio ilgis >600 bp; C. 1 takelis — apie 300 bp Hel
a 3 fragmentas, o 2 takelis — apie 1,1 kb Ana ¢ 2; D. 1 takelyje matomas Art v 6 alergena
koduojancios sekos fragmentas, kurio ilgis yra apie 1,3 kb, o 2 takelyje — Cor a 2, kurio ilgis
>400 bp; E. 1 takelis — <1 kb Ole e 1 fragmentas; markeris — GeneRuler DNA Ladder Mix,
kb.

Siekiant patikrinti ar gauti fragmentai koduoja reikiamus baltymus ir neturi natiiraliy
mutacijy metu jvykusiy ar PGR metu jvesty klaidy, trikdanciy baltymo transliacijg ar kei¢ianciy
aminorugstis konservatyviose pozicijose (atvejais, kai homologisky seky yra geny bankuose),
reikia nustatyti $iy fragmenty nukleotidy seka. Siuo tikslu gauti reikiamo ilgio fragmentai
(3.1 pav.) isgryninti, liguoti ] pJET1.2 Klonavimo vektoriy ir nustatytos jy sekos. Isitikinus, jog
PGR reakcijos metu gauta reikiamg alergeng koduojanti DNR ir koduojamoje sekoje néra
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reikSmingy klaidy, tiksliniai genai, naudojant jvestus Eco31l restrikcijos endonukleazés
taikinius, perkelti j pRR-PEV1-MBP, pRR-PEV1-NHis bei pRR-PEV1-CHis raiskos vektorius,

kurie apraSyti tolimesniame skyrelyje.

3.2 Raiskos vektoriy konstravimas

Siekiant gauti tikslinio baltymo sintez¢ N. benthamiana laikinos raiskos sistemoje
buvo naudojamas anksc¢iau eukarioty geny inzinerijos laboratorijoje sukonstruotas pRR-PEV1
raiSkos vektorius su konstitutyviu A. thaliana aktino 2 (AtACT2) promotoriumi, uztikrinanciu
nuolating modifikuoto tabako mozaikos viruso baltymy rinkinio ir po jy koduojamo tikslinio
geno transkripcijg (3.2 pav. A). Vektorius turi dvi replikacijos pradzZios sritis: pUC ir oriV.
DNR sintezés pradzios taskas — pUC, atsakingas uz replikacijg E. coli Igstelése, o oriV —
agrobakterijose. Klonavimo srityje jvesti Eco31I restrikcijos endonukleaziy taikiniai. Siekiant
uztikrinti transformanty atranka bei j Iastele jvesto vektoriaus stabiluma, jterptas atsparumo
kanamicinui genas.

Kadangi tolimesniuose darbuose numatytas paprastesnis iSskirty baltymy gryninimas
panaudojus baltyminius inkarus, | pPRR-PEV1 raiskos vektoriy jterpta SeSias histidino liekanas
(His-tag) koduojanti seka, turinti atsikurti baltymo N arba C gale, o patys vektoriai pavadinti
atitinkamai pRR-PEV1-NHis (3.2 pav. B) ir pPRR-PEV1-CHis (3.2 pav. C). Tam paciam tikslui
pasiekti, prie pirminio vektoriaus prijungtas bakterinis maltoz¢ suriSantis baltymas (MBP), o
raiSkos vektorius pavadintas pRR-PEV1-MBP (3.2 pav. D). His-tag bei MBP taip pat naudingi
jautresniam ir specifiSkam baltymo aptikimui, Western blot hibridizacijos metodu naudojant
antikiinus. ] pRR-PEV1-NHis ir pRR- PEV1-MBP vektorius buvo jterpiami nesekretuojami
baltymai ir natiiraliai sekretuojami, bet su paSalinta signaline seka, neturintys transliacijos
iniciacijos kodono ATG ir turintys natyvius Stop kodonus. pRR-PEV1-CHis vektorius naudotas
konstruoti raiSkos kasetes, sintetinancias sekretuojamas baltymy atmainas. Tuo tikslu i ji buvo
jterpiami signalines sekas turintys sekretuojami baltymai su pasalintais Stop kodonais. Stop
kodonas Siame vektoriuje yra i§ karto uz SesSiy histidiny kodony, prie§ kuriuos jterpiamas

tikslinis baltymas.
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3.2 pav. pRR-PEV1 raiskos vektoriaus konstrukty genolapis. A — originalaus pRR-PEV1
vektoriaus fragmentas; B — pRR-PEV1-NHis raiskos konstruktas; C — pRR-PEV1-CHis
raiSkos konstruktas. D — pRR-PEV1-MBP raiskos konstruktas. Sumodeliuota naudojant

“Geneious” programa.



Ivertinti, ar j vektoriy jsiterpé linkeriai, MBP baltyma koduojanti seka bei nustatyti
Isistatymo orientacijg, buvo atlickama kolonijy PGR naudojant 2.2 lenteléje nurodytus

skirtingus pradmenis, skirtus tikslinio fragmento pagausinimui (3.3 pav.).
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3.3 pav. A ir B paveikslai vaizduoja PGR produktus 1 % elektroforezés gelyje. A. 1 ir 3
takeliuose — PGR su kontroliniais pradmenimis, gautas originalus pRR-PEV1 vektoriaus
fragmentas, kurio dydis yra apie 960 bp; A. 2 takelis — PGR darytas nuo pRR-PEV1-NHis,
gauto amplifikono dydis apie 891 bp; 4 takelis — PGR nuo pRR-PEV1-CHis, gauto produkto
dydis yra 720 bp; B. 2 takelis — PGR nuo pRR-PEV1-MBP, gauto produkto dydis - > 800
bp; markeris — GeneRule Plus DNR Ladder.

NHis linkerio jsistatymui nustatyti buvo naudotas tiesioginis pradmuo specifiskai
kimbantis prie NHis sekos, o atvirkstinis pradmuo specifiskas pRR-PEV1 vektoriaus Bsp120I
restrikcijos endonukleazés taikinio jvedimo sekai. CHis linkeriui nustatyti naudotas tiesioginis
pradmuo specifiSskas pRR-PEV1 vektoriaus Bspl20l restrikcijos endonukleazés taikinio
jvedimo sekai bei atvirkstinis pradmuo specifiskas CHis sekai. MBP nustatymui buvo naudotas
tiesioginis bei atvirkStinis pradmuo kimbantis prie MBP baltyma koduojancios specifinés
sekos.

Atrinkus tinkamus transformantus, plazmidés iSskirtos ir hidrolizuotos jvestuose
Eco31l restrikcijos endonukleazés taikiniuose. Gauti reakcijos produktai analizuoti

elektoforetiskai (3.4 pav.).
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3.4 pav. pRR-PEV1-NHis, pRR-PEV1-CHis ir pRR-PEV1-MBP konstrukty restrikcinés
analizés vizualizavimas 1 % elektroforezés gelyje. PlazmidZiy hidrolizei naudota Eco311
restrikcijos endonukleazé. A. pPRR-PEV1-NHis vektoriaus gauti 616 bp ir 13,751 bp dydziy
fragmentai; B. pRR-PEV1-CHis vektoriaus gauti 616 bp ir 13, 754 bp dydziy fragmentai;
C. pRR-PEV1-MBP vektoriaus gauti 616 bp ir 14,930 bp dydziy fragmentai. Markeris —
GeneRule Plus DNR Ladder.

Eco311 hidrolizuoja plazmides j du skirtingo dydZio fragmentus. Vektoriuose tiek su
His-tag linkeriu, tick su MBP, iSkirptas 616 bp fragmentas su beta-galaktozidazés alfa genu,
yra nereikalingas. Didieji vektoriy  pRR-PEV1-NHis (13,751 bp), pRR-PEV1-CHis
(13,754 bp) bei pRR-PEV1-MBP (14,930 bp) fragmentai — tai raiSkos vektoriy karkasai, kurie
bus naudojami tikslinio gero raiskai.

Sie fragmentai iSgryninti preparatyvinés elektroforezés bidu ir liguoti su tiksliniais

genais, kurie apraSyti 3.1 skyrelyje.

3.3 Sukonstruoty raiskos vektoriy patikrinimas

Raiskos vektoriy veikimo patikrinimui sukonstruoti pRR-PEV1, pRR-PEV1-NHis ir
pPRR- PEV1-MBP vektoriai sulieti su Zaliai fluorescuojancio baltymo (GFP) koduojancia seka.
Vektoriy efektyvumas nustatytas pagal GFP baltymo raiskos lygj jvertinant fluorescencijos
intensyvuma apSvietus augalus ultravioletine (UV) Sviesa.

Atlikus raiskos vektoriy su jterptais tiksliniais genais restrikcing analize ir gavus
teigiamus rezultatus, virusiniai vektoriai transformuoti j Agrobacterium tumefaciens lasteles.
Uzaugintos agrobakterijy kolonijos tikrintos PGR budu, naudojant ,,medZiagos ir aparatiura“
skyrelyje, 2.2 lenteléje nurodytus pradmenis. Atrinkti teisingi transformantai infiltruoti j
N. benthamiana augaly lapus. Agroinfiltracijai naudoti 5-6 savaifiy augalai. Kiekvienai
konstrukcijai — po vieng atskirg augalg.

Konstruktai su GFP baltymu prie§ méginiy paémima analizuoti ap$vietus augalus

ultravioletine Sviesa (3.5 pav.). Naktinés agrobakterijy transformanty kultiiros skiestos x20,
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x100 arba x500 karty vandentiekio vandeniu. Nepriklausomai nuo agrobakterijy transformanty
skiedimo, GFP fluorescencija buvo panaSi. 3.5 pav. vaizduojama x500 karty skiesty
agrobakterijy transformanty infiltracijos. GFP bei His-GFP fluorescencija penkts, Sesta bei
septintg dieng po infiltracijos (3.5 pav. A ir B), 0 MBP-GFP baltymas pradéjo Sviesti véliau,

todél paveiksluose matomas septintos, astuntos bei devintos dienos Svytéjimas.

3.5 pav. GFP baltymo raiska N. benthamiana augaly laikinos raiSkos sistemoje.
Paveiksluose vaizduojama GFP baltymo fluorescencija skirtingomis dienomis po
infiltracijos x500 kartus skiestais A. tumefacients transformantais, turin¢iais A — pRR-
PEV1-GFP; B — pRR-PEV1-His-GFP; C - pRR-PEV1-MBP-GFP konstrukty
plazmides.
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Pasitelkus A. tumefaciens lasteles ir infiltravus augalus skirtingomis plazmidziy
konstrukcijomis, tai yra pRR-PEV1-GFP, pRR-PEV1-His-GFP bei pRR-PEV1-MBP-GFP,
pastebimas nevienodas fluorescencijos intensyvumas, apSvietus augalus UV §viesa. Didelis
GFP baltymo raiskos lygis gautas su originalia pRR-PEV1 bei pRR-PEV1-His-GFP plazmide.
Pastebimas blausesnis GFP baltymo Svytéjimas augaluose, kurie buvo infiltruoti vektoriumi su
MBP baltymu. Taip pat matomi fluorescencijos intensyvumo pokyc¢iai skirtingomis dienomis
po infiltracijos. Ryskiausia zalia spalva matoma Sesta bei septinta dieng po agrobakterijy
infiltracijos augaluose su pRR-PEV1-GFP, pRR-PEV1-His- GFP, o su MBP suliety baltymy
intensyvus $vytéjimas pastebimas véliau. Tokig priklausomybe galima paaiskinti tuo, jog SeSiy
histidino liekany seka néra didelé ir neapsunkina tikslinio baltymo raiskos, o MBP baltymas
yra gana didelis, apie 44 kDa, kas gali lemti mazesn;] tikslinio baltymo kiekj. Be to, MBP
baltymas yra neoptimizuotas raiSkai augaluose, jo kodony sudétis biidinga bakterijoms, ir tai
gali smarkiai sulétinti Sio baltymo transliacijg augaluose.

Siekiant iSsiaiSkinti ar lapy fluorescencija koreliuoja su GFP baltymy raiska, jvertinta
tikslinio baltymo koncentracija baltymy miSinyje. Tam tikslui pasiekti, atlikta baltymy
elektroforezé denatiiruojanciomis sglygomis. Baltymai ekstrahuoti 1§ skirtingomis
konstrukcijomis infiltruoty lapy audiniy. Gauti baltymy méginiai atskirti SDS-PAGE
poliakrilamidiniame gelyje (3.6 pav.).

1 2 3 M 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14

5dpi 6dpi 7dpi 5dpi 6dpi 7dpi ] 5dpi 7dpi 6dpi 6dpi 5dpi 7dpi
| F
L :igg [ ~180
~100 ~130 : !
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3.6 pav. GFP ir MBP baltymo elektroforezé 12 % poliakrilamido gelyje penkta, Sesta bei
septintag dieng po infiltracijos (dpi); 1, 2, 3 takeliuose —pRR-PEV1-GFP raiSkos
konstruktas; 4, 5, 6 — pRR-PEV1-MBP raiskos konstruktas; 7, 14 takeliuose — kontrolé,
pRR-PEV1; 8, 9, 10 — pRR-PEV1-His-GFP rai$kos konstruktas; 11, 12, 13 — pRR-PEV1-
MBP-GFP raigkos konstruktas. Markeris — PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.

Skirtingais konstruktais infiltruoty augaly lapy méginiai imti 5, 6 bei 7 dienomis po
infiltracijos. Pirmiausiai tikrintas sukonstruoty vektoriy efektyvumas, jvertinant GFP bei MBP
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baltymy raiskos lygj (3.6 pav.). I8 elektroforezés poliakrilamido gelyje nuotraukos matyti, kad
pavyko gauti didelj GFP baltymo kiekj. Tac¢iau konstrukto, koduojan¢io MBP baltyma, raiska

buvo Zenkliai silpnesné, lyginant su Kitais konstruktais.

3.4 Rekombinantiniy augaliniy alergeny raiska

Sukonstravus pRR-PEV1-NHis, pRR-PEV1-CHis bei pRR-PEV1-MBP raiskos
vektorius, i juos jterpti tiksliniai genai, nurodyti 3.2 lentelgje.

3.2 lentelé. Galutiniai raiSkos vektoriai su jterptais tiksliniais genais

Pavadinimas ApraSymas

PRR-PEV1-NHis-AInG1/  Raiskos vektoriai skirti Aln g 1 baltymo sintezei.
pPRR-PEV1-MBP-AING1

PRR-PEV1-NHis-AnaC2/  Raiskos vektoriai skirti Ana ¢ 2 baltymo sintezei.
pRR-PEV1-CHis-AnaC2
pRR-PEV1-MBP-AnaC2/

PRR-PEV1-NHis-ArtV6/  Raiskos vektoriai skirti Art v 6 baltymo sintezei
pPRR-PEV1-MBP-ArtV6

PRR-PEV1-NHis-CorA2/  Raiskos vektoriai skirti Cor a 2 baltymo sintezei.
pPRR-PEV1-MBP-CorA2

PRR-PEV1-NHis-OleE1l/  Raiskos vektoriai skirti Ole e 1 baltymo sintezei.
pPRR-PEV1-CHis-OleE1l
pPRR-PEV1-MBP-OleE1l

PRR-PEV1-NHis-PruP1/  Raiskos vektoriai skirti Pru p 1 baltymo sintezei.
pPRR-PEV1-MBP-PruP1

pPRR-PEV1-NHis-HelA3/  Raiskos vektoriai skirti Hel a 3 baltymo sintezei.
pRR-PEV1-CHis-HelA3
pRR-PEV1-MBP-HelA3

Isitikinus sukonstruoty raiSkos vektoriy efektyvumu, N. benthamiana augalai
infiltruoti 3.2 lenteléje nurodytais raiskos konstruktais su jterptais tiksliniais genais. Dauguma
konstrukty nepaveikeé infiltruoty lapy, ta¢iau Ana c 2, Cor a 2 bei Hel a 3 baltymai pasizyméjo
neigiamu poveikiu augalams, $iais baltymais infiltruoti lapai jau po keliy dieny pradéjo vysti ir

dzitti. Cor a 2 bei Ana c¢ 2 alergeny poveikis augalams pavaizduotas 3.7 pav.

His-CorA2 His-GFP
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His-AnaC2 His-GFP

His-AnaC2
His-GFP

11dpi

3.7 pav. CorA2 ir AnaC2 baltymy poveikis N. benthamiana augalams astuntg
ir vienuolikta dieng po infiltracijos.

3.7 pav. vaizduoja Cor a 2 bei Ana c 2 alerginiy baltymy raiskos poveikj infiltruotiems
N. benthamiana augaly lapams. Nuotraukose aiSkiai matosi fiziologiniai augalo sutrikimai,
Cor a 2 atveju pasireiSkiantys lapo deformacija, audiniy nekroze, o Ana ¢ 2 — démétumu, lapo
dzitivimu.

Siekiant patikrinti alergeny raiskos rezultaty priklausomybe¢ nuo dpi, infiltruoty lapy
méginiai imti skirtingomis dienomis po infiltracijos ir analizuojami SDS-PAGE
poliakrilamidiname gelyje. Pru p 1, Poa p 1, Ole e 1 bei Aln g 1 alergeny pavyzdZiai pateikti
3.8 pav.
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MBP-PruP1 NHis-PruP1 MBP-PoaP1 NHis-PoaP1
5dpi 6dpi 7dpi 11 dpi M 5dpi 6dpi 7dpilldpi | 5dpi 6dpi M 7dpi 11dpi5dpi M 6dpi 7dpi 11dpi

MBP-OleE1l NHis-OleE1l MBP-AING1 NHis-AlInG1
5dpi 6dpi 7dpi M 11dpi 5dpi 6dpi M 7dpi 11dpi | 5dpi 6dpi M 7dpi 11dpi 5dpi 6dpi M 7dpilldpi

His-AInG1 MBP-OleE1

3.8 pav. MBP-PruP1 (~62 kDa), NHis-PruP1 (~19 kDa), MBP-PoaP1 (~70 kDa), NHis-PoaP1
(~28 kDa), MBP-OleE1l (~61 kDa), NHis-OleE1l (~18 kDa), MBP-AING1l (~62 kDa),
NHis- AInG1 (~18 kDa) alergeny raiSkos rezultaty priklausomybé nuo dienos po infiltracijos.
Markeris — PageRuler ™ Prestained Protein ladder, kDa.

I8 3.8 pav. matosi didziausias tirty baltymy kiekis vienuolikta dieng po infiltracijos
agrobakterijy transformantais. MBP-PruP1 alergeno kiekis panaSus septintg ir vienuoliktg
dieng, o NHis-PruP1 daugiausiai vienuolikta dieng. MBP-PoaP1 baltymas matosi tik septinta
dieng po infiltracijos, tuo tarpu NHis-PoaP1 konstrukto raiska skirtingomis dienomis tolygiai
didéjo, o gausiausias kiekis pasiektas vienuoliktg dieng. MBP-OleE1 alergeno kiekis penkta,
SeSta bei septintg dieng did¢jo, panaSus baltymo kiekis iSlieka ir vienuolikta dieng, kadangi,
lyginant su 7 dpi méginiu, 11 dpi bendrojo baltymo kiekio uznesta maziau, kaip ir su beveik
visais kitais méginiais. NHis-OleE1 bei MBP-AInG1 panaSus baltymy kiekis jzvelgiamas
visomis tirtomis dienomis, bet gausiausiai matomas vienuoliktg dieng. NHis-AInG1 konstrukto
sintez¢ taip pat vyko gerai, didziausias baltymo kiekis yra vienuolikta dieng po infiltracijos $io

konstrukto agrobakterijy transformantais.

50



Atrinkti méginiai, turintys daugiausiai tikslinio baltymo, vaizduojami SDS-PAGE
poliakrilamidiniame gelyje (3.9 pav., 3.10 pav.)

n s

3.9 pav. Tiksliniai augaliniai baltymai SDS-PAGE 15 % poliakrilamidiniame gelyje.
Paveikslas vaizduoja konstruktus su NHis-tag; 1 takelis — pRR-PEV1-NHis-PoaP1 (~28
kDa); 2 takelis — pRR-PEV1-NHis-AInG1 (~18 kDa); 3 takelis — pRR-PEV1-NHis-PruP1
(~19 kDa); 4 takelis — pRR-PEV1-NHis-OleE1 (~18 kDa); 5, 10 takelis — pRR-PEV1-NHis-
AnaC2 (~37 kDa); 6 takelis — pRR-PEV1; 7 takelis — pRR-PEV1-NHis-CorA2 (~15 kDa);
8 takelis — pRR-PEV1-NHis-HelA3 (~11 kDa); 9 takelis — pRR-PEV1-NHis-ArtV6
(~42 kDa); markeris — PageRuler "™ Prestained Protein ladder, kDa.

IS 3.9 pav. matyti, kad daugumos baltymy raiSkai sukonstruoty vektoriy sistema
pasiteisino. Geliuose matomi preliminariai nustatyty dydziy baltymai: NHis-PoaP1,
NHi- AInG1, NHis-PruP1, NHis-OleE1l. Taciau NHis-CorA2, NHis-HelA3 bei NHis-ArtV6
baltymy poliakrilamidiniame gelyje gerai nesimato. NHis-AnaC2 baltymas buvo matomas
ankséiau darytame gelyje ir vaizduojamas 10 takelyje, taCiau galutiniame gelyje jo gauti
nepavyko. Kadangi Ana c 2 yra proteazé, tai dél didesnio temperatiiry svyravimo atSildant
meéginj, baltymas galé¢jo degraduoti.

Sekretuojantys Ana ¢ 2, Hel a 3 bei Ole ¢ 1 baltymai jterpti j pRR-PEV1-CHis raiskos
kasetes analizuojami SDS-PAGE poliakrilamidiname gelyje (3.10 pav.).

1 2 M 3 4
L. B BT e |

3.10 pav. Tiksliniai augaliniai baltymai SDS-PAGE 15 %
poliakrilamidiniame gelyje. Paveikslas vaizduoja konstruktus su
CHis-tag; 1 takelis — pRR-PEV1-CHis-AnaC2 (37,44 kDa);
- 2 takelis — pRR-PEV1-CHis-HelA3 (~11 kDa); 3 takelis — pRR-
- PEV1-CHis-OleEl (~18 kDa); 4 takelis — pRR-PEV1-NHis;
Markeris — PageRuler "™ Prestained Protein ladder, kDa.
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3.10 pav. matomi numanomo dydZzio ananaso Ana ¢ 2 (37,44 kDa) bei alyvuogeés
Ole e 1 (apie 18 kDa) baltymai. I$ gelio nuotraukos sunku pasakyti, ar matomas saulégrazos
Hel a 3 (apie 11 kDa) baltymas, ar tai yra tabako mozaikos viruso baltymas. Jsitikinimui atlikta

baltymy imunocheminé analizé.

3.11 pav. Tiksliniai augaliniai baltymai SDS-PAGE 12 % poliakrilamidiniame gelyje. A
paveikslas vaizduoja konstruktus su MBP baltymu; 1 takelis — pRR-PEV1-MBP-PoaP1 (~70
kDa); 2 takelis — pRR-PEV1-MBP-AInG1 (~62 kDa); 3 takelis — pRR-PEV1-MBP-PruP1
(~62 kDa); 4 takelis — pRR-PEV1-MBP-OleE1 (~61 kDa); 5, 10 takelis — pRR-PEV1-MBP-
AnaC2 (~80 kDa); 6 takelis — pRR-PEV1-MBP-CorA2 (~58 kDa); 7 takelis — pRR-PEV1-
MBP-HelA3 (~54 kDa); 8 takelis — pRR-PEV1; 9 takelis — pRR-PEV1-MBP-ArtV6
(~85 kDa); Markeris — PageRuler ™ Prestained Protein ladder.

3.11 pav. vaizduoja tikslinius baltymus sulietus su MBP. Kaip ir ankstesniame
variante, matoma, jog pRR-PEV1-MBP raiskos vektorius pateisino likes¢ius daugumai tirty
baltymy raiskai. IS gelio nuotraukos gana aiSkiai matosi, jog Poap 1, Aing 1,Prup1,Oleel
baltymy raiSka pavyko. O Cor a 2, Hel a 3 ir Art v 6 analizuojami baltymai nuotraukoje yra
sunkiai jzvelgiami. Ana c 2 baltymo galutiniame gelyje gauti taip pat nepavyko, taciau anks¢iau

daryto gelio 10 takelyje baltymas matosi.

3.5 Baltymy imuniné (Western) hibridizacija

Baltymy tapatybés patvirtinimui bei jautresniam baltymy aptikimui atlikta Western
bloto analizé su specifiniais monokloniniais antikiinais prie§ His-tag bei MBP epitopus.
Baltymy imuninei hibridizacijai atlikti naudoti priminiai antiktinai prie§ 6x His uodegéle bei

MBP baltyma, o antriniai antikiinai — prie§ pelés IgE. Gauti rezultatai vaizduojami 3.12 pav.
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3.12 pav. Analizuojamy baltymy raiSkos Wester blot analizés rezultatai, naudojant antikinus
pries 6x His uodegéle (A, C) ir pries MBP (B); A. 1 takelis — pRR-PEV1-NHis; 2 takelis —
PRR-PEV1-NHis-ArtV6 (~42 kDa) ; 3 takelis — pPRR-PEV1-NHis-HelA3 (~11 kDa); 4 takelis
— pRR-PEV1-NHis-CorA2 (~15 kDa); 5 takelis — pRR-PEV1-NHis-AnaC2 (~37 kDa);
6 takelis — pRR-PEV1-NHis-OleE1l (~18 kDa); 7 takelis — pRR-PEV1-NHis-PruP1
(~19 kDa); 8 takelis — pRR-PEV1-NHis-AInG1 (~18 kDa) 9 takelis — — pRR-PEV1-NHis-
PoaP1 (~28 kDa);B. 1 takelis — pRR-PEV1-MBP-PoaP1 (~70 kDa); 2 takelis — pRR-PEV1-
MBP-AInG1 (~62 kDa); 3 takelis — pRR-PEV1-MBP-PruP1 (~62 kDa); 4 takelis — pRR-
PEV1-MBP-OleEl (~61 kDa); 5 takelis — pRR-PEV1-MBP-AnaC2 (~80 kDa); 6 takelis —
PRR-PEV1-MBP-CorA2 (~58 kDa); 7 takelis — pPRR-PEV1-MBP-HelA3 (~54 kDa); 8 takelis
—pRR-PEV1,; 9 takelis — pRR-PEV1-MBP-ArtV6 (~85 kDa); C. 1 takelis — pRR-PEV1-NHis;
2 takelis — pRR-PEV1-CHis-OleEl (~18 kDa); 3 takelis — pRR-PEV1-CHis-HelA3 (~11
kDa); 4 takelis - pPRR-PEV1-CHis-AnaC2 (37,44 kDa); markeris — Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder, kDa.

Atliktos Western bloto analizés rezultatai patvirtina, jog Poa p 1, Aln g 1, Pru p 1,

Ole e 1, Anac 2 ir Cor a2 tiksliniy baltymy sintez¢, naudojant sukonstruotag pRR-PEV1 virusinj
vektoriy, sékmingai vyksta N. benthamiana augaluose. Nors Hel a 3 bei Art v 6 baltymy su
SeSiy histidino liekany seka N gale sintezeés aptikti nepavyko, taiau ty paciy sekretuojamy
baltymy rezultatai buvo teigiami.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Iki Siol buvo sukurta nemazai rekombinantiniy alergeny savo struktiira, funkcijomis
bei imunine reakcija panaSiy ] jy natliralius analogus. Naudojant baltymus pagamintus
rekombinantinés technologijos btidu, galima lengviau atlikti molekuling charakteristikag —
nustatyti trimate struktiirg ar alerginius epitopus (Schmidt et al., 2008).

Tiek prokarioty, tiek eukarioty raiSkos sistemos jau anks$c¢iau buvo panaudotos
alerginiy baltymy gamybai. Daugelio alergeny raiska sékmingai atlikta panaudojus E.coli
bakterijas — Pru p 1 bei Pru p 3 (lot. Prunus persica) (Gaier et al., 2008), Pru du 4 (lot. Prunus
dulcis) (Zhang et al., 2014), Pro j 1 (lot. Prosopis juliflora) (Dousti et al., 2016) ir daug kity.
Irodytas baltymy biologinis aktyvumas bei tinkamas susilankstymas, taciau didelei daliai
alerginiy baltymy prokarioty raiSkos sistemos daZnai nepateisina liikes€iy dél netinkamo
susilankstymo ar silpnos sintezés. Eukarioty raiSkos sistemos gali biiti panaudotos kaip
alternatyva, suteikianti platesnes galimybes baltymy sintezei. Pagrindinis eukariotiniy sistemy
naudojimo privalumas — posstransliacinés modifikacijos, jskaitant tinkamg baltymo
sulankstymg, disulfidiniy tilteliy formavimag bei lipidy ir angliavandeniy prijungimg. N.
benthamiana augaly raiSkos sistema buvo sékmingai panaudota namy dulkiy erkuciy (lot.
Dermatophagoides farinae) Der f 1 bei Der f 2 alergeny sintezei (Ryazantsev et al., 2014).
Dazniausiai naudojamos eukarioty sistemos: mielés, vabzdziy ir zinduoliy lgstelés, augalai.

Augalinés kilmés alergeny raisSkai tinkamiausia turéty buti augaliné sistema, kadangi
ji suteikia palankiausias sglygas baltymo modifikacijoms. Kitg vertus, augaliniai baltymai
turéty biiti funkciSkai aktyviis augalinése Iastelése, todél kai kurie baltymai esant dideliam jy
kiekiui gali sutrikdyti augalinés Igstelés funkcijas ar ne sukelti jos zatj. Bet v 1 (lot. Betula
pendula) baltymas jau buvo sintetintas tabako augaluose, taiau nesékmingai — baltymy raiska
nebuvo gauta (Breiteneder et al., 2001). Tuo tarpu Siegert M et al., 2012 m. sékmingai atliko
Artv1 (lot. Artemisia vulgaris) alergeno sintezg tabako augaluose.

Siame darbe buvo siekiama patikrinti, ar Nicotiana benthamiana augalai yra tinkama
raiSkos sistema rekombinantiniy juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 1, Europinio
alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole e 1, pievinés miglés (lot. Poa pratensis) Poa p 1,
valgomojo ananaso (lot. Ananas comosus) Ana ¢ 2, persiko (lot. Prunus persica) Pru p 1,
paprastojo lazdyno (lot. Corylus avellana) Cor a 2, paprastosios saulégrazos (lot. Helianthus
annuus) Hel a 3 bei paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris) Art v 6 baltymy gamybai.
Alng1,0leel,Poapl, Anac 2, Prup1, Cora?2, Hel a 3 bei Art v 6 alergenus koduojancios
sekos buvo klonuotos j pRR-PEV1-NHis, pRR-PEV1-MBP raiskos vektorius, o sekretuojanciy
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Anac 2, Cora 2 ir Hel a3 —j pRR-PEV1-CHis, skirtus N. benthamiana augaly infiltracijai
Agrobacterium tumefaciens pagalba.

Pirmiausiai, patikrintas sukonstruoty raiskos vektoriy efektyvumas prijungus GFP
baltymg ir stebint fluorescencija apSvietus augalus UV S$viesa. Gauti rezultatai parodé
intensyvig GFP baltymo sintezg, taciau GFP sulieto su MBP raiska buvo létesné. Tai galima
sieti su baltymo dydziu, kadangi MBP-GFP yra gana didelis (44 kDa), palyginus su His-GFP
(28 kDa), o tai galéjo prisidéti prie létesnés baltymo sintezés. Pastebéta, kad vieno MBP
baltymo raiSka vyksta labai silpnai, taciau suliejus jj su GFP, raiska pageréja. Geriausiai vyksta
MBP, sulieto su gausiausiai sintetinamais alergenais, sintezé. Tikétina, kad neefektyvi MBP
baltymo raiska yra dél to, kad jj koduoja bakterijy seka. MBP sekos optimizavimas parenkant
optimaly N. benthamiana kodony rinkinj galéty padidinti raiskos efektyvumg. Tokiu atveju
biity galima pasiekti geresniy ne tik MBP, bet ir su juo suliety alergeny, sintezés rezultaty.

Siame moksliniame darbe pasirinkta sukonstruoti raiskos sistema daugumai tiriamy
alerginiy baltymy pasiteisino. Modifikuoto tabako mozaikos viruso vektoriy déka gauta
efektyvi Olee 1, Prup 1, Alng 1, Poap 1, Ana c 2, Cor a 2 nesekretuojamy alergeny raiska.

Alyvuogiy Ole E 1 baltymo sintezei jau anks¢iau buvo naudota E.coli bakterijos kaip
prokarioty sistema bei Pichia pastoris kaip eukarioty sistema. 1994 metais pirmg kartg Ole e 1
baltymas sintetintas E.coli bakterijose, suliejus jj su glutationo S transferaze, taciau
nes¢kmingai. Afininés chromatografijos biidu iSgryninus baltyma, Ole e 1 gautas kaip didelés
molekulinés masés agregatas, ir tik nedidelé dalis tirpios monomerinés formos (Villalba et al.,
1994). Tokie rezultatai paskatino mokslininkus ieskoti tinkamesnés $io baltymo raiskos
sistemos. Tam tikslui, buvo pabandyta P. pastoris sistema. Ole e 1 efektyviai sekretuotas j
ekstralgsteling ertme kaip atskiras baltymas (Huecas et al., 1999). Siame darbe pabandyta N.
benthamiana sistema Ole e 1 baltymo raiskai. SDS-PAGE poliakrilamidiniuose geliuose
matomas baltymas su visais raiskos konstruktais. Tokius rezultatus patvirtino atlikta baltymy
imunine (Western) analizé, kurioje aptikta antikiiny sgveika prie§ His tag bei MBP.

Persiko Pru p 1 bei juodalksnio Aln g 1 baltymai priklauso su patogeneze susijusiy
baltymy superSeimai ir dalyvauja augaly apsaugoje prie§ patogenus. Abiejy baltymy raiSka
anksciau buvo sékmingai atlikta E.coli bakterijose. Siame darbe sukonstruota raiskos sistema
taip pat pasiteisino. Gauti laukiamo apytikslio dydzio baltymai su visais naudotais $iy alergeny
konstruktais. Taip pat s¢ékmingai pavyko gauti apie 28 kDa dydzio pievinés miglés Poa p 1
baltyma su pRR- PEV-NHis konstruktu bei apie 70 kDa Poa p 1 baltymg sulieta su MBP.

Western bloto analizé patvirtino gautus rezultatus.
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Ana c 2 — tai ananaso vaisiuose randamas baltymas bromelainas. Iki Siol jo sintezé dar
nebuvo bandyta jokioje raikos sistemoje. Siame darbe gauti rezultatai parodé Ana ¢ 2 baltymo
sintez¢ N. benthamiana augaluose. SDS-PAGE poliakrilamidiniuose geliuose gauti laukiamo
dydzio baltymai — 37 kDa (NHis-AnaC2) bei 80 kDa (MBP-AnaC2), tafiau pra¢jus kuriam
laikui, naujai darytuose geliuose jy nebuvo aptikta. Tai galima paaiSkinti tuo, jog Ana ¢ 2 yra
proteaze, todel atSildant mégini deél temperatiiry svyravimy, baltymas galéjo degraduoti.
Western bloto analizé patvirtino tiek sekretuojamo, tiek ir nesekretuojamo bei sulieto su MBP
alergeno buvima. Sios proteazés sintezés laika riboja jos keliama Zala lapams, todél méginius
reikia paimti ankséiau, septiniy dieny laikotarpyje po infiltravimo, taciau kai kuriy kity baltymy
daugiausia buvo praéjus beveik dviem savaitéms po transformuoty agrobakterijy infiltravimo.

Lazdyno rieSuty Cor a 2 alergenas priklauso profiliny superSeimai ir ankstesniuose
bandymuose buvo sintetintas E. coli bakterijose. Siame darbe infiltravus N. benthamiana
augalus pRR-PEV1-NHis-CorA2 bei pRR-PEV1-MBP-CorA2 raiskos konstruktais, gauti
laukiamy dydziy baltymai — atitinkamai ~15 kDa ir ~58 kDa. Western bloto analizé patvirtino
s¢kmingg Cor a 2 baltymo raiskg. Bet kadangi Cor a 2 sukelia lapy nekroze, Sio baltymo raiska
lapuose irgi galima vykdyti tik savait¢ ar maziau.

Tiriama virusiné raiSkos sistema N. benthamiana augaluose nevisiskai pasiteisino
paprastojo kieCio Art v 6 alergeno sintezei. SDS-PAGE poliakrilamidiniuose geliuose nebuvo
matomy laukiamo dydzio baltymy tiek su, NHis konstruktu, tick su MBP. Atlikta baltymy
imuniné analizé parodé antikiiny saveikg prie§ His tag uodegéle, kas jrodo Art v 6 baltymo
sintez¢ augale, taCiau nebuvo antikiiny signalo prie§ MBP baltymg. Panasus rezultatai buvo
gauti su Hel a 3 nesekretuojamos formos baltymu. Kadangi nesekretuojantiems baltymams
buvo naudotas natyviis stop kodonai, manoma, kad galéjo vykti jy supresija ar buti neefektyvi
terminacija, kas ir galéjo nulemti silpng alergeny raiskg. Nesekreuojami Art v 6 ir Hel a 3
baltymai galéjo degraduoti dél netinkamo susilankstymo ar nejvykusiy potransliaciniy
modifikacijy, kurios vyksta tik sekrecinio kelio koompartmentuose ir galimai stabilizuojancias
Jy struktiira.

I$ sekretuojamy baltymy atmainy geriausius rezultatus pademonstravo Hel a 3
alergenas. Atlikus baltymy imuning analize¢ matomas antikiiny signalas prie§ His tag. NHis-
HelA3 baltymo signalas buvo labai silpnas, o sekretuojancio (CHis-HelA3) — akivaizdus.
Taciau Ana ¢ 2 bei Ole e 1 baltymy raiSka nebuvo tokia efektyvi. Sekretuojamy formy
konstruktams buvo naudojamos natyvios signalinés sekos, tai irgi galé¢jo nulemti silpnesne
raiSka. Galbiit verta $iy alergeny raiSkai pabandyti jau patikrintas signalines sekas, pavyzdZiui,
ryziy amilazés signaling seka. Be to, Siy baltymy méginiams paruosti buvo naudoti tie patys
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budai ir ta pati lasteliy ardymo procediira, kaip ir citozoliniams baltymams ir dauguma
sekretuojamy ] periplazma baltymy galéjo likti neiSekstrahave i§ lasteliy sieneliy nuolauzy.
Tam patikrinti, reikéty pabandyti kitas méginiy paruos$imo metodikas, labiau pritaikytas
periplazminiams baltymams. Taipogi SDS-PAGE geliuose nesimaté paciy maziausiy, ~11 kDa
baltymy. Cia gali biti kalti naudoti elektroforezés buferiai ir galbiit per maza akrilamido
koncentracija, neleidziantys efektyviai aptikti tokios mazos molekulinés masés baltymy.

Kai kurie 1§ analizuojamy alergeny sukélé neigiamg poveikj infiltruotiems augalams.
Nors pavyko gauti nemazg kiekj Ana c 2 bei Siek tieck Cor a 2 bei Hel a 3 baltymy, po N.
benthamiana augaly infiltracijos Siy alergeny agrobakterijy transformantais infiltruoti lapai
pradéjo vysti ir dzititi praéjus vos kelioms dienoms. Tokj Ana ¢ 2 poveikj augalui galima
paaiskinti tuo, kad Sis baltymas yra proteaze, tod¢l ji galéjo neigiamai paveikti augalo baltymus.
Didelis Cor a 2 alergeno kiekis taip pat tapo toksiskas augalo Igstelei. Cor a 2 priklauso profiliny
superSeimai. Yra zinoma, kad profilinai risasi su aktinu ir lemia citoskeleto struktiirg, taciau
esant dideléms koncentracijoms, Sie baltymai gali uZkirsti kelig aktino polimerizacijai, kas ir
galéjo tapti kenksmingumo priezastimi infiltruotiems lapams. Toksisku poveikiu augalams taip
pat pasizyméjo ir Hel a 3 baltymas, priklausantis nespecifiniy lipidy pernasos baltymy grupei.
Nieuwland et al. 2005 m. atliktame tyrime nustatyta, kad LTP baltymai gali sgveikauti su
hidrofobinémis lgsteliy sienelémis ir suardyti jas. Tai ir galéjo buti viena i§ lapy vytimo
priezasciy.

Apibendrintai galima teigti, kad tabako mozaikos viruso pagrindu sukonstruota
laikinos raiSkos sistema yra potencialus biotechnologinis jrankis alerginiy baltymy sintezei N.
benthamiana augaluose, ypac¢ tuomet, kai prokariotinése ar Zemesniyjy eukarioty sistemose $iy
baltymy sintezé neefektyvi ar susintetinti baltymai praranda antigeniskumg. O siekiant gauti
didesnius baltymo kiekius, augaly laikinos raiSkos sistema yra pigesné, kadangi nereikia
bioreaktoriy ir gana brangiy terpiy, jos iSpleCiamumas yra praktiSkai neribotas, kadangi
padidinti Siltnamiy plota yra daug pigiau nei reaktoriy tarj. Tokia alerginiy baltymy gavimo

strategija gali pasitarnauti molekulin¢je alergologijoje bei alerginiy ligy diagnostikoje.
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ISVADOS

Sukonstruota modifikuoto tabako mozaikos viruso laikinos raiskos sistema Nicotiana
benthamiana augaluose yra funkcionali;

. Atlikti tyrimai parodé, jog dalies tiriamy baltymy raiSka yra pakankamai didelé, kad
sukonstruotus vektorius buty galima panaudoti Siy rekombinantiniy alergeny
produkcijai.

Suliety su MBP alergeny sintezé¢ daugumoje atvejy vyko silpniau nei nesuliety, bet ja
pagerinti turéty sintetinis MBP genas, turintis N. benthamiana optimizuoty kodony
rinkinj.

Sekretuojamy baltymy raiSkai padidinti reikety pabandyti kitas signalines sekas, taip pat
pritaikyti periplazminiams baltymams labiau tinkamg baltymy ekstrakcijos metodika.
Mazy baltymy aptikimui pagerinti naudoti tam optimizuotus SDS-PAGE komponentus
ir saglygas.

Cora2, Anac 2 bei Hel a 3 baltymai turi toksiSkg poveik]j infiltruotiems augalams, todél
reikia optimizuoti augaly auginimo sglygas ir méginiy paémimo laikg. Ateityje galima
panaudoti baltymy inzinerija, siekiant panaikinti ty baltymy funkcinj aktyvuma iSlaikant

antigenines savybes.
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Santrauka

Alergija — tai stipri imuninés sistemos reakcija j tam tikras medziagas, kurios paprastai
nesukelia jokio poveikio Zmogaus organizmui. Bet kokia medziaga savo sudétyje turinti
baltymy gali sukelti alergija. Siuo metu populiariausias alergijy diagnozavimo metodas yra
pagristas i§ natiiralios Zaliavos gauty ekstrakty naudojimu. Zinoma, kad viena alergijos $altinj
sudaro jvairiy komponenty miSinys, o kiekvienas alergeno komponentas turi skirtingas
charakteristikas. Neretai diagnostikoje pasitaiko kryzminés IgE antikiiny sgveikos su
homologiskais baltymais. Taip pat naudojamuose ekstraktuose gali biiti komponenty ir i§ kity
alergeny Saltiniy. Sie aspektai apsunkina ekstrakty standartizavima bei alerginiy ligy
diagnozavima.

Atskiry alergeno Saltinio baltymy naudojimas galéty padidinti alergijas nustatanciy
testy jautruma, tatiau tam reikalingi dideli alergeny kiekiai. Sj uzdavinj galima iSspresti
pasitelkiant geny inZinerijos metodus. Augaly raiSkos sistemos tampa vis populiaresne
platforma jvairiy terapiniy baltymy sintezei dél didelés iSeigos, pigumo bei tinkamy
postransliaciniy modifikacijy.

Siame darbe panaudota tabako mozaikos viruso pagrindu sukurta Nicotiana
benthamiana augaly laikinos raiSkos sistema juodalksnio (lot. Alnus glutinosa) Aln g 1,
Europinio alyvmedzio (lot. Olea europaea) Ole e 1, pievinés miglés (lot. Poa pratensis)
Poap 1, valgomojo ananaso (lot. Ananas comosus) Ana ¢ 2, persiko (lot. Prunus persica)
Prup 1, paprastojo lazdyno (lot. Corylus avellana) Cor a 2, paprastosios saulégrazos (lot.
Helianthus annuus) Hel a 3 ir paprastojo kiecio (lot. Artemisia vulgaris) Art v 6 baltymy

gamybai.
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In Nicotiana benthamiana transient expression system

Summary

Allergy is a strong immune system reaction to certain substances that normally do not
cause any effect to a human body. Any substance that contains protein can cause allergy.
Currently, the most popular method of diagnosing allergies is based on the use of extracts from
natural materials. It is known that one source of allergies is a mixture of different components
and each component has different characteristics. Often cross-interactions of IgE antibodies
with homologous proteins occur in diagnostics. The extracts used may also contain components
from other sources of allergens. These aspects complicate the standardization of extracts and
the diagnosis of allergic diseases.

The use of individual proteins could increase the sensitivity of allergy-detecting tests,
but it requires high levels of allergens. This problem can be solved using genetic engineering
techniques. Plant expression systems are becoming an increasingly popular platform for the
synthesis of various therapeutic proteins due to high yields, affordability and suitable post-
transduction modifications.

We used transient expression system of black alder (lot. Alnus glutinosa) Aln g 1, olive
(lot. Olea europaea) Ole e 1, kentucky bluegrass (lot. Poa pratensis) Poa p 1, pineapple (lot.
Ananas comosus) Ana ¢ 2, peach (lot. Prunus persica) Pru p 1, hazel (lot. Corylus avellana)
Cor a 2, sunflower (lot. Helianthus annuus) Hel a 3, mugword (lot. Artemisia vulgaris) Art v 6

proteins production that is based on tobacco mosaic virus in Nicotiana benthamiana plants.
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