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Santrumpos

DNR-dezoksiribonukleaigstis;
RNR-ribnukleofigstis;

SDS-sodos dodecilsulfatas;
GuHCI-guanidino hidrochloridas;
Asn-asparaginas

GlIn-gliutaminas;

Pro-prolinas;

Hsp(heat shock protejrkargiio Soko baltymas;
PoliQ-poligliutaminas;
dsRNR(double stranded RNRlvigranad RNR;
ATP-adenozintrifosfatas;
CaCl-kalcio chloridas;

NaCl-natrio chloridas;

K HPOs-kalio hidrofosfatas;
MgSOy-magnio sulfatas;
(NH4).SOs-amonio sulfatas;
CeHsO7-citrinu ragstis;
NaHPOs-natrio hidrofosfatas;
YPD-turtinga terp;

MD-minimali drusk; terps;
MB-metileno(methylen-basederpe;
OT-optinis tankis.



Jvadas

Pazyngtina, kad prioniniams baltymamsidingas ne tik infektyvus plitimas tagskeliniu
budu, bet ir suétingos aveikos su kitais specifiniais baltymais. Konkretivasika su 4steks
baltymais parodyta tik keliais atvejais. Vienasitobkaltymy yra Slal, dalyvaujantiadteks aktino
citoskeleto vidumolekuligje strukfirizacijoje iritakojantis prioninio bvio palaikyny Iastekje.

Prion; saveikos ypatumai su Slal baltymu yra mazai tirtiskReiniyjy tyrimy duomenimis,
mieliy aktino citoskeletas vaidina svarbvaidmen prioniniy darinp formavimosi procese.
Citoskeletiniai aktino komponentaig\@ikauja su nesugrupuotais prioniniais baltymaiganbma,
kad prionini; baltymy ir kity lasteks baltymini, tame tarpe ir citoskeletipikomponeni saveikos
gali takoti tokius svarbiusabteks gyvybinei veiklai procesus. Vienu iS tokproces gali hiti
atsparumas kilerinikamieny iSskiriamiems toksinams.

Siame darbe mieli priony saveikai su kitais 4steks baltymais tirti pirm karta buvo
panaudotos kileriks ir prionires mieliy sistemos, siekiant iSsiaiskinti galinpriony saveika su

baltymais, slygojarciais kilerinio toksino veikim.

Darbo tikslas:
Nustatyti PS*] priono jtaka K1, K2 ir K28 kileriniy toksin; veikimui mieliy Saccharomyces

cerevisiae lasteliy atzvilgiu.

Darbo uzdaviniai:
1. 1zogenini [PINT][PS*] ir [PIN][psi’] kamien; iskyrimas.
2. Izogenini stipriy ir silpny [PIN*][PS*] kamien; iskyrimas.
3. K1, K2 ir K28 kileriniy toksiny poveikio izogeniams [PIN*][PS*] ir [PIN*][psi] formoms

analiz.



2. Literaturos apzvalga

2.1. Genetirgs priony ypatybés

Remiantis pagrindine molekulia biologijos dogma, genetirmedziaga organizmuose
perneSama nuo DNRRNR, o nuo pastarosios-baltymijprastai baltymas nepasizymi savybe
genetir informacip perduoti naujai sintetinamiems baltymams.cida atradus prioninius
baltymus buvo nustatyta, kad pastarieji baltymdi ga tik iSsaugoti informacij apie savo
strukfiros konformacinius pokyus, bet ir perduoti g naujai sintetinamiems baltymams,
kuriuose pakinta tretinstrukiira.

Prionams bdingos gsajos su daugeliu fenotjp paveldiny ne pagal Mendelio &nius.
Prioniniai baltymai taip pat ab/goja daugedl neurodegeneratyvigi ligu (Zzmorems-Kuru,
Creuzfeld-Jacob sindromai, fatalin Seimynire insomnija; avims-scrapie; galvijams-
spongiformire encefalopatija). $i susirgim; pasekms apima neurap irima ir amiloidiniy
sankaup atsiradim smegen audinyje. Amiloidirts sankaupos yra tvarkingos strirkis
prionizuot; baltyminiy fibrili y agregatai, galintys infekuoti svaikrganizm ir normalius 4steks
baltymus (4stelinius prioninio baltymo analogus) paversti praotais (Caughey, 2001).

Prionizuotis gebantys baltymai atrasti ir ngd. Miely lastekse egzistuojantys
epigenetiniai elementai -prionai- organizmui suteilpapildomo adaptacinio lankstumo, ko
pasekojedstek efektyviau reguliuoja skirtingus gyvybinius proaessant tam gam fenotipui
(Bousset ir kt., 2001; Chernoff, 2001).

Remiantis bendja priono koncepcija (Wickner, 1994), prionai yrakpgusios antrias ir
tretines struktiros baltymai, prarad savo normali funkcija ir gebantys indukuoti naujai
sintetinany baltymy prionizacip. Prioniniams baltymamsidingos sekatios savyls:

1) Paveldgjimas ne Mendeliniu badu. Prioniniai baltymai ir kiti mieliy infekciniai
veiksniai yra perneSamidteliy kryZminimosi metu ir neatitinka Mendelinio pavgicho désniy.

2) Grjztamas iSgydymasPrionizuog mieliy kamiery paveikus baltyminiais ar cheminiais
veiksniais, slygojarciais Saperon ekspresijos lygio pokyus, prionas gali #iti paSalinamas is
lasteliy populiacijos, téiau pakartotinai indukuojasi 10 daZniu. 2l Sios priezasties mieli
lasteliy populiacijoje pakartotinai indukuojasi tam tikrasionizuoty lasteliy skatius, taiau

prarasti DNR ar RNR elementai savaime neatsiranda.



3) Priono indukcija dél padidéjusios baltymo ekspresijos Padiajus tam tikro baltymo
sintezei 4stekje, padiaja prionizacijos tikimyk, nes padaugga lasteliy-taikiniy kiekis. Prioniniai
dariniai formuojasi ir plinta infekuodami sveikasteles.

4) Fenotipiné priono ir jo geno mutacijy sasaja. Recesyvias mutacijos fygotam fenotipui
budinga homologia sssaja su prionizacijosalygotu fenotipu. Pirmuoju atveju baltymo sintez
nevyksta arba susintetintas baltymas yra neaktyguantruoju atveju baltymas praranda savo
funkcija dél prionizacijos (Wickner, 1994). Sup35 baltymo feijlis praradimas lemia transliacijos
terminacijos netikslumus stop kodprvietose, o Ure2 baltymo funkcijos praradimo pageko
sutrinka nuo azoto priklausanti ureidosukcinatoesia.

Taigi, miekse produkuojami prioniniai elementai yra dominubdyan paveldimi ne pagal
Mendelio @snius ir perne3ami citodukcijos metu. Mg geriausiai iStirti yraHS™] ir [URE3]
prionai, kurie yra susjj atitinkamai su Sup35 ir Ure2 baltynkonformaciniais pokgiais. Sup35
baltymas yra transliacijos terminacijos faktoriwd)re2 baltymo funkcija yra susijusi su azoto
kataboline represija.

Tarp miely ir Zinduoliy priony egzistuoja e panasSum (atsparumas proteazpoveikiui;
amiloidiniy fibriliy formavimas) ir skirtum (genetiniai prion Kriterijai; priony aktyvumas
lastekje; priony virtimas infektyviomis formomis ir kt.), tadl reikalinga iSsamesn mieliy
prioniniy sisteny analiz naujai iStiriany mieliy priony svarbai y veikimo modeli tyrimuose

nustatyti.

2.2. Prioniniy dariniy susidarymasin vivo

Mielése Saccharomyces cerevisiae buvo nustatyti citoplazmiskai paveldimi
epigenetiniai veiksniaiS"] ir [PIN'], kurie yra atitinkamai Sup35 ir Rngl baltynprioninés
formos. Sie prioniniai baltymai turi daug gliutamiir asparagino (GIn/Asn). Sup35 yra pagrindinis
prionizacip salygojantis baltymas, tirpioje neprionizuotoje forj@o veikiantis transliacijos
terminacijos metu. Prionizuotosestekse transliacijos terminacijos proceso sutrikimalygoja
prioniniy baltymy ir jy agregai susidarym. Nustatyta, kadAS™] lastekse Sup35 baltymai yra
susitelke | didelius polimerinius darinius, netirpstams sodos dodecilsulfato (SDS) tirpale.
Kiekviem iS tokiy Sup35 baltymo polimersudaro 9-50 monome(Bagriantsev S. ir kt., 2004).

Tikslus Rngl baltymo veikimasdteks prionizacijos metu Siuo metu yra tiriamas,

taciau nustatyta, kad Rngl Zymiai paspartiR&8[] bivio atsiradim lastekje. Manoma, kad Rngl



padeda agreguotis Sup35 monomerams, tokdu lskatindamas polimersusidarym (Bagriantsev
S. ir kt., 2004).

Baltyminiy agregat skaidyme dalyvaujamo mieliy lasteliy baltyminio Saperono
Hspl104 delecijaaygoja [PS] ir [PIN'] praradim. Bitina stabilaus mieli priony pavelgjimo
salyga yra tam tikras prionini agregai skatius kiekvienoje dstekje, kuris perduodamas
dukterirtms hstekms pumpuravimo metu. Pastaruoju metu atlikti tyfinoao, kad Hsp104 palaiko
tam tikr prioniniy agregai kiekj lastekje (Chernoff, 2001).

Guanidino hidrochlorido pagalba uZzblokuojamas HgpHktyvumas, ko pasekoje
vyksta nevaldomas Sup35 polimeaugimas, lydimas prioniniotlio praradimo.ldomu, kad
guanidinhidrochloridas apsprendzRg'] ir [PIN'] praradim vadinamojoje ,dviaj priony* ([PS"]
ir [PIN™]) lastekje, Sie prionai gali ti prarandami ir atskirai. Tokia priareliminavimosi i3 4steliy
ypatyke leidzia daryti prielaid, kad dviey priony lastek turi ne homogeniskus, bet heterogeniskus
prioninius Kinelius (Bagriantsev S. ir kt., 2004).

Analogiskai Zzmogaus amiloidiniams baltyrsusidarymo mechanizmui, miglSup35
ir Rngl baltymai formuoja amiloidines fibrileég vivo ir in vitro. Nustatyta, kad Rngl baltymo
fibril és jtakoja GIn/Asn turtingo Sup35 domeno polimerizaxippoces. Naudojant fluorescentiniu
metodu zZymitus Sup35 ir Rnql parodyta, kad naujai susiforgrfanp35 agregatai yra susijungu
Rngl agregatiniais dariniais. Sie stfimai leidZia daryti iSvaa, kad PIN] agregatiniai dariniai
saveikauja su Sup35 baltymu ir skatireg "] indukcija (Chernoff, 2001).

2.3. Mieliy Saccharomyces cerevisiae prionin és sistemos

Laboratoriniuose miali Saccharomyces cerevisiae kamienuose aptinkama daug
nechromosomimi genetini element: mitochondrie DNR, 21 DNR plazmiél L-A DNR virusai,
M dsRNR, viengrangs RNR replikonai (20S RNR ir 23S RNR) bei infekigwbaltyminiai prionai
([PS™]; [URE3]; [PIN']; [B]). [PS7], [URE3] bei [PIN] yra amiloidires baltymy Sup35, Ure2 ir
Rnqgl formos, o ff] yra pasleliné proteaz B, itin reikSminga mieli Saccharomyces cerevisiae
lasteliy iSgyvenimui stokojant mitybini medziag. Visi Sie veiksniai yra perduodami horizontalios
pernasosiidu iS hsteks lastelei susimaiSant citoplazmai kryzminimosi metiomniams dariniams
taip pat dinga pernaSa citodukcijos tarp donoro ir recipdmnidu (Chernoff, 2001).

Nors visi [URE3] kamienai augadau ir yra jautresni kadmiui (G bei nikeliui (N7,

taciau ure2 lasteks pasiekia santykinai gergsianki ir geriau toleruoja natrio (Nj licio (Li*) bei



mangano (M) jonus (Nakayashiki ir kt., 2005JJRE2 delecija glygoja ktesri augim, tasiau
skirtingai nuoSUP35 delecijos, ara letali (Nakayashiki ir kt., 2005).

[UREZ3] ir [PS°] nebuvimas laukiniuose kamienuose rodo, kad Sienjmiai dariniai dar
neatspindi susirgimoydnfektyvi prigimtis ir santykinis stabilumas, sj¢s su spontaniniu gtamu
atsiradimu 4steliy populiacijoje (10 daZniu) tuéty salygoti tokiy infektyviy lasteliy atsiradina ir
laukinese populiacijose. Tatitikétina, kad PS™] bivyje kai kurios miel lasteks tiesiog prisitaiko
prie tam tikg aplinkos slygu (Zhou ir kt., 1999).

Lasteliy atsakomoji reakcija yra vienas i$idy priony infektyvumo lygiui tirti. Lasteliy
atsakag stresines aplinkos reakcijas pasireisSkia pgdgia baltymini Saperon Hspl04 ir Ssal
ekspresija. Nustatyta, kad mielastekse atsiradus [URE3] iiPS "] prionams yra stebima padidinta
Hspl04 ir Ssal ekspresija ir tai rodo, jagtéks | Siuos prionus reaguoja kajpstresin veiksn
(Nakayashiki ir kt., 2005).

Sialinés struktiros gryboPodospora anserina atveju sutinkamas [Het-s] prionas, kuris yra
atsakingas uz heterokaripriarpusavio suderinamwmNormalus Sios funkcijos palaikymas yra
budingas visiems sliniams grybams ir uztikrina apsauguo dvigrands RNR virus. Tockl beveik
visi iSskirti laukinio tipo kamienai turi [Het-s] ripna. Pastarasis prionas formuoja igjlgsio
pavidalo agregatinius dariniua vivo, kurie dictja lateraliai jungiantis trumpesniems fibriliniams
dariniams (Bagriantsev S. ir kt., 2004). Paétima, kad [Het-s] prionas yra atsakingas uz ypating
mejotin. fenomen, kurio metu yra iSZudomog citoplazm, patekusios sporos, neformuajas
prioninio fenotipo. Sis faktas leidZia manyti [H&t-priorm esant neatskiriamihet-s alelio

pavelajimo veiksniu (Zhou ir kt., 1999).

2.3.1. Priony silpny ir stipri y varianty ypatybés

Mieliy Saccharomyces cerevisiae [PS*] prionas aptinkamas pagal nonsens kodsupresij.
[PS*] yra baltyminis genetinis veiksnygg] lastekse atsirandantis spontanidkai (Derkatch ir kt.,
1996). Miely [PS*] prionas turi daug bendrbruo; su zinduoly prionais, j tarpe ir paveldimus
variantus, pasizymitius skirtingomis biologiamis savylmis, pasireiSkiatiomis esant tam @g&am
genetiniam pagrindui (Caughey, 2001).

[PS*] kamienai skirstomi pagal transliacijos terminasijnetikslum laipsri ir pagal
stabilumo lyg, kuriuo jie iSlieka dukteritse hstekse. Pagal Sias ypatybd23 '] kamienai skirstomi

i stiprius ir silpnus variantus. SilpniP§*] variantai nonsens mutacijas supresuoja ne taip



veiksmingai kaip stigts [PS*] variantai ir yra maziau stal# paveldjimo atZvilgiu (Derkatch ir
kt., 1996). Naujai atsiradusios prionizuotastéks negali savaime ,persijungti“ iS stiprausilpma
variant arba atvirk&iai. [PS7] variantai atsiranda spontaniskai arh& novo, esant perteklinei
Sup35 baltymo ekspresijai (Derkatch ir kt., 199Byionizuot; lasteliy variantai gra slygoti
genetini; skirtumy: kai genetiSkai tag@uose PS ] variantuose pavyksta eliminuo®$ ] priona ir
indukuojasi nauji PS*] elementai, juose pakartotinai pasireiskia silpinstipriy variant; spektras
(Derkatch ir kt., 1996). Tai leidzia daryti iSvackad Sis fenomenasia ailygotas nauj mutacij,
atsirandatiy Sup35 baltymo molekéjle, o yra epigenetinis reiskinys.

Apie molekulires [PS*] variant; puss ypatybes daréna pakankamai zinj tatiau nustatyta,
kad silpni PS*] variantai pasizymi didesniu Sup35 baltymo tirpymagu stipiis [PS ] variantai.
Ypatingai silpnasPS "] variantas ETA"] turi daug kan tirpesri Sup35 baltym nei stiptis [PS*]
variantai (Zhou ir kt., 1999). Didesnis Sup35 bty tirpumas adygoja silpnesnius transliacijos
terminacijos netikslumus.

Nustatytos trys galimos stigrir silpny [PS*] variant; egzistavimo prieZastys. Pirma, Sup35
baltymo NM fragmentas formuoja skirtingomis biocheémis savylBmis pasizymidias
amiloidines fibrilesin vitro. Tokiu kbidu Sup35 baltymaggauna skirtingas konformacijas, ko
pasekoje atsiranda skirtingos galimgliasteEms tapti prionizuotomis. Antra, manoma, kad stijori
variani; agregatai yra mazesni ir skaitlingesni negu silpariant; agregatai. Taigalina efektyviau
versti Sup35 baltym prionizuota forma ir efektyviau perduoti prionizgovariant, dukterirems
lastekms. Treia, priono liviui lastekje itakos turi ir Sup35 baltymo bei kitlasteliniy veiksniy
saveika.

Sie veiksniai yra molekuliniai $aperonai ir daugtgmino bei asparagino turintys baltymai.
Molekuliniy Saperon lygio pokyiai daro Zenkh itaka skirtingn [PS*] variant; raiskai (Chernoff ir
kt., 1995). Sisl ir Ssal Saperonai stabiliaietkauja tik su prionizuota Rnql baltymo forma
(Sondheimer ir kt., 2001). Maziausiai 12 glutamimuasparaginu turting baltymy bei Rngl
baltymas slygoja [psi] lasteliy virtima prionizuotomis PS*] lastekmis (Derkatch ir kt., 2001),
taciau Sie baltymai éra kitini [PS™] palaikymui. Silpm bei stipriy [PS7] variany; analiz dar réra

galutinai atlikta bei reikalauja detalesryrimy.
2.3.2. Priony tarpusavio sjveikos
Mielése tirti pakitusios konformacijos baltymai - prian@S*], [URE3] ir [PIN'] (Derkatch

ir kt., 2001). PS*] yra prionire transliacijos terminacijos veiksnio Sup35 formaefiman ir kt.,
10



1999; Serio ir kt., 1999; Wickner ir kt., 2001)}JRE3] yra azoto katabolinio represoriaus Ure2
forma (Wickner, 1994), cAIN'] yra Rng1 baltymo prioninforma (Sondheimer ir kt., 2000). Sup35
([PS7] lastekse) baltyny ir Ure2 (URES3] lastekse) baltyny inaktyvacija vyksta é agregacijos,
kuri salygoja tol§ pai fenotip kaip ir mutacijosSUP35 ir URE2 genuoseRNQ geno inaktyvacijos
fenotipirg iSraiSka dar éra nustatyta.

[PS*], [PIN'] ir [URE3] prionai de novo atsiranda & perteklires prionini; baltyminiy
domem ekspresijos (Sondheimer ir kt., 2000; Derkatcktiy 1996). Padiges baltymo molekutj
skarius padidina prionimi centry formavimasi de novo. T&iau kai kuriy priony atsiradimasle novo
priklauso nuo kii priony ar prioniniy darinip buvimo hstekje (Derkatch ir kt., 2001; Osherovich ir
kt., 2001). PIN’] buvo tirtas kaip prioninis elementas, kurio pdyge [psi] lasteks virstaj [PS*]
lasteles ir tik ¢liau nustatyta, kadFIN*] yra prionire Rngl baltymo forma (Derkatch ir kt., 2001).
[URE3] ar dirbtinio NU*], t.y. New1-Sup35 baltym hibridinio (Osherovich ir kt., 2001) priono
buvimas taip patatygoja [PS*] priono atsiradim netgi nesantfIN"].

Skirtingi [PS*] kamienai pasizymi skirtingu mitoziniu stabilum({iPS*] praradimo dazniu),
nonsens kodan supresijos efektyvumu ir skirtingais normalios f@macijos Sup35 baltymo
kiekiais (Zhou ir kt., 1999). Silpn[PS*] stabilumas mito#s metu yra mazesnis negu stipiPS "]
(Derkatch ir kt., 1996), o normalios konformacif@sgp35 baltym kiekis-didesnis (Osherovich ir kt.,
2001). PS*] kamienai taip pat skirstomi pagai atsak i mutacijasSUP35 gene (Derkatch ir kt.,
1999; King, 2001) ir pagal atsakbaltyminius Saperonus (Kushnirov ir kt., 2000).

Priony egzistavimasaktekje priklauso nuo baltymSaperon lygio. Atradimas, kadHSP104
geno delecija ar pertekirekspresija glygoja [PS*] eliminacija, patvirtino prionirn [PS*] modej
(Chernoff ir kt., 1995). Taip pat nustatyta, kadtekliné Hsp104 Saperono ekspresijtakoja ir
[URE3] bei [PIN’] eliminacija (Moriyama irkt., 2000; Sondheimer ir kt., 20013104 veikia kartu
su Hsp40 ir Hsp70, atstatydamas baltymimigregai strukoira (Parsell ir kt., 1994). Hspl104
poveikis PS "] priklauso nuo Hsp70 3eimos Ssa ir Ssb baityKushnirov ir kt., 2000). Prioninei
Rnqgl baltymo formai palaikytittinas Hsp40 Seimos Sis1 baltymas (Sondheimer,i2@01).

Prionizuotos dsteks susidaro citoplazmoje, kai tirpi baltymo formasta netirpia, veikiant
jvairiems hsteks vidirés ir iSorires aplinkos veiksniams. Miglilasteliy virtime prioniremis Hsp104
Saperonas suardo stabilius baltynagregatusi smulkesnes daleles, vadinamas prioniniais
pradmenimis, kurie yra efektyviau perneSami dukéens hstekms (Chernoff ir kt., 1995; Jung ir
kt., 2000). Hsp104 pertekkrekspresijdtakoja [PS*] praradim, tatiau Hsp104 Saperono pertekiin
ekspresija neeliminuoja igdteliy [URE3] priono (Moriyama ir kt., 2000). Tai leidZzia manjPS*]
ir [URE3] prionus esant skirtingais pagal giminingubaltymams-Saperonams.
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Perteklirt prioninio baltymo ekspresija didina prionizyotasteliy atsiradimo dazn
kadangi dauga baltymo molekuli, galirtiy pereiti { prioning konformacij. [PIN'] bavis
salygoja didesn tikimybe [PS*] atsiradimui ne tik & perteklines Sup35 baltymo ekspresijos, bet
ir dél Rngl baltymo agregacijos (Derkatch ir kt., 20@&rkatch ir kt., 1996).AS "] ir [URE3]
taip pat gali indukuotifIN’] atsiradim dél Rngl baltymo agregacijos (Derkatch ir kt., 2001).

Baltymo Hsp104 kiekisHS '] lastekse yra didesnis esatiRE3], todél [URE3] yra viena
i3 [PS7] efektyvios eliminacijos #ygu. Skirtingai nuo Hsp104 baltymo, Ssal baltymo peirie
ekspresija stipriajtakoja JURE3] eliminacija, netuédama poveikioPS*] lastebms (Moriyama ir
kt., 2000).

2.4. Prioniniy Sup35 baltymo fibrili y formavimosi mechanizmas

Su@5 baltymas sudarytas iS5 N—galinio, vidurinio-M ir galinio domen. N—galin domen
sudaro 123 amino fgStys, kuny tarpe daugiausia yra gliutamino ir asparagino. &isnenas
atsakingas uz agregatinidariniy formavimosi poidi. N—galinio domeno amino grég sritis
formuoja amiloidines fibrilesn vitro ir yra vadinama ,prioniniu domenu®. Bandyrmetu nustatyta,
kad esant mutacijoms N—galinio dome?® amino 0giy ilgio Serdirgje dalyje yraijtakojamas
prioninio kivio pasireiSkimasn vivo (Narayanan ir kt.2006).

M domenas didina S@p baltymo tirpum ir reguliuoja prionifn bavi in vivo. C—galinis
domenas turi GTP prijungimo drit saveikauja su kitu svarbiu transliacijos terminacij@sksniu—
Supt5. Tyrimais buvo nustatyta, kad N—galinio domeée-38 amino 6gXiu liekanos ir C—galinio
domeno91-108 amino 0gX¥iu liekanos sgveikauja tarpusavyje vidumolekuliniame lygmenyije.
Pazyngtina tai, jog Serdinei daliai tokio pabizio siveikos neladingos(Narayanan ir kt.2006).

Nustatyta, kad Hs[®4 Saperonas katalizuoja konformaciSuB5 baltymo virsm iS
heksamerias | monomerig forma. Hspl04 atstovauja Clp/Hsi®0 baltym; Seimy, kuri apima
kargiu indukuojamus sudingos oligomerias struktiros molekulinius Saperonus. H$g
prionizuotoje 4stekje palaiko arba padeda eliminuotis prioniniams mams veikdamas
priklausomai nuo koncentracijos. H8g veikia kaip molekuligs ,zirklés”, sukarpatios fibrilinius
darinius iki atskip fragment.. Sie oligomeriniai fragmentai yra naujprioniniy dariniy

polimerizacijos procese pradmer($arayanan ir kt.20006).
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2.4.1. Saperoninio baltymo Hsp104taka prionizacijai

Kai kurie baltymai savo natyvbivi keicia | pakitug prionin; bavi. Mielése egzistuoja kel
baltymai, galintys vykdyti tokio patwlzio pokyius. Labiausiai iStyriétas j; tarpe yra transliacijos
terminacijos veiksnys Sup35 bei Ure2, kuris regyuazoto metabolinius procesus. Prioninis
baltymy buvis stabiliai iSlieka net keliose generacijose. 3ualtymo prioninis fivis dalinai
pasireiSkia Zzemu funkcionalaus Sup35 baltymo tirpuygiu ir baltym; transliacijos terminacijos
sutrikimais, darivardijamais kaip nonsens supresija. PanaSiai kafinduoly prionai, skirtingi
[PS7] variantai yra apilfziami kaip ,stipfis* arba ,silpni* atitinkamai pagahjstrukfira bei kitas
ypatybes (Kryndushkin ir kt., 2003).

,Stiprieji“ [ P9*] variantai pasizymi stipria nonsens supresijadetiu mitotiniu stabilumu, o
,Silpniesiems* PS"] variantams bdinga silpnesé supresija bei maZesnis mitotinis stabilumas.
Baltymy transliacijos terminacijos lygis atvirkai proporcingas tirpaus Sup35 lygiuistekje
(Kryndushkin ir kt., 2003).

[PS*] palaikyme svarbis Hsp40 ir Hsp70 3aperoniniai baltymatiaa svarbiausiagia yra
Hspl104 Saperonas. Pastarasis $aperoninis baltyraagenintelis baltymas,inas PS™] ir kity
priony palaikymo 4stekje procesui. Hsp104 baltymo pertekliekspresija glygoja [PS*] bivio
praradima arba nonsens supresijos nebuyifiPS’] biivio atveju. Hspl04 didelius prioninius
agregatinius denatuoty baltymy darinius skalda mazesniugl pav), tokiu bidu platindamas juos
tarp hsteliy (Kryndushkin ir kt., 2003).
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Pav.1. Saperono Hsp104 veikimo moddjmgal Kyprianidou Ch2003)

Nustatyta, kad Hsp104 Saperonas veikia tikgliioStinius prioninius polimerinius darinius,
taip suskaidydamas juos iki smulkasin trumpesni polimen bei tuo pdiu didindamas pastaju
skakiy lastekje. Sis prionini polimeriniy dariniy trumpinimas ir smulkinimo procesaghsyoja
fibrili u auginy ties kiekvieno polimero galsritimis (Kryndushkin ir kt., 2003).

Hspl04 aktyvumas yra inhibuojamas mjeli lasteles auginant teége su
guanidinhidrochloridu (GuHCI), kurio veikimo pasgkoid hsteks eliminuojami PSI'] ir Kkiti
prionai. IStyrus GuHCI poveikpriony eliminacijai nustatyta, kad GuHCI blokuoja prionin
pradmen replikacia (Kryndushkin ir kt., 2003).

In vitro iSgryninti Sup35 ir Ure2 baltymai sudaro vienodasdaros amiloidinius darinius.
Manoma, kadin vivo prioniniai dariniai formuoja panaSias strieds, dar vadinamas prioniniais
polimerais. Elektroniés mikroskopijos metodais nustatyta, k&tRE3] atveju Sie dariniai yra maz
fibrili u, susijungusi su Ure2 baltymo molekéinis, tinklas (Kryndushkin ir kt., 2003).

Tiriant priony strukiira ir palaikymo hstekje mechanizmus tikslinga nustatyti migli
prioniniy polimemn dydi. Centrifugavimo ar suliejimo su fluorescentinibatymais metodika leidZia

nustatyti prionini dariny egzistavim, tafiau pastaruoju metu iSkelta hipotejog Siais dais
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nustatomos kompleksia prionires polimerirés strukiiros, o ne atskiri polimerai. TéHdtikslesnis

prioniniy polimemn dydis nustatomas elektroforetiniais metodais (ldshkin ir kt., 2003).

2.4.2. Saperono Hsfo0 ir prionini y pradmeny replikacijos sasaja

Saperoninis baltymas Hsp70 reikalingas Hsp104 imeik prioniniy baltyminiy
dariniy ardymuiin vitro metu. Hsp70 baltymas priklauso konservaiywaltyminiy Saperon grupei,
kuri dalyvauja baltym prisitvirtinimo procese ir apsaugo nepilnai pxsiinusius baltymus nuo
jungimosii agregatinius darinius. Saperoniniai baltymai swsipstekje vykstantiems gyvybiniams
procesams bei prisitaikymo prirairiy aplinkos veiksni uztikrinimui (Song ir kt., 2004).

Mielése Saccharomyces cerevisiae yra keturi citozoliniai Hsp70 baltymai, priklauggs Ssal
poSeimiui. Maziausiai vieno iSisbaltymy ekspresija yraidina lasteliy augimo uZztikrinimui. Ssal
baltymas yra vienas iS Saperonittiisp70 baltym. Buvo nustatytas dominantinis mutantinis Ssal
baltymas (Ssal-21), inhibuojantis prior@S['] plitima, silpninantis PS*] salygota fenotim bei
itakojantis mitotin [PS*] praradim. Sis PS*] nestabilumas yra sumgisio prioniniy pradmen
skatiaus hstekje paseka. Nustatyta, kad Ssal baltymas tiesigtgiedja [PS*] prioniniy pradmen
susidarymodstekje procesg (Song ir kt., 2004).

Tyrimais parodyta, kad didsl molekuliks masgs prioniniai dariniai, i$skirti i3 S
lasteliy, yra sudaryti iS stambiagregatini junginiu ir mazesni, sodos dodecilsulfato tirpale
netirpstadiuy Sup35 baltymo polimer Nesant aplinkoje sodos dodecilsulfato, polimé$siskaido
tarp didziju agregatini junginiy, kuriy dydis kartais 30 kagt virSija polimeqn dydi.
Denatiruojartiomis silygomis agregatiniai junginiai iSkrintanuogdas, téiau sodos dodecilsulfate
netirpis 9-50-ies monomerdydzio polimeriniai dariniai iSlieka. Manoma, kadleli agregatiniai
junginiai yra sudaryti iS atskirSup35 baltymo polimear kurie turi papildomas jungtis tarpusavyije,
0 Hsp104 3aperonas padeda susidaryti nauji®®3][prioniniams pradmenims polimeskaidymo
i skaitlingesnes daleles metu (Song ir kt., 2004).

Ssal-21 baltymo veikimas primena Hsp104 veikirai apsprendzisPR ] pradmenm plitima
tarp hstely. Ssal-21 pasizymi stipresniu sukibimu su substr&idl stipriau susijungia su
agregatiniais Sup35 baltymo junginiais. Hsp70 atiyaktyvumas skatina agregatindariniy
susiskaidym iki polimer tiesioginio poveikio pasekoje arbaveikos su Hsp104 Saperonu metu.
Nepaisant to, kad inhibicinis Hsp104 Saperono pasdurety didinti Sup35 baltymo agregatini
junginiy dydi, tatiau Siuo atveju diga atskin polimeriniy strukiiry dydis (Song ir kt., 2004).
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Nustatyta, kad laukinio tipo Ssal baltymas taip $dygoja Sup35 baltymo agregatini
junginiy susidarym prionizuotose dstekse. Tai leidzia manyti, kad Ssal baltymas padeg¢e85u
baltymui sudaryti tokius agregatinius darinius,i&uyra maziau jautis ardagiam Hsp104 Saperono
poveikiui. Skirtingai nuo Ssal-21, pertelditssal baltymo ekspresija didina nonsens supresijos
efektyvumy bei neturiitakos prioninio bvio stabilumui (Song ir kt., 2004).

2.4.3. Aktino citoskeleto vaidmuo Suf5 baltymo agregacijoje

Mieliy aktino citoskeletas vaidina svartsaidmern prioniniy dariniy formavimosi procese.
Sup35 baltymo prioninis domenagveikauja su citoskeleto struikbmis tam tiky mechanizm
pagalba. Endocitotini pasleliy susiliejimas ir judjimas iSilgai endosomis ar mislelinés sistem
apima aktino polimerizacijos ir depolimerizacijoo@esus, lydimus amiloidogersszGanusova ir
kt., 2006).

Prionires infekcijos 4stekje plinta prioning baltymy déka ir néra susijusios su
nukleong&iy pernasa. Parodyta, kad prionirbavi lasteks jgauna tam tikr specifiniy
polimerizacijos mechanizin poveikyje, kurio eigos ypatys yra analogiSkos citoskeletini
filamentiniy strukiiry susidarymui. Prioninio baltymo S8 polimerizacijos pasekoje susidaro
dideli agregatiniai dariniai, palaikanty$S”] buvi lastekje. Prioniniy dariniy formavimosi ir
citoskeletiny fibriliy polimerizacijos procestarpusavio panasumai leidzia manyti, kad pastariej
procesai yra susij(Bailleul ir kt., 1999).

Mieliy baltymas Sups yra sudarytas i$ tijjdomen: Su@sN, SugsSM ir SuB5C. SugsN
domenas atsako yIPS”] bivi lastekje ir turi kartotines oligopeptidines sekas, kueigsa daug Pro,
Gly ir GIn liekani. Buvo nustatyta, kad dalyvaujantis aktino mikmfilenty dariniy formavimesi
mieliuy baltymas Sl&, saveikauja su SugpN domenu (Bailleul ir kt., 1999).

Citoskeletinio tinklo fibries pereina edl susijungimo ir atsikabinimo proogskurie yra susg
su poliniu hsteks augimu, pumpursudarymu, citokineze bei aplinkos signalais. Negoati to, kad
Slal baltymas éra hitinas hsteks gyvybingumo uztikrinimui ir citoskeleto formavimsy tatiau
dal mutacijos ir tampa letaliomis tuo atveju, kai yyaimos mutaciy ir delecip kai kuriuose
kituose genuose, atsakamse uz citoskeletinisusijungimo baltym veikima, pvz.: Abpl, Beel ir
Panl baltymai (Bailleul ir kt., 1999).

Amiloidiniy darini formavimesi dalyvaujagsleliy susirinkimo aparato baltymai, tokie kaip

Panl/Slal/End3 baltyminis kompleksas bei baltymai 3|aArp2 ir Arp3. Slal, vienas i$ baltymg
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saveikaujartiy su Sup35 baltymo N domenu, turi kartogimligopeptidini; sek; sritis, iSsiédsciusias
C—galiniame regiongGanusova ir kt.20006).

Mutantiniai kamienai su defektyviais prioniniaisrshiais neretai pasizymi toksimis
savylemis, kurias slygoja pertekli baltymo Sup35 ekspresija. Sis reidkinys yra lydirdalelio
lasteliy letalumo, téiau ji nelutinai atspindi didels prioniniy dariny sankauposaktekje. Dideliy
Sup35 baltymo kieki judéjimas hsteks citoplazma yra toksinis, tédlasteliy ypatyke tokius
perteklinius baltymus surinkti didelius agregatinius darinius aktino citoskel@@agalba atlieka
apsauginvaidmer lastekje (Ganusova ir kt.2006).

Tyrimais nustatyta, kad mazos nesugrupubaltym; sankaupos, galiios inhibuoti Sio
grupavimo mechanizmus arba proteolitiveikima, yra daug toksiSkesa negu didels
strukfirizuotos baltym grupes, kurios yra prijungtos prie tam tiktasteks kompartment ir tokiu
budu santykinai atskirtos nuo citoplazm@anusova ir kt.2006).

Bandymai paroégl kad baltymo Sla C domenas yra hidrofobinis ir turi daug Pro ir Gly
liekany bei kartoting seky, kurios yra panaSiog Su@5 baltymo sekas. Tai yrgodymas, kad
Su@B5-Slal baltymy tarpusavio sveika yra paremta nespecifinhidrofobiniy jungéiu, susidara&iy
tarp panasi amino ftigstimis baltyna veikimu (Bailleul ir kt., 1999).

Slal baltymas dstekje dalyvauja aktino mikrofilament iSsidestyme viduhsteliniy
citoskeletiniy tinkly formavimosi metu. Buvoirodyta, kad perteklin kai kuriy citoskeleting
baltymy ekspresija glygoja mielip lasteliy augimo netikslumus. Pazytna, kad Sups ir Slal
baltymy strukiirinis palyginimas leidzia daryti iSvadkad pastarieji baltymai turi daug panasum
turi Pro, Gly ir GIn turtingus galinius domenus 36 atveju tai yra N domenas, $latveju-C
domenas), turi Gly turtingvidurini domen (atitinkamai Sup5M ir SlalM) bei likusius domenus
(atitinkamai Sup5C ir SlalN). Manoma, kad oligopeptidis kartotires sekos yra vidumolekuliti
rySiy tarp Sup5 ir Slal baltymy rodiklis (Bailleul ir kt., 1999).

Slal yra pirmasis su citoskelatinis struktiromis susigs baltymas, dalyvaujantisP§l”]
buvio palaikyme dstekje. Slal baltymas veikia baltyminkompleks;, atsakatiy uz polimering
strukfiry, ju tarpe ir prioniny, atsiradima ir didéjima, formavimosi procesdprastai Slal baltymas
prioniniy pradmen replikacijoje dalyvauja silpniau ir Slal praradimtstoja kiti speciaks lasteks
baltymai (Bailleul ir kt., 1999).

Slal baltymo svarba padjd normaliai PS*] reprodukcijai pakitusasteliniy (perteklinio
Hsp104 veikimas) arba chemin{DMSO veikimas) veiksni pasekoje. Siuo atveju Slal baltymo

nebuvimas ar veikimo sutrikimailygoja zenklius PS*] bivio stabilumo pokgius. Manoma, kad
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Slal baltymas dalyvauja prigratkirime, kai PSI*] agregatiniai dariniai yra suardomi iki oligomer
ar atskip, monomey. Sis priom atkirimo procesas yra Sus§ su nauj prioniniy pradmen
susidarymu tose vietose, kuriog@aikauja Slal ir Sup35 baltymai (Bailleul ir kt999).

Tiriant citoskeletinio aparatipaka prionizuoto 4steks hivio palaikyme nustatyta, kaé$l*]
buvio lastekse prioniniai dariniai éra susijung su aktino strukiromis, ta&iau siveikauja su kitais
citoskeletiniais komponentais, tokiais kaip Sla Sla&2 baltymai. llgalaikis aktino ardymas
latrunkulinu A slygoja [PS"] eliminacija. Tai leidzia manyti, kad kai kurie citoskeletiniaktino
komponentai valdo prionizacijos proceso agigaveikos metu su nesugrupuotais prioniniais
baltymais iSdstydami pastaruosius reikiamadu (Ganusova ir kt.2006).

Kai kuriais atvejais PS"] eliminacija apsprendzia kai kurios chermagmedziagos, tokios
kaip dimetilsulfoksidas. Ta@au pazynétina, kad citoskeletinis aparatas veikia ne \demovo priony
susidaryme, bet iryj atstatymo pojvairiy eliminavimo idy Tikétina, kad PS'] atsistatymas
lastekje po Saperan poveikio vyksta keliu, kurreguliuoja citoskeletiniai komponentai. Procese
dalyvauja ir tos tarpits prionires strukfiros, kurios susidaroPB"] indukcijos de novo atveju
(Ganusova ir kt.2006).

Tokiu badu baltymai, sustj su sudtingos strukiiros citoskeletini dariny formavimusi
lastekje dalyvauja ir nawj prioniniy formy susidaryme. BS*] prionas ¢ra vienas tokio

mechanizmo pavyzdys, reikalaujantis nuoduydwiimy bei detalesés veikimo analizs.

2.5. Kilerinés mieliy sistemos

Kileriniy toksinmy sintez yra kidingas reiskinys daugelio migligertiy ir rasiy tarpe.
Kilerinis aktyvumas nustatomas tiriant jautkileriniams toksinams kamign Kilerinés mieks
iSskiria skirtingo tipo toksinus, pasizyndins aktyvumais, specifiniais tam tikroms taikiémnms
mieliy lastekms.

Mieliy Saccharomyces atveju nustatytos trys kileripitoksing rasys (K1, K2 ir K28), kuriuos
koduoja M dsRNR. Kileriniai virusai yra iSsiske infekuotos 4steks citoplazmoje. Vis triju rasiy
toksinus produkuojaios mieks letaliai veikia nekilerines mielesctau yra atsparios savo bei tos
pacios kilerines grugs iSskiriamo toksino poveikiui (Schmitt ir kt., 199

Visus tris kilerinius toksinus koduoj&ios M dsRNR skiriasi tarpusavyje dydziu, pagalikur
yra skirstomog M1 (1,8 kb), M2 (1,5 kb) ir M28 (2,0 kb) ir yraek tiek homologiskos. M dsRNR
turintys virusai yra defektyvios dadsl, priklausatios nuo didesmi dsRNR, datvardijamy kaip L-
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A (4,6 kb), kurios yra citoplazmiSkai paveldimosbei inkapsiduoto$ virusus panaSiose daise
(VPD). L-A dsRNR koduoja kapsigd esatia M ir L-A VPD bei kapsids polimerazif susiliejimo
baltyma, mazais kiekiais randapsiose VPD (Schmitt ir kt., 1995).

K1 ir K2 kilerinés grugs pasizymi identiSku toksinaktyvumu: abiej tipy toksinai jungiasi
prie B-1,6-D-gliukano 4steks sienelje bei suardo jop mainy barjen taikinio plazmirje
membranoje. Si pasign toksing savyle salygoja ATP, K bei kity lasteks gyvybinei veiklai
svarbiy komponeni pasiSalinim ir tuo pa&iu lemia neprogramuetlasteks Zuti. K28 kilerines
grupss toksinas jungiasi pri@-1,3-jungtimis sujungt manozs liekan jautriy toksinui kamien
lastekse ir alygoja giiztamos DNR sintes inhibicija (Schmitt ir kt., 1995).

2.6. [KIL-d] veiksnio reikSmé mieliy geny ekspresijos reguliacijoje

Mieliy Saccharomyces cerevisiae kileriniai virusai yra citoplazminiu keliu paveldinairusai,
sudaryti iS dvigranegs RNR (dsRNR) (Talloczy ir kt., 2000). Virusinisrgenas yra sudarytas is L-A
dsRNR ir i§ M palydovias dsRNR. L-A dsRNR veikia kaip pagalbinis genonragra daugelyje
mieliy kamieny. Tuo tarpu M satelitin dSRNR aptinkama tik kileriniuose miglkamienuose. Sios
dsRNR replikacijos procesas priklauso nuo L-A dsRN&loczy ir kt., 2000) .

Lasteks, turirtios M dsRNR, iSskiria toksi#y kuris Zudo jam jautriasasteles. Toksiq
iSskiriartios lasteks yra atsparios jo poveikiui. Infekuotos laukinipot lasteks turi K™ (angl.

n X

"killing"-Zzudantis) ir R (angl. "resistance"-atsparumo) fenotipusastdks, neturidios M dsRNR,
yra KR’ fenotipo. Jautrumir atsparum toksinui apsprendzia preprotoksino sigte¥ra nustatyti
skirtingi M dsRNR tipai (M1 ir M2), koduojantys dareprotoksino baltymus (Talloczy ir kt., 2000) .

M1 ir M2 tipu lasteks pasizymi atsparumu to paties tipo toksinuiiga yra jautrios Kii tipy
toksinams. Tuo atveju, kai dviefipy M dsRNR yra patalpinamata paia lastek, stebimas tam
tikras nesuderinamumas, kuris pasireiSkia vienozr(@asiai-M1) tipo dominavimu, o Kkito-
praradimu. Tokio palidzio mutacijos glygoja yra spartesnreplikacip ir padictjusia ekspresy
lastekse (Talloczy ir kt., 2000).

Po mutagenes etilmetano sulfonatu buvo nustatyti mutantai,intys citoplazmiskai
paveldimy [KIL-d] veiksn, kurie pasizyngjo skirtingy tipy fenotipais, t.y. KR*, K'R, KR bei
tarpiniais "silpnais" fenotipais. Sie mutantai jrasla M dsRNR vegetatyvinio augimo metu, ko
pasekoje atsiranda atsitiktiniaiK segregantai. SukryzminuKIL-d] kamiery, turini M dsRNR su

laukinio tipo nekileriniu kamienu, netutiii M dsRNR, susidaro K" fenotipo diploidai. I5tyrus
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mejotinés sporuliacijos rezultatus matyti, kad susid&tonai pasizymijvairaus tipo mitotiSkai
stabiliais fenotipais. iklony M dsRNR stabilumas irgi yra didesnis (Talloczitir, 2000) .

Be to, buvo parodyta, kadKIL-d] veiksnys yra perneSamas kartu su M dsRNR tarpjvi
haploidinyp kamien; citoplazmires pernasos (citodukcijos) a@lu. Recipiente Sis veiksnys
fenotipiSkai pasireiSkia tik ties kryZzminimosi beiejotines sporuliacijos stadijomis. Klonuose
stebima defektywi fenotipy variacija (Talloczy ir kt., 2000). Nustatyta, k@idIL-d] haploidams,
turintiems defektyy fenotip, biadingas spontanikasigtamumag laukini K'R* fenotim 10%-10°
dazniu. Si reversijaastekse pasireiSkia mitotiSkai stabilik[L-d] fenotipu. KIL-d] veiksnio
buvimas 4stekje nuo Hsp104 baltymo nepriklauso (Talloczy ir ROQO).

Kamienuose, turifiuose KIL-d], vykdant jvairiy citoplazminiy elemeng (pavyzdziui,
mitochondriis DNR ar M bei L-A dsRNR) eliminaaij [KIL-d] veiksnys neprarandamas. IS
kamien kargiu eliminavus M dsRNR juose lieka su ja susijusek; ir manoma, kad KIL-d] lieka
prisijunges prie kargio poveikio iSvengusios RNR (Talloczy ir kt., 200&iuo tikslu buvo atlikta
mutantiniy kamieny, neturifiy L-A ir M dsRNR, analiz, kuria siekta nustatytiKIL-d] veiksnio
palaikymo tokiuose kamienuose galinygKIL-d] K'R" (w-laukinis tipas; angl. "wild"-laukinis)
kamiery panaudojus citodukcijos donoru nustatyta, kad kel kilerinés virusirtss dsRNR
negalintys palaikyti citoduktantai pasizymiRK fenotipu. Tolesé analiz2 paro@, kad KIL-d] yra
citoplazminiu keliu perneSamas veiksnys, kuristtieli turi fenotipirg iSraiSky (Talloczy ir kt.,
2000) .

Kita citoplazminiu keliu perneSangenetiny veiksniy grupe apima PS] ir [URE3] prionus.
Nustatyta, kad augimas esant guanidino hidrochdogdztamai eliminuoja Siuos prionus,¢iau
[KIL-d] veiksnio reversijos lygiuitakos neturi. Geno, koduojéin Saperonip baltyma Hspl104,
suardymas arba perteldiekspresijatakoja PS] praradina. IStyrus padidinto Hsp104 ekspresijos
lygio poveilj [KIL-d] palaikymui nustatyta, kad Si ekspresija netutunigtakos KIL-d] stabilumui
(Talloczy ir kt., 2000).

[KIL-d] veiksnio giZztamas atsiradimasadtekje yra lydimas jvairuojartiuy fenotipiniy
iSraiSky ir primena PS] priona, kuris pasizymi savybe pakartotinai atsiragsiekje jvairuojartiais
fenotipiniais pozymiais, kuyiiSraiSkos stiprum lemia SUP35 ekspresija. Pastarasis genas koduoja
prioninj baltyma. Saperoniniai baltymai dalyvauja baltynmsusilankstyme ir Zenkliajtakoja
konformacinius pok§ius, lemiagius prioniniy dariny formavimasi lastekje (Talloczy ir kt., 2000).

[KIL-d] veiksnys savo savyimis ir pasireiSkimu dstekje primena Zinomus prioninius

baltymus, todl yra vadinamas "panasiu priom" veiksniu. Hipotezei, kadKIL-d] yra prionas
patvirtinti reikalinga detali geno, koduoj&a prionin; baltyma, analiz. Specifire [KIL-d] saveika su
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M dsRNR jgalina nagrigti kriptiniy lasteks virus; jtaka Zmogaus neurologiniams sutrikimams,
salygotiems priom (Talloczy ir kt., 2000).

2.7. Kileriniy mieliy imuniSkumo toksinams strategija

Kilerinis mieliy Saccharomyces cerevisiae fenomenas siejamas su baltymitoksing,
Zudartiy jiems jautrias taikininesi$teles, sinteze. Kilerinis poveikis pasireiSkiag@ory saveikos
pasekoje. Siuo metu intensyviausiai tgjami yra K1 ir K28 toksinai. Kiekvienas kilerinisksinas
yra pirmiausiai sintetinamas preprotosino, kuissjungia i mieliy sekrecifn kelia, pavidalu.
Sekreciniame kelyje sudsta iki citotoksiSkoa/p heterodimero, kuris yra atpalaiduojamas nuo
lasteks ir iSskiriamag aplinka (Breinig ir kt., 2006).

Nors tiek K1, tiek K28 toksinamsidingas bendras letalus poveikistitan toksim veikimo
mechanizmas yra skirtingas. K1 toksinas sutrikdimptazmires membranos funkcijas, o K28
patenka taikining lastek receptorigs endocitogs hidu, blokuoja DNR sintez veikia hsteks cikla
G1/S fazje ir lemia apoptotinio proceso praaZBreinig ir kt., 2006).

Kileriniai toksinai jungiasi prie pirminio recepfaus miely lasteks sienddje, o «liau yra
perneSami per plazminmembran. Po pastarojo proceso kileriniai toksinavaikauja su antriniu
receptoriumi. Glikozilfosfatidilinozitolo pagalbarijuntas Krel 4steks baltymas yra K1 toksino
receptorius plazmije membranoje, o K28 toksino receptoriaus sasytiar tiriamos. Prisijurg
prie lasteks sienads pavirSiaus, K1 toksinas plazréj@ membranoje suformuoja katijonams laidzius
jonu kanalus. K28 toksinas patenkdastek ir per citozo] pasiekia savo galutirtiksla-branduoj
(Breinig ir kt., 2006).

Retrogradig toksiny pernasa per endoplazmimkla, Goldzio aparatir iS jo priklauso nuo
trumpos amino gy sekos C-galiniames-subvieneto domene, kurigalina toksim pasiekti
sekrecin kelia iS endosomini kompartmeni. Endoplazminiame tinklea/p heterodimeras
nukreipiamas per citozpleikiant Sec61 baltymui, kuris yra didysis endapiaio tinklo pernasos
komponentas. Sec61 baltymo veikimo pasekoje leslysalas perduodamasrandual (Breinig ir
kt., 2006).

Dabartiniu metu vyksta intensys tyrimai, kuriais siekiama iSaisSkinti K28 toksin
produkuojadiy lasteliy atsparumo savam toksinui mechanizmus. Nustatgth K28 hsteks paima
toksim ir perneSajji citozol. ImuniSkumas K28 toksinui nepriklauso nuo ekgstlinio toksino
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inhibicijos. Parodyta, kad preprotoksinas ir subesn toksinas yra iSsidte K28 lasteliy
citoplazmoje (Breinig ir kt., 2006).

Kileriniu mieliy atveju funkcionalus imuniSkumas yra eséifysteliy iSgyvenamurg
apsprendzianti ypatygb kadangi toksinai pilnai inhibuoja eukariotiniasteliy gyvybines funkcijas.
K28 toksino atveju imuniSkumas toksinui atsirandbatktyvaus sekretuojamo toksino nepatekimo
galutines paskirties viet arba @l toksino inaktyvavimo tam tikrame sekrecinio kesitape (Breinig
ir kt., 2006).

Dideli a/p heterodimero kiekiai K28 toksinprodukuojasiy lasteliy citozolyje rodo, kad
dimeriré subrendusio toksino konformacija yra stabiteshai leidzia manyti, kad K28 toksinai i$
endoplazminio tinklg citozol perneSami analogiskojgp heterodimero konformaaife bisenoje.
Remiantis Siais duomenimis galima teigti, kad K2rkiiy lasteliy imuniSkumas priklauso nuo
subrendusio toksino inaktyvacijos, o toksino pasalas iS 4steks maziaujtakoja imuniSkum
(Breinig ir kt., 2006).

Preprotoksino ir subrendusio toksino buvimgstdiés K28 hsteliy citozolyje leidzia manyti,
kad pagrindinis imuniSkumo toksinui veiksnys yrgveska tarp preprotoksino ir subrendusitp
heterodimerinio toksinow ir B subvienetus jungia seka. Nustatyta, kad ngisubvienetas, nej
seka neturitakos imniSkumui prie$ toksin Sis atradimas atitinka ankstagni tyrimy duomenis,
kurie teigia, kad3-subvienetas veikia kaip paviemidulasteline pernasos fslek, transportuojanti
toksim 1 galutines paskirties viet ImuniSkumo uztikrinimui n vivo yra hitinas a-subvienetas
(Breinig ir kt., 2006).

Natyvios strukiiros preprotoksinau-subvienetas yra C-galine jungtimi prijungtas pyie
sekos. Buvo bandoma nustatyti, ar padidinus C-gmlifalies il§ padicts K28 hsteliy imuniSkumas
toksinui. PaSalinug seky pavyko sukonstruoti toksino liekankurioje a-subvienetas yra tiesiogiai
prijungtas priep-subvieneto. Siuo atvejudtebs pasizynsjo imuniSkumu toksinui, o bandymu
patvirtintas C-galias dalies reikalingumas imuniSkumo pasireiSkime ifBgeir kt., 2006).

Pakeitus K28 kilerinj mieliy toksino y seky K1 toksino y seka nustatyta, kad K28
transformantai vykdo pitnekspresii nuo K1y sekos bei pasizymi pilnu imuniSkumu K28 toksinui.
Pazynttina, kad K ir K28 toksiny y sekos nepasizymi tarpusavio homologija. AnalogiSka
reiSkinys stebimas Kkilerinio toksino veikime, Siuo atveju imuniSkantaip pat apsprendzia C-
galinés dalis ira-subvienetas (Breinig ir kt., 2006).

Citozolinio preprotoksino ir subrendusio toksino nkmleks; buvimas leidzia manyti

egzistuojant bda, kuriuo toksim produkuojagios lasteks palaiko citozolyje laisvo preprotoksino
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koncentracy, kuri reikalinga imuniSkumo uztikrinimui subrendudoksino sekretavima@ jautria

taikining lastek metu. Nustatyta, kad mity preprotoksino koncentragij palaikyti padeda
ubkvitilinimas bei proteosominis preprotoksitaksino komplekso ardymas. Tokiuidu laisvas
preprotoksinas galiaseikauti sua/p heterodimerinio kompleksu (Breinig ir kt., 2006).

ISaiskinta, kad ubikvitilintax/p heterodimerinio komplekso proteosominis suardyjgabna
neubikvitilinta preprotoksia sudaryti kompleksus su kitomi2K molekubmis arba pereiti sekredin
kelia, po kurio preprotoksinas virsta subrendusiu takgBreinig ir kt., 2006).

Apibendrinant imuniSkumo kileriniams toksinams wgija K28 kamieno atzvilgiu galima
teigti, kad atsparum salygoja specifie saveika tarp toksia produkuojatiy lasteliy esawio
preprotoksino ir sekrecinio kelio nepgrsiu toksino. Siosaweikos pasekoje susidaro kompleksiniai
preprotoksindoksino dariniai, kurie &iau yra ubikvitilinami ir suardomi proteosominiteimu.
Tokiu badu K28 lasteks inaktyvuoja toksigp dar prieS citotoksiniamu-subvienetui pasiekiant

galutin taikin;.

23



3. Medziagos ir metodai

3.1. Medziagos

3.1.1. Reagentai

BIOKAR DIAGNOSTICS, Prangzija
FLUKA, Sveicarija
LACHEMA, Cekija
MERCK, Vokietija

OXOID, Anglija

AB ,VILNIAUS DEGTIN E“, Lietuva
PEAXHM, Rusija

ROTH

SERVA, Vokietija

3.1.2. Mieliy kamienai

mieliy ekstraktas, vandeninis peptonas, agaras
GuHCI

CaCl
metileno ndlis, NaCl, KHPOx3H,O, NaHPO:x12H,0

peptonas
etanolis
-dhukoze, KH,PO,; MgSQx7H,0
(NH)2SOy
citring ragstis (GHsO7xH20)

Mieliy Saccharomyces cerevisiae kamienai SantrumpaSaltinis

o'1-1JA-R'N — MAT « leu2”™ [PIN+] [psi-] [URE3?] RN DCitavicius, 2001
o'1-1JA-R'N-43/1 —MAT o leu2” [PIN+] [psi-] [URE3?] 43/1 DCitavigius, 2001
o'1-1JA-NB13 — MAT « leu2” [PIN+] [psi-] [URE3?] NB13 D Citavigius, 2001

Sie kamienai '1-1JA-R'N, o'1-1JA-R'N-43/1 ir «'1-1JA-NB13) yra gauti i3a'1-1JA MAT «

leu2”**) kamieno. Pastarasis iSvestas i§ 7A-P192 kamidnspihduliy poveikyje.
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3.1.3. Terpés-1L

YPD:

D-gliukoze 209
peptonas 209
agaras 209
mieliy ekstraktas 10 g

MD (minimali drusk terpge):

(NH4)2SO 59

KH2.PO, @9
MgSOux7H,0 0,59
KoHPOx3H,0O 0,23 ¢

NaCl 01g

CaCb @1

gliukoze @0

agaras 309

(1 isautoklavuat terps dedamas sterilus 50x (NHSO, tirpalas ir sterilus vitamintirpalag
0.5M MD terpei rhlBL (NH4)2.SOy
1M MD terpei 20ml/L (NH,)2SOy

Kilerinio fenotipo testavimui naudota MB terp

peptonas 59
mieliy ekstraktas 59
gliukoze 04
citriny ragstis (GHgO7xH20) 10,6 g
NaHPOx12H,0 3539
Metileno nelis 10 ml

Terpes autoklavuojamos 30 min prie 1 atragsdb 120°C temperatoje.

25



Metileno tirpalas ruoSiamas 40x koncentracijos ¥0,6etileno ndlio tirpinama 70% etanolyje,

toliau skiedziama distiliuotu vandeniu).

3.2. Metodai

3.2.1. PSI'] priono indukcija mieli y lasteliy kult @iroje

30°C temperatoje 48 valandas ant agarizuotos YPD é&sr@uginama miali lasteliy kultara.
Pakartotinai pefgus, tomis pa&iomis alygomis kulfira auginama dar 48 valandas. Pagaminamos
lasteliy suspensijos, kurios 10asteliyml koncentracija uZgamos ant agarizuotos MD teés

pavirSiniu gazonu. Kuira inkubuojama 11 par30°C temperatoje.

3.2.2. Mielg auginimas tiriant priony jtaka ju augimui

Po priono indukcijos darbui atrinkti silpni ir stis tirianyju kamieny prionizuoti variantai
pergjami ant agarizuet YPD ir MD terpi bei auginami 30°C tempetiabje 48 valandas.
Pakartotinai pekgus, ant to paties tipo agarizuoterpiy, tomis p&iomis slygomis kultira
auginama dar 48 valandasélMu kultira uzgjamai skysh MD terpe (kultiros optinis tankis
pradiniu laiko momentu yra 0,06-0,08) bei augind@bavalandas matuojant optitanki. Méginiai
optinio tankio analizei imami kas 24 valandas. Miekultary lasteliy tankis nustatomas

spektrofotometriskai, matuojant optianki 600nm bangos ilgyje, t.y. QR

3.2.3. Kilerinio aktyvumo nustatymas

Kileriniai kamienai formuoja skaidrias g zonas ant tiriamojo kamieno gazono. Pagal szas li
zonas yra nustatomas kilerinis aktyvumas. Eksperim@etu buvo naudojama MB terpkurios pH
lygus 4,8, kadangi vistipu kileriniy kamieny (K1, K2, K28) toksinai yra aktyis esant pH 4,8.

[ 10ml i8lydytos MB terps pridedama tiriangy mieliy lasteliy suspensijos iki 10lasteliy/ml. Terp:

su tiriamyju mieliy lasteliy suspensija iSpilstom@aPetri EkSteles. Paliekama sustingti. Skystoje MB
terpsje pagaminamos kilerinikamien lasteliy suspensijos Fdasteliw/ml, kurios spausdinamos ant
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tiriamojo kamieno gazono.¢kSteks 3-7 paras inkubuojamos 30°C tempage. Aplink Kileriniy
kamien; kolonijas, iSskiriatias toksira, susidaro skaidrios k& zonos, kuriose neauga toksinui

jautraus kamienasteks.
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4. Rezultatal

41. R'N ir 43/1 kamieny prioniniy klony augimo skystoje MD terpje

palyginimas

ISskirti ant agarizuotos tegp pagal kolonij dydi silpni (mazos kolonijos) B ir stipriis
(dideks kolonijos) bei silpni 43/1 kamig{PIN'][PS "] klonai buvo auginami skystoje MD teijp
30°C temperatroje 72 valandas. Tokiu patddu auginti ir iSeitiniai pastaju kamien; variantai.
Pradiniu laiko momentu kuditos optinis tankis buvo 0,06 (@5=0,06). Kultiros neginiai optinio
tankio analizei buvo imami kas 24 valandas.

Tiriant R'N ir 43/1 kamien [PIN*][PS] klony optinj tank i3 grafiko matyti, kad skystoje
MD terpeje didZiausi optinj tank pasiekia stigrs 43/1 kamienoRIN*][PS*] (1 pav.) klonai. P@2

augimo valand ju optinis tankis siekia.8.

R+N ir 43/1 kamieny augimas skystoje MD terpéje
7
—e— R+N iSeitinis
6 [PIN+][psi-]
5 —=|— 43/1 iSeitinis
[PSH][psi-]
4 -

'6 R+N silpnas
3 [PIN+][PSI+]
2 - 43/1 stiprus

[PIN+][PSH]
1
—¥— 43/1 silpnas
0 e—— —— ‘ b ‘ ‘ [PN+[PSH]
0 10 20 30 40 50 60 70 80
laikas, val

1 pav. Prionizuat ir iSeitiniy kamien; augimas.
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Silpnyju R*N ir silpnyju 43/1 kamien [PIN'][PS"] klony augimas skystoje MD tetje yra
silpnesnis, pastajy klony optinis tankis po72 augimo valand yra atitinkamail.8 ir 5.4.
Nustatyta, kad neprionizuoti ‘R ir 43/1 kamienai skystoje MD tetj@ neauga. RN kamieno

iSeitinio varianto optinis tankis pr2 augimo valand yra0.1, o 43/1 kamiene0.14.

4.2. Eliminanty, gauty i§ R'N ir 43/1 kamiem [PIN*][PSI’] varianty, augimo
skystoje MD terpéje analizé.

Skystoje pilnoje MD tergje R'N kamieno eliminantai auga geriau negu péjsitMD
terpsje. Po 72 augimo valangilnoje MD tergje R'N kamieno eliminant optinis tankis siekia 0,6-
0,88, kai pusigie MD terpje pasiekiamas 0,48-0,6 optinis tankis.

Skystoje pilnoje MD tergje 43/1 kamieno eliminantai auga geriau negu @ysiMD terpeje.
Po 72 augimo valandpilnoje MD tergje 43/1 kamieno eliminaatoptinis tankis siekia 0,54-0,66,
kai pusirtje MD tergje pasiekiamas 0,32-0,44 optinis tankis.

Skystoje pilnoje MD terge silpnieji 43/1 kamieno eliminantai auga gerisegn pusigje
MD terpéje. Po 72 augimo valandpilnoje MD tergje pastagju eliminanty optinis tankis siekia
0,44-0,8 (pav.3, A), kai pusije MD terpje pasiekiamas 0,36-0,5 optinis tankis (pav.3, B).

Apibendrinta RN ir 43/1 kamien eliminant; augimo pilnoje ir pusige MD terpse analiz
buvo atlikta iSvedus kiekvienos eliminangrupss optiniy tankiy vidurkius 72 augimo valand
bégyje.

Nustatyta, kad pilnoje MD teée geriausiai auga silpnieji'R kamieno eliminantai, kuui
atveju po 72 augimo valandpasiektas optinis tankis yra 0,72. 43/1 kamiemarisfi eliminantai
pilnoje MD tergje 724ja augimo valang pasiekia 0,6 optintankf, o silpnieji 43/1 kamieno
eliminantai-0,61 optintank (4 pav.).

Pusirgje MD terpje geriausiai auga taip pat silpniejiMR kamieno eliminantai,yj optinis
tankis 72aja augimo valang yra 0,55. Stipuju 43/1 kamieno eliminantoptinis tankis pusije
MD terpeje po 72 augimo valamdyra 0,38, o silpmjy 43/1 kamieno eliminant0,42 (4 pav.).

Prionizuoti variantai skystoje MD tesj@ auga Zymiai geriau negu ¢liminantai. Prionizuoti
RN ir 43/1 kamien variantai po 72 augimo valamgasiekia 6,8 optirtank, kai eliminant; optinis
tankis tuo metu siekia tik 0,38-0,72.
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4.3. Kileriniy toksiny poveikis R'N ir 43/1 téviniams kamienams

Atlikus R'N ir 43/1 gviniy [PIN"][psi] kamien; atsparumo K1, K2 ir K28 kileriniams
toksinams analiznustatyta, kadtviniai kamienai yra jaufis visy triju klasiy kileriniams toksinams.

RN tevinis kamienas jautriausias K2 késstoksinui, kurio poveikyje susiformuoja 3,6mm
dydzio lizzs zona. K28 ir K1 klasitoksiny poveikis yra silpnesnis: K28 toksino poveikyje idaso
2mm dydzio lizs zona, o K1 toksino poveikyje-1,5mméizzona.

43/1 tvinio kamieno atveju toksinpoveikis yra panasus. K2 toksinas ant tiriamojmiemo
gazono sudaro 3,2mm &g zory, K28 ir K1 toksinai atitinkamai 1,8 ir 1,1mm dyd4izés zonas.

K2, K28 ir K1 toksim poveikis RN tévinio kamieno atZvilgiu yra stipresnis negu 43/1

tévinio kamieno atzvilgiu.

Tiriamasis variantas Lizés zonos, mm

K2 toksinas K28 toksinas K1 toksinas
Tevinis R+N [PIN+][psi-] 3.6 2 15
Tévinis 43/1[PIN+][psi-] 3.2 1.8 11

30



4.4. Kilerini y toksiny poveikis43/1 kamieno [PIN*][PSI] variantams ir jy
eliminantams

Silpno prionizuotat3/1 kamieno atveju stipriausiai veikia K2 toksinasri&weikimo
pasekoje susiformuoja 1.7mm dydZzioé¢szzona. K28 toksinui veikiant pastarvariant susidaro
1mm dydzio lizs zona. K1 toksino poveikyje atsiradusios:dizonos dydis nevirSija.5mm (6
pav.).

Silpny 43/1 kamieno eliminant atveju didziausias lis zonas formuoja K2 toksinas, kwri
dydis 2.4mm. K28 toksinas sudaromm dydzio lizs zonas, o K1 toksinas<iz zonas ikilmm (6
pav.).

Stipny prionizuotyji 43/1 kamieno variant labiausiai veikia K2 toksinas, kurio formuojama
lizés zona yral.omm dydzio. K28 toksino liis zona stipraus prionizuo#s/1 kamieno varianto
gazone yrd.4mm dydzio, o K1 toksino atveja5smm dydzio (6 pav.).

Stipriyju 43/1 kamieno varianto eliminam@atveju K2 toksinas sudaro 2,1mm dydzi@diz

zonas, K28 toksino lis zona yra 0,9mm dydzio, o K1 toksino poveikyjeida® 1mm dydzio lizs

zona (6 pav.).

Tirlamasis variantas Lizés zonos, mm

K2 toksinas K28 toksinas K1 toksinas
Stiprus 43/1 [PIN+][PSI+] 1.6 1.4 0.5
Stipraus 43/1 eliminantas [PIN+][psi-] 2.1 0.9 1
Silpnas 43/1 |PIN+][PSI+] 1.7 1 0.5
Silpno 43/1 eliminantas [PIN+][psi-] 2.4 1 1
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K2 toksinas Kidksinas K1 toksinas

Eliminantas [PIN"][psi] . .

6 pav. Kileriniy toksing K2, K28 ir K1 poveikis43/1 kamienui

Teévinis [PIN*][psi]

Silpnas [PIN*][PSI*]

Eliminantas [PIN*][psi]

Stiprus [PIN*][PSI"]
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4.5. Kilerini y toksiny poveikis R'N kamieno [PIN*][PSI*] variantams ir ju

eliminantams

Silpno prionizuoto RN kamieno atveju stipriausiai veikia K2 toksinasjrik veikimo
pasekoje susiformuoja 1.9mm dydzioészzona. K28 toksinui veikiant pastarvariant susidaro
1mm dydzio lizs zona. K1 toksino poveikyje atsiradusiosdizonos dydis nevirsija.5mm (7
pav).

Silpny R'N kamieno eliminant atveju didZiausias lis zonas formuoja K2 toksinas, kuri

dydis yra 2.5mm. K28 toksinas sudaro 1mm dydziéslizonas, o K1 toksinas-iz zonas ikilmm

(7pav.).
Tiriamasis variantas Lizés zonos, mm
K1
K2 toksinas K28 toksinas toksinas
Silpnas R+N [PIN+][PSI+] 1,9 1 0,5
Silpno R+N eliminantas [PIN+][psi-] 2,5 1 1
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Teévinis [PIN*][psi] Silpnas PIN][PSI*] Eliminantas [PIN][psi]

K2. . .

K28 . . .
K7 . - .

7 pav. Kileriniy toksing K2, K28 ir K1 poveikis RN kamienui

4.6. K2 toksino poveikis RN ir 43/1 kamienams

K2 toksinas dviniy variant, atzvilgiu didesnes lis zonas formuoja R kamieno gazone.
Pastarojo kamieno ks zona K2 toksino poveikyje yra6mm. 43/1 kamieno &vinio varianto
gazone M437 toksinas sud&@mm dydzio lizs zora (8 pav).

Prionizuotjy R'N ir 43/1 kamien atzvilgiu K2 toksino poveikiui jautriausi yra 'R
kamieno[PIN*][PS ] variantai. Silpnju prionizuotijy R'N kamieno variant atzvilgiu K2 toksinas
formuojal.9mm dydzio lizs zor. Tuo tarpwd3/1 kamieno jautrumas Siam toksinui yra silpnesnis-
silpnieiji ir stiprieji [PIN"][PS ] variantai formuoja atitinkamdi.7mm ir 1.6mm (8 pav.).

Eliminant; tarpe K2 toksinas stipriausiai veikia siipm R'N kamieno variant eliminantus,

kuriy tarpe sudaromos 2.5mm dydzio¢Bzzonos43/1 kamieno atveju tiek stipgu, tiek silpnju
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varianyy eliminant; atzvilgiu K2 toksinas veikia panaSiai-jo poveikygadaromos li&ks zonos yra
atitinkamai 2.1mm bei 2.4mm (8 pav.).
Remiantis Siais duomenimis galima teigti, kad KRstnas &viniy [PIN"][psi ], prionizuotju

[PIN“][PS ] bei eliminant atZvilgiu stipriausiai veikia RN kamien.

RN tévinis [PIN*][psiT  43/1 tévinis [PIN"][psi] 43/1 tévinis [PIN*][psi]

@ e e

Silpnas [PIN*][PSI™] Silpnas PIN*][PSI] Stiprus PIN*][PSI™]

Eliminantas [PIN*][psi]  Eliminantas [PIN*][psi] Eliminantas [PIN*][psi]

L Tt

8 pav. K2 toksino poveikis Wl ir 43/1 kamienams
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4.7. K28 toksino poveikis RN ir 43/1 kamienams

K28 toksinasdviniy variant; atzvilgiu didesnes lis zonas formuoja T kamieno gazone.
Pastarojo kamieno k& zona K28 toksino poveikyje yPanm.43/1 kamieno ¢&vinio varianto gazone
K28 toksinas sudarb.8mm dydzio lizs zora (9 pav.).

Prionizuotiju R'N ir 43/1 kamien atzvilgiu K28 toksino poveikiu#3/1 ir R'N kamieny
[PIN'][PS 7] variant; jautrumas yra panasus. Silm prionizuotiju R'N kamieno variant atZvilgiu
K28 toksinas formuojalmm dydzio lizs zon. Tuo tarpu43/1 kamieno silpnieji ir stiprieji
[PIN"][PS "] variantai formuoja atitinkamdimm ir 1.4mm (9 pav.).

Eliminant; tarpe K28 toksinas stipriausiai veikia silfin R'N kamieno variant eliminantus,
kuriy tarpe sudaromos 1mm dydzioéézzonos43/1 kamieno atveju tiek stipgy, tiek silpnju
variant; eliminant; atzvilgiu K28 toksinas veikia panaSiai-jo povegygudaromos lis zonos yra
atitinkamai 0,9mm bei 1mm (9 pav.).

Remiantis Siais duomenimis galima teigti, kad K28&sinas &viniy [PIN"][psi] variant
atzvilgiu stipriausiai veikia RN kamien, prionizuotju [PIN‘]J[PS"] atZvilgiu-stipriuosius43/1
kamieno variantus, o eliminanatzvilgiu tiek RN, tiek43/1 kamieno atzvilgiu 3io toksino veikimas

yra panasus.
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RN tévinis [PIN"][psi] 43/1 tévinis [PIN"][psi]  43/1 tévinis [PIN*][psi]

Silpnas [PIN'][PSI"]  Silpnas PIN][PSI']  Stiprus [PIN*][PSI"]

Eliminantas [PIN*][psi'] Eliminantas [PIN*][psi] Eliminantas [PIN*][psi]

9 pav. K28 toksino poveikis 'Rl ir 43/1 kamienams
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4.8. K1 toksino poveikis RN ir 43/1 kamienams

K1 toksinas dviniy variant; atzvilgiu didesnes lis zonas formuoja R kamieno gazone.
Pastarojo kamieno k8 zona K1 toksino poveikyje yr&Smm. 43/1 kamieno é&vinio varianto
gazone K1 toksinas sudard mm dydzio lizs zor (10 pav).

Prionizuotjy R'N ir 43/1 kamien; atzvilgiu K1 toksino poveikiui43/1 ir R'N kamien
[PIN"][PS 7] variant; jautrumas yra panasus. Silm prionizuotiju R'N kamieno variant atZvilgiu
bei 43/1 kamieno silpnju ir stipriyjy [PIN'][PS7] variant; atZvilgiu K1 toksinas formuoja.5smm
dydzio lizzs zonag10 pav).

Eliminany tarpe K1 toksinas vienodai veikia tiek silpm R'N kamieno variant
eliminantus, tiek43/1 kamieno tiek stiptjy, tiek silpryju variant; eliminant; atzvilgiu. Jo
poveikyje sudaroma lis zona yrd mm dydzio(10 pav).

Remiantis Siais duomenimis galima teigti, kad Kksinas ¢viniy [PIN][psi’] variant;
atzvilgiu stipriausiai veikia RN kamierny, prionizuotjy [PIN‘][PS*] atzvilgiu-silpnuosius RN
kamieno ir stipriuosius bei silpnuosi43/1 kamieno variantus, o eliminanatzvilgiu tiek RN, tiek

43/1 kamieno atzvilgiu Sio toksino veikimas yra panasus
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R*N tévinis [PIN"][psi]  43/1 tévinis [PIN"][psi] 43/1 tévinis [PIN"][psi’]

Silpnas [PIN*][PSI"] Silpnas PIN][PSI '] Stiprus PIN*][PSI "]
Eliminantas [PIN"][psi] Eliminantas [PIN*][psi] Eliminantas PIN™][psi]

10 pav. K1 toksino poveikis 'R ir 43/1 kamienams
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4.9. Kilerini y toksiny poveikis NB13, 43/1 ir R*N [PIN*][PSI '] kamienams

NB13 silpnieji [PIN'][PS] NB13 stiprieji [PIN'][PS"]  Teévinis [PIN][psi]

K2 . . .
K28 . . .

K1 . . .

11 pav. Kilerinij toksiny poveikis NB13kamieno PIN'][PS] ir téviniams variantams

Toksinas NB13- lizés zonos,mm

Silpnieji [PIN+][PSI+] Stiprieji [PIN+][PSI+] Tévinis [PIN+][psi-]

K2 neformuoja neformuoja 2,3
K28 neformuoja neformuoja 1,6
K1 neformuoja neformuoja 1
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43/1 silpnieji PIN'][PS*] 43/1 stiprieji PIN'][PS] Tevinis [PIN'][psi]

K2

K28

K1

12 pav. Kileriniy toksin; poveikis 43/1 kamiendN*][PS"] ir téviniams variantams

Toksinas 43/1 lizés zonos, mm

Silpnieji [PIN+][PSI+]  Stiprieji [PIN+][PSI+]  Tévinis [PIN+][psi-]

K2 1,8 1 2,5
K28 neformuoja neformuoja 0,5
K1 neformuoja neformuoja 0,5
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R*N silpnieji [PIN*][PS] RN stiprieji [PIN*][PS] Tevinis [PIN'][psi]

K2

K28

K1

13 pav. Kileriniy toksin; poveikis RN kamieno PIN'][PS] ir téviniams variantams

Toksinas R+N lizés zonos,mm

Silpnieji [PIN+][PSI+] Stiprieji [PIN+][PSI+] Tevinis [PIN+][psi-]

K2 2,1 2,4 2,3
K28 neformuoja 1 0,5
K1 neformuoja neformuoja 0,5
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Rezultaty aptarimas

Auginant RN ir 43/1 kamien prionizuotus, dvinius ir eliminantinius kamienus skystoje MD
terpje be leucino nustatyta, kad 43/1 kamieno priortizuariantai auga geriau negu M kamieno
prionizuoti variantai. Tai rodo, kad aplinkoje neséeucino 43/1 kamieno atveju nonsens kadon
supresijos efektyvumas yra geresnis. Manoma, kaghéyle yra susijusi su prionizacija, kurios
pasekoje 43/1 kamienasteks jgyja geresnes adaptacines ypatybes. Neprionizu®i iR 43/1
kamien variantai skystoje MD tegpe be leucino neauga.

Eliminanty augimas skystoje MD teéje zenkliai skiriasi nuo prionizugtvarianty augimo.
Tiek R'N silpnyju prionizuoty varianty, tiek 43/1 kamieno stipgjy ir silpnyju prionizuoty varianty
eliminantai skystoje MD tegpe be leucino auga labai silpnai lyginant su przooitais variantais.
Tai rodo, kad prioninio #vio praradimas susilpnina nonsens kagdosupresi, ko pasekoje
eliminant kultiros optinis tankis 73ta augimo valangl iSlieka menkai pakis lyginant su pradiniu
optiniu tankiu.

Atsparumo kilerini mieliy kamieny iSskiriamiems toksinams tyrimais buvo parodyted ka
pradiniai RN ir 43/1 kamienai yra jauis K1, K2 ir K28 kileriniams toksinams. gkamien; [PS*]
eliminanyy atveju didziausias lis zonas suformuoja K2 kkss toksinas. Remiantis Siais
duomenimis galima daryti iSvadkad i§ RN ir 43/1 prionizuot kamien; gautuose eliminantuose
toksino jungimosi receptoriaiéra modifikuoti ir gali toliau gveikauti su K2 toksinu.

Pazynttina, kad RN tévinis kamienas yra jautresnis K2 toksinui negu 4&ifnieno ¢vinis
variantas. Kileriniai toksinai prionizuotas kamiefiormas PIN'][PS*] veikia skirtingai negu
neprionizuotas RIN*][psi formas: NB13 R'N ir 43/1 kamienaigyja atsparum K1, K2 ir K28
toksiny poveikiui. PaZzynitina, kad RN kamieno atveju K28 toksino poveikis priklauso e ]
priono stiprumo.

Kadangi K1 ir K2 kileriniai toksinai turi vienodugceptorius dsteks sieneds pavirsiuje, o
K28 toksino receptorius yra kitas, galima darytiefaida, kad atsirags imuniSkumas Siems
toksinams rodo netiesiogirprionizacijos poveik lasteks sienals komponentams. Kadangi tiek
prionizuoti variantai, tiek eliminantai yra jaasr K2 toksinui, téiau K1 toksino atveju jautrumas yra
itin silpnas, neatmetama galimykkad prionizacija gali iiti susijusi su tam tikrusasteks sieneds

strukfirinius pokyius, susijusius su priono atsiradimu ir veikimatéekje.
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ISvados

1) Parodyta, kad iskirti stips ir silpni RN ir 43/1 kamien [PIN'][PS"] variantai ir

ivertintas y augimas skystoje MD tetfe.

2) Parodyta, kad Rl ir 43/1 kamien [PIN'][PS"] forma yra atsparesnkl, K2 ir K28
kileriniy toksiny poveikiui negu RN ir 43/1 kamien [PIN'][psi] variantai. RN kamieno

atveju K1 kilerinio toksino poveikis priklauso niRsl*] priono stiprumo.

3) Igyjamas atsparumas kileriniams toksinams rodo sietién prionizacijos poveikmieliy

Saccharomyces cerevisiae lasteks sienaels komponentams.
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Santrauka

Siame darbe buvo nustatytBY*] priono jtaka K1, K2 ir K28 kilerini toksin; poveikiui
mieliu Saccharomyces cerevisiae lastekEms.

Atsparumo kilerini mieliy kamieny iSskiriamiems toksinams tyrimais buvo parodyted ka
RN ir 43/1 kamienai yra jauis K1, K2 ir K28 kileriniams toksinams. Pazgtima, kad RN tevinis
kamienas yra jautresnis K2 toksinui negu 43/1 kamigvinis variantas. $i kamieny [PS]
eliminanyy atveju didziausias lis zonas suformuoja K2 kkss toksinas. Remiantis Siais
duomenimis galima daryti iSvadkad i RN ir 43/1 prionizuoy kamien; gautuose eliminantuose
toksino jungimosi receptoriaéra modifikuojami ir toliau gveikauja su K2 toksinu.

Kileriniai toksinai prionizuotas kamian formas PIN'][PS"] veikia skirtingai negu
neprionizuotasRIN'][psi formas: NB13 R'N ir 43/1 kamieno atveju esant K2 toksinuitzzon,
néra. NB13- atveju K1 ir K28 kilerini toksin; poveikyje lizs zon; néra, o RN kamieno atveju
K28 toksino poveikis priklauso nu®$§*] priono stiprumo. EsanP8*] prionui R'N kamienas yra

atsparus K1 klas kileriniy toksiny poveikiui.
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Summary

In this work the influence of[S*] prion on the action of K1, K2 and K28 killer tavs over
the cells of yeasfaccharomyces cerevisiae was determined.

In studies of resistance to toxins secreted bgrkileast strains it was shown that\Rand
43/1 strains are sensitive to K1, K2 and K28 kitterins. It should be pointed out that the senijtiv
of the parent RN strain to K2 toxin is higher than the sensitivitf 43/1 strain. In the case of
isolated eliminants of these strains K2 toxin fodaugest lysis zones. These observations lead to
assumption that in the case of eliminants of thairt RN and 43/1, receptors are not modificated
and interact with K2 toxin.

The action of killer toxins over prionisedPy*][PS] strains differ from non-prionised
[PS™][psi] strains: in the case of NB1R'N and 43/1 strains, K2 toxin does not form lysises
In the case of RN strain the influence of K28 toxin depends on ¥aeant of PS*] prion. In the

presence offS™] prion, R'N strain is resistant to the influence of K1 kiltexin.
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Ypatingai nuoSirdZiai éoju savo darbo vadovui profesoriui Bitavi¢iui uz visapusisk
praktirg ir moralirg pagalla Sio magistrinio darbo raSymo metu.

Taip pat noriu pagkoti visiems Vilniaus Universiteto Gamtos makdlakulteto Augak
fiziologijos ir mikrobiologijos katedros darbuotojs ir studentams uz pagalbuoSiant § magistro
darhy.
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