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SANTRUMPU SARASAS

ADE - adeninas;

AIR - angl. Aminoimidazole ribotide — aminoimidazolo ribotidas;

APS —angl. Ammonium persulphate — amonio persulfatas;

ARS —angl. Autonomously replicating sequence — autonimiskai besireplikuojanti seka;
ATP —angl. Adenosine triphosphate — adenozino trifosfatas;

CAP - angl. Catabolic activator protein — katabolinis aktyvuojantis baltymas;

CP —angl. Core particle —Serdies dalis;

DMSO - angl. Dimethyl sulfoxide — dimetilsulfoksidas;

DUB — angl. Deubiquitinating enzymes (DUBs) — deubikvitininantys fermentai;
E1/2/3—-angl.Enzime 1/2/3 —fermentas1/2/3;

EDTA — angl. Ethylenediaminetetraacetic acid — etilendiamintetraacto ragstis;

eRF —angl. Eukaryotic release factor — eukariotinis atpalaidavimo veiksnys;

FW — angl. Forward — tiesioginis;

GC — guanino ir citozino kiekis;

GFP —angl. Green fluorescent protein — zalias fluorescuojantis baltymas;

GUHCI — guanidino hidrochloridas;

Hsp — angl. Heat shock proteins — kars¢io Soko baltymai;

YNB - angl. Yeast nitrogen base — mieliy azoto bazé;

YPD —angl. Yeast extract-peptone-dextrose — mieliy ekstrakto, peptono ir dekstrozés terpé;
IPTG —angl. Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside — izopropilo-p-D-tiogalaktopiranozidas;
LB —angl. Lysogeny broth — lizogeniné mitybiné terpé¢;

NDS-PAGE - angl. Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE —
elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio dodecilsulfatu;

OR — angl. Oligopeptide repeats — oligopeptidiniai pasikartojimai;

PABP — angl. Poly(A)-binding protein — su poli(A) suriSantis baltymas;

PEG4000 — polietilenglikolis, kurio moliné masé 4000;

PFF — angl. Pre-formed fibrils — i§ anksto suformuotos fibrilés;

PK — angl. Proteinase K — proteinazé K;

PrD — angl. Prion domain — prionizacijos domenas;

PrP —angl. Prion protein or protease-resistant protein — priono baltymas arba proteazei atsparus
baltymas;

PrP* — angl. Prion protein scrapie — skrepi ligos priono baltymas (pakitusios struktiiros);

Q — glutaminas;



QN — glutaminas ir asparaginas;

RP — angl. Regulatory particle — reguliaciné dalis;

RV —angl. Reverse — atvirkstinis;

SAICAR —angl. (25)-2-[[5-amino-1-[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-
(phosphonooxymethyl)oxolan-2-yl]imidazole-4-carbonyl]amino]butanedioic acid — (2S)-2-[[5-
amino-1-[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroksi-5-(fosfonooksimetil)oksolan-2-yl]imidazolo-4-
karbonil]amino] butanedoininé ragstis;

SC —angl. Synthetic complete medium — sintetiné turtinga terpé;

TAE —angl. Tris-acetate-EDTA, TAE — tris-acetato-EDTA buferinis tirpalas;

Tm — angl. Melting temperature — lydymosi temperatiira;

TEMED - angl. Tetramethylethylenediamine — tetrametiletilendiaminas;

Tris — angl. Tris(hydroxymethyl)aminomethane — tris—(hidroksimetil) aminometanas;
TSE — angl. Transmissible spongiform encephalopathies — transmisinés spongiforminés
encefalopatijos;

UBC4 — angl. Ubiquitin conjugating enzyme E2 4 — ubikviting jungiantis fermentas E2 4;
UV — ultravioletiniai spinduliai;

a-syn — angl. a-synuclein — a-sinukleinas;

A — delecija.



IVADAS

Prionai yra pakitusios, infekcinés, natyviy, funkcionaliy baltymy formos, galinCios jgyti
naujas funkcijas arba prarasti senasias. Sios baltymy formos yra linkusios agreguotis, savaime
daugintis bei plisti. Zinduoliuose prionai yra perduodami ekstralasteliniu biidu, 0 Zemesniuose
eukariotuose, pavyzdziui, mielése — paveldimi per citoplazma. Prionai patrauké tyréjy démesj dél
sukeliamy neurodegeneratyviniy ligy zinduoliy bei Zmoniy organizmuose. Dauguma jy yra
uzkreCiamos ligos, transmisinés spongiforminés encefalopatijos (angl. transmissible spongiform
encefalopathies, toliau TSE), siejamos su priono baltymu arba proteazei atspariu baltymu (angl.
prion protein or protease-resistant protein, toliau PrP), koduojamu PRNP (angl. prion protein)
geno. Kadangi daugiau nei 30 zmoniy ligy, tokiy kaip Alzheimerio ir Parkinsono ligos,
asocijuojamos su jvairiy baltymy amiloidy formavimusi, priony tyrimai gali leisti atrasti naujas $iy
ligy gydymo strategijas.

Mielés Saccharomyces cerevisiae yra tinkamas modelinis organizmas ne tik dél lasteliniy
mechanizmy panasumo ] aukStesniyjy eukarioty, universalios DNR transformacijos sistemos ir
aiSkiai apibréZtos genetinés sistemos, bet ir tod¢l, kad mielése nustatyta bent 10 skirtingy prioniniy
domeny. Be to, amiloidy formavimosi ir plitimo sistemos bei priony pasalinimo biidai, manoma,
gali buti pritaikyti zmoniy amiloidinéms sistemoms analizuoti. Vienas i§ geriausiai iStirty mieliy
priony yra Sup35 baltymo prionas [PSI'], tapes modeliniu dél plagiai istirto priono formavimosi,
agregacijos, pasalinimo, plitimo ir sgveiky su kitais prioniniais baltymais.

Sup35 baltymas yra svarbus baltymy transliacijos terminacijoje, o jo virtimas prionu mazina
Sio proceso efektyvumg. Tai, kad prionai yra atsparis jvairiems eliminavimo veiksniams — karsciui,
jonizuojanciai spinduliuotei, formaldehidui bei proteazéms — skatina ieSkoti to priezas€iy ir galimy
Sios problemos sprendimo budy. ISsiaiskinta, kad in vivo Sup35 baltymas yra prieinamas
proteazéms, taCiau atsparumg degradacijai ypatingai lemia aminortig§¢iy iSsidéstymas ir jy savybes.
Yra zinoma, jog dazniausiai tam, kad vidulgsteliniai baltymai baty nukreipti | proteosomg
degradacijai, jie turi buti ubikvitilinti, o ubikvitilinami dazniausiai yra baltymo N galo (domeno)
lizinai. Todél Sio darbo eigoje vienintelis lizinas prioniniame Sup35 baltymo N domene keiciamas j

argining vietai specifinés mutagenezés metodu.



Darbo tikslas: sukurti Sup35 baltymo mutantinj K102R variantg ir jvertinti jo sintez¢ S. cerevisiae
74D-694 [psi][PIN'] kamieno lastelése.

Darbo uzdaviniai:

1. Jvesti tiksling K102R aminoriigsties pakaita Sup35 baltymo gene, taikant persidengianciy
fragmenty ilginimo PGR metoda.

2. SUP35K102R jliguoti j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir transformuoti E. coli DH5a
kamieno lgsteles.

3. SUP35K102R jliguoti j ,,8audyklinj* mieliy raiskos vektoriy pRSCup ir transformuoti E. coli
DH5a ir S. cerevisiae 74D-694 [psi][PIN*] kamieny lasteles.

4. lvertinti natyvaus ir mutantinio Sup35 baltymo varianto K102R sintez¢ S. cerevisiae 74D-
694 [psi][PIN*] kamieno lastelése.



1. LITERATUROS APZVALGA

Prionai yra savaime besidauginancios infekcinés baltymy formos, galinCios agreguotis,
savaime daugintis ir jgyti naujy funkcijy ar prarasti senasias. Zinduoliuose jie plinta tarplastelinés

infekcijos budu, o zemesniuose eukariotuose, pvz., mielése — paveldimi per citoplazma.

1.1. Zinduoliy prionai ir prioninés ligos

Prionai yra identifikuojami kaip neurodegeneratyviniy ligy — Zmoniy Kroicfeldo-Jakobo ligos
(angl. Creutzfeldt-Jakob disease), galvijy spongiforminés encefalopatijos ir skrepi ligos (angl.
scrapie) — sukéléjai (Prusiner, 1982). Sios ligos bendrai yra vadinamos TSE ir yra mirtinos
(Wickner et al., 2015). Pakitusi natyvaus Igstelinio Zinduoliy baltymo PrP® (angl. prion protein
cellular — lastelinis priono baltymas) prioniné forma yra PrP*° (angl. prion protein scrapie — skrepi
ligos priono baltymas). Tai vienintelis iki Siol identifikuotas prionas, kuris sukelia ligas Zzmonéms ir
kitiems Zinduoliams. PrP*® yra infekeinis baltymas, nes natyvaus baltymo forma gali priversti jgauti
patogening konformacija (Liebman ir Chernoff, 2012). PrP*® generuoja agregaty (vadinamy
amiloidais) susiformavima infekuoty gyviiny ir Zmoniy smegenyse. Be to, lyginant su natyvaus

baltymo, PrP* antrinéje struktiiroje padaugéja p klos¢iy (Prusiner, 1982).

1.1.1. Prioniniy ligy ir mieliy priony sgsaja su amiloidinémis Zmoniy ligomis (Alzheimerio,

Parkinsono, Hantingtono ligos)

Nors dauguma klasikiniy Zinduoliy prioniniy ligy yra TSE, taiau jrodyta, jog amiloidiniy
ligy, tokiy kaip Alzheimerio ar Parkinsono, charakteristikos yra panasios j priony (Luk et al., 2012).
Sios ligos siejamos su jvairiy baltymy (nei vienas jy néra PrP), specifiniy kiekvienai ligai, amiloidy
ar | amiloidus panas$iy fibriliy formavimusi (Prusiner, 2012). Kaip ir prionai, didzioji dalis Siy
patogeniniy baltymy plinta lgsteliniame lygyje ir eksperimentinémis salygomis kai kurie 1§ jy gali
biiti perduodami organizmo lygmenyje.

Dauguma amiloidiniy ligy (amiloidoziy) yra mirtinos ir neiS§gydomos. Genetines amiloidines
ligas sukelia mutacijos, pvz., poliglutamino sritis (angl. polyQ stretch) baltyme hantingtine,
Hantingtono ligos atveju. Alzheimerio ir Parkinsono ligos yra idiopatinés (neaiskios ar neZinomos
kilmés), atsirandancios sporadiskai (Chernova et al., 2014).

Zinoma, kad a-sinukleinas (angl. a-synuclein, toliau a-syn) yra viena pagrindiniy molekuliy,
dalyvaujanc¢iy Parkinsono ligos ir su ja susijusiy sutrikimy, sinukleinopatijy, patogenezéje (Forloni,
2023). 2023 metais Meng ir kolegos | transgeniniy TgAS3T arba laukinio tipo peliy smegenis
susvirkste i§ anksto suformuotas natyvaus Sup35 arba mutuoto Sup35 (negalinCio agreguotis, dél
pasalintos priono sekos, kurig apima 7-13 aminoragstys) fibriles (angl. pre-formed fibrils, toliau
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PFF) (Meng et al., 2023). PFF yra naujas jrankis, skirtas tirti neurodegeneracines ligas. Fibrilés yra
sukuriamos in vitro ir gali veiksmingai imituoti endogening baltymy agregacija lasteliy ir gyviny
modeliuose (ACROBiosystems, 2023). Meng ir kolegy atliktas tyrimas jrodé, kad S. cerevisiae
infekcija per nosj pagreitina TgAS53T peliy a-syn patologijos progresavima. Sup35 sgveikauja su a-
syn ir skatina jo agregacija. Kai natyvaus Sup35 PFF su$virkstos j laukinio tipo peliy smegenis,
pastebéta akivaizdi a-syn patologija ir pasireiSké peliy motorikos sutrikimai. Sup35 cross-seeding
budu ,,paséja“ a-syn ir susidaro S-oa-syn PFF, pasizymincios didesniu ,,pasiséjimo® aktyvumu ir
neurotoksiskumu tiek in vitro, tiek in vivo (pladiau apie cross-seeding modelj Zr. j 1.3.3 skyriy).
Mutuotas Sup35 jtakos a-syn patologijos progresavimui netur¢jo (Meng et al., 2023).

Taigi, | priony panasus o-syn agregaty perdavimas ir plitimas atlieka pagrindinj funkcija
vystantis ir progresuojant Parkinsono ligai. Taciau veiksniai, dél kuriy smegenyse prasideda a-syn
agregacija, i§ esmés dar nezinomi. Sio tyrimo rezultatai parodé, kad Sup35 gali biiti vienas i3
galimy a-syn agregacijos moduliatoriy. Nustatyta, kad Sup35 yra Parkinsono liga serganciy peliy
smegeny pjiiviuose ir kolokalizuojasi su a-syn, taciau vis dar nezinoma, ar Zmogaus smegenyse
randamas Sup35 yra priono pavidalo (Meng et al., 2023).

Pana$ts tyrimai buvo atlikti ir su tau baltymo agregatais, kurie yra Alzheimerio ligos
pozymis. Flach ir kolegos, prie tirpaus tau baltymo, pridéjo nedidelj agreguoto Sup35NM priono
domeno fibriliy kiekj, o tai paskatino tau fibriliy formavimagsi. Sup35NM priono domeno
indukuotos tau fibrilés skyrési nuo tau fibriliy, kurios susidaro nesant Sup35NM, o tai rodo
tiesioging mieliy priono saveikg su tirpiu tau baltymu. Taigi, mieliy priony agregatai ne tik
pagreitina tau agregacija, bet ir lemia morfologiSkai skirtingas tau fibriliy atmainas. Be to,
Sup35NM mieliy priony fibriliy inokuliavimas } tau transgeniniy peliy P301S smegenis 1Sryskino
tau patologija injekcijos vietoje, tod¢l pirmg kartg jrodyta, kad tau gali ,paséti“ ne Zinduoliy
prionas. Tyrimo i§vados parodé, kad ne Zinduoliy prionas gali moduliuoti tau agregacija, vykstancia
Alzheimerio ligos ir kity tauopatijy patogenezéje (Flach et al., 2022).

Svarbu paminéti, kad Alzheimerio liga yra SeSta dazniausiai pasitaikanti mirties priezZastis, o
Sios ir kity amiloidoziy priklausomybé nuo amziaus prognozuoja tolesnj sveikatos prieziiiros islaidy
augimg senstant zmoniy populiacijai (Chernova et al., 2014). Taciau taip pat pazymétina, kad
zinduoliy prionus tirti sudétinga, nes sunku sukurti salygas, leidZiancias baltymams tapti
infekciniais (Clarke et al., 2001; McKinley et al., 1983; Prusiner et al., 1983). D¢l to besipleciantis
prioniniy ligy suvokimas didina mieliy priony tyrimy svarbg. Tiriant kai kurias 1§ daugelio
priemoniy, stabdan¢iy mieliy priony dauginimasi, galima atrasti analogija arba homologija su
Zmogaus sistemomis, o tai gali leisti sukurti perspektyvias amiloidiniy zmoniy ligy gydymo

strategijas (Wickner et al., 2015).



1.2. S. cerevisiae ir mieliy prionai

Mielés S. cerevisiae yra vienalgséiai grybai, kurie paskutinius du deSimtmecius yra naudojami
kaip modelinis organizmas molekulinés genetikos tyrimuose. Lasteliniai mechanizmai — replikacija,
rekombinacija, Igsteliy dalijimasis ir metabolizmas — yra panaSis tarp mieliy ir aukStesniyjy
eukarioty, jskaitant ir zinduolius. Be to, geriausiai Zinomos mieliy charakteristikos — cukry
fermentacija ir etanolio gamyba (Schneiter, 2004).

S. cerevisiae lastelés yra apvalios ar kiausinio formos, 5—-10 pm skersmens (Feldmann, 2010).
Siy mieliy, genomas labai gerai anotuotas (Ishikawa, 2021), 0 jy branduolio genoma sudaro 16
chromosomuy, kuriose yra nustatyta daugiau nei 6000 atviry skaitymo rémeliy ir daugiau nei 13 min.
baziy. Mielés kaip ir kiti eukariotiniai organizmai turi ir nebranduolinj — mitochondrinj — genoma
(Schneiter, 2004). Mieliy kultiiry priezitra yra pigi, palyginti su zinduoliy lasteliy kulttiromis arba
naudojant gyvinus kaip modelj (Ishikawa, 2021).

Sie mikroskopiniai grybai natiiraliai gyvena ant augaly lapy ir géliy Ziedy, dirvozemyje,
druskingame vandenyje, taip pat ant odos ir Siltakraujy gyviny Zarnyne. Saccharomyces lastelés
dalijasi pumpuravimo biuidu, o lytiSkai dauginasi formuodamos iki 8 haploidiniy askospory.

(Schneiter, 2004).
1.2.1. Mielés — modeliné sistema tiriant prionus

Su mielémis nesudétingai atlickamos genetinés manipuliacijos ir jos yra patikimai
naudojamos detaliai analizuojant kity eukarioty geny produktus. Siy vienalasdiy gryby savybés,
apibréziancios tinkamuma biologiniams tyrimams: greitas augimas; lasteliy kolonijos agarizuotoje
terpéje auga pavieniui; placiai iStirta genetiné sistema; universali DNR transformacijos sistema,
naudojama jvairiy geny, koduojanciy baltymus, raiSkai stebéti. Kitaip nei daugumos kity
organizmy, S. cerevisiae lgstelés gali buti perspektyviai tiriamos su dideliu kiekiu Zymeny
(Schneiter, 2004).

Dél nasiy genetiniy ir fenotipiniy analiziy bei ekonomiskai palankiy mieliy auginimo salygy,
ju prionai yra naudinga modeliné amiloidy susiformavimo ir dauginimosi in vivo bei baltymo-
baltymo sgveiky tyrimo sistema (Ishikawa, 2021), kurig galima pritaikyti Zzmoniy ir kity Zinduoliy
amiloidozéms tirti. Taip pat, mieliy prionai yra per citoplazma paveldimos dalelés, o tai leidzia tirti
paveldimumo mechanizma, kuris veikia baltymy konformacijos lygmenyje, o ne nukleotidy sekos
lygyje (Liebman ir Chernoff, 2012).

Kadangi yra daugybé buidy eliminuoti prionus mielése, manoma, kad kai kurie i§ jy gali bati
pritaikyti ir Zmonéms, nes tam tikrais atvejais amiloidus veikianc¢ios sistemos yra konservatyvios.

Idomu, kad efektyvios, tam tikry junginiy naudojimo strategijos, kuriomis Salinami mieliy prionai,
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pritaikytos Zinduoliy priony pasalinimui, audiniy lasteliy kulttrose (Nguyen et al., 2014). Beje,
mielés naudojamos kaip bandymy objektas, siekiant iSsiaiSkinti Zmoniy amiloidy ir kity
netaisyklingai sulankstyty patogeniniy baltymy poveik] lasteliniams procesams (Wickner et al.,
2015). Tokiems tyrimams galima pasitelkti visg genetiniy mieliy tyrimy metody spektra, siekiant
identifikuoti priony sgveikas su Igsteliniais komponentais, kurias biity keblu nustatyti zinduoliy

sistemose (Nguyen et al., 2014).

1.2.2. Mieliy priony savybés

Priony funkcijos praradimo (angl. loss-of-function) fenotipas

1994 metais, remiantis naujais ir ankstesniais duomenimis, Reed Wickner pasiiilé, kad pries
tai Zinomi ne mendeliniu biidu paveldimi [URE3] ir [PSI"] elementai atitinkamai yra prioninés Ure2
ir Sup35 baltymy formos. Si hipotezé paaiskino, kodél [URE3] ir [PSI*] fenotipai atitinka funkcijos
praradimo mutacijas URE2 ir SUP35 genuose. Darant prielaidg, kad natyviy lasteliniy baltymy
funkcijos tam tikru biidu yra pakei¢iamos, kai formuojasi baltymy agregatai, priono fenotipas
atspindi funkcijos praradima. Pavyzdziui, kai vyrauja prionin¢ Sup35 baltymo forma, natyvaus
baltymo transliacijos terminacijos aktyvumas sutrikdomas (prarandama funkcija), todél ties baigties
kodonais, maziau efektyviai nutraukiama lastelés baltymy transliacija. Panasiai funkcijos praradimo
fenotipus sukelia [URE3] ir keletas kity mieliy priony. Bitina pabrézti, kad prionai gali jgauti
naujas funkcijas, pavyzdziui, Mot3 transkripcijos veiksnio prioniné forma [MOT3"] reguliuoja
daugialgs¢iy formy atsiradimg besipumpuruojanc¢iose mielése (Chernova et al., 2014).

Iki Siol tikéta hipoteze, kad amiloiduose ,,jstrige” prioniniai baltymai, neturi biologinio
aktyvumo arba jis yra labai silpnas. Taciau, tyrimai su naujai atrastu mieliy Vtsl baltymo prionu
[SMAUG™], kei¢ia poziiirj j priony prigimtj (Itakura et al., 2020, Ishikawa, 2021). [SMAUG"]
reikSmingai slopina baltymy, sukelian¢iy mejoze¢ arba spory susidarymg, produkcijg. Priklausomai
nuo Vtslp agregacijos biisenos, mieliy Igstelés dauginasi mitotiskai, kuomet aplinka yra turtinga
maistinémis medziagomis, 0 kai jy triksta, mielés formuoja stresui atsparias sporas. Jdomu, kad
[SMAUG™] prionas yra neamiloidiné, savaime susirenkanti, j gelj panasi dalelé, kuri hiperaktyvina
savo komponentus (Chakravarty et al., 2021). Vtsl baltymas surisa specifines ,,plauky segtuky*
struktiiras RNR, t.y. transkriptus, koduojan¢ius mejozéje dalyvaujancius baltymus, taip sukeldamas
ju degradacija (Ishikawa, 2021).

Prionai paveldimi ne mendeliniu biidu

Genetiskai mieliy prionai pasireiSkia kaip ne mendeliniai elementai, nes jy pakitusi forma yra

pagrista ne DNR mutacijomis, kurios paveldimos kartu su chromosomomis. I§ tikryjy, prionai yra
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savaime plintan¢ios baltymy konformacijos, paveldimos ekstrachromosomiskai (Chernova et al.,
2014). Kadangi agregatai geba ,,pagauti‘ ne prioninj baltyma ir pastarasis jgauna pakitusiag forma,
priono pozymiai yra dominantiniai ir gali buti paveldimi visy palikuoniy (Liebman ir Chernoff,
2012) arba gali pasiskirstyti netolygiai (Chernova et al., 2014). Be to, priono nukleacijos ,,séklos*,
dar vadinamos branduoliais, lokalizuotos citoplazmoje, ir yra efektyviai perduodamos citodukcijos
budu (Conde ir Fink, 1976), kai jvyksta donoro ir recipiento lIgsteliy citoplazmy susiliejimas, bet

branduoliai nesusijungia (Cox, 1993).

Grjztamas priony pasalinimas

Nukleortigs¢iy replikono panaikinimas, kaip pvz., mitochondrijy genomo panaikinimas
veikiant etidzio bromidu, yra negrjztamas procesas. Tai reiSkia, kad mitochondrijy genomas
spontaniS$kai nebeatsiras kamiene, kuriame buvo panaikintas. PrieSingai, prionas gali atsirasti de
novo mazu dazniu, nes baltymas, i§ kurio jis susiformuoja, vis dar yra gaminamas lasteléje
(Wickner et al., 2015), o tirpts baltymai gali jgauti prioning formg (Chernova et al., 2014). Svarbu
paminéti, kad paSalinimo grjztamumas, bet ne pats pasalinimas, yra priong apibrézianti savybé
(Wickner et al., 2015).

Nors [PSI] ir [URE3] prionai labai retai randami natiiraliuose ar pramoniniuose mieliy
izoliatuose, [PIN™] prionas randamas 6-12 % kamieny (Halfmann, Jarosz, et al., 2012). Be to,
tre¢dalyje natiiraliy ir pramoniniy Saccharomyces kamieny pasireiskia prioniniai fenotipai, kuriuos
galima eliminuoti laikinai slopinant Hspl104 Saperona (angl. heat shock protein — kar$¢io Soko
baltymas, toliau Hsp) (Halfmann, Jarosz, et al., 2012), kuris yra reikalingas nuodugniai istirty
mieliy priony plitimui (Chernova et al., 2014). Tai reiskia, kad dar neidentifikuoti prionai yra
placiai paplite laukinio tipo mielése, o tai leidzia svarstyti galimybe, kad mielés aktyviai panaudoja
griztama natyvaus baltymo pokyt] j priong, kaip molekulinj jungiklj, kad galéty reguliuoti tam tikras
lastelés funkcijas. Beje, jmanoma, kad skirtingi to paties priono variantai gali biiti tiek patogeniniai,
tiek padedantys prisitaikyti arba tas pats variantas gali buti ir Zalingas, ir naudingas, priklausomai

nuo aplinkos sglygy (Chernova et al., 2014).

Priony formavimasis de novo

Irodyta, kad laikinai padidinta jvairiy prionizuotis galin¢iy baltymy raiska, reikSmingai didina
galimybe, kad $is baltymas suformuos priono ,,sé¢klg” de novo (Derkatch et al., 1996). Is tikryjy,

pertekliné priong formuojancio domeno (angl. prion domain — prionizacijos domenas, toliau PrD)

! Nukleacijos ,,séklos* / branduoliai — molekuliy sankaupos, kurios formuojasi prionams jungiantis tarpusavyje ir
kei¢iant forma. Kai pokytis jvyksta, susiformuoja labai stabilius agregatas (amiloidas). University of Massachusetts
Amherst, 2020).
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(ar PrD dalies) raiska gali sukelti §j reiSkinj, kuris daznai yra efektyvesnis nei padidinta viso
baltymo raiska. Viena i§ to priezasCiy — padidéjes baltymo kiekis gali padidinti tikimybe, kad
baltymas bus sulankstytas netaisyklingai, dél nepakankamo Saperony kiekio. Esant didesnei
baltymo koncentracijai, monomerai grei¢iau lokalizuoja vieni kitus ir agregata, prie kurio galéty
prisijungti. PrD taip pat dazniau susilanksto netaisyklingai, kai yra atskirtas nuo likusios baltymo
dalies. Be to, padidéjes baltymo kiekis gali ,,padéti” netaisyklingai susilanksCiusiam baltymui
iSvengti degradacijos proteolitiniais keliais (Liebman ir Chernoff, 2012).

Visgi, pertekliné baltymo sintezé ne visuomet yra pakankama salyga susiformuoti prionams.
Kai kuriems prionams, daznis, kuriuo jie indukuojami dél padidintos baltymo sintezés, reikSmingai
pasikei¢ia priklausomai nuo kity (heterologiniy) priony ar j juos panaSiy agregaty biivimo.
Geriausiai istirtas pavyzdys yra [PSI*] priono indukcija, kuri yra sustiprinama aplinkoje esant Rnq1
prioninei formia [PIN™], dar Zinomai kaip [RNQ"], kitiems glutaminu ir asparaginu (toliau QN)
turtingiems prionams ar QN turtingiems baltymams agreguotoje formoje (Derkatch ir Liebman,
2007). Kai [PSI'] indukuojamas esant perteklinei Sup35 sintezei Zzemesniu dazniu [psi’, pin]
aplinkoje, kiekvienoje [PSI™] Iasteléje de novo susiformuoja [PIN*] (Derkatch et al., 2000). Svarbu,
kad [PIN™] prionas néra bitinas, kad susiformuoty [PSI*], nes jis de novo susiformuoja ir [pin’]

kamienuose (Chernova et al., 2011).

Hsp baltymy jtaka priony agregacijai normaliomis ir streso sglygomis bei de novo priony

formavimuisi

Lasteliniai apsaugos mechanizmai (Chernova et al., 2014), kaip Hsp, yra produkuojami, kai
lastelés laikinai atsiduria temperatiiroje, aukStesn¢je nei jy normali augimo temperatiira
(Ponomarenko et al.,, 2013). Jy paskirtis yra saugoti lgsteles nuo streso paveikty baltymy
agregacijos, atpazinti amiloidinius agregatus ir su stresu susijusius baltymus. Hsp tarnauja kaip
pagrindinis priony formavimosi ir plitimo reguliatorius mielése (Chernova et al., 2014). Sutrikdytos
Saperony funkcijos daznai sukelia priony atsiradimo ir / ar praradimo daznio padidéjima (Liebman
ir Chernoff, 2012). Kaip rodo [PSI*], mieliy priony plitimui in vivo, i§skyrus [ISP*] (Rogoza et al.,
2010) ir [GAR™] (Brown ir Lindquist, 2009), reikia $aperono Hsp104, kuris gali skatinti amiloido
skilimg ir generuoti naujus propagony galus, naujai susintetinty baltymy molekuliy prisijungimui
prie amiloido (Chernoff et al., 1995; Liebman ir Chernoff, 2012). Saperony veikimo schema
pateikta 1.1 pav.
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Hspl104 Hsp70 Hsp40 Propagonai

1.1 pav. Saperony funkcija Sup35 baltymo priono propagacijoje

Polimery fragmentacija ir propagony susidarymas esant normaliam Hsp104, Hsp70 ir Hsp40
baltymy kiekiui. Saltinis: sudaryta darbo autorés, remiantis Chernova et al., 2017, naudojantis
Biorender internetine programa.

Hsp104 ATPazés aktyvumo slopinimas lgsteliy augimo metu, terpéje esant guanidino
hidrochloridui (toliau GuHCI), veda prie laipsnisko priony praradimo lgsteléms dalijantis (Ferreira
et al., 2001). Jdomu tai, kad GuHCI poveikis priony praradimo kinetikoje ir agregato augime,
skiriasi nuo Hspl104 poveikio, kai pastarasis yra iSeikvotas arba jo veikimas yra nuslopintas jj
mutavus, bent jau [PSI*] atveju (Wegrzyn et al., 2001; Y. N. Park et al., 2012). Tai leidZia manyti,
kad kai aplinkoje yra GuHCI, labiau iSlaikomas yra Hspl04 ,apkarpymo* aktyvumas negu
,fragmentacijos® (Y. N. Park et al., 2012). Svarbu, kad padidinta Hsp104 raiska slopina [PSI*]
(Chernoff et al., 1995) ir [MOD™] (Suzuki et al., 2012), bet ne kitus mieliy prionus (Chernova et al.,
2014).

Manoma, jog Hspl04 ir jo ortologas bakterijose ClpB (angl. caseinolytic peptidase B —
kazenoilitiné peptidazé B) yra susij¢ su streso paveikty baltymy disagregacija ( Glover ir Lum,
2009). Hsp104 veikia kartu su kitais Saperonais, specifiSkai su Hsp70 ir Hsp40 baltymais tiek
priony plitime, tiek kar$¢io paveikty baltymy disagregacijoje (Chernova et al., 2014). Hsp70 ir
Hsp40 baltymy Seimos yra konservatyvios ir kituose organizmuose, taip pat ir zmonése (Rikhvanov
et al., 2007) bei daznai sgveikauja su Zinduoliy amiloidais (Chernova et al., 2014). I$siaiskinta, kad
bakteriniai $iy baltymy homologai gali pakeisti mieliy $aperonus mieliy priony plitime (Reidy et al.,
2012). Nors Hspl04 ortologai yra konservatyvis bakterijose, augaluose ir protistuose, jie néra
identifikuoti  daugialasCiuose gyviinuose. Visgi, gyviny lastelése vyksta indukuotas
termotoleravimo reiskinys, lyginamas su Hspl04 veikimu mielése. Tai leidzia manyti, kad
funkcinis Hsp104 analogas egzistuoja ir gyviininése lgstelése (Chernova et al., 2014). Kiti atlikti
tyrimai rodo, kad netipiskas su Hsp70 susijes Saperonas Hspl110 gali veikti kartu su Hsp70 ir
Hsp40, kad jvykdyty baltymy disagregacija (Shorter, 2011).

1.3.  Sup35 baltymas ir jo prioniné forma [PSI]

Sup35 baltymas yra sudarytas i§ trijy domeny. Sis baltymas yra transliacijos terminacijos

veiksnys bei gali jgauti prioniné formg ir sudaryti baltymy amiloidus (Chernova et al., 2017).
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1.3.1. Sup3S baltymo struktiira

Sup35 baltymg sudaro: N-terminalinis priono / prioninis domenas (PrD arba Sup35N);
vidurinysis jungiantysis (angl. linker) domenas (Sup35M) ir C-proksimalinis / atpalaidavimo
faktoriaus domenas (Sup35C), funkcionuojantis transliacijos terminacijoje (Chernova et al., 2017).

Vizualus domeny i$sidéstymas pateiktas 1.2 pav.

QN ORs

N/

T c
16 41 96 123 253 685

Priono domenas (PrD)  Vidurinysis  Atpalaidavimo faktoriaus
domenas (M) domenas (C)

Sup35 N

1.2 pav. Sup35 baltymo struktiira

PrD — zalios spalvos staciakampis, neprioniniai regionai — geltonos spalvos elipsé. QN —
glutaminu ir asparaginu turtingas regionas; OR — oligopeptidiniai pasikartojimai. Skaiciai rodo
aminortigsciy pozicijas. Ribos tarp Sup35N ir Sup35M pazymeétos pasirinktinai, nes skirtingose
publikacijose yra zymimos tarp 100 ir 137 aminoriig§¢iy. Saltinis: sudaryta darbo autorés ,
remiantis Liebman & Chernoff, 2012, naudojantis Biorender internetine programa.

PrD yra reikalingi priony formavimuisi ir plitimui ir gali palaikyti priony forma net be
likusios baltymo dalies (Ross, Minton, et al., 2005; Inge-Vechtomov et al., 2007). Natyvioms
baltymo funkcijoms atlikti PrD daZniausiai néra butinas (Liebman ir Chernoff, 2012), bet kartais
gali atlikti ir kitas funkcijas, ne tik susijusias su prionizacija. Sup35N saveikauja su poli(A)
suriSan¢iu baltymu (angl. poly(A)-binding protein, toliau PABP) veikian¢iu mRNR stabilumag
(Hosoda et al., 2003). S. cerevisiae Sup35 PrD yra QN-turtingas ruozas, kurj apima pirmos 40
aminortigs§¢iy bei netobuly (angl. imperfect) 5,5 oligopeptiniy pasikartojimy (angl. oligopeptide
repeats, toliau OR) regionas. Sie OR yra panasis j zinduoliy PrP pasikartojimus tarp 47 ir 97
aminoragsciy (Liebman ir Chernoff, 2012). PrD fragmentas, reikalingas agregacijai, yra trumpesnis
nei tas, kurio reikia efektyviam priono plitimui (Borchsenius et al., 2001), ir yra apribotas QN-
turtingu ruozu (Osherovich et al., 2004). Pasitlyta, kad Sup35 PrD gali biiti padalintas j
»agregacijos® (QN-ruozas) ir j ,,plitimo* (OR) elementus (Chernoff, 2004; Osherovich et al., 2004),
ir kad OR elementas yra jtrauktas j sgveikg su Hsp104 (Liebman ir Chernoff, 2012).

OR pailgéjimas padidina de novo [PSI*] generacija (Liu ir Lindquist, 1999), nors ,,sumaigyti*
(angl. ,,scrambled ) Sup35 PrD, kuriuose triiksta OR, leidzia manyti, kad OR néra bitini sgveikai
su Saperonais, atsakingais uz priony plitimg (Ross, Edskes, et al., 2005). ,,Sumaisyti“ Sup35 PrD,
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kuriuose iSlieka aminoriigs¢iy sudétis, bet ne visa nuosekli seka, paprastai gali generuoti amiloidus
in vitro (Liu et al., 2007), ir prionus in vivo bei juos propaguoti. Tai rodo, kad aminoragsciy
iSsidéstymas yra svarbus priono savybéms palaikyti (Ross et al., 2004; Ross, Edskes, et al., 2005).
OR yra daznai asocijuojami su prionais, nes jvykus tam tikroms duplikacijoms, regionai, su
palankia priony formavimuisi aminortigs§¢iy sudétimi, pailgéja (Liebman ir Chernoff, 2012).

Sup35M domene yra gausu krivj turin¢iy aminoriigs§¢iy ir manoma, jog Sis domenas padeda
palaikyti pusiausvyra tarp agreguotos ir neagreguotos baltymo formos, galimai per sagveikg su Hsp
baltymais (Liu et al., 2002). I3 tikryjy, Sup35M saveikauja su Hsp104 in vitro ir veikia [PSI*]
eliminacijos procese in vivo (Helsen ir Glover, 2012).

Idomu, kad mieliy PrD domeny evoliucija paprastai vyksta grei¢iau nei to paties baltymo
regiony, atsakingy uz pagrindines Igstelés funkcijas (Liebman ir Chernoff, 2012). Sup35C regionai
filogenetiSskai artimiausiose mielése Saccharomyces paradoxus ir S. cerevisiae yra 100 %
konservatyviis, o Sup35N ir Sup35M regionai, atitinkamai, yra 94 % ir 87 % konservatyviis (Chen
et al., 2007). Sup35 ortologai tarp Saccharomyces ir Pichia ar Candida, Sup35N ir Sup35M
regionuose varijuoja tik 30—40 % aminortigsc¢iy identiSkumas (Inge-Vechtomov et al., 2007). Esant
tokiai jvairovei, aiSkiai galima pastebéti tik kai kuriy Sup35NM regiony aminoriigs§ciy sudéties ir
organizacijos désningumy islikima (pavyzdziui, QN turtingo ruozo ir OR buvima, Sup35N ir
Sup35M praturtinimg kriivj turin¢iomis aminortigséiy liekanomis). Nepaisant skirtumy, dauguma
Sup35 baltymy, iSgauty net i$ labai filogenetiskai nutolusiy mieliy risiy, kurios buvo tiriamos, gali
formuoti prionus S. cerevisiae, iSimtis yra tik Schizosaccaromyces pombe (Liebman ir Chernoff,
2012).

Aleksander Dergalev su kolegomis, 2019 metais, atliko eksperimenta, kurio tikslas buvo
degradacijos proteinazés K (angl. proteinase K, toliau PK) metodu nustatyti Sup35 priono Serdies
struktiirg, galimus jos poky¢€ius ir jy ry$j su fenotipu. ISsiaiSkinta, kad Sup35 priono Serdj sudaro
keturi PK atsparis peptidai, lokalizuoti skaiCiais jvardytuose regionuose: 1 regionas (2—72
aminortgstys), 2 regionas (73—124 aminortigstys), 3 regionas (125-153 aminoragstys) ir 4 regionas
(154-221 aminoriugstys). PK atsparios struktiiros Siuose regionuose jvardintos kaip 1-4 Serdys,
atitinkamai pagal regiono skai¢iy. Jdomu, kad riba tarp 2 ir 3 regiony sutapo su riba tarp Sup35N ir
Sup35M domeny. Taip pat iSsiaiSkinta, kad Serdis, esanti 1-ame regione, yra didZiausia nustatyta
struktiira bei yra geriausiai apsaugota nuo PK (Dergalev et al., 2019).

Ryskiausiai pastebimas struktiirinis pozymis Dergalev ir kolegy tyrime buvo pilnai
apsaugotas Sup35N regionas, esantis nuo 2 iki 32 aminorugsties (Dergalev et al., 2019). Prolino
pakaitos ir glicino insercijos mutagenezé parodé, kad $is regionas yra bitinas [PSI*] plitimui
(Huang et al., 2015), ir yra pagrindinis Sup35 priono struktiiros elementas visuose tirtuose [PSI"]
variantuose (Dergalev et al., 2019).
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Tyréjai taip pat iSsiaiskino, kad 2—32 aminoragsciy ir 33—72 aminoriig§ciy regiony struktiiros
reikSmingai skiriasi. 33—72 aminoriigsciy regionas buvo tik dalinai apsaugotas nuo PK, o atskyrus ji
nuo 2-32 aminoriigsciy regiono, jis visai prarado apsauga, kas rodo, jog Siame regione atsparuma

PK lemia tik jo lokalizacija (Dergalev et al., 2019).

1.3.2. Sup3S ir baltymy transliacija

Sup35 baltymas besijungiantis ] kompleksg su Sup45 baltymu yra biitinas efektyviai
transliacijos terminacijai mielése. Nustatyta, kad abu supresoriai yra eRF (angl. eukaryotic release
factor — eukariotinis paleidimo veiksnys) homologai, atitinkamai eRF3 ir eRF1 (Inge-Vechtomov et
al., 2003). Sup45 baltymas atpazjsta baigties kodonus ir kaip ir eRF1, turi struktiirg, primenancia
tRNR bei inicijuoja peptidil-tRNR hidrolize (Stansfield et al., 1997).

Sup35 baltymas yra modulinis baltymas, C-gale turintis regiona, buting ir pakankama
transliacijos terminacijai, reikalinga lasteliy gyvybingumui palaikyti (Salas-Marco ir Bedwell,
2004) bei pasizymintj dideliu konservatyvumu (Chernoff et al., 1992). Sj regiong sudaro GTPazés
klosté (angl. GTPase fold), randama G-baltymuose (Salas-Marco ir Bedwell, 2004) ir sgveikaujanti
su Sup45 baltymu (Stansfield et al., 1995). Susidares kompleksas skatina transliacijos terminacijg ir
transliacijos komplekso atpalaidavimg. Terminacijos funkcijai jvykdyti, Sup35 ir Sup45 baltymai
sgveikauja su transliuojancia ribosoma ir atpazjsta baigties kodong (Wada ir Ito, 2014). Sup35
baltymo vykdoma guanozino trifosfato hidrolizé teikia energija transliacijos komplekso disociacijai
ir naujo susintetinto polipeptido atpalaidavimui (Dever et al., 2016).

Sup35 ir kity eRF3 baltymy regionai uz C-galo néra batini transliacijos terminacijai (Chernoff
et al., 1992; Ter-Avanesyan et al., 1993). Taciau, zinduoliuose, eRF3 neesminis N-galo regionas,
sgveikauja su PABP, reikalingu ne tik transliacijos iniciacijai, bet ir mRNR stabilizavimui (Hoshino
et al., 1999). In vitro transliacijos eksperimentai parodé, kad PABP tiesiogiai paveikia transliacijos
terminacijos aktyvumg sustiprindamas eRF3 sgveikg su ribosoma (lvanov et al., 2016). Autoriai
i8kélé hipoteze, kad saveika tarp PABP ir eRF3 yra labai svarbi, nukreipiant eRF3/eRF1 kompleksa
Salia baigties kodony, efektyviai transliacijos terminacijai (lvanov et al., 2016). Nepaisant
neesminiy seky skirtumo tarp mieliy Sup35 baltymy ir zinduoliy eRF3, Sup35 N-galo sritis jungiasi
su PABP baltymo mieliy homologu Pabl (Roque et al., 2015). Keli mieliy tyrimai parodé, kad
prolinu turtingas regionas Pabl baltyme (P domenas) yra labai svarbus asociacijai su Sup35
baltymo N-galu per nekanoning Pabl jungimosi vieta (Roque et al., 2015). D¢l to, Lyke ir kolegos
kelia hipotezg, kad zinduoliuose PABP veikimas transliacijos terminacijoje yra panasus ir mielése.
Tai reiskia, kad sgveika tarp Pabl ir Sup35 baltymy nukreipia Sup35/Sup45 kompleksg link baigties
kodono, o tai gali suteikti transliacijos mechanizmui prieiga prie atpalaidavimo veiksniy, kad
transliacija bty sustabdyta laiku ir efektyviai (Lyke et al., 2019).
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1.3.3. Sup35 baltymo prioniné forma [PSI"]

[PSI™] prionas yra netaisyklingai sulankstyta, savaime plintanti, infektyvi Sup35 baltymo
forma (Liebman ir Chernoff, 2012). Lasteliy gyvybingumas reik§mingai nesumazéja esant [PSI™]
fenotipui, o tai leidzia manyti, kad egzistuoja efektyviai funkcijg atlieckancio Sup35 baltymo kiekis,
kuris uztikrina bazinj transliacijos terminacijos lygj (Zhou et al., 1999). Visgi, toksiSkumas yra
pastebimas, kai padidinama Sup35 baltymo raiska, aplinkoje esant [PSI*] (Derkatch et al., 1996).
Sis toksiskumas sukeliamas, kai dél perteklinés SUP35 geno raiskos agreguojasi Sup35 baltymai.
Taip pat Sup35 baltymo perteklius patekes j agregatus nebevykdo natyviy funkcijy (Vishveshwara
ir Liebman, 2009), tai leidzia manyti, jog vyrauja subtili pusiausvyra, tarp priono iSlaikymo ir
uztikrinimo, kad Sup35 ir Sup45 baltyami galés efektyviai dalyvauti transliacijos terminacijoje
(Lyke et al., 2019).

Remiantis ,,somatiniy mutacijy* hipoteze apie sporadiniy amiloidiniy ligy genez¢ (Nicolas ir
Veltman, 2019), amiloidai gali atsirasti atskirose lgstelése, turinCiose tam tikras postzigotines
mutacijas, o paskui plisti j naujas lasteles ir audinius priony plitimo mechanizmu (Goedert et al.,
2017). Dergalev ir kolegy 2021 mety tyrimas su [PSI*] rodo, kad viena i§ tokiy mutacijy yra
nonsense mutacija, galinti smarkiai padidinti priony amiloido atsiradimo daznj (Dergalev et al.,
2021). Manoma, kad [PSI™] galimybé propaguotis per daugelj mieliy karty yra lasteléms naudinga
savybé, o jos priezastis galéty buti fenotipiné variacija, kurig ir palengvina batent nonsense
mutacijos atviro skaitymo rémelyje arba subtili transliacijos terminacijos efektyvumo variacija
(True ir Lindquist, 2000). Buvo rasta 100 geny, kuriy baigties kodono ,,perskaitymo* atvejai
parodé, kad daugelis geny, reaguojanéiy j stresa, buvo slopinami esant [PSI*]. Nustatyta, kad [PSI*]
taip pat turi jtakos skaitymo rémeliy atrankai, nepriklausomai nuo jo poveikio transliacijos
terminacijos efektyvumui. Vis délto, naudojant stabilaus izotopy Zyméjimo aminortigstimis lgsteliy
kultiroje (angl. stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC) ir naujos kartos
sekoskaitos metodus, issiaiskinta, kad [PSI"] nesukelia globaliy proteominiy poky¢iy (Chan et al.,
2017).

Nezymiai padidinti priony formavimosi daznj gali pertekliné Sup35NM domeny raiSka, 0
reikSmingai padidinti jj gali kito baltymo priono biivimas aplinkoje. Pavyzdziui, kai aplinkoje yra
[PIN"], Sup35 pokytis j prionine formg padaznéja (Sondheimer ir Lindquist, 2000; Derkatch et al.,
2001; Osherovich ir Weissman, 2001). Pasitilyti du [PSI'] formavimosi indukcijos dalyvaujant
[PIN'] proceso modeliai. Pirmasis yra inhibitorinis titravimo modelis, kuris rodo, kad [PIN*]
prionas izoliuoja arba slopina veiksnius, pvz., Saperonus, kurie paprastai slopina Sup35 agregacija
(Derkatch et al., 2001; Osherovich ir Weissman, 2001). Visgi, yra per mazai tiek $j modelj
patvirtinanéiy, tiek paneigianciy jrodymy. Antrasis, angliSkai vadinamas cross-seeding modeliu,
rodo, kad egzistuojantys baltymy agregatai yra naudojami kaip Sablonas, sukelti netaisyklingg antro
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heterologinio baltymo susilankstymg ir agregacija (1.3 pav.) (Derkatch et al., 2001; Osherovich ir
Weissman, 2001).

CROSS-SEEDING MODELIS

[PIN] priono agregatas
; séja [PSH]

[psi] [PSE]|
Y 0
O TH

TITRAVIMO MODELIS
Rna1rin [PIN*] priono
ball::gmas OOO agregatas Q:%H:l

izoliuoja inhibitoriy

O nhibitorius
[pSi-] ___J:_,I__I‘_I_l?_t, [PSF] [psi‘] ﬁ [PSI+]

1.3 pav. [PSI"] formavimosi, indukcijos per [PIN"], cross-seeding ir
titravimo modeliai

Cross-seeding modelis demonstruoja, kaip esant [PIN'], formuojasi
[PSI™] prionai. Titravimo modelis rodo, kaip aplinkoje nesant [PIN*]
prionui, [PSI"] formavimgsi stabdo inhibitorius, o aplinkoje esant
[PIN™], jis izoliuoja inhibitoriy ir formuojasi [PSI*]. Saltinis: sudaryta
darbo autorés, remiantis Liebman & Chernoff, 2012, naudojantis
Biorender internetine programa.

In vitro tyrimais parodyta, kad Rngl agregatai gali skatinti Sup35 agregaty formavimasi
(Keefer et al., 2017), o in vivo tyrimai suteiké kolokalizaciniy ir genetiniy jrodymy antrajam
modeliui (Derkatch et al., 2004; Keefer et al., 2017). Rngl sekoje, ilgas QN turtingas regionas
netoli C-galo yra biitinas [PIN*] plitimui, o Q298R (glutamino j argining) pakaita Siame regione
gali zymiai sumazinti [PSI"] indukcija (Derkatch et al., 2001; Keefer et al., 2017).

Parodyta, kad de novo [PSI'] formavimasis yra veikiamas aktino citoskeleto ir baltymy
kokybés kontrolés sistemy (Lyke et al., 2019). Geny, kurie veikia endocitinés zievés aktino kiinelius
(angl. endocytic cortical actin patches), praradimas, lemia sumazéjusj linijos, ziedo ir tasko
agregaty struktiiry formavimosi daznj (skirtingos strukttros pateiktos 1.4 pav.) (Ganusova et al.,
2006).
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1.4 pav. Skirtingos prioninio baltymo Sup35NM-GFP agregaty struktiiros
S. cerevisiae GF822 [psi] [PIN'] kamiene

a) linijos, b) ziedo, c) tasko struktiiros vizualizuotos skaitmeniniy vaizdy
koreliacijos (angl. digital image correlation, DIC) metodu; d) linijos, )
ziedo, f) tasko struktiiros vizualizuotos fluorescentinés mikroskopijos
metodu (Taneja et al., 2007).

ISkelta hipotez¢, kad glutaminu praturtinti endocitinio aktino kiinelio baltymai netoli lastelés
periferijos, leidzia cross-seeding budu telktis tasko, ziedo ir linijos formy Sup35 agregatams
(Ganusova et al., 2006). Taip pat priony formavimasi veikia baltymy kokybés kontrolé (Lyke et al.,
2019). Mutacijos, kurios sutrikdo autofagija, atsakg j oksidacinj stresg arba ubikvitino proteosomos
sistema, lemia padidéjusj priony formavimosi daznj (Allen et al., 2007; Chernova et al., 2011). Tai
leidzia manyti, kad tam tikromis salygomis baltymy kokybés kontrolés mechanizmas aktyviai riboja
S daznj, o ilgalaikis stresas gali ji padidinti. Poveikis druska ar vandenilio peroksidu 12-24
valandas, lemia aukstg lgsteliy mirties lygj. Visgi, iSlikusiose populiacijose priony formavimosi
daznis padidéja vidutiniskai 60 karty (Tyedmers et al., 2008). Priony susiformavimo daZnio
padidéjimas, kaip atsakas ] ilgalaikj stresa, gali buti priemoné generuoti fenotipinius nonsense
mutacijy pokycius skaitymo rémelyje arba transliacijos terminacijos efektyvumo poky¢ius. Todél §i
variacija gali leisti atsirinkti nedidele populiacijos grupeg, kuri puikiai tikty ekstremaliai aplinkai
(Lyke et al., 2019).

1.3.4. [PSI'] amiloido formavimasis

Dergalev ir kolegy 2019 metais atliktas tyrimas, kurio metu Sup35 stipriy ir silpny [PSI']
lizaty méginiai ,,iSséti in vitro ir stebéti elektroninés mikroskopijos metodu. Paaiskéjo, kad
kiekviename preparate vienu metu buvo dviejy tipy Sup35NM fibriliy — ,,sutankéjusiy* (angl. thick)
ir ,,atsipalaidavusiy® (angl. thin). (Dergalev et al., 2019). ,,Sutanké&jusiose™ fibrilése visi Sup35NM
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domenai buvo sulankstyti, jskaitant ir M domeng, o ,atsipalaidavusiose™ regionas, apytiksliai
atitinkantis M domeng, buvo nesulankstytas (Ghosh et al., 2018).

Tyréjy gauti duomenys remia 1-0si0S, 2-t0sios ir 3-tosios Serdziy amiloidinj pobudj, taciau 4-
tosios — kelia klausimy (pla¢iau apie Serdis ir jy lokalizacijg Zr. j 1.3.1. skyriy). Joje yra didelis
skai¢ius kriivj turinCiy aminortgsciy, dél to Sis regionas neturéty biiti amiloidogeninis, nors kai
kurie tyrimai netiesiogiai palaiko 4-tosios Serdies amiloidines savybes. Ghosh ir kolegy atlikto
tyrimo metu sulankstyta Sup35M domeno biisena buvo propaguojama su fibrilémis (Ghosh et al.,
2018). Todél mazai tikétina, kad tokia transmisija galéty vykti nesusidarant tarpmolekulinei
amiloido struktiirai (Dergalev et al., 2019). Kito tyrimo metu parodyta, kad i§ septyniy leucino
aminortgsciy Sup35M domene bent penkios formuoja kontaktus su kitomis Sup35 baltymo
molekulémis (Shewmaker et al., 2006). Trys i§ septyniy leuciny yra lokalizuoti 3-ajame regione,
Kiti keturi — 4-ajame regione, o tai rodo, kad 3-0ji ir 4-0ji Serdys formuoja tarpmolekulinius rySius
(Dergalev et al., 2019).

Gorkovskiy su kolegomis nustaté aminortigstis, kurios yra jtrauktos j rysSiy tarp Sup35
molekuliy sudaryma, regione nuo 9 iki 101 aminoriigities (Gorkovskiy et al., 2014). Sio tyrimo
rezultatai rodo, kad 29-oje pozicijoje esantis tirozinas (Tyr-29) néra jtrauktas j Siuos rySius ir
manoma, jog jis yra baltymo struktiiros kilpoje ar posiikyje, o 35-toje pozicijoje esantis tirozinas
(Tyr-35) sudaro rysius, biidamas B juostos viduryje. Visgi, Dergalev ir kolegy tyrimo rezultatai
rodo, kad Tyr-29 néra pasiekiamas PK, o Tyr-35 yra prieinamas. Kita vertus, tai, kad i$siaiskinta,
jog 71-oje pozicijoje esantis glicinas formuoja rySius, o 73-oje pozicijoje esantis tirozinas jy
neformuoja, puikiai atitinka dalinai apsaugomo regiono ribg ties 72-oje pozicijoje esanciu glicinu
(Dergalev et al., 2019).

,,Serpantino” (angl. ,, serpentine ‘) Sup35 priono struktiiros modelis leidZia manyti, kad jis yra
sudarytas i$ trumpy (5-8 aminortigsciy) B kloscCiy ir B posiikiy. Tai atitinka ,,serpantino® forma (1.5

pav.; Kajava et al., 2004).

1.5 pav. Sup35N ,,serpantino modelis
Raidés zymi aminortgstis (Kajava et al., 2004).
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Dergalev ir kolegy tyrimo duomenys prieStarauja Siam modeliui. Pirma, ,,serpantino®
struktiiroje visos amiloido Serdies dalys turi vienodas savybes, taciau Dergalev ir kolegos nustaté
asimetrijg ir esminius skirtumus tarp 2—32 aminoriigs¢iy ir 33—72 aminorigsciy regiony. Antra,
Sup35 N-galo aminortigstys yra visiSkai apsaugotos nuo PK, o tokia apsauga sunkiai pasiekiama
»serpantino® struktiiros kraste, todél galima spéti, kad Sios aminoriigStys yra pasléptos amiloido
struktiiros viduje. Trecia, Dergalev ir kolegos nepastebéjo periodisko PK prieinamumo, atitinkancio
»serpantino posikius. Ketvirta, 1-0ji Serdis baigiasi ties treCiu i§ penkiy OR, kai tuo tarpu
»serpantino® modelyje neaiSku, kodé¢l like du pasikartojimai neatitinka tokio paties potencialo

formuoti amiloiding struktiirg (Dergalev et al., 2019).

1.4. Ubikvitilinimas

Netaisyklingas baltymy sulankstymas yra procesas, vykstantis visose lgstelése. Netaisyklingai
sulankstyti baltymai gali sukelti proteotoksiSkuma, nes prarandama natyvaus baltymo funkcija, arba
proteostazés mechanizma, kuris nuolat veikia tam, kad palaikyty pakankamg natyviai sulankstyty
baltymy kiekj (Cascarina et al., 2018). Proteostazés mechanizmas susideda i§ trijy pagrindiniy
sistemy: 1) baltymy Saperony tinklo, kuris padeda besiformuojantiems baltymams susilankstyti ir
taip pat pakartotinai sulanksto dalinai arba visiSkai denatiiruotus baltymus; 2) ubikvitino-
proteosomos sistemos ir 3) autofagijos sistemos. Visos trys sistemos kartu veikia pasenusiy,
netaisyklingai sulankstyty ar agreguoty baltymy degradavimg (Labbadia ir Morimoto, 2015).
Nepaisant nuolatinés baltymy kokybés kontrolés sistemy reguliacijos, daugybé ligy atsiranda biitent
del netaisyklingai sulankstyty baltymy ir agregacijos. Be to, jvairlis baltymai sudaro funkcinius
agregatus, kurie dalyvauja reguliuojant jvairius lgsteliy procesus (Silva ir Cordeiro, 2016). Todél,
suvokimas, kaip proteostazés aparatas nustato netaisyklingai sulankstytus baltymus, ir kaip kai
kurie | agregacija linke baltymai iSvengia Sio aptikimo, gali leisti suprasti funkcinj ir patogeninj

agregacijos mechanizmus (Cascarina et al., 2018).

1.4.1. Ubikvitinas, ubikvitilinimo tipai ir deubikvitilinimas

Ubikvitinas yra 8,5 kDa polipeptidas, sudarytas i§ 76 aminortigsciy. Tai yra labai
konservatyvus baltymas daugelyje eukarioty ir gali buti kovalentiskai prijungtas prie taikinio liziny
kaip monomeras arba kaip su lizinu susietas polimeras. Ubikvitino prisijungimas prie vidulgsteliniy
baltymy gali pakeisti taikinio savybes daugeliu biidy, nuo lokalizacijos, aktyvumo ir sgveiky, iki
selektyvios degradacijos (Panasenko, 2014).

Mielése ubikviting koduoja keturi genai UBI1-4 (Finley et al., 1987). UBI1, UBI2 ir UBI3
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koduoja hibridinius baltymus, kuriais ubikvitinas atitinkamai jungiasi su didziaisiais ribosomy
baltymais Rpl40A ir Rpl40B (angl. ubiquitin-60S ribosomal protein L40A/B — ubikvitino-60S
ribosominis baltymas L40A/B) arba su mazuoju ribosominiu baltymu Rps31 (angl. ubiquitin-40S
ribosomal protein S31 — ubikvitino-40S ribosominis baltymas S31). UBI4 koduoja poliubikvitino
prekursoriy, kurj sudaro penki ubikvitino pasikartojimai, nuo pradzios iki galo (angl. head-to-tail).
Pastebéta, kad Sio geno raiska yra ypac intensyvi streso saglygomis, pvz., esant aukstai temperattirai
ar maistiniy medziagy trikumui (Panasenko, 2014).

Ubikvitilinimas yra reguliuojamas procesas, kuriame E1-3 (angl. enzime 1/ 2 / 3 — fermentas
1/ 2/ 3) fermentai nuosekliai vykdo tam tikrus veiksmus. E1 — ubikviting aktyvuojantis fermentas —
aktyvacija vykdo formuodamas tiolio esterinius rySius tarp ubikvitino C-gale esancio glicino ir E1
cisteino, nuo ATP priklausomo proceso metu. Aktyvuotas ubikvitinas prijungiamas prie E2 —
ubikviting prijungiancio fermento — taip pat per tiolio esterinj rysj. E2 sgveikauja su E3, ubikvitino
ligaze, kuri atpazjsta substrata. Galiausiai ubikvitinas prijungiamas prie taikinio, susiformuoja
kovalentinis izopeptidinis rySys tarp ubikvitino C-galo glicino ir taikinio aminoriigsties (dazniausiai
N-galo lizino) (Panasenko, 2014). Retais atvejais ubikvitinas gali biiti prijungtas prie baltymo-
taikinio N-galo cisteino, serino ar treonino aminortags¢iy (McDowell ir Philpott, 2013). Mielése yra
vienas E1, trylika E2 ir apie §imtas E3 baltymy (Finley et al., 2012).

Ubikvitilinimas gali jvykti: vieng karta (monoubikvitilinimas); kelis kartus, bet ant skirtingy
substrato liziny (multi-monoubikvitilinimas); kelis kartus ant to paties substrato lizino
(poliubikvitilinimas). Monoubikvitilinimas ir multi-monoubikvitilinimas veikia baltymy aktyvuma,
lokalizacija ir saveikas. Ubikvitino molekuléje yra septyni lizinai (Lys-6, -11, -27, -29, -33, -48, -
63) ir metioninas (Met-1) N-gale, kurie gali dalyvauti ubikvitilinime (Panasenko, 2014). Gali
formuotis ir poliubikvitino grandinés, kurios molekuline prasme yra identiskos, bet strukttriskai
skiriasi ir lemia skirtingas funkcijas per saveikas su skirtingais ubikvitino receptoriais (1.6 pav.)
(Walsh ir Sadanandom, 2014).
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Substratas

/

Mono / multi-monobikvitilinimas Poliubikvitilinimas
Baltymy sgveikos lokalizacija (homogeniné grandiné)
Proteosominé degradacija

Poliubikvitilinimas Poliubikvitilinimas
(linijiné grandiné) (linijiné grandiné)
NF-kB aktyvacija; NF-kB aktyvacija

DNR reparacija;
Lizosominiy, taikiniy kelias

1.6 pav. Ubikvitilinimo tipai ir jy funkcijos

Ubikvitino 1-oji metionino ir septynios lizino aminortags¢iy liekanos (Lys-6, -11, -27, -29, -33, -
48, -63) gali sudaryti specifines grandiniy jungtis su skirtingomis konformacijomis ir atlikti
specifines funkcijas. Saltinis: sudaryta darbo autorés, remiantis Park & Ryu 2014, naudojantis
Biorender internetine programa.

Ubikvitilinimas yra griztama modifikacija (Panasenko, 2014). Ubikvitinas nuo taikinio
baltymo gali biiti pasalintas dél deubikvitilinan¢iy fermenty (angl. deubiquitinating enzymes, toliau
DUB) aktyvumo (Amerik ir Hochstrasser, 2004). Deubikvitilinimg gali vykdyti dvi pagrindinés
DUB klasés, cisteino proteazeés ir metaloproteazés. Cisteino DUB proteazés aktyviajame centre turi

cisteing, o metaloproteazés — cinkg (Panasenko, 2014).

1.4.2. Proteosoma

Proteosomg sudaro 33 skirtingi subvienetai ir tai yra kompleksiSkiausia Zinoma proteazé
(Finley, 2009). Pagrindiné proteosomos funkcija yra degraduoti su ubikvitinu sujungtus baltymus.
Proteosomos yra sudarytos i$ dviejy daliy: 19S reguliacinés dalies (angl. regulatory particle, toliau
RP) ir 20S Serdies dalies (angl. core particle, toliau CP). RP atpazjsta substratus, kuriuos reikia
degraduoti, o CP pasizymi proteolitinio aktyvumo vietomis, kurios yra atskirtos vidin¢je CP

erdvéje. Tai uztikrina grieZtai ribojamga prieigg prie Siy viety ir sumaZzina nespecifing proteolize.
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Substratai i§ RP nukreipiami j CP per siaurg substraty translokacijos kanalg, kuris gali buti atviras
arba uzdaras. Globuliniai baltymai turi baiti iSlankstyti, kad galéty kirsti §j kanalg (Finley et al.,
2012).

1.4.3. Prionai, juy ubikvitilinimas ir degradacija proteosomoje

Kai kuriy geny, koduojanéiy Saperonus ir ubikvitino proteosomos sistemos komponentus,
veikianéius netaisyklingai sulankstyty baltymy pertvarkyma, delecijos ar pakaitos, sukelia de novo
priony formavimasi, ypa¢ Sup35 priono atveju ( Liebman ir Chernoff, 2012; Chernova et al., 2014).
UBC4 (angl. ubiquitin conjugating enzyme E2 4) geno, kuris koduoja vieng i§ pagrindiniy
ubikviting jungianéiy fermenty E2, delecija (A) padidina [PSI'] atsparuma perteklinio Hsp104
veikimui ir de novo [PSI™] formavimasi (Allen et al., 2007). Svarbu pabrézti, kad padaznéjes [PSI™]
formavimasis dél dubc4 yra nepriklausomas nuo bet kokio kito priono buvimo, nors ir reikalauja
Rnq1 baltymo btivimo aplinkoje, bet taip pat neprioninéje biisenoje. Paprasciausias dubc4 poveikio
paaiSkinimas biity, kad ubikvitininimo defektas stabdo netaisyklingai sulankstyto Sup35 baltymo
degradavimg ir taip padidéja jo kiekis bei prioninés formos jgavimo daznis (Liebman ir Chernoff,
2012). Visgi, nepaisant atlikty tyrimy rezultaty (Chernova et al., 2003), néra jrodyta, kad Sup35
lygis yra reguliuojamas ubikvitilinimo (Allen et al., 2007; Chernova et al., 2017; Greene et al.,
2020). Kita vertus, ubc44 padidina vieng DNR granding prilydanc¢iy baltymy (angl. single-strand
annealing proteins) Saperony, asocijuoty su Sup35, lygj. Taigi, ubikvitino sistemos pokyc¢iai gali
daryti jtakg prionams per pagalbinius veiksnius (Liebman ir Chernoff, 2012).

Nors praneSama, kad poliglutamino regionai yra atspariis proteosominei degradacijai (nors tai
taip pat gana prieStaringai vertinama) (Juenemann et al., 2013), bet Sup35 baltymo gyvavimo laikas
in vivo yra vidutinis, o tai leidzia manyti, kad jis i§ prigimties néra nejprastai atsparus degradacijai.
Kai kurie tyrimai nustaté, kad tam tikri Sup35 priono domeny fragmentai, turtingi QN, rodo aukstus
pasenusiy baltymy pakeitimo naujais lygius (Kochneva-Pervukhova et al., 1998), ir kad Sup35
prioninis domenas gali buti perskeltas proteolitiskai (Okamoto et al., 2017). Todél daroma i$vada,
jog degradacija ir proteolitinés sistemos gali ,,apdoroti Sup35 priono domeng in vivo. Visgi,
Cascarina ir kolegy, 2018 metais atlikto tyrimo rezultatai iSryskino principa, kuris i§ esmés skiriasi
nuo jgimto baltymo stabilumo terorijos. Konkreciau, sekos, galincios sukelti efektyvig degradacija
guaninu turtinguose j prioninius domenus panasiuose domenuose (angl. prion-like domains, PrLD),
tam tikru btidu yra apsaugotos nuo proteostazés mechanizmy, dél aplinkui esan¢iy QN turtingy
regiony. Todel QN liekanos gali sustiprinti priono domeny agregacija, i$ dalies apsaugodamos |
agregacija linkusias sritis nuo proteostazés mechanizmo. (Cascarina et al., 2018). Nors padaznéjusi

degradacija ir agregacija nebiitinai yra alternatyvos (Kochneva-Pervukhova et al., 1998), tyrimo
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rezultatai rodo, kad Sup35 prioninio domeno i$sidéstymas suteikia atsparumg degradacijai ir iSlaiko
galimybe¢ formuoti prionus (Cascarina et al., 2018).

Manoma, kad Sup35 priono sritis sudaro sutrikdyta, bet netvarkingg (angl. collapsed but
disordered) strukturg, kurioje ir yra didelis QN kiekis, galintis paslépti hidrofobinius regionus nuo
proteostazés mechanizmo. (Mukhopadhyay et al., 2007). Kitu atveju, uZuot uzkertant kelig
hidrofobiniy regiony pradiniam atpaZinimui proteostazés mechanizmais, QN liekanos gali slopinti
tolesniy jvykiy seka, sukeliancig degradacija. Nors dideli QN kieki Sup35N galima islaikyti dél
daugelio priezas¢iy, gali buti, kad stabilizuojantis QN poveikis bent jau prisideda prie pastebéto
regiony i$sidéstymo i$saugojimo (Cascarina et al., 2018).

Kiti Sup35 prioninio domeno bruozai, be QN kiekio, taip pat atrodo reikalingi, kad biity
iSvengta degradacijos mechanizmy aptikimo (Cascarina et al., 2018). Irodyta, kad SeSios
aminortigStys skatina priony susidaryma (angl. prion-promoting): fenilalaninas, tirozinas,
triptofanas, valinas, izoleucinas ir metioninas (Toombs et al., 2010). Sup35 priono domene yra 23
Sios aminortigstys ir jos visos, iSskyrus inicijuojant] metioning, yra aromatinés. Taip pat, Sios
aminoriugstys yra paskirstytos domene ne $alia viena kitos (tik vienoje pozicijoje 2 i§ 23 atsiranda
greta) ir beveik visos turi gretimas QN aminortigséiy liekanas. Taigi, Sup35 priono sritis turi daug
funkcijy, kurios skatina agregacijg, taiau ,vengia“ tam tikry savybiy, galinciy prisidéti prie
degradacijos (Cascarina et al., 2018). Be to, Sie tendencingumai néra budingi tik Sup35 priony PrD
sri¢iai; dauguma kity mieliy priony domeny taip pat yra turtingi QN ir turi daug aromatiniy

aminortigsciy (MacLea et al., 2015).

1.4.4. Kodél argininas keicia lizing?

Remiantis 2018 mety Olesya O. Panasenko straipsniu, tam, kad tikslinis baltymas bty
siunciamas degradacijai | proteosoma, jis turi turéti ubikvitino Zyme, kuri daZniausiai yra jungiama
prie lizino aminortigs¢iy baltymo N-gale. 1.1 lenteléje pateikta 10 prioning forma jgyti galinéiy S.
cerevisiae baltymy. 5-iuose i§ jy — Sup35, Mot3, Ure2, Swil ir NEW1 — PrD lokalizuojasi N-gale,
likusiuose 5-iuose — viduriniajame (M) arba C-gale. Jdomu tai, kad Sup35, Mot3 ir Ure2 N-galuose

yra tik po vieng lizing, kurie teoriSkai galéty biiti ubikvitilinimo taikiniais.
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1.1 lentelé. Mieliy prionai

Ar
prioninis N
domenas | domenas
yra N- (ar)
gale?

Baltymas
ir jo
[prioniné
forma]

Liziny
skaicius

N

Liziny pozicijos

Saltinis

* 4 lizinai N-gale, bet PrD néra nei vieno.
** Ne, bet dalyvauja prionizacijoje.




Sio darbo tikslas buvo jvesti K102R mutacija, norint i$siaiskinti, ar tai turi reik§més
ubikvitilinimo ir proteosominés degradacijos procesams. Jeigu mutuotas baltymas prionizuotysi
intensyviau negu natyvus baltymas, galima bty teigti, kad jo atsparumas proteosominei
degradacijai yra didesnis. Tai jrodyty, kad prioniné natyvaus Sup35 baltymo forma visgi yra
degraduojama proteosomos, ir vienintelis lizinas N-gale tikrai yra ubikvitino taikinys, o vienas i$
atsparumo degradacijai mechanizmy koncentruojasi i §io lizino apsaugojima.

Kadangi 102-oje pozicijoje esantis lizinas keiiamas ] argining, svarbu paminéti, kad
argininas néra ubikvitino taikinys. Kadangi lizinai kanoniskai sudaro izopeptidinius rySius su
ubikvitinu, mutacijos j aminortigstis, kurios negali sudaryti $iy rySiy, kaip antai argininas, gali leisti
identifikuoti lizinus, dalyvaujancius rySiuose. Tada lizino-arginino mutantai lyginami su originaliais
konstruktais, kad buity galima istirti pakitusius ubikvitilinimo modelius (Sap ir Reits, 2020). Taip
pat, abiems aminortgstims t.y. lizinui ir argininui, budingas teigiamas kravis ir lizinas daznai
dalyvauja druskos tilteliy susidaryme, jungdamasis su neigiamai jkrautomis aminortgstimis, pvz.,
aspartatu. Sios sgveikos mechanizmas kuria stabilizuojanéius vandenilinius rysius, kurie gali biti
svarbiis baltymy stabilumui (Betts ir Russell, 2007). Pakeitus lizing j nekonservatyvig aminortgstj,
kurios savybés nesutampa su lizino, galéty keistis Sup35 baltymo struktira ir / arba funkcijos
(Wang et al., 2020). K102R mutacijos jvedimui naudotas vietai specifinés mutagenezés metodas,

kuriam atlikti reikéjo keturiy skirtingy pradmeny.

28



o B~ W D P

© © N o g b~ w DR

O S N = T T T =
O © W N o O M W DN L O

2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1. Naudotos medziagos

2.1.1. Reagentai

Gamintojas — AppliChem:
LiOAc x 2H,0.

Gamintojas — Bio-Rad:

Agaroze;

Glicinas;

Natrio dodecilsulfatas (toliau NDS);
Amonio persulfatas (toliau APS);
Tetrametilethilendiaminas (toliau TEMED).

Gamintojas — CARL ROTH:
Adeninas;

Agaras;

Agaroze;

Akrilamidas;

Ampicilinas;

Bisakrilamidas;

Bromfenolio mélynasis;
CH40;

CuSQq;

. D(+) — gliukozés monohidratas;

. Dimetilsulfoksidas (toliau DMSO);
. Glicerolis (86 %);

. Mieliy azoto bazé (angl. yeast nitrogen base, toliau YNB) (be aminortigsciy ir nukleotidy);
. Lizogeniné mitybiné terpé (angl. lysogeny broth, toliau LB) (be agaro);

. L-leucinas;

. L-triptofanas;

. Mieliy ekstraktas;
. Peptonas;

. Roti®Blue (5x%);

. Tris;



21. Uracilas.
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Gamintojas — Invitrogen:
LasSiSos spermos DNR;

SeeBlue™ Pre-stained Protein Standard, 4-200 kDa.

Gamintojas — MERCK:
Acto ragstis (100 %);
CaCl; x 2H,0;

HCI (37 %);

MgCl, x 6H,0;

NaCl;

NaOH;

PEG4000.

Gamintojas — New England Biolabs (NEB):
BamHI-HF (angl. high fidelity, HF);

BamHl;

CutSmart buffer;

Sacll;

Scal.

Gamintojas — Serva:
EtidZio bromidas (toliau EtBr);
-merkaptoetanolis.

Gamintojas — Sigma — ALDRICH:
Etilendiamintetraacto (toliau EDTA);
L-histidinas.

Gamintojas — Thermo Fisher Scientific:
5% Phusion™ HF Buffer;

CloneJET PCR Cloning Kit;

DreamTaqg Green PCR Master Mix (2X);
Gene Ruler DNA Ladder Mix;
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GeneJET Gel Extraction Kit;

GeneJET Plasmid Miniprep Kit;

GeneRuler DNA Ladder, ready-to-use;
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use;
Phusion Hot Start High-Fidelity PCR Master Mix;
10. Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase;

© © N o o

11. Sterilus dejonizuotas vanduo be nukleaziy;
12. T4 DNA Ligase buffer (10x);

13. T4 DNA Ligase LC (angl. low-copy, LC);
14. TriTrack DNA Loading Dye (6x).

2.1.2. Mieliy ir bakterijuy kamienai, naudoti kaip rekombinantinés DNR recipientai

e S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN'] (genotipas: (MATa adel-14 trp1-289 his3—-4200 ura3-52
leu2—3,112) [psi][PIN] (dr. Yury Chernof dovana).

e E. coli DH5a (genotipas: F— ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rkK-,
mK+) phoA supE44 J— thi-1 gyrA96 relAl1) (Invitrogen).

2.1.3. Plazmidés

Informacija apie tyrime naudotas plazmides pateikta 2.1 lenteléje, strukttrinés dalys
nurodytos 1 Priede.

2.1 lentelé. Tyrime naudotos plazmideés

pPRSCupSup35GFP Ampicilinas Baltymo sintezé mieliy lastelése | VU GMC MBK kolekcija

pJET1.2/blunt Ampicilinas SUP35K102RGFP klonavimas Thermo Fisher Scientific

2.1.4. Terpés ir tirpalai

e 10 mM adenino tirpalas (ade);

e 100 mM histidino tirpalas (his);

e 100 mM leucino tirpalas (leu);

e 20 mM uracilo tirpalas (ura);

e 40 mM triptofano tirpalas (trp);

e 4x NDS wuznesimo buferis: Tris-HCI 240 mM pH 6,8, glicerolis 40 % (v/v), natrio
dodecilsulfatas (NDS) 8 % (w/v), bromfenolio mélynasis 0,04 % (w/v);

e Ca tirpalas (sterilinamas filtruojant, naudojamas autoklavuotas vanduo): 5 mM Tris-HCI (pH
8,0); 100 mM CaCly,; 5 mM MgCly;
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LiOAC/TE tirpalas: LIOAc 100 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA ragstis 0,5 mM;

LB terpé su ampicilinu ir/arba agaru arba be ampicilino ir/arba agaro: mieliy ekstraktas 0,5 %
(w/v), peptonas 1 % (w/v), NaCl 0,5 % (w/v), priedai: ampicilinas 100 pg/mL; agaras 2 %
(Wiv);

Mieliy ekstrakto, peptono ir desktrozés terpé (angl. yeast extract-peptone-dextrose, toliau YPD)
su arba be priedy: gliukozé 2 % (w/v), peptonas 2 % (w/v), mieliy ekstraktas 1 % (w/v), priedai:
adenino tirpalas 1,5 % (v/v) (YPDA terpé); agaras 2 % (w/v);

Na tirpalas (sterilinamas filtruojant, naudojamas autoklavuotas vanduo): 5 mM Tris-HCI (pH
8,0); 100 mM NaCl; 5 mM MgCly;

Sintetiné turtinga terpé (angl. synthetic complete medium, toliau SC) su arba be priedy: gliukozé
2 % (w/v), YNB 6,7 g/L, priedai: leucino tirpalas 20 mL/L; adenino tirpalas 15 mL/L; histidino
tirpalas 3 mL/L; triptofano tirpalas 10 mL/L; agaras 20 g/L, uracilo tirpalas 10 mL/L;
Transformacijos miSinys: LiOAc 100 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, PEG4000 40 %
(Wiv);

Tris-acetato-EDTA buferinis tirpalas (angl. tris-acetate-EDTA, toliau TAE): Tris 40 mM, acto
rugstis 20 mM, EDTA 1 mM;

NDS-Tris-glicino buferis: Tris 25 mM, glicinas 192 mM, NDS 0,1 %, pH 8,3.

2.1.5. Naudoti prietaisai ir jranga

Binder termostatas;

Biometra T1 1 UV-transiliuminatorius;

Bio-Rad T100 termocikleris;

Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell NDS-PAGE analizés sistema;

Biosan termo purtyklé su Saldymo funkcija mikromégintuvéliams ir PGR mégintuvéliams (TS-
100C);

Cleaver Scientific geliy elektroforezés rezervuaras MultiSUB Choice Trio;
DNR Bio-Imaging Systems vaizduoklis MiniBIS Pro;

Eppendorf biofotometras;

Eppendorf centrifuga 5424;

Eppendorf centrifuga MiniSpin® plus;

Epperndorf mikropipetés;

ESCO IBS-R-19-1 purtyklé;

GFL 1083 purtykle;

IKA® RH basic 2 magnetiné maiSykle;
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e KERN svarstyklés ADB;

o KERN svarstykles EG;

e Mars ScanLaf laminaras;

e Sigma laboratoriné $aldanti centrifuga 3-30K;

e Thermo Fisher Scientific centrifuga KR 2.5i;

e Thermo Fisher Scientific laminaras Safe2020;

e Thermo Fisher Scientific mikrocentrifuga SproutTM;

e Thermo Fisher Scientific mikropipetés;

e Thermo Fisher Scientific laselinis bekiuvetis spektrofotometras NanoDrop™ 2000;
e VELP Scientifica vorteksas.

2.1.6. Pradmenys

Kuriant mutuota Sup35 baltymg vietai specifinés mutagenezés metodui sumodeliuoti

pradmenys ir sekoskaitai naudoti pradmenys pateikti 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Vietai specifinei mutagenezei sukurti pradmenys ir sekoskaitai naudoti pradmenys

A 23 67,9 43,5 Labai silpna

5= TCAATCAATCAGGATCCATGTCG -3¢

B 30 71 46,67 Labai silpna

5¢-~GTTGAAGTTTCTGTAATTTCCACGGCCACC — 3¢

C 28 68 41,38 Labai silpna

5 - GCCGTGGAAATTACAGAAACTTCAACTAC - 3¢

D 19 66,3 57,9 Néra

5= TAGGGCGAATTGGAGCTCC -3¢

67,9 43,5 Labai silpna

5‘—~TCAATCAATCAGGATCCATGTCG - 3¢
18 54 50 Labai silpna

5~ GGCATCAACATGACCCAT -3¢
21 62 43 Labai silpna

5¢-TTCGTCATCCACTTCTTCTTC -3¢

Tm —angl. melting temperature — lydymosi temperatiira; GC — guanino ir citozino kiekis.
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B ir C pradmenys sumodeliuoti naudojant ,,SnapGene* programine jranga. SUup35GFP_FW
(angl. forward — tiesioginis) ir Sup35GFP_RV (angl. reverse — atvirkstinis) ir delecija_rev
pradmeny modeliai padovanoti kolegos Airido Rudziansko. Visi naudoti pradmenys uzsakyti
jmong¢je ,,UAB Nanodiagnostika“.

2.2. Tyrimo metodai
2.2.1.Plazmidinés DNR skyrimas

Ant agarizuotos LB terpés, papildytos ampicilinu, i$sétos E. coli DH5a kamieno 1gstelés su
plazmide pRSCupSup35GFP, pJET1.2/bluntSup35K102RGFP arba pRSCupSup35K102RGFP
augintos 12-16 val., 37 °C. I$ ant 1ékstelés uzaugusios bakterijy masés, naudojant plazmidinés DNR
skyrimo rinkinj GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo
protokolg iSskirta plazmidiné DNR, tirta elektroforezés agarozés gelyje metodu.

2.2.2. DNR elektroforezé agarozés gelyje

Tyrimo eigoje i$skirtos plazmidinés DNR, restrikcijos reakcijy ir PGR produkty vizualizacijai
ir analizavimui atlikta elektroforez¢ agarozés gelyje. Gelis paruostas reikiama kiekj agarozés
uzpilant 1x TAE buferiniu tirpalu (paruosto gelio koncentracija 0,8 %). Tirpalas Kkaitintas
mikrobangy krosneléje Keliais etapais, iSjungiant pradéjus burbuliuoti, iki kol agarozé pilnai
iStirpsta ir tirpalas tampa skaidrus, po to vésinta iki kol tirpalas pasiekia ~ 50 °C. | atvésusj agarozés
tirpalg jpiltas EtBr dazas iki galutinés 0,5 pg/mL koncentracijos, tirpalas supiltas j sta¢iakampg
gelio formele su Sulinéliy plokstele. Sustinggs gelis kartu su formele, be Sulinéliy plokstelés,
perkeltas j elektroforezés indg su 1x TAE buferiu, pilnai apsemianéiu Sulinélius. | Sulinélius
mikropipete uznesti: DNR ilgio zymuo GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher
Scientific), Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) arba GeneRuler DNA Ladder,
ready-to-use (Thermo Fisher Scientific) bei méginiai sumaisyti su uzne$imo dazu TriTrack DNA
Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific).

Elektroforezé vykdyta esant 100-120 V jtampai (priklausomai nuo gelio dydzio), 40-50

minuciy. Rezultatai vizualizuoti gelj apSvieciant UV §viesa ir naudojant GelCapture programa.

2.2.3. DNR fragmenty gryninimas i$ agarozés gelio

Po elektroforezés tiksliniai DNR fragmentai, reikalingi kituose tyrimo etapuose, apsviesti UV
Sviesa ir iSpjauti i§ gelio skalpeliu. Siekiant iSgryninti iSpjautus fragmentus, naudotas GeneJET Gel

Extraction Kit rinkinys (Thermo Fisher Scientific), vadovaujantis gamintojo protokolu.
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2.2.4. Vietai specifiné mutagenezé

Sup35 baltymo mutacija K102R jvesta pagal Carrigan ir kolegy 2010 metais aprasytg vietai
specifinés mutagenezés metodg. Siam tikslui taikytas persidengiané¢iy fragmenty ilginimo PGR
metodas, vykdytos trys nepriklausomos PGR reakcijos, kuriy miSinio sudétis ir sglygos pateiktos
2.3 lenteléje. Pradmenys A ir D yra sekos, 5° ir 3° galuose (Soniniai pradmenys), juose yra
restrikcijos endonukleaziy, atitinkamai BamHI ir Sacll, kirpimo vietos, B ir C pradmenys
persidengia ir apima vieno nukleotido pakaita K102R (pradmenys pateikti 2.2 lenteléje).

Mutagenezeés schema pateikta 2.1 pav.

K102R
A— C—o—
d—.—B
AN Il PGR reakcija
K102R

S— L

. /
9

l Ill PGR reakcija
=

| N

3

SUP35K102RGFP

!

Ligavimas j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir
transformacija j E. coli DH5a

«—D
I PGR
reakcija

Persidengimas

2.1 pav. Vieno nukleotido pakaitos K102R jvedimas vietai
specifinés mutagenezés metodu

Ivykdytos dvi nepriklausomos PGR reakcijos — I ir 1l — gauti
AB (naudoti pradmenys: Sup35GFP_FW ir
Mutageninis_RV) ir CD (naudoti pradmenys:
Mutageninis_FW ir Sup35GFP_RV) fragmentai. Il PGR
reakcijos metu AB ir CD fragmentai sujungti j vieng AD
(SUP35K102RGFP) (naudoti pradmenys: Sup35GFP_FW ir
Sup35GFP_RYV) fragmentg. Saltinis: sudaryta darbo autorés,
remiantis Castorena-Torres et al., 2016, naudojantis
Biorender internetine programa.
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2.3 lentelé. PGR misinio, sudétis (A) ir salygos (B) vietai specifinei mutagenezei atlikti

A) PGR miSinio sudétis

Iki bendro 50 pL miSinio ttrio

1x
0,5 uM
0,5 uM
10-20 ng

B) PGR salygos

* DNR matrica: I ir II PGR reakcijy metu naudota linearizuota plazmidé pRSCupSup35GFP, III
PGR reakcijos metu naudoti AB ir CD fragmentai.

** || PGR reakcijos metu, siekiant gauti CD fragmentg ir parinkus pradmeny prijungimo
temperatira 64 °C, reakcija nepavyko. Tuomet vykdyta gradientiné PGR reakcija, parinkus
temperattiras nuo 49 °C iki 59 °C, visais atvejais reakcijos pavyko. Il PGR reakcijos metu, optimali
pradmeny prijungimo temperattira 64 °C.

*** Priklausomai nuo fragmento ilgio (15 s/kbp).

Trijy PGR reakcijy galutinis produktas — mutuotas genas Sup35K102RGFP. AB, CD ir
SUP35K102RGFP fragmentai i§ agarozeés gelio po elektroforezés iSgryninti naudojant GeneJET
Gel Extraction Kit rinkinj (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo protokola. SUP35K102RGFP

nusiystas sekoskaitai.
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2.2.5. DNR restrikcija endonukleazémis

Restrikcijos endonukleazés naudotos darbe:
e BamHI-HF arba BamHI (NEB);
e Sacll (NEB);
e Scal (NEB).
DNR restrikcijos misSinys pagamintas pagal gamintojy nurodymus, miSinio sudétis nurodyta 2.4

lenteléje.

2.4 lentelé. Trigubos, dvigubos ir viengubos restrikcijos reakcijy misiniy sudétys

Bendras reakcijos tiiris

Reakcijos salygos optimizuotos: restrikcijos meéginiai 2 val. inkubuoti 37°C. Produktai

analizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu.

2.2.6. Tikslinio geno jterpimas j klonavimo vektoriy

Tikslinis fragmentas (SUP35K102RGFP) klonuotas j pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy
naudojant CloneJET PCR Cloning Kit rinkinj (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
protokola. Ligavimo reakcijg rinkinyje katalizuoja T4 DNR ligazé. Vektorius rinkinyje yra
linearizuotas ir pasiZzymi bukais fosforilintais galais. Kadangi PGR reakcijose buvo naudota
,Phusion Hot Start“ polimerazé (Thermo Fisher Scientific), irgi paliekanti bukus galus, tikslinj
fragmentg galima i§ karto jterpti j vektoriy. SUP35K102RGFP sujungtas su vektoriumi dviem
skirtingais santykiais (atitinkamai 1:1 ir 2:1). Bakterijos su plazmide, bet be tikslinio fragmento
ziiva, nes fragmento jterpimo vietoje yra perskirtas toksino genas (Eco47l/T7 restrikcijos

endonukleazée). Ligavimo miSinys supilstytas ir 2 val. inkubuotas kambario temperatiiroje.
37


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/MAN0012966_CloneJET_PCR_Cloning_40rxn_UG.pdf

2.2.7. pJET1.2/bluntSup35K102RGFP perkélimas j kompetentines E. coli DH5a bakterijas

cheminés transformacijos metodu

Po ligavimo reakcijos pJET1.2/bluntSup35K102RGFP jkeltas j chemiskai kompetentines
E. coli DH5a Igsteles (paruostas pagal (Bolivar ir Backman, 1979) kar$¢io Soko metodu. Atliekant
cheming transformacija pagal Bolivar ir Backman, 200 puL kompetentiniy lasteliy sumaiSyta su 15
uL vektoriaus-konstrukto DNR (ligavimo miSinio), viskas atlikta ledo vonel¢je, tuomet inkubuota
45 min., 4 °C. Lastelés paveiktos kars¢io Soku 42 °C, 2 min. Temperattros pokytis keicia pusiau
kristalinés membranos buisenos takuma, pasiekiamg esant 0 °C, padidéja membranos pralaidumas,
todél DNR molekulé gali patekti j Iastele per adhezijos zong (Tu, 2008). Tada lgstelés trumpam
perkeltos j ledo vonelg, membrana tokiu budu atgauna jai budingg takumg. Toliau bakterijos
gaivintos, jas suspendavus 500 uL LB terpés, inkubuotos 1 val., 37 °C. Sios inkubacijos metu
lastelés atsigauna po kar$¢io Soko, pasisavina terpéje esancias maistines medziagas. Lastelés iSsétos
ant agarizuotos LB terpés papildytos ampicilinu: a) 30 uL, b) 70 pL, c) lasteliy likutis (~600 pL)
surinktas centrifuguojant ~7000 aps. 2 min., supernatantas (~500 pL) nupiltas, paliekant ~100 pL,
lastelés suspenduotos mikropipete ir paskirstytos ant terpés. Auginta 1216 val., 37 °C.

Atrinktos transformanty kolonijos klonuotos ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu, auginta
12-16 val., 37 °C. Naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) isskirtos
plazmidés tikrintos trigubos restrikcinés analizés metodu su BamHI-HF / BamHI (NEB), Sacll
(NEB) ir Scal (NEB). Atliekant restrikcijos reakcijg tik su BamHI-HF / BamHI (NEB) ir Sacll
(NEB) gauty tikslinio fragmento ir likusios vektoriaus dalies dydziai yra labai panasus, atitinkamai
~2800 bp ir ~2900 bp. Tokiu atveju yra sunku tiksliai i§ agarozés gelio po elektroforezés iSpjauti
SUP35K102RGFP fragmentg. D¢l to naudojama Scal (NEB), kuri likusig vektoriaus dalj sukarpo j
~2100 bp ir ~800 bp dydzio fragmentus. Pasirinkta plazmidé su tiksliniu fragmentu nusiysta
sekoskaitai, o tikslinis fragmentas iSpjautas i§ agarozés gelio po elektroforezés ir naudotas

tolesniuose darbuose.

2.2.8. Tikslinio geno jterpimas j pRSCup ,,Saudyklinj* vektoriy

SUP35K102RGFP klonuotas j pRSCup Saudyklinj vektoriy naudojant T4 DNR ligaze
(Thermo Fisher Scientific), kuri katalizuoja ligavimo reakcijg pagal gamintojo protokola, skirtg
tikslinio fragmento lipniais galais jtepimui j vektoriy. Tikslinis fragmentas su vektoriumi maiSomi
keliais skirtingais santykiais (atitinkamai 1:1, 2:1, 3:1). Ligavimo miSinio reakcijos salygos
optimizuotos: 2 val. inkubuota kambario temperatiiroje, per naktj 4 °C, tuomet misinys perkeliamas

i 20 °C.

38


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0011906_DNAsert_Ligation_Vector_DNA_UG.pdf

2.2.9. pRSCupSup35K102RGFP perkélimas j kompetentines E. coli DH5a bakterijas

cheminés transformacijos metodu

SUP35K102RGFP jterptas j pRSCup vektoriy ir jkeltas j chemiskai kompetentines E. coli
DH5a lasteles (paruostas pagal (Chen et al., 2001) kars¢io Soko metodu. Atlieckant cheming
transformacijg pagal Chen ir kolegas, 200 pL. kompetentiniy lasteliy sumaiSyta su 5 uL vektoriaus-
konstrukto DNR (ligavimo miSinio), viskas atlikta ledo voneléje, tuomet 30 min. inkubuota 4 °C.
Lastelés paveiktos kar$¢io Soku 2 min., 42 °C. Bakterijos trumpam perkeltos j ledo vonelg,
gaivintos su 200 pL LB terpés, inkubuotos 45 min., 37 °C. Tuomet lastelés iSsétos ant agarizuotos

LB terpés papildytos ampicilinu ir augintos 12-16 val., 37 °C.

2.2.10. Bakterijy kolonijy PGR

Po E. coli DHSa bakterijy cheminés transformacijos ant LB terpés su ampicilinu uzaugusios
lasteliy kolonijos analizuotos kolonijy PGR metodu naudojant DreamTaq Green PCR Master Mix
(2x) (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo protokola su modifikacijomis. Matricai nuo
leksteles mikropipetés galu uzkabinta pusé uzaugusios kolonijos ir suspenduota su 50 pL sterilaus
dejonizuoto vandens be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific). PGR miSinio sudétis ir salygos

pateikti 2.6 lenteléje.

2.6 lentelé. Bakterijy kolonijy PGR miSinio sudétis (A) ir salygos (B)

A) PGR miSinio sudétis

Iki bendro 20 pL miSinio tiirio

1x

0,5 uM
0,5 uM

2 uL kolonijos suspensijos

B) PGR salygos
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Po kolonijy PGR, méginiai analizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu. Kolonijy PGR
metodu tirtos kolonijos klonuotos ant LB terpés papildytos ampicilinu, ir augintos 12-16 val., 37
°C. Tuomet i§ bakterijy iSskirtos plazmidés naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo

Fisher Scientific) ir nusiystos sekoskaitai.

2.2.11. Kompetentiniy S. cerevisiae 74-D694 [psi’][PIN'] kamieno mieliy lasteliy

paruoSimas ir cheminé transformacija

Kompetentiniy mieliy lasteliy paruosimas ir jy cheminé transformacija atlikta remiantis
Aitmanaités ir kolegy, 2021 mety protokolu, jj modifikuojant. S. cerevisiae 74-D694 [psi’][PIN"]
kamieno lastelés augintos ant agarizuotos YPD terpés 2,5 paros. Tuomet kompetentinés mieliy
lastelés paruostos j 5 mL YPDA terpés perkélus S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN'] kamieno
kolonijg i§ 1ékstelés, auginta 16-20 val., 30 °C, 130 aps./min. Tuomet 500 L lasteliy perkelta j 50
mL YPDA terpés, auginta 30 °C, 130 aps./min., kol pasiektas optinis tankis 0,7. Lastelés
centrifuguotos 5 min., 1500 xg, kambario temperatiiroje, plautos su 20 mL sterilaus dejonizuoto
vandens, centrifuguotos tomis paciomis saglygomis. Supernatantas nupiltas, lastelés uzpiltos 2 mL
sterilaus dejonizuoto vandens, suspenduotos, perkeltos j 2 mL sterily mégintuvélj, centrifuguotos
kambario temperatiroje, 1000xg. Vanduo nupiltas, lastelés suspenduotos 300 pL sterilaus
LiOAC/TE tirpalo.

Vykdyta cheminé transformacija: 100 pL mieliy suspensijos sumai$yta su >1 pg plazmidés
(PRSCupSup35K102RGFP arba pRSCupSup35GFP (teigiama kontrol¢), 20 puL laSiSos spermos
DNR (Invitrogen), prie$ tai ja 10 min. denatiravus 98 °C, ir 600 pL transformacijos miSinio.
Misinys purtytas iki kol tapo homogeniskas. Inkubuota 30 min., 30 °C, 200 aps./min. Tuomet
miSinys papildytas 70 pL DMSO, purtytas, kol tapo homogeniskas ir inkubuotas 15 min., 42 °C
(karS¢io Sokas), 250 aps./min. Tuomet lgstelés centrifuguotos 30 s, 10000xg, supernatantas
nupiltas, 1agstelés suspenduotos su 200 pL sterilaus dejonizuoto vandens. 200 uL Iasteliy i$séta ant

agarizuotos SC terpés be uracilo (toliau SCY**). Auginta 3-5 paras, 30 °C.

2.2.12. Mieliy koloniju PGR

CYR terpés uzaugusios S. cerevisiae 74-D694 [psi

Po mieliy cheminés transformacijos ant S
J[PIN™] kamieno mieliy lasteliy kolonijos analizuotos kolonijy PGR metodu, pagal Bergkessel ir
Guthrie, 2013, su modifikacijomis. Nuo Iékstelés mikropipetés galu uzkabinta pusé uzaugusios
kolonijos ir suspenduota su Kitais reakcijos reagentais. PGR reakcijos misinio sudétis ir sglygos

pateiktos 2.7 lenteléje.
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2.7 lentelé. Mieliy kolonijy PGR misinio sudétis (A) ir salygos (B)

A) PGR miSinio sudétis

Iki bendro 20 pL misinio tiirio

1x

0,5 uM

0,5 uM

Pusé kolonijos

B) PGR salygos

Po kolonijy PGR, méginiai analizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu. Atrinkty
kolonijy tiksliniai fragmentai SUP35K102RGFP ir SUP35GFP (teigiama kontrol¢) iSpjauti i$

agarozeés gelio, i$gryninti naudojant GeneJET Gel Extraction Kit rinkinj (Thermo Fisher Scientific)

ir nusiysti sekoskaitai.

2.2.13. Meéginiy paruosimas sekoskaitai

Norint patikrinti ar po 11l PGR reakcijos gautame galutiniame produkte SUP35K102RGFP,
plazmidéje pJET1.2/bluntSup35K102RGFP ir plazmidéje pRSCupSup35K102RGFP (isskirtoje is
transformuoty E. coli DH50) tikrai yra jvesta mutacija K102R, atlikta sekoskaita jmonése ,,UAB
Nanodiagnostika®“ arba ,,AZENTA Life Sciences“. Po pRSCupSup35K102RGFP arba
pRSCupSup35GFP (teigiama kontrolé) plazmide transformuoty S. cerevisiae kolonijy PGR gautas
produktas (SUP35K102RGFP arba SUP35GFP) isgrynintas i§ agarozés gelio po elektroforezés
naudojant GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj ir taip pat nusiystas
sekoskaitai. Laseliniu-bekiuveciu spektrofotometru ,,NanoDrop* iSmatuota DNR koncentracija ir

sugertis. Sekoskaitos reakcijy sudétys nurodytos 2.5 lenteléje.
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2.5 lentelé. Sekoskaitos reakcijy sudétys

15 ng/uL per ) )
25 »Nanodiagnostika*
100 bp pmol/uL
,2AZENTA Life
30-100 ng/uL 5uL 10 _
Sciences*

Sekoskaitai siunciant III PGR reakcijos produkta SUP35K102RGFP naudoti 2.2 lenteléje
nurodyti pradmenys Sup35GFP_FW ir delecija_rev (dvi atskiros reakcijos) ir iki 25 pL bendro tiirio

papildyta steriliu dejonizuotu vandeniu be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific). Sekoskaitai
PRSCupSup35K102RGFP,
SUP35K102RGFP (S. cerevisiae) arba SUP35K102RGFP (S. cerevisiae, teigiama kontrolé)
naudotas 2.2 lenteléje nurodytas pradmuo Sup35-check-M249-R ir iki 10 pL bendro tario papildyta

siunciant  plazmide pJET1.2/bluntSup35K102RGFP

steriliu dejonizuotu vandeniu be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific).

arba

2.2.14. Tikslinio baltymo sintezés indukcija vario jonais S. cerevisiae 74-D694 [psi[PIN"]

kamieno mieliy lastelése

Vektoriuje pRSCup tikslinis genas (su arba be mutacijos) jterptas Salia vario jonais
indukuojamo promotoriaus CUP1 (Thiele, 1988). Todél, S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN']
kamieno mielése, su pRSCupSup35K102RGFP arba pRSCupSup35GFP plazmide, baltymo sintezé

indukuota pridedant sterilaus vario sulfato (CuSO,) iki galutinés 15-100 uM koncentracijos,

kulttrai pasiekus optinj tankj lygy 0,7-0,9, 5 mL S

URA-
C

terpés. Indukcija vykdyta 4-24 val. Kaip

neigiama kontrolé naudotos to paties kamieno lastelés netransformuotos nei mutuota, nei nemutuota

plazmide. Salygos baltymo sintezés indukcijai parinktos pagal Jian Liu et al., 2015 ir Pefia et al.,

1998.

2.2.15. Visy mieliy lastelés baltymy skyrimas Sarminés lizés metodu

Centrifuguojant 5 min., 1500 xg, kambario temperatiiroje, surinkta 2,4 x 10% mieliy lasteliy i

uzaugintos kultiiros. Supernatantas nupiltas, lastelés perkeltos ant ledo, suspenduotos 200 pL Salto

ir sterilaus 2 M LiOAc tirpalo, 10 min. inkubuota ant ledo. Centrifuguota tomis paciomis
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salygomis, supernatantas nupiltas, lastelés perkeltos ant ledo ir suspenduotos 200 pL Salto 0,4 M
NaOH tirpalo. Inkubuota 10 min. ant ledo, centrifuguota tomis pacCiomis sglygomis, tuomet
supernatantas nupiltas. Toliau Igstelés suspenduotos 50 uL. NDS-PAGE dazo buferio ir virtos 10
min. 100 °C. Méginiai laikyti —20 °C iKi uzne$§imo | poliakrilamidinj gelj. Baltymy skyrimo

Sarminés lizés metodu sglygos parinktos remiantis (Zhang et al., 2011).

2.2.16. Mieliy Igsteliy baltymy analizé elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio

dodecilsulfatu (NDS-PAGE)

Isskirti baltymai analizuoti elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis
saglygomis metodu. Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell NDS-PAGE analizés sistemoje paruosti
skirstomasis (12 %) ir koncentruojamasis geliai, jy sudétys nurodytos 2.8 lenteléje, geliai uzpilti
NDS-Tris-Glicino buferiu.

2.8 lentelé. Skirstomojo ir koncentruojamojo geliy sudétys

12 % skirstomasis gelis (50 mL)

Koncentruojamasis gelis (20 mL)

Dejonizuotas vanduo 16,5 13,6
30 % akrilamidas* 20 34
1,5M Tris (pH 8,8) / 12,5 —

1 M Tris (pH 6,8) — 2,5
10 % NDS 0,5 0,2
10 % APS 0,5 0,2
TEMED 0,02 0,02

*30 % akrilamidas: 30 % akrilamido ir bisakrilamido tirpalas sumaisytas santykiu 29:1 atitinkamai.

I Sulinélius uzne$ta: po 15 pL meéginio bei 10 pL baltymy molekulinio dydZio Zymens
SeeBlue™ Pre-stained Protein Standard, 4-200 kDa (Invitrogen). Elektroforezé vykdyta palaikant
10 mA elektros srovés salygas, kol méginyje esantis NDS-PAGE mélynasis dazas pasieké
skirstomajj gelj, tada elektros srovés stipris pakeltas iki 20 mA. Baltymy analizés salygos NDS-
PAGE metodu parinktos remiantis BioRad gamintojo pateiktomis rekomendacijomis. Toliau, gelis
vizualizuotas dazant ROTI®Blue (5%) (CARL ROTH) baltymy dazymo tirpalu pagal pateiktas

gamintojo rekomendacijas.
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3. REZULTATAI

3.1. Vietai specifiné mutagenezé

Keturi skirtingi pradmenys — A, B, C ir D — yra bitini trijy nepriklausomy PGR reakcijy
atlikimui. A ir D pradmenys yra sekos, 5° ir 3° galuose (Soniniai pradmenys), juose yra Sacll ir
BamHI restriktaziy atpazinimo ir kirpimo vietos. B ir C persidengia 26 nukleotidais ir apima
jvedama vieno nukleotido pakaitg K102R. Pirmame etape vykdyta | (su A ir B pradmenimis) ir Il
(su C ir D pradmenimis) nepriklausomos PGR reakcijos, matrica — pRSCupSup35GFP plazmidé.

Reakcijy produktai analizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu, rezultatai pateikti 3.1. pav.

bp

10 000
8 000

6 000
5000

4 000
3 500
3 000

2500

CD

2000

1500

1200
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

AB

3.1. pav. Dviejy nepriklausomy PGR
reakcijy vizualizacija

7 — DNR ilgio zymuo Gene Ruler DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific);

I — AB fragmentas (341 bp);

Il — CD fragmentas (2520 bp).

Pradmenys nulemia persidengimo sritj, o pradmenyse yra sekos, ribojamos komplementariy
oligomery ilgio. Baziy pokyciai jterpti Siuose regionuose leidzia jvykdyti vietai specifing
mutageneze (Zoller, 1991). Antrame etape vykdyta Il PGR reakcija, jos metu fragmentai AB ir CD
naudoti kaip matrica, ir Sios reakcijos produktas — AB ir CD fragmentai susijunge j AD (2827 bp)
fragmentg (SUP35K102RGFP), elektroforezés agarozés gelyje rezultatas pateiktas 3.2. pav.
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3.2. pav. Il PGR reakcijos
produktas

Z — DNR ilgio zymuo DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific);

111 — AB (341 bp) ir CD
(2520 bp)  fragmentai
sujungti ] vieng fragmenta
su galimai jvesta mutacija
K102R — AD (2827 bp)
(SUP35K102RGFP).

Visos trys PGR reakcijos buvo sékmingos. Gautas galutinis produktas AD, su galimai jvesta
vieno nukleotido pakaita K102R (SUP35K102RGFP) nusiystas sekoskaitai.

3.2.  Tikslinio geno jterpimas j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir perkélimas j chemiskai

kompetentines E. coli DH5a bakterijas

PGR reakcijoms naudota ,,Phusion Hot Start” polimerazé (Thermo Fisher Scientific), dél to
galutiniam 111 reakcijos produktui SUP35K102RGFP, bidingi buki galai. ,,Saudyklinis mieliy
raiSkos vektorius pRSCup gali bati pagausintas tiek E. coli DH5a lgstelése, dél jame koduojamo
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atsparumo ampicilinui geno AmpR, tiek S. cerevisiae, dé¢l jame koduojamo auksotrofinio Zymens,
geno URA3 (zr. i. 1 priedas). Kadangi Sacll restrikcijos endonukleazé, naudota tyrime, specifiskai
atpazjsta seka, kurig kerpa, t.y. atlieka restrikcija tik aptikusi dvi tos pacios sekos kopijas (Oller et
al., 1991), sudétinga palaikyti reikiamg vektoriaus ir SUP35K102RGFP, santykj. Todél
SUP35K102RGFP pirmiausia jkeltas j klonavimo pJET1.2/blunt, o ne j raiskos vektoriy pRSCup.

Po ligavimo reakcijos naudojant cheminés transformacijos metoda, j E. coli DH5a
bakterijas jterptas pJET1.2/bluntSup35K102RGFP, bakterijos pasétos ant agarizuotos LB terpés,
papildytos ampicilinu.

Transformantai gauti tikslin] fragmenta ir vektoriy maisSant tiek 1:1, tiek 2:1 santykiais.
Inkubuota kambario temperatiiroje, nes vektoriaus ir inserto prisijungimas efektyviausias 4-22°C,
(Anders et al., 1996). E. coli DHS5a Igsteliy cheminés transformacijos su plazmide
pJET1.2/bluntSup35K102RGFP ir su pRSCupSup35GFP (teigiama kontrolé) rezultatai pateikti 3.3

pav.

3.3 pav. E. coli DH5a kamieno Igsteliy kolonijos po cheminés transformacijos ant agarizuotos LB
terpés su ampicilinu

a) pRSCupSup35GFP plazmide transformuotos bakterijy kolonijos (teigiama kontrole, 42
kolonijos);

b) ant 1ékstelés iSsetos bakterijos nebuvo transformuotos jokia plazmide (neigiama kontrolé);

c) pJET1.2/bluntSup35K102RGFP plazmide transformuotos bakterijy kolonijos (95 kolonijos).
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Atrinktos kolonijos klonuotos ant agarizuotos LB terpés papildytos ampicilinu, ir augintos
12-16 val., 37 °C. Tuomet i$ bakterijy i$skirtos plazmidés naudojant GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher Scientific). Toliau, su iSskirtomis plazmidémis atlikta restrikcijos reakcija,
siekiant atskirti SUP35K102RGFP fragmenta nuo pJET1.2/blunt plazmidés ir jsitikinti, kad
plazmidés fragmentai atitinka teorinius dydzius. Atlikta triguba restrikcijos reakcija su fermentais:
Scal (NEB), Sacll (NEB) bei BamHI-HF (NEB) restrikcijos miSinio sudétis nurodyta 2.5 lenteléje
(triguba restrikcija). Atrinktos tolimesniems darbams plazmidés elektroforezés agarozés gelyje

vizualizacija pateikta 3.4 pav.

) Linijiné plazmideé

II) Tikslinis fragmentas

l1I) pJET1.2/blunt
fragmentas

I\V) pJET1.2/blunt
fragmentas

7

[
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3.4 pav. Is E. coli DH5¢q, transformuoty pJET1.2blunt/Sup35K102RGFP plazmide, iSskirtos
plazmidés restrikcinés analizés produktai vizualizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu

Z— DNR ilgio zymuo Gene Ruler DNA Ladder mix (Thermo Fisher Scientific);

A — pJET1.2blunt/Sup35K102RGFP plazmidé, neveikta restrikcijos endonukleazémis; (1) turinti
viengrandj triikkj (nikuota), (2) linijiné, (3) superspiralizuota, (4) ziediné viengrandé -
plazmidinés DNR konformacijos;

B — méginys po restrikcijos reakcijos; | — linearizuota plazmidé (~5800 bp); Il — tikslinis
fragmentas SUP35K102RGFP (~2800 bp); 111 — ~2100 bp dydzio fragmentas; IV — ~800 bp
dydzio fragmentas.
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Kadangi B takelyje matomi trys fragmentai atitinkantys teorinius dydzius, apskaiciuotus
remiantis naudoty restrikcijos fermenty kirpimo vietomis, atrinkta plazmidé nusiysta sekoskaitai, o
SUP35K102RGFP (~2800 bp) fragmentas iSpjautas skalpeliu i§ agarozés gelio, iSgrynintas
naudojant GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) ir naudotas perklonavimui j

pRSCup ,,8audyklinj* mieliy vektoriy.

3.3. Tikslinio geno jterpimas j pRSCup ,,Saudyklinj* mieliy vektoriy ir transformacija i

chemiskai kompetentines E. coli DH5a lasteles

E. coli DH5a bakterijos transformuotos naudojant cheminés transformacijos metoda, ligavimo
reakcijos produktu pRSCupSup35K102RGFP ir pRSCupSup35GFP (teigiama kontrolé). Po
cheminés transformacijos, bakterijos persétos ant agarizuotos LB terpés, papildytos ampicilinu. E.
coli DH5a lasteliy cheminés transformacijos rezultatai pateikti 3.6 pav., paveikslo c) dalyje

pavaizduota lekstele, 1§ kurios iS atrinktos kolonijos iSskirta plazmidé naudota tolesniuose darbuose.

3.6 pav. E. coli DH5a kamieno lasteliy kolonijos po cheminés transformacijos ant agarizuotos LB
terpés su ampicilinu

a) pRSCupSup35GFP plazmide transformuotos bakterijy kolonijos (teigiama kontrolé, 658
kolonijos);

b) ant 1ékstelés iSsétos bakterijos nebuvo transformuotos jokia plazmide (neigiama kontrolé);

) pRSCupSup35K102RGFP plazmide transformuotos bakterijy kolonijos (110 kolonijy).
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Trys atrinktos kolonijos tirtos kolonijy PGR metodu. PGR reakcijos produktai vizualizuoti

elektroforezés agarozés gelyje metodu ir pateikti 3.7 pav.
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3.7 pav. E. coli DH5q, transformuoty
PRSCupSup35K102RGFP plazmide kolonijy PGR, produktai
vizualizuoti elektroforezés agarozés gelyje metodu

Z — DNR ilgio zymuo GeneRuler DNA Ladder, ready-to-use
(Thermo Fisher Scientific);

A-C — kolonijy PGR produktai (~2500 bp);

NTC — PGR miSinys be DNR matricos.

Kolonijy PGR metodu tirtos kolonijos klonuotos ant LB terpés papildytos ampicilinu, ir
augintos 12-16 val., 37 °C. Tuomet i§ bakterijy isskirtos plazmidés linearizuotos atlickant
restrikcijos reakcija su BamHI (NEB), restrikcijos miSinio sudétis nurodyta 2.5 lenteléje (vienguba
restrikcija), siekiant jsitikinti, kad plazmidziy dydis atitinka teorinj. Po restrikcijos méginiai

analizuoti elektroforezes agarozes gelyje metodu, rezultatai pateikti 3.8 pav.
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3.8 pav. Restrikcijos reakcijos su BamHI (NEB) produktai

Z — DNR ilgio zymuo GeneRuler DNA Ladder, ready-to-use (Thermo
Fisher Scientific);

I-111 restrikcijos reakcijy produktai;

Ip—I1lp — restriktrazémis neveiktos plazmidés iSskirtos iS chemiskai
transformuoty E. coli DH5a bakterijy.

Tolesniems darbams pasirinkta ,,I1I“ pazyméta pRSCupSup35K102RGFP plazmidé. Ji
nusiysta sekoskaitai ir naudota S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN'] kamieno lasteliy

transformacijoje.

3.4. Mieliy koloniju PGR

Atlikta S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN'] kamieno lasteliy transformacija
PRSCupSup35K102RGFP ir pRSCupSup35GFP (teigiama kontrol¢) plazmidémis. Siam kamienui
yra budinga mutacija ura3-52, leidzianti atskirti mieliy lgsteles pagal jy auksotrofines savybes.
Ura3 (angl. orotidine 5'-phosphate decarboxylase) baltymas dalyvauja de novo pirimidiny
biosintezés kelyje (UniProt, 2003 (k), dél mutacijos naudoto kamieno mielés negali sintetinti
uracilo, todél vektoriai, kuriuose yra URA3 geno kopija be delecijos, kaip $iame darbe naudotas
vektorius pRSCup, leidZia mieléms augti terpéje be uracilo, pavyzdziui, SCU™". Rezultatai gauti
transformuojant S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno mieliy Iasteles cheminés
transformacijos metodu pateikti 3.9 paveiksle. Paveikslo c) dalyje matyti Petri 1ékstelé, i§ kurios

atrinkta mieliy kolonija naudota tolesniuose darbuose.
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3.9 pav. S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno mieliy kolonijos po cheminés
transformacijos ant agarizuotos SC"** terpés

A — mielés transformuotos plazmide pRSCupSup35GFP (~7000 kolonijy);

B — mielés netransformuotos jokia plazmide (neigiama kontrol¢);

C — mielés transformuotos plazmidés pRSCupSup35K102RGFP (~6000 kolonijy).

Norint jsitikinti, kad vektorius pPRSCupSup35GFP arba pRSCupSup35K102RGFP pateko |
mieliy lasteles, atlikta mieliy, uzaugusiy ant agarizuotos SC'**" terpés, kolonijy PGR. Gauty PGR
reakcijy produktai elektroforezés agarozés gelyje pateikti 3.10 pav.
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3.10 pav. Mieliy kolonijy PGR produkty analizés elektroforezés agarozés gelyje rezultatai
7 — DNR ilgio zymuo GeneRuler DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific);
A-E — kolonijy, transformuoty pRSCupSup35K102RGFP plazmide PGR produktai;

A—C takeliuose matyti tikslinis fragmentas SUP35K102RGFP (~2500 bp);

F—H — kolonijy, transformuoty pRSCupSup35GPF plazmide PGR produktai;

G takelyje matyti tikslinis fragmentas SUP35GFP;

NTC — PGR miSinys be matricos.

Remiantis 3.10 paveikslu galima daryti i§vada, kad S. cerevisiae 74-D694 [psi J[PIN"]
kamieno mieliy Igsteliy cheminé transformacija plazmide pRSCupSup35K102RGFP arba
PRSCupSup35GFP buvo sékminga. Tolesniems darbams pasirinktos kolonijos, kuriy PGR
produktai pazyméti ,,A“ ir ,,G* raidémis, jie i§ gelio iSpjauti skalpeliu, iSgryninti naudojant
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) ir nusiysti sekoskaitai.

Tyrimo metu pastebéta, jog plazmidé pRSCupSup35K102RGFP pateko } trijy, i§ penkiy
nagrinéty, kolonijy lasteles, A—C takeliuose, 0 pRSCupSup35GFP plazmidé j vienos, i§ trijy
nagrinéty, kolonijy lasteles. D, E, F ir H takeliuose, tirtose kolonijose, transformacijos metu
insertas, SUP35K102RGFP arba SUP35GFP, galimai pasisalino i§ pRSCupSup35K102RGFP arba
PRSCupSup35GFP plazmidés ir vektorius pRSCup susiligavo su savimi (angl. self-ligation) (be
SUP35K102RGFP arba SUP35GFP fragmento) (Ford, 2015). Taip pat, zinoma, kad ant
transformuoty mieliy kolonijy su plazmide geba augti mielés be plazmidés, nes zuvusios mieliy
lastelés | aplinka paskleidZia savo lgsteliy turinj, kuriuo gali pasinaudoti kitos mieliy Iastelés

(Carmona-Gutierrez et al., 2010). Tai irgi galéjo biti tusciy takeliy (D, E, F ir H) priezastimi.
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3.5. Sekoskaitos rezultatai

Sekoskaitai buvo issiystas III PGR reakcijos produktas SUP35K102RGFP genas, plazmidé
pJET1.2/bluntSup35K102RGFP  isskirta i§ transformuoty E. coli DHS5a, plazmidé
PRSCupSup35K102RGFP isskirta i§ transformuoty E. coli DH5a, S. cerevisiae kolonijy PGR
produktas SUP355K102RGFP arba SUP35GFP (teigiama kontrolé), iSgrynintas i§ agarozés gelio
po elektroforezés. Pries kiekvieng méginiy ruoSima sekoskaitai laseliniu-bekiuveciu
spektrofotometru ,,NanoDrop® iSmatuota DNR koncentracija ir sugertis. Rezultatai pateikti 3.1

lenteléje

3.1 lentelé. Plazmidés koncentracija ir sugertis

DNR koncentracija | A260/280 | A260/230
(ng/ pL)
20 2,09 0,03
295,6 1,94 2,03
651 1,89 2,2
20,1 2,21 0,03
18,3 2,17 0,04

DNR sugertis A260/280 ~1,8 laikoma, kad DNR yra ,,Svari®, t.y. méginyje po DNR iSskyrimo
néra baltymy ar fenoliy pédsaky (Matlock, 2015). pJET1.2/bluntSup35K102RGFP ir
pRSCupSup35K102RGFP (isskirty i§ transformuoty E. coli DH5a) sugertis A260/280 leidzia
manyti, kad méginiai ,,Svarts®. SUP35K102RGFP (111 PGR reakcijos produkto), SUP35K102RGFP
(S. cerevisiae) ir SUP35GFP (S. cerevisiae, teigiama kontrolé) sugertis ties A260/280 virsija 2, kas
rodo, kad DNR néra ,,§vari, ta¢iau to priezastys dar néra iSaiSkintos (Matlock, 2015).

DNR sugertis A260/230 2,0-2,2 rodo, kad méginys néra uZzterStas fenoliais ar druskomis,
kurie gali palikti pédsakus po DNR gryninimo i§ gelio arba po plazmidinés DNR skyrimo (Matlock,
2015). pJET1.2/bluntSup35K102RGFP ir pRSCupSup35K102RGFP (isskirtos i§ transformuoty E.
coli DH5a) sugertis A260/230 patenka j 2,0-2,2 intervalag. SUP35K102RGFP (111 PGR reakcijos
produkto), SUP35K102RGFP (S. cerevisiae) ir SUP35GFP (S. cerevisiae, teigiama kontrolé) ne.
Visi trys fragmentai buvo gauti po PGR reakcijy ir gryninti naudojant GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermo Fisher Scientific). Vienas i§ gryninimo etapy yra agarozés gelio su tiksliniu fragmentu
tirpinimas suri§imo buferyje (angl. binding buffer), j kurio sudétj jeina guanidino tiocianatas, kurio
sugertis irgi yra ties A230 (Matlock, 2015).

Sekoskaitos rezultaty palyginimas sukurtas naudojantis internetine programa Benchling.

Analizés rezultatai pateikti 3.11 pav.
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A) 2072 2104

Sup35 (natyvi baltymo nukleortg3ciy seka) GGCCGTGGAAATTAC A!AMCTTCAACTACMT
SUP35K102RGFP (lll PGR reakcijos produktas) GGCCGTGGAAATTACAGARACTTCAACTACAAT
pJETSup35K102RGFP (E. coli) GGCCGTGGAAATTAJAGAAACTTCAACTACAAT
pRSCupSup35K102RGFP (E. coli) GGCCGTGGAAATTAJAGAAACTTCAACTACAAT
SUP35K102RGFP (S. cerevisiae) GGCCGTGGAAATTACAGAMACTTCAACTACAAT

SUP35GFP (S. cerevisiae, teigiama kontrolé) GGCCGTGGAAATTACAIAB\ACTTCAACTACAAT

B)

Natyvi Sup35 baltymo nukleortigséiy seka GGCCGTGGAAATTACAAAAACTTCAACTACAAT
2,080 2,100

Natyvi Sup35 baltymo aminortgsciy seka GJRD G N Y N F N Y N

SUP35K102RGFP (S. cerevisiae) GGCCGTGGAAATTAC'AGAAACTTCAACTACAAT
2,080 2,100

SUP35K102RGFP (S. cerevisiae) aminortgsciy G - G N Y N -N Y N

seka

3.11 pav. Sekoskaitos analizé naudojant Benchling interneting programa

A) Natyvios Sup35 baltymo sekos palyginys su po sekoskaitos gautomis sekomis. 2088
nukleotidas pRSCupSup35GFP plazmidéje — adeninas — vietai specifinés mutagenezés
metodu pakeistas 1 guaning (SUP35K102RGFP). Rezultatai parod¢, kad mutacija iSliko
visuose $io darbo etapuose.

B) Natyvaus Sup35 baltymo 102 padétyje esancig aminoriigstij lizing (K), koduoja
tripletas ,,AAA®, jvedus vieno nukleotido pakaita SUP35K102RGFP gene (gautame iS$ S.
cerevisiae po kolonijy PGR) tripletas ,,AGA* koduoja argining (R). Paveikslas
suredaguotas naudojantis Biorender internetine programa.

Geno fragmento sekoskaitos rezultatai ir analiz¢ Benchling internetine programa parodeé, kad
vietai specifinés mutagenezés metodu pavyko jvesti vieno nukleotido pakaita SUP35 gene. Buvo

sukurtas mieliy baltymo Sup35 variantas K102R.

3.6. Mieliy lasteliy baltymuy analizé elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu (NDS-PAGE)

Sup35 baltymo mutantinio varianto K102R sintezés jvertinimui S. cerevisiae 74-D694 [psi®
J[PIN*] kamieno lgstelése, mielés augintos su pRSCupSup35K102RGFP arba su
pRSCupSup35GFP plazmide, arba be plazmidés (neigiama kontrol¢), su skirtingomis induktoriaus
(CuS0O,) koncentracijomis (15 pM, 50 uM, 100 pM) arba be induktoriaus, skystoje SCV** arba SC
(neigaimai kontrolei) terpéje, 424 val. Lasteliy méginiai paimti prie§ jdedant induktoriy (0 val.), po

4 val., 18 val. ir 24 val. augimo su arba be induktoriaus. Sarminés lizés metodu i§ iy méginiy
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i8skirti visi Igstelés baltymai, toliau baltymai analizuoti NDS-PAGE metodu, rezultatai pateikti 3.12

pav.
A) pRSCupSup35K102RGFP pRSCupSup35K102RGFP | B) pRSCupSup35K102RGFP pRSCupSup35K102RGFP
0 pM 15 pM 50 uM 100 uM
kDa Z Oval. 4val. 18val. 24val. Oval. 4val. 18val. 24val. kDa z Oval. 4val. 18val. 24val. Oval. 4val. 18val. 24val.
~198
~103
~62
~ 49
~38
~28
C) Neigiama kontrolé i Neigiama kontrolé D) Neigiag(lJa I;cllmtrolé Neigie;rgg kt'\)Antrolé
0pM : 15 M H u
z Oval. 4val. 18val. 24vali Oval. 4val. 18val. 24 val. kDa z Oval. 4val. 18val. 24val Oval. 4val. 18val. 24val
kDa }
~198
~198
~62 ~62
~ 49 ~49
~38 ~38
~28 ~28
E) pRSCupSup35GFP pRSCupSup35GFP F) pRSCupSup35GFP pRSCupSup35GFP
(teigiama kontrolé) (teigiama kontrolé) (teigiama kontrolé) (teigiama kontrole)
kDa 0uM 15 uM 50 uM 100 pM
Z  Oval. 4val. 18val. 24val Oval. 4val. 18val. 24val. kDa Z  Oval 4val. 18val. 24val Oval. 4val. 18val. 24val
~198
~103
~62
~ 49
~38
~28

3.12 pav. S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno mieliy lasteliy baltymy analizé NDS-
PAGE metodu

7. (A-F) — baltymy dydzio Zzymuo SeeBlue™ Pre-stained Protein Standard, 4-200 kDa
(Invitrogen);

A ir B (neigiama kontrolé) — mieliy lasteliy, su pPRSCupSup35K102RGFP plazmide, auginty su
skirtingomis vario sulfato koncentracijomis (A — 0 uM ir 15 uM, B — 50 uM ir 100 uM, O val., 4
val., 18 val., 24 val., SC™* terpéje, baltymy meéginiai, raudona punktyrine linija Zymi ~103
kDa, ties $ia riba turéti matytis tikslinj baltyma Sup35K102RGFP leidZianti identifikuoti
juostelé;

C ir D — mieliy lasteliy, be jokios plazmidés, auginty su skirtingomis vario sulfato
koncentracijomis (C — 0 uM ir 15 uM, D — 50 uM ir 100 uM, O val., 4 val., 18 val., 24 val., SC
terp¢je, baltymy meéginiai;

E ir F (teigiama kontrol¢) — mieliy lgsteliy, su pRSCupSup35GFP plazmide, auginty su
skirtingomis vario sulfato koncentracijomis (E — 0 uM ir 15 uM, F — 50 uM ir 100 uM, O val., 4
val., 18 val., 24 val., SCY"* terpéje, baltymy meéginiai, raudona punktyrine linija Zymi ~103
kDa, ties Sia riba turéti matytis tikslinj baltyma Sup35GFP leidZianti identifikuoti juostelé.
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Sup35K102RGFP arba Sup35GFP baltymas yra ~103 kDa dydzio, dél to analizuojant NDS-
PAGE rezultatus, tikétasi poliakrilamidinio gelio dalyje, kurioje pagal baltymy molekulinio dydZzio
Zymen] turéty buti iSsidést¢ panaSaus dydzio baltymai, pastebéti rySkesng mutuotg ar nemutuota
baltymg Zymincig juostele. Rezultatas jrodyta, jog tick Sup35K102RGFP, tiek Sup35GFP baltymo
sintezé nevyksta arba baltymo mieliy lgstelés pagamina mazai, jas auginant 4-24 val., ScURA
terpéje (mielés su pRSCupSup35K102RGFP arba pRSCupSup35GFP plazmide) arba SC terpéje
(mielés be plazmidés, neigiama kontrol¢) su skirtingomis induktoriaus koncentracijomis (15-100
uM). Taip pat, visy lastelés baltymy skyrimui pasirinktas Sarminés lizés metodas galéjo buti
nepakankamai jautrus. Sios i§vados padarytos, nes visuose takeliuose baltymy profiliai beveik

identiski ir ties ~103 kDa molekulinio baltymo dydZio Zyme nematyti iSry$kéjusios juostelés.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Tyrimo metu pavyko sukurti mieliy S. cerevisiae Sup35 baltymo mutantinj variantag K102R.
Tai buvo atlikta vykdant tris nepriklausomas PGR reakcijas, su keturiais pradmenimis, i§ kuriy du
persidengia ir apima vieno nukleotido pakaitg. Taip sukurtas mutantinis genas SUP35K102RGFP,
kuris  véliau buvo jliguotas 1 kopijinj  vektoriy pJET1.2/blunt ir plazmide
pJET1.2/bluntSup35K102RGFP transformuotos E. coli DH5a Iastelés. Tada SUP35K102RGFP
genas restrikcijos fermenty pagalba buvo iskirptas i§ pastarosios plazmidés, jliguotas j ,,Saudyklinj*
mieliy vektoriy pRSCup ir plazmide pRSCupSup35K102RGFP buvo transformuotos E. coli DH5a
bei S. cerevisiae 74-D694 [psi[PIN"] lastelés. Po kiekvieno etapo atliktos sekoskaitos rezultatai
jrodé, kad sukurti mutantinj Sup35 baltymo variantg pavyko ir jis nebuvo prarastas. Toliau, siekiant
jvertinti mutuoto ir nemutuoto geny raiska S. cerevisiae 74-D694 [psi][PIN*] kamieno lgstelése,
atlikta Sup35K102RGFP ir Sup35GFP baltymy sintezés indukcija vario jonais. Rezultatai parodé,
kad tikslinio baltymo sintezé nevyksta arba mieliy lastelés pagamina jo labai nedaug, kad bty
pastebéti reikSmingi skirtumai NDS-PAGE gelyje. Galimos dvi priezastys, kodél tikslinio mutuoto
ar nemutuoto baltymo sintezé nevyksta arba vyksta Zemu dazniu: neefektyvi CUP1 promotoriaus
indukcija ir / arba nesékmingas visy lastelés baltymy skyrimas. Taip pat, galéjo biiti pasirinktas
nepakankamai jautrus visy lastelés baltymy skyrimo metodas, dél to gauti rezultatai néra tikslis.

CUP1 genas koduoja nedidelj, cisteinu turtingag, Cu (I) jonus suriSantj metalotioneing,
medijuojant] atsparuma dideléms vario ir kadmio koncentracijoms. Lasteléms yra svarbu palaikyti
vario jony homeostazg, nes nedidelés vario koncentracijos yra bitinos Igsteliy iSgyvenimui, taciau
per didelés yra toksiskos (Rutherford ir Bird, 2004). Nustatyta, kad vario koncentracijos < 10 uM
yra naudingos ir butinos mieliy fermenty funkcionavimui; 10-50 pM vario koncentracijos sukelia
metabolizmg slopinantj efekta, dél to sulété¢ja mieliy augimas; > 100 uM vario koncentracijos
sukelia toksiska efekta mieliy metabolizmui, neigiamai paveikiamas augimas, sukeliamos lgstelinés
pazaidos dél reaktyviyjy deguonies formy atsiradimo (Ruta ir Farcasanu, 2021). Tyrimo metu
pasirinktos kelios skirtingos induktoriaus (CuSQO,4) koncentracijos — 15 uM, 50 uM ir 100 puM.
Tokios koncentracijos gal¢jo biiti per mazos (15 uM) arba per didelés (50 uM ir 100 uM), ir
paveikti CUP1 promotoriaus indukcijos efektyvumga tiriamo kamieno mielése. Sj tyrimo etapa
reikéty pakartoti su < 10 uM CuSO,; koncentracijomis bei su tarpinémis 15-50 uM CuSOq
koncentracijomis.

Be to, patiriamas bendras lasteliy stresas, esant per didelei vario koncentracijai, gali slopinti
indukcija. Pavyzdziui, per didelis CuSO, kiekis gali paskatinti Hsp baltymy, kurie dalyvauja
netaisyklingai sulankstyty baltymy perlankstyme ir uzkerta kelia baltymy agregacijai, raiska. Sis

apsaugos mechanizmas gali sukelti transkripcijos sutrikimus, o tai lemty CUP1 promotoriaus
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indukcijos efektyvumo sumazéjima (Letek et al. 2022). Negana to, gali sutrikti jvairiy signaly
perdavimo keliai, variui jungiantis prie signaliniy baltymy ir kei¢iant jy aktyvuma. Tai gali lemti
keliy, kontroliuojanc¢iy CUP1 promotoriaus indukcija, disreguliacija, dél to gali sumazéti arba
netinkamai vykti tiksliniy geny raiSka (Ruta et al., 2016).

CUP1 promotoriaus raiSkg taip pat gali sutrikdyti mutacijos promotoriaus regione.
Mutacijos, pavyzdziui, delecijos, vieno nukleotido pakaitos, galincios pakeisti visa atvirg skaitymo
rémelj, gali sutrikdyti baltymo raiska, gali pakisti baltymo transliacijos lygis (padidéti arba
sumazéti) (De Vooght et al., 2009), visa tai turéty jtakos ir promotoriaus indukcijai. Mutacijos
galéjo atsirasti transformuojant E. coli DH5a lgsteles pRSCupSup35K102RGFP arba
pRSCupSup35GFP plazmide, arba Siomis plazmidémis transformuojant S. cerevisiae lasteles.
Norint jsitikinti, kad mutacijy neatsirado, reikéty atlikti pilng abiejy plazmidziy sekoskaita.

Kita vertus, CUP1 promotoriaus indukcijos efektyvumag galé¢jo paveikti eksperimentinés
salygos. Nors pH, purtymas ir temperatiira buvo palaikomi pastoviis, taciau, imant méginius visy
lastelés baltymy skyrimui, meégintuvéliai su mielémis ne karta buvo iSimami i§ termostatinés
purtyklés ir dedami atgal, jy besikeiCianti pozicija purtykléje galéjo trikdyti terpés su induktoriumi
ir mieliy maiSymasi. Tai gal¢jo lemti netolygy induktoriaus pasiskirstyma terp¢je bei taip sumazinti
indukcijos efektyvuma.

Antroji priezastis, dél kurios tikslinio baltymo sintezé nevyko, galéty biiti nesékmingas visy
lastelés baltymy skyrimas. NDS-PAGE nuotraukose matyti tik neryskios kitus lastelés baltymus
zymincios juostelés, todél yra tikimybe, kad mieliy lastelés gal¢jo lizuotis ne iki galo. Visy lastelés
baltymy skyrimas Sarminés lizés metodu atliktas pagal Zhang et al., 2011. Atlieckant eksperimentg i$
naujo biity galima lasteles su LiOAc ir NaOH inkubuoti leduose ilgesn;j laika (vietoje 10 min., 15—
20 min).

Be to, verta biity pasirinkti kitg lasteliy ardymo metoda — mechaninj ar nemechaninj — nes
Sarminés lizés metodas galéjo biiti neuztektinai jautrus, dél mieles ir jy vidulgstelinius baltymus,
kartu ir tikslinius baltymus, saugancios Igstelés sienelés (Alves et al., 2021). Svarbu paminéti, kad
mechaniniai metodai néra selektyvis ir leidzia vienu metu atpalaiduoti daug jvairiy Igstelés sienelés
junginiy, o tai apsunkina tolesng metodo eiga, padidinant jos etapy skaic¢iy. Nemechaniniai metodai
(tarp jy ir Sarminés lizés metodas), yra selektyvesni, pasizymi silpnesniu ardan¢iu poveikiu
lasteléms ir reikalauja maziau energijos (Gautério et al., 2023). Mieliy lgsteliy ardymo biidy

[vairové pateikta 4.1 pav.
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Aukstos jtampos
elektros iSkrova
Pulsuojantis elektrinis

laukas
* Dujy slégis ¢ Uz3aldymas-atSildymas
- « Osmosinis okas « Termolize
« Sarminé / rigstine lize * Joniniai skysdiai

+ Organiniai tirpikliai Giluminiai eutektiniai
* Detergentai tirpikliai

* Autolizé
* Egzogeniniai fermentai

. .

4.1 pav. Mechaniniai ir nemechaniniai mieliy lasteliy ardymo budai
Saltinis: sudaryta darbo autorés, remiantis Gautério et al., 2023, naudojantis internetine programa
Biorender.

Taigi, $io tyrimo metu pirmg karta buvo sukurtas mutantinis mieliy baltymo Sup35 variantas
K102R. Siekiant jvertinti Sup35K102RGFP ir Sup35GFP baltymy sintez¢ S. cerevisiae74-D694
[psi][PIN*] kamieno lastelése, ateityje reikia optimizuoti CUP1 promotoriaus indukcijos ir visy
lastelés baltymy skyrimo metodus. Toliau, i§ pPRSCupSup35K102RGFP arba pRSCupSup35GFP
plazmide turin¢iy mieliy lasteliy pasalinti natyvy Sup35 baltymg koduojant] gena, kad tarpusavyje
lyginamy mieliy kamieny baltymo sintez¢ vykty kuo panaSiau. NepaSalinus natyvaus SUP35 geno,
mieliy lastelése gaminsis tiek genome koduojamas Sup35 baltymas, tiek plazmidéje koduojamas
Sup35K102RGFP arba Sup35GFP baltymas. Kadangi biity pagaminami didesni baltymo Sup35
kiekiai (sulieto su zaliai fluorescuojanciu baltymu (angl. green fluorescent protein, toliau GFP) ir
nesulieto, tikétina, kad dél to galéty formuotis didesni baltymy agregatai, ir j amiloidus jungtysi tiek
natyvus Sup35, tiek Sup35K102RGFP arba Sup35GFP, o tai lemty netikslius rezultatus. Kadangi
tikslinis baltymas yra sulietas su GFP, po natyvaus geno iSmusimo (angl. knock-out) fluorescentinés
mikroskopijos budu, bity galima palyginti pagaminamy Sup35K102RGFP ir Sup35GFP kiekius
tarpusavyje, ir tokiu budu jvertinti, ar jvesta mutacija yra reikSminga prionizacijos intensyvumui bei

atsparumui proteosominei degradacijai.
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ISVADOS

Sup35 baltymo gene sékmingai jvesta tiksliné K102R aminortigSties pakaita, taikant
persidengianciy fragmenty ilginimo PGR metoda.

. SUP35K102R sékmingai jliguotas j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt ir juo sékmingai
transformuotos E. coli DH5a kamieno 1astelés.

. SUP35K102R sékmingai jliguotas j ,,Saudyklinj* mieliy raiSkos vektoriy pRSCup ir juo
sekmingai transformuotos E. coli DH5a ir S. cerevisiae 74D-694 [psi][PIN*] kamieny
lastelés.

Natyvaus ir mutantinio Sup35 baltymo varianto K102R sintezé S. cerevisiae 74D-694 [psi’
J[PIN"] kamieno lastelése nevyksta, yra neefektyvi arba nesékmingai isskirti visi lastelés

baltymai sintezei jvertinti.
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SANTRAUKA

Sio darbo tikslas buvo sukurti mieliy baltymo Sup35 mutantinj varianta K102R ir jvertinti jo
sinteze S. cerevisiae 74D-694 [psi’][PIN*] kamieno lgstelése. Tam sukurti pradmenys ir vietai
specifinés mutagenezés metodu $i pakaita jvesta per tris nepriklausomas PGR reakcijas. I ir II
reakcijy produktai — AB (332 bp) ir CD (2521 bp), Il — sie du fragmentai, sujungti j vieng AD
(SUP35K102RGFP) (2827 bp). Toliau, SUP35K102RGFP jterptas j pJET1.2/blunt klonavimo
vektoriy ir sékmingai pagausintas Escherichia coli DH5a lastelése. Tuomet mutuotas genas
sékmingai jterptas | mieliy raiSkos vektoriy pRSCup ir pagausintas E. coli DHS5a lagstelése ir
Saccharomyces cerevisiae lastelése. SUP35K102RGFP patikrintas sekoskaitos metodu po
kiekvieno darbo etapo. Atlikta sekos analizé naudojant Benchling interneting programa parodé, kad
sukurti mieliy SUP35 geno mutantinj variantg K102R pavyko. Tada vykdyta Sup35K102RGFP ir
Sup35GFP baltymy sintezés indukcija vario jonais S. cerevisiae lastelése, Sarminés lizés metodu
iSskirti visi mieliy lgsteliy baltymai ir atlikta jy analizé poliakrilamidiniame gelyje su natrio
dodecilsulfatu (NDS-PAGE). Sup35K102RGFP ir baltymo Sup35GFP sintezé S. cerevisiae 74D-
694 [psi][PIN*] kamieno lastelése nejvertinta dél neefektyvios CUP1 promotoriaus indukcijos ir /
arba nesékmingo visy Igstelés baltymy skyrimo arba pasirinktas nepakankamai jautrus visy Igstelés

baltymy skyrimo Sarminés lizés metodas.
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SUMMARY

The goal of this work was to create yeast protein Sup35 mutant variant K102R and to estimate
its synthesis in cells of S. cerevisiae 74D-694 [psi’][PIN*]. In order to achieve this, primers were
created and site-directed mutagenesis was used to change one nucleotide in the sequence through
three independent PCR reactions. It and 11" reaction products were AB (332 bp) and CD (2521 bp),
111" reaction product — those two fragments fused into one AD fragment (SUP35K102RGFP) (2827
bp). Later this fragment was inserted into pJET1.2/blunt cloning vector and successfully multiplied
in Escherichia coli DHS5a cells. After that mutated gene was inserted into yeast shuttle vector
pRSCup and multiplied in E. coli DHS5a cells and in Saccharomyces cerevisiae cells.
SUP35K102RGFP was sequenced after every step of the research and analyzed using Benchling
online application which showed that creation of yeast gene SUP35 mutant variant K102R was
achieved. Then, Sup35K102RGFP and Sup35GFP protein synthesis was induced by copper ions in
the S. cerevisiae cells, all yeast cell proteins were purified by alkaline lysis and their analysis was
performed in polyacrylamide gel with sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). Synthesis of
Sup35K102RGFP and Sup35GFP in the S. cerevisiae 74D-694 [psi’][PIN] strain was not evaluated
due to inefficient induction of the CUP1 promoter and/or incomplete purification of all the proteins

of the cell or alkaline lysis was not enough sensitive method in this research.
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PRIEDAI
1 priedas

Tyrime naudotos plazmidés: pRSCupSup35GFP, zituréti | 1 pav. ir pJET1.2/blunt, zitréti j 2

pav.

pRSCupSup35GFP

8314 bp

M13 fwd

1 pav. pRSCupSup35GFP struktiira (Addgene.org; pakoreguota)
PRSCupSup35GFP plazmidé sukurta Susan Lindquist (Addgene plazmidé # 1087, RRID:

Addgene_1087).
Plazmidés strukttrinés dalys pateiktos Zemiau.

1.  Ori (1-589 bp) — replikacijos pradzios seka. Ori yra ta vieta, nuo kurios prasideda DNR
replikacija, leidZianti plazmidei daugintis, kadangi ji turi i§likti lastelése (Morgan, 2014).

2.  CAP prisijungimo vieta (877-898 bp) — CAP baltymas (angl. catabolic activator protein —
katabolinis aktyvatorinis baltymas, toliau CAP) jungiasi su efektorine molekule — cikliniu
adenozino monofosfatu (CAMP) ir kompleksui prisijungus prie CAP prisijungimo vietos,

esancios netoli lac promotoriaus, skatinama transkripcija: kei¢iama DNR struktiira, DNR
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10.

11.

12.

13.

14.

iSlinksta, kad lengviau prisijungty polimerazé. Tai vyksta kai aplinkoje néra gliukozés, bet yra
laktozés (Lawson et al., 2004).

Lac promotorius (913-943 bp) — E. coli lac operono promotorius, naudojamas bendrai lac
geno raiSkai. Konstitutyvus, kai néra lac represoriaus (lacl ar laclq). Gali buti indukuotas
izopropilo-B-D-tiogalaktopiranozidu (angl. isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside, toliau
IPTG) arba laktoze (Morgan, 2014).

Lac operatorius (951-967 bp) — lac represorius jungiasi prie lac operatoriaus ir slopina
transkripcija E. coli. Sis slopinimas gali biti paalinta pridéjus laktozés arba IPTG (Glover et
al., 1997).

M13 rev (975-991 bp) — bendras sekoskaitos pradmuo (Glover et al., 1997).

T3 promotorius (1012-1030 bp) — bakteriofago T3 RNR polimerazés promotorius,
naudojamas in vitro transkripcijai. Konstitutyvus, bet reikia T3 RNR polimerazés (Morgan,
2014).

Ks primer (1059-1075 bp) — bendras sekoskaitos pradmuo (Glover et al., 1997).

CUP1 pomotorius (1496-1730 bp) — metalotioneino promotorius, kurio suzadinimg
reguliuoja Cu?®* jonai (Glover et al., 1997). Transkripcijos veiksniy, kurie yra reikalingi
daugumos mieliy geny aktyvavimui, trikumas neturi jtakos transkripcijos aktyvavimui nuo
Sio promotoriaus (Badi ir Barberis, 2002).

SUP35 genas (1784-3840 bp).

GFP genas (3845-4567 bp) — Aequoria victoria zalig fluorescuojantj baltyma koduojantis
genas (Glover et al., 1997). GFP sulietas su Sup35 genu, o tai leidzia pamatyti Sup35 baltymo
buvimg mieliy lastelése dél GFP fluorescencijos (Yawen, 2014).

T7 promotorius (45904608 bp) — bakteriofago T7 RNR polimerazés promotorius.
Naudojamas in vitro transkripcijai. Konstitutyvus, bet reikia T7 RNR polimerazés (Morgan,
2014).

M13 FWd (46154632 bp) — bendras sekoskaitos pradmuo (Glover et al., 1997).

F1 ori (4772-5227 bp) — bakteriofago fl replikacijos pradzios seka; rodyklé indikuoja (+)
grandinés sintezés krypt; (Glover et al., 1997). F1 yra i§ fago gaunama ori, leidZianti
replikuoti ir supakuoti viengrandining DNR ] fago daleles. Plazmidés, turinCios i§ fago gauty
ori, vadinamos fagemidémis. F1 bakteriofago DNR replikacijos kilmé veikia kaip signalas ne
tik viruso grandinés sintezés inicijavimui, bet ir jos nutraukimui (Dotto et al., 1984).

URA3 (5358-6161 bp) — produktas — orotidino-5°‘-fosfato dekarboksilazé, reikalinga uracilo
biosintezei. Tai yra auksotrofinis mieliy Zymuo, ji turinCios mielés auga terpéje su 5°-
fluoroorotiné ragstimi (angl. 5*-fluoroorotic acid (5‘FOA) (Patrick, 2014). Taip pat,

lasteléms, turincioms plazmide su URA3 augimo terpéje néra biitinas uracilas.
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15.
16.

17.
18.

URAS3 promotorius (6162-6337 bp) — seka, reikalinga URA3 transkripcijos iniciacijai.
CEN/ARS (angl. autonomously replicating sequence — autonimiskai besireplikuojanti seka)
(6639—7142 bp) — S. cerevisiae VI-tos mieliy chromosomos centromeros (CEN6) sekos dalis
sulieta su ARS. Sie vektoriai yra stabiliis, be integracijos j genoma (Patrick, 2014).

AmpR promotorius (71797283 bp) — seka, reikalinga AmpR transkripcijos iniciacijai.
AmpR (1 segmentas (7284-8144 bp) 2 segmentas (7353-8144 bp) — produktas — p-
laktamazé, suteikia atsparumg ampicilinui, karbenicilinui ir giminingiems antibiotikams

(Glover et al., 1997).

(2104) Scal ~

pJET1.2/blunt
2974 bp

11000

2 pav. pJET1.2/blunt plazmidés struktira (Snapgene.com; pakoreguota)

Plazmidés strukttrinés dalys pateiktos Zemiau.

MCS (1-51 bp ir 2931-2974 bp) — daugiakopijiné klonavimo vieta (Snapgene.com).
Ori (792-1380 bp).
lac UV5 promotorius (435-465 bp)- E. coli lac promotorius su mutacija skatinancia

transkripcijos iniciacijg (Snapgene.com).
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lac operatorius (411-427).

Toksino genas (Eco471/T7 restrikcijos endonukleazé) (1-382 bp ir 2619-2974 bp) —
mutantiné Eco471 restrikcijos endonukleazés versija. Sukarpo dvigrande DNR GGWCC
vietose, nesant apsauginiam metilinimui (Snapgene.com).

AmpR promotorius (2412-2516 bp).

AmpR (1551-2411 bp).

Scal (2104 bp vieta) — kirpimo vieta reikalinga plazmidés restrikcijai iki linijinés formos.
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