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1. Jvadas

Ras/PKA signalinis kelias yra vienas svarbiauisteks genetini reguliatoriy, kuris
mielése perduoda informagijapie maisto medziag pasikeitimus ir dalyvauja formuojant
lasteks adaptacines savybes

Patvirtinus mielse citoplazminius elementus prionus (Wickner, 19%#a diskutuoti
apie p reikSne lasteks adaptyvumui (Chernoff, 2001; Edskes 2001; Uptamdquist, 2002).

Prionai formuojasi dsteks molekulirgje aplinkoje, veikiami genetini ir epigenetiny
faktoriy ir savo ruoztu patys gali keistj yeikla. Tatiau, rera aiSku, kokios molekulés lasteks
sistemos turi reikSas priony formavimuisi ir kaip jos § proces veikia. Pastaruoju metu
pradedami tyrimai, nagrépntys signalini sisteny jtaka mieliy prionams. Patvirtintas vienas
faktas, rodantis, kad nuo Ras/PKA signalinio kelldyvumo priklauso mieli [UREJ priono
indukcija (Edskes, Wickner, 2000). Galima $io kefiaka kito gerai zZinomoHSI] priono
formavimuisi gali ti numanoma iS natyvaus Sup35 baltymo stiwdd, kuri turi spjama
Ras/PKA kelio reguliuojamos proteinkirazA fosforilinimo taikin (Kikuchi ir kt., 1988). Taip
pat Ras/PKA reguliuojami genetiniai faktoriai, pvZaperonai, kurie veikia prigrformavimasi
(Chernoff, 2001), bei skirtingpriony saveika (Derkatch ir kt., 2001) rodo gaknmetiesiogir
Sio keliojtaka prionams.

Iki Siol néra pakankamai aiSku, kokios priezastys skatinatspam priony atsiradim bei
plitima. Taigi nenuostabu, kad yra péta nagrigti Ras/PKA signalinio keliojtaka priom

indukcijai ir plitimui.

Darbo tikslas
Nustatyti galim atskinp Ras/PKA signalinio kelio komponentjtaka [PSI] priono

indukcijos dazniui mielj Saccharomyces cerevisibstekse.



2. Literaturos apzvalga

2.1. Ras/PKA signalinio kelioitaka
Saccharomyces cerevisiae mieliy Iasteliy metabolizmui

Proliferuojartiose Saccharomyces cerevisiageliy lastekse Ras/PKA signalinis kelias
reguliuoja daug gyvybiSkai svatpiproces — aplinkos mitybini iStekliy jutima, lasteks
proliferacif, atsargini angliavandemi kaupiny, streso atsak Kelio svarla gerai iliustruoja
mutavusi; mieliy lasteliy, kuriuose yra pakis Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas, fenotipai.
Sumazinto kelio aktyvumo miglimutantai net turtingoje teé elgiasi kaip badoag/gomis,
sustabdo dsteks cikla. Tai gali kuti susig su cAMP jtaka G1 ciklim gen transkripcijai.
Padidinto Ras/PKA kelio aktyvumo mielmutantuose situacija yra prieSingaastéks negali
sustabdyti dalinimosi ciklo G1 taske badgdygomis, jos neadek¥ai reaguojaj mitybiniy
iStekliy apribojimp. Ta&iau pasteéta, kad migti mutantai nustoja proliferuoti azotinio bado
salygomis, nebegali uzbaigti esamo dalinimosi cikisustabdojjskirtinguose taskuose (Igual,
Estruch, 2000).

2.1.1. Pagrindiniai miely Ras/PKA signalinio kelio komponentai

Signalin kelia sudaro Serdies elementai Cdc25, Ras baltymai, ilatklaze,
proteinkinaz A (PKA), taip pat komponentai, tiesiogiaaveikaujantys su Serdimi — lIra
baltymai, Cap/Srv2 ir dvi fosfodiesteksz Su G baltymais asocijuotasteks receptoriaus
sistema, sudaryta iS Gprlp receptoriaus i Galtymo Gpa2p (Gprl-Gpa2) aktyvuoja
adenilatciklaz kai tergje susidaro pakankama gliuksz koncentracija. Si gliukeés
indukuojama cAMP sintézrodo, kad Gprlp atlieka gliukéz receptoriaus funkaij mieliy
lastekje(Thevelein, de Winde, 1999).

Mieliy Ras genaiRAS1lir RAS2 buvo iSskirti hibridizacijos idu kaip zond panaudojus
Zinduoliy ras gery. Jie yra labai konservatys. 4; N-galiné sritis pasizymi 80% homologija
Zinduoliy analogui, tuo tarpu C- gablirsritis labiau skiriasi ir yra ilgegnThevelein, 1992).

Mielése Ras baltymai veikia kaip adenilatcildaz Cyrlp aktyvatoriai, funkciniai
Zinduoliy Gs baltymy analogai. Kitaip sakant, katalizuoja cAMP, antrimhformacijos nejo,
butino lasteks iSgyvenimui sintezadenilatciklaze (Thevelein, 1992).

Ras baltymai gali iiti dvejopos khisenos: aktyws - kai yra prisijung GTP arba
neaktywis - kai prisijung GDP (Kido ir kt., 2002).

IRAL ir IRA2 geny produktai stimuliuoja Ras baltymGTPazin aktyvuny, tokiu bidu
veikia kaip Ras/PKA signalinio kelio inhibitorialCDC25 geno produktas veikia kaip Ras

baltymy guanino nukleotid pakaitos faktorius GEF (angl. trumpinys gdanine nucleotide
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exchangefactor). Cdc25p stimuliuoja GDP pakeitimGTP, toa@l yra Ras/PKA signalinio kelio
aktyvatorius (pav.l). Tiek Ras baltymai, tiek Cdg2itini pakankamo cAMP lygio palaikymui
lastekje (Thevelein, 1994).

cAMP sintetinant fermeng adenilatciklaz Cyrlp koduojaCYRICDC35 genas. Mieli
S. cerevissia€yrlp adenilatciklaz sudaryta iS 2026 aminag&iy liekan;. Baltymo strukiiroje
iSskiriamos Sios keturios funkéis sritys:

- N-galinis domenas, kuris veikia kaip katalitiniondeno reguliatorius-slopiklis;

- centrinis domenas su leucinu turtingais (23 amingX&iy liekany ilgio)

pasikartojimais, dar vadinamas LRR (angl. trumpiryseucin rich repeat) domenu.

(mutacijos Siame domene sutrikdo adenilatciékdaR AS2-priklausorp aktyvavim);

- katalitinis domenas;

- C-galinis domenas (Kido ir kt., 2002).

C-galiniame domene esaos CAP suriSafios srities dka adenilatciklaz suformuoja
kompleks su 60kDa CAP (angl. trumpinys —adenytytclaseassociategrotein) baltymu, kur
koduoja SRV2/CAPgenas. CAP baltymas yra multifunkcinis. Jo N galidomenas tarnauja
Ras/PKA signalinio kelio funkcionavimui, tuo tar@igaline srtis susijusi su aktino citoskeleto
reguliacija (Kido ir kt., 2002; Thevelein, 1992).

Adenilatciklaz Cyrlp gali ti aktyvuojama skirtingais keliais:

a) GPCR (su G baltymais asocijuoti receptoriai) sistefGprl-Gpa2p) keliu;
b) GTPazmis Rasl1/2p (1 pav.).
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—I- 1r1n:1_.]ni.'|r:1f'| rogisliacija) l‘!f ﬂll.l:ﬂﬁﬂ
uu.g’.’.‘::‘f:'::ﬁ.'ﬁc..m @?. Gliukozés transpartas
i -
D e ¥
{F Cdc25) adelilatoiklaze ‘_f
—_— Gliukoheksokinazé
“\ ,/"' e
ﬂczﬁ E — (_'—':!"” . n\_“m
CAP) \
“
(ira1)(ira2) camp — (o) ()
| \-—-_d:'_____ AMP
|
L] Proteinkinaze A
Viduraﬁmlinls "-—__ CTokl AT Bovl )
parligstejimas MM):?_GL_,J

L]
i
- r L] - =
L]
i

- - - 1 3 - 3 ‘-—L

Trehalgs i:L At 9 4 @ ¥ @ = G)A i i
sparumas i ugimas ir
gllkogeno klekis strasiil Gliukoneogenézé Glikolizé profiferacija

Pav. 1. Ras/PKA signalinio kelio veikimo modeli¢Thevelein, de Winde, 1999).



cAMP koncentracijos padifimas ksteks citoplazmoje yra trumpalaikis reiskinysgitau
jo trukmés pakanka signalo perdavimui. Perteklinis CAMP lgekioj pat suskaldomas zemo ir
auksto afiniSkumo fosfodiesteraz(1l pav.), atitinkamai koduojamPDEL ir PDE2 genuose.
Pde2p fosfodiesteraz Km konstanta yra tos gas eiks kaip CAMP koncentracija citozolyje.
PDE2 geno delecijagygoja padidinto Ras/PKA signalinio kelio aktyvurfenotipo atsiradir.
Pdelp zemo afiniSkumo fosfodiestérmzKm yra visa eile didegnnei citozolinio cAMP
koncentracija, togl PDE1geno delecija signalinio kelio aktyvumojtakoja (Thevelein, 1994).

Padictjes CAMP kiekis 4stekje aktyvuoja nuo cAMP priklausamproteinkinaz A
(PKA), kurios holofermentas sudarytas iS dyigjenod; inhibuojargiy reguliacini subvienei
(koduojaBCY1 genas) ir dviej katalitiniu subvienai, kuriuos koduojalPK1, TPK2 TPKS3
genai. PKA fosforilina baltymini substrai serino arba treonino aminaig&iy liekanas,
esaktias tam tikrose speciftise sekose. Priklausomai nuo auginaygu PKA lokalizacija
keiciasi: aktyviai fermentuojafiose hstekse PKA daugiausia kaupiasi branduolyje,
kvépuojartiose arba stacionarios faz lastekse ji tolygiai pasiskirsto branduolyje ir
citoplazmoje. Bcylp subvienete yra dvi cAMP surigimsritys. cAMP jungiasi su PKA
reguliatoriniu subvienetu Bcylp, ko pasekoje issma proteinkinags katalitiniai subvienetai
Tpk1/2/3p ir fosforilina substratus (1 pav.). Tapge dalyvauja giztamo rySio CAMP sintés
inhibicijoje (Igual, Estruch, 2000; Thevelein, 1994

2.1.1.2. GPCR sistema (Gprl-Gpa2)

GPCR sistem sudaro Gprl ir Gpa2 baltymai. Si sistema aktyvuagienilatciklaz
reaguodamagliukoz terpeje. Tokiu lidu Gprlp veikia kaip gliukas receptorius, nors kituose
eukariotuose GPCRageikauja su pléu ligandy spektru — su hormonais, neurotransmiteriais,
feromonais, taip pat reaguqjavies.

GPA2 genas yra homologiSkas zinduplheterotrimeriniams & baltymams. Geno
padidinta raiSka pak#&ia CAMP lyg lastekje, bet jo delecija gliukazs indukuoto cAMP signalo
nepanaikina visiskai, o tik susilpnina. Atitinkansaimazja ir PKA aktyvumas (Colombo ir kt.,
1998).

Gpa2pitaka pseudohifiniam augimui patvirtina Gpa2p poveikRMP metabolizmui —
GPAZ2delecija susilpnina pseudohiformavimasi, bet Sis defektas kompensuojamas cAMR lyg
atstatatiomis silygomis. Parodyta, kad Gpa2p dalyvauja pseudobifeiigimo reguliacijoje
azoto badogygomis, kuris taipogi reguliuojamas cAMP, norgajrodymy, jog azotinis badas
mazinty CAMP lygi lastekje (Thevelein, de Winde, 1999).



Augimo bei atitinkammp PKA kontroliuojamy charakteristiy tyrimai atlikti su
gprlagpad mieliy kamienais, o taipogi faktas, k&PA2delecija yra letali jei yra inaktyvuotas
ir RAS2genas gerai iliustruoja Gpa2p kaip adenilatciédastimuliatoriaus vaidmen

GPR1delecija sutrikdo gliukaxs indukuod cAMP signalo perdavim taiau josjtaka
PKA taikiniams parodyta tik augimo esant gliukoreetu. PKA kontroliuojamos diauksinio
augimo charakteristikos ftakojamos (Colombo ir kt., 1998).

Tam, kad gliukoz indukuot; cCAMP signad, ji turi bati fosforilinta, ta&iau svarbu atskirti
fosforilinimo batinuma nuo Gprl-Gpa2 sistemos aktyvavimo. Manoma, jog EAMelio
aktyvavimui reikia dviej salygu: ekstrajstelinio gliukozs detektavimo Gprl-Gpa2 sistemos
pagalba ir vidulstelinio gliukozs buvimo nustatymo, kuris priklauso nuo gliuksz
fosforilinimo (Thevelein, de Winde, 1999).

2.1.1.3. Ras baltym sistema

Zinomos dvi slygos, @l kuriy vegetatyvigje mieliy lastebje staigiai padigja cAMP
koncentracija (Thevelein, 1991):

- Pridéjus greitai fermentuojamo angliavandenio (glius)z derepresuat
(auginany terpje su nefermentuojamais anglies Saltiniaiistdliy terpe
detektuojamas laikinas, bet smarkus cAMP konceibsa@adicjimas-pikas, kuris
greitai iSnyksta. Parodyta, kad bazinis cCAMP kom@amjos lygis yra panasus tiek
auginant mie} kultira su gliukoze, tiek su nefermentuojamais anglieginsais
(pavyzdziui, etanolis, glicerolis arba acetatas) kesteks yra derepresuotos ir
isisavina anglkvépuodamos.

- Antras atvejis yra viddgktelinis pafigSg€jimas, kuris sglygoja ilgiau
trunkanf CAMP koncentracijos pik

GTP/GDP santykio matavimai Ras baltymuose wshalinio figSgéjimo atveju rodo
staigy Ras baltym praturtinimp GTP nukleotidais. Sis GTP koncentracijos pajitichs
nepriklauso nuo Cdc25p ir Sdc25p. Manoma, GTP/GRRtykis iSauga @ Ira baltymy
funkcijos inhibavimo. Prigjus gliukozs derepresuotomgdtekms tokio GTP/GDP santykio
pokyio Ras baltymuose neaptikta. Sie faktai patvirpnilaich, kad Ras baltymai nedalyvauja
gliukozés isSaukto cAMP signalo perdavime (Colombo ir k898).

Gliukoze pati slygoja viduhstelinio pH magjima, bet j nuslopinus gliukogs iSSauktas
cAMP signalas vis tiek generuojamas. Sio vadtélinio pafigsjimo vaidmuo, manoma sus§
su atsarginj angliavandenj skaldymu atstatant ATP lygnglies bado metu. Kai tefjp truksta
anglies Saltinio, ATP kiekio magmas slygoja ir vidulstelinio pH kritimy, ko pasekoje

stimuliuojama cAMP sintez ir trehalozs bei glikogeno mobilizacij o suakty¢je¢ fermentacija
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bei kwpavimas atstato ATP. Kaip matome vigiiklinio figSgjimo aktyvuoti Ras baltymai
leidzia miekms gretiau adaptuotis badalygomis (Colombo ir kt., 1998).

Mutantiniai Ras baltymai, pavyzdziui, R&¥9% kurie negali bti nukreipti link
plazmires membranos, palaikadteks gyvybingum, bet ne gliukogs generuojam cAMP
signah. RASZ*® alelis irgi nepalaiko gliukas silygoto cAMP signalo, bet Siuo atvejuld
pastoviai aukStos cAMP koncentracijastekje (Colombo ir kt., 1998).

Parodyta, kad gliuk@s ir vidulstelino pafigStjimo slygotam cAMP sinte&s
stimuliavimui reikalingi tiek Ras, tiek ir Cdc25 Ibanai (Thevelein, 1991). Cdc25p
inaktyvavimas stipriai sumazina su membrana supsigidenilatciklazs kiek. RAS genm
delecija tai pat gygoja citoplazmig adenilatciklags lokalizacij, bet jei tuo pat metu
indukuojama padidinta Cdc25 raiSka, @ilpasitaiso, adenilatciklazatsiduria savo vietoje prie
membranos. Sie faktai paaiskina Cdc25-Ras inakips@oveik gliukozs slygoto cAMP
signalo palaikymui — jie neperduoda signalo, beikdha tinkamy adenilatciklazs lokalizaci
bei bazinio cAMP sinteés lygio palaikym. Adenilatciklazs aktyvumas didZja dalimi
priklauso nuo GTP-Ras komplekso aktyvumo — negtad baltym adenilatciklaz sugeba
sintetinti pakankam gyvybingumui uZtikrinti cAMP kiek tik kamienuose su dviguba
fosfodiesterazj delecija (Thevelein, de Winde, 1999).

2.1.1.4. Giztamo rysio cAMP sintezs inhibicijja

Svarbus Ras/PKA kelio taikinys yra pati cCAMP sigteKamienuose su dviguba
fosfodiesterazij delecija cAMP lygis nedaug virSija nogmProteinkinaz A vykdo labai griezt
griztamo rySio CcAMP sintés inhibicija. Tikétina, kad inhibuojamas p@s Cyrlp
adeniltaciklazs aktyvumas. Be to, viena iS fosfodiesteyazi Pdelp — taip pat yra PKA
aktyvumo taikinys.

Zemo afiniskumo fosfodiestersz Pdelp delecija ir padidinta raiSka stipriakoja
CAMP signalo perdavimir tuo pat metu mazai veikia bazioAMP lygi. Auksto afiniSkumo
fosfodiesterags Pde2p atvirk3ai, silpnai veikia CAMP signal ir pasizymi didelgtaka bazinio
cAMP lygio uztikrinimui. Proteinkinas A aktyvuoja fosfodiestera2delp fosforilindama Ser-
252 padtyje, tockl tikétina Pdelp dalyvauja gtamo rySio cAMP sintes inhibicijoje
(Thevelein, de Winde, 1999).

2.1.2. Ras/PKA signalinio kelio taikiniai.
Ras/PKA signalinis kelias vaidina svarlvaidmen lasteks metabolizme, reguliuoja

stresin atsalg ir proliferacip atsizvelgiani esamus mitybinius iSteklius.
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Tikétina, kad gliukozs indukuoto signalo perdavimo Ras/PKA keliu fun&ciyra
efektyvus gliukoneogenég/kwepavimo metabolizmo perjungimas fermentacy. Tam, kad
gliukozé indukuot; cAMP kiekio padidjima dukart, jos koncentracija tefje turi bati ne
mazesA kaip 15-20mM. Esant maZesnei koncentracijai glmkooksiduojama, bet
nefermentuojama. Tokiutdu signalinis kelias aktyvuojamas tik esant égrppakankamam
fermentuoti gliukozs kiekiui. Gliukozs tergje auganiose hstekse PKA aktyvumas didesnis
nei lastekse, augatiose terpje su nefermentuojamu anglies Saltiniu. Kai derepog lasteliy
(stacionarios faxs lasteks, arba dsteks augatios nefermentuojamo anglies Saltinio tge)
aplinkoje atsiranda gliuk@z, aktyvuota proteinkingzA sukelia laikinus pokgius kai kuriose
mieliy lasteks sistemose:

a) Atsarginy angliavandeni trehalozs ir glikogeno metabolizme (pakinta

glikogensintags, glikogenfosforilags ir trehalags aktyvumai) ;

b) Glikolizéje ir gliukoneogedzéje — reguliaciniai glikolizs fermentai aktyvuojami, o

gliukoneogenexs — inhibuojami (aktyvuojama fosfofruktokinaz 2, inhibuojama

fruktozes-1,6-bifosfatag, sustabdoma alkoholio dehidrogeégmdl raiSka fosforilinant

transkripcijos faktoxj Adrlp) (Igual, Estruch, 2000; Thevelein, 1994).

2.1.2.1. Ras/PKA signalinio keligtakojamos gem grupés.
BENDRAS STRESINIS ATSAKAS.

Optimalaus augimoatygomis Ras/PKA signalinio kelio nuslopinangen; grupes yra
aktyvuojamos jvairiy stresy metu. Pasteltas rySys tarp PKA aktyvumo iradteks
termotolerantiSkumo. Sumazinto PKA aktyvumo miekultiros yra atsparesa Siluminiam
Sokui ir atvirk€iai. Pastebta, kad kai kun Saperon geny bazire ir indukuota raiSka sustiga
ras2 mutantuose su sumazintu PKA aktyvumu, ir at\iidi$ stipriai suma&a bcylmutantuose,
kurie pasizymi pastoviu aukStu PKA aktyvumu. Manonegzistuoja integruotas valdymo
mechanizmas — BENDRAS STRESINIS ATSAKAS, kurio pesk baty jvairiu streso form
atpazinimas ir atitinkamgynybiniy moduliy aktyvavimas (Igual, Estruch, 2000).

Daugelis gen indukuojany jvairiy stres turi savo promotoriuose tam tikrcis-
reguliacin elemend, vadinam STRE (angl. trumpinys stressresponsiveelement) @Zute.
STRE @Zutes Serdyje randama labai konservatyvi nuklaptsgka AGGGG. Mieli genomo
analiz atskleid net 186 potencialius STRE genus. Sis reguliacihésnentas funkcionuoja
abiem orientacijomis ir yra absotiai butinas atitinkam stresinio atsako geraktyvavimui. Be
to, STRE elementas yra Ras/PKA signalinio keligoglomo taikinys (2 pav.) (Igual, Estruch,
2000).
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STRE gen raiSkoje taip pat dalyvauja transveiksniai, pavyzdziui du ,zinko pirgt
motyva turintys Msn2p ir Msn4p baltymai, specifiSkai guagiantys prie STRE sekos (2 pav.).
Parodyta, kad gitranskripcijos faktorj prisijjungimas suintensyja streso metu ir tai susigu
Siy baltymy kaupimusi branduolyje. Ras/PKA signalinio kefiaka STRE genraisSkai susijusi
su kelio poveikiu Msn2/4p lokalizacijai. Msn2p sgkoyra PKA fosforilinimo saitai, kuni

mutacijos leidzia transkripcijos faktoriui laisuauptis branduolyje (Igual, Estruch, 2000).
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Pav. 2. Ras/PKA signalinio kelio ir jo taikiniy saveiky principin é schema(lgual, Estruch, 2000)

Kokiu laipsniu Msn2/4p paveikia STRE genndukcija Siluminio Soko atveju yra
diskutuotinas klausimas. Yra gerkuriy indukcija Siluminiu Soku visiSkai panaikinanmasn2
mutanto 4stekse. T&iau daugelio STRE gensSiluminio Soko indukcija tik susilga Siuo
atveju ir visiSkai sutrinka tiktamsn2msn4dvigubo mutanto alstekse. Taip pat yra gen
pavyzdziui, PDE2, kuriy indukcija Siluminiu Sokumsn2 mutanto 4stekse nepakinta, ir yra
susilpréjusi msn2msn4lvigubo mutanto atveju. Pasétd, jog Msn2/4p vaidmuo STRE gen
aktyvacijoje priklauso nuo stresasies: j; buvimas gra hitinas osmosinio streso atveju (Igual,
Estruch, 2000).

STRE elemento buvimas promotoriuje dayuggén; daro bendrojo stresinio atsako
reguliacijos objektais. yJ tarpe yra anglies metabolizmo, transpoutenproteazi genai ir
apsauginiai genavairiy stres atvejais -HSP104 CTT], trehalozs metabolizmo gendiPS1-3
ir TSL1 Dvigubi msn2msn4nutantai yra jautresrivairiems stresams, pavyzdziui, anglies badui,

Siluminiam Sokui, osmotiniam ir oksidaciniam stmasa
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PadidintaMSN2 ir MSN4 gen; raiSka atstato atsparanbadui ir Siluminiam Sokui.
Bendrojo stresinio atsako reguliuojangen; skatius pakankamai didelis, bensn2msn4
mutant; fenotipiniai sutrikimai @ara tokie stipiis, kokiy galima ity tikétis. Kita vertus, gem
promotoriuose yra ir ki, papildony reguliaciniy seky, tuo galima bty paaiskinti mirgty
mutant; fenotipirg raiska.

Stacionarioje augimo fagg esafiiy mutant; lasteks nepasizymi daugybiniu jautrumu,
nezirint to, kad daugelio baltymindukuojany diauksinio pesjimo metu raiska priklauso nuo
Msn2/4p. Sis faktas nurodo nuo Msn2/4p nepriklaus@ynybiniy mechanizm egzistaving
stacionarios augimo fag lastekse. Siuos mechanizmus aktyvuoja proteinkinBim15p (pav.
2).

Rim15p kinaz dalyvauja fiziologikse adaptacijose, kurios yraitinos peéjimui |
stacionar augimo faz. rim15 mutant; lasteks po petjimo i stacionag yra jautrios termoSokui
ir badui, negali indukuoti SapererHSP12 HSP26 SSA3gen; postdiauksias transkripcijos.
Parodyta, kad cAMP neigiamai reguliuoja (slopinanEsp kinaz (pav. 2). Manoma, kad Si
kinaz kartu su PKA gali dalyvauti Msn2/4p reguliacijg¢jgual, Estruch, 2000).

PKA kinaz ijtakoja ne tik STRE gen transkripcinius mechanizmus. PDS (angl.
trumpinys — post diauxic shift) cis-elementas, identifikuotasSSA3 gene, savo seka —
T/IAAGGGA - primena STRE elemento aek taipogi reguliuojamas Ras/PKA signaliniu keliu
(2 pav.).

Abu elementai reguliuojami skirtingaididieis. PDS seka tik nezymiai sustiprina gen
raiSka Siluminio Soko metu, be to Si raiSka nenukarttl STRE transkripcijos faktowi mutacij.
PDS elemento veikla susijusi su ,zinko pifSmotyva turinciu tranksripcijos faktoriumi Gislp,
kuri kontroliuoja Rim15p kinaz(2 pav.). Gislp aktyvuoja PDS genus bado atsaka.nligual,
Estruch, 2000).

Rim15p kinaz dalyvauja mejoZzs gem raiSkos reguliacijoje,itakoja glikogeno ir
trehalozs kaupim bei STRE-kontroliuojam gen; raisSky, atsparurg kar&io Sokui, bei dsteks
ciklo sustabdyra G1 fazje. RIM15 geno delecija supresuoja PKA inaktyvacijos letalum
stacionarioje augimo fag. Nustatyta, kad PKA inhibuoja Rim15p kigazn vitro
fosforilindama. Tai parodo, kad Rim15p inaktyvavémauslopina augiminhibuojargiy geny
raiSka (2 pav.) (Thevelein, de Winde, 1999).

2.1.2.2. Atsargini angliavandeny trehalozés ir glikogeno
kaupimo reguliacija
Saccharomyces cerevisiamieles kaupia dvigj tipy atsarginius angliavandenius:

gliokogeny ir trehaloz. Glikogenas yra didées molekulits mags Sakotas polisacharidas,

14



sudarytas i$ linijini a-(1,4)-gliukozidy, sujungt; a-(1,6)- glikozididiremis jungtimis. Trehaloz
yra disacharidas, sudarytas iS dwigjiukozes molekuli, sujungt; a-(1,1)-glikozidine jungtimi.

Atsarginiy angliavandeni — trehalozs ir glikogeno — kaupimas yra vienas iS pagringdini
veiksny nulemiariy ankstywy mieliy metabolin atsalg i jvairius aplinkos stresus (Siluminis
Sokas, aukstos druskir etanolio koncentracijos tetje). Tai viena iS adaptaqij prie
besiketiancios aplinkos slygy, tai pat anglies ir energijos Saltinis bégant mitybirems
salygoms. (Francois, Parrou, 2001).

Pagrindinis glikogeno sintég fermentas yra glikogensintatkoduojaGSY1lir GSY2
genai), o skaldymo — glikogenfosforitafkoduoja GPH1). Glikogenas dstekje pradedamas
kaupti dar pries diauksijos fazkol tergje yra gliukozs, ir panaudojamas stacionarodjaz kai
traksta mitybiniy medziag. Glikogeno sinte¥s pradzioje aktyvinama glikogeno sintsezgem
transkripcija, defosforilinimu inaktyvuojama glikegfosforilaz.

Trehalozs sintez ir skaldymas prasideda¢hau, kuomet vyksta antrinis kultos
augimasisisavinant etangl Pagrindiniai trehalazs metabolizmo fermentai: sintezfermentinis
kompleksas, sudarytas iS ketusubvienai, koduojany TPS1 TPS2 TSL1ir TPS3genuose, bei
skaldymo fermentai — Nthlp, Nth2p, Athlp trehatazkuriy pH optimumai yra skirtingi.
Parodyta, kad PKA yra vieninteproteinkinaz, kuri fosforilina Nth1p trehalazaktyvuodam s
ferment. PrieSingai nei glikogensintaz trehalozs sintagzs fermentinis kompleksasém
reguliuojamas g¢tamu fosforilinimu. Trehalas sintezs/skaldymo santykis reguliuojamas
substrato koncentracijos paligis bei temperata. Sio fermentinio komplekso tempenanis
optimumas yra 42-45°C, kai tuo tarpu mjetultiros augimo optimali tempefat yra tik 30 °C.
Trehaloz pasizymi apsaugémis savylmis: apsaugo membranas nuo iSdziuvimo, o baltymus
muo denaltracijos ir agregacijos stresimis silygomis (pasalina vandémuo j pavirSiaus)
(Francois, Parrou, 2001).

Genetinis ir metabolinis atsakag streg lastekje prasideda labai greitai. Kai
eksponentiie augimo fazje esanios lasteks patiria aukStos tempefiabs, natrio chlorido,
aukst; etanolio koncentragjj streg, jose greitai padiga glikogeno ir trehalos gamyba.
FaktiSkai, transkripcijos lygmenyje glikogeno ihtdozs sintezs gem reguliavimas vyksta per
STRE element kontrok Msn2/4p transkripcijos faktoriais. diau be Sios reguliacijoaidtekje
kinta ferment kiekis ir aktyvumas, keéiasi substrat kiekis, toal atsarging angliavandenj
metabolizna uztikrina gem transkripcijos ir fermentini sisteny valdymo mechanizmsaveika
(Francois, Parrou, 2001).

Kol lastelei pakanka maisto medzia§@KA aktyvumas stabdo glikogeno ir trehalsz
kaupimy genetiniame ir fermentiniame lygmenyje. Kada nmaistedziagos iSnaudojamos,
sumazja Ras/PKA kelio aktyvumas ir nebevyksta gexkspresija. To pasekoje labai smarkiai

15



iSauga glikogeno kiekis. Ras/PKA signalinio keligtywumas neigiamai veikia glikogeno
sintezs gem raisSky, neleisdamas Msn2/4p transkripcijos faktoriam®k@i branduol. Be to,
dar vyksta ir nuo Msn2/4p nepriklausoma, kol kaspigidinta Ras/PKA kelio kontrél
(Francois, Parrou, 2001).

2.1.2.3. Ras/PKA kelidtaka augimui ir | astelés proliferacijai

Ciklinas CIn3 yra svarbi jungtis tarp mitybiniiStekliy jutimo ir Cdc28p kinags
aktyvumo. T&iau neaiSku kokiu ftent lidu mitybiny iStekliy kontroliuojami signaliniai keliai
itakoja CIn3. lasteks, kuriose Ras/PKA signalinis kelias yra inakty\asosustabdasteks cikla
STARTO taSke ir nesintetina ciklinnepaisant to, kad tejje yra pakankamai mitybini
medziag. Tikétina, kad mitybos Saltinis ir CAMP kompleksiSktakoja cikling sintez. Cikliny
sntezs aktyvavimas éra vien CAMP signalo poveikis (Thevelein, de Win#i899).

Ras/PKA signalinis kelias tai pat neigiamgakoja diploidiny lasteliy sugeljima
sporuliuoti ir stimuliuoja pseudohifinaugima. Diploidiniy lasteliy pegjima i pseudohifi

219 alelio raiska. Trys PKA katalitiniai Tpk subvigaispecifiskai veikia

augimy skatinaRAS
pseudohifinio augimo indukeij(Robertson, Fink, 1998; Thevelein, de Winde, 1999)
Pagrindinio mejo&s reguliatoriaudME1 geno raiSka yra slopinama gliukszir tuo
paiu PKA aktyvumo tarpininkaujant Msn2/4p transkripsi faktoriams. Tiktina, kad PKA ir
mitybiniais iStekliais valdomos sporuliacijos karléje, dalyvauja tie patys faktoriai, kaip ir
vegetatyvini lasteliy mitybinemis medziagomis reguliuojamos proliferacijos atv@evelein,

de Winde, 1999).

2.1.3. Kai kuriy Ras/PKA signalinio kelio dalyvih mutacijy salygojami

fenotipai.

Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas miseS. cerevisiagtakoja labai daug gyvybiskai
svarbiy funkcijy, tocl yra labai grieztai kontroliuojamas. Mutacijos, rku pasekoje pakinta
signalinio kelio aktyvumas,al/goja smarkius metabolizmo pokys, pasizymi pleotropiniu
poveikiu.

Padidéjusio Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo pozymiai:

+ Jautrumas tempefatniam Sokui;

+ Jautrumas badui ir bendrai stresui;

+ Lastek sukaupia mazai atsarginingliavandeni - trehalozs ir glikogeno;

+ Sutrinka hsteks ciklo sustabdymas G1 fge kai tergje sumazja mitybiy
iStekliy kiekiai;
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+ Labai prastas augimas téjp su nefermentuojamais (glicerolis, etanolis, aiees)
ir sunkiai fermentuojamais (galaktgzanglies Saltiniais;
+ Sutrinka diplodini lasteliy sporuliacija.
Sumazinto Ras/PKA kelio aktyvumo pozymiai:

+ Padidjes atsparumas stresui;

+ Padidje kaupiamy trehalozs ir glikogeno kiekiai;

+ Pastovi temperatinio Soko ir kiy paprastai tik stacionarioje augimo &pz

ekspresuojamgen; raiska;

+ Diploidiniy lasteliy sporuliacija turtingoje tegpe.

Pernelyg zemas Ras/PKA signalinio kelio aktyvumis lgtalus, kadangas$tek negali
pereiti STARTO tazko G1 stadijoje ir dalinimosi leik sustabdomas, lieka Go §gz(Thevelein,
1994).

Stacionarios fa®s Saccharomyces cerevisidgsteks yra atsparess kar€io Sokui nei
aktyviai auganios lasteks. Kai kstek patiria kargio Sokg, jos ciklas laikinai sustoja G1 fge.
cyrl mutacip fenotipas (sumafes adenilatciklazs aktyvumas) pasireiSkia zema cAMP
koncentracija, dsteks ciklo sustabdymu G1 fée, bei konstitutyvia SapergnraiSka, kas
uztikrina geresp atsparum kar&io Sokui nei laukinio tipo adenilatciklaz atveju. cAMP
pridéjimas i terp; atstato fenotip (Shin ir kt., 1987). Adenilatciklas geno delecija yra letali,
nes Ras/PKA kelio aktyvumas Siuo atveju yra nepladianas dsteliy gyvybingumui palaikyti.

Parodyta, kactyrl mutacin fenotim iS dalies supresuoja PKA reguliacisubvienet
koduojartio genobcyl (loss-of-functiop mutacija: CAMP koncentracijaadtekje lieka maza,
taciau nuo CcAMP nepriklausomo fosforilinimo ¢kh (katalitiniai PKA subvienetai
nebeinhibuojami)dsteks ciklas nesustoja G1 fge azoto badoatygomis (Shin ir kt., 1987).

Fermentacijos iniciacija mieli Saccharomyces cerevisidgstekse susijusi su greitu
atsparumo stresui mgimu. CYR1 geno mutacijos abygojarcios gliukoze indukuoto
adenilatciklazs aktyvumo madima (po signalo #&ra vadinamojo cAMP piko) pasireiSkia
atsparumo kat$o Sokui magjimu, trehalags aktyvumo padigimu. Yra izoliuoti mutantiniai
laboratoriniai miekly kamienai, kuriuose atsparumas stresui péassdfermentacijai nemaja.
adenilatciklazs CYR1gene aptikta speciftnmutacija tarp Ras baltymus surigenir katalitinio
domem (1682 padtyje gliutamatas pakeistas lizinu) ir pavadintiil (angl. trumpinys
fermentatiorinduced loss of stress resistance). Sios recesgvimutacijos atveju fermento
aktyvumas 10 kant mazesnis uz norgn[domu tai, kad fermentacijos aktyvum@d mutant;
lastebse nesumaia, kaip kad vyksta kit sumazinto adenilatciklég aktyvumo mutant
lastebse. Paprastai adenilatcikéaz aktyvumo sumafimas, kaip ir PKA atveju, pasireisSkia
lasteliy augimo graiio mazjimu, iStesta laike lag faze ir sumazintu fermentacijos altyu.
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Derepresuat fill mutant; kultaros bsteliy gyvybingumas po termosoko 10 kaxtirSija
laukinio tipo hstelipy gyvybingumy. Prickjus gliukozs | derepresuat lastely terp
(indukuojamas cAMP signalas) stebimas net 100+kargyvybingumo skirtumas. Neiint to,
kad gliukozs-indukuotas trehalés skaldymadill mutant; lastekse yra greitas, trehaléz jose
lieka daugiau nei laukinio tipo kamiemastekse. Pastelta, kadfill mutant, lastekse trehalogs
sintazs gem raiSka yra 10 kant padictjusi, tuo tarpuHSP104 HSP26ir SSA3(atsparum
termosSokui lemiagiy Saperon) geny raiSkos slopinimas gliukoze tik nezymiai silpnasnei
laukinio tipo kamien lastekse.

fill alelio adenilatciklazs aktyvumo analiz parod, kad fermento stimuliavimas G
baltymais gra pazeistas, &au vidinis adenilatciklazs aktyvumas yra sumggs. Tokiu udu
specifiniaifill mutant; fenotipai alygojami ne sutrikusios adenilatcikkszaktyvaton saveikos,
o gretiau paties fermento sumazinto maksimalaus aktyv(IDijok ir kt., 2000).

Adenilatciklazs katalitinio domeno mutacijoalggoja tipiSky sumazinto Ras/PKA kelio
aktyvumo pozymius. Adenilatciklamebereaguoja pakankamu cAMP siggezguintensygjimu
nei gliukozs, nei viduistelinio figSkjimo aktyvinama. Sumaija gliukozs slygota trehalags
indukcija, susilpgja trehalozs ir glikogeno skaldymas, sunig& lasteks atsparumas stresui.
Kadangi adenilatciklaz nebereaguoja pakankamai stipria cAMP sintgzevidulastelin
pamigstjima, lastek tampa atsparesreemam tergs pH, pagefja silpny rag&iu (pavyzdziui,
acto fgsties) inhibuojamas augimas. Tokio tipo mutacifipogi i$ dalies supresuoRASZ**°
konstitutyviai aktyvau®RAS?2alelio fenotim (Vanhalewyn ir kt., 1999).

Vertinant RASmutaciy fenotipus svarbu prisiminti, jog Ras baltynaaidmuo §stekje
neapsiriboja vien adenilatcikléz stimuliavimu, jie taipogi reikalingi bazinio cAMBintezs
lygio palaikymui (Thevelein, 1992). Adenilatcikkaprivalo pastoviai sintetinti tam tikrtcAMP
kieki, kad uztikrinty tinkam sintezs ir fosfodiesteragi hidrolizés aktyvuny balang, kurio
rezultatas yra pastovug(astomis slygomis) bazinis cCAMP kiekisabtekje. Vieno iSRASgen;
delecija nepaveikia miali lasteliy gyvybingumo, bet dvigj iSkart yra letali, kadangi cAMP
sinte2s intensyvumas éna pakankamasasteliy gyvybingumui palaikyti. RAS2 delecija ir
RASZ'° alelio raiska fenotipiskai pasireiskia kaip cAMRtabolizmo sutrikimai.

RAS2geno delecijagygoja atsargini angliavandeni (glikogeno ir trehalogs) kaupim
ir diploidiniu mieliy lasteliy sporuliaciy turtingoje tergje. Toks fenotipas stebimas ir sumazinto
CcAMP lygio arba Zemo PKA aktyvumo miglmutant; kamienuoseRAS2geno delecija taip pat
pasireiSkia nesugeéfimu augti ir jsisavinti nefermentuojagnanglies Saltinminimalioje tergje
(Thevelein, 1992).

Yra sukonstruoti keli Zinduali ras onkogeniny aleliy analogai mieise. Geriausiali
istirtasRAS2*'® dominantinis alelis, kurio produktas pasizymi skigirsumazjusiu GTPaziniu
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aktyvumu ir yra nejautrus Ira baltynpoveikiui (konstytutyviai aktyvuiRAS2alelis). S alefj
ekspresuojantys mielikamienai, kaip ir kamienai diRA gen; delecija demonstruoja panasius
Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo fenotipulRASZ*™ ir panadi RAS1analog raiska mieli

S. cerevisiaelastekse alygoja labai Zem glikogeno ir trehalozs kaupimo lyg jautrumy
Siluminiam Sokui ir azotiniam badui, o taip pat dabsilpra diploidiniy lasteliy gekejima
sporuliuoti. (Thevelein, 1992; Thevelein, 1994).

Mieliy proteinkinaz A dalyvauja daugys gyvybiSkai svarhi lasteks proces, tokiy
kaip augimas, atsargini angliavandeni kaupimas, atsparumas stresui, diferenciacija,
reguliacijoje. Sumazinto PKA aktyvumo fenotipas ipa&kia hsteliy ciklo sustabdymu G1
fazéje, sustipéjusiu trehalozs ir glikogeno kaupimu, padiflisiu lasteks atsparumu Siluminiam
Sokui ir oksidaciniam stresui. Pana$enotimm demonstruoja laukinio tipoasteks kai
aplinkoje toksta maisto medziag Padidinto PKA aktyvumo atveju STRE-priklauspnr
glikogeno sintezs gem transkripcija stipriai inhibuojamaadtek sukaupia mazai atsargini
angliavandenij ir yra labai jautrivairioms streso formoms (Smith ir kt., 1998).

IS visy zinomy Ras/PKA kelio mutaaij, BCY1geno delecija@ygoja stipriausius kelio
taikiniy reguliacijos sutrikimus @ konstitutyvaus katalitini subvienei aktyvumo. Rezultate
stebimas maksimaliai padidinto Ras/PKA kelio akiywau fenotipas (Thevelein, de Winde,
1999). BCY1 geno padidinta raiSka sumazina PKA holofermentdyvakng ir cAMP
priklausom proteinkinazs aktyvavim. Taip pat pasteia, kad akumuliuojamas cAMP lygis
tokiuose kamienuose yra paélics — reguliacini subvienei perteklius nutitruoja cAMP
nukleotidus ir padaro juos neprieinamus fosfodragte. Laukinio tipo PKA holofermentas
nesant pakankamai cAMP koncentracijai negali uittikrminimalaus aktyvumo abkteks
gyvybingumui palaikyti, tuo tarpu kai kurios muterés PKA formos demonstruojgvairaus
intensyvumo konstitutyty CAMP nepriklausonrp aktyvuma. Tikétina, taip atsitinka & baltymo
tretinés strukiiros pasikeitimo kai ,imituojama“aseika su cCAMP ir pasikea reguliacini
subvienet afiniSkumas katalitiniams subvienetams. Padtgbkad PKA gali bti aktyvi ir
nedisocijuotoje formoje, tik tas aktyvumas nedisiéRortella ir kt., 2001).

Trys PKA Kkatalitiniai subvienetai pasizymi dideltarpusavio panaSumu. VWistriju
subvienei (TPK1, TPK2, TPKBgen; delecija yra letali (nulinis PKA aktyvumas)giau jei yra
aktyvus bent vienas IS tyij gen;, to pakanka astelei iSgyventi. Azoto badoalygomis
indukuojamo pseudohifinio augimo atveju pastabkad Tk2p yra esminis induktorius augimo
pohbadzio pasikeitimui, Tpk3p inhibuoja, o Tpklp iSvigjtakoja Sio proceso. Taigi PKA
katalitiniai subvienetai éra lygiavetiai metabolini proces reguliacijoje. (Robertson, Fink,
1998).
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2.2. Epigenetiniai elementai ir j jtaka
Saccharomyces cerevisiae Iastelés funkcijy reguliacijai.

Lastek supa besikéianti erdwje ir laike aplinka, prie kurios jai nuolatos tenka
prisitaikyti, adaptuotis. Mieli S. cerevisiaelastek taiko universaliaugi gyvojo pasaulio
iSgyvenimo strategij— reguliuoja metabolizmo procesus atitinkamai d¢t@mnsa gen veikla. Be
to egzistuojantys miel lastekje epigenetiniai elementai — prionai — suteikia ilokgmno
adaptacinio plastiskumo, kadangi leidzia papildomigguliuoti gyvybinius procesus
moduliuojant baltym funkcijas esant tam pam genotipui. Manoma, tai padidina populiacijos
biojvairow ir sudaro palankesneglygas adaptuojantis (Chernoff, 2001)asteks genetinis
fonas irgi galijtakuoti baltymy prionizacip ir plitima (Bouset, Melki, 2002; Chernoff, 2001;
Uptain, Lindquist, 2002).

2.2.1.Mielip priony savyhkés. Mieliy priono koncepcija.

Prionai iS pradzi buvo pradti nagriréti kaip baltyminiai infekciniai agentai, sukeliasty
Zmony ir gyvinu transmisines spongiformines encefalopatijas (Zmen— kuru, Creutzfeld-
Jacob sindromas, fatatinSeiminire insomnija; avims — scrapie; galvijams — BSE, tpgt
ivairios encefalopatijos vi§t katiy, elniy atvejais). Sios ligos gali plisti infekcijogidiu, o taip
pat spontaniSkai atsirasti. Visiems iSvardintiemssirgimams bdingas ilgas inkubacinis
periodas, neuranirimas ir amiloidirts sankaupos smegemudinyje. Amiloidires sankaupos
yra ne kas kita, kaip ZinduglPrP" baltymo prionizuota forma (PPP), kuriai lidingas natyvios
baltymo strukiiros (daugiausiac. spiraks) pakeitimasf klostmis ir labai tvarkingas
agregavimasig fibriles. Tai yra vig prionizuotis linkusy baltymy pozymis. Susidariusios
strukfiros gali infekuoti sveik organizm, normalius dsteks baltymus (prioninio baltymo
lastelinius analogus) autokatal&z bidu priversdamos prionizuotis (Caughey, 2001). Tk
savo savybmis PrP¢ labai panasus kity neurodegeneratyvipiligy baltymus (Alcheimerio,
Hantingtono ligos). Pr¥ taip pat lidingas Zemas tirpumas detergentuose, aukstas waispsir
proteazms (pvz., proteazei K) (Ter-Avanesian, Kushnird®99).

PrieS kuf laika baltyminiai ne chromosomose paveldimi determinahtevo atrasti ir
mieléese — PSI] ir [UREJ. Skirtingai nei kitus autonominius citoplazminiggterminantus,
tokius kaip virusai ar plazméd, nei PSI'], nei [UREJ nepavyko susieti su jokia nuklemstim.
Keliom savo esmiém savylkem Sie determinantai pasir@duri panasum su zinduoh; prionais:
baltymine prigimtimi, sugelimu perduoti savo savybes normaliastelinei baltymo formai,

sugekjimu spontaniSkai atsirasti iS normalios baltymonrios, o taip pat atsparuniuairiems,
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Siaip jau kenksmingiems normaliai natyviai baltynformai agentams - proteans,
detergentams, UV ir jonizuojdiai spinduliuotei.

Egzistuoja ,stipais” ir ,silpni“ priony variantai. Jie gali koegzistuoti vienojgsiekje.
Pamireti priony variantai skiriasi tarpusavyje konformagimis savyldmis, atsparumu
.gydantiems” agentams, tkna, kad ir plitimo greiiu (Ter-Avanesian, Kushnirov, 1999;
Kushnirov ir kt., 2000).

Siuo metu mieli S. cerevisiagrionai yra kur kas geriau iSnagth negu Zinduoli.
Daugiausia duomen sukaupta apie mieli S. cerevisiae[PSI] ir [URE3 prionus bei
filamentinio gryboPodospora anseringHet-§ priona. Tiriami prionai PIN'], [Tad, [ISP],
[GR], [NU'] (Uptain, Lindquist, 2002). Kompiuterds analizs tidu nustatyta, kad tarp ~6000
S. cerevisiagen;, koduojariy baltymus, 107 yra potencia prionus koduojantys kandidatai
(Michelisch, Weissman, 2000). Miglprioniniai baltymai ara homologiski nei tarpusavyje, nei
Zinduoliy PrP baltymui. kstekje jie atlieka skirtingas funkcijas. Koduojami bdamlio gem,
prionais virt baltymai yra metastalis, t. y. normalioje mieli lastekje spontaniSkai atsiranda
nedideliu dazniu (I6 — 10°) ir retais atvejais gali i spontaniskai prarandami (Uptain,
Lindquist, 2002).

I3 pradziy [PSI] ir [UREJ citoplazminiai determinantai buvo apradyti geflai, ta&iau
1994 metais R. Wickner i8¢ hipotez, kurios esm baty tokia: mireti citoplazminiai
determinantai yra ne kas kita, kaip prionai. TucigpaWickner padilé bendsja priono
koncepciy, kuri teigia, kad prionas yra pakitusios konforijac (pakinta antria ir tretiné
strukfira) baltymas, netek savo normalios funkcijos, ir galintis indukuotirmalaus baltymo
prionizacip. Remiantis Sia koncepcija prionaséturatitikti sekartius kriterijus:

1. Paveldéjimas ne Mendeliniu bidu. Prionas yra infekcinis baltymas, ir, kaip visi
mieliy infekciniai elementai, patenka igsteks i lastek tik joms kryZminantis ir pakista ne
Mendelinio paveldjimo désniams.

2. Grijztamas iSgydymasVeikiant prionizucd mieliy kamiery jvairiais cheminiais,
aplinkos ir baltyminiais (k€iant Saperon ekspresijos lyg agentaigmanoma pasalinti prians
populiacijos, taiau vis vien lieka nedidel (mazdaug 18 ) tikimybé jvykti prionizacijos
reindukcijai: po kurio laiko populiacijojeél atsiranda prionizuat lasteliy. Tuo tarpu prarasti
DNR ar RNR citoplazminiai determinantai savainéénebeatsiranda.

3. Priono indukcija esant padidintam baltymo kiekiui. Esant padidintai baltymo
produkcijai hstekje padaugja molekuly-taikiniy skatius, priono agregatai lengviau susidaro ir
plinta, tokiu lidu iSauga prionizacijos tikimgb Taip nutinka dl keliy imanony prieZzasiy:

+ Dél padictjusios baltymo koncentracijos padajag baltymo molekuli-
taikiniy skatius ir neuztenka Saperorderamai suklostyti visas perprodukuoto
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baltymo molekules. Susidaro neteisingai sukloshgitymo forma ir tai padidina
prionizacijos tikimylg.

+ Jeigu Saperonas neégpteisingai suklostyti baltym tai proteags ji greitai
sukarpo, palikdamos sutrugjpsius domenus, kuri dalis gali lengviau
prionizuotis.

4. Fenotipinis rySys tarp priono ir jo geno mutacijos. Ivykus recesyvinei
chromosominei mutacijai stebimas fenotipas yra fwdts kaip irijvykus prionizacijai — visiSkas
funkcijos praradimas (angloss of function Pirmuoju atveju visai nevyksta baltymo produécij
arba jis sintetinamas neaktyvus, antruoju — norosalaaltymo prionizacijaatygoja funkcijos
praradim, (Wickner, 1994; Wickner ir kt., 1999).

Kalbant apie prionus Siandien, yra akivaizdu, kadrmniy baltymy buvimas yra Bitina,
taciau vis &l to nepakankamaakyga prionizacijos procesui vykti. Dideltaka turi kiti baltymai

(pvz., Saperonai), pagaliaasteks genetinis fonas.

2.2.2. Fenotipiré mieliy priony iSraiSka

Mieliy prionas [PSI '] ir jo fenotipin é iSraiSka

[PSI'] prionas mieli lastekje atlieka kaip ir baltym biosintezs tikslumo epigenetinio
moduliatoriaus funkcij (Cox, 1965). Citoplazmindeterminant [PSI'] koduojaSUP35genas.
Sio geno produktas Sup35p baltymastdkje yra atsakingas uZ transliacijos terminadiPSI]
yra ne kas kita, kaip mialitransliacijos terminacijos faktoriaus Sup35p pioota, neaktyvi
forma.

Sup35 polipeptide galima iSskirti 3 regionus: Nimgal regionas (1-123 am. r.); M
vidurinis regionas (124-253 am. r.); C galinis oe@s (254-685 am. r.). Didelis asparagino ir
gliutamino amino &gy kiekis ir oligopeptidiniai pasikartojimai nulemi&ad baltymo Sup35
N galinis domenas veikia kaip PrD — prionizacijasregtnas (angl. trumpinygrion domain, tai
yra skatina prionoASI'] atsiradimy lastekje (Uptain, Lindquist, 2002; De Pace ir kt., 1998;
Michelitsh, Weissman, 2000). Viduriniame M regiod&% amino Gg&iy sudaro lizinas,
gliutaminas ir asparaginas. Sio regiono sekospgaftpera konservatyvios. M domenasitakoja
priono indukcijos, téiau moduliuoja nuo Sapergmriklausomo priono plitimo efektyvus(Liu
ir kt., 2002). Sup35p C galinis regionas yra kétag baltymo domenas. Jis turi 4 GTP suriSimo
saity amino 0g<iy motyvus bei numanomPKA fosforilinimo viet ir yra homologiskas
aukstesnjju eukarioty transliacijos elongacijos faktoriui EFeelKikuchi ir kt., 1988).

Transliacijos terminacijos genetiniir epigenetini reguliatoriy pokyiai gali stipriai
sumazinti Sio proceso tikslumLaboratorigmis slygomis tokie pokyiai ir ju pasekns tiriami
mieliy kamienuose, turtfiuose nonsens mutacijas. Paprastaiygeansens mutacijos trukdo
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baltymu ekspresijai. Sutrikus transliacijos terminacijasktbriy funkcijai arba pasikeitusyj
koncentracijai, ribosoma gali nuskaityti nonsensldm, kaip koduojant kokia nors amino
ragst, priklausomai nuo esam lastekje tRNR nonsens suprespspecifiSkumo. Tokiu atveju
yra didet tikimybé¢, kad normalusakteks fenotipas atsistatys (Serio, Lindquist, 1999).

Nonsens supresijos reiSkinys yra paglitgamtoje, kartais tai yra ne patologija, o
désningas kai kut virusiniy, ir lastelinih geny ekspresijos kontroliavimo pavyzdys. Stop
kodony jprasminimui tokiais atvejais reikigvairiy cis-signal;, pavyzdziui: mRNR segtuk
susidarymo, tam tikro 3‘ stop kodono konteksto (@iaski ir kt., 1991). Miéke toks efektas
gali pasireiksti sumazinus transliacijos terminagifaktoriy koncentracy lastekje (Stansfield ir
kt., 1996), arbavykus Sup35p (eRF3) prionizacijai (Wickner, 1994).

[PSI] fenotipiSkai aptinkamaséti silpno serinui specifinio nonsens supresoriaufSU
sustipgjusio poveikio.SUQ5 genas koduoja serinui speciinRNR, kurios antikodono kilpa
komplementariochre nonsens kodonui UAA. Kaiastekjé néra [PSI+] priono, Sup35p yra
aktyvus ir SUQ5 nonsens supresorius nesugeba pakekstipriai supresuoide2-1nonsens
mutacip, &kl ko lasteks auganios tergje be adeninagauna raudanspahg (3 pav.) (Ter-
Avanesian, Kushnirov, 1999).

Siuo metu Zinomi keli nonsens supresdipai. Tai gali iiti mutacijos tRNR antikodono
kilpoje, &l kuriy jvykstaochre(UAA), amber(UAG) aropal (UGA) stop kodon atpazinimas ir
sustipéja nonsens supresija (Sherman ir kt., 19#@anomos ribosominibaltymy, transliacijos
terminacijos faktorq SUP35ir SUP45mutacijos. Siuo atveju supresuojami visi trys nosse

kodonai (angl. omnipotent

; N
supressorks [pst] e o o
) ustpl— P
[PSI] faktoriaus ) ""‘;
. . . .. . N :_;,Q\ aﬁ q,t'
epigenetigs  transliacijos A = r E
AUG .an ~ _)'3\ r?*\lum AAAR  [ade]
terminacijos = moduliacijos - R
S LA
reiSkin. Cox apraé& jau 1965
metais. Kitaip nei genetiniali - — - B
moduliatoriai, kurie -
A i x5y
sustiprina (allosupressoriai) ~ e TR b
Ty Ty
— AUG : xq—gj—un DE*
arba susilpnina iy \ [ADET

(8] -
-

. 3 pav. [PSI"] priono fenotipiné iSraiSka ade2-1 alelio nonsens
SUpresijos efektyvum mutantuose [psi{ lastekse, neturittiose priono, transliacijc
veikdami tRNR ar terminacija vyksta normaliai ir tétladenino sintez lastekse nevykst:

[ad€] fenotipo kolonijos yra raudonosP$§I] lastekse transliacijc
omnipotentinius supresorius, terminacijos efektyvumas suniggs, todl dalinés stop kodon

) ) supresijos pakanka, kadith atstaytaADE2 geno funkcija. [ADE]
[PSI] prionas gali fenotipo kolonijos yra baltos. (Fernandez-Bellag)l®, 2001).

(antisupresoriai) nonsens
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sustiprinti abiey pamirety supreson tipy poveild ir pats gali tapti supresijos prieZzastimi net kai
néra zinomy genetinip supresoin poveikio, nes é prionizacijos suma3a funkcionalaus Sup35
baltymo kiekis ir pageéfa salygos supresoriims tRNR konkuruoti su transliacijos terminacijos
faktoriumi &l nonsens kodan Taigi, [PSI] prionui bidingas omnipotentirs supresijos
fenotipas (Cox B., 1965; Serio, Lindquist, 2000).

2.2.3.[URE3] priono fenotipiné iSraiSka. Azoto kataboliné represija.

[UREJ prionas yra neaktyvi, pakitusios konformacijosePyp baltymo forma, gebanti
keisti natyvausalstelinio Ure2p baltymo konformagijr tokiu bidu yra stabiliai citoplazmiskai
paveldima mieli kultaroje. Ure2p atlieka azoto katabalgrepresijos reguliatoriaus vaidnien
mielése.

[UREJ priona 1971m atrado Francois Lacroute tydamas uracilo biosintég kelh.
Dvi pirmasias reakcijas vykdORA2 geno produktas, atliekantis dvi funkcijas — karbeosfat
sintetazs ir aspartat transkarbamitgz Jo dka vyksta ureidosukcinato (USA) sinte®s L-

aspartato (4 ir 5 pav.) (Lacroute, 1971).

o Glutamine
Aspartate L] T
transcarbamylase :?IC"CHQ ) l URAZ
L-Aspariate 2 > > U Carbamyl phosphate
7 N7 e .
W ha | URA:
Ureidosuccinate “"""--..___‘ Ureidosuccinate
] Ureidasuccinate .
ngN-}:‘:\ l URA4
NH
EHE LH Allantoate Dihydroorctate
o ‘+': oo™ 1 URAT
Allantoat
antoste Orotate
NH , b Sl
or © —>Ure2p——gin3p OMP
glutamine
J{ | uURa3
I DALS UMP
GATA
4 pav. Ure2p reguliuoja azoto katabolig represija blokuodamas 5 pav.Uracilo biosintezé mielése.
ureidosukcinato, tarpinio uracilo biosintezs produkto transportg j (Fernandez-Bellot ir Cullin, 2001)
Iastele. (Wickner ir kt., 1999) OMP - orotidin 5’ monofosfatas,
Kai mieks auga tergje su turtingu azoto 3altiniu (amonis arba gliutaas) UMP — uridin 5’ monofosfatas.

represuojama fermantr transporten, reikaling: sunkiaijisisavinam azoto Saltini
utilizavimui, transkripcija. Ure2p yra turtimgazoto Saltini sensorius ir blokuoja
transkripcijos aktyvatoriaus GIn3p aktyvanUSA (ureidosukcinatas aripkarbamil
aspartatas) struktiSkai labai panaSusalantoad.

USA yra aspartat transkarbamidazproduktasura2 lasteks, kuriuose Sis fermentas
neaktyvus gali transportuoti USAlastek augant tergge su sunkiaisisavinamu azoto
Saltiniu.

ura2 mutantai nesugeba sintetinti USA. Ureidosukcirtedaspors i lastek kontroliuoja

alantoatpermeaz (DAL5 geno produktas).DAL5 aktyvumas reguliuojamas transkripcijos
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lygmenyje azoto katabokss represijos metu priklausomai nuo tergudties (Lacroute, 1971;
Wickner, 1994). Jeigu teépe yra turtingas, lengvaisisavinamas azoto Saltinis, pavyzdziui,
amonis,DALS permeag neekspresuojama. Kai teéfe yra tik sunkiai metabolizuojamas azoto
Saltinis kaip, pavyzdziui, protinad)AL5 genas transkribuodamas. To pasekoje alantoatas
transportuojamas lastek ir naudojamas kaip azoto Saltinis. Kadangi USAuldtiriSkai labai
panasug alantoad, Dal5p permeagzgali ir ji transportuoti per membranKai tergs sudtyje

yra amonis,DAL5 genas yra represuojamasa2 mutantai negali pasiimti USA iS aplinkos ir

neauga (6 pav.).

0 [ure-o]
ammonium
Tirpus .
UreZp ;;_'..Gln:l [T DaALs
Netranskribuojama
Glutaming
— a2 i J i
¥ i 1 Augimas terpéje be H
arbanvyl phosphate 3 uracilo, su USA Talp
— ural J
[URE3]
Ure2p 3
gt P=eo [ oaLs
L. G-
:-:T\ '-1'._ b Transkribuo]ama
L Augimas terpéje be
uracilo, su USA NE
Ureidosuccinate
Allantoate
6 pav. Ure2p vaidmuo azoto kataboligje represijoje 7 pav. Ure2p prionizacijos poveikis azoto
(Fernandez-Bellot, Cullin, 2001 katabolinei represijai (Chien ir kt., 2004).

Esant terpje amoniui, Ure2p citoplazmoje blokuoja GIn3 tramiyséijos
faktoriy, ko pasekoje nevyksta Dal5p alantoat perreeakspresija,
netransportuojamadastek ureidosukcinatas urra2 lasteks negali
sintetinti UMP.

OMP - orotidin 5 monofosfatas,

UMP — uridin 5’ monofosfatas.

Tarpura2 mieliy mutanty Francois Lacroute aptikere2 mutantus, kurie auga ant tésp
su amoniu ir USA. Ta@au Sy mutant; (ura2ure? grup: pasirod esanti heterogeniska pagal
ure2 paveladjimo pohidi kryzminant juos sura2URE2kamienu (turi laukinio tipdJRE2gera)
(Lacroute, 1971):

+ Dalyje testuojam ure2 kamiemy mutacip buvo recesyvié ir tarp segregantbuvo

paveldima pagal klasikinius Mendeliceshius 2:2 santykiu, kas parodo normali

,loss of functiohchromosominidURE2geno mutacij (Usa fenotipas).
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+ Kituoseure2 mutantuose Usdenotipas (7 pav.) buvo paveldimas kaip dominastin
pozymis, ne pagal Mendelioéshius (4:0 santykiu). Dar daugiau, Sis mutantinis
fenotipas buvo stabiliai paveldimas po citodukcijasuose palikuonyse. Remiantis
iSdestytais kriterijais Sis elementas buvo priskirtag mechromosomini genetini
element, tokiy kaip [PSI] (Cox, 1965). Naujas epigenetinis elementas buvo
pavadintasUREJ.

2.2.4. PIN'] faktorius. Mieli gy priony tarpusavio gveika

[PSI] priono indukcijai svarbus yraPIN*] faktoriaus buvimasaktekje (Derkatch ir kt.,
1997). PIN*]determinantas atitinka svarbiausius priono konijepdriterijus — pavelgimas ne
Mendeliniu mdu ir giZztamai iSgydomas GndHCI (Derkatch ir kt., 2000npafna, kad PIN'] tai
tas pats RNQ'] prionas (Sondheimer, Lindquist, 2000). Rnglpywaiis, kaip jau buvo méta,
netakoja hsteks gyvybingumo, iSvis jo funkcija éna Zinoma. Rnglp prioninis domenas
iSsidéstes baltymo C galiniame domene (153-402 aming&tiu liekanos) (Sondheimer,
Lindquist, 2000). PIN*] indukcija de novopalengvina 4°C tempefat. Tokiomis patgygomis
indukuojasi ir UREJ ([UREJ atsiradimo daznis padigh) bei [PSI] prionai (Chernoff ir kt.,
1995; Bradley ir kt., 2002). Sio fenomeno mechamigmezinomas. Neatmetama galidykad
ilgalaikio Satio Soko metu, kuitrai esant ¥lyvoje stacionarinio augimo stadijoje, pakinta
Saperon pusiausvyra ir tai palengvin®IN'] indukcija. Pastebta, kad pode novoindukcijos
[PIN], kaip ir kiti prionai, i3 pradj yra nestabilus (Bradley ir kt., 2002). Eika, kad naujai
indukuoti prionai turi praeiti tam tigrbrendimo stadsj, po kurios jie stabilizuojasi (Glover ir kt.,
1997). Nors PSI'] gali suteikti hstelei tam tiky privalumy adaptuojantis stresimis silygomis,
vis célto prionas inaktyvuoja didZigja svarbaus transliacijos terminacijos faktoriaus.deIN']
galbat yra tas faktorius, kuris kontroliuoj®$I'] atsiradimo dazi palaiko j tam tikrose ribose.
Tuo paiu reikia pazynati, kad [PIN'] faktorius nétakoja PSI'] palaikymo ir plitimo ir negali
veikti Sup35p jungimosi prioninj agregat. [PIN'] svarbus tik indukuojantisPSI'] prionui
(Derkatch ir kt., 2000).

[PIN] fenotipa gali imituoti ir kiti prionai, palengvinantydSI'] priono atsiradim de
novo (Derkatch ir kt., 2001). Parodyta, kad atias atsirags prionas galitakoti heterologinio
priono indukciya (Derkatch ir kt., 2001; Osherowish, Weissman, 20(0veika gali Miti
sinergistire arba antagonistén kaip, pavyzdziui, yraRBSI'] ir [UREJ priony saveikos atveju
(Schwimmer, Masison, 2002).

Parodyta, kad esangstekje [PSI] ir [UREJ prionams yra palenvinamaP[N']
indukcija (teigiama s/eika), t&iau kai preegzistuojantis prionas yfrIN*], [PSI] ir [UREJ
prionai tampa antagonistais — slopina vienas kitlukcip ir plitima. Padidinta Hsp104 ir Hsp70
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(Ssa2p) raiSka mazdiakoja Si saveika — Sie Saperonaiéma limituojantis veiksnys, @ kurio
[PSI] ir [UREJ prionai konkuruaf. Tasiau konstitutyvi padidinta Ssalp, bet ne Ssa2@keaai
eliminuoja UREJ, nors tai yra gana homologiski, galintys pakeistinas kiy Hsp70 Saperonai.
Pastebta , kad esantstebje [UREJ, padicja Hsp104 ekspresija, kas negalitakoti [PSI']
(Schwimmer, Masison, 2002).

2.2.5. Saperon jtaka mieliy priony indukcijai ir plitimui.

Esminis faktorius,itakojantis via Zinomy mieliy priony plitima ([PSI], [URES,
[RNQ'], yra molekulinis Saperonas Hsp104 (Chernoff ir, K995; Moriyama ir kt., 2000;
Sondheimer, Lindquist, 2000). PrionBSI'] atveju i priklausomyb yra gana nigrasta: tiek
Hspl04 delecija, tiek jo padidinta raiSka elimiraugriory iS lasteks (Chernoff ir kt., 1995).
Hsp104 Saperonas indukuojamas temperab Soko metu, ir viena jo funkajyra dalinai
denatiruoty baltymy agregai iSardymas. Tiktina, kad priono palaikymui reikalinga tam tikra
optimali Saperono koncentracija (Ter-Avanesyan tif k998) Saperono Hspl04 efektyviam
veikimui reikia papildom faktoriu — Hsp70/Hsp40 sistemos. Pdlai agregato strukitoje,
atsira¢ dél Hspl04 poveikio, nesant Hsp70/Hsp40 sistemos idagmi yra laikini. Sie
Saperonai tirpina mazus agregatus, susidariusilt$sp@04 poveikio. (Glover, Lindquist, 1998).

Mielése yra identifikuoti 4 kat$o Soko indukuojamiSSAgenai: jie koduoja Hsp70
Seimos baltymus (Craig ir kt., 1995). Sie genai labai panass, ta&iau ju raiSkos lygiai
skirtingi. SSA1 3 ir 4 kaip ir HSP104gen; produktai dalyvauja Siluminio Soko atsake. W/is
keturiy SSAgen; delecija yra letali, #@au vieno geno visiSkai pakankgsieks gyvybingumui
palaikyti. Manoma, kad Ssalp apsau@S[] stresiremis slygomis nuo streso indukuojam
faktoriy poveikio, pavyzdziui, Hsp104 poveikiSSAarbaSSA2 arba j; abiej; delecija PSI]
priono ngtakoja. Vis @lto didzioji duomen dalis rodo, kad Hsp70 (bent jau Ssa poSeimis)

dalyvauja PSI'] priono palaikyme (Jung ir kt., 2000).

2.2.6. Priomy jtaka mieliy Igsteles gyvybingumui. Priong biologinis
vaidmuo.

Nors prionai tyrigjami jau daugiau nei deSimt metapie j biologing svarla zinoma
labai mazai. Daugelio baltymturinciu prionini domen (PrD) ir galirtiy prionizuotis, funkcijos
lieka kol kas nezinomos. Netgi takpakankamai gerai iStyréty baltymy kaip Sup35p ir Ure2p
prionizacijos biologinis vaidmuo vis dar neaiskus.

[UREJ lastekms gali tuéti dvejom reiksne. IS vienos puss, [UREJ prionas irure2

mutacijos mazinaakteks augimo greit (Wickner, 1994), tdau tokios 4steks gali panaudoti
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platesm azoto Saltini spekts. Be to,ure2 mutantai druskingoje teée auga geriau, nei laukiniai
kamienai. Tai rodo adaptacifUREJ priono reikSm (Edskes, 2001).

[UREJ prionas mazinaabteliy augimo greit tuo tarpu PSI] prionas neturijtakos
lasteliy eksponentinio augimo gegui, tatiau turi jtakos transliacijai. Kai kuriuose mieli
kamienuose, FSI'] prionas sumazina stacionarioje d@z esatiiy lasteliy gyvybingumy. Buvo
nustatyta, kadASI'] priono sukelta stacionarios & lasteliy Zitis priklauso nuo oksidacijos
proces. Antioksidant, superoksido dismutéz ir katalags gem padidinta raiSka iS dalies gali
neutralizuoti toksisk [PSI] priono poveik lasteliy gyvybingumui. PSI] toksiskumas
stacionarios fas lastekms hidingas tik tam tikruose miglikamienuose (Chernoff, 2001).

[PSI] prionas taip pat yra toksiSkagstekms, kuriose yra padidinta Sup35p raiska.
Tokiu atveju yra slopinama®8I] lasteliy augimas. Padidinta Sup35 baltymo ar jo fragmento,
turincio prionini domen, raiSka taip pat sloping@$i] kamien; auginy (Chernoff ir kt., 1992).

Kai kuriy kamieny lasteks, turirtios [PSI] priona, tampa 3iek tiek atsparesnGuHCI
poveikiui. Tai buvo parodytasbl.2A kamienuose, kurie pasizymi dideliu jautrumu GuHCI.
Buvo pastetta, kad kamieno reakcija toksin agent priklauso nuo genetinio fono (True,
Lindquist, 2000). Manoma, taip yra tddkad eksperimentuose naudotiems skirtingos d¢sim
kamienams tdingas nevienodas spektras ,tyfig' geny, kurie turi nonsens mutacija?$I’]
gali tuos genus aktyvuoti (Chernoff, 2001; Lindqu000; True, Lindquist, 2000). Tokiuidu
[PSI] faktorius gali atskleisti pagbtas mutacijas arnjkombinacijas.

Idomu, kad prionizuota Sup35p forma pastalkol kas tik laboratoriniuose kamienuose
(Chernoff ir kt., 2000). Nepaprastai intriguoja taktas, kad PSI] priono atsiradimasabtekje
sukelia gana platfenotipiniy pokyiu spekty priklausomai nuoakteks genetinio fono (True,
Lindquist, 2000). Skirtingos kilgs miely kamieny [psi]ir [PSI] varianyy palyginimas
atskleick, kad kai kunj [PSI] varianty kamienai yra atsparesni Siluminiam stresui, auksto
etanolio koncentracijoms, sunkiesiems metalamsiib@tikams nei izogeniniai neprionizuoti
kamienai. Taip pat kai kuriePBI'] kamienai lengviau iStveria Zenerpss pH. Visa tai zinoma
suteikia didziul pranasung prionizuotoms 4stekms. Taigi vienuose kamienuosBgIl] yra
adaptyvus, o kituose neadaptyvus (True, LindquZ200). Sup35p neprionia formos
perjungimag prionire, gali suteikti miehy lastelei pranaSumisgyvenant kintatioje aplinkoje,

todkl tikétina, tai yra nauj pozymiy evoliucijos pavyzdys (Sherman, 2004).

2.3. Signalinio Ras/PKA kelio gveika su prionais

Prionai sukelia dstekje streg, tai pripazintas faktas. Dideli prioniniai agrematuri
panasSum su denatruoty baltymy sankaupomis, taipogi suzadina Saperweaikla ir ijmanoma

tokiu bidu gakty veikti Ras/PKA signalinio kelio aktyvusn Parodyta, kad G baltym(Ras)
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guanidino nukleotid pakaitos (GEF) faktoriaus Cdc25p aktyvumas tiesiagbadu teigiamai
reguliuojamas Ssalp (Hsp70 Seima) Saperonaisil tgalima numanyti, kad denatioti
baltymai, besikaupiantys stresalygomis, gali sumazinti Ras/PKA signalinio keliotakuma
nutitruodami Saperonus ir tokiuadu neleisdami jiemsaseikauti su Cdc25p, aktyvuoti Ras
baltymy bei adenilatciklags (Igual, Estruch, 2000; Thevelein, 1994).

Ras/PKA signalinis kelias yra pirmasis, kuritaka priono formavimuisi pavyko
atskleisti. Mks1 baltymas yra azoto reguliavimo Keas narys, kuris neigiamai veikia Ure2
funkcija ir turi jtakos [JREJ priono indukcijos efektyvumui. dstekse, kuriose paSalintddKS1
genas, UREJ3 de novonesusidaro (Edskes ir kt., 1999). Mkslp yra neigist Ras-PKA kelio
reguliatorius ir pats kelias neigiamai veikia Mkiséltyma. Todl buvo iSkelta hipotez apie
lasteliy signaliny sisteny jtaka priony susidarymui. Eksperimentiniai duomenys patvirtikad,
Ras/PKA kelias turijtakos [JREJ priono formavimosi efektyvumui: aktyvauRAS2alelio
RASZ'® padidinta raiska slopinaURE3J atsiradimy lastekje (Edskes ir Wickner, 2000).
Ras/PKA signalinio keligitaka kiyy priony formavimuisi rera zinoma, t&iau egzistuojatiy
atskiny genetini; sistemy, kurios gali lati reguliuojamos Ras/PKA keliu (Mks1, Hsp104 ir $sa
0 taip pat reguliuojamo signaliniu keliu priondREJ saveikos su kitais prionais -P|N'] ir
[PSI], bei [PSI] priono indukcijos palengvinimas leidzZjtarti egzistuojant plategi$io kelio

molekuliniy taikiniy rat.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI

3.1. Medziagos

3.1.1. Reagentai

ACROS ORGANICS
BIOKAR DIAGNOSTICS,
Prandizija

BIO-RAD, JAV

FLUKA, Sveicarija
LACHEMA, Cekija
MACHENEREY-NAGEL,
Vokietija

MBI "Fermentas", Lietuva

MERCK, Vokietija

OXOID, Anglija
REANAL, Vengrija
SIGMA, JAV

AB "VILNIAUS
DEGTINE", Lietuva
PEAXHM, Rusija
ROTH, Vokietija

uracilas.
vandeninis peptonas, agaras

agaroz

TRIS

acto #igstis, CaCGl HCI, KOH, Ng@HPQO,, NaOH
DNR skyrimo rinkinys.

restrikcijos ir ligavimerimentai bei buferiai, DNR ekstrakcijos
rinkinys, DNR ilgio standartai
Ampicilinas, imersi# alyva, kalio acetatas, KCIl, Mg§Inatrio
acetatas, NaCl, PEG 4000;HP Oyx3H,0.
Peptonas, mialiekstraktas
bromfenolio rélis, leucinas, prolinas.
EDTR, etidzio bromidas, PlI, ribonukleak, PIPES.
etanolis

D-gliukoze, I, KHoPOy, KI, MgSOsx7H,0, MnChx4H,0.
DMSO, NDS, (NSO

3.1.2. Mieliy ir bakterij y kamienai, plazmidés

Mieliy S. cerevisiakamienai Santrumpa Saltinis
7A-P192 -MATa adel-8™ his7-1"** met13-AlPIN'][psi][URE3?] 1
a'1-1JA-NB13 — MAT« leu2*[PIN*][ psi][UREZ?] NB13 2
a'1-1JA-NB13 -MAT« leu2*[PIN*][ psi][UREZ?] NB13 2
6-0'1-1JA-NB13 Aleu — MAT« leu2’ Aura3 [PIN'][psi][UREZ?] 6 3
12-0'1-1JA-NB13 Aleu’ — MAT« leu2 Aura3 [PIN][ psi][ URE3?] 12 3
a'1-1JA-NB13A7-1 —MATa leu2 Aura3 [PIN'][psi{[URE3] 7

SPUras2—MATa his3 ura3 trpl ade8 can ras2::LEU2 3pds2 4

1. Andrianova ir Inge-Vechtomov, 1988; 2. Citavici@®01; 3. Sis darbas, 4. gauta i$ dr. D. Engelberg‘o

a'1-1JA-NB13 yra kil

ks iSa'1-1JA (MATa leu™) kamieno.

+
+ o'l-1JA-NB13 Aleu kamienas buvo gautasedusdura3 delecip i a'l-1JA-NB13

kamiena.
a'1-1JA-NB13A7-1 k
kamiena.

'8

amienas buvo gautagedusdura3 delecip i a'1-1JA-NB13

+ o'l-1JA-NB13 Aleu 12 kamienas yra kit iSa'1-1JA-NB13 Aleu kamieno.
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Bakterij y E. coli kamienas

ER2267F proA'B* lacl® A(lacZ)M15 zzfmini-Tn1O(Km®)/e1l4 (mcrA) endAl supE44 thi-1
A(mcrC-mrr)114::1S10A(argF-lac)U169 recAl1(E. Raleigh, nepublikuota), gautas iS Dr. A.
Lubio.

Plazmidés

YEp24-ADC1-CYR1 (darbe vadinama: YEpZAR) - 242 URA3 ampR wtCYRA

gauta iS T. Kataoka.

pMW?2 (darbe vadinama: pMWRASZ2*"9) - CEN URA3 RAS2(Gly19Vabgauta i§ J.Heitman.
pXP1 (darbe vadinama: pXABEY1)- 2z URA3 ampR wtBCY4 gauta i J.Heitman.

pXP2 (darbe vadinama: pXPIPK1)- 2z URA3 ampR wtTPK4 gauta iS J.Heitman.

pXP3 (darbe vadinama: pXP3PK2)- 24 URA3 ampR wtTPK2 gauta iS J.Heitman.

pXP4 (darbe vadinama: pXPARK3)- 24 URA3 ampR wtTPK3 gauta iS J.Heitman.

3.1.3. Terps
Sucktis nurodyta 1 | vandens

YPD gliukoz 209
peptonas 209
mieliy ekstraktas 10g
agaras 2049

MDam

(azoto saltinis - (NE).SOy) (NH4)2SOy 59
KH,PO, 0,99
MgSOyx7H,0 0,59
KoHPO, 0,23 g
NacCl 0,19
CaCb 0,19
gliukoz 20 g
agaras 209

(NH,),SO; ruoSiamas sterilus %0 tirpalas ir dedamas
iSautoklavuat terpg, kartu su steriliais miali genotip
atitinkartiy azoto bazj bei aminotig&iy tirpalais, Kkaip
nurodyta (Sherman ir kt., 1986), ir steriliu vitampitirpalu.

MDpro _

azoto $altinis - prolinas Prolinas 29

( P ) (prolino koncentracija parinkta pagal Masison it kB97)
Terpes sudtis identiska MDam, tik vietoj€NH4).SQy, i terpe
dedama prolino — taip pat ruoSiamas sterilus Tiepalas ir
dedamag iSautoklavuat terpe kartu su steriliais miali genotig
atitinkartiy azoto bazi bei aminofig&iy tirpalais, Kkaip
nurodyta (Sherman ir kt., 1986), ir steriliu vitampitirpalu.

Minimali terpé (NH4).SO, 19

(selektyvi terg mieliy KoHPO, 29

transformantams auginti) MgSQOux7H,0O 1lg
gliukoz 20 g
agaras 209

Terpes autoklavuotos 30 min. 121°C, tirpalai - 15 mih2C
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3.1.4. Tirpalai, buferiai ir kitos priemoneés

1000« vitaminy tirpalas B-Alaninas 0,5 g/l
biotinas 2 mgl/l
tiaminas 0,2 g/l

Jodo tirpalas Kl 0,4%
metalinis } 0,2%

PEG/LICI/ITE 45% PEG4000 90 ml
1 M LiCI 10 ml
1 M TRIS-HCI (pH 7,5) 1ml
0,5 EDTR 0,2 ml
PEG autoklavuojamas, kiti tirpalai filtruojami.

PBS,pH 7,4 NaCl 8 g/l
KCI 0,2 g/l
NaHPO, 2,68 gl
KH2PO, 0,24 gl

Propidzio jodidas 50 uM propidzio jodidas

3.2. Metodai

3.2.1. Genetikos metodai

Klasikiniai metodai

Genotipo nustatymas buvo atliekamas pagal stanéarthetodikas (Sherman ir kt., 1986).

Molekuliniai metodai

Plazmidziy transformacija E. coli ir iSskyrimas buvo atliekamas pagal standartinesodikas
(Sambrook ir kt., 1989).

Mieliy kompetentinj Igsteliy paruoSimas ir transformacijaMieliy lasteliy transformacija buvo
atliekama pagal Elbe (1992) metogliku kai kuriomis modifikacijomis. Nakténmieliy kultara
1.5 santykiu pekgamaij skyst YPD terg ir 3-4 val. auginama aeruojant 30°C, kol suspessij
koncentracija pasiekia 10ast./ml. 0,5 ml tokios suspensijos centrifuguotaslBppendorf tipo
centrifugoje. Nupylus supernatant mégintuveli buvo pridedama 1@l DNR negjo ir 1-5 ug
transformuojamos DNR. dsteks uzpilamos 0,5 ml PEG/LICI/TE tirpalo ir kambario

temperairoje inkubuojamos per ngktNucentrifugavus 3000 aps./min. giai 3 min., hsteks
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plaunamos steriliu vandeniu, uzpilamos 0,5 ml YRDp#s ir po 6-12 val. inkubavimo 30°C

iISszjamos ant selektyvios MD te¥p. Transformantai auginti 5—7 paras 30°C.

Mieliy transformant augimo glygos

Mieliy transformantai buvo auginami ant selektyvios madios be uracilo tegs su genotip
atitinkartiais aminotig&iy priedais.

3.2.2. Ras-PKA signalinio kelio fenotig analizés metodai

Atsparumas kat$o Sokui

Mieliy lasteliy iSgyvenimas po katf Soko 55°C buvo nustatomas pagal modifikuBtoek ir
kt. (1987) metoal 2 paras 30°C augintos migkultiros nuo YPD tergs buvo perspausdinamos
antikaitinty (ne maziau kaip 4 val.) 55°C temparaje YPD EkSteliy ir inkubuojamos 55°C 15,
25, 35 bei 45 min. KontrolinlékStek buvo laikoma kambario tempetiadje. Po inkubacijos
lékSteks atvesintos kambario temperabje ir toliau inkubuotos 30°C termostate. Atspaasm
kargio Sokui buvo vertinamas vizualiai pagal Kuit auginy po 24 ir 48 val. Kontrolei naudoti

7A-P192 ir SPAras2- jautrus ir atsparus kaie Sokui mieliy kamienai.

Glikogeno kaupimas

Kokybiskai glikogeno kaupimas mielkultirose buvo vertinamas pagal tai, kaip intensyviai ja
nudazo jodo tirpalas. 2 paras 30°C augintos mieliltiros nuo YPD (pradiniams ir plazneid
pametusiems, bei kontroliniams kamienams) arbamahos (plazmidmis transformuotiems
kamienams) terpi buvo pergjamos ant atitinkamn terpiy. Atgaivintos kultiros buvo at§amos
ant YPD terps ir auginamos 2 paras 30°C tempangje. Glikogeno kaupimasisadtekse

vertintas vizualiai, uzpylus kuitas jodo tirpalu pagal spalvos pasikeiipo 3 min.

3.2.3. PSI"] priono indukcijos analizés metodai

Gyvybingumoivertinimas

Lasteliy gyvybingumoivertinimui ant 2 paras 30°C augintos miekultiros nuo selektyvios
minimalios su uracilu (pradiniams kamienams) ir wacilo (transformantams)) terpibuvo
pergjamos ant atitinkam terpiy dar 2 paroms. Atgaivintos kalos atgjamos ant MDam ir
MDpro be leucino (atitinkamai su uracilu pradiniakasnienams ir be uracilo —transformantams)
terpiy ir inkubuojamos 5 paras 30°C tempéraje Nedidelis 4steliy kiekis buvo plaunamas

PBS buferiu, suspenduojamas propidzio jodido tepphskleidziamas ant objektinio stiklelio,
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greitai uzdengiamas dengiamuoju stikleliu ir tuat @nalizuojamas fluorescenén (bangos
ilgis: >560 nm) mikroskopijos pagalbaadteliy gyvybingumas iSreikStas nesidaanlasteliy

procentine dalimi nuo vislasteliy.

[PSI] priono indukcijos daZnigvertinimas

Kamieny priono indukcijos (prionizacijos) daZnjeertinimui buvo i$gjama 10 lasteliy ant MD
be leucino tergs ir po 21 paros inkubavimo 30°C termostatertinamas iSaugusikoloniju
skatius. Kultiros pries eksperimentouvo atgaivinamos gyvybingumeertinimo metodikoje
nurodytu lmdu. Prionizacijos daznis apskmiotas atsizvelgiant kultiros gyvybingumo MDam
ir MDpro be leucino tergse po 5 par inkubacijos duomenis, bei iSreikStas iSaugusilonijy ir

gywu lasteliy santykiu.
3.2.4. Mikroskopija

Atlikta Olympus Provis AX70TRF (Olympus, Japonijanikroskopu. lasteks buvo
fotografuojamos skaitmenine Hamamtsu C4742-95-10kifdnera; padidinimas:x1000..
UZlaSinus lag imersires alyvos, preparatas buvo stebimas imersiniu opjaktUPlanApo 100X
/1,35 Oil Iris.
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4. Rezultatai

Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas misk S. cerevisiagtakoja labai daug gyvybiskai
svarbiy funkciju. Mutacijos, kunp pasekoje pakinta signalinio kelio aktyvumasg)ygoja
smarkius metabolizmo po&is ir pasizymi pleotropiniu poveikiu.

Ankstesniuose laboratorijos darbuose buvo parottgz JPSI] priono stipiis variantai
suteikia padidintu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumpasizymigio NB13 kamieno dstekms
adaptacini savybi — stresigse alygose PIN'][PSI] variantai geriau auga igjlasteks yra
gyvybinges#s nei izogeniniaiPIN*][ psi] kamienai.

Siame darbe siekta nustatyti, kokie Ras/PKA sigialkelio komponentajtakoja NB13
kamien fenotipinius sutrikimus, bejvertinti signalinio kelio aktyvumo pokjy ijtaka [PSI]
priono indukcijai.

4.1. Kamieng atsparumo stresui ir glikogeno kaupimo anali2.

Darbui pasirinkti trys mieli Saccharomyces cerevisi@amienai, pasizymintys Ras/PKA
signalinio kelio sutrikimais: @:'1-1JA-NB13 Aleu, 12-0'1-1JA-NB13 Aleu, o'l-1JA-NB13
A7-1 kamienai (toliau vadinami 6, 12 bei 7). Kamiebavo vertinami pagal standartinius
fenotipus, kurie charakterizuoja Ras/PKA kelio akiya:

“+ Glikogeno kaupim;
+ Atsparum kar&io Sokui.

Glikogeno kaupimas buvo jvertintas kokybiSkai, nudazius katas vandeniniu jodo
tirpalu. Gautos rudos spalvos intensyvumas chaiakiga kultiros hsteliy gekejima kaupti
glikogen.

Po 3 mingiy inkubacijos 6 kamienas vandeniniu jodo tirpaluatazamsiai ruda spalva
(8 pav., A), o 7 kamienas — Sviesiai ruda (8 p@y.,12 kamieno dazosi Sviesiausiai — gelsvai
ruda spalva (8 pav., B). Pagal glikogeno kaupinsty tgalima iSrikiuoti Siuos tris kamienus nuo
didesnio (tamsiai rauda spalva) iki mazesnio (gelsuda spalva), kas atitinkamai gali rodyti

Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo lygmgn

A) B)
8 pav. Tiriamyju 6, 12, 7 kamiem glikogeno dazymas.
(s¢jimo tvarka nuotraukoje nuo virSaus iki &pes — tiriamasis kamienas, 7A-P192 kamiei&3liras2 kamienas)
A) 6 kamieno glikogeno dazymas;
B) 12 kamieno glikogeno dazymas;
C) 7 kamieno glikogeno dazymas.
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Atsparumas kar&tio Sokui buvo nustatomas kuailtas inkubuojant standaréimis (15-25
min.) ir sugrieztintomis (35-45 min.plygomis 55°C temperatoje. Po 48 val. vizualiai buvo
vertinamas kuttry augimas (9 pav).

AR RN R

ST

B)

9 pav. Tiriamyju 6, 12, 7 kamiemkar&io Soko (25 min. 55°C tempefabje) bandymas.

(s¢jimo tvarka nuotraukoje nuo virSaus iki & — tiriamasis kamienas, 7A-P192 kamie®3Uras2 kamienas)
A) 6 kamieno kar&o Soko (25 min. 55°C tempef@bje) bandymas;

B) 12 kamieno kado Soko (25 min. 55°C tempefabje) bandymas;
C) 7 kamieno ka&o Soko (25 min. 55°C tempefabje) bandymas.

Palyginus dazymosi vandeniniu jodo tirpalu ir atspao kargio Sokui rezultatus,
tiramuosius kamienus pagal Ras/PKA signalinio &kelktyvunma galima charakterizuoti taip: 6
kamienas pasizymi didesniu Ras/PKA kelio aktyvumikamienas — vidutiniu, o 12 kamienas
rodo sumazint Ras/PKA kelio aktyvurmp

4.1.1. 6 kamieno ir jo transformany atsparumo stresui ir glikogeno kaupimo
analize.

6 YEp24-CYR1

Pagal glikogeno kaupigm6é YEp24CYR1transformantai skiriasi nuo pradinio 6 kamieno
— 10-1 klonas turintis plazmgdvandeninio jodo tirpale dazosi Sviesiau nei pradkamienas.
Tai liudija, kadjvedus w€YR1gery i 6 kamieno dsteles Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas
padictja. Tuo p&iu reikia pazynéti, kad kargio Soko testas patvirtina glikogeno dazymo testo
rezultatus, skirtumas tarp transformartei pradinio 6 kamieno iSry§ja jau po 15 min
inkubacijos 55°C temper@bje. 6 YEp24C€YR1 transformantai yra jauts kargio Sokui.
Pametusjju plazmid: klony fenotipas atsistato. Taigi, sprendziant iS glikmgedazymo ir
kargio Soko testo rezultatwtCYR1genas didina Ras/PKA signalinio kelio aktywwkamieno
lastekse (10 pav.).

6pMW2-RAS2VAH

Vertinant glikogeno dazymo rezultatus, skirtutarp pradinio kamieno ir transformant
nepastetta — visi dazosi vienodai. T@au kar€io Soko testas rodo, kad transformantai yra
jautresni nei pradinis kamienas ir pamplazmid; klonai. Sie skirtumai iSryfa po 15-25 min.
inkubacijos 55°C tempem@bje. Taigi, kar&io Soko rezultatai rodo, kad dominantinio
kostitutyviai aktyvausRAS2”"° alelio raiska didina Ras/PKA signalinio kelio akiyna 6
pradinio kamienoalstekse (11 pav.).
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6pXP1-BCY1

6pXP1BCY ltransformani dazymas vandeniniu jodo tirpalu rodo paglidi glikogeno
kaupima lastekse, taiau kargio Soko testo rezultatai to nepatvirtina. Transfanto klonai ir
eliminantai yra vienodai atsper kargio Sokui. Gauti rezultatai rodo, kad B&€Y1geno raiSka
netakoja Ras/PKA kelio aktyvumo 6 kamienastekse (12 pav.).Taip paimanoma, kad
bandymo metu naudotos tempéaras nepakako skirtumams iSryskinti.

6pMW2-RAS2

6 YEp24-CYR1

Séjimo tvarka:
10-1  su plazmide
10-2  su plazmide
5-1 be plazmidés
5-2  be plazmidés
6 pradinis Kamienas
N TA-P192

N\l SPldras2

Séjimo tvarka:

12-1 be plazmidés
12-2  be plazmidés
12-1  su plazmide
12-2  su plazmide
6 pradinis kamienas
TA-P192

SPldras2

. 6pXP1-BCY!
.. W A—55°C Soko

A-55C s?ko W bandymas: A - 55°C Joko
bandymas. - 0 min; bandymas:
-0 min; - 15 min; | -0min;
-15 mfn; - 25 min / - 15 min;
-25 miin - 35 min; - 25 min;
- 35 min; - 45 min. - 35 min.
B - glikogeno N B —glikogeno B - glikogeno
daZymas W dazymas da¥ymas

Séjimo tvarka:

2-4  suplazmide
2-5  suplazmide
2-3 be plazmidés
2-2 be plazmidés
6 pradinis kamienas
TA-P192

SP1Aras2

10 pav. 6 YEp24CYR1 11 pav pMW2RASZ™™ 15 1 6pXP1BCY1
transformant glikogeno dazymo ir  transformant glikogeno dazymo ir yansformant glikogeno dazymo ir

atsparumo kat$o Sokui test atsparumo  katio  Sokui test gisparumo  kao  Sokui  tesi
rezultatai. rezultatai. rezultatai.
6pXP2-TPK1

Testuojant 6pXPZ-PK1transformantusd glikogeno kaupimo, joki pokyiy nepastetta —
transformantai, pameplazmid: klonai ir pradinis 6 kamienas vandeninio jododigpdaZzosi
vienodai. Vertinant kat$o Soko rezultatus, pasteh, kad transformantai yra jautresni, nei
pradinis kamienas, o tai liudija, kad Ras/PKA slgna kelio aktyvumas 6pXPZ+PK1
transformant lastekse padidjo. Taigi, wiTPK1geno raiSka padidina Ras/PKA signalinio kelio
aktyvumy 6 pradinio kamienmbtekse (13 pav.)).

6pXP3-TPK2

6pXP3-TPK2transformani glikogeno dazymo testas nerodo pastebiransformant ir
pradinio kamieno skirtum Kar&io Soko testo rezultatai liudija, kad skirtumai yifzet jie
pasireiSkia tik po 35 min. ekspozicijos 55°C tenaignje. 6pXP3TPK2transformant kultiira
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yra jautresd kargio Sokui nei pradinio kamieno bei pametusplazmict klony
kultaros.Taigi, kar&io Soko rezultatai parodo, kad TRK2 geno raiSka 6 pradinio kamieno
lastekse didina Ras/PKA signalinio kelio aktyvar(i4 pav.).

6pXP4-TPK3

Siuo atveju nei glikogeno dazymo, nei kéo3Soko testas nerodo jakifenotipiniy

skirtumy lyginant transformantus su pradiniu kamienu Hend&is, pametusiais plazmidTai

rodo, kad wifPK3 geno raiSka neakoja Ras/PKA kelio aktyvumo 6 pradinio kamienstékse
(15 pav.).

6pXP2-TPK!

A —55°C Soko
bandymas:

- 0 min;

- 15 min;

- 25 min.

B — glikogeno
dazymas

S¢jimo tvarka:

4-6  su plazmide
4-7  su plazmide
4-6  be plazmidés
4-7  be plazmidés
6 pradinis kamienas
7A-P192

SP1dras2

6pXP3-TPK2

\:‘,‘ A —55'C soko

bandymas:
- 0 min;

/4 - 15min;

- 25 min;
=35 min.

B — glikogeno

S dazymas

\ Séjimo tvarka:

6-2  su plazmide

/§ 6-3  suplazmide
@l 6-2  be plazmidés

6-3 be plazmidés
6 pradinis kamienas

6pXP4-TPK3

A —55°C 3o0ko
bandymas:
-0 min;

- 15 min;

- 25 min.

B — glikogeno
daZymas

Séjimo tvarka:

10-2  su plazmide
10-3  su plazmide
10-2  be plazmidés
10-3  be plazmidés
6 pradinis kamienas
TA-P192

SP14ras2

TA-P192
SPldras2

13 pav. 6pXP2TPK1 5 _ 14 pav. 6pXP3TPK2 15 pav. 6pXP4TPK3

transformant glikogeno dazymo ir yransformani glikogeno dazymo ir transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo - katso - Sokui  test atsparumo  kaio Sokui test atsparumo  katio  Sokui  tesi
rezultatai. rezultatai. rezultatai.

4.1.2. 12 kamieno ir jo transformany atsparumo stresui ir glikogeno kaupimo
analize.

12 YEp24CYR1

Vertinant transformantir pradinio kamieno dazymosi intensyvamandeniniame jodo
tirpale, skirtuny nepastefta. Tuo tarpu kat$o Soko testo rezultatai rodo, kad transformant
jautrumas ka&o Sokui yra padigfes palyginus su pradiniu kamienu ir klonais, pametss
plazmict. Seka iSvada, kad @Y R1geno raiSka 12 kamienastekse didina Ras/PKA signalinio
kelio aktyvunmy (16 pav.).
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12pMW2-RAS2VAH9

12pMW2-RASY* transformant atveju glikogeno dazymo testas pastepiskirtumy
neparod, o kargio Soko rezultatai yra prieStaringi — 2-7 klonagptazmide yra atsparus kaid
Sokui, tuo tarpu 2-6 klonas yra jautrus, bet makaiasi nuo pradinio kamieno. Téldhegalima
tvirtinti, kad RASY”? alelio raiskajtakoja Ras/PKA kelio aktyvuml2 kamienodstekse (17
pav.).

12pXP1BCY1

Vertinant glikogeno dazymo testo rezultatus reikpazyneti, kad jie yra
nevienareikSmiai, taau patikimy skirtumy tarp transformantir pradinio kamieno nenustatyta.
Transformani jautrumas katgo Sokui taipogi nepadiges, todl daroma iSvada, kad BCY1
genosivedimas; 12 kamienodsteles ngakoja Ras/PKA kelio aktyvumo jose (18pav.).

o 2P ey — 7 :
12pMW2-RAS27

T — 12pXP1-BCY1?
12 YEp24-CYRI
| A - 55°C Soko ¥ A-55"CSoko
A —55°C Soko bandymas: bandymas:
bandymas: -0 min; - 0 min;
-0 ming =15 min; -15 ]'Ili;l'
- 15 min; - 25 min. -25 min:
- 25 min; B — glikogeno - 35 min.
- 35 min. dozymas
- o B - glikogeno
B - glikogeno Séjimo tvarka: . daz; gl']nilsg
daz 2.7 su plazmide } Y
aZymas 5
N 2-6  suplazmide .
2-7  be plazmidés Séjimo tvarka:

Sejimo tvarka:

6-1 be plazmidés
6-2  be plazmidés
7-1  su plazmide
7-2  su plazmide
12 pradinis kamicnas
7A-P192

SP1dras2

| 26  beplazmidés
12 pradinis kamienas
TA-P192

SP1dras2

Jg 1-1  suplazmide
1-2  su plazmide
1-4  be plazmideés
1-3  be plazmidés
12 pradinis kamienas
o 7A-P192

W SPldras2

16 pav. 12 YEp24€YR1 17 pav. 12pMW2RASIA1 18 pav. 12pXP1BCY1

transformant glikogeno dazymo ir transformant glikogeno dazymo ir transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi atsparumo kat$o Sokui test atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai. rezultatai. rezultatai.

12pXP2-TPK1

12pXP2TPK1 transformant glikogeno dazymas nerodo jakifenotipini pokyiy,
taciau kargio Soko rezultatai liudija prieSingai, Transformainyra jautresni kat®o Sokui nei
pradinis kamienas. Tel seka iSvada, kad 12pXPIRPK1 raiSka padidina Ras/PKA kelio
aktyvumy 12 kamienodstekse (19 pav.).

12pXP3-TPK2 irl2pXP4-TPK3

Nei glikogeno dazymas, nei kais Soko testas nerodo paky transformant lastekse,
tai reiSkia, kad wiPK2 ir wtTPK3gen raiSka n@gakoja Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo 12
kamieno jstekse (20 ir 21 pav.).
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— =
12pXP4-TPK3

12pXP3-TPK2

12pXP2-TPK1
A —55°C 3oko

A—55°C Soko W A-55Cioko W bandymas:
bandymas: bandymas: -0 mir!;
- 0 min; - 0 min; A - ;5 min;
- 15 min; - 15 min; gl - 25 min.
5 -95 min: B - glikogeno
- 25 min; ol daZymas
- 35 min. - 35 min.
Séjimo tvarka:
B — glikogeno B - glikogeno 2-2  suplazmide
daZymas daiymas 2-3 suplazmide
2-2 be plazmidés
Séjimo tvarka: Séjimo tvarka: 2-3  be plazmidés

12 pradinis kamicnas
TA-P192
SPldras2

2-2 su plazmide
2-3 su plazmide
23 su plazmide
24 be plazmidés
12 pradinis kamienas

M 44  suplazmide
@ 15 s plazmide
4-4  be plazmidés
4-5  be plazmidés
12 pradinis kamienas

TA-P192 7A-P192

SP1Aras2 SPlA4ras2
19 pav.12pXP2TPK1 20 pav.12pXP3TPK2 21 pav.12pXP4TPK3
transformant glikogeno dazymo ir  transformant glikogeno dazymo ir transformant g[lk()vgenp dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi atsparumo kat$o Sokui tesy atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai. rezultatai. rezultatai.

4.1.3. 7 kamieno ir jo transformany atsparumo stresui ir glikogeno kaupimo
analize.

7 YEp24CYR1

Glikogeno dazymo ir kat# Soko tesi rezultatai vienareikSmiskai rodo, kad 7 YEp24-
CYRI1transformantoastekse, Ras/PKA kelio aktyvumas yra pagig — transformantai dazosi
Sviesiau nei pradinis 7 kamienas ir yra jautresmi&lo Sokui (22 pav.).

7pMW2-RAS2VAH

Abiejy test; rezultatai rodo, nepakitusRas/PKA signalinio kelio aktyvusin —
transformantai, pametplazmid: klonai ir pradinis 7 kamienas vienodai daZosira ptspais
kar&io Sokui. Taigi,RASZ*"° alelio raiska ngakoja Ras/PKA kelio aktyvumo Sio kamieno
lastekse (23 pav.).

7pXP1BCY1

7pXP1BCY1atveju glikogeno kaupimo bei atsparumo kersokui testai fenotipimi
pokyiy neparodo, tod daroma iSvada, kad Ras/PKA kelio aktyvumas yrgakies
transformantoastekse (24 pav.)

7pXP2-TPK1

Glikogeno dazymo testas nerodo jpolpokyiy, tuo tarpu kado Soko testo rezultatai
liudija, kad signalinio kelio aktyvumas 7pXHAZ2K1 transformant lastekse yra padiéies —
skirtumai iSrySkja po 35 min. ekspozicijos 55°C tempérafe (25 pav.).
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TpXP3-TPK2ir 7pXP4-TPK3
7pXP3TPK2 transformant atveju nei glikogeno kaupimo, nei atsparumo &arSokui

testai nerodo joki pokyiu 7 kamieno dstekse po plazmiés jvedimo. 7pXP4FPK3

transformani testavimo rezultatai analogiski (26 ir 27 pav.).

7 YEp24-CYRI

LW A -55°C $oko
| bandymas:

- 0 min;

- 15 min;

- 25 min;

- 35 min

- 45 min.

B —glikogeno
'y dazymas

Sé¢jimo tvarka:

7-1 su plazmide

72 suplazmide

7-2  be plazmidés

7-3  beplazmidés

S 7 pradinis kamienas
W 7A-P192

| SP1Aras2

22 pav. 7 YEp24€YRL1
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo katdo Sokui tesi
rezultatai.

TpXP2-TPKI

| A-35C3oko
bandymas:
-0 min;

- 15 min;

- 25 min;

- 35 min.

B — glikogeno
daZymas

W Séjimo tvarka:

2-1  su plazmide
A 2-2  suplazmide
A 21  beplazmidés
2-2  be plazmidés
7 pradinis kamicnas
TA-P192

SP1Aras2

25 pav.7pXP2TPK1
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo katdo Sokui tesi
rezultatai.

TpMW2-RAS2" 4

\ A—55°C Soko
V| bandymas:
1 - 0 min;
~15 min;
=25 min.
B — glikogeno
daZymas

Séjimo tvarka:

4-2  su plazmide

y 45  suplazmide
4-2  be plazmidés
Jl 45  beplazmidés
7 pradinis kamienas
TA-P192

SP1Aras2

23 pav 7pMW2RAS2AH?
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai.

TpXP3-TPK?

A - 55°C Soko
bandymas:
-0 min;

- 15 min;

- 25 min.

B - glikogeno
dazymas

S¢jimo tvarka:

1-1  su plazmide
1-2  suplazmide
1-1  be plazmidés
12 be plazmidés
7 pradinis kamienas
TA-P192

SP1Aras2

26 pav.7pXP3TPK2
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai.

TpXP1-BCYI

A —55°C Soko
bandymas:
-0 min;

- 15 min;

-25 min;

- 35 min.

B — glikogeno
daZymas

Séjimo tvarka:

10-1  su plazmide
10-2  su plazmide
10-1  be plazmidés
10-2  be plazmidés
7 pradinis kamienas
7A-P192

SP1Arus2

24 pav. 7pXP1BCY1
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai.

TpXP4-TPK3

A - 55°C %oke
bandymas:

Il -0 min;

- 15 min;

- 25 min.

B — glikogeno
daZzymas

Sé¢jimo tvarka:

2-2  suplazmide
2-3  suplazmide
2-2  be plazmidés
| 2-3  beplazmidés
7 pradinis kamienas
TA-P192

SP1Aras2

27 pav.7pXP4TPK13
transformant glikogeno dazymo ir
atsparumo kat$o Sokui tesi
rezultatai.
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4.2. Pradiniy kamieny ir j y transformanty gyvybingumo analiz.

Siekiant nustatyti pradini(6, 12, 7) kamiemn ir ju YEp24-CYR1,pXP1BCY1,pMW2-
RASYA® transformant fenotipinius skirtumus, buvdvertintas & kultiry gyvybingumas
auginant skirtingose te¢pe — YPD (turtingoje) tegpe, MDam ir MDpro sintetidse drusk
terpése, kur azoto Saltiniu naudoti amonio sulfatas appalinas atitinkamai. Po 5 par
mikroskopuojant buvo analizuoti propidzio jodidudaiyti hsteliy preparatai. Gyvybingumo
rodikliai iSreikSti gyw lasteliy procentu. Skirtumai buvo analizuojami taikant Stata 6.0
programinio paketo ANOVA dispersin analiz. Skirtumai laikomi reikSmingais jei
reikSmingumo lygmuo p yra mazesnis nei 0,05.

Pradiniy kamieny (6, 12, ir 7) hsteliy gyvybingumo skirtumai.

Auginant pradinius kamienus ant agarizuotos YPiftgos) tergs iSrySkjo tam tikri
kultary gyvybingumo skirtumai. 6 ir 12 kamignasteliy gyvybingumas yra praktiSkai vienodas
ir siekia 96%. Tuo tarpu 7 kamiengsteliy gyvybingumas yra zenkliai mazesnis, tik 76,11%
(skirtumas yra statistiSkai patikimas — p<0,05) 28.).

lOO-I I::EEI@ I

60

40

Gyvybingumas, %

20 1

22 2 § 552 28¢
> > > [a] [a)] [a) [a) [a) [a)
© o~ E E E s = = o Mean
g © g ~ [1+sE
T +1,96*SE

Kamienai

28 pav. Pradiniy kamieny (6, 12, ir 7) 4steliy gyvybingumas YPD, MDam ir MDpro te¢pe.

Auginant kultiras ant dviej sintetinip MD terpiy, kuriose be #itiny auksotrofiniams
mutantams priaegbuvo vienintelis turtingas arba neturtingas aZatitinis - amonio sulfatas arba
prolinas — pradini kamien lasteliy gyvybingumy skirtumai iSlieka tokie pat kaip ir turtingoje
YPD tergje. Tarpkamienini gyvybingumo skirtumus galima labai trumpai apra$ig(6=12).
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Terpésjtaka pradiniy kamieny lasteliy gyvybingumams.

6 ir 12 kamien atvejais pasteiti ryskis lasteliy gyvybingumy skirtumai (p<0,05) —
visos trys terps smarkiaitakoja kamien lasteliy gyvybingumo pokgius (29 pav. A, B). YPD
terpeje stebimi didziausi abiejpradiniy kamien lasteliy gyvybingumo rodikliai, MDpro terge
jei yra patikimai mazesni ir maziausi yra MDam tgep

Tuo tarpu 7 kamienas$teliy elgsena yra visiSkai kitokia: YPD tejp gyvybingumas yra
Zenkliai didesnis (p<0,05), o gyvybingumai MDproNtDam tergse yra praktiSkai vienodi,
taciau tesiekia 26-27% (29 pav. C).

A B
90 ol —|—
T .
" =
0 B

70r

Gyvybingumas, %

60

Gyvybingumas, %

60
50

. L )

30 IEIMSeéin 40 * * * : * O Mean
6 YPD 6 MI.Dam. 6 MDpro o iieerse 12 YPD 12 MDam 12 MDpro [ =sE
Kamienai I tl,QG*SE
Kamienai
C
100 —— i . . . 29 pav. Pradinip kamieny Iasteliy gyvybingumas YPD,

MDam ir MDpro tergse.

A 6 pradinio kamienagbteliy gyvybingumas;

N | B 12 pradinio kamienasteliy gyvybingumas;
] C 7 pradinio kamienaabteliy gyvybingumas.

1

80

60 [

oo L
~ I

7 MDam 7YPD 7 MDpro I:I 13

Gyvybingumas, %

20

Kamienai
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4.2.1. Prading kamieny ir jy transformanty (jvesti wtCYR1, wtBCY1,
RAS2"4% genai) hsteliy gyvybingumo skirtumai.

4.2.1.1. 6 kamieno ir jo transformanty Iasteliy gyvybingumo skirtumai.

YPD terpéje nustatyta, kad optimaliomis augimalygomis (YPD terpgje) 6 YEp24-

CYR1 transformanto gyvybingumas siekiantis (80%) yraikpaai mazesnis nei pradinio
kamieno (p<0,05). Kit dviejy transformant - 6pXP1BCY1lir 6pMW2-RASZA — Iasteks
pagal gyvybingumo rodiklius prilygsta pradiniam kamui (30 pav., A).

A B
90
100
N 5
98
o == T 80
96
9 L g ™
) EE Z e @
©
L« Sl =
c £ 60
S 88 E
84 %0
. s L
= .
. 35
£ £ £ £
£ & & 8
g s @ © g st z
> & % Z © g
° O Mean ® O Mean
CJ +sE CJ +sE
. T +1,96*SE o T +1,96*SE
Kamienai Kamienai
C
30 pav. 6 pradinio kamieno ir jo transformankasteliy
% gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegse
N palyginimas.
80 . . .
o == A lasteliy gyvybingumas YPD tege;
0 1 B lasteliy gyvybingumas MDam tegje;
X . . .
g C lasteliy gyvybingumas MDpro tekge.
g, 60
2 il
O 50 o
w0 L

30

6 MDpro
6 YEp24-CYR1 MDpro
6pXP1-BCY1 MDpro

6pMW2-RAS2VAL19 MDpro

O Mean

CJ+sE
. T +1,96*SE
Kamienai

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) tergje pradinio kamieno ir jo transformant

gyvybingum santykis pasikéia. Pagal dsteliy gyvybinguny iSskiriamos dvi kamian grupes.
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Transformantus 6 YEp2@&YR1bei 6pMW2-RASY*° kuriy rodikliai nesiskiria nuo pradinio
kamieno rodiklio (54%) Sioje te¢e galima apjungti mazesnio gyvybingumo grgp

6pXP1BCY ltransformantas atstovauja didesnio gyvybingum@grdo gyvybingumas
yra Zenkliai didesnis nei pradinio kamieno (p<0,05)ekia 77,5% (30 pav., B).

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpje 6 YEp24CYRI1transformantas pasizymi
mazesniu gyvybingumu (49%) pradinio kamieno atawil¢p<0,05). Kity transformant bei
pradinio 6 kamieno (77%hjsteliu gyvybingumy skirtumas #ra statistiSkai patikimas (30 pav.,
C).

4.2.1.2. 12 kamieno ir jo transformant; lasteliy gyvybingumo skirtumai.

YPD terpéje neaptikta statistiSkai patikum12 pradinio kamieno ir jo transformant
lasteliy gyvybingumo skirtum. Jis svyruoja 92,5-98,5% ribose.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) tergje situacija yra visai kitokia , visi trys 12
kamieno transformantai rodo patikimai didesr62-66% -4steliy gyvybinguna nei pradiniiame
kamiene (p<0,05). Pradinio 12 kamieno atveju pdkpepan kultyvavimo ant standzios MDam
terpes lieka tik 49% gyy lasteliy (31 pav. A).

22 transformantas pasizymi

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpje 12pMW2RAS
patikimai mazesniuabteliy gyvybingumu nei pradinio kamieno 58% (p<0,05). Tagou 12
YEp24-CYRL1ir 12pXP1BCY1ltransformant atveju hsteliy gyvybingumas praktiSkai nesiskiria

nuo pradinio kamieno. Siose kitiose gyvybingumas yra 75-85% ribose (31 pav., B).
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12pMW2-RAS2VAL19 MDpro

O Mean O Mean
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A Kamienai L +1.96"SE B o T +1,96*SE
31 pav. 12 pradinio kamieno ir jo transformansteliy gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegge palyginimas.
A lasteliy gyvybingumas MDam tegjpe;
B lasteliy gyvybingumas MDpro tekge
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4.2.1.3. 7 kamieno ir jo transformant Iasteliy gyvybingumo skirtumai.

YPD terpéje pradinio 7 kamienoabteks pasizymi p&u maziausiu gyvybingumu —
76%. 7pXP1BCYlir 7 YEp24CYR1transformant gyvybingumas siekia 89,5—90,5%¢itau
dél dideles pradinio kamieno rezuliasklaidos 3i transformant ir pradinio 7 kamienoakteliy
gyvybingumo skirtumaséna statistiskai patikimas. Tuo tarpu 7pMRAS2** transformanto
lasteliy gyvybingumas siekia 99% ir yra patikimai didesnisi pradinio kamieno (p<0,05)
(32pav., A).
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80 — : : : : : 32 pav. 7 pradinio kamieno ir jo transformantasteliy
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Kamienai

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) terpge iSrySkeja patikimi skirtumai tarp
pradinio 7 kamieno ir 7 YEp2@&YR1 7pMW2RAS2**® transformant lasteliy gyvybingumo
(p<0,05). Pastaju gyvybingumas MDam tegpe yra 56-66%. Tuo tarpu 7 pXHBCY1
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transformanto gyvybingumas yra mazesnis nei 49Sitbtransformanto ir pradinio 7 kamieno
lasteliy gyvybingumo skirtumaséna statistiSkai patikimas (32 pav., B).

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpsje.

MDpro tergje 7 pXP1BCY1 transformantas pasizymi patikimai didesniu (66%) n
pradinio 7 kamieno (27,66%) akteliy gyvybingumu (p<0,05). Kit transformani lasteliy
gyvybingumai statistiSkai patikimai neissiskirismgmio kamieno atzvilgiu (32 pav., C).

4.2.2. YEp24C€YRL1 transformanty lasteliy gyvybingumo palyginimas.

6 YEp24-CYRL1 transformanto lasteliy gyvybingumas.

Palyginus 6 YEp24£YRL1 transformanto gyvybingugntrijose augimo terse aptikti
Zenkiis, statistiSkai patikimi skirtumai (p<0,05). 6 YEPEY R1transformantoalsteks pasizymi
dideliu 80% gyvybingumu YPD teépe, patikimai mazZesniu 69% gyvybingumu MDam, bei
maziausiu 49% gyvybingumu MDpro tége (33 pav., A).

12 YEp24-CYR1 transformanto Iasteliy gyvybingumas.

12 YEp24€YR1transformanto asteliy gyvybingumo pokyiai minétuose terpse yra
kitokie nei 6 kamieno transformant 12 YEp24C€YR1 MDam tergje gyvybingumas yra
maziausias (62%), MDpro tefje didesnis (81%), ir pats didziausias YPD #gp- siekia net
96%. Gyvybingumo skirtumai yra statistiSkai patikim<0,05) (33 pav., B).
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33 pav.6 YEp24CYRL1ir 12 YEp24CYR1transformant lasteliy gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegse
palyginimas.

A 6 YEp24CYR1lasteliy gyvybingumas;

B 12 YEp24€YR1lasteliy gyvybingumas.
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7 YEp24-CYRL transformanto Iasteliy gyvybingumas.

7 YEp24CYR1transfromanto gyvybingumas taip pat pasiZgmtendencija sumah
MD terpise, palyginus su YPD (89,5%). Sis gyvybingumo piskyra statistiSkai patikimas
(p<0,05). Gyvybingumo skirtumai tarp MDam ir MDpterpiy yra nereikSmingi (56-45%) (34

pav.).

4.2.3. YEp24CYR1 transformanty Iasteliy gyvybingumo tarp kamieny
palyginimas.

Analizuojant YEp24€YR1transformant lasteliy gyvybingumy YPD tergje, nustatyti
statistiSkai reikSmingi tarpkamieniniaisteliy gyvybingumo skirtumai (p<0,05). 6 YEpZI¥YR1
gyvybingumas YPD tefge yra maziausias — 80%. 7 YEpZAR1luzima tarpie pacttj, Sio
transformanto dsteliy gyvybingumas YPD tefge yra 89%. Didziausiuabteliy gyvybingumu
pasizymi 12 YEp24zYR1transformantas, jasteliy gyvybingumas siekia 96% (35 pav.).

MDam tergje visy kamieny lasteliy gyvybingumai yra vienodai sumgz palyginus su
YPD terpe, ir iSsiéisto 56-70% intervale (35 pav.).

Palyginus MDpro terge nustatytus asteliy gyvybingumus taipogi rasta patikim
skirtumy: 12 YEp24€YR1lasteliy gyvybingumas yra zymiai didesnis neiwitransformant,
siekia net 81%. 7 YEp2@YRL1ir 6 YEp24CYR1transformant gyvybingumai praktiSkai yra

vienodi Sioje terpje, tarpsta 48-50% ribose (35 pav.).
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34 pav 7 YEp24C€YRL1 transfromanto adsteliy 35 pav. Triju kamieny YEp24-CYR1transfromant lasteliy
gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tefge gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tefse palyginimas.
palyginimas
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4.2.4. pXP1BCY1 transformanty Iasteliy gyvybingumo palyginimas.

Skirtumai tarp YPD bei MD tefse auginant transformantus yra zéskir statistiSkai
patikimi (p<0,05), ko negalima pasakyti apie gywgumo rodikli skirtumus MDam-MDpro
terpese.Vigy triju (6, 12, 7) kamienm pXP1BCY1transformani lasteliy gyvybingumas YPD
terpije yra labai aukStas (90,5-98,5%) ir panaSiu laipsumazjes MDam ir MDpro terpse
(50-77,5% ir 66-78% atitinkamai). Visa tai iliustja 6pXP1BCY ltransformanto gyvybingumo
pokyiy trijose tergse grafikas (36 pav.). 7pXAACY lir 12pXP1BCY ltransformani atvejai

kaip jau miréta yra analogiski.(37 pav.)
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36 pav 6pXP1BCY1 transfromanto dsteliy 37 pav Trijy kamieny pXP1BCYIransfromanit lasteliy
gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegse gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegse palyginimas.
palyginimas.

4.2.5 pMW2RAS2"A"* transformanty lasteliy gyvybingumo palyginimas.

6pMW2-RAS2YA?  transformanto Iasteliy  gyvybingumo palyginimas trijose
terpése.

Lyginant 6pMW2RAS2* transformantoaisteliy gyvybingum, YPD ir MDpro tergse,
nustatytas statistiSkai patikimas gyvybingumo susirazas MDpro tergje (nuo 94,5% iki 77%)
(p<0,05), téiau didziausias gyvybingumo sunggmas palyginus su YPD terpe aptiktas MDam
terpeje (p<0,05). Transformantadteliy gyvybingumas sumajo nuo 94,5% iki 63%.

Analogiskai palyginus transformantasteliy gyvybinguna MDpro ir MDam tergse
taipogi randami patikimi gyvybingumo skirtumai (MBp- 77%, MDam - 63%) (p<0,05) (38

pav.).
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38 pav. 6pMW2RASY*'® transfromanto asteliy
gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tefse
palyginimas.

12pMW2-RAS2"*?  transformanto lasteliy gyvybingumo palyginimas trijose
terpése.

Analizuojant 4steliy gyvybingumo skirtumus trijose augimo tésg, aptikta, kad MDam
ir MDpro terpiy jtaka 12pMW2RASY? Iasteliy gyvybingumui yra praktiskai vienoda - 66%
ir 58% gyvybingumas, kai tuo tarpu YPD té&e transformantoakteliy gyvybingumas siekia
92,5%. Taigi patikimi skirtumai yra tik tarp YPDMD terpiu grupes (p<0,05) (39 pav., A).

7pPMW2-RAS2¥AH?  transformanto lasteliy gyvybingumo palyginimas trijose
terpése.

7pMW2-RASYA transformantoasteliy gyvybingumo pokyiai yra praktiskai identiski
12pMW2RASZ*? transformanto gyvybingumo posigms: didelis gyvybingumas YPD
terpeje ir vienodai sumajes MDam ir MDpro terpje (39 pav., B).

4.2.6. pMW2RAS2"A transformanty lasteliy gyvybingumo tarp kamieny
palyginimas.

Lyginant pMW2RASY*? transformant lasteliy gyvybingumo skirtumus tarp kamign
gaunam, kad YPD teé¢e visy pMW2-RASY? transformant lasteliy gyvybingumasYPD
terpeje yra 81-99% ribose ir skirtumai yra nepatikimi.

MDam (azoto S$altinis — amonio sulfatas) tgep visy kamieny pMW2-RASYAH?

transformant lasteliy gyvybingumas yra vienodas: 7pMWRASYA? | 12pMW2RASIAH ir
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6pMW2-RASIA transformantai sudaro gana vienalgrup:, kurios hsteliy gyvybingumas
yra 63-66%.

MDpro tergje (azoto Saltinis — prolinas) didziausigsteliy gyvybingumu pasizymi
6pMW2-RASIA? transformantas — 77%. Kiti transformantai suda@?esnio gyvybingumo
grupe, kur lasteliy gyvybingumas yra 50-58,5% ribose ir pripazintaeik@mingaijvairuojartiu
grupes viduje (statistiniai skirtumai nereikSmingi - p€8) (40 pav.).
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39 pav. pMW2-RASY*? transformant lasteliy gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tetse palyginimas.

A 12 pMW2RAS2 - |asteliy gyvybingumas;
B 7 pPMW2RASY*|asteliy gyvybingumas.
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40 pav. Triju kamieny pMW2-RASY*M transfromant lasteliy
gyvybingumo YPD, MDam ir MDpro tegse palyginimas

51



4.3. Prionizacijos anali2.

Siekiantjvertinti ar Ras/PKA signalinio kelio aktyvumiskoja PSI'] priono indukcip
buvo atlikti indukcijos bandymai su trimis giminigig kamienais iry transformantaisiyesti
WECYR1, wtBCYhenai bei padidinto aktyvumRASY*"° alelis) dviejose tefse su skirtingo
turtingumo azoto Saltiniais:

+ MDam — minimalioje druskterpeje, kur azoto Saltinis yra amonio sulfatas;
4+ MDpro - minimalioje drusi{ terpje, kur azoto Saltinis yra prolinas.
Prionizacijos dazniai apskailoti atsizvelgiant kamien lasteliy gyvybingumo analizs

duomenis ir grafiSkai pavaizduoti Zemiau pateiktgraeeiksle.

Prionizacijos analizes suvestine

6 MDam | |
6 YEp24-CYR1 MDam [ | \
6pXP1-BCY1 MDam | | |
6pMW2-RAS2VAL19 MDam [ | \
12 MDam [ ! \
12 YEp24-CYR1 MDam | | |
12pXP1-BCY1 MDam | | |
12pMW2-RAS2VAL19 MDam | ‘
7 MDam | i

7pXP1-BCY1 MDam | |

|

|

\

\

|

|

|

[

\

|

7pMW2-RAS2VAL19 MDam [ |

6 MDpro |

6 YEp24-CYR1 MDpro |

6pXP1-BCY1 MDpro |

6pMW2-RAS2VAL19 MDpro [ |

12 MDpro [ !

12 YEp24-CYR1 MDpro [
12pXP1-BCY1 MDpro |

12pMW2-RAS2VAL19 MDpro [ ! ‘

7 MDpro | |

7pXP1-BCY1 MDpro | ‘

17pMW2-RAS2VAL19 MDpro . —

|
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Prionizacijos daznis,log;

Visais atvejais iSskyrus - 6 pradinio kamieno MDanMDpro, bei 6 YEp24€YR1
6pXP1BCY] 7pXP1BCY1ltransformant indukcijos MDpro terpje atvejus — buvo nustatyta
tik didZiausios prionizacijos daZnio riba, thanaZiausia riba prilyginta 18 . Tatiau jmanoma
galimyke, kad 7 pradinio kamienas MDam ir MD pro tésp, transformantai 7pXPRCY1
MDam tergje, bei 6pMW2RASY*-? ir 12 YEp24CYR1MDpro tergje taip pat skiriasi nuo
Kity kamieny.
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4.3.1. Pradiny kamieny (6, 12, ir 7) hsteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) terge.

Analizuojant pradini kamieny prionizacip MDam tergje nustatyta, kad 7 ir 12
kamienuose prionizacijos dazniai neiskiria. 7-taamienui prionizacijos daznis MDam téjp
yra maZziau nei 160%, 12-tam — maZiau nei T8 . tuo tarpu 6 kamieno prionizacijos daZnis Sioje
terpsje siekia10®’-10%* ir yra 10 kan didesnis nei kit dvieju kamien.

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpsje.

MDpro tergje visy trijy pradinii kamiem prionizacijos dazniai mazai skiriasi nuo
rezultat;, gauty MD am tergje: 7 kamienui - maZiau nei TQ 12 kamienui — maZiau nei 18 .

6 pradinio kamieno prionizacijos daznis yra kiekedinis, t&iau kaip ir MDam terpje yra 10

karty didesnis nei kif dvieju pradiniy kamieny.

4.3.2. Pradiniy kamieny ir j y transformanty lasteliy prionizacijos skirtumai.

4.3.2.1. 6 kamieno ir jo transformant Igsteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) terpje.

Palyginus pradinio kamieno ir jo 6 YEpZYR1, 6pXP1BCY]1 6pMW2RASZ
transformani lasteliy prionizacijos daznius MDam tefje nustatyta, kad wistransformant
prionizacijos daZzniai nesiskiria tarpusavyje ir i@ karty mazesni neiy pradinio kamieno.
Transformant prionizacijos daZnis yra maZesnis nei £0

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpsje.

MDpro tergje situacija pasikéia. Pagal prionizacijos daanskirtumus galima iSskirti
dvi kamiem grupes. Didesnio prionizacijos daznio gfigudaro 6 YEp24£YR1,6pXP1BCY1,
ir pradinis 6 kamienas. Sios gksp prionizacijos daZniai yra F6-10>° ribose. Tuo tarpu
6pMW2-RASI transformanto prionizacijos daZnis yra maZesnis10€™>, tai yra 10kan
mazesnis nei pirmosios grigpatstov.

Transformanty prionizacijos dazniy skirtumai dviejose terpese.

Lyginant transformant prionizacijos daznius tarp tetpipaaiskejo, kad 6 YEp2@¥YR1
transformanto dstekse PSI] prionas beveik 1000 kartdaZzniau indukuojasi MDpro teije
(10°° prionizacijos daZnis), nei MDam tejp (daZnis maZesnis nei 10

Tokio paties potidzio [PSI] priono indukcijos pokytis priklausomai nuo tésp
pastebtas ir 6pXP1BCY latveju, tik skirtumas yra kiek mazesnis (100kgart

6pMW2-RASYA transformant prionizacijos daznis MDam ir MDpro teije yra

vienodas.
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4.3.2.2. 12 kamieno ir jo transformant; lasteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) terpje.

12 kamieno ir jo transformanprionizacijos dazniai Sioje tetje nesiskiria tarpusavyje ir
yra mazesni nei 10°.

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpsje.

Sioje tergje 12 YEp24€YR1transformantas kiek dazniau prionizuojasi nei miadl2
kamienas ir kiti transformantai, bet Sis skirtumasa patikimas ir apibendrinant galima tvirtinti
kad 12 kamieno ir jo transformanprionizacijos daZniai MDpro te¢je yra mazesni nei 10-
107.

Transformanty prionizacijos dazniy skirtumai dviejose terpese.

Lyginant 1 p&iu transformant prionizacijos dazniu MDam ir MDpro tetje, patikimy
skirtumy néra.

4.3.2.3. 7 kamieno ir jo transformanty Igsteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) terge.

Sioje tergje nustatyti pradinio 7 kamieno ir jo transformargrionizacijos daZniai
nesiskiria. Apibedrinant gautus eksperimentiniusordenis gaunam, kad 7 kamieno i jo
transformant prionizacijos daZniai yra maZesni nei®t00°° .

MDpro (azoto Saltinis — prolinas) terpsje.

Vertinant 7 kamieno ir jo transformanprionizacip MD pro tergje nustatyti labai dideli
TpXP1BCY1lir kity kamieny skirtumai. 7pXPIBCY1 transformanto prionizacijos daznis yra
lygus 10° ir bent 100 katt virsija pradinio 7 kamieno bei 7pMWRASY*? transformanto
prionizacijos daZniusyJprionizacijos daZniai yra mazesni nei’fo 107.

Transformanty prionizacijos dazniy skirtumai dviejose terpese.

Palyginus 7pXPBCY 1transformanto BSI'] priono indukcijos daZndviejose tergse,
pastebta, kad MDpro tergge prionizacijos daznis yra 10-100 kadidesnis nei MDam teéje.
7pMW2-RASIA? kamieno atveju BSIT] priono indukcijos poksiu priklausomai nuo azoto
Saltinio tergje nepastedia.

4.3.3. Tarpkamieninis transformanty prionizacijos dazniy palyginimas.
Skirtumai tarp YEp242YR1transformant iSaiSkéja tik MDpro tergje: 6 YEp24€CYR1
prionizacijos daZnis (10°) yra Zenkliai didesnis nei 12 YEpZ¥R1atveju (maZiau nei 10°).
MDam tergje abiej; transformant prionizacijos daZnis yra vienodai surags iki 102 .
Palyginus pXPIBCY1 transformant prionizacijos daznius, skirtumai pastgbtik
MDpro tergje - 7pXP1BCY1 prionizacijos daZnis yra didZiausias tarpytrjamien - 10° |
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6pXP1BCY1prionizacijos daZnis yra daugiau nei 10 kartaZesnis 10* - 10°° | 0 12pXP1-
BCY1 transformantas rodo pamaZiausi prionizacijos dazn- 10°® . MDam tergje pXP1-
BCY1 transformant prionizacijos daZniai yra maZesni nei "f010°° o skirtumai ra
reikSmingi.

PMW2-RAS2A® transformant prionizacijos daZnis nesiskiria nei tese, nei tarp
kamieny, ir yra maZesnis nei 10
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5. Rezultayy aptarimas
Glikogeno kaupimo ir atsparumo karXio Sokui analizs

apibendrinimas.

Atsizvelgianti glikogeno kaupimo bei jautrumo kai$ Sokui pokyius, galima padaryti
iISvady, kad: wCYR1,wtTPK1, wtTPK2 geny, bei dominantinio kostitutyviai aktyvaus alelio
RASYA? raiska didina Ras/PKA kelio aktyvun® kamieno 4stekse, tuo tarpu iltPK3 ir wt
BCY1 gen jvedimas jo ngakoja.

Atlikti bandymai rodo, kad v@YR1bei wiTPK1 gen; raiSka padidina Ras/PKA kelio
aktyvumy 12 kamieno dstebse, tuo tarpuRASY*° | wiBCYIWtTPK2 bei wtTPK3 geny
ivedimas kamieno 4steles jo neveikia.

7 kamieno testavimo rezultatai kaip ir 12 kamietweg, rodo, kad W YR1bei wiTPK1
geny raiska padidina Ras/PKA kelio aktyvan¥ kamieno dstekse, tuo tarpuRASYAH?
wtBCY1IwtTPK2 bei wtTPK3 gen; jvedimas neturitakos glikogeno kaupimui ir atsparumui
kargio Sokui neparodo.

Atlikty bandymy glikogeno kaupimo bei atsparumo kaoSSokui tesj rezultatai rodo,
kad:

+ WICYR1ir wtTPK1 gen raiSka didina Ras/PKA signalinio kelio aktyvamisy
tiiamuju kamieny lastelese;

£ WtTPK2geno ir aktyvaus aleliRASY*° raigka taip pat didina signalinio kelio
aktyvum, tafiau tik 6 kamienodstekse, tuo tarpu 12 ir 7 kamienuoseg §en
ekspresijgtakos neturi;

+ WtTPK3ir wtBCY1lgen; jvedimas ngakoja Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo

visy triju recipientiniy kamieny lastekse

Transformanty gyvybingumo analizs apibendrinimas.

Pradiniy kamieny (6, 12, ir 7) hsteliy gyvybingumo skirtumai.

Buvo jvertintas YEp24CYR1, 6pXP1BCY1, pMW2-RASX"® transformant ir
pradiniy kamieny lasteliy gyvybingumas YPD ir dviejose, besiskiré@mse azoto Saltiniu teége.
Visose trijose tergse iSlieka pradimi kamien skirtumai: 6 ir 12 kamianlasteliy gyvybingumai
tarpusavyje nesiskiria, tuo tarpu 7 kamieno yraesais. Taip pat reikia pazyn kad 6 ir 12
kamien; lasteliy gyvybingumas yra smarkigiakojamas azoto Saltinio prigimties t&g— MD
terpeje su turtingu azoto Saltiniwdteliy gyvybingumas yra sumézs lyginant su $i kamieny

lasteliy gyvybingumu MDpro terge (azoto Saltinis - prolinas).
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6, 12, ir 7kamieny ir j y transformanty lasteliy gyvybingumo skirtumai.

YPD tergje 6 pradinio kamieno ir jo transformanisteliy gyvybingumai yra panas,
iISimt; sudaro tik 6 YEp24£YR1transformantas — jasteliy gyvybingumas yra mazesnis nei
pradiniame kamiene. Tuo tarpu MDam tgeppradinio 6 kamieno atzvilgiu iSsiskiria 6pXP1-
BCY ltransformantoalsteliy gyvybingumas, kuris yra Zenkliai didesnis nei jm&me kamiene.
MDpro tergje vél gi atsikartoja YPD terfe stebima situacija — pradinio kamieno atzvilgiu
ISsiskiria tik 6 YEp24€Y R1transformantas.

YPD tergje neaptikta statistiSkai patikim12 pradinio kamieno ir jo transformant
lasteliy gyvybingumo skirtum. MDam tergje visi trys 12 kamieno transformantai (12 YEp24-
CYR1,12pMW2RASYA? 12 pXP1BCY1)pasizymi didesniu gyvybingumu nei pradinis 12
kamienas. MDpro tegpe beveik vig transformant Iasteliy gyvybingumas praktiSkai nesiskiria
nuo pradinio kamieno. 12pMWRASY"™° transformantas sudaro iSimtjo lasteliy
gyvybingumas yra mazesnis nei pradinio kamieno.

YPD tergje tik 7pMW2-RASY*"? transformantoaisteliy gyvybingumas yra didesnis nei
pradinio kamieno. MDam te¢je 7YEp24CYR1 7pMW2RASZ*?  transformant lasteliy
gyvybingumas yra didesnis uz pradinio 7 kamieno. pviD tergje tik 7 pXP1BCY1
transformanto gyvybingumas yra Zenkliai didesnidygiaus su pradiniu kamienu, Kkiti
transformantai gyvybingumu nesiskiria nuo pradinikamieno dsteliy gyvybingumo.

Terpésijtaka WICYR1 , wtBCY1, RAS2YA- raigkai.

6 YEp24CYRI1 transformanto asteliy gyvybingumas yra Zenkliaitakojamas ters
suctties: didziausias gyvybingumas stebimas YPD &etpmazesnis MDam tekje, ir pats
maziausias parodytas MDpro tégsu neturtingu azoto Saltiniu.

12 kamiene tefgs azoto SaltinigtakawtCYR1geno raiSkayra atvirk€ia: didziausias 12
YEp24-CYR1 transformanto gyvybingumas stebimas YPD dgrp mazesnis MDpro, o
minimalus - MDam tergse.

7 kamienewtCYR1raiSka neprikauso nuo azoto Saltinio &ggp- gyvybingumai MDam
ir MDpro terpese nesiskiria.

Visy trijy kamiem atvejais nustatyta, kad azoto Saltinio &gpprigimtis nétakoja
wtBCYheno raiSkos, MDam ir MDpro tegse transformant gyvybingumai nesiskiria
atitinkamo kamieno ribose.

Pastebta, kadRAS2*"'? alelio raiskab kamiene yra kitokio painZzio neiwtCYR1-
MDpro tergje (neturtingas azoto Saltinis) stebimas didesisiliy gyvybingumas, nei MDam.

7 ir 12 kamien atvejaisRASY*"'° alelio jtaka hsteliy gyvybingumui yra praktiskai
vienoda abiejose MD teépe — gyvybingumai nesiskiria. Galima iSvada: aZatibinio prigimtis

nq‘takojaRASZ’AL19 raiSkos Si kamieny lastekse.
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Priony indukcijos daznio analizs apibendrinimas.

Priony indukcijos daznio skirtumai pradiniy (6, 12, ir 7) kamieny Iastelkse.

7 ir 12 kamienuose prionizacijos daZniai MDam ¢gmeiskiria, yra maZesni nei 16 -
107"° .6 kamieno prionizacijos daZnis Sioje &gepyra 10 kan didesnis, siekiao®’-10%* MDpro
terpeje visy trijy pradiny kamien prionizacijos dazniai neiskiria nuo kamigprionizacijos
daznip MDam tergje. Tai rodo, kad tegs azoto Saltinio prigimtis pradini kamien
prionizacijos daznj netakoja.

6 kamieno ir jo transformanty Iasteliy prionizacijos skirtumai

MDam tergje nustatyta, kad wvis transformani prionizacijos dazniai nesiskiria
tarpusavyje ir yra 10 kartmazesni neiy pradinio kamieno. Transformanprionizacijos daznis
yra mazesnis nei 10 .

Lyginant su MDam terge gautais rezultatais 6 YEpZIYR1, 6pXP1BCY1
transformantoadstekse priom indukcijos dazniai MDpro tegpe yra didesni ir siekia pradinio 6
kamieno prionizacijos dagn(prionizacijos daZniai yra 10>-10°° ribose). 6 YEp24SYR1
transformanto dstekse PSI] prionas beveik 1000 kartdaZniau indukuojasi MDpro tetje
(10°° prionizacijos daznis), nei MDam tejp (daZnis maZesnis nei §)0 Tokio paties poidZio
[PSI] priono indukcijos pokytis priklausomai nuo tésppastedtas ir 6pXP1BCY latveju, tik
skirtumas yra kiek mazesnis (100kart

6pMW2-RASIA? transformant prionizacijos daZnis MDam ir MDpro tese yra
vienodas.

12 kamieno ir jo transformanty lasteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) tgeppradinio 12 kamieno ir jo transformant
priono indukcijos daZniai nesiskiria tarpusavyje yra maZesni nei 10 Lyginant
transformani priony indukcijos daznius MDam ir MDpro tese, skirtumy neaptikta. 12
kamieno ir jo transformantprionizacijos dazniai MDpro teéje yra maZesni nei 10- 10”.

7 kamieno ir jo transformanty Iasteliy prionizacijos skirtumai.

MDam (azoto Saltinis - amonio sulfatas) tgeppradinio 7 kamieno ir jo transformant
prionizacijos daZniai nesiskiria, ir yra maZesrii H&®-10°°.

MDpro tergje. 7pXP1BCY ltransformantoastekse priom indukcijos daznis bent 100
karty virsija pradinio 7 kamieno prionizacijos dainyra lygus 1¢. Tai parodo,kad 7pXP1-
BCY1transformanto PSI] priono indukcijos daznis MDpro tetje yra 10-100 kaut didesnis
nei MDam terpje. 7 kamieno ir 7pMWRASZ* transformantodstekse priom indukcijos
daZniai MDpro tergie yra mazesni nei 16 - 107,
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Tarpkamieninis transformanty prionizacijos dazniy palyginimas.

Reikia pazyniti, kad MDam terpje transformant prionizacijos dazniai yra mazi ir
patikimai tarpusavyje neiskiria. Skirtumai iSrgfk tik MDpro tergje. YEp24CYR1
transformani atveju Zymy prionizacijos daznio padiima MDpro tergje rodo tik 6 YEp24-
CYRI1transformantas (10 kadt pXP1BCY ltransformant atveju MDpro terpje 7pXP1BCY1
prionizacijos daZnis yra didZiausias €)06pXP1BCY 1prionizacijos daZnis yra daugiau nei 10
karty mazesnis, o 12pXPREY1transformanto prionizacijos daznis lieka tiks gaip MDam
terpsjel0’®.

PMW2-RAS2A transformant lastekse priom indukcijos daZnis nesiskiria nei tége,

nei tarp kamien, ir yra mazesnis nei 10
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6. ISvados

. Atlikta analiz paroa, kad Ras/PKA signalinio kelio komponen@YR1ir TPK1 itakoja
pradiniuose kamienuose o6t-NB13, 12-a'1-NB13, 7-0'1-NB13 esafliy mutaciy
raiSka — didina Ras/PKA signalinio kelio aktyvam

. Lasteliy gyvybingumo analiz YPD ir dviejose, besiskiridinse azoto Saltiniu (amonio
sulfatas arba prolinas), tége parod, kad turtingas azoto Saltinis mazina'é-NB13’,
12-0/1-NB13 kamieny lasteliy gyvybinguna.

. Nustatyta, kad azoto $altinis gali moduliubtYR1, BCY1, TPKit Ras2?'® gen raily
lasteliy gyvybingumo lygmenyje. Moduliacijos raiSka prikéu nuo pradiniuose
kamienuose esan; mutacij.

. Nustatyta, kad azoto 3altinis jtekoja PSI] priono indukcijos daznio 6:1-NB13
kamieno 4stekse.

. Parodyta, kad tegpe esant turtingam azoto SaltiniuioGt-NB13 kamieno 4stekse
padidintaCYR1, BCY1Ir Ras2?*® gen raiska sumazina®SI] priono indukcijos dazn

. Parodyta, kad tegpe esant neturtingam azoto Saltiniuih2-NB13 kamieno dstekse
padidintaBCY 1geno raiska padidin@BI'] priono indukcijos dazin

. Gauti rezultatai rodo, kadPBI'] priono indukcijos daznis gali priklausyti nuo RREKA

signalinio kelio aktyvumo.

Darly atliko:

Ana Vilkova

Darbo vadovas:

Prof. dr. D.Citavi¢ius
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SANTRAUKA

[UREJ priono indukcija priklauso nuo Ras/PKA signalirkelio aktyvumo. Galima Sio
kelio jtaka |PSI] priono formavimuisi gali Bti numanoma i natyvaus Sup35 baltymo
strukfiros. Sio baltymo struktoje yra nustatytos kelios menamos PKA fosforilinimietos.
Siekiant patikrinti & galimyle buvo atliktas trij, Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu
besiskiriagiy, izogeniniy kamien — 6-0'1-NB13", 12'1-NB13, 7-0'1-NB13 - [PSI'] priono
indukcijos daznigvertinimas. Rezultatai parédkad tergje esant turtingam azoto Saltiniui 6-
a‘1-NB13" kamieno 4stekse padidintaCYR1, BCYdr Ras2?*® geny raiska sumazinaP[SI]
priono indukcijos dazn Tuo tarpu, terjge esant neturtingam azoto Saltiniuia2-NB13
kamieno 4stekse padidintaBCY1geno raiSka padidindPBI’] priono indukcijos dazin Tod!
galima daryti iSvag, kad PSI] priono indukcijos daznis gali priklausyti nuo HRRKA
signalinio kelio aktyvumo.
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SUMMARY

[UREJ3 prion induction depends on the activity of thesBd&A signal transduction
pathway. Possible influence of this pathway onftiieation of PSI'] prion could be predicted
from the structure of the native Sup35 protein.e®alvpossible phosphorylation sites are known
in the structure of this protein. In order to chebis possibility analysis of prion induction
frequency of three isogenic mutant strainse-1l6NB13’, 12-0'1-NB13, 7-0'1-NB13 — different
in the activity of the Ras/PKA signal transductjgethway, was performed. Results showed that
in the presence of rich nitrogen source in cellthefstrain 6x'1-NB13 the increased expression
of CYR1, BCY&ndRas2?'® genes decreases the frequencyRSI] prion induction. Instead,
in the presence of poor nitrogen source in celkhefstrain 7&'1-NB13 the increased expression
of BCY1gene increases the frequency BS[] prion induction. So, it is possible to make a
conclusion that the frequency of induction of tiRS[] prion depends on the activity of the
Ras/PKA signal transduction pathway.
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