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SANTRUMPU SARASAS

Alg — su asparaginu susieto glikozilinimo genai/baltymai (angl. asparagine linked glycosylation);
CDG — jgimti glikozilinimo sutrikimai (angl. congenital disorder of glycosylation);
CFW — fluorescuojantis ,,Calcofluor white* dazas;

CPY — karboksipeptidaze Y

crRNR — CRISPR RNR;

DK — dolicholio kinazé;

Dol-P-Glc — gliukozildolicholio fosfatas;

Dol-PP — dolicholio pirofosfatas;

Dol-P-Man — manozildolicholio fosfatas;

EGIS — Eukarioty geny inZinerijos skyrius;

ERAD —su ET susij¢s baltymy degradacijos kelias (angl. ER-associated degradation);
ET — endoplazminis tinklas;

FPP — farnezildifosfatas;

GalNAc — N-acetilgalaktozaminas;

GDP-Man — manozilguanozino difosfatas;

GK — Goldzio kompleksas;

GIcNACc — N-acetilgliukozaminas;

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis;

GRAS - saugaus organizmo statusas (angl. generally recognized as safe);

gRNR - gido RNR CRISPR-Cas9 sistemoje;

IPP — izopentenildifosfatas;

YEPD — mieliy mitybiné terpé su gliukoze;

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé;

LLO — su lipidu sujungtas oligosacharidas (angl. lipid-linked oligosaccharide);
NANA — N-acetilneuramino rugstis;

NDS-PAGE - baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje denatiiruojan¢iomis sglygomis;
OST - oligosachariltransferazés kompleksas;

PAA — poliakrilamidas;

PGK1 - 3-fosfogliceratkinaze;



PPRD — poliprenolio reduktaze;

PVDF — polivinilideno difluoridas;

RE — restrikcijos endonukleazes;

TDH2 — gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazé;

tracrRNR — trans-aktyvuojanti CRISPR RNR (angl. trans-activating CRISPR RNA);
UDP-GIcNACc — N-acetilgliukozaminuridino difosfatas;

Undec-P — undekaprenolio fosfatas;

UPR - nesulankstyty baltymy atsakas (angl. unfolded protein response).



IVADAS

Baltymy glikozilinimas — tai fermentinis polisacharidy prijungimas prie baltymy
aminorigsciy. Glikozilinimo mety prie baltymy prijungiami glikanai yra reikalingi tinkamam jy
susilankstymui, aktyvumui, stabilumui, saveikoms su receptoriais. Glikoproteinai lastelése taip
pat atlieka struktiiring bei signaly perdavimo funkcija, yra svarbiis tarplastelinéms sgveikoms.
(Aebi, 2013; Kristi¢ ir Lauc, 2017). Kertiniai baltymy glikozilinimo ir sekrecijos etapai yra
panasus tiek vienalgséiuose, tick aukstesniuosiuose eukariotuose, todél lengvai kultivuojamos ir
genetiskai modifikuojamos mielés yra puiki modeliné sistema Siy procesy tyrimams. Mieliy
baltymy sekrecijos ir glikozilinimo tyrimai yra svarbiis tiek norint daugiau suzinoti apie $iy
procesy mechanizmus aukStesniuosiuose eukariotuose, tiek kuriant ypac¢ dideliu baltymy
sekrecijos efektyvumu pasizymin¢ius mieliy kamienus (Mattanovich et al., 2012).

Siame darbe tyrinéjama dolicholio kinazé (DK) veikia endoplazminio tinklo (ET)
membranoje, o jos sintetinamas dolicholio fosfatas (Dol-P) yra svarbus ne tik kaip lipdinis
nesiklis, ant kurio yra surenkamas Serdinis N-glikanas, bet ir kaip monosacharidy donoras, kurio
pagalba j ET vidy yra perneSama gliukozé ir manozé, reikalingos N-, O- ir GPI-glikozilinimo
reakcijoms (Orlean, 1992). Mielése Saccharomyces cerevisiae dolicholio kinaze koduoja esminis
SEC59 genas, 0 salyginio $iy mieliy sec59-1 mutanto, pasizymincio sumazéjusiu DK aktyvumu
tyrimai, leido atskleisti baltymy glikozilinimo svarbg mieliy lgstelés sienelés sintezei, lipidy
homeostazei, ET baltymy kokybés kontrolei ir rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumui
(Ortowski et al., 2007; William James et al., 2019). sec59-1 mutanto glikozilinimo sutrikimy
komplementacijos tyrimai taip pat leido parodyti zmogaus ir Arabidopsis thaliana DK gebéjima
atlikti S. cerevisiae DK funkcijg (Fernandez et al., 2002; Kanehara et al., 2015).

I$ paskelbty tyrimy duomeny néra iki galo aisku, kuri — W332G ar G420D DK
aminoriigSciy mutacija yra atsakinga uz salyginio sec59-1 mutanto fenotipa (Orlowski et al.,
2007; Shridas ir Waechter, 2006). Sis mutantas pasizymi sumazéjusiu endogeninés
karboksipeptidazés Y (CPY) ir invertazés sekrecijos efektyvumu (Bernstein et al., 1989). Tuo
tarpu Kluyveromyces lactis WSS mutantas su DK G405S ir 1419S mutacijomis, nors ir
pasizymejo Siek tiek sumazgjusiu invertazés sekrecijos efektyvumu, taciau net apie 2,5 karto
efektyviau sekretavo rekombinanting a-amilaze, KEX2 peptidaze¢ ir Zzmogaus augimo hormong

(Ziogiené et al., 2019).



Norint geriau suprasti baltymy glikozilinimo poveikj mielése vykstantiems procesams,
Sio darbo metu buvo iStirtas S. cerevisiae DK mutacijy poveikis mieliy lastelés sienelés struktarai
ir CPY glikozilinimo bei rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumui. Palyginimui
rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumas buvo iStirtas ir neesmines glikoziltransferazes
koduojanc¢iy ALG bei OST5 geny nuliniuose mutantuose su glikozilinimo defektais. Be to,
panaudojus CRISPR-Cas9 sistemg S. cerevisiae DK genas buvo pakeistas zmogaus ir K. lactis
DK genais taip parodant jy gebéjima atlikti S. cerevisiae DK funkcijas ne tik salyginiuose
mutantuose. Sukurtas mieliy S. cerevisiae kamienas su zmogaus DK genu buvo isbandytas ir
tiriant plataus spektro fenotipinius sutrikimus sukelian¢iy zmogaus DK mutacijy poveik]j

glikozilinimo procesams.
Darbo tikslas:

Istirti mieliy S. cerevisiae SEC59 geno mutacijy ir neesminiy ALG bei OST5 geny
pasalinimo poveikj mieliy glikozilinimo ir rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumui bei

jvertinti mieliy K. lactis ir zmogaus DK gebéjimg atlikti mieliy S. cerevisiae DK funkcijas.
Darbo uzdaviniai:

1. Sukonstruoti mieliy S. cerevisiae WGLD mutantus su DK G420D mutacija ir palyginti jy bei
GGL, WSL, WGS ir WSS sec59 mutanty CPY glikozilinimo efektyvumo ir 1gstelés sienelés
struktiiros poky¢ius.

2. [vertinti rekombinantinés a-amilazés, Pen-m4 alergeno ir KEX2 peptidazés sekrecijos
efektyvuma mieliy S. cerevisiae sec59, Aalg3, Aalg5, Aalg6, Aalg8, Aalg9, Aalgl2 bei Aost5
mutantuose.

3. Istirti DK E319K mutacijos poveikj S. cerevisiae BY4741 ir WSS kamieny CPY
glikozilinimo efektyvumui bei lgstelés sienelés struktiirai.
gebéjimga atlikti S. cerevisiae DK funkcijas jvertinant CPY glikozilinimo bei 1astelés sienelés
struktiiros poky¢ius.

5. ] zmogaus DK geng, esantj mielése S. cerevisiae, jvesti C99S, W304C ir Y441S
aminortigsciy pokyc¢ius koduojancias mutacijas ir istirti jy poveikj mieliy CPY glikozilinimo

efektyvumui bei lastelés sienelés struktiirai



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Baltymy glikozilinimas ir jo reik§mé

Baltymy glikozilinimas — tai fermentinis polisacharidy, dar vadinamy glikanais,
prijungimas prie baltymy aminortig§¢iy. Tai viena labiausiai paplitusiy ir didziausia jvairove
pasizymin¢iy kotransliaciniy ir potransliaciniy baltymy modifikacijy eukariotuose — glikozilinti
baltymai sudaro mazdaug puse jy proteomo (Apweiler et al., 1999). Toks didelis glikoproteiny
paplitimas ir evoliucinis konservatyvumas rodo jy svarbg biologiniams procesams: prie baltymy
prijungti glikanai yra bitini jy aktyvumui bei tinkamam susilankstymui, didina baltymy
stabiluma ir gyvavimo trukmeg, jie reikalingi baltymy sgveikoms su receptoriais. Glikoproteinai
taip pat yra svarbus lgstelés sienelés struktiirinis komponentas, biitinas jos integralumo
palaikymui (Kristi¢ ir Lauc, 2017). Svarbu paminéti, kad baltymo glikano struktiira néra
uzkoduota DNR sekoje — jie susintetinami per eil¢ fermentiniy reakceijy, kuriy metu
monosacharidai yra perkeliami nuo vienos molekulés ant kitos, o Sios reakcijos yra grieztai
reguliuojamos. Yra zinoma, kad apie 1-2 % zinduoliy geny koduoja glikoziltransferazes,
glikozidazes, cukry transporterius ir kitus baltymus, atsakingus uz glikany produkcija,
modifikacijas, atpazinima ir katabolizmag. Visgi, su $iais procesais susiejant vis naujus genus yra
manoma, kad glikozilinimui reikalingus baltymus ir jy reguliatorius gali koduoti iki 5 %
zinduoliy genomo, o §iy geny mutacijos lemia plataus spektro Igsteliniy procesy poky¢ius. Be to,
daugéja duomeny ir apie epigenetinés reguliacijos svarbg glikozilinimo procesy kontrolei (Freeze
ir Ng, 2011; Kristi¢ et al., 2015; Lowe ir Marth, 2003). Nors ilgg laika buvo manoma, kad
glikozilinimas yra tik eukariotams biidinga baltymy modifikacija, glikozilinti baltymai taip pat
buvo aptikti ir archéjose bei bakterijose, nors dél didelés prokarioty glikoproteiny jvairoveés, jie
dar néra i§samiai apibuidinti ir néra tiksliai nustatyta, kokia jy proteomo dalj sudaro glikozilinti

baltymai (Eichler ir Koomey, 2017).

1.1.1 Glikozilinimo tipai
Baltymy glikozilinimas vyksta ir eukariotuose, ir prokariotuose, taciau glikanai prie
baltymy gali bati prijungti daugiau nei vienu biidu. Siuo metu yra i$skirti 5 glikozilinimo tipai,

aptinkami skirtinguose organizmuose: N-glikozilinimas, O-glikozilinimas, C-manozilinimas,



fosfoglikozilinimas ir glikozilfosfatidilinozitolinio (GPI) inkaro prijungimas prie baltymy.
Mieliy lastelése yra aptinkami N- ir O-glikozilinti baltymai, bei baltymai su prijungtu GPI
inkaru, kai tuo tarpu zinduoliuose ir kituose auksStesniuose eukariotuose be Siy glikozilinimo tipy
vyksta ir C-manozilinimas. Bakterijose ir archéjose taip pat vyksta N- ir O-glikozilinimas, o
fosfoglikozilinti baltymai iki $iol buvo aptikti tik protistuose (Spiro, 2002).

Zinduoliy O-glikanai yra labai kompleksiski, kadangi juose O-glikozilinimo metu prie
baltymy serino arba treonino Soninés hidroksilo grupés deguonies atomo yra prijungiami jvairtis
monosacharidai. Jy endoplazminiame tinkle (ET) ir Goldzio komplekse (GK) prie baltymy yra
prijungiama fukozé, gliukozé, manozé, galaktoze, ksilozé ir N-acetilgliukozaminas (GICNAC).
Vis délto zinduoliuose labiausiai paplites yra O-glikozilinimas, kurio metu prie baltymy yra
prijungiamos N-acetilgalaktozamino (GalNAc) liekanos. Nustatyta, kad pirmajj Sios
modifikacijos zingsnj gali atlikti daugiau nei 20 zinduoliy GK veikian¢iy GalNAc-transferaziy,
pasizyminéiy unikaliu, bet persidengian¢iu specifiskumu substratams. Sis glikozilinimo tipas dar
vadinamas muciny tipo O-glikozilinimu, dél jo metu susidaranciy smarkiai glikozilinty muciny
(Magalhaes et al., 2021). Nors O-glikozilinti baltymai aptinkami visy eukarioty lastelése, $io
glikozilinimo tipo mechanizmai zinduoliuose ir vienalgs¢iuose grybuose smarkiai skiriasi.
Mielése S. cerevisiae O-glikozilinimas pradedamas, kuomet manozé nuo ET membranoje
esancio manozildolicholio fosfato (Dol-P-Man) yra perkeliama ant baltymy veikiant Pmtp1-
Pmtp6 O-manoziltransferazéms. Sios §eimos baltymai formuoja kompleksus ir pasizymi
specifiSkumu tam tikriems baltymams. Véliau glikanas yra ilginamas GK prijungiant papildomas
manozeés liekanas, o kitose mieliy rasyse (pvz. Schizosaccharomyces pombe) prie glikany yra
prijungiamos ir galaktozés liekanos (Gemmill ir Trimble, 1999; Jigami, 2008). Buvo parodyta,
kad netinkamai sulankstyty baltymy O-manozilinimas mieléms yra reikalingas sumazinti ET
stresg. Netinkamai sulankstyti baltymai, kurie nebuvo pasalinti per su ET susijus; baltymy
degradacijos kelig (ERAD, angl. ER-associated degradation) lieka ET, o netinkamai sulankstyty
ir netirpiy baltymy agregatai kartais biina ne tik neaktyvis, bet ir toksiski lasteléms. Tokiy
baltymy tirpumas didinamas jvairiy ET Saperony pagalba - jie uzdengia hidrofobinius baltymy
pavirsius ir taip stabdo jy agregacija. Buvo parodyta, kad hidrofiliniy O-glikany prijungimas prie
netinkamai sulankstyty baltymy taip pat skatina jy tirpuma, o nesulankstyty baltymy atsako
(UPR, angl. unfolded protein response) metu padidéja PMT1-PMT4 O-manoziltransferaziy
transkripcijos efektyvumas. Manoma, kad O-manozilinimas padeda sumazinti ERAD kelig
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uzpludusiy netinkamai sulankstyty baltymy kiekj ir taip sumazina ET Saperony poreikj ir ET
stresa (Nakatsukasa et al., 2004). Nors O-manozilinimas ilgg laikg buvo laikomas mieléms
specifiniu glikozilinimo tipu, O-manozilinti baltymai taip pat buvo atrasti ir zinduolivose. Maza
to, buvo parodyta, kad kadherinai yra ypa¢ smarkiai ir konservatyviai O-manozilinti baltymai, o
E-kadheriny O-manozilinimas yra bitinas Igsteliy adhezinéms savybéms — O-manozilinimo
blokavimas sustabdé pelés embriony vystymasi i§ morulés  blastocistos stadijg dél pakitusiy
lasteliy tarpusavio kontakty viety (Lommel et al., 2013). Prokariotuose taip pat buvo aptikti
O-glikozilinti baltymai, o Sis glikozilinimo tipas ypa¢ paplites tarp Gram-teigiamy bakterijy. (Li
etal., 2017).

Baltymai yra glikozilinami ir prie jy prijungiant glikofosfolipidg — GPI inkara.
GPI-glikozilinimas vyksta ET, kur GPI inkaras yra susintetinamas, ir tik tuomet perkeliamas ant
baltymo, o ne palaipsniui ant jo surenkamas. Pirmiausia prie ET membranos citoplazminéje
dalyje esancio fosfatidilinozitolio yra prijungiamas GlcNAc, kuris véliau yra deacetilinamas, o
susintetintas gliukozamin-fosfoinozitolis yra perver¢iamas j ET viding pus¢. Tuomet prie
besiformuojanc¢io GPI inkaro yra prijungiamos 3-4 manozés liekanos, kuriy donoras yra ET
membranoje esantis Dol-P-Man, o prie manoziy yra prijungiamos trys fosfoetanolamino grupés.
Susintetinta GPI inkarg prie baltymy C-galinés aminortgsties prijungia GPI transamidazés
kompleksas. GPI-glikozilinami baltymai savo C-gale turi 20-30 aminoriigséiy ilgio signalinj
peptida, kurj Sis kompleksas atpazjsta ir nukerpa, o vietoje jo prie baltymo prijungia GPI inkarg
per vieng 1§ fosfoetanolaminy. Véliau baltymas su GPI inkaru yra perneSamas j GK, kur toliau
bresta — prie GPI inkaro gali biiti prijungiamos galaktozés, GalNAc ir sialo rugsties liekanos, o
glikoproteinas su subrendusiu GPI inkaru yra jterpiamas j lastelés plazming membrang. GPI
inkarg turi daugiau nei 150 Zmogaus baltymy, kurie atlieka jvairiy fermenty, adheziniy
molekuliy, receptoriy ir transporteriy funkcijas (GOmez-Gaviria et al., 2021; Kinoshita, 2020).
GPI-glikozilinti baltymai sudaro daugiau nei pus¢ mieliy lgstelés sieneléje randamy baltymy ir
yra reikalingi jos struktiiros palaikymui bei mieliy augimui — fosfatidilinozitolio nesintetinantis
S. cerevisiae gpil mutantas augo blogiau, nei laukinio tipo lastelés (Leidich et al., 1994).

C-manozilinti baltymai arba jy gamybai reikalinga C-manoziltransferaze iki $iol buvo
aptikta tik Caenorhabditis elegans, pauksc¢iuose, augaluose, varliagyviuose ir zinduoliuose, bet
ne vienalgsCiuose organizmuose. Vykstant C-manozilinimui, prie baltymy triptofano pirolo Ziedo

kovalentiniu ry$iu tarp dviejy anglies atomy yra prijungiama viena manozés molekulés ir
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glikanas nebéra toliau modifikuojamas. Sis glikozilinimas vyksta lasteliy ET membranoje, o
manozeés donoras yra Dol-P-Man. Nors yra Zinoma, kad sekretuojami baltymai yra gausiausiai
C-manozilinami ir manoma, kad $i modifikacija skatina tinkamg baltymy susilankstyma, o prie
triptofano Soniniy grandiniy prijungti cukriis gali mazinti baltymy hidrofobiskuma ir biti svarbiis
jvairioms tarpmolekulinéms sgveikoms, C-manozilinimas ir jo reikSmé dar néra gerai iStyrinéti
(Crine ir Acharya, 2021; lhara et al., 2014). Visgi, yra tyrimy, kuriuose parodyta, kad C-manozil
triptofanas gali biiti naudojamas kaip biozymuo, padedantis diagnozuoti kiausidziy vézj
ankstyvoje stadijoje, o létiniu inksty nepakankamumu serganciy pacienty Slapimo meéginiuose
C-manozil triptofano kiekiai buvo zenkliai padidéje (Iwahashi et al., 2020; Sekula et al., 2017).
Fosfoglikozilinimo metu prie baltymy serino arba treonino aminoriigsciy fosfodiesteriniu
ry§iu yra prijungiamos GlcNAc, manozés, ksilozés ir fukozés molekulés. Sis glikozilinimo tipas
iki $iol buvo aprasytas tik parazituose (Leishmania ir Trypanosoma) ir gleiviniuose pelésiuose
(Dictyostelium; Haynes, 1998). Fosfoglikozilinimas yra dazniausia baltymy modifikacija
Leishmania, o jo metu susintetinti fosfoglikanai padeda parazitui iSvengti $§eimininko imuninés

sistemos ir yra svarbis jo i§gyvenimui museliy zarnyne (Sacks et al., 2000).

1.1.2 N-glikozilinimas

N-glikozilinimas yra placiausiai paplitgs glikozilinimo tipas. N-glikozilinti baltymai buvo
aptikti visy karalys¢iy organizmy lgstelése ir net 90 % visy Zmogaus glikoproteiny yra
N-glikozilinti (Apweiler et al., 1999). Nors N-glikozilinimo metu glikanai daZniausiai yra
prijungiami prie baltymy asparagino amido grupés azoto atomo, pastaruoju metu vis dazniau
praneSama apie aptiktas N-glikozilintas arginino aminoriigstis. Buvo parodyta, kad kai kurie
bakterijy III tipo sekrecijos sistemos efektoriai pasizymi arginino N-glikoziltransferaziniu
aktyvumu ir prijungia GIcNAc prie konservatyviy arginino aminoriig§¢iy baltymy mirties
domenuose (pvz. TRADD, FADD), taip slopindami Seimininko lgsteliy mirtj (Araujo-garrido et
al., 2020; Li et al., 2013). Visuose eukariotuose vykstantys pirminiai N-glikozilinimo etapai yra
labai konservatyvis: Serdinis GlcsMangsGIcNAC: oligosacharidas yra surenkamas ant ET
membranoje esancio lipidinio nesiklio, o susintetintas glikanas yra perkeliamas ant baltymo
asparagino aminortigs¢iy ET viduje. Véliau glikozilintas baltymas yra perneSamas j GK ir ten
toliau modifikuojamas. Siame etape isry§kéja N-glikozilinimo skirtumai tarp mieliy ir

aukstesniyjy eukarioty — skirtingy organizmy lastelése prie baltymy glikany yra prijungiami
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skirtingi monosacharidai, taip suformuojant kompleksiskus ir specifines struktiiras turin¢ius
glikoproteinus. IS GK subrendg¢ glikoproteinai yra transportuojami j jiems skirtas vietas lgsteléje,
arba i$ jos sekretuojami (Aebi, 2013).

Baltymy N-glikozilinimas pradedamas nuo su lipidu sujungto oligosacharido (LLO, angl.
lipid-linked oligosaccharide) sintezés: ET tinklo membranoje esantis lipidinis neSiklis dolicholis
yra fosforilinamas dolicholio kinazés (DK), o ant susintetinto dolicholio fosfato (Dol-P) Alg (su
asparaginu susieto glikozilinimo, angl. asparagine linked glycosylation) seimos
glikoziltransferazés palaipsniui prijungia 14 monosacharidy. Pirmieji 7 monosacharidai prie
Dol-P yra prijungiami citoplazminéje ET puséje nuo N-acetilgliukozaminuridino difosfato
(UDP-GIcNAC) ir manozilguanozino difosfato (GDP-Man). Pirmiausia Alg7 glikoziltransferazé
prie Dol-P prijungia GIcNAc-P, o ant susintetinto N-acetilgliukozamindolicholio pirofosfato
Alg13/Algl4 glikoziltransferaziy kompleksas prijungia antrg GIcNAc liekang. Véliau LLO yra
modifikuojamas Algl, Alg2 ir Algl1 glikoziltransferaziy, kurios prie glikano palaipsniui
prijungia 5 manozés liekanas, kol suformuojamas galutinis citoplazminés LLO sintezés
produktas — Sakotas Dol-PP-MansGIcNAc: lipopolisacharidas (Welti, 2013; Aebi, 2013;

1.1 pav.). Antrasis LLO sintezés etapas vyksta vidinéje ET dalyje ir tam citoplazmingje puséje
susintetintas glikanas turi biiti perneSamas | ET vidy. Iki $iol buvo manoma, kad LLO pernasa
per ET membrang atliekg Rft1 flipaze, taciau véliau buvo parodyta, kad Sis baltymas tiesiogiai
nedalyvauja glikano transporte, bet galimai veikia kaip Saperonas, padedantis neZinomoms
flipazéms pasiekti Dol-PP-MansGIcNAC:, arba stabdantis jo agregacija (Jelk et al., 2013). Taip
pat buvo parodyta, kad Rftlp yra svarbus ne tik N-glikozilinimui, bet ir GPI inkaro brendimui ir
buvo aptiktas ne tik eukarioty ET, bet ir GK (Gottier et al., 2017). ET viduje Alg3, Alg9 ir Alg12
glikoziltransferazeés prie LLO prijungia dar keturias manozes, o Serdinio glikano sinteze¢ uzbaigia
Alg6, Alg9 ir Algl0 glikoziltransferazés, prijungdamos 3 gliukozés liekanas. Monosacharidy
donorai Sioms reakcijoms yra ET membranoje esantys Dol-P-Man ir gliukozildolicholio fosfatas
(Dol-P-Glc). Jie susintetinami veikiant ET membranoje esan¢ioms Dpm1 ir Alg5 transferazéms,
kurios perkelia manozés ir gliukozés lickanas ant Dol-P atitinkamai, o monosacharidai véliau yra
pernesami j ET vidy (Aebi, 2013; 1.1 pav.). ET iSoréje veikiancias glikoziltransferazes bei Dpm1
koduojantys genai yra esminiai ir jy nuliniai mieliy mutantai yra negyvybingi, tac¢iau ET viduje

veikian¢iy glikoziltransferaziy bei ALG5 genai gali biiti pasalinti (Giaever et al., 2002).
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1.1 pav. Baltymy N-glikozilinimo mieliy ET schema

Citoplazminéje ET membranos puséje esantis dolicholis yra fosforilinamas DK (SEC59), o
ant susintetinto Dol-P Alg $eimos glikoziltransferazés perkelia 7 monosacharidus nuo
UDP-GIcNAc ir GDP-Man. Dol-PP-MansGIcNAc, LLO yra perkeliamas j viding ET puse,
kur prie jo yra prijungiami dar 7 monosacharidai nuo Dol-P-Man ir Dol-P-Glc (jy sintezg
atlieka Alg5 ir Dpm1 baltymai, kurie prie Dol-P prijungia monosacharidus nuo GDP-Man ir
UDP-Glc atitinkamai). Véliau Serdinis GlcsaManyGIcNAc: glikanas yra perkeliamas ant

baltymo OST komplekso (redaguota pagal Aebi, 2013).

ET vidinéje puséje susintetintas GlcsMangGIcNAC: Serdinis oligosacharidas yra

perkeliamas ant baltymo veikiant oligosachariltransferazes (OST) kompleksui (1.1 pav.). OST

kompleksas atpaZzjsta baltymuose esanti Asn-X-Ser/Thr motyva ir perkelia susintetintg glikang

nuo dolicholio pirofosfato (Dol-PP) ant motyve esancio asparagino Soninés grupés amido azoto

atomo. Siame motyve X gali biiti bet kuri aminoraigstis, i$skyrus proling, kadangi glikozilinimo

metu motyvas suformuoja beveik 180° kilpa, o prolinas trukdyty tokios konformacijos

susidarymui (Lizak et al., 2011). Mieliy OST kompleksas yra sudarytas i§ 8 subvienety — Stt3,

Swpl, Wbpl, Ostl, Ost2, Ost4, Ost5 ir Ost3, taciau mieliy OST turi dvi izoformas, vienoje i$ jy

vietoje Ost3 yra aptinkamas Ost6 subvienetas. Tik pirmi penki OST komplekso subvienetai yra

butini mieliy Igsteliy gyvybingumui, o OST4, OST5 ir OST6/OST3 genai néra esminiai.
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Nustatyta, kad katalitinis OST komplekso subvienetas yra biitent Stt3, kuriame esantis
konservatyvus WWDY G motyvas prisijungia prie Ser/Thr hidroksilo grupés, o
GlcsMangGIcNAC? yra perkeliamas ant baltymo asparagino. Kiti OST subvienetai yra reikalingi
sgveikai su substratais arba komplekso stabilumo uztikrinimui (Wild et al., 2018). Ant baltymo
perkeltas glikanas pirmiausia yra toliau modifikuojamas ET. Trigliukozilinta proteoglikano
forma egzistuoja tik kelias sekundes ir viena gliukoz¢ yra greitai pasalinama nuo Serdinio
glikano ET veikiancios gliukozidazés 1. Véliau gliukozidazé I1 pasalina dar vieng gliukozés
liekang o prie GlciMangGIcNAC: glikano prisijungia ET Saperonai kalneksinas ir kalrektikulinas,
kurie yra svarbis tinkamam baltymo susilankstymui. Tuomet gliukozidaze II pasalina paskuting
gliukozes liekang. Nuo glikano taip pat yra pasalinama bent viena manozés liekana, o
glikozilintas baltymas supakuojamas j COPII baltymais padengtas piisleles ir transportuojamas j
GK (Aebi et al., 2010).

I GK pateke proteoglikanai yra skirtingai modifikuojami mieliy ir Zinduoliy lastelése
(1.2 pav.). Zinduoliy GK glikanai yra apdorojami manozidaziy, kurios pasalina kelias manozés
liekanas, o véliau glikanai yra modifikuojami jvairiy glikozidaziy ir glikoziltransferaziy — prie jy
gali biti prijungiama fukozé, galaktozé ir GIcNAc, kol galiausiai glikany apdorojimas baigiamas
prie jy prijungiant N-acetilneuramino rtgstj (NANA). Taip yra susintetinami labai kompleksiski
ir jvairts glikozilinti baltymai, kuriy glikany skirtumai leidzia jiems atlikti skirtingas funkcijas
lasteléje. Taciau | GK pateke N-glikozilinti baltymai gali biiti ir neapdorojami, o iSkart
jkomponuojami | lastelés sienele, arba sekretuojami i§ Iastelés (Fisher et al., 2019; Stanley,
2011). Mielése, skirtingai nei zinduoliuose, j GK pateke proteoglikanai yra smarkiai
manozilinami. Pirmiausia cis-GK esanti Ochl manoziltransferazé prie MangGIcCNAC:
polisacharido prijungia vieng manozés liekana, o toliau yra suformuojama viena i dviejy glikany
struktiiry. Serdinio tipo glikanas suformuojamas prie MansGIcNAC: oligosacharido prijungiant 4
manozeés liekanas, tokios glikany struktiiros yra biiddingos vidulgsteliniams mieliy baltymams,
pvz. karboksipeptidazei Y (CPY). Mielése taip pat yra sintetinama Sakota, hipermanozilinta
glikany struktara, turinti daugiau nei 200 manozés liekany. Tokie glikanai budingi mieliy lgstelés
sieneléje arba periplazmingje ertméje esantiems glikozilintiems baltymams. Jdomu, kad dalis
Sioje struktliroje esan¢iy manoziy mielése S. cerevisiae turi prijungtus fosfatus, kurie suteikia

mieliy sienelés glikany karkasui neigiama krtivj (Bieberich, 2014; Jigami, 2008).
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1.2 pav. N-glikozilinty baltymuy, patekusiy j Zmogaus ir mieliy GK apdorojimo schema
I$ ET baltymai su prijungtu MangGIcNAC: glikanu yra pernesami j GK, kur jie yra skirtingai
apdorojami mieliy ir Zmogaus lastelése. Zmoniy GK (kairéje) glikanai yra apdorojami
manozidaziy, o pasalinus manozes prie glikany prijungiami jvairtis monosacharidai (GICNAc,
galaktozé, fukoze), o glikano sintez¢ uzbaigiama prijungiant NANA. Mieliy GK (desingje)
glikanai yra apdorojami manoziltransferaziy, kol gaunami gausiai hipermanozilinti
glikoproteinai (redaguota pagal Wildt ir Gerngross, 2005).

1.1.3 Baltymuy glikozilinimas prokariotuose

Baltymy glikozilinimas yra biidingas visiems gyviems organizmams ir daugelis Siuose
procesuose dalyvaujanciy baltymy ir mechanizmy yra konservatyviis tiek eukariotuose, tiek ir
bakterijose bei archéjose. Visgi, prokariotuose vykstantiems N- ir O-glikozilinimo procesams
taip pat buidingi ir tam tikri skirtumai. DidZi0ji dalis prokariotiniy glikoproteiny yra pilinai,
flagelinai, lastelés pavirSiaus ir sekretuojami baltymai, svarbiis biopléveliy formavimui.
Bakterijose baltymy glikozilinimas taip pat glaudziai susijes su jy patogeniskumu (Schéffer et
al., 2017).

Visy karalysc¢iy organizmuose vykstantys N-glikozilinimo procesai prasideda nuo LLO
sintezés. Nors archéjose ir eukariotuose lipiding LLO dalj sudaro dolicholis, bakterijos naudoja
undekaprenolj. Sio junginio karkaso sinteze bakterijose, panasiai kaip ir dolicholio sinteze
eukariotuose, atlieka jvairios Cis- ir trans-preniltransferazés. Galiausiai susintetintas
undekaprenolio fosfatas (Undec-P) atlieka Dol-P vaidmen;j bakterijose. Eukariotuose Dol-P
susintetinamas DK fosforilinant dolicholj, ta¢iau Undec-P sintezés kelyje pirmiausia yra

susintetinamas undekaprenolio pirofosfatas, kuris véliau yra defosforilinamas fosfataziy, nors
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keliose bakterijy riSyse taip pat buvo aptikti ir undekaprenolio kinazés aktyvumu pasizymintys
fermentai (TouzE ir Mengin-Lecreulx, 2008). Arch¢jos, kaip ir eukariotai, LLO sintezei naudoja
Dol-P, visgi, atlikus DK homology paieska archéjose jie buvo aptikti tik keliose jy rasyse, taigi
yra manoma, kad Dol-P sinteze katalizuojantys fermentai archéjose ir eukariotuose gali skirtis
(Eichler ir Guan, 2017).

Kadangi bakterijos neturi eukariotams biidingy vidiniy ET membrany sistemy, jose
Serdiniai glikanai yra surenkami ant periplazminéje membranoje esancio Undec-P ir véliau
flipaziy yra perkeliami i§ citoplazminés dalies j periplazming ertme (Li et al., 2017). Tuo tarpu
arch¢jos neturi nei ET, nei periplazmines membranas primenanciy struktiry, todél yra manoma,
kad LLO yra susintetinamas citoplazminéje lastelés membranos dalyje ir véliau perkeliamas uz
lastelés riby, o ten nuo plazminéje membranoje esancio Dol-P Serdinis glikanas yra prijungiamas
prie baltymo (Dell et al., 2010).

Kiti LLO sintezés Siuose organizmuose skirtumai yra susij¢ su oligosacharidine LLO
dalimi. Nors eukarioty N-glikozilinimo metu susintetinamas Serdinis GlcsManeGIcNAC: glikanas
yra labai konservatyvus, prokarioty Serdiniai oligosacharidai smarkiai skiriasi tarpusavyje. Dél
Sios priezasties jy glikanai pasizymi ypac didele jvairove nepaisant to, kad po LLO perkélimo
per periplazming arba plazming membrang N-glikanai prokariotuose greiciausiai nebéra toliau
modifikuojami. Visuose organizmuose N-glikano perkélima ant baltymo asparagino
aminortugsciy atlieka OST kompleksas. Bakterijose ir archéjose OST sudaro vienas baltymas,
pasizymintis dideliu homologiskumu su mieliy OST katalitiniu Stt3 subvienetu, kai tuo tarpu

eukarioty OST yra keliy baltymy kompleksas (Dell et al., 2010).

1.2 Dolicholio kinazé ir dolicholio sintezé

DK, mielése S. cerevisiae koduojama 13 chromosomoje esan¢io SEC59 geno, yra
membraninis baltymas, katalizuojantis dolicholio fosforilinimg paskutiniame Dol-P sintezés
etape. DK perkelia fosfato grupg nuo citidino trifosfato ant ET membranoje esancio dolicholio
(Shridas ir Waechter, 2006). Izoprenoidinis lipidas dolicholis yra sintetinamas mevalonato
metaboliniame kelyje ir Sie procesai yra panasus visuose eukariotuose. Dolicholio sintezés kelias
pradedamas nuo Acetil-KoA ir pirminiai jo etapai sutampa su sterolio ir ubikvinono sintezgs,
taciau Sie keliai i$siskiria susintetintus farnezildifosfatag (FPP). FPP yra apdorojamas ET

membranoje esancios cis-preniltransferazés, mielése S. cerevisiae koduojamos RER2 geno. Sio
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fermento svarbg jrodo tai, kad SRT1 genas koduoja alternatyvig cis-preniltransferaze, galinciag
komplementuoti Rer2 funkcijg. SRT1 raiSka padidéja S. cerevisiae Arer2 mutantuose, o dvigubi
Arer2 ir Asrtl mutantai yra negyvybingi (Grabinska ir Palamarczyk, 2002; Sato et al., 1999).
Veikiant cis-preniltransferazéms prie FPP yra prijungiami izopentenildifosfatai (IPP), kol
susintetinamas dolicholio karkasas — poliprenolio difosfatas, kuris véliau apdorojamas
poliprenolio fosfataziy, bet jas koduojantys genai dar néra identifikuoti. Susintetinto poliprenolio
redukcijos metu gaunamas dolicholis (1.3 pav.), taciau §j zingsnj katalizuojantis fermentas ilga
laikg buvo nezinomas (Schenk et al., 2001). Poliprenolio reduktaze (PPRD) pavyko identifikuoti
tik neseniai, tyrinéjant glikozilinimo sutrikimy sukeltas patologijas Zzmonése. Buvo nustatyta, kad
pacientuose aptikto mutantinio geno produktas koduoja baltyma, reikalingg nuo NADPH
priklausomai poliprenolio redukcijai iki dolicholio. Aptikus zmogaus PPRD buvo identifikuota ir
mieliy S. cerevisiae DFG10 geno koduojama PRDD (Cantagrel et al., 2010). Nors dfg10 mieliy
mutantai buvo charakterizuoti labai seniali, iki Siol nebuvo zinoma, kokj baltyma koduoja $is
genas (Mosch ir Fink, 1997). Tyréjai parodé, kad zmogaus PPRD gali atstatyti sutrikusio
glikozilinimo fenotipa mieliy S. cerevisiae mutantuose, su neaktyviu DFG10 genu (Cantagrel et
al., 2010), Taip pat, neseniai atrastas maliarijos parazito Plasmodium falciparum PRDD genas
dalinai atstaté mieliy 4dfg10 mutanto fenotipg (Zimbres et al., 2020). Visi Dol-P sintezés kelio
etapai yra glaudziai susij¢ tarpusavyje. Padidinta RER2 ir SRT1 cis-preniltransferaziy geny raiska
komplementavo jautrumo antigrybeliniams vaistams ir pakitusios lastelés sienelés struktiiros
fenotipg mieliy S. cerevisiae sec59-1 ir dpm1-6 mutantuose, turiné¢iuose fermenty aktyvuma
sumazinané¢ias mutacijas DK ir Dol-P-Man sintazés genuose atitinkamai. Grei¢iausiai $iy
mutacijy poveikis mieliy glikozilinimo procesams buvo atsvertas padidéjusio dolicholio
prieinamumo ET membranose. J[domu, kad sec59-1, bet ne dpm1-6 mutanty fenotipg taip pat
iSgelbéjo padidinta ROT1 geno raiska. Rotl Saperonas yra svarbus ET vykstanc¢iai baltymy
susilankstymo kokybés kontrolei, taciau taip pat yra dalyvauja ir N- ir O-glikozilinimo
procesuose. Rotl sgveikauja su OST komplekso subvienetu Ost3 — sumazéjusiu Rotl aktyvumu
pasizyminciuose S. cerevisiae rotl-1 mutantuose, kuriuose taip pat buvo pasalintas ir OST3
genas, sumazéjo CPY glikozilinimo efektyvumas, O-manoziltransferaziy aktyvumas bei padidéjo
mieliy jautrumas temperatiirai. Padidéjusi ROT1 raiska taip pat stimuliavo N-glikozilinimui
svarbiy Alg glikoziltransferaziy aktyvuma (Ortowski et al., 2007; Juchimiuk et al., 2010;
Pasikowska et al., 2012).
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1.3 pav. Dolicholio fosfato sintezés mieliy S. cerevisiae ET schema

Mevalonato metaboliniame kelyje susintetintas FPP ET membranose yra apdorojamas
cis-preniltransferaziy (SRT1/RER2), prie jo prijungiant IPP, kol susintetinamas tinkamo ilgio
poliprenolio difosfatas. Jis defosforilinamas iki $iol neidentifikuoty fosfataziy, o gautas
poliprenolis redukuojamas iki dolicholio DFG10 geno koduojamos PPRD. Po Sios reakcijos
dolicholis yra fosforilinamas DK (SEC59), o susintetintas Dol-P yra naudojamas kaip lipidinis
nesiklis ET vykstancioms glikozilinimo reakcijoms (redaguota pagal Schenk et al., 2001).

DK sintetinamas Dol-P eukariotams yra bitinas ne tik kaip lipidinis neSiklis, ant kurio
yra surenkama oligosacharidy Serdis baltymo N-glikozilinimo metu, bet ir kaip monosacharidy
donoras ET vykstan¢ioms N-,0- ir GPI-glikozilinimo bei C-manozilinimo reakcijoms, taigi DK
veiklos sutrikimai yra atsakingi uz visy eukarioty glikoproteiny sintezés ir jy atlickamy Igsteliniy
funkcijy sutrikimus. Dél jvairialypés Dol-P svarbos eukarioty biocheminiams procesams, DK yra
jiems biitinas fermentas, o mieliy mutantai su pasalintu SEC59 genu yra negyvybingi (Giaever et
al., 2002; Orlean, 1990). Dol-P svarbg parodo ne tik DK, bet ir kity Dol-P apytakoje
dalyvaujanc¢iy baltymy mutacijy tyrimai. N-glikozilinimo metu perkélus susintetintg Serdinj
oligosacharidg nuo Dol-PP ant baltymo, Dol-PP fosfatazé, mielése S. cerevisiae koduojama
CAX4 geno, defosforilina Dol-PP ir taip padeda atstatyti Dol-P kiekius ET membranoje. Yra
zinoma, kad pakankami Dol-P kiekiai yra vienas i$ efektyviam N-glikozilinimui bitiny veiksniy.
Tyrinéjant mieliy S. cerevisiae 4cax4 mutantus buvo pastebéta, kad $io geno i§veiklinimas
sumazino mieliy CPY glikozilinimo efektyvuma, ir Ilémé plazminés membranos struktiiros
poky¢ius, mutantuose buvo stebimas UPR aktyvavimas dél ET streso, sukelto didelio netinkamai
sulankstyty baltymy kiekio. Sie rezultatai rodo CAX4 geno svarbg lastelés membranos
integralumo palaikymui ir reguliuojant ET baltymy kokybés kontrolés procesus, Jdomu, kad
Acax4 mutanty fenotipas buvo visiskai atstatytas juos transformavus plazmide su laukinio tipo

mieliy SEC59 genu (James et al., 2016).
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1.2.1 Mieliy S. cerevisiae DK ir sec59-1 mutanto tyrimai

Pirma kartg S. cerevisiae sec59-1 mutantas buvo apraSytas tyrin¢jant temperatiirai
jautrius $iy mieliy mutantus, pasizyminéius mazesniu invertazés sekrecijos efektyvumu 37°C
temperatiiroje, nei laukinio tipo lastelés (Ferro Novick et al., 1984). Identifikuotuose sec59-1
mutantuose taip pat buvo sumazéjes CPY bei a-faktoriaus glikozilinimo ir sekrecijos
efektyvumas, jiems buvo biidingi augimo sutrikimai 37°C temperattroje, mutanty ET buvo
aptiktos nepilnai glikozilinty ir neaktyviy baltymy sankaupos. I$analizavus SEC59 geno sekg ir
mutacijy jtaka mieléms buvo nustatyta, kad ji koduoja hidrofobiskag membraninj baltymga,
atsakinga uz baltymy glikozilinima (Bernstein et al., 1989). Sie mutantai taip pat nejterpdavo
palmitinés rtigsties ir mioinozitolio } membranoje esancius baltymus su GPI inkaru dél manozés
triikumo (Conzelmann et al., 1990). Véliau buvo nustatyta, kad Sec59 baltymo sekoje yra
aptinkamas glikoziltransferazéms buidingas motyvas kuris, kaip manoma, yra atsakingas uz
dolicholio prisijungima (Apweiler et al., 1999). SEC59 geno funkcija i$aiskéjo nustacius, kad
sec59-1 mutanto lastelése Dol-P kiekiai 24°C ir 38°C temperattirose buvo atitinkamai 50 ir 90 %
mazesni, nei laukinio tipo Igstelése. IStyrus, kad $io mutanto Igstelése Dol-PP fosfatazés ir
cis-preniltransferazés aktyvumas nesiskyré nuo laukinio tipo lgsteliy, o DK aktyvumas 38°C
temperattroje sieke tik 3 % laukinio tipo kamienui biidingo aktyvumo, buvo padaryta iSvada,
kad SEC59 genas koduoja mieliy S. cerevisiae DK (Heller et al., 1992).

Tolimesni sec59-1 mutanto tyrimai parodé, kad dél DK mutacijos pakinta mieliy Igstelés
sienelés struktira. Joje esantys glikoproteinai yra svarbiis lgstelés sienelés integralumo
palaikymui ir yra prijungiami prie sienelés per GPI inkarus. sec59-1 mutanto Igstelés sieneléje
esatys gausiai manozilinti baltymai, kitaip nei laukinio tipo lastelése, buvo pasiskirste netolygiai
ir formavo klasterius. Manoma, kad $ie sienelés struktiiros pokyciai yra atsakingi uz mieliy
mutanty augimo sutrikimus, jautrumg temperatiirai ir jvairiems antigrybeliniams vaistams:
kaspofunginui, amfotericinui B ir fluorescuojanéiam ,,Calcofluor white* dazui, kuris prisijungia
prie mieliy sieneléje esancio chitino ir sutrikdo lastelés sienelés sintez¢ (Ortowski et al., 2007;
Juchimiuk et al., 2010). Tyrinéjant mieliy S. cerevisiae sec59-1 mutantg taip pat buvo aptiktas
rySys tarp baltymy glikozilinimo sutrikimy ir lipidy metabolizmo, ET baltymy kokybés kontrolés
reguliacijos bei peroksisomy biogenezés. Buvo nustatyta, kad dél sumazéjusio baltymy
glikozilinimo efektyvumo Siose mielése pakito daugiau nei 3000 geny raiska, i$ kuriy dalis buvo

susijusi su lipidy metabolizmu, Igstelés sienelés sinteze ir surinkimu, baltymy sulankstymu,
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ERAD kelio veikimu bei peroksisomy biogeneze. Siame mutante buvo pakitusi plazminés ir
vidulgsteliniy membrany morfologija, dél didelio netinkamai sulankstyty baltymy kiekio
mutantuose buvo padidéjes ET stresas ir aktyvuotas UPR. Taip pat buvo parodyta, kad sec59-1
mutantuose buvo zenkliai padid¢jes fosfolipidy kiekis ir uz jy sinteze atsakingy geny raiska bei
padidéjes lipidy laseliy, sauganciy membranos lipidy sintezei reikalingas medziagas, kiekis.
Manoma, kad uz sutrikusj sec59-1 mutanty augima yra atsakingi dél baltymy glikozilinimo
sutrikimy nuolat aktyviis UPR ir ET stresas bei sutrikes lipidy metabolizmas, o mieliy
membranos sintez¢ DK reguliuoja veikdama per baltymy glikozilinimg ir lipidy homeostaze
(William James et al., 2019).

Nors sec59-1 mutantas buvo i§samiai tyrin¢jamas ir jo déka buvo daug suzinota apie
baltymy glikozilinimo svarbg bei DK jtaka jvairiems Igsteliniams procesams, literattiroje
randami duomenys apie sec59-1 mutanto fenotipa lemianc¢iag mutacijg yra priestaringi. Keliy
ménesiy laikotarpyje dvi tyréjy grupés publikavo duomenis apie mutacijas, aptiktas sec59-1
mutanto DK gene. P. Shridas su kolegomis nustaté, kad laukinio tipo mieliy S. cerevisiae DK
420 pozicijoje esantis glicinas yra pakeistas j aspartatg sec59-1 mutantuose. Tyréjai parodé, kad
ivedus G420D aminoriigsc¢iy pokytj koduojancig mutacija j plazmidéje esantj DK geng ir ja
transformavus sec59-1 kamieno lgsteles, laukinio tipo mieléms budingas fenotipas nebuvo
atstatytas. Jvedus atitinkamg aminoriig§¢iy pokyti koduojancia mutacijg i Zzmogaus DK geng
(G443D) jis taip pat nekomplementavo sec59-1 mutanto fenotipo (Shridas ir Waechter, 2006).
Tuo tarpu J. Orlowski su kolegomis sekoskaitos biidu nuskaité sec59-1 mutanto DK geno sekg ir
nustate, kad Sie mutantai turéjo W332G aminortigsc¢iy pokytj koduojanc¢ia mutacijag DK geno
sekoje. Kadangi §i mutacija yra DK vietoje, kuri, kaip manoma, yra atsakinga uz saveika su
dolicholiu (Albright et al., 1989), autoriai teigé, kad dél mutacijos sumazéjes DK afiniSkumas
dolicholiui paaiskinty sec59-1 mutanty lgstelése sumazéjusius Dol-P kiekius (Ortowski et al.,
2007). Visgi verta paminéti, kad Saccharomyces Genome Database duomeny bazéje biitent
G420D DK mutacija yra nurodoma, kaip lemianti sec59-1 mutanto fenotipa (SEC59 Phenotypes
| SGD, 2021).

1.2.2 Mieliy K. lactis MD2/1-9 mutanto tyrimai
Mieliy K. lactis DK koduojantis genas buvo identifikuotas Vilniaus universiteto

Biotechnologijos instituto Eukarioty geny inzinerijos skyriuje (EGIS) tyringjant $iy mieliy
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mutantus, pasizyminéius padidéjusiu Bacillus amyloliquefaciens bakterijy a-amilazés sekrecijos
efektyvumu. Vienas i$ gauty K. lactis mutanty — MD2/1-9, pasiZzyméjo penkis kartus efektyvesne
a-amilazes sekrecija, nei tévinis MD2/1 kamienas. KryZminant §iuos mutantus su laukinio tipo
lastelémis ir analizuojant gauty mieliy dukteriniy lasteliy fenotipus buvo nustatyta, kad
padidéjusios sekrecijos fenotipg MD2/1-9 kamiene lemia recesyviné mutacija viename mieliy
gene (Bartkeviciute ir Sasnauskas, 2003). Sio mutanto genomo seka buvo isanalizuota
sekoskaitos btidu ir mieliy gene, kurio produkto seka sutapo su kity mieliy DK sekomis, buvo
aptiktos G405S ir 1419S aminoriig§éiy poky¢ius koduojanéios mutacijos. Buvo padaryta iSvada,
kad $is genas koduoja K. lactis DK ir jis buvo pavadintas KISEC59. Véliau Sios mutacijos buvo
jvestos ] laukinio tipo K. lactis CBS2359 kamieno DK gena ir buvo nustatyta, kad padidéjusios
a-amilazés sekrecijos efektyvumo fenotipo pasireiskimui buvo bitinos abi DK mutacijos, 0
pavienés mutacijos sekrecijos efektyvumo mielése nepaveiké (Ziogiené et al., 2019).

Norint geriau jvertinti DK mutacijy poveiki Sioms mieléms, naudojant CRISPR-Cas9
sistemg buvo sukonstruoti keturi laukinio tipo K. lactis CBS2359 kamieno DK mutantai — GGI
(W330G mutacija), WSI (G405S) mutacija, WGS (1419S mutacija) ir WSS (G405S ir 1419S
mutacijos). W330G mutacija K. lactis DK atitinka vieng i$ apraSyty S. cerevisiae sec59-1
mutanty DK aminoriigsciy pokyc¢iy (W332G). Buvo pastebéta, kad sukonstruoti mutantai buvo
jautrlis temperatiirai — visi DK mutantai, o ypa¢ GGI ir WSS kamienai, buvo labiausiai jautris
tunikamicinui 24°C ir 34°C temperatiirose ir maziausiai paveikti 30°C temperatiiroje.
Tunikamicinas inhibuoja Alg7 glikoziltransferazés veiklg ir sutrikdo N-glikozilinima, todél DK
mutantai jam yra jautresni, nei laukinio tipo lastelés. Visi tirti K. lactis mutantai buvo atsparis
CFW, o tai rodo, kad mieliy Iastelés sienelés strukttira nebuvo pakitusi. WSS mutantuose taip pat
buvo sumazéjes CPY glikozilinimo efektyvumas, tac¢iau nors nedideli CPY glikozilinimo
poky¢iai buvo stebimi ir GGI mutanto Igstelése, tik WSS, bet ne GGI kamienas efektyviau nei
laukinio tipo lgstelése sekretavo a-amilaze, transmembraninio domeno neturinéig S. cerevisiae
KEX2 peptidaz¢ ir Zmogaus augimo hormong. Kadangi sukonstruoty mutanty jautrumas
tunikamicinui priklausé nuo temperatiiros, buvo padaryta i§vada, kad mutantinés K. lactis DK
aktyvumas ypa¢ sumazéja 24°C ir 34°C temperatiirose (Ziogiené et al., 2019).

Nepaisant didelio panasumo tarp visy eukarioty glikozilinimo procesy, jvairts
glikozilinimo mechanizmai gali skirtis net ir tarp skirtingy mieliy rasiy. Mielése K. lactis

aptiktos mutacijos bei W332G aminoriig§¢iy pokyti koduojanti mutacija buvo jvestos j mieliy
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S. cerevisiae SEC59 geng ir sukonstruoti GGL (W332G DK mutacija), WSL (G407S DK
mutacija, atitinka G405S K. lactis DK mutacijg), WGS (L421S DK mutacija, atitinka 1419S K.
lactis DK mutacijg) ir WSS (G405S ir L421S DK mutacijos) mutantai. Juose buvo jvertintas
CPY glikozilinimo efektyvumas bei mutanty jautrumas tunikamicinui ir CFW. Nors S. cerevisiae
WSS mutantai irgi buvo jautriis tunikamicinui ir pasizyméjo mazesniu CPY glikozilinimo
efektyvumu nei laukinio tipo lastelés, S. cerevisiae DK mutantuose, skirtingai nei K. lactis
mielése, buvo pakitusi lgstelés sienelés struktiira, kadangi tirtos mielés buvo jautrios CFW. Maza
to, S. cerevisiae DK aktyvumas buvo maziau paveiktas zemesnéje 24°C temperatiiroje, bet ypac

sumazéjo aukstesnéje 34°C temperattroje (Burdulis, 2020).

1.2.3 Arabidopsis thaliana DK tyrimai

DK yra i§samiai tyrin¢jama ne tik vienalgs¢iuose grybuose bet ir aukStesniuose
eukariotuose, o §iy tyrimy rezultatai padeda geriau suprasti baltymy glikozilinimo svarbg
daugialasciuose organizmuose. Arabidopsis thaliana DK buvo identifikuota $iy augaly genome
ieSkant geny, koduojanciy citidililtransferazés motyva turin¢ius baltymus, kadangi DK pernesa
fosfato grupeg nuo CTP ant dolicholio. I8 identifikuoty baltymy tik vienas pasizyméjo dideliu
panasumu su mieliy S. cerevisiae DK. Aptiktas genas buvo pavadintas AtDOKZ1, o jo produkto
DK aktyvumas buvo jrodytas transformuojant S. cerevisiae sec59-1 mutantus daugiakopijine
plazmide su AtDOKT1 raiskos kasete. Padidinta A. thaliana DK raiska atstaté sutrikusio CPY
glikozilinimo ir augimo 37°C temperatiiroje fenotipg mieliy mutantuose. Siekiant i$samiau
charakterizuoti A. thaliana DK, buvo sukonstruoti heterozigotiniai dok1-1/+ mutantai, kuriuose
buvo inaktyvuotas vienas i$ §io geno aleliy, tac¢iau abiejy AtDOK1 aleliy iSveiklinimas augalams
buvo mirtinas. Mutanty tyrimai parod¢, kad nors jy vegetatyvinio augimo greitis nesiskyré nuo
laukinio tipo augaly, dok1-1/+ mutantams buvo budingi ziedadulkiy strukttiros poky¢iai ir jy
gyvybingumo sumazéjimas, bei pakitusi séklapradzio struktiira. Sie rezultatai rodo DK veiklos
svarbg augaly dauginimosi procesams (Kanehara et al., 2015). Tolimesni A. thaliana mutanty,
kuriuose DK geno raiSka buvo prislopinta naudojant miRNR, tyrimai parodé¢, kad AtDok1 veikla
reikalinga Siy augaly zydéjimo kontrolei — A. thaliana mutantai, kuriuose fermento aktyvumas

buvo sumazéjes 60 % prazysdavo anksciau, nei laukinio tipo augalai (Cho et al., 2017).
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1.2.4 Zmogaus DK tyrimai

Tyrinéjant mieliy S. cerevisiae sec59-1 mutantus sukauptos zinios leido aptikti ir
zmogaus DK koduojantj DOLK gena. Nors iki tol DK genai nebuvo aptikti zinduoliuose,
iSanalizavus zmogaus smegeny kopijinés DNR bibliotekas buvo surastas atviro skaitymo
rémelis, koduojantis baltyma, kurio seka buvo 30 % panasi } mieliy DK seka. Jklonavus §j
baltymg koduojancig sekg tarp mieliy SEC59 promotoriaus ir terminatoriaus daugiakopijiniame
mieliy raiskos vektoriuje ir juo transformavus S. cerevisiae sec59-1 mutantg, pavyko atstatyti
mutanto CPY glikozilinimo efektyvuma bei mieliy DK aktyvuma iki biidingo laukinio tipo
lasteléms. Tyré¢jai taip pat pademonstravo, kad Zzmogaus DK veike ir Sf-9 vabzdziy lgsteliy
linijoje (Fernandez et al., 2002). Tolimesni zmogaus DK tyrimai parodé, kad §] membraninj
baltyma sudaro 13 transmembraniniy domeny. Pazyméjus zmogaus DK N galg zaliai
fluorescuojanciu baltymu buvo pastebéta, kad jis yra lokalizuotas vidinéje ET puséje, kai tuo
tarpu baltymo C galas buvo iSsidéstes citoplazminéje pus¢je. Palyginus zmogaus DK su kitais
citidililtransferaziniu aktyvumu pasizyminciais baltymais, tarp jy ir S. cerevisiae DK, buvo
aptiktas baltymo C gale esantis konservatyvus DXXAXXXGXXXGXgK/NKTXE motyvas, kuris
galéty buti atsakingas uz CTP prisijungimg. Mieliy S. cerevisiae ir zmogaus DK kinazése Sis
motyvas yra 430-453 ir 451-475 aminortigs¢iy pozicijose atitinkamai. Jo svarbg DK veiklai jrodo
ir tai, kad Zmogaus DK, turin¢ios aminoriig§¢iy mutacijas Siame motyve nekomplementavo
sutrikusio glikozilinimo fenotipo S. cerevisiae sec59-1 mutantuose (Shridas ir Waechter, 2006).

Svarbu pabrézti, kad nors ir zmogaus, ir A. thaliana DK gebé¢jimas atstatyti S. cerevisiae
sec59-1 mutanty fenotipa jrodo Dol-P sintezes ir kity ET vykstanciy N-glikozilinimo procesy
panasumag tarp visy eukarioty, Sie tyrimai buvo atlikti transformuojant DK koduojancius genus
turincias plazmides j sglyginius mieliy mutantus, kurie turéjo nors ir mutantinj, bet vis tiek
dalinai funkcionaly mieliy DK geng (Fernandez et al., 2002; Kanehara et al., 2015).

Kadangi glikozilinimas yra labiausiai paplitusi baltymy potransliaciné modifikacija,
reikalinga jy stabilumui ir aktyvumui, nenormalus baltymy glikozilinimas lemia daugelio
biologiniy procesy sutrikimus. Mutacijos uz glikozilinimg atsakinguose zmogaus genuose gali
lemti jgimtus glikozilinimo sutrikimus (CDG, angl. congenital disorder of glycosylation), kurie
pasireiskia plataus spektro fenotipiniais poky¢iais paveiktuose individuose (Paprocka et al.,
2021). Didelé dalis Siandien zinomy CDG yra susij¢ su mutacijomis dolicholio metabolizme

dalyvaujanciy glikoziltransferaziy, kinaziy, fosfataziy bei reduktaziy genuose (Haeuptle ir
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Hennet, 2009). ISsamesni CDG lemianéiy geny, o tarp jy ir DK, mutacijy tyrimai leisty ne tik
susieti zinomus genus su tam tikrais CDG fenotipais, atrasti $iy ligy biozymenis bei naujus
gydymo biidus, bet ir aptikti iki Siol nezinomus genus, dalyvaujancius dolicholio metabolizme
(Buczkowska et al., 2015).

Pastaruoju metu vis daugé¢ja duomeny apie DK mutacijy sukeltus zmoniy CGD.
IStyrinétos Zzmogaus DK mutacijos pateiktos 1.1 lenteléje. Vieni pirmyjy tokiy atvejy buvo
aptikti keturiuose naujagimiuose, kurie turéjo homozigotines mutacijas, koduojancias C99S arba
Y441S aminortig§¢iy pokycius savo DK geno sekoje. Pacientams pasireiské jvairaus spektro
sutrikimai — mikrocefalija, hiperkeratozé, hipoglikemija, dilataciné kardiomiopatija, o galiausiai
pacientai miré¢ nepraéjus net devyniems ménesiams nuo gimimo (Kranz et al., 2007). Dilataciné
kardiomiopatija taip pat buvo susieta su homozigotinémis M 11, W304C ir H408D aminoragsciy
pokyc¢ius koduojanc¢iomis zmogaus DK geno mutacijomis, aptiktomis trylikoje 5-13 mety
pacienty. Tyréjai parodé, kad dilatacing kardiomiopatija 1émé sutrikes a-distroglikano
N-glikozilinimas ir O-manozilinimas (Lefeber et al., 2011). Véliau buvo apraSytas
homozigotinés mutacijos, lemianc¢ios M1T DK aminortgsciy pokyti, sukeltas iSskirtinai
neurologinio pobiidzio CDG. Sia mutacija turintiems broliui ir sesei pasireiské autizmo spektro
sutrikimai, protinis atsilikimas, epilepsija. [domu, kad vaikams nebuvo diagnozuota dilataciné
kardiomiopatija ar kiti sutrikimai (Helander et al., 2013). Homozigotiné mutacija, koduojanti
Q483K aminortgsciy pokyti DK geno sekoje, 1émée sutrikusj fibroblasty katalitinj aktyvuma ir
gebejima prisijungti substratus, dél to tirtam pacientui pasireiske jvairiy organy sistemy
sutrikimai, tarp jy ir dilataciné kardiomiopatija, lytiniy organy anomalijos, hepatomegalija,
insulinui atspari hiperglikemija, dismorfija, traukuliy priepuoliai (Lieu et al., 2013).
Heterozigotinés mutacijos, koduojanc¢ios T520A aminoriigs¢iy pokytj ir Y317 pokyti 1 STOP
kodong skirtinguose DK geno aleliuose buvo susietos su dilatacine kardiomiopatija bei lipidy
laseliy sankaupomis pacienty epidermyje (Rush et al., 2017). DK mutacijy tyrimai yra padéje
i8siaiskinti net 60 mety senumo nenustatyta ligos diagnoz¢. Keturi vienos Seimos vaikai mir¢ dél
Sirdies sutrikimy bei jgimtos hiperkeratozés, taciau ligos prieZastis nebuvo nustatyta. Véliau
susiejus naujagimiy simptomus su DOLK mutacijomis, iSlikgs vieno paciento audinio méginys,
naudotas mikroskopijoje, buvo panaudotas DNR analizei. Buvo nustatyta, kad naujagimis tur¢jo
heterozigotines DK geno mutacijas, koduojancias L421P ir G458V aminoriig§¢iy mutacijas geno

alelivose, paveldétuose iS tévo ir motinos atitinkamai (Hall et al., 2020).

25



Dalis zmogaus DK aptikty mutacijy buvo istirtos ir mielése S. cerevisiae. Mieliy sec59-1
mutanto lgstelés buvo transformuotos plazmidémis su Zzmogaus DK genu, turinc¢iu M11, C99S,
W304C, H408D ir Y441S aminoriigsciy pokyc¢ius koduojancias mutacijas. ISvados apie
sumazg¢jus] mutantiniy DK aktyvuma buvo padarytos nustacius, kad plazmidése esantys
mutantiniai DK genai negeb¢jo atstatyti sutrikusio sec59-1 mutanto jautrumo 37°C temperatirai.
Taip pat buvo pastebéta, kad skirtingos zmogaus DK mutacijos turéjo skirtingg poveikj mieliy
mutanty CPY glikozilinimo efektyvumui. Visgi, Sie eksperimentai buvo atlikti naudojant
S. cerevisiae mutantus, turin¢ius dalinai funkcionaly mieliy DK gena, kurio veikla galéjo jtakoti
tyrimo rezultatus (Kranz et al., 2007; Lefeber et al., 2011).

1.1 lentelé. Aptiktos Zmogaus DK mutacijos, lemian¢ios CDG

Zmogaus DK mutacija Mutacijos tipas

1 C99S Homozigotiné

2 Y441S Homozigotiné Kranz C. etal., 2007
3 M1l Homozigotiné

4 W304C Homozigotiné Lefeber D. J. et al., 2011
5 H408D Homozigotiné

6 M1T Homozigotiné Helander A. etal., 2013
7 Q483K Homozigotiné Lieu M. T. etal., 2013
8 Y317STOP ir T520A Heterozigotiné Rush E. T. et al., 2017
9 L421P ir G458V Heterozigotiné Hall B. D. et al., 2020

1.3 Glikozilinimo reik§mé baltymy sekrecijos procesui

Baltymy sekrecija — visiems organizmams reikalingas procesas, kurio pagrindiniai etapai
yra panasis visuose eukariotuose. Klasikinio baltymy sekrecijos kelio metu baltymai, N gale
turintys sekrecijai reikalingg signaline seka, yra perneSami j eukarioty ET potransliaciniu arba
kotransliaciniu biidu. ET tinkle baltymai yra modifikuojami, tinkamai sulankstomi ir perneSami j
GK. Ten baltymai toliau modifikuojami, supakuojami j piisleles ir perneSami prie plazmingés
membranos, o pusleléms su ja susiliejus, iSskiriami uz Igstelés riby (Cohen et al., 2020; Delic et
al., 2013).

Didele dalis sekretuojamy baltymy yra glikozilinti ir $i modifikacija smarkiai jtakoja
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baltymy sekrecijos efektyvumga. Tik natyvios strukttiros baltymai gali biiti efektyviai
sekretuojami, o prie baltymy prijungti glikanai yra svarbiis tinkamam baltymy susilankstymui bei
ET vykstanciai baltymy kokybés kontrolei (Shental-Bechor ir Levy, 2008). Tai buvo pastebéta
prie§ daugiau nei 30 mety nustacius, kad gripo viruso hemagliutinino N-glikozilinimas laukinio
tipo baltymui nebtudingose vietose trukdydavo baltymams jgauti tinkamg strukttrg (Gallagher et
al., 1988). Prie baltymy prijungti hidrofiliniai glikanai gali stabilizuoti baltymy struktaras ir
stabdyti jy agregacija, o tarp baltymy ir glikany susidarantys tarpmolekuliniai rysiai skatina
tinkamga baltymy susilankstyma (Jayaprakash ir Surolia, 2017). Baltymy glikozilinimas taip pat
svarbus ET vykstancios baltymy kokybés kontrolés uztikrinimui. N-glikozilinimo metu ET
prijungus susintetintg Serdinj oligosacharida prie baltymo, nuo jo yra pasalinamos dvi gliukozés
liekanos, o prie paskutinés gliukozés gali prisijungti j lektinus panasts Saperonai kalneksinas ir
kalrektikulinas. Sie baltymai pritraukia kitus $aperonus, reikalingus tinkamam baltymo
susilankstymui, o Sios sgveikos metu nuo baltymy glikany yra pasalinama paskutine gliukozeés
liekana, dél to prie tinkamai sulankstyty baltymy Saperonai nebeprisijungia. Visgi, jei baltymas
nejgauna tinkamos struktiiros, jis yra gliukozilinamas ir kalneksino-kalrektikulino ciklas
kartojamas, kol baltymas yra tinkamai sulankstomas, arba demanozilinamas ir nukreipiamas j
ERAD kelig (Xu ir Ng, 2015).

1.3.1 Glikozilinimo poveikio mieliy baltymy sekrecijos efektyvumui tyrimai

Mieliy baltymy glikozilinimo ir sekrecijos tyrimai yra svarbis ne tik siekiant geriau
suprasti $iy procesy mechanizmus, bet ir kuriant ypac¢ dideliu baltymy sekrecijos efektyvumu
pasizymincius mieliy kamienus. Tokie kamienai yra labai naudingi biotechnologijos pramong¢je.
Mieléms S. cerevisiae yra suteiktas saugaus organizmo (GRAS, angl. generally recognized as safe)
statusas, taigi mielése pagaminti produktai yra neuztersti endotoksinais bei bakteriofagais ir gali
biiti saugiai naudojami jvairiuose diagnostiniuose ir moksliniuose tyrimuose, bei farmacijos ir
maisto pramonése. Be to, mielése susintetinti baltymai pasizymi eukariotams badingomis
potransliacinémis modifikacijomis(Celik ir Calik, 2012; Martinez et al., 2012). I$sekretuoty
baltymy gryninimas yra daug lengvesnis, pigesnis ir efektyvesnis, nei vidulasteliniy, kadangi
nereikia ardyti tvirtos mieliy lgstelés sienelés, mieliy auginimo terpéje esantis Seimininko
baltymy kiekis, kurj reikia paSalinti gryninant tikslinj baltyma, yra daug mazesnis nei Igsteliy

lizatuose, o iSsekretuoti baltymai dazniausiai biina tinkamai susilankste ir biologiskai aktyviis
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(Mattanovich et al., 2012). Vienas i budy kurti dideliu sekrecijos efektyvumu pasizyminéius
mieliy kamienus yra konstruoti mieliy mutantus, turin¢ius mutacijas uz glikozilinimag
atsakinguose genuose, arba jvedant ir paSalinant glikozilinimo vietas specifiniuose baltymuose.

Dazniausiai sutrikdzius specifinio baltymo glikozilinimg sumazgja ir jo sekrecijos
efektyvumas. Vienos i§ dviejy potencialiy rekombinantinés Schwanniomyces occidentalis
a-amilazés glikozilinimo viety paSalinimas 1émé sumazéjusj Sio baltymo sekrecijos efektyvuma
mielése, taciau kitos glikozilinimo vietos pasalinimas tam neturéjo didelés jtakos (Carmona et
al., 1998). Glikozilinimo viety pasalinimas sumazino ir Cryptococcus neoformans fosfolipazés B
sekrecijos efektyvumg mielése S. cerevisiae, 0 mutantiniai baltymai buvo jautresni proteolizei
(Turner et al., 2006). Kitu atveju papildomy glikozilinimo viety jvedimas padidino
rekombinantinés kutinazés sekrecijg mielése S. cerevisiae ir Pichia pastoris. Manoma, kad
papildomas baltymy glikozilinimas stabdé jy agregacija ir saveika su ET Saperonais, todél
rekombinantiniai baltymai neuzsilaiké ET ir buvo efektyviai sekretuojami i$ Iastelés (Sagt et al.,
2000).

Literatiiroje yra jvairiy duomeny apie glikozilinimo procesuose dalyvaujanciy geny
mutacijy poveikj baltymy sekrecijos efektyvumui. Buvo parodyta, kad Trichoderma reesei
lastelés transformavus daugiakopijine plazmide su S. cerevisiae DPM1 genu ir taip padidinus
Dol-P-Man sintazés aktyvuma, padidéjo T. reesei celobiohidrolazés I sekrecija. Taip pat, tirtos
T. reesei Igstelés buvo jautrios CFW, o jy lgstelés sienelése esantis chitinas buvo pasiskirstes
netolygiai (Kruszewska et al., 1999; Perlinska-Lenart et al., 2006). Visgi, dalies glikozilinimui
reikalingy geny i§veiklinimas gali padidinti rekombinantiniy baltymy sekrecija mielése.

S. cerevisiae mutantuose pasalinus neesminius Alg glikoziltransferazes koduojancius genus
(ALG3, ALG5, ALG6, ALGS8, ALG9 ir ALG12) bei OST komplekso subvienetg koduojanti OST5
gena padidéjo bakterinés a-amilazés sekrecijos efektyvumas. Sie mutantai nepilnai glikozilino
a-amilaze, bet sekretavo ja daug efektyviau, nei laukinio tipo lasteles, kur a-amilazeé buvo
glikozilinta $eSiose vietose, taciau greitai degraduojama ERAD kelyje (Hoshida et al., 2013).
Verta paminéti, kad 4alg3, 4alg8 ir 4alg9 mutantuose buvo sumazéjes CPY glikozilinimo
efektyvumas, o kituose dalg mutantuose CPY glikozilinimo poky¢iai dar nebuvo jvertinti (Burda
et al., 1996; Copic et al., 2009; Stagljar et al., 1994). Uz N-glikany hipermanozilinima atsakingy
OCH1, MNN9, MNN10, ir MNN11 geny delecijos zenkliai pagerino rekombinantiniy bei

endogeniniy baltymy sekrecijos efektyvumag mielése S. cerevisiae, 0 KIMNN10 geno pasalinimas
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pagerino rekombinantiniy baltymy sekrecijg mielése K. lactis. Manoma, kad uz glikozilinima
atsakingy geny i$veiklinimas arba aktyvumag sumazinanc¢ios mutacijos lemia poky¢ius mieliy
lastelés sienelés struktiiroje, kadangi joje esantys glikoproteinai yra svarbis jos integralumui. Dél
mutacijy sieneléje esantys nepilnai glikozilinti baltymai gali lemti jos porétumg ir taip paveikti

baltymy sekrecijos efektyvumg (Bartkeviciute ir Sasnauskas, 2004; Tang et al., 2016).
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2. MEDZIAGOS IR METODALI

2.1. Darbo metu naudoti bakterijy ir mieliy kamienai

Plazmidziy padauginimui bei konstravimui buvo naudotas Escherichia coli DH5a
F-gyrA96 (Nalr) recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 (rk—mk+) glnV44 deoR A(lacZYA-argF)U169
(¢ 80dA(lacZ)M15) bakterijy kamienas (EGIS kolekcija).

DK geno mutacijos buvo jvestos j Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa, his3Al
leu2 A0 met1 SAO ura3A) kamieng.

ALG3, ALG5, ALG6, ALGS8, ALG9, ALG12 bei OST5 geny pasalinimo jtakos mieliy
glikozilinimui ir rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumo tyrimams buvo naudota mieliy
nuliniy mutanty kolekcija, sukurta BY4741 kamieno pagrindu (Thermo Scientific, Open

Biosystems).

2.2. Darbo metu naudotos plazmidés

pJET1.2/blunt - klonavimo vektorius, turintis bakterijy Ori replikacijos pradzios sekg ir bla gena,
kurio koduojama B-laktamazé suteikia plazmidg turin¢ioms bakterijoms atsparuma ampicilinui
(Thermo Fisher Scientific Baltics).

pJET-SECH9 - SEC59 geno raiskos kaseté pJET1.2/blunt klonavimo vektoriuje (EGIS kolekcija).
pJET-SEC59-GGL - sec59 geno raiskos kaseté su PAM sekos ir W332G aminortig8ciy pokytj

koduojancia mutacija pJET1.2/blunt klonavimo vektoriuje (Burdulis, 2020; EGIS kolekcija).
pJET-S59PT-KL / HS - K. lactis / H. Sapiens DK geny raiskos kaseté, kontroliuojama

S. cerevisiae SEC59 promotoriaus ir terminatoriaus pJET1.2/blunt klonavimo vektoriuje (EGIS
kolekcija).

PEG - S. cerevisiae mieliy raiskos vektorius, turintis bakterijy Ori ir mieliy dvimikroninés
plazmidés replikacijos pradzios sekas. Plazmidéje yra bla genas ir FDH1 genas, koduojantis
Candida maltosa formaldehido dehidrogenze, kuri suteikia plazmidg turin¢ioms mieléms
atsparumg formaldehidui (EGIS kolekcija).

PEG-SnrSC — pFG mieliy raiskos vektorius su taikiniui specifinés sekos neturincios gRNR
raiskos kasete, kontroliuojama S. cerevisiae SNR52 RNR promotoriaus ir SUP4 terminatoriaus
(EGIS kolekcija).

PEG-SnrSC-TARGS59-D392 — pFG mieliy raiskos vektorius, su raiskos kasete, koduojancia
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gRNR, nukreipiancia Cas9 endonukleaze prie SEC59 geno taikinio, esancio ties D392
aminorugstimi (Burdulis, 2020; EGIS kolekcija).

pJET-SnrKI — taikiniui specifinés sekos neturin¢ios gRNR raiskos kaseté, kontroliuojama

K. lactis SNR52 RNR promotoriaus ir SUP4 terminatoriaus pJET1.2/blunt klonavimo vektoriuje
(EGIS kolekcija).

pKDSU-PGK1-Cas9 — plazmidé su bakterijy Ori ir mieliy K. lactis PKD1 plazmidés replikacijos

pradzios seka ir bla bei orotidino 5° fosfato dekarboksilazés genu (URA3), kurio produktas
leidzia plazmidg turin¢ioms mieléms augti ant terpés be uracilo. Plazmid¢je yra
3-fosfogliceratkinazés (PGK1) promotoriaus bei terminatoriaus kontroliuojama Cas9 raiskos
kaseté (Burdulis, 2020; EGIS kolekcija).

pFG-TDH2-Kex2-His6 — rekombinantinés, transmembraninio domeno neturin¢ios S. cerevisiae

Kex2 peptidazés genas su 6 histidino aminortigséiy motyvu, reguliuojamas gliceraldehido-3-
fosfato dehidrogenazés (TDH2) promotoriaus ir terminatoriaus pFG raiskos vektoriuje (EGIS
kolekcija).

pPEG-PGK1-Pen4-His6 — kreveciy sarkoplazmos Ca prisijungianc¢io Pen-m4 alergeno (angl.

sarcoplasmic calcium binding protein) genas su 6 histidino aminoriig§¢iy motyvu, reguliuojamas
PGKZ1 promotoriaus ir terminatoriaus pFG raiskos vektoriuje (EGIS kolekcija).

pEX7-Amy — pFX7 mieliy raiSkos vektorius su bakterijy Ori ir dvimikroninés plazmidés
replikacijos pradzios sekomis, bla ir FDH1 genais bei B. amyloliquefaciens a-amilazés raiskos
kasete (EGIS kolekcija).

2.3. Plazmidziy konstravimas

Visos fermentinés reakcijos, reikalingos plazmidziy konstravimui, buvo atlieckamos
remiantis klasikiniais geny inZinerijos bei molekulinés biologijos metodais (Sambrook ir Russell,
2001) ir naudojant ,,Thermo Fisher Scientific Baltics* (Lietuva) pagamintus buferinius tirpalus
bei fermentus.

Plazmidinés DNR arba PGR produkty hidrolizés reakcijy restrikcijos endonukleazémis
(RE) misiniai (20-100 pl) buvo ruosiami naudojant FastDigest Green buferj, penkiy buferiniy
tirpaly (B, G, O, R ir Tango) sistemg arba unikalius RE buferius ir laikantis gamintojo
rekomendacijy.

Fosfatai nuo DNR 5° galy buvo pasalinami naudojant FastAP Sarming fosfataze.

31



Reakcijos buvo atliekamos po DNR hidrolizés, naudoty RE buferiniuose tirpaluose ir laikantis
gamintojo rekomendacijy.

DNR galy uzbukinimui buvo naudojamas Klenow fragment fermentas ir jam specifinis
buferinis tirpalas, o bukinimo reakcija atliekama laikantis gamintojo rekomendacijy.

DNR hidrolizés reakcijos produkty elektroforezé buvo atlickama 0,8 % agarozés gelyje
su 0,2 pg/ml etidzio bromido. Reakcijos miSiniai buvo sumaiSomi su 6x DNR uzne$imo dazu ir
suleidziami j gelyje suformuotus 100-200 pl talpos Sulinélius. Elektroforezé buvo atlieckama
TAE buferyje (Thermo Fisher Scientific Baltics) 20-30 min., esat 10 V/cm elektriniam laukui, o
agarozés geliai analizuojami transiliuminatoriaus (“ULTRA-LUM”) UV §viesoje. DNR
elektroforezé po restrikcinés analizés — DNR hidrolizés reakcijos 15 ul tiiryje norint patikrinti, ar
sukonstruotose plazmidése yra jklonuotas norimas genas ir ar jis jsistates tinkama orientacija,
buvo atliekama 1 % agarozés geliuose su 0,2 pg/ml etidzio bromido.

DNR fragmenty susiuvimo reakcijos buvo atliekamos naudojant T4 DNR ligazg ir T4
DNR ligazés buferinj tirpala. Reakcijos miSiniai buvo paruoSiami laikantis gamintojo
rekomendacijy, vektoriaus ir j ji klonuojamo DNR fragmento santykis miSiniuose buvo 1:3.

DNR apvalymui po fermentiniy reakcijy ir elektroforezés metu isfrakcionuoty DNR
fragmenty iSskyrimui i§ agarozés gelio buvo naudojamas DNR gryninimo rinkinys ,,GeneJET
Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit“ (Thermo Fisher Scientific Baltics), DNR
gryninama vadovaujantis gamintojo pateiktais protokolais.

DNR koncentracija buvo nustatoma spektrofotometru NanoDrop 2000. DNR nukleotidy
seka buvo nustatoma Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre, automatiniu sekoskaitos
aparatu ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

Naudoti tirpalai:

Agarozé — 0,8-1 % agarozés (Thermo Fisher Scientific Baltics) tirpalas TAE buferyje.

Etidzio bromido tirpalas — 10 mg/mL etidZio bromido (Sigma) tirpalas.
DNR uznesimo dazas — 6x DNA Loading Dye #R0611 (Thermo Fisher Scientific Baltics).
DNR fragmenty ilgio standartas — GeneRulerTM DNA Ladder Mix #SM0331 (Thermo Fisher

Scientific Baltics).
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2.4. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininéms reakcijoms (PGR) naudoty pradmeny sekos pateiktos 2.1

lenteléje, o pradmeny pory panaudojimas ir jy prisilydymo temperattros — 2.2 lenteléje. PGR

buvo naudojamos ,,Thermo Fisher Scientific Baltics* pagamintos Phusion High-Fidelity arba

DreamTaq DNR polimerazés, Phusion Green HF arba DreamTaq Green buferiai ir ANTP

misiniai. PGR reakcijos misiniai buvo ruosiami ir PGR parametrai parenkami laikantis gamintojo

rekomendacijy, reakcijos atliekamos plonasieniame PGR mégintuvélyje, Arktik Thermal Cycler

arba Eppendorf SimpliAmp termocikleriuose. Jei PGR reakcijoms kaip matrica buvo naudojama

mieliy chromosominé DNR, mieliy Igstelés pirmiausia buvo suspenduojamos 20 mM NaOH

(Sigma) ir 0,1% Triton X-100 (Thermo Fisher Scientific Baltics) tirpale ir 20 min. verdamos

100°C temperatiiroje, o i 20 pul PGR miSinj buvo dedama 1 pl mieliy suspensijos. Bakterijy

kolonijy PGR buvo atliekamas pries reakcija suspenduojant nedidel;j kiekj bakterijy biomasés

PGR reakcijos misinyje. Po reakcijos PGR produktai biidavo apvalomi nuo fermenty arba

i§skiriami 1§ 0,8 % agarozés gelio po DNR elektroforezés naudojant ,,GeneJET Gel Extraction

and DNA Cleanup Micro Kit*“ DNR gryninimo rinkinj.

2.1 lentelé. Darbe naudoty pradmenuy pavadinimai ir sekos

Pradrr_]efls Pradmens 5¢- 3¢ seka

pavadinimas

G420D-D CGTCACCTGCGGATTGGGAATTGGTGATTCACTAGCATC
G420D-R GCACACCTGCAATTCCCAATCCTATTAGATCCATTGGAGAG

G420D-TARG1

GATCTTTACCAATAATAGATGCTA

G420D-TARG?2

AAACTAGCATCTATTATTGGTAAA

ScSnrs2-Pr GGCGGCCGCTCTTCATCTTTGAAAAGATAATG
KISnr52-Pr CGCGGCCGCAATGAGCGATGACCACGTC
ScS59-D1 CTCAGCCTTTCATAGCTCCCACTC

ScS59-D3 GAAGGGCATTATCCTTGCTCTCAC

ScS59-D4 GTGAAAATCCGCTACTTTGGCTG

ScS59-R1 GCGATTCTTCCAACTCTAAGAGC

ScS59-R2 GACGTTAAACCTGAATTGGCTAAC

ScS59-ATG ATATGGTCGCTATAATACCTC

ScS59-ATG-TARG1

AATCTATTCTGTTCATTGCCTATA

ScS59-ATG-TARG?2

AAACTAGCATCTATTATTGGTAAA

ScS59-STOP-TARG1

GATCTCACAAATCATCATAAATGC

ScS59-STOP-TARG2

AAACGCATTTATGATGATTTGTGA

C99S-D

CGTCACCTGCTGAAAGAAAGATCACAAACTGCTGGTAATC
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C99S-R

GCACACCTGCATCTTTCTTTCATAACTAATCCTAACAATGGCATA
AC

C99S-TARG1 GATCGGTTATGCCATTGTTGGGTT

C99S-TARG2 AAACAACCCAACAATGGCATAACC

W304C-D CGTCACCTGCTGCTCTTTGTTGGCTACTTTGGC

W304C-R GCACACCTGCCAACAAAGAGCAGTAAGCCAACAAATAAATTC

W304C-TARG1

GATCGAATTTATTTGTTGGCTTAT

W304C-TARG?2

AAACATAAGCCAACAAATAAATTC

Y441S-D

CGTCACCTGCTCCATCTGCTGGTGTTTTGGCTGTTG

Y441S-R

GCACACCTGCCCAGCAGATGGAACTAATGCTCTAGCACCAC

Y441S-TARG1

GATCTTTGGGTGGTGCTAGAGCTT

Y441S-TARG2

AAACAAGCTCTAGCACCACCCAAA

DOLK-R1 CATCAACAAAATCAACAAATAC
DOLK-D1 GATTCTGGTACTTGGGCTTCTTC
DOLK-D3 ATGACTAGAGAATGTCCTTC

2.2 lentelé. Pradmeny panaudojimo tikslas

Prisilydymo
Pradmeny pora Panaudojimas temperatiira
G420D-D G420D aminortigséiy pokyti koduojan¢ios mutacijos ir 66.7°C
G420D-R PAM sekos mutacijos jvedimas ] SEC59 geno seka. '
G420D-TARG1 SEC59 geno taikiniui, esan¢iam Salia G420D mutacijos
G420D-TARG2 pozicijos, komplementarig RNR sekg koduojancio -

fragmento gamyba.

G420D-TARG2 Plazmidziy, koduojanciy SEC59 geno taikiniui $alia 50°C
ScSnrs2-Pr G420D mutacijos pozicijos specifing gRNR atranka.
ScS59-D3 S. cerevisiae SEC59 geno donorinés DNR gamyba 64.1°C
ScS59-R1 '
ScS59-D1 Mieliy SEC59 geno fragmento padauginimas DNR 63.2°C
ScS59-R2 sekoskaitai. '
ScS59-D4 Mieliy SEC59 geno fragmento sekoskaita. -
ScS59-ATG Mieliy SEC59 geno fragmento sekoskaita. -
ScS59-D1 SEC59 geno raiskos kasetés padauginimas donorinés DNR 64.1°C
ScS59-R1 gamybai arba klonavimui. '

ScS59-ATG-TARG1
ScS59-ATG-TARG2

SEC59 geno taikiniui, esan¢iam Salia ATG kodono,
komplementarig RNR sekg koduojancio fragmento -
gamyba.

ScS59-STOP-TARG1
ScS59-STOP-TARG?2

SEC59 geno taikiniui, esan¢iam Salia STOP kodono,
komplementarig RNR sekg koduojancio fragmento -
gamyba.

KISnr52-Pr

Plazmidziy su K. lactis SNR52 RNR promotoriaus
kontroliuojamomis gRNR raiskos kasetémis sekoskaita.

ScSnr52-Per

Plazmidziy su S. cerevisiae SNR52 RNR promotoriaus
kontroliuojamomis gRNR raiSkos kasetémis sekoskaita.
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C99S-D

C99S aminortigsciy pokyti koduojancios mutacijos ir PAM

66°C

C99S-R sekos mutacijos jvedimas | DOLK geno seka.

C99S-TARG1 DOLK geno taikiniui, esan¢iam $alia C99S mutacijos

C99S-TARG2 pozicijos, komplementarig RNR sekg koduojancio -
fragmento gamyba.

W304C-D W304C aminortgs¢iy pokyti koduojanéios mutacijos ir 66°C

W304C-R PAM sekos mutacijos jvedimas | DOLK geno seka.

W304C-TARG1 DOLK geno taikiniui, esan¢iam $alia W304C mutacijos

W304C -TARG2 pozicijos, komplementarig RNR sekg koduojancio -
fragmento gamyba.

Y441S-D Y441S aminortigséiy pokytj koduojancios mutacijos ir 69°C

Y441S-R PAM sekos mutacijos jvedimas j DOLK geno seka.

Y441S -TARG1
Y441S -TARG2

DOLK geno taikiniui, esan¢iam $alia Y441S mutacijos
pozicijos, komplementarig RNR sekg koduojancio
fragmento gamyba.

DOLK-R1 DOLK geno fragmento, su C99S aminoriigséiy pokytj
koduojanc¢ia mutacija, sekoskaita. ]

DOLK-D1 DOLK geno fragmento, su W304C aminoriig§¢iy pokytj
koduojanc¢ia mutacija, sekoskaita. ]

DOLK-D3 DOLK geno fragmento, su Y441S aminortgsciy pokytj

koduojanciomis mutacijomis, sekoskaita.

2.5. Kompetentiniy Escherichia coli 1asteliy paruo§imas, transformacija ir plazmidinés

DNR gryninimas

Kompetentinés Escherichia coli bakterijy lastelés buvo ruosiamos pagal Bolivar ir

Backman pasiiilyta metodika (Bolivar ir Backman 1979): DH5a kamieno E. coli lastelés buvo
auginamos 25 ml LB terpés, 37°C temperatiiroje per naktj. Kitg dieng bakterijy suspensija buvo
perkeliama j kolba su 500 ml LB terpés ir lastelés auginamos, kol suspensijos OT 600 nm bangos
ilgio Sviesoje pasieks 0,6-0,7. Véliau Igstelés surenkamos centrifuguojant 3000 aps./min greiciu
4°C temperatiroje (Beckman J-6B centrifuga, JS-5.2 rotorius), o nusédusios lastelés
suspenduojamos 50 ml Salto CaCl tirpalo ir per naktj laikomos ledo voneléje, 4°C temperatiiroje.
Kita dieng lastelés centrifuguojamos tomis pacioms salygomis, suspenduojamos 10 ml salto
CacCl ir glicerolio tirpalo, o gauta lasteliy suspensija iSpilstoma j mikrocentrifuginius
meégintuvélius ir iki panaudojimo uzsaldoma -80°C temperatiiroje.

Pries$ transformacijg uzSaldytos kompetentinés E. coli Iastelés buvo atitirpinamos ledo
voneléje ir 180 pl bakterijy suspensijos sumaiSoma su 20 pul DNR susiuvimo miSinio. Véliau
méginiai buvo 30 min laikomi ledo voneléje, po to 2 min perkeliami j 42°C vandeninj termostatg

ir dar 2 min grazinami | ledo vonele. Tuomet transformuotos Igstelés buvo suspenduojamos 1 ml
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LB terpés, inkubuojamos 37°C termostate 1-2 h, o véliau surenkamos centrifuguojant 2 min
5000 aps./min grei¢iu ir nupylus terpe bei suspendavus likusioje terpéje, iSséjamos ant
agarizuotos LB terpés su ampicilinu, ir auginamos per naktj 37°C termostate. Jei j E. coli lasteles
buvo transformuojamas ne DNR susiuvimo misinys, o plazmidiné DNR, 50 ul bakterijy
suspensijos buvo sumaiSoma su 1 pl plazmidés ir miSinys po 2 min ledo vonioje buvo iskart
iSs€jamas ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu.

Plazmidiné DNR 1§ transformuoty bakterijy buvo gryninama uzs¢jant uzaugusiy bakterijy
kolonijas j 5 ml LB terpés su ampicilinu ir auginant jas 37°C purtykléje 16-20 h, 0 uzaugusios
bakterijy lgstelés buvo surenkamos centrifuguojant mégintuvélius 8 min 3000 aps./min grei¢iu
(Eppendorf 5810 R centrifuga). Véliau bakterijos buvo suspenduojamos, lizuojamos ir lizato
misinys neutralizuojamas naudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit* (,,Thermo Fisher
Scientific Baltics®) DNR gryninimo rinkinio tirpalus ir laikantis gamintojo rekomendacijy.
Véliau suardyty bakterijy méginiai buvo centrifuguojami 13200 aps./min greic¢iu (Eppendorf
5415 D centrifuga), o supernatantas su ten esancia plazmidine DNR sumaiSomas su 700 pl
izopropanolio ir 5 min centrifuguojamas tomis paciomis sglygomis. Tuomet DNR nuosédos
suspenduojamos 500 pul 70 % etanolio ir dar kartg nucentrifugavus tomis pac¢iomis saglygomis bei
nupylus supernatantg, méginiai i§dziovinami traukos spintoje ir DNR nuoséda iStirpinama 50 pl
vandens. Jei i§ bakterijy gryninamos plazmidés buvo naudojamos DNR sekoskaitai, jos buvo
gryninamos naudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit“ DNR gryninimo rinkinj ir

vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:
CaCl tirpalas — 100 mM CacCl> (Sigma) autoklavuotas tirpalas, laikomas +4°C temperatiiroje.
CaCly ir glicerolio tirpalas — 100 mM CaCl> (Sigma) ir glicerolio (Merck) autoklavuotas tirpalas

(santykiu 4:1), laitkomas +4°C temperatiiroje.

LB terpé — 2,5 % LB terpés (Thermo Fisher Scientific Baltics) autoklavuotas tirpalas, gaminant
agarizuota LB terpe¢ pridéta 2 % agaro (Merck).

Ampicilino tirpalas — 50 mg/ml ampicilino (Roth) tirpalas vandenyje/etanolyje (santykiu 1:1),

laikomas -20°C temperatiiroje. Ampicilino buvo déta j agarizuotas (50 pg/ml) ir skystas

(30 pg/ml) LB terpes, kuriose augintos E. coli Iastelés po transformacijos.
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2.6. Kompetentiniy Saccharomyces cerevisiae lgsteliy paruosimas ir transformacija

Kompetentinés S. cerevisiae lastelés buvo ruosiamos ir transformuojamos vadovaujantis
modifikuota Gietz ir kolegy pasitlyta metodika (Gietz et al., 1995): transformuojamas mieliy
kamienas uzs¢jamas j 5 ml YEPD terpés ir per naktj auginamas 30°C purtykléje, o ryte 1 ml
mieliy suspensijos perkeliamas ] mégintuvélj su Sviezia YEPD terpe ir mielés auginamos tomis
paciomis sglygomis dar 2,5-3 h. Jei buvo transformuojamos mielés jau turin¢ios plazmidg su
formaldehido dehidrogenazés genu, lgstelés uzséjamos ir pers¢jamos j YEPD terpe su 0,3 pl/ml
formaldehido. Uzaugusios lastelés surenkamos centrifuguojant 3 min 2500 aps./min grei¢iu
(Eppendorf 5810 R centrifuga), plaunamos 3 ml TE tirpalo, 0 nucentrifugavus tomis paciomis
salygomis suspenduojamos 3 ml TE-LiCl tirpalo ir 1 h inkubuojamos 30°C temperatiiroje. Po to
mielés dar kartg centrifuguojamos tomis paciomis saglygoms ir nupylus supernatanta
suspenduojamos likusiame tirpalo lase.

Transformuojant mieles, 15 pl kompetentiniy mieliy 1gsteliy buvo sumaiSoma su 5 pl
plazmidinés DNR arba 5 pl plazmidinés ir donorinés DNR misinio (~0,5 pg plazmidinés ir ~1 pg
donorinés DNR), ir inkubuojama kambario temperatiroje 30 min. Véliau méginiai sumaiSomi su
40 ul TE-PEG tirpalo ir 50 min inkubuojami 30°C temperatiiroje, 0 po to 25 min perkeliami j
42°C vandeninj termostatg. Jei mielés transformuojamos plazmide su formaldehido
dehidrogenazés genu, mielés suspenduojamos 1 ml YEPD terpés, mikrocentrifuginiuose
meégintuveliuose steriliai praduriamos skylutés ir folija apdengti méginiai per naktj inkubuojami
30°C temperatiiroje. Ryte mégintuvéliai trumpai nucentrifuguojami, terp¢ nupilama, o mielés
suspenduojamos likusiame terpés lase ir i§séjamos ant agarizuotos YEPD terpés su 0,3 pl/ml
formaldehido tirpalo. Mielés dvi paras auginamos 30°C termostate, o uZauge transformantai
pers¢jami ant agarizuotos YEPD terpés su dviguba formaldehido koncentracija (0,6 pl/ml
formaldehido tirpalo) ir auginamos 2 paras tomis pacioms sglygomis. Jei mielés
transformuojamos plazmide su URA3 genu, méginiai po inkubacijos 42°C vandeniniame
termostate praskiedziami 60 pl TE tirpalo ir mielés iSséjamos ant agarizuotos mieliy mitybinés
terpés be uracilo (Ura-). Transformantai 3-4 paras auginami 30°C termostate, o véliau perséjami

ant agarizuotos Ura- terpés ir auginami tomis paciomis saglygomis dar 2-4 paras.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:
TE buferinis tirpalas — 10 mM Tris-HCI (Sigma) ir 0,1 mM EDTA (Sigma) autoklavuotas

tirpalas.
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TE-LiCl buferinis tirpalas — 0,1 M LiCl (Amresco) autoklavuotas tirpalas TE buferyje.
TE-PEG tirpalas — 50 % PEG 4000 (Sigma) autoklavuotas tirpalas TE buferyje.
YEPD mitybiné terpé —2 % sojy peptono (Applichem), 2 % gliukozés (Applichem) ir 1 % mieliy

ekstrakto (Merck) autoklavuotas tirpalas, gaminant agarizuota YEPD terpe pridéta 2 % agaro
(Merck).

Mieliy mitybiné terpé be uracilo (Ura-) — 2 % gliukozés (Applichem), 1 % kazeino hidrolizato

(Sigma), 0,67 % mieliy azotinés bazés (Amresco), 0,002 % L-triptofano (Biochemica)
autoklavuotas tirpalas, gaminant agarizuotg Ura- terpg pridéta 2 % agaro (Merck).
Formaldehido tirpalas — 37 % formaldehido tirpalas (Applichem). Formaldehido tirpalo buvo

déta j skysta YEPD terpe¢ (0,3 pl/ml) ir j agarizuotas YEPD terpes, ant kuriy augintos (0,3 pl/ml)

ir persétos (0,6 ul/ml) mieliy Iastelés po transformacijos.

2.7. Plazmidinés DNR paSalinimas i§ mieliy lasteliy

Mielés su plazmidine DNR buvo uzsé¢jamos j 5 ml skystos YEPD terpés su 20 pg/ml
uracilo ir auginamos 30°C purtykléje 16-20 h. Véliau 100 pl terpés su uzaugusiomis mieliy
lastelémis buvo perkeliama j mégintuvélj su Sviezia YEPD terpe su 20 pg/ml uracilo ir mielés
auginamos tomis pa¢iomis saglygomis. Mieliy suspensija taip buvo skiedZiama dar du kartus, o
uzaugusios mielés véliau iSs€¢jamos ant agarizuotos YEPD terpés mikrobiologine kilpele ir
auginamos 30°C termostate 2 paras. Uzaugusios pavienés mieliy kolonijos i§s€¢jamos ant
agarizuotos YEPD terpés, agarizuotos YEPD terpés su 0,6 pl/ml formaldehido tirpalo ir ant Ura-

terpés, o tolimesniems tyrimams naudojami klonai, kurie augo tik ant YEPD terpés.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:

YEPD mieliy mitybiné terpé (zr. 2.2.4)

Mieliy mitybiné terpé be uracilo (Ura-; zr. 2.2.4)
Formaldehido tirpalas (zr. 2.2.4)

Uracilo tirpalas — 0,04 % uracilo (Amresco) autoklavuotas tirpalas.

2.8. Mieliy lasteliy lizaty méginiy paruoSimas NDS-PAGE
Mielés uzséjamos i 5 ml YEPD terpés ir 16 h auginamos 24°C, 30°C ir 34°C arba 30°C ir

37°C temperatiiros purtyklése. Tolimesni veiksmai atliekami ledo voneléje. | mikrocentrifuginj
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meégintuvel] perkeliama 1-1,5 ml mieliy suspensijos ir méginiai centrifuguojami 5 min. 5000
aps./min greiciu 4°C temperatiiroje (Eppendorf 5415 D centrifuga). Nupylus supernatantg
méginiai pasveriami ir pagal mieliy mase¢ | mégintuvélius pridedamas gamintojo
rekomenduojamas mieliy lizavimo reagento Y-PER™ (Thermo Fisher Scientific Baltics),
sumaiSyto su PMSF tirpalu santykiu 10:1, kiekis. Véliau méginiai 20 min intensyviai purtomi
kambario temperattiroje, tuomet 10 min centrifuguojami 13200 aps./min greiciu, o po
centrifugavimo susidariusi virsutiné faze sumaiSoma su baltymy méginiy dazu santykiu 1:1 ir

méginiai 10 min. verdami 100 °C temperatiiroje.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:

YEPD mieliy mitybiné terpé (zr. 2.2.4)

PMSEF tirpalas — 20 mM proteaziy slopiklio PMSF (Applichem) tirpalas izopropanolyje
(Reachim), laikomas -20°C temperatiiroje.
Baltymy méginiy dazas — 0,5 M Tris-HCI (Sigma); 20 % glicerolio (Merck); 4 % NDS (Sigma)

tirpalo; 0,001 % bromfenolio mélio (Merck) ir 10 % merkaptoetanolio (Roth) tirpalas.

2.9. Mieliy auginimo terpés méginiy paruoSimas NDS-PAGE

Mielés, transformuotos pFG-TDH2-Kex2-His6 arba pFG-PGK1-Pen4-His6 plazmidémis
(zr.2.2), uzséjamos j 3 ml YEPD terpés su 0,3 pul/ml formaldehido tirpalo ir 24 h auginamos
24°C, 30°C ir 34°C laipsniy purtyklése. Mieléms uZaugus, suspensijos OT buvo iSmatuotas esant
600 nm bangos ilgiui. Pagal mieliy kultiiros OT véliau buvo proporcingai apskai¢iuojamas
méginiy, suleidziamy j poliakrilamido (PAA) gelio Sulinélius, tiiris. Véliau méginiai buvo
centrifuguojami 3 min 2500 aps./min grei¢iu (Eppendorf 5810 R centrifuga), o supernatantas
nusiurbiamas, sumaiSomas su baltymy meéginiy dazu santykiu 1:1 ir méginiai 10 min. verdami

100 °C temperatiiroje.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:
YEPD mieliy mitybiné terpé (zr. 2.2.4)
Formaldehido tirpalas (zr. 2.2.4)

Baltymy méginiy dazas (Zr. 2.2.6)
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2.10. Baltymy NDS-PAGE ir imunoblotingas

Baltymy NDS-PAGE ir imunoblotingas buvo atliekami pagal Walker aprasyta metodika
(Walker, 2002): mieliy lasteliy lizaty arba auginimo terpés méginiai su baltymy dazu po 20-40 pl
suleidziami j poliakrilamido (PAA) gelio Sulinélius, o elektroforezé atlieckama 1,5-2 h Tris-
glicino/NDS buferiniame tirpale, vertikalios elektroforezés aparate, esant 40 mA nuolatinés
sroves stiprumui ir 90-160 V jtampai. Po elektroforezés gelis buvo 20 min dazomas Coomassie
briliantinio mélio dazu bei 3-4 kartus plaunamas geliy blukinimo tirpalu ir fotografuojamas, arba
pamerkiamas | perneSimo buferj ir naudojamas imunoblotingui. Ant imunoblotingo aparato
(Invitrogen BI 8072111) apatinio elektrodo dedamas pernesimo buferyje suslapintas vatmano
popieriaus lakstas, etanolyje ir perneSimo buferyje suSlapinta polivinilideno difluorido (PVDF,
Amersham) membrana, PAA gelis ir dar vienas pernes§imo buferyje suslapintas vatmano
popieriaus lakstas. Véliau pavoliojant stikline lazdele iSvaromi oro burbuliukai, uzdedama ir
pritvirtinama virSutiné imunoblotingo aparato dalis, o baltymy pernesimas ant PVDF membranos
atliekamas 30 min, esant 700 mA srovei ir 20 V jtampai. Po baltymy pernaSos PVDF membrana
pamerkiama j blokavimo tirpalg ir lengvai purtoma kambario temperattroje 2 h, o tuomet
perkeliama j buteliuka su 3 ml TTBS tirpalo su 5 pl Anti-CPY arba Anti-His pirminiy antikiiny
(Ak, Zr. 2.3 lentele) ir inkubuojama lengvai vartant per naktj. Kitg dieng membrana 3 kartus po
15 min plaunama TTBS tirpalu, o po to uzpilama 3 ml TTBS su 1-2 ul Anti-Rabbit-HRP arba
Anti-Mouse-HRP (zr. 2.3 lentele) antriniy AK, konjuguoty su krieny peroksidaze. Membrana 2
valandas inkubuojama lengvai vartant, o tuomet 3 kartus po 15 min plaunama TTBS tirpalu ir 2
kartus po 5 min plaunama TBS tirpalu. Galiausiai PVDF membrana rySkinama naudojant TMB

(Sigma) substrata, o iSryskéjus baltymy juosteléms pamerkiama j vanden;.

Naudoti tirpalai ir antikiinai:

Koncentruojantis gelis — tirpalas i§ 3,2 % akrilamido-bisakrilamido tirpalo (Roth); 1,25 M Tris-
HCI (Sigma) tirpalo (pH = 6,8) ; 0,1 % amonio persulfato (Roth); 1 % NDS (Sigma) ir 0,001 %
TEMED (Sigma).

Frakcionuojantis gelis — tirpalas i$ 7, 12 arba 13 % akrilamido-bisakrilamido (Roth); 0,375 M
Tris-HCI (Sima) tirpalo (pH = 8,8) ; 0,1 % amonio persulfato (Roth); 1 % NDS (Sigma) ir 0,001
% TEMED (Sigma).

Tris-glicino/NDS elektroforezés buferinis tirpalas — 25 mM Tris (Sigma); 0,2 M glicino (Thermo
Fisher Scientific Baltics) ir 0,1 % NDS (Sigma) tirpalas, pH = 8,3.
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Coomassie briliantinio mélio dazas — 50 % etanolio (Honeywell); 0,25 % Coomassie Brilliant

Blue R-250 (Sigma) ir 10 % acto rugsties (Honeywell) tirpalas.
Baltymy molekulinés masés standartas — PageRuler Prestained Protein Ladder #SM0671

(Thermo Fisher Scientific Baltics).

Pernesimo buferinis tirpalas — 25 mM Tris (Sigma), 150 mM glicino (Thermo Fisher Scientific

Baltics) ir 10 % etanolio (Honeywell) tirpalas.

TBS buferinis tirpalas — 20 mM Tris (Sigma) ir 0,5 M NaCl (Merck) tirpalas (pH = 7,5).
TTBS buferinis tirpalas — 0,1 % Tween 20 (Thermo Fisher Scientific Baltics) tirpalas TBS
buferyje.

Blokavimo tirpalas — 5 % lieso pieno milteliy (Merck) ir 5 mM natrio azido (Serva) tirpalas
TTBS buferyje.

2.3 lentelé. Darbe naudoti antikiinai ir ju gamintojai.

Antikiino pavadinimas | Antigenas Organizmas | Gamintojas

Anti-CPY Ak Saccharomyces cerevisiae CPY Triusis GeneTex, JAV

Anti-His Ak 4 histidino aminoriig§¢iy motyvas | Pelé Qiagen, JAV

Anti-Rabbit-HRP Ak Trlusm .IgG sunkioji ir lengvoji Oska Bio-Rad, JAV
grandinés

Anti-Mouse-HRP Ak Peliy IgG sunkioji ir lengvoji Oska Bio-Rad, JAV
grandinés

2.11. Mieliy jautrumo tunikamicinui ir CFW tyrimas

Nedidelis kiekis mieliy biomasés nuo agarizuotos terpés buvo suspenduojamas 200 pl TE
buferio 96 Sulinéliy ploksteléje. Véliau mieliy suspensija buvo skiedziama skirtinguose
Sulinélivose 10, 100, 1000 ir 10000 karty, o po 5 pl mieliy suspensijos i$ kiekvieno Sulinélio
buvo uznesama ant agarizuotos YEPD terpés, YEPD terpés su 0,4 pg/ml tunikamicino ir YEPD
terpés su 20 ug/ml CFW. Lékstelés palickamos steriliai i§dzitti ir tuomet mielés auginamos

24°C, 30°C ir 34°C arba 30°C ir 37°C temperatiirose 2-4 paras.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:
YEPD mieliy mitybiné terpé (zr. 2.2.4)

Tunikamicino tirpalas — 1 mg/ml tunikamicino (Biotecha) tirpalas etanolyje.

CEW tirpalas — 1 mg/ml fluorescuojancio ,,Calcofluor white* dazo (Sigma) tirpalas.
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2.12. a-amilazés sekrecijos efektyvumo tyrimas

a-amilazés sekrecijos efektyvumas mieliy lgstelése buvo jvertinamas naudojant
modifikuota Hoshida aprasyta metodika (Hoshida et al., 2005). Tiriamy mieliy kamieny lastelés
buvo transformuojamos pFX7-Amy plazmide su bakterinés a-amilazés raiskos kasete (zr. 2.2), 0
atrinkti transformantai uzs¢jami j 3 ml YEPD terpés su 0,3 pl/ml 37 % formaldehido tirpalo ir
mielés 18 h auginamos 24°C, 30°C ir 34°C purtyklése. Véliau mieliy lgsteliy kultiros OT buvo
iSmatuojamas 600 nm bangos ilgio $viesoje, o 100 ul mieliy auginimo terpés po centrifugavimo
buvo sumaiSoma su 50 pl krakmolo tirpalo ir 2 h inkubuojama 37°C temperatiroje. Po
inkubacijos 20 pl terpés méginio ploksc¢iadugneéje 96 Sulinéliy ploksteléje buvo sumaiSoma su
180 pl kalio jodido tirpalo ir miSinio OT iSmatuojamas TECAN Infinite M200 aparatu 660 nm
bangos ilgio Sviesoje. Gautos OT reik§Smés buvo atimamos i§ kontrolinio méginio OT reikSmés.
Kontrolei naudojama terpé, kurioje augo tévinio kamieno, su tusc¢ia pFX7 plazmide, lastelés.
Mieliy kamieny meéginiy OT reik§més buvo padalinamos i$ ty paciy kamieny lasteliy kultury OT
reikSmiy. Tévinio BY4741 kamieno, auginto 30°C temperatiiroje, méginiuose nustatytas
a-amilazes sekrecijos efektyvumas buvo prilyginamas 100 %, o pagal ji apskai¢iuojamas tirty
mutanty a-amilazés sekrecijos efektyvumas. Atlikus matavimus su trimis to paties kamieno

transformantais buvo apskaiciuojamas aritmetinis vidurkis ir standartinis nuokrypis.

Naudoti tirpalai ir mitybinés terpés:
YEPD mieliy mitybiné terp¢ (zr. 2.2.4)
Formaldehido tirpalas (zr. 2.2.4)

Krakmolo tirpalas: 2 % krakmolo (Sigma) tirpalas.

Kl tirpalas — 25 mM acto ragsties, 0,0075 % I> (Reachim) ir 0,075 % KI (Reachim) tirpalas,

laikomas tamsoje.

42



3. REZULTATAI

3.1. WGLD mutanto konstravimas

Siekiant jvertinti SEC59 geno mutacijy jtakg mieliy baltymy glikozilinimo ir sekrecijos
efektyvumui buvo istirti penki mieliy S. cerevisiae DK geno mutantai. | laukinio tipo mieliy
kamieno BY4741 SEC59 geng jvestos mutacijos, jy koduojami DK aminorig§¢iy pokyciai,

sutrumpinti mutanty pavadinimai ir mieliy kamienai, kuriuose Sios mutacijos buvo aptiktos,

pateikti 3.1 lentel¢je. W332G ir G420D DK mutacijos skirtingy autoriy buvo identifikuotos kaip

mutacijos, lemiancios S. cerevisiae sec59-1 mutanto fenotipa (Ortowski et al., 2007; Shridas ir
Waechter, 2006), o0 G407S ir L421S DK mutacijos atitinka K. lactis MD2/1-9 mutante aptiktus
DK aminoriig§éiy pokycius (G405S ir 1419S atitinkamai, Ziogiené et al., 2019). Mieliy

S. cerevisiae GGL, WSL, WGS ir WSS mutantai, turintys W332G, G407S, L4218 ir dvigubg
G407S ir L421S DK mutacija atitinkamai, buvo sukonstruoti anks¢iau (Burdulis, 2020), o $io
darbo metu, naudojant CRISPR-Cas9 sistema, buvo sukonstruotas WGLD mutantas, turintis

G420D aminorigsciy pokytj DK sekoje koduojanciag mutacija.

3.1 lentelé. | mieliy S. cerevisiae SEC59 geng jvestos mutacijos ir mutanty pavadinimai

Trumpas C Mieliy kamienai,
mutanto SECS9 geno DK aminorigsciy | i ace buvo
e mutacijos sekos pokytis . ..
pavadinimas aptiktos mutacijos
. S. cerevisiae sec59-1
1 GGL TGG1GGT W332G (Orlowski et al. 2007)
. K. lactis MD2/1-9
2 WSL GGATCA 64075 (Ziogiene et al. 2019)
. S. cerevisiae sec59-1
3 WGLD GOT 1 GAT G420D (Shridas ir Waechter 2006)
: K. lactis MD2/1-9
4 WGS CTATTCA L4215 (Ziogiene et al. 2019)
GGA | TCA ir . K. lactis MD2/1-9
> WSS CTA 1 TCA G407S Ir L4215 (Ziogiene et al. 2019)
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3.1.1 pFG-SnrSC-TARGS59 ir pJET-SEC59-WGLD plazmidZiy konstravimas ir donorinés
DNR paruoSimas

Norint jvesti G420D aminortigsciy pokytj koduojancia mutacija i laukinio tipo mieliy
S. cerevisiae BY4741 kamieno SEC59 geng pirmiausia buvo sukonstruotos pFG-SnrSC-
TARGS59 ir pJET-SEC59-WGLD plazmidés.

pPFG-SnrSC-TARGSS59 mieliy raiskos vektorius, turintis SEC59 geno taikiniui specifing
CRISPR-Cas9 sistemos gido RNR (gRNR) koduojantj fragmenta, buvo sukonstruotas naudojant
PFG-SnrSC plazmide (Zr. 2.2). Sis mieliy raigkos vektorius turi S. cerevisiae SNR52 RNR
promotoriaus ir SUP4 terminatoriaus kontroliuojamg gRNR geng, sudaryta i$ suliety CRISPR-
RNR (crRNR) ir trans-aktyvuojan¢ig CRISPR-RNR (tracrRNR) koduojanéiy seky (Burdulis,
2020). gRNR raiskos kasetéje vietoje taikinio DNR komplementarios sekos yra trumpa DNR
seka su Aarl RE atpazinimo taikiniais, kuri yra i§kerpama i$ plazmidés po hidrolizés $ia RE ir
tuomet  plazmide galima jklonuoti norimam taikiniui specifing RNR koduojancig seka (3.1
pav.). pFG-SnrSC plazmidé buvo hidrolizuota Aarl RE, vektorius apvalytas nuo hidrolizés
reakcijos misinio komponenty, o véliau, atlickant DNR susiuvimo reakcija, i linijing plazmide
buvo jklonuotas SEC59 geno taikiniui specifing gRNR koduojantis 20 bp ilgio fragmentas (zr.
2.3), gautas hibridizuojant G420D-TARGL1 ir G420D-TARG2 pradmenis (Zr. 2.1 ir 2.2 lentele).
Véliau DNR susiuvimo misinys buvo transformuotas j kompetentines E. coli bakterijas (zr. 2.5)
ir desimt uzaugusiy bakterijy klony buvo patikrinti atliekant bakterijy kolonijy PGR su
DreamTaq polimeraze ir G420D-TARG2 — ScSnr52-Pr pradmeny pora (zr. 2.4). G420D-TARG2
pradmuo prisilydo prie taikinio sekai komplementarios gRNR dalies, tod¢l PGR reakcija gal¢jo
vykti tik mégintuveliuose, kuriuose tirti bakterijy klonai turé¢jo pFG-SnrSC plazmide su
iklonuotu SEC59 geno taikiniui specifing gRNR koduojanciu fragmentu. PGR rezultaty analizé
parodé, kad visi tirti bakterijy klonai turéjo pFG-SnrSC-TARGS59 plazmide su jklonuotu
taikinio sekai komplementariu fragmentu. Tai patvirtino ir i$ keliy bakterijy klony i$skirty

plazmidziy (zr. 2.5) sekoskaitos, naudojant ScSnr52-Pr pradmenj, rezultatai.
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Aarl Aarl

SNR52 |—* SUP4

Aarl Aarl l Hidrolizé Aarl RE

SEC59 geno taikiniui specifing
RNR koduocjantis fragmentas

SNR52 SUP4

DNR susiuvimasl

SNR52 SUP4

3.1 pav. SECH59 taikiniui specifinés gRNR raiSkos kasetés konstravimo schema

S. cerevisiae SNR52 RNR promotoriaus ir SUP4 terminatoriaus (pazyméta mélynai)
kontroliuojamame gRNR gene, sudarytame i§ ctrRNR ir tractrRNR koduojanciy seky
(pazyméta geltonai) esantis DNR fragmentas (pazymétas pilkai) yra iSkerpamas po hidrolizés
Aarl RE (kirpimo vietos pazymétos raudonai). Po hidrolizés j gRNR geng jklonuojama SEC59
taikiniui specifing RNR koduojanti gRNR dalis (pazyméta juoda rodykle).

WGLD mutanty konstravimui naudota donoriné DNR buvo paruosta j SEC59 geno seka,
esancig pJET-SEC59 vektoriuje (zr. 2.2), jvedus G420D aminortigs¢iy pokytj koduojancia
mutacija ir tylin¢ig PAM sekos mutacija PGR pagalba. Mutagenezei buvo naudojama auksto
tikslumo Phusion High-Fidelity polimerazé bei G420D-D ir G420D-R pradmenys (zr. 2.4),
turintys j SEC59 geng norimas jvesti mutacijas ir Aarl RE atpazinimo sekas savo galuose. Po
PGR atlikus elektroforeze 0,8 % agarozes gelyje, i§frakcionuoti ~5 kb ilgio PGR produktai buvo
iSgryninti i§ gelio ir hidrolizuoti Aarl RE, o po hidrolizés reakcijos nuo fermenty apvalyti
linijiniai DNR fragmentai buvo susiiti j zieding DNR molekulg ir transformuoti j E. coli
bakterijas (zZr. 2.3 ir 2.5). Padauginty plazmidziy galuose su pradmenimis jvestos Aarl RE
atpazinimo sekos po hidrolizés Sia RE yra nukerpamos, o susidare komplementaris lipniis galai
leidzia po DNR susiuvimo reakcijos atstatyti mutantinio sec59 geno sekos integraluma ties
jvestomis mutacijomis (3.2 pav.). Norint patvirtinti, kad sukonstruotose plazmidése esanciuose
DK geno fragmentuose buvo jvesta G420D aminoriig§¢iy pokyt] koduojanti mutacija ir PAM
sekos mutacija buvo atlikta atrinkty plazmidziy sekoskaita su ScS59-D4 pradmeniu (zr. 2.1

lentelg).
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Aarl mPAM

A CACCTGCGGATTGGGAATTGGTGATT TAG G420D-D
G420

GGT

CCa GGA
™
G420D-R TTAC  GATTATCCTAACCCTTAACGTCCAC PAM
G420D Aarl PGRl
G4f0D ATI Afrl
GAT TGGGAATTGCAGGTG CACCTGCGGAT
CTA TTAACGTCCAC GTGGACGCCTAACCC GTG
Aarl Aarl mPAM
Hidrolizé Aarl RE
G420D DNR susiuvimas
GAT
CTA GTG

mPAM

3.2 pav. G420D aminoriigsciy pokyti koduojancios ir PAM sekos mutacijy jvedimo j
SEC59 geng pJET-SECS9 plazmidéje schema

A - naudojant pJET-SEC59 plazmide su laukinio tipo SEC59 genu (pazyméta geltonai,
raudonai pazymétas G420 aminoriigst] koduojantis kodonas ir PAM seka) buvo atlikta PGR su
G420D-D ir G420D-R pradmenimis, turin¢iais Aarl RE atpazinimo sekas (pazyméta mélynai)
ir PAM sekos bei G420D aminoriig§¢iy pokytj koduojancias mutacijas (MPAM ir G420D
atitinkamai, pazyméta mélynomis rodyklémis). B - po PGR reakcijos gauti produktai buvo
hidrolizuojami Aarl RE, kuri nukerpa DNR fragmenty galuose esanc¢ius Aarl atpazinimo
taikinius (Aarl RE kirpimo vietos paZymétos melynai, nukerpamos DNR fragmenty dalys —
raudonai). C — PGR produktai lipniais galais buvo susiiti j zieding DNR molekule,
sukonstruojama pJET-SEC59-WGLD plazmidé su G420D aminortig§¢iy pokyti koduojancia ir
PAM sekos mutacija DK geno sekoje.

Donoriné DNR buvo susintetinta po PGR su auksto tikslumo Phusion High Fidelity
polimeraze ir ScS59-D3 — ScS59-R1 pradmeny pora, kaip matricg naudojant sukonstruotg pJET-
SEC59-WGLD plazmidg (zr. 2.4). PGR budu padaugintas 1,2 kb fragmentas, apimantis sec59
geno dalj su jvestomis mutacijomis, bei DK geno terminatoriy, buvo apvalytas nuo PGR

reakcijos komponenty (zr. 2.4) ir naudojamas tolimesniuose eksperimentuose.

3.1.2 Mieliy transformacija ir WGLD mutanty atranka
Mieliy S. cerevisiae mutantai, turintys G420D aminortigs¢iy pokyti koduojancig mutacija
DK geno sekoje, buvo sukonstruoti naudojant CRISPR-Cas9 sistema. Pirmiausia laukinio tipo

BY4741 kamieno mieliy lastelés buvo transformuotos pFG-SnrSC-TARGS59 plazmide su
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gRNR raiskos kasete, 0 mieliy transformantai atrinkti ant YEPD terpés su formaldehidu. Véliau
uzaugusios mielés buvo transformuotos pKDSU-PGK1-Cas9 plazmide su Cas9 endonukleazés
raiskos kasete (zr. 2.2) ir sec59 geno donorinés DNR fragmentu su jvestomis PAM sekos ir
G420D aminorigscéiy pokyti koduojanciomis mutacijomis, 0 transformantai atrinkti ant mieliy
mitybinés terpés be uracilo (zr. 2.6). Buvo tikimasi, kad gRNR nukreipus Cas9 endonukleaze
prie SEC59 geno taikinio, fermento padarytas dvigrandis DNR triikis bus uztaisytas homologinés
rekombinacijos btidu, kaip matricg naudojant kartu su plazmide transformuotg donorinés DNR
fragmenta (3.3 pav.). Jam pakeitus mieliy chromosomoje esantj SEC59 geno fragmenta,
pakartotiné hidrolizé Cas9 endonukleaze nebeturéty vykti dél kartu su G420D aminortigsciy

pokyti koduojancia mutacija jvestos PAM sekos mutacijos.

G4zoDl
SEC59-Pr
Sc859-D1 $c859-D4 Cas?9 kirpimo vieta ScS59-R2

3.3 pav. Laukinio tipo mieliy chromosomoje esan¢io SEC59 geno fragmento pakeitimo
donorinés DNR fragmentu schema

Cas9 endonukleazés kirpimo vietoje (paZyméta mélyna rodykle) atsirades dvigrandis DNR triikis
uztaisomas homologinés rekombinacinés reparacijos biidu, kurios metu mieliy chromosomoje
esantis SEC59 geno fragmentas pakei¢iamas donorinés DNR fragmentu su DK geno sekoje jvesta
G420D aminortgsciy pokyti koduojancia mutacija. Raudonomis rodyklémis pazymeéta pradmeny
pora (ScS59-D1 — ScS59-R2), naudojama WGLD mutanty sec59 geno fragmento padauginimui, o
mélyne rodykle — pradmuo naudojamas jo sekoskaitai (ScS59-D4).

WGLD mutantai buvo atrinkti jvertinus 47 ant selektyvios terpés uZaugusiy mieliy
transformanty jautruma tunikamicinui (zr. 2.11). Tunikamicinas inhibuoja Alg7p
glikoziltransferazés veikla ir DK mutantai yra jam jautresni nei laukinio tipo Igstelés. Tarp
patikrinty mieliy transformanty, 15 buvo jautriis tunikamicinui, 0 trijy tunikamicinui jautriy
klony DK geno fragmentas buvo padaugintas atlieckant PGR su auksto tikslumo Phusion High
Fidelity DNR polimeraze ir ScS59-D1 — ScS59-R2 pradmeny pora bei atlikta jo sekoskaita su
ScS59-D4 pradmeniu (zr. 2.4 ir 3.3 pav.). [Sanalizavus sekoskaitos duomenis nustatyta, kad tik
vieno i$ trijy patikrinty klony DK geno sekoje buvo jvesta mutacija, koduojanti G420D
aminoriigs§¢iy pokyti. Véliau is Sio mieliy klono buvo pasalintos transformuotos plazmidés (zr.

2.7), o sukonstruotas WGLD mieliy kamienas buvo naudojamas tolimesniuose tyrimuose.
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3.2 CPY glikozilinimo efektyvumo analizé mieliy S. cerevisiae DK mutantuose

I laukinio tipo mieliy SEC59 geng jvesty mutacijy jtaka S. cerevisiae baltymy
glikozilinimo efektyvumui buvo jvertinta imunoblotingo metodu analizuojant mieliy vakuolinés
CPY glikozilinimo efektyvuma laukinio tipo BY4741 kamieno ir GGL, WSL, WGLD, WGS bei
WSS mutanty, auginty 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose, lgsteliy lizaty méginiuose (zr. 2.8 ir
2.10). Glikozilinimo metu prie baltymy prijungti glikanai zenkliai padidina jy molekuling mase,
tod¢l pilnai ir nepilnai glikozilintus baltymus galima atskirti pagal dydj, iSfrakcionavus juos
atliekant baltymy elektroforezg poliakrilamido gelyje denattiruojanciomis salygomis
(NDS-PAGE, 3.4 pav.).

[Sanalizavus imunoblotingo rezultatus buvo pastebéta, kad WGLD ir WSS mutanty CPY
glikozilinimo efektyvumas tik nezymiai sumazéjo 24°C temperattiroje taciau buvo smarkiai
paveiktas aukstesnése 30°C ir 34°C temperattrose. Nedidelis CPY glikozilinimo efektyvumo
sumazéjimas buvo stebimas ir GGL mutante, o WSL bei WGS mutanty CPY glikozilinimas
nesiskyré nuo laukinio tipo BY4741 lasteliy.

BY4741 GGL WSL WGLD WGS WSS M kDa

24°C
W -100
-
CPY- -a—ﬂ—*
ngCPY- 55
30°C ¥
+ -100
.
. 70
CPY. i e o <— — — " *
ngCPY- 55
34°C
- 100
-70
CPY-
ngCPY- TS — — 4
-55

3.4 pav. CPY glikozilinimo efektyvumo analizé S. cerevisiae sec59 mutantuose
imunoblotingo metodu

Takeliuose: laukinio tipo kamieno BY4741 ir GGL, WSL, WGLD, WGS bei WSS mutanty,
auginty 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose, lasteliy lizaty méginiai. M — baltymy molekulinés
masés standartas, kairéje pazyméta pilnai (CPY) ir nepilnai (ngCPY) glikozilinta CPY.
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3.3 DK mutanty jautrumo tunikamicinui ir CFW jvertinimas

Mieliy jautrumas tunikamicinui yra susij¢s su N-glikozilinimo sutrikimais, o jautrumas
CFW rodo mieliy lastelés sienelés struktiiros pokycius, kadangi CFW prisijungia prie lastelés
sieneléje esancio chitino, todél DK mutanty augimo pokyciai terpése su tunikamicinu ir CFW

skirtingose temperattrose leidzia jvertinti tiriamy mutacijy poveikj mieléms (3.5 pav.; zr. 2.11).

24°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW
BY4741 \ 5

GGL
WSL
WGLD
WGS
WSS

30°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW

BY4741 &
GGL
WSL

WGLD

WGS

WSS

34°C YEPD

YEPD + CFW

. e

BY4741

.

GGL
WSL
WGLD
WGS
WSS

3.5 pav. S. cerevisiae sec59 mutanty jautrumo tunikamicinui ir CFW analizé

Laukinio tipo kamieno BY4741 ir GGL, WSL, WGLD, WGS bei WSS mutanty augimo
skirtumai, auginant mieles 24°C, 30°C ir 34°C laipsniy temperattirose ant YEPD terpés, YEPD
terpés su tunikamicinu, ir YEPD terpés su CFW.
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UZauginus mieles ant YEPD terpés be nuody 24°C, 30°C ir 34°C laipsniy temperatiirose
buvo pastebéta, kad GGL, WSL ir WGS mutantai visose tirtose temperatiirose augo taip pat
gerai, kaip ir laukinio tipo BY4741 kamieno lastelés. Tiek WGLD, tieck WSS mutantai Zenkliai
blogiau augo tik 34°C temperatiiroje, 0 Zemesnése 24°C ir 30°C laipsniy temperatiirose jy augimas
buvo nepakitgs.

Tiriant sukonstruoty mieliy mutanty jautrumg tunikamicinui ir CFW buvo pastebéta, kad
nei WSL, nei WGS mutanty jautrumas Siems junginiams nebuvo padidéjes 24°C ir 30°C laipsniy
temperattirose, ta¢iau WSL mutantas blogiau nei laukinio tipo lastelés augo 34°C temperatiroje, jei
terpéje buvo tunikamicino. Sukonstruotas WGLD mutantas buvo nejautrus nei tunikamicinui, nei
CFW 24°C temperatiiroje, taciau aukStesnése temperatiirose jO jautrumas Siems junginiams
zenkliai padidéjo, kaip ir GGL kamieno. Tuo tarpu WSS mutantas buvo jautrus ir tunikamicinui,

ir CFW visose tirtose temperatiirose.

3.4 Glikozilinimo sutrikimy poveikio rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumui
mielése S. cerevisiae tyrimai

Siekiant daugiau suzinoti apie glikozilinimo pokyc¢iy poveikj baltymy sekrecijos
efektyvumui, mielése S. cerevisiae buvo istirtas trijy modeliniy rekombinantiniy baltymy —
kreveciy sarkoplazmos Ca prisijungianc¢io Pen-m4 baltymo, mieliy S. cerevisiae KEX2
peptidazés ir B. amyloliquefaciens a-amilazés sekrecijos efektyvumas. Rekombinantiniy baltymy
sekrecijos efektyvumo pokyciai buvo jvertinti sukonstruotuose sec59 mutantuose ir taip pat
pirmame glikozilinimo ET etape dalyvaujancias glikoziltransferazes koduojanciy neesminiy
geny mieliy nuliniuose mutantuose: dalg3, Aalg5, Aalg6, Aalg8, Aalg9 ir Aalgl?2 bei Aost5
mutante, kuriame isaktyvintas OST5 genas, koduojantis OST komplekso subvienetg.

CPY glikozilinimo efektyvumo analizé imunoblotingo metodu (zr. 2.8 ir 2.10) dalg
mutanty, auginty 24°C, 30°C ir 34°C laipsniy temperatiirose, lasteliy lizaty méginiuose parodé, kad
nepriklausomai nuo auginimo temperatiiros, CPY glikozilinimo efektyvumas Siuose mutantuose,
kaip ir kai kuriuose sec59 mutantuose, buvo Zenkliai pakitgs. Tuo tarpu OST5 geno nuliniuose
mutantuose CPY glikozilinimo efektyvumas buvo panasus j laukinio tipo BY4741 kamieno ir

nezymiai pablogéjo tik 24°C temperatiiroje (3.6 pav.).
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BY4741 alg3 algb alg6 alg8 alg9 alg12 osts M kDa

24°C ?‘ PRI W Y
W 100
70
CPY- e
ngCPY- - . 55
30°C
w100
CPY- s -0
ngCPY- —— -
- 55
34°C
w100
70
CPY- s -
ngCPY-
B 55

3.6 pav. S. cerevisiae dalg ir Aost5 mutanty CPY glikozilinimo efektyvumo analizé
imunoblotingo metodu

Takeliuose: laukinio tipo kamieno BY4741 ir dalg3, Aalg5, Aalg6, Aalg8, Aalg9, Aalgl2 bei
Aost5 mutanty, auginty 24°C, 30°C ir 34°C temperatirose, lasteliy lizaty méginiai. M —
baltymy molekulinés masés standartas, kairéje pazyméta pilnai (CPY) ir nepilnai (ngCPY)
glikozilinta CPY.

3.4.1 Pen-m4 sekrecijos efektyvumo nustatymas

Pen-m4 baltymo sekrecijos efektyvumas mieliy sec59, dalg bei Adost5 mutanty
kamienuose buvo tiriamas juos transformavus pFG-PGK1-Pen4-His6 plazmide (Zr. 2.2) su
Pen-m4 baltymo raiSkos kasete. Atrinkti mieliy transformantai buvo auginti skystoje YEPD
terpéje su formaldehidu, 24°C, 30°C ir 34°C laipsniy temperatiirose, o mieliy auginimo terpés
méginiai iSanalizuoti PAA geliuose po NDS-PAGE. Taip pat buvo iSanalizuoti 30°C
temperattroje auginty laukinio tipo BY4741 kamieno, transformuoto pFG vektoriumi (neigiama
kontrolé) ir mieliy K. lactis CBS2359 laukinio tipo kamieno, transformuoto pFG-PGK1-Pen4-
His6 plazmide auginimo terpiy méginiai. Sec59 mutanty, auginty 30°C temperatiiroje, auginimo
terpiy méginiai buvo papildomai iSanalizuoti ir atliekant imunoblotinga, norint nustatyti, kurios

PAA geliuose matomos juostelés yra mieliy Igsteliy iSsekretuoti Pen-m4 baltymai. (zr. 2.9 ir
2.10).
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3.7 pav. Mieliy S. cerevisiae mutanty Pen-m4 sekrecijos efektyvumo analizé

Takeliuose: laukinio tipo BY4741 ir sec59, Aalg ir Aost5 mutanty, transformuoty pFG-PGK1-Pen4-
His6 plazmide ir auginty 24°C, 30°C bei 34°C temperatiirose, auginimo terpiy meéginiai, iSanalizuoti
PAA geliuose po NDS-PAGE (A) ir imunoblotingo (B) metodu. K — BY4741 kamieno,
transformuoto tus¢ia pFG plazmide ir auginto 30°C temperatiiroje auginimo terpés meginys, WG| —
mieliy K. lactis, transformuoty pFG-PGK1-Pen4-His6 plazmide ir auginty 30°C temperatiroje,
auginimo terpés méginys. M — baltymy molekulinés masés standartas.
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[$analizavus NDS-PAGE ir imunoblotingo rezultatus buvo pastebéta, kad S. cerevisiae
mieliy lgstelés sekretavo tiek neglikozilintg (~25 kDa), tiek ir glikozilintas (~30 ir ~40 kDa)
Pen-m4 formas, kai tuo tarpu K. lactis mielés sekretavo tik neglikozilintg Pen-m4 baltyma. Tarp
tirty DK mutanty GGL, WGLD ir WSS kamieny lastelés geriausiai sekretavo Pen-m4 baltyma
visose tirtose temperatiirose, bet ypa¢ 30°C temperatiiroje. Sie mutantai vieninteliai sekretavo
neglikozilintg Pen-m4 baltyma 24°C temperatiiroje, o ir glikozilinto Pen-m4 (~40 kDa) kiekis
Siuose mutantuose buvo padidéjes. Efektyviausia Pen-m4 sekrecija tarp visy tirty 4alg mutanty
pasizyméjo Adalg5, Aalg6, Aalg8 ir Aalg9 mutantai, o mielés su pasalintu OST5 genu Pen-m4
sekretavo panasiai, kaip ir laukinio tipo lastelés. Tiek sec59, tiek Aalg bei Aost5 mutanty, ir net
laukinio tipo lgsteliy, augusiy 34°C temperatiiroje, auginimo terpiy meginiuose beveik nebuvo

aptinkama labiausiai glikozilinta Pen4 baltymo forma (3.7 pav.).

3.4.3 Rekombinantinés KEX?2 peptidazés sekrecijos efektyvumo analizé

Mieliy S. cerevisiae sech9, dalg bei Aost5 mutanty, transformuoty pFG-TDH2-Kex2-
His6 plazmide su rekombinantinés KEX2 peptidazés genu (zr. 2.2) ir auginty 24°C, 30°C ir 34°C
temperatiirose, auginimo terpiy méginiai buvo panaudoti KEX2 peptidazes sekrecijos
efektyvumo tyrimui imunoblotingo metodu (zr. 2.9 ir 2.10).

[Sanalizavus imunoblotingo rezultatus pastebéta, kad efektyviausia KEX2 peptidazes
sekrecija vyko 24°C temperatiiroje ir tirty DK geno mutanty grupéje geriausiai baltyma
sekretavo dvigubas WSS mutantas, nors GGL ir WGLD mutantai taip pat pasiZzymejo didesniu
KEX2 peptidazés sekrecijos efektyvumu nei tévinis BY4741 kamienas ir WSL bei WGS
mutantai. KEX2 peptidazés sekrecijos skirtumai 4alg mutantuose labiausiai pasireiské 34°C
temperatiiroje, 0 ypac efektyviai KEX2 peptidaze sekretavo mieliy kamienai su pasalintais
AGLS5, ALG9 ir ALG12 genais, kai tuo tarpu dost5 mutanto KEX2 peptidazés sekrecijos

efektyvumas buvo panasus j laukinio tipo lasteliy (3.8 pav.).
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3.8 pav. KEX2 peptidazés sekrecijos efektyvumo analizé mieliy S. cerevisiae secb9, dalg ir
Aost5 mutantuose imunoblotingo metodu

Takeliuose: laukinio tipo BY4741 ir mutanty, transformuoty pFG-TDH2-Kex2-His6 plazmide ir
auginty 24°C, 30°C bei 34°C temperatiirose, auginimo terpiy méginiai. M — baltymy molekulinés
masés standartas ,,PageRuler Prestained Protein Ladder. Kair¢je pazyméta KEX2 peptidazés
molekuliné masé.

3.4.4 o-amilazés sekrecijos efektyvumo jvertinimas

a-amilazés sekrecijos efektyvumas mieliy mutantuose buvo jvertintas transformavus
mieles pFX7-Amy plazmide su bakterinés a-amilazés raiskos kasete (Zr. 2.2), 0 atrinktus
transformantus uzauginus 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose. Tuomet mieliy auginimo terpés
meéginiai buvo sumaisyti su 2 % krakmolo tirpalu, o po inkubacijos 37°C temperattiroje — Su
kalio jodido tirpalu. ISmatavus gauto miSinio OT 660 nm bangos ilgio Sviesoje mieliy kamieny

a-amilazés sekrecijos efektyvumas buvo jvertintas pagal kontrolinio BY4741 kamieno

a-amilazés sekrecijos lygj 30°C temperatiiroje, kuris buvo prilygintas 100 % (zr. 2.12, 3.9 pav.).
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3.9 pav. Mieliy S. cerevisiae mutanty a-amilazés sekrecijos efektyvumo tyrimo rezultatai
Mieliy S. cerevisiae mutanty, transformuoty pFX7-Amy plazmide, a-amilazés sekrecijos
efektyvumas apskaiciuotas tiriant mieliy auginimo terpéje esancio krakmolo suskaidymo lyg;.
Sekrecijos efektyvumas, iSreikstas procentais, pavaizduotas diagramos Y asSyje, kontrolinio
BY4741 kamieno sekrecijos efektyvumas 30°C temperatiiroje prilygintas 100 %. Stulpeliy
spalvos Zymi a-amilazés sekrecijos efektyvuma 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose.

I$analizavus gautus rezultatus buvo pastebéta, kad a-amilazés sekrecijos efektyvumas
24°C temperatiiroje buvo labai padidéjes ir panasus ne tik visuose tirtuose mutantuose, bet ir
laukinio tipo BY4741 kamiene. Tuo tarpu 30°C ir 34°C temperatiirose visi tirti 4alg, bet ne
Aost5 mutantai a-amilaze sekretavo ~1,5-2,5 karto efektyviau nei laukinio tipo kamieno Igstelés.
Tarp tirty DK mutanty, GGL kamiene a-amilazés sekrecijos efektyvumas buvo mazdaug 1,5
karto didesnis nei laukinio tipo Igsteliy, 0 WSS ir WGLD mutantuose 34°C temperatiiroje jis
padidéjo net iki 2,5 karto. WGS ir WSL mutantuose a-amilazés sekrecijos efektyvumas visose

temperatirose mazai skyrési nuo tévinio BY4741 kamieno.
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3.5 DK E319K mutacijos jtakos mieliy S. cerevisiae glikozilinimui tyrimai

Tiriant a-amilazés sekrecijos efektyvumg keliuose WSS mutanty klonuose,
transformuotuose pFX7-Amy plazmide, buvo pastebéta, kad jis stipriai skyrési tarp tirty
transformanty (3.10 pav., A). WSS-1 ir WSS-3 klonai 30°C temperatiiroje pasizyméjo tik
nezymiai efektyvesne a-amilazés sekrecija, nei BY4741 kamieno Igstelés, kai tuo tarpu WSS-2 ir
WSS-4 Kklonai, kaip ir jprasta Siems mutantams, a-amilaze sekretavo dvigubai efektyviau, nei
laukinio tipo kamieno Igstelés. Pastebéjus a-amilazés sekrecijos efektyvumo pokycius,
imunoblotingo metodu buvo istirtas $iy klony CPY glikozilinimo efektyvumas 34°C
temperaturoje. ISanalizavus imunoblotingo rezultatus pastebéta, kad WSS-1 ir WSS-3 klonuose
CPY buvo glikozilinama efektyviau, nei WSS-2 bei WSS-4 klonuose (3.10 pav., B).
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3.10 pav. Mieliy S. cerevisiae WSS mutanty klonuy a-amilazés sekrecijos ir CPY glikozilinimo
efektyvumo analizé

A - mieliy S. cerevisiae WSS mutanty klony, transformuoty pFX7-Amy plazmide, a-amilazés
sekrecijos efektyvumas 30°C temperatiiroje, apskai¢iuotas tiriant mieliy auginimo terp¢je esancio
krakmolo suskaidymo lygj. Sekrecijos efektyvumas, iSreikStas procentais, pavaizduotas diagramos
Y aSyje, kontrolinio BY4741 kamieno sekrecijos efektyvumas 30°C temperaturoje prilygintas

100 %. B - mieliy S. cerevisiae WSS mutanty klony, transformuoty pFX7-Amy plazmide, CPY
glikozilinimo efektyvumo tyrimas imunoblotingo metodu. Takeliuose — WSS-1, WSS-2, WSS-3 ir
WSS-4 klony, auginty 34°C temperatiiroje, lasteliy lizaty méginiai. M — baltymy molekulinés
masés standartas, kairéje pazyméta pilnai (CPY) ir nepilnai (ngCPY) glikozilinta CPY.

[tariant, kad a-amilazés sekrecijos ir CPY glikozilinimo efektyvumo pokycius galéjo
nulemti tirty WSS klony DK gene atsiradusios spontaninés reversinés ar supresorinés mutacijos,
ju DK geno fragmentas buvo padaugintas PGR biidu naudojant ScS59-D1 — ScS59-R1 pradmeny
pora ir nusekvenuotas naudojant ScS59-ATG ir ScS59-D4 pradmenis (Zr. 2.4). ISanalizavus
sekoskaitos rezultatus buvo pastebéta, kad nors WSS-1 ir WSS-3 klony DK gene isliko

mutacijos, koduojan¢ios G407S ir L421S aminortigs¢iy pokycius, abu Sie klonai turéjo
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papildomg mutacijg, koduojan¢ig E319K aminortgsciy pokytj (GAG -> AAG), kai tuo tarpu
WSS-2 ir WSS-4 mutanty DK genai turéjo tik G407S ir L421S aminortigséiy pokyc¢ius
koduojanc¢ias mutacijas.

I8analizavus sumodeliuotg mieliy S. cerevisiae DK struktiirg (AlphaFold modelio ID:
AF-P20048-F1) buvo pastebéta, kad nors G407 ir L421 aminortgstys, kuriy mutacijos
aptinkamos WSS mutante, erdvinéje baltymo struktiiroje yra iSsidésciusios visiSkai $alia viena
kitos, E319 aminoriigstis yra smarkiai nuo jy nutolusi erdvéje. Visgi, baltymo spiralés, kurioje
yra E319K mutacija, pozicija neleidzia atmesti prielaidos, kad 319 aminortigstis gali priartéti prie

407 ir 421 aminorags¢iy baltymo spiraliy judéjimo metu (3.11 pav.).

3.11 pav. S. cerevisiae DK erdvinés struktiiros modelis

WSS mutantuose pasikeic¢ia raudonai nuspalvintos G407 ir L421 aminoriigstys, o §io mutanto
klonuose (WSS-1 ir WSS-3) aptinkama zaliai nuspalvinta supresoriné E319K mutacija. DK
modelio ID: AF-P20048-F1, baltymo struktiiros vizualizavimui naudota UCSF Chimera
programa

3.5.1 E319K aminoriigs¢iy pokyti koduojancios mutacijos jvedimas j BY4741 ir WSS
kamieny DK gena

Norint jsitikinti, kad a-amilazés sekrecijos ir CPY glikozilinimo efektyvumo poky¢ius
WSS-1 ir WSS-3 klonuose sglygojo DK E319K mutacija, $j aminortgs¢iy pokytj koduojanti
mutacija buvo jvesta j mieliy S. cerevisiae BY4741 ir WSS kamienus. Tam pirmiausia buvo
sukonstruota pJET-SEC59-K plazmidé su sec59 geno fragmentu, turin¢iu E319K aminoriigsciy

pokyti koduojancig mutacijg ir pJET-SEC59-WSSK plazmidé su sec59 geno fragmentu, turin¢iu

57



E319K, G407S ir L421S aminortigs¢iy pokyc¢ius koduojancias mutacijas.

pJET-SEC59-WSSK plazmidé buvo sukonstruota j pJET1.2/blunt (zr. 2.2) vektoriy
iklonuojant WSS-1 klono DK geno fragmenta, padaugintg naudojant PGR su ScS59-D1 —
ScS59-R1 pradmeny pora (zr. 2.3 ir 2.4). Sekoskaitos biidu patikrinus sukonstruotas plazmides
buvo patvirtinta, kad j jas buvo jklonuotas sec59 genas su E319K, G407S ir L421S aminorugséiy
poky¢ius koduojan¢iomis mutacijomis, bei D392 aminoriigst] koduojan¢iame kodone esancia
tylin¢ia PAM sekos mutacija, jvesta konstruojant WSS mutantus (Burdulis, 2020).

pJET-SEC59-K plazmidé buvo sukonstruota naudojant pJET-SEC59-WSSK vektoriy ir
pJET-SEC59-GGL plazmide (zr. 2.2), kuri buvo naudota mieliy S. cerevisiae GGL mutanty
konstravimui (Burdulis, 2020). pJET-SEC59-GGL plazmidéje esanciame sec59 gene yra jvesta
W332G aminortigsciy pokyti koduojanti mutacija ir tylinti PAM sekos mutacija D392
aminorfigstj koduojan¢iame kodone. Sios plazmidés turi du Kpn2I RE atpaZinimo taikinius —
vienas taikinys yra pJET1.2/blunt klonavimo vektoriaus daugybinio jklonavimo vietoje, pries
iklonuotg DK geng, o kitas — DK geno viduje, tarp 332 aminortigsties kodono ir PAM sekos
mutacijos. Sios plazmidés buvo hidrolizuotos Kpn2I RE, o hidrolizés reakcijos miginiai
i$frakcionuoti 0,8 % agarozés gelyje. Véliau i§ gelio iSgrynintas pJET-SEC59-WSSK plazmidéje
buves secb59 geno fragmentas su E319K aminoriig§éiy pokytj koduojan¢ia mutacija buvo susiitas
su pJET-SEC59-GGL plazmidés dalimi, turin¢ia DK geno fragmentg su PAM sekos mutacija ir
likusig pJET1.2/blunt klonavimo vektoriaus dalj (zr. 2.3, 3.12 pav.). DNR susiuvimo miSinys
buvo transformuotas j kompetentines E. coli bakterijas, o sekoskaitos biidu patikrinus i$
transformanty i$skirtas pJET-SEC59-K plazmides buvo jsitikinta, kad jose esan¢iame DK gene
buvo jvesta E319K aminoriig§¢iy pokytj koduojanti mutacija ir PAM sekos mutacija.

Norint sukonstruoti mieliy S. cerevisiae BY-K ir WSSK mutantus, turin¢ius E319K ir
E319K, G407S bei L4218 aminortigs¢iy pokycius koduojancias DK geno mutacijas atitinkamai,
laukinio tipo BY4741 kamieno lgstelés buvo transformuotos pFG-SnrSC-TARGS59-D392
2.2). Tuomet atrinkti mieliy transformantai buvo transformuoti pKDSU-PGK1-Cas9 plazmide ir
donorinés DNR fragmentu, gautu padauginant pJET-SEC59-K arba pJET-SEC59-WSSK
plazmidése esantj DK geno fragmentg atliekant PGR su ScS59-D3 — ScS59-R1 pradmeny pora
(zr. 2.4).
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3.12 pav. pJET-SEC59-K plazmidés konstravimo schema

pJET-SEC59-WSSK ir pJET-SEC59-GGL plazmidés buvo hidrolizuotos Kpn2I RE (RE
atpazinimo vietos paZymeétos raudonai). Po hidrolizés ir DNR elektroforezés i§ agarozes gelio
buvo iSgrynintas pJET-SEC59-WSSK plazmidés fragmentas, su DK geno dalimi, turincia
E319K aminortig§¢iy pokyti koduojancig mutacijg ir pJET-SEC59-GGL plazmidés
fragmentas, su DK geno dalimi, turin¢ia PAM sekos mutacija (mPAM) ir likusia pJET
vektoriaus dalimi. ISgryninti DNR fragmentai buvo susitti j pJET-SEC59-K plazmideg.

Kadangi nebuvo zinoma, kaip E319K aminortigs¢iy pokytj koduojanti mutacija paveiks
BY4741 ir WSS kamieny jautrumg tunikamicinui, buvo atrinkta po 10 Siy kamieny
transformanty, ir jy DK koduojantis geno fragmentas buvo padaugintas naudojant PGR su
ScS59-D1 — ScS59-R2 pradmeny pora (Zr. 2.4). Véliau gauti PGR produktai buvo hidrolizuoti
Eco47I RE (zr. 2.3). Sios RE atpazinimo seka, esanti DK gene, dingsta jvedus tylin¢ia PAM
sekos mutacijg D392 aminortigst] koduojanc¢iame kodone, taigi pagal PGR produkty ilgius po
hidrolizés galima nustatyti, kuriuose mieliy transformantuose yra homologinés rekombinacijos
metu jvesta PAM sekos mutacija. [vertinus restrikcinés analizés rezultatus buvo pastebéta, kad
PAM sekos mutacija turéjo 3 i$ 10 tirty mieliy klony transformuoty donorinés DNR fragmentu
su E319K DK mutacija ir 6 i§ 10 tirty klony transformuoty donorinés DNR fragmentu su E319K,
G407S bei L421S DK mutacijomis. Siy transformanty SEC59 geno fragmentai, padauginti
naudojant PGR su ScS59-D1 — ScS59-R2 pradmeny pora, buvo nusekvenuoti naudojant
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ScS59-D4 pradmen;. ISanalizavus sekoskaitos rezultatus nustatyta, kad buvo sukonstruotas

vienas BY-K mutantas ir trys WSSK mutantai, turintys E319K ir E319K, G407S bei L421S DK

mutacijas atitinkamai.

3.5.2 DK E319K mutacijos poveikio mieliy S. cerevisiae CPY glikozilinimui ir jautrumui

tunikamicinui bei CFW nustatymas

Ivedus E319K aminoraigséiy pokytj koduojanciag mutacija j mieliy S. cerevisiae BY4741

ir WSS kamieny DK gena, buvo jvertintas $ios mutacijos poveikis mieliy CPY glikozilinimui ir

jautrumui tunikamicinui bei CFW.

A i s B mesk w5 B 24°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW
.- W0 gy o Ko Xs
-
CPY- WSS
ngcPY. - Bk
n WSSK
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3.13 pav. S. cerevisiae DK geno mutanty CPY glikozilinimo efektyvumo ir jautrumo tunikamicinui

bei CFW tyrimas

A — CPY glikozilinimo efektyvumo tyrimas imunoblotingo metodu. Takeliuose: laukinio tipo kamieno
BY4741 ir WSS, BY-K bei WSSK mutanty, auginty 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose, lasteliy lizaty
méginiai. M — baltymy molekulinés maseés standartas, kair¢je paZyméta pilnai (CPY) ir nepilnai (ngCPY)
glikozilinta CPY. B - Laukinio tipo kamieno BY4741 ir WSS, BY-K bei WSSK mutanty augimo
skirtumai, auginant mieles 24°C, 30°C ir 34°C laipsniy temperatiirose ant YEPD terpés, YEPD terpés su

tunikamicinu, ir YEPD terpés su CFW.
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CPY glikozilinimo efektyvumo tyrimas sukonstruoty mieliy mutanty, auginty 24°C, 30°C
ir 34°C temperaturose, lgsteliy lizaty méginiuose parodé, kad WSSK mutante CPY glikozilinimo
efektyvumas dél DK E319K mutacijos padidéjo lyginant su WSS kamienu ir Sie glikozilinimo
poky¢iai tarp WSS ir WSSK mutanty ypac iSryskéjo 34°C temperatiiroje. Tuo tarpu BY-K
mutante DK E319K mutacija jokio poveikio neturéjo, nes BY-K mutantas CPY glikozilino taip
pat gerali, kaip ir laukinio tipo BY4741 kamieno lgstelés (3.13 pav., A).

Isanalizavus mieliy mutanty jautrumg temperatirai ir tunikamicinui bei CFW 24°C, 30°C
ir 34°C temperatiirose pasirod¢, kad j sec59 geng jvedus E319K aminortig§¢iy pokytj
koduojanc¢ig mutacija WSS mutanty atsparumas padidéjo (3.13 pav., B). WSSK mutantai,
skirtingai nei WSS mutantai, augo ant terpés su tunikamicinu 24°C ir Siek tiek 30°C, bet ne 34°C
temperatiiroje, buvo atspariis CFW visose tirtose temperattirose, 0 ant YEPD terpés be nuody

34°C temperatiiroje augo taip pat gerai, kaip ir laukinio tipo BY4741 kamieno lgstelés.

3.6 S. cerevisiae kamieny su K. lactis ir Zmogaus DK genais konstravimas

Nepaisant to, kad ET vykstantys glikozilinimo procesai yra panasiis visuose eukariotuose,
skirtingy organizmy DK gali jvairiai skirtis tarpusavyje. Nors mieliy K. lactis DK pasizymi gana
dideliu panasumu j mieliy S. cerevisiae DK (3.14 pav. A), zmogaus DK nuo jos smarkiai skiriasi
ir maziausiai panasios yra $iy baltymy N galo sekos (3.14 pav. B). Vienas i$ Sio darbo tiksly
buvo jvertinti, kaip K. lactis ir H. sapiens DK komplementuoja S. cerevisiae DK kinazés

funkcijas mielése su pasalinta jy DK.

A | | | S. cerevisiaeIDK | |
1 100 200 300 400 500
K. lactis DK
B S. cerevisiae DK
| | | | | |
1 100 200 300 400 500

H. sapiens DK

Alignment Scores  [l]<40 [40-50 [J50-80 ([E80-200 [ >=200

3.14 pav. Mieliy S. cerevisiae DK baltymo sekos palyginimo su mieliy K. lactis (A) ir
Zzmogaus (B) DK sekomis schema

Seky palyginimas atliktas naudojant BlastP jrankj, apacioje nurodytas seky panaSumo jverciy
Zymejimas.
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Tam buvo sukonstruoti mieliy S. cerevisiae BY-KL ir BY-HS kamienai, kuriuose,
naudojant CRISPR-Cas9 sistema, S. cerevisiae DK genas buvo pakeistas mieliy K. lactis ir
zmogaus DK koduojancias genais atitinkamai. Siekiant uztikrinti mieliy genomo redagavimo
efektyvuma, geny pakeitimui buvo naudojamos dvi gRNR molekulés, nukreipiancios Cas9
endonukleazg prie taikiniy, esanéiy $alia SEC59 geno ATG ir STOP kodony. Tam buvo
sukonstruota pFG-SnrSc-STOP plazmidé: | pFG-SnrSC vektoriy buvo jklonuotas SEC59 geno
taikiniui $alia STOP kodono komplementarig RNR sekg koduojantis fragmentas, gautas
hibridizuojant ScS59-STOP-TARGL1 ir ScS59-STOP-TARG?2 pradmenis (zr. 2.2 lentele ir 3.1.1).
Papildomai buvo sukonstruota pJET-SnrKI-ATG plazmidé: hibridizuojant ScS59-ATG-TARG1
ir ScS59-ATG-TARG?2 pradmenis gautas fragmentas, koduojantis $alia ATG kodono esan¢iam
SEC59 geno taikiniui specifing RNR sekg buvo jklonuotas j pJET-SnrKl plazmide. pJET-SnrKI
plazmidéje, kaip ir pFG-SnrSc plazmidéje, yra gRNR genas, sudarytas i$ suliety crRNR ir
tractRNR koduojanciy seky, tarp kuriy yra jklonuojama taikiniui specifing RNR koduojanti seka,
taciau $is gRNR genas yra reguliuojamas ne S. cerevisiae, o K. lactis SNR52 RNR promotoriaus
ir SUP4 terminatoriaus (zr. 2.2). Tuomet pJET-SnrKI-ATG plazmidé buvo hidrolizuota Bglll RE
ir 1§ jos iSkirptas ~500 bp fragmentas su gRNR raiskos kasete buvo iSgrynintas i§ agarozés gelio
ir ijklonuotas j pFG-SnrSc-STOP plazmidg, perkirpta Smal RE (Zr. 2. 3). Taip buvo
sukonstruotas pFG-TARGS59-ATG-STOP mieliy raiskos vektorius su raiskos kasetémis,
koduojanciomis SEC59 geno taikiniams Salia ATG ir STOP kodony specifines gRNR.
Taikiniams specifines RNR koduojan¢iy fragmenty jklonavimas j sukonstruotas plazmides buvo
patvirtintas nustatant plazmidziy nukleotidy sekas sekoskaitos btidu, naudojant ScSnr52-Pr ir
KISnr52-Pr pradmenis (zr. 2.1 ir 2.2 lentelg).

Genomo redagavimui reikalingy donorinés DNR fragmenty gamybai buvo naudojamos
pJET-S59PT-KL ir pJET-S59PT-HS plazmidés, turincios S. cerevisiae SEC59 promotoriaus ir
terminatoriaus kontroliuojamus K. lactis ir H. sapiens DK genus atitinkamai. DK koduojantys
genai nuo $iy plazmidziy buvo padauginti naudojant ScS59-D1 ir ScS59-R1 pradmeny porg ir
atliekant PGR su auksto tikslumo Phusion High Fidelity DNR polimeraze. Véliau PGR produktai
buvo apvalyti nuo PGR reakcijos misinio komponenty ir naudojami tolimesniuose
eksperimentuose.

Mieliy genomo redagavimas buvo atliekamas pirmiausia transformuojant S. cerevisiae

WSS kamieno kompetentines lgsteles pPFG-TARGS59-ATG-STOP plazmide, o atrinktus
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transformantus dar kartg transformuojant pK DSU-PGK1-Cas9 plazmide ir pagamintu donorinés
DNR fragmentu. Susintetinti donorinés DNR fragmentai savo galuose turéjo S. cerevisiae
genomui komplementarias SEC59 geno promotoriaus ir terminatoriaus sekas, kuriy pagalba
galéjo vykti homologiné rekombinacija ir po Cas9 hidrolizés S. cerevisiae DK geno fragmentas
buvo pakei¢iamas mieliy K. lactis arba zmogaus DK koduojancéiais fragmentais (3.15 pav.).
Mieliy S. cerevisiae kamienai su pakeistu DK genu buvo atrinkti jvertinant mieliy transformanty
jautrumg tunikamicinui (zr. 2.11). Buvo tikimasi, kad mieliy WSS mutantuose pakeitus sec59
gena, kurio mutacijos lemia mieliy jautruma tunikamicinui, S. cerevisiae kamienai taps jam
atsparts. Buvo pastebéta, kad i§ 57 ir 53 patikrinty mieliy klony, transformuoty donorinés DNR
fragmentu su mieliy K. lactis arba zmogaus DK koduojanciais genais, atitinkamai 21 ir 11 klony
buvo atspariis tunikamicinui. Atsitiktinai atrinkus po tris tunikamicinui atsparius mieliy klonus,
ju DK koduojantys fragmentai buvo padauginti atliekant PGR su ScS59-D1 — ScS59-R2
pradmenimis ir nusekvenuoti naudojant ScS59-R1 pradmenj. Buvo pastebéta, kad visuose
tirtuose tunikamicinui atspariuose klonuose S. cerevisiae DK genas buvo pakeistas mieliy K.

lactis arba zmogaus DK koduojanciais genais atitinkamai.

Cas9 kirpimo vieta Cas9 kirpimo vieta

SEC59-Pr SEC59-Ter

v

A A
SEC59-Pr K. lactis DK SEC59-Ter

SEC59-Pr SEC59-Ter

3.15 pav. WSS mutanty chromosomoje esanc¢io sec59 geno pakeitimo donorinés DNR
fragmentais, turin¢iais mieliy K. lactis arba Zzmogaus DK koduojancius genus schema
Cas9 endonukleazés kirpimo vietose Salia DK geno ATG ir STOP kodony (paZyméta
melynomis rodyklémis) atsirade dvigrandZiai DNR triikiai uztaisomi homologinés
rekombinacijos buidu. Jos metu mieliy chromosomoje esantis sec59 geno fragmentas
pakeic¢iamas donorinés DNR fragmentu su mieliy K. lactis arba Zmogaus DK koduojanciais
genais (pazyméta zaliai). Homologiné rekombinacija vyksta per donorinés DNR fragmentuose
esancias SEC59 geno promotoriaus ir terminatoriaus sekas (pazyméta mélynai).
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3.6.1 CPY glikozilinimo efektyvumo ir jautrumo CFW bei tunikamicinui nustatymas
S. cerevisiae kamienuose su pakeistais DK genais
Mieliy S. cerevisiae kamieny su pakeistais DK genais CPY glikozilinimo efektyvumas
24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose buvo jvertintas naudojant imunoblotingo metoda. Buvo
pastebéta, kad mieliy kamienai, turintys K. lactis arba zmogaus DK gena, Visose tirtose
temperatiirose glikozilino CPY taip pat gerai, kaip ir laukinio tipo BY4741 lastelés (3.16 pav. A).
Mieliy kamieny su pakeistais DK genais jautrumo tunikamicinui ir CFW tyrimas parodé, kad
WSS mutantui budingas jautrumas tunikamicinui, rodantis glikozilinimo sutrikimus ir jautrumas
CFW, rodantis lIgstelés struktiiros poky¢ius, nepasireiské mieléms su K. lactis arba Zzmogaus DK
genais, jos augo taip pat gerai, kaip ir laukinio tipo BY4741 lastelés (3.16 pav. B). Reiskia, nezitirint
dalinés homologijos tarp DK sekuy, tiek K. lactis, tiek ir zmogaus DK gal¢jo pilnai komplementuoti
S. cerevisiae DK trikuma.

BY4741 WSS BY-KL BY-HS kDa B 24°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW
24°C BY4741 0 & "
- -100
WSS
-70
CPY- BY-KL

-55 BY-HS

30°C H — H 8 . 100  Bvem

-70 Wss
P W o . —
ngCPY- - - -55 BY-KL
BY-HS
34°C ¥
— 100 BY4741
-— -
.70 wss
CPY- - T ——
ngCPY- - : 55 BY-KL

BY-HS

3.16 pav. S. cerevisiae kamieny su pakeistais DK genais CPY glikozilinimo efektyvumo ir jautrumo
tunikamicinui bei CFW tyrimy rezultatai

A — CPY glikozilinimo efektyvumo tyrimas imunoblotingo metodu. Takeliuose: laukinio tipo BY4741
kamieno, S. cerevisiae WSS mutanto ir S. cerevisiae kamieny, su pakeistais K. lactis arba zmogaus DK
genais (BY-KL ir BY-HS atitinkamai), auginty 24°C, 30°C ir 34°C temperattrose lasteliy lizaty
méginiai. M — baltymy molekulinés masés standartas. Kairéje pazyméta pilnai (CPY) ir nepilnai
(ngCPY) glikozilinta CPY. B — jautrumo tunikamicinui ir CFW tyrimas. Laukinio tipo kamieno
BY4741, S. cerevisiae WSS mutanto ir S. cerevisiae kamieny, su pakeistais K. lactis arba Zzmogaus DK
genais (BY-KL ir BY-HS atitinkamai), augimo skirtumai jvertinti auginant mieles ant YEPD terpés,
YEPD terpés su tunikamicinu ir YEPD terpés su CFW 24°C, 30°C ir 34°C temperatiirose.
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3.7 Zmogaus DK mutacijy tyrimas mielése S. cerevisiae

Aptiktos zmogaus DK koduojan¢io DOLK geno mutacijos (1.1. lentel¢) buvo susietos su
jvairiais vystymosi sutrikimais naujagimiuose, o dalis $iy mutacijy buvo tirtos ir pasitelkus
mieliy S. cerevisiae sec59-1 mutanta. Sie tyrimai buvo atlikti transformuojant glikozilinimo
sutrikimais pasizymincius sglyginius mieliy S. cerevisiae sec59-1 mutantus plazmidémis su
mutantiniais DOLK genais ir stebint, ar transformantuose bus atstatytas sutrikusio glikozilinimo
fenotipas (Kranz et al., 2007, Lefeber et al., 2011). Sio darbo metu taip pat buvo siekiama
jvertinti DOLK geno mutacijy jtaka mieliy S. cerevisiae glikozilinimui, taciau tiriamos mutacijos
buvo jvestos | DOLK geng, esantj mieliy BY-HS kamiene, kuriame S. cerevisiae DK genas buvo

pakeistas zZmogaus DK genu.

3.7.1 C99S, W304C ir Y441S aminoriigsciy pokycius koduojanciy mutacijy jvedimas j
S. cerevisiae BY-HS kamieno DOLK gena

I mielése esantj DOLK geng, naudojant CRISPR-Cas9 sistema, buvo jvestos jau anksCiau
mielése tirtos C99S, W304C ir Y441S aminortigsciy pokyc¢ius koduojanc¢ios mutacijos. Tam
buvo sukonstruotos plazmidés su gRNR raiskos kasetémis ir su genomo redagavimui
naudojamais donorinés DNR fragmentais. Kadangi aminortigStys, kurias buvo norima pakeisti,
yra smarkiai nutolusios viena nuo kitos, kiekvienos mutacijos jvedimui buvo pasirinkti skirtingi
Cas9 endonukleazés taikiniai. pFG-SnrSC-C99S, pFG-SnrSc-W304C ir pFG-SnrSc-Y441S
plazmidés buvo sukonstruotos | pFG-SnrSc plazmidg atitinkamai jklonavus DOLK geno
taikiniams Salia C99, W304 ir Y441 aminoriig§¢iy komplementarius fragmentus, gautus
hibridizuojant C99S-TARG1 — C99S-TARG2, W304C-TARG1 — W304C-TARG2 ir Y441S-
TARGL1 - Y441S-TARG2 pradmeny poras (zr. 2.3, 2.4 ir 3.1.1) atitinkamai. Plazmidziy sekos
buvo nuskaitytos sekoskaitos biidu, naudojant ScSnr52-Pr pradmenj, norint jsitikinti, kad j
plazmides buvo jklonuoti taikiniams specifines RNR koduojantys fragmentai.

Plazmideés su genomo redagavimui naudojamais donorinés DNR fragmentais buvo
sukonstruotos j pJET-S59PT-HS plazmidéje (zr. 2.2) esantj DOLK geng jvedus PAM sekos ir
C99S, W304C ir Y441S aminoriig§¢iy pokycius koduojancias mutacijas, naudojant PGR su
C99S-D — C99S-R, W304C-D — W304C-R ir Y441S-D — Y441S-R (zr. 2.4) pradmeny poromis
atitinkamai (Zr. 2.4 ir 3.11). Tuomet sukonstruotos plazmidés buvo patikrintos sekoskaitos btidu,

naudojant DOLK-R1, DOLK-D1 ir DOLK-D3 pradmenis (Zr. 2.1 ir 2.2 lentelg), 0 DOLK geno
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donorinés DNR fragmentai su jvestomis mutacijomis buvo padauginti nuo patikrinty plazmidziy
atliekant PGR su ScS59-D1 — ScS59-R 1 pradmeny pora, apvalyti nuo reakcijos misinio
komponenty (zr. 2.4) ir naudojami tolimesniuose eksperimentuose.

Mieliy S. cerevisiae kamienai su mutacijomis DOLK koduojancioje sekoje buvo
sukonstruoti transformuojant mieliy BY-HS kamieng pFG-SnrSc-C99S, pFG-SnrSc-W304C ir
PFG-SnrSc-Y441S plazmidémis, o atrinktus mieliy transformantus dar kartg transformuojant
pKDSU-PGK1-Cas9 plazmide ir DOLK donorinés DNR fragmentu su C99S, W304C ir Y441S
aminoriigs§¢iy pokycius koduojanciomis mutacijomis atitinkamai. Kadangi nebuvo zZinoma, kaip
jvestos zmogaus DK mutacijos paveiks mieliy kamieny atsparumg tunikamicinui, o jvesti
nukleotidy pokyciai nepakeité gene esanciy RE atpazinimo viety, buvo atrinkta po 5 mieliy
transformanty klonus, kuriy DOLK koduojanti seka buvo padauginta atliekant PGR su ScS59-D1
ir ScS59-R2 pradmenimis, o PGR produkty sekos nustatytos sekoskaitos biidu su DOLK-R1,
DOLK-D1 ir DOLK-D3 pradmenimis. ISanalizavus sekoskaitos rezultatus buvo pastebéta, kad
naudojant CRISPR-Cas9 sistemg C99S, W304C ir Y441S aminortigs¢iy pokycius koduojancios

mutacijos buvo jvestos i 3, 2 ir 3 mieliy klonus atitinkamai.

3.7.2 Zmogaus DK C99S, W304C ir Y441S mutacijy jtakos mieliy CPY glikozilinimo bei
jautrumo tunikamicinui ir CFW jvertinimas

C99S, W304C ir Y441S Zmogaus DK mutacijy poveikis mieliy S. cerevisiae baltymy
glikozilinimui buvo tiriamas imunoblotingo metodu jvertinant CPY glikozilinimo efektyvuma
mieliy mutanty, auginty 30°C ir 37°C temperatirose, lgsteliy lizaty méginiuose. Tyrimo
rezultatai parodé, kad glikozilinimo sutrikimai mieliy mutantuose labiausiai iSryskéjo 37°C
temperatiiroje. Mutanty su W304C DK mutacija CPY glikozilino efektyvumas buvo mazesnis,
nei mutanty turiné¢iy C99S mutacija DK sekoje. Mutantai su Y441S aminoriigs¢iy pokytj
koduojancia mutacija DOLK sekoje 37°C temperatiiroje buvo paveikti labiausiai tarp tirty DK
mutanty ir taip pat glikozilino CPY blogiau nei BY-HS kamienas jau ir 30°C temperatiiroje
(3.17 pav. A).

Istyrus zmogaus DK mutacijy poveikj mieliy S. cerevisiae jautrumui tunikamicinui ir
CFW 30°C bei 37°C temperatiirose buvo pastebéta, kad DOLK mutacijos tik nezymiai padidino
visy trijy mutanty jautrumg CFW 37°C temperatiiroje. Tuo tarpu $iy mutanty jautrumas

tunikamicinui buvo skirtingas: C99S DK mutacija neZymiai paveiké mieliy jautruma
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tunikamicinui tik 37°C temperatiiroje, ta¢iau DK W304C mutanty jautrumas tunikamicinui Siek
tiek, o DK Y441S mutanty truputj stipriau pasireiské 30°C temperatiiroje ir dar labiau sustipréjo
37°C temperatiiroje (3.17 pav. B). Gauti rezultatai leidzia tikétis, kad net jei zmogaus DK
aktyvumo jvertinimui S. cerevisiae BY-HS kamiene naudojami tokie nesudétingi testavimo
budai, kaip CPY glikozilinimo efektyvumo ar mieliy atsparumo nuodams jvertinimas leidzia
nustatyti mutacijy poveikio DK aktyvumui skirtumus, sukurta mieliy sistema galéty biiti

panaudota kaip modelis mutantiniy zmogaus DK tyrimams.

A BY-HS C99S W304C  Y441S M kDa 30°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW
30°c BYHS | : ‘ N T
c99s

CPY-

ngCPY- wic 3

Yass |

37°C YEPD YEPD + Tunikamicinas YEPD + CFW

37°C BY-HS |

€998

CPY-

ngCPY- W304C

Y4418

3.17 pav. S. cerevisiae DOLK mutanty CPY glikozilinimo efektyvumo ir jautrumo tunikamicinui
bei CFW analizé

A — CPY glikozilinimo efektyvumo tyrimas imunoblotingo metodu. Takeliuose: mieliy S. cerevisiae
kamieno su DOLK genu (BY-HS) ir BY-HS kamieny, su C99S, W304C ir Y441S DK mutacijomis,
auginty 30°C ir 37°C temperatiirose lgsteliy lizaty méginiai. M — baltymy molekulinés masés
standartas. Kair¢je pazyméta pilnai (CPY) ir nepilnai (ngCPY) glikozilinta CPY. B - mieliy

S. cerevisiae kamieno su DOLK genu (BY-HS) ir BY-HS kamieny, su C99S, W304C ir Y441S DK
mutacijomis augimo skirtumai, jvertinti auginant mieles ant YEPD terpés, YEPD terpés su
tunikamicinu ir YEPD terpés su CFW 30°C ir 37°C temperatiirose.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Baltymy glikozilinimo metu prie jy prijungiami glikanai yra svarbis tinkamam baltymy
susilankstymui, aktyvumui, stabilumui, sgveikoms su receptoriais. Pagrindiniy baltymy
glikozilinimo etapy panasumai tarp visy eukarioty leidzia tyrinéjant mieliy glikozilinimo
mechanizmus daugiau suzinoti apie Siuos procesus zinduoliuose, o gilesnis supratimas apie
glikoproteiny sinteze bei jy funkcijas taip pat pasitarnauty kuriant dideliu baltymy sekrecijos
efektyvumu pasizyminé¢ius mieliy kamienus (Aebi, 2013; Mattanovich et al., 2012). ET
membranoje aptinkamos DK sintetinamas Dol-P yra panaudojamas kaip lipidinis nesiklis, ant
kurio surenkama oligosacharidy Serdis N-glikozilinimo metu, bei kaip cukry donoras, pernesantis
N-, O- ir GPI-glikozilinimo bei C-manozilinimo reakcijoms reikalingus monosacharidus j ET
vidy (Orlean, 1992). Ankstesni DK tyrimai leido atskleisti baltymy glikozilinimo svarbg mieliy
lasteles sienelés sintezei, lipidy homeostazei, ET baltymy kokybés kontrolei ir rekombinantiniy
baltymy sekrecijos efektyvumui (Ortowski et al., 2007; William James et al., 2019; Ziogiené et
al., 2019). Taip pat, zmogaus DK pastaruoju metu yra iSsamiai tyrinéjama plataus spektro
sutrikimus sukelian¢iy CDG kontekste, o dalis $iy tyrimy atlieckami ir naudojant mieliy
S. cerevisiae modelines sistemas (Kranz et al., 2007; Lefeber et al., 2011).

Sio darbo metu, naudojant CRISPR-Cas9 sistema buvo sukonstruotas mieliy S. cerevisiae
WGLD mutantas, turintis DK G420D mutacija (zr. 3.1), o jo baltymy glikozilinimo efektyvumas
bei lgstelés sienelés struktiiros pokyc¢iai buvo palyginti su anks¢iau sukonstruoty S. cerevisiae
GGL, WGS, WSL ir WSS mutanty (Burdulis, 2020). DK G420D mutacijos nulemti CPY
glikozilinimo sutrikimai bei jautrumas tunikamicinui ir CFW sukonstruotame WGLD mutante
buvo stipresni nei GGL, WGS ir WSL mutantuose ir labiau panasis ;} DK G4078S ir L421S
mutacijas turin¢io WSS mutanto. WGLD ir WSS mutantai buvo jautrlis temperatiirai: mutantinés
S. cerevisiae DK aktyvumas maziausiai paveiktas buvo 24°C, o labiausiai sumazgjes 34°C
temperatiiroje (zr. 3.2 ir 3.3). Tuo tarpu tiriant atitinkamas DK mutacijas (G405S ir 1419S)
turin¢ius K. lactis WSS mutantus buvo parodyta, kad jy DK aktyvumas buvo labiausiai
sumazgéjes ne 34°C, bet 24°C temperatiiroje ir isliko nepakites toliau mazinant temperatiirg iki
20°C, 15°C ir 10°C (Ziogiené et al., 2019). Atsizvelgiant j skirtinga DK mutacijy poveikj
K. lactis ir S. cerevisiae mieléms, bty tikslinga istirti S. cerevisiae DK mutanty CPY

glikozilinimo ir jautrumo tunikamicinui bei CFW pokycius Zemesnése nei 24°C temperatirose.
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Skirtingas temperatiiros poveikis mutantiniy DK aktyvumui nebuvo vienintelis tarp Siy mieliy
rusiy mutanty pastebétas skirtumas. DK mutacijy nulemti glikozilinimo sutrikimai mielése

S. cerevisiae paveiké mieliy lastelés sienelés struktlira — mieliy mutantai tapo jautris CFW, nors
K. lactis DK mutantuose nebuvo aptikta lastelés sienelés struktiiros poky¢iy. Sie rezultatai rodo,
kad nepaisant didelio konservatyvumo tarp visy eukarioty glikozilinimo procesy, jvairiis
glikozilinimo mechanizmai gali skirtis net ir tarp skirtingy mieliy rasiy. Panasu, kad S. cerevisiae
DK mutantuose, kitaip nei K. lactis mutantuose, mieliy lgstelés sienelés integralumas yra labiau
paveiktas per GPI-glikozilinimo arba lipidy metabolizmo poky¢ius (Ziogiené et al., 2019).

Tiek G420D, tieck W332G aminoragsciy poky¢ius koduojanéios mutacijos, jvestos j
WGLD ir GGL mutanty DK genus atitinkamai, buvo identifikuotos kaip mutacijos, lemiancios
sutrikusio glikozilinimo fenotipg S. cerevisiae sec59-1 mutantuose (Ortowski et al., 2007,
Shridas ir Waechter, 2006). Sio darbo metu buvo istirtas abiejy mutacijy poveikis mieliy CPY
glikozilinimo efektyvumui bei jautrumui tunikamicinui ir CFW. Nors nedideli CPY
glikozilinimo efektyvumo pokyc¢iai buvo stebimi ir GGL mutante, WGLD mutante jie buvo
rysSkesni ir jame nustatytas CPY glikozilinimo efektyvumo sumaz¢jimas ir padidéjes jautrumas
aukstai temperatiirai atitinka aprasytg sec59-1 fenotipg labiau, nei GGL mutanto (Fernandez et
al., 2002; Ortowski et al., 2007).

Siekiant daugiau suzinoti apie baltymy glikozilinimo sutrikimy jtakg rekombinantiniy
baltymy sekrecijai mielése S. cerevisiae, Sio darbo metu buvo jvertintas trijy rekombinantiniy
baltymy — kreveciy Pen-m4 alergeno, S. cerevisiae KEX2 peptidazés ir bakterinés a-amilazés
sekrecijos efektyvumas mieliy S. cerevisiae sec59 mutantuose ir dalg3, Aalg5, Aalg6, Aalg8,
Aalg9, Aalgl?2 bei Aost5 nuliniuose mutantuose (zr. 3.4). Sie trys modeliniai baltymai sekrecijos
efektyvumo jvertinimui buvo pasirinkti dél skirtingy savo savybiy. KEX2 peptidazeé mielése
S. cerevisiae sekretuojama neglikozilinta, todél jos sekrecijos efektyvumas turéty biiti
nepriklausomas nuo sutrikusio paties baltymo glikozilinimo. Bakterinés a-amilazés sekrecijos
efektyvumas mielése buvo vertinamas pagal krakmolo skaidymo lygi, kuris priklauso nuo mieliy
iSsekretuotos a-amilazés kiekio ir jos aktyvumo. Bakterijose a-amilazé néra glikozilinama, taciau
mielés §] baltyma glikozilina SeSiose vietose. Visgi buvo parodyta, kad glikozilinimas nejtakoja
Sio baltymo aktyvumo, todél krakmolo suskaidymo lygis Sio darbo metu atliktuose tyrimuose
priklausé nuo j mieliy auginimo terpe iSsekretuotos a-amilazés kiekio, o ne aktyvumo poky¢iy

(Hoshida et al., 2013). Taip pat jdomu, kad tyrinéjant a-amilazés sekrecijos efektyvumo
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poky¢ius mielése S. cerevisiae buvo nustatyta, jog baltymo sekrecija laukinio tipo kamienuose
yra neefektyvi dél prie baltymo prijungty glikany. a-amilazé buvo maziau glikozilinta ir
efektyviau sekretuojama mieliy mutantuose su sutrikusiu glikozilinimu, o pasalinus potencialias
glikozilinimo vietas a-amilazés sekrecijos efektyvumas laukinio tipo kamienuose patrigubéjo
(Hoshida et al., 2013). Tai leidzia daryti prielaida, kad ir Siame darbe tyrinétuose mutantuose
stebimas a-amilazés sekrecijos efektyvumas galéty dalinai priklausyti ir nUO a-amilazés
glikozilinimo poky¢iy. Pen-m4 baltyma S. cerevisiae, skirtingai nei K. lactis mielés, glikozilina,
todél jo sekrecijos efektyvumas taip pat galéty dalinai priklausyti nuo Pen-m4 glikozilinimo
poky¢iy.

Tarp S. cerevisiae sec59 mutanty Vvisus tirtus rekombinantinius baltymus efektyviausiai
sekretavo WGLD ir WSS mutantai, kuriuose CPY glikozilinimo efektyvumas buvo labiausiai
sumazgjes. GGL mutante CPY glikozilinimo sutrikimai buvo maziau isreiksti, todél jis
pasizymejo tik Siek tiek efektyvesne baltymy sekrecija nei laukinio tipo lastelés, o WGS ir WSL
mutantuose, kuriuose nebuvo stebimi CPY glikozilinimo poky¢iai, baltymy sekrecijos
efektyvumas isliko laukinio tipo mieliy lygyje. Sio darbo metu atlikto rekombinantiniy baltymy
sekrecijos efektyvumo tyrimo Aalg mutantuose, kuriuose buvo sutrikes CPY glikozilinimo
efektyvumas, rezultatai buvo panasiis | rezultatus, gautus tiriant §iy mutanty a-amilazés
sekrecijos efektyvuma (Hoshida et al., 2013). dost5 mutanto CPY glikozilinimo efektyvumas
buvo panasus j laukinio tipo lgsteliy, i§skyrus nedidelius poky¢ius 24°C temperatiroje, todel Sio
mieliy kamieno rekombinantiniy baltymy sekrecijos lygis nepadidéjo. Skirtingy ALG geny
iSveiklinimo poveikis CPY glikozilinimui, skirtingai nuo sec59 mutanty, nepriklausé nuo
temperatiiros. Be to, visy trijy tirty rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumas skirtinguose
Aalg mutantuose padidéjo nevienodai. Geriausiai visus baltymus sekretavo dalg$5 ir, Aalg9
kamienai, 0 a-amilaze ir Pen-m4, bet ne KEX2 baltymg dar ir 4alg6 bei 4alg8 mutantai. Gauti
rezultatai leido padaryti iSvada, kad nors rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumo
mielése padidéjimas galéjo priklausyti nuo sumazéjusio tirty baltymy glikozilinimo efektyvumo,
reikety atsizvelgti ir ] kitas netiesiogines prieZastis, kurias gal¢jo sukelti glikozilinimo pokyciai
mieliy lastelése. Pirmiausia, tirti sec59 ir 4alg mutantai su sutrikusiu glikozilinimu sekretavo
didesnius neglikozilinamos Kex2 peptidazés kiekius. Antra, nors a-amilazés sekrecijos
efektyvumas galéjo dalinai priklausyti ir nuo jos glikozilinimo poky¢iy, taciau Pen-m4 sekrecijos

efektyvumo tyrimo rezultatai parodé, kad sec59 ir 4alg mutantai efektyviau sekretavo ne tik
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neglikozilinta, bet ir pilnai glikozilintg Pen-m4 baltyma. Tai rodo, kad tirty rekombinantiniy
baltymy sekrecijos efektyvumas sech9 ir 4alg mutantuose pageréjo ne vien dél pakitusio
sekretuojamy baltymy glikozilinimo, bet ir dél sutrikusios glikozilinimui svarbiy baltymy veiklos
nulemty plataus spektro pokyciy mieliy fiziologijoje. Dalinai jie galéty biti susije su mieliy
lastelés sienelés struktiiros pokyciais ir padidéjusiu jos porétumu bei pralaidumu, lipidy
homeostazés poky¢iais, ET stresu ir nuolat aktyviu UPR bei padidinta ET Saperony raiska
(Bartkeviciute ir Sasnauskas, 2004; William James et al., 2019).

Sio darbo metu tyrinéjant S. cerevisiae WSS kamiena buvo pastebéta, kad dviejy $io
mutanto klony a-amilazés sekrecijos ir CPY glikozilinimo efektyvumo fenotipas skyrési nuo kity
dviejy tirty klony (Zr. 3.5). I8analizavus dviejy pakitusio fenotipo klony DK geno sekas, jy
chromosomose buvo aptikta spontanin¢ mutacija, koduojanti E319K aminoriig§¢iy pokyti DK
sekoje. Ivedus $ig mutacijg | BY4741 ir WSS kamieny DK genus buvo nustatyta, kad §i
supresoriné mutacija dalinai atstaté WSS mutanty sutrikusio CPY glikozilinimo efektyvumo ir
padidéjusio jautrumo tunikamicinui bei CFW fenotipg. Kadangi WSS mutantuose DK aktyvumo
sumazg¢jimas buvo labiausiai paveiktas tarp visy tirty Sec59 mutanty, Sios spontaninés
supresorinés mutacijos atsiradimas dar kartg parodo DK svarbg mieliy lastelése vykstantiems
baltymy glikozilinimo procesams.

Pagal sumodeliuotg S. cerevisiae DK struktiirg (AlphaFold modelio ID: AF-P20048-F1),
E319 aminortgstis erdveje yra nutolusi nuo G407 ir L421 aminortigsciy, kuriy mutacijos
aptinkamos WSS mutantuose, tod¢l sunku tiksliai atsakyti | klausima, kaip E319K mutacija
paveikia WSS mutantuose sumazéjusj DK aktyvuma. E319K mutacija yra prie pat DK domeno,
kuris gali buti atsakingas uz dolicholio prisijungima (331-346 aminortigstys; Albright et al.,
1989). Tuo tarpu G407S ir L421S mutacijos yra arti DK motyvo, kuris buvo identifikuotas kaip
citidililtransferaziy CTP prisijungimo domenas (430-453 aminortgstys; Shridas ir Waechter,
2006). Gali buti, kad dél E319K mutacijos padidéja DK afiniskumas dolicholiui ir dél to yra
atsveriamas dél G407S ir L421S mutacijy sumazegjgs fermento aktyvumas, juo labiau, kad
laukinio tipo DK aktyvumui (BY-K kamienas) E319K mutacija neturi jokio neigiamo poveikio.
Taciau taip pat negalima atmesti galimybés, kad baltymo spiralé, kurioje yra E319K mutacija,
priartéja prie mutavusiy S407 ir S421 aminortgsciy ir su jomis sgveikaudama sumazina mutacijy
poveikj DK aktyvumui. G407S ir L421S mutacijos gali Siek tiek pakeisti baltymo a-spiraliy,

kuriose jos yra i$sidésciusios, pozicijas ir taip paveikti DK aktyvuma susilpnindamos jos saveika
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su CTP, reikalingu fosfato grupés perneSimui ant dolicholio, o0 E319K mutacija galéty Sig
sgveika sustiprinti. Tolimesni DK mutacijy poveikio baltymo aktyvumui tyrimai galéty padéti
patikslinti sumodeliuotg baltymo struktiirg bei suprasti regiony, kuriuose buvo aptiktos Siame
darbe istyrinétos DK mutacijos, svarba fermento veiklai.

Ankstesniuose tyrimuose jau buvo pademonstruotas zmogaus ir A. thaliana DK
geb¢jimas atstatyti sutrikusio glikozilinimo fenotipg saglyginiame sec59-1 mutante j fenotipa,
buidingg laukinio tipo S. cerevisiae mieléms. Visgi, atliekant $iuos tyrimus, tirty mieliy genome
buvo ir mutantinis sec59-1 genas, todél kartu veiké ir dalinai funkcionali jy DK, o tai galéjo
jtakoti tyrimo rezultatus. Maza to, komplementacijos tyrimams buvo naudotos daugiakopijinés
plazmidés, vadinasi tiriamo baltymo raiSka buvo zenkliai didesné, nei jprasta (Fernandez et al.,
2002; Kanehara et al., 2015). Sio darbo metu buvo pirma karta sukonstruoti mieliy S. cerevisiae
kamienai, kuriy SEC59 genas buvo pakeistas mieliy K. lactis ir zmogaus DK genais (Zr. 3.5).
Nors K. lactis DK genas yra labai panasus j S. cerevisiae, zmogaus DK yra maziau homologiska
Siy mieliy baltymui, ypac¢ N gale. Sukonstruoty mieliy kamieny tyrimai parod¢, kad skirtingy
organizmy DK turin¢iy mieliy CPY glikozilinimas ir jautrumas tunikamicinui bei CFW
nesiskyré nuo laukinio tipo Igsteliy. Vadinasi, nepaisant dalinés zmogaus ir K. lactis DK
homologijos su S. cerevisiae DK, §ie baltymai geba atlikti jos funkcija net kai mieliy genome
néra S. cerevisiae DK koduojancio geno, 0 tiriamus baltymus koduoja tik viena, chromosomoje
esanti geno kopija. Gautus rezultatus, kad dideli aminoriig§¢iy sekos skirtumai DK N galuose
nejtakoja fermento aktyvumo skirtinguose organizmuose galéty paaiskinti tai, jog DK N galas
yra patalpintas ET viduje. Tuo tarpu DK C galas, kuriame aptinkamas citidiltransferaziy Seimos
baltymams biidingas motyvas, yra i§sidéstes citoplazminéje ET puséje, kur gali sgveikauti su
dolicholiu ir CTP (Shridas ir Waechter, 2006).

S. cerevisiae sec59-1 mutantas jau anks¢iau buvo panaudotas zmogaus DK tyrimuose —
mieliy Igsteles transformavus plazmidémis, su mutantiniais Zmogaus DK genais buvo stebimas jy
gebéjimas atstatyti sutrikusio glikozilinimo fenotipg mieliy mutantuose (Kranz et al., 2007,
Lefeber et al., 2011). Sio darbo metu C99S, W304C ir Y441S Zmogaus DK mutacijos buvo
iStirtos mieliy S. cerevisiae BY-HS kamiene su pakeistu Zzmogaus DK genu (zr. 3.7). Jvestos DK
mutacijos skirtingai paveiké mutanty CPY glikozilinimo efektyvumg ir jautrumg tunikamicinui
bei CFW, o eksperimenty rezultatai buvo panasis j anksciau atlikty tyrimy rezultatus. BY-HS
kamieno mutante su Y441S DK mutacija, kaip ir sec59-1 mutante, transformuotame plazmide su
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Sig mutacijg turin¢ios zmogaus DK genu, CPY glikozilinimas buvo paZeistas labiausiai tarp visy
tirty mutanty. Jdomu, kad arc¢iau DK N galo esanc¢ios mutacijos netur¢jo tokio didelio poveikio
baltymo aktyvumui, kaip mutacijos esancios jo C gale. Sie rezultatai dar karta sufleruoja, kad
DK aktyvumui yra svarbiausias baltymo C galo konservatyvumas. Siame tyrime galima
pastebéti, kad zmogaus DK W304C mutacija BY-HS kamieno CPY glikozilinimo efektyvuma
bei jautrumg tunikamicinui paveiké labiau nei C99S mutacija. Tuo tarpu, tiriant §iy zmogaus DK
mutacijy poveikj sec59-1 mutantuose tokie skirtumai aptikti nebuvo (Lefeber et al., 2011).
Panasu, kad mieliy mutantai, turintys pakeista zmogaus DK geng, galéty biiti naudojami kaip
jautresné modeliné sistema Zzmogaus DK mutacijy analizei. Tokia sistema biity pranasesné, nei
iki Siol naudojami komplementacijos tyrimai mieliy sec59-1 mutante, kadangi Siuo atveju mielés
genome neturéty net ir dalinai funkcionalaus savo DK geno, kurio veikla galéty uzmaskuoti
nedidelius skirtingas mutacijas turin¢iy DK aktyvumo poky¢ius. Ateityje buty jJdomu BY-HS
kamiene istirti ir kitas homozigotines zmogaus DK mutacijas (zr. 1.1 lentelg), tac¢iau mieliy
modeliné sistema galéty biiti panaudota ir aptikty heterozigotiniy DK mutacijy tyrimams. [vedus
vieng i$ heterozigotiniy mutacijy } DOLK geng esantj mielése S. cerevisiae, kitg mutacija biity
galima jvesti | DOLK geng esantj centromerinéje plazmidéje arba mutacijas tirti diploiduose po
dviejy skirtingy mieliy mutanty sukryZzminimo. Naudojant tokig strategija biity imituojamas
skirtinguose DK geno aleliuose esanc¢iy mutacijy poveikis baltymy glikozilinimo procesams
zmogaus lastelése. Taip pat verta paminéti, kad tirtos C99S, W304C ir Y441S DK mutacijos
mieliy baltymy glikozilinimg paveiké daug maziau, nei DK mutacijos WSS ir WGLD
mutantuose. Nepaisant to, zmoniy organizme $ios DK mutacijos sukelia labai plataus spektro
fenotipinius sutrikimus, kurie labai daznai baigiasi ankstyva pacienty mirtimi (Kranz et al.,
2007). Tai rodo, kad nedideli baltymy glikozilinimo pokyc¢iai daugialgs¢iuose eukariotuose yra
daug maZiau toleruojami nei vienalgsciuose, nes greiciausiai yra susije su baltymy glikozilinimo
itaka tarplastelinéms saveikoms, sekretuojamy glikoproteiny svarba jvairioms organizmy

funkcijoms, signaly perdavimui ir sgveikoms su receptoriais (Kristi¢ and Lauc, 2017).
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ISVADOS

DK G420D, W332G bei dvigubos G407S ir L421S mutacijos, kaip ir neesminiy

ALG (3,5,6,8,9,12), bet ne OST5 geny pasalinimas mielése S. cerevisiae sumazino CPY
glikozilinimo efektyvuma ir jtakojo pokycius lastelés sienelés struktiiroje.

Rekombinantinés a-amilazés, Pen-m4 alergeno ir KEX2 peptidazés sekrecijos efektyvumas
mieliy S. cerevisiae sec59, Aalg3, Aalg5, Aalg6, Aalg8, Aalg9, Aalgl?2 bei Aost5 mutantuose
priklausé nuo glikozilinimo efektyvumo: kuo labiau buvo pazeistas CPY glikozilinimo
efektyvumas tuo efektyviau buvo sekretuojami tirti rekombinantiniai baltymai.

Supresoriné DK E319K mutacija beveik pilnai atstaté sutrikusio CPY glikozilinimo ir
pakitusios Igstelés sienelés struktiiros fenotipg S. cerevisiae WSS mutantuose, bet neturéjo
jokio aptinkamo poveikio BY4741 kamiene.

Sukonstruoti mieliy S. cerevisiae kamienai su K. lactis ir zmogaus DK genais pilnai
glikozilino CPY ir neturéjo lastelés sienelés struktiiros pokyciy.

. DK mutacijy C99S, W304C ir Y441S poveikis DK aktyvumui mieliy S. cerevisiae kamiene
su zmogaus DK genu buvo skirtingas ir aptinkamas vertinant CPY glikozilinimo efektyvuma
bei lastelés sienelés struktiiros pokycius, todel sukurtas mieliy modelis galéty biiti panaudotas

zmogaus DK mutacijy tyrimams.
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Dolicholio kinazés mutanty tyrimai mielése Saccharomyces cerevisiae
SANTRAUKA

Glikozilinimas — viena dazniausiy baltymy potransliaciniy modifikacijy eukariotuose.
Prie baltymy prijungti glikanai yra svarbis jy aktyvumui, stabilumui, tinkamam susilankstymui,
o glikoproteinai lastelése atlieka reguliacines, signalines, katalitines ir kitas funkcijas. Dolicholio
kinazé (DK) yra esminis endoplazminio tinklo membranoje vykstanciuose glikozilinimo
procesuose dalyvaujantis fermentas, o $iy procesy etapai yra labai konservatyvis nuo mieliy iki
aukstesniyjy eukarioty. Baltymy glikozilinimo sutrikimai mielése yra susije su baltymy
sekrecijos efektyvumo pokyciais, taciau geresniam $iy procesy sarysio supratimui reikalingi
i¥samesni tyrimai. Sio darbo metu buvo siekiama jvertinti glikozilinimo sutrikimy, tarp jy ir DK
mutacijy, poveikj rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumui mielése S. cerevisiae bei
istirti skirtingu homologiskumu pasizyminéiy zmogaus ir K. lactis DK gebé¢jima atlikti
S. cerevisiae DK funkcijas.

Rekombinantiniy baltymy sekrecijos efektyvumas istirtuose mieliy mutantuose priklausé
nuo baltymy glikozilinimo efektyvumo. DidZiausig poveikj DK aktyvumui, kuris pasireiSke
sumazejusiu karboksipeptidazeés Y glikozilinimo efektyvumu, bei Iastelés sienelés struktiiros
poky¢iais mielése S. cerevisiae, turéjo DK G420D ir dviguba G407S bei L421S mutacija, todél
mieliy kamienuose su Sias mutacijas turin¢ia DK rekombinantinés a-amilazés, KEX2 peptidazés
ir Pen-m4 sekrecijos efektyvumas buvo didziausias. Baltymy sekrecijos efektyvumo padidéjimas
mielése gali biiti susijes su baltymy glikozilinimo sutrikimy sukeltais plataus spektro
fiziologiniais poky¢iais, tarp jy ir lipidy homeostazés, ET streso reguliacijos ir lastelés sienelés
struktiiros pakitimais. Siame darbe buvo sukurti S. cerevisiae kamienai, kuriy DK genas mieliy
chromosomoje pirmg kartg buvo pakeistas zmogaus bei K. lactis DK genais. Nepaisant tik
dalinés homologijos tarp mieliy ir zmogaus DK baltymy seky, abu genai pilnai komplementavo
S. cerevisiae DK funkcija, o mieliy kamienas su zmogaus DK genu buvo panaudotas ir zmogaus

DK mutacijy poveikio glikozilinimo procesams tyrimuose.
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Investigation of dolichol kinase mutants in Saccharomyces cerevisiae
SUMMARY

Glycosylation is one of the most prevalent post-translational protein modifications in
eukaryotes. Glycans attached to proteins are important for their activity, stability, and correct
folding, also, glycoproteins perform regulatory, signaling, catalytic, and many other functions in
cells. Dolichol kinase (DK) is an essential enzyme involved in glycosylation processes in the
membrane of the endoplasmic reticulum and core steps of these processes are highly conserved
from yeasts to higher eukaryotes. Defects in protein glycosylation pathway in yeasts have
already been linked to changes in protein secretion efficiency, but more detailed studies are
required for better understanding of these processes. The aim of this study was to evaluate the
impact of protein glycosylation deficiencies, including defects caused by DK mutations, to the
secretion efficiency of recombinant proteins in S. cerevisiae and to investigate the ability of
homologous human and K. lactis DK to complement S. cerevisiae DK functions.

The secretion efficiency of recombinant proteins in examined yeast mutants was
dependent on protein glycosylation efficiency. The activity of DK was most affected by G420D
and double G407S and L421S mutations, which was detected by decrease of carboxypeptidase Y
glycosylation efficiency and changes in S. cerevisiae cell wall structure. Despite glycosylation
defects, the mutants with DK carrying these mutations exhibited higher secretion efficiency of
recombinant a-amylase, KEX2 peptidase and Pen-m4 protein. This improvement of protein
secretion efficiency in S. cerevisiae might be related to a wide range of physiological changes
caused by protein glycosylation defects leading to changes in lipid homeostasis, ET stress
regulation, and cell wall structure. In this study for the first time, S. cerevisiae DK gene was
replaced by human and K. lactis DK genes which, despite partial homology between protein
sequences, were able to fully complement S. cerevisiae DK function. The constructed yeast
strain with the human DK gene was also used to study the effects of human DK mutations on

glycosylation processes in S. cerevisiae.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovei Almai Gedvilaitei uz skatinimg tobuléti, kantrybe
bei patarimus ir konstruktyvia kritika ruoiant §j baigiamajj darba. A¢it Danguolei Ziogienei uz
pagalba atlickant jvairius eksperimentus ir Mildai Norkienei, iSmokiusiai dirbti laboratorijoje.
Dékui Emilijai Vasilitinaitei bei Ievai Lingytei uz nesuskai¢iuojamas i§ termostato iSimtas
1¢ksteles, naudingas konsultacijas, diskusijas, emocing pagalbg bei gerg nuotaikg ir puiky laikg

praleistg Eukarioty geny inZinerijos skyriuje.
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