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IVADAS

Prionai — tai netaisyklingai susilankste¢ baltymai, kurie agreguodamiesi sudaro amiloidines
fibriles. Sie baltymai sukelia transmisines spongiformines encefalopatijas (TSE). Zmoniy Kroicfelto-
Jakobo liga ir aviy skrepi liga yra seniausiai zinomos prioninés ligos. Dar viena priony sukeliama liga
— galvijy spongiforminé encefalopatija (GSE) — yra zinoma kaip liga, 1992 m. sukélusi epidemija
Jungtinéje Karalystéje (Babelhad;j ir kt., 2018).

Zinduoliy prioniniai baltymai yra tiriami jau gana seniai, tatiau vis dar néra suprantamas jy
veikimas. Paprastesnei priony analizei yra pasitelkiamos jvairios modelinés sistemos, tokios kaip
Saccharomyces cerevisiae mieliy lastelés, kuriose atlikty tyrimy rezultatai yra pritaikomi pleciant
savo zinias apie aukStesniyjy eukarioty prionus. Dabar yra atrasta daugiau nei 10 mieliy priony ir vis
atrandama naujy (Wickner ir kt., 2020). Vienas iSsamiausiai iStirty ir labiausiai pritaikyty prioniniy
baltymy tyrimams atlikti yra mieliy baltymas Sup335, kuris dar vadinamas [PSI*]. Nustatyta, kad
skirtingai nei zinduoliy prionai, mieliy prionai néra mirtini — jie Igsteléms padeda prisitaikyti prie
aplinkos ir iSgyventi (Eaglestone ir kt., 1999). Sup35 baltymas yra sudarytas i$ trijy domeny: 1 — N
domeno, kuris yra butinas [PSI™] priono atsiradimui, 2 — M domenas, kuris svarbus [PSI*] priono
plitimui ir 3 — C domenas, kuris yra gyvybiskai svarbus Igstelei ir atsakingas uZz transliacijos
terminacijg (Ter-Avanesyan ir kt., 1993). Sup35N domeno aminortigséiy seka GNNQQNY (apima
nuo 7 iki 13 liekanos) yra pakankama amiloidinei fibrilei susidaryti. Si seka daznai naudojama in
vitro arba molekulinés dinamikos simuliacijos tyrimuose (Balbirnie ir kt., 2001; Morris ir kt., 2013).
Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad tam tikras GNNQQNY sekos aminoriigStis pakeitus alanino
aminorig8timi, turéty pasikeisti amiloidinés fibrilés stabilumas, t.y. bity suardoma sterinio
uztrauktuko strukttira, kuri svarbi priono agregavimosi procese (Zheng ir kt., 2006). Kadangi $i
hipotezé iSkelta ir tikrinta in vitro sistemoje, pasirinkta sukurti Sup35 baltymo GNNQQNY sekos
mutantinius variantus in vivo sistemoje. Tokie sukurti mutantiniai variantai, naudojami tolesniuose
tyrimuose, galéty atneSti daugiau ziniy apie $iuo metu egzistuojancius kol kas tik teorinius
mechanizmus.

Sio magistro darbo tyrimai buvo atlickami Vilniaus universiteto Biomoksly institute, Eukarioty

molekulinés mikrobiologijos laboratorijoje.



Darbo tikslas:

Atlikti Sup35 baltymo N domeno N8A, N9A, Q10A ir Q11A mutageneze bei nustatyti mutantiniy
Sup35GFP baltymy sinteze Saccharomyces cerevisiae 74-D694 [psi’][PIN*] kamieno lgstelése.

Darbo uzdaviniai:

1. Jvesti tikslines taskines N8A, N9A, Q10A ir Q11A mutacijas SUP35-GFP gene, naudojant vietai

specifinés mutagenezés PGR metoda.

2. Mutuotus genus SUP35N8A-GFP, SUP35N9A-GFP, SUP35Q10A-GFP, SUP35Q11A-GFP
iterpti j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir pagausinti Escherichia coli DH5a lastelése.

3. Mutuotus genus SUP35N8A-GFP, SUP35N9A-GFP, SUP35Q10A-GFP, SUP35Q11A-GFP
jterpti j raiSkos vektoriy pRSCup vektoriy ir pagausinti E. coli DH5a Igstelése.

4. pRSCupSup35N8A-GFP, PRSCupSup35N9A-GFP, PRSCupSup35Q10A-GFP,
PRSCupSup35Q11A-GFP perkelti j S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN'] kamieno lgsteles ir
sekoskaitos budu patvirtinti mutacijy buvimga.

5. Ivertinti Sup35N8A-GFP, Sup35N9A-GFP, Sup35Q10A-GFP ir Sup35Q11A-GFP baltymy
sinteze S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN '] kamieno mieliy lastelése.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Amiloidinés ligos Zinduoliuose

Dauguma neurodegeneraciniy ligy yra charakterizuojamos netaisyklingai susilanksciusiy
baltymy agregacija. Tokie agregatai vadinami amiloidais. Neurodegeneracinéms ligoms priklauso
tiek prioninés ligos (zmoniy Kroicfelto-Jakobo liga, galvijy spongiforminé encefalopatija arba aviy
skrepi liga), tiek neprioninés ligos — amiloidozés (Alzheimerio, Parkinsono ligos arba tauopatija).
Pagrindinis prioniniy ir neprioniniy ligy skirtumas yra tas, kad prioninés ligos, manoma, yra
uzkre¢iamos, o neprioninés ligos — neuzkre¢iamos (Espargaré ir kt., 2016). Siame darbe daugiausiai
nagrinéjami prionai, taiau svarbu paminéti, kad nors amiloidogeniniai baltymai strukturiskai ir
funkciSkai yra nesusije, jie sudaro morfologiskai panasias amiloidines fibriles (Kushnirov ir kt.,

2007).

1.1.1. Prioniniy ligy jvairové organizmuose

Prionai yra infekcinés baltyminés dalelés, gebancios save replikuoti ir tokiu biidu plisti kaip
infekcija. Prionai yra aptinkami nervinio audinio lgstelése, taciau gali pakeisti savo struktiirg dél
genetiSkai nulemty ar igyty veiksniy. Dél Siy priezas¢iy prionai gali sukelti Zmoniy ir gyvuliy ligas,
sutrikdydami neurony funkcionavimg, sukeldami neurony degeneracija bei smegeny vakuolizacija
(Ma ir Wang, 2011; Soto ir Satani, 2012). Zinduoliams prionai sukelia transmisines spongiformines
encefalopatijas (toliau — TSE) — mirtinas neurodegeneracines ligas (1 priedas — 1.1 lentelé). Gyviiny
naujy prioniniy ligy protriukiy ar formy kilmé daZnai yra neaiski ir nenuspéjama, kg parodo dar gana
neseniai Skandinavijoje atsiradusi létiné elniy i$sekimo liga (LEIL) (Benestad ir kt., 2016) ir Alzyre
pripazinta nauja kupranugariy prioniné liga (Babelhadj ir kt., 2018). Priony sukeliamomis ligomis
gali sirgti ir Zmonés, jos skirstomos j tris bendras kategorijas: sporadines, genetines ir jgytas (Hasbun
ir kt., 2021).

Ilga laikg triko jrodymy, kurie patvirtinty rysj tarp Zmoniy ir kity gyviiny prioniniy ligy, todél
buvo manoma, kad TSE néra zoonozinés. Taciau tai buvo paneigta, kai 1996 m. GSE buvo pripaZinta
priezastimi, sukélusia nauja zmoniy prionine liga — variantine Kroicfelto-Jakobo liga. Si liga sukélé
beprecedente visuomenés sveikatos kriz¢ Europoje (Will ir kt., 1990; Kumagai ir kt., 2019). Dar
1992 m. Jungtin¢je Karalystéje buvo uzfiksuota GSE epidemija. Buvo bandoma suvaldyti situacija,
ta¢iau liga vis vien plito per, manoma, paskersty gyvuliy mésos ir kauly milty paSarg. / lenteléje (1
priedas) yra pateiktos ozky, nezmoginiy primaty, audiniy bei laukiniy galvijy ir kaciy rasys, kurios
prioninémis ligomis uzsikrété per pasarus, uzterStus GSE serganciy galvijy prionais (Babelhadj ir kt.,

2018; Kumagai ir kt., 2019).



1.1.2. Prioniniy baltymy biologiné funkcija ir formavimasis

Zmoniy 20 chromosomoje esantis genas PRNP koduoja priono baltyma — PrP, kurio
netaisyklinga forma yra Zinoma kaip prioniniy ligy sukel¢jas. Nors PrP yra tiriamas deSimtmecius, jo
funkcija vis dar néra pilnai suprasta, taCiau manoma, kad Sis baltymas padeda transportuoti varj |
lasteles bei apsaugo neuronines Igsteles nuo pazaidy (PRNP gene: MedlinePlus Genetics). Yra
nustatytos kelios PrP formos. Normali baltymo forma dazniausiai literatiroje sutinkama lastelinio
(angl. cellular) PrP¢ pavadinimu, kad biity atskiriama nuo netinkamai susilanks¢iusiy baltymo formy,
kurios bendrai yra vadinamos PrPS¢. Siy netaisyklingy baltymy kaupimasis yra pagrindinis TSE
patogenezés pozymis (Cancellotti ir kt., 2007; Mahabadi ir Taghibiglou, 2020).

PRNP geno koduojanciame regione buvo nustatytos skirtingos patogeninés mutacijos. Dél
mutacijy gali biiti pakei¢iama viena PrP¢ baltymo aminoriigsties lickana, jterpiamos ar istrinamos
aminoriigStys arba gali susidaryti nejprastos trumpesnés baltymo versijos. Pagrindinis infekciniy,
paveldimy ir sporadiniy prioniniy ligy patogenezés veiksnys yra klaidingas normalios PrP® formos
susilankstymas j proteazéms atsparig bei turinéia daug B-klos¢iy izoformg PrPS¢. Manoma, kad
netinkamai susilanks¢iusi baltymo forma gali prisijungti prie normalaus PrPC ir skatinti jo
transformacija j PrP>°. Prioniniy baltymy agregatai yra toksiski neurony lasteléms, todél Sios Ziista.
Zuvusios lastelés yra suardomos ir smegeny audinyje susidaro mazos kemping primenancios skylés
(vakuolés). Paveldimy prioniniy ligy formy atvejy, PRNP geno genetinés mutacijos gali sukelti
konformacinius poky¢ius, taCiau S§is procesas dar néra visiSkai suprantamas (Mahabadi ir

Taghibiglou, 2020).

1.1.3. Prioniniy ligy nustatymas ir kontrolé

Prioniniy ligy nustatymg apsunkina ilgas inkubacinis laikotarpis (5—40 mety). Dél Sios
priezasties liga gali biiti pastebéta per vélai, nes pasirodZius pirmiesiems ryskesniems simptomams,
liga trunka apie 12—14 ménesiy ir susirgusjjj iStinka mirtis (Prion Diseases | Memory and Aging
Center).

Visgi yra pritaikyty metody, kuriais galima nustatyti prioniniy baltymy sukeltas ligas.
DaZniausiai prioninés ligos yra patvirtinamos paimant smegeny audinio méginj biopsijos metu arba
po mirties. Taip pat gali biiti atliekama smegeny magnetinio rezonanso tomografija, juosmeniné
punkcija, elektroencefalograma, kraujo tyrimai arba neurologiniai ir vizualiniai tyrimai, siekiant
patikrinti nervy pazeidimus ir regéjimo praradimg (Prion Diseases | Johns Hopkins Medicine).

Ladner-Keay ir kt. (2018) teigia, kad nepaisant atlikty didelio masto antiprioniniy vaisty
patikros pastangy siekiant nustatyti naujas potencialias molekules, §iuo metu néra vaisty, skirty
priony ligoms gydyti. Klinikiniy tyrimy su Zmonémis metu, kuriuose buvo tiriami tokie perspektyviis
antiprioniniai junginiai, kaip flupirtinas (Otto ir kt., 2004), pentozano polisulfatas (Bone ir kt., 2008),
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kvinakrinas (Geschwind ir kt., 2013; S Haik ir kt., 2004) ir doksiciklinas (Stéphane Haik ir kt., 2014),

reikSmingo pacienty rezultaty pageréjimo nenustatyta.

1.2. Modeliné mieliy Saccharomyces cerevisiae sistema prionams tirti

Mielés S. cerevisiae kaip modeliné sistema yra patogi dél tokiy savybiy kaip greitas Iasteliy
augimas, jy sklaida, pigus ir paprastas kultivavimas, mutanty izoliacija bei labai universali DNR
transformacijos sistema. Taip pat mielés yra nepatogeninés, todél nebitinas aukStas apsaugos lygis
dirbant su jomis (Schneiter, 2004). Kovojant su neurodegeneracinémis ligomis labai svarbu suprasti
molekulinius mechanizmus, kuriais grindziamas amiloidiniy struktiry vystymasis ir priony
replikacija. Tiriant §iuos procesus, mielés S. cerevisiae pasirodé kaip tinkamas modelinis organizmas
(Lemarre ir kt., 2020). Daugelis nattraliy mieliy priony savybiy yra panasios j zinduoliy priony (Tuite
ir Serio, 2010), o baltymy kokybés kontrolés mechanizmas, susijes su jy dauginimu, yra
konservatyvus zinduoliuose ir mielése (Chernova ir kt., 2019).

Pirmieji mieliy prionai buvo atrasti ir aprasyti jau gana seniai, todél jau daugiau nei du
deSimtmecius vis tobulinama mieliy priony domeny agregacijos ir plitimo analizés technologija
mielése. Sie mieliy modeliai pasirodé kaip veiksmingos ir ekonomiskos platformos tiriant galimas j
prionus panasias ir daugelio su neurodegeneracinémis ligomis susijusiy baltymy ypatybes (Monahan

ir kt., 2018).

1.3. Mieliy prionai

Mieliy prionai yra paveldimi endogeniniai amiloidai. Branduoliné amiloidiniy fibriliy
polimerizacija yra mieliy priony ir zinduoliy amiloidy paveldimumo molekulinis pagrindas.
Amiloidin¢je biisenoje fenotipinés priony gamybos pasekmés daznai atsispindi kaip baltymy
funkcijos praradimas. Mieliy prionai yra gera pavyzdiné sistema tiriant amiloido gamybos ir sklaidos
procesus, kurie dé¢l lengvy genetiniy ir fenotipiniy tyrimy 1§ esmés pritaikomi Zinduoliy ir Zmoniy
ligoms gydyti (Chernova ir kt., 2014, 2019).

1996 metais Wickner (1996) pasitilé genetinius kriterijus, pagal kuriuos bty galima
identifikuoti mieliy prionus bei teigé, kad [URE™] ir [PSI*] atitinka Siuos kriterijus. Infekcinis
baltymas (prionas) turéty buti ne Mendeliniu biidu perduodamas genetinis elementas, kaip ir kiti
mieliy infekciniai elementai. Prionas turéty atitikti tokius kriterijus:

1. Grijztama priony eliminacija. Nors prionas ir yra eliminuojamas, jis turéty gebéti dar
kartg atsirasti (nedideliu dazniu) kuriame nors i§ kamieny, kurie buvo naudojami
eliminacijai atlikti.

2. Pertekliné natyviy baltymy gamyba padidina priony susidarymo daznj. Manoma, kad

priono susidarymas yra nepertraukiamas procesas, kurio metu normali forma yra retai
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pakeiCiama ] priono formg. Taciau atsirades bent vienas prioninés formos baltymas gali
pakeisti normalias molekules lastel¢je | priono formg. Taigi, priony formos atsiradimo
daznis turéty padidéti, nes didéja lasteléje esancios normalios formos kiekis.

3. Rysys tarp priono baltymo ir ji koduojan¢io chromosominio geno. Natyvios baltymo
formos chromosominis genas yra biitinas priono atsiradimui, nes prionai plinta keisdami
naujai susintetinto natyvaus baltymo konformacija j prioning forma. Be natyvios baltymo
formos $altinio, prioninio baltymo atsiradimo daznis, Iasteléms dauginantis, vis mazéty,
nes buty vis reciau perduodamas naujoms Igsteléms. Tiek Igstelés, kurios turi prioninés
formos baltymus, tiek Igstelés, turincios mutavusj natyvios baltymo formos gena, neturés
natyvios formos baltymo, todél lasteliy fenotipai bus panasSus. Toks rySys yra prieSingas
rys$iui, bidingam nukleortig§¢iy replikonams.

Svarbus zinduoliy ir mieliy priony panaSumas yra tas, kad jie sudaro ne tik viena priony
konformacija, bet ir struktiiriSkai susijusiy, taciau skirtingy konformacijy rinkinj, zinoma kaip priony
variantai (Derkatch ir kt., 1996). Teigiama, kad mieliy priony unikalios baltymy klostés sukuria
skirtingy, bet susijusiy priony fenotipy rinkinj (Tessier ir Lindquist, 2009).

Manoma, kad prioniné baltymy forma gali buti zalinga daugumoje aplinky, taciau taip pat ji
gali padidinti Igsteliy dauginimasi tam tikroje atSiaurioje aplinkoje (Lancaster ir kt., 2010). Derkatch
ir kt. (2000), remdamiesi Eaglestone ir kt. (1999), pazyméjo, kad kai kurie S. cerevisiae kamienai,
turintys [PSI*], pasizyméjo didesniu i§gyvenamumu aukstesnése temperatiirose arba esant didesnéms
etanolio koncentracijoms.

Toliau darbe apraSomi du mieliy prionai — [PSI*] ir jo induktorius [PIN*].

1.3.1. Mieliy [PSI*] prionas
1965 m. buvo atrastas [PSI*] prionas, kuris dabar yra nuodugniai istirtas (Cox, 1964; Cox ir
Tuite, 2018), o gauti rezultatai tiriant [PSI*] buvo labai svarbus plétojant priony biologija. Svarbu
pabrézti, kad [PSI™] prionu pripazintas tik 1996 m., iki tol jis buvo laikomas ne Mendeliniu paveldimu
elementu (Wickner, 1996). Sis mieliy prionas yra siejamas su Sup35 baltymo oligomerizacija ir
funkcijos praradimu. Sup35 yra transliacijos terminacijos faktorius, taip pat dar Zinomas kaip
eukariotinis transliacijos terminacijos faktorius — eRF3 (Nevzglyadova ir kt. 2011; Lemarre ir kt.,
2020). Sis baltymas yra sudarytas i$ trijy domeny (1.1 pav. A):
1. Prioninis domenas, arba PrD N-gale (Sup35N), kuris yra turtingas asparagino (N) ir
glutamino (Q) aminoriigsciy likuc¢iais (NQ) bei turintis oligopeptidiniy pasikartojimy
(NR);
2. Vidurinis jungiantysis domenas (Sup35M) — tai regionas, turtingas kriivj turin¢iomis
aminoriigsciy liekanomis;
11



3. C-galinis paleidimo faktoriaus (angl. release factor) domenas (Sup35C, arba RF),

kuris yra labai svarbus transliacijos terminacijai bei lastelés gyvybingumo palaikymui.

A
Sup3sM
Vidurinis
Sup35SN (jungiantis) Sup3sC
Prioninis domenas domenas Paleidimo faktoriaus (RF) domenas
f.\'Q Y Y N
e e X 254 685
1 41 97
Sup3s
(eRF3)
50 55 65 74 84 93
| Pacevvany Jacysey|easavaavn]roacvacanfracayaarn|raceyaaarn]race |
41 49 56 64 75 83 94 97
B
[pst] [PST]
Sup45 ‘
(eRF1) Sup35
— . (eRF3) _ 7
ADE1 2 ADET] | UGA
mRNR mRNR

i G

-Ade YPD

@ O

-Ade YPD

@G> Tirpus Sup3s baltymas
@  Supds baltymas

6 Ribosoma

W& Sup3s prionas

Sutrumpintas Adel baltymas

f Viso ilgio Adel baltymas

1.1 pav. Sup35/[PSI"] sistema mielése. A — struktiriné ir funkciné mieliy Sup35 baltymo sandara. NQ
— vieta, gausi asparaginu ir glutaminu, NR — oligopeptidy pasikartojimy regionas (pakartojimai pazyméti
zaliais langeliais). B — [PSI*] priono fenotipinio aptikimo tyrimas. Kairéje — tirpus Sup35 (eRF3) kartu su
Sup45 (eRF1) veikia kaip transliacijos terminacijos komplekso dalis [psi] mieliy lgsteléje, turinioje
prieslaikinj baigties kodong ADE1 gene. Nuskaicius §j prieslaikinj baigties kodong, susidaro sutrumpintas
Adel baltymas, dél kurio mieliy lgstelés negali augti terpéje, kurioje tritksta adenino (-Ade), lastelés ima
formuoti raudonos spalvos kolonijas (dél raudono pigmento, kuris yra polimerizuotas tarpinis adenino
biosintezés produktas, susikaupimo) augdamos turtingoje YPD terpéje. Desingje — Sup35 baltymo agregacija
[PSI™] lastelése sumazina transliacijos terminacijos komplekso gebéjimg pasiekti transliuojancias ribosomas,
todél prieslaikinis baigties kodonas néra nuskaitomas. Ribosomos susintetina viso ilgio Adel baltyma, todél
lastelés gali iSgyventi terpéje be adenino (-Ade), nes geba pacios jj susintetinti bei Igstelés nebekaupia raudono
pigmento ir formuoja baltos spalvos kolonijas, augdamos ant turtingos YPD terpés (adaptuota pagal Chernoff
ir kt., 2021).
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Sup35N dazniausiai yra bestruktiris, taciau gali jgauti kryZmine-f3 konformacijg (angl. cross-g
conformation), kas sukuria amiloidinés fibrilés asj. Manoma, kad Sup35N subdomenas NQ yra
daugiausiai atsakingas uz amiloidy agregacija, o kitas subdomenas — NR — yra svarbus prioninés
busenos plitimui (Osherovich ir kt., 2004; Toyama ir kt.,, 2007) grei¢iausiai dél sgveikos su
Saperoniniu aparatu. Jkrautos aminoriigs¢iy liekanos Sup35M domene reaguoja kaip pH sensoriai,
lengvinantys atsistatyma po pH streso. Tuo tarpu, normaliomis saglygomis, Sup35M padeda baltymui
i8likti tirpioje buisenoje (Franzmann ir kt., 2018). Kai Sup35N jgauna prioning konformacija, jis yra
imobilizuojamas j netirpius pluostinius (angl. fibrous) agregatus, o tai trukdo pasiekti ribosoma, todél
baigties kodonas nebtina nuskaitomas.

Sup35 jungiasi prie Sup45 baltymo (dar zinomas kaip eRF1) ir sudaro kompleksa, kurio
funkcija yra baltymy transliacijos metu atpazinti baigties kodong ir atskirti polipeptiding granding
nuo ribosomos (1.1 pav. B) (Tessier ir Lindquist, 2009). Sup35 baltymo konformacinis pokytis
pakeiia §j baltymg j tokig forma, kuri susirenka j amiloidines fibriles (Derkatch ir kt., 1996).
Susiformavus agregatams, atsiranda defekty nuskaitant terminacijos kodonus (Will ir kt., 1990). Kad
procesus, vykstancius Igstelése, blity galima lengviau analizuoti, yra naudojamos mieliy S. cerevisiae
Ade mutanty Igstelés. Jei mieliy kolonijos koduoja prieslaikinj baigties kodong ADE1 arba ADE2
genuose, mieliy kolonijy spalva pasikeicia (i§ raudonos j balta), kai formuojasi baltymo agregatai (1.1
pav. B) (Lemarre ir kt., 2020).

Fenotipinis kolonijy pokytis aiSkinamas tuo, kad ADE1 geno mutacija lemia SAICAR sintazés
inaktyvinimg. Dél SAICAR inaktyvinimo, Igstelé¢ ima kaupti amino imidazolo ribotidg (AIR) (EC
6.3.3.1) (angl. aminoimidazole ribotide). Jis polimerizuojasi ir generuoja raudong pigmenta, kuris ir

nudazo lasteles, neturin¢ias priony, raudonai (1.2 pav. C).

[psi-] kolonija
[PSI+] kolonija
Misri kolonija

1.2 pav. Skirtingi mieliy priony plitimo mastai. Vaizduojamos skirtingos prionizacijos mieliy
kolonijos ant mitybinés terpés (adaptuota pagal Lemarre ir kt., 2020).
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Jei Sup35 baltymas yra prionizuotoje formoje — eRF3 yra dalinai neaktyvus ir prieslaikinis
baigties kodonas yra nenuskaitomas. Tai lemia funkcionalios SAICAR sintazes sintezg, kuri sustabdo
raudono pigmento kaupimasi, todél lastelés, turincios priony, ima formuoti baltos spalvos kolonijas
(1.2 pav. C) (Nevzglyadova ir kt., 2011).

1.3.2. [PSI*] priono indukcija

Spontaniskas de novo [PSI*] formavimasis yra labai retas — daznis svyruoja 10°-10% intervale,
priklausomai nuo kamieno ir priony struktiros. Taciau dél per didelés Sup35 baltymo arba PrD
sintezés, [PSI*] formavimosi daZnis dar gali padidéti iki 10 (Chernoff ir kt., 2021). Dazniausiai
priono formavimasi skatina kito prioninio baltymo (turtingo asparaginu ir glutaminu) buvimas tose
pacCiose lgstelése. [PSI*] priono atveju, spontaniSkam priono formavimuisi yra svarbus Rnql
baltymas, kuris taip pat vadinamas [PIN*] arba [RNQ™]. [PIN*] priono vaidmuo [PSI*] indukcijoje
vaizduojamas 1.3 pav.

. . Pertekliné gamyba

. . Priony plitimas
Sup35N nrha\  Eomm— : "
Sup35SNM / ! v

Priony S A
% Sup335 prionas

m formavimasis

Sup35 — 2
Rnql arba kitas L .
mieliy prionas ' neefektyvi, jei mieliy

lasteléje néra kito priono

1.3 pav. [PSI*] formavimasis mieliy lastelése bei kity baltymy atliekami vaidmenys Siame procese.
Vaizduojami veiksniai, skatinantys [PS1"] formavimasi dél Sup35 PrD konstrukty sintezés. Kiti mieliy prionai
(pavyzdziui, Rnql prionas ([PIN])) procese dalyvauja kaip priony branduoliai arba ,,sé¢klos* (angl. nucleation
center) (adaptuota pagal Chernoff ir kt., 2021).

Chernoff ir kt. (2021) mini, jog net keliy skirtingy autoriy tyrimy, atlikty skirtingais metais,
metu nustatyta, jog Rnql priono polimerai sudaro pirminj pagrinda Sup35 amiloido formavimuisi.
Tai tik jrodo, kokj svarby vaidmenj atlieka kity mieliy priony buvimas, o ypa¢ Rnql, [PSI*]

formavimuisi ir kaip tai pagreitina visg Sup35 priono plitimo procesa.

1.3.3. Saperoniniy baltymy vaidmuo priony plitime
Egzistuoja tokie lasteliy gynybos mechanizmai kaip Saperono baltymai ir ubikvitino-
proteosomy sistema. Tokie mechanizmai yra reikalingi lasteliy apsaugai nuo streso pazeisty baltymy
agregacijos, amiloido agregaty ir su stresu susijusiy baltymy atpazinimui bei yra pagrindiniai priony

susidarymo ir dauginimosi mielése moduliatoriai. Tas pats Saperoninis mechanizmas, kuris yra
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susijes su streso pazeisty baltymy skaidymu, yra susijgs ir su mieliy priony dauginimu bei
paveldéjimu (Derkatch ir kt., 1997; Chernova ir kt., 2014, 2017). Rysys tarp Saperony ir priony pirmg
karta buvo nustatytas naudojant [PSI*] priona kaip modelj. Saperonas suskaido dideles fibriles j
mazus oligomerus, kurie inicijuoja naujg priony replikacijos cikla (1.4 pav.). Pirmas atrastas §io
mechanizmo komponentas yra Saperonas Hspl104 (Chernoff ir kt., 1995). Hsp104 yra bitinas
daugumai mieliy priony (Chernova ir kt., 2017; Matveenko ir kt., 2018). Mechanizme taip pat
dalyvauja Hsp70 Seimos Ssa nariai (Jung ir kt., 2000; Jones ir kt., 2004) ir Hsp40 Seimos ko-Saperonai
(dar zinomi kaip J baltymai) (Sporn ir Hines, 2015).

Sup35 prionas ‘ ’! !]
Hsp40
Hsp70 -Ssa
Hsp104 gn entacga
heksameras
Nauji polimerizacijos ir
< augimo etapai

1.4 pav. Saperony vaidmuo [PSI*] priono plitime. Amiloidiniy fibriliy fragmentacija sukuria naujas
oligomerines ,,séklas* tolesniems polimerizacijos etapams. Saperoninj mechanizma sudaro Hsp40, Hsp104 bei
Hsp70-Ssa baltymai. Raudoni kvadratai vaizduoja pakitusj Sup35 baltymo N domeng, raudoni apskritimai
vaizduoja natyvy Sup35 baltymo N domeng, o mélynos elipsés — vaizduoja Sup35 baltymo C domena
(adaptuota pagal Chernoff ir kt., 2021).

Dabartiniame [PSI™] priony plitimo modelyje Hsp70/40 kompleksas jungiasi prie amiloidiniy
fibriliy ir jtraukia Hsp104 (Winkler ir kt., 2012). Nors Hsp104 reikalingas prionams plisti, per didelé
Hsp104 gamyba destabilizuoja arba eliminuoja kai kuriuos mieliy prionus. Galimai $is antiprioninis
poveikis atsiranda d¢l to, kad tiesioginis Hsp104 prisijungimas prie amiloidiniy fibriliy (be Hsp70-
Ssa) ne tik nesuskaido fibriliy, bet ir stabdo priony plitimg (Winkler ir kt., 2012).

1.3.4. [PIN*] prionas
Atradus [PIN™], buvo nustatyta, kad jis sustiprina [PSI*] atsiradimg ir taip pat turi prioniniy
baltymy savybiy (Derkatch ir kt., 1997, 2000), o véliau dar buvo parodyta, kad tai Rnql baltymo
prioniné forma (Derkatch ir kt., 2001). Tai, kad [PIN*] yra prionas, grindziama tuo, kad yra
paveldimas ne Mendeliniu biidu (kaip ir [PSI™]), priklauso nuo HSP104 geno koduojamo baltymo,
gali biiti eliminuojamas terpéje esant nedideliems kiekiams guanidino hidrochlorido (GuHCI) bei gali

pakartotinai atsirasti iSgydytose lastelése (Derkatch ir kt., 2000).
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Yra nustatyti 2 modeliai (1.5, 1.6 pav.), vaizduojantys, kaip [PIN*] gali indukuoti [PSI*]
susiformavimg lasteléje (Derkatch ir kt., 2001):

1. »Séjimo* (angl. seeding) modelis (1.5 pav.) — [PIN*] agregatai sudaro lizdus (angl.
nidus), prie kuriy prisijunge normalios biisenos Sup35 baltymai, gali pakeisti savo konformacijg j
prioning. Prionizuotas Sup35 baltymas toliau sudaro agregatus.

»Séjimo* modelis
[PIN*] priono agregatas

kaip ,,sékla* [PSI*]

<l
[psi‘] [PSI*]

1.5 pav. [PIN"] veikimo mechanizmo ,,sé¢jimo* (angl. seeding) modelis. Normalioje biisenoje Sup35
baltymas yra tirpus (raudoni apskritimai, kairéje), o [PIN*] formuojantys baltymai — netirpiis, agreguotoje
formoje (mélyni keturkampiai, virSuje). Prie [PIN™] agregaty gali jungtis tirpus Sup35 baltymas. Dél Sios
saveikos pakinta Sup35 konformacija (raudonas keturkampis, virSuje). Pakitusios konformacijos Sup35 geba
prisijungti naujus, natyvios formos Sup35 baltymus, keisti jy konformacija ir taip toliau agreguotis (raudoni
keturkampiai, deSinéje) (adaptuota pagal Liebman ir Chernoff, 2012).

2. Titravimo modelis (1.6 pav.) — egzistuoja tokie baltymai (pavyzdziui, $aperonai), kurie
paprastai inhibuoja de novo priony agregacijg. Dél §io inhibitoriaus lgsteléje nesusidaro [PSI*] formos
agregatai. TacCiau, jei lgsteléje yra [PIN] priono agregaty, jie prisijungdami inhibitoriy leidZia [psi‘]
baltymo formai keisti konformacijg j [PSI™].

Titravimo modelis

Rnqle» o [PIN*] priono agregatas,
baltymas @ @) prisijunges inhibitoriy
© Inhibitorius
[psi] —E-— [PS [psi] = [PSI']
® o ® o -
@ e s

1.6 pav. [PIN*] veikimo mechanizmo titravimo modelis. Lasteléje natyvios formos Rnql baltymai
(mélyni apskritimai, virSuje kairéje), negali prisijungti inhibitoriaus (geltonas apskritimas, kair¢je). Dél Sios
priezasties inhibitorius geba stabdyti [psi] (raudoni apskritimai, kairéje) konformacinius poky¢ius, todél
Sup35 baltymas islicka natyvios formos. Lasteléje egzistuojant [PIN] priono agregatams (mélyni
keturkampiai, virSuje deSingje), jie gali prisijungti inhibitoriy (geltonas apskritimas, desingje), todel [psi’]
formos baltymas (raudoni apskritimai, de$inéje) keifia savo konformacijg ir tampa [PSI*] (raudoni
keturkampiai, deSinéje) (adaptuota pagal Liebman ir Chernoff, 2012).

Svarbu pabrézti, kad [PIN*] yra batinas [PSI*] atsiradimui, bet néra reikalingas $io priono
plitimui lgsteléje. Tai reiskia, kad [PIN*] atlieka svarby vaidmenj Sup35 konformacijos keitime,

ta¢iau kiti mechanizmai (aptarta 1.3.3. skyriuje) uztikrina jau susidariusio [PSI*] priono plitima.
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1.4. Amiloidiniy baltymuy formavimasis

Dabar zinoma apie 50 skirtingy baltymy ir peptidy, kurie geba susirinkti j amiloidines fibriles
ir kurie yra susij¢ su jvairiomis Zzmoniy neurodegeneracinémis ligomis, dar skirstomas j amiloidozes
ir prionines ligas (Benson ir kt., 2020). Amiloidiniy baltymy formavimasis yra daugiapakopis
procesas. Mechanizmas bendrai apibréziamas kaip monomeriniy baltymy pirmtaky agregavimas
sudarant fibriles (Ferrone, 1999; Knowles ir kt., 2014). Monomeriniai pirmtakai gali buti
nesusilankste arba i$ dalies sulankstyti. Retais atvejais agregacija gali inicijuoti pats natyvus baltymas
(Sicorello ir kt., 2009).

Pirmasis fibriliy formavimosi etapas apima oligomery susidaryma, o toliau jie gali jungtis
tarpusavyje, kad susidaryty aukstesnés eilés riiSys, kurios gali biiti esminiai amiloidiniy fibriliy

pirmtakai arba priesingai, neleisti toliau formuotis fibrilei (Ferrone, 1999). Mechanizmo schema

!

pateikta 1.7 pav.

Agregacijos branduoliy susidarymas Ilgéjimo stadija
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branduoliy susidarymas

£
/“
/
) ~ Oligomerai e
Tarpine biisena ()

O%“@é"@f 2

I ¢
‘e

Natyvi biisena

SA[IIQI] SAUTPTO[IY
[sepro[rury]

ThT fluorescencija

s

Fragmentacija

Laikas—>»

1.7 pav. Amiloidiniy baltymy formavimosi mechanizmai. Schemoje pavaizduoti galimi amiloido
susidarymo mechanizmai pirminiais (juodos rodyklés) arba antriniais (Zalios rodyklés) keliais. Amiloido
surinkimas prasideda nuo monomerinio pirmtako, kuris gali biiti nesusilankstes, tarpinés biisenos arba natyvios
busenos (kairéje). Dinaminé pusiausvyra tarp $iy trijy biiseny yra atsakinga uz amiloidinj potencialg turinéiy
rusiy generavimg létos agregacijos branduoliy susidarymo stadijos metu. Susiformavus agregacijos
branduoliui, prasideda greita fibriliniy agregaty augimo stadija (ilgéjimo stadija). Antriniai mechanizmai, tokie
kaip antrinis branduoliy susidarymas jau susiformavusiy fibriliy (arba agregaty) pavirSiuje arba fibriliy
suskaidymas, taip pat yra esminiai veiksniai, lemiantys amiloido surinkimo likimg. Tioflavinas T (ThT)
jungiasi su kryzminiais B agregatais, jo fluorescencija dazniausiai naudojama reakcijos eigai stebéti (adaptuota
pagal Karamanos ir kt., 2015).

Fibriliy neformuojantys oligomerai taip pat gali buti citotoksiski ir susij¢ su liga.
Oligomerizacijos proceso metu susidaro agregacijos branduolys, kuris kinetiskai yra apibréziamas
kaip nestabiliausia (didziausios energijos) rusis, susidaranti pries ilgé€jimo stadija, kurios metu vyksta
polimerizacija | amiloidines fibriles. Agregacijos branduolio susidarymo tikimybé dalinai nulemia
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amiloido susidarymo lag fazés ilgj (1.7 pav. ,,Agregacijos branduoliy susidarymas®) ir galbiit ligos
pradzios laikg (ladanza ir kt., 2018).

Savaiminio fibriliy formavimosi metu kiekvienas baltymo pirmtakas patiria struktiring
transformacija, kad susidaryty B-klostémis turtinga antriné struktiira. Gali jvykti fragmentacija, kurios
metu susiformavusios kryzmings [ strukttiros fibrilés gali suskilti, sudarydamos naujus fibriliy galus,
prie kuriy gali jungtis monomerai. Tai sutrumpina lag fazés trukme ir sukelia eksponentinj fibriliy
augimg (1.7 pav. ,Ilgéjimo stadija®) (Meisl ir kt., 2016). Toks procesas kaip antrinis branduoliy
susidarymas taip pat padidina fibriliy susidarymo greitj. Sio proceso metu oligomery susidarymas
katalizuojamas jau susiformavusios fibrilés pavirSiuje (Ferrone, 1999; Linse, 2017). Daugeliu atvejy
amiloidiniy fibriliy kinetika matuojama in vitro naudojant amiloidofilinio daziklio tioflavino T (ThT)
fluorescencijos intensyvuma, darant prielaida, kad santykinai mazesnis fluorescencijos intensyvumas
koreliuoja su maziau susidariusiy fibriliy (LeVine, 1993; Matos ir kt., 2017).

Amiloidinés fibrilés gali toliau agreguotis sudarydamos ploksteles, kurios yra fiziskai didelés
ir dél savo dydzio gali sutrikdyti organy veikla. Mazesnés amiloidinés fibrilés gali biiti jtraukiamos |
lasteles endocitozés biidu, taciau tai gali bati sutrikdyta uzkertant kelig prisijungimui prie tam tikry
lgstelés pavirSiaus receptoriy, tokiy kaip limfocity-aktyvinimo genas 3 (LAG3) (Mao ir kt., 2017).
Endosomose ir lizosomose fibrilés gali iSskirti toksiSkus oligomerus ir sutrikdyti endosomy ir
lizosomy funkcijas bei dinamika, nes fibrilés yra labai atsparios degradacijai (Jakhria ir kt., 2014;
Tipping ir kt., 2015). Fibrilés taip pat gali patekti j tarplasteling erdve po to, kai issiskiria i$ lasteliy,
tokiu biidu vis patekdamos | naujas lasteles, gali platinti ligg. Kitas agregaty poveikis lastelése yra
endoplazminio tinklo (ET) dinamikos sutrikimas (Bauerlein ir kt., 2017), reaktyviyjy deguonies rasiy
(ROS) issiskyrimas i§ mitochondrijy (Uttara ir kt., 2009) ir stresiniy reakcijy indukcija (Olzscha ir
kt., 2011).

1.4.1. Modifikuoty peptidy panaudojimas agregacijos slopinimui

Siuo metu yra istirtas daugelio mazy molekuliy, nuo jony iki kity peptidy, poveikis Alzheimerio
ligos sukéléjo amiloido-B (AP) agregacijai. Nustatyta, kad kai kurie, ypac glicerolio ir metaly
katijonai, i$ tikryjy pagreitina agregacijos procesa (McLaurin ir kt., 2000). Kita vertus, monokloniniai
antik@inai gali sumazinti su Alzheimerio liga susijusj atminties sutrikima, nors ir néra jrodyta, kad jie
veikia amiloido plokstele (Dodart ir kt., 2002). Teigiama, kad taip yra dél antik@ino prisijungimo prie
tirpiy peptidy. Kadangi manoma, kad citotoksiSkumg sukelia oligomerinés raSys, o ne subrendusios
fibrilés, antikiinai gali slopinti oligomery poveikj, i§ tikryjy nesustabdydami agreguoty ploksteliy
susidarymo (Lebo, 2008).

Idomu tai, kad modifikuoti peptidai pasirodé kaip veiksminga priemoné agregacijai slopinti.

Ivedus mazus peptidus, kurie pirmiausia agreguojasi su tiksliniu baltymu, galima uZkirsti kelig
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amiloido susidarymui. Buvo nustatyti AP fragmentai, galintys slopinti nattiralig agregacija. Vienas
tokiy fragmenty pavyzdziy yra cholil-LVFFA-OH, susintetintas natyvias leucino aminoragstis
pakeiiant aspartato aminorfigitimis. Sis AP fragmentas gali veiksmingai blokuoti amiloido
susidarymag ir i8likti stabilus biologinéje aplinkoje (Findeis ir kt., 1999). Tai svarbus veiksnys kuriant
slopinamuoju poveikiu pasizymintj peptida: jis ne tik turi veiksmingai sumazinti agregacijg, bet ir
turi buti stabilus Igstelése, kad turéty laiko atlikti savo funkcijg (Lebo, 2008).

Paprastai hidrofobinés aminoriigs¢iy liekanos yra iSsidés¢iusios baltymo Serdyje. Taip pat
hidrofobinés sritys linkusios susijungti, kad iSvengty vandeninés aplinkos, o tai skatina tinkama
susilankstyma, tuo paciu iSlaikant tokias sritis atskirtas nuo kity baltymy. PanaSiai yra ir su -
klostémis — paprastai jos biina atskirtos nuo kity baltymy, nes yra iSsidésciusios baltymo struktiiros
viduje. PrieSingu atveju, iSoréje esancios P-klostés gali saveikauti ir sudaryti agregatus. Be to, -
klostés daznai yra susuktos j f statinés struktiira, todel neturi atviry galy ir negali prisijungti prie kity
peptidy. (Monsellier ir Chiti, 2007). Zinoma, gali biiti, kad jei peptidai negaléty agreguotis, biity
nejmanomos tam tikros gyvybinés funkcijos, pavyzdziui, geb¢jimas sgveikauti su kitais peptidais per
glutamino ir asparagino turtingus regionus (Michelitsch ir Weissman, 2000; Lopez de la Paz ir
Serrano, 2003).

1.4.2. Agreguotis gebancios baltymuy aminoragsciy sekos

Viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, dél kuriy baltymai turi sukurti specifing apsauga nuo
amiloidogeniniy riisiy, yra ta, kad agregacija yra bendra peptidiniy grandiniy savybe. Néra specifinés
aminorugsciy sekos, sukeliancios baltymy agregacija. Atvirksc¢iai, daug skirtingy ir nesusijusiy seky
gali sudaryti agregatus (Monsellier ir Chiti, 2007). I§ pradZiy buvo manoma, kad $i savybé aptinkama
tik hidrofobiniuose regionuose, taciau ji pastebéta ir jvairiose hidrofilinése aminoriigs¢iy sekose
(Reches ir kt., 2002). Teigiama, kad svarbiausias polinkio agreguotis veiksnys yra peptido gebéjimas
sudaryti B-klostes. Tam tikros aminoriigStys dél steriniy (angl. steric) saveiky tarp aminoriigsties
Soninés ir pagrindinés grandiniy yra palankesnés B-klos¢iy struktirai (Street ir Mayo, 1999).

Tarp jvairiy amiloidogeniniy peptidy seky hidrofobinés sritys ilieka vienos i§ svarbiausiy ir
geriausiai i$tirty. Taip yra todél, kad Alzheimerio AP peptido amiloidogeninés savybés yra pagristos
jo dideliu hidrofobiskumu. AP turi net kelis hidrofobinius regionus. Nustatyta, kad baltymo liekany
mutavimas Siuose regionuose j hidrofilines aminortigstis sumazina agregacijos greitj (Wurth ir kt.,
2002). Tokios mutacijos taip pat turés jtakos agregacijos termodinamikai, sumazindamos bendra
susidariusio amiloido kiekj (Wetzel, 2006). Manoma, kad AP hidrofobiskumas yra toks svarbus, kad
atsitiktinis peptido hidrofobiniy sri¢iy mutavimas skirtingomis hidrofobinémis aminoriigstimis
nesutrikdo gebéjimo agreguotis. Nors tai sukels nedidelius kinetikos ir fibriliy struktiiros skirtumus,

bet kurios hidrofobinés lickanos gali bti pakeistos bet kuria kita, o peptidas vis tiek islaikys savo
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amiloidogenines savybes. Manoma, kad hidrofobiskumas, o ne specifiné¢ aminoriigs¢iy seka, suteikia
AP geb¢jima formuoti agregatus (Kim ir Hecht, 2006). Todél, jei hidrofobiskumas padidéja dél
mutacijos, agregacijos greitis ir reakcijos termodinaminis palankumas taip pat padidés (Wetzel,
2006).

Kiti hidrofobiniai peptidiniy grandiniy aspektai gali padéti agreguotis net ir hidrofiliniuose
peptiduose. Kintamy hidrofobiniy ir hidrofiliniy liekany regionai skatina B-klos¢iy susidaryma, todel
daznai yra siejami su amiloidogeniniais peptidais (Kim ir Hecht, 2006). Taip pat, amiloido
susidarymui yra svarbios ir aromatiniy aminorigs¢iy liekanos. Jrodyta, kad aromatinés ziedo
struktiiros susikaupia hidrofiliniy peptidy DFNKF (Zmogaus hormono kalcitonino amiloidogeninis
fragmentas) ir GNNQQNY (mieliy Sup35 priono fragmentas) agregatuose. Tai suteikia agregatui
stabilumo, kas leidzia amiloidui augti (Reches ir kt., 2002; Gsponer ir kt., 2003; Zhang ir kt., 2007).

Buvo nustatyta, kad svarbus hidrofilinés srities tipas, dél kurio peptidai gali agreguotis, yra
didelis glutamino (GlIn, Q) ir asparagino (Asn, N) kiekis (Michelitsch ir Weissman, 2000). Regionai,
kuriuose gausu Q arba N aminoriigs§¢iy, buvo pastebéti keliuose agreguojanéiuose baltymuose,
iskaitant Huntingtono baltyma ir mieliy priong Sup35, kuris ir buvo tiriamas Siame darbe. Q/N turtingi
domenai yra aptinkami daugelio organizmy baltymy sudétyje (Lebo, 2008). Literattiros Saltiniuose
teigiama, kad Q/N turtingi regionai tikriausiai atlieka svarbig lasteliy funkcija, susijusig su baltymy—
baltymy sgveika arba savaiminio agregavimo savybémis. [domu tai, kad termofiliniams organizmams
Siy domeny dazniausiai triikksta, galbiit dél to, kad auksStesnéje temperatiiroje padidéja agregacijos
greitis (Lebo, 2008). Prionai susidaro, kai polipeptidas, turintis Q/N turtingg sritj, néra tinkamai
sulankstytas (Michelitsch ir Weissman, 2000). Paprastai lgstelés naudoja Saperonus, kad uZztikrinty,
jog tokie domenai iSlikty nekenksmingi. Pavyzdziui, Saperono molekulés turi didele jtaka tam, ar

mieliy prionas Sup35 tinkamai susilanksto, ar tampa amiloidogeniniu prionu (Krzewska ir Melki,

2006) (placiau aptarta 1.3.3. skyriuje).

1.4.3. Mieliy baltymo Sup35 N domeno aminoriugsciy seka GNNQQNY

Siuo metu mieliy Sup35 yra vienas labiausiai i§tirty prioniniy baltymy modeliy (Chen ir kt.,
2023). Manoma, kad Sio baltymo C domenas yra atsakingas uz natyvig biologing funkcija, o N
domenas — atsakingas uz prionines savybes (Wickner ir kt., 2015) (placiau aptarta 1.3.1. skyriuje).
Sup35 baltymo agregacijos kinetika formuojant amiloidines fibriles pastaraisiais metais sulauké daug
démesio, todél buvo atlikta jvairiy eksperimenty (Shida ir kt., 2020; Nakagawa ir kt., 2022) bei buvo
sukurti kompiuteriniai modeliai (Sharma ir kt., 2021) ir simuliacijos (Zhang ir kt., 2016). Daugiausiai
mokslininky démesio kreipta j Sio baltymo heptapeptidga GNNQQNY (7-13 liekanos) (1.8 pav.), kuris

yra labai svarbi Sup35 N domeno dalis — $i seka atsakinga uz prioninio baltymo susirinkimg j
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amiloidines fibriles. Taip pat svarbu paminéti, kad izoliavus §j peptida, jis vis vien pasiZymi visomis

amiloidinémis savybémis bei agregacijos kinetika kaip ir Sup35 baltymas (Chen ir kt., 2023).
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1.8 pav. Prioninio peptido sekos GNNQQNY struktira (mieliy Sup35 baltymo 7-13 liekanos)
(Chenir kt., 2023).

Taigi Zinoma, kad peptidas turi dideli agregacijos polinkj, taciau a-spiralés susidarymas i$
tikryjy yra termodinamigkai stabilesnis nei B-klos¢iy. Sis energijos barjeras B-klos¢iy formavimuisi
sulétina agregacija, o tai paaiskina, kodél branduolio formavimo ,,s¢kla* padeda pagreitinti procesa
(Lipfert ir kt., 2005). Kai dvi GNNQQNY sekos saveikauja, jos laikinai sudaro -kloste. Skirtingi -
Klos¢iy i$sidéstymo tipai pavaizduoti 1.9 pav. B-klosté yra linkusi jgauti nelygiagreéia (angl.
antiparallel) struktiira, kad susidaryty pradinis dimeras, vien todél, kad nelygiagreciai
susijungusioms klostéms reikia maziau energijos nei lygiagreciai (angl. parallel) issidés¢iusioms
(Zhang ir kt., 2007). Taciau susiformavus vienai B-klostei, energijos barjeras Kitai — sumazéja. Toliau
prie dimero jungiantis tre¢iam peptidui, pirmenybé teikiama lygiagreciam iSsilygiavimui (Balbirnie
ir kt., 2001). Manoma, kad tai nulemia C-galo tirozinai (Tyr, Y) — aromatiniai ziedai kaupiasi vienas
ant kito ir stabilizuoja lygiagrecia struktiirg (Balbirnie ir kt., 2001; Gsponer ir kt., 2003). Svarbu
paminéti, kad jmanoma toliau formuotis nelygiagre¢ioms klostéms, taciau toks iSsidéstymas bty
maziau stabilus, todeél tikétina, kad susijungusiy peptidy struktiira iSirty. Taigi, pradiné GNNQQNY
dimerizacija yra pagrista nelygiagreCiu B-klos¢iy iSsidéstymu, o tolesné polimerizacija vyksta

lygiagreciai (Balbirnie ir kt., 2001; Z. Zhang ir kt., 2007).

Lygiagretus Nelygiagretus B spiralé

i

e
B I
B
@

1.9 pav. B-klosciy iSsidéstymo tipai. Rodyklés nurodo P juostas, kurios B-klostése gali iSsidélioti
skirtingai — lygiagreciai (angl. parallel) arba nelygiagreciai (angl. antiparallel). Juodi apskritimai vaizduoja ta
pacia aminortig§tj skirtingose B juostose (adaptuota pagal Wickner ir kt., 2010).
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Susiformavus lygiagre¢iai iSsidésCiusioms [P-klostéms, jos jgauna bevandeng, sterinio
uztrauktuko (angl. dry, steric zipper) struktirg (1.10 pav. B), kuri biidinga GNNQQNY
suformuotiems agregatams. Si struktiira yra nejprasta, nes ji apima aplinka, kurioje néra vandens
molekuliy, bet yra sudaryta i$ hidrofiliniy Q ir N lickany (Nelson ir kt., 2005). Erdviné uztrauktuko
struktiira yra galima dél peptido aminortagsciy struktiros (Lebo, 2008).

1.10 pav. Mieliy baltymo Sup35 GNNQQNY fragmento suformuojamo sterinio uZtrauktuko
struktiira. A — B-klosCiy struktiira, kurioje rodykle pavaizduota pagrindiné grandiné su iSsikiSusiomis
Soninémis grandinémis. Soninés grandinés Asn2, Glnd ir Asn6 yra nukreiptos j struktiiros vidy ir sudaro
bevandene, sterinio uztrauktuko struktiirg. B — sterinio uztrauktuko struktira i§ ar¢iau. Vaizduojamas dviejy
GNNQQNY molekuliy i§sidéstymas, kurio metu Asn ir Gln aminortigstys geba komplementariai iSsidéstyti ir
sudaryti sterinio uztrauktuko struktiira. Violetine ir pilka spalvomis pazyméti anglies atomai raudonai
deguonies atomai, o0 mélynai — azoto atomai (adaptuota pagal Nelson ir kt., 2005).

Remiantis kompiuteriniais modeliais, be B-klos¢iy vandeniliniy jungciy, susidaro daug
tarppeptidiniy ir intrapeptidiniy vandeniliniy jungéiy (Lebo, 2008). Remiantis bendra B-klostés
struktura (1.9 pav. A), 1, 3, 5 ir 7 padétyse esancios Soninés grandinés yra nutolusios nuo bevandeneés
s3sajos, o 2, 4 ir 6 padétys nukreiptos | ja. Asn6 sudaro vandeniling jungtj su GIln4, o Asn3 —
vandenilinj ry$j su GIn5. Tuo tarpu asparaginai, esantys 2, 3 ir 6 padétyse, sudaro vandenilinius rySius
su jy atitikmenimis peptiduose, esan¢iuose auki¢iau arba zemiau. Sie rysiai veiksmingai sumazina
vandens, galincio sgveikauti su hidrofilinémis liekanomis, kieki, o tai yra entropiskai palanku, nes i§
sgveikos iSsiskiria vandens molekulés (Lipfert ir kt., 2005). Be vandens viena B-klosté gali elgtis taip,
lyg bty hidrofobiné, todél saveikauja su kita kloste ir taip susidaro bevanden¢ sgsaja.

Apibendrinus, dviejy peptidy Asn2, GIn4 ir Asn6 aminoriigStys jungiasi prieSingomis

kryptimis. Si saveika i§laiko dvi B-klostes kartu ir padeda peptidams agreguotis (Nelson ir kt., 2005).
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1.5. Mutagenezé

Mutagenez¢ — tai procesas, kurio metu keiciasi organizmo deoksiribonukleoriigs§tys (DNR) ir
dél to atsiranda geny mutacijos. Mutacija yra nuolatinis ir paveldimas genetinés medziagos pokytis,
dél kurio gali pakisti baltymy funkcija ir fenotipiniai pokyciai. DNR mutagenezé vyksta spontaniskai
gamtoje arba dél mutageny (veiksniy, turindiy polinkj keisti DNR) poveikio. Zinoma, kad
mutagenez¢ yra evoliucijos varomoji jéga, taciau ji taip pat gali sukelti jvairias ligas, pavyzdziui vézj
ir paveldimas ligas (Zhang ir Vijg, 2018). Molekulinés biologijos, biochemijos ir biotechnologijy
tyrimuose mutagenezé yra pla¢iai naudojamas metodas. Sis metodas leidzia istirti baltymy struktiiros
ir funkcijos rysj, DNR-baltymy sgveika ir taip pat leidzia kryptingai pakeisti baltymy funkcijas
(Sasnauskas, 2006).

1.5.1. In vitro mutagenezé

Molekulinéje biologijoje mutagenezé yra pasitelkiama siekiant sukurti mutuotus genus,
baltymus ar organizmus. Mutagenez¢ skirstoma j dvi grupes: taikiniui specifiné mutagenezé (angl.
site-directed mutagenesis) bei atsitiktiné mutagenezé (angl. random-and-extensive mutagenesis)
(Durland ir kt., 2022). Molekuliniai genetiniai metodai, tokie kaip polimerazés grandininé reakcija
(PGR), i§ esmés pakeité mutacijy jvedimo ir tyrimo biidus (Zhang ir Vijg, 2018). Taip pat naudojami
ir kiti mutagenezés metodai: CRISPR/Cas9 technologija, TALEN (angl. Transcription Activator-Like
Effector Nuclease) ir cinko pirsty nukleazés (ZFN) (Durland ir kt., 2022).

Pasitelkiant taikiniui specifing mutagenezg, tiksling DNR galima modifikuoti tam tikroje
nukleotido vietoje, sukuriant norimg aminorags¢iy pokytj (Durland ir kt., 2022). Norint $iuo btdu in
vitro jvesti mutacijas, galima naudoti tick PGR, tiek ne PGR pagrjstus metodus. ReikSmingas
skirtumas tarp Siy metody yra tas, kad ne PGR pagrjsti metodai pasizymi didesniu tikslumu nei PGR
pagristi metodai, taciau bus sukuriama tik viena DNR grandiné. Tuo tarpu PGR biidu mutacija
norimame DNR fragmente ne tik jvedama, bet ir mutuoti DNR fragmentai pagausinami (Ling ir kt.,
1997). Svarbu paminéti, kad taikant PGR ir ne PGR metodus galimos atsitiktinés mutacijos tikslinéje
DNR sekoje. D¢l Sios priezasties labai svarbu atlikti DNR sekoskaitg, pavyzdziui Sangerio arba
naujos kartos sekoskaitg (Behjati ir Tarpey, 2013).

1.5.2. Mutagenezés pritaikymas mieliy baltymo Sup35 tyrimuose
Kaip minéta anksCiau, mutagenezé pasitelkiama jvairiems genams ar jy koduojamiems
baltymams tirti. Ne iSimtis yra ir mieliy Sup35 baltymas. Sis baltymas yra pladiai tiriamas ir
literatiiros Saltiniuose yra aprasyta jvairiy §] baltyma koduojan¢ios DNR sekos modifikacijy. Tyrimy
metu siekiama gauti daugiau ziniy apie prioninio baltymo agregacijos procesus, jo stabiluma,

funkcijas bei gebé&jima plisti. Keli tokie darbai bus aptariami toliau.

23



Dar 2006 metais buvo atliktas in silico tyrimas, kurio metu tirtas ir lygintas laukinio tipo ir keliy
mutantiniy Sup35 baltymo varianty stabilumas ir dinamika (Zheng ir kt., 2006). Remiantis $iuo
tyrimu buvo pasirinktos mutacijos ir Siam darbui, kad tos paCios mutacijos biity istirtos in vivo
sistemoje. Minéto tyrimo objektas buvo Sup35 baltymo GNNQQNY aminoriigs¢iy seka. Siekta
i8siaiskinti, kurios GNNQQNY peptido aminoriigstys yra esminés jo agregacijos procese. Tyrimo
rezultatai parodé, kad yra trys pagrindinés aminorugstys — Asn2 (asparaginas, N), GIn4 (glutaminas,
Q) ir Asn6 (asparaginas, N). Asn2, Gln4 ir Asn6 jungiasi su tomis paciomis lieckanomis kitame

GNNQQNY peptide, sudarydamos stering uztrauktuko struktiirg (plac¢iau aptarta 1.4.3. skyriuje).

Nustatyta, kad $iy trijy aminortigsciy pakeitimas alaninais (Ala, A) suardo susidariusig struktiira, o
dél to susidare oligomerai tampa nestabilis.

Mutagenezé taip pat buvo pritaikyta tiriant Sup35 baltymo funkcijg ir strukttrg (Fabret ir kt.,
2008; Danilov ir kt., 2019). Viename tyrime j tikslinj baltyma buvo jvestos Q33K ir A34K mutacijos
(Danilov ir kt., 2019). Sios mutacijos buvo pasirinktos remiantis in silico gautais rezultatais. Buvo
manoma, kad pasirinktas aminoriigstis pakeitus kitomis, galimai biity slopinamos Sup35 baltymo
amiloidogeninés savybés. Tyrimo rezultatai parodé, kad mutacijy jvedimas nulemia [PSI*] priono
praradimg. Kito tyrimo metu buvo pasirinkta treonino (Thr, D) aminortigstj, esancig 341 padétyje,
pakeisti alanino (Ala, A) ir aspartato (Asp, D) aminoriigstimis (Fabret ir kt., 2008). Autoriy tikslas
buvo nustatyti, ar treonino aminoriugstis prisideda prie Sup35 baltymo aktyvumo. Abu mutuoti
baltymai (T341A ir T341D) pasizyméjo sumazéjusiu GTPazés aktyvumu ir taip pat sumazéjusia
sgveika su Sup45 baltymu. Manoma, kad tokie rezultatai galéty biiti susij¢ su padidéjusia baltymy
transliacija lastelése, turin¢iose mutuotus baltymus. Taip pat tyrimo metu buvo nustatyta, kad T341
yra susijes ir su baltymo N bei C domeny tarpusavio sgveika. Taigi, §is tyrimas parodé, kad egzistuoja
Sup35 baltymo aminortigs¢iy liekana, susijusi su Sup35 baltymo transliacijos nutraukimu bei
funkcine saveika tarp Sio baltymo N ir C domeny.

Apibendrinant galima teigti, kad mutagenezés metodo pritaikymas baltymy ir kity struktiiry
tyrimuose suteikia iSties daug Ziniy apie lastelése vykstancius procesus. ISsiaisking, kaip genetinés
mutacijos vyksta molekuliniu lygmeniu, mokslininkai gauna ziniy apie pagrindines ligy priezastis,

biologinés jvairoves dinamikg ir adaptyvius procesus, lemiancius risiy iSlikima.

1.5.3. Sukurty mutantiniy mieliy kamieny panaudojimas tyrimuose
Iki Siol néra surasti efektyvis vaistai nuo priony sukeliamy ligy, o kadangi Sios ligos nustatomos
dazniausiai jau po mirties, ligy prevencija tampa labai svarbi. Tod¢l ieSkoma junginiy, kurie uzkirsty
kelig 1.1. skyriuje minéty zinduoliy prioniniy ligy i$sivystymui. Kad biity veiksmingi, naudojami

junginiai turi gebéti slopinti prioniniy struktiry formavimasi, agregavimasi, priony plitimg arba
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kuriais biity galima suardyti oligomerines ir amiloidines struktiiras, jei liga jau buty Siek tiek daugiau
pazengusi.

Veiksmingy junginiy paieskai yra pasitelkiamos ir molekulinés dinamikos (MD) simuliacijos.
Berhanu ir Masunov (2010 m.) atliko tyrimg, kurio metu buvo tirta mieliy Sup35 baltymo
GNNQONY seka. Autoriai sieké iSsiaiskinti mechanizmus, kuriais mazos molekulés gali slopinti Sio
peptido agregacija. Naudojant MD simuliacijas buvo detaliai apraSytas procesas, kurio metu mazos
molekulés, konkreciai miricetinas ir kaempferolis (du natiiraliai randami polifenoliai), destabilizuoja
amiloidy oligomerus. MD simuliacija parodé, kad miricetinas galimai sudaro vandenilinius rySius su
peptido B-kloste. D¢l Sios sgveikos miricetinas susilpnina vandenilinius rySius tarp B-klos¢iy ir taip
iSardo iSorinj agregato sluoksnj.

Taigi, literatiiros Saltiniuose pateikiama, kaip in vitro miricetinas galéty veikti GNNQQNY
seka (Berhanu ir Masunov, 2010), tac¢iau $is mechanizmas dar nebuvo patikrintas in vivo sistemoje.
Sio darbo metu sukurti mutantiniai kamienai galéty buti puiki sistema siekiant patikrinti, ar
miricetinas gali veikti amiloidy formavimasi in vivo ir ar toks poveikis priklauso nuo GNNQQNY

sekos.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai
Biolab Zrt., Vengrija: bakteriologinis peptonas.
Bio-Rad, JAV: agarozé (DNR elektroforezei), TEMED.
Carl Roth, Vokietija: mieliy ekstraktas, YNB (be aminortgsciy), sterilts filtrai (PVDF, pory
dydis 0,22 uM), agaras, D(+)-gliukozés monohidratas, DMSO, L-triptofanas, uracilas, li¢io
acetato dihidratas, vario(ll) sulfato pentahidratas, akrilamidas, ampicilinas, APS, bisakrilamidas,
glicerolis, glicinas, polietilenglikolis 4000 (PEG 4000), TRIS, natrio laurilsulfatas (NDS), Roti®-
Blue, metanolis.
Honeywell, JAV: adeninas.
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific: lasisos spermos DNR, SeeBlue® Pre-Stained Protein
Standard.
Merck, Vokietija: kalcio chlorido dihidratas, natrio chloridas, natrio hidroksidas.
MilliporeSigma, JAV: L-histidinas.
New England Biolabs (NEB), JAV: rCutSmart™ Buffer, restrikcijos endonukleazés — Sacll,
Scal.
Serva, Vokietija: L-leucinas.
Sigma Aldrich, Vokietija: bromfenolio mélynasis, EDTA, etidZio bromidas.
Thermo Fisher Scientific: rinkiniai — GeneJET Plasmid Miniprep Kit, GeneJET Gel Extraction
Kit, CloneJET PCR Cloning Kit, Phusion™ Plus PCR Master Mix, Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase, T4 DNA Ligase, DreamTag™ Green PCR Master Mix (2x), restrikcijos
endonukleazé — FastDigest BamHI, molekulinio dydzio Zymuo ir dazas — GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, TrickTrack DNA Loading Dye (6x).

2.1.2. Prietaisali
Biofotometras (Eppendorf).
Baltymy elektroforezés aparatas (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad).
Elektroforezés rezultaty fiksavimo sistema (MiniBIS Pro, DNA Bio-Imaging Systems).
Elektroninés svarstyklés (Kern ADB).
Elektros srovés Saltinis (Amersham Biosciences Electrophoresis power supply EPS 601; Consort
Electrophoresis power supply 600 V-500 mA E865).

Geliy vartyklé (Biosan).
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e Inkubatorius (Binder).

e Laminarinis boksas (Thermo Fisher Scientific).

e Laselinis bekiuvetis spektrofotometras (Nanodrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific)
e Magnetiné maiSyklé (RH basic 2, IKA).

e pH matuoklis (Mettler Toledo).

e Purtyklé (Linea libera; GFL 1083).

e Staliné centrifuga (Eppendorf 5424; Fisherbrand; Sigma 3-30K).

e Termocikleris (FlexCycler, AnalyticJena; T100 Therma Cycler, Bio-Rad).
e Termomaisyklé (TS-100/TS-100C, Biosan).

e UV 3viestuvas (Merck).

e Vorteksas (VELP Scientifica).

2.1.3. Kultivavimo terpés ir ju priedai

LB* Peptonas 10 g/L
Mieliy ekstraktas 5¢g/L
NaCl 50/L
Agaras 20 g/L
LB terpés priedai Ampicilinas 1 mL/L
YPD* Gliukozeé 20 g/L
Peptonas 20 g/L
Mieliy ekstraktas 10 g/L
Agaras 20 g/L
YPD terpés priedai Adeninas 15 mL/L
SC* Gliukozé 20 g/L
YNB 6,7 g/L
Agaras 15 g/L
SC terpés priedai Leucino tirpalas 20 mL/L
Uracilo tirpalas 10 mL/L
Adenino tirpalas 15 mL/L
Histidino tirpalas 3 mL/L
Triptofano tirpalas 10 mL/L

* Gaminant skystas LB, YPD arba SC terpes, nenaudojamas agaras.
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2.1.4. Tirpalai

Kultivavimo terpéms naudojamu prieduy tirpalai:

Leucino tirpalas (100 mM)
Uracilo tirpalas (20 mM)
Adenino tirpalas (10 mM)
Triptofano tirpalas (40 mM)
Histidino tirpalas (100 mM)

Ampicilino tirpalas

Tirpalai, naudoti transformacijoms:

CaCl, (100 mM)
LiOAC/TE pH 7,5%*

Mieliy transformacijos tirpalas

L-leucinas
Uracilas
Adeninas
L-triptofanas
L-histidinas

Ampicilinas

Kalcio chlorido dihidratas

1 M LiOAc

50 mM Tris-HCI

0,5M EDTA

PEG4000 LiOAC/TE tirpale

DNR elektroforezéje naudojami tirpalai:

50x TAE

1x TAE

Tris

99 % acto riigstis

0,5 M EDTA (pH 8)**
50x TAE

NDS-PAGE elektroforezéje naudojami tirpalai ir buferiai:

Akrilamido miSinys

10x glicino buferis

4x dazas

Tirpalas geno raiskos indukcijai:

100 mM CuSOagtirpalas

Akrilamidas
Bisakrilamidas
TRIS

Glicinas

NDS

1 M TRIS pH 6,8**
NDS

Bromo fenolio mélis

Vario(ll)-sulfato pentahidratas

Visy lIgstelés baltymy skyrimui naudojami tirpalai ir buferiai:

2 M LiOAc
0,4 M NaCH

** Gaminant skirtingy pH buferius, reikiamam pH pasiekti buvo naudojami 10 % HCI arba 5 M

NaOH tirpalai.

Licio acetato dihidratas

Natrio hidroksidas
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13,1 g/L
2,24 g/L
1,35 g/L
8,17 g/L
20,9 g/L
100 g/L

14,7 g/L
300 mL/L
200 mL/L
1 mL/L
267 g/L

242 g/L

57,1 mL/L
100 mL/L
100 mL/L

290 g/L
10 g/L
30,3 g/L
144,2 g/L
10 g/L
250 mL/L
80 g/L
Kruopele

24,969 g/L

204,04 g/L
16 g/L



2.1.5. Mieliy ir bakterijuy kamienai, naudoti Siame darbe
Darbe buvo naudojami du kamienai: auksotrofiniy mutacijy turintis mieliy S. cerevisiae 74-
D694 [psi][PIN*] kamienas (prof. Yury Chernoff dovana) ir bakterijy E. coli DH50 kamienas
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Abu kamienai yra laikomi ,Mikrobiologijos ir
biotechnologijos katedros* muziejuje.
e Mieliy kamieno genotipas:
(MATa adel-14 trp1-289 his3-4200 ura3-52 leu2-3,112) [psi][PIN*].
e Bakterijy kamieno genotipas:
F~ @80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk, mk") phoA supE44 1~
thi-1 gyrA96 relAl.

2.1.6. Darbe naudotos plazmidés
Siame darbe buvo naudotos dvi plazmidés: pJET1.2/blunt ir pRSCupSup35-GFP. Siy

plazmidziy paskirtis, svarbiis genetiniai elementai ir Saltiniai pateikti 2.7 lenteléje.

2.1 lentelé. Naudotos plazmidés ir jy apraSymai.
Plazmidé Paskirtis Genetiniai elementai Saltinis
pJ ET1.2/blunt Geno e bla (ApR) — B-]aktamazés genas CloneJET PCR
klonavimas suteikianti atsparuma ampicilinui. Sis Cloning Kit,
genas reikalingas rekombinantiniy E. Thermo Fisher
coli Igsteliy atrankai. Scientific

e ec0417IR — letalus genas, koduojantis
restriktaze, pagal kurj galima atrinkti
teigiamus klonus (jei genas yra
iterpiamas ] MCS, tuomet Sis genas
yra pertraukiamas, genas nebus
sintetinamas ir 1gstelé i§gyvena).

o Piacuvs — modifikuotas Piac
promotorius, reikalingas eco47IR
geno ekspresijai.

e rep (PMB1) — pMBI plazmidés
replikonas, kuris yra atsakingas uz
pJET1.2 replikacija.

e MCS — multikloninis saitas, kuriame
daug jvairiy restriktaziy atpazinimo
viety.

PRSCupSup35- Tikslinio | ¢ AMpR — koduoja geng bla, kurio (Susan

GFP baltymo produktas yra B-laktamazé, suteikianti Lindquist
raiska atsparumg ampicilinui, karbenicilinui (Addgene
mieliy ir panasiems antibiotikams. plasmid

Iastelése | « CUP1 promotorius — tai CUP1 geno #1087,

promotorius, indukuojamas vario http://n2t.net/a

jonais. CUP1 genas koduoja ddgene:1087;
metalotionino baltyma.
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e GFP — zaliai fluorescuojantis RRID:Addgen
baltymas, gautas i§ Aequoria victoria. e_1087))

e URA3 — genas, koduojantis baltyma
Ura3, kuris dalyvauja de novo
pirimidiny biosintezés kelyje. Dél
delecijos baltyme mieliy kamienas
negeba sintetinti uracilo, todél
vektoriai, kuriuose yra URA3 geno
kopija be delecijos, kaip kad Siame
darbe naudojamas vektorius pRSCup,
leidzia mieléms augti terpéje be
uracilo, pavyzdziui, SC™",

2.1.7. Pradmenys
Pradmenys buvo naudojami tiek kuriant mutantinius baltymo variantus, tiek siekiant patvirtinti
sekoskaitos budu, kad mutacijos yra Sup35-GFP baltymo geno sekoje. Mutacijai jvesti pradmenys
(2.2 lentelé) buvo kurti naudojantis ,,Benchling* svetaine ir sukurtos sekos buvo i$siystos sintezei j

,NanoDiagnostika*“.

2.2 lentelé. Pradmenys naudoti taikiniui specifinei mutagenezei. Nurodytas kiekvieno naudoto pradmens
nukleotidy kiekis jy sekose, pradmeny lydymosi temperatiiros (Tm) bei citozino-guanino nukleotidy kiekis
rocentais (GC).

Pradmuo llgis, nt Tm, °C GC, % Antriné struktiira
Sup35 N8A 47 703 48,94 Vidutiné
tiesioginis
Seka 5°-CAGGATCCATGTCGGATTCAAACCAAGGCGCCAATCAGCAAAACTAC-3¢
Sup35 N9A 47 703 48,94 Vidutiné
tiesioginis
Seka 5°-CAGGATCCATGTCGGATTCAAACCAAGGCAACGCTCAGCAAAACTAC-3¢
Sup35
Q10A 47 69,7 46,81 Vidutiné
tiesioginis
Seka 5°-CAGGATCCATGTCGGATTCAAACCAAGGCAACAATGCGCAAAACTAC-3¢
Sup35
Q1l1A 47 69,2 46,81 Vidutiné
tiesioginis
Seka 5°-CAGGATCCATGTCGGATTCAAACCAAGGCAACAATCAGGCAAACTAC-3¢
Sup3S 35 66,4 51,43 Labai silpna
griztamasis
Seka 5°-CACCGCGGTCATCCTTTGTATAGTTCATCCATGCC-3¢

2.3 lenteléje pateikti pradmenys, kurie buvo naudoti pJET1.2/blunt plazmidés, turinCios
tikslinius genus su mutacijomis N8A, N9A, Q10A, Q11A, sekoskaitai. Visi sekoskaitos méginiai
siysti nuskaityti DNR sekas j ,,Azenta Life Sciences®.
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2.3 lentelé. Pradmenys, naudoti sekoskaitai. Nurodytas kiekvieno naudoto pradmens nukleotidy kiekis jy
sekose, pradmeny lydymosi temperatiiros (Tm) bei citozino-guanino nukleotidy kiekis procentais (GC).

Pradmuo ligis, nt Tm, °C GC, % Antriné
struktira
. Sl.Jpg.S. 23 54,7 43,48 Labai silpna
tiesioginis
Seka 5-TCAATCAATCAGGATCCATGTCG-3¢
Sup35 check .
M183 F 21 52,4 42,86 Jokios
Seka 5‘-“ACTAAAGAGCCAACAAAGGTC-3¢
Sup35 check .
C397 E 24 53,9 41,67 Jokios
Seka 5“GGTGTTAATAAGATGGTTGTCGTC-3°
Supss g check 21 51,8 42,86 Jokios
Seka 5‘-CAACCGTAAGTCAAAGAAACC-3°
Sup35 GFP 19 55,7 57,89 Jokios
griztamasis
Seka 5“TAGGGCGAATTGGAGCTCC-3¢
Sup35 check .
M249 R 21 52 42,86 Jokios
Seka 5“TTCGTCATCCACTTCTTCTTC-3¢

Po bakterijy transformacijos kolonijy PGR atlikti naudoti pradmenys pateikti 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Pradmenys, naudoti mieliy lasteliu kolonijy PGR. Nurodytas kiekvieno naudoto pradmens
nukleotidy kiekis jy sekose, pradmeny lydymosi temperatiiros (Tm) bei citozino-guanino nukleotidy kiekis
rocentais (GC).

Pradmuo llgis, nt Tm, °C GC, % Antriné
struktiira

SUp35GFP 23 61 435 Labai silpna
tiesioginis

Seka 5’-TCAATCAATCAGGATCCATGTCG-3’
SUp3SGFP 19 59 57,9 Jokios
griztamasis

Seka 5-TAGGGCGAATTGGAGCTCC-3¢

reikalingg plazmide:

Plazmidinés DNR skyrimui buvo naudojamos E. coli DH5a kamieno

2.2. Metodai

2.2.1. Bakterijuy plazmidinés DNR skyrimas

pRSCupSup35-GFP,
pJET1.2/bluntSup35N8A-GFP,
pJET1.2/bluntSup35N9A-GFP,
pJET1.2/bluntSup35Q10A-GFP,
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e pJET1.2/bluntSup35Q11A-GFP,

e pRSCupSup35N8A-GFP,

e pRSCupSup35N9A-GFP,

e pRSCupSup35Q10A-GFP,

e pRSCupSup35Q11A-GFP.

Plazmidéms isskirti naudotas plazmidinés DNR skyrimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep

Kit (Thermo Fisher Scientific). Reikalingos lastelés uzsé¢jamos ant kietos LB terpés, papildytos
ampicilinu (100 pg/mL), (LB™™) ir auginamos 12-16 val., 37 °C. Toliau nuo kietos LB™™ terpés
paimama Siek tiek uzaugusiy lasteliy kolonijy ir jos suspenduojamos rinkinio resuspensijos buferyje.
Tolimesni Zzingsniai atliekami pagal gamintojo pateikta protokolg. Gauta plazmidiné DNR

analizuojama taikant elektroforeze agarozés gelyje (daugiau 2.2.2. skyriuje).

2.2.2. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé agarozés gelyje buvo pritaikyta Siame darbe siekiant vizualizuoti ir
analizuoti i$skirta plazmiding DNR, restrikcijos reakcijy bei pagausinty PGR produktus. Pirmiausia
paruoSiamas gelis. Agarozés koncentracija gelyje renkamasi pagal tiksliniy fragmenty dydj, Sio darbo
atveju naudota 0,8 % agarozés koncentracija. Agarozés milteliai uzpilami 1x TAE buferiniu tirpalu
ir miSinys kaitinamas, kol agaroz¢ pilnai istirpsta bei tirpalas tampa skaidrus. Tirpala atvésinus iki
mazdaug 50 °C, jis papildomas etidZio bromido dazu iki galutinés 0,5 pg/mL koncentracijos. Atvéses
tirpalas supilamas j gelio formele su Sulinéliais ir paliekamas stingti. Geliui sustingus, jis perkeliamas
1 elektroforezés indg ir uZpilamas 1x TAE buferiniu tirpalu taip, kad gelis biity pilnai apsemtas. |
gelio Sulinélius uzneSami DNR ilgio Zymuo (GeneRuler 1 kb DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific)) bei méginiai, maiSyti su uzneSimo dazu TrickTrack DNA Loading Dye (6x) (Thermo
Fisher Scientific). Elektroforezé vykdoma palaikant 90—120 V jtampag 30-50 min. (priklausomai nuo
elektroforezés indo dydzZio ir naudojamos gelio formelés ilgio). Rezultatai vizualizuojami gelj

apSvieciant UV §viesa.

2.2.3. DNR fragmenty gryninimas i§ agarozés gelio
Tolimesniems darbams atlikti reikalingi iSgryninti tiksliniai fragmentai. Tam naudotas
GeneJET Gel Extraction Kit rinkinys (Thermo Fisher Scientific) fragmenty gryninimui i§ gelio. Gelj
apSvietus UV Sviesa, tiksliniai fragmentai iSpjaunami skalpeliu ir gryninami pagal naudojamo

rinkinio gamintojo pateiktg protokola.
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2.2.4. Taikiniui specifiné mutagenezé
N8A, N9A, Q10A, Q11A mutacijos Sup35 baltyme jvedamos taikiniui specifinés mutagenezés
per PGR budu su specifiniais pradmenimis. Pasirinktoms mutacijoms jvesti, buvo vykdoma viena
PGR reakcija (2.5 ir 2.6 lentelés). Specifiniai pradmenys (2.2 lentelé) buvo sukurti naudojantis
,Benchling® svetaine ir uzsakomi i§ ,,NanoDiagnostika“. Mutacijoms jvesti pasirinkta naudoti
Phusion polimerazg, kuri pasizymi dideliu tikslumu, naudotas Phusion Plus PCR Master Mix rinkinys
(Thermo Fisher Scientific).

2.5 lentelé. Mutacijoms jvesti sumaiSyti PGR miSiniai. Naudotas didelio tikslumo Phusion DNR
polimerazés misSinys (Phusion Plus PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific), DNR matrica —
pRSCupSup35-GFP, DMSO (Carl Roth), sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy (Thermo Fisher
Scientific) bei pradmenys (pateikti 2.2 lenteléje).

Reagentas Koncentracija
Phusion Plus PCR Master Mix (2x) 1x
Tiesioginis pradmuo 0,5 uM
Grjztamasis pradmuo 0,5 uM
DNR matrica 0,01-10 ng
DMSO 5%
Sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy iki 50 pL

Dél didelio pradmeny ilgio PGR salygos buvo pasirinktos pagal gamintojy siiilomag dviejy
zingsniy protokola (2.6 lentelé):

2.6 lentelé. Taikiniui specifinés mutagenezés per PGR salygos.

Stadija Temperatiira, °C Laikas Cikly skaicius
Pirminé denatiiracija 98 30s 1
Denatiiracija 98 8s

Prqdmenq prilydymas / 79 1 min. 8s 30
Ilginimas

Galutinis ilginimas 4 5 min. 1

2.2.5. Tikslinio geno jterpimas j klonavimo vektoriy

Po 2.2.4. skyriuje aptarto PGR, vykdyto naudojant Phusion polimeraze, tikslinis fragmentas
gaunamas bukais galais, todél pasirinkta §j fragmentg jterpti j pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy
(CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Fisher Scientific). Toks klonavimo vektorius yra tinkamas §iuo
atveju, nes pagal gamintojo pateikiama rinkinio protokola, vektorius yra linijinés formos ir turi bukus
fosforilintus galus. Dél Sios priezasties, po PGR gautas pagausintas genas bukais galais gali bati i§
karto perkeliamas j §j vektoriy. Naudotame CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific)
pridedama T4 DNR ligaz¢, kuri ir katalizuoja ligavimo reakcijg. Svarbus pJET1.2/blunt klonavimo
vektoriaus genetinis elementas yra eco47IR genas. Tai yra letalus genas, kurio paskirtis vektoriuje
yra patogi rekombinanting plazmide turinéiy lgsteliy atranka po Igsteliy transformacijos sukurtu
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vektoriumi. Lastelés turinCios vektoriy, taciau be tikslinio fragmento, kitaip tariant — turincios
,»tus¢ig™ vektoriy, neiSgyvena ant kietos atrankinés terpés, papildytos ampicilinu (Nawawi ir kt.,
2022).

Vektoriaus ir tikslinio fragmento ligavimo reakcija buvo atlikta pagal gamintojo pateikiamag
protokola, i$skyrus tai, kad buvo modifikuotas inkubacijos laikas: ligavimo miSinys buvo 1-2 val.
inkubuojamas kambario temperatiiroje (~22 °C), 0 po to perkeliamas ~12 val. j 4 °C temperatiirg. PO
misinio inkubacijos, gautas ligavimo miSinys buvo panaudotas E. coli DH5a kamieno lasteliy

transformacijai cheminiu budu.

2.2.6. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

Restrikcijos endonukleazés buvo naudotos DNR hidrolizei atlikti su tikslu:

1) paruosti pRSCup vektoriy lipniais galais, kuris véliau biity panaudotas ligavimui su tiksliniu
fragmentu. Tam naudotos Sacll (NEB) ir BamHI (Thermo Fisher Scientific) restrikcijos
endonukleazés dvigubai hidrolizei (37 °C, 30 min.—1 val.);

2) paruosti tikslinius fragmentus pries ligavimo reakcija su mieliy raiskos vektoriumi pRSCup.
Siuo atveju hidrolizuota pJET1.2/blunt plazmidé, turinti tikslinj fragmenta. Siam tikslui
naudotos Sacll, Scal (NEB) ir BamHI (Thermo Fisher Scientific) restrikcijos
endonukleazés trigubai hidrolizei (37 °C, 30 min.—1 val.). Triguba hidrolizé buvo vykdyta
todeél, kad tikslinio fragmento ir pJET1.2/blunt seky ilgiai yra labai panasus — 2785 bp ir
2974 bp atitinkamai, todél vektoriaus karkasas buvo papildomai hidrolizuojamas Scal
restriktaze;

3) patikrinti teigiamus transformantus po lasteliy transformacijos sukurtais vektoriais,
turinéiais tikslinius fragmentus. Po kolonijy PGR atrinkty teigiamy klony plazmidiné DNR
buvo isskiriama ir hidrolizuojama Sacll, Scal (NEB) ir BamHI (Thermo Fisher Scientific)
restrikcijos endonukleazémis (37 °C, 30 min.—1 val.).

DNR hidrolizés miSinys paruoStas ir sglygos parinktos remiantis gamintojy pateiktais

nurodymais. Atlikus reakcija, gauti méginiai buvo analizuojami elektroforezés budu agarozes gelyje

(aptarta 2.2.2. skyriuje).

2.2.7. Tikslinio geno klonavimas j mieliy raiSkos vektoriy
Po to, kai pJET1.2/blunt vektorius, turintis tikslinj fragmenta, yra pagausinamas bakterijose,
i§skiriama plazmidé. Toliau atlickama triguba hidrolizé: vektorius veikiamas Sacll, Scal (NEB) ir
BamHI (Thermo Fisher Scientific) restrikcijos endonukleazémis. Lygiagreéiai paruoSiamas ir mieliy
raiSkos vektorius pRSCup. I§ E. coli Igsteliy iSskiriama pRSCupSup35-GFP plazmidé (Sios bakterijos

saugomos ,,Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros® muziejuje), kuri toliau hidrolizuojama
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Sacll (NEB) ir BamHI (Thermo Fisher Scientific) restrikcijos endonukleazémis. Visi gauti reakcijos
produktai analizuojami taikant elektroforeze¢ agarozés gelyje. Tiksliniai fragmentai ir linijinés formos
pPRSCup vektorius yra gryninami i§ gelio ir toliau naudojami ligavimo reakcijai. Ligavimui
naudojama T4 DNR ligaz¢ (Thermo Fisher Scientific). Reakcijos miSinys sumaiSomas remiantis
gamintojo pateiktu protokolu su inkubacijos modifikacija — reakcijos miSinys inkubuojamas 1-2 val.
kambario temperatiiroje (~22 °C), o po to perkeliamas j 4 °C, ~12 val. Po ligavimo reakcijos misinys
naudojamas E. coli DH5a lasteliy transformacijai.

Vektoriaus ir inserto santykis ligavimo reakcijai pasirenkamas naudojantis NEBioCalculator®
svetaine. Inserto sekos ilgis yra 2,785 kb, o pRSCup vektoriaus — 5 kb. Pagal Sios svetainés
rekomendacijas atliekamas 2:1 santykio ligavimas (naudojant 80 ng vektoriaus), ta¢iau papildomai
naudojami 1:1 ir 3:1 santyKkiai.

2.2.8. Rekombinantinés DNR perkélimas j kompetentines E. coli DH5a lasteles cheminés
transformacijos biidu

Po taikiniui specifinés mutagenezés gavus tikslinius fragmentus su N8A, N9A, Q10A ir Q11A
mutacijomis ir juos jklonavus j pJET1.2/blunt arba pRSCup vektorius, toliau buvo vykdoma
pasirinkty lasteliy transformacija. Sie vektoriai buvo keliami j kompetentines E. coli DH5a lasteles,
kurios buvo paruostos pagal Chen ir kt. (2001) pateikta protokola, naudojant cheminés
transformacijos metoda. Sio metodo metu 200 uL kompetentiniy lasteliy sumaiSomos su 5 pL
ligavimo miSinio, viskas atlickama Saltai, ledo vonel¢je. Toliau kompetentiniy lasteliy ir ligato
misinys inkubuojamas 4°C temperatiiroje 30 min. Po inkubacijos, Igstelés paveikiamos kars¢io Soku
(42 °C, 2 min.). Sis metodo Zingsnis labai svarbus, nes dél staigaus temperatiiros padidéjimo (nuo 4
°C iki 42 °C), lasteliy membranoje susiformuoja poros, per kurias j lasteles gali patekti norima
pernesti DNR. I§ karto po kar$¢io Soko, lastelés dedamos atgal j ledo vonele, kur Igsteliy membrany
poros uzsiveria (Panja ir kt., 2006). Toliau lastelés gaivinamos jas uZpilant 200 uLL LB terpés ir
inkubuojant 37 °C temperatiiroje 30 min. Sis etapas svarbus, nes lastelés, turindios rekombinantinj
vektoriy su atsparumo antibiotikui bla genu, gaivinimo metu gali susintetinti B-laktamaze, kuri ir
suteikia lastelei atsparumg ampicilinui (Hanahan, 1983). Galiausiai lgstelés iSséjamos ant kiety

LB*™ terpiy ir inkubuojamos 12-16 val. 37 °C temperatiiroje.

2.2.9. Bakteriniu kolonijy PGR
Po cheminés lasteliy transformacijos ir inkubacijos 12-16 val. 37 °C temperatiiroje ant
atrankios LB*™ terpés uzaugusios E. coli DH5a Igsteliy kolonijos toliau analizuojamos kolonijy
PGR metodu (Bergkessel ir Guthrie, 2013). Nuo l¢kstelés pipetés galu uzkabinama pusé tikrinamos

kolonijos ir suspenduojama paruostame 20 puL reakcijos miSinyje (2.7 lentelé). PGR Siuo atveju
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naudojamas DreamTaq polimerazés miSinys (DreamTaqg Hot Start PCR Master Mix, Thermo Fisher

Scientific). Reakcijos misinys bei PGR salygos pateikti 2.7 ir 2.8 lentelése.

2.7 lentelé. Bakteriju koloniju PGR atlikti maiSomas PGR miSinys. Naudojamas DNR polimerazés
DreamTaq Hot Start misinys (DreamTaq Hot Start PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)), DNR matrica
(pusé tiriamos kolonijos), sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific) ir pradmenys
(pateikti 2.2 lenteléje).

Reagentas Koncentracija
DreamTaq Hot Start Master Mix (2x) 1x
Tiesioginis pradmuo 0,5uM
Grjztamasis pradmuo 0,5 uM

DNR matrica

Pusé¢ kolonijos

Sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy Iki 20 puL

2.8 lentelé. Vykdomos koloniju PGR salygos.

Stadija Temperatiira, °C Laikas Cikly skaicius
Pirminé denatiiracija 95 3 min. 1
Denatiiracija 95 30s

Pradmeny prilydymas 72 30s 30
Ilginimas 72 1 min.

Galutinis ilginimas 72 10 min. 1

Po PGR, méginiai analizuojami taikant elektroforeze agarozés gelyje. Jei kolonija patvirtinama,
kaip turinti rekombinanting plazmidg, likusi jos dalis perséjama ant naujos kietos LB terpés ir
inkubuojama 12-16 val. 37 °C temperatiiroje. IS uzaugusios kulttros lasteliy iSskiriama plazmidiné

DNR (kaip aptarta 2.2.1. skyriuje). Isskirta pDNR toliau darbe buvo veikiama restrikcijos

endonukleazémis, sekvenuojama ir naudojama mieliy Igsteliy transformacijai.

2.2.10. Rekombinantinés DNR perkélimas j kompetentines S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*]
kamieno lasteles cheminés transformacijos biidu

Kompetentinés mieliy S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno lgstelés ruoSiamos ir jy
cheminé transformacija atliekama remiantis Aitmanaité ir kt. (2021). Pirmiausia minéto kamieno
lastelés yra $vieziai atséjamos ant YPD terpés ir auginamos 3 paras, 30 °C. Toliau 1 lgsteliy kolonija
pers¢jama j 5 mL skystos YPAD terpés (YPD terpé, papildyta steriliu 10 mM adenino tirpalu (15
pL/mL)) ir lastelés auginamos 16-20 val. 30 °C, 130 aps./min. Po auginimo 500 pL kultiros
perkeliama j 50 mL skystos YPAD terpés ir auginama 30 °C, 130 aps./min. iki kol pasiekiamas OTeoo
=0,7. Lastelés surenkamos centrifuguojant 5 min., 1000 xg, kambario temperattiroje. Tuomet Igstelés
praplaunamos steriliu dejonizuotu vandeniu ir centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis.
Galiausiali, lgstelés suspenduojamos 300 pL sterilaus LIOAC/TE tirpalo.

ParuoSus kompetentines mieliy lgsteles, toliau vykdoma cheminé transformacija. 100 pL

lasteliy sumaiSoma su 1 pg vektoriaus (skirtingas mutacijas turin¢iu arba natyviu pRSCupSup35-
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GFP), 20 pL lasisos spermos DNR (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), kuri prie§ naudojimag
paveikiama 98 °C temperatiira, 10 min., bei su 600 pL transformacijos miginio. Sis misinys purtomas,
kol tampa homogenisku, o tada inkubuojamas 30 min., 30 °C, 250 aps./min. Po inkubacijos
pridedama 70 uL DMSO, miSinys iSmaiSomas ir veikiamas kar$¢iu 15 min., 42 °C, 250 aps./min.
Tuomet Igstelés surenkamos centrifuguojant 30 s, 10000 xg, suspenduojamos 200-300 uL steriliame
dejonizuotame vandenyje ir i§sé¢jamos ant kietos SC be uracilo terpés. Mieliy lastelés auginamos 3—

5 paras, 30 °C temperatiiroje.

2.2.11. Mieliy kolonijy PGR
Po cheminés mieliy lgsteliy transformacijos ir inkubacijos 3-5 paras, 30 °C temperatiiroje ant
kietos SC be uracilo terpés (SC'™), uzaugusios lastelés analizuojamos kolonijy PGR metodu
(Bergkessel ir Guthrie, 2013). Pipetés galu uzkabinama dalis mieliy kolonijos nuo lékstelés ir
suspenduojama 20 pL paruosto reakcijos misinio. Reakcijos misinys ir PGR salygos pateikti 2.9 ir
2.10 lentelese.

2.9 lentelé. Mieliy kolonijy PGR atlikti sumaiSomas PGR miSinys. Naudojama Phusion DNR polimerazés
(Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)), ANTP (Thermo Fisher Scientific), DNR
matrica (pusé tiriamos kolonijos), sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific) ir
pradmenys (pateikti 2.4 lenteléje).

Reagentas Koncentracija
5x Phusion HF buferis 1x

10 mM dNTP 200 uM kiekvieno
Tiesioginis pradmuo 0,5uM
Grjztamasis pradmuo 0,5 uM
DNR matrica Pusé kolonijos
Sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy Iki 20 puL

2.10 lentelé. Vykdomos mieliy kolonijy PGR salygos.

Stadija Temperatiira, °C Laikas Cikly skaicius
Pirmin¢ denatiiracija 98 30s 1
Denatiiracija 98 10s

Pradmeny prilydymas 60 45s 35
Ilginimas 72 2 min.

Galutinis ilginimas 72 5 min. 1

Po atliktos PGR gauti méginiai analizuojami taikant elektroforeze agarozés gelyje. Teigiami

klonai perséjami ant naujos kietos SC™"™ terpés.
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2.2.12. Tikslinio baltymo sintezés indukcija vario jonais S. cerevisiae 74-D694 [psi’][PIN*]
kamieno mieliy lastelése
Darbe kaip mieliy raiSkos vektorius naudojamas pRSCup, kuriame tikslinis genas, turintis
mutacijg arba ne, yra jterptas Salia vario jonais indukuojamo promotoriaus CUP1 (Thiele, 1988). D¢l
Sios priezasties tikslinio baltymo indukcija buvo vykdoma j terpe su lastelémis pridedant sterilaus
vario sulfato tirpalo iki galutinés 15-100 uM koncentracijos. Mielés S. cerevisiae 74-D694 [psi
J[PIN*]  kamieno  Igstelés,  turin¢ios = pRSCupSup35-GFP,  pRSCupSup35N8A-GFP,
PRSCupSup35N9A-GFP, pRSCupSup35Q10A-GFP, pRSCupSup35Q11A-GFP plazmides, buvo
auginamos 5 mL skystoje SC" terpé¢je. Taip pat, kaip kontrolé buvo naudojama ne tik mieliy lgstelés,
turin€ios natyvig plazmide, bet ir 1gstelés, neturinCios jokios plazmidés. Mielés be plazmidés buvo
auginamos 5 mL skystoje SC* terpéje. Induktorius buvo pridedamas lgsteléms pasiekus 0,7-0,9 optinj
tankj. Baltymo indukcija buvo vykdoma 1-24 val., o indukcijos salygos parinktos remiantis Glover
ir kt. (1997), Pena ir kt. (1998), Wang (2006), Liu ir kt. (2015).

2.2.13. Visos lastelés baltymy skyrimas i§ mieliy Sarminés lizés metodu

UZzauginus kultliras, buvo paimami mieliy lasteliy meéginiai, kurie toliau centrifuguojami 5
min., 1500 xg, kambario temperatiiroje. Lasteles nucentrifugavus, supernatantas nupilamas, lgstelés
perkeliamos j ledo vonelg ir suspenduojamos 150 pL alto, sterilaus 2 M LiOAc tirpale. Sis miinys
inkubuojamas 10 min. ledo voneléje, tada lastelés centrifuguojamos tomis paciomis salygomis,
supernatantas ir vél nupilamas, lastelés perkeliamos j ledo vonelg. Mégintuvélyje likusios Igstelés
suspenduojamos 150 pL Salto 0,4 M NaOH tirpalo ir miSinys vél inkubuojamas 10 min. Po
inkubacijos lastelés ir vél centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis, supernatantas nupilamas.
Galiausiai lastelés suspenduojamos 50 uL NDS-PAGE dazo buferyje ir verdamos 5 min. Gauti
meéginiai arba leidziami j poliakrilamidinj gelj, arba laikomi Saltai (—20 °C). Visy lastelés baltymy
skyrimo salygos buvo parinktos pagal Zhang ir kt. (2011).

2.2.14. Mieliy lasteliy baltymu analizé elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu (NDS-PAGE)

Gauti méginiai po visy lgstelés baltymy skyrimo Sarminés lizés metodu buvo analizuojami
taikant elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanc¢iomis saglygomis. 12 % skirstomasis ir
koncentruojamasis geliai buvo paruosiami naudojant Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell NDS-
PAGE analizés sistema. Ruosty geliy sudétys pateiktos 2.11 lenteléje. Paruosti geliai buvo uzpilami

Tris-glicino buferiu.
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2.11 lentelé. NDS-PAGE naudojamy skirstomojo ir koncentruojamojo geliy sudétys.

Reagentai - - - LTI, T L - ; :
12 % skirstomasis gelis (5 mL) | Koncentruojamasis gelis (2 mL)

Dejonizuotas vanduo 1,600 1,400
30 % akrilamidas* 2,000 0,330
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,300 -

1 M Tris (pH 6,8) - 0,250
10 % SDS 0,050 0,020
10 % APS 0,050 0,020
TEMED 0,002 0,002

* Akrilamido tirpalas: 30 % akrilamido ir bisakrilamido tirpalas, sumaiSytas santykiu 29:1 atitinkamai.

I geliy Sulinélius buvo uznesama po 15 puLL. méginio ir 5 pL baltymy molekulinio dydzio Zymens

(SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard, 3 to 198 kDa, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).

NDS-PAGE metodu atliktai baltymy analizei saglygos buvo pasirinktos remiantis Bio-Rad gamintojo

pateiktomis rekomendacijomis. Elektroforezé vykdyta palaikant 10 mA, 180 V, 10 W salygas, kol

méginiuose esantis dazas pasiekia skirstomaji gelj. Dazui pasiekus skirstomaji gelj, elektros srovés

stipris padidinamas iki 20 mA, o kitos salygos palickamos tokios pacios. Baltymams pasiskirs¢ius,

geliai buvo vizualizuojami juos dazant Roti®-Blue (Carl Roth) baltymy dazymo tirpalu pagal

gamintojo pateiktas rekomendacijas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Sup35 baltymo GNNQQNY sekos mutantiniy varianty kiirimas ir klonavimas

3.1.1. Vietai specifiné mutagenezé

Mieliy baltymo Sup35 GNNQQNY sekoje pasirinkta atlikti N8A, N9A, QI0A ir QI1A
mutacijas remiantis in silico atliktu tyrimu (Zheng ir kt., 2006). Sj tyrima atlikusi komanda teigia,
kad jvedus mutacijas Sup35 baltymo 8, 10 arba 12 aminortigs¢iy pozicijose, turéty biiti suardyta
sterinio uztrauktuko strukttra, kuri svarbi priono agregavimosi procesui (placiau aptarta 1.4.3.
skyriuje). Siam darbui in vivo sistemoje pasirinkta pakeisti 4 aminorugstis — N8A, N9A, Q10A ir
Q11A, i$ kuriy 2 yra svarbios sterinio uztrauktuko struktiiros susidarymui, t.y. 8 ir 10 pozicijose
esantys argininas ir glutaminas atitinkamai. Asparagino ir glutamino aminoriigstys keistos alaninu,
nes $i aminoriigstis dél savo biofiziniy ir techniniy savybiy dominuoja mutagenezés tyrimuose
(Bromberg ir Rost, 2008).

Pasirinktos 4 mutacijos jvestos taikiniui specifinés mutagenezés per PGR metodu. Mutagenezei
naudoti sukurti mutantiniai pradmenys (2.2 lentelé). Mutantiniai pradmenys issidésto gausinamo
geno Sonuose ir apima restrikcijos endonukleaziy BamHI ir Sacll hidrolizavimo vietas. Tai svarbu
tolesniems darbo etapams, kuomet bus atlieckamas tiksliniy fragmenty lipniy galy ligavimas su mieliy
raiskos vektoriumi pRSCup. Svarbu paminéti, kad Siam darbui sukurti pradmenys (2.2 lentelé) gali
sudaryti antrines strukttiras. Norint sékmingai atlikti taikiniui specifing mutagenez¢ per PGR, biitina
uztikrinti, kad pradmenys nesudaryty antriniy strukttiry. Literatiiros Saltiniuose teigiama, kad DMSO
yra tinkamas, norint pagerinti PGR iSeigg, nes geba slopinti matricinés DNR arba pradmeny antriniy
struktiiry susidarymag (Winship, 1989; Kang ir kt., 2005). Gauti PGR produktai buvo analizuojami

taikant DNR elektroforezg agarozés gelyje (3.1 pav.).

A B .
bp Z 1 2w Z 1 2 3 4 5 6
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5000

3000
2500

5000
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3.1 pav. PGR, kurios metu j baltymo Sup35 GNNQQNY seka buvo jvedama N8A, N9A, Q10A ir
Q11A mutacijos, méginiy analizé DNR elektroforeze agarozés gelyje. A) Z — GeneRuler 1 kb DNR
zymeklis, 1 — PGR méginys, kuriame naudoti pradmenys, turintys jvesti N§A mutacijg, 1 méginio misSinj
nebuvo papildomai pridéta DMSO, 2 — PGR méginys, kuriame naudoti pradmenys, turintys jvesti N8A
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mutacijg, | méginio miinj buvo papildomai pridéta DMSO (5 %). B) Z — GeneRuler 1 kb DNR zymeklis, 1,
3, 5 — PGR meéginiai, kuriuose naudoti pradmenys, turintys jvesti N9A, Q10A, Q11A mutacijas atitinkamai, j
méginiy misinius nebuvo papildomai pridéta DMSO, 2, 4, 6 — PGR méginiai, kuriuose naudoti pradmenys,
turintys jvesti N9A, Q10A, Q11A mutacijas atitinkamai, j méginiy misinius buvo papildomai pridéta DMSO
(5 %). Raudonais staciakampiais pazyméti tiksliniai fragmentai, iSsidéstantys tarp 3 kb ir 2,5 kb zymeklio
juosteliy, kas atitinka teorinj tikslinio fragmento dydj — 2,785 kb.

Pagal gautus rezultatus (3.1 pav.) matyti, kad j reakcijos misinj tiek papildomai pridedant
DMSO (A 2 stulpelis; B 2, 4, 6 stulpeliai), tiek nepridedant (A 1 stulpelis; B 1, 3, 5 stulpeliai), tikslinio
geno pagausinimas pavyko. Pagausinti tiksliniai fragmentai issidésto tarp 3 kb ir 2,5 kb zymeklio
juosteliy, o tai atitinka ir teorinj tikslinio geno dydj (2,785 kb) (Addgene: pRSCupSup35GFP; Uckert
ir kt., 2000). Kadangi PGR pavyko ir j misinj papildomai nepridéjus DMSO, tolesniuose darbuose
buvo naudojami PGR produktai pagausinti be DMSO. Fragmentai, i$sidéste ties ~5 kb, galéty buti
pagausintas pRSCup vektorius, nes kaip matriciné DNR $ios reakcijos metu buvo naudojamas
natyvus pRSCupSup35-GFP vektorius.

Taigi, remiantis DNR elektroforezés agarozés gelyje rezultatais galima teigti, kad tiksliniy
geny, galimai turinéiy norétas jvesti mutacijas, pagausinimas pavyko. Visi gauti tiksliniai fragmentai,
kuriy pagausinimui reakcijos misinyje nebuvo pridéto DMSO, buvo gryninami i§ gelio ir naudojami
ligavimo reakcijai su klonavimo vektoriumi pJET1.2/blunt. Gautos plazmidés su galimai jvestomis
skirtingomis N8A, N9A, Q10A ir Q11A mutacijomis toliau buvo naudojamos E. coli DH5a. 1gsteliy
transformacijai. Tolimesniuose darbo etapuose, siekiant jsitikinti, kad kiekvienas i§ pagausinty

fragmenty turi tiksling mutacija, méginiai buvo iSsiysti DNR sekoskaitai, kurios rezultatai bus

pateikiami 3.1.4. skyriuje.

3.1.2. Tiksliniy geny jterpimas j klonavimo vektoriy ir perkélimas j E. coli DH5a kamieno
lasteles

Atlikus taikiniui specifing mutageneze per PGR gauti produktai Sup35N8A-GFP, Sup35N9A-
GFP, Sup35Q10A-GFP, Sup35Q11A-GFP turi bukus galus, nes jy pagausinimui buvo naudojama
dideliu tikslumu pasizyminti Phusion polimerazé (placiau aptarta 2.2.5 skyriuje). Tolimesniuose
darbo etapuose buvo naudojamas mieliy raiSkos pRSCup vektorius, kuris yra Saudyklinis.
Saudykliniai vektoriai pasizymi tuo, kad gali biiti naudojami skirtingy tipy lastelése, kaip ir §iuo
atveju — bakterijose E. coli ir mielése S. cerevisiae (Scott ir kt., 2021). Siame darbe naudojama SaclI
restrikcijos endonukleaze, kuri pasizymi savybe hidrolizuoti DNR seka tik atpazinusi dvi sekos
kopijas. Dél Sios restriktazés savybés iSkyla problema, jog PGR produkto ligavimas su vektoriumi
gali buti neefektyvus, nes biity sunku islaikyti tinkama tikslinio fragmento ir vektoriaus santykj. Taigi

pirmiausia perkeliant tikslinius fragmentus | klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir toliau sukurtus
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vektorius paveikiant restrikcijos endonukleazémis, galima uztikrinti 5¢ ir 3¢ lipnius galus turin¢iy
seky buvima.
E. coli DH5a Igsteliy cheminei transformacijai buvo naudojami po ligavimo reakcijos su
pJET1.2/blunt sukurti klonavimo vektoriai:
e pJET1.2/bluntSup35N8A-GFP (toliau pJET-N8A),
e pJET1.2/bluntSup35N9A-GFP (toliau pJET-N9A),
e pJET1.2/bluntSup35Q10A-GFP (toliau pJET-Q10A),
o pJET1.2/bluntSup35Q11A-GFP (toliau pJET-Q11A).
Lastelés buvo kultivuojamos ant atrankios LB™™ terpés, uzaugusiy transformanty kolonijy

Kiekis pateiktas 3.2 pav.

A pJET-NSA pJET-N9A pJET-Q10A pJET-Q11A

3.2 pav. Ant kietos LB™™ terpés uZaugusios lasteliy kolonijos po cheminés transformacijos su
pJET-N8A, pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A vektoriais. A — pavaizduotos po cheminés
transformacijos uzaugusios lasteliy kolonijos, kurios buvo transformuotos vektoriumi, galimai turinciu
nurodyta mutacija. B — teigiama (+K) ir neigiama (—K) kontrolés, naudotos atliekant transformacijg su pJET-
N8A vektoriumi; +K naudota pRSCupSup35-GFP plazmidg, turinti natyvy SUP35-GFP gena, o —K — lgstelés
nebuvo inkubuotos su vektoriumi. C — teigiama (+K) ir neigiama (-K) kontrolés, naudotos atlickant
transformacijg su pJET-N9A, pJET-QL0A ir pJET-Q11A vektoriais; +K naudota pRSCupSup35-GFP
plazmidé, turinti natyvy SUP35-GFP gena, o —K — Igstelés nebuvo inkubuotos su vektoriumi.

Remiantis 3.2 pav. pateiktais rezultatais, galima teigti, kad transformuotos E. coli bakterijos
geba augti ant atrankios LB*@™ terpés. Bakterijy transformacija su pJET-N8A vektoriumi (toliau —
pirmoji transformacija) ir transformacijos su pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A vektoriais
(toliau — antroji transformacija) buvo atliktos nepriklausomai, todél pateikiami 4 kontroliniai lasteliy

meéginiai (3.2 pav. B, C). Po pirmosios transformacijos galima matyti daugiau nei 500 uzaugusiy
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transformanty kolonijy (3.2 pav. A pJET-N8A), 0 po antrosios transformacijos matomos 26, 104 ir
62 transformanty kolonijos atitinkamai pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A (3.2 pav. A). Lyginant
uzaugusiy kolonijy kieki po pirmosios transformacijos su kolonijy kiekiu po antrosios
transformacijos, matomas rySkus skirtumas — po pirmosios transformacijos stebimas gausesnis
kolonijy augimas tiek kontroliniame, tiek méginiuose. Toks rezultatas galé¢jo priklausyti nuo
kompetentiniy lasteliy paruosimo arba efektyvesnio pJET1.2/blunt ir tiksliniy fragmenty su
skirtingomis mutacijomis ligavimo. Neigiamose kontrolése (3.2 pav. B, C ,—K*) nepastebétas
kolonijy augimas. Tokio rezultato ir tikétasi, kadangi lgstelés neturinCios vektoriaus su atsparumo
ampicilinui genu, negali iSgyventi ant atrankios terpés, papildytos ampicilinu (Bangen ir kt., 2004).
Pagal pJET1.2/blunt vektoriaus protokola, kurj pateikia gamintojas, teigiama, kad lastelés, po
transformacijos turinCios vektoriy be jterpto tikslinio fragmento, i$sétos ant mitybinés terpés
neiSgyvens, nes tokiu atveju vektoriuje esantis letalus genas eco417IR nebus pertraukiamas ir bus
susintetinamas. Visgi siekiant jsitikinti, kad lastelés tikrai turi vektoriy su reikiamo ilgio insertu, buvo

atlieckamas kolonijy PGR, o gauti méginiai analizuojami DNR elektoroforeze agarozés gelyje (3.3

pav.).
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3.3 pav. Koloniju PGR méginiy analizé DNR elektroforeze agarozés gelyje po E. coli DH5a lasteliy
transformacijos pJET-N8A, pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A vektoriais. A) Z — GeneRuler 1 kb
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DNR zymeklis, 1-10 — PGR méginiai, kuriems buvo atsitiktinai pasirinktos transformanty kolonijos, kuriy
transformacijai naudotas N8A mutacija galimai turintis vektorius. B) Z — GeneRuler 1 kb DNR Zymeklis, 1—
12 — PGR méginiai, kuriems buvo atsitiktinai pasirinktos transformanty kolonijos, kuriy transformacijai
naudoti N9A (1-4), Q10A (5-8), Q11A (9-12) mutacijas galimai turintys vektoriai. Raudonais staciakampiais
pazyméti pagausinti tiksliniai fragmentai, kurie i$sidésto tarp 3 kb ir 2,5 kb Zymeklio juosteliy, kas atitinka
teorinj tiksliniy fragmenty dyd;j — 2,785 kb.

Pagal 3.3 pav. A matomus rezultatus, nustatyta, kad N8A mutacijos atveju 8 i§ 10 atsitiktinai
pasirinkty transformanty kolonijy turéjo plazmide su tiksliniu fragmentu. Fragmentai i$sidésto tarp 3
kb ir 2,5 kb Zymeklio juosteliy, o tai atitinka ir teorinj inserto dydj (2,785 kb) (Addgene:
pPRSCupSup35GFP; Uckert ir kt., 2000). I$ transformanty kolonijy, kuriy transformacija atlikta su
pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A vektoriais, pasirinkta patikrinti po 4 kolonijas (3.3 pav. B).
nustatyta, kad 7 i§ 12 tikrinty kolonijy turi tikslinius fragmentus. Matomi fragmentai i$sidésto tarp 3
kb ir 2,5 kb zymeklio juosteliy, o tai atitinka tikslinio fragmento dydj — 2,785 kb.

Remiantis 3.3 pav. matomais rezultatais, teigiamy transformanty pasirinktos kolonijos buvo
persétos ant kiety LB*¥™P terpiy ir inkubuotos 12-16 val. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos i$skirta
transformanty plazmidiné DNR, kuri toliau buvo analizuojama taikant restrikcija. Restrikcinés
analizés rezultatai pateikti 3.4 pav. Si analizé naudota siekiant ne tik paruosti tikslinius fragmentus
ligavimui su mieliy raiskos vektoriumi pRSCup, bet taip pat buvo patikrinti tiksliniy fragmenty bei
vektoriy molekuliniai dydziai. IS ,,Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedros* muziejuje saugomy
E. coli DH5a kamieno lasteliy, turin¢iy pRSCupSup35-GFP plazmidg, buvo iSskirta minéta plazmidé
(3.4 pav. A 2 takelis). Sis vektorius taip pat buvo hidrolizuojamas restrikcijos endonukleazémis su
tikslu gauti pRSCup vektoriaus karkasg, kuris toliau bus naudojamas ligavimo reakcijoje su tiksliniais

fragmentais.

250 250

3.4 pav. Po kolonijy PGR atrinkty E. coli DH5Sa transformanty bei pRSCupSup35-GFP
plazmidZiy restrikciné analizé. A) Z — GeneRuler 1 kb DNR Zymeklis, 1 — pJET-N8A vektorius,
hidrolizuotas BamHI, Sacll ir Scal restrikcijos endonukleazémis, tarp 3 kb ir 2,5 kb zymeklio juosteliy
i8sidéstes rekombinantinis Sup35N8A-GFP fragmentas, kas atitinka teorinj tikslinio fragmento dydj (2,785
kb), ties 2,5 kb ir 1 kb Zymeklio juostelémis iSsidéste pJET1.2/blunt vektoriaus fragmentai; 2 — pPRSCupSup35-
GFP vektorius, hidrolizuotas BamHI ir Sacll restrikcijos endonukleazémis, ties 5 kb zymeklio juostele
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issidestes pRSCup vektoriaus karkasas, o ties ~3 kb issidéstes natyvus Sup35-GFP fragmentas. B) Z —
GeneRuler 1 kb DNR Zymeklis, 1, 2, 3 — pJET-N9A, pJET-Q10A ir pJET-Q11A vektoriai atitinkamai, kurie
buvo hidrolizuoti BamHI, Sacll ir Scal restrikcijos endonukleazémis, tiksliniai fragmentai iSsidésto tarp 3 kb
ir 2,5 kb zymeklio juostelémis, kas atitinka teorinj tiksliniy fragmenty dydj (2,785 kb), ties 2,5 kb ir 1 kb
7ymeklio juostelemis i¥sidéste pJET1.2/blunt vektoriaus fragmentai. Zaliu ir raudonais statiakampiais
pazymeéti tiksliniai fragmentai: Zaliu staciakampiu apibrauktas pRSCup vektoriaus karkasas, o raudonais
staciakampiais — tiksliniai fragmentai, galimai turintys jvestas mutacijas.

Remiantis gautais rezultatais (3.4 pav.) padaryta iS§vada, kad naudoti pJET-N8A, pJET-N9A,
pJET-Q10A, pJET-Q11A bei pRSCupSup35-GFP vektoriai buvo tinkamai hidrolizuoti restrikcijos
endonukleazémis bei atitinka teorinius dydzius. Svarbu paminéti, kad skirtingas kiekis gauty
fragmenty po DNR restrikcijos reakcijos matomas todél, kad pJET1.2/blunt plazmidés buvo
hidrolizuojamos naudojant 3 restriktazes — BamHI, Sacll ir Scal, 0 pRSCupSup35-GFP plazmidés
hidrolizei naudotos 2 restriktazés — BamHI ir Sacll. Klonavimo vektorius pJET1.2/blunt papildomai
hidrolizuotas Scal restriktaze, nes prieSingu atveju, tiksliniy fragmenty ir vektoriaus karkasy
molekuliniai dydziai biity labai panasiis (2,785 kb ir 2,974 kb atitinkamai), todél gryninimo i$ gelio
metu fragmentus biity sunku tinkamai atskirti.

3.4 pav. Al galima matyti, kad tikslinis fragmentas, galimai turintis N8A mutacija, i$sidésto
ties 3 kb zZymeklio juostele, kas atitinka teorinj tikslinio fragmento dydj (2,785 kb). Ties 2,5 kb ir 1
kb i8sidésto pJET1.2/blunt vektoriaus fragmentai. 3. 4 pav. A2 matomi iSsidéste pRSCupSup35-GFP
restrikcijos endonukleazémis hidrolizuoti fragmentai. Ties 5 kb Zymeklio juostele i$sidéstes pRSCup
vektoriaus karkasas, o ties 3 kb — natyvus Sup35-GFP fragmentas. Pagal 3.4 pav. B matyti, jog
tiksliniai fragmentai iSsidésto ties 3 kb zymeklio juostele, kas taip pat atitinka teorinj tiksliniy
fragmenty dydj (2,785 kb). Ties 2,5 kb ir 1 kb iSsidéste pJET1.2/blunt vektoriaus fragmentai. Visi
tiksliniai fragmentai (3.4 pav. zaliu ir raudonais sta¢iakampiais pazyméti fragmentai) buvo i$pjauti is

gelio ir i§gryninti, kad buity galima toliau atlikti antraja ligavimo reakcija.

3.1.3. Tiksliniy geny jterpimas j mieliy rai§kos vektoriy ir perkélimas j E. coli DH5a kamieno
lasteles
Po restrikcinés analizés gauti ir i$ gelio i$gryninti tiksliniai fragmentai ir pRSCup vektoriaus
karkasas turi 5° ir 3 lipnius galus, todél yra tinkami ligavimo reakcijai atlikti. Siai reakcijai atlikti
buvo reikalinga apsiskaiciuoti, kokie inserto:vektoriaus kiekiai buity tinkami naudoti pagal inserto bei
vektoriaus dydzius. Skai¢iavimai atlikti naudojantis NEBioCalculator® svetaine. Pasirinkti 1:1, 2:1 ir
3:1 inserto:vektoriaus santykiai. Atlikus ligavimo reakcijg gauti 4 vektoriai, turintys skirtingas
mutacijas:
e pPRSCupSup35N8A-GFP (toliau pPRSCupN8A),
e pRSCupSup35N9A-GFP (toliau pPRSCupN9A),

e pRSCupSup35Q10A-GFP (toliau pRSCupQ10A),
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e pRSCupSup35Q11A-GFP (toliau pRSCupQ11A).
Toliau sukurti vektoriai buvo naudojami cheminei E. coli DH50 kamieno Igsteliy
transformacijai siekiant juos pagausinti. 3.5 pav. pateiktos tik ty kiety LB*™" terpiy nuotraukos, ant
kuriy uZaugusios transformanty kolonijos buvo panaudotos tolesniuose darbuose (kity léksteliy

nuotraukos pateikiamos 2 priede).

A B

pRSCup-N8A (2:1)

pRSCup-N9A (2:1)

D
pRSCup-Q10A (3:1) pRSCup-Q11A (3:1)

3.5 pav. Ant kietos LB™™ terpés uZaugusios lasteliy kolonijos po cheminés transformacijos su
pRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriais. Pavaizduotos po cheminés
transformacijos uzaugusios lasteliy kolonijos, kurios buvo transformuotos pPRSCup-N8A (A), pRSCup-N9A
(B), pRSCup-Q10A (C) ir pRSCup-Q11A (D) vektoriais, galimai turin¢iais nurodytas mutacijas. Skliaustuose
nurodytas inserto:vektoriaus kiekis, naudotas tiksliniy fragmenty ir pRSCup vektoriaus ligavimo reakcijoje.

Remiantis 3.5 pav. rezultatais, galima teigti, kad transformuotos E. coli DH5a kamieno lastelés
gebéjo augti ant atrankios LB™™ terpés, vadinasi transformacija pavyko — j lgsteles sékmingai
perkeltas pRSCup vektorius. Taip pat, pastebétas skirtingas transformanty kolonijy kiekis — 27, 1, 24
ir daugiau nei 800 kolonijy atitinkamai (3.5 pav. A, B, C, D), kurj galéjo nulemti ligavimo reakcijos
efektyvumas. Siekiant nustatyti teigiamy transformanty kolonijas, buvo atsitiktinai pasirinktos
transformanty kolonijos ir atliktas kolonijy PGR. Gauti méginiai buvo analizuojami taikant
elektroforeze agarozés gelyje (3.6 pav.).
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3.6 pav. Kolonijy PGR méginiy analizé DNR elektroforeze agarozés gelyje po E. coli DH5a 1asteliy
transformacijos sukurtais rai$kos vektoriais. A) Z — GeneRuler 1 kb DNR Zymeklis, 1-10 — PGR méginiai,
kuriems buvo atsitiktinai parinktos transformanty kolonijos, galimai turin¢ios inserta su NSA mutacija. B) Z
— GeneRuler 1 kb DNR zymeklis, 1-5 — PGR meéginiai, kuriems buvo atsitiktinai parinktos transformanty
kolonijos, galimai turin¢ios inserta su N9A mutacija. C) Z — GeneRuler 1 kb DNR zymeklis, 1-5 — PGR
méginiai, kuriems buvo atsitiktinai parinktos transformanty kolonijos, galimai turin¢ios inserta su Q10A
mutacija. D) Z — GeneRuler 1 kb DNR zymeklis, 1-5 — PGR méginiai, kuriems buvo atsitiktinai parinktos
transformanty kolonijos, galimai turinCios insertg su QI1A mutacija. Raudonais staciakampiais pazyméti
pagausinti tiksliniai fragmentai.

Pagal gautus rezultatus matyti (3.6 pav. A), kad i§ 10 tirty kolonijy 4 turi tinkamo dydzio
Sup35N8A-GFP inserta, kuris i$sidésto tarp 3 kb ir 2,5 kb Zymeklio juosteliy, o tai atitinka ir teorinj
inserto dydj (2,785 kb) (Addgene: pRSCupSup35GFP; Uckert ir kt., 2000). Atliekant kolonijy PGR
su kitais sukurtais insertais buvo pasirinkta patikrinti po 5 kolonijas, pagal gautus rezultatus teigiamy
transformanty nustatyta po vieng (3.6 pav. B ir C) arba du (3.6 pav. D). Remiantis 3.6 pav. rezultatais
teigiami transformantai buvo persé¢jami ant kiety LB™™ terpiy ir inkubuojami 12-16 val. 37 °C.
Tuomet buvo isskiriama transformanty plazmidiné DNR ir analizuojama taikant restrikcine analizg.

Reakcijos produktai analizuoti taikant DNR elektroforeze agarozés gelyje (3.7 pav.).
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3.7 pav. Sukurty pRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Ql1A vektoriy
restrikcinés analizés produkty analizé DNR elektroforeze agarozés gelyje. Z — GeneRuler 1 kb DNR
zymeklis, 1, 2, 3, 4 — restrikcijos endonukleaziy BamHI ir Sacll hidrolizuotos plazmidés, turincios tikslinius
fragmentus su N8A, N9A, Q10A arba Q11A mutacijomis atitinkamai. Ties 5 kb zymeklio juostele i$sidésto
pRSCup vektoriaus karkasas, o tarp 3 kb ir 2,5 kb zymeklio juosteliy — tiksliniai fragmentai.

Pagal 3.7 pav. gauta rezultatg patvirtinta, kad visi sukurti pPRSCup vektoriai turi teorinj inserto
dydj atitinkancius tikslinius fragmentus, kurie i$sidésto tarp 3 kb ir 2,5 kb zymeklio juosteliy. Po
restrikcinés analizés patvirtintos plazmidés, buvo siunciamos sekoskaitai, kad biity patvirtintas

mutacijy buvimas.

3.1.4. Sukurty Sup35 baltymo GNNQQNY sekos mutantiniy varianty analizé sekoskaitos
budu
Siekiant patvirtinti, ar kuriami baltymo Sup35 GNNQQNY sekos mutantiniai variantai tikrai
turi N8A, N9A,Q10A ir Q11A mutacijas, gautos plazmidés buvo pateikiamos ,,Azenta Life Sciences*
sekoskaitos tyrimui atlikti. Sekoskaitai pateiktos po restrikcinés analizés patvirtintos pJET1.2/blunt
bei pRSCup plazmidés, turincios tinkamo dydzio tikslinius genus. Taip pat, pateikti ir iSgryninti PGR
produktai po mieliy kolonijy PGR su tikslu patvirtinti, kad | mieliy Iasteles perkeltos plazmidés su

tiksliniais fragmentais vis dar turi jvestas mutacijas. Gauti sekoskaitos rezultatai pateikti 3.8 pav.
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A 13 45
Sup35 (natyvi baltymo nukleoriigiciy seka) AACCAAGGUAACAATCAGCAAAACTACCAGCAA

Sup35 (natyvi aminoragiciy seka) >N >Q N> N> Q > Q >N >Y > Q) Q >

pJET1.2/bluntSup3SNSA-GFP AACCAAGG(GCCAATCAGCAAAACTACCAGCAA
PRSCupSup35SNSA-GFP (£. coli) AACCAAGGUGCCAATCAGCAAAACTACCAGCAA
pRSCupSup35SNBA-GFP (S. cerevisiae) AACCAAGGUGCCAATCAGCAAAACTACCAGCAA

)NJQ A)PNYQIQ)IN)Y )Q)Q)

B 13 45
Sup35 (natyvi baltymo nukleoriigsciy seka) AACCAAGGCAAUAATICAGCAAAACTACCAGCAA

Sup35 (natyvi aminoriigsciy seka) >N>Q - N>N Q) Q >N >Y > Q> Q >

pRSCupSup35NOA-GFP (E. coliy AACCAAGGCAA(GCTCAGCAAAACTACCAGCAA
PRSCupSup35SNOA-GFP (S. cerevisiae) AACCAAGGCAA(GCTCAGCAAAACTACCAGCAA

XNYQIG) N)AYQIQON DY 7Q)Q)

13 45
Sup35 (natyvi baltymo nukleortgsciu seka) AACCAAGGCAACAA Il( AGCAAAACTACCAGCAA

Sup35 (natyvi aminoriigséiu seka) >N>Q - N>N> Q >Q >N >Y > Q) Q >

pRSCupSup35Q10A-GFP (E. coli) AACCAAGGCAACAATIGCGCAAAACTACCAGCAA
pRSCupSup35QI0A-GFP (S. cerevisiae) AACCAAGGCAACAATGCGLCAAAACTACCAGCAA

>N>Q-N>NI_A‘I>Q>N>Y>O)Q>

D 13 45
Sup35 (natyvi baltymo nukleoriigsciu seka) AACCAAGGCAACAATCAGCAAAACTACCAGCAA

Sup35 (natyvi aminorigsciy seka) >N ) Q - N)N) Q Q >N >Y > Q> Q >

PRSCupSup35Q11A-GFP (E. coli) AACCAAGGCAACAATCAGIGCAAACTACCAGCAA
pRSCupSup33Q11A-GFP (S. cerevisiae) AACCAAGGCAACAATCAGIGCAAACTACCAGCAA

XNIQIG) N)NYQIAINDY )QYQ)

3.8 pav. Apibendrinti sekoskaitos rezultatai, gauti nusekvenuotas sekas sulyginant su natyvia
Sup35 ,,Benchling* svetainés pagalba.

Pagal gautus rezultatus (3.8 pav.) padaryta iSvada, kad Sup35 baltymo GNNQQNY sekos
mutantiniai variantai sukurti s€¢kmingai. Galima matyti, kad jvestos N8A, N9A, Q10A ir Q11A (3.8
pav. A, B, C, D atitinkamai) mutacijos atliekant jvairius tyrimo Zingsnius nebuvo istaisytos ir iSliko
tiksliniy baltymy nukleortig§¢iy sekose visy etapy metu. Svarbu paminéti, kad kity pakitimy
tiksliniuose fragmentuose, nei noréta jvesti, nebuvo pastebéta (Siame darbe nejtraukta dél duomeny

gausos ir apsunkinto jy pateikimo).
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3.2. Rekombinantiniy baltymy sintezés analizé S. cerevisiae 74-D694 [psi'][PIN*] kamieno
lastelese
3.2.1. Mieliy l1asteliy cheminé transformacija

Siekiant atlikti sukurty baltymo Sup35 GNNQQNY sekos mutantiniy varianty sinteze S.
cerevisiae 74-D694 [psi‘][PIN'] kamieno Igstelése, buvo atlikta cheminé mieliy Igsteliy
transformacija. Sis mieliy kamienas turi ura3-52 mutacija, kuri nulemia tai, jog mieliy lasteles po
transformacijos galima atrinkti pagal auksotrofiSkuma, nes §ios negeba sintetinti uracilo (Gene:
URA3 (YELO021W) - Summary - Saccharomyces_cerevisiae - Ensembl; Krastanova ir kt., 2005;
Zvingila, 2008). Siame darbe naudojamas mieliy raiskos vektorius pRSCup, turintis URA3 geno
kopija, leidzia vektoriy turin¢ioms lgsteléms augti terp¢je be uracilo. Mieliy lasteliy transformacija
atlikta su sukurtais pRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pPRSCup-Q11A vektoriais. Gauti
rezultatai pateikti 3.9 pav.

A
pRSCup-NSA pRSCup-N9A pRSCup-QI10A pRSCup-Ql11A

3.9 pav. Ant kietos SC" terpés uzaugusios lasteliy kolonijos po cheminés mieliy transformacijos
su pRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriais. A — pavaizduotos po
cheminés transformacijos uzaugusios lasteliy kolonijos, kurios buvo transformuotos atitinkamai nurodytais
vektoriais. B — teigiama (+K) ir neigiama (-K) kontrolés, naudotos atliekant transformacija su pRSCup-N8A
vektoriumi; +K naudota pRSCupSup35-GFP plazmidé, turinti natyvy SUP35-GFP gena, o —K — Igstelés
nebuvo inkubuotos su vektoriumi. C — teigiama (+K) ir neigiama (-K) kontrolés, naudotos atlickant
transformacijg su pPRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriais; +K naudota pRSCupSup35-
GFP plazmidé, turinti natyvy SUP35-GFP gena, o —K — Igstelés nebuvo inkubuotos su vektoriumi.

Pagal 3.9 pav. matomus rezultatus galima teigti, kad mieliy lasteliy transformacija pavyko
sékmingai, nes matomas lgsteliy kolonijy augimas ant turtingos sintetinés terpés be uracilo (SC?).

Lyginant gautus rezultatus matomas ryskus skirtumas tarp pPRSCup-N8A ir pRSCup-N9A, pRSCup-
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Q10A, pRSCup-Q11A transformanty kolonijy kiekio — matoma daugiau nei 1000, 89, 52, 58
kolonijos atitinkamai. Tokio rezultato priezastis galéty buti, kad pirmosios transformacijos su
pRSCup-N8A vektoriumi metu buvo arba panaudotas per didelis plazmidés kiekis transformacijos
miSinyje, arba ant atrankios SC™" terpés buvo i8sétas per didelis lasteliy kiekis (Bergkessel ir Guthrie,
2013a).

Literattiros Saltiniuose teigiama, kad mieliy Igstelés pasizymi dideliy plastiSkumu pritmdamos
svetimg DNR (Gibson ir kt., 2008a; Gibson ir kt., 2008b). Dél §ios priezasties mieliy transformanty
kolonijos buvo analizuotos kolonijy PGR metodu. Sis metodas padéjo nustatyti teigiamus
transformantus ir atrinkti tuos teigiamus transformantus, kurie neturi arba turi kuo maziau pagausinty
netiksliniy fragmenty. Atlikus kolonijy PGR gauti méginiai buvo analizuoti DNR elektroforeze
agarozés gelyje. Siuo atveju naudoti kiti pradmenys (2.4 lentelé) bei kita polimerazé nei bakterijy
kolonijy PGR atveju (Siuo atveju Phusion), nes reikalingi be klaidy pagausinti fragmentai, kuriuos
1Sgryninus bty galima pateikti sekoskaitai tiksliniy mutacijy buvimo nustatymui. Kolonijy PGR

méginiy analizés rezultatai pateikti 3.10 pav.

A B

v

bp Z NM 1 2 bpp Z NMTKTK, 1 2 3 4 5 6
10000 10000

3000 3000
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250 ....'-..

3.10 pav. Mieliy kolonijy PGR méginiy analizé elektroforeze agarozés gelyje. A) Z — GeneRuler 1
kb DNR zymeklis, NM — PGR méginys, kuriam buvo pasirinkta vektoriaus neturinti mieliy kolonija, 1-2 —
PGR méginiai, kuriems atsitiktinai pasirinktos 2 kolonijos galimai turin¢ios pRSCup-N8A vektoriy. B) Z —
GeneRuler 1 kb DNR zymeklis, NM — PGR méginys, kuriam buvo pasirinkta vektoriaus neturinti mieliy
kolonija, TK,— PGR méginiai, kuriems buvo pasirinktos atsitiktinés mieliy kolonijos turin¢ios pRSCupSup35-
GFP vektoriy (teigiama kontrol¢), 1-2 — PGR méginiai, kuriems atsitiktinai pasirinktos 2 kolonijos galimai
turin¢ios pRSCup-N9A vektoriy, 3-4 — PGR méginiai, kuriems atsitiktinai pasirinktos 2 kolonijos galimai
turin¢ios pRSCup-Q10A vektoriy, 5-6 — PGR méginiai, kuriems atsitiktinai pasirinktos 2 kolonijos galimai
turin¢ios pRSCup-Q11A vektoriy. Tiksliniai fragmentai iSsidésto ties 3 kb Zymeklio juostele, o tai atitinka
teorin] inserto dydj — 2,785 kb.

Pagal 3.10 pav. rezultatus galima teigti, jog cheminei mieliy lgsteliy transformacijai naudoti
pPRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriai pateko j lasteles. Matomi
tiksliniai fragmentai, i§sideéste ties 3 kb Zymeklio juostele, o tai atitinka teorinj inserto dyd;j (2,785

kb) (Addgene: pRSCupSup35GFP; Uckert ir kt., 2000).
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3.2.2. Mieliy lasteliy iSskirty baltymy analizé NDS-PAGE

Siekiant jvertinti baltymo Sup35 GNNQQNY sekos mutantiniy varianty sinteze S. cerevisiae
74-D694 [psi][PIN*] kamieno lgstelése, buvo indukuojama tikslinio geno raiSka. Tiksliniai
mutantiniai Sup35 baltyma koduojantys genai yra jterpiami Salia vario jonais indukuojamo CUP1
promotoriaus, esanéio pRSCup vektoriuje (Sikorski ir Hieter, 1989). Siame darbe indukcijai naudotas
sterilus vario sulfato tirpalas, kuris buvo pridedamas j SC su arba be uracilo terpe, kurioje buvo
auginamos mieliy lastelés, turincios arba ne atitinkamus vektorius. Atlikus auginimus, Sarmings lizés
metodu buvo iSskiriami visi Igstelés baltymai. Gauti méginiai analizuoti NDS-PAGE metodu, o0 gauti

rezultatai pateikti 3.11 pav. (gauty kontroliniy méginiy rezultatai pateikti 3 priede).

52



pRSCup-NSA pRSCup-NSA pRSCup-NSA pRSCup-NSA
0 val. 4 val. 18 val. 24 val.

kDa Z 0 1550100 0 15 50 100 uM kDa Z 0 15 50 100 0 15 50 100 pM
198

62
49

18

6
3

pRSCup-N9A pRSCup-N9A pRSCup-N9A pRSCup-N9A
0 val. 4 val. 18 val. 24 val.

kDa Z 0 1550100 0 1550 100 uM kDa Z 0 1550 100 0 15 50 100 uM

198
62
49

18
6
3

pRSCup-QI10A  pRSCup-QI0A pRSCup-Q10A pRSCup-Q10A
; 0 val. 4 val. } 18 val. 24 val.
kDa Z 0 1550100 0 15 50 100 uM kDa Z 0 15 50 100 0 15 50100 pM

198

62
49

18

0

pRSCup-QI11A pRSCup-Ql11A pRSCup-Ql11A pRSCup-Q11A
0 val. 4 val. 18 val. 24 val.
kDa Z 0 15 50100 0 1550100 uM kDa 0 15 50 100 0 15 50 100 uM
Ll I T ’

-
62
49
18
6
3

3.11 pav. S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN’] kamieno lgsteliy, turin¢iy pRSCup-N8A, pRSCup-
N9A, pRSCup-Q10A arba pRSCup-Q11A vektoriy, baltymy analizé NDS-PAGE metodu. Z — baltymy
dydzio Zymeklis SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard. Pateikti po indukcijos i§ surinkty lgsteliy i$skirti
baltymai. Lasteliy méginiai buvo surenkami 0 val. ir po 4 val., 18 val. ir 24 val. Tyrimo metu terpés, kuriose
buvo kultivuojamos mieliy lastelés, turin¢ios pPRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A arba pRSCup-
QI1A vektorius, buvo papildomos induktoriumi (vario sulfato tirpalas) iki galutinés 15-100 uM
koncentracijos.
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Tiksliniai baltymai yra ~103 kDa dydzio (Park ir kt., 2022), todél analizés metu didziausias
démesys kreiptas j poliakrilamidinio gelio dalj, kur pagal naudota zymeklj turéty biiti iSsidéstg tokio
dydzio baltymai. Deja, bet remiantis gautais rezultatais (3.11 pav.), negalima nustatyti, ar ties 100
kDa Zyme yra iSsidéste tiksliniai baltymai. Tokio rezultato priezastys galéty biiti nesékmingas visy
lastelés baltymy skyrimas. Tikétina, kad siekiant nustatyti mutuoty tiksliniy baltymy sinteze
pasirinkto kamieno mieliy Iastelése, reikéty iSbandyti kitokj visy lastelés baltymy skyrima arba
modifikuoti naudotg Sarmines lizés metoda.

Literaturos Saltiniuose néra pakankamai daug publikacijy, kuriose bty aprasytas efektyvus
mieliy Igsteliy baltymy iSskyrimas. Efektyviai i$skirti baltymus 1§ mieliy Igsteliy yra sunku tiek dél
didelio endogeninés proteazés aktyvumo, tick dél labai atsparios lastelés sienelés. Dél $iy priezasciy,
dauguma literatiiroje pateikiamy baltymy iSskyrimo protokoly i§ mieliy lasteliy lizés metodu yra
neoptimaltis (Mukherjee ir kt., 2020). Labai svarbu standartizuoti efektyvy baltymy iSskyrimo
metoda mieliy baltymy analizei elektroforezés budu (Bhukya ir kt., 2011). Mieliy lasteliy sienelé yra
dinamiska strukttira, apsauganti lastele nuo osmosinio slégio pokyciy ir kity aplinkos streso salygy,
tuo paciu leidzianti mieliy lastelei sgveikauti su aplinka (Bowman ir Free, 2006).

Vieno tyrimo metu buvo analizuotas mieliy baltymy i§skyrimas Sarminés lizés metodu ir siekta
i$siaiskinti, kaip padidinti baltymy iSeigas, i$skiriant juos $arminés lizés metodu (Bhukya ir kt., 2011).
Pasak tyrimo autoriy, lasteliy sieneliy porétuma padidina NaOH buferis ir NDS-PAGE dazo buferyje
esantis 2-merkaptoetanolis, todél baltymai gali per susidariusias poras patekti j aplinkg. Taip pat,
teigiama, jog inkubuojant lgsteles NaOH tirpale, lastelés membrana pazeidziama taip, kad mazos
molekulés gali lengvai iSsiskirti i§ lasteliy j aplinka. Tuo tarpu, lasteles verdant méginio buferyje, gali
18siskirti didesnés baltymo molekulés. Literatiiroje teigiama, kad jprastai Sarminés lizés metodas yra
labai efektyvus, taciau egzistuoja ir keletas metodo trikumy. Visy pirma, kaip ir minéta anksciau,
lasteliy inkubacijos su NaOH tirpalu metu, issiskiria mazi baltymai (<15 kDa), todél galutiniame
ekstrakte jy gali buiti nepakankamai. Antra, mieliy lastelés iSlieka gyvybingos inkubacijos su NaOH
tirpalu pradzioje (Horvath ir Riezman, 1994). Dél Sios priezasties lgstelés gali spéti sureaguoti j arSias
aplinkos sglygas, ko pasekoje gali atsirasti reikSmingy proteomo poky¢iy, 0 galutinis ekstraktas gali
neatspindéti proteomoO sudéties normaliomis auginimo salygomis. Galiausiai, dél pakartotiniy
centrifugavimo ir resuspensijos etapy galimas dalinis Igsteliy praradimas, kurj sunku kontroliuoti
(Bhukya ir kt., 2011). Siekiant iSvengti $iy problemy, tyrimo autoriai sitilo surinktas lasteles
suspenduoti tirpale, kuriame yra NaOH, 2-merkaptoetanolis ir NDS, o tuomet nedelsiant miSinj
pakaitinti 90 °C temperatiiroje. MiSinj su lgstelémis pakaitinus, jis papildomas Tris-HCI buferiu,
gliceroliu ir bromo fenolio méliu. Toks gautas miSinys galéty biiti i§ karto naudojamas NDS-PAGE

elektroforezei.
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Remiantis visais $io darbo metu gautais rezultatais, galima teigti, kad Sup35 baltymo
GNNQONY sekos 4 mutantiniai variantai buvo sékmingai sukurti ir perkelti i mieliy raiskos
vektorius pRSCup. Taip pat, sukurti vektoriai buvo sékmingai perkelti j darbe naudoto mieliy
kamieno lgsteles. Deja, bet Sio darbo metu nepavyko nustatyti tiksliniy baltymy sintezés mieliy
lastelése. Tikétina, kad pritaikius auksciau pateiktus Igsteliy baltymy skyrimo modifikacijas, buty

galima nustatyti, ar tikslinio baltymo sintezé vyksta mieliy lastelése.
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ISVADOS

. Taikiniui specifinés mutagenezés per PGR budu buvo sékmingai pagausinti tinkamo ~2,8 kb
dydzio tiksliniai SUP35-GFP genai.

. SUP35N8A-GFP, SUP35N9A-GFP, SUP35Q10A-GFP ir SUP35Q11A-GFP genai buvo
sé¢kmingai klonuoti j pJET1.2/blunt vektoriy ir pagausinti E. coli DH5a Igstelése.

. SUP35N8A-GFP, SUP35N9A-GFP, SUP35Q10A-GFP ir SUP35Q11A-GFP genai buvo
sékmingai klonuoti j pRSCup vektoriy ir pagausinti E. coli DH5a 1gstelése.

. Sukurti pRSCupSup35N8A-GFP, pRSCupSup35N9A-GFP, pRSCupSup35Q10A-GFP ir
PRSCupSup35Q11A-GFP vektoriai buvo sékmingai perkelti i S. cerevisiae 74-D694 [psi
J[PIN*] kamieno lgsteles. Sekoskaitos rezultatai patvirtino, kad N8A, N9A, Q10A ir Q11A
mutacijos 1 SUP35-GFP geng buvo jvestos sekmingai.

. Vykdant indukcija vario jonais S. cerevisiae 74-D694 [psi ][PIN'] kamieno mieliy lastelése

tiksliniy baltymy sintezé nevyksta arba baltymy skyrimas buvo neefektyvus.
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MIELIU BALTYMO SUP35 GNNQQNY SEKOS MUTANTINIU VARIANTU KURIMAS
IR JU SINTEZE SACCHAROMYCES CEREVISIAE LASTELESE

SANTRAUKA

Prionai yra baltyminés infekcinés dalelés, kurios geba replikuotis ir plisti kaip infekcija. Prionali
sukelia transmisines spongiformines encefalopatijas (TSE) — mirtinas Zinduoliy neurodegeneracines
ligas. Neurodegeneracinés ligos taip pat apima ir amiloidozes, kurios geriau zinomos kaip
Alzheimerio, Parkinsono ligos arba tauopatija. Mieliy baltymo Sup35 GNNQQNY seka yra
pakankama amiloidinei fibrilei susidaryti. Molekulinés dinamikos tyrimo metu nustatyta, kad kelios
Sios sekos aminorfigStys yra svarbios priono agregacijos procese. Remiantis tokiais rezultatais,
pasirinkta tokius mutantinius GNNQQNY sekos variantus sukurti ir in vivo sistemoje. Tyrimui buvo
pasirikta atlikti 4 mutacijas — N8A, N9A, Q10A ir Q11A. Mielés Saccharomyces cerevisiae yra
placiai paplitusi modeliné sistema, tinkama priony tyrimams ir pasizyminti daugeliu konservatyviy
mechanizmy su aukStesniaisiais eukariotais. Sioje sistemoje buvo identifikuotas priony
formavimasis, agregacija, plitimas ir eliminacija bei prioniniy baltymy tarpusavio saveikos. Sio darbo
tikslas — sukurti Sup35 baltymo GNNQQNY sekos mutantinius variantus ir vario jonais indukuoti
tiksliniy baltymy sinteze mieliy S. cerevisiae lastelése. Siam tikslui pasiekti j SUP35-GFP geng buvo
jvestos tikslinés mutacijos (N8A, N9A, Q10A ir Q11A). Sios mutacijos buvo sukurtos taikant PGR
metodus ir klonuotos j vektorius, kad buity genai pagausinti Escherichia coli 1astelése. Véliau mutuoti
genai buvo perkelti j mieliy raiSkos vektoriy ir jvesti j S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno
lasteles. Baltymy sintezé mieliy Igstelése buvo indukuota naudojant 15-100 pM vario sulfato tirpala
ir surenkant lasteliy méginius po 0 val., 4 val., 18 val. ir 24 val. Tyrimo rezultatai parodeé, kad tiksliniai
genai buvo s¢kmingai pagausinti PGR buidu. Sekoskaitos rezultatai patvirtino, kad taikiniui specifinés
mutagenezés budu per PGR j SUP35-GFP geng buvo sékmingai jvestos pasirinktos mutacijos ir jos
nebuvo prarastos visy tyrimo etapy metu. Sukurti raiSkos vektoriai pRSCupSup35-GFP, turintys
tikslines mutacijas, buvo sékmingai pagausinti E. coli lastelése ir perkelti i S. cerevisiae lasteles. Deja,
bet tiksliniy baltymy sintezés nepavyko nustatyti atlickant tiksliniy baltymy indukcija vario jonais

mieliy Igstelése.
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SUMMARY

Prions are proteinaceous particles that are able to replicate and spread as an infection. Prions
cause transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), a fatal neurodegenerative disease in
mammals. Neurodegenerative diseases also include amyloidoses, better known as Alzheimer's,
Parkinson's or tauopathy. The sequence of the yeast protein Sup35 GNNQQNY is sufficient for the
formation of amyloid fibrils. Molecular dynamics studies have shown that several amino acids in this
sequence are important in prion aggregation. On the basis of these results, it was chosen to develop
such mutant variants of the GNNQQNY sequence in an in vivo system. Four mutations were chosen
for the study, N8A, N9A, Q10A and Q11A. The yeast Saccharomyces cerevisiae is a widespread
model system suitable for the study of prions and exhibits many conserved mechanisms with higher
eukaryotes. Prion formation, aggregation, proliferation and elimination and interactions between
prion proteins have been identified in this system. The aim of the present work was to create mutant
variants of the Sup35 protein GNNQQNY sequence and to induce the synthesis of target proteins by
copper ions in yeast S. cerevisiae cells. To achieve this goal, targeted mutations (N8A, N9A, Q10A
and Q11A) were introduced into the SUP35-GFP gene. These mutations were generated by PCR and
cloned into vectors to amplify the genes in Escherichia coli cells. The mutated genes were
subsequently transferred into a yeast expression vector and introduced into S. cerevisiae 74-D694
[psi‘][PIN*] strain cells. Protein synthesis in yeast cells was induced using 15-100 uM copper sulphate
solution and cell samples were collected after O h, 4 h, 18 h and 24 h. The results showed that the
target genes were successfully amplified by PCR. Sequencing results confirmed that site-specific
mutagenesis by PCR was successful in introducing selected mutations into the SUP35-GFP gene and
that these mutations were not lost during all steps of the study. The constructed expression vectors
pPRSCupSup35-GFP containing the targeted mutations were successfully amplified in E. coli cells
and transferred to S. cerevisiae cells. Unfortunately, the expression of the target proteins could not be

detected by induction of the target proteins with copper ions in yeast cells.
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PRIEDAI

1 priedas

1.1 lentelé. Prioniniy ligy kilmé Zinduoliuose ( pagal [1] Creutzleldt, 1920; [2] Jakob, 1920; [3]
Richardson ir Masters, 1920; [4] Kirsehbaum, 1924; [5] Williams ir Young, 1980; [6] Will ir kt., 1990; [7]
Bons ir kt., 1999; [8] Mastrianni ir kt., 1999; [9] Sigurdson & Miller, 2003; [10] Aguzzi, 2006; [11]
Gambetti ir kt., 2009; [12] Lugaresi ir kt., 2009; [13] Gajdusek ir Zigas, 2010; [14] Imran ir Mahmood,
2011; [15] Babelhadj ir kt., 2018).

Gyviiny prioninés ligos

Liga Seimininkas Kilmé Atrasta Saltinis
Skrepi Avys, 0zkos Nezinoma 18 a. vidurys [10, 14]
Transmisiné audiniy . Aviy arba galvijy
encefalopatija (TAE) AT kilmés St [k 14
Létiné elniy . "
izsekimo liga (LEIL) Elniai Nezinoma 1967 m. [5, 9, 14]
Galvijy
spongiforminé Galvijai Nezinoma 1986 m. [15]
encefalopatija (GSE)
Egzotiniy kanopiniy . o
encefalopatija Nijala, kudu GSE kilmés 1986 m. [15]
oy UL Katés GSE kilmés 1990 m. [15]
encefalopatija
ﬁgeggnogmm prmaty |y o irai GSE kilmeés 1996 m, [7, 14]
Kupranugariy Vienakupriai ..
prioniné liga (KPL) | kupranugariai Nezinoma AU I [16]
Zmoniy prioninés ligos
Liga Seimininkas Kilmé Atrasta Saltinis
Kuru Zmogus Ritualinis kanibalizmas 1957 m. [13]
Sporadiné Spontaniska PrP®
Creutzfeldt-Jakob Zmogus ->PrP* konversija arba 1920 m. [1, 2, 14]
liga (sCJL) somatiné mutacija
gﬁf‘m/ genetine Zmogus Mutacija PRNP gene 1924 m. [4, 14]
Gerstmann-
Straussler-Scheinker Zmogus Mutacija PRNP gene 1936 m. [3]
sindromas (GSSS)
Infekcija zmogaus
Jatrogenine CJL Y kilmés prionais,
(ciL) Zmogus ragenos transplantatais, 1974 m. [14]
dura mater
Mirtina Seiminé y PRNP haplotipas 178N-
nemiga (MSN) Zmogus 129M 1986 m. [12]
Variantiné CJL y o
(VCIL) Zmogus GSE kilmeés 1996 m. [6]
Sporadiné mirtina SpontaniSka PrP®
POt Zmogus ->PrP5¢ konversija arba 1999 m. [8]
nemiga g ..
somatin¢ mutacija
Prionopatija su Spontaniska PrP®
kintamu jautrumu Zmogus ->PrPS¢ konversija arba 2008 m. [11]

proteazéms (VPSPr)

somatin¢ mutacija
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2 priedas

pRSCup-N8SA

pRSCup-N9A

pRSCup-Q10A

pRSCup-Q11A

1 pav. Ant kietos LB*™™ terpés uZaugusios lgsteliu kolonijos po cheminés E. coli DH5a
transformacijos su pRSCup-N8A, pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriais. A —
pavaizduotos po cheminés transformacijos uzaugusios lasteliy kolonijos, kurios buvo transformuotos
atitinkamai nurodytais vektoriais; pateikti 1:1, 2:1 ir 3:1 santykiai nurodo ligavimo reakcijai naudotus
inserto:vektoriaus kiekius. B — teigiama (+K) ir neigiama (-K) kontrolés, naudotos atliekant transformacija su
PRSCup-N8A vektoriumi; +K naudota pRSCupSup35GFP plazmidé, turinti natyvy SUP35GFP gena, o —-K —
lastelés nebuvo inkubuotos su vektoriumi. C — teigiama (+K) ir neigiama (-K) kontrolés, naudotos atlickant
transformacijg su pRSCup-N9A, pRSCup-Q10A ir pRSCup-Q11A vektoriais; +K naudota pRSCupSup35-
GFP plazmidé, turinti natyvy SUP35-GFP gena, o —K — Iastelés nebuvo inkubuotos su vektoriumi.
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3 priedas

PRSCupSup35-GFP (teigiama kontrolé) pRSCupSup35-GFP (teigiama kontrolé)

0 uM 4uM 50 uM
4 18 24 0 4 18 24 val kDa Z 0 418 24 0 4 18 24 val.

T =a 198
62
: 49
igpisgonn 3o e e
: e 18

Neigiama kontrolé Neigiama kontrolé
0pM 4 uM 50 pM 100 pM

kDa ZO41824 0 4 18 24 val kDa Z 0 4 18 24 0 4 18 24 val

198
62
49

3

2 pav. S. cerevisiae 74-D694 [psi’][PIN*] kamieno lasteliy, turin¢iy pRSCupSup35-GFP vektoriy
(teigiama kontrolé¢) arba neturinéiy jokio vektoriaus (neigiama kontrolé), baltymu analizé NDS-PAGE
metodu. Z — baltymy dydzio zymeklis SeeBlue® Prie-Stained Protein Standard. Pateikti po indukcijos i3
surinkty lasteliy iSskirti baltymai. Lasteliy meéginiai buvo surenkami O val. ir po 4 val., 18 val. ir 24 val. Tyrimo
metu terpés, kuriose buvo kultivuojamos mieliy lgstelés, turincios pRSCupSup35-GFP arba neturincios jokio
vektoriaus, buvo papildomos induktoriumi (vario sulfato tirpalas) iki galutinés 15-100 uM koncentracijos.
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PADEKA

Noriu nuosirdziai padékoti savo darbo vadovei lekt. Justinai Versockienei uz suteiktg galimybe
atlikti mokslinj darbg, uz diskusija, patarimus ir pagalbg rengiant magistro baigiamajj darba.

Noriu padékoti ir VU Gyvybés moksly centro, Biomoksly instituto direktorei prof. Eglei
Lastauskienei uz galimybe darba atlikti Eukarioty molekulinés mikrobiologijos laboratorijoje.

Labai adiii visiems laboratorijos kolegoms, kurie visuomet padéjo, kai tik reikéjo pagalbos.

Aciti uz visus pokalbius, praleistg laika, palaikyma, riipest] ir uzsimezgusias draugystes.
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