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Aadikakarbse valgu Mus101 roll genoomse DNA replikatsiooni initsieerimises

Addikakdrbse valk Mus101 on oluline laadimisvalk genoomse DNA replikatsiooni
initsieerimisel, kuna see aitab laadida kromatiinile teisi regulatoorseid valke ja on vajalik CMG
kompleksi moodustamisel. Genoomse DNA replikatsiooni on palju uuritud péarmis, aga
kdrgemates eukarliootides on selle regulatsioon veel pdhjalikult uurimata. Siinne
bakalaureuseto6 on osa projektist, mille eesmérk on uurida korgemate eukarlootide
replikatsiooni initseerimist ning valgu Mus101 rolli selles protsessis. Selle jaoks loodi t66s
rekombinantsed bakuloviirused, mille abil ekspresseerida valku Mus101, et analiiisida,
millised domeenid on vajalikud teiste replikatsioonis osalevate regulaatorvalkudega
seondumiseks. Planeeriti theksa rekombinantset bakuloviirust, millest Gnnestusid viis ja neid

saab kasutada edasistes projektides.

Marksdnad: valk Musl101, replikatsiooni initsiatsioon, BRCT domeenid, rekombinantsed

bakuloviirused
CERCS B200 Tsutoloogia, onkoloogia, kantseroloogia
The role of fruit flies protein Mus101 in genomic DNA replication initiation

Fruit flies protein Mus101 is an important loading protein in genomic DNA replication
initiation, because it helps other regulatory proteins to bind with chromatin and is vital for
forming the CMG complex. Genomic DNA replication is thoroughly studied in yeast, but in
metazoans its mechanisms are still unclear. This bachelor thesis is part of the project that aims
to research metazoans replication initiation by using the protein Mus101. For that this thesis
created recombinant baculoviruses that can be used to analyse what domains are needed to bind
new proteins and to which domains they bind with. The plan was to create nine recombinant

baculoviruses and five of them were created successfully and can be used in further research.
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KASUTATUD LUHENDID

AAD — ATR-i aktiveeriv domeen (ATR activation domain)

ATR — ATM-Rad3’ga seotud (ATM-Rad3-related)

BRCAL — Rinnavahi geen 1 (breast cancer gene 1)

BRCT — BRCAL1 karboksiiterminaalne (BRCA1 C-terminal)

Cdc6/7/45 — Raku jagunemise tsukkel 6/7/45 (cell division cycle 6/7/45)
CDK — Tsukliinist s6ltuv kinaas (cyclin dependent kinase)

Cdtl — Raku jagunemise tsuklist 10 s6ltuv transkript 1 (cell division cycle 10-dependent

transcript 1)

CMG — Cdc45-Mcm2-7-GINS kompleks

Ctf4 — DNA polimeraasi alfat siduv valk (DNA polymerase alpha-binding protein)
Dbf4 — dumbbell forming 4

DDK — Dbf4-st séltuv kinaas (Dbf4-dependent kinase)

Dpb1l — DNA poliimeraas B 1l (DNA polymerase B 11)

E2F1 — E2F transkriptsiooni factor 1 (E2F transcription factor 1)

GINS — go, ichi, ni, san (jpn viis, tks, kaks, kolm) kompleks

HRP — Médardika peroksudaas (Horseradish peroxidase)

Mcm2-7/10 — Minikromosoomi hooldavad valgu 2-7/10 (minichromosomal maintenance
proteins 2-7/10)

Mdcl — Kahjustatud DNA checkpoint’i valgu 1 vahendi (mediator of DNA damage checkpoint
protein 1)

Mus101 — Mutageeni tundlik 101 (mutagen-sensitive 101)

ORC - Origin’i dratundev kompleks (origin recognition complex)
Pol € — DNA pollimeraas & (DNA polymerase &)

pre-LC — Prelaadimis kompleks (pre-loading complex)

pre-RC — Prereplikatiivne kompleks (pre-replicative complex)

Psf1/2/3— Sld5 partner 1/2/3 (partner of Sld5 1/2/3)



ReQL4 — ReQ-laadne helikaas 4 (RecQ like helicase 4)
SF9 — Spodoptera frugiperda 9

S1d2/3/5/7 — Sunteetiliselt letaalne koos Dpbl1-ga 2/3/5/7 (synthetically lethal with Dbpll
2/13/5/7)

Ticrr — TopBP1-ga interakteeruv checkpoint’i ja replikatsiooni regulaator (TOPBPL1 interacting

checkpoint and replication regulator)
TopBP1 — Inimese topoisomeraasi [If siduv valk (human topoisomerase IIf} binding protein)

Xcut5 — Xenopus cutinase 5



SISSEJUHATUS

Genoomse DNA replikatsioon on omane kdikidele organismidele ja selle tdpne 1abi viimine on
vaga oluline, et hoida &ra mutatsioone, mis vdivad kahjustada organismi toimetulekut.
Genoomse DNA replikatsioonikompleksi ks olulisemaid komponente on replikatiivne DNA
helikaas. Genoomse DNA replikatsioonil osalev helikaasikompleks moodustatakse ja
aktiveeritakse replikatsiooni initsieerimisel. Replikatsiooni initsieerimine on rangelt
reguleeritud ja jaguneb sellepérast kahte etappi. Esimeses etapis laetakse kromatiinile
inaktiivne Mcm2-7 heksameer. Teises etapis laetakse Mcm2-7 kompleksile valgud Cdc45 ja
GINS, mille tulemusena moodustub aktiivne replikatiivne helikaasikompleks CMG (Cdc45-
Mcm2-7-GINS). Genoomse DNA replikatsiooni initsiatsioonil ning CMG kompleksi

moodustumisel mangib keskset rolli pagariparmi valk Dpb11.

Genoomse DNA replikatsiooni on pohjalikult uuritud pagariparmis, kuna see on lihtne
uherakuline mudelorganism. Replisoomi péhikomponendid on evolutsiooni jooksul tugevasti
konserveerunud, kuid regulatoorsed valgud on kdrgemates eukartiootides muutunud
keerulisemaks ja replikatsiooni regulatsioon vajab endiselt pdhjalikumat uurimist. Ivar llvese
laboris tehtud uuringute eesmérgiks on kdrgemate eukariiootide replikatsiooni initsiatsiooni
uksikasjalikum uurimine ja sellest tulenevalt keskendutakse thele replikatsiooni initsiatsiooni
kesksemale valgule Dpbll-le. Pagariparmi valk Dpbll on oluline faktor replikatsiooni
initiseerimisel, kuna see laeb enda kiilge teisi valke ja aitab neil seonduda kromatiiniga. Valgu
Dpb11 funktsionaalsed homoloogid on inimeses TopBP1 ja dadikakarbses Mus101. Siinne t66
aitab kaasa valgu Mus101 uurimisele, vBimaldades saada uudset informatsiooni replikatsiooni

initsiatsiooni kohta ning leida seni avastamata valgu Mus101 interaktsioonipartnereid.

Bakalaureusetod teoreetilises o0sas antakse (levaade genoomse DNA replikatsiooni
initsiatsiooni mehhanismist ja selles osalevatest valkudest. Samuti tuuakse esile pagariparmi
valgu Dpbll ja selle funktsionaalsete homoloogide vahelised sarnasused ning erinevused.
Eksperimentaalosas kirjeldatakse, kuidas loodi addikakérbse valgu Mus101 rekombinantseid
bakuloviiruseid, millelt ekspresseeritud rekombinantsete valkude abil oleks vdimalik
pdhjalikumalt uurida replikatsiooni initsieerimisel osalevaid valke ja madrata detailselt nende
seondumist Mus101 valguga. Siinne t66 tehti Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis Ivar llvese

uurimisrihmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Genoomse DNA replikatsiooni initsiatsioon eukartootides

Genoomse DNA replikatsioon leiab aset kdigis elusorganismides ja see jaguneb kolmeks
etapiks: initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon (Heinaru, 2012). DNA replikatsioon
toimub kahesuunaliselt ehk moodustuvad kaks replikatsioonikahvlit, mille Glesanne on keerata
lahti ahelad ning sunteesida uued komplementaarsed DNA ahelad. Lahtikeerdumist viivad labi
DNA helikaasid ja uue DNA ahela siinteesivad DNA polumeraasid, mida on eukartootides
kolm: polimeraas o, polumeraas & ja polimeraas € (Heinaru, 2012). Korrektsest DNA
paljundamisest s6ltub raku jatkusuutlikuks ja normaalne funktsioneerimine. Nimelt on
naidatud, et kahjustatud replikatsioonikahvel ja replikatsiooni stressist pohjustatud kahjustused
DNA-s on seotud kromosoomide struktuursete ning arvuliste mutatsioonidega, mis vodivad
omakorda viia véhi tekkeni (Burrell et al., 2013). See ilmestab DNA replikatsiooni uurimise ja
seda labiviivate faktorite leidmise olulisust, kuna need aitavad paremini mdista tingimusi, mis

on vajalikud korrektseks DNA replikatsiooniks.

Siinses  t60s lahtutakse genoomse DNA replikatsiooni kirjeldamisel pagariparmi
(Saccharomyces cerevisiae) pohjal loodud mudelist, kuna DNA replikatsiooni protsessi
mdistmisel on see enim uuritud mudelorganisme ja selleks vajalikud faktorid on parmis

evolutsiooniliselt konserveerunud (Masai et al., 2010).

Replikatsiooni toimumise eelduseks on replisoomi moodustumine, mis on mitmevalguline
kompleks ja see tekib DNA-I olevatele origin jarjestustele (Remus ja Diffley, 2009).
Pagaripdrmis on origin’id 11-17 aluspaari pikkused konserveerunud jérjestused, mida
iseloomustavad: adeniini ja timiini nukleiinhapete rikkad jarjestused, dinukleotiidsed kordused
ning ebasimmetrilised piriini ja parimidiini jarjestused (Masai et al., 2010). Origin’idele
seonduvad erinevaid valgukompleksid, mis 16pptulemusena initseerivad replikatsiooni (Hua ja
Orr-Weaver, 2017). Eukarliootides on mitu origin kompleksi, kuna nende genoomid on vaga
suured ja selleks, et replikatsioon toimuks kiirelt ning efektiivselt on vaja omada mitut
replikatsiooni alguspunkti (Remus ja Diffley, 2009). Mitme origin’i omamisel on aga viga
oluline nende regulatsioon. Selle tarvis on eukartiootides jagunenud replikatsiooni initseerimine
kahte faasi, mille abil saab eristada replitseeritavat ja mitte replitseeritavat DNA-d (Blow ja
Dutta, 2005). Tapsemini jaguneb replikatsiooni alustamine kaheks etapiks: origin’i
litsenseerimiseks ja origin’i aktiveerimiseks (Yekezare et al., 2013). Esimene etapp toimub

rakutsiikli hilise M-faasi ja varase G1-faasi jooksul, mille ajal seondub kromatiinile inaktiivne
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DNA helikaasi mootor (Tognetti et al., 2015) (Joonis 1). S-faasis on selle laadimine aga
takistatud, mis kindlustab, et replikatsioon toimub ainult tihe korra rakutsiikli jooksul (Tognetti
etal., 2015). Teine etapp leiab aset S-faasis, mille ajal lisatakse inaktiivsele helikaasi mootorile
abistavaid valke, mis aktiveerivad helikaasi, et see saaks hakata DNA-d lahti keerama (Tognetti
etal., 2015).

1.1.1 Genoomse DNA replikatsiooni alguspunktide litsentseerimine

Replikatsiooni alguses toimub prereplikatiivse kompleksi moodustumine (pre-RC, ingl pre-
replicative complex), mis koosneb ORC-ist (ingl orgin recognition complex), Cdc6-st (ingl cell
division cycle 6), Mcm2-7-st (ingl minichromosome maintenance proteins 2-7) ja Cdt1-st (ingl
cell division cycle 10-dependent transcript 1) (Zegerman, 2015). Esimesena seondub
replikatsiooni origin’dele ORC kompleks, siis sellele seondub Cdc6 ja jargnevad Cdtl koos
Mcm2-7-ga (Masai et al., 2010) (Joonis 1). Seejérel eemaldub kompleksist Cdtl, mille jarel
saab Mcm2-7 heksameer paremini kinnituda ORC-DNA kompleksile (Zegerman, 2015).
Kaheahelalisele DNA-le seotakse kaks Mcm2-7 heksameeri, mis on omavahel seotud head-to-
head orientatsioonis ja ahelate lahti sulamisel saab kumbki ahel Ghe heksameeri (Gambus et
al., 2011; Ishimi, 2018). Uhtlasi laetakse tihele ORC-ile mitu Mcm2-7 kompleksi, et Kkui
esimesed replikatsiooni kahvlid rakutstikli jooksul hdvinevad, siis on koheselt vdimalik
moodustada uued (Tognetti et al., 2015). Peale selle on Mcm2-7 kompleks ise vaga tugev ja
peab vastu kdrgetele soola kontsentratsioonile, mis on vajalik liikumisel G1-faasist S-faasi,
kuna S-faasis on uute komplekside moodustamine inhibeeritud (Tognetti et al., 2015). Origin’i
litsenseerimise 16puks on pre-RC kompleks veel inaktiivne ja see aktiveerub alles S-faasis, kui
sellele seonduvad teised replikatsiooni faktorid (Tognetti et al., 2015).
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Joonis 1. Genoomse DNA replikatsiooni initsieerimine eukartootides. Replikatsiooni initsiatsioon
jaguneb kaheks etapiks: litsenseerimine ja aktiveerimine. Esimesena seondub origin alale ORC
kompleks, kuhu lisanduvad valgud Cdc6 ja Cdtl. Nende kiilge haakub inaktiivne replikatiivne helikaasi
mootor Mcm2-7 heksameer ja tekib pre-RC. Helikaasi aktiveerimiseks on vajalik CDK kinaas ja DDK
kinaas. DDK fosforiileerib Mcm2-7 subiihikuid, et sinna saaksid kinnituda Cdc45 ja Sld3. Lisaks
moodustub pre-LC, mille puhul CDK fosforiileerib Sld2 ja Sld3, mis kinnituvad valgu Dpb11 BRCT
domeenidele ning domeenide vahelisele alale seondub ka GINS kompleks ning Pol €. Pre-LC kinnitub
Pre-RC-le, mille tulemusena tekib CMG kompleks ja helikaas aktiveerub ning hakkab DNA-d lahti

keerama. Joonis on tehtud Wu et al., 2014 pdhjal.

1.1.2 Replikatiivse helikaasi aktiveerimine

Replikatsiooni edasine initsiatsioon litsenseeritud origin’ilt saab toimuda ainult sisenemisel S-

faasi, kuna selleks on vaja Dbf4-st (ingl dumbbell forming 4 ) s6ltuvat kinaasi (DDK, ingl Dbf4-
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dependent kinase) ja tsukliinist s6ltuvat kinaasi (CDK, ingl cyclin dependent kinase) ning
mdlemad on G1-faasis inhibeeritud (Zegerman, 2015). DDK koosneb Cdc7 kataltutilisest ja
Dbf4 regulatoorsest subiihikutes, mille viimase kontsenratsioon tduseb G1- ja S-faasi piiril, on
kdrgeim S-faasis ja langeb hilses M-faasis (Tanaka ja Araki, 2013). DDK pd&hiline roll on
fosforiileerida Mcm2-7 helikaasi ja see aktiveerida, et heksameerile saaksid lisanduda teised
kofaktorid (Zegerman, 2015). Selle tarbeks DDK interakteerub Mcm2-7-ga valkude Dbf4 ja
Cdc7 abil, mille puhul Dbf4 seondub subiihikuga Mcm2 ning Cdc7 seondub omakorda
sublihikutega Mcm4/ Mcmb5 (Tognetti et al., 2015).

Enne kui saab tekkida aktiivne replikatiivne helikaas peavad Mcm2-7 heksameerile seonduma
lisaks veel viis ko-faktorit: Cdc45 valk (ingl cell division control protein 45) ja nelja subiihikuga
GINS kompleks (jpn go, ichi, ni, san; viis, tks, kaks, kolm), mis 16puks moodustavad kokku
Cdc45-Mcm2-7-GINS (CMG) kompleksi (Zegerman, 2015). GINS koosneb subuhikutest Sld5
(ingl synthetically lethal with Dbp11 5), Psf1 (ingl partner of Sld5 1), Psf2 ja Psf3 ning osaleb
nii replikatsiooni initsiatsioonil kui ka elongatsioonil (Muramatsu et al., 2010). Esimesena
seondub Cdc45 SId3/Sld7 kompleksi vahendusel pre-RC-le (Muramatsu et al., 2010) (Joonis
1). Teisena seondub GINS osana prelaadimis kompleksist (pre-LC, ingl pre-loading complex)
(Muramatsu et al., 2010) (Joonis 1). Pre-LC koosneb peale GINS-i veel teistest valkudest nagu
Dpb11 (ingl, DNA polymerase B Il), DNA polimeraas € (Pol €, ingl DNA polymerase €) ja
Sld2 (Tanaka ja Araki, 2013). CMG kompleksi moodustamise tarvis fosforuleerib CDK kinaas
valgud Sld2 ja Sld3, mis on vajalik nende seondumiseks Dpbll valgu BRCAL
karboks(terminaalsetele (BRCT) domeenidele (Tanaka ja Araki, 2013) (Joonis 1). Need
domeenid kaituvad kui fosfopeptiide siduvad alad (Tanaka ja Araki, 2013). SId3 seondub valgul
Dpb11l domeenidele BRCT1-2 ja Sld2 seondub domeenidele BRCT3-4 (Zegerman, 2015).
Omakorda liitub valguga Dpb11 ka GINS kompleks, mis kinnitub Sld2 ja Sld3 vahele jaavale
seondumisalale, mida nimetatakse GINI regiooniks (Tanaka et al., 2013). Dpb11 on oluline
valk, kuna see laeb teisi valke enda kiilge ja aitab neil seonduda kromatiiniga (Kumagai et al.,
2010). Dpbll ja sellele kinnituvad valgud interakteeruvad eraldiseisvana ja liituvad
kromatiiniga SId3-Cdc45 kompleksi abil, kus on Ghendusliliks fosforileeritud Sld3
seondumine Dpb11-ga (Masai et al., 2010; Muramatsu et al., 2010). Uhtlasi moodustub pre-
LC kinnitumisel pre-RC-le ka CMG kompleks ja I6plikuks replikatsiooni kompleksi
aktiveerimiseks on vaja veel Mcm10-ne, DNA poliimeraasi & ning teiste oluliste valkude
seondumine (Bruck et al., 2015; Tognetti et al., 2015). Pre-LC kompleksis olev polimeraas €
viib l1abi juhtahela replikatsiooni ja polimeraas ¢ osaleb mahajadva ahela replikatsioonis (Bruck

et al., 2015) (Joonis 1). Viimasena lisandub valgu Ctf4 (ingl DNA polymerase alpha-binding
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protein) abiga DNA polimeraas o/primaas, mis annab mahajédéva ahela replikatsiooniks
esimese algjarjestuse (Simon et al., 2014) (Joonis 1). Sellega I6ppeb DNA replikatsiooni
Initsiatsioon ja saab kaivituda replikatsioon.

1.2 DNA replikatsiooni initsiatsiooni valgud hulkraksetes

Replikatsiooni alustamiseks vajalik mehhanism ja replikatiivse helikaasi subthikud Mcmz2-7,
Cdc45 ja GINS on eukartiootides tugevalt konserveerunud, kuid pre-LC kompleksi jaoks
vajalikud faktorid nagu Dpb11, Sld2 ja Sld3 on evolutsiooni jooksul edasi arenenud (Tanaka ja
Araki, 2013). Nende valkude funktsionaalsed homoloogid k&rgemates eukatrootides on
vastavalt TopBP1 (ingl human topoisomerase Il binding protein)/XCut5 (ingl Xenopus
cutinase 5)/Mus101 (ingl mutagen-sensitive 101), ReQ4/ReQL4 (ingl RecQ like helicase 4) ja
Treslin/Ticrr (ingl TOPBP1 interacting checkpoint and replication regulator) (Tanaka ja Araki,
2013). Need homoloogid on pagaripdrmis esinevatest valkudest tunduvalt suuremad, kuid
nukleotiidsetes jarjestustes on leitud organismide vahelisi sarnasusi (Tanaka ja Araki, 2013).

1.2.1 TopBP1/XCut5/Mus101

Dpb11 on oluline replikatsiooni alustamisel, kuna ta kaitub laadimisvalguna, mis aitab laadida
replikatiivse helikaasi aktiveerimiseks vajalikke subuhikuid kromatiinile. Lisaks on valgul
Dpb11 oluline roll kahjustatud DNA signaali edasikandmisel. Saccharomyces cerevisiae valgu
Dpbl11l homoloogid hulkraksetes organismides on inimeses ehk Homo sapien’is TopBP1,
aadikakarbses ehk Drosophila melanogaster’is Musl101 ja kannuskonnas ehk Xenopus
laevis’es Xcut5 (Sokka et al., 2010). Dpb11 ja tema funktsionaalsed homoloogid omavad nii
ehituselt kui ka funktsioonilt mitmeid sarnasusi ning erinevusi. Kdigepealt v@rreldakse t66s

valkude ehituslikke ja seejarel funktsionaalseid omadusi.

TopBP1 on BRCAL (ingl breast cancer gene 1) karboksuterminaalseid domeene omav valk
(Garcia et al., 2005). BRCAL valgul, mida seostatakse pariliku rinna- ja munasarja vahiga, leiti
kdige esimesena karboksiterminaalses osas alasid, mida hakati nimetama BRCT kordusteks
(Glover et al., 2004). Hiljem on leitud sarnaseid BRCT kordusi ka teistes valkudes ja need
moodustavad valkude perekonna, mille liikmed on ka Dpbll ja selle funktsionaalsed
homoloogid (Glover et al., 2004). BRCT kordused koosnevad konserveerunud hiidrofoobsetest
aminohapetest ja glutsiini jadkidest ning nende baasstruktuur on hasti séilinud kdigis kordustes
(Glover et al., 2004). BRCT domeenide peamiseks funktsiooniks on moodustada valk-valk
interaktsioone, mis on rakus sageli fosforiileerimise kaudu reguleeritud ja mida viivad labi

fosfataasid ning kinaasid (Wardlaw et al., 2014). BRCT domeenide jarjestused on tugevalt
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konserveerunud labi mitmete organismide. Naiteks pagariparmi Dbpll domeenid BRCT1-2
on jarjestuselt kbige sarnasemad valgu TopBP1 domeenidega BRCT1-2 ning Dpb11 domeenid
BRCT3-4 on jarjestuselt sarnased TopBP1 domeenidega BRCT4-5 (Garcia et al., 2005)
(Joonis 2). Voiks nimetada veel ka Mus101 valgu sarnasuse TopBP1-ga, mille puhul Mus101
valgu aminoterminaalne osa on 24% identne TopBP1-ga, mille alla kuuluvad domeenid
BRCT1-5 ja Mus101 valgu karobksukterminaalne osa on 33% identne TopBP1-ga, sisaldades
BRCT domeene 6-7, mis vorduvad inimese homoloogis domeenidega BRCT7-8 (Yamamoto
et al., 2000). Teiseks sarnasuseks on see, et Dbpll, TopBP1 ja Xcut5 omavad kdik ATR-i
aktiveerimise domeeni (AAD, ingl ATR activation domain), mis asub hulkraksetes
organismides domeenide BRCTG6 ja BRCT7 vahelisel alal ning parmides domeeni BRCT4 jarel
(Wardlaw et al., 2014) (Joonis 2). Kuigi homoloogid on ehituselt sarnased, siis on evolutsiooni
jooksul tekkinud ka olulised muutused. Peamised erinevused on uute BRCT domeenide
lisandumise kaudu valgu pikenemine ja replikatsiooni initseerimiseks vajalike domeenide
muutumine. Evolutsiooni jooksul on tekkinud juurde domeenid BRCTO, BRCT3 ja BRCT6-8,
mis voivad omada kdrgemate eukarliootsete rakkude jaoks téhtsaid lisafunktsioone (Garcia et
al., 2005) (Joonis 2). Peale selle on valgu Xcut5 domeenid BRCT0-3 piisavad, et initsieerida
DNA replikatsioon, kuid valgus Dpbll on replikatsiooni initseerimiseks vajalikud koik
domeenid (Kumagai et al., 2010). Lisaks erinevad osaliselt valgu Dpbll ja tema
funktsionaalsete  homoloogide BRCT domeenid, mille kilge laaditakse teisi
replikatsioonifaktoreid (Wardlaw et al., 2014)

Saccharomyces 1 2 3 4 AAD

cerevisiae - . 964 = A

Dpbll [ | -‘_L el e
' GINL i
Homo 02 4 2y 3 hee &R 6 AAD 7 8

SIpRens L J 1 | - F [ B (22z:

TopBP1 : : ! ; : !
o - . GINI . o ‘

Xenopus 0 1 2 3 . 4 3 6 AAD 7 Bih
laevis I - . N | EE T .- o
XCuts . % \ : £ e

Drosophila ! 2% 3 Vo4 500 & T e

melanogaster N - N . A 142522

Musl01
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Joonis 2. Erinevate Dpbll funktsionaalsete homoloogide skemaatiline Ulesehitus. Joonisel on
kujutatud Dpb11 ja selle funktsionaalsete homoloogide BRCT domeene sisaldavad jarjestused. Paremal
on é&ra toodud iga valgu aminohappiline pikkus. Mustade kastidega on margitud BRCT domeenid ja
nende kohale on kirjutatud domeeni number. Siniste kastidega on margitud AAD domeenid. Joonisel
on ndidatud ka GINI regioonid, kuhu seondub valgukompleks GINS. Punktiirjoontega on ndidatud
BRCT domeenide konserveerumist.. Dpbll BRCT1-2 on sarnased teiste valkude BRCT1-2
domeenidega ja Dpbll BRCT3-4 on sarnased teiste valkude BRCT4-5 domeenidega. Lisaks on
konserveerunud omavahel TopBP1 ja XCut5 BRCT7-8 ja Mus101 domeenid BRCT6-7. Valgul
Mus101 puuduvad BRCT6 ja AAD domeenidele vastavad jarjestused. Joonis on koostatud Garcia et al.,
2005 ja Tanaka et al., 2013 pdhjal.

Homoloogide funktsionaalseks sarnasuseks vdiks nimetada seda, et nad moodustavad pre-LC
kompleksi ja on seega olulised replikatsiooni initsieerimisel (Garcia et al., 2005; Wardlaw et
al., 2014). TopBP1 valgu ja selle homoloogide ulesanne on initseerida DNA replikatsioon, kus
see aitab kromatiinile laadida faktoreid Cdc45, RecQ4/RecQL4, Treslin ning Pol € (Tanaka ja
Araki, 2013). Sarnasus on ka SId3/Treslin’i laadimisel. SId3 aitab valgul Cdc45 osaleda CMG
kompleksi moodustumisel ja selle homoloog kdrgemates eukartiootides on Treslin/Ticrr,
valjaarvatud Drosophila melanogaster, kus Sld3 homoloogi ei ole veel leitud. SId3/Treslini
seondumine on tugevasti konserveerunud, kuna nii valgul Dpb11, TopBP1 ja Xcut5 seonduvad
need domeenidele BRCT1-2 (Boos et al., 2011; Kumagai et al., 2010). Seevastu erinevus
hulkraksete ja parmide replikatsiooni algatamisel on nditeks valgu Cdc45 seondumine, kus
Saccharomyces cerevisiae’s ei soltu Cdc45 kromatiinile laadimine valgust Dpb11, kuid Homo
sapiens’is ja Xenopus laevi’ses vajab Cdc45 kromatiinile kinnitumisel vastavalt valke TopBP1
ja Xcut5 (Hashimoto ja Takisawa, 2003; Tanaka ja Araki, 2013). Cdc45 kinnitub valgus
TopBP1 domeenidele BRCT0-2 ja BRCT6 (Tanaka ja Araki, 2013). Teine erinevus on see, et
erinevalt parmidest toimub kdrgemates eukartiootides kromatiiniga seondumine CDK
kontsentratsioonist soltuvalt (Tognetti et al., 2015). Nimelt madala kontsentratsiooni juures
interakteerub Xcut5 kromatiiniga ORC kompleksi kaudu ja kdrge kontsenratsiooni juures
seondub see pre-RC kompleksi kaudu, kuid replikatsiooni initsiatsioon saab toimuda mdlema

kontsentratsiooni puhul (Tognetti et al., 2015).

Lisaks replikatsiooni initsieerimisele on valgul Dpb11 ja selle funktsionaalsetel homoloogidel
ka teisi tahtsaid funktsioone. Need on olulised ka DNA kahjustuste ja replikatsiooni stressi
checkpoint’ide aktiveerimisel (Wardlaw et al., 2014). Checkpoint’id on signaalirajad, mis
kontrollivad rakutstiklite normaalset toimimist ja homeostaasi (Barnum ja O’Connell, 2014).
Checkpoint’i aktivatsioon aeglustab rakutsiiklit selleks, et DNA parandamiseks vajalikud

mehhanismid suudaksid kahjustuse eemaldada enne geneetilise materjali edasikandumist
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titarrakkudesse (Abraham, 2001). DNA kahjustuste parandamisel fosforileeritakse ja
aktiveeritakse palju kinaase, millest iks on ATR (ingl ATM-Rad3-related ) poolt aktiveeritav
kinaas Chk1 (ingl checkpoint kinase 1), mille roll on stabiliseerida replikatsiooni kahvlid ja
peatada teiste DNA helikaaside aktiveerumised (Parrilla-Castellar et al., 2004). Chk1l
aktiveerumiseks seonduvad kromatiiniga uksteisest s6ltumatult ATR-ATRIP kompleks, 9-1-1
kompleks (Rad9-Hus1-Rad1 valkude kompleks) ja valk Claspin (Parrilla-Castellar et al., 2004),
mille puhul Rad9 seondub valguga TopBP1 domeenide BRCT0-2 kaudu (Wardlaw et al.,
2014). Lisaks suurendab TopBP1 kinaasi ATR aktiivsust ja TopBP1 regulatsiooni vahenemine
ei lase fosforuleerida ATR kinaasi sihtmérkidel nagu nditeks Chk1 (Sokka et al., 2010). ATR-
I aktiveerivaks domeeniks valgus TopBP1 ja Xcut5-s on domeen AAD (Sokka et al., 2010).

Tabel 1. Dpbll ja selle homoloogide interaktsioonipartnerid ning seondumises osalevad
domeenid. Kdige vasakpoolsemas tulbas on toodud Dpbll ja selle funktsionaalsed homoloogid.
Ulemises reas on margitud domeenid. Domeenide alla on méargitud nendele domeenidele seonduvad
faktorid. Pagariparmi valkude Rad9 ja Dcdl juurde on Kirjutatud vaiksemas kirjas nende valkude
inimeses asuvad ortoloogid. Osade valkude kérvale on margitud (3—4)/(3-6), mis néitab, et see valk
seondub domeenidele BRCT3-4 vdi BRCT3-6. Seonduvate valkude funktsioonid: Topoisomeraasid
teevad ahelatesse luhiajalisi katkeid, vahendades ahelate lahtikeerdumisel esinevaid pingeid (Bush et
al., 2015), Mdcl (ingl mediator of DNA damage checkpoint protein 1) vallandab seondumisel signaalide
kaskaadi (Wardlaw et al., 2014) ja E2F1 (ingl E2F transcription factor 1) on vajalik rakutsiiklite
vahelisel liikumisel G1-faasist S-faasi ja reguleerib transkriptsiooni checkpoint’e (Garcia et al., 2005).
Tabel on koostatud Boos et al., 2011; Chen et al., 2016; Garcia et al., 2005; Kumagai et al., 2010;
Schmidt et al., 2008; Zegerman, 2015; Tanaka et al., 2013; Wardlaw et al., 2014; Matsuno et al., 2006;
Ohlenschléager et al., 2012 pdhjal

BRCTO0-2 BRCT3 BRCT4-5 BRCT6 | AAD BRCT7-8

Dpb11 Sld3, Sld2, Sld2,

Saccharomyc | Rad9%%B"! | Ddc1R%9(3-4) = Ddc1R¥(3-4)
€s cerevisiae

TopBP1 Treslin, Mdc1, 53BP1 Cdc45, ATR/ RecQL4
Homo Rad9, E2F-1 ATRIP
sapiens Cdc45
Xcuts Rad9, MRN(3-6) MRN (3-6) ' MRN(3-6) ATR/ RecQL4
Xenopus Treslin, ATRIP
laevis NBS1,
CtIP
Mus101 Topo I
Drosophila

melanogaster
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Valgul TopBPl1 on avastatud seoseid rinnavahiga (Wardlaw et al., 2014). TopBP1
heterostigootsel poltimorfismil, mille puhul toimub mutatsioon domeenide BRCT2 ja BRCT3
vahel, on leitud korrelatsioon kdrgema riskiga rinna- ja munasarjavahi tekkimisele (Wardlaw
et al., 2014). Valgu TopBP1 olulisus seoses véhiga ei ole veel selge, aga andmed on néidanud,

et erinevate TopBP1 ekspressiooni tasemete ja vahkkasvaja tekke vahel on olemas seosed.

1.2.2 Treslin

Pagariparmi valgu SId3 funktsionaalseks homoloogiks kérgemates eukartiootides on pakutud
valku Treslin (Kumagai et al., 2011). Valkudel SId3 ja Treslin on sarnaseid funktsioone: nad
on olulised replikatsiooni initsieerimisel, on vdimelised seonduma kromatiinile ilma kinaasi
CDK fosfosuleerimiseta, osalevad Cdc45 laadimisel kromatiinile ja seonduvad fosforileerituna
valgule Dpb11/TopBP1 (Kumagai et al., 2011). Treslin seondub TopBP1-ga kahe fragmendi
kaudu, millest regioon 1-247 aminohapet seondub nérgemalt ja regioon 893-1257 aminohapet
seondub tugevamini ning on eeldatavasti interaktsioonil TopBP1-ga olulisem (Kumagai et al.,
2011). Nii Treslin kui ka TopBP1l laaditakse Pre-RC-ile Uksteisest s6ltumatult ja need
seonduvad omavahel juba kromatiinil olles, kus Treslini fosforilileerib CDK2, et see saaks
interakteeruda TopBPl-ga (Kumagai et al., 2010). CDK poolt fosforuleeritavateks
sintmérkideks valgus SId3 on aminohappe jérjestused T600 ja S622, mis on Treslinis
konserveerunud vastavalt T969 ja S1001 ning mdlema sihtmargi mutatsioonide korral kaob
Treslini vbime seonduda TopBP1-ga (Boos et al., 2011). TopBP1 ja Treslini vahelist seost on
leitud koigis rakutsukli faasides, kuid see suureneb tugevasti just S-faasis, mida tekitab
arvatavasti CDK aktiivsuse suurenemine (Kumagai et al., 2011). Treslini puudumisel ei saa
Cdc45-te kromatiinile laadida (Kumagai et al., 2010). Samuti ei ole Cdc45 vdimeline
kromatiinile seonduma ka ilma TopBP1-ta, seega toimub Cdc45 kromatiinile laadimine

valkude Treslini ja TopBP1 koost66s (Kumagai et al., 2010).

1.2.3 RecQL4

Pagariparmi valgu Sld2 funktsionaalseks homoloogiks inimeses ja kannuskonnas on RecQL4
ja aadikakarbses RecQ4. Kuid RecQL4 omab lisaks Sld2 sarnasele domeenile ka helikaasi
domeeni, mille olulisus ilmneb k&ige paremini just selle ala mutatsioonides, mis pdhjustavad
geneetilisi haigusi nagu Il tulpi Rothmund-Thomsoni stindroom, Baller-Gerold siindroom ja
RAPADILINO (akrontim tuleneb haiguse simptomitest) sindroom (Capp et al., 2010). Antud
stiindroomid omavad sarnaseid fenottupilisi simptomeid: kasvu puudulikus, ndo deformatsioon
ja kederluu anomaaliad (Capp et al., 2010). Ometigi on Xenopus laevis’ses ndidatud, et

replikatsiooni toimumiseks on vajalik ainult RecQL4 aminoterminaalne domeen, mis on oluline
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DNA poliimeraasi o seondumisel kromatiiniga (Matsuno et al., 2006). Teised homoloogide
vahelised erinevused on seotud nende seondumisega kromatiinile ja Dpb11/TopBP1-le. Valk
Sld2 vajab pagaripdrmis laadimisvalgule Dpbl1l seondumisel fosforlleerimist ja kinnitub
kromatiinile osana pre-LC kompleksist. Erinevalt Sld2-st ei vaja kdrgemates eukarliootides
valk RecQL4 fosforileerimist, et seonduda valguga TopBP1 ja samuti laaditakse valk RecQL4
ilma TopBP1 abita kromatiinile (Matsuno et al., 2006; Sangrithi et al., 2005). Inimeserakkudes
tehtud uuringute pohjal on replikatsiooni jaoks oluline just RecQL4 ja Mcm10 valgu kompleks,
kuna see stabiliseerib CMG kompleksi, aidates CMG kompleksi faktoritel (ksteisega
tugevamini seonduda (Capp et al., 2010). RecQL4-Mcm10 kompleks ja Pre-RC seonduvad
omavahel S-faasi alguses ja aitavad moodustada CMG kompleksi, mis omakorda interakteerub
polumeraas a’ga (Im et al., 2009; X. Xu et al., 2009).

1.3 Mudelorganism aadikakéarbses

Replikatsiooni initsiatsiooni uurimine on korgemates eukartootides raskendatud, kuna
somaatilistes rakkudes on paljude replikatsiooni regulaatorvalkude tase vdga madal. Seetdttu
on neid ka keeruline rakkudest puhastada, et saada piisav kogus valke biokeemilisteks
analliusideks. Sellest tulenevalt kasutatakse mudelorganismina Drosophila melanogaster’it.
Aadikakarbse varajastes embriiotes aktiveerub samaaegselt suurel hulgal origin’e ning terve
genoom replitseeritakse vaga kiiresti (Sasaki et al., 1999). Tiheda replikatsiooni tdttu on
embriotes suurel hulgal replikatsiooni initsieerimiseks vajalikke valgukomplekse k.a valku
Mus101, mida saab kasutada kdrgemate eukariiootide replikatsiooni initsiatsiooni uurimisel.
Lisaks on &adikakarbses vdimalik kasutada palju erinevaid biotehnoloogilisi votteid nagu
FLAG-afiinsus jarjestuse lisamine ja mutatsiooni anallills organismis. Drosophila
melanogaster on niudisajal saanud vaga populaarseks mudelorganismiks hulkraksete DNA
replikatsiooni uurimisel (Hua ja Orr-Weaver, 2017). Naiteks 2000 aastal avastati addikakarbses
valk DUP, mis on oluline replikatsioonil ja sarnaneb pagariparmi valguga Cdtl (Whittaker et
al., 2000). Lisaks kasutati Drosophila melanogaster’it mudelorganismina CMG kompleksi

moodustumise naitamisel (llves et al., 2010; Moyer et al., 2006).

1.4 Bakuloviiruse geeniekspressiooni siisteem

Ké&esolevas bakalaureuset6os kasutatakse valkude tootmiseks bakuloviiruse geeniekspressiooni
stisteemi. Bakuloviiruse geeniekspressiooni susteemi on kasutatud geeni ekspressioonis juba
ule 30 aasta (Ono et al., 2018). Bakuloviiruste tugev geeni ekspressioon on tingitud sellest, et
nakkuse hilises faasis on raku enda promootorid toimetud ja transkribeeritakse viiruse

polihedriin ja pl0 promootorite poolt kontrollitud geene (Mansouri ja Berger, 2018).
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Bakuloviirust on geeni ekspresseerumisel teistest viirustest parem kasutada, kuna ta on
voimeline kandma kaasas suuremaid valke ja transduktsioon toimub nii jagunevates kui ka
mittejagunevates rakkudes (Mansouri ja Berger, 2018). Lisaks on bakuloviirus ka mitte
integreeruv viirus ja ta ei tekita immuunsussisteemi tugevat vastureaktsiooni (Mali, 2013;
Mansouri ja Berger, 2018). Tema puudusteks on ajakulukas viiruse loomine ja putuka

kultuuride kasvatamise jaoks vajalik erivarustust (Mansouri ja Berger, 2018).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmérgid

Kdrgemate eukartiootide genoomse DNA replikatsioonimasina p&hikomponendid on suures
osas teada, kuid replikatsiooni initsiatsiooni protsessi regulatoorses osas on veel palju ebaselget.
Siinne bakalaureuset6d on osa projektist, mille eesméargiks on uurida kdrgemate eukartootide
replikatsiooni initsiatsiooni. Uurimiseks kasutatakse t66s valku Mus101. Valk Mus101 ja selle
funktsionaalsed homoloogid on Uhed kesksed regulatoorsed faktorid genoomse DNA
replikatsiooni alustamisel, kuna need seovad endaga teisi olulisi regulaatorvalke ja osalevad
replikatiivse helikaasi CMG kompleksi kokkupanekul (Garcia et al., 2005). Projekti tulemusena
soovitakse leida replikatsiooni initsiatsioonil osalevaid valguga Musl101 seonduvaid
senitundmatuid valke ja valgu Mus101 ning seonduvate valkude vaheliste interaktsioonide
analutsil saada uudset informatsiooni kdrgemate eukartootide k.a inimese replikatsiooni
initsieerimise kohta. Bakalaureuset66 eesmargiks on luua vahendid, mille abil oleks vdimalik

Mus101 seondumist teiste valkudega detailselt uurida.

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmargid on:

e Valmistada rekombinantsed bakuloviirused, mille abil saaks detailselt uurida
Drosophila melanogaster’i valgu Mus101 seondumist teiste valkudega.

o Luua rekombinantsed bakuloviirused, mille abil saaks ekspresseerida Mus101
valku, millel puudub kindel BRCT domeen. Deleteeritud BRCT domeeniga
Mus101 valgu abil saab uurida, millised alad on Musl101 valgus uudsete
faktoritega seondumiseks vajalikud.

o Luua rekombinantsed bakuloviirused, mille abil saab ekspresseerida kindlat
Mus101 valgu domeeni, et teha kindlaks, millistele aladele seonduvad uued
faktorid.

e Anallisida, kas viirusega nakatatud putukarakkudes toodetakse soovitud valke,

kasutades selleks western blot meetodit.

2.2 T66 materjalid ja metoodika

2.2.1 Mus101 valgu ekspressioonikonstruktide disain

TopBP1 valgu osalemist kdrgemate eukartiootide replikatsiooni initsiatsioonil on pdhjalikumalt

uuritud inimeses ning kannuskonnas. Nendes organismides on teada replikatsiooni
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initsieerimiseks vajalikud BRCT domeenid ja kindlad valgud, mis seonduvad nendele
domeenidele. Valgu Musl101 ekspressioonikonstruktide kloneerimiskeemi valjatootamisel
voeti aluseks valgu Mus101 BRCT domeenide kohta avaldatud info (Yamamoto et al. 2000)
ning lisaks arvestati ka varasemates uurimistéodes kasutatud inimese ja kannuskonna TopBP1
ekspressioonivektorite disaini, kuna nende puhul on teada, milliseid valgu osasid vdib
eemaldada, et valk oleks endiselt funktsionaalne ja millised osasid saab iseseisvalt
ekspresseerida. Domeenide lesmarkimisel kasutati ka artikleid Boos et al., 2011; Kumagai et
al., 2010; Sansam et al., 2010; Schmidt et al., 2008. Esmalt joondati omavahel valgud Mus101,
TopBP1 ja Xcut5. Nimetatud valkude jérjestused voeti FASTA formaadis NCBI andmebaasist,
kus valkude referentsjarjestuse koodid on vastavalt Mus101 (NP_524909.1), TopBP1
(NP_008958.2) ja Xcut5 (NP_001082568.1) ning nende jarjestuste joondamisel kasutati
programme Clustal Omega ja Muscle (European Bioinformatics Institute). Programmide abil
saadud joondamise failid sisestati Jalviewsse, et nende omavahelist vordlust paremini
visualiseerida. VVorreldes Mus101, Xcut5 ja TopBP1 BRCT domeene ja kasutades konstruktide
disainil ka teiste teadlaste edukalt kasutatud valkude TopBP1/Xcut5 ekspressioonikonstruktide
disaini, margiti ara valgul Mus101 domeenid: BRCTO0-7 ja AAD. Deletsiooniga konstruktide
moodustamiseks otsustati deleteerida domeenid: BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5 ja BRCT6-7.
Lisaks valiti uksinda ekspresseerimiseks domeenid: BRCT0-2, BRCT3, BRCT4-5, BRCT6-7
ja AAD. Edasises to0s viidatakse konstruktidele nende konstrukti nime jargi, mis on
valjatoodud tabelis 2. Lisaks kontrolliti kristalliseerimise konstrueerimise disaineriga
(Crystallisation Construct Designer 2), et domeenide vélja 18ikamise tagajarjel ei 16hutaks

olulisi valgu struktuuri elemente ja veenduti, et struktuuris hairivaid muudatusi ei teki.

Tabel 2. Bakalaureusetod kaigus loodud konstruktide nimetused ja Musl01 valgu jarjestuses
tehtav muudatus. Tabeli vasakul kiiljel on loodud konstrukti nimi. Tabeli keskel on esitatud valgus

Mus101 tehtav muutus. Tabeli paremal kiljel on valgu ennustatud suurus kilodaltonites (kDa).

Konstrukti nimi Konstrukti kirjeldus Valgu enn(lli%z';ud suurus

Mus101-del1-2 Deleteeritud BRCT1-2 137

Mus101-del3 Deleteeritud BRCT3 149

Mus101-del4-5 Deleteeritud BRCT4-5 137

Mus101-del6-7 Deleteeritud BRCT6-7 135

Mus101-BRCT0-2 BRCTO0-2 S|saldava} al_a iseseisev 45
ekspresseerimine

Mus101-BRCT3 BRCT3 sisaldava gla_ iseseisev 30
ekspresseerimine

Mus101-BRCT4-5 BRCT4-5 5|saldava} al_a iseseisev 30
ekspresseerimine
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Mus101-BRCT6-7 BRCT6-7 susaldavq al.a iseseisev a1
ekspresseerimine

Mus101-AAD AAD sisaldava a!a iseseisev 45
ekspresseerimine

2.2.2 Kloneerimine

Rekombinantsete valkude ekspresseerimiseks rakendati Bac-to-Bac™ bakuloviiruse
ekspressioonisusteemi (ThermoFisher). Kasutati ekspressioonikomplektiga kaasatulevaid
vektoreid ja kompetentseid Escherichia coli rakke ning ekspressioonisiisteemi labiviimisel
lahtuti ThermoFisheri’i juhendist. Bac-to-Bac bakuloviiruse ekspressioonisusteemi erinevate

etappide detailne kirjeldus on toodud joonisel 4.

Rekombinantsete valkude kodeerimiseks vajalike DNA [8ikude saamiseks viidi labi
polumeraasi ahelreaktsioon (PCR). Konstruktide loomisel kasutati Nele Tambergi tehtud
plasmiidi pFastBac™1-flag-Mus101, mis sisaldab FLAG-afiinsus jarjestust ja taispikka
Mus101 valku kodeerivat jarjestust. Soovitud jarjestuste amplifitseerimiseks disaniti forward
ja reverse praimerid, mida kontrolliti programmiga OligoAnalyzer (Integrated DNA
Technologies). Osade reverse praimerite otsa lisati veel FastDigest Xbal restriktaasi
(ThermoFisher) IGigatav jarjestus (Tabel 3), et PCR produkti ja vektorit oleks parem kokku
ligeerida. Soovitud praimerid telliti firmalt Microsynth. Konstruktide kloneerimiseks tehti
deleteeritud domeenidega plasmiidi saamiseks inverse PCR (iPCR). IPCR on vastupidine
tavalisele PCR-ile, kuna ei amplifitseerita praimerite vahele jaavat jarjestust, vaid alasid, mis
asuvad mdlemal pool deleteerimiseks mdeldud jarjestust. Selle jaoks disainitakse praimerid
kindla jarjestuse kilgedele ja amplifitseeritakse alad, mis jaddvad mdlemale poole seda kindlat
jarjestust. Saadud produkte IGigati restriktaasiga, et saada tombid otsad. Selle jarel ligeeriti
otsad kokku ja transformeeriti Escherichia coli tiive DH5a keemiliselt kompetentsetesse
rakkudesse. BRCT domeenide ekspressioonikonstruktide saamiseks amplifitseeriti PCR-iga
soovitud jarjestust. PCR-i produkte ja vektorit 18igati restriktaasidega ja ligeeriti omavahel
kokku, mille tulemusena transformeeriti ka need Escherichia coli tiive DH5a keemiliselt

kompetentsetesse rakkudesse.

Tabel 3. Kloneerimisel kasutatud PCR-i praimerid. Tabelis on ndidatud konstruktide loomiseks
kasutatud polliimeraasi ahelreaktsiooni praimerid. F tahistab forward praimerit ja R téhistab reverse
praimerit. Osade praimerite nukleotiidsetele jarjestustele on juurde lisatud FastDigest Xbal jarjestus,

mis on Kirjutatud kirjatahtedes.
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Konstrukt

Praimeri nimetus

Kasutatud praimerid (5’ - 3°)

Mus101-del1-2

Mus101_dell-Il_F

CCCACCAAGACCACTCGTCCGGG

Mus101_dell-1l_R

GCCCTCGGGAATGGGTTCATTGCGC

Mus101-del3

Mus101_dellll_F

TCGATGCCACAGAATCGAGAACCAGACGT

Mus101_dellll_R

TTTCGCCTGACGCGGTTCAATCTCGG

Mus101-del4-5

Mus101_dellV-V_F

GACAGCAATAGCCGGACAGC

Mus101 _dellV-V_R

ATCGAAATCAATGGATAGAGTGC

Mus101-del6-7

Mus101_dVI-VII_F

TGATCTAGAGCCTGCAGTCTCGAGG

Mus101_dVI-VII_R

ACCGCCAGAGGATCTTCTCTTTGCC

Mus101-BRCTO-2

Mus101-bluntF

ATGAGCATAAGCATGAGCATGGACG

Mus101_BRCT02_R

gctctagaTCATTTCGCCTGACGCGGTTC

Mus101-BRCT3

Mus101_BRCT3_F

GTCTCCGGCTCGCGTCGCATGTG

Mus101_BRCT3_R

gctctagaTCACGGCAATTGCAAACCCTCAGC

Mus101-BRCT4-5

Mus101_BRCT45_F

GTTAGTCTCCTTCAACCAGCGGCAAG

Mus101_BRCT45 R

gctctagaTCACGGTCTTCTTGCTGTCCGG

Mus101-BRCT6-7

Mus101_BRCT67_F

GAGGTGCAGTATGTGCAGCCC

Mus101_BRCT67 R

gctctagaTCAAAGGAGCTGGTACTTTCCCAG

Mus101-AAD

Mus101_AAD F

CGGGACAGCAATAGCCGGACAG

Mus101_AAD R

gctctagaTCACGAACCGCCAGAGGATCTTC

2.2.2.1 Deletsioonide inverse PCR ja ligeerimine

Deletsiooniga rekombinantsete Mus101 valkude saamiseks kasutati plasmiidi pFastBac™1-
flag-Mus101 iPCR-il matriitsina. Reaktsiooni segu (50 ul), sisaldas 10 pul 5 x HF puhvrit (
sisaldab 7,5 mM MgCl;, ThermoFisher), 5 ul 2mM dNTP segu, 2,5 ul forward ja reverse 10

mM praimerit (Tabel 3), 12,5 ng plasmiidi, 0,5 pul ThermoFisher Phusion poliimeraasi ja

reaktsioonisegu

I6ppmahuni

Milli-Q  vett.

Polimeraasi ahelreaktsioonid viidi labi
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termotsukleris (Aeris Thermal Cycler, Esco) ja kasutati konstruktide Mus101-del1-2, Mus101-
del3, Mus101-del6-7 PCR-il jargnevat programmi:

98 °C 30 sekundit

98 °C 10 sekundit 33 tsuklit

72 °C 3 minutit }

72 °C 7 minutit

Konstrukti Mus101-del4-5 puhul kasutati jargmist programmi:
98 °C 30 sekundit

98 °C 10 sekundit

66 °C 20 sekundit 31 tsuklit

72 °C 3 minutit

72 °C 7 minutit

Saadud produktid eraldati 0,8% agaroosgeelis DNA geelelektroforeesil 1 x TAE( Tris-atsetaat-
EDTA) puhvris (40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA, pH 8.0). Kdigil geelelektroforeesidel
kasutati GeneRuler 1 kb DNA ladder, ready-to-use markerit (ThermoFisher).

Saadud PCR produktid ligeeriti uuesti kokku, kasutades selleks ThermoScientific T4 ligaasi.
Ligatsioonisegu (20 pl) sisaldas 2 ul T4 DNA ligaaspuhvrit (ThermoFisher), 1 ul PNK ( ingl
T4 polynucleotide kinase, ThermoFisher), 1 pl FastDigest Dpnl restriktaasi (ThermoFisher) ,
50 ng PCR produkti ja 16ppmahuni Milli-Q vett. Neid inkubeeriti 37 °C juures 30 minutit ja
jargmisena lisati 2 ul PEG400 ( polUetileengliikool 400) ja 1 ul T4 DNA ligaasi ning inkubeeriti
jaal 10 minutit. Ko6ik bakalaureusetdds kasutatud restriktaasid on firma ThermoFisher

FastDigest ensutmid.

2.2.2.2 Ekspresseeritavate domeenide PCR ja ligeerimine

Konstruktide Mus101-BRCT0-2, Mus101-BRCT3, Mus101-BRCT4-5, Mus101-BRCT6-7 ja
Mus101-AAD loomisel kasutati samuti Nele Tambergi loodud plasmiidi pFastBac™1-flag-
Mus101. Esimeseks kasutati poltimeraasi ahelreaktsiooni, et amplifitseerida kindlaid Mus101
valgu alasid kodeerivad jarjestused. PCR-i reaktsioonisegusse (50 pl) lisati 10 ul 5 x HF
puhvrit, 5 ul 2mM dNTP segu, 2,5 ul forward ja reverse 10 mM praimerit (Tabel 3.), 12,5 ng
plasmiidi, 0,5 pul ThermoFisher Phusion poliimeraasi ja reaktsioonisegu 16ppmahuni Milli-Q
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vett. Reaktsioonid viidi labi termotsikleris (Aeris Thermal Cycler, Esco) ja amplifitseerimiseks

kasutati jargnevat programmi:

98 °C 30 sekundit

98 °C 10 sekundit

66 °C 20 sekundit 4 tstklit
72 °C 20 sekundit

98 °C 10 sekundit

70 °C 20 sekundit 30 tsuklit
72 °C 20 sekundit

72 °C 2 minutit

Saadud produktid lahutati geelelektroforeesiga, kasutades selleks 0,8% agaroosgeelijal x TAE
puhvrit. Geelis ilmunud ahelad olid digete suurustega, seega I6igati produktid geelist valja ja
puhastati, kasutades komplekti FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit ( Favorgen Biotech
Corp.) ja jargiti tootja loodud juhiseid.

PCR-i produktide vektorisse sisestamiseks tuli nii amplifitseeritud jérjestusi kui ka vektorit
IGigata restriktaasidega. Geelist puhastatud produkte 18igati restriktaasiga Xbal ja vektorit
pFastBac™1-flag [Bigati restriktaasidega Xbal ja Ehel. PCR-i produkte ei pidanud
restriktaasiga Ehel I6ikama, kuna see restriktaas jatab vektorit 1digates tombi otsa, kuhu produkt
saab kinnituda. PCR-i produktide restriktsioonisegu (30 ul) koosnes 26 ul puhastatud PCR
produktist, 1 pl Xbal restriktaasist ja 3 pl 10 x FastDigest puhvrist (ThermoFisher), mida
inkubeeriti 37 °C juures umbes tund aega. Seejérel puhastati restriktsioonisegusid komplektiga
FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit ja puhtuse ning Oige suuruse kontrolliks tehti
geelelektroforees, mille jaoks laeti puhastatud konstruktid uuesti 0,8% agaroosgeelile koos 1 x
TAE puhvriga. Vektori restriktsioonisegu tarvis voeti 1 pl Xbal restriktaasi, 1 ul Ehel
restriktaasi, 10 kordset FastDigest puhvrit (ThermoFisher), 1,5 pg vektorit ja lisati Milli-Q vett
kuni 20 pl taitumiseni. Vektori restriktsioonisegu hoiti 37 °C juures 1 tund ja I8igatud vektorid
puhastati FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit komplektiga vastavalt tootja poolsele

juhendile.

Jargmiseks ligeeriti omavahel 18igatud vektor ja PCR-i produktid. Ligatsioonisegu (10 ul)
sisaldas 50 ng PCR-i produkti, vektorit kolm korda viiksemas koguses kui produkti, 1 ul T4
DNA puhvrit, 0,5 ul T4 DNA ligaasi ja 10ppmahuni Milli-Q vett. Proove hoiti tletd 16 °C

juures.
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2.2.2.3 Transformatsioon

Transformatsioonis kasutati Escherichia coli tiive DH5a keemiliselt kompetentseid rakke, mida
on valmistatud Nele Tamberg. Rakke hoitakse -80 °C juures ja need sulatati tiles jaal. Uheks
transformatsiooniks kasutati 50 ul DHS5o rakke ja lisati 2 pl ligatsioonisegu ning neid
inkubeeriti 30 minutit j&al. Iga 10 minutit moddudes segati tuube kergelt. Jargmiseks tehti
rakkudele kuumasokk, hoides neid 60 sekundit 42 °C juures. Pirast hoiti rakke veel 5 minutit
jaal, kus neid ei liigutatud. Seejarel plaaditi rakud 100 pg/ml ampitsiliini sisaldavatele LB (ingl
lysogeny broth) agarsé6tmega tassidele. Iga konstrukti kohta plaaditi 2 tassi, kus Ghele lisati 50
ul S.0.C Mediumi soodet (ingl Super Optimal broth with Catabolite repression,
ThermoScientific) ja 5 pl ligatsiooni ning teisele tassile lisati Ulejadédnud rakusegu ehk 45 pl.
Tassidele plaatimiseks kasutati pallikesi (Novagen CoilRollers Plating Beads) ja plaate
inkubeeriti 37 °C juures 18 h.

Plaatidelt kulvati iga konstrukti kohta 3 kolooniat, mis sisestati 3 ml LB vedels66tmega
katseklaasidesse. Iga kolooniaga kilvati tuubidesse ka ampitsiliini 1dppkontsentratsioonini 100
pug/ml. Jargmiseks hoiti katseklaase loksutil 37 °C juures 16 tundi. Lopuks fuugiti rakud
Heraeus Picol7 mikrotsentrifuugiga 3000 rpm 1 minut ja plasmiidide eraldamisel kasutati
FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corp.) ning jérgiti tootja
kirjutatud juhiseid. Saadud plasmiidse DNA kontsenratsioonid mdddeti NanoDrop (Thermo
Scientific™) masinaga.

2.2.2.4 Restriktsioonianaliitis

Saadud rekombinantseid vektoreid kontrolliti restriktsioonianalutisiga. Retsriktsioonisegu (10
ul) sisaldas 2,5 pl plasmiidset DNA-d, 1 ul 10 x FastDigest puhvrit, 0,1 ul restriktaasi ja
I6ppmahuni Milli-Q vett. Konstruktide analtitisiks kasutatud restriktaasid ja saadavate
fragmentide pikkused on toodud vélja tabelis 4. Restriktsioonisegusid hoiti tund aega 37 °C
juures. Pérast seda visualiseeriti tulemused geelelektroforeesil, kus segud laeti 0,8 %
agaroosgeelile 1 x TAE puhvris.

Tabel 4. Konstruktide restriktsioonianaliitisis kasutatud restriktaasid ja restriktsiooni tulemusel
oodatavad DNA fragmentide pikkused. Tabelis on toodud konstruktide analiitisiks kasutatud
restriktaasid, et kontrollida kloneerimise korrektsust. Samuti on toodud eduka kloneerimise puhul

restriktsioonil saadavad fargmentide pikkused.
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Konstruktid Restriktaasid Oodatct;lvad fragmentide
pikkused (ap)
Mus101-del1-2 Hind 11 2151, 5676
BamHI 1025, 7402
Esp3l + Sacl 1251, 1911, 5583
Mus101-del3 EcoRI + Nhel 275, 2066, 6404
EcoR| 2020, 6404
Mus101-del4-5 EcoRV+ Sacl 1426, 1772, 5226
EcoRI+ Xhol 749, 2620, 4974
Mus101-del6-7 Sacl + Sphl 1073, 7270
Mus101-BRCTO0-2 Scal 1519, 4406
Mus101-BRCT3 EcoRV + Kpnl 2051, 3466
Mus101-BRCT4-5 ECORV + Kpnl 2051, 3466
BamHI + Hindll| 876, 4671
Mus101-BRCT6-7 — oo
Mus101-AAD Scal 1519, 4412

Restriktsioonianallisil korrektse tulemuse andnud plasmiidid saadeti koos laborist périt
praimeritega Eesti Biokeskuse tuumiklaborisse sekveneerimisele. Sekveneerimistulemusi

anallusiti programmiga Clone Manager.

2.2.3 Bac-to-Bac™ bakuloviiruse ekspressioonisisteem

Rekombinantset bakmiidi sisaldavate Escherichia coli rakkude saamiseks sulatati Mus101
jarjestusi sisaldavad pFastBac™1-flag vektorid ja kompetentsed DH10Bac™ E. coli rakud jaal.
Vektoreid lahjendati kontsentratsioonini 50 ng/ul. Transformatsioonisegu saamiseks lisati 100
ul kompetentsetele DH10Bac™ E. coli rakkudele 1 pul vektorit ja inkubeeriti tuube 30 min jéél.
Jargmiseks tehti transformatsioonisegudele kuumasokk, hoides neid 60 sekundit 42 °C juures.
Parast kuumasokki inkubeeriti rakke 5 minutit jddl ja I6puks lisati segule 900 pul S.0.C Medium
s0odet ning hoiti loksutis 4 tundi 37 °C juures. Jargnevalt plaaditi rakud spetsiaalselt
valmistatud LB agartassidele, mis sisaldasid 50 pg/ml kanamiitsiini, 7 pg/ml gentamutsiini, 10
pg/ml tetratsiikliini, 100 pg/ml Bluo-gal-i (ingl halogenated indolyl-5-galactoside) ja 40 pg/ml
IPTG (ingl isopropyl p-D-thiogalactopyranoside). Esimesena plaaditi igast konstruktist 100 pl
ja teisele tassile k&ik tlejaanud rakud. Tasse hoiti 37 °C juures valguse eest kaitstult 2 péeva.

Tassidel tekkinud kolooniatest valiti iga konstrukti kohta kaks valget kolooniat, mis viidi
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kasvatamiseks LB vedelsootmesse (3 ml), kuhu oli lisatud 50 pg/ml kanamditsiini, 10 pg/ml

tetratsiikliini ja 7 ug/ml gentamutsiini. Tuube hoiti loksutil 37 °C juures 24 h.

Jargnevalt eraldati bakterirakkudest rekombinantne bakmiidne DNA. Selle tarvis pandi so6tme
jarakkude segud 1,5 ml tuubidesse ja neid fuugiti Heraeus Picol7 mikrotsentrifuugis 2 minutit
2500 xg. Seejdrel eemaldati supernatant ja rakkudele lisati 300 ul RES-EF lahust, kuhu oli
lisatud RNaas ( Resuspension buffer, Macherey-Nagel ™), milles need uuesti suspendeeriti.
Jargmisena lisati 300 pl lahust LYS-EF (Lysis buffer, 0,5-20% NaOH, Macherey-Nagel™),
mille jarel tuube segati kergelt ja inkubeeriti 2 minutit toatemperatuuril. Viimasena lisati 300
ul NEU-EF ( Neutralization buffer, Macherey-Nagel™ ), mida omakorda segati ja tuube
inkubeeriti jaal 10 minutit. Edaspidi tsentrifuugiti suspensioone 10 minutit 14,000 xg. Parast
fuugimist tosteti 750 ul supernatanti uutesse tuubidesse ning lisati 750 ul isopropanooli. Segu
segati kergelt ja inkubeeriti jdal 10 minutit. Bakmiidse DNA sadestamiseks fuugiti
mikrotsentrifuugis 15 minutit 14,000 xg. Jargmisena eemaldati supenatant ja tuubi pdhjas
olevale DNA sademele lisati 0,5 ml 70% etanooli ning segati kergelt. Tuubid pandi
mikrotsentrifuugi 5 minutiks 14,000 xg. Ldpuks eemaldati tuubist ettevaatlikult kogu etanool
ja jaeti epsid lahtisena lauale kuivama, et pohjas olev DNA sade saaks kuivada. Kuivanud
sademele lisati 40 pul 1 x TE puhvrit ( Tris-HCI, EDTA). Bakmiidset DNA-d sdilitati 4 °C

juures.

Rekombinantset bakmiidi kontrolliti pollimeraasi ahelreaktsiooniga. Selle jaoks kasutatakse
spetsiaalseid praimereid, millega saab kontrollida, kas on tegemist tiihja bakmiidiga v0i
bakmiidiga, millele on lisatud soovitud jarjestus (Tabel 5). Reaktsioonisegu (20 pl) sisaldas 4
ul 5 x HF puhvrit, 2 ul dNTP-d, 1 ul M13 forward ja reverse praimerit (Tabel 5), 0,1 ul

ThermoFisher Phusion poliimeraasi, 0,5 pl DNA-d ja reaktsioonisegu Idppmahuni Milli-Q vett.

Tabel 5. Rekombinantse bakmiidse DNA PCR analiiisis kasutatud M13 praimerite nukleotiidsed
jarjestused. Tabelis on toodud bakmiidse DNA analiiisiks kasutatud PCR praimerite nukleotiidsed

jarjestused suunal 5°-3°.

M13 forward 5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3'
M13 reverse 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3'

Polimeraasi ahelreaktsiooni labiviimisel kasutati konstruktide Mus101-del1-2, Mus10-del3,
Mus101-del4-5 ja Mus101-del6-7 bakmiidse DNA puhul programmi :
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98 °C 30 sekundit

98 °C 10 sekundit

52 °C 20 sekundit 32 tsuklit
72 °C 1 minut 34 sekundit

72 °C 10 minutit

Konstruktide Mus101-BRCT1-2, Mus101-BRCT3, Mus101-BRCT4-5, Mus101-BRCT6-7 ja
Mus101-AAD puhul kasutati programmi:

98 °C 30 sekundit

98 °C 10 sekundit

52 °C 20 sekundit 32 tsuklit

72 °C 1 minut 11 sekundit

72 °C 10 minutit

PCR-i reaktsiooni viidi labi termotstkleris Aeris Thermal Cycler (Esco).

2.2.4 Bakmiidse DNA transfekteerimine SF9 putukarakkudesse

Spodoptera frugiperda 9 (SF9) putukarakudesse transfekteerimisel kasutati 6 auguga plaate
(Uhe augu diameeter on 3,5 cm), kuhu lisati igasse auku 2 ml ExCell 420 séddet ja 1 x 10° SF9
rakku. Transfekteerimissegu tarvis segati tuubis 5 pl bakmiidset DNA-d ja 25 pl filter-
steriliseeritud Milli-Q vett. Teises tuubis segati kokku 2 ul transfektsioonireagenti 007
(Icosagen) ja 18 ul Milli-Q vett. Jargmisena lisati bakmiidse DNA segule (30 ul) reagent 007
segu (20 ul) ja segati kergelt ning inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Viimaseks lisati 50
ul transfektsioonisegu 6 auguga plaadil kasvavatele rakkudele ning inkubeeriti 27 °C juures 3

péeva.

Esimese viirusstoki P1 kogumiseks eemaldati plaadilt s60de ja koguti 15 ml Falcon™
tsentrifuugtuubi (Fisher Scientific) ning fuugiti tsentrifuugis 5810 R (Eppendorf) rootoriga A-
4-81 (Eppendorf) 5 minutit 1500 rpm. Seejarel tdsteti fuugitud tuubidest supernatant, mis
sisaldas viiruseosakesi, Umber puhtasse 15 ml Falcon™ tsentrifuugtuubi ja neid hoiti edaspidi
pimedas 4 °C juures. Korduv nakatamiseks lisati 500 pl P1 virione uutele SF9 rakkudega 10
cm tassidele, kuhu lisati igasse auku 10 ml ExCell 420 so6det ja 8 x 10° SF9 rakku. Tasse

inkubeeriti 3 p4eva 27 °C juures.
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Teine viirusstokk P2 koguti sarnaselt P1 virionidele. Nakatanud SF9 rakkude kogumiseks
eemaldati rakkudelt kogu s06de, seejarel suspendeeriti rakud 3,5 ml PBS puhvris (ingl
phosphate buffered saline; 10 mM Naz2HPO4, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 1,8 mM KH2POa4 ).
500 pl PBS-rakusegu tosteti ja& peal olevasse puhtasse tuubi. Rakusegusid tsentrifuugiti
Heraeus Picol7 mikrotsentrifuugis 5 minutit 2000 rpm. Tuubi pdhjas olevatelt rakkudelt
eemaldati PBS puhver ja rakud resuspendeeriti 100 pl 2 x Laemmli SDS puhvris ( 4% SDS,
20% glutserool, 10% B-merkaptoetanool, 0,04% bromofenoolsinine, 0,125 mM Tris HCI, pH

6,8 ) ning keedeti 100 °C juures 5 minutit. Proove sailitati -20 °C juures.

2.2.5 Western blot

Western blot’is kasutati P1 virionidega nakatatud SF9 rakke, et neid analiiiisida ja kontrollida,
kas nakatatud rakud ekspresseerivad soovitud valke. Laemmli puhvris lGdsitud rakke
sonikeeriti (Diagenode BioruptorTM UCD-200) 5 minutit, et Idhkuda genoomne DNA. Valgud
lahutati 10% polGakriilamiidgeelil ja jooksutati 1 x SDS jooksupuhvris. Markerina kasutati
Prestained Protein Molecular Weight Marker Lot-specific (ThermoFisher). Geeli jooksutati
alguses 120 V juures, kuni proovid joéudsid geeli ja jargmisena 150 V juures kontsentreeriva
osa Idpuni ning kuni geeli 16puni jooksutati proove 180 V juures. Lahutatud valkudega geel
pandi metanoolis aktiveeritud PVDF membraani peale, mis Umbritseti mdlemalt poolt
kolmekordse kihiga Whatmani filterpaberiga ning pandi Trans-Blot® Semi-Dry
iilekandemasinasse (Bio-Rad). Ulekanne toimus semi-dry puhvris (48 mM Tris, 39 mM
glutsiin, 0,037% SDS, 20% metanool) 12V juures, 30 minutit. Pérast tlekande toimumist
blokeeriti membraan 5% 18ssi lahuses [2,5 g 18ssi, 50 ml western’i pesulahust ( 1M Tris, pH
7.5,5 M NaCl, 10% Tween-20 )] ja loksutati 1 h toatemperatuuril. Jargnevalt lisati membraanile
2% lBssilahus ja esmane antikeha. Esmane antikeha oli anti-flag antikeha lahjendusega 1:1000
(mouse monoclonal, Sigma-Aldrich). Segu loksutati le6d -4 °C juures, mille jarel pesti
membraani 3 x 5 minutit ja 1 x10 minutit western blot’i pesulahusega. Seejarel lisati 2%
I6ssilahus koos sekundaarse antikehaga. Sekundaarne antikeha oli HRP-ga (ingl horseradish
peroxidase) konjugeeritud hiire antikeha &ra tundev Kitses tehtud antikeha lahjendusega 1:1000
(Goat anti-Mouse 1gG, Invitrogen). Nimetatud segu loksutati toatemperatuuril 1 h ja pesti
membraani sarnaselt esmase antikeha puhastamisega. Membraanile seondunud valkude
visualiseerimiseks kasutati Amersham ECL (GE Healthcare) ilmutusreagenti ja rontgenfilmi
(AGFA Healthcare) .
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2.3 Tulemused ja arutelu

Vorreldes pagariparmiga on kérgemates eukartiootides muutunud replikatsiooni alustamine
keerukamaks ja on lisandunud uusi lisafaktoreid. Replikatsiooni initsiatsioonil osalevad
regulaatorvalgud on kdrgemates eukaruootides teada, kuid nende regulatsioonis on veel palju
ebaselgelt. Uheks selliseks regulaatorvalguks on dadikakarbse valk Mus101, mis kaitub kui
laadimisvalk, sidudes endaga mitmeid lisafaktoreid ja aidates laadida neid kromatiinile. Sel
pdhjusel aitaks detailne valgu Musl01l ja sellele seonduvate valkude interaktsioonide

mdistmine kaasa ka replikatsiooni initsiatsiooni protsessi paremale mdistmisele.

Ivar llvese labor uurib kdrgemate eukartiootide replikatsiooni ja selle regulatsiooni, kasutades
selleks mudelorganismina &&adikakérbest. Siinse bakalaureusetdd eesmargiks oli luua
todvahendid, mis aitaksid uurida replikatsiooni regulaatorvalku Mus101. T66 tulemusena
valmistati bakuloviiruse geeniekspressiooni vektorid, mille abil analulsida valgu Mus101
seondumist teiste valkudega ja méérata valgus Mus101 erinevate funktsioonide toimumiseks

vajalikke alasid.

Otsustati luua bakuloviirused, mille abil ekspresseerida valku, kus on deleteeritud domeenid
BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5 ja BRCT6-7. Lisaks loodi bakuloviirused, mis ekspresseerivad
valke domeenidega BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5, BRCT6-7 ja AAD . Deleteeritud BRCT
domeenidega tehakse kindlaks, millised alad on uute faktoritega seondumiseks vajalikud ja
iseseisvaid BRCT domeene ekspresseerivad bakuloviirused aitavad kaardistada alad, kuhu
seonduvad uudsed faktorid. Valgu Mus101 konstruktide loomisel joondati omavahel
addikakérbse, inimese ja Aafrika kannuskonna nukleotiidsed jarjestused, et ndha rohkem
konserveerunud alasid ja panna paika valgus Musl01l olevad domeenid (detailsem info
materjalid ja metoodikas). Mus101 valgus otsustati eemaldada aminohapped 114-312
(BRCT1-2), 393-485 (BRCT3), 607-806 (BRCT4-5) ja 1199- 1637 (BRCT6-7) (Joonis 3)
Eraldi AAD domeeni ala ei eemaldatud, kuna &ddikakéarbsel puuduvad inimese vOi
kannuskonna AAD domeenile sarnased jarjestused. Siiski otsustati BRCT domeenide 5 ja 6
vahele j&av ala iseseisvalt ekspresseerida, kuna inimesel ja kannuskonnal on selles piirkonnas
domeen AAD ja ka BRCT6 ning voib olla teatud valgud ikkagi interakteeruvad valgus Mus101
selle alaga. Iseseisvalt ekspresseerimiseks valiti aminohapped 0-392 (BRCTO0-2), 339-594
(BRCT3), 561-816 (BRCT4-5), 1160-1425 (BRCT6-7) ja 806-1199 (AAD) (Joonis 3).
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Joonis 3. Mus101 valgud, mida soovitakse ekspresseerida. Joonisel on kujutatud valgud, mida to66s
loodud bakuloviiruste abil soovitakse ekspresseerida. BRCT domeenide numbrid on margitud
numbritega, mis on esitatud joonel asuvatel kastidel. Joonisel on toodud valja ka taispikk Mus101 valk,
et illustreerida taispikal valgul asuvaid domeene ja pikkust. Taispika valgu nimetus on varvitud siniselt
ja rekombinantsete valkude nimetused on varvitud mustalt. Valgu mudelite I6pus on toodud valkude
suurused aminohapetes (ah).

Valkude ekspresseerimisel kasutati  ThermoFisher’i  Bac-to-Bac™  bakuloviiruse
ekspressioonisusteemi (Joonis 4). See pBhineb huvipakkuva jarjestuse viimisel bakmiidi, mis
transfekteeritakse putukarakkudesse, milles toimub jarjestust sisaldavate bakuloviiruste
moodustumine. T00s kasutatakse sellist meetodit, sest see on kiire ja efektiivne meetod
rekombinantsete valkude ekspresseerimisel ja bakuloviiruste loomisel, kuna kasutab
rekombinantse bakmiidi loomisel Escherichia coli kohtspetsiifilist transpositsiooni ning vektor
omab tugevat polihedriin promootorit (Bac-to-Bac™ bakuloviiruse ekspressioonisisteemi
toote info, ThermoFisher). Joonisel 4 on toodud Bac-to-Bac™ bakuloviiruse

ekspressioonisusteemi skemaatiline Glesehitus.
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Joonis 4. Rekombinantse baukuloviiruse loomine ja soovitud valkude tootmine Sf9 rakkudes,
kasutades Bac-to-bac™ bakuloviiruse ekspressioonisiisteemi. Ekspresseeritavat valku kodeeriv
jérjestus sisestatakse pFastBac™1 doonorplasmiidi ja tdpsemalt Tn7 transposooni Glgade TnR7 ja Tn7L
vahele. Saadud vektor trasformeeritakse E. coli DH10Bac™ rakkudesse, milles on Tn7
sintmarkjarjestust mini-attTn7 sisaldav bakmiidne DNA. Transpositsioonile aitab kaasa helper-
plasmiid, mis kodeerib transposaasi ja annab resistentsuse tetratsiikliini vastu. Rekombineerunud
bakmiidide eristamiseks kasutatakse LacZ-pdhist sini-valge selektsiooni, sest huvipakkuva jarjestuse
edukal sienemisel bakmiidi I6hutakse LacZ peptiidi ekspressioon. Korrektsed bakmiidid
miniprepareeritakse ja need transfekteeritakse Sf9 putukarakkudesse. Putukarakkudes toodetud
bakuloviirused kogutakse ja korduv nakatatakse sobiva tiitri saamiseni. Joonis on mugandatud versioon

Bac-to-bac™ bakuloviiruse ekspressioonisiisteemi kasutusjuhendis olevast joonisest (ThermoFisher).
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2.3.1 Rekombinantseid valke kodeerivate nukleotiidsete jarjestuste kloneerimine
pFastBac™ 1 plasmiidi

Rekombinantseid valke kodeerivate jarjestuste saamiseks viidi labi polimeraasi ahelreaktsioon,
millega amplifitseeriti jarjestused, kus puudusid domeenid BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5 ja
BRCT6-7. Lisaks amplifitseeriti Uksikult domeenide BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5, BRCT6-
7 ja AAD jéarjestused. Deletsioonidega konstruktide saamiseks kasutati iPCR meetodit, mille
puhul amplifitseeritakse PCR-i abil kogu plasmiid, vélja arvatud see ala, mida deleteerida
soovitakse. Eemaldatava ala kummassegi &arde disainiti praimerid ja amplifitseeriti kogu
plasmiid k.a Mus101 valgu ala, mida soovitakse ekspresseerida. Disainitud praimerid, mida
kasutati konstruktide kloneerimise PCR-il, on vélja toodud tabelis 3. Deleteeritud domeenidega
amplifitseeritud jarjestuste pikkused pidid olema 8426 aluspaari (Musl01-dell-2), 8744
aluspaari (Mus101-del3), 8423 aluspaari (Mus101-del4-5) ja 8342 aluspaari (Mus101-del6-7)
(Joonis 5). Markereid laeti geelile erinevates kogustes, et visuaalselt maérata, kui suur on
saadud PCR-i produktide hulk nanogrammides (Joonis 5). Samal p&hjusel laeti geelile ka
produktid kahes erinevas koguses (Joonis 5). Mus101-del1-2, Mus101-del3 ja Mus101del6—7
kloneerimiseks vajalikud PCR-i produktid olid oodatud suurusega, millest voib jareldada, et
PCR-il saadud jarjestused olid korrektsed ja disanitud praimerid olid kinnitunud 6igesse kohta.
Mus101-del4-5 PCR-i tulemuseks oli segu 8423 aluspaari ja umbes 4000 aluspaari pikkustest
fragmentidest (Joonis 5). Mus101-del4-5 konstrukti puhul korrati PCR-i neli korda, kus
muudeti ahelreaktsiooni tsiiklite arvu ja praimerite seondumise temperatuuri, kuid vaiksem
mittespetsiifiline fragment ei kadunud &dra. Tekkiva vale fragmendi p&hjuseks on arvatavasti
praimerite mittespetsiifiline seondumine teistele jarjestusele lisaks t66 jaoks vajalikule
jarjestusele. Toos kasutati ikkagi Mus101-del4—5 PCR-i produkti, kuna see sisaldas dige
suurusega fragmenti ja korrektsed konstruktid tehakse kindlaks restriktsioonianaliisi abil.

Jargmiseks I6igati plasmiide restriktaaasiga Dpnl ja ligeeriti plasmiidide otsad kokku.

Marker Mus101-del1-2 Mus101-del3 Mus101-deld—5 Mus101-del6—7

2.1 N ~
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Joonis 5. Deleteeritud BRCT domeenidega konstruktide kloneerimiseks vajalike PCR-i
produktide analiits geelelektroforeesil. Joonisel on kujutatud geelelektroforeesiga lahutatud valgu
Mus101 konstruktide kloneerimiseks vajalikud PCR-i produktid, millelt on deleteeritud kindlad
domeenid. Kdikidel reaktsioonidel kasutatud praimerid leiab tabelist 4. VVasakul pool on toodud markeri
aluspaaride (ap) pikkused ja tileval on toodud geelile laetud markerid ning produktid. Samuti on valja
toodud markeri ja produktide geelile laetud kogused mikroliitrites.

BRCT domeenide konstruktide saamiseks amplifitseeriti PCR-iga soovitud domeen, mida
IGigati restriktaasiga ja sisestati sama restriktaasiga I8igatud pFastBac™1-flag vektorisse
FLAG-jarjestuse jarele. Lopptulemuseks on FLAG-jarjestust sisaldav rekombinantset valku
kodeeriv plasmiid. BRCT domeenide ekspressioonikonstruktide kloneerimiseks tehtud PCR-i
anallusiti agaroosgeelil, et olla kindel saadud jérjestuste korrektsuses. Geelile laetud produktid
olid Gigete suurustega ja selleparast 18igati need ka geelist vélja. Seejarel puhastati need geelist
ja I8igati produkte restriktaasiga Xbal ning pFastBac™1-flag vektorit restriktaasidega Ehel ja
Xbal. Retsriktaasidega 10igatud fragmente analllsiti uuesti geelelektroforeesil selleks, et
vaadata ega produktide segud ei ole saastunud (Joonis 6). BRCT domeenide
ekspressioonikonstruktide nukleotiidsed jarjestused pidid olema 1176 aluspaari (Mus101-
BRCTO0-2), 765 aluspaari (Musl01-BRCT3), 765 aluspaari (Musl01-BRCT4-5), 795
aluspaari (Mus101-BRCT6-7) ja 1179 aluspaari (Mus101-AAD). Ldigatud pFastBac™1-flag
vektori jarjestus pidi olema 5930 aluspaari. Geelile laetud produktide fragmendid ja 18igatud
pFastBac™1-flag vektor olid digete suurustega (Joonis 6). Restrikteeritud vektor pFastBac™!1-

flag ja ekspressiooni produktid ligeeriti omavahel kokku.
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Joonis 6. BRCT domeenide ekspressioonikonstruktide kloneerimiseks vajalike restrikteeritud
PCR-i produktide ja restrikteeritud pFastBac™1-flag vektori anallits geelelektroforeesil. Joonisel
on toodud geelelektroforeesiga lahutatud PCR-i produktid ja vektor. Konstruktide loomisel kasutatud
praimerid on leitavad tabelis 3. Vasakul pool on toodud markeri fragmentide pikkused aluspaarides (ap).
Uleval on toodud geelile laetud konstruktide ja vektori nimetus.

Ligatsiooni dnnestumise ning korrektse jarjestusega plasmiidi saamise kontrollimiseks tehti
plasmiididele restriktsioonianaliiis. Deletsioonidega konstruktide restriktsioonianalliisi
tulemused on toodud joonisel 7. Konstruktide analiiiisiks kasutatud restriktaasid ja l6ikamisel

oodatavad DNA fragmentide pikkused on toodud tabelis 4.

Konstrukti Mus101-del1-2 kontrollimisel restriktaasiga Hindlll peaks saama fragmendid
suurustega 2751 ja 5676 aluspaari ning kontrollimisel restriktaasiga BamHI peaks saama
fragmendid suurustega 1025 ja 7402 aluspaari. Konstruktil Mus101-del1-2 olid korrektsed
fragmendid kloonidel 1 ja 2 (Joonis 7B). Kloonil 3 oli restriktaasi BamHI kasutamisel tekkinud
2 fragmendi asemel 3 ja selle kdige véaiksem fragment oli liiga suur, seega kolmandal plasmiidil
pole ligatsioonil diged fragmendid kokku ligeerunud (Joonis 7B). Sekveneerimiseks valiti
kloon 1, plasmiid Mus101-del1-2#1.

Konstrukti Mus101-del3 ldikamisel restriktaasidega Esp3l + Sacl peaks saama fragmendid
suurustega 1251, 1911 ja 5583 aluspaari ning ldigates restriktaasidega EcoRI+Nhel peaks
saama fragmendid suurustega 275, 2066 ja 6404 aluspaari. Konstrukti Mus101-del3 kdigi
kolme valitud klooni puhul toimus restriktaasidega Esp31+Sacl restriktsioon, kuid saadud
fragmendid olid valede suurustega (Joonis 7C). Kloone 1 ja 2 on arvatavasti I8iganud ainult ks
kasutatud restriktaasidest, sest geelelektroforeesil on ndha lineaarne DNA (Joonis 7C). Klooni
3 puhul on geelil ndha I6ikamata tsirkulaarne DNA ja ei ole toimunud restriktsiooni (Joonis
7C). Seevastu restriktaasisega EcCoRI + Nhel I8igati Gigesti kloone 1 ja 2, kuid kloonil 3 saadi
EcoRI ja Nhel kasutamisel lineaarne molekul, mis néitab, et plasmiidi 18ikas ainult Uks

restriktaas (Joonis 7C). Sekveneerimiseks valiti kloon 2, plasmiid Mus101-del3#2.

Mus101-del4-5 ldikamisel restriktaasiga ECORI peaks saama fragmendid suurustega 2020 ja
6404 aluspaari ning ldikamisel restriktaasidega EcoRV+Sacl peaks saama fragmendid
suurustega 1426, 1772 ja 5226 aluspaari. Konstrukti Mus101-del4-5 restrikteeritud plasmiidid
olid kdik digete suurustega ja seega Onnestus korrektne ligatsioon kdikidel valitud kloonidel
(Joonis 7A). Sekveneerimiseks valiti kloon 1, plasmiid Mus101-del4-5#1.

Konstrukti Mus101-del6—7 16ikamisel restriktaasidega EcoRI+Xhol peaks saama fragmendid
suurustega 749, 2620 ja 4974 aluspaari ning l6ikamisel restriktaasidega Sacl+Sphl peaks saama

fragmendid suurustega 1073 ja 7270 aluspaari. Konstruktide Mus101-del6—7 I6ikamisel saadi
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mdlema restriktaasi paariga Gigete suurustega fragmendid (Joonis 7C). Sekveneerima saadeti
kloon 1, plasmiid Mus101-del6—7#1.

Valitud plasmiidide sekveneerimistulemused osutusid korrektseteks, seega oli deleteeritud

domeenidega valgu Mus101 konstruktide kloneerimine dnnestunud.
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Joonis 7. Deleteeritud BRCT domeenidega Musl01l konstruktide restriktsioonanaltis.
Restriktaasidega analiiusiti iga konstrukti puhul kolmest erinevast kolooniast saadud plasmiide.
Konstruktide nimed on esitatud joonise peal ja kontrolliks kasutatud restriktaas on joonise all. (A)
Joonisel on toodud konstrukti Mus101-del4-5 restriktsioonianaltiiis. Kontrollina kasutati 1. klooni
Mus101-del4-5 plasmiidi, mis on ldikamata ja joonisel on see mérgitud (-R) margiga. (B) Joonisel on
konstrukti Mus101-del1-2 restriktsioonianaltis. Kontrollina kasutati 1. klooni Mus101-del1-2
plasmiidi, mis on I6ikamata ja joonisel on see mérgitud (-R) maérgiga. (C) Joonisel on konstruktide
Mus101-del3 ja Mus101-del6—7 restriktsioonianaluiiis. Kontrollina kasutati 1. klooni Mus101-del3
plasmiidi, mis on IGikamata ja joonisel on see margitud (-R) margiga.

BRCT domeenide ekspressioonikonstruktidega viidi samuti labi restriktsioonianalus.
Analidsil kasutatud restriktaasid ja nende kasutamisel saadavad fragmendid on toodud tabelis
4. Sarnaselt deleteeritud domeenidele valiti iga konstrukti kohta 3 kolooniat, mida kasvatati

vedelsootmes, eraldati plasmiidne DNA ning teostati restriktsioonianalttis. BRCT domeene
ekspresseerivate konstruktide restriktsioonianalliusil saadud geelipildid on esitatud joonisel 8.

Konstruktide Mus101-BRCTO0-2 Idikamisel restriktaasiga Scal peaks saama fragmendid
suurustega 1519 aluspaaari ning 4406 aluspaari. Restriktaasiga Scal I6ikamise tulemuseks olid
Oigete suurusega fragmendid konstrukti Mus101-BRCTO0-2 kdigil plasmiididel (Joonis 8A).
Sekveneerima saadeti kloon 1, plasmiid Mus101-BRCTO-2#1.

Konstruktide Mus101-BRCT3 I6ikamisel restriktaasidega EcoORV+Kpnl peaks saama
fragmendid suurustega 2051 ja 3466 aluspaari. Kdikide plasmiidide fargmendid olid geelil
Oigete suurustega ja nendest saadeti sekveneerimisele kloon 1, plasmiid Mus101-BRCT3#1
(Joonis 8B).

Konstruktide Mus101-BRCT4-5 IGikamisel restriktaasidega EcORV+Kpnl peaks saama
fragmendid suurustega on 2051 ja 3466 aluspaari. Kdikide plasmiidide fargmendid olid geelil
Oigete suurustega ja nendest saadeti sekveneerimisele kloon 1, plasmiid Mus101-BRCT4-5#1
(Joonis 8B).

Konstrukti Mus101-BRCT6-7 IGigati restriktaasidega BamHI+HindlI1l, mille tulemusena peaks
fragmentide suurused olema 876 ja 4671 aluspaari ja restriktaasiga Scal, millega peaks saama
fragmendid suurustega 1519 aluspaari ja 4028 aluspaari. Geelelektroforeesil lahutatud
plasmiidide fragmendid olid korrektsete suurustega ja sekveneerima saadeti kloon 1, plasmiid
Mus101-BRCT6-7#1 (Joonis 8C).

Konstrukti Mus101-AAD ldikamisel restriktaasiga Scal peaks saama fragmendid suurustega
1519 aluspaaari ning 4412 aluspaari. Restriktaasiga Scal ldikamise tulemuseks olid dige

suurusega fragmendid kloonidel 1 ning 2 (Joonis 8A). Mus101-AAD kloonis 3 ei toimunud
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ligatsiooni soovitud fragmentide vahel, kuna restriktsioonil saadud fragmendi pikkused on
iseloomulikud tiihjale pFastBac™1-flag plasmiidile (Joonis 8A). pFastBac™1-flag plasmiidi
I6ikamisel restriktaasiga Scal, saadakse fragmendid pikkustega 1519 aluspaari ja 3272
aluspaari, mis on nédha konstrukti Mus101-AAD klooni 3 puhul (Joonis 8A). Sekveneerima
saadeti kloon 1, plasmiid Mus101-AAD#1.

Kdik sekveneerima saadetud konstruktide jérjestused olid korrektsed, seega oli kloneerimine

dnnestunud.
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Restriktaasid: I | |

BamHI+HindIII Scal

Joonis 8. Valgu Musl101 BRCT domeenide ekspresssioonikonstruktide restriktsioonanal(ils.
Restriktaasidega analliisiti iga konstrukti kolmest erinevast kolooniast saadud plasmiide. Joonise peal
on toodud konstrukti nimi ja joonise all on konstrukti kontrollimisel kasutatud restriktaasid. (A) Joonisel
on esitatud konstruktide Mus101-BRCTO0-2 ja Musl01-AAD restriktaasidega I6ikamisel saadud
fragmendid. Kontrollina kasutati kloon 1. Mus101-BRCTO0-2 Idikamata plasmiidi ja joonisel on see
margitud (-R) margiga. (B) Joonisel on restrikteeritud ja geelil lahutatud konstrukti Mus101-BRCT3 ja
Mus101-BRCT4-5 fragmendid. (C) Joonisel on restrikteeritud ja geelil lahutatud konstrukti Mus101-
BRCT6-7 fragmendid. Kontrollina kasutati kloon 1 Mus101-BRCT6-7 I6ikamata plasmiidi ja joonisel
on see margitud (-R) margiga.

2.3.2 Rekombinantse bakmiidide loomine

Valmistatud Mus101 konstruktid transformeeriti kompetentsetesse DH10Bac™ Escherichia
coli rakkudesse, mille sees oli bakuloviiruse genoomi sisaldav bakmiid. Ekspresseritavat valku
kodeeriv nukleotiidnejarjestus lisandub bakuloviiruse genoomile transpositsiooni abil ja tekkiv
rekombinantne bakmiid eraldatakse miniprepareerimisega DH10Bac™ Escherichia coli
rakkudest. Selleks et kontrollida soovitud jérjestuse lisandumist bakmiidsesse DNA-sse, tehti
bakmiididele PCR kontroll. Bakmiide amplifitseeriti praimeritega, mille jarjestused on leitavad
tabelis 5. Antud praimerid seonduvad bakmiidses DNA-s selle ala kummassegi otsa, kuhu
huvipakkuv jarjestus rekombinatsiooni abil sisenes. Pé&rast poliimeraasi ahelreaktsiooni
analuusiti produkte geelelektroforeesiga. Geelil olid kdigil konstruktidel nédha dige suurusega
fragmenti, seega vdib Oelda, et bakmiididele olid lisandunud rekombinantse Mus101 valgu

ekspresseerimiseks vajalikud jarjestused.
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2.3.3 Rekombinantse bakmiidi transfekteerimine SF9 rakkudesse

Rekombinantne bakuloviiruse genoomi sisaldav bakmiid transfekteeriti SF9 putukarakkudesse,
et amplifitseerida bakuloviiruseid ja ekspresseerida valke. Parast putukarakkude nakatamist
koguti 3 p&deva mooddudes P1 viirusvaru ja nendega nakatati uusi SF9 putukarakke. Rakke
korduvnakatati, et suurendada viiruste kogust ja vOimaldada kasutada viirusvarusid ka
edaspidistes uuringutes valguga Mus101. Uuetest rakkudest koguti 3 pdeva méddudes P2
viirusvaru.

2.3.4 Rekombinantse bakuloviiruste loomine ja rekombinantsete valkude ekspressiooni
kontroll

Rekombinantne bakuloviiruse genoomi sisaldav bakmiid transfekteeriti SF9 putukarakkudesse.
Peale esmase viirusvaru (P1) kogumist paljundati seda veel tks kord, et suurendada viiruste

tiitreid vajalikule tasemele efektiivse valguekspressiooni jaoks.

Uurimaks, kas bakuloviirusega nakatatud rakkudes ekspresseeriti rekombinantseid Mus101
valke, anallitsiti P1 viirustega nakatatud rakke western blot meetodil (Joonis 9). Western blot'il
kasutati esmase antikehana anti-flag antikeha, kuna see tunneb &ra rekombinantsetel valkudel
N-terminuses oleva FLAG epitoobi. Geelile laeti positiivse kontrollina FLAG-
afiinsuskromatograafia abil puhastatud tdispikk Mus101 valk, millel on samuti
aminoterminuses FLAG epitoop. Taispikk Mus101 valk on umbes 180 kDa suurune. Joonisel
on néha nii taispikale valgule vastavat signaali, kuid ka véiksemaid ribasid, mis on arvatavasti

degradatsiooniproduktid (Joonis 9).

Oodatavad suurused valgu Mus101 deletsioonidega konstruktide valkudele on 137 kDa (
Mus101-del1-2), 149 kDa (Mus101-del3), 137 kDa ( Mus101-del4-5) ja 135 kDa (Mus101-
del6-7) (Tabel 2). Western blot’il oli ndha Mus101-del1-2, Mus101-del3 ja Mus101-del6—-7
viiruste puhul 8ige suurusega rekombinantsete valkude ekspressiooni (Joonis 9). Kdige
tugevamini on ekspresseerunud viirus Mus101-del1-2, ent viirused Mus101-del3 ja Mus101-
del6—7 on madalama ekspressioonitasemega (Joonis 9). Mus101-del3 ja Mus101-del6-7
ndrgema signaali p6hjuseks vdivad olla madal viiruse tiiter voi valgu ebastabiilsus. SF9 rakke
voiks nende konstruktide rekombinantsete bakuloviirustega uuesti nakatada ja korrata western
blot meetodit. Juhul kui tiitri suurendamine ei tdsta rekombinantsete valkude
ekspressioonitaset, siis peaks disainima uued konstruktid. Viirusel Mus101-del4-5 kahjuks
signaal puudus, mida vdib pdhjustada madal viiruse tiiter voi pole valku kodeeriv jarjestus
digesti bakmiidi sisenenud (Joonis 9). Viirust Mus101-del4-5 oleks vaja veel korduv nakatada,
et suurendada viiruse tiitrit ja uuesti analuisida western blot meetodil.
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BRCT ekspressioonikonstruktide valkude oodatavad suurused on 45 kDa (Mus101-BRCTO-
2), 30 kDa (Mus101-BRCT3), 30 kDa (Mus101-BRCT4-5), 31 kDa (Mus101-BRCT6-7) ja 45
kDa ( Mus101-AAD) (Tabel 2). Valkude Mus101-BRCTO0-2 ja Mus101-BRCT4-5 puhul oli
naha digete suurustega fragmente ja neil oli ka western blot’il tugev signaal (Joonis 9). BRCT
domeenide ekspressioonikonstruktidest oli Mus101-BRCT3’l ja Mus101-BRCT6-7’1 samuti
néha tugevaid signaale, kuid need olid eeldatud suurusest suuremad (Joonis 9). 30 kDa asemel
jooksid nad umbes 40 ja 34 kDa juures (Joonis 9). Sarnane anomaalia on tekkinud ka Chen et
al., 2016 uuringus, kus ta ekspresseeris rekombinantseid Mus101 valke ning western blot
anallusil olid osad valgud eeldatust suuremad (Chen et al., 2016). Siinse t66 puhul ei saanud
viga olla kloneerimises, kuna Mus101-BRCT3 ja Mus101-BRCT6-7 ekspressioonikonstruktid
olid sekveneeritud ja sisaldasid digeid Mus101 domeene kodeerivaid alasid. Samuti voib
eeldada, et rekombinantseid valke kodeerivad jarjestused said sisestatud bakmiidi, kuna
rekombinantsetele bakmiididele tehti kontrolliks PCR ja geelelektroforeesi analliisil oli ndha
fragmente Oigetel suurustel. Valkude Mus101-BRCT3 ja Mus101-BRCT6-7 suurused on
ennustuslikud ja jatavad vGimaluse, et Mus101-BRCT3 ja Mus101-BRCT6-7 viiruste abil
ekspresseeriti soovitud valke, aga ekspresseerimise kaigus on valke modifitseeritud, mis
muudab valgu liikuvust. Seda v6ib p6hjustada valkude fosforileerimine, kuna varasemad t66d
on ndidanud, et nditeks valku TopBP1 fosforileeritakse (Garcia et al., 2005). Lisaks neile ei
olnud konstruktidel Mus101-del4-5 ja Mus101-AAD western blot’il signaali ndha, seega voib
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Joonis 9. Rekombinantsete Mus101 valkude ekspressiooni analliiis western blot meetodil. Geeli
igale rajale laeti 8 pul P1 viirustega nakatatud SF9 rakkude llsaati. VValguekspressiooni detekteeriti,
kasutades esmase antikehana anti-flag antikeha. Markeri valgu suurused on toodud paremal
kilodaltonites. Positiivse kontrollina kasutati tdispikka puhastatud Mus101 valku. Negatiivse kontrollina
on geelile laetud nakatamata SF9 rakkude lusaat ( mock).

Siinse bakalaureuset60 eesmargiks oli luua rekombinantsed bakuloviirused, mille abil
ekspresseerida Mus101 valke, mida saab kasutada jargnevates uurimustes, et leida valgu
Mus101 interaktsioonipartnereid. Planeeriti Uheksa rekombinantset bakuloviirust, millest
onnestus luua viis rekombinantset valgu Mus101 bakuloviirust ja neid on voimalik kasutada
edasistes projektides.
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KOKKUVOTE

Replikatsiooni initseeritakse kdrgemates eukariiootides mitmelt origin’ilt ja see on rangelt
reguleeritud ning jaguneb kahte etappi. Esimese etapi ajal laetakse origin’ile inaktiivne helikaas
Mcm2-7 heksameer. Teise etapi ajal laetakse kromatiinile Cdc45 ja GINS ning moodustub
aktiivne replikatiivne helikaasikompleks CMG (Cdc45-GINS-Mcm2-7). Replikatsiooni
initsiatsioonil méngib keskset rolli pagriparmi valk Dpbll, mille Glesandeks on GINS
kompleksi ja teiste lisafaktorite kromatiinile laadimine. Dpb11 funktsionaalsed homoloogid
kdrgemates eukartiootides on TopBP1( Homo sapiens), XCut5 (Xenopus laevis) ja Mus101

(Drosophila melanogaster).

Bakalaureusetod eesmargiks oli luua dadikakérbse valgu Musl01 rekombinantsed
bakuloviirused, mille abil on vdimalik uurida, et millised alad on uute faktoritega seondumiseks
vajalikud ja millistele domeenidele need faktorid seonduvad. Valku Musl01 kasutatakse
sellepérast, kuna see on vajalik faktor replikatsiooni initseerimisel ja see méangib olulist rolli
CMG kompleksi loomisel. Samuti on Drosophila melanogaster hea mudelorganism
replikatsiooni initsiatsiooni uurimisel, kuna selle varajastes embriiotes aktiveeritakse korraga
palju origin’e ja seal on replikatsiooni initsiatsioonis osalevate valkude ning valgukomplekside

tase tunduvalt kérgem kui somaatilistes rakkudes.

T606 tulemusel loodi rekombinantsed bakuloviirused, mille abil saab toota deleteeritud BRCT1-
2, BRCT3, BRCT4-5 vdi BRCT6-7 domeenidega Mus101 valke ja iseseisvalt ekspresseeritud
BRCT0-2, BRCT3, BRCT4-5, BRCT6-7 ja AAD domeenidega Musl01 valke.
Rekombinantsete valkude ekspressiooni analliusiti western blot meetodil. Lépetuseks saadi viis
rekombinantset valgu Mus101 bakuloviirust: Mus101-del-2, Mus101-del3, Mus101-del6-7,
Mus101-BRCTO0-2 ja Mus101-BRCT4-5. Neid on v@imalik kasutada edasistes uuringutes
valguga Mus101. Konstruktide Musl101-del4-5, Mus101-BRCT3, Musl01-BRCT6-7 ja
Mus101-AAD puhul peaks kordama SF9 rakkude nakatamist viirustega voi looma uued

rekombinantsed bakuloviirused.
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RESUMEE/SUMMARY

The role of fruit flies protein Mus101 in genomic DNA replication initiation
Maia-Triin Melsas

Summary

Genome replication takes place in all living organisms and it is very important that it is
replicated correctly. Badly replicated DNA causes mutations that may lead to cancer. In
eukaryotes replication is initiated from many origins and it is strongly regulated. Replication
initiation is divided into two parts: origin licensing and origin firing. First part takes place
during the late M-phase and early G1-phase during which pre-replicative complex that includes
Mcm2-7 hexamere is loaded onto origin. Second part takes place during the S-phase when
Cdc45 and GINS that is part of the pre-loading complex are loaded on to chromatin and they
form an active replicative helicase complex CMG (Cdc45-GINS-Mcm2-7). Yeasts protein
Dpb11 has an important role in replication initiation, because it helps to load GINS and other

vital factors on to chromatin.

Dpb11-s functional homologs in metazoans are TopBP1 (Homo sapiens), XCut5 (Xenopus
laevis) and Mus101 (Drosophila melanogaster). Both Dpb11 and metazoan homologs have
BRCT domains, but higher eukaryotes have developed few changes during the evolution: new
BRCT domains have been added, replication initiation is more complex, regulation has become

more intricate and new factors are participating in replication initiation.

Purpose of this bachelor thesis is to create recombinant baculoviruses of Mus101 protein that
help us discover which domains are necessary for binding new factors and which domains do
they bind to. Protein Mus101 is used because it is a vital for replication initiation and plays an
important part in forming the CMG complex. Drosophila melanogaster is a good model
organism for researching replication initiation, because numerous origins are fired in early

embryos and during that many proteins and protein complexes are being used.

As a result there were created recombinant baculoviruses that can produce Mus101 proteins
where domains BRCT1-2, BRCT3, BRCT4-5 or BRCT6-7 were deleted and also Mus101
proteins where only domains BRCT0-2, BRCT3, BRCT4-5, BRCT6-7 or AAD are expressed.
Recombinant baculoviruse expression was analysed by western blot. In the end there were five
successful recombinant baculoviruses: Mus101-del-2, Mus101-del3, Mus101-del6-7,
Mus101-BRCT0-2 and Mus101-BRCT4-5. These can be used in further research with protein
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Mus101. Recombinant baculoviruses Mus101-del4-5, Mus101-BRCT3, Mus101-BRCT6-7
and Mus101-AAD must be further amplified or recreated.

45



TANUSONAD

Tanan enda juhendajaid Nele Tambergi ja Ivar Ilvest, kes votsid mu vastu enda laborisse ja olid
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