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INFOLEHT

Saccharomyces cerevisiae mudelsiisteemi konstrueerimine uurimaks histoon H3

atsetiileerimise olulisust kaheahelalise DNA katke parandamises

Pagariparmi iga rakutsiikli G1 faasis toimub HO-endonukleaasi indutseeritud DNA
kaheahelalise katke tegemine, mis algatab paardumistiiiibi vahetuse. Selle katke parandamine
toimub geenikonversiooni mehhanismiga. Laboratoorsetes tiivedes on HO-endonukleaasi
ekspressioon tavaliselt inaktiveeritud. Kidesolevas to0s aga kasutatakse galaktoosi kontrolli all
oleva promootoriga HO-endonukleaasi tehtud 16iget kaheahelalise katke parandamise
uurimiseks mutantsete histoonidega S. cerevisisae tiivedes, kus valitud liisiinijadgid histoonil
H3 on muteeritud arginiinideks (K9R, K14R, K23R ja kolmekordne mutant K9,14,23R). T66
kéigus leiti, et kdige tundlikum kaheahelalistele katketele on H3K9,14,23R mutatsioonidega
tiivi. Uksikmutantide puhul efekti ei nihtud.

Mairksonad: HO-endonukleaas, kaheahelalise katke parandamine, histooni modifikatsioonid,

Saccharomyces cerevisiae
CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Construction of a Saccharomyces cerevisiae model system to study the importance of

histone H3 acetylation in DNA double strand break repair

The DNA double-strand break induced by HO endonuclease is an event in yeast cells, which
takes place in the G1 phase of every cell cyle. This DSB may also induce a mating type
switch, and it is repaired by the mechanism of gene conversion. The expression of HO
endonuclease in laboratory strains is usually suppressed. However, here the DSB made by the
HO endonuclease expressed under the galactose-inducible promoter was used to study the
reparation of the DSB in different S.cerevisiae strains, where selected lysine residues of
histone H3 were mutated into arginines (K9R, K14R, K23R and a triple mutant K9,14,23R).
The results of the study showed that the triple mutant had the lowest growth rate, and
therefore is the most sensitive one to the DSBR. No effect on the other tested mutants was
detected.

Keywords: HO endonuclease, double-strand break repair, histone modifications,

Saccharomyces cerevisiae
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Kasutatud lithendid
5-FOA — 5-Fluoroorotic acid

ac — acetylation (atsetiileerimine)

ADE — adeniin

ap — aluspaari

ARS — autonomously replicating sequence (autonoomselt replitseeruv jarjestus)
Asflp- anti-silencing function protein 1 (mittevaigistava funktsiooniga valk 1)
CEN — parmi tsentromeerne jérjestus

C-terminaalne — carboxyl terminal (karboksiiiil-terminaalne)

CSE4 — Chromosome Segregration 4 (kromosoomide segregatsioon 4)
DSB — double strand break (kaheahelaline katke)

DSBR - double strand break repair (kaheahelalise katke parandamine)
EtBr — etiidiumbromiid

H1 - histoon H1

H2A — histoon H2A

H2B — histoon H2B

H3 — histoon H3

H4 — histoon H4

HAT — histone acetyltransferase (histoonide atsetiiiiltransferaas)

HHF — Histone H Four (histoon H4)

HHO1 — Histone H One (histoon H1)

HHT — Histone H Three (histoon H3)

HIS — histidiin

HML — hidden MAT left (peidetud MAT vasakul)

HMR — hidden MAT right (peidetud MAT paremal)

HMT — histone methyltransferase (histoonide metiiiiltransferaas)
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HTA — histone two A (histoon kaks A)

HTB — histone two B (histoon kaks B)

HTZ — histone two Z (histoon kaks Z)

K — liisiin

kb — kilobasepair (kiloaluspaar)

LEU — leucine (leutsiin)

LYS — lysine (liisiin)

MAT- mating type (paardumistiitip)

me — metiileerimine

MMS — metiitilmetaansulfonaat

N-terminaalne — amino-terminaalne

NHEJ — nonhomologous end joining (mittehomoloogne otste ithendamine)
R — arginiin

RPA — replication protein A (replikatsiooni valk A)

TRP- tryptophan (triiptofaan)

U —unit (iihik)

URA — uracil (uratsiil)

wt — wildtype (metsiktiiiip)

YPD - yeast extract, peptone, dextrose (parmi ekstrakt, peptoon, dekstroos; koiki parmi eluks

vajalikke komponente sisaldav parmisddde)



Sissejuhatus

Eukartiootsetes rakkudes on DNA histoonide abil tihedalt kokku pakitud struktuuri, mida
nimetatakse kromatiiniks. DNA kromatiini pakkimise eesmirgiks on nii DNA mahutamine
rakutuuma kui ka DNA-ga toimuvate protsesside korrektne reguleerimine. Histoonide ja DNA
vaheliste interaktsioonidega mojutatakse DNA-1 opereerivate valkude ligipddsetavust DNA-
le. Interaktsioone mdjutatakse nii kromatiini struktuuri timberpakkimisega kui ka histoonide
post-translatsiooniliste modifikatsioonidega. Modifitseerimine on vdimalik nii histoonide C-
kui ka N-terminaalsetes osades, kuid kdige rohkem modifikatsioonikohti on kirjeldatud
histoonide viljaulatuvates mittestruktuursetes N-terminaalsetes osades. Levinuimad
histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid on néiteks atsetiileerimine (liisiin),
metiileerimine (liisiin ja arginiin) ning fosforiileerimine (seriin, treoniin ja tiirosiin). Erinevad
post-translatsioonilised modifikatsioonid muudavad DNA ja histoonide vaheliste seoste
tugevust, DNA kéttesaadavust valgulistele faktoritele ning mojutavad seelébi nii

transkriptsiooni, replikatsiooni kui ka DNA reparatsioonimehhanisme.

Kéesolevas t60s otsitakse seoseid histooni modifikatsioonide ning reparatsioonimehhanismide
vahel. Kasutades mudelorganismina pagariparmi Saccharomyces cerevisiae, loodi
testsiisteem, kus mutantsete histoonidega parmitiivedes indutseeritakse DNA kaheahelalise
katke teke. Muteeritud histoonides on teatud positsioonides asuvad liisiinijddgid vahetatud
arginiinijadkide vastu, kuivord arginiinijadke ei ole vdimalik atsetiileerida. Seega on antud t66
eesmargiks kindlaks méérata, kas moni uuritud konkreetsetest atsetiileerimiskohtadest mingib

rolli ka DNA kaheahelaliste katkete parandamisel.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Pagariparm kui mudelorganism
Mudelorganismid on teaduses kasutatavad liigid, mida on laboratoorsetes tingimustes kerge
kasvatada ning millel on tdnu lihtsamale iilesehitusele keerulisemate organismidega vorreldes
eksperimentide ldbiviimisel palju eeliseid. Uurimaks eukariiootsetes rakkudes toimivaid
baasmehhanisme on pagariparm Saccharomyces cerevisiae juba pikka aega osutunud palju
kasutatavaks mudelorganismiks. Hea ndide pagaripdrmi lihtsusest ilmneb histoonide
uuringutel, kus vorreldes teise levinud mudelorganismi dddikakérbsega, on parmil histoonide
geenikoopiaid kaks, kuid dddikakarbsel 110 (Pérez-Martin, 1999). Pédrm on
teaduseksperimentides sobilik ténu kiirele kasvule, lihtsatele kasvutingimustele ning
mitmekiilgsetele DNA transformatsiooni ja mutantide isoleerimise vdimalustele (Sherman,
2002). Pagariparm jaguneb pungudes ning kui keskkonnas on piisavalt toitaineid,
kahekordistub parmirakkude arv umbes 100 minutiga (Herskowitz, 1988). Pagaripirm on
kasutust leidnud ka inimhaiguste uurimisel. Juba enne suuremahulist genoomide
sekveneerimise levikut oli selge, et imetajate ning parmide geenid kodeerivad védga sarnaseid
valke (Botstein ja Fink, 1988). Teadmine, et ligi 17% pagariparmi umbes 6000-St geenist
kuuluvad inimhaigustega seotud geeniperekonda (Heinicke et al., 2007), muudab pagariparmi

teadlaste jaoks veelgi atraktiivsemaks.

1.2 Kromatiin
Eukartiootsetes rakkudes on DNA rakutuumas pakitud korgelt konserveerunud kompleksi,
mida nimetatakse kromatiiniks. Enamik S.cerevisiae geenidest asuvad eukromatiinis ehk
kromosoomi regioonides, kus valkudel on hea ligipdds DNA-le ning transkriptsioon on
aktiivne. Teine osa geene asub represseeritud regioonides ehk heterokromatiinis, kus DNA on
kondenseerunud ning transkriptsioon vaigistatud (Tamaru, 2010). PShilisteks kromatiini
valkudeks, mille iimber DNA on keerdunud, on histoonid. Histoonid koos DNA-ga
moodustavad nukleosoomi, kusjuures igas nukleosoomis on iga histoonimolekuli (H2A, H2B,
H3 ja H4) kahes korduses ning H2A ja H2B ning H3 ja H4 molekulid moodustuvad omavahel

dimeere (Sperling ja Bustin, 1976). Uhes nukleosoomi siidamikus teeb 146 aluspaari pikkune
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DNA 1,65 pooret timber histoonide oktameeri (joonis 1) (Luger et al., 1997). Nukleosoome
tihendab linker-DNA, millega seonduvad linker-histoonid (H1), mis pakivad kromatiini veelgi
kompaktsemasse struktuuri (Thoma ja Koller, 1977). Enamikel rakkudel on umbes iiks H1
nukleosoomi kohta, kuid S.cerevisiae-l on lithema linker-DNA tottu ka oluliselt vaiksem
parmi H1 analoogi Hholp hulk: umbes iiks Hholp molekul 37 nukleosoomi kohta (Freidkin
ja Katcoff, 2001). Nukleosoomid osalevad lisaks kromatiini pakkimisele ka transkriptsiooni
initsiatsiooni ja elongatsiooni represseerimisel ning kontrollil, raskendades

transkriptsioonifaktorite ja vajalike valkude ligipadsetavust DNA-le (Walter et al. 1995).

Joonis 1. Nukleosoomi struktuur. Kujutatud on 4 histoonivalku kahes korduses (sinine: H3;
roheline: H4; kollane: H2A; punane: H2B), mida timbritseb 146-aluspaarine DNA 16ik. Ndha
on ka nukleosoomist vélja ulatuvaid histoonide N-terminaalseid ,,sabasid* (Luger et al.,
1997).

1.3 Histoonid
Histoonid on liisiini- ja arginiinirohked tugevalt positiivselt laetud valgud, mis osalevad
rakutuumas negatiivselt laetud DNA pakkimisel, geeniregulatsioonis ning epigeneetilistes
mehhanismides. Kirjeldatud on nii histoon-histoon kui ka histoon-DNA interaktsioone (Luger
et al., 1997). lgal histoonil on tsentraalne histooni voldi domeen C-terminaalses osas ning
struktureerimata N-terminaalne ,,saba“, mis ulatub nukleosoomist véljapoole ning on
sihtmérgiks mitmetele post-translatsioonilistele modifikatsioonidele (Walter et al., 1995).

Histoonide ,,sabad* on olulised nii geenide aktivatsioonil kui ka repressioonil (Wan et al.,



1995) ning osalevad ka kromatiini kdrgemat jarku struktuuride moodustumisel (Luger ja
Richmond, 1998).

Pagaripdrmis on nukleosoomsete histoonide geenide koopiaid kaks. Histooni H2A kodeerivad
HTAL ja temaga peaaegu identne HTA2 ning H2B-d kodeerivad HTB1 ja temaga peaaegu
identne HTB2 (Hereford et al., 1979). Histooni H3 kodeerivad nii HHT1 kui ka HHT2 geenid
ning histooni H4 kodeerivad HHF1 ja HHF2 geenid (Smith ja Murray, 1983). Péarmirakkudel
on ellu jadmiseks vajalik vaid iiks HHT-HHF lookus (Smith ja Stirling, 1988). Lisaks kahes
korduses esinevatele nukleosoomsete histoonide geenidele on pagaripdrmis veel iihes
korduses H2A.Z valku kodeeriv geen HTZ1, tsentromeerset H3 histooni kodeeriv geen CSE4
ja H1 histooni kodeeriv geen HHO1. Tsentromeerne H3 valk seondub tsentromeeridega ning
on vajalik kinetohoori moodustumiseks (Lefrancois et al., 2013) ning H2A.Z méngib rolli
transkriptsiooni elongatsioonil (Santisteban et al., 2011). Kuigi HHO1 geen on jérjestuselt
inimese H1 omale kdige sarnasem (Ushinsky et al., 1997), ei esine pagariparmi Hholp
puudulikel rakkudel kasvudefekte ega suuri muutusi kromatiini struktuuris (Patterton et al.,
1998), erinevalt deleteeritud H1 histooniga imetajate rakkudest (Thoma et al., 1979).

Nukleosoomsed histoonid on vorreldes histooniga H1 liikide vahel oluliselt
konserveerunumad. Niiteks histoonil H4 on parmi ja inimese DNA jérjestuste vahel 92%
homoloogiat, samas kui HHO1 ning inimese H1 jarjestuste vahel on vaid 31% homoloogiat,
(Harshman et al., 2013). Teisi nukleosoomseid histoone on enamusel eukartiootidel palju

erinevaid alamtiitipe (Weber ja Henikoff, 2014).

Hiljuti on avastatud, et ilmselt tdidab linker-histooni funktsiooni parmis hoopis Hmol valk,
millel on histoonidele iseloomulik liisiinirikas ,,saba‘“ ning mis osaleb kromatiini
kompaktsemaks muutmisel ja kaitseb linker-DNA-d nukleaasse aktiivsuse eest (Panday ja
Grove, 2016).

1.4 Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid
Kuigi histoonidel on kindel struktuur, on tdnu paljudele post-translatsioonilistele
modifitseerimise voimalustele histoonide omadused ajas muutuvad. Histoonidel on leitud iile
60 modifitseeritava aminohappejdagi (Kouzarides, 2007), millest enamus asuvad
nukleosoomsete histoonide N-terminaalsetes ,,sabades® (joonis 2). Uurituimad

modifikatsioonid on atsetiileerimine (liisiin), metiileerimine (liisiin ja arginiin) ning
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fosforiileerimine (seriin ja treoniin), kuid lisaks esineb veel ka ubikvitiniileerimist (liisiin),
sumoiileerimist (liisiin), ADP ribosiileerimist (glutamaat), deimineerimist (arginiin) ning
proliini isomerisatsiooni (Kouzarides, 2007). Modifikatsioonid nagu atsetiileerimine ja
fosforiileerimine saavad muuta histooni ,,sabade* laengut ning seeldbi kromatiini
elektrostaatilisi mehhanisme, kuid paljud modifikatsioonid mojutavad hoopis mittehistoonsete
valkude interakteerumist kromatiiniga. Kuigi N-terminaalsete ,,sabade‘ modifikatsioonid on
teaduses rohkem tdhelepanu saanud, esineb neid ka histoonide C-terminaalsetes osades
(Mersfelder ja Parthun, 2006).

Liisiinijdédkide atsetiileerimine, mis oli ka esimene kirjeldatud histoonide modifikatsioon
(Phillips, 1963), neutraliseerib nende positiivse laengu ning seeldbi 1ddvendab DNA ning
histoonide omavahelist seost. Rohke atsetiileerimine on levinud enhancer elementidel ja
geenipromootoritel (Wang et al., 2008), sest antud modifikatsioon muudab DNA valkudele
ligipddsetavaks. Seetottu loetakse atsetiiiilriihma lisamist transkriptsiooni aktiveerivaks
modifikatsiooniks (Lee et al., 1993). Atsetiileerimist viivad 1dbi histooni atsetiililtransferaasid
(HAT-id), mis klassifitseeruvad erinevatesse perekondadesse ning on tihti ka parmide ja

inimeste vahel konserveerunud (Wang et al., 1997).

Kuid sugugi mitte iga atsetiileerimine ei tdhenda transkriptsioonilist aktivatsiooni. Kuna
modifikatsioonide kombinatsioonide moju kromatiinile ning seal opereerivatele valkudele on
varieeruv, on vilja tuldud ,,histooni koodi‘ hiipoteesiga (Strahl ja Allis, 2000). Néiteks
histoon H4 12. liisiinijadgi (H4K12) atsetiileerimine on seotud heterokromatiini tekkega
(Turner, 2000). Ka fosforiileerimine, mis lisab histoonidele negatiivse laengu ning peaks
seega vihendama histoonide ning DNA vahelise interaktsiooni tugevust, on mitoosis H3S10
positsioonis levinud iile terve genoomi ning seda seostatakse kromatiini kondenseeritumaks
muutmisega (Wei et al., 1998). Iga metiileeritavat liisiinijadki saab nii mono-, di- kui ka
trimetiileerida. Seda teevad histooni metiiiiltransferaasid ehk HMT-d (Jenuwein et al., 2000).
Metiiiilriihma lisamine histoonide laenguid ei muuda, kuid ka siinjuhul on erinevatel
kombinatsioonidel erinev tulem. H3K4, H3K36 ja H3K79 monometiileerimine on seotud
geeniekspressiooni aktiveerimisega, kuid H3K9, H3K27 ja H4K20 di- ja trimetiileerimine
hoopis geeni vaigistamisega (Zhang et al., 2012). Erinevad modifikatsioonid voivad ka
tiksteist mojutada. Naiteks H3S10 fosforiileerimine takistab korval asuva 9. liisiinijaigi
dimetiileerimist (Zhang et al., 2006), aga soosib 14. liisiinijadgi atsetiileerimist (Cheung et al.,
2000). Lisaks on ndidatud, et H4R3 metiilatsioon muudab histooni H4 atsetiileerivatele

ensiilimidele paremaks substraadiks (Wang et al., 2001). Seega loevad erinevad valgud
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,histooni koodi* ehk modifikatsioonide mustrit erinevalt ning sellest olenevalt muutub ka

histoonide post-translatsioonilistest modifikatsioonidest soltuv geeniekspressioon.

@00 O 00 ©O
N-S..K..K..K.... H2A...KKS....K..S....-C
@0 © o>
N-.....KK..SK....KK.... H2B . K....-C
@ © © 0 @ 04 (O
CO CCP» © ©¢e2 ©9
N-.R.K...RKS...K..RK....K..RK....KKP.... H3
| K®
e00 © © ©
N-..R.K..K...K...K..K....H4 ). ..-C

Joonis 2. Pdrmi histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid. Vilja on toodud
H2A, H2B, H3 ning H4 histoonid ning neil esinevad modfitseeritavad aminohappejdigid.
,,ph* tihistab fosforiileerimist, ,,ac* atsetiileerimist, ,,me* metiileerimist, ,,s* sumoiileerimist,
,,ub““ ubikvitiniileerimist ning ,,iso* isomerisatsiooni (Smolle ja Workman, 2013,

modifitseeritud).

1.5 Pagaripirmi paardumistiiiibid
Parmil on voime eksisteerida kolme erineva rakutiiiibina: haploidse a- voi a- rakuna ning
nende paardumisel raku ja rakutuuma tihinedes tekkinud diploidse a/a-rakuna (Herskowitz,
1988). Haploidsed rakutiiiibid toodavad feromoone: a-rakud a-faktorit (Duntze et al., 1970)
ning a-rakud a-faktorit (Wilkinson ja Pringle, 1974), mis on vastavalt 13 (Stotzler et al., 1976)
ja 12 (Betz et al., 1987) aminohappe pikkused rakkudevaheliste signaalmolekulidena toimivad
peptiidid. Diploidsed rakud feromoone ei tooda. On Kirjeldatud, et a-rakkudel on a-faktori
aratundmiseks STE2 geenilt (Blumer et al., 1988) ning a-rakkudel a-faktori dratundmiseks
STE3 geenilt kodeeritud retseptor (Hagen et al., 1986). Nimetatud feromoonid peatavad
rakutsiikli vahetult enne S-faasi (Bucking-Throm et al., 1973), mis kindlustab rakutsiikli
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stinkroniseerituse ning millele jargneb rakkude ning rakutuumade {ihinemine ja diploidi
moodustumine paarduvate haploidsete rakkude vahel. Diploidsed MATa/MATa rakud on
voimelised lammastiku ja siisinikuvaeses keskkonnas labima meioosi ning moodustama
spoore (Esposito ja Klapholz, 1981). Haploidse parmi genoom koosneb 16-st kKromosoomist
(Goffeau et al., 1996). Pdarmi paardumistiiiibi méarab dra kolmandal kromosoomil asuvas
MAT-lookuses (ingl. k MAT- Mating Type) asuv kas a- voi a-spetsiifilisi valke kodeeriv
jarjestus. Rakkudel, kelle MAT-lookuses on a-alleel, avaldub a-rakkude fenotiilip ning a-
alleeliga rakudel a-rakkude fenotiiiip (Srathern et al., 1981). MAT-lookus koosneb viiest
regioonist: W, X, Y, Z1 ja Z2, millest raku paardumistiiiibi spetsiifilised valgud kodeeritakse
Y segmendilt (Nickoloff et al., 1986). Lisaks MAT-lookusele on parmil kolmandas
kromosoomis olemas ka paardumistiiiibi geenide vaigistatud koopiad (nimetatakse ka
doonorjérjestused) HMLa ja HMRa, mis on pakitud heterokromatiini (Nasmyth, 1982) ning
on kaitstud igasuguse endonukleaasse aktiivsuse, kaasaarvatud HO-endonukleeasi eest
(Connolly et al., 1988).

1.6 Pagaripirmi paardumistiiiibi vahetus
Haploidsetel a- ja a-rakkudel on voime mitootilisel jagunemisel saada jarglasi molemast
haploidsest paardumistiiiibist (Hicks ja Herskowitz, 1976). Seda, kas paardumistiiiibi vahetus
saab toimida, méaérab dra HO-geen (Winge ja Roberts, 1949). Nimetus HO viitab
homotallismile, mis kujutab elutsiiklit, kus iiksikust haploidsest rakust v3ib jagunemiste
kaigus areneda diploidsete rakkude jérglaskond. Selle eelduseks on rakkude voime
paardumistiiiipi vahetada. Heterotallilises elutsiiklis seevastu moodustuvad diploidid ainult
juba algselt erinevate paardumistiiiipidega rakkude vahel. Homotallilistel tiivedel on see geen
funktsionaalne (tdhistatakse HO) ning heterotallilistel defektne (téhistatakse ho).
Laboritiivedes on eksperimentides lihtsuse mottes enamasti kasutusel ho variant, mis
kindlustab, et rakud ei vaheta katse jooksul paardumistiiiipi ega moodusta diploide. HO

tiivedes vahetub paardumistiiiip iga rakujagunemisega (Hicks ja Herskowitz, 1976).

Paardumistiilibi vahetuse indutseerib HO-geeni produkti HO-endonukleaasi tehtud
kaheahelaline katke MAT-lookuses (Strathern et al., 1982). HO-endonukleaasi
ekspresseeritakse ainult haploidsete emarakkude rakutsiikli G1 faasis (Jensen ja Herskowitz,
1984), kuid galaktoosiga indutseeritava promootoriga konstrueeritud HO-geeni on galaktoosi

sO0tmesse lisades voimalik ekspresseerida igas rakus ning rakutsiikli faasis (Nasmyth, 1987).
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Paardumistiiiibi vahetus toimub geenikonversiooni mehhanismiga. HO-endonukleaas tunneb
dra ja teeb 10ike 24-aluspaarisesse jarjestusse MAT lookuse Y/Z segmentide piiril (joonis 3)
(Nickoloff et al., 1986), mille jarel toimub 5’-3° suunaline DNA lagundamine u 1 nukleotiid
sekundis (joonis 4) (Fishman-Lobell et al., 1992). Kui 3’ iileulatuvad otsad on tekkinud,
seostub nendega tiheahelalist DNA-d siduv kompleks RPA (ingl k. Replication protein A),
mis asendatakse Rad52 valgu vahendusel (Sugawara et al., 2003) Rad51 rekombinatsiooni
valguga (Wang ja Haber, 2004), mis vahendab homoloogse piirkonna (doonorjérjestuste)
otsimist, et initsieerida rekombinatsiooni. Seejérel toimub Z-segmendi poolse 3’ otsa saba
sissetung homoloogsesse dupleksisse, mille jéargi pikendatakse 3’ saba komplementaarsuse
alusel. Rekombinatsioon toimub MATa rakkudel HMLa ning MATo rakkudel HMRa
jarjestustega, kusjuures doonorjarjestused protsessi kdigus ei muutu, vaid neid kasutatakse
ainult geenikonversiooni matriitsina. Seejérel teeb Rad1-Rad10 endonukleaas 15ike MAT-
lookuse Y ja X jérjestuse vahele, mida 5°-3” suunalise eksonukleaasse aktiivsusega ei
eemaldatud ning algne Y jarjestus eemaldub MAT-lookusest (Fishman-Lobell et al., 1992).
Peale esimese ahela siinteesimist MAT-lookusesse siinteesitakse selle abil ka

komplementaarne ahel.

HO-endonukleaasi indutseeritud DNA kahehahelalise katke tegemise siisteemi on laialt
kasutatud kaheahelalise katke parandamise ja ka homoloogse rekombinatsiooni uurimisel.
Galaktoosi kontrolli all olevat promootorit saab aktiveerida lisades kasvukeskkonda
galaktoosi ning seejarel inaktiveerida kasvatades rakke gliikkoosiga so6tmes. Tanu sellele on
eksperimentides voimalik HO-endonukleaasi ekspresseerida valitud aja viltel soovitud hetkel.
HO-endonukleaasi indutseeritud kaheahelaline DNA katke on viga spetsiifiline, kuna HO-
endonukleaasi puhul on teada tipne katke tegemise asukoht MAT-lookuses ning terve parmi
genoomi kohta tehakse tépselt liks katke. Katke toimumise kontrolliks on disainitud ka
sellised PCR reaktsioonis kasutatavad praimerid, millest iiks seondub iihele ning teine teisele
poole HO-endonukleaasi 16ikekohta. Juhul kui MAT-lookuses on a-jérjestus,
amplifitseeritakse lookuselt 1 kb produkt ning kui a-jérjestus, siis 1,1 kb produkt (joonis 5).
PCR produkti puudumine viitab HO-endonukleaasi tehtud katkele. Kuna a- ja a- jarjestustelt
amplifitseeritav PCR produkt erineb 100 ap vorra, saab sellise PCR reaktsiooniga kontrollida
ka paardumistiiiibi vahetust ning seega HO-endonukleaasi ekspressiooni. Kirjeldatud lihtsasti
rakendatav kontrollsiisteem pdhjendab HO-endonukleaasi tehtud kaheahelalise DNA katke

kasutamise valikut teadustdos.
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Joonis 3. Geenikonversiooni mudel. Kujutatud on geenikonversioon MATa lookusest MATa
lookuseks. Doonorjarjestused on vaigistatud lithikeste heterokromatiinsete regioonidega

(joonisel kaetud diagonaalsete triipudega) (Haber, 2012, modifitseeritud).
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Joonis 4. MAT-lookuse vahetuse mehhanism MATa lookusest HMLa lookuseks. Peale

HO-endonukleaasi kaheahelalise katke sooritamist Z ja Y fragmendi vahel toimub 5°-3’
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suunaline kaheahelalise katke otste lagundamine. Rad51 valk seondub 3’ otsale ning
moodustunud kompleks otsib doonorjérjestuse homoloogiat. Kui doonorjérjestus on leitud,
toimub sissetung homoloogsesse dupleksisse ning doonorjérjestus kopeeritakse. Peale algselt
alles jadnud Y jarjestuse eemaldamist siinteesitakse lookusesse komplementaarsuse alusel ka

teine ahel (Haber, 2012, modifitseeritud).

HO
—_ —
3. kromosoom NI /I

1.0 kb produkt

HO _
3. lromosoom MM

1.1 kb produkt

Joonis 5. Parmi kolmas kromosoom. Joonisel on ndha parmi kolmandal kromosoomil
asuvat MAT-lookust ning doonorjarjestusi HMLa ning HMRa. MAT-lookuses on nédidatud
HO-endonukleaasi 16ikekoht ning seda timbritsevatelt aladelt voimendatavad 1.0 kb a-
spetsiifiline produkt ning 1,1 kb a-spetsiifiline produkt. Autori poolt modifitseeritud joonis on

périt Henel Seinalt.

1.7 DNA kaheahelaliste katkete parandamine mittehomoloogsete otste iihendamise
mehhanismiga
Kaheahelaliste DNA kahjustuste parandamine on rakus hddavajalik, et dra hoida raku surma,
kartsinogeneesi voi terve kromosoomi ,,0la* kadumist mitoosi kédigus. Rakkudel on
kaheahelalise DNA kahjustuse parandamiseks kaks pohilist suunda: homoloogiline
rekombinatsioon ning mittehomoloogsete otste ithendamine (NHEJ- ingl k. nonhomologous
end joining). HO-endonukleaasi 16ike puhul toimub homoloogiline rekombinatsioon 90%
ning NHEJ 10% tdenédosusega, kusjuures paardumistiiiibi vahetus toimub vaid homoloogilise
rekombinatsiooniga (Haber, 2012). NHEJ mehhanismil osalevad mitmed valgukompleksid.
Hdf1/Hdf2 kompleks seondub DNA otstele ning vahendab Mrel1/Rad50/Xrs2
valgukompleksi seondumist, millel on katke otsi ithendav funktsioon ja viimase sammuna

ligeerib Dnl4/Lifl kompleks DNA otsad kokku (Chen et al., 2001).
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1.8 Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid kaheahelalise DNA katke
parandamises
Erinevate uurimuste tulemustena on néidatud, et histooni ,,sabade* modifikatsioonid
mangivad otsest rolli nii DNA parandamise ldbiviimisel kui ka parandamisviisi valikul.
Mudelorganismis Schizosaccharomyces pombe viib kaheahelalise katke korral Gen5-soltuv
H3K36 atsetiileerimine homoloogilise rekombinatsioonini, kuid Set2-sdltuv H3K36
metiileerimine mittehomoloogse otste iihendamiseni (Pai et al., 2014). Kui ainsaks
voimalikuks kaheahelalise katke parandamise mehhanismiks rakus on NHEJ, viheneb
kaheahelalist katket iimbritsevatel aladel H4K 16 atsetiileerimine 40-50% (Jazayeri et al.,
2004) ja H4K8 atsetiileerimine suureneb liihiajaliselt (Downs et al., 2004). Lisaks on S.pombe
puhul ndidatud, et H3K 14 atsetiileerimine on vajalik DNA kahjustuse kontrollpunkti
aktivatsiooniks (Wang et al., 2012), sest H3K14 atsetiileerimine reguleerib otseselt kromatiini
kompaktsust, neutraliseerides H3K 14 positiivset laengut ja varbab ka kromatiini
remodelleerimise valgu kompleksi RSC (Remodels the Structure of Chromatin) (Kasten et al.,
2004). Kuna H3K14 atsetiileerituse tase suureneb 2 kb kaugusel DNA kahjustuse kohast, kuid
mitte enam 16 kb kaugusel, seostatakse H3K 14 atsetiileerimist otseselt katke toimumise
kohaga (Wang et al., 2012). Uurimisto6d pagariparmis Vviitavad, et atsetiileeritud H3K14 roll
vérvata RSC kompleks on seotud ATM/ATR sensorkinaaside toomisega katke kohale ning
seeldbi H2A fosforiileerimisega (Liang et al., 2007). Fosforiileeritud H2A viib omakorda
kromatiini remodelleeriva kompleksi INO80 virbamisele kaheahelalise katke juurde, mis on
vajalik katke protsessimisel iiheahelaliseks DNA-ks (van Attikum et al., 2004). Pagariparmis
voivad HAT-id fiitisiliselt seonduda Ku70 DNA parandamise valguga (Barlev et al., 1998),
mis viitab samuti atsetiileerimise seosele DNA parandamisega. Homoloogiline
rekombinatsioon indutseerib histoonide H3 ja H4 N-terminaalsete liisiinide atsetiileerimist
kaheahelalist katket iimbritsevatel aladel histooni atsetiilaaside GenS ja Esal poolt, millele
jargneb H3 ja H4 deatsetiileerimine Sir2, Hstl ja Rpd3 poolt (Tamburini ja Tyler, 2005).
Pagariparmis on tehtud katse, kus H3 liisiinid positsioonides 9, 14, 18, 23 ja 27 muteeriti
erinevates kombinatsioonides arginiiniks, mimikeerides seega atsetiileerimata liisiine. Kui
rakke toodeldi DNA-s kaheahelalisi katkeid tekitava kemikaaliga MMS siilis rakkudel tdielik
eluvdime juhul, kui 14. ja 23. positsioonis olevad liisiinid olid muteerimata, mis viitab nende
positsioonide atsetiileerimise olulisusele kaheahelaliste katkete parandamises (Qin ja Parthun,
2002).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To0 eesmirk

Kaesoleva to6 eesmérkideks oli:

1. Konstrueerida galaktoosiga indutseeritava promootori kontrolli all olev HO-
endonukleaasi ekspresseeriv (GAL-HO) plasmiid.

2. Integreerida GAL-HO ekspressioonikassett pagariparmi tiivesse, milles genoomsed H3
ja H4 histoone ekspresseerivad jarjestused on deleteeritud ning milles metsiktiitipi H3
ja H4 geenikoopia ekspresseerub plasmiidilt.

3. Vahetada saadud péarmitiives metsiktiiiipi H3 ja H4 histoone ekspresseeriv plasmiid
viélja erinevate mutantset H3 histooni ekspresseerivate plasmiidide vastu (H3K9R,
H3K14R, H3K23R, H3K9,14,23R ja kontrolliks ka wt H3).

4. Vorrelda saadud histoon H3 atsetiileerimises defektseid parmitiivesid metsiktiilipi
histoone ekspresseeriva tiivega HO-endonukleaasi poolt tekitatud kaheahelalise DNA

katke juuresolekul.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud tiived, plasmiidid ja s66tmed

Kéesolevas t60s kasutatud parmitiivi AKY202 on valmistatud tiive W303 baasil (Thomas ja
Rothstein, 1989). Mutantseid histoon H3 geene ekspresseerivad plasmiidid olid valmistatud
HIS3 markergeeniga pRS413 plasmiidi pohjal meie laboris. HO-endonukleaasi ekspresseeriv
pRS412_GAL_HO plasmiid saadeti meile Dr. Jeff Thompsoni poolt infoga, et HO-
endonukleaasi ekspressiooniks vajaliku promootori, HO-endonukleaasi kodeeriva jarjestuse
ning terminaator alaga fragment on plasmiidi sisestatud Sall ja EcoRlI restriktaasidega ning
fragmendi pikkus on 3500-4000ap. Lisaks on antud plasmiidis ADE2 markergeen, E.coli
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replikatsiooni alguspunkt, ampitsilliini resistentsusgeen (AmpR) ning parmi tsentromeerne
jarjestus (ARS/CEN), mis voimaldab vektorite replitseerumist parmirakkudes ja
segregatsiooni mitoosis. Tiivede ja plasmiidide nimetused, genotiiiibid ja autorid on vélja
toodud vastavalt Lisas 2 ja Lisas 3. T60s kasutatud s66tmete koostised ja kasutamise

eesmaérgid on vélja toodud Lisas 1.

2.2.2 Agaroosgeelelektroforees

Kéesolevas t60s labiviidud PCR-i, restriktsioonanaliiiisi- ja kloneerimisproduktide kontrolliks
kasutati DNA analiiiisiks agaroosgeelelektroforeesi. Soltuvalt uuritava DNA
nukleotiidjarjestuse pikkusest kasutati 0,8-1,2 % agaroosgeeli, mille valmistamisel kasutati 1x
TAE puhvrit (40 mM Tris-atsetaat; 1 mM EDTA,; pH 8), vastav kogus agaroosi ja
etiiddiumbromiidi (EtBr) (0,5ug/ml).

2.2.3 DNA eraldamise meetodid

DNA eraldamine pirmirakkudest liitiumatsetaadi meetodil

Esmalt kasvatati parmirakke 3-4 66pdeva 30°C juures tardsootmega tassidel, valiti sobivad
kolooniad ning kasvatati neid YP vedelsootmes {ile66 30°C juures. Rakud tsentrifuugiti ja
voeti iiles 100 pl-s LIOAc+SDS puhvris, hoiti 15 min 70°C juures ning lisati 300 pl 96%
piiritust. Seejarel hoiti proove 1 min toatemperatuuril, rakud tsentrifuugiti 3 min 13 000 rpm
juures lauatsentrifuugis (Eppendorf Centrifuge 5415 R) kokku ning supernatant eemaldati.
Sadet kuivatati 20 min 40°C juures ning seejarel voeti tiles 100 pl-s TE-puhvris, tsentrifuugiti

1 min 13 000 rpm juures ning supernatant eraldati uude tuubi (Ldoke et al., 2011).

Plasmiidse DNA eraldamine bakterirakkudest

Ampitsilliini sisaldavatel selektiivplaatidel kasvanud kolooniatest valiti kaks kolooniat ning
neid kasvatati iiledd 3 ml LB so6tmes, millesse oli lisatud ampitsilliini 16pp-
kontsentratsiooniga 100 pg/ml. Plasmiidne DNA eraldati kasutades FavorPrep Plasmid

Extraction Mini Kit’i vastavalt tootjapoolsele juhendile.
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Lineaarsete DNA fragmentide puhastamine preparatiivsest geelist

Esmalt viidi 14bi restriktsioon, milles 1digati proov lineaarseks, seejérel lisati proovile
Loading Dye (Thermo Scientific), proovid kanti preparatiivsele geelile (soltuvalt DNA
nukleotiidjérjestuse pikkusest agaroosi, EtBr ja 1x TAE puhver) ning geelist soovitud
pikkusega UV all vilja 16igatud (masin UVP Model White/UV TMW-20 Transilluminator)
DNA fragmendid puhastati kasutades FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit’i vastavalt

tootjapoolsele juhendile.

Lineaarsete DNA fragmentide sadestamine

Restriktaasiga lineariseeritud proovile (10 pl) lisati 190 pl TE puhvrit (10Mm Tris, 0,1 mM
EDTA), 20 ul 3M NaAc, 1 ul gliikogeeni, 600 ul 96%-list piiritust ning hoiti 30 minutit 20°C
juures. Proove tsentrifuugiti 15 min 13200 rpm, supernatant eemaldati ja sadet pesti 500 pl
70%-lise etanooliga. Seejarel tsentrifuugiti proove 10 min 13200 rpm, supernatant eemaldati

ning sade lahustati 40 pl vees.

2.2.4 Kloneerimine

DNA restriktsioonid

DNA restriktsioonid viidi 1dbi 37°C juures iiledd. Reaktsioonisegu sisaldas ldigatavat DNA-d,
vastavalt DNA hulgale sobivas koguses restriktaasi, restriktaasile vastavat puhvrit ning 20 pl-
ni vett. Nii restriktaasid kui ka puhvrid olid firmalt Thermo Fisher Scientific (USA).

Fosfataasitootlus

20 ul restriktsioonisegule lisati 1 U SAP (Shrimp alkaline phosphatase) fosfataasi firmalt

Fermentas. Proovi inkubeeriti 30 min 37°C juures.
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DNA ligeerimine

DNA ligatsioonil segati kokku 20 pl reaktsioonisegu ning segu hoiti {ile66 temperatuuril
17°C.

1. pBlueScript SK ja ADE2 fragment:

DNA ligatsioon tehti 20 pl-s: 2 pl puhvrit, 1 pl T4 DNA ligaasi, 12 ul ADE2 fragmenti, 5 pl
lineaarset pBlueScripti. Kontrolliks tehti segu, kus ADE2 fragmendi asemel kasutati 12 pl

vett.
2. pBlueScriptSK_ADE?2 ja GAL_HO fragment:

DNA ligatsioon tehti 20 pl-s: 2 pl puhvrit, 1 ul T4 DNA ligaasi, 14 pl GAL _HO fragmenti, 3
ul lineaarset pBlueScript ADE2. Kontrolliks tehti segu, kus GAL HO fragmendi asemel
kasutati 14 pl vett.

Plasmiidse DNA transformatsioon

Kompetentsetele E.coli DH5a rakkudele (100 ul) lisati 20 ul ligatsioonisegu. Rakke hoiti 25
min jdil, seejdrel 1 min 42°C juures ning jahutati jadl. Segule lisati 800 ul LB-sdddet,
inkubeeriti 1h 37°C juures, tsentrifuugiti 3500 rpm 1 min, eemaldati enamus s66tmest. Rakud
resuspendeeriti allesjdédnud s66tmes ning plaaditi ampitsilliini sisaldava s66tmega plaatidele
(siin t60s kasutatud plasmiididel on ampitsilliini resistentsusgeen) ning pandi 37°C juurde

kasvama.

2.2.5 Saccharomyces cerevisiae plasmiidi transformatsioon liitiumatsetaadi meetodil
Pérmitiivesid AKY?202 ja AKY 1513 kasvatati YPD tassidel 3 60pédeva 30°C juures. Seejirel
kasvatati rakke iile6d 15 ml-is YPD vedelsootmes 30°C juures loksutil (Excella E25
Incubator Shaker Series). Eppendorfi tuubidesse pandi 1,5ml rakususpensiooni, mida
tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 3 min 5000 rpm juures. S66de eemaldati, rakke pesti 500 pul 1x
LiOAc+TE lahusega, tsentrifuugiti 3 min 5000 rpm juures. Peale s66tme eemaldamist

lahustati rakusade 40 pl-is LIOAC+TE-s ja lisati 7 pl eelnevalt 95°C juures 6-7 minutit
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denatureeritud ja jdil jahutatud carrier DNA-d. Segati kokku transformatsioonisegud, mis
sisaldasid 100ng plasmiidset DNA-d ning 50 ul rakke.

1) pBlueScript_ ADE2_GAL_HO plasmiidi transformatsioonil: {ihte tuubi 50 ul LIOAc+
TE-s lahustatud rakke ja 100ng sadestatud plasmiidi, teise tuubi 50 ul rakke ja 100ng
preparatiivsest geelist puhastatud plasmiidi. Positiivsesse kontrolli lisati 50 ul rakke ja 100ng

pRS412 GAL HO plasmiidi ning negatiivne kontroll sisaldas 50 pl rakke koos carrier DNA-
ga.

2) Mutantseid H3 histoone ekspresseerivate plasmiidide transformatsioonil: 50 pl
LiIOACc+TE-s lahustatud rakke ja 100 ng plasmiidset DNA-d.

Transformatsioonisegud seisid 5 min toatemperatuuril, peale mida lisati 300 pl
LIOAC+TE+PEG lahust, segati vortexil (Scientific Industries Vortex-Genie 2) ja hoiti
toatemperatuuril 5 min. Lisati 30 ul DMSO-d, segati uuesti vortexil ning tehti 42°C juures 10
min kuumasokk. Proove tsentrifuugiti 3 min 3000 rpm juures, eemaldati supernatant, sade

lahustati 150 ul steriilses vees ning plaaditi tardso6tmega tassidele.

2.2.6 Lineaarse DNA fragmendi sisestamine pirmi genoomi homoloogilise
rekombinatsiooni teel

Antud t60s sooviti HO-endonukleaasi kodeeriv jirjestus sisestada parmi genoomi. Selleks
konstrueeriti plasmiid, kus lisaks HO-endonukleaasile oleks ka ADE2 markergeen, millel on
homoloogia parmi genoomis. Tsirkulaarne plasmiid 1digati genoomi integreerimiseks Afll1
restriktaasiga katki just ADE2 geenist, et lineaarse fragmendi otstel oleks parmi genoomiga
homoloogia, mis kindlustaks homoloogilise rekombinatsiooni toimumise ning lineaarse

konstrukti koosseisus oleva GAL-HO-endonukleaasi integreerumise parmi genoomi.

2.2.7 DNA kaheahelalist katket tegeva tiive kontrollsiisteem
Geelist puhastamise ja sadestamise teel saadud lineaarsete plasmiididega transformeeritud
rakke kasvatati adeniinita selektiivtassil 3-4 66paeva 30°C juures. Kummagi meetodiga
saadud DNA-ga transformeeritud rakkudest valiti vélja kolm kolooniat, mida kasvatati tile66
rafinoosiga vedels66tmes 30°C juures. Hommikul tosteti sealt 1,5 ml rakususpensiooni
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Eppendorfi tuubidesse. Rakud koguti tsentrifuugides, s6ode eemaldati ning DNA puhastati
PCR-i tarbeks liitiumatsetaadi meetodil (PCR reaktsioonide programmid ja kasutatud
praimerid on vilja toodud Lisas 4, vastavalt Tabel 4 ja Tabel 5). Ulejinud rakud
tsentrifuugiti 15 ml Falconi tuubis Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C masinaga 2000 rpm
5 minutit, rafinoosiga sd6de eemaldati ning rakkudele lisati galaktoosiga s66de. Rakke
kasvatati 2h 30°C juures loksutil ning korrati liitiumatsetaadiga DNA eraldamist 1,5 ml
rakususpensioonist. Allesjadnud rakkudelt eemaldati galaktoosiga so6de ning rakud pandi
kasvama gliikkoosiga s66tmesse, kasvatati 2h 30°C juures loksutil ning puhastati sama

meetodiga PCR-i jaoks DNA.

2.2.8 Plasmiidivahetus

Mutantseid H3 histoone ekspresseerivad plasmiidid (K9R, K14R, K23R, K9,14,23R)
transformeeriti liitiumatsetaadi meetodil AKY 1513 tiivesse. Transformeeritud rakke kasvatati
ile66 30°C juures YPD tassidel ning tembeldati jargmisel paeval edasi histidiinita 5-FOA

tassidele, et eemaldada AKY 1513 tiives olevad URA3 markergeeni sisaldavad plasmiidid.

2.2.9 Lahjenduste rea analiiiis

Vordlemaks metsiktiitipi histoonidega rakkude kasvu erinevaid mutantseid H3 histoone
ekspresseerivate rakkudega juhul, kui on indutseeritud HO-endonukleaasiga kaheahelalise
katke tegemine, valmistati esmalt nii gliikoosiga kui ka galaktoosiga SC tardso6tmed. Seejarel
tehti rakkudest kiimnekordsete lahjenduste read vees (rakukultuuri tihedust moodeti
rakuloenduriga Zmw COULTER COUNTER Cell and Particle Counter, Beckman Coulter) nii,
et suurima tihedusega lahjenduses oli 10 000 rakku/pl ning vdikseimas 1 rakk/ul. Saadud
lahjendustest kanti 5 ul tilkadena lahjenduste read nii gliikkoosiga kui ka galaktoosiga
tards6otmetele. Enne tulemuste analiitisimist kasvatati rakukultuure 3-4 66paeva 30°C juures.
2% galaktoosiga ja 2% gliikoosiga selektiivsdotmele tehti lahjenduste rea analiiiisi kahes

korduses, 1% galaktoosiga s66tmele iihes korduses.
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2.3 Tulemused. Arutelu

2.3.1 HO-endonukleaasi ekspresseeriva tiive konstrueerimine

T606 eesmérgiks oli uurida DNA kaheahelaliste katkete parandamist histoonmutantsetes
tiivedes, kus kaheahelalised katked tekitatakse HO-endonukleaasi poolt. Selleks tuli esmalt
luua parmitiivi, mille genoomi oleks integreeritud galaktoosiga indutseeritava promootori
kontrolli all olev HO-endonukleaasi ekspresseeriv jarjestus. Kuna meile saadetud
pRS412_GAL_HO plasmiid sisaldas ARS/CEN jarjestust, ei sobinud see parmi genoomi
integreerimiseks ning kloneerimiseks valiti pBlueScript SK plasmiid.

2.3.2 Plasmiidi pBlueScript_ADE2 kloneerimine

Integreerimiseks sobivat plasmiidi hakati iiles ehitama pBlueScript SK plasmiidi pShjal, mis
sisaldab ka ampitsilliini resistentsusgeeni. Antud plasmiid 15igati lineaarseks BamHI
restriktaasiga ning sellele tehti fosfataasi tootlus. Jirgmisena 16igati plasmiidist pRS412 BgllI
restriktaasidega valja ADE2 markergeen, fragmendid puhastati geelist ning sooritati lineaarse
pBlueScript SK ning ADE2 fragmendi kokku ligeerimine. Saadud plasmiid transformeeriti

DHS5a kompetentidesse ning paljundati seal tiles.

2000
1 2 3 - 5 6 7 8 /

Joonis 6. Koloonia PCR pRS413F ja pRS413R praimeritega pBlueScript_ ADE2 kloneerimise

kontrolliks. Radadel 1-6 on erinevatest bakterikolooniatest saadud PCR-i produktid, 7. rajal
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on kontroll tagasi kokku ligeerinud pBlueScript vektoriga ning 8. rajal marker (1kb Thermo

Scientific GeneRuler DNA ladder) véiljatoodud suurustega.

ADE?2 fragmendi plasmiidi sisenemise kontrolliks tehti PRS413F ja PRS413R praimeritega
koloonia PCR (joonis 6). Praimerid seonduvad kumbki erinevale poole ADE2 markergeeni
timbritsevale piirkonnale. Juhul kui ADE2 markeri lisamine plasmiidi on dnnestunud,
voimendatakse 2300 aluspaarine produkt. Kui toimub pBlueScripti tagasi kokku ligeerumine

ilma ADE2 fragmendi sisenemiseta, pole PCR produkt detekteeritav (joonis 6, rada 7).

Jargnevalt puhastati pBlueScript ADE2 plasmiid bakterirakkudest FavorPrep Plasmid
Extraction Mini Kit juhendusel.

Joonis 7. Kujutatud on pBlueScript plasmiidi, millesse on kloneeritud ADE2 markergeen
(pBlueScript_ ADE?2).

Saadud plasmiidi kontrolliti ka restriktsioonanaliiiisiga. Kuna ADE2 markergeeni sisaldav
fragment oli eelnevalt vilja 1digatud BgllIl restriktaasiga ja pBlueScript oli lineaarseks

16igatud BamHI restriktaasiga, vois ADE2 fragment plasmiidi siseneda molemat pidi.

Kontrollimaks, mis suunaliselt on ADE2 markergeen plasmiidi sisenenud, oli voimalik
kasutada EcoRYV restriktaasiga kontroll-16ikust. Antud ensiitimil on pBlueScript ADE2
plasmiidis kaks 16ikekohta, millest iiks asub ADE2 geeni sees ning teine
multikloneerimisjérjestuses (joonis 7). Kui ADE2 sisenes joonisel 7 noolega kujutatud suunas,
tekivad restriktsioonanaliiiisil 548 ap ja 4626 ap pikkused fragmendid, kui teistpidi siis 1716
ap ja 3494 ap pikkused fragmendid. Analiiiisist selgus, et ADE2 marker on koloonias nr 2

sisenenud joonisel kujutatud suunas (joonis 8). Koloonias nr 1 on aga segu molemat pidi
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sisenenud fragmendiga plasmiididest. Edasi otsustati kasutada kolooniast nr 2 saadud

plasmiidi.

Joonis 8. ECORV-ga restriktsioonanaliiiis 0,8% agaroosgeelil. Rajal 1 on koloonia nr 1, rajal 2
on koloonia nr 2 ja rajal 3 on marker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder)

viljatoodud suurustega.

2.3.3 Plasmiidi pBlueScript. ADE2_GAL_HO kloneerimine

Jargnevalt kasutati ensiitime Sall ja EcoRl, et plasmiidist pRS412_ GAL HO vilja 1digata
GAL _HO fragment. Samade ensiilimidega 16igati lineaarseks ka pBlueScript ADE2 plasmiid.
Restriktsioonid kanti preparatiivsele geelile (0,8% agaroosi ja EtBR 1x TAE puhvris) ning
GAL_HO fragment ja lineaarne pBlueScript_ADE?2 16igati UV all geelist vilja. Fragmendid
puhastati geelist FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit’i juhendusel ning ligeeriti kokku
(joonis 9). Plasmiid pBlueScript. ADE2_GAL_HO paljundati E. coli DH50 kompetentsetes

bakterirakkudes iiles.
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Joonis 9. Kujutatud on pBlueScript plasmiidi, millesse on kloneeritud nii ADE2 markergeen
kui ka HO-endonukleaas (pBlueScript. ADE2_GAL_HO).

Selektiivplaadilt valiti kaks bakterikolooniat, millest eraldati plasmiidne DNA FavorPrep
Plasmid Extraction Mini Kit i tootjapoolse juhendi jargi. Enstiiimide EcoRlI ja Sall 16ikusega
kontrolliti GAL_HO fragmendi sisenemist pBlueScript ADE2 plasmiidi. pBlueScript ADE2
plasmiid on 5210 aluspaari pikk ja GAL_HO fragment 3500-4000 aluspaari pikk.
Fragmentide pikkusi markeri suurustega vorreldes saab kinnitada, et GAL HO fragmendi

kloneerimine plasmiidi dnnestus (joonis 10).
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Joonis 10. Radadel 1 ja 2 on ndha vastavalt valitud kolooniatest 1 ja 2 eraldatud plasmiidse
DNA 16ikus EcoRlI ja Sall restriktaasidega kujutatud 0,8% agaroosgeelil. Rajal number kolm
on marker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder).
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Jargnevalt oli vaja leida selline restriktaas, mis 16ikaks kloneeritud plasmiidi ADE2
markergeeni seest ning vdoimaldaks seega kogu konstrukti integreegimist pdrmi genoomi.
Meile saadetud pRS412 GAL HO plasmiidi puhul oli teada, milliste ensiilimidega saab vélja
1digata HO-endonukleaasi ekspresseerivat fragmenti. Samas ei olnud teada tdpne nukleotiidne
jarjestus ega restriktaaside 10ikekohad ning seega oli vajalik kontrollida, millised enstitimid
16ikavad konstrueeritud pBlueScript. ADE2_GAL_HO plasmiidi lineaarseks ainult ADE2
markergeeni seest.

Restriktsioonanaliiiisiks valiti vilja kolm voimalikku ensiitimi: ECORV, Aflll ja Stul. Plasmiidi
pBlueScript. ADE2 GAL HO Idikamisel selgus, et lisaks ADE2 jdrjestusele oli GAL_HO
fragmendis veel 2 ECORYV 16ikesaiti, sest plasmiidi 16ikamisel ECORV restriktaasiga ilmus
geelil 3 erineva pikkusega fragmenti (joonis 11). Lineaarseks 16ikamine onnestus nii Aflll kui

ka Stul restriktaasidega, millest edasi otsustati kasutada AflII ensiitimi.
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Joonis 11. Rajal 1 on marker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder) viljatoodud
suurustega. Radadel 2 ja 3 on plasmiidi pBlueScript. ADE2_GAL_HO 16igatud Aflll
restriktaasiga, radadel 4 ja 5 ECORV restriktaasiga ja radadel 6 ja 7 Stul restriktaasiga. Iga

restriktaasiga kontrolliti kahest kolooniast puhastatud plasmiidi.

Kuna polnud teada, kas parmi transformeerimise efektiivsus soltub sellest, kas kasutada
geelist puhastatud voi sadestatud DNA-d, kasutati parmitiive tegemiseks molema meetodiga
puhastatud AflII ensiiiimiga lineariseeritud pBlueScript ADE2 GAL HO plasmiidi.
Puhastatud lineaarsed plasmiidid transformeeriti liitiumatsetaadi meetodil AKY202
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parmitiivesse, kus need homoloogilise rekombinatsiooni abil integreerusid parmi genoomi.
Molema meetodiga puhastatud DNA-ga saadi adeniinita selektiivplaadil piisaval hulgal
kolooniaid, seejuures oli sadestatud DNA-ga tehtud transformatsioon hinnanguliselt umbes

kolmandiku vorra efektiivsem geelist puhastatud DNA-ga tehtud transformatsioonist.

2.3.4 Galaktoosiga indutseeritava HO-endonukleaasiga DNA kaheahelalist katket
tegeva parmitiive kontroll

Selleks, et kontrollida, kas saadud parmitiivi ekspresseerib galaktoosiga indutseeritavat
kaheahelalist DNA katket tegevat HO-endonukleaasi, kasvatati parmikolooniaid erinevate
suhkrutega sdotmetes. Esmalt kasvatati rakke rafinoosiga vedelsddtmes, mis on parmi poolt
antud suhkrutest kdige vahem eelistatud ning mille puhul pole galaktoosiga indutseeritav
promootor aktiivne. Seejarel asendati rafinoosiga s6ode galaktoosiga vedelso6tmega, mis
aktiveerib ka HO-endonukleaasi ekspressiooni. Lopuks vahetati s66de vilja gliikoosiga
vedelso6tme vastu, mis on parmile esimene siisinikuallika eelistus ning mis inaktiveerib ka
galaktoosi promootori ja seega HO-endonukleaasi ekspressiooni. Suhkrute kasutamine antud
jarjekorras lihtsustas katse tegemist, kuna parmirakke ei pidanud s66tme vahetamisel
eelnevast s6otmest tdielikult puhastama. Piisas supernatandi eemaldamisest ning uue sé6tme
lisamisest, et parmirakud siisinikuallika eelistuse alusel uut lisatud suhkrut kasutama
hakkaksid. Kdigist kolmes erinevas so6tmes kasvanud rakkudest eraldati DNA
liitiumatsetaadi meetodil ning sellelt amplifitseeriti PCR-iga MAT-lookuse jérjestus ning
PCR-i reaktsioonid kanti 0,8% agaroosgeelile (joonis 12). PCR-il kasutati HOcut_ CTRL
forward ja HOcut_CTRL reverse praimereid, millega voimendatakse a-rakkudes 1,0 kb
pikkust ning a-rakkudes 1,1 kb pikkust jarjestust MAT-lookuses. Kui HO-endonukleaas on
MAT-lookusesse 16ike teinud, siis on PCR-i matriitsahelas katke ning PCR-i produkti ei ole
voimalik saada. Seetdttu on ka galaktoosis kasvanud rakkudelt saadud signaal ndrgem, kuna
nendes on HO-endonukleaasi ekspressioon pidevalt aktiivne. Kui aga galaktoosiga s66de
vahetada gliikoosiga s66tme vastu, ei toodeta rakkudes enam HO-endonukleaasi ning
rakkudel on voimalik katked &ra parandada. See efekt véljendub gliikoosiga rakkude
tugevamas signaalis. Tekib ka a- rakkudele iseloomulik pikem 1,1 kb produkt, mis tdhendab,

et toimunud on paardumistiiiibi vahetus.
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Joonis 12. Geelipildil on ndha PCR produkte kolooniatest, mille DNA-It amplifitseeriti MAT-
lookus HOcut_ CTRLF ja HOcut_ CTRLR praimeritega. Rajal 1 on marker (1kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder) véiljatoodud suurustega. Valitud kolooniate rakkude
genoomi oli sisestatud kahel erineval viisil puhastatud pBlueScript. ADE2_GAL_HO
plasmiid. Vasakult kolme esimesse kolooniasse (tdhistatud k1, k2, k3, rajad 2-10) oli genoomi
integreeritud geelist puhastatud lineaarne pBlueScript. ADE2_GAL_HO plasmiid ning
jargnevatesse kolme kolooniasse (tdhistatud k1, k2, k3, rajad 11-19) oli genoomi sisestatud
lineaarne pBlueScript. ADE2_GAL_HO plasmiid puhastatud sadestamise meetodil. Iga
koloonia esimesel rajal on rafinoosiga vedelsootmes, teisel rajal galaktoosiga vedelsodtmes
ning kolmandal rajal gliikoosiga vedelsddtmes kasvanud rakkudest puhastatud DNA pealt
amplifitseeritud MAT-lookus. MATa tiivel on voimendatud 1000 ap ning MATa tiivel 1100 ap
pikkune fragment.

Nagu niha joonisel 12, on galaktoosiga vedelso6tmes kasvanud rakkude MAT-lookuse signaal
ndrgem, mis viitab HO-endonukleaasi ekspressiooni aktiveerumisele, kaheahelalise katke
toimumisele ja seetottu ka viiksemale DNA hulgale. Gliikoosis kasvanud rakkudes, kus
inhibeeritakse eelnevalt galaktoosis aktiveeritud HO-endonukleaasi ekspressioon, tekib lisaks
a-paardumistiiiibile iseloomulikule 1 kb PCR produktile ka a-paardumistiiiibile vastav 1,1 kb
pikkune fragment. Jarelikult voib kindlalt viita, et galaktoosiga indutseeritava HO-
endonukleaasi ekspressioonikasseti integreerimine pairmi genoomi dnnestus molemal viisil
puhastatud DNA-ga. Seega onnestus iiks t60 eesmérk, konstrueerida parmitiivi, milles on
galaktoosi lisamisega voimalik indutseerida HO-endonukleaasi 16ikega kaheahelaline DNA
katke.
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2.3.5 Plasmiidivahetus ja kontroll

Tiives AKY202, mille genoomi sisestati antud t66 kédigus galaktoosiga indutseeritava
promootoriga HO-endonukleaasi ekspresseeriv jarjestus ning konstrueeriti AKY 1513 tiivi, on
genoomsed H3 ja H4 geenid deleteeritud ning asuvad URA3 markergeeni sisaldaval
YCP50:HHT2-HHF2 plasmiidil. Kuna selles t60s soovitakse ndidata kaheahelaliste katkete
parandamise efektiivsust tiivedes, kus H3 valitud liisiinijadgid on muteeritud arginiiniks
(K9R, K14R, K23R ja kolmekordne mutant K9,14,23R), mis mimikeerivad atsetiileerimata
lisiine, tuleb sooritada plasmiidivahetus ning AKY 1513 tiives vahetada URA3 markeriga
metsiktiitipi H3 histooni ekspresseeriv plasmiid mutantseid H3 geene kandvate HIS3
markergeeniga plasmiididega (erinevad pRS413 plasmiidid). Et vilistada plasmiidide
erinevustest tulenevaid efekte, vahetati YCP50:HHT2-HHF2 plasmiid vélja ka metsiktiiiipi
H3 histooni kodeeriva pRS413 plasmiidiga. Selleks transformeeriti kas metsiktiitipi H3
histooni vdi erinevaid mutantseid H3 histoone kodeerivate aladega pRS413 plasmiidid selles
t60s valmistatud HO-endonukleaasi ekspresseerivasse tiivesse AKY 1513 eelnevalt kirjeldatud
liitiumatsetaadi meetodil. Valmistatud kahe plasmiidiga tiived kasvatati ile66 30°C juures
YPD tassidel ning tembeldati jargmisel pdeval edasi histidiinita 5-FOA tassidele. 5-FOA on
pagariparmile mittetoksiline tthend, kuid muutub toksiliseks URA3 markergeeniga rakkudes.
URAS geen kodeerib orotiin-5-monofosfaadi dekarboksiilaasi, mis konverteerib 5-FOA
rakkudele toksiliseks tihendiks fluorodeokstiuridiiniks (Boeke et al., 1984). AKY 1513 tiives
oleval algsel metsiktiitipi H3 ja H4 geenidega plasmiidil oli lisaks ka URA3 marker, mistottu
kasvasid 5-FOA so6tmel iiles vaid rakud, kes olid algse metsiktiitipi histoonidega plasmiidi
rakkudest eemaldanud ning omasid vaid neisse transformeeritud mutatsioonidega voi
metsiktiitipi H3 histooniga HIS3 markergeeniga plasmiide. Saadud tiivedest eraldati

plasmiidne DNA liitiumatsetaadi meetodil.

Kuna pRS413 plasmiidis olevatele H3 jarjestustele on lisatud kolmekordne 1E2 epitoop,
sooritati PCR kontroll HHT2F ja H3H4FORL1 praimeritega, et teada saada, kas metsiktiiiipi
histoonil H3 ja epitoobiga histoonil H3 on suuruse vahe ndha. pRS413 plasmiididelt saadud
PCR produktid on pikemad algselt YCP50:HHT2-HHF2 plasmiidilt saadud produktist (joonis
13).
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Joonis 13. PCR kontroll HHT2F ja H3H4FORL1 praimeritega 0,8% agaroosgeelil. Rajal 1 on
marker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder) véljatoodud suurustega, rajal 2
AKY1513, rajal 3 AKY1519, rajal 4 AKY1520, rajal 5 AKY1521, rajal 6 AKY 1522, rajal 7
AKY1523 tiivedest eraldatud DNA-It histoon H3 jirjestusspetsiifiliste praimeritega tehtud
PCR produktid.

Ulejaanud PCR segust sadestati DNA ning 15igati Scal restriktaasiga.

Scal restriktaasil puudub algses metsiktiitipi H3 histooni jérjestuses 16ikekoht ning algselt
YCP50:HHT2-HHF2 plasmiidilt saadud PCR produkti see ensiiiim ei 15ika. Vilja vahetatud
pRS413 plasmiidides on kdigile H3 histooni jérjestustele kodeeriva ala 1oppu lisatud
kolmekordne 1E2 epitoop, mille ette on lisatud ka Scal restriktaasi 1dikekoht. Seega tekib
pRS413 plasmiididelt saadud PCR produkti Scal restriktaasiga 15ikusel 222 ja 634 aluspaari
pikkune fragment (joonis 14).

. 2 NS RN SRS EI

Joonis 14. Restriktsioonanaliiiis Scal restriktaasiga 1,2% agaroosgeelil, markeriks 100bp
Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder. Rajal 1 AKY 1513 tiivest algselt YCP50:HHT2-
HHF2 plasmiidilt saadud PCR produkt, rajal 2 AKY1519, rajal 3 AKY 1520, rajal 4

32



AKY1521, rajal 5 AKY1522, rajal 6 AKY1523 tiivedest pRS413 plasmiididelt saadud PCR

produkt ning rajal 7 marker.

Kuna Scal 16ike tagajérjel on joonisel 14 fragmentide pikkustes ndha erinevusi uute pRS413
plasmiididelt saadud PCR produktide ja algselt YCP50:HHT2-HHF2 plasmiidilt saadud PCR
produkti vahel, on dnnestunud koikides tehtud parmitiivedes vahetada algne plasmiid uue
vastu. Samuti kindlustab see kontrollrestriktsioon, et kdikidest saadud tiivedest on algne
metsiktiitipi H3 histooni kodeeriv plasmiid tdielikult kadunud ning rakkudes on vaid

mutantsete histoonidega plasmiid.

2.3.6 Lahjenduste rea analiiiis

Lahjenduste rea analiiiis voimaldab vdrrelda erinevate parmitiivede kasvuvdimekust
erinevatel tingimustel. Esmalt teostati parmirakkude lahjenduste ridade analiiiis 2%-lise
galaktoosiga tardsdotmega tassil ning tulemust vorreldi 2%-lise gliikkoosiga tardséotmega
tassiga. Tulemusest oli nidha, et galaktoosi tassil, kus toimub pidev HO-endonukleaasi
ekspressioon, on kaheahelaliste katkete ning mutantsete histoonide kooslus parmirakkudele
letaalne igas mutatsioonide kombinatsioonis. Sellel tassil ei suutnud ka metsiktiitipi
histoonidega tiivi AKY 1519 kasvada (joonis 15). Lisaks muutusid véhesed iiles kasvanud
kolooniad punaseks, mis viitab kas ADE2 geeni ning sellega ka HO-endonukleaasi geeni
eemaldumisele genoomist v3i mutatsioonile ADE2 geenis. Punane pigment koguneb
parmirakkudesse ADE2 geeni puudumisel, sest ADE2 geeniprodukt
fosforibostiiilaminoimidasooli karbokstilaas kataliitisib ihte sammu adeniini biosiinteesil ning
adeniini prekursori P-ribosiiiilaminoimidasooli akumuleerumisel oksiideerub see dhu kées
punaseks (Fisher, 1969). See tihendab, et kolooniad, mis ellu jdid, tdendoliselt HO-

endonukleaasi ei ekspresseeri.
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2% Glc 2% Gal

AKY1519 AKY1519

AKY1520 AKY1520
AKYI1521 AKY1521
AKY1522 AKY1522

AKY1523 AKY1523

Joonis 15. Vasakul oleval plaadipildil on parmikultuuride lahjenduste read 2%-lise
gliikoosiga s66tmel ning paremal plaadipildil 2%-lise galaktoosiga so6tmel. AKY 1519 tiives
on metsiktiitipi histoonidega plasmiid, tiivedes AKY 1520, AKY 1521, AKY 1522 ja AKY1523
on vastavalt histoonil H3 muteeritud H3K9R, H3K14R, H3K23R ja H3K9,14,23R
positsioonid.

Kuna 2% galaktoosiga sddtmel ei suutnud isegi metsiktiitipi H3 histoonidega rakud elada,
pani see otsima muud lahendust, kuidas erinevate tiivede kasvuvdimekust galaktoosi
juuresolekul hinnata. Otsustati vihendada galaktoosi kontsentratsiooni ning tehti uued

lahjenduste read 1%-lise galaktoosiga s66tmel.

2% Glc 1% Gal

AKY1519 AKY1519
AKY1520 AKY1520

AKY1521 AKY1521

AKY1522 AKY1522

AKY1523 AKY1523

Joonis 16. Vasakul on ndha 2%-lise glilkoosiga s66tmega tassi ning paremal 1%-lise
galaktoosiga sodtmega tassi. AKY 1519 tiives on metsiktiiiipi histoonidega plasmiid, tiivedes
AKY1520, AKY1521, AKY1522 ja AKY1523 on vastavalt histoonil H3 muteeritud H3K9R,
H3K14R, H3K23R ja H3K9,14,23R positsioonid.
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Jooniselt nr 16 on néha, et iihegi tikskikmutandi puhul ei ole HO-endonukleaasi
ekspresseerivatel tiivedel kasvuvdimekuse osas suurt erinevust vorreldes metsiktiiiipi H3
histooni ekspresseeriva tiivega voimalik méargata. Kiill aga on halvemat kasvu ndha
kolmikmutandi AKY 1523 tiive puhul. Ules kasvanud rakud on kasutanud kas gliikoosi vdi on
suutnud galaktoosi indutseeritud promootoriga HO-endonukleaasi tehtud kaheahelalise katke

dra parandada.

Kaéesolevas to0s ei leitud iihte kindlat H3 histooni liisiinijééki, mille muteerimine arginiiniks
pohjustaks rakkude halvema ellujaamise kaheahelalise DNA katke korral. Samas leiti, et kui
on korraga muteeritud kolm erinevat liisiinijaéki (9., 14. ja 23. lisiin) on rakkude ellujagdmine
kaheahelalise DNA katke korral halvem metsiktiiiipi H3 histooni kodeerivatest rakkudest.
Antud t60s tehtud katsete pdhjal ei ole voimalik 6elda, milline etapp on kaheahelalise katke
parandamisel sellises kolmekordse H3 mutandiga parmitiives vorreldes metsiktiitipi H3
histoonidega parmiga vihem efektiivne. On ndidatud, et konstrueeritud pagaripdrmi tiives, kus
lisaks muteeritud histoonile H3 kombinatsioonis H3K14,23R oli deleteeritud ka histooni
atsetiitiltransferaas HAT1, ilmnes MMS-i tekitatud DNA kaheahelalise katke
rekombinatsioonilises parandamises viga Asflp-soltuval kromatiini assambleerumisel (Qin ja
Parthun, 2002). On ka teada, et histoon H3 14. lisiinijddgi atsetiileerimise tase suureneb
kaheahelalist DNA katket iimbritsevatel aladel ning on vajalik DNA kahjustuse kontrollpuntki
aktivatsiooniks (Wang et al., 2012). Seega voib ka kdesolevas to0s tehtud katsetes defektne
olla nii mone reparatsioonil osaleva valgu funktsioon katke toimumiskohas voi moni

signaalirada, mis rakus kaheahelalise DNA katke kohta infot edastaks.

Kiill aga sai kéesoleva tooga konstrueeritud tivi AKY 1513, milles on HO-endonukleaas
galaktoosiga indutseeritava promootori kontrolli all ning metsiktiitipi H3 ja H4 geenid URA3
markeriga plasmiidil. Sellises tiives on voimalik 5-FOA plasmiidivahetussiisteemiga
metsiktiilipi histooni geenidega plasmiid efektiivselt asendada erinevaid mutantseid histoone
kodeerivate jarjestustega plasmiididega. Kuna meie laboris on olemas nii mutantseid H3 kui
H4 histoone kodeerivate plasmiidide kollektsioon, voimaldab see edaspidi analiiiisida,
millised erinevad mutantsed histoonid on HO-endonukleaasi poolt tehtavale kaheahelalisele
DNA katkele tundlikud ning seega millised histoonide post-translatsioonilised

modifikatsioonid voivad omada rolli DNA reparatsioonis.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t006 eksperimentaalses osas konstrueeriti galaktoosiga indutseeritava promootori
kontrolli all olev HO-endonukleaasi ekspresseeriv plasmiid. See integreeriti Saccharomyces
cerevisiae tiivesse, milles metsiktiitipi H3 ja H4 geenid asuvad plasmiidil ning genoomsed H3
ja H4 jérjestused on deleteeritud. Metsiktiilipi histoonide geenidega plasmiid asendati 5-FOA
plasmiidivahetus siisteemiga mutantseid H3 histoone ekspresseerivate plasmiididega
(H3K9R, H3K14R, H3K23R, H3K9,14,23R ja kontrolliks metsiktiitipi H3 histooniga
plasmiid). Liisiinide arginiiniks muteerimine kujutab endast atsetiileerimata liisiinide
mimikeerimist. Nii loodi H3 atsetiileerimises defektsed parmitiived ning neid vorreldi
metsiktiiiipi histoonidega HO-endonukleaasi ekspresseeriva tiivega. Leiti, et H3K9,14,23R
kolmikmutant oli DNA kaheahelalistele katketele kdige tundlikum, kuid iiksikmutantide

puhul efekti ei ndhtud.

Antud t606 tulemuste pohjal ei ole vdoimalik jareldada, milline mehhanism H3K9,14,23R
kolmikmutantses tiives kaheahelalise katke parandamise puhul héiritud on. Defekt voib
seisneda nii mones katke kohta infot edastavas signaalirajas kui ka mone reparatsioonivalgu

funktsioonis katke toimumiskohas.
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Construction of a Saccharomyces cerevisiae model system to study the importance of

histone H3 acetylation in DNA double strand break repair

Hanna Sein

Summary

Yeast haploid cells can exist in one of two mating types, either a or a.. Two haploid cells can
also mate with cells from the ohter mating type to form an a/a diploid. With every cell cycle,
yeasts are able to change their mating type. The mating type switch is induced by a double
strand break in the MAT-locus made by the HO-endonuclease.

The DSB made by the HO-endonuclease is widely used in studying the reparation
mechanisms of DNA. In the cell nucleus, DNA is compactly packed with histones. It means,
that the reparation of DNA is highly dependent on the histone modifications, which make the
DNA more accessible for the proteins that take part in the reparation process. The
modifications can change the strength of the interactions between histone and DNA molecules
and the level of DNA condensation. One of the best studied modifications is acetylation,

which is mostly connected with transcriptional activation.

In the experimental part of this study, a plasmid expressing the HO endonuclease under the
control of galactose inducible promoter was constructed. It was integrated into a yeast strain,
in which the wildtype histone H3 and H4 genes were situated on a plasmid and the genes of
histone H3 and H4 in the genome were deleted. The plasmids containing the wildtype histone
genes were then replaced using the 5-FOA plasmid shuffle system with another plasmids
expressing different versions of mutated histone H3 (H3K9R, H3K14R, H3K23R,
H3K?9,14,23R and a plasmid with wildtype H3 as control). Changing the lysine residues into
arginine residues mimics unacetylated lysines. The yeasts expressing histone H3 that are
defect in acetylation, were then compared with a yeast strain expressing wildtype histones and
also the HO-endonuclease. It was detected, that the triple mutant (H3K9,14,23R) was the
most sensible one to the double strand break. No efect among the ohter tested mutants was
detected.
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LISAD

Lisa 1

Jargnevas tabelis (Tabel 1) on vilja toodud koik antud t66s kasutatud s66tmed koos nende

koostise ja kasutamise eesmérkidega.

Tabel 1. Kasutatud so6tmete koostis ja kasutamise eesmirk

Soode Koostis Milleks kasutati?
YPD (yeast Tardsdode: Agar 20 g/l, miikoloogiline peptoon | Parmirakkude
extract, 20 g/1, parmiekstrakt 10 g/1, gliikkoos 20 g/I. kasvatamine
peptone, Vedels6dde: Miikoloogiline peptoon 20 g/l,

dextrose) parmiekstrakt 10 g/1, gliikoos 20g/I. Lisaks
kasutati gliikoosi asemel ka galaktoosi voi
rafinoosi kontsentratsiooniga 20 g/l.

LB soode 10g/1 triiptooni, 5g/1 parmiekstrakti, 10g/1 NaCl | Kasutati E. coli tiive
, millele lisati ampitsilliini 16pp- DH5a kasvatamiseks.
kontsentratsioonini 100 pg/ml.

5FOA -HIS | Agar 20 g/l, YNB (Yeast Nitrogen Base) 6,7 Kasutati
g/1, gliikoos 20 g/, liisiin 40 pg/ml, triiptofaan | plasmiidivahetus
40 pg/ml, uratsiil 80 pg/ml, adeniin 20 pg/ml, | siisteemis.
leutsiin 80 pg/ml.

SC -ADE Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/1, gliikkoos 20 g/l, DO- | Kasutati GAL-HO
mix (-ADE -URA —-LEU —TRP —HIS) 2 g/I, ekspressioonikassetti
triiptofaan 40 pg/ml, histidiin 40 pg/ml. integreerumise

kontrolliks.

SC 2% Gilc Agar 20 g/1, YNB 6,7 g/1, gliikoos 20 g/l, DO- | Kasutati lahjenduste rea
mix (-ADE —URA —LEU —TRP —HIS), uratsiil | analiiiisiks.

80 ug/ml, histidiin, leutsiin 80 pg/ml,

45




triiptofaan 40 pg/ml, adeniin 20 pg/ml, liisiin
40 pg/ml.

SC 2% Gal

Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, galaktoos 20 g/l, DO-
mix (-ADE -URA —-LEU —TRP -HIS), uratsiil
80 pg/ml, histidiin, leutsiin 80 pg/ml,
triiptofaan 40 pg/ml, adeniin 20 pg/ml, liisiin
40 pg/ml.

Kasutati lahjenduste rea

analuusiks.

SC 1% Gal

Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, galaktoos 10 g/l, DO-
mix (-ADE —-URA —LEU —TRP —HIS), uratsiil
80 pg/ml, histidiin, leutsiin 80 pg/ml,
triiptofaan 40 pg/ml, adeniin 20 pg/ml, liisiin
40 pg/ml.

Kasutati lahjenduste rea

analuisiks.

DO-MIX

Alaniin, arginiin, asparagiin, aspartaat,

tsiisteiin, glutamiin, glutamaat, gliitsiin,

inositool, isoleutsiin, liisiin, metioniin, para-

aminobensoehape, feniiiilalaniin, proliin, seriin,
treoniin, tiirosiin, valiin.

Segust kasutatakse 1 liitri so6tme kohta 2g.

Kasutati sG0tmetes

aminohapete allikana.
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Lisa 2
Jargnevas tabelis (Tabel 2) on vilja toodud koik kdesolevas to0s kasutatud tiived koos nende

genotiiiipide kirjeldustega ning autoritega.

Tabel 2. Kasutatud tiivede genotiiiibid ja autorid

Tiivi Kirjeldus Autor

AKY202 W303, MAT A, hhtl-hhf1D(LEU2)hht2- Jesper Svejstrup
hhf2D(KanMX) [YCP50:HHT2-HHF2(URA3)]

AKY1513 | W303, MAT A, hhtl-hhfID(LEU2)hht2- Valmistatud antud t66
hhf2D(KanMX) [YCP50:HHT2-HHF2(URA3)] | kiigus

AKY1519 | W303, MAT A hhtl-hhfID(LEU2) hht2- Valmistatud antud t66
hhf2D(KanMX) GAL-HO::ADE2 [pRS413- kiigus
H3H4-3F12-wtH3(H1S3)]

AKY1520 | W303, MAT A hht1-hhfID(LEU2) hht2- Valmistatud antud t66
hhf2D(KanMX) GAL-HO::ADE2 [pRS413- kiigus
H3H4-3F12-H3 K9R(HIS3)]

AKY1521 | W303, MAT A hht1-hhfID(LEU2) hht2- Valmistatud antud t66
hhf2D(KanMX) GAL-HO::ADE2 [pRS413- kiiigus
H3H4-3F12-H3 K14R(HIS3)]

AKY1522 | W303, MAT A hht1-hhfID(LEU2) hht2- Valmistatud antud t60
hhf2D(KanMX) GAL-HO::ADE2 [pRS413- kiiigus
H3H4-3F12-H3 K23R(HIS3)]

AKY1523 | W303, MAT A hht1-hhfID(LEU2) hht2- Valmistatud antud t66
hhf2D(KanMX) GAL-HO::ADE2 [pRS413- kiiigus
H3H4-3F12-H3 K9,14,23R(H1S3)]

47



Lisa 3

Jargnevas tabelis (Tabel 3) on vilja toodud koik kdesolevas toos kasutatud plasmiidide

nimetused koos nende genotiilipide kirjelduste ja péritoluga.

Tabel 3. Kasutatud plasmiidide Kirjeldus ja péritolu

Plasmiid

Kirjeldus

Paritolu

pBlueScriptSK

E. coli Ori, AmpiR

Universaalne
kloneerimisvektor firmalt

Stratagene

PRS412_GAL_HO

ARS/CEN, ADE2, GAL-HO

Saadud Dr. Jeff Thompsoni

kéest

pRS413-H3H4-3F12

ARS/CEN, HIS3, H3-3F12;
H4

Labori plasmiidide

kollektsioon

pRS413-H3H4-3F12-
H3K9R

ARS/CEN, HIS3, H3K9R-
3F12; H4

Labori plasmiidide

kollektsioon

pRS413-H3H4-3F12-
H3K14R

ARSICEN, HIS3, H3K14R-
3F12; H4

Labori plasmiidide

kollektsioon

pRS413-H3H4-3F12-
H3K23R

ARS/CEN, HIS3, H3K23R-
3F12; H4

Labori plasmiidide

kollektsioon

pRS413-H3H4-3F12-
H3K9,14,23R

ARS/CEN, HIS3,
H3K9,14,23R-3F12; H4

Labori plasmiidide
kollektsioon
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Lisa 4

Jargnevates tabelites on vilja toodud koik kdesolevas t6os tehtud PCR reaktsioonide

programmid (Tabel 4) ning nendes kasutatud praimerid koos jérjestuste ning kasutamise

eesmarkidega (Tabel 5).

Tabel 4. PCR reaktsioonide programmid

1. 2. 3. 4. S.
Reaktsiooni I DNA ahelate | 11 DNA Praimerite | DNA Lopetav
praimerid denaturatsioon | ahelate seondumine | siintees | DNA
denaturatsioon siintees
PRS413F 3 min 95°C 25s595°C 30 s 54°C 2 min 5 min
PRS413R 72°C 72°C
HOCUT_CTRLF | 3 min 95°C 30s95°C 255 56°C 1,5min | 5min
HOCUT CTRLR 72°C | 72°C
HHT2F 3 min 95°C 30s95°C 30 s 50°C 45s 5 min
H3H4FOR1 72°C | 72°C

2.-4. osa korrati igal PCR-i reaktsioonil 30 korda.

Tabel 5. PCR praimerite jirjestused ja kasutamise eesmirgid

Praimeri Jérjestus Milleks kasutati?

nimetus

PRS 413F 5’GCGTAATACGACTCACTATAGG3’ ADE2 markergeeni
plasmiidi
sisenemise kontroll

PRS 413R 5’AACAGCTATGACCATGATTACG3’ ADE2 markergeeni

plasmiidi

sisenemise kontroll

HOcut_CTRLF

S’CTCTGGTAACTTAGGTAAATTACAGC3’

MAT lookuses
tekkiva

49




kaheahelalise DNA
katke kontroll

HOcut_CTRLR

S’GAATGATGCTAAGAATTGATTGTTTGC3’

MAT lookuses
tekkiva
kaheahelalise DNA
katke kontroll

HHT2F 5’CTCGGTGTCAAAACATAGTTTG3’ Plasmiidivahetuse
kontroll
H3H4FOR1 5’GCTCTAGACATGGTTTCTTGGGTTATZ3’ Plasmiidivahetuse

kontroll
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Tanuavaldused

Sooviksin siidamest tdnada oma juhendaja Kadrit kannatliku meele eest ning valmidusest alati
aidata hoolimata niddalapaevast voi kellaajast. Tahaksin tdnada ka Arnold Kristjuhanit heade
nduannete eest ning tervet rakubioloogia dppetooli meeldiva seltskonna ning abivalmiduse

eest.
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