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KASUTATUD LUHENDID

AID* - auksiin-indutseeritud degron

c¢s — kulmatundlik (ingl. k cold sensitive)

EDTA - etuleendiamiintetraatsetaat

ETS - valimine vahejarjestus (ingl. k external transcribed spacer)
FRB - FKBP12-rapamitsiini-sidumis domeen

DHFR - dihtidrofolaadi reduktaas

DMSO - dimettul-sulfoksiidi

dNTP - desoksunukleosiidtrifosfaat

HBD - hormooni siduv domeen

Hph - hiigromitsiin

ITS - sisemine vahejarjestus (ingl. k internal transcribed spacer)

Nat - nourseotritsiin

NLS - tuuma lokalisatsiooni signaal (ingl. k nuclear localization signal)
nt - nukleotiid

PCR - polimeraasi ahelreaktsioon (ingl. k. polymerase chain reaction)
rRNA - ribosomaalne ribonukleiinhape

SILAC - stabiilsete isotoopidega margistamine rakukultuuris aminohapete abil (ingl. k stable
isotope labeling by amino acids in cell culture)

SnoRNA - vdike tuuma RNA

TBE - TrisHCI-boorhape-EDTA

ts — temperatuuritundlik (ingl. k temperature sensitive)

U — 0hik (ingl. k. unit)



SISSEJUHATUS

Esimene eukarliootne genoom, mille sekveneerimisel saadud jérjestus avaldati 1996. aastal, oli
pagariparmi Saccharomyces cerevisiae genoom (Goffeau jt., 1996). Pagariparmi ligi 6000 geenist
on 18,7% hadavajalikud rakkude kasvamiseks laboritingimustes (30°C juures gliikoosi sisaldaval
rikkal sootmel) (Giaevere et al., 2002). Hadavajalikeks on enamjaolt geenid, mis on seotud
elutahtsate protsessidega: DNA replikatsioon, transkriptsioon, splaissimine, ribosoomide
biosiintees, translatsioon, rakumembraani ja rakukesta biogenees, tuumatransport ning poéhilised

tsttoskeleti funktsioonid.

Eluks hadavajalikke geenide poolt kodeeritud valkude funktsioonide uurimiseks kasutatakse
enamasti konditsionaalsete mutantide meetodit. Konditsionaalsetel mutantidel séilib metsiktutbi
ldhedane fenotilip lubatud e. permessiivsetel kasvutingimustel. Piiravatel e. mittepermessiivsetel
kasvutingimustel avaldub aga mutatsioonist pohjustatud fenotiitip. Alternatiivseks meetodiks
hadavajalike valkude funktsioonide uurimiseks on nende valkude lokalisatsiooni vOi aktiivsuse
muutmine ning valgu kontrollitud konditsionaalne degradeerimine rakus. Sellisteks meetoditeks
on naiteks Ankruga Eemale meetod, valgu aktiivsuse kontroll labi hormoonkompleksi ning

degronmutandi meetod.

Ribosoomide biosilintees on raku jaoks haddavajalik ning tugeva kontrolli all olev protsess.
Ribosoomide biogeneesil osaleb le 200 kokkupanekufaktori ning rohkem kui 70 snoRNAd
(Woolford ja Baserga, 2013). Osad valgud, mis ribosoomide kiipsemisel osalevad on raku eluks
hadavajalikud. Uheks selliseks valguks on niiteks Utp5, mis osaleb ribosoomi vaikese subiihiku

klpsemisel.

Antud t66 on Uheks osaks suuremast uurimisprojektist, mille k&igus uuritakse ribosoomivalkude
vahetumist in vivo. Vahetuvate ribosoomivalkude maaramiseks on vajalik ribosoomi biogeneesi
peatamine varasel kipsemise etapil. Tsltoplasmas sinteesitud uute ribosoomivalkude
maérgistamiseks kasutatakse SILAC (ingl. k stable isotope labeling by amino acids in cell culture)
meetodit. SILAC meetod seisneb valkude margistamises kerge vdi raske margistusega
aminohapetega. Antud t60 kaigus konstrueeriti esimeses etapis darg4Alysl tivi, mille ARG4 ja

LYS1 lookustes puuduvad selektsioonimarkerid. Teise etapina uuriti, kas Utp5-le on véimalik C-
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terminaalsesse ossa lisada degronkassett. Lisaks uuriti, kas on véimalik konstrueerida tive, mis

ekspresseerib samaaegselt nii OsTIR1 kui Utp5-AID* hibriidvalku.

Soovin tdnada oma juhendajat Tiina Tamme suure kannatlikkuse ja veel suurema abi eest kdesoleva

t66 valmimisel. Samuti soovin tdnada kdiki vaga toredaid ja abivalmeid laborikaaslasi.

Auksiinitundlik degron, OsTIR1, Utp5-AID*, SILAC, pagariparm



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1  Ribosoomi uldiseloomustus

1.1.1 Ribosoomi struktuur

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud enstiimid, mis teostavad valkude biostinteesi ehk
translatsiooni. Translatsioon on protsess, mille kdigus lulitatakse aminohapped peptiidahelasse
vastavalt mMRNA nukleotiidsele jarjestusele (Ramakrishnan, 2002). Kdik ribosoomid koosnevad
kahest subiihikust: suurest sublhikust ja vaiksest subuhikust, mis omakorda koosnevad rRNAst ja
valkudest. Bakteri 70S ribosoom koosneb 30S ja 50S subiihikust, eukariioodi 80S ribosoom 40S ja
60S subuhikust, kus S tahistab Svedbergi thikut (joonis 1).

Ribosoomidel on konserveerunud pd&histruktuur, mis on olemas kdikides elusorganismides:
eukarliootides, arhedes ja bakterites (joonis 1). Antud pohistruktuur sisaldab endas 34
konserveerunud valku. Nendest 15 asuvad véikeses subihikus ja 19 suures subihikus. Lisaks
sisaldab konserveerunud pohistruktuur konserveerunud rRNA-d, mis moodustab peamised
ribosoomi funktsionaalsed keskused: dekodeeriv sait, peptididltransferaasi keskus ja tRNA
sidumissaidid (Melnikov et al., 2012; Wilson ja Doudna Cate, 2012).

Bakter Konserveerunud Madalam eukartoot
T. thermophilus voi E coli pohistruktuur S. cerevisiae

uL1-haru_

[Rhe— ] = —n
2.3 MDa 2.0 MDa
54 valku 34 valku 79 valku
3 rRNAd 3rRNAd 4 rRNAd

Joonis 1. Bakteri ja eukartioodi ribosoomide vordlus. Bakteri ja eukartioodi ribosoomil on ihine
konserveerunud pdhistruktuur, mis moodustub rRNAst (helesinine) ja valkudest (helepunane).
Bakteri- ja eukartioodispetsiifilised valgud ja valgudomeenid on joonistel kujutatud punaselt,
rRNA lisasegmendid ning 5.8S rRNA ja 25S-28S rRNA on joonisel kujutatud siniselt
(modifitseeritud Melnikov et al., 2012 jargi).



1.1.2 Ribosoomi subihikud

Ribosoomi véikesel subihikul, prokartioodis vastavalt 30S ja eukariioodis 40S, on sarnane kuju.
Madlemal on olemas pea, keha, platvorm, nokk ning 6lg (joonis 2).

Heeliks 16
%z, Olg

Dekodeerimissait
mRNA

valjumissait mRNA
sisenemissait

Ribosoomipooine Solvendipooine

Ribosoomipooine

Joonis 2. Bakteri (A ja B) ja pagariparmi (C) ribosoomi 40S subuhikute struktuurid. (A-C)
Konserveerunud pdohistruktuur on  kujutatud valgelt (rRNA) ja kollaselt (valgud),

bakterispetsiifilised osad roheliselt, eukariioodispetsiifilised osad punaselt (modifitseeritud
Melnikov et al. 2012 jargi).



Nii mRNA kui kolme tRNA sidumissaidid asuvad vaikesel subiihikul. mRNA sisenemistunnel
asub pea ning ola vahel ning véljumistunnel pea ja platvormi vahel (joonis 2). Dekodeerimissait,
kus toimub koodoni ja antikoodoni dratundmine, asub vaikese subihiku keskel. Dekodeerimissait
koosneb kolmest domeenist, mis parinevad peast, dlast ning jalast (joonis 2). 30S subthikus on
mMRNA valjumissait Umbritsetud nelja bakteriispetsiifilise valguga: bS1, bS6, bS18 ja bS21 (uus
nomenklatuur Ban et al., 2014 jéargi). Eukartootides Umbritsevad mRNA valjumissaiti
eukartoodispetsiifilised valgud ning rRNA lisasegmendid (vaata peattkist 1.1.3), millel pole 30S
sublhikus analooge. Sellisteks valkudeks on eS7, eS17, eS25, eS27 ning eS28 (Rabl et al., 2011).

Ribosoomi suurel subthikul, prokartioodis vastavalt 50S ja eukartioodis 60S, on Gldiselt sarnane

kroonikujuline vorm (joonis 3).

Keskmine valjalulatuv osa Keskmine valjau!atuv_ cf.a P-haru kohal

R asuv klaster

klaster

Ribosoomipooine

Joonis 3. Bakteri (A) ja pagariparmi (B) ribosoomi 60S subuhikute struktuurid. Konserveerunud
pohistruktuur on kujutatud valgelt (rRNA) ja kollaselt (valgud), bakterispetsiifilised osad
roheliselt, eukartioodispetsiifilised osad punaselt (modifitseeritud Melnikov et al. 2012 j&rgi).

See kroonikujuline vorm koosneb keskmisest véljaulatuvast osast, uL1l-harust ja bL12 (varem
L7/L12) harust, mille analoogiks eukartioodis on P-haru (joonis 3). Ribosomaalse suure subihiku
pinnal on 3 tRNA sidumissaiti A, P ja E ning peptidiltransferaasi keskus, kus katalusitakse
peptiidsideme moodustamist. Translatsiooni ajal liigub kasvav peptiidahel valjumistunnelisse.
Prokaruootides moodustuvad peptiidahela valjumistunneli 23S rRNA konserveerunud piirkonnad
ning ulL4, ulL22 ning uL23 prokartoodispetsiifiline lisasegment. Eukariiootides on
prokartoodispetsiifiline valk uL23 asemel eukartioodispetsiifiline valk eL39e-ga. Nii 50S kui 60S
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sublhikutes moodustavad peptiidahela valjumistunneli valgud uL4 ning uL22. Solvendipoolses
osas on tunneli servas nii eukartoodi- kui prokartoodispetsiifilisi valke ning valkude lisasegmente
(Klinge et al., 2011).

1.1.3 Eukartoodi ribosoom

Eukartoodi 80S ribosoom erineb prokartiootsest 70S ribosoomist ehituslikult kui talituslikult.
Eukartoodi ribosoomid on vahemalt 40% suuremad kui prokartioodi ribosoomid: ribosoomide
molekulmass varieerub 2,3 MDa-st bakterites 4,3 MDa-ni kdrgemates eukarliootides
(Ramakrishnan ja Moore, 2001). Ribosoomi suuruste erinevus tuleneb eukarlioodispetsiifilistest
rRNA lisasegmentidest valkudest ja valgudomeenidest. rRNA lisasegmendid on konserveerunud
pohistruktuuris olevale rRNAle lisandunud eukaruoodispetsiifilised osad (Ben-Shem et al., 2011).
Eukaruoodispetsiifilised rRNA ja valkude jarjestused on molekulmassiga umbes 1,53 MDa.
Suurem osa nendest eukartioodispetsiifilistest osadest asuvad ribosoomi pinnal Kkattes

evolutsiooniliselt konserveerunud pdhistruktuuri (Ben-Shem et al., 2011, Melnikov et al., 2012).

Eukartoodi ribosoomi 40S subihik on prokartiootsest 30S subiihikust peaaegu 500 kDa vdrra
suurem (Dresios et al., 2006, Clemons et al., 1999). On teada, et lisaks eukarlioodispetsiifilistele
valkudele on rohkem kui pooltel konserveerunud valkudest olemas eukartioodispetsiifilised
domeenid. Seetbttu on ka valgu ja rRNA suhe vdikeses sublhikus 1:1 erinevalt prokartiootidest,
kus valgu ja rRNA suhteks on 1:2. 40S subihik koosneb 18S rRNAst ning 33 valgust. Nendest
33st valgust 18 on sellised, mis puuduvad 30S subihikus (Rabl et al., 2011). Pohiliseks 40S
subtihiku eukasuoodispetsiifilistest elementidest asub ES6S-ES3S klastrites (Ben-Shem et al.,
2011).

Eukartoodi ribosoomi 60S subiihik on prokarlootsest 50S subihikust suurem 700 kDa vdrra.
Erinevalt 50S subuhikust, kus on vaid 2 rRNAd on 60S subiihikus 3 rRNAd: 5S, 5,8S ning 25S
rRNA. Eukariiootses ribosoomis asetseb 5,8S rRNA kohas, kus 50S subiihikus asub 23S rRNA 5’
ots (Klinge et al., 2011). Eukartoodispetsiifilised elemendid 60S subihikus paiknevad pohiliselt
kolmes piirkonnas: P-haru taga, L1-haru taga ning keskmises valjaulatuvas osas (Ben-Shem et al.,

2011). Kdige rohkem on néiteks rRNA lisasegmente P-haru taga (Wilson ja Doudna Cate, 2012).
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1.2 Eukarioodi ribosoomi biogenees

Ribosoomi biogenees on ribosoomi kokkupanek rakkus ning on véga tugeva kontrolli all olev
protsess (Lafontaine, 2015). Ribosoomide kokkupanek on rakkude jaoks vaga oluline ning vajab
suurt osa raku ressurssidest makromolekulide slinteesiks ning liikumiseks raku eri piirkondade
vahel (Woolford Jr. ja Baserga, 2013).

Eukartoodi ribosoomi biogenees algab rRNA transkriptsiooniga tuumakeseks. Tuumake on
piirkond, mis on moodustunud rRNAd kodeeriva DNA piirkonna Umber. Rakutuumas toimub
rRNAst vahejarjestuste (ingl. k. internal transcribed spacer) eemaldamine endonukleoluditiliste ja
eksonukeloludtiliste reaktsioonide abil, ribosomaalsete valkude liitumine, ribonukleotiidide
modifitseerimine ning rRNA pakkimine. Ribosoomide kokkupanekul osalevad rohkem kui 200
kokkupanekufaktorit ja 76 snoRNAd (ingl. k small nucleolar RNA). Tuumast eksporditakse
preribosoomid tsitoplasmasse, kus nad labivad viimased muutused, et saada funktsioneerivaks
ribosoomiks (Woolford ja Baserga, 2013). Kuna antud t60s kasitletakse pagariparmi, siis edaspidi

on antud tlevaade pagariparmi ribosoomi biogeneesist.

1.2.1 Pagariparmi ribosoomi biogenees

Saccharomyces cerevisiae ribosoomi biogenees algab tuumas, tuumamembraaniga mitteseotud
piirkonnas, seitsmenda kromosoomi juures. RNA polimeraas | transkribeerib 35S primaarse
transkripti, millest hiljem protsessimise kdigus saab 18S, 5,8S ja 25S rRNA. RNA polimeraas |
sidumiseks promootorile on vajalikud 4 peamist transkriptsioonifaktorit ning nende kompleksi.
Sellisteks transkriptsioonifaktoriteks on UAF (upstream activation factor), TATA-t siduv valk,
tuumikfaktor ning Rrn3 (Milkereit ja Tschochner, 1998). Peale 18S, 5,8S ja 25S rRNAIle sisaldab
ribosoom ka 5S rRNAd, seda transkribeerib RNA polimeraas 111 (Woolford ja Baserga, 2013).
Lisaks transkriptsioonifaktoritele on ribosoomi sublhikute kupsemiseks vajalikud suured
kompleksid, mis koosnevad kokkupanekufaktoritest, ribosoomaalsetest valkudest ning
snoRNAdest (Bax et al., 2006).
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rDNA kordus (9,1 kb)

I
}’55(_"_) ™ 5.85 PR - S— ss ~1—E

5S 18S 5,8S 25S 58S
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:
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Joonis 4. Parmi rRNA kupsemise rada. Naidatud on rRNAd ja nende eellased: 18S (must), 5,8S
(tumehall), 25S (hall), 5S (helehall). rRNA protsessimine on jagatud neljaks osaks vastavalt
protsessimise 18pp-produktidele: 18S rRNA, 5,8S rRNA ja 25S rRNA kaks protsessimise rada
(peamine ja vaiksem) ning 5S rRNA. 35S, 33S, 32S, 20S ja 43S on rRNA kipsemise
vaheproduktide suurused. Ao, A1, D, A2, As, B, Bss, E, C2, Cy, Bz ja Bo téhistavad 16ikekohti pre-
rRNAS, ITS sisemisi vahejarjestusi ning ETS valimisi vahejérjestusi.

Pre-rRNA protsessimine algab juba transkriptsiooni ajal. Protsessimise alguses seonduvad pre-
rRNAle ka osad ribosomaalsed valgud. Esimeseks intermediaadiks on 35S rRNA, mis sisaldab
endas pre-18S rRNA, pre-5,8S rRNA ja pre-25S rRNA jérjestusi ning 2 ETS-i (ingl. k external
transcribed spacer) ning 2 ITS-i (ingl. k internal transcribed spacer) (joonis 4). Esimene suur
valk-RNA kompleks moodustub 35S pre-RNAle, mida nimetatakse 80S/90S preribosoomiks.
Kdigepealt toimub 90S partiklis 5° ETS-i eemaldamine I6ikekohtadega Ao ning Az-s (joonis 4),
mille kaigus saab 35S pre-rRNAst parast Ao saidis Idikamist 33S pre-rRNA ning pérast A saidis
I6ikamist 32S pre-rRNA (joonis 4). Loikekoht 1TS1-s Az saidis voi alternatiivselt Az saidis viib
90S preribosoomi lahknemisel 43S ning 66S preribosoomideks (joonis 4) (Bax et al., 2006). A2
IGikekoha tekkimise jaoks on vajalik U3 snoRNA, mis U3 snoRNA ja pre-rRNA aluste
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paardumisel moodustab koos 28 valguga vaikese sublhiku (SSU) protsessosoomi (Woolford ja
Baserga, 2013). Antud t606s késitletakse valku Utp5 (U three protein), mis on ks 28st valgust, mis
moodustab koos U3snoRNA-ga ribonukleoproteiini (RNP), mis on vajalik 18S rRNA
protsessimiseks (Dragon et al., 2002). Utp5 on vajalik I16ikekoha tekkimiseks Ao, A1 ja Az-s (joonis
4). On naidatud, et Utp5 deleteerimine viib kbikide rRNA prekursorite vahenemiseni rakus. Seda
ilmselt seetdttu, et vastavaid Utp-sid (Utp4, Utp5, Utp8, Utp9, Utpl0, Utpl5 ja Utpl7) on vaja
rDNA optimaalseks transkriptsiooniks. Gallagher jt néitasid, et Utp5 koguse védhendamisel rakus
rDNA transkriptsiooni tase langes, kuid mitte sellisel tasemel nagu RNA poliimeraas | koguse
vahendamisel. Seet6ttu hakati vastavaid Utp-sid, mis on olulised rDNA transkriptsioonil (Utp5,
Utp10, Utpl5 ja Utpl7), nimetama t-Utp-deks (transkriptsiooni Utp) (Gallagher et al., 2004).

20S ja 27SA; pre-rRNA tekkimine eraldab pre-rRNA protsessimise ja subiihiku kiipsemise rajad
(joonis 4). 20S pre-rRNA on pakitud 43S partiklitesse ja 27SA, 66S pre-rRNPsse. 43S partiklis on
lisaks 20S pre-rRNAle ka 7 kokkupanekufaktorit, puuduvad ribosomaalsed valgud S10 ja S26. 43S
pre-rRNP eksporditakse tuumakesest 1&bi tuumaplasma tsutoplasmasse, kus 20S pre-rRNAst saab

labi endunukleolidtilise protsessi kiips 18S rRNA (Woolford ja Baserga, 2013).

66S preribosoomide kipsemine on palju kompleksem ning ajakulukam. 27SA: pre-rRNA
protsessimine jatkub tuumakeses 2 alternatiivset teedpidi (joonis 4). Esimeseks viisiks, mis toimub
80-95% juhtudest, viiakse endonukleoliitilise I6ikamise abil 27SA, 27SAs-ks. Allesjaéanud
vahejérjestused eemaldatakse 5°-3” eksonukleaaside poolt, mille tulemusel saadakse 27SBS pre-
rRNA 5’ ots (joonis 4). Teiseks viisiks, mis toimub 10-15% juhtudest, on 27SA, pre-rRNA B1.
saidis seotud otse tundmatu endonukleaasiga, mille tulemusel saadakse 27SBL pre-rRNA (joonis
4). Nii 27SBs kui 27SBL pre-rRNAd labivad identse endonukleoliiitilise protsessimise, mislabi
saadakse 25,5S ning 7Ssv0i 7S. pre-rRNAJ. 25,5S rRNAd kérbitakse 5° otsast, et saada kiips 25S
rRNA. 7S pre-rRNA-sid toddeldakse mitme erineva sammuna et saada kiips 5.8Ss ja 5.8S. rRNA
(joonis 4) (Woolford ja Baserga, 2013).

Ribosoomide kokkupanekul on ribosomaalsetel valkudel téhtis roll. Deleteeritud valgu mutantide
fenotulibid sdltuvad uuritavate ribosomaalsete valkude asukohast kiipsetes ribosoomides. Naiteks
ribosomaalsed valgud, mis asuvad viikese subiihiku kehas 18S rRNA 5’ domeenide l1dhedal, on

vajalikud pre-rRNA protsessimises varajases faasis, samas ribosomaalsed valgud, mis asuvad 18S
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rRNA 3’ domeenide ldheduses viikese subiihiku peas, on olulised pre-rRNA protsessimise hilises

faasis (Woolford ja Baserga, 2012).

Ribosomaalsete valkude liitumine on hierarhiline protsess. Paljud ribosomaalsed valgud
seonduvad preribosoomidega juba sublhikute varajases biogeneesi faasis (Kruiswijk et al. 1978).
On leitud, et ribosomaalsete valkude ning preribosoomide vaheline assotseerumine muutub seda
tugevamaks, mida edasi ldheb ribosoomide kokku panek (Ferreira-Cerca et al. 2007). Mdned
ribosomaalsed valgud seonduvad preribosoomidega alles ribosoomi biogeneesi hilises faasis
tsutoplasmas. Sellisteks valkudeks on S10, S26, L10, L29, L40, L42, PO, P1 ning P2 (Savenau et
al. 2003).

1.3 Indutseeritavad valkude degradeerimise siisteemid

Elutahtsate valkude uurimiseks on vajalik nende konditsionaalne degradeerimine rakus (Dohmen
et al.,, 1994). Enimkasutatud meetodiks on konditsionaalsete mutantide konstrueerimine, mille
puhul on kdige sagedamini kasutatavad fenotiilibid ts ehk kuumatundlik ning cs ehk kilmatundlik
(Hampsey, 1997). Konditsionaalsete mutantide konstrueerimise alternatiivseteks meetoditeks on
sihtmarkvalgu konditsionaalne degradatsioon, inaktiveerimine voi valgu lokalisatsiooni muutmine

rakus. Sellistest alternatiivsetest meetoditest antakse Ulevaade jargnevates alapeatiikkides.

1.3.1 Ankruga Eemale meetod

Konditsionaalsete mutantide saamiseks on vdimalik kasutada Ankruga Eemale meetodit. Selle
meetodiga seotakse sihtmarkvalk tema algsest asukohast rakus, néiteks tuumast, ning viiakse teise
raku piirkonda, naiteks tsttoplasmasse. Sellise meetodi to6tasid vélja Haruki jt., kelle eesmérgiks

oli uurida tuumas lokaliseeruvaid valke.

Ankruga Eemale tehnoloogias kasutatakse kahte liitvalku: ankur-FKBP12 ja sihtméark-FRB.
Liitvalk ankur-FKBP12 koosneb inimese FKBP12 valgust (ingl. k FK506-binding protein 12), mis
paikneb ankurvalgu C-terminaalses otsas. FKBP12 on endogeenne valk, mis omab rakutstkli
regulaatori funktsiooni (Aghdasi et al, 2001). Ankurvalguks on valk, mille koopiaid rakus on palju
ning mis asub selles raku osas, kuhu sihtmérkvalk viia tahetakse. Seetdttu on headeks ankruteks

néiteks ribosomaalsed valgud. Teine liitvalk koosnes FKBP12 rapamiitsiini siduvast mTORI
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domeenist (FRB), mis paikneb sihtmarkvalgu C-terminaalses otsas. Rapamuitsiini lisamsel seob
rapamitsiin  FKBP12 ja FRB domeenid ning moodustab kompleksi ning uuritav valk
transporditakse raku ossa, kus lokaliseerub ankurvalk (joonis 5). Seepérast kasutatakse mutantide
selekteerimiseks rapamutsiini sisaldavat s60det. Mutandid ei kasva rapamutsiini juuresolekul,

samas, rapamtsiinita so6tmel nad kasvavad.

A ? A .....’..) ‘

Ankur-FKBP12 Sihtmidrk-FRB Rapamiitsiin Kolmikkompleks

B Metsiktiitip1 rakk Mutantne rakk
Ligandita Rapamiitsiiniga
/’
&
C o o
Sihtmérk: KAP95-FRB RAP +RAP

A

= 0 - \ &
n :
k T\TC%-PKBPD-

r 1TR2-FKEP12 [
4 pval-rrer2CCNCI I

Joonis 5. Ankruga Eemale tehnoloogia. (A) Naidatud on kaks liitvalku: ankur-FKBP12 ja uuritav
valk-FRB. Rapamautsiini lisamisel tekib kolmikkompleks. (B) Uuritava valgu (kolmnurk)
lokalisatsioon rakus rapamiitsiini lisamisel. Rakus on kujutatud ankruna valku Pmal (ristkilik).
(C) Tilk-kulv testi analtitis rapamtsiini mittesisaldaval ja rapamutsiini sisaldaval s66tmel, kasutati
rapamdtsiiniresistentseid tivesid. Uuritavaks valguks on Kap95, ankurvalkudena on kasutatud
Nic96, Htp2 ja Pmal (modifitseeritud Haruki et al. 2008 jargi).

Haruki jt kasutasid oma katsetes ankruna 3 erinevat valku: Pmalp valku, mis on rakule eluks

hadavajalik plasmamembraani H*-ATPaas, H2B histooni ning tuumapoori valku Nic96p (joonis
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5). Need 3 valku ekspresseeriti liitvalguna koos FKBP12-ga. Marklaudvalguks kasutati Kap95p,
kartioferiin B valku, mis on vajalik NLS signaaliga valkude importimiseks tuuma (joonis 5). Selle
valgu puhul kasutati koiki 3 ankrut. Kigi 3 ankru kasutamisel ilmnes, et rapamditsiini sisaldaval
so6tmel rakud ei olnud eluvdimelised, kuid kontrollplaadil, mis rapamdtsiini ei sisaldanud, oli kasv
tugev (joonis 5). Ankruga Eemale meetodi puhul on téhtsaim ankru valimine: headeks ankruteks

on osutunud ribosomaalsed valgud.

Sellist meetodit kasutati 43 tuumavalgu uurimiseks. Uuritud valkude hulka kuulus nii transpordi,
kromosoomi struktuuri kui transkriptsiooniga seotud valke. Nii uuriti nditeks valgu Mex67
olulisust mRNA transpordil. Leiti, et Mex67 on oluline mRNA transpordil tuumast tsuitoplasmasse.
Rapamatsiini lisamisel kasvukeskkonda koondus polUA sabaga mRNA signaal tuuma ning see

osutus rakkude jaoks letaalseks.

Ankruga Eemale meetodi eeliseks teiste ees on vdimalus uurida tuumavalkude funktsioone. Samas
on antud tehnoloogia puuduseks see, et kdiki tuumavalke pole siiski vdimalik nii uurida. Sellisteks
valkudeks on néiteks struktuurvalgud, mis on seotud tugevatesse kompleksidesse. Ankruga Eemale
meetodiga pole véimalik uurida ka tsitoplasmas paiknevaid valke. On olemas teooria, kuidas seda

teha: tstitoplasmast viiakse valk tuuma, mille jaoks sobiks hasti histoonankur (Haruki et al. 2008).

1.3.2 Valgu aktiivsuse kontroll 1&bi hormoonkompleksi

Tihti on vajalik valkude uurimisel muuta ka valgu aktiivsust rakus. Seetbttu on leitud, et
rakusisesed retseptorid, mille transkriptsiooni on hormooni poolt reguleeritud, on headeks
regulatoorseteks tooriistadeks. Uheks selliseks stisteemiks on hormooni siduva domeeni (ingl. k
hormone-binging domain ehk HBD) integreerimine uuritava valgu lugemisraami. HBD
funktsiooniks rakus on transkriptsiooni regulatsioon, hormooni sidumine ning retseptori
funktsiooni mé&aramine hormooni sidumisel. HBD pdhjustab ka retseptori tugevat seondumist
Hsp90 (ingl. k heat shock protein 90) kompleksiga (Pratt ja Welsh, 1994). Hsp90 on ks
konserveerunum molekulaarne tSaperon ning omab ATPaasset aktiivsust. Sellise meetodi to6tas

valja Picard (Picard, 2000).

Antud viisil konstrueeritud liitvalgus on HBD autonoomseks regulatoorseks elemendiks ning antud

valgu aktiivsus on hormonaalse kontrolli all. Liitvalk konstrueeritakse HBD viimisel uuritava
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valgu lugemisraami N- voi C-terminaalsesse otsa. Kui rakkude kasvukeskkonnas on olemas
steroidne ligand, siis on valk aktiivne. Steroidse ligandi puudumisel puudub aga valgul tema
funktsionaalne aktiivsus, kuna HBD-le on seondunud Hsp90 (joonis 6).

VALK X AKTIIVNE

Hsp90 kompleks

INAKTIIVNE

V\’ Hsp90

kompleks

VALK X

Joonis 6. Heteroloogse valgu regulatsioon HBD integreerimisel valgu lugemisraami. Kui
kasvukeskkonnas puudub hormoon, siis on uuritav valk inaktiivne. Hormooni lisamisel
kasvukeskkonda seondub hormoon HBDga ning uuritava valgu aktiivsus taastub (modifitseeritud
Picard, 2000 jargi).

Antud meetodi miinuseks on HBD teiste funktsioonide olemasolu rakus, nditeks transkriptsiooni
regulatsioon. Seetdttu ei ole HBD rakus neutraalne. Lisaks vdivad HBD-d aidata kaasa
hormoonidest sdltuvale dimeriseerumisele ning valgu tuuma lokaliseerumisele. Selliste omaduste
tottu ei ole soovitav kasutada antud meetodit néiteks transkriptsioonifaktori regulatsioonil. Kuna
osad valgud kaotavad oma funktsionaalsuse domeenide liitmisel, ei ole vGimalik sellise meetodiga

kodiki valke uurida.

Antud meetodi eelisteks on valgu aktiivsuse regulatsioon. Nii ei pea valku rakus degradeerima
selleks, et saavutada valgu inaktiivsus. Selline valgu inaktivatsioon rakus aitab uurida elutahtsaid
valke, mida ei saa teha deletsioonimutandis. Suureks eeliseks on meetodi pdoratavus. Hormooni

eemaldamisel kasvukeskkonnast valk inaktiveerub uuesti (Picard, 2000).
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1.3.3 Temperatuuritundlik degron

Uheks lihtsaks valkude indutseeritud degradeerimise meetodiks on liitvalgu konstrueerimine, kus
valgu lugemisraami on viidud degradatsiooni indutseeriva domeeni jarjestus. (Labib et al., 2000).
Esimesed degronmutandid olid N-otsa reeglil péhinevad temperatuuritundlikud tiived (Dohmen et
al., 1994). N-otsa reegel maarab valgu in vivo poolestusaja rakus N-terminaalse aminohappejééagi
alusel. Seetdttu on temperatuuritundliku degroni puhul uuritava valgu N-terminaalsesse otsas
destabiliseeriv aminohappe jaak (Varshavsky, 2011). Eukartootides on N-otsa reeglil pdhinev rada
osa valkude degradeerimise slsteemist, mistdttu saab degronmutante konstrueerida ainult

eukartiootides.

Temperatuuritundliku degroni konstrueerimiseks integreeritakse degronkassett uuritava valgu
kromosomaalsesse lookusesse. Selleks amplifitseeritakse DNA kassett, mis koosneb kanMX6
markergeenist, CUP1 promootorist ning degronjarjestusest (joonis 7), PCR-iga.
Degronjérjestuseks on temperatuuritundlik hiire dihtidrofolaadi reduktaas (DHFR). Degronkassetti
vOib transformeerida nii haploidsetesse kui diploidsetesse tuvedesse. Kiireim viis degrontlve
konstrueerimiseks on degronkasseti viimine haploidsesse tuvesse. Kuna temperatuuritundlik
degron té6tab ainult valgu N-terminaalses otsas, siis on lisaks eelpool nimetatud osadele vajalik ka
promootori olemasolu kassetis. Selliseks promootoriks oli néiteks CUP1 promootor, mis on
indutseeritud CuSOg4 poolt (Sanchez-Diaz et al., 2004).
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Ubi ] Ubi

Degradatsioon

Joonis 7. Temperatuuriga-indutseeritava degroni toopdhimdte. Degronkassetti sisaldav valk on
stabiilne 24°C juures ja degradeeritakse 37°C kraadi juures. Ubi tahistab ubikvitiini, Ubrl E3

ubikvitiini ligaasi, Ubc2 ubikvitiini konjugeerivat enstiimi E2 (modifitseeritud Sanchez-Diaz et
al., 2004 jargi).
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Degroni liitvalk algab ubikvitiini molekuliga, mis eemaldatakse Kiiresti parast translatsiooni
(joonis 7). Seetdttu paljastub muteeritud hiire dihidrofolaadi reduktaasi N-terminuses
arginiinijaak. Sellele arginiinijaagile seondub Ubrl valk, mida ekspresseeritakse rakus ule, kuna
Ubrl valk ei tohi olla reaktsioonil limiteerivaks. Ubrl on assotseerunud ubikvitiini konjugeeriva
ensutimiga Ubc2. Ubrl indutseerib degronkasseti pinnal olevate lUsiinijaékide ubikvitineerimist.
Ubikvitineerimine omakorda viib valgu degradeerimiseni proteosoomis. Temperatuuritundliku
degroni puhul viiakse valk degradeerimisele juhul kui temperatuuri tdstetakse 24°C 37°C-le (joonis
7) (Sanchez-Diaz et al., 2004). Temperatuuri tdstmisel 37°C juurde avaneb DHFRI struktuur nii, et

ubikvitiini molekulid saavad seonduda lisiinijadkidele (Dohmen et al., 1994).

Temperatuuritundliku ~ degronmutandi  kasutamise  miinuseks on  selle  limiteeritus
Temperatuuritundlikku degronmutandi konstrueerimisel saab degronkassetti viia ainult valgu N-
terminusse, ning seetdttu tuleb vélja vahetada ka promootor, mille alt liitvalku ekspresseeritakse.

Rakkude viimisel 24°C juurest 37°C juurde v6ib pdhjustada rakkudes kuumasoki.

Temperatuuritundliku degronmutandi kasutamise eelisteks on valgu kiire degradatsioon rakus
Ubrl valgu uleekspresseerimisel ning temperatuuri tdstmisel. Valgu degradatsioon toimub 30
minutiga. Antud meetod on sobiv elutdhtsate valkude uurimiseks, kuna uuritavat valku saab
konditsionaalselt degradeerida erinevalt deletsioontiivedest. Lisaks sellele on antud meetodit
kergem rakendada, kuna ei ole vaja eraldi ligandi, millega vastav siisteem todtaks (Sanchez-Diaz
et al. 2004, Nishimura et al. 2009).

1.3.4 Auksiinitundlik degron

Uuemaks meetodiks on auksiini poolt indutseeritav degronsisteem. Selle meetodi puhul kantakse
taimedest pdarit olev auksiinist s6ltuv degradatsioonirada Ule teistesse eukarliootidesse.
Auksiinitundliku degroni puhul seondub auksiin valgule TIR1, mis on rakus ekspresseeritud tugeva
promootori alt. Auksiini seondumine TIR1-le aitab kaasa interaktsioonile sihtmérkvalgu
lugemisraamis oleva auksiin-indutseeritud degroni (AID) ning TIR1 vahel. SCF-TIR1 on E3
ubikvitiini  ligaasiks ning seeldbi paneb t66le E2 ligaasi. See viib AID degroni
poluubikvitineerimiseni ning sintmérkvalk degradeeritakse proteosoomis (Nishimura et al., 2009).
Antud meetodi rakendamiseks on vajalik AID kasseti ning TIR1 valgu jérjestuste viimine rakku,

ulejd&nud kompleksid on juba rakus olemas.

20



Auksiinitundliku degroni  konstrueerimiseks kasutatakse sarnaselt temperatuuritundliku
degrontiivega kasseti integreerimist uuritava valgu lugemisraami. Degronkassett koosneb AID
jarjestusest ehk 1AA17 valgust, epitoobi margistusest ning selektsioonimarkerist. N terminusse
integreeritavate kassettide korral oli vajalik promootori olemasolu kassetis, C terminusse

integreeritavate puhul mitte (Nishimura et al., 2009).

Aid |
Sihtmarkvalk

,,,,,,

*Auksiin

smﬁ? T Valgu degradeerimine proteosoomis
A

-
. Ubikvitiin |

Joonis 8. Auksiini poolt indutseeritava degroni t66p6himdte. Rbx1 tahistab RING valku, Cull
kulliin 1 valku, Skpl SCF ligaasi komponenti. Need kolm valku moodustavad kompleksi, mis
interakteerub TIR1 valguga ning indutseerib uuritava valgu degradatsiooni (modifitseeritud
Nishimura et al. 2009 jérgi).

Taispikk 1AA17 valk (229 aminohapet, 25 kDa) suurendab uuritavat valku oluliselt ning seet6ttu
vOib muuta selle funktsiooni vdi ekspressiooni. Seetdttu uurisid Morawska ja Ulrich, milline oleks
optimaalne AID suurus: piisavalt suur, et indutseerida degradatsiooni, kuid nii vaike kui véimalik,
et vahendada AID jérjestuse mdju uuritava valgu funktsioneerimisele ning ekspressioonile rakus.
Katsete kéigus leiti, et optimaalseks AID suuruseks on 43 aminohapet. Selline AID jarjestus
sisaldab IAA17 valgu aminohappeid 71-114 ning hdlmab suurt osa domeenist Il ja vaikest osa
domeenist 11l (joonis 9). Vastav optimaalne AID jarjestus nimetati AID* (Morawska ja Ulrich,
2013).
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Joonis 9. IAA17 valgu struktuur ning erinevad AID variandid. I-1V tahistavad IAA17 valgu kdrgelt
konserveerunud domeene. AID* tahistab ltihimat té6tanud AID jarjestust (Morawska ja Ulrich,
2013).

Auksiini poolt indutseeritud degronsusteemi miinuseks on see, et antud stisteemi ei saa kasutada
taimerakkude uurimiseks. Antud ststeemi kasutamise teeb natuke raskemaks ka asjaolu, et lisaks
degronkassetile on vaja rakku viia ka TIR1 valku kodeeriv geen ning slisteemi toimimiseks on vaja

eraldi ligandi, auksiini.

Auksiini poolt indutseeritava degronsusteemi eelisteks on valgu Kiire degradatsioon rakus, mis
toimub juba 30 minuti jooksul. Erinevalt temperatuuritundlikust degronist to6tab AID nii valgu C-
kui N-terminaalses otsas. AID susteemi eelisteks on vdimlus rakukultuuri hoida konstantsel
temperatuuril, lisaks sellele saab antud meetodil uurida ka selliseid rakus toimivaid protsesse,

naiteks meioosi, mis ei toimu parmis 37° C juures (Nishimura et al. 2009).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1  To0 eesmargid

Kéesolev bakalaureuse t66 on Uheks osaks suuremast mille eesmargiks on valja selgitada kas ja
millises ulatuses toimub pagaripdrmi rakkudes ribosoomivalkude vahetumine. Selle protsessi
uurimiseks kasutatakse valkude margistamist SILAC meetodil. SILAC meetod seisneb valkude
margistamises stabiilse isotoobiga maérgistatud aminohapetega ning valke analiilsitakse
massispektromeetrial. Uute ribosoomide kokkupanemise peatamiseks kasutatakse ribosoomi
biogeneesi blokeerimist. VV8imalik on kasutada biogeneesi varastel etappidel oluliste valkude
konditsionaalset degradatsiooni. Uheks selliseks meetodiks on auksiinitundlik degronsiisteem.
Bakalaureusetod Uheks eesmargiks on konstrueerida Aarg4Alysi tuvi, milles ARG4 ja LYS1
lookustes puuduvad markergeenid, et vastavaid markergeene saaks tulevikus kasutada teiste
lookuste maérgistamisel. T60 teiseks eesmérgiks oli uurida, kas Utp5 C-terminaalsesse ossa on
voimalik lisada degronkassett. Lisaks oli antud t60 eesmérgiks uurida, kas on vdimalik
konstrueerida ttive, milles ekspresseeruvad nii OsTIR1 kui Utp5-AlID* hiibriidvalk.

2.2  Materjal ja metoodika

T60s kasutatud praimerid on toodud &ra tabelis 1. Kasutatud pagariparmi tiived on toodud dra
tabelis 2. Kasutatud plasmiidid on toodud dra tabelis 3. K&iki pagariparmi tivesid kasvatati 30°C
juures. Kasutatud s66tmed on toodud é&ra lisades 1 ja 2. T6os kasutati E. coli tive DH5a
genotlubiga @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
J—thi-1 gyrA96 relAl.

Tabel 1. T60s kasutatud praimerid.

Nimi Jérjestus (5°-3°) Milleks kasutati
LoxP jarjestustega
LoxP_forw_Sall GAAGCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC kanMX6 kasseti

paljundamine

LoxP jarjestustega
ATCGATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC ]
LoxP_rev_EcoRI kanMX6 kasseti
CTGCAGCGTACGGATATCACCTA ) )
paljundamine
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Arg4_S1 forw

GCAATTGAAGAGCTCAAAAGCAGG
TAACTATATAACAAGACT
AAGGCAAACCGTACGCTGCAGGTCGAC

Deletsioonikasseti

paljundamine

Lysl S1 forw

CATACCATAAGATAACAACGAAA
ACGCTTTATTTTTCACAC
AACCGCAAAACGTACGCTGCAGGTCGAC

Deletsioonikasseti

paljundamine

Argd S2 rev

CCTAGAAGTACCAGACCTGA
TGAAATTCTTGCGCATAACGT
CGCCATCTGATCGATGAATTCGAGCTCG

Deletsioonikasseti

paljundamine

Lysl S2 rev

AAACTTGTAAATGTCAGCGTAAC
GATAATGTATATACTTTAAA
TGTAAACATCGATGAATTCGAGCTCG

Deletsioonikasseti

paljundamine

Arg4_contr_forw

CTCTTCCAAACCCTCTGTTAACGAC

Transformantide
kontroll PCR meetodil

pYM_check_rev

GCGCACGTCAAGACTGTCAAGG

Transformantide
kontroll PCR meetodil

Lysl contr_forw

CCTGCGATTTCAGCGACAAAGAGTCA

Transformantide
kontroll PCR meetodil

TAGAAACGGAGCAGAGCGACGGCG

Degronkasseti
UTP5_S3_forw AGGAGGAAGCCGGATATAGTGACG ] )
paljundamine
TTGAGATGGAACGTACGCTGCAGG TCG
GTGGTGAACTCTATATAAGTATTT
ATGTGCCTAGAGATTATTTTTGTA Degronkasseti
UTP5_S2 rev ] )
TTCTGATGCGTGATCGATGAATTC paljundamine
GAGCTC
UTP5_check _ Transformantide
GGTCATTAGGGATACTATCTTCCGT
forw kontroll PCR meetodil
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Tabel 2. To6s kasutatud S. cerevisiae tived

Tuve nimi

kollektsioonis

Genotuup

Paritolu

TYSC9 MATao ura3-52 leu2A1 his34200 trplA36 Labori kollektsioon
TYSC10 MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trplA36 Labori kollektsioon
MATa his34200 trp1436 Alysl::hphMX6
TYSC151 Aarg4::natMX6 ura3-52::ADH1-OsTIR1- Labori kollektsioon
9myc::URA3
MATa his34200 trp1436 Alysl::hphMX6
TYSC152 Aarg4::natMX6 ura3-52::ADH1-OsTIR1- Labori kollektsioon
9myc::URA3
MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trp1436 Selles t6os
TYSC299 _
Alys1::loxP-kanMX6-loxP valmistatud
MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trp1A436 Selles toos
TYSC301 .
Aarg4::loxP-kanMX6-loxP valmistatud
MATa ura3-52 his34200 trp1A436 leu2A1 Selles t60s
TYSC309 _
Aarg4 Alysl valmistatud
MATo ura3-52 leu2A1 his34200 trp1A436 Selles t60s
TYSC310 .
Aargd Alysl valmistatud
MATa leu241 his34200 trp1436 darg4 Alysl Selles t6os
TYSC350 _
ura3-52::ADH1-OsTIR1-9myc::URA3 valmistatud
MATa leu241 his34200 trpl436 Aarg4 Alysl Selles t60s
TYSC351 .
ura3-52::ADH1-OsTIR1-9myc::URA3 valmistatud
MATa leu241 his34200 trp1436 darg4 Alysl Selles t66s
TYSC352 _
ura3-52::ADH1-0OsTIR1-9myc::URA3 valmistatud
MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trp1436 Selles t6os
TYSC399 _
Aargd Alysl UTP5-AID*-6myc::hphMX6 valmistatud

25




MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trp1436 Selles t6os
TYSC400 _
Aarg4 Alysl UTP5-AID*-6HA: :hphMX6 valmistatud
MATa ura3-52 leu2A1 his34200 trp1A36 Selles toos
TYSC401 :
Aarg4 Alysl UTP5-AID*-6myc::hphMX6 valmistatud
MATa leu2A1 his34200 trp1436 ura3- -
Selles t60s
TYSC402 52::ADH1-OsTIR1-9myc::URA3 UTP5-AID*- ]
valmistatud
eémyc::hphMX6
MATa leu2A1 his34200 trplA36 ura3-
Selles t60s
TYSC403 52::ADH1-OsTIR1-9myc::URA3 UTP5-AID*- ]
valmistatud
6myc::hphMX6

Tabel 3. T60s kasutatud plasmiidid

Plasmiidi nimi Milleks kasutati

loxP jarjestustega DNA kasseti
pFA6a-kanMX6

paljundamine

loxP jérjestustega
pFA6a-loxP-kanMX6-loxP o o _
deletsioonikasseti paljundamine

Cre rekombinaasi

pSH47 o
ekspresseerimiseks
2152¢ pHyg-Aid*-9myc Degronkasseti paljundamiseks
2352c¢ pHyg-Aid*-6HA Degronkasseti paljundamiseks

2.2.1 LoxP jarjestustega kanMX6 kasseti amplifitseerimine

PCR viidi 1abi 50ul reaktsioonisegus, mis sisaldas 2,5 U Taqg polimeraasi, umbes 100ng
plasmiidset DNAd (pFA6a-kanMX6), 20 pmol loxP_forw_Sall praimerit, 20 pmol loxP_rev_EcoRI
praimerit, 1x PCR puhvrit (100mM Tris-HCI (pH 8,85); 25mM KCI; 5mM (NH4)2SO4; 2mM
MgSQas), 0,2mM dNTP segu ning 2,5mM MgCl..

PCR viidi labi jargnevalt (Biometra UNO I1):

94°C 3 min
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30 tsiiklit: 94°C 30 sek, 55°C 30 sek, 72°C 1 min 45sek.
Plasmiidilt pFA6a-kanMX6 paljundati fragment pikkusega 1600 nukleotiidi. 1/10
reaktsioonisegust analliusiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil (Bio-Rad Laboratories

PowerPac basic ja Biometra Compact XS/X horisontaalne geelelektroforeesi siisteem).

2.2.2 LoxP jarjestustega kanMX6 markergeeni sisaldava plasmiidi konstrueerimine

Restriktsioon viidi labi 50ul reaktsioonisegus, mis sisaldas Sall 10U (Fermentas), EcoRI 10U
(Fermentas), 10x O puhvrit (50 mM Tris-HCI (pH 7.5) 37°C juures, 10 mM MgCl,,100 mM NaCl,
0.1 mg/ml BSA) (Fermentas) ja DNAd (vastavalt kas insert voi vektor). Plasmiidne DNA puhastati
kitiga (Fermentas) vastavalt tootjapoolsele juhendile. Seejarel vektor-DNA defosforuleeriti lisades
1U FastAP (Fermentas) aluselist fosfataasi ning inkubeerides 37°C juures 10 minutit. Reaktsioon
peatati reaktsioonisegu viimisel 75°C juurde 5 minutiks. DNA fragmendid lahutati 0,8% agaroos-
TBE geelelektroforeesil. Agaroosgeelist 18igati vélja dige pikkusega DNA fragmendid. DNA
puhastati geelist GeneJet Gel Extraction Kit abil (Fermentas). Geelitlikile lisati vOrdses mahus
Binding Buffer’it ning inkubeeriti 60°C juures 10 minutit. Segu kanti puhastuskolonnile ning
tsentrifuugiti 13 000 rpm juures lauatsentrifuugis (Heraeus Biofuge Pico) 1 minut toatemperatuuril.
Puhastuskolonnile lisati 100l Binding buffer’it tsentrifuugiti 1 minut lauatsentrifuugis 13 000 rpm
juures toatemperatuuril. Puhastuskolonnile lisati 700l Wash Buffer’it, tsentrifuugiti 1 minut
toatemperatuuril 13 000 juures lauatsentrifuugis ning korrati pesu. Puhastuskolonni tsentrifuugiti
toatemperatuuril 1 minut 13 000 rpm juures lauatsentrifuugis, et eemaldada Wash Buffer’i jaagid.
Elueerimiseks lisati puhastuskolonnile 30ul Elution buffer’it, inkubeeriti 2 minutit
toatemperatuuril ning tsentrifuugiti 1 minut toatemperatuuril 13 000 rpm juures lauatsentrifuugis.
DNA ligeerimiseks tehti reaktsioonisegu mahuga 10pl, mis sisaldas 100ng lineaarset vektori
DNAd, loxP jarjestustega DNA kassetti, T4 DNA ligaasi 5U (Fermentas) ning inkubeeriti

toatemperatuuril 3 tundi.

2.2.3 Bakterirakkude transformatsioon

Bakterirakkude transformeerimiseks segati jaal kokku 5ul ligeerimissegu ja 50ul kompetentseid
rakke (DH5a) ning inkubeeriti jaél 30 minutit. Seejérel tehti rakkudele kuumasokk 42°C juures 1,5
minutit, misjérel rakud viidi 3 minutiks jaale. Rakkudele lisati 500ul LB sd6det (lisa 1) ning rakke
inkubeeriti 45 minutit 37°C juures. Rakud kilvati LB s66tmele, mis sisaldas ampitsilliini

(100pg/ml), ning kasvatati 37°C juures tled0.
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2.2.4 Miniprep plasmiidse DNA eraldamine E. coli rakkudest

3 ml LB vedelsodtmesse, mis sisaldas 100pg/ml ampitsilliini, inokuleeriti E. coli uksikkoloonia.
Rakke kasvatati 37°C juures iile66. Rakke tsentrifuugiti toatemperatuuril 13 000 rpm juures
lauatsentrifuugis 1 minut. Parast tsentrifuugimist eemaldati supernatant. Rakud resuspendeeriti
150ul-s Soll-s (50mM glikoos, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) ning segati vortexil (BioSan
Vortex V1 plus). Rakkudele lisati Solll (0,2N NaOH, 1% SDS), segati ornalt ja inkubeeriti
ruumitemperatuuril 3-5 minutit. Seejarel lisati jadkilm Sollll (3M KOAc, 5M aadikhape), segati
ornalt ning inkubeeriti jaal 5-7 minutit. Rakud tsentrifuugiti 4°C 13 000 rpm juures 5 minutit
(Heraeud Biofuge Fresco). Supernatant viidi uude tuubi, lisati 455ul isopropanooli ning segati
vortexil. Supernatandi ja isopropanooli segu tsentrifuugiti ruumitemperatuuril 13 000 rpm juures 5
minutit. Sadet pesti 80% etanooliga. Pérast pesu sade kuivatati ning resuspendeeriti 100l T1oE1-S
(10mM Tris-HCI (pH 8,0) ImM EDTA (pH8,0))+Rnaasis (20 pg/ml) ja inkubeeriti 65°C juures 45
minutit. Siis lisati 1/10 3M NaOAc (pH 7,0) ning fenool/kloroformi (pH7,0), segati vortexil ning
tsentrifuugiti toatemperatuuril 13 000 rpm juures 5 minutit. Ulemine faas viidi uude tuubi, lisati
2,5 kordne kogus 96% etanooli ning segati vortexil. Segu inkubeeriti -20°C juures 20 minutit ning
tsentrifuugiti toatemperatuuril 13 000 rpm juures 5 minutit. Sadenenud DNA-d pesti 80%

etanooliga ning sade kuivatati. DNA resuspendeeriti 50ul destilleeritud vees.

2.2.5 Restriktsioonanallils

Restriktsioonianalius viidi labi 20ul reaktsioonisegus, mis sisaldas 1x restriktsioonipuhvrit R (10
mM Tris-HCI (pH 8.5 37°C juures), 10 mM MgCl;, 100 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA) ja 0,5U Pstl
restritaasi voi 1x restriktsioonipuhvrit O (50 mM Tris-HCI (pH 7.5 37°C juures) ning 0,5U HindllII
ja Xhol restriktaase ning plasmiidset DNAd. Restriktsioonisegu inkubeeriti 2 tundi
toatemperatuuril ning analtdsiti seejarel 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil (Bio-Rad

Laboratories PowerPac basic ja Biometra Compact M horisontaalne geelelektroforeesi siisteem).

2.2.6 Degronkasseti ning ARG4 ja LYS1 deletsioonikassetide amplifitseerimine  enne
transformatsiooni

Deletsioonikassett amplifitseeriti plasmiidilt pFA6a-loxP-kanMX6-loxP. Kasutati pikki 70
nukleotiidi pikkuseid lookusspetsiifilisi S1_forw ja S2_rev praimereid, milles oli 50 nukleotiidi
pikkune homoloogiline ala ARG4 vGi LYS1 lookusega ning 20 nukleotiidi pikkune identne jérjestus

pFA6a-loxP-kanMX6-loxP plasmiidiga. ARG4 deletsioonikasseti amplifitseerimiseks kasutati
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Arg4d S1 forw ja Arg4 S2 rev ning LYS1 deletsioonikasseti amplifitseerimiseks kasutati
Lysl S1 forw jaLysl S2_rev praimereid.

Degronkassett amplifitseeriti plasmiididelt 2152¢ pHyg-Aid*-9myc ning 2352c pHyg-Aid*-6HA.
Kasutati pikki 70 nukleotiidipikkuseid praimereid UTP5_S2 rev ning UTP5_S3_forw, milles oli
50 nukleotiidi pikkune homoloogiline ala UTP5 lookusega ning 20 nukleotiidi pikkune identne
jarjestus 2152¢ pHyg-Aid*-9myc ja 2352c pHyg-Aid*-6HA plasmiididega.

PCR viidi I&abi 50l reaktsioonisegus, mis sisaldas 2,5 U Pfu poliimeraasi, umbes 100ng plasmiidset
DNAd, 15 pmol vastavat S2_rev praimerit, 15 pmol vastavalt kas S3_forw vdi S1_forw praimerit
(tabel 1), 1x PCR puhvrit (100mM Tris-HCI (pH 8,85); 25mM KCI; 5mM (NH4)2S04; 2mM
MgSO4), 0,2mM dNTP segu ning 2,5mM MgCI2.

PCR viidi labi jargnevalt (Biometra UNO I1):

94°C 4 min, lisati Pfu poliimeraas

30 tstiklit: 94°C 30 sek, 55°C 30 sek, 72°C 4 min+40sek.

Plasmiidilt pFA6a-loxP-kanMX6-loxP paljundati fragment pikkusega 1600 nukleotiidi. Plasmiidilt
2152c pHyg-Aid*-9myc paljundati fragment pikkusega 2300 nukleotiidi ning plasmiidilt 2352c
pHyg-Aid*-6HA 2100 nukleotiidi. 1/10 reaktsioonisegust anallisiti 0,8% agaroos-TBE
geelelektroforeesil. Ulejaanud PCRIi reaktsioonisegu sadestati 2 mahu 96% etanooli ning 1/10
mahu 3M Na-atsetaadiga (pH 7,0) -20°C juures, tsentrifuugiti lauatsentrifuugiga 5 minutit 13 000
rpm juures lauatsentrifuugis, pesti 80% etanooliga ning resuspendeeriti 50ul vees.

2.2.7 Pagariparmi transformeerimine

25ml YPD vedelsodtmesse (lisa 2) inokuleeriti S.cerevisiae iiksikkoloonia. Rakke kasvatati 30°C
juures tle66. Hommikul lahjendati rakukultuur OD600nm=0,3. Rakke kasvatati kuni OD600=0,6-
0,8. Rakke tsentrifuugiti 3 minutit 3200 rpm ruumitemperatuuril Rotina 420R tsentrifuugis (Swing-
out rotor Cat. No. 4723). Parast tsentrifuugimist eemaldati supernatant. Rakke pesti H20-ga,
tsentrifuugiti ning eemaldati supernatant. Rakud pesti 15ml LiOAc-TE-ga (0,1M LiOAc, 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA). Rakkudele lisati 20pl denatureeritud carrier DNAd (10mg/ml)
ning segati vortexiga. Rakkude ja DNA segust vdeti 50ul ning segati kokku 5ul PCRi produkti voi
plasmiidse DNAga ning inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril. DNA ja rakkude segule lisati
300ul PEG-LIOAC-TE (40% PEG LiOAc-TE lahuses), segati vortexil ning hoiti toatemperatuuril
15 minutit. Seejarel lisati 30ul dimettdl-sulfoksiidi (DMSO), segati vortexil ning tehti rakkudele

kuumasokk 42°C juures 10 minutit. Transformatsioonisegu tsentrifuugiti 3 minutit 3000 rpm
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toatemperatuuril lauatsentrifuugiga, eemaldati supernatant. Degronkasseti ja deletsioonikasseti
transformeerimisel resuspendeeriti rakud 1,5ml YPD vedels66tmes ning inkubeeriti {ile6é 30°C
juures. Seejérel tsentrifuugiti rakke 5 minutit 5000 rpm juures lauatsentrifuugiga ning rakud
kilvati YPD tassidele, mis sisaldasid vastavalt higromitsiini (300mg/ml) véi G418 (200mg/l)
ning inkubeeriti 30°C juures kolooniate tekkimiseni. Plasmiidi transformeerimisel resuspendeeriti

rakud 150pl vees ning kilvati SC-URA st6tmele (lisa 2).

2.2.8 Parmi genoomse DNA eraldamine ja transformantide analtitis PCR meetodil

Parmi genoomse DNA eraldamiseks kasutati LiIOAc-SDS to6tlust (Ldoke et al. 2011). Rakud
resuspendeeriti 100pl LIOAc-SDS (200 mM LiOAc, 1% SDS) lahuses ning inkubeeriti 70°C juures
10 minutit, lisati 300l 96% etanooli ning segati vortexil. Seejarel hoiti rakke 2 minutit
ruumitemperatuuril. Rakkude, LIOAc-SDS ja etanooli segu tsentrifuugiti 13 000 rpm
toatemperatuuri juures 2 minutit lauatsentrifuugiga. Sadet pesti 0,5 ml 80% etanooliga,
tsentrifuugiti 13 000 rpm toatemperatuuri juures 2 minutit lauatsentrifuugiga ja eemaldati
supernatant. Sade kuivatati 37°C juures 4 minutit. Sade lahustati 100l T10Eo.1-s (10mM Tris-HCI
(pH 8,0) 0,AmM EDTA (pH8,0)). Segu tsentrifuugiti 15 000 rpm toatemperatuuri juures 1 minut
lauatsentrifuugis, et lahusest sadeneks vélja rakkude jadgid. DNA séilitati -20°C juures.
Reaktsioonisegu mahuks oli 20ul, mis sisaldas 1,5 U Taq DNA polimeraasi, 2ul transformandi
genoomset DNAd, 2,5mM MgCl, 1x PCR puhvrit (100mM Tris-HCI (pH 8,85); 25mM KCI; 5mM
(NH4)2S04; 2mM MgS0a), 0,2mM dNTP segu, 10pmol pYM_check_rev praimerit ning 10pmol
lookusespetsiifilist praimerit.

PCR viidi labi jargnevalt:

94°C 4 min

35 tsiiklit: 94°C 30 sek, 55°C 30 sek, 72°C 1 min 15sek.

2.2.9 Rekombinatsioon Cre rekombinaasiga
Uksikkoloonia inokuleeriti YPRaf sootmesse (lisa 2) ning kasvatati tile 66 30°C juures. Hommikul
lahjendati rakukultuur OD600=0,35. Rakke kasvatati kuni OD600=0,6-0,8, lisati galaktoosi (3%)

ning kasvatati tle66. Seejarel kiilvati rakud YPD s06tmele.
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2.2.10 Sporulatsioon ja tetraadide analtiis

Uksikkoloonia inokuleeriti 3 ml YPD vedelséotmes ning kasvatati iile 66 30°C juures. 3 ml
sporulatsiooni sodtmesse (lisa 2) lisati 300l tle 66 kasvatatud rakukultuuri ning kasvatati
vahemalt 5 paeva 30°C juures. Kui rakud olid sporuleerunud, tsentrifuugiti 1 ml sporulatsioonisegu
5000 rpm juures lauatsentrifuugis 5 minutit ruumitemperatuuril. Rakud pesti veega ning seejérel
resuspendeeriti rakud 500ul H20-s. 50l pestud spoore segati 50l ztimolaasi lahusega (0,6 mg/ml)
ning seejarel inkubeeriti 7 minutit toatemperatuuril. Tetraadid eraldati mikroskoobiga (Singer

Instruments MSM Tetrad Dissection Microscope).

2.2.11 Rakulusaadi valmistamine Western blot analttsi jaoks

Uksikkoloonia inokuleeriti 25 ml YPD vedelséotmes ning inkubeeriti tile 66 30°C juures.
Hommikul lahjendati rakukultuuri OD600=0,3. Rakke kasvatati kuni OD600=0,6-0,8. 15 ml
rakkudest tsentrifuugiti 3200 rpm, 4°C juures Rotina 420R tsentrifuugis 3 minutit. Rakke pesti 1
ml kiilma ddH>0O-ga. Rakkudele lisati 200l 20% TCA-d (triklorodadikhape) ja 500ul klaaskuule
(diameeter 0,21mm). Rakud ltusiti Precellys 24 homogenisaatoriga, kasutati programmi 6000rpm
3 korda 60 sekundit 60 sekundiliste vahedega (6000-3x60-60). Peale rakkude ludsimist lisati
lisaadile 500ul 5% TCAd ning rakuliisaat eraldati tsentrifuugides 2100 rpm ja 4°C juures Rotina
420R tsentrifuugis 2 minutit. Rakullsaati tsentrifuugiti 13 000 rpm ja 0°C juures lauatsentrifuugis
5 minutit, supernatant eraldati ning sade resuspendeeriti 70ul 1x Laemmli puhvris (0,1% 2-
merkaptoetanool, 0,00005% bromofenoolsinine, 2% SDS, 63 mM Tris-HCI (pH 6.8)). Seejarel
lisati 30l 1M Tris/HCI pH 8,0. Lusaat kiilmutati vedelas lammastikus ning silitati -80°C juures.

2.2.12 Western blot analtits

Valgud denatureeriti 95°C juures 5 minutit. Rakulisaadist kanti geelile 20ul ning valgud lahutati
molekulmassi jargi kasutades 10% poluakriulamiid geeli (Sambrook ja Russel, 2001).
Geelelektroforeesi labiviimiseks kasutati Bio-Rad Mini PROTEAN Tetra Systemi masinat, geeli
voolutamiseks kasutati Tris-glUtsiin elektroforeesi puhvrit (125mM Tris, 960mM glutsiin, 0,5%
SDS). Konsentreeriva geeli ulatuses rakendati pinget 80V, lahutava geeli ulatuses 120 V. Seejarel
viidi l1abi valkude kandmine (BioRad semi-dry Fastblot B44) nitrotselluloosmembraanile (Pure
Nitrocellulose unsupported 0,45um transfer membrane (AppliChem)), kasutades poolkuiva
stisteemi (25 mM Tris, 193 mM glutsiin, 0,037% SDS, 20% metanool) ning rakendati pinget 10

mV 40 minutit. Seejérel viidi l&bi nitrotselluloosmembraani blokkimine 18ssipulbri seguga (5%
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I6ssi 1x PBS lahuses (14mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10mM Na;HPOs, 1,8mM KH2PO4)). Pérast
blokkimist tehti 3 kiiret pesu 1x PBS lahusega ning seejarel 3 pikemat, 10 minutilist pesu
toatemperatuuril. Lisati primaarne antikeha (monokloonne antikeha 9E10 anti-9myc 1:200
lahjendus 1x PBS puhvris ja 1% 18ssis, monokloonne antikeha 12CA5 anti-6HA 1:200 lahjendus
1x PBS puhvris ja 1% 16ssis) ning inkubeeriti 4°C juures le66. Membraani pesti 3 korda kiirelt
ning 3 korda 10 minutit 1x PBS lahusega toatemperatuuril ning inkubeeriti sekundaarse antikehaga
(kitse hiirevastane 1gG konjugeeritud aluselise fosfataasiga (Sigma) 1:10 000 lahjendus 1xPBS
puhvris) 1 tund toatemperatuuril. Membraani pesti 3 korda Kiirelt ning 3 korda 10 minutit 1x PBS
lahusega toatemperatuuril. Aluselise fosfataasi reaktsioon l&biviimiseks segati 33ul NBT
(nitrosinine tetrasooliumkloriid) (50mg/ml) lahustatud 70% DMFis (dimetutlformamiid) ja 66l
BCIP (5-bromo-4-kloro-3'-indoolfosfaat p-toluidiini sool) (50 mg/ml) lahustatud 100% DMFis ja
10 ml aluselise fosfataasi puhvrit (100mM Tris/HCI, 100mM NaCl, 5 mM MgCl;) valkude

visualiseerimiseks toatemperatuuril. Reaktsioon peatati membraani pesemisel destilleeritud veega.
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2.3  Tulemused ja arutelu

2.3.1 LoxP jarjestustega deletsioonimarkeri konstrueerimine

Varem olid laboris kasutusel tiived, milles ARG4 ja LYS1 geenid on deleteeritud hphMX6 ja
natMX6 markergeenidega. Seetbttu oli vaja konstrueerida tivi, mille ARG4 ja LYS1 geenid on
deleteeritud ning vastavates lookustes puuduvad markergeenid. Markergeenidest oli vaja
vabaneda, et tulevikus oleks vdimalik kasutata rohkem selektsioonimarkereid. Uheks v@imaluseks
markergeenidest vabanemiseks on kasutada Cre/Lox susteemi (Guldener et al., 1996). Cre/Lox
slisteem seisneb loxP jarjestustega selektsioonimarkeri ning Cre rekombinaasi ekspresseeriva
plasmiidi transformeerimises rakku. Cre rekombinaasi ekspresseerimisel rakus rekombineeritakse
valja loxP jarjestuste vahel olnud markergeen ja 1 loxP jarjestus. LoxP jarjestustega plasmiidi
pFA6a-loxP-kanMX6-loxP  konstrueerimiseks kasutati plasmiidi pFA6a-kanMX6, millelt
amplifitseeriti loxP jarjestusi sisaldavate praimeritega loxP_forw_Sall ja loxP_rev_EcoRI kanMX6
markergeeni sisaldav DNA fragment. Seejérel 16igati loxP jarjestusi sisaldavat DNA fragmenti Sall
ja EcoRl restriktaasidega. Samade restriktaasidega 16igati ka plasmiidi pFA6a-kanMX6. Insert ning
vektor ligeeriti ning saadud ligatsioonisegu transformeeriti bakteritiivesse DH5a. Transformandid

selekteeriti LB so6tmel (lisa 1), mis sisaldas ampitsilliini.

Bakterirakkudest eraldati miniprep DNA, mida analtisiti hiljem restriktsioonanaltidsil (joonis 10).
Restsiktsioonanalusil 18igati DNAd esimesel juhul Pstl restriktaasiga (joonis 10, paneel A), teisel
juhul Hindlll ja Xhol restriktaasidega (joonis 10, paneel B). Juhul kui plasmiid sisaldas loxP
jarjestustega markergeeni olid Pstl restriktaasiga l6ikamisel diged DNA fragmentide pikkused
2473, 1305 ja 275 nt (joonis 10, paneel A) ning Hindlll ja Xhol restriktaasidega I6ikamisel 2528,
1109 ja 516 nt (joonis 10, paneel B).
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Joonis 10. Plasmiidse DNA analuts. A. Plasmiidne DNA on Idigatud Pstl restriktaasiga, B.
Plasmiidne DNA on Idigatud Hindlll ja Xhol restriktaasidega. M tahistab markerit (Thermo
Scientific GeneRuler 1 kb DNA ladder plus). Oiged fragmentide pikkused on néitatud paremal
joonise korval. Saadud DNA fragmendid analtdsiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil.

Joonisel 10 on ndha, et Gige plasmiidiga pFA6a-loxP-kanMX6-loxP on tegu radadel 2, 3, 4, 5, 6 ja
11. Jéarjestuse kontrollimiseks saadeti plasmiidsed DNAd 4 ja 5 sekveneerimisele. Sekveneerimise
teenus telliti Biokeskuse tuumiklaborist, sekveneerimiseks kasutati praimereid pFA6a_forw ning
pYM_rev. Mdlema DNA sekveneerimistulemuste vordlemisel referentsjarjestustega leiti, et
mdlemad plasmiidid olid dige jarjestusega. Edaspidises t00s kasutati plasmiidset DNAd nr 5. See

plasmiid nimetati: pFA6a-loxP-kanMX6-loxP.
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2.3.2 ARG4 ja LYS1 deletsioonimutantide konstrueerimine kasutades loxP jarjestusi
sisaldavat deletsioonikassetti

Markergeenideta Adarg4 ja Alys1 tivede konstrueerimiseks amplifitseeriti plasmiidilt pFA6a-loxP-
kanMX6-loxP deletsioonikassett. ARG4 deleteerimiseks vajaliku kasseti paljundamiseks kasutati
praimereid arg4 S1 forw ning arg4 S2- rev. LYS1 deleteerimiseks vajaliku kasseti
paljundamiseks kasutati praimereid lysl S1 forw ning lysl S2 rev. Pérast deletsioonikasseti
amplifitseerimist viidi l&bi transformatsioon kahes eri tiives. Tuvesse TYSC9 transformeeriti loxP
jarjestusi sisaldav deletsioonikassett ARG4 deleteerimiseks. Tuvesse TYSC10 transformeeriti loxP
jarjestusi  sisaldav deletsioonikassett LYS1 deleteerimiseks. Transformandid selekteeriti

YPD+G418 (200mg/l) tassidel, kuna kanMX6 markergeen annab resistentsuse genitsiniinile.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910
1.5kb
lkbg_
0.7 kb—— 500 nt

O<1\b/ -”-..~.. L 00

0 2 kb
0.075 kb

Joonis 11. Transformantide kontroll PCR meetodil. M tahistab markerit (Thermo Scietific
GeneRuler 1 kb DNA ladder plus), 1-5 on 4lys1 tived, 6-9 darg4 tuved, 9 tivi TYSC9 ja 10 tuvi
TYSC10 metsiktldpi kontrollid. Joonise kdrval on margitud DNA fragmentide 6iged pikkused.
Geelelektroforees viidi labi 0,8% agaroos-TBE stisteemis.

Transformantidest eraldati totaalne DNA ning viidi 18bi transformantide analiiis PCR meetodil
(joonis 11) PCR reaktsioonide jaoks kasutati praimereid arg4 contr_forw ja pYM_check rev
ARG4 lookusesse integreeritud deletsioonikasseti analitisimiseks ning lysl contr_forw ja
pYM_check rev LYS1 lookusesse integreeritud deletsioonikasseti analiitisimiseks. DNA
fragmentid eraldati 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesi, et maarata PCR-iga amplifitseeritud
DNA fragmentide pikkused. LYS1 lookusesse integreeritud deletsioonikasseti analtiisil oli DNA
fragmendi Oige pikkus 300nt, ARG4 lookusesse integreeritud deletsioonikasseti analtdisil 500nt.
(joonis 11). Joonisel 11 on ndha, et kdigil radadel (1-8) on digete pikkustega DNA fragmendid.
Kontrollidel, mis on deletsioonikassetita TYSC9 ja TYSC10, ei ole signaali. Seet6ttu voib véita, et
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transformatsioon on olnud edukas kdikides tlivedes (joonis 11). Edaspidi kasutati tivesid 3, 4, 6
ja 7. Need tlived nimetati vastavalt TYSC299, TYSC300, TYSC301 ja TYSC302.

Antud t606 kaigus teostati rida ristamisi, seetdttu on tulemuste paremaks maistmiseks lisatud téosse
joonis 12. Peale ristamiste on joonisel ara toodud, millistes alapeatiikkides vastavaid ristamisi ja

ristamiste vahepeal 1&bi viidud protsesse on kirjeldatud.

TYSC301 TYSC299
Aarg4::loxP-kanMX6-loxP X Alysl::loxP-kanMX6-loxP

Rekombinatsioon (alapeatiikk 2.2.3)
Tetraadide analiitis (alapeatiikk 2.3.4)

v

TYSC309 TYSCIS1
Aarg4Alys] X Alys1::hphMX6 Aarg4::natMX6
ura3-52::ADH1-OsTIR1-
Tetraadide analiiiis (alapeatiikk 2.3.5)
v
TYSC399 TYSC351
Aarg4Alys] UTP5-AID*- X AlyslAarg4 ura3-52::ADHI-
6myc OsTIR1-9myc(URA3)

Tetraadide analiiiis (alapeatiikk 2.3.7)

v

TYSC402
AlyslAarg4 ura3-52::ADHI1-
OsTIR1-9myc(URA3) UTPS-AID*-

Joonis 12. To0s teostatud ristamiste skeem. Vilja on toodud tlived, mida omavahel ristati, ning
olulised osad genotlubist. X tahtistab kahe tive ristamist, noolega viidatud tived on tetraadide
analliusidel saadud haploidid. Lisaks on dra toodud alapeatikid, kus vastavatest ristamistest ja
nende tulemustest radgitakse.
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2.3.3 Rekombinatsioon Cre rekombinaasiga

Kuna eelnevalt transformeeritud tivedes oli (hes lookuses olemas loxP jarjestustega
selektsioonimarker, kuid teises see puudus, oli vaja ristata omavahel tiived TYSC299 ja TYSC301
(joonis 12). Tuvede ristamisel saadi diploidid. Diploidid selekteeriti raku suuruse jargi vaatlusena
valgusmikroskoobis (Olympus CX31).

Deletsioonimutantide konstrueerimisel kasutatud markergeeni eemaldamiseks genoomist kasutati
Cre/Lox susteem. Selleks transformeeriti diploididesse plasmiid pSH47, milles on olemas Cre
rekombinaasi kodeeriv geen, mis on galaktoosi poolt indutseeritava promootori all, ning URA3
markergeen. Transformandid selekteeriti SC-URA so6tmel. Cre rekombinaasi ekspresseerimiseks
kasvatati rakud tles YPRaf so6tmel, misjarel kasvukeskkonda lisati galaktoosi (3%), millega
indutseeriti Cre rekombinaasi ekspressioon.

A YPD B YPD+G418

DI enne D2 enne
rekombinatsiooni rekombinatsiooni

D1 pirast D2 parast
rekombinatsioon1 rekombinatsiooni

Joonis 13. Rekombinatsiooni kontroll. A. Rakke kasvatati YPD sgotmel 30°C juures 3 pdeva. B.
Rakke kasvatati YPD+G418 (200mg/l) s66tmel 30°C 3 péeva. C. Tlvede asetus tassidel: D1
téhistab diploidset tiive TYSCD1, D2 diploidset tiive TYSCD2.
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Pérast rekombinatsiooni toimumist kilvati rakud YPD s66tmele. YPD so0tmel (les kasvanud
kolooniatest tehti templid, mis kanti selektiivsootmetele YPD+G418 (200mg/l) ning SC-URA.
Kolooniad, kus oli toimunud rekombinatsioon, ei kasvanud YPD+G418 (200mg/l) s66tmel (joonis
13). Joonisel ei ole tempelkilv vaid lisakontroll. Plasmiidi olemasolu rakkudes kontrolliti
kasvatades rakke SC-URA sd6tmel. Kolooniatest, mis ei kasvanud SC-URA sd6tmel, oli plasmiid
pSH47 kadunud. Edaspidiseks t00ks eelistati rakke, millest pSH47 oli kaduma ldinud. LoxP
jarjestustega kanMX6 markergeeniga rakud kasvavad YPD+G418 sootmel, kuna kanMX6 annab
resistentsuse genitsiniinile. Seetdttu tived, milles on toimunud rekombinatsioon, ei kasva
YPD+G418 so6tmel, kuna neil puudub kanMX6 geen (joonis 13). Samas rakud, millesse pSH47
plasmiidi veel transformeeritud ei olnud, kasvasid YPD+G418 sootmel (joonis 13).
Rekombinatsiooni tulemusena saadi 2 tiuve: TYSCD1 ning TYSCD2. Neid tlvesid kasutati

edaspidises to0s.

2.3.4 Aarg4AlysI haploidse tuve konstrueerimine

Rekombinatsiooni jarel oli vajalik uuesti haploidse tiive saamine, kus nii ARG4 kui LYS1 lookuses
pole enam markergeeni (joonis 12). Selleks indutseeriti sporulatsioon tivedes TYSCDL1 ja
TYSCD2. Haploidide eraldamiseks viidi l&bi tetraadide analtuls. Rakke inkubeeriti
sporulatsioonisf6tmes védhemalt 5 pdeva. Sporulatsiooni l&biviimisel selgus, et tetraadide teke oli
aeglane ning nelja spooriga askuste asemel tekkis palju askuseid, mis sisaldasid kolm spoori. Pérast

tetraadide analliusi selgus, et eraldatud spoorid ei olnud vaga eluvéimelised (joonis 14).
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Tetraadi nr

1

OO\ D B~ W

Joonis 14. Ristamisel saadud diploidi tetraadide analtts. Tetraadide numbrid on toodud vasakul,
rakke kasvatati YPD, SC-ARG ning SC-LYS so6tmetel 3 pdeva 30°C juures. Punasega on mérgitud
edaspidises t00s kasutatud tlved.

Uhe diploidse raku sporulatsioonil tekkinud neli spoori eraldati tetraadide mikroskoobi abil.
Tetraadide eraldamise jéarel kasvatati kolooniaid 3 paeva 30°C juures. Seejérel tehti plaadist tempel
ning rakud kanti tle SC-ARG ning SC-LYS selektiivsodtmetele. Edaspidiseks analiitsiks sobisid
tetraadid, kus YPD s66tmel oli tles kasvanud 4 kolooniat (joonis 14, tetraadid 1, 2 ja 7) ning
tunnuste parandumine oli 2:2 (joonis 14, tetraad 1). darg4A4lysl genotilibiga tuved on sellised
kolooniad, mis kasvavad YPD so6tmel kuid ei kasva SC-ARG ja SC-LYS selektiivsodtmetel.
Tetraadide analulsi tulemusena saadi 2 darg44lys1 tlve. Neid tlvesid kasutati edasipidises t00s.
Saadud tlived nimetati TYSC309 ja TYSC310.

2.3.5 OsTIR1 dargd4lysl ekspressioonittive konstrueerimine

Labori kollektsioonis oli olemas tivi, mis ekspresseeris OsTIR1 valku, kuid mille ARG4 ja LYS1
olid deleteeritud markergeenidega. Auksiinitundliku degronmutandi konstrueerimiseks oli vajalik
OsTIR1 valku ekspresseeriv tuvi, mille ARG4 ning LYS1 lookustest on eemaldatud
selektsioonimarkerid. Markergeenidest vabanemiseks ristati omavahel tiived TYSC151 ja (joonis

12). Diploidid seleteeriti raku suuruse jargi ning viidi labi sporulatsioon.
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Tetraadi nr

YPD+Hph YPD+Nat

e

Joonis 15. OsTIR1 ekspresseeriva tlve tetraadide analliis. Rakke kasvatati YPD, YPD+Hph
(300mg/ml), YPD+Nat(100mg/ml) ja SC-URA sot6tmetel 3 paeva 30°C juures. Punasega on
margitud edaspidises t60s kasutatud tivi.

Tetraadid eraldati mikroskoobiga. Tetraadide eraldamise jarel kasvatati rakke 30°C juures 3 p&eva.
Seejdrel tehti plaadist tempel ning rakud kanti tle selektiivsodtmetele: YPD+Hph, YPD+Nat, SC-
URA (joonis 15). Edaspidiseks analiusiks sobisid tetraadid, kus YPD s66tmel oli les kasvanud 4
kolooniat (joonis 15, tetraadid 1, 2 ja 7) ning tunnuste parandumine oli 2:2 (joonis 15, tetraadid 1
ja 7). Spoorides, mis ei kasvanud antibiootikume sisaldavatel so6tmetel (Nat ja Hph), olid meioosi
tulemusena Adarg4 ja Alysl Uhes rakus. Lisaks pidid tetraadid kasvama SC-URA sd6tmel, kuna
OsTIR1 geen péarandub koos URA3-ga ning seetdttu on olemas funktsionaalne URA3. Seega on
dige seitsmenda tetraadi neljas koloonia (joonis 15). Konstrueeritud tiive kasutati edaspidises toos.
Konstrueeritud tlivi nimetati TYSC351.

2.3.6 UTP5-AID hubriidvalku ekspresseeriva parmitiive konstrueerimine

Auksiinitundliku degrontiive konstrueerimisel oli teiseks oluliseks etapiks  Utp5-AlID*
hibriidvalku ekspresseeriva tiive konstrueerimine. Utp5-AID* hubriidvalku ekspresseeriva
parmitiive konstrueerimiseks amplifitseeriti plasmiididelt 2152c pHyg-Aid*-9myc ja 2352¢ pHyg-
Aid*-6HA degronkassetid. Degronkassett koosnes AlDst, 6myc v6i 6HA epitoobi jarjestusest ning
higromlitsiini resistentsusgeenist (joonis 16). Degronkasseti amplifitseerimiseks kasutati pikki 70
nukleotiidi pikkuseid praimereid UTP5_S3 ning UTP5_S2, millel m&lemal on 50 nukleotiidi
pikkune komplementaarne ala UTP5 lookusega (joonis 16).

40



1 —>»
2 —>»
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Joonis 16. Degronkassett ning praimerite seondumine. Ulemisel paneelil on kujutatud UTP5
lookuses olevat 6myc epitoobi jarjestusega degronkassetti, alumisel UTP5 lookuses olevat 6HA
epitoobi jarjestusega degronkassetti. Mdlemad DNA kassetid sisaldavad AID* jarjestust ning
higromdtsiini resistentsusgeeni. Koos kasutati praimereid 1+3 ning 2+4.

Parast degronkassettide amplifitseerimist transformeeriti need parmitiivedesse TYSC309 ning
TYSC310. Transformandid selekteeriti YPD+Hph (200mg/l) so66tmel. Transformantide
kontrollimiseks PCR meetodil eraldati tivedest genoomne DNA ning sellelt amplifitseeriti
pYM_check_rev ning UTP5_check_forw praimeritega les UTP5 lookusest DNA fragment (joonis
16). Saadud Idikude pikkusi kontrolliti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil (joonis 17). Juhul
kui degronkassett oli integreerunud UTP5 lookusesse, olid diged pikkused 6myc epitoobi
jarjestusega kassettide korral on 1210 nukleotiidi ning 6HA epitoobi jarjestuse korral 1080
nukleotiidi.
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Joonis 17. Degronkasseti integratsiooni analliis PCR meetodil. Joonisel M tahistab markerit
(Thermo Scientific DNA GeneRuler 1 kb DNA ladder plus). Paneelil A on radadel 1-6 6myc
epitoobi jarjestust sisaldava AID* kassetiga tlived, K téhistab kontrolli TYSC309, radadel 7-12 on
6HA epitoobi jarjestust sisaldava AID* kassetiga tiived, radadel 13-18 on 6myc epitoobi jarjestust
sisaldava AID kassetiga tuved.

Oige pikkusega DNA fragment paljundati kdikidest transformantidest vélja arvatud nr 3-st (joonis
17). Kontrollimiseks, kas degronkassett integreerus lugemisraami Oigesti, oli vajalik
sekveneerimine. Selleks puhastati FavorPrep kitiga 0,8% agaroos-TBE geelist DNA fragmendid
radadelt 5, 8 ja 16 (joonis 17). Sekveneerimiseks kasutati praimerit UTP5_check forw.
Sekveneerimistulemuste vardlemisel referentsjarjestustega leiti, et kdigi kolme DNA fragmendi
jarjestused olid Oiged. Edaspidi kasutati tlvesid 5,8 ja 16. Need tlved nimetati TYSC399,

TYSC400 ja TYSC401 ning neid kasutati edaspidises t00s.

Valgu ekspressioonitaseme uurimiseks viidi labi Western blot analiilis. Eksponentsiaalses
kasvufaasis olevatest rakkudest valmistati lisaat ning valgud eraldati 10% poluakritlamiid-SDS-
geelelektroforeesil. Suuruse alusel lahutunud valgud kanti nitrotselluloosmembraanile. Kuna
parmirakkude transformeerimisel kasutati 2 erineva epitoobijarjestusega DNA fragmente, siis oli
vajalik inkubeerimine 2 erineva antikehaga: 6HA ning 6myc jarjestusspetsiifiliste antikehadega.
Parast sekundaarse antikehaga, mis tunneb &ra hiire IgG ning on konjugeeritud aluselise
fosfataasiga, to6tlemist visualiseeriti valgud aluselise fosfataasi reaktsiooniga (joonis 18).
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Joonis 18. Utp5-AID* hibriidvalgu ekspressiooni analiilis Western blot meetodil. A. Radadel 1-2
on WT tiived TYSC309 ja TYSC311, radadel 3-4 transformandid TYSC399 ja TYSC401, mille
UTP5 lookusesse on viidud 6myc epitoobi jérjestusega degronkassett, rajal 5 on tuvi TYSCA400,
mille UTP5 lookusesse on viidud 6HA epitoobi jarjestusega degronkassett. Primaarseks antikehaks
kasutati 9E10.

B. Radadel 1-2 on WT tlived TYSC309 ja TYSC311, rajal 3 tlivi TYSC400, mille UTP5 lookusesse
on viidud 6HA epitoobi jérjestusega degronkassett, rajal 4 tivi TYSC399, mille mille UTP5
lookusesse on viidud 6myc epitoobi jarjestusega degronkassett. Primaarseks antikehaks kasutati
12CAb5 antikeha. M téhistab molemal paneelil markerit (Protein marker prestained, Naxo).
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Arvutuslikud liitvalkude suurused on Utp5-AlID*-6myc korral 105,3 kDa, ning Utp5-AID*-6HA
korral 100,5 kDa. Kasutati kaht erinevat primaarset antikeha: 9E10, mis on 6myc
jarjestusspetsiifiline, ja 12CA5, mis on 6HA jarjestusspetsiifiline. Sekundaarseks antikehaks oli
Kitse antikeha, mis tunneb &ra hiire 1gG. Western blot analliusist on nédha, et transformandid, mille
UTP5 lookusesse viidi 6myc epitoobijérjestusega degronkassett, ekspresseerivad Utp5-AlID*
hibriidvalku (joonis 18, paneel A, rajad 3 ja 4). Transformant, mille UTP5 lookusesse viidi 6HA
epitoobijarjestusega degronkassett, ekspresseerib Utp5-AlID* hubriidvalku (joonis 18, paneel B,
rada 3). Lisaks sellele on néha, et kontrolltived TYSC309 ning TYSC311 ei ekspresseeri kummagi
epitoobijarjestusega liitvalku (joonis 18, rajad 1 ja 2). Saadud Utp5-AID* hibriidvalku
ekspresseerivad tived nimetati TYSC399, TYSC400 ja TYSC401 ning neid kasutati edaspidises
to0s.

2.3.7 Utp5-AlD ning OsTIR1 ekspresseeriva parmitive konstrueerimine

Auksiinitundliku degroni funktsioneerimiseks on rakus vajalik nii AID* jdrjestust sisaldavad
kasseti olemasolu uuritava valgu lugemisraamis kui ka OsTIR1 ekspressioon. Utp5-AlID* liitvalku
ning OsTIR1 ekspresseeriva parmitive konstrueerimiseks ristati omavahel eelnevalt
konstrueeritud Utp5-AID* hibriidvalku ekspresseeriv tlvi TYSC399 ning OsTIR1 valku
ekspresseeriv tivi TYSC351 (joonis 10).

Tetraadi nr~~ YPD YPD+Hph SC-URA

O ON DN KW —

O

Joonis 19. OsTIR1 ning Utp5-AlID* hibriidvalku ekspresseeriva tlve tetraadide analiilis. Rakke
kasvatati YPD, YPD+Hph(300mg/ml) ja SC-URA so6tmetel 30°C juures 3 paeva. Punasega on
maérgitud edaspidises to60s kasutatud tuved.
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Parast ristamist selekteeriti diploidid raku suuruse jargi. Saadud diploidid sporuleeriti ning spoorid
eraldati tetraadide analuisi abil. Utp5-AID*-6myc liitvalku ekspresseerivasse tiives on olemas
higromutsiini resistentsusgeen ning URA3 parandub OsTIR1 valku ekspresseerivas tiives koos
OsTIR1-ga. Seetottu peab haploidne tivi, milles on olemas mélemad valgud, kasvama nii
higromatsiini sisaldaval so6tmel kui SC-URA sodtmel. Pérast tetraadide eraldamist tehti Ules
kasvanud kolooniatest templid ning kanti selektiivsootmetele YPD+Hph ning SC-URA.
Edaspidises analliusiks sobisid tetraadid, kus YPD so6tmel oli Gles kasvanud 4 kolooniat (joonis
19, tetraadid 1, 4, 5 ja 6) ning tunnuste parandumine oli 2:2. Edasiseks analiilisiks ei kasutatud
tetraadi number 3, kuna oli ndha, et teine spoor oli kasvudefektiga. Tetraadide analiiiisi tulemusena
saadi 6 tuve, milles on olemas nii higromutsiini resistentsusgeen kui funktsionaalne URA3.
Nendest tlvedest kasutati edaspidises t06s esimest 5. Tlved nimetati TYSC402, TYSC403,
TYSC404, TYSC405 ning TYSC406.

Utp5-AID*-6myc liitvalgu ning OsTIR1 valgu ekspressiooni analiitisiks viidi 1abi Western blot
analuls. Valmistati rakullisaadid ning viidi 18bi 10% poltakriilamiid SDS-geelelektroforees.
Valgud kanti geelilt nitrotselluloosmembraanile ning inkubeeriti 9E10 antikehaga, mis on 9myc
jarjestusspetsiifiline ning kitse antikehaga, mis tunneb &ra hiire 19gG. Valkude visualiseerimiseks

kasutati aluselist fosfataasi.

1 2 345 M

B L - 135kDa

Utp5-AID* u&“ - 100 kDa
OSTIR ] S s a - 75 kDa
- 63 kDa

- 48 kDa

Joonis 20. OsTIR1 ning Utp5-AlID* liitvalku ekspressiooni analiiis Western blot meetodil.
Radadel 1-5 on tlived, mis saadi tetraadide analtusil (TYSC402, TYSC403, TYSC404, TYSC405
ning TYSC406).Vasakul on toodud valja valgud. M téhistab markerit (Protein marker prestained,
Naxo).

OsTIR1 valgu suuruseks koos epitoobi jarjestusega on arvutuslikult 78,05kDa. Joonisel 20 on néha,
et koik tlved radadel 1-5 ekspresseerivad OsTIR1 valku. Utp5-AlID*-6myc valgu arvutuslikuks

suuruseks on 105,3 kDa. Joonisel 20 on néha, et lisaks OsTIR1 valgule ekspresseerivad kdik 5 tive

ka Utp5-AlD*-6myc hibriidvalku.
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2.4 Arutelu

Kéesolev t60 on (heks osaks suuremast, mille eesmérgiks on wuurida pagaripdemi
ribosoomivalkude vahetumist. Selleks kasutatakse valkude margistamist aminohapetega, mis on
margistatud stabiilsete isotoopidega. Antud projekti kéigus konstrueeriti Aarg4Alysi tlvi, mida
saab tulevikus kasutada ribosoomi valkude vahetuse uurimiseks. Antud tlive konstrueerimiseks oli
vaja valmistada tuvi, milles ARG4 ja LYS1 lookustes puuduvad markergeenid. Uute ribosoomide
kokkupaneku peatamiseks kasutatakse ribosoomi biogeneesi blokeerimist. Selleks kasutatase
biogeneesi varastel etappidel oluliste valkude konditsionaalset degradatsiooni. Kéesoleva t66
teiseks eesmargiks oli uurida, kas ribosoomi varasel biogeneesil olulise valgu Utp5 C-
terminaalsesse otsa on vdimalik integreerida degronkassett. Lisaks uuriti, kas on vdimalik

ekspresseerida rakus samaaegselt nii OsTIR1 kui Utp5-AID* hiibriidvalku.

Esimese etapina konstrueeriti tivi, mille ARG4 ja LYS1 on deleteeritud loxP jarjestusi sisaldava
kanMX6 kassetiga. KanMX6 markergeenist vabanemiseks kasutati Cre/Lox ststeemi. Diploidides
viidi labi rekombinatsioon, rakud sporuleeriti ning pérast sporulatsiooni viidi 1abi tetraadide
anallius (joonis 21). Diploidid, milles oli 1abi viidud rekombinatsioon, ei sporuleerunud hasti: nelja
spoori sisaldavate askuste asemel moodustusid askused, mis sisaldasid kolm spoori. Saadud tivede
sporulatsioon oli aeglane. Tetraadide eraldamise jarel selgus, et saadud spoorid ei olnud védga
eluvdimelised. Katset viidi 1&bi kaks korda, seetdttu sai valistada, et tegu oli hekordse veaga.
Alternatiivseks meetodiks on rekombinatsioon l&bi viia haploidsetes tlivedes enne ristamist ning
moodustunud diploidse tlive sporulatsioon (joonis 21). Selgus, et rakud, milles rekombinatsioon
viidi 18bi enne ristamist, sporuleerusid paremini ning tetraadide analiitsil saadud spoorid olid
eluvdimelisemad (lisa 3). Seega néaitavad saadud tulemused, et kahest lookusest korraga
selektsioonimarkeri valja rekombineerimine pdhjustas sporulatsiooniprobleeme ning véhendas

spooride eluvdimet.
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A B

Haploidsete tiivede konstrucerimine: Haploidsete tiivede konstrueerimine:
TYSC299 ja TYSC301 TYSC299 ja TYSC301

i |

Haploidsete tiivede ristamine,
diploidide selektsioon

| l

Haploidsete tiivede ristamine

Rekombinatsioon

Rekombinatsioon
l v
Tetraadide analiits Tetraadide analtis
A 4
Aarg4Alysl

Aargd4Alysl

haploidsed tiived:
1aploidsed tiive haploidsed tiived

TYSC309 ja TYSC310

Joonis 21. Cre/Lox slsteemi rakendamise 2 vdimalust. A. Haploidid ristatakse, rekombinatsioon
viiakse labi diploidsetes rakkudes 2 lookuses korraga ning viiakse labi sporulatsioon ja tetraadide
anallius. B. Rekombinatsioon viiakse labi haploidsetes rakkudes 1 lookuses korraga ning seejérel
ristatakse tiived ning viiakse l&bi sporulatsioon ja tetraadide anallius

Utp5-AID* hibriidvalgu ekspressiooni kontrolliti Western blot analttsil. Hubriidvalgu
konstrueerimisel kasutati 2 erinevat epitoobijarjestust. Arvutuslikult leitud liitvalkude suurused
olid Utp5-AID*-6myc korral 105,3 kDa ning Utp5-AID*-6HA korral 100,5 kDa. Western blot
analliusi tulemusena leiti, et nii Utp5-AID*-6myc kui Utp5-AID*-6HA hibriidvalgul on
funktsioneeriv epitoobi jarjestus ning konstrueeritud tlved ekspresseerivad Utp5-AlD*
hibriidvalku. Utp5 on eluks hddavajalik valk. Seetfttu saab antud tulemustest jareldada, et
degrokasseti integreerimisel Utp5 C terminaalsesse ossa on Utp5 rakus funktsionaalne.

Auksiinitundliku degronmutandi konstrueerimiseks on vajalik nii OsTIR1 kui Utp5-AlD*
ekspressioon samas tlves. Selleks ristati omavahel tivi, mis ekspresseerib Utp5-AID*
habriidvalku ning tivi, milles on OsTIR1 geen. Viidi l4bi tetraadide analiilis ning saadud tuvesid

analudsiti Western blotil. Western blot anallitsi tulemusena leiti, et ka OsTIR1 valgul on
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funktsioneeriv epitoobijérjestus ning konstrueeritud tlived ekspresseerisid nii Utp5-AlD*
habriidvalku kui OsTIR1 valku. Antud tulemuste pdhjal vdib ka vaita, OsTIR1 valk ei interakteeru
rakus Utp5-AID* hibriidvalguga kui kasvukeskkonda ei ole lisatud auksiini.

Edaspidi on vaja kontrollida, kas konstrueeritud tiives degradeeritakse Utp5 valk auksiini lisamisel
kasvukeskkonda. Utp5 degradatsiooni rakus saab kontrollida katsega, mille kéigus lisatakse
eksponentsiaalses kasvufaasis olevatele rakkudele auksiini ning rakud eraldatakse mitmes
ajapunktis. Rakkudest tehakse lusaadid ning Utp5 valgu olemasolu uuritakse Western blot
anallusil. Fenotlubi vordlemiseks metsiktltpi tivedega tuleks degronmutandid kilvata tilk-kilv
meetodil YPD tassidele ning YPD sd6tmele, mis sisaldab auksiini, et uurida, kas degronmutandi

kasv erineb metsiktidipi tivede kasvust.

Utp5 valk on ribosoomi véikese subiihiku protsessosoomi valk. Juhul, kui Utp5 valku auksiini
lisamisel kasvu keskkonda ei degradeerita, on véimalik degronmutante konstrueerida ka teistest
véikese subtihiku protsessosoomi eluks hadavajalikest valkudest. Sellisteks valkudeks on naiteks
Rrp7, Utpl, Utp4, Utp8, Utp9, Utpl0, Utpl5 ja Utpl7. Lisaks on vBimalik konstrueerida tivi,
milles on rohkem kui Gihe valgu lugemisraami viidud degronkassett. Nii saab ribosoomi biogeneesi

peatada mitme vaikese subiihiku protsessosoomi valgu konditsionaalsel degradeerimisel.
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KOKKUVOTE

Ké&esolev to0 on vdiksem osa suuremast projektist, mille eesméargiks on uurida ribosoomi valkude
vahetust pagariparmis. Antud t66 eesmarkideks oli konstrueerida darg4A4lys1 tivi, mille ARG4 ja
LYS1 lookustes puuduvad markergeenid, ning uurida, kas Utp5 valgu C-terminaalsesse o0ssa on
vOimalik lisada degronkassett. Lisaks uuriti, kas on vdimalik OsTIR1 ning Utp5-AlID* valkude
ekspressioon samas tiives. Koigepealt konstrueeriti 4arg4Alys1 tivi, mida saab tulevikus kasutada
massispektromeetriaks. Seejarel konstrueeriti pagariparmi auksiinitundlik degronmutant, mis
ekspresseeris nii OsTIR1 kui Utp5-AID* hibriidvalku.

Aarg4Alys] tive konstrueerimisel selgus, et Cre/Lox slsteemi kasutamisel rekombinatsiooni
labiviimine kahes lookuses korraga p@hjustab sporulatsiooniprobleeme. Seda jéreldati, kuna
diploidsed rakud, milles rekombinatsioon viidi labi kahes lookuses korraga, ei sporuleerunud hasti
ning tetraadide analtiisil saadud spoorid ei olnud eluvdimelised. VVordluseks olid haploidid, milles
rekombinatsioon viidi labi Ghes lookuses korraga ning ristati pérast rekombinatsiooni. Sellised

diploidid sporuleerusid paremini ning tetraadide anallusil saadud spoorid olid elujéulisemad.

Pagariparmi auksiinitundliku degrontiive konstrueerimisel leiti, et Utp5 valgu funktsioon rakus ei
ole hdiritud, kui valgu C terminaalsesse ossa viidi degronkassett. Selline tulemus oli oluline, kuna
Utp5 on rakus hadavajalik valk ning tema funktsiooni kadumisel rakud surevad. Western blot
analliusi tulemusena leiti, et konstrueeritud tlvi ekspresseeris Utp5-AID* hibriidvalku.
Auksiinitundliku degronmutandi funktsioneerimiseks oli vajalik ka OsTIR1 valgu ekspressioon
rakus. Western bloti tulemusena leiti, et konstrueeritud auksiinitundlikus degronmutandis
ekspresseeriti nii OSTIR1 kui Utp5-AID* hibriidvalku.
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The construction of OsTIR1 and Utp5-AlD* expressing S. cerevisiae strain

Kristiina Raja

SUMMARY

Ribosomes are universally conserved enzymes that conduct protein synthesis. Although eukaryotic
and prokaryotic ribosomes differ in structure, the core structure of ribosomes is conserved
throughout the domains of life. In eykaryotes the ribosome biogenesis takes place in different
compartments of the cell. Ribosome biogenesis starts in the nucleus where the early rRNA
processing takes place. Late steps of the ribosome maturation take place in cytoplasm.
Approximately 20% of budding yeast genes are required for viability. Many of them are involved
in ribosome biogenesis. There are different methods for studying the functions of essential proteins.
Classical method is to use conditional mutants. Other methods include the Anchor-Away
technique, the regulation of protein activity by a hormone binding domain and temperature or auxin

induced degradation of the protein.

This thesis was a smaller part of a bigger project that studies the subtitution of the proteins in the
S. cerevisiae ribosome. The first aim of this thesis was to construct a Aarg4Alys1 strain that does
not have selection markers in ARG4 and LYS1 loci. The second aim of this thesis was to study if it
is possible to integrate a degron casette to the C terminal region of Utp5. The third aim of this thesis

was to study if Utp5-AlID* fusion protein and OSTIR1 protein can be expressed in the same strain.

Firstly, the Aarg4Alys1 strain was constructed. For darg4Alys1 strain construction ARG4 and LYS1
genes were deleted with a DNA cassette that consisted of a kanMX6 selection marker with loxP
sites in both ends. Cre/Lox system was used to get rid of the selection marker. It was discovered
that conducting recombination in two loci at once prevents formation of tetrads. In addition, it was

discovered that after tetrad dissection the spores were not very viable.

Secondly, the strain that expressed OsTIR1 and Utp5-AID* fusion protein was constructed. First,
the degron cassette was integrated into the UTP5 locus. The protein expression was examined in
Western blot analysis. It was shown that Utp5 remained its function in the cell because the cells

were viable. The second step was constructing a strain that expressed Utp5-AID* fusion protein as
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well as OsTIR1 protein. The protein expression was examined in Western blot analysis. Is was
found that the newly constructed degron strain expressed OsTIR1 protein as well as Utp5-AlD*
fusion protein. This result indicated that OsTIR1 doesn’t interact with Utp5-AlID* without auxin.

51



KIRJANDUSE LOETELU

1. Agdhasi, B., Ye, K., Resnick, A., Huang, A., Ha, H. C., Guo, X., Dawson, T. M., Dawson,
V. L., Solomon H. Snyder, S. H. (2001) FKBP12, the 12-kDa FK506-binding protein, is a
physiologic regulator of the cell cycle. PNAS. 98(5):2425-2430.

2. Ban, N., Beckmann, R., Doudna Cate, J. H., Dinmann, J. D., Dragon, F., Ellis, S. R,
Laftontaine, D. L. J., Lindahl, L., Liljas, A., Lipton, J. M., McAlear, M. A., Moore, P. B.,
Noller, H. F., Ortega, J., Panse, V. G., Ramakrishnan, V., Spahn, C. M. T., Steitz, T. A,,
Tchorzewski, M., Tollervey, D., Warren, A. J., Williamson, J. R., Wilson, D., Yonath, A.
and Yusupov, M. (2014) A new system for naming ribosomal proteins. Current opinion in
structural biology. 24:165-169.

3. Bax, R., Vos, H. R,, Raué, H. A., Vos, J. C. (2006) Saccharomyces cerevisiae Soflp
Associates with 35S Pre-rRNA Independent from U3 snoRNA and Rrp5p. Eukaryotic Cell.
5:427-434.

4. Ben-Shem, A., Garreau de Loubresse, N., Melnikov, S., Jenner, L., Yusupova, G. and
Yusupov, M. (2011) The structure of the eukaryotic ribosome at 3.0 A resolution. Science.
334:1524-1529.

5. Clemons, W. M. Jr, May, J. L. C., Wimberly, B. T., McCutcheon, J. P., Capel, M. S. and
Ramakrishnan, V. (1999). Structure of a bacterial 30S ribosomal subunit at 5.5 A resolution.
Nature. 400:833-840.

6. Dohmen, R.J., Wu, P., and Varshavsky, A. (1994). Heat-inducible degron: a method for
constructing temperature-sensitive mutants. Science 263:1273-1276

7. Dragon, F., Gallagher, J. E. G., Compagnone-Post, P. A., Mitchell, B. M., Porwancher, K.
A., Wehner, K. A., Wormsley, S., Settlagek, R. E., Shabanowitz, J., Osheim, Y., Beyer, A.
L., Hunt, D. F., Baserga, S. J., (2002). A large nucleolar U3 ribonucleoprotein required for
18S ribosomal RNA biogenesis. Nature 417:967-970.

52



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Dresios, J., Panopoulos, P. and Synetos, D. (2006) Eukaryotic ribosomal proteins lacking a
eubacterial counterpart: important players in ribosomal function. Molecular Microbiology.
59(6): 1651-1663.

Ferreira-Cerca, S., Poll, G., Kuhn, H., Neueder, A., Jakob, S., Herbert Tschochner, H.,
Milkereit, P. (2007). Analysis of the In Vivo Assembly Pathway of Eukaryotic 40S
Ribosomal Proteins. Molecular Cell. 28(3):446-457.

Gallagher, J. E. G., Dunbar, D. A., Granneman, S., Mitchell, B. M., Osheim, Y., Beyer, A.
L., Baserga, S. J., (2004). RNA polymerase | transcription and pre-rRNA processing are
linked by specific SSU processome components. Genes & Development 18:2506-2517.

Goffeau A., Barrell B. G., Bussey H., Davis R. W., Dujon B., Feldmann H., GalibertF.,
Hoheisel J. D., Jacq C., Johnston M., Louis E. J., Mewes H. W., Murakami Y .,Philippsen
P., Tettelin H. and Oliver S. G. (1996). Life with 6000 genes. Science 274: 546-567

Guldener, U., Heck, S., Fiedler, T., Beinhauer, J., Hegemann, J. H. (1996). A new efficient
gene disruption cassette for repeated use in budding yeast. Nucleic Acids Research.
24(13):2519-2524.

Hampsey, M. (1997). A Review of Phenotypes in Saccharomyces cerevisiae. Yeast.
13:1099-1133.

Haruki, H., Nishikawa, J. and Laemmli, U.K. (2008) The anchor-away technique: rapid,
conditional establishment of yeast mutant phenotypes. Molecular Cell.26(31):925-32.

Jenner. L., Melnikov, S., Garreau de Loubresse, N., Ben-Shem, A., Iskakova, M.,

Urzhumtsev, A., Mesklauskas, A., Dinman, J., Yusupova, G. and Yusupov, M. (2012)
Crystal structure of the 80S yeast ribosome. Current opinion in structural biology. 22:1-9.

53



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Kanemaki, M., Sanchez-Diaz, A., Gambus A. and Labib, K. (2003) Functional proteomic
identification of DNA replication proteins by induced proteolysis in vivo. Nature 423:720-
724

Klinge, S., Voigts-Hoffmann, F., Leibundgut, M., Arpagaus, S. and Ban, N. (2011) Crystal
structure of the eukaryotic 60S ribosomal subunit in complex with initiation factor 6.
Science. 334:941-949.

Kruiswijk, T., Kunst, A., Planta, R. J., Mager, W. H. (1978). Modification of Yeast
Ribosomal Proteins. Biochemical Journal. 175:221-225.

Ldoke, M., Kristjuhan, K., Kristjuhan, A. (2011). Extraction of genomic DNA from yeasts
for PCR based applications. Biotechniques. 50(5): 325-328.

Melnikov, S., Ben-Shem, A., Garreau de Loubresse, N., Jenner, L., Yusupova, G., and
Yusupov, M. (2012). One core, two shells: bacterial and eukaryotic ribosomes. Nature

structural and molecular biology. 19(6):560-567.

Morawska, M. and Ulrich, H. D. (2013). An expanded tool kit for the auxin-inducible
degron system in budding yeast. Yeast. 30(9):341-351.

Ong, SE., Blagoev, B., Kratchmarova, I., Kristensen, D. B., Steen, H., Pandey, A. and
Mann, M. (2002). Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture, SILAC, as a
Simple and Accurate Approach to Expression Proteomics. Molecular & Cellular
Proteomics. 1(5): 376-86.

Picard, D. (2000) Posttranslational regulation of proteins by fusions to steroid-binding
domains. Methods in Enzymology. 327. 385-401.

Pratt, W. B and Welsh, M. J. (1994) Chaperone functions of the heat shock proteins
associated with steroid receptors. Cell Biology. 5. 88-93.

54



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Rabl, J., Leibundgut, M., Ataide, S.F., Haag, A. and Ban, N. (2011) Crystal structure of the
eukaryotic 40S ribosomal subunit in complex with initiation factor 1. Science. 331. 730-
736.

Ramakrishnan, V. (2002). Ribosome structure and the mechanism of translation. Cell. 108:
557-572.

Ramakrishnan, V. and Moore, P. B. (2001). Atomic structures at last: the ribosome in 2000.
Current Opinion on Structural Biology. 11: 144-154.

Sanchez-Diaz, A., Kanemaki, M., Marchesi, V. and Labib, K. (2004). Rapid Depletion of
Budding Yeast Proteins by Fusion to a Heat-Inducible Degron. Science's STKE, pl8

Savenau, C., Namane, A., Gleizes, P. E., Lebreton, A., Rousselle, J. C., Noaillac-Depeyre,
J., Gas, N., Jacquier, A., and Fromont-Racine, M. (2003). Sequential Protein Association
with Nascent 60S Ribosomal Particles. Molecular and Cellular Biology. 23:13. 4449-4460.

Sherman, F. (2002). Getting started with yeast. Methods Enzymol. 350, 3-41.

Varshavsky, A. (2011) The N-end rule pathway and regulation by proteolysis. Protein
Science. 20. 1298-1345.

Wilson. D. N. and Doudna Cate, J. H. (2012) The structure and function of the eukaryotic
ribosome. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology. 1-13.

Yusupov, M. M., Yusupova, G. Z., Baucom, A., Lieberman, K., Earnest, T. N., Doudna

Cate, J. H. and Noller, H. F. (2001) Crystal structure of the ribosome at 5,5 A resolution.
Science. 292. 883-896.

55



Raamatud:
1. Sambrook, J., Russell, D. W. (2001). SDS-polyacrlamide gel electrophoresis of proteins.
A8.43 In Sambrook, J., Russell, D. W. Molecular Cloning A Laboratory Manual. 3" ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press

56



LISAD

Lisa 1. Toos kasutatud bakteri so6tmete koostised
Luria-Betan (LB)

Komponent Sisaldus
Agar 15g/1
Bacto parmiekstrakt 0,5%
NaCl 0,5%
Trlptoon 1%

Lisa 2. T66s kasutatud parmi sootmete koostised

Tahke s06tme jaoks lisati agarit 20g/l kohta

YPD
Komponent Sisaldus
Bacto peptoon 2%
Bacto parmiekstrakt 1%
Glukoos 2%
YPRaf
Komponent Sisaldus
Bacto peptoon 2%
Bacto parmiekstrakt 1%
Raffinoos 3%
SC-URA
Komponent Sisaldus
Gliikoos 2%
Aminohapete segu, kust puudub uratsiil 0,2%
Parmi lammastikaluste segu 0,67%
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SC-ARG

Komponent Sisaldus
Glukoos 2%
Aminohapete segu, kust puudub arginiin 0,2%
Parmi lammastikaluste segu 0,67%
SC-LYS
Komponent Sisaldus
Glukoos 2%
Aminohapete segu, kust puudub lisiin 0,2%
Parmi lammastikaluste segu 0,67%

Sporulatsiooniséode

Komponent Sisaldus
K-atsetaat 0,3%
Raffinoos 0,2%

Lisa 3. Haploidides labi viidud rekombinatsiooni jarel saadud diploidide tetraadide analtiis

YPD

Tetraadi nr

O JON DN B~ Wk~

O

Tetraadide analudsi viis 18bi T. Tamm. Punasega on margitud kolooniad, mis on Aarg4 Alysl

mutandid.

58



Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja I6putto tldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina Kristiina Raja
(sunnikuupéev: 15.08.1993)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose
OsTIR1 ja Utp5-AlD* valke ekspresseeriva pagariparmi tiive konstrueerimine,

mille juhendaja on Tiina Tamm,

1.1.reprodutseerimiseks séilitamise ja Uldsusele ké&ttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja I6ppemiseni;

1.2.0ldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 25.05.2018 kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja
I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud digused ja&vad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 25.05.2015

59



	KASUTATUD LÜHENDID
	SISSEJUHATUS
	1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE
	1.1 Ribosoomi üldiseloomustus
	1.1.1 Ribosoomi struktuur
	1.1.2 Ribosoomi subühikud
	1.1.3 Eukarüoodi ribosoom
	1.2 Eukarüoodi ribosoomi biogenees
	1.2.1 Pagaripärmi ribosoomi biogenees

	1.3 Indutseeritavad valkude degradeerimise süsteemid
	1.3.1 Ankruga Eemale meetod
	1.3.2 Valgu aktiivsuse kontroll läbi hormoonkompleksi
	1.3.3 Temperatuuritundlik degron
	1.3.4 Auksiinitundlik degron

	2. EKSPERIMENTAALOSA
	2.1 Töö eesmärgid
	2.2 Materjal ja metoodika
	2.2.1 LoxP  järjestustega kanMX6 kasseti amplifitseerimine
	2.2.2 LoxP järjestustega kanMX6 markergeeni sisaldava plasmiidi konstrueerimine
	2.2.3 Bakterirakkude transformatsioon
	2.2.4 Miniprep plasmiidse DNA eraldamine E. coli rakkudest
	2.2.5 Restriktsioonanalüüs
	2.2.6 Degronkasseti ning ARG4 ja LYS1 deletsioonikassetide amplifitseerimine   enne transformatsiooni
	2.2.7 Pagaripärmi transformeerimine
	2.2.8 Pärmi genoomse DNA eraldamine ja transformantide analüüs PCR meetodil
	2.2.9 Rekombinatsioon Cre rekombinaasiga
	2.2.10 Sporulatsioon ja tetraadide analüüs
	2.2.11 Rakulüsaadi valmistamine Western blot analüüsi jaoks
	2.2.12 Western blot analüüs
	2.3 Tulemused ja arutelu
	2.3.1 LoxP järjestustega deletsioonimarkeri konstrueerimine
	2.3.2 ARG4 ja LYS1 deletsioonimutantide konstrueerimine kasutades loxP järjestusi sisaldavat deletsioonikassetti
	2.3.3 Rekombinatsioon Cre rekombinaasiga
	2.3.4 Δarg4Δlys1 haploidse tüve konstrueerimine
	2.3.5 OsTIR1 Δarg4Δlys1  ekspressioonitüve konstrueerimine
	2.3.6 UTP5-AID hübriidvalku ekspresseeriva pärmitüve konstrueerimine
	2.3.7 Utp5-AID ning OsTIR1 ekspresseeriva pärmitüve konstrueerimine
	2.4 Arutelu
	KOKKUVÕTE
	SUMMARY
	KIRJANDUSE LOETELU

	LISAD
	Lisa 1. Töös kasutatud bakteri söötmete koostised
	Lisa 2. Töös kasutatud pärmi söötmete koostised
	Lisa 3. Haploidides läbi viidud rekombinatsiooni järel saadud diploidide tetraadide analüüs
	Lihtlitsents lõputöö reprodutseerimiseks ja lõputöö üldsusele kättesaadavaks tegemiseks

	Mina Kristiina Raja
	(sünnikuupäev: 15.08.1993)



