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PADEKA

Esu dékinga visiems, kurie vienaip ar kitaip padéjo man pabaigti §j
darba.

Nuosirdziai dékoju abiems vadovéms uz pagalba ir palaikyma
doktorattiros studijy metu. Dékoju Mildai Pleckaitytei uz Sio projekto
inicijavimg, pagalba planuojant ir atliekant eksperimentus bei
bendradarbiavimo su Ceslovu Venclovu uzmezgima. Dékoju Aurelijai
Zvirblienei uz patikéjima manimi ir palaikyma i$vykstant j stazuote
testi doktorantiiros darbus. Esu ypatingai dékingai Aurelijai uz
zaibiska pagalbg taisant disertacijos teksta.

Dékoju Ceslovui Venclovui uz jo geranoriska pagalbg atliekant
homologinio modeliavimo eksperimentus ir mutagenezés taikiniy
paieskg. Dékoju Vilmai Michailovienei uz patarimus ir pagalbg
gryninant baltymus. Dékoju Gintaro ValinCiaus grupei, ypatingai
Tadui Penkauskui uz liposomy méginius ir diskusijas. Taip pat dékoju
Elenai Manakovai uz pagalbg atlieckant kristalinimo ir kitus
struktarinius eksperimentus.

Dékoju visiems savo kolegoms ILBS, kurie gyvenima
laboratorijoje daznai paversdavo dziugiu. Siltai dékoju savo ofiso
kaimynéms Indrei, Astai ir Jovitai uz kasdienius pokalbius ir
diskusijas. Dékoju Indrei Dalgédienei uz vertingus patarimus tékmés
citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos klausimais ir, ypatingai,
uz tai, kad kruopsciai perskaité §j darbg ir pateiké vertingy komentary.
Dékoju Miglei Janulaitienei uZz bendradarbiavima Siame projekte.
Dékoju Dovilei Stravinskienei, Indrei Kucinskaitei-Kodzei, Martynui
Simanaviciui, AuSrai Vaitiekaitei, Dainai Pamedytytei,Vilijai
Rubinaitei, Ritai Lasickienei, Vaidai SimanaviCienei uz pagalba
atliekant jvairius eksperimentus. Taip pat dékoju Liodziai Diglienei uz
praskaidrintus vakarus ir puikia nuotaika pripildytg laboratorija.

Esu dékinga Simonui Masiuliui, kuris sugeb&jo mane jkalbéti
atvaziuoti ] Oksfordg ir jo pagalbg man ten patenkant. NuoSirdziai
dekoju Robert Gilbert ir Tao Ni uz jy entuziazmg ir patikéjimg. Dékoju
Robert uz nuolatinj palaikyma ir galimybe stazuotés metu testi
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doktoranttiros darbus. Dékoju Robert uz jo pagalbg atlickant analitinio
ultracentrifugavimo eksperimentus ir analizuojant jy rezultatus. Siltai
dékoju Tao, kuris labai daug prisidéjo prie to, kad ta stazuoté buvo ne
tik nuotykinga, bet taip pat rezultatyvi bei prasminga. Esu dékinga uz
jo begalinj kantrumg, pasidalinima Ziniomis, jZvalgomis. Taip pat
dékoju visiems kolegoms Strubi, kurie man padéjo ir palaike,
ypatingai, Xiulian, Suzi, Monica, Margaret, Jesper, Sophie, Gergely.

Dékoju Janinai Zitikaitei ir Danutei Noreikienei uz jy nuoirdzig
pagalba tvarkant dokumentus visos doktorantliros metu. Taip pat
dékoju Ginai Jagelaviciiitei uz pagalba ir geranoriSkuma tvarkant
dokumentus stazuotés finansavimo ir administravimo klausimais.
Dékoju Astai Abraitienei uz pagalbg tvarkant dokumentus ir
organizuojant gynima.

Dékoju Mindaugui Zarembai ir Sauliui Servai uz tai, kad sutiko
recenzuoti §j darbg ir uz visus jy pateiktus komentarus ir klausimus.
Taip pat dékoju visoms kitoms komisijos naréms, Vilmantei
Borutaitei, Rimai Budvytytei ir Susan Black, uz tai kad geranoriskai
sutiko jomis biti.

D¢koju savo draugams, ypatingai, Juratei, Eglei, Vytautui, Justinai,
Justinai, Artiomui uz tai kad buvo $alia, kai reikéjo. Dékoju Juratei
Skerniskytei ir Eglei Kukcinavicititei uz didziulg¢ pagalba sklandaus
disertacijos bei su ja susijusiy dokumenty pateikimo klausimais.
Dékoju savo brangiai draugei Justinai Bogdaitei uz vertingus
patarimus ir pagalbg vizualizuojant rezultatus. Taip pat dékoju Miglei
Kazlauskienei uz empatiskg palaikyma pacioje studijy pabaigoje.

Esu dékinga savo suzadétiniui Gedui, kuris mane zavi kaip
ieSkotojas ir atradéjas graziausia S$iy zodziy prasme. Dékoju jam uz
nuolating pagalbg ir palaikymg tiek planuojant eksperimentus, tiek
juos atliekant ir juos aprasant. Esu ypatingai dékinga uz
nesibaigian¢ias diskusijas atlickamy tyrimy bei mokslo pladigja
prasme temomis visus Siuos metus. Dékoju savo tetai Kristinai uz
pagalba ir palaikyma. Siltai dékoju savo tévams, Remigijai ir Giedriui,
bei broliui Mindaugui uz tai, kad visada tikéjo ir skatino siekti daugiau
bei buvo pasirenge padéti kada tik beprireikty.
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DISERTACIJOS STRUKTURA

Disertacija (angly kalba) sudaro septynios pagrindinés dalys:
jvadas, literatiiros apZvalga, metodai, rezultatai, diskusija, iSvados,
literatiiros sarasas. Zemiau pateikiama disertacijos santrauka.

IVADAS

Poros formavimasis yra placiai paplites reiSkinys jvairiuose
gyvuose organizmuose. Jo taikiniu gali buti tiek lastelés plazminé
membrana, tiek ir lastelés viduje esan¢ios membranos. Membranoje
susidarancios poros funkcijos gali biiti labai skirtingos: homeostazeés
sutrikdymas abipus membranos, toksisky molekuliy transportas per
membrang ar net patogeny issilaisvinimas i§ organeliy.

Ivairios patogeninés bakterijos sekretuoja tirpius baltymus — poras
formuojancius toksinus (PFT), kurie specifiskai saveikauja su
Seimininko Igstelés membrana ir susirenka j ziedo ar arkos formos
oligomerines struktiiras, kurios perveria membranos dvisluoksn;j (Dal
Peraro and Van der Goot, 2016). Nuo cholesterolio priklausomi
citolizinai (CDC) yra placiai paplites ginklas zmogaus patogeniniy
bakterijy arsenale ir sudaro didziulg¢ PFT klase. I[domu tai, kad CDC
priklauso tai paciai baltymy superSeimai, kaip ir jgimtojo imuniteto
komplemento veikime dalyvaujanys membranos atakos komplekso
baltymai (membranos atakos komplekso-perforiny (MACPF)
super$eima) (Rosado et al., 2008).

Sukaupti tyrimy duomenys rodo, kad bakterijos sekretuojamus
CDC baltymus naudoja kaip vienus pagrindiniy virulentisSkumo
veiksniy (Los et al., 2013). Pavyzdziui, Streptococcus pneumoniae
pneumolizinas atlieka svarbig funkcija sékmingai S. pneumoniae
pernasai i§ vieno Seimininko j kitg (Zafar et al., 2017). Clostridium
perfringens perfringolizinas padeda bakterijai iSsilaisvinti i$
makrofagy ir taip iSvengti imuninio atsako (O’Brien and Melville,
2004). Fakultatyvios vidulgstelinés bakterijos Listeria monocytogenes
atveju jos sekretuojamas CDC listeriolizinas suteikia bakterijai



galimybe iSsilaisvinti i§ fagosomy ir toliau sékmingai daugintis
Seimininko Igstelés citozolyje (Birmingham et al., 2008).

CDC baltymy priklausomybé nuo cholesterolio atakuojamos
lastelés membranoje parodo jy tropizma eukariotinéms lgsteléms.
Nors daugelio CDC atveju cholesterolis yra bitinas ir pakankamas
membranos komponentas membranos poros susiformavimui, dalis
CDC atstovy turi papildomus receptorius, kuriais gali biti tiek
glikanai, tiek membraniniai baltymai (Farrand et al., 2008; Shewell et
al., 2014; Soltani et al., 2007). Vienas i§ tokiy CDC yra §io tyrimo
objektas — vaginolizinas (VLY) sekretuojamas bakterijos Gardnerella
vaginalis (Gelber et al., 2008). Si bakterija yra sicjama su moters lyties
taky mikrofloros pakitimais, dar vadinamais bakterine vaginoze (BV)
(Catlin, 1992; Schellenberg et al., 2017). BV mechanizmas néra
aiSkus, taCiau yra glaudziai siejamas su anaerobiniy bakterijy
iSveséjimu, kurios iSstumia jprastai dominuojancias Lactobacillus
rasis. Nepaisant galimos G. vaginalis sasgjos su BV, G. vaginalis yra
aptinkama ir sveiky motery lyties takuose (Ma et al., 2012;
Schellenberg et al., 2017). Manoma, kad vaginaling mikroflorg i$
pusiausvyros iS§veda tam tikri G. vaginalis subtipai arba jy saveika su
kitomis anaerobinémis bakterijomis. Taciau konkretsis veiksniai, kurie
galéty prisidéti prie G. vaginalis fenotipo poky¢iy, nulemianéiy jos
virulentiSkumg, néra zinomi. Pagal kity CDC sgsajas su patogeny
virulentiSkumu, VLY yra laikomas vienu i§ potencialiy jrankiy,
kuriuos G. vaginalis panaudoja savo patogenezéje (Los et al., 2013).

Siame darbe nagrinéjome VLY ir CD59 saveika ir ios saveikos
vaidmenj VLY tropizme zmogaus lasteléms. Taip pat noréjome
issiaiskinti cholesterolio ir CD59 funkcijas VLY poros formavimesi.
Galiausiai, siekéme apibiidinti kaip VLY monomerai sgveikauja
tarpusavyje formuodami porg.
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Tyrimo tikslas

Istirti ir apibudinti Gardnerella vaginalis vaginolizino savybes ir

poros formavimosi mechanizma in vitro sistemose.

Tyrimo uZdaviniai

* Palyginti vaginolizino (VLY) ir kity nuo cholesterolio
priklausomy citoliziny citolizinj aktyvuma ir jy tropizmg zmogaus

lasteléms;

»  Sukurti ir optimizuoti dirbtines modelines membranas VLY poros
formavimosi dinamikai stebéti;

»  IStirti zmogaus CD59 baltymo vaidmenj VLY poros formavimesi,

» [8tirti membranoje esancio cholesterolio vaidmenj VLY poros
formavimesi;

* Nustatyti VLY ir CD59 baltymo saveikos sritj ir identifikuoti
svarbiausias aminortgstis, uztikrinancias VLY-CD59 saveika;

» IStirti VLY monomero-monomero sgveikos prigimtj.
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Mokslinis naujumas

Sio tyrimo metu praplétéme supratima apie Gardnerella vaginalis
vaginolizino (VLY) veikimo mechanizma eksperimentiniais
duomenimis parodydami, kad zmogaus baltymas CD59 paspartina
VLY poros formavimasi. Sukiiréme ir optimizavome metodus, kurie
leido jvertinti poros formavimosi dinamikg naudojant dirbtines
modelines liposomy membranas, praturtintas cholesteroliu.
Parodéme, kad VLY geba suformuoti poras be sgveikos su CD59,
priesingai nei kitas nuo cholesterolio priklausomas citolizinas (CDC)
—intermedilizinas. Taip pat, pakeisdami tam tikras aminortigstis VLY,
identifikavome sgveikos pavirsius tarp VLY ir CD59 bei tarp gretimy
VLY molekuliy joms oligomerizuojantis. Abi Sios sgveikos sritys yra
paremtos B-laksto pratesimu.

Sio tyrimo metu kita mokslininky grupé issprendé VLY kristalo
struktiirg komplekse su CD59 (Lawrence et al., 2016), taciau jos
nepatvirtino mutageneze, kurig mes atlikome. Mutagenezés rezultatai
patvirtino kristalo strukttroje atskleistus kontaktus tarp VLY ir CD59
ir taip pagrindé i$spresta kristalo struktiira. Taip pat charakterizavome
VLY tropizma zmogaus lasteléms. Pirmg karta parodéme, kad
membraninis receptorius — CD59 baltymas, turi didele jtaka CDC
poros formavimosi dinamikai. Tikétina, kad fiziologinémis saglygomis
net ir nedidelis poros formavimo aktyvumo sustiprinimas gali turéti
didelés jtakos toksino veikimui.

Misy tyrimo metu buvo identifikuotas pirmas Klinikinis atvejis,
kuomet G. vaginalis sukélé encefalopatija. [vertinome Sio klinikinio
kamieno savybes, atskleisdami auks$ta VLY sekrecijos lygj, kuris
galimai galéty buti susijes su stebétu retu G. vaginalis infekcijos
fenotipu. Tai indikuoja apie jau seniai egzistuojancia, taciau vis dar
nepatvirtinta, nuomong apie VLY kaip virulentiSkumo veiksnio
svarbg G. vaginalis patogenezéje.
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Ginamieji teiginiai

VLY pasizymi tropizmu zmogaus lasteléms ir efektyviau
formuoja poras lastelése, turinCiose Zmogaus baltyma CD59;

Membranoje esantis CD59 inicijuoja VLY oligomerizacija ir
pagreitina VLY poros formavimasi;

Membranoje esantis cholesterolis yra biitinas ir pakankamas VLY
poros susiformavimui;

Saveika tarp VLY ir CD59 yra paremta B-laksty pratgsimu tarp
VLY D4 domeno ir CD59;

VLY monomero-monomero sgveika yra paremta VLY D3
domeno B-laksto pratgsimu.
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METODAI

Rekombinantiniy baltymy sintezé ir gryninimas

VLY, PLY ir ILY genai buvo klonuoti j pET28a(+) (Thermo Fisher
Scientific) plazmidinj vektoriy ir susintetinti E.coli Tuner arba
BL21(DE3) kamienuose jy N-gala suliejus su 6xHis zyme. Baltymai
buvo iSgryninti naudojant Ni?* jonus cheluojancios afininés, jony
mainy chromatografijos bei gelfiltracijos metodus. Mutacijos VLY
molekuléje buvo jvestos kryptingos mutagenezés metodu.
Eksperimentams su liposomomis savo sudétyje turinCiomis
18:1 DGS-NTA(Ni) lipidy CDC baltymy gryninimo protokolas buvo
papildytas viena modifikacija, trombino proteaze nuskeliant 6xHis
zyme. VLY ar jo mutantiniai baltymai buvo saugomi 20 mM natrio
acetato pH 5,5 (25 °C) (arba 20 mM MES pH 5,5 (25 °C)), 100 mM
amonio sulfato, 0,01 % Tween-80 buferiniame tirpale. PLY buvo
saugomas 20 mM HEPES pH 7,5 (25 °C), 200 mM NacCl buferiniame
tirpale. ILY buvo saugomas 20 mM natrio acetato pH 5,5 (25 °C),
100 mM amonio sulfato, 0,01 % Tween-80 buferiniame tirpale.

CD59 koduojantis genas buvo klonuotas | pHLsec(+) plazmidinj
vektoriy (Aricescu et al., 2006), suliejant baltymo N-galg su sekrecijos
seka ir pasalinant C-gale esanc¢ig GPI inkaro prijungimo seka. CD59
sintezé buvo gauta atlickant laiking Zinduoliy Igsteliy HEK293T
transfekcija. Baltymas buvo iSgrynintas i$ Igsteliy augimo terpés
pritaikant Ni?* jonus cheluojancios afininés bei gelfiltracijos metodus.

CHO lasteliy linijos sintetinanc¢ios Zmogaus baltymg CD59
gavimas

CD59 koduojantis genas buvo klonuotas | pFUSE vektoriy
(InvivoGen), kartu su C-gale esancia GPI inkaro prijungimo seka.
Siuo konstruktu transfekavus CHO lgsteles buvo atliekama atranka
zeocinu, kuriam atsparumg suteiké jterptas vektorius. CD59 sinteze ir
lokalizacija lasteliy pavir§iuje buvo patvirtinta tékmés citometrijos
metodu, lasteles Zymint antik@inais pries CD59, konjuguotais su FITC
zyme. Buvo pasirinktos keturios lasteliy linijos, sintetinancios
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skirtingg ~ CD59  kiekj  (CHO-CD59*%, ~ CHO-CD59*A,
CHO-CD59%°, CHO-CD59%1).

CDC hemolizinio aktyvumo nustatymas

Zmogaus eritrocitai buvo atskirti nuo kraujo plazmos
centrifuguojant 200 RCF kambario temperatiroje (KT). Eritrocitai
buvo resuspenduoti 950 ul PBS buferiniame tirpale kiekvienali
reakcijai. Atlikus serijinius CDC baltymy skiedimus PBS buferiniame
tirpale, 50 ul $iy baltymy buvo sumaiSyta su eritrocity suspensija ir
inkubuojama 15 min KT. Méginius nucentrifugavus 200 RCF KT,
supernatantai buvo analizuojami spektrofotometriskai, matuojant
415 nm bangos ilgio $viesos sugertj (Asisnm). PBS be CDC buvo
naudojamas kaip neigiama kontrolé¢, o eritrocitai praskiesti dejon. H>O
— kaip teigiama kontrolé, kurios reik§mé buvo prilyginta 100 %
eritrocity lizés. Naudojantis GraphPad Prism programine jranga buvo
pasirinktas eksperimentinius taskus aprasantis keturiy parametry
dozés-atsako modelis. Hemolizinis aktyvumas buvo jvertintas EC50
verte, zymin¢ia CDC koncentracija, kuria paveikus eritrocitus,
gaunama 50 % maksimalios hemolizés.

CDC citolizinio aktyvumo nustatymas

Adhezinés CHO ir CHO-CD59%* Igstelés buvo kultivuojamos 96
Sulinéliy plokstelése DMEM:Ham‘s F12 (1:1) terpéje papildytoje
10% FBS iki 70 % konfluentiskumo. Lastelés buvo du Kkartus
praplautos su beserumine DMEM terpe. Atlikus serijinius CDC
baltymy skiedimus beseruminéje DMEM terpéje, 100 ul jy buvo
uznesta j Sulinélius su lastelémis ir inkubuota 1 h 37 °C temperatiiroje
esant 5% CO,. Tuomet buvo pridedama 20 pl MTS reagento
(Promega) ir lastelés inkubuojamos dar 4 h 37 °C temperatiiroje esant
5 % CO;. Reakcijos miSinys be CDC buvo naudotas kaip neigiama
kontrolé, o tu$ti Sulinéliai (be lasteliy) — kaip teigiama kontrolé,
prilyginta 100 % lasteliy lizés. Naudojantis GraphPad Prism
programine jranga buvo pasirinktas eksperimentinius taskus
aprasantis keturiy paratmetry dozés-atsako modelis.
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VLY saveikos su lasteliy membrana tyrimas tékmeés citometrijos
metodu

CHO ir CHO-CD59% Igstelés buvo atkabintos nuo augimo
pavirsiaus paveikus StemPro Accutase fermentu (Gibco by Life
Technologies), praplautos ir resuspenduotos PBS buferiniame tirpale.
Kiekvienam matavimui buvo naudojama 1 x 10° lasteliy (40 ul),
kurios buvo sumaiSytos su 10 pl VLY mutantiniy baltymy (galutinés
koncentracijos — 15 nM, 30 nM, 100 nM) ir inkubuota 30 min 37 °C
temperattroje. Reakcijos misinys be VLY baltymy buvo naudotas
kaip neigiama kontrolé. Toliau Ilastelés buvo Zymétos pirminiais
(monokloniniais 9B4 arba 21A5 antikiinais prie§ VLY) ir antriniais
antiktinais konjuguotais su fluorescuojancia PE zZyme. Po kiekvienos
inkubacijos lgstelés buvo du kartus praplaunamos su inkubacijos
buferiniu tirpalu (PBS su 1 % FBS ir 0,1% NaNs) ir centrifuguojamos.
Toliau lastelés buvo fiksuotos naudojant BD CytoFix tirpala (BD
Biosciences) 10 min 4 °C temperatiiroje ir analizuotos tékmés
citometrijos metodu naudojant CyFlow Space tékmés citometra
(Partec). Tekmeés citometrijos duomenys buvo analizuojami FlowJo
programine jranga. Fluorescencijos intensyvumo mediana (MFI) buvo
normalizuota (nMFI) padalinant jg i§ neigiamos kontrolés MFI
vidurkio.

VLY saveikos su cholesteroliu kiekybinis jvertinimas taskinio
imunobloto metodu

Cholesterolis buvo istirpintas chloroforme ir imobilizuotas ant
polivinilfluorido membranos (0,45 um pory dydzio). Ant metanolyje
suvilgytos membrano buvo uZneSta 2 pl cholesterolio tirpalo
(serijiniai skiedimai nuo 32,5 iki 0,01 mM). Membrang i§dziovinus, ji
buvo blokuojama 3 % pieno milteliy istirpinty PBS tirpale 1 h KT.
Tolimesnéms inkubacijoms baltymai buvo skiedziami blokavimo
tirpale papildytame 0,01 % Tween-20. Po blokavimo membrana buvo
inkubuojama VLY tirpale 1 h KT. Nuplovus membrang PBS su
0,01% Tween-20, membrana buvo inkubuojama pirminiy
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monokloniniy 9B4 antikiiny prie§ VLY tirpale 1 h KT. Nuplovus
membrang, ji buvo inkubuojama antriniy antikiing zyméty krieny
peroksidaze tirpale 1 h KT. Nuplovus membrana, ji buvo inkubuojama
su TMB-substrato tirpalu (Sigma-Aldrich) 1 min, nuplaunama dejon.
HO ir iSdziovinama.

Liposomy gamyba

Lipidai buvo istirpinti chloroforme ir sumaiSyti reikalingomis
proporcijomis iki galutinio kiekio lygaus 2 mg (1 lentel¢). Lipidy
plévelé buvo suformuota iSgarinant chloroformg. I8dziovinti lipidai
buvo hidratuoti 1 ml 10 mM HEPES pH 7,5 (25 °C), 150 mM NacCl
buferinio tirpalo intensyviai purtant 10 min. Po to buvo atliekami trys
uzsaldymo-atsildymo ciklai. Hidratuoti lipidai buvo 11 karty perleisti
per 100 nm polikarbonato membrang. Liposomy homogeniskumas
buvo patvirtintas dinaminés $viesos sklaidos metodu.

1 lentelé. Naudoty liposomy sudétis.
1 DOPC/cholesterolis 45/55 mol%

2 60/40 mol%

3 70/30 mol%

4 DOPC 100 mol%

5 POPC/POPS/DGS-NTA(Ni)/cholesterolis 49/10/1/40 mol%
6 POPC/POPS/DGS-NTA(NI) 89/10/1 mol%

VLY poros formavimeosi stebéjimas liposomy pralaidumo
metodu

Liposomy pralaidumo nustatymui liposomos buvo ruoSiamos
analogiSkai kaip aptarta auksSciau, tik hidratacijos metu lipidai buvo
sumaiSomi su buferiniu tirpalu turinéiu 50 mM sulforodamino B
(SRB) dazo. | liposomy vidy nepatekes dazas buvo paSalinamas
PD-10 kolon¢le (GE Healthcare) pakeiCiant buferinj tirpala. Kur
paminéta, prie liposomy buvo prijungtas CD59 baltymas. Siekiant tai
padaryti, liposomos, savo sudétyje turin¢ios DGS-NTA(Ni) lipidy,
buvo inkubuojamos su 6xHis zymétu CDS59 per nakti 4 °C
temperatiiroje. Liposomy pralaidumo eksperimentas buvo atlickamas
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96 Sulinéliy plokstelése 25 °C temperatiiroje kas 10 s matuojant
fluorescencijos intensyvumg. Neigiama kontrole buvo laikomas
buferinis tirpalas be VLY, o teigiama — buferinis tirpalas su 1%
Tween-80, kuris pilnai suardo liposomas.

VLY oligomery SDS agarozés gelio elektroforezé

CDC baltymai (53.7 pmol VLY, 54.6 pmol PLY or 52.4 pmol
ILY) buvo inkubuojami su 15 nmol liposomy arba be liposomy 20 pl
reakcijos miSinyje 30 min 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos
reakcijos misinys buvo sumaiSytas su baltymy uzneSimo buferiniu
tirpalu (300 mM Tris-HCI pH 6,8 (4 °C), 0,05% bromfenolio mélis
50 % glicerolis), i kurj buvo arba pridedama, arba ne, 2%
(masés/tirio) SDS ir méginys buvo arba kaitinamas 7 min 95 °C, arba
ne. Méginiai buvo isskirstyti 1,5 % agarozés gelyje (agarozé buvo
istirpinta Tris-glicino SDS buferiniame tirpale (Pierce, Thermo Fisher
Scientific)). Gelis buvo nudazytas Kumasi mélynojo dazu.

Transmisiné elektrony mikroskopija

Dvidesimt ul liposomy méginio (2 mg/ml) buvo inkubuota su 3 ug
VLY (0.15 mg/ml galutiné koncentracija) 30 min 37 °C
temperattroje. Méginys (3,5 pl) buvo uznesamas ant tinklelio (angl.
grid) (Kat. Nr. CF300-Cu-50, Electron Microscopy Sciences) ir
inkubuojamas 1 min. Tinklelj nusausinus, jis buvo tris kartus
nuplaunamas dejon. H,O ir daZomas su uranilformiato tirpalu 1 min.
Meéginys buvo mikroskopuotas transmisiniu elektrony mikroskopu
FEI T12 120 kV rezimu.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1 VLY pasiZymi tropizmu Zmogaus baltymg CD59
turincioms lasteléms

Siekdami istirti vaginolizino (VLY) tropizmg Zmogaus lasteléms,
sukonstravome CHO lgsteliy linijas, sintetinancias skirtingg kiekj
7mogaus baltymo CD59 (CHO-CD59*%, ~ CHO-CD59*Al,
CHO-CD59%°, CHO-CD59*1) (1 pav., A).

Parodéme, kad CD59 lemia efektyvesne lasteliy, sintetinanciy
CD59, lizg nepriklausomai nuo CD59 kiekio lasteliy pavirSiuje (1
pav., B).

A cho.cpse™ l

0 100 200 300 400

nMF| (CD59)

-»- CHO
CHO-CD59%A°
— CHO-CD59*A"
-+ CHO-CD59°F®
—+— CHO-CD59*"

Lasteliy lize, %

VLY koncentracija, nM

1 pav. CDS9 padidina vaginolizino (VLY) poros formavimosi efektyvuma
nepriklausomai nuo CD59 kiekio 1asteliy pavirSiuje. A — santykinis CD59 kiekis
CHO-CD59 lasteliy pavirSiuje nustatytas tekmés citometrijos metodu lasteles Zymint
monokloniniais antikiinais prie§s CD59, konjuguotais su FITC fluorescuojancia zyme;
stulpeliné diagrama vizualizuoja normalizuota fluorescencijos intensyvumo mediang
(nMFT); paklaidos Zymi standartinj nuokrypj; N=3. B — VLY citolizinis aktyvumas
nustatytas MTS metodu matuojant lasteliy gyvybinguma. VLY buvo veikiamos CHO
ir CHO-CD59 lastelés, sintetinanéios skirtingg CD59 kiekj; paklaidos zymi
standartinj nuokrypj; N=3.
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Palyginome, kaip keitiasi CHO ar CHO-CD59*7 Igsteliy
gyvybingumas jas paveikus kitais giminingais CDC toksinais —
pneumolizinu (PLY) ir intermedilizinu (ILY) (2 pav.). ILY lizavo tik
CD39 sintetinancias lasteles. Tai rodo sgveikos su CD59 svarbg Sio
toksino poros formavimesi. VLY ir PLY gebg¢jo lizuoti tiek CHO, tiek
CHO-CD59%! Igsteles. VLY atveju CD59 Zenkliai padidino poros
formavimosi efektyvuma, ko nebuvo stebima lasteles veikiant PLY (2
pav.).

< T s 100 -
2 . #' g fw CHO : CHO-CD59
= 4{ = / .
T / / T . / oY
i o g > W 0
_ g 40
5o dyd S A& £
0,01 01 0 100 1000 001 01 1 10 100 1000 S 30
VLY koncentracija, nM PLY koncentracija, nM o
320
g\a 00 - 3 10
-CINS 75 //
2 %0 / r ! © Ly pLY
2 s - CHO
5 ,/w v EEEa . - CHO-CD59

0.0 100 1000

ILY koncentracija, nM

2 pav. Vaginolizino (VLY) ir intermedilizino (ILY) citolizinis aktyvumas
pasiZymi tropizmu CD59 sintetinanc¢ioms Igsteléms. VLY, ILY ir pneumolizino
(PLY) citolizinis aktyvumas jvertintas MTS metodu veikiant CHO ir CHO-CD594
lasteles Siais toksinais; eksperimentiniams taskams buvo pritaikytas keturiy parametry
dozés-atsako modelis naudojantis GraphPad Prism; paklaidos Zzymi standartinj
nuokrypi; N=3. Stulpeliné diagrama iliustruoja EC50 reik$miy santykj tarp CHO ir
CHO-CD59%* Igsteliy lizés, kurios buvo paveiktos VLY arba PLY; paklaidos Zymi
95 % pasikliautinj intervalg; N=3.

Misy tyrimas atskleidé rySkius skirtumus tarp VLY ir kito nuo
CD59 priklausomo citolizino — ILY. VLY geba lizuoti ir ne zmogaus
kilmés lasteles, nors ir maZesniu efektyvumu. Si savybé leidzia
postuluoti, kad VLY priklausomybé nuo CD59 yra kitokios prigimties
lyginant su ILY.
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2 VLY geba oligomerizuotis cholesteroliu praturtinty
liposomy pavirsiuje

Siekdami istirti VLY citolizinio aktyvumo mechanizma, kai
lastelés yra lizuojamos be sgveikos su CD59, panaudojome dirbtines
liposomas praturtintas cholesteroliu. Kadangi CDC poros
formavimosi metu preporai subrendus oligomeras tampa atsparus SDS
poveikiui, liposomas po inkubacijos su VLY vizualizavome SDS
agarozes gelio elektroforezés metodu.

Priklausomai nuo to, kaip VLY méginys po inkubacijos su
DOPC:cholesterolio (60 mol%:40 mol%)  liposomomis  buvo
paruoStas (pridedama SDS ar paveikiama kar$ciu), stebéjome
skirtingai agarozés gelyje migruojancias oligomery formas (3 pav.,
A). Keiciant cholesterolio kiekj liposomy sudétyje nustatéme, kad
egzistuoja ribinis cholesterolio kiekis (apie 40 mol%), kuris leidzia
stebéti SDS atspariy VLY oligomery susidaryma (3 pav., B).

A 5 B
su liposomomis liposomy
i
1

g;);c 2z = & = 30 40 55 0 cholesterolis,
mol%

oligomerai E e - oligomerai
670 kDa
-
— ’ - - 335kDa|

335 kDa
“ monomerai
- - }monomerai

1.2 3 4 5 6 1 2 3 4 5

3 pav. Vaginolizinas (VLY) geba formuoti oligomerus atsparius SDS
cholesteroliu turtingy liposomy membranoje. A — SDS agarozés gelio nuotrauka,
vaizduojanti VLY oligomerus po inkubacijos su DOPC:cholesterolio
(60 mol%:40 mol%) liposomomis; uzrasai gelio nuotraukos vir§uje pazymi kaip buvo
veikiami méginiai prie§ atliekant elektroforeze. 1 takelis — tiroglobulinas buvo
naudojamas kaip didelés molekulinés masés standartas (~670 kDa dimeras ir
~335 kDa monomeras). B — SDS agarozés gelio nuotrauka, vaizduojanti VLY
oligomerus po inkubacijos su liposomomis turinCiomis skirtingg cholesterolio kiekj
(30 mol%, 40 mol%, 55 mol%, 0 mol%). 1 takelis — tiroglobulinas buvo naudojamas
kaip didelés molekulinés masés standartas (~670 kDa dimeras ir ~335 kDa
monomeras).
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Panaudodami dirbtines cholesteroliu praturtintas liposomas
pademonstravome, kad VLY geba oligomerizuotis ir sudaryti SDS
atsparius oligomerus, kurie indikuoja, kad susidares oligomeras yra
subrendusi prepora arba membrang pervérusi pora. Taip pat
patvirtinome anksCiau pastebéta désninguma, kad reikalingas
pakankamas cholesterolio kiekis membranoje CDC porai susiformuoti
(Christie et al., 2018).

3 CDS59 geba inicijuoti VLY oligomerizacija, bet porai
sudaryti batinas cholesterolis

Tiriant CD59 baltymo vaidmenj VLY poros formavimesi ir
modeliuojant lgsteliy pavirSiy, sukiiréme ir optimizavome dirbtines
liposomas, kurios savo pavirsiuje turéjo prijungtg CD59.

CD59*/chol~

be liposomy
CD59*chol- liposomos
CD59*/chol* liposomos

<« oligomerai

| « monomerai

4 pav. CD59 geba inicijuoti vaginolizino (VLY) oligomery atspariu SDS
formavimasi. Reprezentatyvios neigiamo dazymo elektrony mikroskopijos
nuotraukos vaizduoja CD59*/chol- ir CD59*/chol* liposomas paveiktas VLY; SDS
agarozés gelio nuotrauka vaizduoja liposomy, paveikty VLY, méginius.

Parodéme, kad CD359 gali inicijuoti VLY oligomerizacija (4 pav.),
bet tik tada, kai yra prijungtas liposomy pavirSiuje. Analitinio
ultracentrifugavimo metodu analizuojant VLY biisenas po inkubacijos
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su tirpale esan¢iu CD59 nebuvo nustatyta didelés molekulinés masés
oligomery.

VLY oligomerai, susidarg ant liposomy, turin¢iy prijungta CD59,
bet neturinciy cholesterolio, nebuvo atspariis SDS poveikiui ir tai
indikuoja, kad susidaro ankstyvoji prepora (4 pav.). Tik tada, kai
liposomy, turiniy prijungta CD59, sudét] papildéme cholesteroliu,
elektrony mikroskopijos nuotraukose steb&jome pory susidarymag (4
pav.). Funkcionaliy pory susidaryma patvirtinome ir liposomy
pralaidumo eksperimentu, kurio metu, susidarius poroms, steb&jome
fluorescuojancio dazo, sulforodamino B, atpalaidavima i$ liposomy (5

pav.).
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5 10 20 40 80 160 325

Liposomy pralaidumas, %

VLY koncentracija, nM

Bl CD59%/chol liposomos
B CD597/chol” liposomos
3 cD59%/chol” liposomos

5 pav. CD59 padidina sulforodamino B (SRB) atpalaidavima i liposomuy,
paveikty vaginolizinu (VLY). Stulpeliné diagrama iliustruoja SRB atpalaidavima i§
liposomy paveikty VLY (5-325 nM); eksperimente buvo naudotos CD59*/chol-,
CD59-/chol* CD59*/chol* liposomos; paklaidos zZymi standartinj nuokrypj; N=4.

Misy gauti eksperimentiniai duomenys parodé, kad tik prie
membranos prijungtas, bet ne laisvas CD59 inicijuoja VLY
oligomerizacija. Tai rodo, kad CD59 orientavimas membranos
plokstumoje turi didele svarbg jo funkcijai VLY poros formavimesi.
Kadangi Igstelése CD59 membranoje jsitvirtina GPI inkaru ir
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lokalizuojasi lipidy plaustuose, kuriuose yra didelé cholesterolio
koncentracija, manome, kad CDS59 gali padéti nukreipti VLY
molekules j lipidy plaustus ir taip jas sukoncentruoti bei orientuoti
membranos plokstumoje.

4 CD59 padidina VLY afiniSkuma membranai ir
pagreitina VLY poros formavimasi

Siekéme i$siaiskinti, ar CD59 baltymo buvimas cholesteroliu
praturtintoje membranoje padidina VLY afiniSkuma membranai.

detektuota MAKk prie$ VLY (9B4)

75 nM 300 nM
150 1500 -
g 100 §moo
i c
2 50 2 500 "}I
CHO CHO-CD59 CHO CHO-CD59
detektuota MAK prie$ VLY (21A5)
75 nM 300nM
900- 900+
> 600 > 600
> >
o [T
= 300 = 300 3 vLY®C
i i -
()L —— 0 | o I
CHO CHO-CD59 CHO CHO-CD59

6 pav. CD59 padidina vaginolizino (VLY) afiniSkuma membranai. VLY
mutantiniy baltymy (VLY®C ir VLYTY) sgveika su Igsteliy membrana buvo jvertinta
tékmés citometrijos metodu prisijungusj VLY detektuojant pirminiais monokloniniais
9B4 arba 21AS5 antikiinais prieS VLY ir antriniais antiklinais Zymétais
fluorescuojancia PE Zyme; stulpelinés diagramos vaizduoja santykinj VLY
mutantiniy baltymy, prisijungusiy prie CHO arba CHO-CD59%! lgsteliy, kiekj,
iSreikstg normalizuota fluorescencijos intensyvumo mediana (nMFI); N=3.
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Siuo tikslu atlikome VLY saveikos su lastelémis eksperimentus.
Inkubavome lasteles su mutantiniais VLY baltymais ir prisijungusias
VLY molekules Zyméjome pirminiais ir antriniais antik@inais su
fluorescuojanéia PE Zzyme. Rezultatus analizavome tékmés
citometrijos metodu.

Siems eksperimentams panaudojome du VLY mutantinius
baltymus, VLY®C ir VLY. VLY®C turéjo konservatyvaus dviejy
glicing motyvo mutacija D3 domene, kuri iSjungia VLY
oligomerizacijos aktyvumg. VLY turéjo dviejy konservatyviy
treonino ir leucino aminortig§¢iy mutacijg D4 domene, kuri suardo
VLY saveika su cholesteroliu. Parodéme, kad VLYC® mutantinis
baltymas saveikauja tiek su CHO, tiek su CHO-CD59 Igstelémis,
taCiau su pastarosiomis sgveika buvo zymiai stipresné (6 pav.).
VLY, kaip ir tikétasi, nesgveikavo su CHO Igstelémis, taciau sgveika
su CHO-CD59 lastelémis buvo stebima (6 pav.).
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7 pav. CD59 pagreitina sulforodamino B (SRB) atpalaidavima i$ liposomy jas
paveikus vaginolizinu (VLY). Reprezentatyvios liposomy pralaidumo (SRB
atpalaidavimo i$ liposomy) priklausomybés nuo laiko kreivés po poveikio 5nM ir
325 nM VLY eksperimentiniams taskams buvo pritaikytas dviejy faziy eksponentinis
modelis naudojantis GraphPad Prism.

Du pagrindinius membranos komponentus, cholesterolj ir CD59,
perkélus | dirbtines liposomas, atlikome liposomy pralaidumo
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stebéjimo laike eksperimentus. Parodéme, kad CD59 buvimas
liposomy pavirsiuje pagreitina liposomy, paveikty VLY, liz¢ (7 pav.).
Tac¢iau PLY atveju, $io nuo CD59 nepriklausan¢io CDC, poveikis
liposomoms ir liposomy lizés dinamika nepriklausé nuo CD59 buvimo
membranoje.

5 VLY monomero-monomero saveikos sritis yra paremta
B-laksto pratesimu gretimy VLY molekuliy D3 domenuose

Siekéme istirti, ar VLY oligomerizuojasi per ta pacig sritj kaip ir
prototipinis CDC atstovas — perfringolizinas. Pasirinkome
aminortgstis D3 domeno P4-graindingje, kurios, tikétina, atlieka
svarby vaidmen] pratgsiant [-laks$tg tarp D3 domeno [4- ir
Bl-grandiniy gretimose VLY molekulése (8 pav., A). Sias
aminortgstis pakeitéme ] proling, neturintj pagrindingje grandingje
vandenilio, kuris turéty dalyvauti B-grandiniy tarpusavio sgveikoje.

Parodéme, kad VLYR0P jr VLYASMPIS0SP mytantiniy baltymy
hemolizinis aktyvumas Zymiai susilpnéjo (8 pav., B), nors sgveika su
cholesteroliu nebuvo sutrikdyta (8 pav., C). Kontroliné mutacija,
pakeicianti Val-305 i Pro, kuris yra nukreiptas j f3-granding, jtakos
hemoliziniam aktyvumui neturéjo.
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8 pav. Vaginolizino (VLY) monomero-monomero saveika yra paremta p-laksto
pratesimu tarp D3 domeny B1- ir p4-grandiniy. A — schematinis sgveikos
atvaizdavimas tarp dviejy VLY monomery i$rySkinant sgveika tarp D3 domeny 1- ir
B4-grandiniy; vandeniliniai rySiai, kurie buvo pasirinkti suardymui aminoriigstis
pakei¢iant | proling P4-grandinés 304-306 pozicijose yra pazyméti raudonais
kryziukais. B — VLY, VLYV305P V[ YI306P \/| YAS4PII306P haltymmy hemolizinis
aktyvumas nustatytas jais veikiant Zmogaus eritrocitus; eksperimentiniams taskas
buvo pritaikytas keturiy parametry dozés-atsako modelis naudojantis GraphPad
Prism; paklaidos zZymi standartinj nuokrypj; N=3
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Eksperimentiniais  duomenimis  pagrindéme, kad VLY
monomero-monomero sgveikos sritis yra paremta -laksSto pratesimu
saveikaujant gretimy molekuliy D3 domenams.

6 Saveika tarp VLY ir CD59 yra paremta -laksto
pratesimu tarp VLY D4 domeno ir CD59

Kitas miisy uzdavinys buvo iSanalizuoti VLY saveika su CD59.
VLY sgveika su CD59 buvo sumodeliuota remiantis iki tol vienintele
iSspresta CDC-CD59 komplekso kristalo struktiira — ILY su CD59
(Johnson et al., 2013).

A 1-a sgveikos sritis 2-a sgveikos sritis
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9 pav. Saveika tarp vaginolizino (VLY) ir CD59 yra paremta B-laksto pratesimu.
A — dviejy spéjamy VLY-CDS59 saveikos sri¢iy vizualizacija; aminortigstys, kurios
buvo pasirinktos mutagenezés eksperimentams yra pavaizduotos ,.sticks modeliu
naudojantis PyMOL (1-os saveikos srities aminortigitys paZzymétos melsva spalva, 0
2-0s saveikos srities — violetine). B — stulpeliné diagrama vaizduoja santykinius VLY
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mutantiniy baltymy, prisijungusiy prie CHO-CD59%"! lgsteliy, kiekius iSreikstus
normalizuota fluorescencijos intensyvumo mediana (nMFI) nustatyta tékmés
citometrijos metodu; VLY®® buvo naudotas kaip standartas; paklaidos Zymi
standartinj nuokrypj; N=3.

Remiantis VLY sekos homologija su ILY ir dviejomis parodytomis
ILY saveikos sritimis su CD59, pasirinkome rinkinj aminortigsciy,
kuriy pakeitimai suardyty viena i§ dviejy arba abi saveikos sritis (9
pav., A).

Panaudodami tékmés citometrijos metoda galéjome jvertinti, kad
pasirinktos mutacijos leido suardyti 1-aja sgveikos sritj, bet 2-0sios
sgveikos srities suardymas neturéjo jtakos VLY sgveikai su lastelémis
(9 pav., B). Didziausig jtaka VLY sgveikai su lgstelémis turéjo
Val-407 pakeitimas j Pro (V407P, sutrump. VP) , Ser-409 pakeitimas
i Ala (S409A, sutrump. SA), Asp-395 pakeitimas j Ala (D395A,
sutrump. DA) (9 pav., B).

Sie eksperimentai rodo, kad tik 1-a sgveikos sritis i§ dviejy, kurios
buvo parodytos ILY kristalo struktaroje (Johnson et al., 2013), atlieka
svarby vaidmenj VLY saveikoje su CD59 pratesiant B-laksta tarp
VLY D4 domeno ir CD59.
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ISVADOS

Vaginolizinas (VLY), kaip ir pneumolizinas, gali lizuoti ne tik
zmogaus kilmés lgsteles. VLY citoliziniam aktyvumui
zmogaus baltymas CD59 néra bitinas, prieSingai nei
intermedilizinui.

Sukurtos ir optimizuotos dirbtinés liposomos, turinCios
cholesterolio ir prijungta CD59 baltymg, yra tinkamas
membranos modelis VLY poros formavimosi dinamikai
stebéti.

CD59 padidina cholesterolio turin¢ios membranos afiniSkuma
VLY bei pagreitina VLY poros formavimgsi. CDS59,
prijungtas prie  membranos, geba inicijuoti VLY
oligomerizacija, ta¢iau poros formavimuisi reikalingas
cholesterolis.

Cholesterolis yra bitinas ir pakankamas VLY porai
susiformuoti, taCiau tam pac¢iam poros formavimosi
efektyvumui pasiekti CD59 neturin¢ioje membranoje reikia
zymiai daugiau VLY.

VLY  monomero-monomero  sgveika yra  paremta
vandeniliniais rySiais tarp gretimy molekuliy D3 domeny
B1- ir B4-grandiniy pratesiant B-laksta.

VLY ir CD59 sgveika yra paremta vandeniliniais ry$iais,
susidaranciais tarp VLY D4 domeno ir CD59 pratgsiant
B-lakstus. Svarbiausios sgveikoje dalyvaujancios VLY
aminoragstys yra Val-407, Ser-409, Asp-395.
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SUMMARY

Vaginolysin (VLY) secreted by Gardnerella vaginalis is a
cholesterol-dependent cytolysin  (CDC). Secreted as soluble
monomers, CDC molecules target cholesterol in the cell membrane.
Upon interaction with cholesterol, CDC monomers oligomerise to
form giant pores that reach 30-50 nm in diameter. Pore formation is a
powerful and widespread mechanism engaged by many pathogenic
bacteria. Thus, VLY is thought to be responsible for the virulence of
G. vaginalis. During our study, we identified, to date, the only patient,
who developed a G. vaginalis related encephalopathy and provided
indirect evidence, that the level of secreted vaginolysin correlates with
the virulence of G. vaginalis, giving credence to the long-proposed
importance of VLY in the pathogenesis of G. vaginalis.

The aim of this study was to investigate and characterise the
features of G. vaginalis toxin VLY and its pore-forming mechanism
using in vitro systems. We advanced the experimental frontier to
reveal that CD59 pre-concentrates VLY to enable an efficient pore
formation in cholesterol-containing membranes. We developed an
experimental system to measure the Kinetics of pore formation on
artificial membrane models of liposomes containing cholesterol. Even
though the human protein CD59 is not necessary for VLY pore
formation, it markedly promotes this process. The interaction between
VLY and CD59 is based on the B-sheet extension between the two
proteins. CD59 enhances VLY affinity for the cell membrane and
expedites the rate of pore formation. Moreover, membrane-bound
CD59 can trigger VLY oligomerisation, although, without cholesterol
the oligomers cannot perforate the membrane. Finally, we showed that
VLY follows the typical monomer-monomer interface which is based
on the B-sheet extension between B1- and B4-strands in D3 domains of
the two adjacent VLY monomers.
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