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Доставка генетичного матерiалу в рослиннi клiтини
за допомогою вуглецевих нанотрубок

Проведено генетичну трансформацiю протопластiв, калюсу та листкових експлантiв
Nicotiana tabacum L. плазмiдною ДНК pGreen0029 з використанням нековалентно фун-
кцiоналiзованих бiологiчними молекулами вуглецевих нанотрубок (ВНТ) як наноносi-
їв. Виявлено транзiєнтну експресiю репортерного гена жовтого флуоресцентного бiлка
YFP у протопластах. У результатi стабiльної трансформацiї калюсу та листкових
дискiв геном nptII отримано рослини-регенеранти N. tabacum на селективному пожив-
ному середовищi, що мiстило 50 мг/л канамiцину. Показано можливiсть застосування
розроблених наноносiїв на основi одношарових ВНТ для трансформацiї протопластiв та
рослинних клiтин, вкритих клiтинною стiнкою. Розробленi наноносiї на основi багато-
шарових ВНТ виявилися менш ефективними для перенесення цiльових генiв, особливо
у клiтини калюсу та листкових експлантiв, перш за все у зв’язку з обмежувальною
роллю целюлозної стiнки для їх проникнення у клiтини та через їх бiльший дiаметр,
що призводить до пошкодження реципiєнтних клiтин.
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На сьогоднi iнтегрований розвиток нанотехнологiї та бiотехнологiї створює iнструментарiй
для ефективного вирiшення ряду фундаментальних та прикладних задач бiологiчного спря-
мування на нанорiвнi. Зокрема, реалiзацiя стратегiї “вiд частини до цiлого” дає можливiсть
створювати точнi, керованi енерго- та ресурсозаощаджувальнi технологiї на замiну менш
ефективним [1]. За цих умов наноматерiали являють собою основу для розробки ряду новi-
тнiх технологiчних рiшень для сучасної бiотехнологiї. Винятковi властивостi вуглецевих на-
нотрубок (ВНТ) для застосування в бiотехнологiї визначаються поєднанням особливостей
їх структури, фiзичних та хiмiчних параметрiв iз нанорозмiром [2]. Так, розробляються
пiдходи з використання ВНТ для вiзуалiзацiї, конструювання сенсорiв, цiльової доставки
молекул у клiтини тощо [3]. У цьому сенсi залучення ВНТ до розробки нових методик гене-
тичної трансформацiї рослин асоцiйоване з рядом потенцiйних переваг, до кола яких можна
включити пiдвищену ефективнiсть, можливостi застосування для широкого спектра таксо-
номiчних груп органiзмiв, високий рiвень вiдтворюваностi, точнiсть та вiдсутнiсть необхi-
дностi прикладення надлишкової енергiї чи використання потенцiйно токсичних сполук [4].
Є повiдомлення про успiшне застосування ВНТ для доставки плазмiдної ДНК, малих iн-
терферуючих РНК, бiлкiв, лiкiв у клiтини ссавцiв [5]. З використанням ВНТ проведено
генетичну трансформацiю клiтин бактерiй [6] i ссавцiв [7]. Також показано здатнiсть ВНТ
доставляти молекулярнi вантажi у протопласти [8] та вкритi клiтинною стiнкою клiтини
рослин [9].
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ВНТ мають псевдоодновимiрну, “голкоподiбну” структуру та побудованi зi згорнутих
у безшовну трубку шарiв графену, в яких атоми вуглецю формують гексагональну решi-
тку. Така будова, з одного боку, є сприятливою для проникнення ВНТ усередину клiтин,
а з iншого — дозволяє ефективно приєднувати цiльовi вантажi до їх поверхнi за раху-
нок ковалентних i нековалентних взаємодiй. Залежно вiд кiлькостi шарiв ВНТ класифiку-
ють на одношаровi вуглецевi нанотрубки (ОШВНТ) та багатошаровi вуглецевi нанотрубки
(БШВНТ). З урахуванням сфери застосування використовуються рiзнi методи змiни мор-
фологiї та властивостей поверхнi ВНТ. Проте у випадку бiотехнологiчного використання
коло методик модифiкацiї обмежується такими критерiями, як гiдрофiльнiсть, бiологiчна
сумiснiсть кiнцевого продукту та можливiсть подальшого приєднання цiльових макромо-
лекулярних вантажiв до поверхнi модифiкованих ВНТ. З огляду на це метою проведеного
дослiдження було вивчення здатностi ОШВНТ та БШВНТ, нековалентно функцiоналiзо-
ваних молекулами бiологiчного походження, доставляти екзогенний генетичний матерiал
у протопласти i клiтини рослин, вкритi клiтинною стiнкою, та опосередковувати їх гене-
тичну трансформацiю.

У дослiдженнi використовували комерцiйнi ОШВНТ i БШВНТ, синтезованi методом
хiмiчного парофазного осадження (табл. 1). Для диспергування у водному середовищi та
пiдвищення бiологiчної сумiсностi ВНТ функцiоналiзували за ранiше розробленою мето-
дикою [10] з використанням дволанцюгової плазмiдної ДНК (0,5 мг/мл), iзольованої за
методом [11] iз попередньо трансформованих компетентних клiтин Esherichia сoli штаму
DH5α, бичачого сироваткового альбумiну (БСА) (10 мг/мл) (“Sigma”, США) та комерцiй-
ного водного екстракту склистого тiла (ЕСТ) (“Бiофарма”, Україна).

Для генетичної трансформацiї використовували бiнарний вектор pGreen0029, що мi-
стив послiдовнiсть гена мембранного бiлка протеїнзберiгальних вакуоль (α-tonoplast intri-
nsic protein), злитого з репортерним геном жовтого флуоресцентного бiлка YFP пiд кон-
тролем 35S промотору та nos-термiнатору, а також селективний маркерний ген nptII не-
омiцинфосфотрансферази, який забезпечує стiйкiсть до антибiотика канамiцину, пiд кон-
тролем 35S промотору та nos-термiнатору. Приготування компетентних клiтин та генетичну
трансформацiю E. coli штаму DH5α конструкцiєю pGreen0029 проводили за методикою [12].
Плазмiдну ДНК iз клiтин E. coli штаму DH5α видiляли методом лужного лiзису [11]. Кон-
центрацiю ДНК визначали спектрофотометрично за допомогою приладу BioPhotometer
plus (“Eppendorf”, Нiмеччина). Для приготування трансформацiйних комплексiв плазмi-
дну ДНК у концентрацiї 1 мг/мл додавали в колоїдний водний розчин функцiоналiзованих
ВНТ (1 мг/мл) в об’ємному спiввiдношеннi 6 : 1, витримували протягом 5 хв при 75 ◦C
на водянiй банi ThermoStat plus (“Eppendorf”, Нiмеччина) та охолоджували сумiш на льоду
протягом 5 хв.

Таблиця 1. Характеристики використаних ВНТ

Показник
Одношаровi ВНТ Багатошаровi ВНТ

(ARS002, “Arry”, Нiмеччина) (698849, “Aldrich”, США)

Довжина, мкм 5–20 2,5–20 (10 — середня)
Дiаметр, нм 1–2 6–13 — зовнiшнiй

2–6 — внутрiшнiй
Ступiнь чистоти, мас. частка, % 90 99
Площа поверхнi, м2/г 400 220
Кiлькiсть шарiв графену в стiнцi 1 7–13
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Асептичнi рослини N. tabacum вирощували на твердому поживному середовищi Мура-
сiге–Скуга (МС) [13], що мiстило мiкро- та макросолi, 30 г/л сахарози та 8 г/л агару
(pH 5,8), при 24 ◦C за умов 16-годинного фотоперiоду. Протопласти з мезофiлу асептичних
рослин N. tabacum iзолювали за допомогою методу ферментативного розщеплення клiтин-
ної стiнки [14] з використанням сумiшi ферментiв, що мiстила 0,4% целюлази Onozuka R-10
(“Serva”, Нiмеччина), 0,3% дрицелази Driselase (“Sigma”, США), 0,5 M сахарози та 5 мM
CaCl2, при 24 ◦C. Пiсля фiльтрування i вiдмивання розчином W5 (154 мM NaCl; 5 мM
KCl; 125 мM CaCl2; 5 мM глюкози; pH 5,7) протопласти ресуспендували в поживному
середовищi 8р [15]. Для трансформацiї додавали сумiш функцiоналiзованих ВНТ з пла-
змiдною ДНК pGreen0029 до суспензiї протопластiв у поживному середовищi 8р з розра-
хунку кiнцевої концентрацiї ОШВНТ та БШВНТ у суспензiї 20 та 15 мкг/мл вiдповiдно.
Пiсля 24 год культивування на розсiяному свiтлi при 24 ◦C оцiнювали транзiєнтну екс-
пресiю за допомогою люмiнесцентного мiкроскопа Axioskop 40 (“Carl Zeiss”, Нiмеччина) iз
вбудованим фотоапаратом. Для детекцiї флуоресцентного сигналу YFP використовували
збудження свiтлом з довжиною хвилi ∼450–490 нм та фiльтр для детекцiї емiсiї в дiапа-
зонi 500–550 нм. Комп’ютерну обробку мiкрофотографiй проводили з використанням про-
грамного забезпечення AxioVision LE 4.8.2.0 (“Carl Zeiss MicroImaging GmbH”, Нiмеччина,
2010).

Для iндукцiї калюсогенезу iз травмованих листкових дискiв N. tabacum використовува-
ли поживне середовище МС, що мiстило 1 мг/л D-пантотенової кислоти (“Sigma”, США),
2 мг/л 6-бензиламiнопурину (БАП) (“Duchefa Biochemie”, Нiдерланди) та 2 мг/л нафтил-
оцтової кислоти (НОК) (“Sigma”, США). Для трансформацiї калюсу i листкових експлантiв
N. tabacum трансформацiйну сумiш комплексiв плазмiдної ДНК pGreen0029 iз ВНТ роз-
водили стерильною дистильованою водою до концентрацiї 40 мкг/мл у перерахунку на
ОШВНТ i 30 мкг/мл у перерахунку на БШВНТ. Сумiш наносили на поверхню iзольованих
експлантiв калюсу та пошкоджену карборундом (“Sigma”, США) нижню поверхню листко-
вих експлантiв. Протягом 2 дiб експланти культивували на поживному середовищi МС для
регенерацiї пагонiв, що мiстило 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК, пiсля чого експланти пе-
реносили на середовище МС аналогiчного складу, доповнене 50 мг/л канамiцину (“Sigma”,
США). Рослинний матерiал при iндукцiї калюсогенезу та селекцiї трансформантiв культи-
вували при 24 ◦C за умов 16-годинного свiтлоперiоду.

У результатi проведених дослiджень виявлено здатнiсть ВНТ транспортувати екзоген-
ний генетичний матерiал у клiтини рослин, а також зафiксовано вiдмiннiсть ефективностi
застосування ОШВНТ i БШВНТ для трансформацiї рослинних клiтин, вкритих клiтинною
стiнкою [10]. Використаний пiдхiд нековалентної функцiоналiзацiї ВНТ за допомогою мо-
лекул бiологiчного походження дав можливiсть отримати гiдрофiльнi комплекси на основi
ВНТ, здатнi стабiльно диспергуватись у водному середовищi та приєднувати цiльовi мо-
лекули ДНК. Завдяки цьому вдалося уникнути обмежень, асоцiйованих iз використанням
ряду традицiйних методiв хiмiчної та фiзичної функцiоналiзацiї, що часто передбачають
застосування токсичних реагентiв та критичних умов проведення реакцiй, є енергетично
затратними i генерують продукти iз пiдвищеною токсичнiстю для живих систем [3, 5]. До-
слiдження зразкiв функцiоналiзованих ВНТ за допомогою трансмiсiйної i атомно-силової
мiкроскопiї, а також раманiвської спектроскопiї пiдтвердило утворення стабiльних водних
колоїдних систем ВНТ у результатi функцiоналiзацiї [10]. Крiм того, було показано вко-
рочення ВНТ до довжини менше 1 мкм, що є сприятливим фактором для пiдвищення
ефективностi проникнення ВНТ усередину рослинних клiтин [8].
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Нековалентне приєднання молекул плазмiдної ДНК pGreen0029 до поверхнi ВНТ прово-
дилось за умов використання iндукованих температурною обробкою процесiв розгортання–
згортання молекул ДНК. За найбiльш iмовiрним механiзмом у результатi iндукованого дiєю
пiдвищеної температури розгортання молекули ДНК, ароматичнi дiлянки азотистих основ
вступають у гiдрофобну π–π-стекiнг-взаємодiю з вiльними зонами поверхнi ВНТ, тодi як гi-
дрофiльнi залишки цукрiв обертаються в бiк водного середовища [3, 5, 10]. Внаслiдок цього,
молекули ДНК нековалентно iммобiлiзуються на поверхнi ВНТ. Вiдомо також, що у складi
подiбних комплексiв iз ВНТ молекули ДНК уникають внутрiшньоклiтинного руйнування
нуклеазами [8].

Здатнiсть ВНТ переносити ДНК у клiтини рослин оцiнювали з використанням трьох ти-
пiв модельних об’єктiв: протопластiв, калюсу та листкових дискiв N. tabacum. У протопла-
стах внаслiдок ферментативного розщеплення клiтинної стiнки єдиним зовнiшнiм бар’єром
є плазматична мембрана, що значно полегшує проникнення екзогенних агентiв у їх середи-
ну, порiвняно iз рослинними клiтинами, вкритими клiтинною стiнкою [1, 8]. При цьому вар-
то зазначити, що для сучасних методiв отримання трансгенних рослин, якi грунтуються на
трансформацiї протопластiв, iстотним недолiком є значний вiдсоток загибелi трансформо-
ваного матерiалу внаслiдок дiї дестабiлiзуючих мембрани хiмiчних сполук (як полiетилен-
глiколь), а також iнтенсивних фiзичних впливiв (зокрема, при електропорацiї) [4]. У свою
чергу, використання наноматерiалiв, зокрема ВНТ, для доставки чужорiдної ДНК у про-
топласти рослин розглядається як потенцiйно менш деструктивний пiдхiд у зв’язку з мо-
жливiстю пiдвищення бiологiчної сумiсностi ВНТ за рахунок функцiоналiзацiї та пiдбору
ефективних доз. У проведеному дослiдженнi завдяки стандартизацiї процедури iзолювання
показник середнього виходу становив ≈ 1,5 · 106 життєздатних протопластiв на 1 г ткани-
ни листка. Генетичну трансформацiю протопластiв N. tabacum проводили за допомогою
конструкцiї pGreen0029 з послiдовнiстю гена yfp, що дало можливiсть детектувати його
транзiєнтну експресiю в протопластах через 24 год пiсля трансформацiї за допомогою лю-
мiнесцентної мiкроскопiї (рис. 1). Було показано здатнiсть ОШВНТ та БШВНТ, функцiо-
налiзованих БСА, ДНК та ЕСТ, доставляти ДНК у протопласти N. tabacum. Транзiєнтна
експресiя гена yfp у протопластах засвiдчила збереження функцiональної активностi транс-
портованих нанотрубками молекул ДНК, а також здатнiсть їх вiд’єднуватися вiд наноносiя
всерединi клiтин та уникати деградацiї внутрiшньоклiтинними ферментами.

Оцiнка можливостi створення нанорозмiрних систем доставки цiльових молекул у ро-
слиннi клiтини, вкритi клiтинною стiнкою, дiаметр ОШВНТ < 5 нм, дає пiдстави при-
пускати здатнiсть їх проникати крiзь пори клiтинної стiнки рослин [1, 2]. Водночас мiкро-
розмiрний дiапазон значень довжини ВНТ є обмежуючим фактором ефективного проникне-
ння їх у апопласт. Саме тому для розробки методiв доставки цiльових вантажiв у клiтини
рослин, вкритi клiтинною стiнкою, обгрунтованим є використання вкорочених (завдовж-
ки 100–500 нм) ВНТ [1]. БШВНТ, у свою чергу, розглядаються як менш застосовнi для
вкритих целюлозною стiнкою клiтин наноносiї у зв’язку з їх бiльшим дiаметром порiвняно
з ОШВНТ. З метою пiдвищення проникної здатностi БШВНТ модифiкують приєднанням
ферментiв целюлаз для локального руйнування целюлозної оболонки рослинної клiтини
у мiсцi контакту з модифiкованою нанотрубкою [9]. Така модифiкацiя, однак, може ускла-
днювати приєднання цiльових макромолекулярних вантажiв до поверхнi ВНТ. У проведено-
му дослiдженнi з використанням наноносiїв на основi функцiоналiзованих вкорочених ВНТ
було здiйснено генетичну трансформацiю калюсу та листкових експлантiв N. tabacum кон-
струкцiєю pGreen0029 iз селективним маркерним геном nptII. Було показано регенерацiю
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Рис. 1. Результати дослiдження транзiєнтної експресiї гена yfp у протопластах N. tabacum через 24 год пiсля
трансформацiї з використанням одношарових ВНТ (а, б ), функцiоналiзованих за допомогою екстракту
склистого тiла, та багатошарових ВНТ (в, г), функцiоналiзованих за допомогою бичачого сироваткового
альбумiну. Масштабна позначка 20 мкм

пагонiв iз трансформованих за допомогою ОШВНТ (рис. 2) та БШВНТ тканин експлантiв
на поживному середовищi МС для регенерацiї пагонiв, що мiстило 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л
НОК та 50 мг/л канамiцину. Значення частоти стабiльної трансформацiї калюсу та лис-
ткових експлантiв N. tabacum у разi використання ОШВНТ як наноносiїв майже утричi
перевищували показники, отриманi за умов використання БШВНТ, тодi як значення ча-
стоти транзiєнтної трансформацiї протопластiв за умов використання ОШВНТ i БШВНТ
не дуже вiдрiзнялися (рис. 3). Очевидно, що встановлена закономiрнiсть є результатом про-
яву бар’єрної ролi целюлозної стiнки для проникнення БШВНТ у клiтини.

Таким чином, результати дослiдження свiдчать про здатнiсть нековалентно функцiона-
лiзованих молекулами бiологiчного походження ОШВНТ та БШВНТ доставляти екзогеннi
ДНК у протопласти та клiтини рослин, вкритi клiтинною стiнкою. Проведено генетичну
трансформацiю протопластiв, калюсу та листкових експлантiв N. tabacum i виявлено тран-
зiєнтну експресiю репортерного гена yfp у протопластах, а також регенерацiю трансформо-
ваних геном стiйкостi до антибiотика канамiцину nptII рослин на селективному середовищi,
що мiстило 50 мг/л канамiцину, iз тканин калюсу i листкових експлантiв. Загалом, показано
застосовнiсть розроблених наноносiїв на основi ОШВНТ для трансформацiї протопластiв
та клiтин рослин, вкритих клiтинною стiнкою. Водночас розробленi наноносiї на основi
БШВНТ показали застосовнiсть для трансформацiї протопластiв та меншу ефективнiсть
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Рис. 2. Результати отримання рослин-регенерантiв iз листкових експлантiв (а, б ) та калюсу (в, г) N. tabacum,
трансформованих з використанням одношарових ВНТ, функцiоналiзованих бичачим сироватковим альбу-
мiном, на селективному середовищi, що мiстило 50 мг/л канамiцину. а — 6 тижнiв; б — 2 мiсяцi; в — 4
тижнi; г — 6 тижнiв

Рис. 3. Результати аналiзу частоти транзiєнтної генетичної трансформацiї протопластiв i стабiльної гене-
тичної трансформацiї калюсу та листкових експлантiв N. tabacum з використанням одношарових та бага-
тошарових ВНТ як переносникiв ДНК

для перенесення цiльових генiв, особливо в клiтини калюсу та листкових експлантiв, перш
за все у зв’язку з обмежувальною роллю целюлозної стiнки для їх проникнення в клiтини
та через їх бiльший дiаметр, що призводить до пошкодження реципiєнтних клiтин.
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Доставка генетического материала в растительные клетки
с помощью углеродных нанотрубок

ГУ “Институт пищевой биотехнологии и геномики НАН Украины”, Киев

Проведена генетическая трансформация протопластов, каллуса и листовых эксплантов Ni-
cotiana tabacum L. плазмидной ДНК pGreen0029 с использованием нековалентно функци-
онализированных биологическими молекулами углеродных нанотрубок (УНТ) в качестве
наноносителей. Выявлена транзиентная экспрессия репортерного гена желтого флуоре-
сцентного белка YFP в протопластах. В результате стабильной трансформации каллуса
и листовых дисков геном nptII получены растения-регенеранты N. tabacum на селектив-
ной питательной среде, содержащей 50 мг/л канамицина. Показана применимость разра-
ботанных наноносителей на основе однослойных УНТ для трансформации протопластов
и растительных клеток, покрытых клеточной стенкой. Разработанные наноносители на
основе многослойных УНТ оказались менее эффективными для переноса целевых генов, осо-
бенно в клетки каллуса и листовых эксплантов, прежде всего в связи с ограничивающей
ролью целлюлозной стенки для их проникновения в клетки и из-за их большего диаметра,
что приводит к повреждению реципиентных клеток.

Ключевые слова: углеродные нанотрубки — УНТ, однослойные углеродные нанотрубки —
ОСУНТ, многослойные углеродные нанотрубки — МСУНТ, наноносители ДНК, генетическая
трансформация растений, табак Nicotiana tabacum L.

O.M. Burlaka, Ya.V. Pirko,
Corresponding Member of the NAS of Ukraine A. I. Yemets,
Academician of the NAS of Ukraine Ya.B. Blume

Gene material delivering into plant cells using carbon nanotubes

Institute of Food Biotechnology and Genomics of the NAS of Ukraine, Kiev

Genetic transformation of Nicotiana tabacum L. protoplasts, callus and leaf explants with plasmid
DNA pGreen0029, using carbon nanotubes (CNTs) non-covalently functionalized with biological
molecules as nanocarriers, is conducted. Transient expression of the reporter yellow fluorescent
protein YFP gene in protoplasts is shown. Stable transformation of callus and leaf discs with nptII
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gene resulted in the regeneration of transformed N. tabacum plants on a selective culture medium
containing 50 mg/l kanamycin. Single-walled CNTs-based nanocarriers demonstrated their appli-
cability to the transformation of protoplasts, as well as walled plant cells. Whereas, the developed
multiwalled CNTs-based nanocarriers were less efficient for the targeted gene transfer, especially
into cells of callus and leaf explants, primarily due to the restrictive role of cellulose walls for their
penetration into cells and because of their larger diameter, resulting in a damage to the recipient
cells.

Keywords: carbon nanotubes — CNTs, single-walled carbon nanotubes — SWCNTs, multi-walled
carbon nanotubes — MWCNTs, nanocarriers of DNA, genetic transformation of plants, tobacco
Nicotiana tabacum L.
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