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SANTRUMPOS

AFM Atomings jégos mikroskopija

AIR Amino imidazolo ribotidas (angl. aminoimidazole ribotide)
CJD Creutzfeldt-Jakob liga

CPD Kupranugariy priony liga

CSF Cerebrospinalinis skystis

CwWD Létin¢ iSsekimo liga

DEA Dietanolaminas

DMEM Bulbecco modifikuota erelio terpé

eRF1 Eukariotinis transliacijos terminacijos faktorius (Sup45 baltymas)
eRF3 Eukariotinis transliacijos terminacijos faktorius (Sup35 baltymas)
ETA Etanolaminas

GSE Galvijy spongiforminé encefalopatija

GSS Gerstmann-Straussler-Scheinker liga

YNB Mieliy azoto baze

YPD Mieliy ekstrakto, dekstrozes ir peptono turtinga terpé
MDEA Metilo dietanolaminas

MEA Etanolaminas (monoetanolaminas)

NDD Neurodegeneracinés ligos

NMR Branduolio magnetinis rezonansas

NR Oligopeptidy pasikartojimy regionas

NTP Nacionaliné¢ toksikologijos programa

PE Fosfatidiletanolaminas

PK Proteinazé K

PrD Priono domenas

PrP Priono baltymas

Prp¢ Lastelinis priono baltymas (fiziologinis)

Prpsc Skrepi ligos priono baltymas (pakitusios struktiiros)

QN Glutamino turtingas ruozas

ROS Reaktyviosios deguonies riisys

RT-QuIC 14-3-3 baltymo ir realaus laiko drebéjimo sukelta konversija
SAICAR sintazé Fosforibosilaminoimidazolo-sukcinkarboksamido sintazé



SC
Sup35C
Sup35M
Sup35N
TEA
TME
USE
WT

Sinteting¢ turtinga terpé

C-terminalo paleidimo faktoriaus domenas
Vidurinio sisiejimo domenas

Priono domenas N-galuose
Trietanolaminas

Uzkreciamoji audinés encefalopatija
Uzkre¢iamoji spongiforminé encefalopatija

Laukinis tipas



IVADAS

Prionai, infekcijos sukéléjai, yra netaisyklingai susilankste baltymai. Priono baltymo (PrPC)
lasteliné forma yra fiziologiné, aptinkama visuose zinduoliy audiniuose. Jo ypa¢ gausu centrinéje nervy
sistemoje (CNS), kur dalyvauja jvairiy neurodegeneraciniy ligy (NDD) patogenezéje. Baltymas yra arba
substratas konversijai, replikacijai ir kaupimuisi j patogenine izoforma, isreiksta prionu ar PrP*¢, arba jis
taip pat gali biiti naudojamas kaip kity baltymy, dalyvaujanciy neurodegeneraciniuose sutrikimuose,
amiloidiniy formy receptorius (Mead and Reilly, 2015). Dazniausia aptinkama priony liga Zmogaus
organizme yra Creutrzfeldt-Jakob liga (CJD). Gyviny tarpe paplitusios ligos yra galvijy spongiforminé

encefalopatija, mirtina degeneraciné aviy ir ozky nervy sistemos liga — skrepi (Shim et al., 2022).
Prioniniai baltymai yra tiriami jau kurj laika, ta¢iau vaisto nuo priony sukeliamy ligy iki Siol
neatrasta. Siekiant geriau suprasti prioniniy baltymy veikimg yra pasitelkiamos modelinés sistemos,
tokios kaip Saccharomyces cerevisiae, viena i§ gerai iStirty mieliy rasiy, Kuri yra naudojama pramonéje
bei moksliniuose tyrimuose (Chernoff et al., 2020). Yra ieskoma ne tik budy iSgydyti progresuota
prioning liga, bet ir junginiy, galinCiy slopinti ligos plitimg ar jos formavimasi. Etanolaminas yra
laikomas naujai atrastu anti-prioniniu junginiu, kuris gali sumazinti PrP*¢ kiekj prionais uzkréstose
lastelése (Uchiyama et al., 2021). Todél tyrimo metu buvo pasirinkti 3 skirtingi etanolaminy junginiai ir
tirtas kiekvieno i$ jy poveikis S. cerevisiae 74D-694 Igsteliy augimo bei prionizacijos procesui. Tyrimo
rezultatai gali prisidéti prie gilesnio supratimo apie etanolaminy poveikj mieliy lgsteliy biologiniams

procesams ir prioninio baltymo Sup35 veiklai.

Darbo tikslas:
Nustatyti etanolaminy: monoetanolamino, dietanolamino ir trietanolamino jtakg [PSI] priono
susidarymui S. cerevisiae 74D-694 kamieno lgstelése.
Darbo uzdaviniai
1. Jvertinti etanolaminy tirpaly jtaka S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]V ir [PSI*]® lasteliy
augimo dinamikai.
2. Nustatyti koncentracijas, kuriose S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]° kamieny
lastelés auga statistiSkai patikimai taip pat, kaip be etanolaminy.

3. Ivertinti etanolaminy jtaka S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliy prionizacijos dinamikai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Neurodegeneracinés ligos Zinduoliuose

Neurodegeneracinés ligos — tai atsitiktiniai arba paveldimi centrinés nervy sistemos sutrikimai, dél
kuriy létai progresuoja tam tikry neurony populiacijy ir jy jungéiy funkcijos. Pagrindinis
neurodegeneraciniy ligy pozymis — jprastinés baltymo formos pakitimas, dél kurio gali susidaryti
amiloidinés fibrilés (Reith, 2018). Tiek prioninés (aviy ir ozky skrepi liga, galvijy spongiforminé
encefalopatija, zmogaus Creutzfeldt-Jakob liga, Kuru), tieck neprioninés neurodegeneracinés ligos
(frontotemoraliné demencija, Alzheimerio, Parkinsono, Hantingtono ligos) yra susijusios su fibriliniy
baltymy agregaty, tokiy kaip tau, amiloidas-p, a-sinukleinas ir poliglutamino baltymai, kaupimu. Nors
priony ligos yra apibréziamos pagal jy uzkreCiamuma, dauguma prioniniy ligy atvejy i§ tikryjy
atsitiktinai atsiranda dél laukinio tipo baltymy arba dél paveldimy priono baltymy mutacijy. Svarbiausi
prioniniy ir neprioniniy neurodegeneraciniy ligy panasumai — fenotipiné jvairové ir plintanti patologija

(Frost and Diamond, 2010).

1.1.1. Priony baltymai

Amiloidai yra pluoStiniai kryZminiai B baltymy agregatai, galintys daugintis per branduoliy
polimerizacija. Savaime i$silaikantys amiloidy pagrindu suformuoti baltymy konformatoriai suteikia
molekulinj pagrindg uzkre¢iamoms (infekcinéms ar paveldimoms) baltymy izoformoms, vadinamoms
prionais. Priono baltymas (PrP) yra su membrana suriStas glikoproteinas, randamas visy zinduoliy ir
pauksciy rusiy centrinéje nervy sistemoje (CNS). Modifikacija po transliacijos pasalina pirmasias 22
aminortgsciy liekanas PrP N-gale, kad jgauty brandy PrP. Baltymas yra pririStas prie iSorinio 1gsteliy
membrany pavirSiaus glikozilfosfatidilinozitolio inkaru jo C gale (Millhauser, 2007). PrP gali egzistuoti
2 skirtingomis konformacijomis: $eimininko koduojamu fiziologiniu lasteliy priono baltymu (PrP°),
kuris dazniausiai lokalozuojasi neurony membranose, GoldZio komplekse bei sekrecinése piislelése ir
patogenine izoforma, atsakinga uz uzkreciamasias spongiformines encefalopatijas (USE), dazniausiai
vadinama PrP%¢, PrPS° — §is liga sukeliantis prionas yra atsparus proteazéms. Jis pakeitia PrPC,
paveikdamas jo konformacijg (Legname, 2017). Konformacinio ,uzkre¢iamumo® modeliai yra

vaizduojami 1.1 pav.



1) I 3sablona nukreiptas perlankstymas 2) Branduoliné polimerizacija
W o 4 VAR C raos
2 o= s
M&U“ S D) VI
[ o/ \s
L 1 O\ Gar CII‘J o~ Yy PN
I3 == F—3 =" Y3
11_1 Vas Vel Ve sl
l +
LR b O O \ers
PrP konformacijos SUUUUS el e
P konformacijos J}_‘#Mls @~ 4 Ml
e 'l
pepC -
(@ J{T
cll‘ » 1
PrPInt LL':,,JD \\\’ 10 '_\ 10 f_k \\\) 5 . E L
7 S e RS L HIEE
o) 1 o) UM, — PliMilec
S“ lr—’ R v f (“A ’ ,: ‘Y" :
Prp>* Py VIF -8 l -
t}“ ;,AT‘{,. ! : (]

1.1 pav. Sialomi PrP* sukelto klaidingo PrP¢ sulankstymo modeliai. Priono baltymas paprastai jgauna
daugiausia a-spiraline struktiirg homeostatinémis lgsteliy sglygomis (PrPC). PrP¢ gali klaidingai susilankstyti iki
vyraujancios B-klos¢iy struktiiros ir taip jgyti infekcing ir ligas sukelian¢ia konformacija (PrP5°). Pereinant nuo
PrPC prie PrPs¢ (PrP'", aiskumo délei Zymima kaip viena struktiira), galima priimti daug galimy tarpiniy kintamos
antrinés struktiiros konformacijy, sudéties. 1) | $ablong nukreiptas modelis rodo, kad PrPS¢ suaktyvina PrP¢
skatinamg klaidingo lankstymo kaskada, kurioje PrP® yra reakcijos substratas, o naujai sukurtas PrPS¢ konvertuoja
PrPC molekules. Siame kontekste PrPS® sumazina energijos barjera, kuris riboja spontaniska PrP¢ konversijg j
PrP¢. 2) Branduolinés polimerizacijos modelis apibiidina termodinamiskai valdomg, nekatalizine, branduolinés
polimerizacijos reakcija, kurioje PrP¢ konversija j PrPS¢ yra grjztamasis procesas. PrP¢ yra labai palankus
pusiausvyrai, o netinkamas lankstymas jvyksta tik kontaktuojant su PrPS¢ agregatu. PrPS° konformacija
stabilizuojama, kai j agreguojancia ,,s¢kla pridedamas naujai netinkamai sulankstytas baltymas. Pagrindiné §io
antrojo modelio pasekmé yra ta, kad uzkre¢iamumas priklauso nuo PrP%¢ oligomery buvimo, nes monomerai néra
uzkreéiami (adaptuota pagal Marciniuk et al, 2013).

PrP¢ baltymas taip pat sudaro labai struktiirizuotus amiloidinius pluostus. Pluosto galas veikia kaip
Sablonas kitiems laisviems baltymams prisitvirtinti (Legname, 2017). Pirminé PrP® struktira gali biti
suskirstyta ] N-galo nestruktiirizuota, i§ esmés netvarkingg baltymg ir gerai struktiirizuota bei apibrézta
C-galo fragmenta (Legname, 2023). PrPC koduoja PRNP genas, esantis zmoniy 20 chromosomoje ir peliy
(Prnp) 2 chromosomoje. Priklausomai nuo nagrinéjamos riisies, PRNP genas turi arba 2, arba 3 egzonus,
o visas koduojantis regionas yra paskutiniame egzone, tod¢l galimas alternatyvus sujungimas.

Nestruktiirizuotg N-terminalo domeno didzigja dalj sudaro oktapeptidiniai pasikartojimai, btidingi tik



PrPC, kurie yra unikalis tarp visy baltymy. Siuose oktapeptidiniy pasikartojimy regionuose, kuriy bendra
seka yra PHGGGWGQ, yra histidino liekany, galin¢iy suristi vienvalencius ir dvivalencius katijonus,

tokius kaip vario jonai Cu* ir Cu?* (Legname, 2017).

1.1.2. Priony variantai

Vienas 1§ mjslingiausiy reiSkiniy priono biologijoje yra priono varianty egzistavimas. Priono
variantai apibréziami kaip infekciniai izoliatai, kurie perduodami identiskiems Seimininkams, pasizymi
skirtingais priono ligos fenotipais. PrP>° gali jgyti keleta su liga susijusiy konformacijy, kurios visos gali
sukelti ir perduoti ligg. Ligos fenotipus lemia specifiné PrP>° konformacija uzkréstojo audiniuose.
Netiesioginiai jrodymai rodo, kad varianty fenotipai gali biiti uZkoduoti skirtingose PrP*
konformacijose, turinCiose skirtingas savybes, pavyzdziui, stabilumg prie§ chaotropines druskas ir
temperatiirg (Aguzzi et al., 2007).

Priono varianty variacija 1961 m. pirma karta pasiilé Pattisonas ir Millsonas, kurie
eksperimentiskai skrepi liga uzkréstose ozkose nustaté skirtingus klinikinius fenotipus. Nuo
konformacijos priklausomame imuniniame tyrime su Sirijos ziurkénais, buvo jrodyta, kad kiekvienas i§
aStuoniy priony varianty turi unikalios konformacijos PrP¢ molekule, kuriomis uZkrétus grauzikus
i$sivysto skirtingos USE formos. Tai rodo, kad priony varianty biologinés savybés yra ,,uzsifruotos*
PrPS® konformacijoje (Safar et al., 1998). Dabartiniai duomenys rodo, kad pagrindinis skirtumas tarp
priono varianty yra skirtingi konformaciniai dariniai, kuriuos jgyja PrP%. Sios infekcinés dalelés
»perduoda“ savo konkre¢ius konformacinius motyvus j paprastai sulankstytus baltymus, iSreikstus
Seimininke, todél atsiranda specifiniy ligos pozymiy (Morales, 2017). Pastebéta, kad priono baltymo
amiloidinés fibrilés gali egzistuoti keliomis skirtingomis strukttirinémis konformacijomis. In vitro gali
susidaryti skirtingi variantai, priklausomai nuo aplinkos salygy, kuriomis susidaro agregatai, pvz., pH,
denatiirantas ar druskos koncentracija. Nors procesas, kaip ir kodél baltymas su lygiai tokia pacia seka
gali tureti keletg skirtingy fibriliniy struktiiry, kelia didelj susidoméjima ir yra placiai tiriamas, dél to
kyla problemy analizuojant ir lyginant duomenis. Skirtingi variantai turi skirtingg morfologijg ir antrines
struktiiras, replikacijos greitj, stabilumg denattirantuose (Ziaunys et al., 2020).

Priony variantai gali buti klasifikuojami pagal skirtingus parametrus. Inkubaciniai periodai,
naudojami priony variantams atskirti. Be in vivo skirtumy, kiekvienas priono variantas yra susijes su
specifine PrPS° charakterizuojanéiy biocheminiy savybiy grupe. Tarp jy daZniausiai naudojamas

elektroforezinis mobilumas po i§ dalies atsparaus proteinazés K (toliau — PK) skaidymo, glikozilinimo

9



modelis, PK atsparumo laipsnis, sedimentacija ir atsparumas denatiiravimui chaotropinémis
medziagomis (Solforosi et al., 2013).

Ankstesni tyrimai rodo, kad skirtingus priono variantus sukelia struktiirinis polimorfizmas
infekciniame priono amiloide. Pavyzdziui, Sup35NM yra mieliy priono baltymo Sup35 N-galo ir
vidurinio domeno struktiiriSkai netvarkinga forma. Sis baltymas yra svarbus [PSI*] priono bisenos
formavimuisi. Amiloidinés skaidulos, susidariusios i§ Sup35NM, gali jgyti skirtingas konformacijas
priklausomai nuo temperatiiros: 4 °C temperatiiroje formuojasi laukinio tipo (WT-4) konformacija ir 37
°C temperatiroje — (WT-37). Jvedus Siuos skirtingus konformacinius variantus j mieliy lgsteles,
sukuriama mitoti$kai stabiliy stipriy ir silpny [PSI*] varianty. Be to, taSkinés mutacijos aminoriig§¢iy
sekoje gali pakeisti lasteliy fenotipus, susijusius su amiloidogeniniu baltymu. Taskiné Sup35 mutacija,
kai 17 serinas pakei¢iamas argininu (S17R), sukelia budingg mitotiskai nestabily, silpng [PSI™] varianta,
o kodono polimorfizmas Zzmogaus priono baltymo liekanoje 129 sukelia Creutzfeldt-Jakob ligos kliniking

jvairove (Ohhashi et al., 2018).

1.1.3. Prioninés ligos Zinduoliuose

Siuo metu yra Zinoma jau nemazai prioniniy ligy, kurias sukelia pakites jprasto baltymo
susilankstymas. Pirmoji pripaZinta priony liga, uzkreciamoji spongiforminé encefalopatija, pasizymi ilgu
inkubaciniu periodu, kurio metu liga vystosi, bet dar nesukelia pastebimy simptomy. USE pasitaiko ir
prijaukintose aviy ir ozky (skrepi), galvijy (galvijy spongiforminés encefalopatijos, GSE) ir audiniy
(uzkreciamosios audinés encefalopatija, TME) populiacijose. Létiné i$sekimo liga (CWD) yra unikali
tarp USE, nes ji gali paveikti tiek laukines, tieck namines elniy populiacijas (Parry et al., 1976; Kahn et
al., 1975; Rainsford, 1975). Neseniai buvo nustatyta kupranugariy priony liga (CPD) naminiy
kupranugariy kuprose, taCiau geografinis pasiskirstymas ir perdavimo galimybé laukinéms
populiacijoms neZzinoma (Babelhadj et al., 2018). Zmogaus USE gali biiti infekcinés (Kuru), paveldimos
(Gerstmann-Straussler-Scheinker, GSS) arba sporadinés (Creutzfeldt-Jakob liga, CJD) etiologijos (Imran
and Mahmood, 2011; Holec et al., 2020).

Prioninés ligos gali biiti skirstomos ] atsitiktines, paveldimas arba infekcines. Sporadiné liga, kai
atsitiktinai PrP¢ susiklosto su PrPS¢ yra labiausiai paplitusi ir sudaro mazdaug 85-90% zmogaus ligos
atvejy. Paveldimos ligos paprastai kyla dél mutacijy C-galo srityje. PrieSingai polimorfizmai ar mutacijos
oktarekartinéje srityje yra reti, nuo 10 % iki 15 % CJD atvejy sukelia priono baltymo geno mutacijos.
Sporadinés ir paveldimos prioninés ligos priskiriamos tai paciai klasei kaip ir Alzheimerio bei Parkinsono

ligos, nes jos visos yra susijusios su endogeniniy baltymy agregaty kaupimu. Kaip minéta anksciau,
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priony ligos skiriasi tuo, kad jos yra infekcinés. Smegeny medziaga i§ serganciy gyvuny (peliy, ziurkény,
primaty) patekusi j sveikus gyviinus sukelia USE simptomus ir su tuo susijusj infekcinio PrP* kaupimasi
(Millhauser, 2007). Visoms prioninéms ligoms biidingi bruozai — CNS pazeidimai, ilgas inkubacinis
laikotarpis ir progresuojanti, visada mirtina liga. Taip pat budingos neuropatologinés savybés, jskaitant
neurony Zitj, spongiforminius poky¢ius, reaktyviaja glioze, amiloidines PrP¢ ploksteles ir dideles

vakuoles, sukeliancias tipiskg galvos smegeny kempinlige (Ortega-Cubero et al., 2013).

1.1.4. Prioniniy ligy nustatymas

Nepriklausomai nuo prioniniy ligy tipo, i§ anksto diagnozuoti ligg yra sudétinga dél didelio
fenotipinio kintamumo, daZniausiai pasireiSskiantys simptomai yra greitai progresuojanti demencija,
smegenéliy ataksija ir mioklonusas. PasirodZius pirmiesiems simptomams vidutiné gyvenimo trukmeé yra
SeSi ménesiai, taciau susiduriama su dideliais klinikinés ligos trukmés svyravimais, besitgsianciais nuo
keliy savai¢iy iki mety (Altuna et al., 2022). Nors dar néra iSrasty vaisty ar jrodyty prioninés ligos
gydymo biidy, bet koks norimas sukurti gydymo buidas reikalauja ankstyvos ligos diagnozés, norint
sustabdyti ir neleisti ligai plisti, progresuoti organizme.

Siuo metu néra patvirtinto testo, leidziandio nustatyti ligg gyvam gyviinui. Prioninés ligos
dazniausiai diagnozuojamos kliniskai ir patvirtinamos pomirtiniu smegeny audinio histopatologiniu
tyrimu. Vienintelis patikimas molekulinis prioniniy ligy zymuo yra PrP%, patologinis priono baltymo
konformeris, besikaupiantis centrinéje nervy sistemoje ir kiek mazesniu mastu limforetikuliniuose
audiniuose. Vienintelis budas patvirtinti GSE buvimg yra patikrinti gyviino smegeny audinj jam
nugaiSus. GSE atveju dabar yra keletas komerciniy diagnostikos budy, pagristy pomirtiniu
imunocheminiu PrP® nustatymu smegeny kamieno sklas¢io (angl. obex) dalyje. Siekiant patvirtinti GSE
liga galvijuose, dazniausiai naudojami tokie metodai kaip su fermentais susietas imunosorbento tyrimas
(ELISA), imunohistochemija ir Western blot tyrimas. Sie greitieji atrankos testai buvo naudojami
aktyviai stebint GSE ir labai pagerino uzkrésty galvijy aptikima prie§ jiems patenkant | Zmoniy maisto
granding. Neuropatologinis tyrimas paprastai atskleidzia gilig astrociting gliozg ir spongiforminius
poky¢ius, kartais kartu su amiloido nuosédy susidarymu. Devintajame deSimtmetyje buvo nustatyta, kad
bendras USE pozymis buvo pakitusios Seimininko koduojamo PrP izoformos kaupimasis serganciy
gyviny ir zmoniy smegenyse. Skirtingai nuo kity infekciniy ligy, kurias sukelia virusai ar bakterijos,
prionines ligas sunku diagnozuoti naudojant jprastinius metodus, tokius kaip PGR, serologiniai ar Igsteliy
kulttiros tyrimai. Taip yra tod¢l, kad infekcinis agentas arba prionas neturi nukleortigsties komponento

ir susideda tik i§ nejprastai sulankstyto natyvaus Seimininko baltymo PrP konformerio, kurio uzkréstas

11



organizmas neatpazjsta kaip svetimo, todél nepastebima nei uzdegiminiy, nei imunologiniy atsaky.
Laboratoring USE diagnostikg dar labiau apsunkina netolygus USE sukéléjy pasiskirstymas kiino
audiniuose — didziausios koncentracijos nuolat randamos nervy sistemos audiniuose, o labai mazos —
lengvai pasiekiamuose kiino skysc¢iuose, pavyzdziui, kraujyje ar Slapime (Kiibler et al., 2003).

Labai svarbu yra anksti ir tiksliai diagnozuoti prionines ligas, todél pastaraisiais deSimtmeciais
buvo siekiama sukurti biomarkerius, kurie greitai ir tikslingai diagnozuoty jvairias prionines ligas. Siuo
metu yra taikomi diagnostiniai kriterijai, pagristi klinikiniu fenotipu, taip pat neurovaizdiniais
biomarkeriais (magnetinio rezonanso tomografija), neurofiziologiniais tyrimais (elektroencefalograma ir
polisomnograma) ir smegeny skysc¢io biomarkeriais (14-3-3 baltymo ir realaus laiko dreb¢jimo sukelta
konversija (RT-QulC)), skirtg priony baltymams cerebrospinaliniame skystyje (CSF) aptikti (Altuna et
al., 2022).

1.2. Modeliné S. cerevisiae sistema

Daugiau nei prie$ 20 mety buvo jrodyta, kad Zinduoliy PrP, ekspresuojamas mieliy lgstelése, in
Vivo gamina j PrP%° panasig konformacija (Ma and Lindquist, 1999). Nuo tada S. cerevisiae buvo
pripazintas vienu i§ modeliy, skirty atlikti pagrindinius PrP%° amiloidy sukeliamy ligy tyrimus. Dél
auginimo salygy paprastumo ir galingy genetiniy metody prieinamumo mielés S. cerevisiae yra puiki
modeliné sistema, skirta tirti molekulinius ir lasteliy mechanizmus, reguliuojanc¢ius amiloido susidaryma
ir dauginimasi, kuriy daugelis tinka Zinduoliams. Genetiniai metodai, leidziantys iSreiksti zinduoliy ar
7zmogaus amiloidogeninius ir prionogeninius baltymus mielése, leidzia tyréjams pasinaudoti mieliy
pranasSumais apibidindami su liga susijusiy baltymy savybes. Chimerinés konstrukcijos, kuriose
naudojami zinduoliy ir Zmoniy agregacijai linke baltymai arba domenai, sujungti su fluoroforais arba
endogeniniais mieliy baltymais, leidZia citologiSkai arba fenotipiSkai nustatyti su liga susijusig baltymy
agregacija mieliy lastelése (Chernoff et al., 2020).

Kadangi S. cerevisiae yra vienalgstis organizmas, jis turi tam tikry akivaizdZziy apribojimy, taikomy
neuromokslams. Taciau mieliy prionai yra placiai iStirti ir zinoma, kad jie turi tam tikry pozymiy su
zinduoliy priono baltymu ar kitais amiloidogeniniais baltymais, randamais Alzheimerio, Parkinsono ar
Huntingtono ligy patogenezéje. Todél mielés S. cerevisiae buvo placiai naudojamos pagrindiniams
baltymy agregacijos savybiy in cellulo ir jy dauginimo tyrimams. Neseniai mielémis pagrjstas tyrimas
atskleidé, kad kai kurie zinduoliy priono baltymo ir amiloido P1-42 regionai gali indukuoti ir dauginti
mieliy prionus. Tai vienas i§ pavyzdziy, rodanciy, kad evoliuciSskai nutole organizmai turi bendrus

mechanizmus, lemianéius struktiiring priono baltymy konversijg, todél mieliy lastelés yra naudinga
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zinduoliy priono baltymo tyrimo sistema. S. cerevisiae taip pat buvo naudojamas kuriant naujas anti-
priono junginiy atrankos sistemas i$ cheminiy biblioteky. Mieliy tyrimai yra pigis ir saugis tyréjui, todél
jie yra labai geras pasirinkimas atlikti iSanksting patikra prie§ tolimesnius bandymus sistemose,

jtraukianciose zinduoliy lgsteles, uzkréstas prionais (Ishikawa, 2021).

1.2.1. Mieliy prionai

Mieliy prionai yra dominuojanti ne Mendelio epigenetinio paveldéjimo formos baltymai, o mielése
ir grybuose amiloido pagrindu pagaminti prionai kontroliuoja fenotipisSkai aptinkamus paveldimus
bruozus. Pavyzdziui, [URE3], [SWI*] ir [GAR™] prionai, esantys S. cerevisiae, padidina maistiniy
medZziagy stokojanciy Saltiniy augimg. [URE3] yra amiloido pagrindu pagamintas prionas, kurio jprasta
funkcija yra azoto katabolizmo reguliavimas. Kai Ure2p 1§ esmés paverciamas amiloidu, genai,
koduojantys fermentus ir transporterius, reikalingus prastiems azoto $altiniams naudoti, yra nuslopinami,
nepaisant gero azoto $altinio buvimui aplinkoje. [PSI™] yra Sup35 amiloidinis prionas, transliacijos
pabaigos faktoriaus subvienetas. Kai didzioji dalis Sup35 tampa [PSI"] amiloidu, prionas jgalina
transliacijos tesimg uz baigties kodono (Wickner et al., 2019).

Mieliy priony variantai skiriasi fenotipo stiprumu, dauginimosi stabilumu, toksiSkumu/letalumu,
gebéjimu jveikti perdavimo tarp rasiy ar jy viduje barjerus, biocheminémis ir fizinémis savybémis.
Branduolinio magnetinio rezonanso (NMR) spektroskopija nustat¢ konformacinius skirtumus tarp
[PSI"] mieliy priono varianty, o atominés jégos mikroskopija (AFM) atskleidZia variantui budingus
mieliy priono fibrilio morfologijos skirtumus. Yra stiprios koreliacijos tarp baltymo priono formos
biocheminiy savybiy ir mieliy varianto fenotipo. Mieliy priono fenotipo stiprumas atitinka padidéjusj
baltymy agregaty trapuma. MechanistiSkai padidéjes priono agregaty trapumas lemia greitg naujy laisvy
galy susidaryma, pagreitinantj priony susidaryma (Holec et al., 2020).

Mieliy priony baltymuose yra vadinamyjy priono domeny (PrD), kurie yra atsakingi uz
tarpmolekuling sgveika, dél kurios susidaro amiloido asis, ir bent jau kai kuriais atvejais skiriasi nuo
domeny, atsakingy uz pagrindines ty paciy baltymy lastelinés funkcijas. Paprastai PrD yra kaip
netvarkingi arba mazo sudétingumo regionai (angl. low complexity regions) vietinése (ne amiloido)
baltymy struktiirose, o daugumoje zinomuose mieliy priony baltymuose yra PrD, kurie yra praturtinti
glutamino ir (arba) asparagino aminoriigi¢iy likuéiais. Siuo metu jrodyta, kad apie 10 mieliy baltymy
mielése geba sudaryti amiloidinés struktiiros prionus. Be to, buvo rasta jvairiy aminortgsciy likuciais
turtingy domeny, galin¢iy formuoti priong, kai jie susilieja su reporteriy konstruktais. Taip pat buvo

irodyta, kad apie 100 mieliy baltymy turi aminortig§¢iy likuciais turtingus regionus, panasius | Zinomus
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PrD, ir nuo 1 % iki 4 % baltymy su tokiais regionais buvo rasta aukstesniy eukarioty, jskaitant Zmoniy,

proteomuose (Chernoff et al., 2020).
1.2.2. Mieliy [PSI*] prionas

Prionai yra unikaliis baltyminiai infekciniai agentai, kurie gali jgyti alternatyvias konformacines
biisenas, o priono forma yra susijusi su savaiminiu dauginimu ir agregacija. Sie priono tipo reiskiniai
buvo placiai istirti mielése, kur buvo nustatyti keli priong formuojantys baltymai. Geriausiai apibtdinti
mieliy prionus formuojantys baltymai yra transliacijos terminacijos faktorius Sup35, priono formoje
Zymimas [PSI™], ir azoto metabolizmo posttranskripcijos reguliatorius Ure2, priono formoje zymimas
[URE3]. Sup35/[PSI*] sistema yra iSsamiai i$tirta (Cox and Tuite, 2018; Liebman and Chernoff, 2012)
ir taitkoma siekiant i$siaiskinti priony biologija. Eukariotinis transliacijos terminacijos faktoriaus eRF3,
mieliy atitikmuo Sup35, susideda i$ trijy domeny (1.2 pav.):

1. Priono domenas arba PrD N-galuose (Sup35N), kuriame yra asparagino bei
glutamino turtingas ruozas (QN) ir oligopeptidy pasikartojimy regionas (NR);

2. Vidurinio susiejimo domenas (Sup35M), kuriame yra klasteriy, praturtinty
ikrautomis aminortigs¢iy liekanomis;

3. C-terminalinis paleidimo faktoriaus domenas (Sup35C), kuris yra batinas ir

esminis Sup35 funkcijai transliacijos terminacijos procese bei lasteliy gyvybingumui palaikyti.

QN OR
N
sup3s NI — 1 e C
16 41 96 123 253 685
Sup35N Sup35M Sup35C
Priono Jungiamasis  Funkcinis domenas

domenas PfD  domenas

QN1 QN3
QG{ QN2 | QN4
Rnq1 N C

1 153 || [218 263] I 405
1721198 279 1337
185 319

PtD

QN
uez NIl  —c
1

89 354
PtD
1.2 pav. Mieliy priony domeny pavyzdziai. Priony domenai (PrD) rodomi kaip zali staciakampiai, o ne
priony sritys — kaip geltonos elipsés. QN vaizduoja regiong, kuriame gausu glutamino/asparagino; OR —
oligopeptidy pasikartojimus (Sup35); QG — polimorfinius glutamino/glicino pasikartojimus (Rnql). Skaiéiai
vaizduoja aminortigs¢iy pozicijas (adaptuota pagal Liebman et al, 2012).
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Sup35N paprastai yra nestruktirizuotas, taiau gali biiti paverstas j kryzming-3 konformacija, taip
sudarant amiloido fibriling asj. Sup35N QN ruozas pirmiausia yra atsakingas uz amiloido agregacijg ir
paprastai yra jtrauktas j saugomg kryzminio- ,,Serdj®, kai Sup35 sudaro amiloida, o subdomenas NR
vaidina svarby vaidmen; skleidZiant priono biiseng, grei¢iausiai per sgveika su Saperono aparatu. Sup35N
ir Sup35M domenai taip pat atlieka apsaugine funkcijg jtraukiant Sup35 j grjztamuosius skyscio laseliy
ar hidrogelio mazgus, kurie susidaro streso metu, kai organizmas susiduria su zemu pH. Jkrautos
aminortugsciy liekanos Sup35M domene veikia kaip pH jutikliai, palengvinantys skysty laseliy tirpinima
atsigaunant nuo pH jtempio. Taigi normaliomis sglygomis Sup35M padeda iSlaikyti Sup35 tirpioje
busenoje. Kai Sup35N jgauna priono konformacija, jis imobilizuojamas j netirpius pluostinius agregatus,
dél kuriy sumazgja galimybés pasiekti terminacijos signalg, taip sukeliant baigties kodono praleidima ir
jo nenuskaitymg (Chernoff et al., 2020). Specialiai sukurti mieliy variantai su prieslaikiniu baigties
kodonu, pavyzdziui, geno ADE1 (UGA mutacija adel-14), naudojamos aptikti Sup35 priong, [PSI*]
fenotipiskai augant selektyvioje terpéje (pavyzdziui, terpéje, kurioje triiksta adenino, — Ade adel-14
reporterio atveju) arba pagal spalva visoje terpéje dél polimerizuoto tarpinio produkto kaupimosi adenino
biosintezés kelyje, suteikiant raudong spalva mieliy lgsteléms. Sup35 priono buvimas [PSI™] sukelia
agregaty arba amiloido pluosty susidaryma, dél kuriy atsiranda defekty nuskaitant baigties kodonus.
Esant agregatams, prieslaikinis baigties kodonas néra nuskaitomas, todél lastelés gali pacios pasigaminti
adenino. Adeninas yra galutinis produktas adenino biosintezés kelyje. Todél, kai adenino biosintezés
kelig sutrikdo [PS1™] priono buvimas, mieliy lgstelés negali gaminti raudonojo pigmento, todél formuoja

jprasos baltos spalvos kolonijas. (1.3 pav.) (Chernoff et al., 2020; Lemarre et al., 2020).
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1.3 pav. Sup35/[PSI*] sistema mielése. [PSI*] priono fenotipinio aptikimo tyrimas. Kairéje — tirpus Sup35
(eRF3) kartu su Sup45 (eRF1) veikia kaip transliacijos terminacijos komplekso dalis [psi’] kamiene, turin¢iame
prieslaikinj baigties kodong ADE1 gene. NuskaiCius §j prieslaikinj baigties kodona, susidaro sutrumpintas Adel
baltymas, dél kurio mieliy lastelés negali augti terpéje, kurioje triiksta adenino (-Ade) ir lastelés ima formuoti
raudonos spalvos kolonijas augdamos turtingoje YPD terpéje. Desinéje puséje — Sup35 agregacija prionizuotose
lastelése sumazina transliacijos terminacijos komplekso gebéjima pasiekti transliuojancias ribosomas, todél
prieslaikinis baigties kodonas néra nuskaitomas. Ribosomos susintetina viso ilgio Adel baltyma, todél lastelés gali
iSgyventi terpéje be adenino (-Ade) ir neleidzia kauptis raudonam pigmentui YPD terpéje, formuojamos baltos
spalvos kolonijos. Taip pat, paveiksle nurodomi tirpiy ir agreguoty Sup35 formy pavadinimai, ribosomos naujai
susintetinto Adel polipeptido pavadinimai (adaptuota pagal Chernoff et al., 2020).

Kolonijy fenotipinis pokytis atsiranda dél ADE1 geno mutacijos, kuri lemia SAICAR sintezés
inaktyvinimg ir amino imidazolo ribotido (AIR) kaupimasi lastelése. AIR polimerizuojasi ir sukelia
raudong pigmentacija, lgstelése, kurios neturi priony. Jei Sup35 baltymas yra prionizuotoje formoje, tai
reiskia, kad transliacijos terminacijos faktorius (eRF3) yra tik dalinai aktyvus ir prieslaikinis baigties
kodonas nenuskaitomas. D¢l Sios priezasties funkcionali SAICAR sintazés baltymo sintezé sustabdo
raudono pigmento kaupimasi ir lastelés su prionais formuoja baltos spalvos kolonijas. Funkcionalaus
Adel baltymo trikumas [psi] kamieno lgstelése neleidzia joms augti SC terpéje be adenino, taciau ant
turitingos YPD terpés $ios lastelés kaupia raudonos spalvos pigmenta. [PSI™] kamienas, priesingai, gali
augti SC terpéje be adenino ir ant turtingos terpés formuoja kolonijas, kurios gali bati Sviesiai raudonos
(silpnai prionizuotos) arba baltos (stipriai prionizuotos) spalvos (Fowler et al., 1976; Nevzglyadova et
al., 2011).
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1.2.3. [PSI*] priono formavimasis ir plitimas

[PSI*] susidarymui ir palaikymui reikalinga Sup35 faktoriaus sgveika su endogeniniais Igsteliy
faktoriais (molekuliniai Saperonai Hspl104, Sisl bei kars¢io Soko baltymai Hsp70). Molekuliniai
Saperonai, baltymy grupé, kuri atlieka apsaugines funkcijas Igstel¢je, perlankstydami arba iSskaidydami
denatiiruotus baltymus, yra svarbiis lgsteliy mechanizmy komponentai, reikalingi prionams susidaryti ir
daugintis (Pirkkala, Nykédnen and Sistonen, 2001). RySys tarp Saperony ir priony pirmg kartg buvo
nustatytas parodant, kad [PSI™] replikacijos ciklui yra reikalingas Saperonas Hsp104, kuris dalyvauja
baltymy skaidyme (Chernoff et al., 1995). [PSI*] dauginimas priklauso nuo keliy $aperony, jskaitant
Hsp104, kurie tarpininkauja dauginimuisi skaidydami dideles fibriles j maZesnius oligomerus. Hsp104
taip pat reikalingas visiems kitiems zinomiems amiloido pagrindu susidariusiems citozoliniams mieliy
prionams. Dabartiniame citozoliniy mieliy priony dauginimosi modelyje (1.4 pav.) vaizduojamas
Hsp70/Hsp40 kompleksas, kuris pirmiausia jungiasi su priony polimerais, o paskui jungiasi su Hsp104,
kuris inicijuoja polimero suskaidyma, iSskiriant atskiras baltymy molekules amiloidinés grandinés
viduryje. Polimero suskaidymas sukuria ,,propagonus®, mazesnes ,,sé€klas®, kurios yra biitinos norint
pradéti naujus priony plitimo etapus, taip pat priony segregacija. Nesant skaidymo proceso, nauji
propagonai nesukuriami (1.4 pav. B), o prionai galiausiai praskiedziami ir prarandami dalijantis
lasteléms. Sup35 baltymo atveju Saperono suri§img greiciausiai tarpininkauja arba moduliuoja PrD
esanCios oligopeptidy pasikartojimy sritis. Hsp vaidmuo priono dauginime yra pagristas jy
pagrindinémis evoliuciskai iSsaugotomis fermentinémis funkcijomis, nes Escherichia coli bakterijose
esantys mieliy ortologai Hsp104, Hsp70-Ssa ir Hsp40 baltymai gali i$ dalies skleisti mieliy prionus
(Chernova et al., 2017).
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1.4 pav. Saperony vaidmuo dauginant Sup35 priona. A) Polimery fragmentacija ir propagono
susidarymas esant normaliam Hsp104, Hsp70 ir Hsp40 baltymy kiekiui. B) Priono dauginimasis nesant Hsp104.
C) Priono dauginimasis esant aukstam Hsp104 lygiui (adaptuota pagal Chernova et al., 2017).

Nors spontanigkas priony susidarymas yra ganétinai retas reiskinys — daznis svyruoja nuo 107 iki
108, [PSI*] priony susidaryma gali sukelti pernelyg didelé Sup35 baltymo priono domeno ekspresija.
Pernelyg didelé Sup35 ekspresija padidina [PSI™] susidarymo daZnj, tikriausiai todél, kad dél didesnio
baltymy molekuliy skai€iaus yra didesné tikimybeé, kad nedidelé baltymy dalis netinkamai susilanksto
ir sudaro prionus. Siag de novo priony susidarymo indukcija labai sustiprina kitas prionas, vadinamas
[PIN*] arba [RNQ™], kuris yra nejprastai sulankstyta Rnq1 baltymo priono forma. Nors buvo pasitilytos
kelios hipotezés, siekiant i$siaiskinti [PIN*] vaidmenj formuojant [PSI*], gerai palaikomas ,kryZminio
séjimo* modelis rodo (1.5 pav.), kad [RNQ*] prionas veikia kaip Sablonas, skirtas kryzminti séklg [PSI1™]
ankstyvosiose priono formavimo stadijose (Sharma et al., 2017).

g i o ; O
»KryZminio séjimo* modelis O
[PSH] C g > @® Sup3s
~ o o
0ol Y% e S
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Rng1 )))’ )ﬂ % F >

1.5 pav. [RNQ™] veikimo mechanizmo ,,KryZminio sé¢jimo*“ modelis. Séjimo modelis rodo, kad
formuojant [PSI™] yra fiziné sgveika tarp Sup35 ir agreguoto Rngl. Tokiu biidu netinkamai sulankstytas
ir agreguotas Rngl [RNQ™] biisenoje skatina Sup35 netinkamai susilankstyti, i§lenkdamas monomera
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18 savo prigimtinés konformacijos arba formuodamas spontaniskai netinkamai sulankstyta monomerg j
struktiira, palankig priony plitimui. Po sgveikos [RNQ™] ir [PSI*] prionai dauginasi nepriklausomai
(adaptuota pagal Keefer et al, 2017).

Yra manoma, kad de novo priony susidaryma gali lemti ir oksidaciniai baltymo ne priononinés
formos pazeidimai, kurie turi jtakos jo paveldimos priono konformacijos formavimuisi (Grant, 2015).
Pavyzdziui, zinduoliy PrP metionino oksidacija buvo pasiiilyta siekiant pagristi klaidingus jvykius, kurie
skatina konversijg j PrP*¢, o metionino oksidacija destabilizuoja vietinj PrP, palengvindama klaidingg
sulankstyma ir peréjima prie PrPS¢ konformacijos. Irodyta, kad oksidacinis stresas padidina mieliy
[PSI*] priono susidarymo daznj. [PSI*] priono de novo susidarymas taip pat Zymiai padidéja mieliy
mutantuose, kuriems triiksta pagrindiniy antioksidanty, o tai rodo, kad endogeninés reaktyviosios
deguonies formos (ROS) gali sukelti [PSI"] priono de novo susidarymg. Metionino oksidacijos
prevencija per daug ekspresuojant metionino sulfoksido reduktaze panaikina peré¢jima prie priono
formos, o tai rodo, kad tiesioginé¢ Sup35 oksidacija gali sukelti strukttirinius peré¢jimus, skatinancius jo
konversijg ] perduodamg amiloido forma. Taigi baltymy oksidacija gali biiti bendras mechanizmas,
kuriuo grindziama kai kuriy Zinduoliy ir mieliy amiloidg formuojanciy baltymy agregacija (Speldewinde

etal., 2017).

1.3. Etanolaminas
Etanolaminas, dar vadinamas 2-aminoetanoliu arba monoetanolaminu (daznai sutrumpintas kaip
ETA arba MEA), priklauso alifatiniy aminoalkoholiy klasei ir yra pirminis aminas ir pirminis alkoholis.
Etanolaminas dé¢l savo pavirSinio aktyvumo savybiy turi antimikrobinj poveikj, o didelémis
koncentracijomis gali veiksmingai slopinti kai kuriy mikroorganizmy augima dirvozemyje (Kim et al.,
2010). Etanolaminas yra vertingas anglies ir (arba) azoto $altinis bakterijoms, galin¢ioms jj katabolizuoti.
Jis ypac€ paplites jvairiy organizmy virskinimo trakte, kuriame gausu membrany dél zarnyno epitelio
apykaitos ir nuolatinés mikrobiotos. Jdomu tai, kad daugelis Zarnyno patogeny turi eut (etanolamino
panaudojimo) genus, i§ kuriy svarbiausi yra eutB ir eutC kurie kartu sudaro du etanolamino amoniako
liazés subvienetus. EutBC skaido ETA j acetaldehido ir amoniako dujas, kurios yra atitinkamai anglies
ir azoto Saltiniai. Etanolaminas leidZia prisitaikyti prie skirtingy Seimininky aplinkos, tiksliai
koordinuodamas geny, dalyvaujanciy apdorojant ETA kaip maisting medziagg, ekspresija, o kai kuriose

sistemose ir virulentiskumo genus (Kaval and Garsin, 2018).
Etanolaminas yra placiai paplites zinduoliy ir bakterijy Igsteliy membranose, kur jis yra fosfolipidy,

tokiy kaip fosfatidiletanolaminas, sudedamoji dalis. Fosfatidiletanolaminas (PE) sudaro 2545 % visy
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lastel¢je esanciy fosfolipidy ir yra svarbus substratas bei pirmtakas keliuose biologiniuose keliuose
(Vance and Tasseva, 2013). Fosfatidiletanolaminas, kaip pagrindinis bakterijy fosfolipidas, atlicka
svarby vaidmenj iSsklaidant neigiama kravj, kurj sukelia anijoniniy membrany fosfolipidai.
Fosfatidiletanolaminas, veikdamas kaip Saperonas, prisideda prie tinkamo transporteriy veikimo ir
padeda membranos baltymams tinkamai susilankstyti (Krysenko et al., 2019). PE yra daugiafunkcis
fosfolipidas, reikalingas zinduoliy vystymuisi ir yra biitinas jvairiems lasteliy procesams. PE yra antras
pagal gausuma glicerofosfolipidas eukariotinése lgstelése. PE metabolizmo svarba zinduoliy sveikatai
neseniai iSryskéjo po to, kai jis siejamas su Alzheimerio, Parkinsono ligomis, nealkoholine kepeny liga
ir tam tikry patogeniniy organizmy virulentiSkumu (Calzada et al., 2016). Fosfolipidai slopina CWD
priony sékly amiloido susidaryma. IStyrus fosfolipidy potencialg sukelti arba slopinti prionais paséto
amiloido susidarymg RT-QulIC, | CWD" arba CWD™ etanoliu nusodintas smegenis naudojant 1 %
komerciskai paruosto PE, fosfatidilcholino (PC) ir fosfatidilinozitolio (PI) tirpalus, buvo jrodyta, kad visi
trys fosfolipidai slopino priony sékly amiloido susidaryma esant 107 praskiedimui, o praskiedimas iki
107 atkiiré konversijos reakcija (Hoover et al., 2017).

Atliktame tyrime (Uchiyama et al., 2021) buvo pastebéta, kad peliy neuroblastomos N2a lastelés,
nuolat uzkréstos 22L skrepi ligos prionais, vadinamos N2aC24L1-3 Iastelémis, sumazino PrP* lygi, kai
buvo auginamos pazangioje Dulbecco modifikuotoje erelio terpéje (DMEM) papildytoje etanolaminu.
PrP¢ lygis isliko nepakites prionais neuzkréstose pirminése N2aC24 lgstelése, kultivuotose pazangioje
DMEM. Visi klasikiniai DMEM su etanolamino papildymu sumazino PrP*¢ kiekj N2aC24L1-3 lastelése.
Priesingai, tik klasikinis DMEM be etanolamino papildymo nesugebé&jo sumazinti PrPS° lygio
N2aC24L1-3 lastelése. Sie rezultatai rodo, kad etanolaminas yra anti-prioninis junginys, jtrauktas j
pazangiag DMEM. Taip pat buvo jrodyta, kad etanolaminas yra veiksmingas prie§ priony infekcijg in vivo,
atitolindamas priony ligg RML skrepi prionais infekuotose pelése, priklausomai nuo jo vartojimo laiko.
Trumpai tariant, yra nustatyta, kad etanolaminas yra naujas anti-prioninis junginys, galintis sumazinti
PrPS¢ kiekj prionais uzkréstose lastelése ir atitolinti priony liga prionais infekuotose pelése. Todél
etanolamino anti-prioninio aktyvumo mechanizmo iSaiSkinimas gali biiti naudingas ne tik norint suprasti

PrPC konversijos j PrPS¢ mechanizma, bet ir kuriant gydymo strategijas nuo priony ligy.

1.3.1. Dietanolaminas ir trietanolaminas
Dietanolaminas (DEA) yra organinis junginys, kurio formulé HN(CH2CH>0OH)> (1 priedas — 1.1
lentelé), yra antrinis aminas ir diolis. Savo struktiira panaSus ] MEA, ta¢iau turi dvi hidroksilo grupes ir

vieng amino grupe. Kaip ir kiti organiniai aminai, dietanolaminas veikia kaip silpna bazé. Yra placiai
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naudojamas daugelyje plataus vartojimo prekiy (kosmetikos preparaty ir vaisty), taip pat jvairiuose
pramoniniuose procesuose: dujy ir vandens valyme, medzio ir metalo apdirbime. Cheminiuose
procesuose dietanolaminas naudojamas gaminant dietanolamidus ir dietanolamino druskas, ilgos
grandinés riebaly riigstis, kurios véliau naudojamos muilui ir pavirSinio aktyvumo medziagoms indy
plovimo skyséiuose ir plovikliuose (Craciunescu et al., 2006). Vandeniniai alkanolamino tirpikliai, tokie
kaip dietanolaminas (DEA) ir metilo DEA (MDEA), yra naudojami kaip pramoniniai cheminiai
absorbentai plovimo jrenginiuose. Vandeniniai MDEA ir DEA tirpalai placiai naudojami pramoniniam
apdorojimui, ypa¢ rugséiy dujy srautams, kuriuose yra H2S ir COz (Ibrahim, Ashour and Gadalla, 2021).
Nors DEA néra laikomas koncerogeniskas zmonéms, taCiau yra jrodymy, kurie patvirtina
kancoreginiSkuma su eksperimentiniais gyviinais. Nacionalinés toksikologijos programos (NTP)
ilgalaikiai toksiSkumo tyrimai parodé, kad visa gyvenima trunkantis DEA poveikis per odg padidino
peliy, bet ne Ziurkiy, kepeny naviky daznj (Leung et al., 2005). Jrodyta, kad DEA sutrikdo pagrindinj
cholino sintezés kelig lastelése, nes fosfatidiletanolamino sintezéje iSstumia etanolaming, ir trukdo
cholino jsisavinimui per lastelés membrang (Barbee and Hartung, 1979).

Trietanolaminas (TEA) yra amino alkoholis, komerciskai gaminamas aminuojant etileno oksida su
amoniaku. TEA yra reaktyvi ir bifunkciné, derinanti alkoholiy ir aminy savybes. TEA gali veikti kaip
antioksidantas prie§ gyvulinés ir augalinés kilmés riebaly autooksidacija. Trietanolaminas placiai
naudojamas kosmetikoje, veikia kaip aktyviosios pavirSiaus medziagos arba pH reguliatorius. TEA
naudojama gaminant emulsiklius ir disperguojancias medziagas, skirtas tekstilés gaminiams, Zemés tikio
chemikalams, vaskams, mineraliniams ir augaliniams aliejams, parafinui, poliravimo priemonéms,
pjovimo alyvoms, naftos demulsifikatoriams ir cemento priedams (Fiume et al., 2013). Nacionalinis
véZio instituto inicijuotame tyrime, jrodyta, kad TEA, kaip ir DEA, gali slopinti cholino pasisavinima
gydyty peliy kepenyse, todél atsiranda cholino trikumas ir panasus naviko susidarymo btdas kaip ir
DEA (Stott, 2004).

Joniniy skysc¢iy trietanolamino acetato [TEA][HOACc] ir dietanolamino chlorido [HDEA][CI]
junginiai pasizymi nedideliu antibakteriniu aktyvumu. Jvertinus etanolamino kompleksy antimikrobinj
aktyvuma, tirti junginiai parodé gerus prieSgrybelinio aktyvumo rezultatus. Aspergillus rasys buvo ypaé
jautrios dietanolamonio-tetrachloridopaladatas (I1) [HDEA]2[PdCl4] kompleksui (Petrovic et al., 2012).
Prionai yra labai atspariis jprastiems sterilizavimo buidams ir gali iSgyventi aplinkoje ilgg laika. Todél
svarbu istirti galimas jvairiy junginiy, jskaitant dietanolaming ir trietanolaming, anti-prionines savybes.
Be to, verta paminéti, kad dietanolaminas, kaip ir trietanolaminas, placiai naudojamas jvairiuose

pramongs ir vartojimo produktuose, jskaitant kosmetika, ploviklius ir vaistus. Todél atliekant bet kokj
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dietanolamino antiprioniniy savybiy tyrimg taip pat reikéty atsizvelgti | galimg rizika, susijusig su $io

junginio poveikiu, toksisSkumu.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai
e Adeninas (Roth, JAV)
e Etanolaminas (Carl Roth, VVokietija)
e Dietanolaminas (Carl Roth, VVokietija)
e L-histidinas (MillliporeSigma, JAV)
e L-leucinas (Serva, Vokietija)
e L-triptofanas, uracilas, mieliy ekstraktas, YNB (be aminortig§¢iy), agaras, peptonas, D(+)-gliukozés
monohidratas, imersinis aliejus (Carl Roth, Vokietija)

e Trietanolaminas (LaborTeknik, Turkija)

2.1.2. Prietaisai
e Autoklavas (Systec, VX-150)
e Biofotometras (Eppendorf)
o Elektrinés svarstykles (Kern ADB)
e Laminarinis boksas (Thermo Scientific/Mars)
e Mikroskopas (Olympus)
e Ploksteliy skaitytuvas ,,Varioskan Flash* (Thermo Scientific)
e PVDF membranos filtras (Carl Roth, Vokietija)
e Purtytuvas (VELP scientifica)
e Termostatas (WR/Binder)

2.1.3. Kultivavimo terpés
Darbe naudotos mitybinés terpés ir jy sudétis yra vaizduojamos 1.1 lentel¢je. RuoSiant terpés
buvo naudotas dejonizuotas vanduo, sterilinama autoklavuojant 0,8 atm salygomis. Terpés sudétis

nurodyra 1 L vandens.
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2.1 lentelé. Mieliy auginimui naudotos terpés ir ju priedai.

Terpé Terpés sudétis
Gliukozé 20 g

Peptonas 20 g
YPD

Mieliy ekstraktas 10 g

Agaras 20 g
Gliukoze 20 g
SC YNB 6,7 g

Agaras 20 g

Leucino tirpalas 20 mL

Uracilo tirpalas 10 mL

SC terpés priedai Adenino tirpalas 15 mL

Histidino tirpalas 3 mL

Triptofano tirpalas 10 mL

2.1.4. Tirpalai
Darbe naudoti tirpalai, jy sudétis ir sterilinimo biidas yra nurodyti 2.2 lenteléje. Terpés sudétis

nurodyra 1 L vandens.

2.2 lentelé. Kultivavimo terpéms naudojamy prieduy tirpalai.

Tirpalas Tirpalo sudétis Sterilinimo budas
Leucino tirpalas L-leucinas 13,1 g Sterilinamas autoklavuojant
S ) Sterilinamas
Uracilo tirpalas Uracilas 22,4 g ) ) )
filtruojant/autoklavuojant
o ) Sterilinamas
Adenino tirpalas Adeninas 13,5 g ) ) )
filtruojant/autoklavuojant
Triptofano tirpalas L-triptofanas 8 ¢ Sterilinamas filtruojant
o R Sterilinamas
Histidino tirpalas L-histidinas 20,9 g

filtruojant/autoklavuojant
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2.2. Metodai

2.2.1. Tyrimo objektas
Darbe yra naudojami auksotrofiniy mutacijy turintys S. cerevisiae 74D-694 (MATa adel-14 trpl-
289 his3-4200 ura3-52 leu2-3,112) [psi], [PSI*]Y ir [PSI*]® kamienai, kurie yra laikomi
»Mikrobiologijos ir biotechnologijy katedros®“ muziejuje. Visiems naudojamiems kamienams yra
buidingos 5 mutacijos biosintetiniuose genuose, kurie yra atsakingi uz aminorigsciy arba nukleotidy
biosinteze (Chernoff et al., 1993):
1) adel-14 —nonsense (prieslaikinio baigtinio kodono) mutacija: TGG (trp) — TGA (baigties
kodonas), ADE1 geno 244 pozicijoje.
2) trpl-289 — nonsens mutacija (CAG (gin) — TAG (baigties kodonas) TRP1 geno 403
pozicijoje.
3) his3-4200 — 1036 baziy pory dydzio delecija HIS3 gene ir dvikrypéiame MRM1 (PET56)
geno promotoriuje.
4) ura3-52 — mieliy transpozono Ty1 insercija URA3 gene.
5) leu2-3,112 — dvigubas mutantas: leu2-3 ir leu2-112. Abi mutacijos — skaitymo rémelio

poslinkio mutacijos LEU2 gene.

2.2.2. Lasteliy paruoSimas

Pernesant lasteles i§ vienos terpés j kita, naudojamas mikrobiologinis klonavimas. Sio metodo
tikslas yra iSlaikyti sterilig aplinkg viso proceso metu, siekiant uztikrinti kultiiros vientisumg ir uzkirsti
kelig nepageidaujamam mikroby augimui.

Eksperimente naudojamos S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]V ir [PSI']® lastelés, kurios
laikomos labai Zemoje temperatiiroje (-70 °C), yra perkeliamos ] standarting kieta YPD terp¢ ir yra
auginamos 30 °C temperattiroje 3 dienas. Po to lastelés pers¢jamos briksneliais ant naujos kietos YPD
terpés. Po dar 3 dieny yra atliekamas mikrobiologinis antspaudavimas, kuris yra biitinas norint jsitikinti
ar lagstelése nejvyko mutacijy. Antspaudavimui naudojamos terpés be tam tikry amino- ir nukleortig§ciy
(neigiama kontrolé, kurioje nenaudojama nei viena amino-, nukleortigstis — SC°), teigiamoje kontroléje
— SC* naudojamos visos biitinos amino- ir nukleorfigdtys. Taip pat yra naudojamos terpés be vienos
amino- arba nukleorigities (SC®, SCU"3, SC2% SC™Ms SC'P). Ant sintetiniy terpiy lastelés auginamos
5 dienas. Jei [psi] lastelés neauga niekur, isskyrus ant teigiamos kontrolés, o [PSI*TW ir [PSI*]® Iastelés

tik ant teigiamos kontrolés ir terpéje be adenino (SC2%), Igsteliy kolonijos yra perséjamos ant kiety YPD
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terpiy ir naudojamos tolesniuose eksperimentuose.

2.2.3. Mikroploksteliy praskiedimo metodas

Mikroploksteliy praskiedimo metodas naudotas lasteliy augimo ir prionizacijos su skirtingomis
etanolaminy koncentracijomis steb¢jimams atlikti. Lastelés yra klonuojamos mikrobiologiSkai ant kieto
YPD terpés pavirsiaus ir auginamos 30 °C temperatiroje.

Toliau atliekant S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]V ir [PSI*]® lasteliy augimo dinamikos
stebéjimus lgstelés yra perséjamos ] skystas SC terpes su visomis biitinomis amino- ir nukleorigStimis
(Leu, Ura, Ade, His, Trp). Paruosiamos lasteliy kultiiros SC terpése, kuriy optinis tankis (OTeo00) 0,12.
Norint paruosti tirpalus su etanolaminy skirtingomis koncentracijomis, jie yra maiSomi su distiliuotu
vandeniu (dH,0) ir skysta SC terpe su lastelémis, kad galutinés koncentracijos biity: 0,03 mg/mL, 0,06
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL,
0,3 mg/mL arba 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL, 2,1
mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL ir 3 mg/mL. Tokios koncentracijos pasirinktos remiantis joniniy skys¢iy
trietanolamino acetato ir dietanolamino chlorido antimikrobinémis savybémis (Petrovi¢ et al., 2012),
literatliroje apraSomas antimikrobinis aktyvumas nuo 0,25 mg/ml trietanolamino tirpalo konentracijos.
Taip pat yra paruoSiama neigiama ir teigiama kontrol¢, kuriose dH,O maiSoma su skysta SC terpe be
lasteliy (neigiama kontrol¢) arba su skysta SC terpe su lastelémis (teigiama kontrol¢). Lasteliy kultiiros
ir trietanolaminas yra maiSomi santykiu 1:1, dél to galutinis lasteliy OTeoo Yyra 0,06. Méginiai su
lastelémis auginami 96 Sulinéliy, ploks¢iu dugnu (angl. F-bottom), polistireninése mikroplokstelése.
Auginant lgsteles 48 val. optinio tankio matavimai atlickami kas 3 val. (daromi persidengiantys
matavimai — 12 val. paslinktos kreivés). Prie§ kieckvieng matavimg Igstelés yra resuspenduojamos
daugiakanale pipete.

Stebinti S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliy prionizacija, kaip ir ankstesniu atveju
mikrobiologiskai klonuotos lastelés yra pers¢jamos ir auginamos sintetinéje pilnoje terp¢je be adenino
(SC3%) sy skirtingomis etanolaminy koncentracijomis. Optinio tankio matavimai vyksa 1-2 savaites,
kas 12 wval., iki pilnai jvyksta kontroliniy (0 mg/mL) meéginiy prionizacija. Kas 2 dienas, laSiukas
kiekvienos suspensijos uzlasinamas ant YPD kietos terpés, tikrinama ar néra uzkrato ir ar lastelés

nepakeité PSI fenotipo.
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2.2.4. Lasteliy augimo ir prionizacijos kreiviy sudarymas
Lasteliy augimas ir prionizacija yra stebimi naudojant ,,Varioskan Flash® ploksteliy skaitytuva.
Gauti rezultatai yra apdorojami naudojant GraphPad Prism9 programg, kurioje braizomi grafikai,

atvaizduojantys augimo bei prionizacijos eiga.

2.2.5 Kultiry grynumo tikrinimas

Atliekant augimo stebéjimus, kiekvienos dienos pabaigoje laSiukas kiekvienos suspensijos
uzlaSinamas ant kietos YPD terpés. Lastelés su skirtingomis trietanolamino koncentracijos auginamos
48 val. kietose YPD terpése sickiant istirti ar néra uzkrato ir ar lastelés nepakeité PSI fenotipo. Tiriant
etanolaminy jtakg prionizacijai, lastelés buvo iSs¢jamos ant kietos YPD terpés kas 2 dienas, siekiant
stebéti kokios lastelés auga ir kokias kolonijas formuoja. Ant kiety terpiy uzaugus nejprastos
morfologijos kolonijoms, duomenys buvo laikomi nepatikimais ir sudarinéjant augimo kreives
nenaudojami. Taip pat, Iastelés augusios kietose YPD terpése buvo tirtos mikroskopu, naudojant aliejaus-

imersinj objektyva 1000x padidinimu.

2.2.6. Statistiné analizé
Visiems bandymams buvo atlikti bent 3 pakartojimai. Statistiné analizé pasitelkta visiems
rezultatams.
ANOVA dispersiné analiz¢ atlikta lyginant skirtumus tarp rezultaty ir tikrinant ar gauti rezultatai

yra statistiskai reik$mingi (a = 0,05).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Lasteliy paruosimas

Po mikrobiologinio antspaudavimo ant sintetiniy terpiy, buvo nustatyta, jog kultivuoty lgsteliy
genotipai yra tinkami tolesniems tyrimams atlikti. Kamieny lastelés, turin¢ios auksotrofines mutacijas
(MATaadel-14 trp1-289 his3-4200 ura3-52 leu2-3,112) ir naudotos Siame darbe, negali augti ant terpés,
kurioje néra reikalingy priedy. [psi’] kamieno lgsteléms augti SC terpéje yra reikalingas uracilas,
triptofanas, histidinas, adeninas ir leucinas, o [PSI*]V ir [PSI*]® gali augti ir terpéje, kurioje triiksta
adenino (3.1 pav. — SC*, SC3%). Remiantis lasteliy augimu ant sintetiniy terpiy be tam tikry amino- arba
nukleoriig§¢iy, buvo padaryta iSvada, kad Igstelése genetiniy mutacijy nejvyko ir naudoti kamienai yra

tinkami naudoti tolimesniuose darbuose (3.1 pav).

sSC- SC-Ieu SCura SC-his SC-trp SC-ade SC+

3.1 pav. S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI'TY ir [PSI*]° 1asteliy augimas kietose sintetinése terpése. A — [psi]
varianto Iastelés, B — [PSI"]V lasteles, C — [PSI']® lgstelés. SC - neigiama kontrolé, terpé be amino- ir
nukleoriigd¢iy, SC™, SCU2 SC™Ms, SC'P, SC2% _ terpés be atitinkamos amino- arba nukleoriigsties, SC* -
teigiama kontrolé, terpé su naudotomis amino- ir nukleortig§timis.

3.1 pav. yra vaizduojamos sintetinés terpés, kuriose tik teigiamoje kontrolgjé (SC*) pastebétas visy
darbe naudoty kamieny lasteliy augimas. Terpéje be adenino (SC2%) augo tik [PSI*]V ir [PSI*]® kamieny
lastelés ([psi] kamieno Igsteliy augimas nepastebétas). Neigiamoje kontroléje (SC") ir terpése be leucino,
uracilo, histidino ar triptofano lastelés neaugo (SC terpése yra matomos Zymés, nes po mikrobiologinio
antspausdavimo liko lasteliy pédsakai, taciau Igsteliy augimas nepastebétas, jj slopino atitinkamy amino-

arba nukleortig§¢iy trilkumas terpéje).
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3.2. S. cerevisiae 74D-694 kamieno lasteliy augimas su skirtingomis etanolaminy
koncentracijomis

Sis etapas yra svarbus norint suzinoti ar tirta medziaga nepazeidzia S. cerevisiae 74D-694 [psi],
[PSIT]W ir [PSI*]® lasteliy augimo procesy ir yra biitinas Zingsnis norint testi tolesnius darbus, nustatant
ar etanolaminai stabdo / slopina / skatina priony susidaryma S. cerevisiae lastelése. Atliekant lasteliy
augimo stebéjimus su didesnémis monoetanolamino, dieatnolamino ir trietanolamino koncentracijomis,
buvo pastebéta, kad lastelés neaugo arba jy augimas buvo slopinamas visose terpése su 0,32 mg/mL, 0,63
mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL, 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3
mg/mL monoetanoliamino ir dictanolamino tirpaly koncentracijomis (2 priedas — 2.1-2.6 pav.).
Statistiné analizé patvirtino, kad méginiai su Siomis koncentracijomis augo statistiskai reikSmingai
prasciau lyginant su kontroléje augusiomis lgstelémis (p < 0,05). Buvo nustatyta, kad MEA 0,32 mg/mL
ir didesné koncentracija daro statisti$kai reik§minga jtaka [PSI*]V ir [PSI*]® lasteliy augimui, o [psi]
Iasteléms nuo 0,63 mg/mL. DEA didZiausia koncentracija nedariusi jtakos [PSI*]® ir [psi] lasteléms —
0,63 mg/mL, o [PSI*]W Iasteléms jtaka daro nuo 0,32 mg/mL. Todél buvo kartojamas lasteliy augimo

stebéjimas su mazesnémis monoetanolamino ir dietanolamino koncentracijomis.

3.2.1. Monoetanolamino poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]° 1asteliy augimui

Atlikus S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]® lasteliy augimo stebéjimus, terpéje esant
atitinkamai 0 mg/mL (kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lgstelémis), 0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL
koncentracijomis, nebuvo pastebéta, kad MEA trukdyty Iasteliy augimui (3.2, 3.3, 3.4 pav.).

Pateiktoje [psi] lasteliy augimo kreivéje (3.2 pav.) galima pastebéti, kad tiek kontroléje (0 mg/mL
— kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lagstelémis) tieck méginiuose su skirtingomis MEA
koncentracijomis (0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21
mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,3 mg/mL) mieliy Igstelés augo panasiai. Siy méginiy (idskyrus
meéginj su didziausia 0,3 mg/mL MEA koncentracija) aktyvus lasteliy dalijimasis fiksuotas nuo 12 val.
iki 39 val., toliau pereinant j stacionarig augimo faze. Lasteléms augusioms su 0,3 mg/mL tiriamosios
medziagos 1émé 1étesnj augima, eksponentinis augimas pastebimas nuo 18 matavimo valandos. ANOVA
dispersinés analizés pagalba buvo tikrinami ar skirtumai tarp kontrol¢je augusiy lasteliy optinio tankio
vidurkiy ir méginiy su atitinkama MEA koncentracija yra statistiSkai reikSmingi. Buvo nustatyta, kad

visuose méginiuose skirtumai nebuvo statistiskai reik§mingi (p > 0,05).
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3.2 pav. Monoetanolamino (MEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Meéginiuose su [PSI*]W lastelémis nustatyta, kad visuose méginiuose augusios Iastelés
eksponentiskai dalijosi iki 3942 val., tai vaizduoja sudaryta augimo kreivé (3.3 pav.). Kreivéje matyti,
kad skirtingos MEA koncentracijos neturéjo jtakos lgsteliy augimui. Tai patvirtina statistiné analizé,
kurios metu nustatyta, jog kontrolinio meéginio ir méginiy su skirtingos koncentracijos tiriamaja

medziaga skirtumai néra reikSmingi (p > 0,05).
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3.3 pav. Monoetanolamino (MEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W 1asteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lgsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.
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Stebint kity lasteliy — [PSI*]° — augima su skirtingomis MEA koncentracijomis, taip pat buvo
sudaryta augimo kreivé (3.4 pav.). Kaip ir kontroliniame méginyje (0 mg/mL — kontrolé su vandeniu ir
skysta terpe su lastelémis), taip ir méginiuose su 0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL,
0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,3 mg/mL MEA koncentracija
augusios lgstelés stacionarig augimo fazg pasiekée apie 39 val. Palyginus méginiy optinio tankio vidurkius

tarpusavyje, nustatyta, kad statistiSkai reik§mingy skirtumy nebuvo (p > 0,05).
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3.4 pav. Monoetanolamino (MEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]° Iasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai & paklaida.

Atlikus tyrima, Igstelés buvo iSsétos ant mitybinés YPD terpés, siekiant patikrinti kultiiros grynuma
(3.5 pav.). Pagal suformuotas mieliy kolonijas galima teigti, kad méginiuose augo tik S. cerevisiae 74D-
694 [psi, [PSIT]V ir [PSI*]° lastelés, todél stebétos kultiiros buvo grynos.
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3.5 pav. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W, [PSI*]® ir [psi] lastelés iSsétos ant kietos YPD terpés
su skirtingomis monoetanolamino (MEA) koncentracijomis. 1 stulpelis — §varos kontrolé (be lasteliy), 2 — 0
mg/mL, 3 - 0,03 mg/mL, 4 - 0,06 mg/mL, 5-0,1 mg/mL, 6 — 0,13 mg/mL, 7 - 0,16 mg/mL, 8 — 0,19 mg/mL, 9
-0,19 mg/mL, 10 - 0,24 mg/mL, 11 — 0,27 mg/mL, 12 — 0,3 mg/mL.

Taigi, galima teigti, kad pasirinktos MEA koncentracijos lasteliy augimui poveikio neturéjo. Tai
patvirtina sudarytos lasteliy augimo kreives (3.2, 3.3, 3.4 pav.) ir ant kietos YPD terpés suformuotos
kolonijos (3.5 pav.). Taip pat, lyginant méginius tarpusavyje galima pastebéti, kad tiek kontroliniuose
méginiuose, tiek méginiuose su skirtingomis MEA koncentracijomis augusios [psi], [PSIT]V ir [PSI*]®
lastelés augo panasiu grei€iu ir aktyviai dalijosi apie 39 valandas. ANOVA analizé patvirtino statistiskai

nereik§mingus skirtumus tarp kontrolés ir méginiy su atitinkama MEA koncentracija.

3.2.2. Dietanolamino poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]° 1asteliy augimui
Siekiant i3siaiskinti DEA poveikj S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]° lasteliy augimui
buvo atliekami 48 val. matavimai. Pagal gautus rezultatus buvo sudarytos lgsteliy augimo kreivés (3.6,
3.7,3.8 pav.). Kaip ir tyrime su MEA, taip ir Siame tyrime buvo pastebéta, kad 0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL,
0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3
mg/mL koncentracija tiriamos medziagos lasteliy augimui jtakos neturéjo, nes esant skirtingy
koncentracijy DEA kiekvienu atveju matomas augimas yra panasus j kontrolinuose méginiuose (0

mg/mL — kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lgstelémis) augusiy lgsteliy augima.
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3.6 pav. Dietanolamino (DEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] lasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai = paklaida.
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3.7 pav. Dietanolamino (DEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI']V lasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lgsteliy optinio tankio vidurkiai & paklaida.
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3.8 pav. Dietanolamino (DEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]° lasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Po Igsteliy auginimo su skirtingomis DEA koncentracijomis buvo tiriamas ir kultiiros grynumas,
kuris yra vaizduojamas 3.9 pav. Lyginant su kontroliniais méginiais, kiekvieno méginio lastelés su
tiriama medziaga suformavo panasias kolonijas. Galima teigti, kad né viena DEA koncentracija lasteliy

augimui poveikio nedaré ir kultiira buvo gryna.

3.9 pav. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W, [PSI*]® ir [psi’] Iastelés iSsétos ant kietos YPD terpés su
skirtingomis dietanolamino (DEA) koncentracijomis. 1 stulpelis — $varos kontrolé (be lgsteliy), 2 — 0 mg/mL,
3- 0,03 mg/mL, 4 - 0,06 mg/mL, 5 - 0,1 mg/mL, 6 — 0,13 mg/mL, 7 — 0,16 mg/mL, 8 — 0,19 mg/mL, 9 - 0,19
mg/mL, 10 — 0,24 mg/mL, 11 — 0,27 mg/mL, 12 — 0,3 mg/mL
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Eksperimento metu buvo nustatyta, kad pasirinktos DEA koncentracijos neturi jtakos S. cerevisiae
74D-694 [psi], [PSI*1V ir [PSI*]® lasteliy augimui. Tiek kontroliniuose méginiuose, tick méginiuose su
skirtingomis DEA koncentracijomis lgstelés augo panasiai, aktyviai dalijosi nuo 9-12 val. iki 39 val.,
véliau pereidamos j stacionarig augimo faze. Pasitelkus ANOVA analize, nustatyta, kad [psi], [PSIT]V
ir [PSI*]® lasteliy optinio tankio vidurkiy ir lasteliy augusiy meéginiuose su 10 skirtingy DEA

koncentracijy skirtumai néra reik§mingi (p > 0,05).

3.2.3. Trietanolamino poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]W ir [PSI*]® lasteliy augimui

Atlikus lasteliy augimo stebéjimus, SC skystoje terpéje esant atitinkamoms koncentracijoms
trietanolamino, 0 mg/mL (kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lastelémis), 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL,
0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL, 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL
buvo pastebéta, kad tiriamoji medziaga priklausomai nuo koncentracijos slopina lasteliy augima, tai
patvirtina sudarytos augimo kreivés (3.10, 3.11, 3.12 pav.).

Kreivéje matyti (3.10 pav.), kad mazesniy (0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL,
1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL) koncentracijy méginiuose augusios [psi] lastelés panasiai augo kaip ir
kontroléje buvusios lastelés. Siy méginiy eksponentinis lasteliy augimas fiksuotas iki 30val., véliau
lastelés pereina  stacionarig augimo fazg¢. Lasteléms su tiriamgja medziaga, 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7
mg/mL ir 3 mg/mL koncentracija 1émé létesnj augima. 2,1 mg/mL ir 2,4 mg/mL koncentracijy
meéginiuose lgsteles aktyviai dalijosi iki 36 val., 2,7 mg/mL stacionarig faze Iastelés pasieke 39 val., 0 3
mg/mL — 42 augimo valandg. Atlikus ANOVA dispersing analizg, skirtg tikrinti ar skirtumai tarp
kontrolés ir méginiy optinio tankio vidurkiy yra statistiSkai reik§mingi, buvo pastebéta, kad lyginant
teigiamos kontrolés skirtumus su méginiais, kuriuose buvo trietanolaminas, gauta, kad méginiuose su 2,4
mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL skirtumai buvo statistiskai reik§Smingi (p < 0,05), lastelés auga statistiskai
reik§mingai pras¢iau nei be trietanolamino. Méginiuose su 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26
mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL, 2,1 mg/mL — statistiskai nereik§mingi skirtumai (p > 0,05).
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3.10 pav. Trietanolamino (TEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lgsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Surinkti duomenys parodé, kad TEA turi jtakos ir [PSI*]V lgsteliy augimui. Remiantis sudaryta
lasteliy augimo kreive (3.11 pav.) galima pastebéti, kad lastelés su tiriamgja medziaga stacionarigja
augimo faze pasieké skirtingomis augimo valandomis. Teigiamoje kontroléje ir méginiuose su 0,32
mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL, 2,1 mg/mL, 2,4
trietanolamino koncentracijomis, Igsteliy augimas pradé¢jo 1ététi apie 27 augimo valanda, o méginiuose,
kuriose buvo 2,7 mg/mL ir 3 mg/mL tiriamos medziagos, lasteles aktyviai augo iki 36 valandos. Atliekant
ANOVA analize nustatyta, kad statistiSkai reikSmingi (p < 0,05) skirtumai yra tarp teigiamos kontrolés
ir keturiy skirtingy koncentracijy méginiy (2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL). Likusios

tyrime naudotos koncentracijos statistiSkai reikSmingy skirtumy neturé¢jo.
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3.11 pav. Trietanolamino (TEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W 1asteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lgsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Taip pat buvo tirtas TEA poveikis [PSI*]® 1asteliy augimui bei sudaryta augimo kreivé (3.12 pav.).
Augimo kreivé vaizduoja, kad trietanolamo koncentracijos lasteliy augimui jtakos turéjo, nes
priklausomai nuo terpése esamy skirtingy koncentracijy junginiui matomas augimas atskiru atveju
skyrési nuo teigiamoje kontroléje augusiy lasteliy augimo. Augimo kreivé rodo, kad méginiy su
mazesnémis TAE koncentracijomis augimas buvo panaSus ] teigiamosios kontrolés meéginj. Tiek
kontrolinéje terpéje, tiek 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL
koncentracijos méginiuose, 1gsteliy aktyvus augimas vyko mazdaug iki 30 val., o didesniy koncentracijy
méginiai augo kur kas lé€iau. Stacionarig lasteliy augimo faze lastelés su 2,1 mg/mL ir 2,4 mg/mL TEA
koncentracija pasieké 36 valanda, 2,7 mg/mL ir 3 mg/mL — 48 val. Atlikus ANOVA analizg, buvo
nustatyta, kad 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL koncentracijy skirtumai yra statistiskai
reikSmingi (p < 0,05) lyginant su kontrole. MaZesnése koncentracijose augusiy lgsteliy skirtumai néra

statistiSkai reikSmingi (p > 0,05).
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3.12 pav. Trietanolamino (TEA) poveikis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]® 1asteliy augimui SC* terpéje.
Nurodyti lgsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Tam, kad biity patikrinamas kultiiry grynumas, atliekant Igsteliy augimo stebéjimus, Igstelés buvo
iSsétos ant kietos YPD terpés ir auginamos 2 dienas (3.13 pav). Pagal pateikta paveikslélj, galima teigti,
jog méginiuose augo S. cerevisiae lastelés ir suformuotos kolonijos atitinka PSI fenotipui budinga

morfologija (Sherman, 2002).

[ PAY I+]\V

[PSFTS

3.13 pav. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W, [PSI']® ir [psi’] lastelés iSsétos ant kietos YPD terpés
su skirtingomis trietanolamino (TEA) koncentracijomis. 1 stulpelis — $varos kontrolé (be lagsteliy), 2 — 0
mg/mL, 3 - 0,32 mg/mL, 4 — 0,63 mg/mL, 5 - 0,95 mg/mL, 6 — 1,26 mg/mL, 7 — 1,57 mg/mL, 8 — 1,88 mg/mL,
9-2,1mg/mL, 10 - 2,4 mg/mL, 11 — 2,7 mg/mL, 12 — 3 mg/mL.
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Sviesiniu mikroskopu dar karta patvirtintas auginty lasteliy kultiry grynumas (3.14 pav.).
Mikroskopuojamos Igstelés atitiko mieliy S. cerevisiae buidingg morfologija, paveiksle vaizduojamos
lastelés yra ovalios formos (Sherman, 2002) ir nebuvo pastebéta jokiy S. cerevisiae lasteliy struktiirg
neatitinkanciy svetimy lgsteliy, todél priimta iSvada, kad kultiry formuojamos kolonijos buvo tikrai

grynos.

3.14 pav. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [psi] lastelées pro S$viesinio mikroskopo vaizda 1000x
padidinimu.

Taigi, eksperimento metu nustatyta, kad trietanolaminas turi jtakos S. cerevisiae 74D-694 [psiT],
[PSI"]V ir [PSI*]® Iasteliy augimui. Lastelés su didesne trietanolamino koncentracija (2,1 mg/mL, 2.4
mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL) auga prasciau nei be jo, o su mazesne koncentracija skirtumas nebuvo
statistiskai reikSmingas. Tai parodo, kad naudotuose méginiuose augusioms lgsteléms, bandymo metu
sukurtos aplinkos salygos visgi turéjo jtakos. ANOVA analizé patvirtino statistiSkai reikSmingus

skirtumus tarp teigiamos kontrolés ir méginiy su didesne trietanolamino koncentracija.

Lyginant visus tyrime naudotus meéginius tarpusavyje, pastebima tendencija, kad visy tirty TEA
koncentracijy jtaka S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]V ir [PSI*]® varianty lasteléms buvo panasi.
Maziausias skirtumas tarp teigiamoje kontrol¢je augusiy lgsteliy ir tarp lgsteliy augusiy su tiriama
medziaga buvo 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL
koncentracijy méginiuose, o didZiausias skirtumas, kai trietanolamino koncentracija terp¢je lygi 2,1
mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL. Visy varianty lastelés aktyviai augo eksponentingje fazéje

mazdaug iki 24-30 valandos tiek kontroliniame méginyje, tiek méginiuose su 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL,
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0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL koncentracijomis, 2,1 mg/mL ir 2,4 mg/mL
augusios [psi], [PSI*]° lastelés stacionarig augimo faze pasieké 36 val., o [PSI*]V — 30 val. Didziausiose
koncentracijose (2,7 mg/mL ir 3 mg/mL) [psi] lasteliy augimas sulétéjo 39-42 eksperimento valandomis,
[PSIT]W — 36 val., 0 [PSI*]® — 4548 val.. Pasitelkiant ANOVA analizés metoda, gauti rezultatai buvo
lyginami tarp teigiamos kontrolés ir tyrime naudoty koncentracijy statistiniam reik§mingumui nustatyti.
Buvo nustatyta, kad didziausia trietanolamino koncentracija, kuri nedaro statistiskai reik§mingos jtakos
S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]V ir [PSI*]® lasteliy augimui yra 1,88 mg/mL, o [psi] lasteléms — 2,1
mg/mL. 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL ir 3 mg/mL koncentracijos tolimesniuose tyrimuose, siekiant
nustatyti trietanolamino jtakg prionizacijai, nebus naudojamos, nes Siose koncentracijose lastelés auga

statistiSkai reikSmingai prasc¢iau nei be trietanolamino.

3.3. S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] Iasteliy prionizacija
Toliau pateikiami mieliy lasteliy augimo grafikai su atrinktomis etanolaminy koncentracijomis,
kurios netrukdo lgsteliy augimui. Siekiant suzadinti prioniniy baltymy formavimasi lgstelése, [psi]
lastelés augintos stresinéje aplinkoje — SC?® terpéje, nes adeninas yra biitinas S. cerevisiae 74D-694
kamienui, kad Igstelés iSgyventy (placiau aptarta 2.2.1 skyriuje) (Chernoff et al., 1993).

3.3.1. Monoetanolamino poveikis prionizacijai

Pagal gautus MEA prionizacijos rezultatus sudarytas S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] lasteliy augimo
grafikas (3.15 pav.). Lyginant lasteliy augimo kreives (3.2 pav.) su prionizacijos kreivémes, galima
pastebéti, kad lasteliy augimo greitis Zenkliai skiriasi. Stebint MEA poveiki mieliy Igsteliy augimui,
nustatyta, kad lag fazé trunka apie 12 val. (3.2 pav.), 0 prionizacijos atveju lag fazé pailgéjo iki 72—84
val. (3.15 pav.). Lag fazés pailgéjo dél to, kad lastelés turéjo prisitaikyti prie aplinkos, kurioje néra
adenino, o jis yra biitinas auksotrofiniy mutacijy turin¢ioms S. cerevisiae 74D-694 [psi’] kamieno
lasteléms iSgyventi. Susiformavus bei i$plitus prioniniams baltymas kulttiroje, 1gstelés pradeda daugintis
ir terpéje, kurioje truksta adenino (Liebman et al, 2012).

Sio tyrimo metu nustatyta, kad kontrol¢je (0 mg/mL — kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su
lastelémis) ir méginiuose su 0,03 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19
mg/mL, 0,21 mg/mL ir 0,24 mg/mL MEA augusiy lgsteliy eksponentinio augimo fazé prasideda apie 72
augimo valanda, o méginiuose su didesne MEA koncentracija (0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL) — 84 val.
Stacionarig augimo fazg tiek kontroléje, tick méginiuose su MEA Iastelés pasieké panasiu laiku, apie 156

augimo valanda.
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Augimo laikas, val.

3.15 pav. Monoetanolamino (MEA) poveikis priony susidarymui S. cerevisiae 74D-694 [psi] l1astelése
SCa% terpéje. Nurodyti Igsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Atlikus ANOVA analizg, buvo nustatyta, kad 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16
mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL koncentracijy skirtumai yra
statistiSkai reikSmingi (p < 0,05) lyginant su kontrole. Maziausioje koncentracijoje (0,03 mg/mL) augusiy
lasteliy skirtumai néra statistiskai reikSmingi (p > 0,05). Buvo nustatyta, kad lastelés su 0,16 mg/mL,
0,19 mg/mL ir 0,3 mg/mL koncentracija MEA tam tikromis valandomis augo statistiSkai reik§mingai
pras¢iau nei kontroléje augusios lgstelés. Taip pat buvo nustatytos MEA koncentracijos: 0,06 mg/mL,
0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL, kuriose
lastelés augo statistiSkai reikSmingai geriau lyginant su kontrolés méginiu, tikslus augimo laikas ir
koncentracija nurodyti 3.1 lenteléje. Tokie rezultatai rodo, kad kai kurios MEA koncentracijos gali

skatinti priony susidaryma mielése.
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3.1 lentelé. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliu augusiy su atitinkama monoetanolamino
(MEA) koncentracija statistinis reik§mingumas. 1 stulpelis — 0,03 mg/mL, 2 — 0,06 mg/mL, 3 - 0,1 mg/mL, 4
-0,13 mg/mL, 5 - 0,16 mg/mL, 6 — 0,19 mg/mL, 7 — 0,21 mg/mL, 8 — 0,24 mg/mL, 9 — 0,27 mg/mL, 10 - 0,3
mg/mL. Statistiskai reik§mingas skirtumas (p < 0,05) tarp kontrolés ir méginiy su MEA pazyméti raudona arba
zalia spalva. Raudona — Igstelés augusios statistiskai reik§mingai prasc¢iau lyginant su kontrole, Zalia — statistiskai
reikSmingai geriau.

MEA koncentracija, mg/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0| 09981 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9986 | 0,9993 | >0,9999 | 0,9784 | 0,9904 | >0,9999 | 0,9901
24| 0,9999 | 09844 | 09162 | 0,8103 | 0,9434 | 0,9685 | 0,9452 | 0,9254 | >0,9999 | 0,8069
48 | >0,9999 | 0,9569 | 0,8604 | 055473 | 0,5871 | 0,8089 | 0,5157 | 0,9973 | 0,9997 | 0,3238
72| 09998 | 0,7858 | 0,9995 | 0,3625 | 0,9746 | 0,2415 | 0,159 | 0,3504 | 0,4067 | 0,4896
84 | >0,9999 | 0,4009 | 0,9709 | >0,9999 | 0,3962 | 0,0669 | 0,3904 | 0,6075 | 0,3432 | 0,3637
96 | 05867 | 0,2813 | 0,7038 | 0,5316 0,0809 | 0,0989 | 0,0686 | 0,0516
108 | 0,9352 | 0,5642 | 0,9919 | 0,9904 | 0,9132 0,1513 | 0,1403 | 0,0697
120 | 0,4346 | 0,7517 | 0,9967 | >0,9999 | 0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,059 | 0,3613
132 | 0,6582 | 0,625 | >0,9999 | >0,9999 | 0,2883 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,7565 | >0,9999
144 | 0,2138 | 0,2332 | >0,9999 | >0,9999 | 0,3935 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,2488 | >0,9999
156 | 0,9782 | >0,9999 0,9965 | 0,694 | 0,5852 | 0,8861 | 0,6541

Augimo laikas, val.

168 0,1217 0,0591 | 0,0978
180 0,1296

192 0,0982 | 0,0501
204 0,0707

216 | 0,7054 | 0,1293
228 | 0,6069 | 0,0763
240 | 0,9783 | 0,6226

0,1284 | 0,5059
0,0792 | 0,3715
0,3401 | 0,8792

0,0967 0,0653 | 0,4126

0,1478 | 0,1005 | 0,1083 | 0,2249
0,6946 | 0,7224 | 0,2647 | 0,9659

Taigi, tiriant MEA jtakg mieliy prionizacijai, nustatyta, kad tirta medziaga daugeliu atvejy turéjo
skatinantj poveikj priony susidarymui [psi’] lastelése. Gauti statistiSkai reikSmingi (p < 0,05) skirtumai
tarp kontroliniy méginiy ir méginiy su 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL,
0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL MEA. Tai rodo, kad tirtuose méginiuose augusioms
mieliy lgsteléms, jas supanti aplinka galéjo turéti jtakos. Taip pat, negalima atmesti galimybés, kad
skirtumai galéjo atsirasti dél zmogiskos klaidos. Tokie veiksniai, kaip matavimo paklaidos, pilstymo
klaidos ruoSiant Igsteliy tirpalus, netikslus méginiy iSpilstymas j mikroplokSteles gal€jo turéti jtakos
gautiems rezultatams. Svarbu paminéti, kad tokie mikroploksteliy praskiedimo metodo tikslumo
trikumai, kaip daugkartiné sklaida (angl. multiple scattering) ir tiriamos medziagos sukeltas OT kreiveés
iSkraipymas, reik§mingai prisidedant prie sklaidos arba absorbcijos, irgi galéjo turéti jtakos gautiems
rezultatams (Krishnamurthi et al., 2021). Taip pat, buvo nustatyta, kad tiek kontroliniuose méginiuose,
tieck méginiuose su atitinkama MEA koncentracija Igsteliy augimo faz¢ prasidéjo 72—84 augimo valanda,

0 stacionari — 156 val.
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3.3.2. Dietanolamino poveikis prionizacijai
Tiriant DEA jtaka lasteliy prionizacijai, surinkti duomenys parodé¢, kad kontroléje (0 mg/mL —
kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lastelémis) augusiy lasteliy ir 1gsteliy augusiy su 0,06 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL ir 0,3 mg/mL DEA lag faz¢ truko apie 132
val., 0 0,03 mg/mL, 0,24 mg/mL ir 0,27 mg/mL koncentracijos méginiuose — 156 val. (3.16 pav.).
Visuose méginiuose — tiek kontroléje, tiek su tiriama medziaga — lastelés eksponentiskai dalijosi iki 204

augimo valandos.

Cpga, mg/mL:
0
0,03
0,06
0,1
0,13
0,16
0,19
0,21
0,24
0,27
0,3
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3.16 pav. Dietanolamino (DEA) poveikis priony susidarymui S. cerevisiae 74D-694 [psi] 1astelése SC
ade terpéje. Nurodyti Iasteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

Statistinés analizés pagalba buvo nustatytas kontrolés méginio ir méginiy su skirtingomis DEA
koncentracijomis skirtumy statistinis reikSmingumas (3.2 lentelé). Lyginant kontrolés ir méginiy su DEA
skirtumus, ANOVA analizé parod¢, kad méginiuose su 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16
mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL skirtumai buvo statistiSkai reikSmingi (p < 0,05),
méginiuose su 0,03 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL — statisti§kai nereik§mingi skirtumai (p > 0,05).
Taip pat, 3.2 lentelé vaizduoja, kad tam tikromis augimo valandomis 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13
mg/mL, 0,16 mg/mL ir 0,3 mg/mL méginiuose lastelés augo statistiskai reikSmingai geriau, o 0,24

mg/mL ir 0,27 mg/mL — statistiskai reikSmingai pras¢iau lyginant su kontrole.
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3.2 lentelé. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [psi] 1asteliy augusiy su atitinkama dietanolamino (DEA)
koncentracija statistinis reik§mingumas. 1 stulpelis — 0,03 mg/mL, 2 — 0,06 mg/mL, 3 - 0,1 mg/mL, 4 — 0,13
mg/mL, 5 - 0,16 mg/mL, 6 — 0,19 mg/mL, 7 — 0,21 mg/mL, 8 — 0,24 mg/mL, 9 — 0,27 mg/mL, 10 — 0,3 mg/mL.
StatistiSkai reik§mingas skirtumas (p < 0,05) tarp kontrolés ir méginiy su DEA pazyméti raudona arba Zalia spalva.
Raudona — lastelés augusios statistiskai reikSmingai pras¢iau lyginant su kontrole, Zalia — statistiskai reikSmingai
geriau.

DEA koncentracija, mg/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
00,7732 [ >0,9999 | 03775 | 0,8852 | 00762 | 02986 | 02726 | 0,227 | 0,2615 | >0,9999
24101561 | 0,064 | 00487 0103 | 02032 | 02316 | 02503 | 0,2685| 0,8049 | 0,9898
48| 0,945 | 01809 | 0,1118 | 0,1059 [ 0,0298]| 03667 | 04443 | 08014 | 0,8815 | >0,9999
72 [ 02171 | 04878 | 0,9935 | 0,9965 | >0,9999 | 0,0998 | >0,0999 | 0,997 | >0,9999 | 0,9981
84| 0939 | 05714 | 07316 | 07311 | 06384 | 02613 | 07596 | 0886 | 09916 | 0,145
96 | 0,7305 | 0,2165| 0,1616 | 07251 | 0,943 | 06223 | 0,2566 | 0,6237 | 0,9999 | >0,9999
108 | 0,939 | 05643 | 03146 | 0,7061 | 0,6061 | 0,8269 | 0,8903 | 0,6596 | 0,8241 | >0,9999
120 | 0,8284 | 09149 | 09736 | 05602 | 0,812 | 08214 | 07607 | 0,8499 | 09026 | 09996
132 [ 09996 | 0,906 | 09310 | 0,3989 | 0,9951 | 0,9393 | >0,9999 | 0,9973 | >0,9999 | 0,9805
144 | 0,8039 | >0,0999 | >0,0999 | 0,964 | 0,665 | >0,9999 | >0,9999 | >0,0999 | 0,711 | 0,8906
156 | 0,0658 | 0,9995 | >0,9999 | 0,9004 | 0,9996 | 03423 | 0,9965 |HNCIOCOMMIIOIAON 0.3895 |
168 | 0,9166 | 0,0483| 0,1331 | 0,0798 | 0,1669 | 02115 | 02311 | 03654 | 0,377 | 0,3459
180 | 09424 | 0,831 | 0,7605 [10,0428 | 0,009 0,7616 | 04057 | 09683 | 09966 | 0,8162
102 | 05057 | 10,0309 04293 | 0,1196 | 04473 | 02369 | 01365 | 0,973 | >0,9999 | 0,6092
204 | 03384 | 05621 | 08924 | 08111 | 0803 | 01434 | 01448 | 03184 | 05637 | 00511
216 | 0,9913 | 09621 | 0,9361 | 0,6965 | 0,9252 | 0,7484 | 06307 | 0,7228 | 07412 | 0,948
228 | 0,6038 | 0,3621 | 0,6203 | 02746 | 0,3852 | 02713 | 02347 | 01772 | 0,1286 | 0,3351
240 | 08921 | 0427 | 0233202703 | 04144 | 03089 | 04165 | 04483 | 04847 [ 0,0335

Augimo laikas, val.

Taigi, buvo nustatyta, kad DEA turi jtakos mieliy prionizacijai. Tai patvirtina gauti statistiSkai
reikSmingi (p < 0,05) skirtumai tarp kontrolés ir méginiy su 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16
mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL DEA. Buvo nustatyta ir lgsteliy lag fazé, kuri truko

132-156 val. ir eksponentinis augimas, kuris visuose méginiuose truko iki 204 val.

3.3.3. Trietanolamino poveikis prionizacijai
Pagal sudarytas lgsteliy su TEA prionizacijos kreives (3.17 pav.) galima matyti, kad kontroléje (0
mg/mL — kontrolé su vandeniu ir skysta terpe su lgstelémis) ir méginiuose su mazesne TEA koncentracija
(0,18 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL,0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL) lastekés pradéjo augti
apie 72 augimo valandg. Lasteliy augusiy su 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL ir 1,88 mg/mL TEA lag faz¢
truko ilgiau — apie 84 val. Pastebéta, kad visuose méginiuose augusiy lasteliy augimo dinamika yra
panasi, eksponentiskai lastelés dalijosi apie 132 val., pasiekdamos stacionarig augimo fazg ties 204

matavimo valanda.
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3.17 pav. Trietanolamino (tEA) poveikis priony susidarymui S. cerevisiae 74D-694 [psi] 1astelése SC
ade terpéje. Nurodyti Igsteliy optinio tankio vidurkiai + paklaida.

ANOVA dispersinés analizés biidu kontrolés ir méginiy su skirtingomis TEA koncentracijomis
buvo tikrinamas statistisnis reikSmingumas (3.3 lentelé). Nustatytas statistiS8kai reikSmingas (p < 0,05)
skirtumas tarp kontrol¢je augusiy lasteliy ir 1gsteliy su 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,32 mg/mL, 0,63
mg/mL, 1,26 mg/mL TEA. 3.3 lentelé vaizduoja, kad $iy koncentracijy méginiuose 180 val. arba 192
val. lgstelés augo statistiSkai reikSmingai geriau lyginant su kontrol¢je augusiomis lgstelémis. Taip pat,
nustatyta, kad skirtumai tarp kontrolés ir 0,18 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88
mg/mL TEA néra statistiS$kai reik§mingi (p > 0,05).
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3.3 lentelé. Mieliy S. cerevisiae 74D-694 [psi] 1asteliy augusiy su atitinkama trietanolamino (TEA)
koncentracija statistinis reikSmingumas. 1 stulpelis — 0,18 mg/mL, 2 — 0,21 mg/mL, 3 — 0,24 mg/mL, 4 — 0,27
mg/mL, 5 - 0,32 mg/mL, 6 — 0,63 mg/mL, 7 — 0,95 mg/mL, 8 — 1,26 mg/mL, 9 — 1,57 mg/mL, 10 — 1,88 mg/mL.
Statistiskai reikSmingas skirtumas (p < 0,05) tarp kontrolés ir méginiy su TEA pazymeéti raudona arba zalia spalva.
Raudona — lastelés augusios statistiskai reikSmingai pras¢iau lyginant su kontrole, Zalia — statistiskai reikSmingai

geriau.

TEA koncentracija, mg/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0| 00544 | 04318 | 0,0506 | 0,5127 | 0,0807 | 0,2064 | 0,1661 | 0,1258 | 0,0857 | 0,9802

24| 0,275 | 0,5264 | 0,1907 | 0,6039 | 0,419 | 0,6224 | 0,4355 0,788 | 0,9835 | 0,9859

48 | 0,8558 | 0,7226 | 0,5413 | 0,7175 | 0,5665 | 0,7735 | 0,7515 | 0,9706 | 0,9898 | 0,7514

72| 09526 | 0,9679 | 0,828 | 0,9936 | 0,8949 | >0,9999 | 0,729 0,5852 | 0,8248 | 0,9375

— 84| 04447 | 0,2721 | 0,6714 | 0,796 | 0,8292 | 0,9883 | >0,9999 | 0,9462 | 0,8881 | 0,9316
S 96| >09999 | 0672 | 0,6207 | 0,821 | 0,4661 | 0,7847 | >0,9999 | 0,8555 | 0,6579 | 0,8922
@ 108 | >09999 | 09748 | 09 | 09049 | 0,7438 | 0498 0,9988 | >0,9999 | 0,9993 | 0,9921
X~ 120 | >0,9999 | 0,9919 | 0,9598 | 0,883 | 0,9429 | 0,7544 | 0,8589 | 0,8833 | 0,9998 | >0,9999
S 132 | 09973 | 0,9984 | 0,8818 | 0,6487 | 0,7707 | 0,8426 | 05915 | 0,5457 | 0,8497 | 0,6061
© 144 | 06754 | 09562 | 0,6578 | 0,1947 | 0,6462 | 0,7306 | 0,7241 | 0,6364 | 0,7584 | 0,4039
% 156 | 0,9895 | 0,6614 | 0,6533 | 0,1413 | 0,4457 | 0,7498 | 0,5218 | 0,4127 | 0,7885 | 0,7288
S 168 | 0,9944 | 0,4054 | 0,1323 | 0,2898 | 0,3896 | 0,9343 | 0,9262 | 0,7045 | 0,7738 | 0,7118
< 180 [ 0,3194 [10,08750|10,00880 00575 | 0,1433 | 0,1911 | 0,1467 |IN0,08860 0,9646 | 0,8809
192 | 0,2245 | 0,0987 | 10,0465 | 0,1548 [ 0,0321 | 0,0447 0,948 0,9274 | 0,9981 | 0,9998
204 | >0,9999 | 0,9196 | 0,6629 | 0,6207 | 0,5338 | 0,1494 | 055175 | 0,1849 | 0,35 | 0,1953
216 | >0,9999 | 0,8875 | 0,1857 | 0,9824 | 0,7395 | 0,3207 0,58 0,1409 | 0,1325 | 0,3185
228 | >0,9999 | 0,9905 | 0,9658 | 0,9529 | 0,8892 | 0,1623 | 0,6981 | 0,5609 | 0,5119 | 0,874
240 | 09992 | 0,9841 | 0,7339 | 0,8953 | 0,9895 | 0,7785 | 0,8792 | 0,6175 | 0,7759 | 0,9965

Toliau buvo tikrinamas S. cerevisiae lasteliy kultiros grynumas (3.18 pav.). Pagal pateikta
paveikslélj, galima teigti, jog tirtos kultiiros yra grynos, méginiuose augo mieliy Igstelés ir suformuotos
kolonijos atitinka PSI fenotipui biidingg morfologija (Sherman, 2002).

Lastelés augusios skystose SC?% terpése buvo pers¢jamos ant kietos YPD terpés po 2, 4, 6, 8 ir 10
augimo dieny. Pagal suformuotas raudonos spalvos kolonijas (3.18 pav. 1) matoma, kad dvi dienas
augusios [psi‘] lastelés dar neturéjo susiformavusiy PSI priony. Po 4 augimo dieny jau matoma, kad
dauguma atvejy, lastelés tiek kontroléje, tick méginiuose su MEA ir TEA pradeda formuoti stiprius
[PSI*]° prionus, tai patvirtina lasteliy suformuotos baltos spalvos kolonijos (3.18 pav. I1). Pastebima, kad
keliuose méginiuose augo lastelés dar neturincios priony (3.18 pav. 8A, 5B, 6B, 7B, 8B, 11E, 12E, 11F,
12F). Taip pat, 3.18 pav. vaizduoja, kad bandymo metu 4 dienas augusios lastelés su skirtingomis DEA
koncentracijomis neformavo priony (3.18 pav. 2C-12C ir 2D-12D (I1)), nes matomos raudonos spalvos
kolonijos. Po 6 dieny augimo visos Igstelés augusios su MEA ir TEA suformavo baltos spalvos kolonijas
(3.18 pav. III). Stebint méginius su DEA, nustatyta, kad augo tiek priony neturincios lgstelés, tiek jy
turin¢ios (3.18 pav. 7C, 11C, 12C, 12D (IlI)). Po 8 augimo dieny, matoma, kad beveik visuose
méginiuose su DEA lastelés pradeda formuoti prioninius baltymus (3.18 pav. IV). Po 10 augimo dieny
18sétos lastelés parodeé, kad visi stebéti méginiai — tiek kontrol¢je, tiek skirtingose MEA, DEA, TEA
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koncentracijose augusios lgstelés — suformavo baltos spalvos kolonijas (3.18 pav. V). Tai reiskia, kad

mieliy Igstelése buvo susiformave stipriis prioniniai baltymai (Chernoff et al., 2020; Lemarre et al.,
2020).

3.18 pav. Monoetanolamino (MEA), dietanolamino (DEA) ir trietanolamino (TEA) jtaka mieliy S.
cerevisiae 74D-694 [psi] 1asteliy prionizacijai. Lastelés buvo i$sétos ant kiety YPD terpiy po 2 (1), 4 (IT), 6 (I1I),
8 (IV) ir 10 (V) augimo dieny. A ir B — skirtingos MEA koncentracijos; C ir D — skirtingos DEA koncentracijos;
E ir F —skirtingos TEA koncentracijos. 1 — §varos kontrolé (be lasteliy), 2 — 0 mg/mL, 3 (A-D) — 0,03 mg/mL, 3
(E-F) — 0,18 mg/mL, 4 (A-D) — 0,06 mg/mL, 4 (E-F) — 0,21 mg/mL, 5 (A-D) — 0,1 mg/mL, 5 (E-F) — 0,24
mg/mL, 6 (A-D) — 0,13 mg/mL, 6 (E-F) — 0,27 mg/mL, 7 (A-D) — 0,16 mg/mL, 7 (E-F) — 0,32 mg/mL, 8 (A-D)
—0,19 mg/mL, 8 (E-F) — 0,63 mg/mL, 9 (A-D) — 0,21 mg/mL, 9 (E-F) — 0,95 mg/mL, 10 (A-D) — 0,24 mg/mL,
10 (E-F) — 1,26 mg/mL, 11 (A-D) - 0,27 mg/mL, 11 (E-F) — 1,57 mg/mL, 12 (A-D) - 0,3 mg/mL, 12 (E-F) -
1,88 mg/mL.

Lyginant visus méginius tarpusavyje, pastebima tendencija, jog beveik visais tyrimo atvejais
meéginiuose su skirtingomis MEA, DEA arba TEA koncentracijomis lgstelés augo panaSiai kaip ir

kontroliniuose méginiuose. Tiriant MEA ir TEA poveikj mieliy lgsteliy prionizacijai, nustatyta, kad

lasteliy augusiy visuose méginiuose lag fazé truko apie 72 val., o DEA — apie 132 val. Galimai MEA ir
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TEA prisidé¢jo prie amiloidiniy fibriliy fragmentacijos, kuri sutrumpina lag fazés trukme arba méginiuose
su DEA susidaré maziau priony arba jie iSplito véliau nei kituose méginiuose, todél lasteliy lag fazé buvo
ilgesné (Meisl et al., 2016; Chernova et al., 2019). Taip pat, tokie rezultaty skirtumai galéjo atsirasti ir
dél pilstymo klaidy, pavyzdziui, gali bti, kad ] méginius buvo uzsétas mazesnis arba didesnis Igsteliy
Kiekis. Lyginant statistinio reik§mingumo duomenis, matoma, kad tiriant visy trijy medziagy (MEA,
DEA, TEA) poveikj prionizacijai, visais atvejais kontrolés ir maziausios tiriamos medziagos
koncentracijos (MEA ir DEA — 0,03 mg/mL, TEA — 0,18 mg/mL) skirtumai nebuvo statistiSskai
reikSmingi (p > 0,05). ANOVA analizé patvirtino statistiSkai reik§mingus (p < 0,05) skirtumus tarp
kontrolés ir tirtos medziagos: 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21
mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL MEA, 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16
mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir 0,3 mg/mL DEA, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,32 mg/mL, 0,63
mg/mL, 1,26 mg/mL TEA. Taip pat buvo nustatytos ir koncentracijos, kuriose augusios lastelés, tam
tikru augimo momentu, augo statistiskai reikSmingai (p < 0,05) geriau arba blogiau lyginant su kontroléje
augusiomis lgstelémis (3.1-3.2 lentelés). Méginiuose su 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,19
mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,3 mg/mL MEA statistiSkai reik§mingai (p < 0,05)
geriau lgstelés augo 168 val., 180 val., 192 val., 204 val., 216 val. arba 228 val., blogiau — 96, 108 arba
120 augimo valandg. Su 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL ir 0,3 mg/mL DEA
statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) geriau Igstelés augo 24 val., 48 val., 168 val., 180 val., 192 val. arba
240 val., o blogiau — 156 val. su 0,24 mg/mL ir 0,27 mg/mL DEA. Taip pat, matoma (3.3 lentelé), kad
180 augimo valanda lastelés su 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL ir 1,26 mg/mL TEA bei 192 val. — 0,24 mg/mL,
0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL TEA augo statistiskai reikSmingai (p < 0,05) geriau nei kontroléje augusios

lasteles.

Apibendrinus galima teigti, kad visos tirtos medziagos turéjo poveikj lasteliy augimui ir atliekant
lasteliy prionizacijos stebéjimus, tam tikrais laiko momentais skatino priony susidaryma mieliy Igstelése,
buvo nustatyti statistiskai reik§mingi (p < 0,05) skirtumai tarp kontroliniy méginiy ir méginiy su MEA,
DEA, TEA. Du junginiai — MEA ir DEA — issiskyré tuo, kad $iy etanolaminy esant atitinkamai 0,16
mg/mL, 0,19 mg/mL ir 0,3 mg/mL arba 0,24 mg/mL ir 0,27 mg/mL, tam tikrais laiko momentais slopino
priony susidaryma, lastelés augo statistiSkai reikSmingai pras€iau nei kontrolése. Yra zZinoma, kad
monoetanolaminas yra naujas anti-prioninis junginys, galintis sumazinti PrPS¢ kiekj prionais uzkréstose
lastelése ir atitolinti priony liga prionais infekuotose pelése (Uchiyama et al., 2021), taciau literatiiroje

néra aprasomas etanolamino junginiy poveikis mieliy prionams. Taip pat, yra jrodyta, kad kai kuriy anti-
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prioniniy junginiy poveikis gali bati specifinis prionui (Du et al., 2019), todél MEA gali sumazinti priony
kiekj pelése, bet galimai to padaryti mieliy lastelése negali. Siekiant pagrjsti gautus etanolaino junginiy
rezultatus, biity tikslinga atlikti daugiau bandymo pakartojimy.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSIT]V ir [PSI*]® lasteliy augimui daro
neigiamg jtaka 0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88
mg/mL, 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL koncentracijos monoetanolamino
bei dietanolamino tirpalas ir 2,1 mg/mL, 2,4 mg/mL, 2,7 mg/mL, 3 mg/mL koncentracijos
trietanolamino tirpalas.

2. Nustatyta, kad didziausia monoetanolamino ir dietanolamino koncentracija, kuri nedaro
statistiskai reik§mingos jtakos S. cerevisiae 74D-694 [psi], [PSI*]V ir [PSI*]® lasteliy
augimui yra 0,3 mg/mL, trietanolamino — 1,88 mg/mL.

3. Nustatyta, kad didziausia monoetanolamino ir dietanolamino koncentracija, kuri nedaro
statistiSkai reik§Smingos jtakos S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] lasteliy prionizacijai yra 0,03
mg/mL, o trietanolamino — 0,18 mg/mL. Tuo tarpu, 0,06 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL,
0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,3 mg/mL
monoetanolamino ir dietanolamino bei 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL, 0,32
mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL trietanolamino

— statistiSkai reikSmingg jtaka.
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ETANOLAMINU ITAKA [PSI] PRIONO ATSIRADIMUI
SACCHAROMYCES CEREVISIAE LASTELESE

SANTRAUKA

Prionai yra nejprastos formos infekciniai baltymai, kurie sukelia mirtinas neurodegeneracines
ligas, tokias kaip aviy ir ozky skrepi liga, galvijy spongiforminé encefalopatija, zmogaus Creutzfeldt-
Jakob liga. Prionai yra atsparis tiek proteazéms, tiek jvairiems tradiciniams dezinfekcijos biidamas, todél
iki Siol néra atrasta efektyviy vaisty, kurie galéty prisidéti prioniniy ligy gydyme. Priony sukeltas
patogeniskumas ir jy plitimo mechanizmai yra iki Siol aktuali tema moksliniuose tyrimuose, siekiant
surasti junginiy, kurie galéty inhibuoti prioniniy baltymy formavimasi ir plitimg. Literatiiros Saltiniuose
yra raSoma, kad etanolaminai gali turéti antiprioniniy poveikiu pasiZymin¢iy savybiy. Etanolaminas
priklauso alifatiniy aminoalkoholiy klasei ir gali buti aptinkamas jvairiy organizmy virSkinimo trakte.
Tyrimui buvo pasirinkti 3 junginiai: monoetanolaminas (MEA), dietanolaminas (DEA\) ir trietanolaminas
(DEA). Dél paprasty augimo salygy ir galingy genetiniy metody prieinamumo mielés Saccharomyces
cerevisiae yra placiai naudojama modeliné sistema, tinkama prioniniy baltymy tyrimuose. Aprasytame
tyrime buvo siekiama i$siaiskinti, kaip etanolaminai gali paveikti [PSI] priony susidaryma S. cerevisiae
74D-694 [psi] kamieno lastelése. Siam tikslui pasiekti naudojamas mikroploksteliy praskiedimo
metodas, o lgstelés augintos skystoje terpéje su skirtingomis etanolaminy koncentracijomis. Tyrimo metu
buvo sudarytos S. cerevisiae augimo ir prionizacijos kreivés. Pasirinktos naudoti 0,03 mg/mL, 0,06
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,19 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL ir
0,3 mg/mL MEA ir DEA tirpaly koncentracijos bei 0,18 mg/mL, 0,21 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,27 mg/mL,
0,32 mg/mL, 0,63 mg/mL, 0,95 mg/mL, 1,26 mg/mL, 1,57 mg/mL, 1,88 mg/mL TEA tirpaly
koncentracijos. Padarytos iSvados, kad didziausia MEA ir DEA koncentracija, kuri nedaro statistiskai
reikSmingos jtakos S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] lasteliy prionizacijai yra 0,03 mg/mL, o TEA — 0,18
mg/mL. Remiantis gautais rezultatais, galima manyti, kad etanolaminai skatina priony susidarymg mieliy

lastelése.
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EFFECT OF ETHANOLAMINES ON [PSI] PRION FORMATION IN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE CELLS

SUMMARY

Prions are abnormally shaped infectious proteins that cause fatal neurodegenerative diseases such
as sheep and goat scrapie, bovine spongiform encephalopathy, and human Creutzfeldt-Jakob disease.
Prions are resistant both to proteases and to various traditional disinfection agents, so no effective drugs
have yet been discovered that could contribute to the treatment of prion diseases. The pathogenicity
caused by prions and the mechanisms of their spread are still a hot topic in scientific research in order to
find compounds that could inhibit the formation and spread of prion proteins. The literature suggests that
ethanolamines may have anti-prion properties. Ethanolamine belongs to the class of aliphatic amino
alcohols and can be found in the digestive tract of various organisms. 3 compounds were chosen for the
study: monoethanolamine (MEA), diethanolamine (DEA) and triethanolamine (DEA). Due to its simple
growth conditions and the availability of powerful genetic techniques, the yeast Saccharomyces
cerevisiae is a widely used model system suitable for studies of prion proteins. The described study aimed
to elucidate how ethanolamines can affect [PSI] prion formation in S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] strain
cells. To achieve this goal, a microplate dilution method is used, and cells are grown in liquid medium
with different concentrations of ethanolamines. During the study, the growth and prionization curves of
S. cerevisiae were drawn. Selected to use 0.03 mg/mL, 0.06 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.13 mg/mL, 0.16
mg/mL, 0.19 mg/mL, 0.21 mg/mL , 0.24 mg/mL, 0.27 mg/mL, and 0.3 mg/mL concentrations of MEA
and DEA solutions and 0.18 mg/mL, 0.21 mg/mL, 0.24 mg/mL, 0, 27 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.63 mg/mL,
0.95 mg/mL, 1.26 mg/mL, 1.57 mg/mL, 1.88 mg/mL TEA solution concentrations. It was concluded that
the maximum concentration of MEA and DEA, which does not have a statistically significant effect on
the prionization of S. cerevisiae 74D-694 [psi‘] cells, is 0.03 mg/mL, and TEA is 0.18 mg/mL. Based on

the obtained results, it can be assumed that ethanolamines promote the formation of prions in yeast cells.
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PRIEDAI

1 priedas
1.1 lentelé. Etanolaminy cheminé formulé, struktiira ir moliné masé (pagal [1] 2-aminoethanol |
C2H7NO, 2023; [2] 2,2'-Iminodiethanol | CAH11NO2, 2023; [3] 2,2',2"-Nitrilotriethanol | C6H15NO3, 2023).

. .. Molekuliné
Etanolaminy IUPAC Cheminé Etanolamino struktiira . Tt
pavadinimai formulé masé, g/mol
. 0-~_ H
2-aminoetanolis C2HNO H V\T/ 61,084 [1]
2,2-aminodietanolis  CaH1NO : ’°\/\T’/\/°“‘H 105,137 2]
2 H
H O\/\N/\/O H
2,2' 2"-nitrilotrietanolis ~ CysH;00s H 149,19 [3]
H 0
2 priedas
1.6
1.4+ Cmpa, mg/mL:
0
2 0,32
g * 0,63
i 0,95
2
E e 1,26
3 -8 1,57
g - 1,88
- 21
- 24
- 27
— 3

Augimo laikas, val.

2.1 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [psi] lasteliuy auginimas, atliktas su didesnémis
monoetanolamino (MEA) koncentracijomis. Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné paklaida.

57



1.6+

1.4+

Optinis tankis, OTggg

Augimo laikas, val.

CyEa> mg/mL:

0,32
0,63
0,95
1,26
1,57
1,88
21
2,4
2,7

ISR N0 N R N

2.2 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W lasteliy auginimas, atliktas su didesnémis
monoetanolamino (MEA) koncentracijomis. Nurodyti Igsteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné

paklaida.

1.6

Optinis tankis, OTggg

Augimo laikas, val.
2.3 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]° lasteliy auginimas, atliktas su didesnémis
monoetanolamino (MEA) koncentracijomis. Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné
paklaida.
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9]
=
g
3
LE
2

o

0,32
0,63
0,95
1,26
1,57
1,88
2.1
24
2,7

bdspd 8¢t bt 4

w



Optinis tankis, OT g,

Augimo laikas, val.

Cpga. mg/mL:

0,32
0,63
0,95
1,26
1,57
1,88
21
24
27

bt tde oot ¢t 4

2.4 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [psi] 1asteliy auginimas, atliktas su didesnémis dietanolamino
(DEA) koncentracijomis. Nurodyti lasteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné paklaida.

1.6=

1.4

Optinis tankis, OTggg

Augimo laikas, val.

2.5 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]W lasteliy auginimas, atliktas su didesnémis
dietanolamino (DEA) koncentracijomis. Nurodyti 1gsteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné paklaida.
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Cpga, mg/mL:

o

0,32
0,63
0,95
1,26
1,57
1,88
21
2,4
2,7

(R S L S B S A

w



1.6

1.4

Optinis tankis, OT gy

Augimo laikas, val.

Cpga, mg/mL:

0,32
0,63
0,95
1,26
1,57
1,88
21
24
27

SRR RSB SR

2.6 pav. Pirmasis S. cerevisiae 74D-694 [PSI*]® lasteliy auginimas, atliktas su didesnémis
dietanolamino (DEA) koncentracijomis. Nurodyti 1gsteliy optinio tankio vidurkiai + standartiné paklaida.
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