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ВСТУП
Актуальність теми. Стратегічні напрями розвитку технологій створення генетично-модифікованих (ГМ) організмів, так само як і переваги та потенційні ризики їх практичного використання є наразі постійним предметом обговорення не лише в наукових колах, але й на громадському рівні. Паралельно до розширення практичного використання ГМ організмів, особливо рослин у сільськогосподарській практиці, виникають додаткові запитання щодо безпеки їхнього споживання та необхідності вдосконалення контролю харчової безпеки, можливості перенесення генетичного матеріалу до нетрансформованих організмів та оцінки потенційного впливу трансгенних організмів на природні екосистеми, тощо. Технології, що використовуються для створення таких рослин, дають змогу введення все більш широкого кола генів інтересу до рослинного геному. Але при цьому під час процесу трансформації разом з генами інтересу привносяться й самі різноманітні маркерні гени (селективні чи маркерні гени, СМГ). До них належать гени стійкості до антибіотиків та гербіцидів [1, 2, 3]. Використання таких генів дозволяє швидко та ефективно проводити селекційний відбір трансформованих клітин чи тканин на етапі регенерації рослин. Після завершення відбору трансформованого матеріалу необхідність в експресії селективних маркерних генів відпадає [4].

З огляду на те, що значна увага приділяється запобіганню можливостей горизонтального перенесення генів стійкості до антибіотиків до тваринної та людської кишкової мікрофлори, а також оцінки можливостей і попередження вертикального перенесення генів стійкості до гербіцидів у геноми конвекційних сортів рослин та їх диких родичів [5, 6]. Тому вважається, що Розробка та вдосконалення методів створення нових трансгенних, вільних від селективних маркерів рослин, дозволило б підвищити привабливість створюваних продуктів та збільшити прихильність споживачів до генетично модифікованих рослин [7, 8]. 

На сьогоднішній день існує декілька можливих шляхів отримання трансформованих рослин, вільних від СМГ [9]:

-
уникнення використання селективних маркерних генів;

-
застосування СМГ, що не завдають шкоди під час їхньої присутності у рослинному геномі;

-
спільне використання маркерних генів та генів інтересу під час процесу трансформації з їх наступною сегрегацією;

-
видалення СМГ за допомогою сайт-специфічної чи гомологічної рекомбінації.

Використання рекомбіназ в генетичній інженерії є досить новою та перспективною технологією. Серед розроблених стратегій видалення селективних чи маркерних послідовностей з геномів трансформованих рослин найбільшою популярністю користується саме сайт-специфічна рекомбіназна система, тому що її використання дозволяє значно покращити отримання трансформованих ліній рослин. Сайт-специфічна рекомбіназна система Cre/loxP, виділена з геному помірного бактеріофага Р1, складається з рекомбінази Cre, котра взаємодіє з двома сайтами lox (інвертовані повтори по 13 п.н., фланковані спейсерною ділянкою у 8 п.н.) для видалення, транслокаціх, інсерції чи інверсії окремих сайт-специфічних ділянок ДНК в залежності від орієнтації сайтів ексцизії по відношенню один до одного [10]. Вперше систему рекомбінації за допомогою Cre/loxP як спеціального типу сайт-специфічної рекомбінації було використано для активації експресії генів у лінях клітин ссавців [11]. Поміж такими сайт-специфічними рекомбіназами, як Flp, R та інші, ген рекомбінази Cre здатен ефективно реплікуватись у плазмідах разом із сайтами ексцизії. В інших випадках досить часто спостерігається інверсія фрагменту плазміди (котрий фланкується двома сайтами рекомбінації) у зворотному напрямку. Перевагою рекомбіназної системи Cre/loxP є те, що під час роботи фермент не потребує присутності додаткових факторів ініціації [12, 13]. Окрім цього, сайт-специфічна рекомбіназна технологія дозволяє отримувати однокопійні трансгенні лінії, що є важливим з практичної точки зору, оскільки доведено, що за наявності єдиної копії Т-ДНК рівень її експресії в геномі підвищується [14]. 
Для досягнення конститутивної експресії рекомбінази у транформантів загалом використовують такі підходи, як почергова трансформація генома рослин векторними конструкціями з геном інтересу та геном самої рекомбінази [15] або перехресне запилення між трансгенними лініями, які експресують рекомбіназу [16]. У даному випадку видалення маркерних чи селективних послідовностей ускладнюється за умови трансформації рослин з вегетативним розмноженням та рослин з подовженим часом відтворення. Окрім цього, в трансформантах через деякий час після події трансформації спостерігаються фенотипові та генетичні зміни, котрі пов’язують з конститутивною експресією рекомбінази Cre. Альтернативним варіантом отримання трансгенних ліній, вільних від маркерних послідовностей, є транзієнтна експресія ферменту, однак при застосуванні такого підходу необхідно здійснювати додаткові етапи трансформації [13, 17].

Тимчасова експресія рекомбіназного білку забезпечується індуцибельними промоторними послідовностями. В ряді робіт описано використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP під контролем тканиноспецифічних промоторів та промоторних послідовностей, виділених з генів білків теплового шоку. Так, для регуляції роботи рекомбіназної системи Cre/loxP використовуються промотор, ідентифікований у зародкових тканинах [13] або індуцибельний промотор гена білка теплового шоку HSP81-1 [14]. Недоліком використання таких послідовностей є необхідність створення специфічних умов [18] для проведення трансформації або ж залучення додаткових агентів для ініціації експресії рекомбінази. Як варіант, транзієнтну експресію поєднують з автоексцизією, коли маркерні чи селективні гени та ген рекомбінази фланкуються сайтами ексцизії. У такому випадку відбувається видалення гена рекомбінази, що й зумовлює транзієнтну експресію ферменту в трансгенному організмі [19]. За допомогою такого підходу можна досягнути 100% видалення маркерних послідовностей з геному трансформантів протягом декількох поколінь. Результат досягається шляхом комбінації позитивних та негативних маркерних генів у трансформуючій касеті, що, в свою чергу, ускладнює процес трансформації [20]. Разом з тим, досить часто після події трансформації спостерігається припинення експресії Т-ДНК у наступних поколіннях трансформантів. Тому актуальним є дослідження ефективності роботи сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP у наступному (Т1) поколінні трансформованих рослин для отримання зразків, вільних від маркерних послідовностей.

Враховуючи зростаюче практичне значення генетично модифікованих рослин, розроблення та вдосконалення методів видалення СМГ з їхніх геномів є на сьогодні важливим та актуальним завданням. Саме тому створення нових молекулярних інструментів та вдосконалення вже наявних рекомбінантних систем є постійним предметом інтересу для рослинної біотехнології протягом останніх десятирічь. Щороку з’являється достатньо велика кількість наукових публікацій з описом нових підходів для ефективного застосування селективних генів, що так чи інакше підкреслює важливість вирішення проблеми створення трансгенних ліній рослин, вільних від маркерних чи селективних генів. Викладені вище факти фокусують увагу саме на перспективності використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, як ефективного молекулярно-генетичного інструменту для вирішення цього питання. Відповідно, одним із найважливіших шляхів розв’язання подібного завдання є створення векторних конструкцій, котрі б дозволили оптимізувати процес генетичної трансформації за умов використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP та отримати вільні від СМГ трансгенні рослини всього за один етап селективного відбору.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась в рамках науково-дослідних тем відділу геноміки та молекулярної біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України»: «Створення нових ліній трансгенних рослин із застосуванням генів стійкості до біотичних та абіотичних факторів та генів для покращення їх харчової якості», номер державної реєстрації 0107U003581 (2007–11 рр.) та «Вивчення молекулярно-генетичних та клітинних механізмів стійкості рослин до абіотичних та біотичних факторів для покращення їх адаптивних властивостей до несприятливих умов навколишнього середовища», номер державної реєстрації 0112U001597 (2012–16 рр.), а також стужування в рамках Програми академічних обмінів імені Фулбрайта в Україні впродовж 2011–12 рр. 

Мета і завдання досліджень. Мета дисертаційної роботи – розробити технологію одноетапного отримання трансгенних ліній Arabidopsis thaliana, вільних від маркерних послідовностей, шляхом створення векторних конструкцій ДНК з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP та дослідити ефективність застосування розробленої рекомбіназної системи Cre/loxP протягом декількох поколінь трансформантів.

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити наступні завдання:

· створити декілька варіантів векторних ДНК-конструкцій з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP з метою визначення вдалішого дизайну для отримання трансгенних рослин, вільних від loxP-обмежених ділянок Т-ДНК;

· отримати генетично трансформовані рослини A. thaliana за допомогою методу агробактеріальної трансформації з використанням створених ДНК-конструкцій;

· розробити ефективну систему селекції трансгенних рослин у присутності в їхньому геномі сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP;

· дослідити ефективність трансформації рослин за допомогою кожного із створених варіантів векторної ДНК-конструкції;

· провести молекулярно-генетичний аналіз трьох поколінь трансформантів для виявлення події видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з маркерними генами;

· встановити ефективність використання розробленого підходу із застосуванням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для отримання генетично модифікованих рослин, вільних від послідовностей ДНК з маркерними генами.
Об’єкт дослідження – ефективність роботи сайт-специфічної системи Cre/loxP в геномі трансформованих ліній A.thaliana в межах створених векторних ДНК-конструкцій протягом трьох поколінь трансформантів.

Предмет дослідження – одноетапне отримання трансформантів A.thaliana, за допомогою нового підходу з використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, що має на меті повне видалення МГ разом з геном cre, без залучення тканино-специфічних чи індуцибельних промоторів. 

Методи дослідження. У роботі використовували методи культивування рослин in vitro, опосередковану агробактеріями генетичну трансформацію рослин за допомогою методу занурення квіток, методи гістохімічного аналізу, методи світлової мікроскопії, молекулярно-генетичні методи, а також методи статистичного аналізу.
Наукова новизна. Розроблено дизайн та створено ДНК-конструкції з комбінацією генетичних послідовностей, таких як ген gus, nptII, та cre, розташованих в межах сайтів ексцизії, а також сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP. Встановлено, що при використанні цих конструкцій після події інтеграції Т-ДНК до генома рослин вже в першому поколінні трансформантів A. thaliana відбувається автоексцизія loxP-обмежених ділянок Т-ДНК. Вперше продемонстрована висока ефективність розробленого для агробактеріальної трансформації A. thaliana методу занурення квіток із залученням синтезованих векторних конструкцій. Встановлено, що в результаті використання запропонованих ДНК-конструкцій із залученням рекомбіназної системи Cre/loxP як молекулярно-генетичного інструменту вдається досягти присутності однієї копії Т-ДНК на геном трансформантів. Вперше отримано трансгенні рослини без використання індуцибельних або тканино-специфічних промоторів до складу трансформуючих ДНК-конструкцій, що дозволило значно спростити процес генетичної трансформації рослин, знімаючи питання створення специфічних умов для селективного відбору трансгенного матеріалу чи залучення додаткових хімічних агентів. Запропоновано статистичну класифікаційну модель оцінки ефективності трансформації рослин, отриманих за допомогою створених ДНК-конструкцій із залученням сайт-специфічної системи Cre/loxP.
Практичне значення. Розроблено новий підхід для одноетапного отримання трансгенних рослин за допомогою векторних конструкцій із сайт-специфічною системою Cre/loxP. Запропонований підхід є значним внеском у вирішення проблеми зниження потенційних ризиків від вивільнення ГМ рослин у навколишнє середовище. В результаті проведеної роботи з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP у розроблених ДНК-конструкціях доведено, що цей підхід значно спрощує процес трансформації і дозволяє рекомендувати його до використання в практичних цілях. Таким чином, результати досліджень можуть бути використані для отримання ГМ рослин як з науково-дослідною метою, так і з метою розроблення стратегії генетичної трансформації однодольних та дводольних рослин для практичного використання. Розроблена статистична класифікаційна модель дозволяє передбачити ефективність використання розроблених векторних ДНК-конструкцій на інших рослинних об’єктах, що також спрощує використання розробленого підходу.

Особистий внесок здобувача полягає в розв’язанні завдань роботи, аналізі наукової літератури, розробці методологічних підходів щодо вирішення поставлених завдань, проведенні експериментальної роботі, узагальненні та інтерпретації отриманих результатів, встановленні закономірностей, формулюванні висновків, підготовці матеріалів до публікації. Разом з науковим керівником були визначені завдання дисертаційної роботи та проводилось обговорення результатів досліджень.

Апробація результатів дисертації. Основні наукові результати викладені у дисертації доповідались на ХІІ-й конференції молодих вчених «Наукові, прикладні і освітні аспекти фізіології, генетики, біотехнології рослин і мікроорганізмів» (Київ, 2012), VII-му конгресі EPSO (Європейська організація з біології рослин) (Порто Хелі, Греція, 2013) та IX-й Міжнародній науковій конференції «Фактори експериментальної еволюції організмів» (Умань, 2014).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 9 наукових праць, з них 7 статей в наукових фахових виданнях згідно переліку МОН України, та 2 тез наукових конференцій.
Структура і обсяг роботи. Дисертація складається з вступу, трьох розділів, заключної частини, висновків, списку літератури, додатків. Матеріали дисертації викладені на 142 сторінках друкованого тексту, містять 21 рисунок, 7 таблиць і два додатки. Список використаних джерел включає 234 найменування.
РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Обмеження використання селективних та маркерних генів у генетичній інженерії рослин
 Разом з розвитком аграрного сектору та стрімким приростом населення планети значно зростає й тиск на природні екосистеми, відбувається скорочення продовольчих запасів на фоні недостатнього рівня виробництва продуктів рослинництва та зростання збитків урожаю від шкідників та хвороб. В той же час, розвиток генетичної інженерії з можливістю отримання трансгенних сільськогосподарських сортів відкриває нові перспективи для виробництва продуктів харчування, кормів, розвитку текстильної промисловості та ін. Комерціалізовані на сьогоднішній день генетично модифіковані (ГМ) рослини, які отримуються за допомогою інтеграції в геном реципієнта чужорідних для нього генів, можуть також  синтезувати біологічно активні речовини (вакцини, антитіла, тощо) [21,  22, 23]. Станом на 2014 р. загальна площа земель, відведених під вирощування трансгенних сільськогосподарських культур, становила 181,5 млн га у 28 країнах [24]. Кількість фермерів, котрі вирощували на своїх полях ГМ-культури, становила більше ніж 18 млн осіб. За прогнозами ВООЗ та ФАО на кінець 2015 р. генетично модифіковані культури вирощуватимуться вже у 40 країнах за участю 20 млн. фермерів [25]
На сьогодні відкриття закономірностей процесу перенесення генів рослин вже внесло вагомий вклад в розвиток світового господарства та медицини в цілому та стало одним із найважливіших інструментів, що дозволяє створювати нові форми живих організиів. З іншої сторони, використання генетично модифікованих організмів (ГМО) викликає ряд запитань з огляду на проблеми біобезпеки. Основні потенційні ризики від використання ГМ рослин можна поділити на три основні групи: харчові, екологічні та агротехнічні [26, 27]. Значна увага приділяється науковцями попередженню можливостей горизонтального перенесення генів стійкості до антибіотиків до тваринної та людської кишкової мікрофлори. Можливість горизонтального перенесення селективних генів (СГ), таких як гени стійкості до антибіотиків, була описана в декількох публікаціях, однак великою важна кількістю досліджень переконливо продемонстровано відсутність ризику перенесення СГ до людської чи тваринної мікрофлори [28]. Прикладом може слугувати трансформація бактерій в харчовому ланцюгу, де вивільнена ДНК в деяких матеріалах може зберігатись протягом декілька неділь. Окрім цього певні мікроорганізми за допомогою  природних властивостей чи в результаті хімічного процесу здатні поглинати вільну ДНК з оточуючого середовища. Виявлено, що в людському чи тваринному кишківнику вивільнена форма ДНК може залишатись стабільною протягом деякого часу. Однак, деградація ДНК починається ще до того, як генетичний матеріал дістанеться до ключових ділянок кишківника, де можливе горизонтальне перенесення генів. Як правило, це нижня частина тонкої кишки, сліпа кишка та товста кишка. В разі потрапляння генетичного матеріалу в ці частини кишківника ДНК вже буде фракціонована на ділянки, менші за послідовності гену [29]. Більш того, гени стійкості до антибіотиків, котрі широко використовуються в якості СГ під час отримання трансгенних рослин, мають бактеріальне походження. Виникнення таких генетичних послідовностей у бактерій пов’язане з еволюцією їх генетичного апарату для здобуття переваги над конкурентними штамами мікроорганізмів та для підвищення рівня виживання за несприятливих умов. Таким чином, випадок горизонтального перенесення СГ між трансформантом та мікроорганізмом є дуже малоймовірним порівняно з можливим обміном генетичного матеріалу між бактеріями [28].

В якості агротехнічних ризиків розглядається можливе потрапляння ГМО в результаті сільськогосподарської діяльності у навколишнє середовище, що може становити загрозу для біорізноманіття. Так, в результаті горизонтального перенесення генів стійкості до пестицидів у геном дикоростучих родичів стає можливим виникнення бур’янів із підвищеною стійкістю до хімікатів. Також горизонтальне поширення СГ між нетрансформованими сортами може призвести до створення прихованої форми ГМ рослин, котрі потраплятимуть у харчовий раціон людини (чи тварин), що може спровокувати виникнення харчових ризиків [23]. З іншого боку, вдалим горизонтальне перенесення генів можливе лише у тих випадках, коли трансформовані рослини ростуть поруч із дикорослими родичами, якщо їхній період цвітіння співпадає, якщо ГМ рослини відносяться до високофертильної категорії, а також у тих випадках, коли застосовується селективний тиск за допомогою гербіцидів [23, 29]. Ще одним шляхом розповсюдження генетичного матеріалу від трансгенних рослин в навколишньому середовищі може бути пилок ГМ рослин. За сонячної та сухої погоди життєздатність як трансгенного, так і нетрансгенного пилку триває до 90 хв. За умов хмарної погоди цей період подовжується до 240 хв [30]

Під екологічними ризиками розглядають загрозу, пов’язану з генетичною та екологічною мінливістю живих організмів, оскільки вона впливає на систему спадкового апарату, викликаючи зміни на генетичному рівні з подальшим вертикальним поширенням чужорідних генів між нащадками [31]. 

У будь-якому випадку ключовим моментом у практиці використання ГМ рослин є неконтрольоване вивільнення маркерних та селективних генів в навколишнє середовище. Маркерними генами та селективними генами (СМГ) є послідовності ДНК, що входять до складу ДНК-конструкцій та дозволяють ідентифікувати трансформовані клітини після завершення процесу трансформації [32, 33]. На сьогоднішній день розроблено технології для використання близько 50 різних СМГ. Однак, в генетичній інженерії рослин застосовується лише декілька з них, що зумовлюється низькою вартістю технології застосування цих генів та простотою їх використання. Загалом, як генетичні маркери для трансформації рослинного геному використовують послідовності, що мають частіше всього бактеріальне або рослинне походження. Найчастіше використовуються такі селективні гени, як nptII та hpt гени (резистентність до аміноглікозиду, канаміцину та гігроміцину); ген bar (стійкість до фосфінотрицину). Репортерними генами (маркери скринінгу, маркерні гени) є послідовності, що дозволяють проводити ідентифікацію трансгенних рослин за відсутності селективного агенту. Як правило, у ролі маркерних генів використовують послідовності, що кодують ферменти. Експресія такого роду генів дає перевагу в метаболічному сенсі, оскільки відмічається пришвидшений ріст та диференціювання трансформованих рослин [34]. Прикладом таких послідовностей є β-глюкуронідаза (GUS, β-glucuronidase), люцифераза, β-галактозидаза та ін. В якості маркерного гену використовують і флуоресцентні білки. Наприклад, ген зеленого флюоресцентного білку gfp дозволяє здійснити візуальний скринінг трансформованих клітин чи тканин. Також використовуються гени, що беруть участь у метаболізмі фітогормонів. Так, для відбору трансформантів був успішно використаний ген ізопентенілтрансферази (ipt) з Т-ДНК Agrobacterium tumefaciens [7, 35, 36]. Використання індукованого дексаметазонового промотору для гена ipt дало змогу підвищити регенеративну здатність трансформантів салату та тютюну [7, 37, 38]. 

Ще однією проблемою, пов’язаною з присутністю СМГ в трансформованих рослинах, є виникнення ефекту мовчання генів. У деяких випадках під час росту та розвитку рослини присутність маркерних генів у геномі може спровокувати пригнічення або зникнення експресії нативних чи привнесених генів. У інших випадках, в результаті інтеграції одразу багатьох ДНК-конструкцій (множинна інтеграція) в геном спостерігається підсилення експресії маркерних послідовностей, що є також небажаним [34]. Використання декількох різних ДНК-конструкцій з однаковими селективними маркерами для трансформацій однієї й  тієї ж рослини може спричинити подвоєння промоторів та полі(А) сигналів. У таких випадках також спостерігається ефект мовчання генів. Ще одним приводом для виникнення ефекту мовчання генів є повторне використання одного і того ж промотору та сигналу поліаденілювання для різних СМГ [38, 39].

Сьогоденні методи створення трансгенних сільськогосподарських сортів рослин потребують значних зусиль, поєднаних із вагомою затратою часу. Завдяки процесу генетичної трансформації генеруєтсья величезна кількість рослин з довільною інсерцією ДНК в геном і лише декілька з них відповідають необхідним критеріям для подальших досліджень з можливістю наступної комерціалізації. Тому є досить актуальним розроблення стратегії в генетичній інженерії, котра б дозволила пришвидшити процес отримання трансформантів та вирішити ряд проблем, пов’язаних з подальшим використанням ГМ рослин.
1.2. Шляхи видалення маркерних послідовностей ДНК

Розроблення та вдосконалення нових стратегій для видалення СМГ з геному трансформантів, що дозволили б уникнути як ефекту мовчання генів, так і виникнення непередбачених ефектів від використання ГМО, є одним з актуальних завдань в генетичній інженерії. На сьогоднішній день для вирішення цих проблем існує декілька основних підходів [36]:

-
використання селективних чи маркерних послідовностей, які не несуть потенційної шкоди. Так, помічено що за допомогою деяких генів, використаних в якості маркерів, підвищується чутливість трансгенних клітин до фітогормонів. В результаті селективний відбір трансформантів здійснюється візуально, наприклад за підвищеним рівнем коренеутворення [34]. Використання подібних генетичних маркерних послідовностей є гарною альтернативою традиційним селективним генам, таким як гени стійкості до гербіцидів та ін. 

-
Повне уникнення використання СМГ при створенні трансформантів. Проте при використанні даної стратегії для трансформації рослини ймовірність інтеграції ДНК-конструкції в геном є дуже низькою. Так чи інакше, в деяких публікаціях описано можливість отримання ГМ рослин без залучення етапу селекції. Так, De Buck із співавторами [39] отримали трансформанти арабідопсису шляхом агробактеріальної трансформації коренів, вирощених на неселективному середовищі. Разом з тим, під час трансформації протопластів тютюну автори відзначили невисоку ефективність цього підходу, лише у 18%.

-
Видалення СМГ після успішної селекції за допомогою сайт-специфічної рекомбінації, транспозиції або гомологічної рекомбінації. 

Практично значущим прикладом використання СМГ, що не несуть потенційної шкоди, може бути використання послідовностей ДНК рослинного походження. Так, використання генів стійкості до антибіотиків можна замінити деякими генами конститутивних білків рослинної клітини. Ілюстративним прикладом цього стратегічного підходу може слугувати застосування мутантного гену тубуліну, що забезпечує стійкість до гербіцидів з антимікротрубочковою активністю. Успішне застосування такого гену як селективного маркера для отримання трансгенних рослин описано раніше [2].

Застосування технології повного уникнення використання СМГ є достатньо незручним у роботі. Теоретично можливо ідентифікувати трансформовані клітини поміж нетрансформованих за допомогою молекулярно-генетичних методів [40]. У той же час видалення СМГ після успішної селекції за допомогою сайт-специфічної рекомбінації, транспозиції або гомологічної рекомбінації набуває дедалі більшого розповсюдження.

1.2.1. Котрансформація з використанням маркерного та селективного генів


Одним із шляхів відділення селективних та маркерних генів від генів інтересу є почергове використання ДНК-конструкцій з генами інтересу та маркерними генами (котрансформація) на різних етапах процесу трансформації. Зазвичай для цього використовують агробактеріальну трансформацію, оскільки відсоток успішних подій роздільної інтеграції в цьому випадку є вищим. При здійсненні котрансформації ген інтересу та маркерний ген можуть бути вбудованими у дві різні векторні конструкції в межах однієї бактерії [41, 42] або використовуватись у різних агробактеріальних штамах [43]. Однак кількість подій інтеграції як для конструкції з геном інтересу, так і для конструкції з маркерним геном у даному випадку є значно вищою, аніж це необхідно, тому виникає висока ймовірність присутності обох Т-ДНК в геномі рослини. Для уникнення цього ефекту проводять процедуру постійного відбору трансформантів, як це було продемонстровано на рослинах тютюну та рису [44]. За допомогою котрансформації Xue et al. [45] отримали трансгенні лінії жита з високим рівнем целюлази (1,4-β-глюканаза, за допомогою бінарного вектору з генами hph та cel-hyb1 в окремих Т-ДНК), де маркерний ген hph був послідовно видалений з геному рослин завдяки сегрегації послідовності з синтетичного гібриду cel-hyb1 в поколінні Т1. За допомогою котрансформації було також успішно отримано перше покоління трансформантів «Золотого рису», позбавленого селективного гену гігроміцину [46]. Під час використання одного селективного гену при здійсненні котрансформації вдається досягнути незалежної інтеграції цільового гену у велику кількість незчеплених геномних локусів [47]. Так, за допомогою біобалістичного методу трансформації вдалось ввести до 12 різних генів в геном сої [48] та 13 – в геном рису [49]. Однак після проведення балістичної трансформації виявилось, що в значній кількості отриманих трансформантів цільовий ген був зчеплений з маркерним, що значно ускладнило виведення маркерного гену з геному трансформанту. 
Порівняно з іншими методами видалення СМГ, завдяки котрансформації чужорідна послідовність ДНК видаляється з геному повністю, попереджуючи потрапляння СМГ в навколишнє середовище. Однак, процедура ко-трансформації є довготривалою та вимагає багато зусиль, не може бути застосованою для трансформації дерев із значним періодом відтворення. Доведено, що для досягнення вдалого результату за допомогою ко-трансформації необхідно витратити в чотири рази більше рослинного матеріалу порівняно з подібним результатом, отриманим за допомогою агробактеріальної трансформації з єдиною ДНК-конструкцією [49].

1.2.2. Векторна система мультиавтотрансформації

Видалення селективного чи маркерного генів з геному рослини можливо здійснити й після отримання трансформанту за допомогою мультиавтотрансформації (Multi-Auto-Transformation) [50, 51]. Система мультиавтотрансформації була використана для отрмання рослин тютюну та тополі. Селективний відбір трансформантів здійснювали за допомогою маркерів регуляції росту рослин – агробактеріальних генів синтезу фітогормонів. Спочатку проводили сринінг морфологічно аномальних проростків, котрі розвивались під впливом експресії гену синтезу цитокінінів ізопентилтрансферази ipt на безгормональному середовищі. Ген ipt фланкувався кінцевими повторами мобільного елементу Ас. Його видалення з трансформуючої касети здійснювалось за рахунок активності мобільного елементу ендогенної трансфпозази Ас. Після видалення гену ipt з геному відбувалось відновлення нормальної морфологічної структури проростка. В результаті вдавалось отримати до 5% трансформантів від загальної кількості первинних трансформантів. Описаний метод отримання трансформантів, вільних від СМГ не потребував проходження додаткового етапу генетичного схрещування, хоча й частото трансформації в даному випадку відмічалась на досить низькому рівні.

1.2.3. Використання транспозонів для створення трансформантів без селективних та маркерних генів

В генетичній інженерії в якості молекулярного інструменту також широко використовують явище транспозиції. Транспозиція є наслідком діяльності ферменту транспозази, котра розпізнає певні послідовності ДНК (в більшості випадків послідовності є інвертованими повторами). Послідовності фланкуються певними фрагментами ДНК, котрі можуть бути вирізані та інтегровані в іншу локацію геному за допомогою транспозази. Елементи транспозиції, такі як DS-елементи (елементи роз’єднання) також використовуються для елімінації маркерних генів. Суть цього підходу полягає у закріпленні певної транспозиційної послідовності разом із генами селекції в складі ДНК-конструкції. В даному випадку Ds-елементи належать до найбільш охарактеризованої родини транспозонів Ac/Ds, де Ас (активатор) – фермент транспозаза [21, 52]. Після трансформації та селекції маркери та транспозиційні послідовності можуть бути розділені між собою. Так, після здійснення транспозиції відбувається руйнування мобільного елементу, закріпленого разом з маркерною послідовністю [53], що описано в дослідах з трансформації тютюну та осики [40]. Іншим варіантом цього підходу є використання релокації гена інтересу на велику відстань від початкового місця інтеграції ДНК-конструкції [54]. Підхід дозволяє забезпечувати експресію привнесених послідовностей ДНК на різних ділянках геному з метою мінімізувати ефект надекспресії в його окремих регіонах. Окрім цього, видалення селективних та маркерних генів з геному трансформантів за допомогою Ds-елементів може бути здійснене вже в поколінні Т0. Рівень повторної інтеграції чужорідних послідовностей в соматичних клітинах спостерігається на дуже низькому рівні [4]. 

Для видалення СМГ за допомогою транспозонів використовують два види векторів: в тій чи іншій ДНК-конструкції інвертовані повтори Ds фланкують цільовий, або ж маркерний гени. У першому варіанті за рахунок активності ендогенної транспозази Ас з наступним перенесенням Т-ДНК в різні локуси геному можливо досягти різного рівня синтезу цільового білку в трансформованих рослинах [55]. Як результат, під час перенесення всередині геному цільовий ген втрачає зв'язок із селективним геном. В іншому випадку селективний ген можливо видалити за допомогою транспозази після повторної агробактеріальної трансформації ДНК-конструкціями з геном Ас, або ж в результаті схрещування трансформанту з рослиною, котра синтезує транспозазу сама [35,
56]. Проте під час використання ефекту транспозиції або ж самих елементів транспозиції відзначається нестабільність інтеграції Т-ДНК, що нерідко призводить до її наступного переміщення вздовж геному. В цьому випадку селекція рослин із стабільними вставками є досить важким процесом та займає багато часу. У кінцевому підсумку підхід з використанням елементів транспозиції викликає малий практичний інтерес.

1.2.4. Гомологічна рекомбінація

Іншим варіантом видалення СМГ є використання гомологічної рекомбінації. За допомогою цього підходу продемонстровано видалення послідовностей ДНК, розташованих між прямими повторами у геномі соматичних клітин рослин. Процес видалення відбувався з досить низькою частотою [57]. Тому протягом довгого часу використання гомологічної рекомбінації для трансформації рослин вважалось неефективним. Проте згодом доцільність застосування цього явища була доведена під час трансформації тютюну [58]. Між двома сайтами ексцизії (сайти attP) вбудовували ген канаміцину, котрий разом із цими сайтами видалявся з високою частотою під час росту рослин. За допомогою запропонованої методики процес отримання трансформантів, вільних від маркерів, здійснювався швидше порівняно з використанням повторної трансформації чи перехресного запилення. Вирішенню проблем, пов’язаних з використанням гомологічної рекомбінації, допомогло відкриття системи з attP сайтами з бактеріофагу λ. Ця система застосовується для інтеграції специфічної ділянки ДНК бактеріофагу між attB сайтами E. coli. Реакція потребує присутності двох білків: інтегрази бактеріофагу (int, phage-encoded integrase) та бактеріального фактору інтегрування (IHF, integration host factor) [59]. Та зрештою, не зважаючи на методологічні вдосконалення, частота подій гомологічної рекомбінації в соматичних клітинах залишається на низькому рівні (в залежності від виду рослин), а перебіг процесу важко контролювати. Механізм здійснення гомологічної рекомбінації в рослинах ще досі недостатньо вивчений. Використання цього підходу для отримання трансформантів вимагає використання значної кількості рослинного матеріалу, що в свою чергу веде до ймовірності виникнення сомаклональних мутацій.

Подія рекомбінації, зумовлена подвійним розривом ланцюгів ДНК, відбувається завдяки подальшому відновленню їх цілісності. Шляхом подвійного розриву ланцюгів ДНК можливо активувати специфічні послідовності у геномі, що призводитиме до підсилення процесу рекомбінації в рослинних клітинах [60]. Так, завдяки подвійному розриву ланцюгів ДНК починається транзієнтна експресія рестрикційного ферменту I-SceІ. Якщо розрив відбудеться між привнесеними сайтами рестрикції in vivo, спостерігається підсилення гомологічної рекомбінації. Ефективність такого підходу продемонстрована на рослинах тютюну, де маркерний ген у використаній конструкції був фланкований сайтами рестрикції для ферменту I-SceІ. Після експресії гена цього ферменту маркерний ген видалявся за допомогою гомологічної рекомбінації у третини трансформованих рослин [61]. Також даний підхід може бути використаний для елімінації множинної інтеграції Т-ДНК до геному трансформантів. Гомологічна рекомбінація в соматичних клітинах може також бути підсилена за допомогою експресії білків таких генів, як recA та ruvC та ін. [62]. Проте при застосуванні цього підходу разом з привнесеними генами будуть активовані й інші гомологічні послідовності, внаслідок чого спостерігатиметься загальна дестабілізація рослинного геному. Тому використання явища подвійного розриву ланцюгів ДНК для забезпечення гомологічної рекомбінації не є достатньо ефективним для видалення маркерних генів.
1.2.5. Сайт-специфічна рекомбіназна технологія

Технологія сайт-специфічної рекомбінації базується на можливості вбудовування або видалення послідовності ДНК у визначених місцях геному [63, 64]. Цей тип рекомбінації відбувається за участі двох певних сайтів ДНК та білка рекомбінази. Рекомбіназа розпізнає та зв’язується з короткими паліндром ними послідовностями з наступним розривом ланцюгів ДНК. Однією з перших сайт-специфічних рекомбіназних систем, використаних для трансформації рослинного геному була система Cre/loxP [65]. З метою видалення селективних та маркерних генів з геному трансформантів цей підхід вперше був продемонстрований на рослинах тютюну [16]. В представленій векторній ДНК-касеті ген стійкості до канаміцину був вбудований між двома сайтами ексцизії loxР. Після введення конструкції в геном рослини відбувалось видалення гена селекції разом із сайтами loxP. Ексцизія здійснювалась за допомогою рекомбінази Cre. На сьогоднішній день окрім Cre для виконання даної стратегії також використовують сайт-специфічну систему FLP/ftr із S. cerevisiae [66] або систему R-RS із плазміди pSR1, виділену з Zygosacharomyces rouxii [67]. На відміну від більшості рекомбіназ, Cre, Flp, R не потребують у своєму використанні додаткової модифікації у будові або присутності специфічних факторів під час їх роботи [68].  

Сайт-специфічна рекомбіназна система використовується і для трансформації хлоропластної ДНК, що дозволяє уникнути загрози міжвидового схрещування між трансгенними і дикими типами рослин [69]. Окрім цього виявлено, що для трансформації пластидного геному небажано використовувати маркерні гени, оскільки в пластидах презентуватиметься одразу декілька тисяч копій однієї і тієї ж послідовності селективного чи маркерного генів. Для уникнення накопичення продуктів маркерних генів у клітині та успішного отримання транспластомних ліній рослин було застосовано сайт-специфічну систему Cre/loxP, котра успішно працює у ядерному геномі [70, 71, 72]. Однак було виявлено, що рекомбіназа Cre спроможна каталізувати реакцію видалення між певними нативними «псевдо-lox» послідовностями, котрі значно відрізняються від сайтів lox у конструкції [73]. Результатом діяльності Cre у такому випадку є, наприклад, поява стерильності у рослин [74]. Тому в якості альтернативи до використання сайт-специфічної рекомбіназної системи для видалення СМГ з хлоропластної ДНК було запропонувано використовувати гомологічну рекомбінацію. Виявилось, що цей підхід для трансформації хлоропластів та бактерій є більш ефективним, ніж для ядерної ДНК вищих еукаріот [75]. Ефективність даного підходу була продемонстрована на рослинах тютюну, трансформованих різними маркерними послідовностями, фланкованими гомологічними ділянками довжиною від 174 до 418 п.н. [76]. Отже з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи стає можливим виконати генетичні маніпуляції лише за один раунд експерименту, що значно спрощує процес отримання трансформантів, вільних від маркерних послідовностей. Постійне вдосконалення підходів до використання сайт-сецифічних рекомбіназ демонструє значний потенціал цього молекулярно-генетичного інструменту. Однак, незважаючи на досить довгу практику генетичної трансформації геному рослин, використання рекомбіназної системи досі містить ряд недоліків та вимагає розроблення нових підходів її використання.
1.3. Використання рекомбіназ у молекулярній біотехнології рослин

В цілому використання рекомбіназ в геннетичній інженерії є досить новою та перспективною технологією [77]. Перші спроби використання сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP мали невеликий успіх у створенні трансформантів, вільних від маркерних послідовностей, оскільки потрібно було б проводити повторну трансформацію, або ж схрещувати з рослинами, трансформованими ДНК-конструкціями з геном cre [78]. Подальше вдосконалення підходу з використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP значно спростило технологію шляхом використання у векторних касетах індуцибельних промоторів. Сайт-специфічна рекомбіназна система вперше була відкрита у бактерій. На сьогоднішній день охарактеризовано її багатофункціональність, включаючи фазову зміну деяких бактеріальних факторів вірулентності під час інтеграції бактеріофагу в геном реципієнта. Сайт-специфічна рекомбінація відбувається в районі специфічної послідовності чи сайту розпізнавання. Це призводить до розщеплення (чи з’єднання) цільових послідовностей в результаті інтеграції, делеції чи інверсії фрагментів ДНК без набуття (або втрати) нуклеотидів [79, 80]. За допомогою кристалографічного аналізу комплексів деяких сайт-специфічних рекомбіназ із ДНК вдалось описати механізм їх роботи [12]. Рекомбіназа Cre (343 амінокислотних залишки, cyclization-recombination protein) має масу 38 кДа, виділена із бактеріофага Р1, відповідає за перетворення в геномі Escheriсhia coli двох плазмід в мономерну одиницю шляхом рекомбінації між двох loxР сайтів довжиною 34 п. н. (13-нуклеотидних асиметричних інвертованих повторів, роз’єднаних 8-нуклеотидною послідовністю). Асиметрія інвертованих відрізків слугує для орієнтації напрямку руху рекомбінази [81]. Так, інверсія обмеженого сайтами сегменту плазміди в зворотному напрямку спонукає до зворотної орієнтації реплікаційної вилки. Фермент зв’язується із ДНК лише за допомогою однієї субодиниці, створюючи таким чином  елемент зв’язування рекомбінази [82]. Розрізання в сайтах відбувається на межі між елементом зв’язування рекомбінази та цільовою послідовністю ДНК (Рис. 1.1). Процес рекомбінації відбувається за допомогою гідролізу ланцюгів ДНК з використанням залишку тирозину в активному центрі білка з наступним лігуванням ланцюгів [83 – 86]. На відміну від рекомбінази Cre, дріжджові рекомбінази Flp та R не здатні ефективно реплікуватись плазмідами, котрі мають у своєму складі сайти FRT та RS. 
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Рис. 1.1. Схематичне зображення видалення селективних маркерних послідовностей з геному за допомогою сайт-специфічної рекомбіназної системи. ДНК послідовність, обмежена сайтами ексцизії loxP (рекомбіназа Cre, селективний чи маркерний ген - СМГ), що фланкуються лівою (лг) та правою (пг) границями геному. В результаті роботи рекомбінази Cre в геномі лишається лише ген інтересу (ГІ)
Надродину рекомбіназ можна розділити на дві родини – тирозинові та серінові рекомбінази. Розподіл базується на типі активної амінокислоти (Tyr чи Ser) в середині каталітичного домену ферменту кожної з родин (Рис. 1.2). Обидві родини можуть бути, в свою чергу, теж розподілені на окремі підродини за розміром рекомбіназ чи типом їх роботи. Тирозинові рекомбінази є найкраще охарактеризованими та мають таких представників, як рекомбінази Cre/loxР [87], FLP-FRT [88] та R-RS [89] системи, де Cre, FLP та R є бі-направленими тирозиновими рекомбіназами, а послідовності loxР, FRT та RS – ДНК-сайти розпізнавання, відповідно (тобто, специфічні послідовності для виконання процесу рекомбінації). Робота рекомбіназних систем з родини двонаправлених тирозинових рекомбіназ націлена на розпізнавання ідентичних послідовностей двох ДНК сайтів. Робота ж родини однонаправлених тирозинових рекомбіназ спрямована на неідентичні сайти розпізнавання, відомі як attB (attachment site bacteria) та attP (attachment site phage), і виконує незворотну рекомбінацію за відсутності допоміжного білку – ексцизіонази. Однонаправлені тирозинові рекомбінази були використані для маніпуляцій з геномом бактеріофагу НК022 [89, 90] та бактеріофагом λ [91].
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Рис. 1.2. Схема класифікації сайт-специфічних рекомбіназ. Розподіл двох родин рекомбіназ за активною амінокислотою каталітичного домену. Родина тирозинових рекомбіназ може бути розподілена на підродини, що використовують ідентичні та неідентичні сайти розпізнавання. Родина серинових рекомбіназ може бути поділена на підродину великих (~ 60 кДа) чи малих (~ 23 кДа) рекомбіназ, відповідно до розміру фермента 
Сайт-специфічна рекомбінація є однією з перших технологій, використаних для отримання трансгенних рослин, вільних від селективних та маркерних генів [66, 80, 92]. Застосування цього підходу для трансформації дозволяє уникнути ризику потрапляння СМГ у навколишнє середовище. Для видалення СМГ із геному було сконструйовано ряд сайт-специфічних рекомбіназних систем. Ефективність роботи таких стратегій була продемонстрована як на модельних рослинах [93, 94 – 107], так і на сільськогосподарських культурах [74, 108 – 115]. Першим офіційно затвердженим в США (US Department of Agriculture) генетично модифікованим сільськогосподарським сортом, отриманим за допомогою Cre/loxР рекомбіназної системи та дозволеним до комерціалізації на споживчому ринку, була кукурудза лінії LY038 від компанії Монсанто [116]. Кукурудза LY038 містить підвищений рівень лізину та призначена для використання в птахівництві та тваринництві [117]. Для створення лінії LY038 було використано плазміду, що містить послідовність cordapA (кодуючий регіон гену дегідродіпіколінат синтази від Corynebacterium glutamicum) та селективний маркер – ген стійкості до канаміцину (nptII). В ДНК конструкції  ген nptII фланкувався сайтами loxP. Після трансформації регенеранти схрещувались з іншою трансформованою лінією кукурудзи, експресуючою рекомбіназу Cre. Таким чином ген nptII видалявся та залишалась лише послідовність cordapA. Для створення лінії кукурудзи, яка б не містила СМГ, було використано дві попередньо трансформовані лінії кукурудзи із подальшим схрещенням між собою. Процес отримання ГМ сорту, вільного від маркерної послідовності ДНК виявився досить складним і потребував значної затрати часу та коштів. В даному випадку для створення трансгенних рослин використовувались наступні покоління трансформованих ліній кукурудзи. Ця стратегія може вважатись ефективною у випадку, якщо час отримання наступного покоління трансформантів є коротким. У випадку використання технології для трансформації різних порід дерев чи інших сільськогосподарських сортів цей підхід є малоефективним [4].

Під час процесу трансформації виникає проблема множинного введення трансгенних конструкцій в геном. Використання рекомбіназної ексцизії дає змогу мінімізувати ефект мультикопійності до присутності однієї Т-ДНК на геном. Вперше це було продемонстровано та описано в роботі Srivastava et al. [102]. Застосування стратегії рекомбіназної ексцизії вимагає присутності в конструкції для трансформації хоча б одного сайту розпізнавання для ферменту та хоча два сайти, що фланкують Т-ДНК, є оптимальним варіантом для роботи рекомбінази. Під час процесу ексцизії може відбуватись видалення одразу цілих пулів трансформуючих послідовностей з геному за рахунок множинних сайтів розпізнавання. Процес видалення буде продовжуватись до тих пір, доки не відбудеться ексцизія останнього сайту розпізнавання. Разом з тим, є ймовірність часткового розташування Т-ДНК за межами сайтів розпізнавання, що можливо детектувати за допомогою молекулярно-генетичного аналізу. 

Як описувалось раніше, ще однією складністю після трансформації може виявитись ефект мовчання генів. В статті Chawala et al. [118] досліджено ефективності роботи сайт-специфічної рекомбінази в геномі рослин рису з ефектом мовчання генів внаслідок мультикопійності ДНК вставок. Спочатку в рослинах не відмічалось жодної експресії Т-ДНК. Після видалення з геному основної частини інтегрованих Т-ДНК за допомогою рекомбінази була відмічена активізація експресії гену інтересу. Таким чином, ще раз було доведено ефективність використання сайт-специфічної рекомбіназної технології для досягнення присутності лише одної копії репортерного гену на геном, що є незмінним протягом наступних поколінь [79].

Робота рекомбіназ не обмежується відстанню між сайтами розпізнавання вздовж геному, хоча її збільшення може знижувати ефективність роботи ферменту. На відміну від клітин еукаріотів, розвиток подій в прокаріотичній клітині, пов'язаний з видаленням окремої послідовності ДНК, є передбачуваним. У даному випадку реакція відбудеться в присутності двох loxP сайтів, розташованих на одній хромосомі. В еукаріотичних клітинах спостерігається дублювання події, що було детектовано та описано в ряді робіт [118 та ін.]. Подія делеції/дуплікації відбувається одночасно між неспареними хроматидами, що призводить до виникнення одночасно збалансованих та незбалансованих типів хроматид. Таким чином, різниця у взаємодії між хромосомами (наприклад, інтрахромосомальна, між гомологічними або негомологічними хромосомами) та розташованими на них сайтами loxP може бути використана для здійснення контролю за частотою подій рекомбінації [119, 120]. Під час здійснення процесу делеції чи/або дуплікації, що знаходяться під посиленим контролем, використовується специфічний промотор SYCP1 (synaptonemal complex protein1). При розташуванні ж в одній хромосомі loxP сайтів в положенні зворотної орієнтації спостерігається подія інверсії. Такий вид перегрупування в хромосомі може бути використаний при дослідженні генетичних відхилень та ін. [121]. Неправильна орієнтація loxP сайтів може також спричинити нерівномірну рекомбінацію між дочірніми хроматидами [118].

На стабільність та ефективність експресії трансгенних ДНК-конструкцій впливають різні фактори. Одним із важливіших серед них є складність інтеграції векторної конструкції в геном та її розташування (ефект позиції). В залежності від оточуючих ДНК конструкцію геномних елементів, трансгенна експресія може бути підсиленою, пригніченою або регульованою не до кінця. Процес інтеграції залежить від таких аспектів, як структурна конфігурація конструкції, її копійність (кількість подій інтеграції на геном) та ін. Положення loxP сайтів в однаковій орієнтації на негомологічній хромосомі може спричинити як до рівномірної так і до нерівномірної хромосомальних транслокації. Цей  ефект був використаний для вивчення процесу регуляції просторової та тимчасової експресії геному, що спричиняє в свою чергу виникнення різних форм пухлин, аномалій та генетичних захворювань [122, 123]. В рослинах тютюну процес транслокації досліджувався в межах хромосомальних перегрупувань. Так, подія рекомбінації в хромосомі із однією відкритою рамкою зчитування для послідовності loxP/гігроміцину може відбутись лише в присутності промотору 35S/loxP. Під час дослідження експресії білку Cre в системі in vivo було виявлено 2,5% стійких до гігроміцину рослин від загальної кількості трансформантів [124]. Також встановлено, що хромосомальні транслокації можуть відбуватись між різними видами рослин. Так, протопласти, виділені із двох видів рослин (тютюн та арабідопсис), були введені у культуру із подальшим індукуванням рекомбінації за участі білка Cre [125]. 

Сайт-специфічна рекомбіназна технологія може бути використана для досягнення присутності однієї копії чужорідної ДНК у визначеній області геному [126 – 129]. Під час присутності однієї копії ДНК вставки на геном зникає багато таких побічних ефектів від процесу трансформації, як елімінація ефекту позиції [130], мозаїчність [131], геномна нестабільність [132], генна різноманітність [133] та явище мовчання генів [134]. За наявності лише єдиної копії трансгенної ДНК, рівень її експресії є вищим порівняно з експресією множинних Т-ДНК в геномі [15]. Така технологія дозволяє створити трансгенні рослини з відомим розташуванням репортерних генів у геномі, що продемонстровано на рослинах тютюну [100, 135], кукурудзи [108], пшениці [111, 136], арабідопсису [137], осики [138] та пластидному геномі тютюну [139]. Рівень ефективності інтеграції чужорідної вставки в геном тютюну встановлений 33% [140], а в рисі – 50% [141]. При цьому поширення вставок у геномі рису було зосереджено більше в окремих пулах. В клітинах тютюну інтегровані послідовності ДНК розташовувались рівномірно по геному. 
1.4. Стратегії застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP

За останні десятиліття було розроблено ряд стратегій з отримання трансформантів, вільних від селективних чи маркерних генів. Найбільшою популярністю серед них користується стратегія використання сайт-специфічної рекомбіназної системи. Ефективність використання сайт-специфічних рекомбіназних систем була продемонстрована на різних видах рослин [107, 108, 112, 142] та різних сортах сільскогосподарських культур [87, 114, 143]. Для спрощення процесу видалення селективних генів та пришвидшення процедури було створено ДНК-конструкцію, за допомогою якої стало можливим проведення автоексцизії небажаної ділянки ДНК за один етап. В даній конструкції був розміщений ген інтересу, селективний ген та рекомбіназа під контролем індуцибельного промотору, такого як промотор гену теплового шоку HSP81-1 [30, 91, 141]. Селективний ген фланкувався сайтами розпізнавання для рекомбінази, в той час, як ген інтересу був розташований поза ділянкою сайтів ексцизії. Деякі інші системи індукції мають послідовність, що кодує рекомбіназу Cre, з’єднану з лігандами, сполученими в свою чергу з геном рецептору естрадіолу [137]. За відсутності цього гормону як додаткового агенту спостерігається обмежене проникнення рекомбінази-химери в середину ядра і, таким чином, інгібується рекомбіназна активність [139]. Подібно до гормон-залежної рекомбінаційної системи, стратегію автоексцизії використовували для рослин арабідопсису [26], кукурудзи [144, 145], томатів [140], рису та осики [109], а також тютюну [146, 147]. У даному випадку видалення маркерного гена за допомогою рекомбінази потребує теплової або хімічної обробки, що обмежує коло рослин для наступної трансформації [148]. 
Окрім індуцибельних промоторів, як контролюючі елементи Т-ДНК використовуються також тканино-специфічні промотори. Активація таких промоторів та експресія рекомбінази відбувається лише в окремих органах або тканинах трансформантів [149, 150, 151]. Порівняно зі стратегією використання зовнішніх агентів активації цей підхід є легшим у застосуванні, оскільки ця методика складається з меншої кількості етапів. Подальше вдосконалення регуляції роботи рекомбіназної системи має на меті зниження ризику потрапляння чужорідної ДНК у навколишнє середовище через пилок. Цього можна уникнути шляхом активації рекомбіназної експресії та видалення визначеної частини трансформуючої послідовності ДНК під час дозрівання пилку ГМ рослини [152]. Так, продемонстровано ефективність використання методу сайт-специфічного рекомбінаційного видалення ДНК за відсутності активуючих агентів для трансформації рослин сої [148]. У цьому випадку в конструкції ДНК використовувався ембріон-специфічний промотор для нетривалої експресії рекомбінази Cre. Для отримання трансформантів томату, вільних від маркерних послідовностей, було розроблено підхід до використання рекомбінази Cre під контролем промотору PR-білку (PR1-a) [152]. Видалення loxP-обмежених ділянок ДНК з геному рослин індукувалось додаванням до поживного середовища саліцилової кислоти. В результаті за допомогою рекомбіназа-опосередкованої ексцизії вдалось отримати 41% експлантів, вільних від маркерних послідовностей. У випадку використання тканиноспецифічних промоторів для контролю експресії ферменту використовували також промотор гену напіна, котрий експресується в насінні [7, 150].
Інший підхід використання сайт-специфічної рекомбіназної стратегії передбачає досягнення короткострокової експресії ферменту. З цією метою було сконструйовано вектор ДНК, в якому рекомбіназа після інтеграції в геном здатна експресуватись без додаткової активації [153, 154]. В цьому випадку послідовність, що кодує фермент, інтегрується в геном клітини нестабільно. Для подолання даної перешкоди було сконструйовано два окремих експресуючих вектори. Один з них створений на основі специфічних послідовностей A.tumefaciens [138], а другий був сконструйований на основі вірусного вектору та містив ген cre [155]. В інших випадках для здійснення трансформації за допомогою цієї стратегії застосовують безпосереднє введення мРНК гена рекомбінази [156, 157]. Синтезовані таким чином молекули ферменту здійснюють видалення ДНК ділянок за один цикл. 

Для отримання рослин, вільних від маркерних послідовностей, було запропоновано ще один підхід без потреби в проходженні додаткового етапу обробки трансформантів зовнішніми агентами чи перехресного запилення між рослинами в наступних поколіннях [158]. В такому випадку використовують конструкцію ДНК, де рекомбіназна система Cre/loxP знаходиться під контролем -46 мінімального промотору 35S та термінуючої послідовності nos. Послідовність маркерного гена gus розділяють та виносять за межі сайтів ексцизії loxР, а під час видалення ділянки ДНК, обмеженої сайтами ексцизії, частини гена з’єднуються. Таким чином, наявність експресії гена gus свідчить про роботу ферменту. Аналіз стабільності таких трансформантів проводили на декількох поколіннях арабідопсису. Однак при застосуванні цього підходу для отримання трансформантів, вільних від СМГ, залишається питання подальшої присутності маркерного гена у рослинному геномі. Також в результаті розриву кодуючої послідовності ДНК підвищується ймовірність появи ефекту мовчання генів. 

Практика застосування структури 35S промотору в молекулярній біології та генетичній інженерії є досить довгою. Дослідження використання цієї генетичної послідовності в складі генетичних конструкцій показали високий рівень конститутивної експресії привнесених генів. Вперше 35S промотор було охарактеризовано в роботі Benfey із співавт. [159]. Показано, що послідовність промотору від -343 до -46 п.н. проявляла функціональну активність незалежно від її орієнтації. Будова промотора складається з двох частин – доменів А та В. Домен А складається з мінімального промотору довжиною від -46 до +8 п.н. відносно сайту ініціації транскрипції, вміщує в собі ТАТА-бокс та субдомен А1 (від -90 до -46 п.н.). Субдомен А1 містить в свою чергу елемент as-1, до якого кріпиться транскрипційний фактор ASF-1. За допомогою субдомену as-1 відбувається експресія цільового гену. Домен В – енхансер між 90 та 340 п.н., котрий може функціонувати по відношенню до гена, незважаючи на орієнтацію та положення по відношенню до гена. Відмічено, що домен В здатен впливати на активність оточуючих промоторів [160]. Завдяки ефективності 35S промотор широко використовують у векторних конструктах для здійснення генетичної трансформації з метою забезпечення конститутивної експресії цільового гену на високому рівні.
Таким чином, як вже відзначалось на початку огляду літератури, завдання отримання генетично модифікованих рослин, що не містять маркерних чи селективних генів у своєму геномі, на сьогодні набуває особливої актуальності. Проблема, пов’язана з поширенням генетично модифікованих рослин в навколишньому середовищі та ймовірності їх потрапляння в харчовий раціон людини та тварин, потребує глибокого осмислення цього процесу. Завдяки дослідженню шляхів поширення генетичного матеріалу від використання трансгенних рослин доцільним є створення стратегії подолання цієї проблеми. Успішність розроблення такої стратегії залежить від простоти та надійності у її використанні. Разом з тим, незважаючи на досить довгу практику генетичної трансформації геному рослин, цей процес ще й досі в своєму використанні містить ряд недоліків та вимагає постійного вдосконалення. В результаті детального дослідження фізико-біохімічних процесів в різноманітних живих організмах у розпорядженні генетичної інженерії постійно з’являються нові молекулярні інструменти для подолання існуючих проблем. 

Вагомою проблемою в даному випадку залишається наявність селективних чи маркерних генів у геномі, зокрема генів стійкості до антибіотиків, що є необхідним лише для етапу початкової селекції трансформованих клітин чи тканин. У подальшому при вивільненні трансформованих рослин в навколишнє середовище не можна виключити існування загрози горизонтального перенесення СГ чи маркерних генів до дикоростучих видів. Разом з тим, під час процесу трансформації геному виникає проблема розташування привнесеної послідовності ДНК. Унеможливлення контролю за розташуванням чужерідної ДНК у геномі може призвести до загрози виникнення таких небажаних ефектів, як мутагенез та непередбачувані варіанти експресії. Множинна інтеграція конструкції може призводити як до ефекту надекспресії цільової і маркерної послідовностей, так і до повного пригнічення експресії та виникнення ефекту мовчання генів. Тому є досить актуальним вирішення проблеми контролю процесу трансформації в цілому та видалення маркерних ДНК послідовностей під час отримання регенерантів. 

Навіть в геномі більшості комерційних рослин разом із привнесеними генами інтересу залишається велика частина непотрібного генетичного матеріалу та, просто кажучи, генетичного сміття. Використання сайт-специфічної рекомбінації дозволяє подолати основні труднощі, пов’язані не лише з отриманням рослин, вільних від таких послідовностей, але й з процесом трансформації рослинного геному загалом. Ефективність застосування рекомбіназ під час генетичних маніпуляцій вже продемонстровано як на дводольних, так і на однодольних рослинах. На сьогоднішній день в генетичній інженерії використовується ряд різноманітних підходів до використання сайт-специфічних систем рекомбінації, що залучаються для розроблення ряду новітніх стратегій оптимізації процесу трансформації. Найбільш популярною в цьому сенсі є використання рекомбіназної системи Cre/loxР. При застосуванні цієї технології відбувається автоексцизія необхідних ділянок конструкції разом із сайтами ексцизії. Таким чином, сайт-специфічна рекомбіназна технологія може розглядатись як основний інструмент для отримання рослин, вільних від маркерних генів. В подальшому використання даної стратегії в генетичній інженерії дозволить вирішити ряд проблем, пов’язаних зі створенням та поширенням генетично-модифікованих сортів рослин. Розвиток шляху застосування сайт-специфічної рекомбіназної технології для отримання трансгенів, вільних від маркерних послідовностей, відкриває нові перспективи в створенні наступного покоління генетично модифікованих рослин – більш продуктивного та менш загрозливого для споживачів та природних ресурсів. У фундаментальних дослідженнях таких трансформантів відкриваються нові перспективи детального вивчення життєвих процесів на рівні клітини, як то синтез метаболітів та ін. 

 Безперечно, застосування даної рекомбіназної системи має досить довгу практику в рослинній біотехнології для отримання трансформантів, вільних від маркерних та селективних генів. Відомо ряд значущих за своєю вагомістю робіт закордонних лабораторій. Однак, розроблені підходи мають свої недоліки, що в свою чергу знижує успіх використання даної молекулярної системи. Разом з тим, в роботі Kim et al., [158] проведеній паралельно та незалежно з нашими дослідженнями, наводиться досить цікавий варіант розробленої ДНК-конструкції із системою Cre/loxP, за допомогою використання котрої вдалось досягнути досить значних успіхів в отримання трансформантів. Хоча, в даному випадку не вирішувалось питання присутності маркерного гену в геномі трансформанта, увага акцентувалась на ефективності роботи рекомбіназної системи. Крім того, додатково нами була продемонстрована статистична одномірна модель процесу трансформації, котра математично підтверджує значущість емпіричних даних. За допомогою статистичного аналізу було підтверджено доцільність у використанні даного підходу, а також вдалось достовірно визначити кращий варіант розробленої ДНК-конструкції. В подальшому, введення більшої кількості незалежних перемінних в статистичний аналіз дасть змогу змоделювати процес трансформації з досліджуваними ДНК-конструкціями на більш високому рівні. Це в свою чергу надасть можливість максимально скорегувати невраховані недоліки від використання даного підходу та надасть глибше розуміння можливого взаємозв’язку між процесами, що виникають внаслідок застосування розроблених конструкцій для генетичної трансформації.
РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Характеристика об'єкту досліджень

В експериментах використовували дикий тип Arabidopsis thaliana (L.) екотипу Columbia-0. Обраний вид рослини є загальноприйнятим модельним організмом у молекулярно-біологічних, генетичних та фізіологічних дослідженнях. Геном A. thaliana є одним із найменших геномів квіткових рослин, повністю сіквенований і добре вивчений. Тому можна вважати, що для дослідження ефективності подій трансформації та роботи сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP з використанням нових сконструйованих векторних конструкцій, A. thaliana є найкращим модельним об’єктом.

2.1.1. Умови вирощування рослинного матеріалу

Для одночасного проростання насіння дикого типу A. thaliana інкубували в темряві на вологому фільтрувальному папері при температурі 40 С протягом двох діб. Після цього проростки висаджували у відповідний ґрунт з домішком перліту та вирощували за тепличних умов в горщиках діаметром 5 см з коротким світловим періодом (8 год.) протягом 3–4 неділь. 

Для індукції цвітіння світловий період подовжували до 14 год. Для трансформації рослин використовували метод занурення квіток в агробактеріальну суспензію [161], а саму трансформацію здійснювали на стадії формування бруньок. 

2.2. Поживні середовища

Під час виконання роботи були використані наступні поживні середовища:

1. Середовище LB: пептон (10 г/л), дріжджовий екстракт (5 г/л), NaCl (10 г/л), агар (15 г/л).

2. Середовище YENB (yeast extract and nutrient broth): бакто-дріжджовий екстракт в концентрації 0,75%; поживний бульйон (Nutrient Broth) в концентрації 0,8% та 10N NaOH.

3. Рідке середовище Мурасіге і Скуга (МC) для трансформації рослин: солі MC, 5% сахароза, MES (“Sigma”, США), манітол (“Sigma”, США) та 0,1% Tween-20 (“Sigma”, США), рН 5,7 [162].
4. Середовище МC для вирощування рослин арабідопсису: макросолі МS (25 мл/л), мікросолі МC (1 мл/л), хелат заліза (5 мл/л), CaCl2 20% (3,3 мл), піридоксин (1 мг/л), тіамін (1 мг/л), сахароза (20 г/л), агар (0,7%).

5. Селективне середовище МC для рослин арабідопсису:  макросолі МC (25 мл/л), мікросолі МC (1 мл/л), хелат заліза (5 мл/л), CaCl2 20% (3,3 мл), піридоксин (1 мг/л), тіамін (1 мг/л), сахароза (20 г/л), агар (0,7%), гігроміцину (100 мг/л).

Склад макросолей МC (готують в 20-кратній концентрації): NH4NO3 (33 г/л); KNO3 (38 г/л); MgSO4*7H2O (7,4 г/л); KH2РО4 (3,4 г/л).

Склад мікросолей (готують в 1000-кратній концентрації): Н3ВО3 (620 мг/л); MnSO4*4H2O (2230 мг/л); COCl2*6H2O (2,5 мг/л); СuSO4*5H2O (2,5 мг/л); ZnSO4*7H2O (860 мг/л); Na2MoO4*2H2O (25 мг/л); КІ (83 мг/л).

Склад хелата заліза: ЕДТА (747 мг/л), FeSO4*7H2O (557 мг/л).
Значення рН для всіх середовищ має складати 5,6–5,8.

2.3. Отримання трансформантів арабідопсису за допомогою методу занурення квіток
2.3.1. Векторні конструкції

Оскільки застосування різних варіантів сайт-специфічної рекомбіназної системи в генетичній інженерії рослин є добре вивченим, для  розробки нових методичних підходів для отримання трансформантів, вільних від маркерних та селективних генів, нами було запропоновано раніше неапробовані технічні рішення для поліпшення кінцевого результату при використанні цього молекулярно-генетичного інструменту. З цією метою для трансформації рослин арабідопсису було сконструйовано декілька типів ДНК-конструкції, що дозволило б визначити найефективніший варіант.

Синтез векторних ДНК-конструкцій здійснювали за протоколом, описаним [163]. Як вектор використовували плазміди, виділені з Echerihia coli штаму DH5α. Фрагменти ДНК, котрі використовувались для створення генетичних конструкцій, ампліфікували за допомогою реакційного набору Expand High Fidelity PCR system (Roche Applied Science, IN) згідно інструкції. Реакцію проводили за умов: відпал при 55°С та 2 хв подовження протягом 30 циклів. Детальні характеристики та генетичні карти отриманих конструкцій описані у Розділі 3.1. 
Створені векторні конструкції pORE-lox1HGC та pORE-lox2HGC містили ген hptII під контролем регулюючих послідовностей промотору 35S та термінуючої послідовності нопалін-синтази (nos), ампліфіковані з модульного бінарного вектору pORE [164]. Векторні конструкції інтегрували в бактерії Agrobacterium tumefaciens штам GV3101 за допомогою методу електропорації [163]. Обидві конструкції характеризувались однаковим набором генів. Різниця між цими конструкціями полягає в порядку розташування окремих генетичних складових у касеті. Загалом, створені конструкції містять такі послідовності, як ген рекомбінази cre, репортерний ген gus, ген стійкості до канаміцину nptIІ. Послідовність гена cre для підсилення експресії містить в своєму складі ділянку інтрону. Послідовності, обмежені сайтами ексцизії loxP (послідовність сайтів: 3’-ATTAAAGCTATACGAAGCTGT-5’), знаходяться  під контролем 35S промотору та термінатору nos. Ген стійкості до гігроміцину hptII, ампліфікований з вектору pORE, в обох конструкціях винесений за межі сайтів loxP і у випадку здійснення події ексцизії залишається в геномі рослини. В обох конструкціях сайт рестрикції до рестриктази KpnI розташований в межах послідовності loxP і поєднаний з 35S промотором.

Також в роботі був задіяна бінарна векторна конструкція pCAMBIA1305.1 з генами GUSPlus – нової версії гена глюкуронідази, гена hptII і nptII, послідовностями CaMV35S i nos-термінатору, а також множинними сайтами рестрикції. Фрагмент Cre/loxP ампліфікували з сайтами HindIII/EcoRI за допомогою ПЛР-опосередкованої стратегії з наступним лігуванням в плазміду pORE. Фрагмент Cre/loxP містив ген рекомбінази cre зі вставкою інтрону [37] під контролем 35S промотору та сайтами ексцизії loxP, ампліфікований з векторної конструкції pHpt-Ds5 [165]. З вектору pCAMBIA1305.1 в результаті делеції по сайтам ендонуклеаз BglII/NheI був вирізаний фрагмент з генами GUSPlus, hptII і nptII під контролем CaMV35S i nos-термінатору. Плазміду pORE розрізали по сайтам AatII/KpnI та розділяли в 1%-ному гелі за допомогою електрофорезу. Продукт ендонуклеазної рестрикції очищали за допомогою реакційного набору ТОРО ТА (Invitrogen, CA, USA). Реакцію лігування отриманих фрагментів проводили за допомогою ДНК-лігази за встановленим протоколом. Продукти лігування надалі інтегрували в E. coli та відбирали на селективному середовищі з додаванням канаміцину (50 мг/л). Перевірку введених конструкцій здійснювали шляхом рестрикційного картування. 


Як позитивний контроль для здійснення трансформації рослин окремо використовували конструкції ДНК, позбавлені гена рекомбінази cre – pORE-lox1-hptII-GUS та pORE-lox2-hptII-GUS. Про інтеграцію Т-ДНК в геном свідчила експресія гену gus.

2.3.2. Введення векторної конструкції в бактеріальні клітини
2.3.2.1. Трансформація Esherichia  coli шляхом електропорації

Трансформацію бактерій здійснювали за допомогою метода електропорації завдяки його високій ефективності. У 200 мл середовища YENB інокулювали нічну культуру E. coli DH5α. Культуру вирощували при 30° С до досягнення показника оптичної густини ОD600=0,8. Бактерійну суспензію центрифугували при 4000 об/хв протягом 5 хв при 4 °С, промивали в 20 мл дистильованої води тричі. Клітини суспендували в 300 мкл 10%-ного розчину гліцерину. Для здійснення електропорації використовували 40 мкл компетентних клітин.

Електропорацію проводили на пристрої Gene Pulcer Xcell фірми BioRad з використанням кювет 0,1 см при 1,8 кВ, 25 мкФ, 200 Ом. В охолоджені ячейки додавали 40 мкл компетентних клітин та 1–1,5 мкл приготованої плазмідної ДНК. Після електропорації протягом 1 хв суміш інкубували при 37° С протягом 1 год. Згодом бактерію висівали на середовище LB з антибіотиком канаміцином (25 мкл/мл). У наступних молекулярно-генетичних дослідах виділену плазміду з клітин використовували як позитивний контроль.

2.3.2.2. Трансформація A. tumefaciens за допомогою методу електропорації

Трансформацію A. tumefaciens здійснювали згідно протоколу [166]. Суспензійну культуру агробактеріального штаму GV3101 нарощували протягом ночі на орбітальному шейкері (180 об/хв) при 28°С в 200 мл рідкого середовища LB. Суспензію бактерій центрифугували при 4000 об/хв протягом 5 хв при 4 °С, промивали дистильованою водою тричі. До кожних 100 мкл отриманої суспензії додавали по 1–1,5 мкл плазмідної ДНК і здійснювали електропорацію протягом 1–2 хв. Після цього до бактеріальної суспензії додавали 5 мл рідкого середовища LB та витримували протягом 6 год при 28°С в темряві. Далі бактеріальну культуру висівали на тверде середовище LB з селективним агентом – канаміцином (100 мг/л) - та інкубували протягом трьох діб в темряві при 28°С. Отримані агробактеріальна колонії переносилсь до рідкого середовища LB з антибіотиком та вирощували на орбітальному шейкері (180 об/хв) протягом доби при 28°С в темряві. Для підтвердження присутності векторної ДНК в отриманих колоніях її виділяли та здійснювали рестрикційний аналіз.

2.3.3. Агроабктеріальна трансформація арабідопсису за допомогою методу занурення квіток
Суспензію A. tumefaciens нарощували до стаціонарної фази в рідкому середовищі LB [166] з додаванням канаміцину (100 мг/л) впродовж 48 год при 28° С на орбітальному шейкері (180 об/хв). Культуру бактерій осаджували при 4000 об/хв. протягом 5 хв за кімнатної температури та суспендували в рідкому середовищі МС. Щільність суспензії при оптичній густині 600 нм становила 0,8. 

Рослини арабідопсису вирощували в ґрунті за тепличних умов до початку цвітіння. Перші квітки видаляли для підсилення росту вторинних пагонів з пазушних бруньок, оскільки оптимальним матеріалом для проведення трансформації вважаються рослини з багатьма незрілими суцвіттями. Інокуляцію здійснювали шляхом занурення квіткових бруньок у бактеріальну суспензію на 1–2 хв. Оброблені рослини накривали пластиковими стаканами для забезпечення високого рівня вологості та інкубували протягом 12 год у темряві. Згодом суцвіття промивали дистильованою водою для видалення залишків суспензійного середовища та вирощували за тепличних умов з фотоперіодом 16 год протягом чотирьох тижнів до отримання насіннєвого матеріалу [161].

Для подальшої роботи насіння (покоління Т0) стерилізували за методом вакуумного оброблення з додаванням до ексікатору суміші гіпохлориту натрію та 1 М соляної кислоти у співвідношенні 3:1 протягом 4 год та пророщували на селективному середовищі МС у присутності гігроміцину (100 мг/л). Для подальшої роботи добирали лише рослини, стійкі до селективного агента гігроміцину.

2.4. Підбір селективної системи

Для додаткового тестування трансформованих ліній арабідопсису на стійкість до селективного агенту гігроміцину стерилізоване насіння висаджували на селективне середовище MС з різними концентраціями антибіотику, які складали50 мг/л, 100 мг/л, 150 мг/л та 200 мг/л. Гігроміцин вносили до проавтоклавованого поживного середовища при 400 С. Для перевірки кожної концентрації антибіотику використовувалось по 30 рослин. Результати підраховували через 10 днів після проростання насіння.

2.5. Гістохімічний аналіз активності β-глюуронідази

Для встановлення експресії привнесених генів у геномі трансформантів A. thaliana проводили гістохімічний аналіз за допомогою GUS-тесту на 10–12-денних проростках та на листових пластинах 3–4-недільних рослин, вирощених у ґрунті. Мінімальна кількість досліджуваних зразків (варіантів) для підтвердження достовірності отриманих результатів та побудови статистичної параболи складала 5 зразків, тож для зниження відносної похибки результату дослідів відбирали по 8 зразків кожної лінії трансформантів [167]. Рослинний матеріал інкубували в реакційній суміші з 0,2 М фосфатом натрію, рН 7,0, 10 мМ ЕДTA, 20% метанолом, 0,01% Triton X-100, 2% ДМСO та 0,1% 5-бром-4-хлор-3-індол β-глюкопіранозидом (X-Gluc) при температурі 370 С протягом 2–3 год [168]. Після інкубації тканини промивали у 70%-ному спирті для видалення хлорофілу. 

Проростки, вирощені на селективному середовищі МС з додаванням гігроміцину, умовно вважались поколінням Т0. Оскільки в обох типах конструкцій ген gus знаходився у ділянці, обмеженій сайтами ексцизії loxP, за допомогою GUS-тесту в проростках можна було встановити подію рекомбіназної автоексцизії. В наступних поколіннях трансформантів з метою уникнення ефекту мовчання генів під час пророщування рослин на селективному середовищі лінії з негативним або частково негативним результатом GUS-тесту були висаджені у ґрунт. Після культивування рослин у ґрунті протягом 21–28 діб здійснювали повторний гістохімічний аналіз рослинних тканин на наявність GUS-активності.
2.6. Молекулярно-генетичний аналіз геному трансформантів
2.6.1. Виділення геномної ДНК за допомогою експрес-методу
Для аналізу геному отриманих трансформантів виділяли ДНК з двохтижневих рослин [169]. Листові пластини масою від 0,5 до 0,75 г обробляли рідким азотом та перетирали в стерилізованих керамічних лабораторних ступках. Отриманий гомогенізат збирали до стерильних пробірок типу Ependorf® та додавали 15 мкл буферу екстракції. Для екстракції готували буфер, який містив 200 мM Tris-HCl, pH 7,5, 25 мM EДTA, 250 мM NaCl та  0,5%-ний ДДС-натрію.

Після осадження бруду супернатант переносили до чистих пробірок, додавали 0,6 об’єму охолодженого ізопропанолу та витримували 30 хв на льоду. Після центрифугування (16 000 об/хв протягом 10 хв) супернатант зливали, а до осаду додавали 70%-ний етанол, відмивали з наступним центрифугуванням. Супернатант видаляли, залишок висушували на відкритому повітрі за кімнатної температури та ресуспендували  в 50 мкл дистильованої води. Чистоту та масову концентрацію виділеної ДНК перевіряли на наступний день за допомогою електрофорезу в 0,8%-ному агарозному гелі з флуоресцентним барвником бромистим етидієм (5 мкг/мл), а також за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. Для наступних досліджень отримані зразки ДНК зберігали при -20 °С.

2.6.2. Виділення плазмідної ДНК з E.coli
Плазмідну ДНК виділяли з клітин E.coli згідно методу лужного лізису [166]. Нічну культуру бактерій, вирощених у рідкому поживному середовищі LB в присутності канаміцину (50 мкл/л) осаджували при 4000 об/хв протягом 5 хв. Супернатант видаляли, а осадок ресуспендували в 200 мкл розчину, чкий міств 50 мг/100 мл глюкози; 25 мM Tris-HCl, pH 8, 10 мM ЕДТА, рН 8, залишали на 5 хв за кімнатної температури. До отриманої суспензії додали 400 мкл розчину 0,2 Н NaOH з 1%-ним ДДС натрію, інкубували при 0 °С протягом 5 хв та додали 200 мкл охолодженого 10 М AcONH4. Суміш витримували 5 хв на льоду та центрифугували при 16000 об/хв протягом 10 хв. Супернатант перенесли до чистих пробірок і додали 500 мкл ізопропанолу, знову центрифугували та видаляли залишок ізопропанолу. Преципітат промивали в 70%-ному етанолі, відцентрифугувували та обережно відбирали спирт. Отриману ДНК висушували за кімнатної температури та розчинити в 50 мкл дистильованої води. Чистоту отриманих зразків перевіряли за допомогою електрофорезу у 0,8%-ному агарозному гелі. Масову концентрацію отриманої плазміди визначали за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. Отриману плазміду використовували як позитивний контроль для наступного ПЛР-аналізу.

2.6.3. ПЛР-аналіз геному трансформантів 

Для детекції привнесених генів у геномах трансформантів, проводили ПЛР-аналіз. До реакційної суміші об’ємом 25 мкл додавали 2 мкл ДНК зразка, 10 мкМ праймерів в об’ємі 0,5 мкл, 250 мкМ суміші дНТФ, десятикратного розчину буферу для проведення ПЛР («Sigma», США), 250 мМ MgCl2 та 0,3 мкл Taq-полімерази («Sigma», США). Для реакції використовували праймери: hptIIF2 (відпал до 3ʹ-кінця гену hptII) і 35StermRevAvrII (послідовність, комплементарна 3ʹ-кінцю 35S промотора) (табл. 2.1).

Таблиця 2.1

Праймери, використані для проведення ПЛР 
	Назва праймеру
	Послідовність праймеру
	Довжина послідов-ності, п. н.

	hptIIF2
	5’-CACAGTTCTCGTCCACAGTTCG-3’
	300 п. н.

	35StermRevAvrII
	5’-aaacCTAGGGATCTGGATTTTAGTACTGG-3’
	

	pRI-vecprobe1
	5’-CACTCGATACAGGCAGCCCA-3’
	1800 п. н.

	pRI-vecprobe2
	5’-GAATCTTGCCCTGCACGAATACC-3’
	


Подію ексцизії обмеженої ділянки за допомогою рекомбінази Cre loxP- визначали, використовуючи іншу пару праймерів в аналогічній суміші для проведення ПЛР. Для цього використовували праймери: pRI-vecprobe1 (послідовність, комплементарна до векторної послідовності pORE) та pRI-vecprobe2 (табл. 1). Реакцію проводили за умов: початкова денатурація при 940 С 2 хв; ампліфікація – 30 циклів (920 С – 30 с, 600 С – 30 с, 720 – 90 с), кінцева елонгація – 720 С 5 хв. 

2.6.4. Електрофорез продуктів ампліфікації

Продукти ампліфікації розділяли за допомогою електрофорезу в 1%-ному агарозному гелі з додаванням бромистого етидію. Електрофорез здійснювали в камері для горизонтального електрофорезу Sub Cell GT System виробництва Bio-Rad (США). В лунки гелю вносили по 5 мкл зразку, попередньо змішаного з буфером для нанесення (6ХDNA Loading Dye, 10 M Tris-HCl, pH 7,6), 0,03%-ний бромфенол синій, 0,03%-ний ксиленціанол, 60%-ний гліцерол, 60 мM EДTA). Довжину отриманого продукту визначали за допомогою маркеру молекулярних довжин GeneRuler 100 bp DNA Ladder («Fermentas», Литва). Візуалізацію забарвленого гелю після електрофорезу здійснювали в ультрафоретичній камері трансілюмінатору.

 
За умов відсутності продуктів ампліфікації в даному досліді можна було вважати, що подія видалення послідовності ДНК, обмеженої сайтами loxP, відбулась. Молекулярно-генетичний аналіз наступних поколінь трансформантів проводили за аналогічною схемою. Геномну ДНК виділяли з листків рослин, культивованих в ґрунті протягом 3–4 тижнів. За допомогою ПЛР-аналізу детектували видалення послідовностей ДНК, обмежених сайтами loxP.


2.6.5. Виділення геномної ДНК трансформантів для аналізу Саузерн блот-гібридизації


Геномну ДНК рослин виділяли згідно методу, рекомендованого Dellaporta et al. [169]. Рослинний матеріал (3–4 тижневі рослини, вирощені у ґрунті за тепличних умов) масою 0,5–0,75 г перетирали в стерилізованих керамічних лабораторних ступках з додаванням рідкого азоту та збирали у чисті пробірки. До гомогенату додавали 15 мл буферу екстракції: 100 мM Tris-HCl, pH 8, 50 мM EДTA, pH 8, 500 мM NaCl та 10 мM меркаптоетанол. Суміш перемішували та додали 1 мл 20%-ного розчину ДДС натрію, витримували 10 хв при 65° С. Після цього додали 5 мл 5M CH3COOK та інкубували протягом 20 хв на льоду. Зразки центрифугували при 25 000 об/хв протягом 10 хв та 10° С. Супернатант додатково фільтрували через стерильні фільтри «Miracloth» у чисті пробірки з охолодженим ізопропанолом та інкубували на льоду протягом 30 хв. Розчин ДНК центрифугували протягом 20 хв при 20 000 об/хв при 10° С, після чого обережно видаляли супернатант та давали підсохнути зразкам протягом 10 хв за кімнатної температури. Надалі зразки ДНК розчиняли в 700 мкл суміші 50 мM Tris-HCl та 10 мM EДTA, pH8, та переносили у чисті пробірки меншого об’єму. До розчину додавали 1 мкл РНКази А (10 мг/мл) та інкубували при 37° С протягом 30 хв. Для позбавлення від нерозчинених залишків осаду суміш відкручували на мікроспіні протягом 10 хв. Супернатант переносили до чистих пробірок та додавали 75 мкл 3 М CH3COONa та 500 мкл ізопропанолу. Перемішували зразки та відцентрифуговували їх на мікроспіні протягом 30 с. Отриманий осад промивали 3 рази за допомогою 70%-ного етанолу, післ чого зразки висушували за кімнатної температури та розчиняли в 70 мкл 10 мM Tris-HCl, 1 мM EДTA, pH 8. Чистоту отриманих зразків перевіряли за допомогою електрофорезу у 1%-ному гелі. Масову концентрацію отриманої плазміди визначали за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. 

2.6.6. Аналіз геному трансформантів за допомогою Саузерн блот-гібридизації

Для підтвердження присутності Т-ДНК в геномі проведення Саузерн блот-гібридизації геномну ДНК виділяли згідно методу [166]. Геномну ДНК (2 мкг на зразок) обробляли рестриктазою KpnI, котра розпізнає сайти на межі 5ʹ- та 3ʹ-кінців гена hptII. Фрагменти ДНК розділяли у 0,8%-ному агарозному гелі, переносили на нітроцелюлозний папір Hybond N («Amersham», США) капілярним методом в 10×SSC (0.15 М цитрат натрія,  1,5 М хлорид натрія, pH 7) протягом 12–16 год та обробляли в ультрафіолетовій камері для закріплення зразків ДНК на поверхні. Перед безпосередньою гібридизацією мембрану відмивали в гібридизаційному буфері («Sigma», США) протягом 1 год при 65° С. Далі в буфер додавали радіоактивну мітку в кількості 0,05 МБк/мл. Для гібридизації використовували послідовність гену hptII, мічену α-P32 по цитозину. Мембранні фільтри експонували з рентгенівською плівкою протягом 3 діб. Відмивка пластини здійснювалась в 2хSSC, 0,1% ДДС-натрію протягом 20 хв та 0,5хSSC, 1% ДДС-натрію протягом 10 хв при 65° С. 

2.7. Статистична обробка отриманих даних

Статистичну обробку даних щодо встановлення достовірної різниці між результатами досліджень, отриманих під час використання двох варіантів ДНК-конструкцій (двох генеральних сукупностей) проводили за t-критерієм Стюдента. Розрахунки здійснювали шляхом встановлення довірчих інтервалів та відносної помилки за допомогою програми Microsoft Exel 2007. Різницю між двома середніми величинами вважали вірогідною при р<0,05 та р<0,01. Критерій χ (середнє арифметичне) визначали при розщепленні в усіх поколіннях трансформантів [170].
Розвідувальний статистичний аналіз, однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA) та робастні тести здійснювали за допомогою інтегрованої програми SPSS Statistics v.21. Регресійний аналіз виконували в Microsoft Exel 2007. Розрахунки за допомогою методу головних компонент здійснювали в програмі в середовищі SIMCA 13,0 (Umertrics AB, Sweden) та за допомогою надбудови для програми Excel (Add-In) Chemometrics.xla. Надбудова доповнює список стандартних функцій Excel та дозволяє здійснити РСА-розподілення на листках робочої книги документу [171].

РОЗДІЛ 3
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ


3.1. Отримання трансгенних рослин арабідопсису з використанням сайт-специфічної системи Cre/loxP

Оскільки Arabidopsis thaliana є загальновизнаною модельною рослиною для молекулярно-генетичних досліджень [172], за останнє десятиріччя був розроблений ряд різних підходів для генетичної трансформації цього виду з метою оптимізації процесу інтеграції цільових генів у його геном. Виявилось, що найбільш ефективна генетична трансформація відбувається in planta (метод занурення квіток) [173, 174]. Саме цей метод трансформації не потребує значних зусиль у виконанні, легко масштабується, тому для проведення наступних експериментів нами було його і використано. 
Рослини арабідопсису вирощували в ґрунті за тепличних умов протягом 4 – 5 неділь до початку цвітіння. За допомогою методу занурення квіток рослини інфікували Agrobacterium tumefaciens (штам GV3101) зі створеними векторними конструкціями pORE-lox1HGC (умовно Cre/loxP1) чи pORE-lox2HGC (умовно Cre/loxP2). Розроблені дві ДНК-конструкції в своєму складі містять однаковий набір генів, різниця між ними полягає лише в розташуванні генів у ДНК-касеті. Для детальнішого дослідження роботи сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP в наступних дослідах, у векторних конструкціях було розміщено як маркерний ген gus, так і селективний ген hptII. При синтезі генетичних конструкцій використовували бінарний вектор pCAMBIA1305.1, що містить модифікацію гена gus – GUSPlus. Це репортерний ген, виділений та ізольований з геному Staphylococcus sp, котрий використовують з метою ідентифікації події трансформації, а також для скринінгу трансформантів. З метою експресії гену GUSPlus в рослинах здійснена значна оптимізація кодону [175]. Модифікований ген β-глюкуронідази використовують як альтернативу гену gus, оскільки під час використання оригінального гена відмічені деякі обмеження в його експресії у наступних поколіннях трансформантів. Крім цього, ген GUSplus характеризується більшою каталітичною активністю з пришвидшеною реакцією прояву, підвищеною стабільністю молекули при 60°С в присутності таких тканинних фіксаторів, як формальдегід та глутаральдегід [176].

Гени у векторних конструкціях, використаних для трансформації, знаходились під контролем конститутивного промотору 35S. Однак присутність цього промотору є недостатньою для контролю експресії рекомбінази Cre. Активація гена на відповідному рівні стає можливою при інтеграції в його послідовність підсилюючого елементу [177]. У даному випадку як підсилюючий елемент було використано послідовність інтрону з Chlamydomonas reinhardtii. Слід зауважити, що без додаткової модифікації гена cre при подальшій його інтеграції в геном рослин спостерігаються небажані фенотипові зміни рослин в результаті конститутивної експресії рекомбінази Cre такі, як затримка росту, хлороз листків та відсутність фертильності [74]. 
При інтеграції Т-ДНК в геном за допомогою агробактеріальної трансформації може спостерігатись і транзієнтна Т-ДНК-опосередкована експресія рекомбіназного білку. Відмічено, що рівень Т-ДНК-опосередкованої експресії залежить від присутності неінтегрованих копій Т-ДНК в ядрі, що веде до транзієнтної експресії привнесених генів [14, 178]. На противагу, неопосередкована Т-ДНК експресія гена cre забезпечується також завдяки агробактеріальної трансформації. У цьому випадку ДНК-конструкція має в своєму складі поєднання через NH2-кінці гена cre з генетичними послідовностями, що кодують білки  VirE2 чи VirF. Однак інтеграція векторних конструкцій в геном трансформантів відзначалась на низькому рівні [115]. 

Відмічається, що генетична послідовність loxP окремо від сайт-специфічнї рекомбіназної системи Cre/loxP може бути використана як промотор при створенні трансформуючої касети, якщо сайт loxP розмістити безпосередньо біля правої границі Т-ДНК [179]. Авторами показано, що під час розміщення loxР-сайту в ДНК-конструкціях разом з геном bar відбувається стабільна експресія цього гену. В результаті авторами відмічено, що у 80% отриманих трансформантів тютюну експресія гену bar знаходилась на такому ж рівні, що й у рослин, трансформованих вектором з bar-геном під контролем сильного конститутивного промотору. 

Ген стійкості до гігроміцину в трансформуючій ДНК-касеті нами був розміщений за межами сайтів ексцизії loxP для зручності у селективному відборі трансформантів від нетрансформованих зразків (рис. 3.1, 3.2). При подальшому використанні такого підходу для створення генетично трансформованих рослин, що не несуть маркерних чи селективних ДНК-послідовностей, цей ген можна замінити іншою генетичною послідовністю.
Так, альтернативою селективному гену слугувала б послідовність ДНК рослинного характеру, яка має ознаку стійкості до певного селективного агенту. В роботі García-Almodóvar et al. [180] селективний ген nptII було замінено на ген dao1, що кодує оксидазу D-амінокислот, виділений з дріжджів Candida boidinii. Трансформанти тютюну добирали за допомогою позитивної селекції, котру проводили на середовищі для регенерації з додаванням D-аланіну. Для порівняння, у подібній роботі Kim et al. [158] після агробактеріальної трансформації арабідопсису (метод занурення квіток) було досліджено 10 трансформантів покоління Т0. Особливість розробленої ДНК-конструкції полягала в тому, що ділянку, обмежену loxP-сайтами, фланкували послідовностями гена gus з обох боків. У випадку ексцизії обмеженої ділянки GUS-тест давав позитивну відповідь. В результаті гістохімічного аналізу покоління Т0 9 з десяти зразків проявили химерність у забарвленні за GUS-тестом. Однак в жодному з 10 зразків не було виявлено повної ексцизії маркерних послідовностей з геному.
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Рис. 3.1. Схема розташування генів у векторних конструкціях pORE-lox1HGC (Cre/loxP1) та pORE-lox2HGC (Cre/loxP2)
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Рис. 3.2. Схематичне зображення рекомбіназного видалення loxP-обмеженої ділянки Т-ДНК з інтегрованої вставки в геномі рослин
В інших роботах, наприклад [181, 182], для отримання ГМ рослин, вільних від маркерних послідовностей, використовували стратегію мульти-автотрансформації. Так, створена авторами [181] ДНК-касета не містила в своєму складі селективного гена чи будь-якої іншої індуцибельної генетичної послідовності. Як інструмент селективного добору використовували ген ізопентилтрансферази (ipt), а які цільовий ген – генетичну послідовність, ізольовану з Wasabia japonica. В результаті агробактеріальної трансформації томату було отримано регенеранти, вирощені на середовищі MС без додавання антибіотику.

Як варіант спрощеного використання системи Cre/loxP, в подібній роботі [158] було розроблено векторні конструкції ДНК, де рекомбіназа Cre знаходилась під контролем мінімального промотору 35S, що значно підсилювало контроль експресії ферменту. Однак при застосуванні цього підходу для отримання трансформантів, вільних від СМГ, залишається питання подальшої присутності маркерного гена у рослинному геномі.

Зібране насіння (покоління Т0) з трансформованих нами за допомогою обох ДНК-конструкцій рослин в подальшому використовували для виявлення події трансформації. Подію трансформації встановлювали за схожістю насіннєвого матеріалу на селективному середовищі МС з гігроміцином (100 мг/л). Селективна дія гігроміцину проявляється у впливі на біосинтез хлорофілу в рослинах. Чутливі до цього антибіотику проростки на селективному середовищі проростають знебарвленими та згодом гинуть [183]. Отримані нами трансформанти, пророщені за умов in vitro, не проявляли відмінностей за темпами росту, укорінення та у розмірах порівняно з нетрансформованими рослинами. Проростання насінин після етапу трансформації відмічали як досить активне. Початок проростання спостерігали на 2–4 добу після висіву на поживне середовище з антибіотиком. На рис. 3.3 представлено порівняння проростків рослин, чутливих до антибіотику (а) та рослин, які проявили стійкість до антибіотику (б). Рослини,  чутливі до антибіотику, мають значно менший розмір, у них практично відсутня коренева система; проростки рослин, стійких до антибіотику, мають гарний ростовий потенціал та розвинуту кореневу систему.

Під час пророщування насіння з трансформованих ліній арабідопсису відбирались лише рослини, стійкі до селективного агенту гігроміцину. Відсоток стійких і чутливих до селективного агенту проростків підраховували відповідно до кожної трансформованої рослини та зібраного з неї насіннєвого матеріалу. Відсоток рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1 (94% відносно 100% пророщеного насіння дикого типу на поживному середовищі без антибіотику) та стійких до селективного агенту, виявився нижчим порівняно з відсотком рослин, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP2 (97%). На рис. 3.3 представлені саме проростки з насіння рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP2 (рис. 3.3б) та успішною інтеграцією Т-ДНК з геном стійкості до гігроміцину, а також проростки чутливі до антибіотику, – в даному випадку подія трансформації в насінні не спостерігається (рис. 3.3а).
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Рис. 3.3. Пророщування насіння (покоління Т0) трансформованого конструкцією Cre/loxP2 арабідопсису на селективному середовищі MС у присутності гігроміцину (100 мг/л): а) – чутливі до антибіотику проростки; б) – стійкі до антибіотику проростки
Для подальших досліджень відібрали по 60 проростків, трансформованих тим чи іншим варіантом ДНК-конструкції. Трансформанти переносили до ґрунту, вирощували за тепличних умов. При цьому у відібраних зразків не було виявлено фенотипових відмінностей порівняно з рослинами дикого типу. З метою підтвердження події трансформації проводили гістохімічний аналіз для встановлення експресії привнесених генів у рослинах (рис. 3.4). 
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Рис. 3.4. Експресія гена gus у трансформованих рослинах A. thaliana: а) - зразок з позитивним результатом за GUS-тестом; б) - зразок з негативним результатом за GUS-тестом
Оскільки рослини були трансформовані ДНК-конструкціями з маркерним геном gus, подію інтеграції Т-ДНК з її подальшою експресією можна передбачити не лише за допомогою селективного відбору на середовищі з антибіотиком гігроміцином, але й за допомогою забарвлення тканин трансформантів. Клітини, що містять ген gus, метаболізують спеціальний фермент β-D-глюкуронідазу (GUS, репортерний фермент β-D-глюкуронідаза з Escherichia coli), експресія цього гена можна відслідкувати шляхом виявлення вищезгаданого ферменту, додаючи відповідний субстрат для забезпечення його роботи. В технології генетичної трансформації ген gus часто використовується для аналізу експресії репортерного гена, оскільки GUS-тест є достатньо простим у використанні. Саме тому в якості маркерного гена для даної ДНК-конструкції було обрано саме цю послідовність [184].
У результаті проведених експериментів було встановлено, що використання 35S промотора забезпечує експресію маркерного гена на високому рівні. Оскільки послідовності маркера та ферменту знаходяться в межах сайтів ексцизії, вважається, що експресія генів gus та cre є на одному рівні [185, 186]. При трансформації ДНК-конструкцією Cre/loxP1 забарвлення за GUS-тестом відбулось у 78% трансгенних рослин. Після трансформації з використанням конструкції Cre/loxP2 кількість позитивно забарвлених за GUS трансгенних ліній становила 85% від загальної кількості трансформантів. Використання ДНК-конструкцій із сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP під контролем 35S промотора дозволило отримати рослини арабідопсису із стабільною експресією Т-ДНК.

З метою уникнення ефекту мовчання генів, підтвердження присутності Т-ДНК в геномі трансформантів та виявлення можливої події рекомбіназної ексцизії в трансформантах Т0 проводили молекулярно-генетичний аналіз за допомогою ПЛР. Як рослинний матеріал для здійснення аналізу використовували листові пластини кожного з досліджуваних трансформантів, попередньо проаналізованих на активність β-глюкуронідази. В досліді використовували по 60 зразків, трансформованих з використанням обох варіантів ДНК-конструкцій. Для встановлення присутності Т-ДНК використовували пару праймерів, комплементарну до ділянки гену стійкості до гігроміцину hptII, що знаходиться поза межами сайтів ексцизії. Для виявлення поді видалення, використовували пару праймерів, комплементарну ділянці ДНК в межах сайтів ексцизії (рис. 3.5).



Рис. 3.5. Електрофореграма присутності Т-ДНК в геномі рослин (в 0,8%-ному агарозному гелі), трансформованих обома ДНК-конструкціями:

А: №1 – перевірка присутності ДНК конструкції pORE-lox2HGC в рослинному геномі (праймери до 35S промотору та nptII), розмір продукту 0,3 т.п.н. Зразки 1-5 – продукти ампліфікації, що вказують на присутність Т-ДНК в геномі, 6 - негативний контроль, Н2О. №2 – рослини з видаленими послідовностями ДНК, обмеженими сайтами loxP (праймери до гена nptII у межах сайтів ексцизії), розмір ампліконів 1,8 т.п.н. (відсутність продукту ампліфікації вказує на те, що подія ексцизії за сайтами loxP в геномі зразка відбулась). М – маркерна драбинка, розмір 100 п.н.

Б: №1 - перевірка присутності ДНК конструкції pORE-lox1HGC в рослинному геномі (праймери до 35S промотору та nptII), розмір продукту 0,3 т.п.н. Зразки 1-8 – продукти ампліфікації, що вказують на присутність Т-ДНК в геномі, 9 - негативний контроль, Н2О. №2 – рослини з видаленими послідовностями ДНК, обмеженими сайтами loxP. Відсутність продукту ампліфікації в зразку 5 вказує на вдалу подію видалення маркерної послідовності.

В: Аналіз геномної ДНК рослин, трансформованих конструкцією pORE-lox1HG без гена cre як позитивного контролю події трансформації. №1 - перевірка присутності ДНК конструкції в рослинному геномі (зразок 9 - негативний контроль, Н2О). №2 – перевірка на присутність послідовностей ДНК, обмежених сайтами loxP
В результаті аналізу ПЛР трансформантів покоління Т0 було виявлено присутність Т-ДНК конструкцією Cre/loxP1 у 80% рослин, а у трансформантів, отриманих внаслідок використання конструкції Cre/loxP2 – у 87%. Подію ексцизії на даному етапі досліджень було виявлено у 10% рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1, та у 12% - трансформованих конструкцією Cre/loxP2. Різниця між отриманими результатами гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізу може свідчити на користь мовчання інтегрованих генів (рис. 3.6). В іншій роботі Zou et al. [187] описано використаннйя ДНК-конструкцій з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP під контролем гену нопалін-синтази та 35S промотору для отримання цитрусових, вільних від маркерних послідовностей. За допомогою вбудованого маркерного гену gfp вдалось встановити, що ефективність видалення ДНК-вставок для конструкції з геном нопалін-синтази становила 28,1%, а для конструкції з вбудованим 35S промотором – 13,6%.
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Рис. 3.6. Порівняння результатів гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізів трансформованих рослин арабідопсису покоління Т0, отриманих з використанням векторних конструкцій pORE-lox1HGC та pORE-lox2HGC:

Ряд 1 – рівень експресії гена gus; ряд 2 – рівень присутності Т-ДНК в геномі трансформантів (ПЛР-детекція); Ряд 3 – відсоток видалення СМГ рекомбіназою Сre
На противагу системі Cre/loxP, в подібній роботі з отримання трансформантів рису, вільних від СГ, автори використовували сайт-специфічну систему FLP/FRT [188]. В результаті агробактеріальної трансформації було отримано 14 регенерантів. За допомогою ПЛР-аналізу геному рослин покоління Т0 Т-ДНК ідентифікували в 47% досліджених зразків. При використанні промотора теплового шоку у векторних конструкціях для трансформації тютюну виявилось, що рекомбіназа Cre проявляє більшу активність в соматичних клітинах [141]. Так, подія автоексцизії loxP-обмежених ділянок ДНК була детектована у 70-80% регенерантів, хоча після теплової обробки вдалось отримати лише 30-40% трансформантів, вільних від маркерних послідовностей.

Оцінка ефективності трансформації рослин була проведена при порівнянні результатів молекулярно-генетичного, гістохімічного аналізу та рівня схожості насіннєвого матеріалу за умов селективного тиску. Кінцеве значення було підраховано за допомогою співвідношення кількості отриманих трансформантів з підтвердженим трансгенним статусом до загальної кількості проаналізованих зразків. В результаті високого рівня проростання насіння покоління Т0 на селективному середовищі з антибіотиком гігроміцином та перевірки результатів GUS-тесту за допомогою ПЛР-аналізу було встановлено, що використання конструкції Cre/loxP2 є ефективнішим порівняно з використанням конструкції Cre/loxP1.

3.2. Аналіз роботи сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP в наступному Т1 поколінні трансформантів

Насіння наступного покоління трансформантів (Т1) збирали та стерилізували за попередньою схемою, пророщували in vitro на селективному середовищі з гігроміцином. Насіннєвий матеріал, зібраний з кожної трансформованої рослини, вважали окремою лінією трансформантів. Для аналізу стабільності трансформації досліджували зразки з 60 ліній (покоління Т1) для кожного варіанта векторної конструкції. Обрана кількість досліджуваних ліній (вибірка) пояснюється тим, що для детального дослідження роботи рекомбіназної системи в геномі трансформантів Т1 потрібно досягти вибіркової сукупності n>30 [189]. В даному випадку результати, отримані після дослідження 60 ліній трансгенів, є оптимальною для проведення статистичної обробки експериментальних даних. Під час пророщування кожної лінії трансформантів насінин з ознакою стерильності майже не виявляли. В результаті було встановлено, що кількість ліній трансформантів, отриманих з використанням обох типів конструкцій ДНК, та стійких до антибіотику в поколінні Т1 є високою (рис. 3.7).
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Рис. 3.7. Трансформовані рослини Arabidopsis thaliana покоління Т1 на селективному середовищі MС із гігроміцином: а) – нетрансформовані рослини, дикий тип; б) – лінія рослин, чутливих до селективного агента; в) – рослини, стійкі до антибіотика
Отримані результати свідчать про експресію привнесених генів у наступному Т1 поколінні рослин. Відсоток стійких і чутливих до селективного агенту рослин підраховували окремо для кожної лінії трансформантів, в обсязі 60–70 проростків на лінію. Відсоток рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1 та стійких до селективного агенту, виявився вищим порівняно з рослинами, трансформованими ДНК конструкцією Cre/loxP2. Загальний відсоток стійких до антибіотику рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1, становив 81,3%, а рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP2, – 76,2% (рис. 3.8) [190]. Проростання трансформантів покоління Т0, отриманих з використанням конструкції Cre/loxP1, на селективному середовищі та результати молекулярно-генетичного аналізу попереднього покоління також вказують на підвищену ефективність використання цієї плазміди, як і в поколінні Т1. Отже, підвищений рівень стійкості до антибіотику в трансформантів з Cre/loxP1 порівняно з трансформантами, отриманими з використанням конструкції за Cre/loxP2, вказує на більш вдалий варіант цієї конструкції. Збереження високого рівня резистентності рослин до гігроміцину свідчить про стабільну трансформацію отриманих ліній арабідопсису.

В подібній роботі [191] на рослинах арабідопсису також було протестовано ще одну ДНК-конструкцію з сайт-специфічною системою Cre/loxP під контролем пилок- та ембріо-специфічного промотору DLL гену At4g16160 з рослин арабідопсису. В результаті аналізу трансформантів покоління Т1 була встановлена ефективність трансформації на рівні  96,2%, хоча відсутність маркерного гену в такій конструкції не дала змоги проаналізувати динаміку видалення loxР-обмежених ділянок Т-ДНК з геному рослин протягом декількох поколінь.
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Рис. 3.8. Середнє співвідношення стійких та чутливих до антибіотику рослин для кожної лінії покоління Т1, отриманих в результаті трансформації з використанням векторних конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2:

Ряд 1 – відсоток рослин, стійких до антибіотику; Ряд 2 – відсоток рослин, чутливих до антибіотику

3.2.1. Визначення ефективної концентрації антибіотика для здійснення селективного добору


Один з факторів, що впливають на успішне отримання трансгенних рослин, є підбір оптимальної концентрації селективного агенту. Під час генетичної трансформації інтеграція Т-ДНК відбувається лише в геном деяких клітин рослинної тканини. Разом з інтегрованим цільовим геном вбудовується й ген стійкості до певного селективного агенту, що надає перевагу даній одиниці у виживанні порівняно з нетрансформованою частиною тканини [192]. Завдяки експресії селективного гену в трансформованій клітині та при створенні відповідного селективного тиску стає можливим відбір від решти використаного матеріалу трансформованих клітин з наступною їх проліферацією. Оскільки чутливість рослин різних видів до одного і того ж селективного агенту різниться між собою, є актуальним встановлення оптимальної концентрації антибіотику в селективному середовищі для здійснення відбору трансформантів [193].
В ході експериментів з визначення оптимальної концентрації антибіотика для селекції трансформантів використовували середовище МС з 50, 100, 200 та 250 мг/л гігроміцину. Відомо, що у високій концентрації гігроміцин здатен пригнічувати ріст, коренеутворення та регенерацію рослин. Оптимальною вважалась концентрація антибіотику, при якій спостерігалось проростання зелених рослин без видимих фенотипових відмінностей порівняно з контрольною групою рослин. Як експериментальний матеріал використовували насіння покоління Т1, зібране від трансформантів арабідопсису, вирощених на селективному середовищі при мінімальній концентрації гігроміцину, за якої відбувається селективний тиск на проросток – 50 мг/л. На селективному середовищі у присутності 200 мг/л гігроміцину відмічалось знебарвлення основної частини проростків покоління Т1, а на середовищі, що містило 250 мг/л антибіотику, проростання насіння майже не спостерігалось. Відповідно, концентрація 100 мг/л гігроміцину була визначена оптимальною для відбору трансформантів. За даної концентрації швидкість пророщування насіння та ріст пагонів не відрізнялись від росту рослин на середовищі без селективного тиску. За допомогою результатів ПЛР-аналізу геному отриманих трансформантів було підтверджено присутність Т-ДНК в досліджуваних зразках.


3.3. Гістохімічний аналіз покоління трансформантів Т1
Наявність експресії Т-ДНК у геномі трансформантів покоління Т1, як і у випадку попереднього покоління, визначали за допомогою гістохімічного аналізу. Для проведення гістохімічного аналізу на GUS-активність з кожної лінії трансформованих рослин арабідопсису покоління Т1, вирощених на селективному середовищі, було відібрано по 8 зразків (рис. 3.9). 
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Рис. 3.9. Експресія гену gus у проростках арабідопсису покоління Т1, трансформованих векторними конструкціями Cre/loxP1 та Cre/loxP2: а – зразки з негативним результатом GUS-тесту; б – рослини-химери з частково позитивним результатом GUS-тесту
Отримані результати GUS-тесту, проведеного з використанням трансгенних ліній арабідопсису, поділили на три групи: перша – лінії, з позитивним результатом GUS-тесту (рослини забарвлювались повністю); друга – лінії, в яких були присутні проростки з позитивним і негативним результатами GUS-тесту; третя – лінії з негативним результатом GUS-тесту. Як позитивний контроль використовували рослини арабідопсису, трансформовані ДНК-конструкцією, котра не містила гену сайт-специфічної рекомбінази Cre. За результатами GUS-тесту з’ясовано, що приблизно 25% досліджуваних ліній, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP1, є вільними від маркерних послідовностей, а у 12% ліній GUS-забарвлення могло бути як позитивним, так і відсутнім повністю. В лініях, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP2, відбулась автоексцизія в 15% від загальної кількості протестованих ліній. Кількість ліній з GUS-позитивною та GUS-негативною реакцією становила 13% (рис. 3.10). За результатами попереднього гістохімічного аналізу, проведеного на рослинах покоління Т0, відзначено приріст ліній з негативним результатом GUS-тесту приблизно на 5–7% для кожного типу ДНК-конструкції, що свідчить про роботу рекомбінази і в наступних поколіннях трансформантів [194]. В порівнянні з отриманими результатами, Kim із співавт. [158] для продовження дослідження ефективності використання розробленої ними ДНК-конструкції, отримали 72 проростки трансформантів арабідопсису покоління Т1. За допомогою гістохімічного аналізу було виявлено, що 24 досліджуваних рослини (17,3%) мали повне видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з геному. 
Проростки рослин з ліній, які давали негативний або частково негативний результат за GUS-тестом, надалі були висаджені у ґрунт для уникнення ефекту мовчання генів під час пророщування трансформантів на селективному середовищі. Вище вже згадувалось про те, що у процесі росту й розвитку трансформованих рослини може спостерігатись явище «мовчання генів», яке виникає за умов наявності трансформації ядерної ДНК, але пояснюється присутністю в геномі високого рівня копійності Т-ДНК, метилюванням привнесеної ДНК, виникненням дуплексів генів, що повторюються, тощо [195]. Одним із проявів такого явища вважають відсутність експресії привнесених генів, слабкий розвиток та ріст рослини. Крім цього виявлено, що завдяки присутності селективного агенту в поживному середовищі виникає ймовірність гіперметилювання ДНК, що в свою чергу призводить до ефекту мовчання генетичної вставки [196].
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Рис. 3.10. Середнє співвідношення між результатами молекулярно-генетичних та гістохімічних досліджень: Ряд 1 – лініями з GUS-позитивно забарвленими зразками, Ряд 2 – лініями з негативною реакцією на GUS та Ряд 3 – лініями із неоднорідно забарвленими зразками (покоління трансформантів Т1)
Під час проведення експериментів схожість насіннєвого матеріалу була високою. Для проведення досліджень відбирали зразки ліній, де проявлявся частково або повністю негативний результат GUS-тесту. Після зростання рослин у ґрунті протягом 21–28 діб здійснювали повторний гістохімічний аналіз рослинних тканин на GUS-активність за схемою, яка використовувалась для аналізу у попередньому поколінні (рис. 3.9). Розбіжностей між двома повторами GUS-тесту не спостерігалось. Для порівняння, в роботі Hu et al. [197] було продемонстровано ще один підхід до використання сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP як молекулярно-генетичного інструменту для отримання трансгенних ліній рису, вільних від СГ. Активація експресії рекомбіназного білку здійснювалась за допомогою тканино-специфічного промотору OsMADS45, ідентифікованого в тканинах квіток, а також за допомогою промотору з білку напіну. В результаті здійсненої трансформації та отримання наступного покоління трансгенних рослин Т1 подія автоексцизії варіювала від 10 до 53% для промотору OsMADS45 і від 12 до 36% для напінового промотору, хоча ефективність трансформації була низькою. 

Проведення нами GUS-тесту дозволило виявити експресію маркерного гена. Разом з тим, активність рекомбінази Cre та кількість подій автоексцизії можуть бути пов’язані з пророщуванням трансформантів на селективному середовищі. Гістохімічний аналіз трансформантів, вирощених у ґрунті, здійснювали на окремих листках рослин арабідопсису. За результатами аналізу появу нових ліній з повністю негативним результатом GUS-тесту не спостерігали. Відзначено було лише окремі рослини з повністю відсутньою експресією гена gus (рис. 3.11а) або рослини, у яких мала місце лише незначна експресія β-глюкуронідази. 

Як правило, відсутність експресії цільового гена пов’язана з його місцеположенням, таким як ділянка гетерохроматину. Інший варіант, за умов якого можливе замовкання генів, є різноманітні перебудови ядерного геному, такі як делеції, дуплікації та ін. З іншого боку, експресія вірусних генів, або їх фрагментів може викликати захисну реакцію з боку рослини шляхом метилювання цих послідовностей [196, 198, 199]. Ймовірність замовкання генів підвищується після перенесення рослин у відкритий ґрунт та їх контактом з патогенами [200]. Загалом, явище мовчання генів в трансформантах наступних поколінь спостерігається досить часто і може проявлятись як на транскрипційному, так і на пост-транскрипційному рівнях [201, 202]. Досліджено, що на рівні транскрипції Т-ДНК в геномі трансгенної лінії замовкання привнесених послідовностей відбувається або шляхом опосередкованого метилювання ДНК, або за участю мікро-РНК, або ж завдяки модифікації хроматину [177]. Тож, при повторному проведенні GUS-тесту результати не відрізнялись від попередніх, отриманих за допомогою гістохімічного аналізу з рослин, пророщених на селективному середовищі MС з гігроміцином.
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Рис. 3.11. Гістохімічний аналіз експресії гена gus у трансформованих рослинах A. thaliana за їх подальшого вирощування в ґрунті: а – відсутність експресії гена gus у листових пластинках; б – експресія гена gus
Ймовірна присутність явища замовкання генів виникла під час отримання трансформантів покоління Т0. Різниця між отриманими результатами гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізу вказувала на користь явища мовчання генів. В даному випадку мав місце можливий сценарій опосередкованого метилювання Т-ДНК на стадії її інтеграції в геном, або ж в результаті пост-транскрипційної модифікації. З метою уникнення у подальшому ефекту мовчання генів у лініях з негативним результатом GUS-тесту та підтвердження достовірності результатів проводили молекулярно-генетичний аналіз за допомогою ПЛР.

3.4. Молекулярно-генетичний аналіз геному трансформантів покоління Т1

Для підтвердження події трансформації та виявлення рекомбіназної ексцизії у покоління Т1 проводили ПЛР-аналіз геномної ДНК за схемою дослідження попереднього покоління. Розбіжностей між результатами ПЛР-аналізу та гістохімічного аналізу не спостерігали, що свідчить про відсутність ефекту мовчання генів у трансформантах покоління Т1. 
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Рис. 3.12. Результати блот-гібридизації за Саузерном геномної ДНК рослин арабідопсису покоління Т1, трансформованих ДНК-конструкцією pORE-lox1HGC, та гібридизованих за міченою послідовністю гена hptII (зразки з негативним результатом гістохімічного аналізу). Як позитивний контроль на присутність конструкції у геномі використовували плазміду pORE-lox1HGC; гібридизація до hptII розміром 2 т.п.н. – рекомбіназної ексцизії не відбулось; ексцизія loxP-обмеженої ділянки відбулась – сигнал на рівні 3,5 т.п.н. (зразки lox1HGC28_1 та lox1HGC28_5); сигнал на рівні 8,8 т.п.н. (гібридизація до послідовності гену gus) – ексцизії не відбулось (зразки lox1HGC20_2). А. – зразки геному рослин, трансформованих конструкціями без гену cre; Б. – зразки геному трансформантів
Для підтвердження результатів ПЛР та для виявлення мультикопійності Т-ДНК у геномі покоління трансформантів Т1 здійснювали Саузерн-блот аналіз (рис. 3.12). Оскільки експресія привнесених генів у рослинах залежить від кількості копій Т-ДНК на геном, використання рекомбіназної ексцизії дає змогу мінімізувати ефект мультикопійності. Вперше така властивість сайт-специфічних рекомбіназ була описана в роботі [118].Тож, для виявлення рівня Т-ДНК на геном рослин, трансформованих конструкціями з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP, був проведений Саузерн-блот аналіз.Зразки досліджуваних трансформантів та контрольних рослин дикого типу обробляли рестриктазою KpnI. У розроблених і використаних у роботі конструкціях присутній лише один сайт рестрикції для цієї рестриктази. Загалом, дослідження проводили на зразках з відсутньою експресією гену gus, або на химерних зразках (рис. 3.12). Зонди для гібридизації були підібрані так, що наявність сигналу свідчила про присутність ділянки Т-ДНК, обмеженої сайтами loxP.
В результаті проведених досліджень було підтверджено результати ПЛР-аналізу, що виключає можливість псевдо-позитивної відповіді на присутність Т-ДНК в геномі трансгенів. Для проведення блот-гібридизації за Саузерном були вибрані зразки трансформантів з негативним або частково негативним (химерні рослини) результатом гістохімічного аналізу. Внаслідок аналізу встановлено, що в зразках lox1HGC28_1 та lox1HGC28_5 мала місце рекомбіназна ексцизія loxP-обмежених ділянок Т-ДНК. За інтенсивністю сигналу можна зробити висновок, що в зразку lox1HGC28_5 видалення копій Т-ДНК відбулось на більш високому рівні порівняно зі зразком lox1HGC28_1, або ж кількість копій Т-ДНК зразка lox1HGC28_1 була інтегрована в геном у більшій кількості. В зразку Lox1HGC20_2 відбулась гібридизація до послідовності гену gus, що теж вказує на відсутність видалення loxP-обмеженої ділянки Т-ДНК. Інтенсивність сигналу в даному випадку була досить слабкою, що може вказувати на неповне видалення цього гена. В даному випадку зразок Lox1HGC20_2 виявився химерним за забарвленням GUS-тесту, що й пояснює слабку інтенсивність сигналу. Для підтвердження властивостей сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP мінімізувати присутність Т-ДНК в геномі трансформанту до однієї копії здійснено ряд робіт. В роботі Sun et al. [204] під час дослідження нового підходу з отримання трансформантів, вільних від маркерних послідовностей, було також виявлено видалення багатоколійних інтегрованих Т-ДНК з геному за допомогою рекомбінази Cre. 

Як відомо, агробактеріальна трансформація рослин методом занурення квіток є досить ефективною та легкою у виконанні [173]. Однак, недоліком цього методу є одночасна інтеграція в рослинний геном великої кількості копій Т-ДНК, що призводить до небажаних результатів. В результаті інтеграції одразу багатьох копій ДНК-конструкції в геном спостерігається підсилення рівнів експресії маркерних послідовностей, що є небажаним [51]. За наявності ж лише єдиної копії Т-ДНК, рівень її експресії є вищим порівняно з рівнем експресією множинних Т-ДНК в геномі. Використання рекомбіназної ексцизії дає змогу мінімізувати ефект мультикопійності. Вперше така властивість сайт-специфічних рекомбіназ була описана в роботі [102]. Застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для агробактеріальної трансформації методом занурення квіток з метою отримання єдиної копії Т-ДНК на геном продемонстровано в роботі De Paepe et al. [205]. За допомогою ПЛР, сіквенування та блот-гібридизації за Саузерном було виявлено, що в 9 з 11 досліджуваних трансформантів із системою Cre/loxP присутність лише однієї копії Т-ДНК на геном рослини.

Таким чином, в  результаті проведення молекулярно-генетичного та гістохімічного аналізу покоління Т1 було виявлено збільшення кількості трансгенних ліній із химерно забарвленими рослинами порівняно з поколінням Т0. Кількість ліній із зразками, в геномі котрих відбулось видалення МГ (не спостерігалось забарвлення за GUS-тестом), також зростала, що було підтверджено за допомогою ПЛР.

3.5. Молекулярно-генетичний та гістохімічний аналіз трансформантів покоління Т2

Молекулярно-генетичний та гістохімічний аналіз покоління трансформантів Т2 здійснювали за тією ж схемою, що була використана для аналізу двох попередніх поколінь. Відомо, що під час інтеграції Т-ДНК в геном рослини після отримання наступних поколінь відбувається спадкування ознаки, котра кодується привнесеним геном відповідно до закону розщеплення ознак Менделя, у випадку двох та більше інсерцій – 15:1 [206]. У результаті проведених досліджень з використанням GUS-тесту між трансформантами виявлено наближене розщеплення 3:1 за характером забарвлення їх тканин (рис. 3.13). В даному випадку менделівське розщеплення свідчить на користь присутності мінімальної кількості копій трансгену в рослинному геномі, оскільки у випадку множинних вставок Т-ДНК співвідношення результатів GUS-тесту значно відрізнялось би від розщеплення 3:1 в поколінні Т2. Результати гістохімічного аналізу були підтверджені за допомогою ПЛР. 
Таким чином, внаслідок гістохімічного аналізу рослин покоління Т2 виявлено збільшення кількості трансгенних ліній з химерним забарвленням, а також кількості зразків химерно забарвлених трансформантів в межах кожної лінії. Кількість ліній, в геномі котрих відбулось видалення МГ, також зростала, що було підтверджено за допомогою ПЛР. Встановлено, що видалення маркерних послідовностей відбувається успішно, незалежно від типу трансформуючої конструкції. 
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Рис. 3.13. Середнє співвідношення результатів GUS-тесту між трансгенними лініями покоління Т2: GUS+ - лінії з повністю забарвленими зразками; GUS+/- - лінії з неоднорідно забарвленими зразками, або зразками з видаленими СМГ, що детектовано за допомогою ПЛР; GUS- - лінії зі зразками, де повністю відбулась ексцизія СМГ

При порівнянні результатів видалення МГ у досліджуваних рослинах протягом трьох поколінь виявилось, що кількість ліній, трансформованих з використанням конструкції Cre/loxP1 та вільних від маркерних послідовностей, є вищою (53% від загальної кількості проаналізованих ліній) порівняно з кількістю ліній, трансформованих за допомогою конструкції Cre/loxP2 та вільних від МГ (43% від загальної кількості проаналізованих ліній) [181].Різницю результатів в даному випадку можна пояснити різним дизайном використаних ДНК-конструкцій. Окрім цього відмічено появу або зростання кількості негативно-забарвлених зразків за GUS-тестом в межах окремих ліній. В основному поява GUS-негативних зразків спостерігалась в лініях, які раніше були відмічені як химерні. Відповідно, можна зробити висновок, що з кожним наступним поколінням кількість рослин або ліній трансформантів, вільних від маркерних та селективних генів, зростає. 
3.6. Статистична обробка даних

Виходячи з того, що інколи спостерігаються відмінності в ефективності використання розроблених конструкцій при зміні рослинного об’єкту [207], це може викликати труднощі для комерційного застосування розробленої стратегії трансформації. Окрім цього, під час отримання трансгенної рослини важливо контролювати вплив різного роду факторів на перебіг самого процесу трансформації. Таким чином, в кінці проведеної роботи накопичується значний масив даних, інтерпретація котрих може бути ускладненою, що, в свою чергу, не сприятиме відтворенню результативності проведеної роботи та отриманню подібних результатів у подальших експериментах. Тому розроблення певної моделі, котра б описала здійснення трансформації, та дала можливість її масштабування з функцією передбачення розвитку подій, є важливим завданням під час планування експерименту [208]. Моделювання досліджуваного процесу з метою класифікації чи прогнозування отриманих емпіричних даних дозволяє виявити прихований фактор, що впливає на успішність проведення експерименту, а також дає можливість пояснити результати роботи на більш високому рівні [209, 210]. За допомогою новітніх статистичних програм, таких як SPSS (statistical package for social science), Statistica та ін., стає можливим структурувати отримані результати з їх наступним аналізом. Саме тому для підтвердження отриманих даних нами було розроблено класифікаційну модель оцінки прояву роботи векторних конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 в різних поколіннях трансформантів арабідопсису.
3.6.1. Статистичний розвідувальний аналіз результатів резистентності трансформантів арабідопсису покоління Т1

В рамках проведених досліджень ефективності використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для створення генетично модифікованих рослин було накопичено значний масив емпіричних даних, котрі вказують на ефективність використання цієї системи. Значний об’єм отриманих даних дозволяє обробити експериментальні показники за допомогою біометричних методів. Застосування графічного методу описової статистики дозволяє наглядно зобразити зв'язок між проявом експресії маркерного чи селективного генів або ж роботою білка рекомбінази.

Окрему значущість серед отриманих результатів має дослідження пророщування рослин арабідопсису покоління Т1, трансформованих тим чи іншим варіантом ДНК-конструкції на селективному середовищі MС у присутності гігроміцину. Отримані дані можна використовувати як показник рівня стабільної трансформації у наступному поколінні, оскільки однією з проблем при отриманні генетичних трансформантів є зникнення експресії Т-ДНК, або її повне видалення з геному впродовж наступних поколінь трансгенних рослин. Окрім цього, відсутність фенотипових відмінностей у трансформованих проростків порівняно з нетрансформованими рослинами спростовує ймовірність виникнення множинної інтеграції чужорідних генів у геном трансформанта. Для здійснення даного статистичного аналізу зразки, чутливі до дії селективного агенту, не брались до уваги, оскільки відсутня фертильність у насіння може провокуватись різними факторами.

Як правило, перед початком статистичної обробки експериментальних даних та використання любого статистичного методу необхідним є проведення перевірки нормальності розподілення досліджуваної ознаки [211, 212, 213]. З цією метою попередній розвідувальний аналіз даних, а також статистичну обробку експериментальних даних здійснювали в статистичній програмі SPSS v.21. (Statistical Package for Social Science) [214, 215].

Використовуючи функцію нормального розподілення можливо визначити теоретичну частоту емпіричного варіаційного ряду прояву роботи конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 в поколінні трансформантів Т1. За допомогою функції нормального розподілення була побудована гістограма для наглядного зображення параметричності (або її відсутності) отриманих даних (рис. 3.14). Результати досліджень стійкості пророслих трансформантів покоління Т1 підпадають під ознаки кривої розподілення Гаусса, що вказує на їх параметричність. 
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Рис. 3.14. Розподілення частот по стійкості проростків до гігроміцину (100 мг/л) в межах кожної з досліджуваних ліній трансформантів. Вісь у – частота зустрічання ліній з однаковою кількістю трансформантів, стійких до антибіотику; вісь х – кількість трансформантів, стійких до антибіотика в межах однієї лінії. Для а – середнє=57,38; стандартне відхилення=11,35. Для б – середнє=48,18; стандартне відхилення=9,36
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	 Спостережене значення для Cre/loxP1
	Спостережене значення для Cre/loxP2


Рис. 3.15. Графік нормального ймовірнісного розподілення проростків арабідопсису покоління Т1, стійких до гігроміцину (100 мг/л), для кожної з досліджуваних ліній трансформантів, отриманих з використанням обох ДНК-конструкцій. Зеленим кольором виділено «викидання» - крайні значення оцінюваних даних при р<0,001
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Рис.3.16. а) - Порівняння аналізу розподілення даних підрахунку стійких проростків арабідопсису покоління Т1, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP1 (1) та Cre/loxP2 (2) за допомогою ящичних діаграм.

б) - Взаємна кореляція результатів селективного відбору трансформантів, отриманих за допомогою ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 на селективному середовищі MС у присутності гігроміцину (100 мг/л), r – міра лінійного зв’язку між кількісним фактором та відгуком (коефіцієнт детермінації) при р>0,05
На графіку нормального ймовірнісного розподілення на Рис. 3.15 (а, б) продемонстровано крайні значення отриманих результатів (викидання), котрі можуть призводити до викривлення статистичних показників під час подальшого аналізу даних. Наведений ймовірнісний графік для конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 дозволяє оцінити ступінь дисперсійного розподілення отриманих результатів та візуально оцінити величину ймовірної похибки.

За допомогою ящичних діаграм на Рис. 3.16 (а) зображено нормальність розподілення даних для події трансформації (за стійкістю до селективного агенту) для двох ДНК-конструкцій. В обох випадках медіани  максимально наближені до центра діаграми, «вуса» є симетричними, видимих істотних викидань у результатах не виявлено. Таким чином можна зробити висновок, що обидві гістограми не мають значних відхилень від стандарту, демонструючи нормальність розподілення вибіркових даних, а отже й параметричність результатів.


Таким чином, в результаті проведеного розвідувального аналізу було встановлено, що отримані дані носять параметричний характер [216]. Таке ствердження дозволяє використати кореляцію Пірсона для виявлення взаємозв’язку між проявом роботи обох ДНК-конструкцій шляхом дослідження стійкості трансформантів наступного покоління. При порівнянні результатів стійкості трансформантів з обома типами Т-ДНК у поколінні Т1, вирощених на селективному середовищі MС у присутності гігроміцину, було встановлено r=0,008, що вказує на слабкий характер зв'язку (r<0,25). Для візуального зображення кореляції отриманих результатів аналізу даних стійкості трансгенних ліній до антибіотику, трансформованих тим чи іншим типом ДНК-конструкції, було побудовано діаграму розсіювання з лінією регресії (рис. 3.16 б). Кут нахилу лінії регресії на рисунку є незначним, що вказує на слабкий та лінійний взаємозв’язок між її перемінними (два типи ДНК-конструкцій). Зв'язок між обома перемінними є прямим (r>0).  

Як і будь-який статистичний параметр, коефіцієнт кореляції є величиною, обчисленою за емпіричними даними вибірки, а отже, може містити випадкову похибку вибірковості [217]. Оцінка достовірності коефіцієнта кореляції визначається на основі нульової гіпотези [218], згідно котрої між досліджуваними величинами кореляція є відсутньою. Мірою достовірності в такому випадку слугує Т-критерій Ст’юдента для незалежних вибірок (Тал. 3.1). Т-критерій дає змогу визначити, чи різняться між собою дві вибірки генеральної сукупності трансформантів. У даному випадку значення Т-критерія було 4,921, а  ступінь свободи для двох вибірок по 60 зразків складав 118.
Таблиця 3.1
Визначення критерію Ст’юдента для двох незалежних вибірок трансформантів, отриманих з використанням ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2
	-
	Критерій рівності дисперсій Лівіня
	Т-критерій

	
	F
	Знач. критерію
	T

	Cre/loxP1

Cre/loxP2
	Передбачається рівень дисперсії

Рівень дисперсії не

передбачається
	1,948
	0,165
	4,921

	
	
	
	
	4,921


Таким чином, результати попереднього розвідувального аналізу та описової статистики [219] дозволяють зробити висновок, що дані, отримані при використанні обох розроблених ДНК-конструкцій є незалежними між собою. Отже, цим підтверджується той факт, що різниця в розташуванні генів у векторних касетах  Cre/loxP1 та Cre/loxP2 впливає на ефективність трансформації.
3.6.2. Однофакторний дисперсійний аналіз даних трансформантів арабідопсису покоління Т1

Дисперсійний аналіз (Analysis of Variances, ANOVA) – процедура порівняння середніх значень вибірок, в результаті котрої можливо зробити висновок про співвідношення середніх значень генеральних сукупностей. ANOVA дозволяє встановити різницю між кількісною та якісною перемінними, а також визначити, чи відрізняються середні перемінні в групах в залежності від прояву фактора [220]. Нами було проведено однофакторний дисперсійний аналіз для порівняння  стійкості до селективного агента між трансформантами, отриманими за допомогою ДНК-конструкцій Cre/loxP1чи Cre/loxP2 (табл. 3.2).
Таблиця 3.2
Однофакторнтй дисперсійний аналіз між двома вибірками трансформантів, отриманих за допомогою ДНК-конструкцій Cre/loxP1чи Cre/loxP2
	-
	Різність вибірок
	Знач. Лівіня
	Сума квадратів
	Ступінь свободи
	Сер. квадр.
	Значення Фішера

	Cre/loxP1   Cre/loxP2
	Між групами

В середині груп

Разом
	0,165
	2539,200

12373,167

14912,376
	1

118

119
	2539,2

104,857
	24,21


В Табл. 3.2 розраховано значення критерію Лівіня, котре вказує на однорідність досліджуваних дисперсій (при р>0,05). Дисперсії для кожної з груп статистично достовірно розрізняються. Критерій Фішера (F) вказує на досить значну різницю між двома дисперсіями. При підтвердженні однорідності дисперсій виявлено значимість різниці двох досліджуваних дисперсій (різниця середніх значень). Отже, результати від використання кожної з ДНК-конструкцій (факторів) є окремими випадками, що описуються окремими математичними моделями, оскільки вони не перекриваються між собою та не можуть вважатись двома перемінними однієї генеральної сукупності. 

Для підтвердження такого висновку додатково було здійснено проведено робастні тести Брауна-Форсайта та Уелша. Застосування цих двох тестів дозволяє більш точно проаналізувати дані на їх гомогенність. Тест Уелша є альтернативою до тесту Фішера в ANOVA та використовується, коли неможливо припустити рівність середніх групових оцінок [221]. В Табл. 3.3 наведені результати аналізу даних, отриманих при використанні обох типів ДНК-конструкцій за допомогою робастних тестів на рівність середніх. 
Таблиця 3.3
Результати аналізу даних, отриманих при використанні обох ДНК-конструкцій за допомогою робастних тестів на рівність середніх
	-
	Статистика
	Ступ.свободи 1
	Ступ.свободи 2
	Значення

	Брауна-Форсайта (для Cre/loxP1, 2)
	24,216
	1
	114,892
	0,000

	Уелша (для Cre/loxP1, 2)
	24,216
	1
	114,892
	0,000


Ці результати також підтверджують значимість в різниці двох досліджуваних дисперсій без значущих відхилень в розрахунках. Отже кожен варіант використаних в роботі ДНК-конструкцій можна вважати окремою подією. Для отримання трансформантів арабідопсису, стійких до селективного агенту, можна використовувати будь-який варіант ДНК-конструкції, при цьому отримані дисперсії не будуть перекриватись між собою.
Таким чином, використовуючи критерій Пірсона для перевірки нормальності розподілення значень стійкості досліджуваних ліній трансформантів для обох типів ДНК-конструкцій були розраховані тестові статистики з метою виявлення взаємозв’язку між проявами ефективності роботи цих двох конструкцій. За допомогою критерію Ст’юдента та критерію Фішера була визначена різниця у результатах від використання цих конструкцій, що свідчить про наявність двох генеральних сукупностей, хоча Cre/loxP1, і Cre/loxP2 є, власне, варіантами однієї і тієї ж ДНК-конструкції. Однак за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу з паралельною перевіркою на робастні тести було встановлено різницю між проявом дії двох ДНК-конструкцій, що дозволило визнати їх двома незалежними подіями. Виходячи з цього, можна зробити висновок, що різниця саме у розташуванні генів на векторних касетах впливає на ефективність трансформації. З огляду на попередні результати гістохімічних та молекулярно-генетичних досліджень виявлено, що використання конструкції Cre/loxP1 є ефективнішим. Однак, в поколінні Т0 загальний відсоток трансформантів, отриманих за допомогою цієї конструкції, виявився нижчим порівняно з результатами від використання конструкту Cre/loxP2. Такий ефект може пояснюватись різними механізмами прояву Т-ДНК під час інтеграції в рослинний геном. Одним із пояснень може бути множинна інтеграція ДНК-вставок в геном рослини, або ж надекспресія привнесених генів. Тож, для підвищення успішності роботи рекомбінази важливим є місце її розташування на кодуючій касеті, що в результаті проявляється в кількісному еквіваленті отримання трансформантів, вільних від маркерних послідовностей.

3.6.3. Регресійний аналіз прояву функціонування ДНК-конструкцій у трансформантах арабідопсису покоління Т1
Регресійний аналіз використовується для знаходження кількісної залежності між перемінними та описується за допомогою рівняння. В даному випадку прояв стійкості трансформантів можна визначити за допомогою лінійного рівняння – моделі, котра описуватиме силу взаємозв’язку між двома перемінними. На відміну від кореляційного аналізу, регресійний аналіз дозволяє виявити не лише взаємозалежність між залежною та незалежною змінними, але й дозволяє визначити цю залежність кількісно [222, 223]. За допомогою діаграми розсіювання (рис. 3.16б) нами було визначено, що взаємозв’язок між двома перемінними є лінійним та прямим, а отже його можна описати за допомогою лінійного рівняння
y=b1[image: image30.png]


 + b0, де
b0 – показник, що визначає точку перетину лінії регресії з віссю ординат,
b1 – кут нахилу лінії регресії.
Виходячи з отриманих результатів, ми маємо рівняння y=0,0756[image: image32.png]


 + 43,844, котре виявляє взаємозв’язок між двома перемінними – варіантами однієї ДНК-конструкції. Значення b1=0,0756>0, що з першого погляду дає підставу відхилити нульову гіпотезу (Н0) [224] та прийняти альтернативну гіпотезу (Н1). Однак коефіцієнт детермінації r=0,008, що вказує на досить слабкий зв'язок, котрим при даній величині можна знехтувати. Додатково, для перевірки Н0 знаходили значення за критерієм Ст’юдента, t=0,682 та рівень значущості р=0,497>0,05. Це, в свою чергу, дозволяє прийняти нульову гіпотезу про те, що експресія конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 в трансформантах покоління Т1 є незалежною між собою подією. Статистично доведено відсутність будь-якого значущого взаємозв’язку у використанні двох варіантів розроблених ДНК-конструкцій. Однак в даному випадку описове рівняння не виконує однієї з основних функцій. За допомогою запропонованої моделі неможливо спрогнозувати наступний розвиток подій (кількісні властивості) прояву досліджуваних ДНК-конструкцій. Тому для вирішення задачі моделювання прояву двох векторних конструкцій у наступних поколіннях трансформованих рослин нами було застосовано мультиваративний аналіз, РСА (Principal Component Analysis), а також PLS-DA (Projection to Latent Structures – Discriminant Analysis,) [225]. 
3.6.4. Аналіз прояву ДНК-конструкцій у трансформантах арабідопсису за допомогою мультиваріативного методу

Загалом, РСА (Principal Component Analysis) є класичним методом пониження розмірності набору отриманих даних шляхом їх перетворення в новий набір змінних величин (головних компонент) з метою підсумовування основних ознак даних [226]. Цей метод застосовується для аналізу величин, котрі не корелюють між собою, та може бути інтерпретований як напрямок, що максимізує варіацію проекцій отриманих даних на площині [227]. Так, Eisen et al. [228] за допомогою РСА побудували ієрархічний кластерний алгоритм, завдяки котрому було знайдено групи генів у дріжджах зі спільною регуляцією. Гарним прикладом використання мультиваріативного аналізу в біотехнологічному процесі є дослідження Le et al. [229]. Автори описують основні проблеми, що виникають під час оброблення даних, отриманих при використанні біотехнологічних культур клітин. За допомогою мультиваріативного регресійного аналізу авторами було проаналізовано 243 виробничих цикли  синтезу рекомбінантного білку IgG в компанії Genetech. Застосування РСА дозволило передбачити кінцеву концентрацію синтезованих антитіл, котра корелювала з побічним продуктом циклу – лактатом. Іншим прикладом використання мультиваріативного класифікаційного аналізу може слугувати порівняння ефективності використання калюсних клітин з Catharanthus roseus, відібраних з поверхневого та глибинного шарів калюсної маси, отриманої на твердому середовищі у присутності різних елісіторів[208]. За допомогою РСА вдалось розподілити досліджувані зразки на класи за впливом елісіторів, а також за їхнім місцем розташуванням у калюсній масі.

Під час побудови класифікаційної моделі за допомогою PCA нами було продемонстровано кореляційний взаємозв’язок між перемінними, котрий не вдалось виявити за допомогою ANOVA. Для здійснення мультиваріативного аналізу використовували дані всієї проведеної роботи для виявлення можливої кореляції між результатами інших досліджень. Для оброблення наявної інформаційної матриці, котра має вигляд таблиці, з метою мультиваріативного моделювання рекомендовано [230, 231] використовувати такі статистичні інструменти, як PCA та PLS-DA. В нашому випадку розмір матриці даних виглядав, як 120×15 і був оброблений за допомогою методів РСА та PLS-DA в графічному середовищі SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy). 


Як правило, побудова РСА-моделі базується на одночасному визначенні таких параметрів спостережених варіант, як R2X (ступінь варіативності досліджуваних даних) та Q2X (ступінь потенційного передбачення майбутніх результатів). Ці параметри характеризуються взаємозамінністю та є безрозмірними величинами, однак без значення R2X неможливо визначити Q2X та навпаки. Під час побудови моделі важливо мати Q2X>0,5 що дає право стверджувати про її прийнятність. Значення Q2X>0,9 характеризує створену модель, як відмінну. У випадку побудови статистичної моделі для прояву роботи двох досліджуваних нами конструкцій після пророщування трансформантів на селективному середовищі було визначено загальне Q2=0,4 (Табл. 3.4). Це є недостатнім для створення прийнятної класифікаційної моделі. 
Графічна проекція результатів селективного відбору трансформантів на рис. 3.17 дозволяє візуалізувати досить чітке кластерне розмежування, що вказує на створення саме класифікаційної моделі. Використання методу РСА в даному випаду дозволяє розмежувати ефекти від застосування досліджуваних конструкцій на два окремих класи. Разом з тим спостерігається значна частка викидань, що знижує точність побудови моделі, а отже й знижує значення параметрів R2 та Q2. За спостереженим розсіюванням результатів можна зробити висновок, що функціональний прояв Т-ДНК Cre/loxP2 в отриманих лініях трансформантів є меньш стабільним. Це значно ускладнює подальше прогнозування як прояву ефектів даної конструкції, так і створення відповідної статистичної моделі.
Таблиця 3.4
Класифікаційна статистична модель прояву ДНК-конструкцій у трансформантах арабідопсису, побудована за допомогою методу РСА
	
	Ступінь варіативності
	Ступінь потенційного передбачення

	
	R2X

(серед.)
	R2X

(загаль.)
	Q2Х
(серед.)
	Q2Х

(загаль.)

	Cre/loxP1
	0,444
	0,444
	0,386
	0,386

	Ce/loxP2
	0,136
	0,58
	0,0221
	0,399



[image: image33]
Рис. 3.17. Проекція результатів селективного відбору трансформантів (кількість стійких рослин для кожної з трансформованих ліній) з ДНК-конструкціями Cre/loxP1 (точки зеленого кольору) та Cre/loxP2 (точки синього кольору) на селективному середовищі MС з гігроміцином (100 мг/л). Вісь ординат – R2 значення; вісь абсцис – Q2 значення
З метою отримання прийнятнішого варіанту класифікаційної моделі був застосований метод аналізу даних - PLS-DA (Projection to Latent Structures – Discriminant Analysis,). 
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Рис. 3.18. Розподілення результатів досліджень протягом двох поколінь трансформантів арабідопсису, отриманих з використанням двох типів ДНК-конструкцій, на площині координат першої та другої компонент, розраховане за допомогою методу PLS-DA та PLS/OPLS.

Вісь ординат – результати, отримані при використанні ДНК-конструкції Cre/loxP2; вісь абсцис – результати, отримані при використанні ДНК-конструкції Cre/loxP2. 

Позначення: T1 GUS scri – лінії з позитивним результатом GUS-тесту в поколінні Т0; Т1 hptII pos – лінії з позитивним результатом ПЛР-аналізу на присутність Т-ДНК в геномі покоління Т0; T1 vec1 – лінії з позитивним результатом ПЛР-аналізу на присутність loxР-обмежених ділянок Т-ДНК в геномі покоління Т0; T1 exci – лінії покоління Т0, де зафіксовано події видалення loxР-обмежених ділянок ДНК за допомогою рекомбінази Cre; T2 Hyg+ – кількість трансформантів на кожну лінію покоління Т1, стійких до антибіотику; Т2 Hyg- – кількість трансформантів на кожну лінію покоління Т1, стійких до антибіотику; T2 GUS+ H – лінії трансформантів покоління Т1, позитивно забарвлені за GUS-тестом на селективному середовищі; T2 GUS- H – лінії трансформантів покоління Т1, негативно забарвлені за GUS-тестом на селективному середовищі; T2 10-12 S – зразки лінії трансформантів покоління Т1, перенесених в ґрунт; Т2 fractio – лінії трансформантів покоління Т1 з позитивним результатом GUS-тесту за умов вирощування в ґрунті; Т2 hptII pos – лінії з позитивним результатом ПЛР-аналізу на присутність Т-ДНК в геномі покоління Т1; Т2 hptII neg – лінії з позитивним результатом ПЛР-аналізу на присутність Т-ДНК в геномі покоління Т1; T2 vec1 – лінії з позитивним результатом ПЛР-аналізу на присутність loxР-обмежених ділянок Т-ДНК в геномі покоління Т1
Загалом, у цьому випадку для побудови окремого графіку за методом головних компонент враховуються дані всієї матриці, а не лише окремої групи досліджень. Тому за допомогою методу PLS-DA ми встановили найбільш значущу частину результатів проведених досліджень (перемінних) з аналізу роботи обох  конструкцій– Cre/loxP1 i Cre/loxP2 (рис. 3.18). Основним принципом даної методології є виявлення значущих перемінних серед загальної маси отриманих даних. Таким чином, за допомогою PLS-DA вдається встановити, яка частина здійснених експериментів є найбільш значущою з наступним відокремленням її від основної маси латентних  даних (ті, в котрих спостерігається значна частина викидань) та проведення класифікаційного аналізу саме з цією частиною результатів.
В результаті проектування даних з досліджень двох компонент (два типи ДНК-конструкцій) виявлено певне групування деяких результатів. Окремою групою з сильним факторним зв’язком виступають результати, отримані при дослідженні стійкості рослин до антибіотику на селективному середовищі MС, а також результати ПЛР-аналізу на присутність Т-ДНК в геномі трансформанту. Саме за допомогою цих перемінних можливо розділити досліджувані вектори на окремі спостережені класи. Оскільки за допомогою методу PLS-DA вдалось виявити певне групування між спостереженими класами, додатково було проведено PLS/OPLS-аналіз для розмежування результатів на більш чіткі групи (рис. 3.18). Окремо можна виділити групу із взаємозв’язком меншої сили – результати досліджень ПЛР на присутність Т-ДНК в геномі трансформантів покоління Т0, а також GUS-скринінг трансформантів покоління Т1 . Як результат, нам вдалось визначити найбільш значущу частину виконаних дослідів. В майбутньому при здійсненні тестування подібної векторної конструкції, або ж продовженні тестування даних конструкцій буде достатньо проведення лише ПЛР-аналізу та селективного відбору трансформантів. Використання методології мультиваріативного аналізу (в даному випадку PLS-DA) дає можливість спростити дослідження обраного об’єкту, а отже мінімізувати затрати часу та зусиль для досягнення поставленої мети.
Для моделі PLS-DA (рис. 3.19) за допомогою відображення коефіцієнтного співвідношення результатів було прописано рівняння регресійного характеру, як Y = Yavg + хB + F, де Yavg є константою (не відображено на рис. 3.19), В – коефіцієнт самої моделі, за яким побудовано рангування на рис. 3.19, F – окреме значення для кожного з аналізованих досліджень. За допомогою виведеного рівняння можливо встановити взаємозв’язок між спостереженими факторами шляхом порівняння результатів виконаних досліджень. За силою зв’язку всіх спостережених класів (здійснених досліджень), котрі можна описати даним рівнянням, було побудовано схему рангування – VIP (Variable Importance for the Projection) (рис. 3.19) [232,
233]. Дана схема наглядно описує співвідношення у зв’язку між спостереженими класами та виявляє можливу приховану взаємозалежність між ними. На VIP-схемі продемонстровано довірчі інтервали для кожного із зображених значень, як правило, при 95% рівні.

Найсильніший взаємозв’язок, як і у випадку аналізу PLS-DA, виявлений між спостереженими класами селективного відбору трансформантів та ПЛР-аналізу. Рівень взаємозв’язку між іншими дослідженнями був менший за величину 0,5 а отже є незначущим. Тому можна припустити, що експресія генів gus і cre між собою не пов’язана, хоча й знаходиться на однаковому рівні. Окрім цього, виходячи з аналізу PLS-DA та VIP-схеми, нами не відмічено жодного зв’язку між успішністю отримання вільних від маркерних послідовностей трансформантів та експресією гену gus, хоча в конструкції Cre/loxP2 маркерний ген gus розташований попереду гену рекомбінази.
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Рис. 3.19. Рівень кореляції результатів досліджень з використанням ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 протягом двох поколінь трансформантів. Вісь ординат – коефіцієнт кореляції спостережених класів; вісь абсцис – проектування результатів прояву Т-ДНК Cre/loxP1 та Cre/loxP2 протягом двох поколінь в трансформантах арабідопсису
Оскільки за допомогою методу PLS-DA було виявлено перемінні, котрі дають найбільший відсоток викидань і тим самим значно впливають на побудову статистичної моделі, подальший аналіз здійснювали з урахуванням лише трьох перемінних (спостережені класи селективного відбору трансформантів та ПЛР-аналізу). В результаті повторної побудови статистичної моделі за допомогою цього методу її основні параметри виглядали, як Q2=0,6 (Табл. 3.5) для обох ДНК-конструкцій, що дозволяє прийняти дану модель та розділити спостережені класи на два кластери (рис. 3.20).
Таблиця 3.5
Класифікаційна статистична модель прояву ДНК-конструкцій у трансформантах арабідопсису, побудована за допомогою методу PLS-DA
	-
	Ступінь варіативності
	Ступінь потенційного передбачення

	
	R2X

(серед.)
	R2X

(загаль.)
	Q2Х

(серед.)
	Q2Х

(загаль.)

	Cre/loxP1
	0,431
	0,431
	0,583
	0,583

	Cre/loxP2
	0,363
	0,794
	0,00667
	0,586
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Рис. 3.20. Відображення кластерного розподілення між двома компонентами Cre/loxP1 та Cre/loxP2 на селективному середовищі MС з антибіотиком з урахуванням викидань
На рис. 3.20 зображено проекції даних, отриманих в результаті використання обох типів досліджуваних ДНК-конструкцій. Кожна точка на графіку є відображенням результату відбору стійких до антибіотику трансформантів для кожної з досліджуваних ліній трансгенних рослин. Як видно з графіку, в групу викидань потрапляють лінії з порівняно більшою кількістю рослин, нечутливих до дії антибіотику. При співставленні кількості чутливих та стійких проростків покоління Т1 для кожної з досліджуваних ліній трансформантів можна зробити висновок, що в даному випадку спостерігається успадкування ознаки, котре кодується привнесеним геном відповідно до менделівського закону розщеплення ознак. Таким чином можна пояснити схематичне розташування точок – ліній трансформантів з відносно більшою кількістю проростків, стійких до гігроміцину, які в даному випадку складають групу викидань.
Таким чином, за результатами РСА-аналізу вдалось визначити, що проаналізовані дані наших експериментів добре піддаються класифікації. Однак модель, побудована за допомогою РСА-аналізу, недостатньо гарно описує прояв експресії двох конструкцій для відповідного рівня прогнозування. Тому з метою створення класифікаційного типу моделі, котра описувала б прояв використаних конструкцій, нами було проведено ще один тип мультиваріативного аналізу – PLS-DA. В результаті вдалось виділити найбільш значущу частину досліджень та відокремити її від загальної кількості проведених дослідів. Це, в свою чергу, дозволяє оптимізувати планування експериментів для подальшого аналізу ДНК-конструкцій, а також передбачити закономірності їх прояв у майбутніх поколіннях без додаткових досліджень. Знайдено, що побудована класифікаційна модель дає можливість передбачити розвиток подій на 60%, що є достатнім для її використання [234].

Також за допомогою проведеного аналізу було статистично встановлено прямий зв'язок між проявом стійкості трансформантів до антибіотику та наявністю Т-ДНК в їх геномі. Це в свою чергу вказує на вірно підібрану селективну систему для тестування роботи розроблених ДНК-конструкцій. За допомогою статистичних методів аналізу нам вдалось продемонструвати ймовірне виникнення взаємозв’язку між результатами досліджень на стійкість трансформантів до селективного агенту та отримання рослин/ліній, вільних від маркерних послідовностей. Як наслідок, було визначено, що прояв стійкості до антибіотику у трансформантів не впливає на роботу рекомбіназної системи Cre/loxP у випадку використання будь-якої з двох досліджуваних конструкцій.
УЗАГАЛЬНЕННЯ


Сьогоденні методи створення трансгенних сільськогосподарських сортів рослин потребують значних зусиль, поєднаних із вагомою затратою часу. Завдяки процесу генетичної трансформації генеруєтсья величезна кількість рослин з довільною інсерцією ДНК в геном і лише декілька з них відповідають необхідним критеріям для подальших досліджень з можливістю наступної комерціалізації. Тому є досить актуальним розроблення стратегії в генетичній інженерії, котра б дозволила пришвидшити процес отримання трансформантів та вирішити ряд проблем, пов’язаних з подальшим використанням ГМ рослин. З цією метою за останні десятиліття було розроблено ряд стратегій з отримання трансформантів, вільних від селективних чи маркерних генів. Найбільшою популярністю серед них користується стратегія сайт-специфічної рекомбіназної системи. Тому для створення новітнього підходу для отримання трансформантів, вільних від маркерних та селективних генів нами було обрано саме цю стратегію. 
Однією з перших сайт-специфічних рекомбіназних систем, використаних для трансформації рослинного геному є система Cre/loxP [57]. Це одна з найбільш досліджуваних та добре охарактеризованих рекомбіназних систем в генетичній інженерії, за допомогою котрої створено ряд трансгенних ліній рослин [11]. Використовуючи сайт-специфічну рекомбіназну систему стає можливим виконати генетичні маніпуляції лише за один раунд експерименту, що значно спрощує процес отримання трансформантів, вільних від маркерних послідовностей. Постійне вдосконалення підходів до використання сайт-сецифічних рекомбіназ демонструє значний потенціал цього молекулярного інструменту. Однак, незважаючи на досить довгу практику генетичної трансформації геному рослин, використання рекомбіназної системи досі містить ряд недоліків та вимагає розроблення нових підходів у її використанні.


Перші спроби використання сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP мали невеликий успіх у створенні трансформантів, вільних від маркерних послідовностей, оскільки потрібно було проводити повторну трансформацію, або ж схрещувати з рослинами, трансформованими ДНК-конструкцією з геном cre [62]. Подальші вдосконалення підходу з використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP значно спростили технологію шляхом використання у векторних касетах індуцибельних промоторів. Ініціація експресії ферменту в таких випадках розпочинається в присутності хімічного індуктора, що також в деякій мірі ускладнює процес отримання трансгенних рослин, вільних від селективних чи маркерних послідовностей. Як варіант спрощеного використання системи Cre/loxP, було розроблено векторні конструкції ДНК, де рекомбіназа Cre знаходилась під контролем -46 мінімального промотору 35S, що значно підсилювало контроль експресії ферменту [134]. Однак при застосуванні цього підходу для отримання трансформантів, вільних від СМГ, залишається питання подальшої присутності маркерного гена в рослинному геномі. Тож, у даній роботі описано розроблення нового підходу до створення генетично модифікованих рослин, вільних від маркерних послідовностей за допомогою сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP. 


Вибір об’єкта для трансформації зумовлений універсальністю у використанні, тому в якості рослинної моделі досліджень було обрано Arabidopsis thaliana. Геном A.thaliana є одним із найменших геномів квіткових рослин, добре вивчений та секвінований. Для трансформації арабідопсису вибрали один з варіантів агробактеріальної трансформації – метод занурення квіток. Обраний метод не потребує значних зусиль у виконанні, легко масштабується та є ефективним у використанні [137].


Для трансформації рослин арабідопсису використовували векторні конструкції pORE-lox1HGC (Cre/loxP1) та pORE-lox2HGC (Cre/loxP2), що вміщали Т-ДНК з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP, ген стійкості до антибіотику гігроміцину hptII, модифікований маркерний ген GUSPlusTM. Цільові послідовності знаходились під контролем промотору 35S вірусу мозаїки кольорової капусти та nos-термінатора. Для додаткового підсилення експресії гену cre, в його склад було введено послідовність інтрону. Набір генів в обох конструкціях був однаковим, але різнився за послідовності в розташуванні на трансформуючій касеті ДНК.


В результаті серії експериментів отримано трансгенне насіння, з якого проростили покоління трансформантів Т0. Подію трансформації встановлювали за схожістю насіннєвого матеріалу на селективному середовищі з антибіотиком гігроміцином (100 мг/л). Трансформанти, пророщені за умов in vitro, не проявляли відмінностей за темпом росту, укорінення та за розміром порівняно з нетрансформованими рослинами. В результаті селективного відбору встановлено, що відсоток рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1 та стійких до селективного агенту, виявився нижчим порівняно з рослинами, трансформованими ДНК конструкцією Cre/loxP2. Підвищений рівень стійкості до антибіотику в трансформантів з Cre/loxP1 порівняно з трансформантами  за Cre/loxP2 вказує на більш вдалий варіант конструкту. З метою підтвердження події трансформації проводили гістохімічний та молекулярно-генетичний аналіз для встановлення експресії привнесених генів у рослинах. У результаті досліджень виявлено ексцизію обмежених ділянок ДНК у 10% рослин за Cre/loxP1 та у 12% за Cre/loxP2. В порівнянні, у подібній роботі Kim et al. [134] після трансформації арабідопсису за допомогою агробактеріальної трансформації (метод занурення квіток) було досліджено 10 трансформантів покоління Т0. Особливість розробленої ДНК-конструкції полягала в тому, що ділянку, обмежену loxP-сайтами фланкували послідовності гену gus з обох боків. У випадку ексцизії обмеженої ділянки GUS-тест мав позитивну відповідь. В результаті гістохімічного аналізу покоління Т0 9 з десяти зразків проявили химерність у забарвленні за GUS-тестом. Однак в жодному з 10 зразків не було виявлено повної ексцизії маркерних послідовностей з геному. Для продовження дослідження ефективності використання розробленої ДНК-конструкції, Kim із співавторами отримали 72 проростки трансформантів арабідопсису покоління Т1. За допомогою гістохімічного аналізу було виявлено, що 24 досліджуваних рослини (17,3%) мали повне видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з геному. В проведеному нами аналізі покоління Т0 вдалось ідентифікувати лінії, в яких повністю відбулась ексцизія обмежених loxР ділянок Т-ДНК [168]. Виходячи з результатів GUS-тесту наступного покоління трансформантів з’ясували, що приблизно 25% досліджуваних ліній, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP1 є вільними від маркерних послідовностей, а у 12% ліній були виявлені як GUS-позитивні, так і GUS-негативні зразки. В лініях, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP2, відбулась автоексцизія в 15% від загальної кількості протестованих ліній. Кількість ліній з GUS-позитивними та GUS-негативними рослинами становила 13%.

В інших роботах, таких як Chong-Pérez et al. [23] для отримання трансформованих рослин банану, вільних від маркерних генів, у векторних конструкціях використовувалась сайт-специфічна рекомбіназна система Cre/loxP під контролем індуцибельних промоторів теплового шоку Gmhsp17.6-L та HSP18.2. Експресія рекомбінази в рослинах, трансформованих тією чи іншою конструкцією, відбувалась після індукції теплового шоку. В результаті частота видалення loxP-обмежених ділянок була визначена як 59,7% та 40% відповідно. У роботі Zuo et al.  [32] для трансформації рослин арабідопсису використовувалась рекомбіназна система Cre/loxP під контролем промотору естрогенового рецептора та в межах спеціально сконструйованої системи XVE. Ексцизія ділянок ДНК, обмежених сайтами ексцизії, відбувалась в присутності хімічного агента β-естрадіолу. Подія ексцизії була встановлена у 66%. Для отримання трансформантів томату, вільних від маркерних послідовностей, було розроблено підхід до використання рекомбінази Cre під контролем промотору PR-білку (PR1-a) [128]. Видалення loxP-обмежених ділянок ДНК з геному рослин індукувалось додаванням до поживного середовища саліцилової кислоти. В результаті за допомогою рекомбіназа-опосередкованої ексцизії вдалось отримати 41% експлантів, вільних від маркерних послідовностей. У випадку використання тканиноспецифічних промоторів для контролю експресії ферменту використовували також промотор гену напіна, котрий експресується в насінні [127, 6]. 

В поколінні Т1 трансформантів арабідопсису за обома ДНК-конструктами з метою уникнення псевдо-негативного результату при проведенні GUS-​тесту повторний гістохімічний аналіз проводили на етапі росту рослин за тепличних умов у ґрунті.  Під час інтеграції Т-ДНК в рослинному геном явище мовчання генів є досить поширеним. Як правило, відсутність експресії цільових генів пов’язана з його місцеположенням, таким як ділянка гетерохроматину. Інший варіант, за якого можливе замовкання генів, є різноманітні перебудови ядерного геному, такі як делеції, дуплікації та ін. З іншого боку, експресія вірусних генів, або їх фрагментів, таких як промоторна послідовність 35S, може викликати захисну реакцію з боку рослини [169, 172, 173, 174]. 

Загалом, явище мовчання генів у трансформантах наступних поколінь спостерігається досить часто і може проявлятись як на транскрипційному, так і на пост-транскрипційному рівнях [175]. Досліджено, що на рівні транскрипції Т-ДНК в геномі трансгену замовкання привнесених послідовностей відбувається або шляхом опосередкованого метилювання ДНК, або ж завдяки модифікації хроматину. Крім цього, встановлено, що РНК є одним з ключових факторів метилювання ДНК. Явище замовкання генів в трансгенних рослинах часто пов’язують з участю дволанцюгових РНК (dsRNA). В такому випадку мікро-РНК (miRNA) господаря проявляють специфічність у пригніченні власних мРНК, тоді як малі інтерферуючі РНК (siRNA) не мають такої специфічності і блокують трансляцію як чужорідних мРНК (а саме транс-активуючі siРНК – ta-siRNA), так і мРНК генів рослини-господаря [176, 177]. 
При повторному проведенні GUS-тесту результати не відрізнялись від попередніх, отриманих за допомогою гістохімічного аналізу з рослин, пророщених на селективному середовищі MC з гігроміцином. Ймовірна присутність даного явища виникла під час отримання трансформантів покоління Т0. Різниця між отриманими результатами гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізу вказувала на користь явища мовчання генів. В даному випадку мав місце можливий сценарій опосередкованого метилювання Т-ДНК на стадії її інтеграції в геном, або ж в результаті пост-транскрипційної модифікації. 


Під час дослідження роботи рекомбінази Cre та впливу гігроміцину (в межах селективного середовища MC) на її активність порівнювали результати гістохімічних аналізів, виконаних під час пророщування насіння на середовищі та під час росту трансформантів в умовах ґрунту. В результаті не було виявлено розбіжностей між даними двох тестів, а отже присутність селективного агенту не впливає на активність рекомбінази. Дане ствердження надалі було доведено за допомогою статистичних методів аналізу.

Як відомо, агробактеріальна трансформація рослин методом занурення квіток є досить ефективною та легкою у виконанні [137]. Однак, недоліком цього методу є одночасна інтеграція в рослинний геном великої кількості копій Т-ДНК, що призводить до небажаних результатів. Під час інтеграції одразу багатьох ДНК-конструкції в геном спостерігається підсилення експресії маркерних послідовностей, що є небажаним [45]. За наявності ж єдиної копії Т-ДНК в геномі, рівень її експресії є вищим порівняно з експресією множинних Т-ДНК [98]. Використання рекомбіназної ексцизії дає змогу мінімізувати ефект мультикопійності. Вперше така властивість сайт-специфічних рекомбіназ була описана в роботі [88]. Застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для агробактеріальної трансформації методом занурення квіток з метою отримання єдиної копії Т-ДНК на геном продемонстровано в роботі De Paepe et al. [179]. За допомогою ПЛР, сіквенс-аналізу та блот-гібридизації за Саузерном в 9 з 11 досліджуваних трансформантів із системою Cre/loxР було виявлено присутність єдиної копії Т-ДНК на геном рослини. Для дослідження події множинної інсерції Т-ДНК в геном здійснювали блот-гібридизацію за Саузерном для трансформантів за двома конструкціями покоління Т1. Для проведення аналізу були вибрані зразки трансформантів з негативним або частково негативним (химерні рослини) результатом гістохімічного аналізу. Таким чином визначили, що в деяких зразках відбулась рекомбіназна ексцизія loxP-обмежених ділянок Т-ДНК. За інтенсивністю сигналу визначали копійність Т-ДНК для досліджуваних зразків. Як результат встановлено, що рослини, котрі за гістохімічним аналізом та ПЛР виявились вільними від маркерних та селективних послідовностей, мали мінімальну кількість копій привнесених ДНК-послідовностей на геном. Також в результаті молекулярно-генетичного та гістохімічного аналізу покоління Т1 було встановлено збільшення кількості трансгенних ліній із химерно забарвленими рослинами порівняно з поколінням Т0. Окрім цього, для подальшого аналізу роботи сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP отримали та дослідили покоління трансформантів арабідопсису Т2. Відомо, що під час інтеграції Т-ДНК в геном рослини після отримання наступних поколінь відбувається спадкування ознаки, що кодується привнесеним геном відповідно до закону розщеплення ознак Менделя. У випадку присутності єдиної копії Т-ДНК на геном співвідношення досліджуваної ознаки має мати розщеплення 3:1, у випадку двох та більше інсерцій – 15:1 [180]. В результаті проведення GUS-тесту між трансформантами було виявлено наближене розщеплення 3:1 за характером забарвлення їх тканин. В даному випадку менделівське розщеплення також свідчить на користь присутності мінімальної кількості копій Т-ДНК в рослинному геномі. Розщеплення ознак у поколінні трансформантів Т1 графічно зображено за допомогою статистичного мультиваріантного аналізу.

При дослідженні декількох поколінь трансформантів арабідопсису було встановлено приріст ліній, вільних від маркерних та селективних генів приблизно на 5–7% для ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2, що свідчить про роботу рекомбінази в наступних поколіннях рослин. В результаті аналізу трьох поколінь трансгенів загальний приріст ліній, вільних від МГ та СГ для векторної конструкції Cre/loxP1 становив 53% та для Cre/loxP2 – 43%. Для підтвердження отриманих даних створено статистичну класифікаційну модель, що описує прояв розроблених векторних конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 в поколіннях трансформантів арабідопсису. На сьогоднішній день не знайдено жодної публікації вітчизняного чи закордонного періодичного видання, в котрих описується статистичний аналіз прояву сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для отримання трансформантів, вільних від МГ та побудовано статистичну модель трансформації для подібних векторних конструкцій.

Для попереднього статистичного аналізу даних були обрані результати селективного відбору трансформантів покоління Т1, а саме вибірка проростків, резистентна до дії гігроміцину. Зразки, чутливі до дії селективного агенту не брались до уваги, оскільки відсутня фертильність у насіння може провокуватись різними факторами. Як результат, встановлено що отримані дані підпорядковуються нормальному ймовірнісному закону та мають параметричний характер. Зв'язок між обома перемінними є прямим. Окрім цього, у випадку даних для векторної конструкції Cre/loxP2 відмічається більший розмах викидання, що вказує на меншу стабільність в прояві даної конструкції. Загальна ж кількість проростків, отриманих від насіння, трансформованого Cre/loxP1, є порівняно вищою. 

Використовуючи критерій Пірсона для перевірки нормальності розподілення значень резистентності досліджуваних ліній трансформантів для двох ДНК-конструкцій, були розраховані тестові статистики з метою виявлення взаємозв’язку між проявом двох векторів. За допомогою критерію Ст’юдента визначили різницю в результатах від використання цих конструктцій, що свідчить про наявність двох генеральних сукупностей, хоча Cre/loxP1 та Cre/loxP2 є варіантами однієї ДНК-конструкції. За допомогою однофакторного дисперсійного аналізу з паралельною перевіркою на робастні тести встановили різницю між проявом дії двох ДНК-конструкцій та визнано їх, як дві незалежні події. Виходячи з цього ствердження, можна зробити висновок, що головна різниця між цими конструкціями полягає в розташуванні генів на векторних касетах, що в свою чергу впливає на ефективність трансформації. Дані, отримані від використання двох розроблених ДНК-конструкцій є незалежними між собою. Отже, різниця в розташуванні генів у векторних касетах ДНК-конструктів Cre/loxP1 та Cre/loxP2 впливає на ефективність трансформації.

 З огляду на попередні результати гістохімічних та молекулярно-генетичних досліджень виявлено, що використання ДНК-конструкту Cre/loxP1 є ефективнішим. Однак, в поколінні Т0 загальний відсоток трансформантів, отриманих за допомогою цієї конструкції, виявився нижчим порівняно з результатами від використання конструкту Cre/loxP2. Такий ефект може пояснюватись різними механізмами прояву даної конструкції під час інтеграції в рослинний геном. Одним із пояснень може бути множинна інтеграція Т-ДНК в геном рослини, або ж надекспресія привнесених генів. За послідовністю розташування генів на векторних касетах, в конструкції Cre/loxP1 в ділянці, обмеженій loxP-сайтами, спочатку знаходиться ген рекомбінази, а у конструкції Cre/loxP2 – ген β-глюкуронідази. Ген cre є меншим за розміром, продукт експресії має розмір 38 кДа, в той час, як ген β-глюкуронидази з  E.coli має молекулярну масу 68 кДа. Отже, для підвищення успішності роботи рекомбінази важливим є місце її розташування на кодуючій касеті, що в свою чеергу проявляється у відсотковому співвідношенні отриманих трансформантів, вільних від маркерних послідовностей.


Також, за допомогою описової статистики було проаналізовано ймовірність виникнення взаємозв’язку між результатами досліджень на резистентність трансформантів до селективного агенту та отримання рослин/ліній, вільних від маркерних послідовностей. Встановлено, що прояв резистентності до антибіотику у трансформантів не впливає на роботу рекомбіназної системи Cre/loxP для обох досліджуваних конструкцій. За допомогою мультиваріативного аналізу нам вдалось створити статистичну класифікаційну модель, котра описує прояв двох генетичних конструкцій та має функцію прогнозування для досліджуваних об’єктів з точністю 60%. Завдяки методу головних компонент виявили, що прояв Т-ДНК Cre/loxP2 в отриманих лініях трансформантів є меньш стабільним. Також нам вдалось встановити статистично найбільш значущу частину виконаних досліджень.Тож під час тестування подібної векторної конструкції, або ж продовженні тестування даних ДНК-конструктцій буде достатньо проведення лише ПЛР-аналізу та селективного відбору трансформантів. Використання методології мультиваріативного аналізу (в даному випадку PLS-DA) дає можливість спростити дослідження обраного об’єкту, а отже мінімізувати затрати часу та зусиль для досягнення поставленої мети.
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі запропоновано і апробовано одноетапний підхід для отримання трансгенних ліній Arabidopsis thaliana, вільних від маркерних послідовностей, за допомогою сконструйованих векторних ДНК-конструкцій з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, а також досліджено ефективність використання запропонованої рекомбіназної системи Cre/loxP  протягом декількох поколінь трансформантів.

1. Розроблено та сконструйовано два типи ДНК-конструкцій із сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP (Cre/loxP1 та Cre/loxP2) з метою визначення вдалішого дизайну для отримання трансгенних рослин A. thaliana, вільних від loxP-обмежених ділянок Т-ДНК.
2. За допомогою методу агробактеріальної трансформації шляхом занурення квіток з використанням створених ДНК-конструкцій одноетапно отримано генетично модифіковані лінії рослин A. thaliana (покоління Т0). 

3. Розроблено ефективну систему селекції трансгенних ліній рослин в присутності сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP в їх геномі та отримано два наступних покоління трансгенних ліній (покоління Т1 та Т2).
4. Проведено гістохімічний та молекулярно-генетичний аналіз кожного з поколінь трансформантів для ідентифікації події видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з маркерними генами. Виявлено, що за допомогою розробленого підходу із застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP вдається отримати трансформанти, вільні від маркерних генів вже у першому поколінні: у 10% рослин, трансформованих з використанням конструкції Cre/loxP1, та в 12% - з використанням конструкції Cre/loxP2.

5. Показано, що з кожним наступним поколінням кількість ліній, трансформованих тією чи іншою ДНК-конструкцією та вільних від маркерних послідовностей зростає на 5–7%.

6. Встановлено, що ефективність використання розробленого підходу із застосуванням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для отримання генетично модифікованих рослин A. thaliana, вільних від послідовностей ДНК з маркерними генами, для векторної конструкції Cre/loxP1 становить 53% та для Cre/loxP2 – 43%.

7. Проведено статистичний аналіз прояву ефектів при використанні обох досліджуваних видів ДНК-конструкцій і показано, що зміна розташування генів у векторних касетах обумовлює виникнення різних генетичних подій, в результаті чого було отримано трансгенні рослини з різними інтегрованими Т-ДНК.

8. Розроблено статистичну класифікаційну модель, за допомогою котрої вдалось виділити критичні етапи експериментальних досліджень ефективності роботи розроблених ДНК-конструкцій, що уможливлює спрогнозувати ефективність використання розроблених ДНК-конструкцій на інших рослинних об’єктах з можливістю передбачення результатів прояву Т-ДНК в майбутніх трансформантах на 60%.
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ДОДАТОК А
Таблиця 1
Критерій нормальності досліджуваних даних за Колмогоровим-Смірновим, отриманих при дослідженні прояву ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 під час селективного відбору трансформантів покоління Т1, обрахований за допомогою програми статистичного аналізу SPSS 21

	
	статистика
	Ступінь.свободи
	значимість

	Сre/loxP1
	,058
	60
	,200

	Cre/loxP2
	,058
	60
	,200


Таблиця 2
Результати аналізу даних, отриманих при дослідженні прояву ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 під час селективного відбору трансформантів арабідопсису покоління Т1, за допомогою методів описової статистики в програмі статистичного аналізу SPSS 21

	ДНК-конструкція
	Здійснена операція
	Статистика

	Cre/loxP1
	Середнє
	57,38

	
	95% довірчий                   Нижня границя

інтервал для середнього    Верхня границя
	54,53

	
	
	60,24

	
	5% усічене середнє
	57,46

	
	Медіана
	58,00

	
	Дисперсія
	122,105

	
	Стд. відхилення
	11,050

	
	Мінімум
	34

	
	Максимум
	79

	
	Розмах
	45

	
	Межквартильний розмах
	19

	
	Асиметрія
	-,150

	
	Ексцес
	-,608

	Cre/loxP2
	Середнє
	48,18

	
	95% довірчий                     Нижня границя

інтервал для середнього    Верхня границя
	45,77



	
	
	50,60

	
	5% усічене середнє
	48,24

	
	Медіана
	47,50

	
	Дисперсія
	87,610

	
	Стд. відхилення
	9,360

	
	Мінімум
	27

	
	Максимум
	67

	
	Розмах
	40

	
	Межквартильний розмах
	14

	
	Асиметрія
	-,010

	
	Ексцес
	,608


Таблиця 3
Результати перевірки нульової гіпотези прояву ДНК-конструкцій Cre/loxP1 (а) та Cre/loxP2 (б) під час селективного відбору трансформантів арабідопсису покоління Т1, обрахований за допомогою програми статистичного аналізу SPSS 21
	
	Нульова гіпотеза
	Критерій
	Значимість
	Рішення

	Сre/loxP1

Cre/loxP2
	Розподілення для двох ДНК-конструктів є однаковим
	Критерій U Мана-Уітні для незалежних вибірок
	,000
	Нульова гіпотеза відхиляється

	
	Розподілення для двох ДНК-конструктів є однаковим
	Критерій Колмогорова-Смірнова

для незалежних вибірок
	,000
	Нульова гіпотеза відхиляється

	
	Розподілення для двох ДНК-конструктів є однаковим
	Критерій Кракса-Уоліса

для незалежних вибірок
	,000
	Нульова гіпотеза відхиляється

	
	Розподілення для двох ДНК-конструктів є однаковим
	Критерій екстремальних реакцій Мозеса
	,222
	Нульова гіпотеза приймається


ДОДАТОК Б
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Рис. 1. Кореляція результатів досліджень з використання ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 двох поколінь трансформантів. Вісь оординат – коефіцієнт кореляції спостережених класів; вісь оординат - результати, отримані від використання ДНК-конструкту Cre/loxP2
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Рис. 2. Найбільш значуща частина результатів критичних етапів експериментальних досліджень ефективності роботи розроблених ДНК-конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2 двох поколінь трансформантів згідно проведеного VIP-аналізу. T2hptIIР – результати ПЛР аналізу покоління трансформантів Т1; Т2 Hyg+ – результати селективного відбору стійких та чутливих (Т2 Hyg-) до антибіотику трансформантів пооління Т1
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Диаграмма1

		Cre/loxP 1		Cre/loxP 1

		Cre/loxP 2		Cre/loxP 2



Ряд 1

Ряд 2

81,3% ± 2,0%

76,2% ± 1,9%

18,7% ± 0,5%

23,8% ± 0,6%

81.3

18.7

76.2

23.8



Лист1

				Ряд 1		Ряд 2

		Cre/loxP 1		81.3		18.7

		Cre/loxP 2		76.2		23.8

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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