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INFOLEHT

Mutantse YEATS-domeeniga Yaf9 valgu konstrueerimine TurbolD mudelsisteemis

pagariparmis Saccharomyces cerevisiae

YEATS-domeen on histoonide post-translatsiooniliste modifikatsioonide (PTM) lugejavalk.
PTM-id on peamine mehhanism kromatiini pakkimisastme ja seeldbi geenide transkriptsiooni
reguleerimisel (Marifio-Ramirez et al., 2005; Wood & Shilatifard, 2004). Uheks keskseks
modifikatsiooniks on atsetlleerimine, mis suurendab DNA kéttesaadavust transkriptsiooniks
(Ito & Adcock, 2002). Kdesolev t66 keskendub pagaripdrmi Saccharomyces cerevisiae Yaf9
valgu YEATS-domeenile, mis tunneb ara atsetlileerimise (Zhang et al., 2004). T66 eesmérk oli
konstrueerida S. cerevisiae tivi TurbolD mudelsisteemis, kus Yaf9 YEATS-domeen sisaldab
punktmutatsioone H39A ja F46A, ning hinnata, kas selline valk parmis ekspresseerub. Edasine
analliis mutatsioonide mdjust rakkude talitlusele véimaldaks paremini mdista Yaf9 YEATS-
domeeni seondumisspetsiifikat ja funktsiooni transkriptsiooni regulatsioonis.

Marksonad: Yaf9, YEATS, histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid,
atsetuleerimine, TurbolD

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Construction of a Yaf9 protein with a mutant YEATS domain in the TurbolD modlsystem
in baker's yeast Saccharomyces cerevisiae

The YEATS domain is a reader protein for post-translational modifications (PTMs) of histones.
PTMs are a key mechanism for regulating chromatin packaging and, consequently, gene
transcription (Marifio-Ramirez et al., 2005; Wood & Shilatifard, 2004). One of the main
modifications is acetylation, which increases DNA accessibility for transcription (Ito &
Adcock, 2002). This study focuses on the YEATS domain of the Saccharomyces cerevisiae
Yaf9 protein, which recognizes acetylation (Zhang et al., 2004). The aim of this work was to
construct a S. cerevisiae strain using the TurbolD modelsystem, in which the Yaf9 YEATS
domain contains H39A and F46A pointmutations, and to evaluate whether such a protein is
expressed in yeast. Further analysis of the mutation’s impact on cellular function would provide
deeper insight into the binding specificity and functional role of the Yaf9 YEATS domain in
transcriptional regulation.

Keywords: Yaf9, YEATS, histone post-translational modifications, acetylation, TurbolD
CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics
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KASUTATUD LUHENDID

A - alaniin

AC — acetyl (atsetitilriihm)

ade2 - adenine biosynthesis 2 gene (adenosiini biosiinteesi geen 2)
ap — aluspaar

APS — ammoonium persulfaat

C-terminaalne / C-terminus — karboksu-terminaalne

Dpnl - (Deinococcus radiodurans) restriction enzyme | (restriktsiooni enstiiim)
DTT - diteiotritool

F - fenudlalaniin

H1 — histoon H1

H2A — histoon H2A

H2A.Z / Htz1 — histoon H2A.Z / Htz1

H2B — histoon H2B

H3 — histoon H3

H4 — histoon H4

HAT — histooni atsettiltransferaas

HDAC — histone deacetylase (histooni deatsettilaasid)

H — histidiin

K — lusiin

kDa — kilodalton

LB - lysogeny broth, bakterikultuuri sd6de

LiOAc — liitiumatsetaat

MAT — mating type locus (paardumisttdibi lookus)

NAT — nourseothricin N-atsetulltransferaas

nm — nanomeeter (

NuA4 — nucleosomal acetyltransferase of H4 (H4 histooni atsetiilltransferaas)
N-terminaalne / N-terminus — amino-terminaalne

PCR - Polymerase Chain Reaction (poliimeraasi ahelreaktsioon)
PDB — Protein Data Bank (proteiini andmebaas)

POI - protein of interest (huvipakkuv valk)

PL - proximity labeling (Iaheduspdhine margistamine)

PTM - post translational modifications (post-translatsioonilised modifikatsioonid)
PVDF — polyvinylidene difluoride

R —arginiin



RPM — revolutions per minute (pé6rdeid minutis)

S —seriin

SDS — sodium dodecy! sulfate (naatriumdodetstiilsulfaat)

SWR1 - SWI2/SNF2-Related 1 (kromatiini remodelleeriv kompleks)

T — treoniin

TAE - Tris-Acetate-EDTA buffer (Tris-atsetaat, EDTA)

TBS — Tris-buffered saline (Tris-iga puhverdatud soolalahus)

TBST — Tris-buffered saline with Tween (Tris-iga puhverdatud soolalahus koos Tween’iga)
TEMED - tetrametudlettileendiamiin

WT — wild type (metsiktiupi)

YEATS - Yaf9, ENL, AF9, Tafl4, Sas5 (valgudomeen, nimetatud valkude jargi, kus see
esimesena tuvastati)

YPD - yeast extract, peptone, dextrose (parmiekstrakti, peptooni ja dekstroosi sisaldav s6édde)



SISSEJUHATUS

Eukaruootsete rakkude DNA on seotud valkudega, moodustades nukleoproteiinse kompleksi,
mida nimetatakse kromatiiniks. Kromatiini struktuuri péhielemendiks on nukleosoomid, mis
koosnevad DNA-st ja histoonivalkudest (Quina et al., 2006). Histoonidel on keskne roll
kromatiini struktuuri reguleerimisel, mis omakorda mdjutab DNA-I toimuvaid bioloogilisi
protsesse nagu replikatsioon ja transkriptsioon. Neil valkudel on N-terminaalsed "sabad"”, mis
ulatuvad nukleosoomist vélja ja on kergesti ligipadsetavad post-translatsioonilisteks
modifikatsioonideks (PTM). Just need sabade modifikatsioonid on peamiseks mehhanismiks,
millega reguleeritakse kromatiini pakkimisastet (Marifio-Ramirez et al., 2005; Wood &
Shilatifard, 2004). Uheks pdhiliseks modifikatsiooniks on atsetiileerimine, mis vahendab
histoonide ja DNA omavahelist seotust ning selle labi suurendab DNA kéttesaadavust

transkriptsiooni toimumiseks (Ito & Adcock, 2002).

Rakkudes on olemas kompleksid, millesse kuuluvad histooni "lugejavalgud”, nende domeenid
tunnevad dra spetsiifilisi histooni modifikatsioone (Cuvier & Fierz, 2017; Zhao et al., 2017).
Uks sellistest domeenidest on YEATS-domeen, mis tunneb selektiivselt &ra histoonide
atsetlleerimise (Schulze et al., 2010). YEATS on saanud nime valkude jargi, milles see domeen
esmakordselt avastati (Yaf9, ENL, AF9, Tafl4, Sas5). Nendest kolm, Yaf9, Taf1l4 ja Sas5,
esinevad ka pagaripdrmis Saccharomyces cerevisiae (Schulze et al., 2009). Antud t66
keskendub Yaf9 valgu YEATS-domeenile, mis atsetlleeritud histoonidega seondudes osaleb

transkriptsiooni reguleerimisel ning on vajalik Yaf9 valgu stabiilsuse jaoks (Zhang et al., 2004).

Kéesolevas t00s kasutati valkudevaheliste interaktsioonide uurimiseks TurbolD
mudelsusteemi. Tegemist on biotiinligaasi enstiumil pdhineva proksimaalsildistamise (PL)
meetodiga, mille puhul huvipakkuva valgu (POI, protein of interest) kiljes olev biotiini ligaas
margistab POI-ga otseselt interakteeruvaid vdi vahetuslaheduses olevaid valke, mida on hiljem

voimalik tuvastada massispektromeetria analliisiga (Cho et al., 2020).

Kéesoleva t00 eesmargiks oli uurida YEATS-domeeni seondusmisspetsiifikat ja selle
funktsionaalsuse olulisust interaktsioonide moodustumisel. Selleks konstrueeriti S. cerevisiae
tlvi TurbolD mudelsisteemis, kus Yaf9 valgu YEATS-domeen sisaldab mutatsioone, milles
39. positsioonis olev histidiin (H) ja 46. positsioonis olev fendilalaniin (F) on muteeritud
alaniiniks (A). Yaf9 YEATS-domeeni kilge liidetud TurbolD biotiini ligaas voimaldab hiljem
kasutada l&heduspdhist biotintleerimist sellega seotud valgude tuvastamiseks. Mutantse

YEATS-domeeni ja selle mju uurimine rakusisesetele valkudevahelistele interaktsioonidele,



aitaks paremini mdista YEATS-domeeni vOimalikku rolli veel teadmata rakuprotsessides
osalemisel. T60 kirjanduse osas antakse Ulevaade kromatiini struktuurist, histoonide
modifitseerimisest ning ka spetsiifilisemalt atsetlleerimisest, YEATS-domeenidega
parmivalkudest ning tdpsemalt ka Yaf9 valgust. Eksperimentaalses osas kirjeldatakse mutantse

Yaf9 YEATS-domeeniga tlive konstrueerimist S. cerevisiae-s.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kromatiini struktuur

Eukartootsete rakkude DNA esineb nukleoproteiinide kompleksina, mida nimetatakse
kromatiiniks. Kromatiini struktuuri pdhiline element on nukleosoom. Nukleosoom koosneb
umbes 147 DNA aluspaarist, mis on keerdunud umber histooni oktameeride. Oktameerid
sisaldavad tavaliselt kahes eksemplaris H2A, H2B, H3 ja H4 histoonmolekule. Iga tksik
nukleosoom on Uhendatud jargmisega vaikeste linker-DNA segmentide abil (Quina et al.,
2006).

Poliinukleosoomide ahelaid on naha elektronmikroskoopia abil kui "parleid nooril™, kus
nukleosoomid on ndhtavad pérlitena ja nende vahel olev linker-DNA on n66r (Joonis 1) (Olins
& Olins, 1974). Suurem osa kromatiinist on veel omakorda pakitud H1 linker-histoonide abil
kondenseeritud 30-nm (nanomeeter) labim6dduga nukleosoome sisaldavaks fiibriks (joonis 1)
(Allen, 2024).

Erinevad kromatiini struktuurid jagunevad tavaliselt eukromatiiniks ja heterokromatiiniks.
Eukromatiin vastab tldiselt genoomi piirkondadele, kus asuvad aktiivselt transkribeeritavad
geenid. Need piirkonnad on interfaasi ajal lahti pakitud ja on nukleaasidele ligipaasetavad
(Arney & Fisher, 2004). Heterokromatiin seevastu on transkriptsiooniliselt mitteaktiivne ja
tugevalt kokku pakitud genoomi piirkond (Arney & Fisher, 2004; Quina et al., 2006).

Histoonid on vaga téhtsal kohal kromatiini struktuuris, vastutades nukleosoomide pakkimise
eest. Iga histoon sisaldab histoonide voldikpiirkonda, mis koosneb kolmest a-heeliksist, mis on
uhendatud kahe silmusega, vdimaldades histoonidevahelisi interaktsioone. Lisaks sisaldavad
histoonid ka N-terminaalseid sabasid, mida on vdimalik m6jutada l&bi mitmesuguste post-
translatsiooniliste modifikatsioonide (PTM), omades suurt rolli kromatiini kokku- ja
lahtipakkimisel (Liu et al., 2017; Marifio-Ramirez et al., 2005).

Thomas ja Furber néitavad 1976 aastal tehtud uuringus, et parmi (Saccharomyces cerevisiae)
kromatiini struktuur on védga sarnane teiste eukarliootide kromatiiniga. Nendes on

arginiinirikkad histoonid H3 ja H4 vdga olulised struktuursed tegurid (Thomas & Furber, 1976).
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Joonis 1. Kromatiini struktuur. Pildil on ndha I6ik DNA kaksikheeliksist, mis on DNA kdige
vahem kondenseerunud struktuur. 147 bp pikkune DNA 18ik keerdub histoonvalkude umber,
moodustades nukleosoome ja luues "pérlid nooril" 11 nm kromatiini struktuuri. Need
moodustavad omakorda kérgema pakkimise astme, 30 nm fiibri struktuuri (Liu et al., 2017,
modifitseeritud).

1.2. Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid

Kromatiini ja selle koostises olevate nukleosoomide struktuur kontrollib nii DNA replikatsiooni
kui ka geenide ekspressiooni. Selles on suur roll histoonidel. Histoonidele on iseloomulikud
erineva pikkusega aminohapetest koosnevad N-terminaalsed sabad, mis ulatuvad
nukleosoomist vélja, vOimaldades interaktsioone DNA vdi teiste valkudega. Nendes sabades
toimuvad ulatuslikud PTM-id (Joonis 2.) (Marifio-Ramirez et al., 2005; Wood & Shilatifard,
2004). Labi sabade PTM-ide saavad histoonid mdjutada transkriptsiooni aktiveerimist,
vaigistamist ja DNA replikatsiooni. PTM-id on osa epigenoomist, mis hdlmab DNA ja sellega
seotud valkude, nagu histoonide keemilisi muutusi. Epigeneetilised modifikatsioonid on
geeniekspressiooni reguleerimise mehhanismid, mis mojutavad kromatiini struktuuri ja

funktsiooni, DNA jarjestust muutmata (Marifio-Ramirez et al., 2005).

PTM-ide asukoht histoonides mdjutab nukleosoomi struktuurseid muutusi ehk kokku voi lahti
pakitud olekut (Simon et al., 2011). PTM-id reguleerivad seelabi DNA kattesaadavust ja
I6ppkokkuvottes DNA transkribtsiooni (Bowman & Poirier, 2015).

Ko6ige paremini uuritud modifikatsioonide hulka kuuluvad atsetiileerimine, metleerimine,

fosforileerimine, ubikvitineerimine ja ADP-ribosuleerimine (Bowman & Poirier, 2015). PTM-
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id histoonides on podratavad protsessid (Ramazi et al., 2020). Kuigi PTM-ide tlipe on palju,
on nukleosoomis olulisel kohal atsetiileerimine ja metileerimine. Histooni sabade
atsetuleerimine suurendab transkriptsioonifaktorite ligipadsetavust DNAle (Bowman & Poirier,
2015; Wood & Shilatifard, 2004). Histoonide metileerimine seevastu suurendab DNA ja
histoonide omavahelist seotust, mis viib tihemini pakitud nukleosoomide moodustumiseni.
Neid on raskem lahti keerata, mistdttu on enstumidel keerulisem DNA-le ligipadseda,
inhibeerides seelé&bi protsesse nagu transkriptsioon (S. Li et al., 2022).

™
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Me* AC
* o ‘I/" Me*
AC A

w '.'
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Joonis 2. Histoonisabade posttranslatsioonilised modifikatsioonid (PTM). Joonis annab
visuaalse pildi histoonide sabadest ja aminohappete asukohtadest. Iga modifikatsiooni asukoht
on Kirjas mustana ning igas positsioonis muudetud aminohape on samuti valja toodud (K =
lisiin, R = arginiin, S = seriin, T = treoniin, Y = turosiin) (Ramazi et al., 2020).

1.2.1. Histoonide atsetuleerimine

Geenide transkriptsiooni reguleerimine toimub osaliselt nukleosomaalse DNA lahtikeerdumise
kaudu. Selles protsessis mangib histoonide atsettileerimine keskset rolli. K3igi nelja p&hilise
histooni (H2A, H2B, H3 ja H4) N-terminaalsete sabade lUsiinijadgid on atsettleerimise
sihtmdrgiks (Kouzarides, 1999). Paljud tdendid viitavad, et atsettleerimine on seotud
transkriptsiooni aktiveerimisega mitmetes organismides ja rakutitpides (Thorne et al., 1990).
Histoonide atsetuleerimine neutraliseerib ltsiini positiivse laengu. See laengu muutus vahendab
histoonide ja DNA seotust ning ldbi selle suurendab DNA kéttesaadavust
transkriptsioonifaktorite ja muude valkude jaoks (joonis 3.) (Bowman ja Poirier, 2015; Ito ja
Adcock, 2002; Wood ja Shilatifard, 2004). Vastupidiselt pd&hjustab histoonide
hipoatsetiileerimine  DNA tihedamat kondenseerumist ja geenide transkriptsioonilise

aktiivsuse vahenemist (Joonis 3.) (Ito ja Adcock, 2002).
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Atsetlleerimist viivad labi ensliimid, mida nimetatakse histooni atsetlliltransferaasideks
(HAT) ning histoonidelt atsetttlrihmi eemaldavaid ensiiime deatsetiilaasideks (HDAC)
(Ramazi et al., 2020).

Histoonide atsetiileerimine soodustab ka nukleosoomi remodelleerimise faktorite (tuntud ka kui
kromatiini remodelleerijad) sidumist. Nukleosoomi remodelleerimise faktorid on ATP-st
sOltuvad enstiumid, mis voivad nukleosoome nihutada, eemaldada v6i muuta nende vahelisi

kaugusi, reguleerides nii spetsiifiliste DNA jarjestuse kattesaadavust (Clapier et al., 2017).

Histoonide atsetiileerimise ja deatsetlileerimise tasemete anallilis rakus vGimaldab saada

Ulevaate seal toimuvate protsesside aktiivsusest ning staadiumitest (Kouzarides, 1999).

e

|

Atsettileerimine
(HAT-i poolt)

&
v A

AY
Ad(Ag Ag (ae (Ag (a9
Y ) (A9 S (A

Joonis 3. Histoonide atsettileerimine ja deatsetlileerimine. Histooni atsetulltransferaasid
(HAT-id) lisavad atsettulrihmi (Ac) histoonisabadele, mis p6hjustab nukleosoomi
lahtipakkimise ning vdimaldab transkriptsioonifaktoritel DNA-le ligi paaseda ja kéivitada
geenide transkriptsiooni. Histoonide deatsetiilaasid (HDAC-id) eemaldavad Ac-riihmad
histoonisabadelt, mis viib tihedamalt kokkupakitud kromatiini struktuuri tekkimiseni
(Eslaminejad et al., 2013, modifitseeritud).

1.3. Histooni modifikatsioonide lugejavalgud

Histooni modifikatsioonid on Uks olulisemaid epigeneetilisi mehhanisme, mis reguleerivad
geenide ekspressiooni (S. Zhao et al., 2019). Mehhanismid, mille kaudu histooni PTM-id
mojutavad kromatiini struktuuri ja dinaamikat, saab Gldiselt jagada kahte kategooriasse.

Histooni PTM-id vdivad otseselt mdjutada histoon-DNA ja histoon-histoon interaktsioone voi
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olla sihtmérgiks valgulistele efektoritele (Musselman et al., 2012). Tihti kasutatakse nende
kohta termineid "kirjutaja”, "kustutaja” ja "lugeja”, et kirjeldada valke, mis vastavalt lisavad,
eemaldavad ja tunnevad dra PTM-e (Musselman et al., 2012). Neist viimaseid nimetatakse

histooni ,,lugejavalkudeks®, need tunnevad dra histooni modifikatsioone (S. Zhao et al., 2019).

Enstiimikompleksid, mis toimivad kromatiinil, vbivad sisaldada mitut erinevat lugejavalku,
kus igatiks on suunatud konkreetsele histooni modifikatsioonile, véimaldades mitmetasandilist
reguleerimist (Andrews et al., 2016). Mitmed uuringud néitavad, et epigeneetiliste margiste
valesti lugemine on aluseks paljudele haigustele, sealhulgas arenguhdiretele ning vahile
(Musselman et al., 2012).

Lugejavalgud tunnevad &ra spetsiifilisi PTM-e ning vahendavad l&bi selle vajalike ensiiimide
ja valgukomplekside seondumist kromatiinile, reguleerides nii elutahtsaid protsesse nagu geeni
transkriptsioon, DNA replikatsioon ja rekombinatsioon (Musselman et al., 2012; D. Zhao et al.,
2017).

Histooni modifikatsioonide lugemiseks on olemas erinevat tlupi lugejadomeenid. Naiteks
metuleeritud histooni lUsiinijdéke tunnevad &ra domeenid nagu kromodomeen ja tudor domeen
samas kui atsettitllitud lUsiine tunnevad &ra néaiteks bromodomeenid ja YEATS-domeenid
(Scheid et al., 2021).

1.3.1. YEATS-domeen

Kromatiini modifitseerivate komplekside valgud sisaldavad tavaliselt kindlaid domeene, mis
on kas kataltutiliselt aktiivsed v6i mis tunnevad dra ja seonduvad spetsiifiliste histooni
modifikatsioonidega, nagu atsetiileerimine, mettleerimine ja fosforuleerimine (Schulze et al.,
2010). Uks neist domeenidest on YEATS-domeen, mis on saanud nime valkude jargi, kus see
esmakordselt avastati (YYaf9, ENL, AF9, Taf14, Sasb) (Schulze et al., 2009). Kdik need valgud,
kuuludes mitme kromatiini  remodelleerimise, histoonide  modifitseerimise  vO0i

transkriptsioonikompleksi, on seotud geeniregulatsiooniga (X. Li et al., 2023).

Seda evolutsiooniliselt konserveerunud YEATS-domeeni leidub mitmesugustes kompleksides
alates parmist kuni inimeseni (Schulze et al., 2010). See valkude perekond hdlmab dle 100
liilkme. Saccharomyces cerevisiae's sisaldavad YEATS-domeeni kolm valku Yaf9, Taf14 ja
Sas5 ning inimestel on kdige olulisemad GAS41, ENL ja AF9 (Schulze et al., 2009)

YEATS on lugejadomeen, mis tunneb selektiivselt &ra histoonide lisiini atstiilimise. Parmivalk

Yaf9 YEATS-domeen seondub atsetlleeritud lUsiinijadkidega histoonidel eelistades
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atsetlleeritud H3 K27 jaaki, holbustades seeldbi NuA4 ja SWR1 komplekside suunamist
kindlatesse kromatiini piirkondadesse DNA parandamise voOi transkriptsiooni ajal. Selle 1&bi
oleks YEATS domeen ka vajalik histoonide atsetuleerimise protsessi toimimise jaoks (Klein et
al., 2018; Schulze et al., 2010).

YEATS-domeen koosneb 8 vastassuunalisest B(beeta)-lehest, mille ihte otsa katab 2 luhikest
a(alpha)-heeliksit (Wang et al., 2009). Selleks, et madrata YEATS-domeeni tahtsust
parmirakkudes, kasutasid Zhang jt (2004) ttvesid, millel esinesid erinevad kolme YEATS-
domeeni sisaldava valgu (Yaf9, Sas5 ja Taf14) nullmutatsioonide kombinatsioonid. Kuigi UkskKi
neist valkudest ei osutunud eraldi eluks hadavajalikuks, nditasid tived, milles puudusid kaks
kolmest valgust, vahenenud kasvuvdimet ning ttvi, milles puudusid kdik kolm, oli eluvdimetu.
Need tulemused kinnitavad, et YEATS-domeeniga valgud on parmirakkude elutegevuseks
olulised (Zhang et al., 2004).

1.3.2. Yaf9

Yaf9 on ks kolmest punguvas parmis leiduvast valgust, mis sisaldab YEATS domeeni (Le
Masson et al., 2003). YEATS domeen asub Yaf9 N-terminaalses sabas (Joonis 4A, B) (Klein
et al., 2018). Yaf9 kuulub kahe valgukompleksi koosseisu. NuA4, mis viib 1abi histoonide
atsettleerimist ja SWR1 kompleksi, mis osaleb kromatiini Umberkujundamises, vahetades
kromatiinis H2A histooni H2A.Z (Htz1 péarmis) variandi vastu (Schulze et al., 2009; Wang et
al., 2009).

Htz1-l on rollid mitmesugustes protsessides, sealhulgas transkriptsioonilise regulatsiooni ja
DNA kahjustuse vastuse korral (Schulze et al., 2010). Yaf9 on oluline Htz1 kromatiini
paigutamiseks ja atsetlileerimiseks ning seega korrektseks DNA paranduseks ja metabolismiks
(Wang et al., 2009).

Yaf9 deletsiooniga tiivedel on véhenenud telomeeri laheduses paiknevate geenide ekspressioon
ja tundlikkus DNA-d kahjustavate ainete ning stressi tekitavate tingimuste, nagu kilm ja
kofeiin, suhtes. Nditeks oli Yaf9 deleteerimisel rakk eluvdimeline, kuid ei suutnud kasvada
15°C juures (Zhang et al., 2004).

Samuti on Yaf9 taielikuks funktsioneerimiseks vajalik YEATS-domeen. Yaf9, millelt oli
eemaldatud YEATS-domeen, oli ebastabiilne ja peaaegu mitte tuvastatav immunoblottimise
analitisiga (Zhang et al., 2004).
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Joonis 4. Yaf9 valgu ehitus. A. Yaf9 valgu skeem. On ndidatud YEATS domeeni (roosa) ja
C-terminaalse domeeni (sinine) asukohad. Numbrid t&histavad aminohappejadke. B. Yaf9
valgu struktuur. Tahistatud YEATS domeen ja C-terminaalne domeen (AlphaFold Protein
Structure Database, https://alphafold.ebi.ac.uk/; PDB ID: P53930)

1.4. TurbolD mudelststeemi kirjeldus

Valk-valk interaktsioonid, olles ajutised voi stabiilsete komplekside osana, on enamikus raku
protsessides ja bioloogilistes radades votmetahtsusega (Larochelle et al., 2019).

Ruumiline  rakusisene  jaotus on  evolutsiooni  kaigus  kujunenud  oluliseks
organiseerimisp8himdtteks, mis reguleerib erinevaid molekulaarseid komplekse ja bioloogilisi
protsesse elusrakkudes. Teadmised biomolekulide rakusisesest paiknemisest ning selle jargi
ldhiimbruses paiknevate ja interakteeruvate valkude tuvastamine ning omaduste analttisimine
aitab médratleda nende funktsiooni ja tahtsust rakus. Seet6ttu on raku protsesside mdistmise
jaoks véga tahtsal kohal meetodid, mis aitavad kindlaks teha spetsiifilise sihtmargi asukohta ja
umbrust (Cho et al., 2020).

Enstiim-kataltiusitud laheduspdhine margistamine (proximal labelling PL) on Uks meetod
valkude paiknemise ja interaktsioonide uurimiseks elusrakkudes (Branon et al., 2018). PL on
meetod, mis vdimaldab valida huvipakkuv valk (POI, protein of interest) ja margistada valke,
mis sellega otseselt interakteeruvad ning ka neid, mis selle ldheduses asuvad. PL-slsteemis
kasutatakse margistamiseks mittespetsiifilisi enstiime, mis Kinnitatakse valitud POl vdi

rakusisese ala (néiteks nagu mitokondri sisemembraani vaheline ruum) markervalgu kiilge. PL
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ensutim vahendab rakus inaktiivse substraadi (naiteks nagu biotiin) muutmist lihiealiseks ja
reaktiivseks aineks, mis enstiumist vabanedes mérgistab juhuslikul ja mittespetsiifilisel viisil
l&heduses olevaid biomolekule nagu valgud, RNA v6i DNA (Joonis 5.) (Cho et al., 2020; Xu
et al., 2021). Margistatud organelli vdi kompleksi saab seejarel puhastada ning tulemusi
analliusida massispektromeetria abil (Guo et al., 2023). PL toimub elusrakkudes, mis téhendab,
et uurimiseks sdilivad biomolekulid ja nende interaktsioonid nende loomulikus olekus (Cho et
al., 2020).

Uldiselt vGib PL-meetodid jagada peroksiidaasiga seotud meetoditeks ja biotiini ligaasiga
seotud meetoditeks. Mdlemal esinevad puudused nagu peroksidaasi keemiliste thendite
kasutamine, millel on piiratud rakumembraani l&bitavus vdi korge toksilisus. Biotiini ligaasi
kasutamisel tekib vajadus tle 18 tunni kestva margistamisaja jarele (Cho et al., 2020).
Olemasolevate meetodite probleemide Uletamiseks konstrueeriti uus biotiini ligaasi PL-
ensulmide paar — TurbolD ja miniTurbo (Branon et al., 2018; Guo et al., 2023). Neil kahel
enstiumil on kiirem margistamisaeg kui varasematel biotiini ligaasidel, samas séilitavad nad
biotiini ligaaside mittetoksilised omadused. Lisaks liihemale vajaminevale mérgistamisajale on
TurbolD ja miniTurbo aktiivne ka madalamal temperatuuril, vBimaldades PL-i sellistes
organismides nagu karbsed, ussid, parmid ja taimed, mida kasvatatakse temperatuuril alla 37
°C (Branon et al., 2018).

Kaugemad endogeensed valgud

Biotin

--ATP.Q

‘ﬁ AMP o @ E
TurbolD é

Biotiniileeritud proksimaalne
endogeenne valk

Joonis 5. TurbolD t66pdhimdte. TurbolD kasutab ATP-d ja biotiini, et moodustada biotiin—
5'-AMP, reaktiivne vahelihend, mis suudab kovalentselt margistada l&aheduses asuvaid
endogeenseid valke (Cho et al., 2020, modifitseeritud).
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2. EKSPERIMENTAALQOSA

2.1. TOO eesmargid

YEATS-domeen on kdrgelt konserveerunud "lugejadomeen™, mis on vBimeline dra tundma
spetsiifilisi histoonide post-translatsioonilisi modifikatsioone ning suunata seelabi kromatiini
modifitseerivad kompleksid Gigetesse genoomipiirkondadesse. See muudab YEATS-domeeni
oluliseks kromatiini struktuuri ja transkriptsiooni diinaamilise reguleerimise seisukohalt. Siiski
on YEATS-domeeni seondumisspetsiifilisuse ja geeniekspressiooni regulatsiooni funktsiooni
kohta endiselt vahe teada. Selgitamaks, kas YEATS-domeen on vBimeline lisaks histoonide
modifikatsioonidele seonduma ka teiste valkude ja neil esinevate modifikatsioonidega ning
maadrata, kas YEATS domeeni funktsionaalsus on selleks oluline, seati antud t60 eesmargiks
konstrueerida TurbolD mudelslsteemis mutatsioone sisaldava Yaf9 YEATS-domeeniga
parmitlvi, mida saaks kasutada Yaf9 YEATS-domeeni edasisel uurimisel tuvastades
l&heduspdhise biotindleerimisega sellega seonduvad valgud. Selleks teostati jargnev katsete

skeem:

1. Plasmiidi konstrueerimine, mis sisaldaks TurbolD mudelsiisteemis YAF9 YEATS
domeeni 39. positsioonis oleva histidiini (H) ja 46. positsioonis oleva fenlulalaniini (F)
mutatsiooni alaniiniks (A) .

2. Uue pagariparmi tiive konstrueerimine, mis sisaldaks mainitud YAF9 YEATS-domeeni
mutatsioone H39A ja F46A.

3. Mutatsioone sisaldava Yaf9 valgu ekspressiooni kontrollimine pagariparmis Western
blot meetodil.

4. TurbolD biotintleerimise kontrollimine mutatsioone sisaldavas Yaf9 parmitlives

hdbevérvimise (silver staining) meetodiga.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud parmittved

Kdik toos kasutatud ja valmistatud pagaripdrmi tived baseeruvad W303 tlvel (Tabel 1).
Kdikide tlvede paardumistiip on MATa. AKY367 on W303-pohine tivi, millel on RPB3
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geeni kodeeriva ala 16pus 3x1E2-tag ja markergeeni (HIS5) jarjestus. AKY2622 on antud t66
metsiktudpi tivi, mida kasutati positiivse kontrollina. Selles tiives on YAF9 YEATS-domeeni
ees galaktoosiga indutseeritav promootor ja YEATS-domeeni C-terminuses TurbolD valk,
mille jarel 3xFLAG-tag. AKY2626 ja AKY2657 on kontrolltiived. AKY2626 omab ainult
galaktoosi promootorit ADE2 lookuses ning AKY2657 galaktoosi promootori all olevat
TurbolD valku. AKY367 pohjal konstrueeriti t66 kaigus tivi AKY?2681, mis sisaldab ADE2
lookuses lisaks galaktoosi promootorile ja TurbolD biotiini ligaasile, YAF9 YEATS domeeni,
kus 39. positsioonis olev histidiin (H) ja 46. positsioonis olev fentulalaniin (F) on muteeritud
alaniiniks (A).

Tabel 1. Kasutatud parmitiivede genotutp ja paritolu.

Tavi Genotuup Paritolu

W303 W303, MAT A, ura3-1 leu2-3,112 trpl-1 ade2-101
canl1-100, lys2

AKY367 W303, Rpb3-3x1E2::HIS5 Kersti Kristjuhan

AKY2622 W303, Rpb3-3x1E2::HIS5, ade2::GAL-YAF9- [ Henel Jlrgens
YEATS-TurbolD-3xFLAG-ADE2

AKY2626 W303, Rpb3-3x1E2::HIS5, ade2::GAL-3XxFLAG- | Henel Jurgens
ADE2

AKY2657 W303, Rpb3-3x1E2::HIS5, ade2::GAL-TurbolD- | Henel Jirgens
3XFLAG-ADE?2

AKY2681 W303, Rpb3-3x1E2::HIS5, ade2::GAL-YAF9- | Valminud kaesoleva t60

YEATS-H39A,F46A-TurbolD-3xFLAG-ADE?2 kigus

2.2.2. Kasutatud s66tmed

Jargnevas tabelis (Tabel 2) on kdik t00s kasutatud s66tmed ja nende koostised. Parmitiivede
kasvatamiseks kasutati YPD (yeast extract, peptone, dextrose) tard- ja vedelsodtmeid.
Parmirakke kasvatati 30 °C juures, vedelkultuure aereeriti loksutil 200 rpm juures.
Selektiivsootmena kasutati minimaalsoddet, milles puudus aminohape adeniin (-ADE

tardsdode). TOos kasutatud E. coli (DHS5a) kasvatamiseks kasutati LB (lysogeny broth) tard- ja
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vedelsd6odet, kuhu oli lisatud ampitsilliini (100 pg/ml). Rakke kasvatati 37 °C juures,

vedelkultuuri aereeriti loksutil 180 rpm juures.

Tabel 2. Kasutatud s66tmed ja nende koostised.

So6ode Koostis

YPD vedelsoode 10g/1 parmiekstrakt; 20 g/l mikoloogiline peptoon;
20 g/l gliikoos; deioniseeritud vesi. Galaktoosi voi
rafinoosi sisaldavale s66tmele lisati vastavalt 20 g/l
lahust.

YPD tardstdde 20 g/l agar; 10g/l péarmiekstrakt; 20 g/l
muikoloogiline  peptoon; 20 g/l  glukoos;
deioniseeritud vesi.

-ADE tardstdde Agar 20 g/l; 10 g/l parmiekstrakt; 20 g/l glikoos;

aminohapped: lisiin 0,08 g/l, leutsiin 0,08 g/l,
triiptofaan 0,08 g/l, uratsiil 0,2 g/l, histidiin 0,08
g/l; vesi

LB vedelstode

10 g/l triptooni; 5 g/l parmiekstrakti; 10 g/l NaCl
ja 100 pg/ml ampitsilliini.

LB tardstode

20 g/l agarit; 10 g/l triptooni; 5 g/l parmiekstrakti;
10 g/l NaCl ja 100 pg/ml ampitsilliini.
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2.2.3. Kasutatud plasmiid

Galaktoosi promootori kontrolli all oleva YAF9 YEATS-domeeni 39. ja 46. positsioonis olevaid
mutatsioone ja TurbolD-d sisaldava plasmiidi konstrueerimiseks kasutati pBlueScript-
ADE2_GAL-YAF9-YEATS-TurbolD-3xFLAG plasmiidi Tartu Ulikooli molekulaar- ja
rakubioloogia instituudi rakubioloogia dppetooli kollektsioonist. Antud plasmiid sisaldab
metsiktilpi YAF9 YEATS domeeni, mille ees galaktoosiga indutseeritav promootor ja jarel

TurbolD biotiin ligaas ning 3XFLAG epitoop. Plasmiidi kaart on valja toodud Lisas 1.

2.2.4. Kasutatud praimerid

Jargnevas tabelis (Tabel 3) on vélja toodud kdik t60s kasutatud praimerid ja nende jarjestused.

Tabel 3. Kasutatud praimerid ja nende jarjestused.

Praimeri nimi Jarjestus

GALprom-end-F 5' AATGGAAAAGCTGCATAACCACTT 3

Y9-YEATS-H39A-F46A-R |5
TCCTGCCGAAGCTACTCATTTATGGACAATTGCTGTCA
GGGGCCCA 3

Y9-YEATS-H39A-F46A-F |5
TGGGCCCCTGACAGCAATTGTCCATAAATGAGTAGCT
TCGGCAGGA 3'

TurbolD-ALG-R
5' TCAGAGGCACAGTATTGTCTTTTGA 3

20



2.2.5. Mutatsiooni sisaldavate DNA fragmentide stinteesimine

YAF9 YEATS-domeeni H39A ja F46A mutatsioonidega plasmiidi konstrueerimist alustati
mutatsiooni sisaldavate DNA fragmentide stinteesimisest. Selle jaoks valmistati kahe eri
praimerite kombinatsiooniga PCR-i proovid. Uhes proovis GALprom-end-F ja Y9-YEATS-
H39A-F46A-R ning teises Y9-YEATS-H39A-F46A-F ja TurbolD-ALG-R praimereid.
Mdlema PCR proovi reaktsioonimaht oli 25 pl. Uhes (proov 1.) oli 1 pul GALprom_end-F ja 1
pl YO-YEATS-H39A-F46A R ning teises (proov 2.) oli 1 pl Y9-YEATS-H39A-F4A6A-F ja 1
pl TurbolD-ALG-R praimereid (10 pmol/ul). Mdlemad proovid sisaldasid 2 pl pBlueScript-
ADE2_GAL-YAF9-YEATS-TurbolD-3XxFLAG (20 ng/ul) plasmiidi (pilt lisas 1.) 5 pl HF
Phusion puhvrit (5x Thermo Scientific Phusion Green GC Buffer), 2.5 pl dNTP segu (2mM 10x
Thermo Scientific ANTP Mix), 1 ul DMSO-t, 0.25 ul poliimeraasi (Thermo Scientific Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) ja 16pp-mahuni MQ vett.

Reaktsiooni jaoks kasutati jargmist programmi: eeldenaturatsioon 5 min, 98 °C; teine etapp 32
tsuklit: denaturatsioon 30 sek, 98 °C; praimerite seondumine 30 sek, 60 °C; suntees 2 min, 72

°C. Jarelstntees 7 min, 72 °C. PCR viidi labi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga.

2.2.6. Agaroosgeelelektrofees

Médlema proovi PCR produkte kontrolliti agaroos-geelelektroforeesiga. Selleks valmistati 1%-
line agaroosgeel, mille tegemiseks kasutati 1x TAE puhvrit (pH 8; 40 mM Tris; 20 mM atsetaat;
1 mM EDTA), vastav kogus agaroosi ja etiidiumbromiidi (0,5ug/ml). Geelile pipeteeriti 5 pl
mdlemast PCR proovist ja 3.5 pl 1 kb markerit (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder).
Kontrollitud PCR produktid eraldati agaroosgeelist kasutades FavorPrep™ GEL/PCR
Purification Kiti vastavalt tootja (Favorgen) juhendile.

2.2.7. PCR pika DNA fragmendi stinteesiks

Kahte eelnevat PCR-ide kéigus slinteesitud ja geelist eraldatud DNA fragmenti, mis sisaldasid
soovitud mutatsioone, kasutati selleks, et siinteesida pikem DNA jérjestus, mida edasises
overlap extension PCR reaktsioonis kasutati praimerina. Antud PCR-i reaktsioonimaht oli 50
pl. See sisaldas 1.5 ul GALprom_end-F ja 1.5 pl TurbolD-ALG-R praimerit (10 pmol/ul), 0.5
il DNA-d proovist 1. ja 1 ul proovist 2. 10 pl HF Phusion puhvrit (5x Thermo Scientific
Phusion Green GC Buffer), 5 pl dNTP segu (2mM 10x Thermo Scientific ANTP Mix), 1.5 pl
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DMSO-t, 0.5 pl polimeraasi (Thermo Scientific Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2
U/uL) ja 18pp-mahuni MQ vett. PCR viidi 1&abi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga.

Reaktsiooni jaoks kasutati jargmist programmi: eeldenaturatsioon 5 min, 98 °C; teine etapp 32
tsuklit: denaturatsioon 30 sek, 98 °C; praimerite seondumine 30 sek, 60 °C; suntees 2 min, 72

°C. Jarelsiintees 7 min, 72 °C.

PCR-il tekkinud produktid kontrolliti geelelektrofeesiga ja eraldati agaroosgeelist kasutades
FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kiti vastavalt tootja juhendile.

2.2.8. Mutatsioone sisaldava plasmiidi stintees

Viimaks sooritati overlap extension PCR, kus kasutati eelnevates PCR-ides valmistatud YAF9
YEATS-domeeni H39A ja F46A mutatsioone sisaldavat DNA fragmenti praimerina, et
stinteesida  pBlueScript-ADE2_GAL-YAF9-YEATS-TurbolD-3XFLAG  plasmiidilt  uus,

soovitud mutatsioone sisaldav plasmiid.

Reaktsioonimaht oli 50 pl, mis sisaldas 2 pl pBlueScript-ADE2_GAL-YAF9-YEATS-
TurbolD-3xFLAG (20 ng/pl) plasmiidi. 5 pl pikka DNA fragmenti (praimer) (10 pmol/ul)
eelmisest PCR protsessist. 10 pul HF Phusion puhvrit (5x Thermo Scientific Phusion Green GC
Buffer), 5 ul dNTP segu (2mM 10x Thermo Scientific dNTP Mix), 1.5 ul DMSO-t, 0.5 pl
polumeraasi (Thermo Scientific Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) ja 16pp-
mahuni MQ vett.

Reaktsiooni jaoks kasutati jargmist programmi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga:
eeldenaturatsioon 5 min, 98 °C; teine etapp 32 tsiklit: denaturatsioon 30 sek, 98 °C; praimerite

seondumine 30 sek, 60 °C; stintees 2 min, 72 °C. Jarelslintees 7 min, 72 °C.

Seejérel to6deldi 20 pl PCR segu 2 pl Dpnl restriktaasiga (Thermo Scientific, 10 U/uL) ja hoiti
ule6d 37°C kapis.

2.2.9. PCR-i transformatsioon bakterirakkudesse

Dpnl restriktaasiga (Thermo Scientific, 10 U/uL) to6deldud PCR-i bakterirakkudesse
transformeerimiseks lisati 5 ul PCR segusse 50 pl kompetentseid E. coli DH5a rakke. Saadud
segu pandi 5 minutiks jééle siis tehti kuumasokk 1 minut 37°C juures ning pandi veel korraks
jadle enne kui lisati rakkudele 1 ml LB s66det. Koos s66tmega pandi rakud loksuma 37°C

termostaati Uheks tunniks ning saadud lahus fuugiti 6000 rpm 1 minut, et eemaldada liigne
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s0dde. Alles jaeti umbes 100 pl, mis kiulvati soojadele LB Amp tassidele, mis laksid seejarel

tagasi 37°C kappi kasvama.

2.2.10. Transformatsioonil saadud bakterikolooniate kontroll

Bakterikolooniaid kontrolliti Alul restriktsiooni abil. Selle jaoks sooritati uus PCR Amp
tassidel les kasvanud bakterikolooniatega. Reaktsioonimaht oli 10 pl. Lisati 2 pl PCR mix-i
(5x FirePol Master Mix, 12,5 mM MgCI2, SolisBiodyne), 0.25 pul GAL_prom_end_F ja 0.25 pl
TurbolD-ALG-R praimerid (20 ng/ul) ning siis [6pp-mahuni MQ vett.

PCR viidi 1abi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga kasutades programmi: eeldenaturatsioon
5 min, 95 °C; teine etapp 30 tsuklit: denaturatsioon 30 sek, 95 °C; praimerite seondumine 30

sek, 58 °C; suntees 1 min, 72 °C. Jarelstintees 7 min, 72 °C.

Parast protsessi 16ppu toodeldi 5 pl PCR reaktsioonisegu 0.3 pl Alul enstiimi (Thermo
Scientific, 10 U/uL), 1 pl 10x Tango puhvri (10X Thermo Scientific Tango Buffer with BSA) ja
3.7 ul MQ veega. Lahust hoiti 37 °C kapis umbes 1.5 tundi. Saadud lahust kontrolliti

geelelektrofeesiga.

2.2.11. Bakterist plasmiidi eraldamine

PCR-analliusiga 6igeks osutunud bakterikoloonia kasvatati, lisades see 2 ml LB s66tmesse koos
2 pl ampitsilliiniga (100 pg/ml). Segu inkubeeriti u 8h 30 °C ja 180 rpm juures New Brunswick
Scientific Excella E25 Incubator Shaker Series loksutis. 17 tundi hiljem kasutati bakterist
plasmiidi eraldamiseks FavorPrep™ Mini Plasmid DNA Extraction Kit-i vastavalt

tootjapoolsetele (Favorgen) juhistele.

Plasmiidi kontsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriga (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,
Thermo Scientific). Kontsentratsioon oli 297.8 ng/ul. Eraldatud proovidest saadud plasmiid
saadeti sekveneerimisele Eesti Biokeskuse tuumiklaborisse. Bakteritlivedest, mis sisaldasid
korrektse mutatsiooniga plasmiidi eraldati uuesti suurem kogus plasmiidi FavorPrep™ Midi
Plasmid DNA Extraction Kit-iga vastavalt tootja (Favorgen) juhendile. Saadud plasmiidi
kontsentratsioon méarati NanoDrop susteemiga (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo
Scientific).

23



2.2.12. Plasmiidi transformeerimine pagariparmi

Enne transformeerimist IGigati plasmiidi Afl1I/BspTI ensutmiga (Thermo Scientific BspTI
restriction enzyme 10 U/uL), mille 16ikekoht on ADE2 markergeeni keskel. Selle jaoks segati
kokku reaktsioonisegu kogumahuga 30 pl. See sisaldas 5 pl plasmiidset DNA-d (4 ul), 3 pl
Orange puhvrit (Thermo Scientific 10X Buffer O), 2 ul Aflll enstitimi (Thermo Scientific, 10
U/uL) ja 20 pul MQ vett. Reaktsiooni inkubeeriti iiledd 37°C juures.

Plasmiidi transformatsiooniks péarmirakkudesse kasutati LiOAc meetodit. Protseduuri
alustuseks koguti 2 ml ule6d 2% glukoosi sisaldavas YPD vedelst6tmes kasvatatud rakud
(AKY367). Rakke tsentrifuugiti 5000 rpm juures 3 minutit. S66de eemaldati ja rakkudele lisati
500 pl LiOAC+TE (0.1 M LiOAc + 1x TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; 1 mM EDTA)) lahust,
enne kui neid jélle tsentrifuugiti. Vedelik eemaldati ja rakkudele lisati 40 pl LIOAc+TE lahust,
millele oli lisatud 7 pl carrier DNA-d, mis oli eelnevalt 6 minutit 95°C juures denatureeritud
ja jaal jahutatud. Seejarel valmistati transformatsioonisegu, kombineerides 50 pl kompetentseid
parmirakke ja 20 ul (~500 ng) plasmiidset DNA-d. Segu inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit,
seejarel lisati 300 pl LIOAC+TE+PEG (0.1 M LiOAc + 1x TE + 40% PEG) lahust. Proovi segati
ja inkubeeriti toatemperatuuril 15 minutit. Seejérel lisati 30 pl DMSO-d ja segati. Rakkudele
tehti seejirel kuumasokk 42°C juures 10 minutit, tsentrifuugiti 3000 rpm juures 3 minutit ja
vedelik eemaldati. Rakkudele lisati 150 pl MQ vett ja kiilvati -ADE selektiivtassidele, mis

inkubeeriti 30°C juures.

2.2.13. Genoomse DNA eraldamine parmirakkudest

Selektiivtassidel tlesse kasvanud kolooniatest eraldati DNA ning YAF9 mutatsioone kontrolliti
PCR meetodil. Selleks kanti steriilse puutikuga parmikolooniast rakke 100 pl 1% SDS
(naatriumdodetstilsulfaat) + 0,2 M LiOAc luisilahusesse. See segati vortexil (Scientific
Industries Vortex-Genie 2) ning pandi seejarel 10 minutiks 70 °C termostaati. Parast seda lisati
300 pl EtOH ja tsentrifuugiti 5 min 10000 rpm juures. Sellest alles jaanud vedelik eemaldati ja
sade pandi kuivama 20 minutiks 42 °C termostaati. Seejarel sade lahustati 100 pl-s TE-s ning
eraldatud DNAga tehti kontroll PCR.

PCR wiidi 1&bi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga kasutades programmi:
eeldenaturatsioon 5 min, 95 °C; teine etapp 30 tstklit: denaturatsioon 30 sek, 95 °C; praimerite

seondumine 30 sek, 58 °C; slintees 1 min, 72 °C. Jarelsilintees 7 min, 72 °C.
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Reaktsioonisegu oli 10 ul, mis sisaldas 2 ul 5x FirePol PCR mix-i ning kahte eri praimerit.
GALprom-end-F ja TurbolD-ALG-R modlemat 0.25 pl (10 umol/ul). Juurde pandi ka 6.5 ul mQ
vett. Saadud PCR-i produktiga sooritati geelelektroforees tulemuste kontrollimiseks.

2.2.14. Valkude immuunodetektsioon (Western blot)

Rakulliisaadi valmistamiseks kasvatati rakke led6 (ca 12h) 15 ml YPD vedels66tmes 30 °C
loksutis (200 rpm). Jargnevalt tehti rakukultuurile lahjendus IGppkontsentratsiooniga 1x10°.
See tosteti umber 20ml rafinoosi (2%) sisaldavasse sodtmesse ja kasvatati 2h loksutil 30 °C
juures. Kahe tunni pérast rakud fuugiti 3 minutit 10000 rpm ja voeti Ules galaktoosi (2%)
sisaldavas so6tmes. Kasvatati edasi loksutil 30 °C juures (200 rpm) ja vOeti proov ajapunktide
120 ja 180 minuti tagant. Proovide jaoks veti 2 ml lahust ning tsentrifuugiti 30 sekundit 6000
rpm juures, et rakud kokku koguda. Rakusadet pesti 1 ml mQ veega ja siis suspendeeriti 1 ml-
is kiilmas 2M LiOAc lahuses. Rakususpensiooni inkubeeriti 5 minutit jaal, rakud koguti kokku
1 minut 6000 rpm 4 °C juures tsentrifuugides. Rakusade suspendeeriti 1 ml jaakilma 0,4 M
NaOH lahusega ja korrati inkubeerimist jaal 5 minutit. Seejarel koguti rakud kokku 1 min 6000
rpm 4 °C juures tsentrifuugides ja siis eemaldati supernatant. Valkude denatureerimiseks
suspendeeriti rakke 100 pl 2xSDS (4% SDS; 20% gltserool; 0,01% bromofenool sinine; 100
mM Tris pH 6,8; 100 mM B-merkaptoetanool) puhvris. Koos puhvriga asetati tuubid 5 minutiks
termostaati 95 °C-le parast mida tsentrifuugiti rakke 3 minutit maksimum tugevusel (u 10 000

rpm). 100 ul lusaati kanti uude 1,5 ml tuubi.

Western bloti 12% lahutava osa ja 5% konsentreeriva osa materjalid ja kogused on toodud valja
tabelites 4. ja 5.

Tabel 4. 12% SDS-poluakruilamiidgeeli lahutava osa koostis.

Materjalid Kogus

Destilleeritud vesi 4.9 ml

30% poliakraulamiid 6 ml

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 3.8ml

10% SDS (naatriumdodetsttlsulfaat) 0.15 ml

10% APS (ammoonium persulfaat) 0.15 ml

TEMED (tetrametldlettileendiamiin) 0.006 ml
Kokku: 15 ml
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Tabel 5. 5% SDS-poluakrutlamiidgeeli kontsentreeriva osa koostis.

Materjalid Kogus

Destilleeritud vesi 4.1ml

30% poluakrailamiid 1ml

1 M Tris (pH 6,8) 0,75 ml

10% SDS 0.06 ml

10% APS 0.06 ml

TEMED 0.006 ml
Kokku: 6 ml

Rakulusaadist kanti geelile 10 pl ning lahutati molekulmassi jargi kasutades 12%-list SDS-
poluakriitlamiidgeeli. Esimesele rajale kanti 4 pl suurusmarkerit (Precision Plus Protein Dual
Color Standards, Bio-Rad). Foreesil kasutati 1xSDS jooksupuhvrit (0,5% SDS; 0,125M Tris-
HCI pH 6,8; 0,96 M gldtsiin). Kontsentreeriva geeli ulatuses kasutati pinget 120V, lahutava osa
ulatuses 170V. Jargnevalt kanti valgud akritlamiidgeelilt tle PVDF membraanile (Thermo
Scientific PVDF Transfer Membrane; 0,2 um). Selleks inkubeeriti geeli 10 minutit pool-kuiva
stisteemi tlekandepuhvris (48 mM Tris; 39 mM glitsiin; 0,037% SDS; 20% metanool). PVDF
membraani loputati enne valkude tlekandeprotsessi metanoolis ja seejarel 10 minutit loksutil
ulekandepuhvris. Valkude seondamine PVDF membraanile toimus pool-kuiva Ulekande
aparaadis (BIO-RAD Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell) pingel 15 V 40 minuti jooksul.

Jargnevalt blokeeriti PVDF membraan 10 milliliitri 5% lI&ssipulbriga (CARL ROTH Skimmed
milk powder) TBST (1x TBS, 0,05% BioTop Tween 20) lahuses 15 minutit. Jirgmises etapis
lisati primaarne antikeha (ANTI-FLAG®M2 Sigma-Aldrich F3165) 10 ml 1:10000 lahjendusega

I6ssipulbrile ning membraani inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril loksutil.

Jargmisena pesti membraani kolm korda TBST pesulahusega. Sellele jargnes inkubatsioon
sekundaarse antikeha (Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, Invitrogen™)
ja 10 ml 1:10000 lahjendusega l8ssipulbri lahusega 1 tund loksutil. Parast inkubatsiooni korrati

membraani pesemist kolm korda umbes 10 minuti jooksul TBST pesulahusega.

Viimasena inkubeeriti membraani 2 ml luminooli ja peroksiidi lahusega (1:1) (Immobilon
Chemiluminiscent HRP Substrate, Millipore) ja inkubeeriti 5 minutit. Peale seda membraan
kuivatati ja signaali detekteeriti kasutades masinat BIO-RAD ChemiDoc™ XRS+ System ja

Image Lab™ 6.0 programmi.
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Ponceau S varvimismeetodit kasutati valkude visualiseerimiseks membraanil pérast tlekannet.
Varvimislahus valmistati, kasutades 0,1% Ponceau S lahust 5% &&dikhappes. Membraan asetati
Ponceau S lahusesse ja inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril. Pérast inkubeerimist ilmnesid
valgubandid membraanil punaste vdi roosade triipudena, vdimaldades hinnata valkude
ulekande efektiivsust ja thtlust. Tulemus fikseeriti pildistamisega (EPSON Perfection 1200,

Seiko Epson Corporation).

2.2.15. HOobevarvimise (silver staining) proovide ettevalmistus

Rakud kasvatati ule66 50 ml glukoosi sisaldavas YPD s66tmes 30 °C loksutis (200 rpm).
Jargmisel hommikul lahjendati kultuuri (1x107) ning inkubeeriti lisaks 2 tundi. Seejérel viidi
rakud ule 50 ml galaktoosi (2%) sisaldavasse so6tmesse, millele oli lisatud 50 uM biotiini (D-
Biotin Thermo Fischer B1595) ning kasvatati 3 tundi, proovid v@eti 120 ja 180 minutimérgi

juures.

Rakud tsentrifuugiti ning pesti tks kord destilleeritud mQ veega ja seejérel iks kord RIPA1
puhvriga (50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS). Seejarel rakud resuspendeeriti 250 pl kilmas RIPAL puhvrilahuses. Lidsimine
viidi 18bi klaaskuulidega 15 minuti jooksul temperatuuril +4 °C. Tuubi pdhja tehti naaskliga
auk ning lusaat koguti 2 ml Eppendorfi tuubi, millele jargnes tsentrifuugimine kiirusel 2000
rpm 30 sekundit. Proovidele lisati RIPA1 puhvrilahust, IBppmahuga 500 ul. Seejérel sonikeeriti
rakke kolmes tstklis (igauks 10 sekundit, 20% intensiivsusel). Proovidele lisati 250 Ghikut
benzonase-i (Benzonase® Nuclease, Sigma-Aldrich E1014, 250 units/uL) ning inkubeeriti 1
tund temperatuuril +4 °C. Seejarel tsentrifuugiti proovid 15 minutit 10000 rmp ning saadud

lusaat koguti Eppendorf tuubi.

Saadud proovile lisati 50 pl Streptavidin-Sepharose kerakesi (Thermo Scientific™ Pierce™
High Capacity Streptavidin Agarose) ning 500 pl RIPA2 puhvrit (50 mM Tris-HCI (pH 8.0),
150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.25% naatriumdeoksukolaat) (kogumaht 1 ml). Inkubatsioon viidi
labi 3 tunni jooksul poorleval segajal temperatuuril +4 °C. Kerakesi pesti viis korda poorleval
segajal toatemperatuuril, iga pesu kestis 5 minutit ning kasutati 1 ml vastavat puhvrilahust:
1xWASH-puhvriga (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2% SDS), 3xRIPA3 puhvriga (50 mM Tris-HCI
pH 7.5; 150 mM NaCl; 1.5 mM MgCI2; 1 mM EGTA; 0.1% SDS; 1% NP-40; 1 mM DTT), 1x
50 mM Tris-HCI pH 7.5 lahusega.

Saadud proovidega sooritati western blot analtitis. Enne proovide kandmist geelile eluleeriti
neid 2xSDS puhvris (4% SDS; 20% glitserool; 0,01% bromofenool sinine; 100 mM Tris pH
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6,8; 100 mM B-merkaptoetanool), mis sisaldas 25mM biotiini (D-Biotin, Thermo Fischer
B1595) 15 min toatemperatuuril ja 15 min 95 °C juures. Proovidest kanti geelile 10 pl, lahutati
molekulmassi jargi kasutades 12%-list SDS-poliakriulamiidgeeli ja kasutati valgu
suurusmarkerit (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad). Foreesil kasutati
1xSDS jooksupuhvrit (0,5% SDS; 0,125M Tris-HCI pH 6,8; 0,96 M glltsiin). Kontsentreeriva

geeli ulatuses kasutati pinget 120V, lahutava osa juures 170V.

2.2.16. HObevarvimine (silver staining)

T60s kasutatud tivedega sooritati hdbevérvimine (silver staining), et kontrollida TurbolD
biotinlleerimise toimimist. Alustuseks fikseeriti eelnevalt geelelektroforeesil lahutatud geel
200 ml 50% metanooli lahuses 10 minutit. Parast seda pesti geeli 10 minutit 200 ml 5%
metanooli lahusega. Seejarel inkubeeriti geeli 8 pl 1M DTT-s ja 250 ml destilleeritud vee
lahuses 10 minutit ja jargnevalt teostati kiire pesu destilleeritud vees. Varvimise jaoks leotati
geeli 15 minutit 200 ml-s 0,2 g-s hdbenitraadi lahuses (AgNOs CARL ROTH Silver nitrate).
Jargnes 3x kiire pesu destilleeritud veega. llmutamiseks tehti kiire pesu vdikese koguse
ilmutuslahusega 50 ml ning siis lisati Glejaénud ilmutuslahus (7,5 g naatrium karbonaat, 125 pl
formaldehiiiid, 250 ml H.0) 200 ml. L3puks valati dra ilmuti ja lisati tsitraathappe (citric acid)
lahust (1 g tsitraathape, 200 ml H:0), mis peatas reaktsiooni. Tulemused fikseeriti

pildistamisega (EPSON Perfection 1200, Seiko Epson Corporation).
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2.3. Tulemused

2.3.1. YAF9 YEATS-domeeni H29A ja F46A mutatsioone sisaldava
plasmiidi konstrueerimine

Antud t60 eesmark oli konstrueerida TurbolD mudelststeemis mutantse Yaf9 YEATS-
domeeniga parmitivi. TurbolD biotiini ligaas Yaf9 YEATS-domeeni kiiljes voimaldab hiljem
kasutada laheduspdhist biotinuleerimist YEATS-domeeniga seondunud valgukomplekside
tuvastamiseks ning selgitada, kas YEATS-domeeni funktsionaalsus on oluline interaktsiooniks

seondunud valkudega.

Selle tarbeks tuli esmalt konstrueerida plasmiid, mis sisaldaks mutatsioone, kus 39. positsioonis
olev histidiin (H) ja 46. positsioonis olev fenidlalaniin (F) on muteeritud alaniiniks (A) (hiljem
margitud vormis H39A ja F46A) (Joonis 6).

YEATS domeen

ugaWOop aujeeuiwial-)

Joonis 6. Yaf9 valgu struktuur mutatsioonidega. Yaf9 sekundaarstruktuur, millel on
néidatud t606s teostatud mutatsioonide (H39A - roosa ja F46A - kollane) asukohad. Tahistatud
on ka YEATS domeen (roheline) ja C-terminaalne domeen (oranz) (AlphaFold Protein
Structure Database, https://alphafold.ebi.ac.uk/; PDB ID: P53930)

Mutatsioone sisaldav plasmiid konstueeriti overlap extension PCR abil. Selle jaoks viidi esmalt
labi kolm PCR reaktsiooni, et saada DNA fragment, mida kasutati praimerina overlap extension
PCR protsessis (Joonis 7). Esimeses ja teises reaktsioonis stinteesiti varasemalt to66grupis
konstrueeritud pBlueScript-ADE2_GAL-YAF9-YEATS-TurbolD-3xFLAG plasmiidilt kaks
fragmenti, mis paiknevad mutatsioonikohast mélemal pool (joonis 7). Esimeses reaktsioonis
kasutati praimerite kombinatsioone GALprom_end-F ja Y9-YEATS-H39A-F46A-R ja teises
vastavalt Y9-YEATS-H39A-F46A-F ja TurbolD-ALG-R praimereid. Plasmiid sisaldab
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galaktoosiga indutseeritavat promootorit Yaf9 YEATS-domeeni ees (vt Lisa 1), mille roll on
geeniekspressiooni regulatsioon. Galaktoosi olemasolul s66tmes promootor aktiveerub ja geeni
ekspresseeritakse. Vastupidiselt, s66tmesse glikoosi lisamisel, galaktoosi promootor
inaktiveerub. Yaf9 YEATS-domeeni jarel on lisatud TurbolD biotiini ligaas. TurbolD on
ldheduspdhise margistamise jaoks, vBimaldades hiljem tuvastada valke, mis interakteeruvad
Yaf9 YEATS-domeeniga.

Reaktsioon 1 Reaktsioon 2
f 1 ]
- -
5,I'II'HH 3 5,T'T'TIIIIII'I"T'T 3
SLLLLLLLLULLLL & LU o/

Reaktsioon 3

5'

5!
- IO

> [T I -
3 IS 5

Joonis 7. PCR reaktsioonide skeem. Joonisel on antud tlevaatlik skeem PCR-reaktsioonidest,
mida kasutati Yaf9 YEATS-domeeni mutatsioonide H39A ja F46A tegemiseks (joonis on
tehtud kasutades Biorender veebirakendust).

PCR-i meetodil stunteesitud fragmente kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil ja tulemused
visualiseeriti UV kiirguse abil (Joonis 8). Rajal 1 on nd&ha DNA suurusmarker (1kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder), esimesel rajal reaktsioon 1 ja teisel rajal reaktsioon 2
tulemusena saadud PCR-produktide signaalid. Selliste praimerite puhul on oodatav PCR-i

amplikoni suurus 1. reaktsiooni jaoks jaoks 324 ap ja 2. reaktsiooni jaoks 467 ap.

30



Joonis 8. PCR reaktsioonide kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Rajal M on DNA
suurusmarker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). Rajal 1 on reaktsioon 1 (324
ap) ja rajal 2 reaktsioon 2 (467 ap) kaigus saadud DNA fragmentide signaalid. DNA
visualiseeriti EtBr-ga UV valguses. ap - aluspaar

Saadud produktid vastasid ootusele ja kasutati jargmises PCR-i reaktsioonis (reaktsioon 3,
joonis 7) koos GALprom_end-F ja TurbolD-ALG-R praimeritega. 3. reaktsiooni tulemuseks
on PCR-i fragment, mis sisaldab galaktoosiga indutseeritavat promootorit ja Yaf9 YEATS-
domeeni H39A ja F46A mutatsioone koos TurbolD-ga.

Reaktsioon 3 tulemusi kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil (Joonis 9). Rajal M on
visualiseeritud DNA suurusmarker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder) ja esimesel
rajal 3. reaktsiooni tulemusel saadud Yaf9 YEATS-domeeni mutatsioone sisaldav DNA

fragment, mille oodatav suurus on 745 ap.

1500
1000
750
500

250

Joonis 9. PCR reaktsiooni 3. kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Rajal M on DNA
suurusmarker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). Rajal 1 on reaktsiooni 3. PCR-
iga saadud Yaf9 YEATS-domeeni mutatsioone sisaldava DNA fragmendi signaal (745 ap).
DNA visualiseeriti EtBr-ga UV valguses. ap - aluspaar
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Kuna oodatav suurus (745 bp) vastas geelil néhtule, kasutati reaktsioonis 3 saadud DNA
fragmenti praimerina overlap extension PCR-is, et stinteesida pBlueScript-ADE2_GAL-YAF9-
YEATS-TurbolD-3xFLAG plasmiidi pdhjal uus, soovitud mutatsioone sisaldav plasmiid.

Mutatsiooni sisaldav plasmiid transformeeriti E. coli DH5a rakkudesse. Kasvanud kolooniatest
valiti 4, millele teostati kontroll Yaf9 YEATS-domeeni H39A-FA6A mutatsiooni esinemise
kohta kasutades Alul (Alul-AGCT) restriktsioonanaliilisi. Selle jaoks voeti tassilt nelja erineva
koloonia proov ja viidi labi PCR reaktsioon GAL_prom_end-F ja TurbolD-ALG-R
praimeritega. Saadud PCR segusid toddeldi Alul ensiiimiga ning sooritati
agaroosgeelelektrofees. 1%-lise agaroosgeeli M rajal on ndha DNA suurusmarker (1kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder). Radadel 1-4 on korvuti nelja koloonia tootlemata ja Alul
ensutimi sisaldanud PCR-i reaktsioonisegu. PCR kaigus saadud DNA molekuli oodatav suurus
on ligikaudu 745 ap. Kui Alul enstiimiga téddeldud proovis olev DNA fragment sisaldab Yaf9
YEATS-domeeni H39A ja FA6A mutatsioone, I6ikab Alul enstiim selle kaheks 219 ap ja 526

ap suurusega fragmendiks.

Joonis 10. Bakterikolooniate kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Rajal M on 1 kb
suurusmarker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). Radadel 1-4 on esimesel rajal
tootlemata ja teisel Alul ensliimiga td6deldud PCR-i produktide signaalid (745 ap vo6i 219/526
ap). DNA visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

Joonisel 10 on ndha, PCR reaktsioonist saadud DNA molekuli signaali suurus vastas koigil
proovidel oodatava 745 ap-ga ning 219 ap ja 526 ap suuruseks 16ikunud DNA fragmendid on
tuvastatavad kolooniatel 2 ja 4, mis viitab nendes kolooniates mutasiooniga plasmiidi
olemasolule. Kolooniatest 2 ja 4 eraldati plasmiidne DNA ja kontrolliti tipsemalt mutatsioonide

korrektsust sekveneerimise abil.
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2.3.2. YAF9 YEATS-domeeni H29A ja F46A mutatsioone sisaldava
parmittive konstrueerimine

Sekveneerimise abil Oigeks tuvastatud 2. koloonia plasmiidi kasutati, et transformeerida
mutatsioonidega plasmiid parmitivesse AKY367. Selle jaoks toddeldi plasmiidi esmalt Aflll
ensutimiga (Aflll — CATTAAG), mille 16ikekoht on ADE2 markergeeni keskel. L&igatud
plasmiid omab restriktsiooni jargselt homoloogseid jérjestusi genoomis paikneva ade2 geeniga
(plasmiidi kaart Lisas 1). Homoloogse rekombinatsiooni kaigus integreerib pagariparm
mutatsioone sisaldava lineariseeritud plasmiidi genoomis asuvasse ade2 lookusesse. Ldigatud
lineaarne plasmiid transformeeriti véljavalitud parmitiivesse kasutades LiOAc meetodit.
Saadud rakud kulvati -ADE selektiivtassidele, kus suudavad kasvada ainult need rakud, millel
on funktsionaalne ADE2 geen ehk mutatsiooniga ADE2 plasmiid genoomis ade2 lookusesse

integreerunud.

-ADE selektiivtassidel kasvanud kolooniatest kontrolliti kolme PCR-iga. Selle jaoks eraldati
parmirakkudest DNA ja sooritati PCR GALprom-end-F ja TurbolD-ALG-R praimeritega. PCR
meetodil sunteesitud fragmente kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil ja tulemused
visualiseeriti UV-kiirguse abil. Rajal M on visualiseeritud DNA suurusmarker (1kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder), radadel 1-3 on transformatsioonil saadud kolmest
kolooniast eraldatud DNA-It amplifitseeritud Yaf9 YEATS-domeeni H39A-F46A
mutatsiooniga PCR-i produktid (745 ap).

250

Joonis 11. Parmikolooniate kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Rajal M on DNA
suurusmarker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). Radadel 1-3 on YAF9 YEATS-
domeeni H39A- F46A mutatsiooniga parmikolooniate PCR fragmendid (745 ap). DNA
visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.
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Oodatavad suurused mutatsioonidega kolooniatele kattusid geelil ndhtuga (745 ap) (Joonis 11.)

ning edaspidises t06s kasutati koloonia 2 rakke (AKY2681).

2.3.3. Mutantse Yaf9 YEATS-domeeni ekspressiooni kontrollimine

PCR-i pdhine kontroll nditas, et valitud koloonias oli mutatsioone sisaldav Yaf9 YEATS-
domeen edukalt ADE2 lookusesse integreerunud. Selleks, et kontrollida, kas jarjestus on
integreerunud nii, et mutantne Yaf9 YEATS-domeen ekspresseerub ning seda on ka vdimalik
detekteerida, kasutati Western blot meetodit. Nelja péarmitive (AKY2622, AKY?2626,
AKY2657, AKY2681) rakke kasvatati rafinoosi (2%) sisaldavas YPD vedelsdéotmes loksutil
30°C ja 200 prm juures (New Brunswick Scientific Excella E25 Incubator Shaker Series) ning
lahjendati seejérel galaktoosi (2%) sisaldavasse s06tmesse, et ekspresseerida Yaf9 YEATS-
domeen. Proovid vdeti ajapunktide 120 ja 180 minuti tagant. Proovid lahutati 12% SDS-
poluakriitlamiidgeelil, kanti PVDF membraanile, inkubeeriti primaarse antikeha (ANTI-
FLAG®M2 Sigma-Aldrich F3165) ja sekundaarse antikehaga (Goat anti-Mouse 1gG HRP
Invitrogen™) ja visualiseeriti masinaga BIO-RAD ChemiDoc™ XRS+ System ja Image Lab™
6.0 programmiga. Rajal M on valgu suurusmarker (Precision Plus Protein Dual Color
Standards, Bio-Rad)(Joonis 12A). Radadel 1-4 on nédha 120 minutit ja radadel 5-8 180 minutit
galaktoosis kasvanud rakud. Esimesel ja viiendal rajal on kasutatud kontrollina AKY?2626
parmitlve, milles esineb vaid galaktoosiga indutseeritav promootor. Teisel ja kuuendal rajal on
samuti kontrollina kasutatud AKY 2657 parmitdvi, milles on galaktoosi promootori kontrolli all
TurbolD biotiini ligaas. Kolmandal ja seitsmendal rajal on antud t60 positiivse kontrollina
kasutatud tuvi AKY2622, mis sisaldab metsiktiipi Yaf9 YEATS-domeeni TurbolD
mudelslsteemis. Neljandal ja kaheksandal rajal on antud t66 jooksul valminud Yaf9 YEATS-
domeeni H39A-F46A mutatsiooniga parmitivi AKY?2681. Samuti on joonisel toodud sama
Western blot poluakritlamiidgeel vérvitud Ponceau S vérvimismeetodiga, et kontrollida
valkude Ulekande efektiivsust ja proovide koguseid kvantitatiivseks hindamiseks (Joonis 12B).
Ainult TurbolD biotiini ligaasi ennustuslik valgu suurus on ligikaudu 37 kDa ja Yaf9 YEATS-

domeeni lisandumisel 59 kDa juures, mis vastavad detekteeritud signaalidele.
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Joonis 12. Yaf9 YEATS-domeeni detekteerimine Western blot meetodil. Proovid on
lahutatud 12% SDS-poliakriulamiidgeelil. Primaarse antikehana kasutati ANTI-FLAG®M2 ja
sekundaarse antikehana Goat anti-Mouse 1gG HRP antikeha. Rajal M on valgu suurusmarker
(Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad). A. Rajal 1 on AKY2626 120 minutit
galaktoosis kasvanud rakud, rajal 2 AKY2657 (120 min), rajal 3 AKY2622 (120 min) ning rajal
4 AK2681 (120 min). Rajad 5-8 on sama tiivede jarjekord 180 minutit galaktoosis kasvanud
rakkudega. B. on Western blot geel (A) vérvitud Ponceau S varvimismeetodiga. kDa —
kilodalton

2.3.4. TurbolD biotinuleerimise kontroll

Western blot analiilis néitas, et kdesolevas katses tehtud mutatsioonidega Yaf9 YEATS-domeen
ekspresseerus, kuid detekteeritav signaal oli nGrgem vdrreldes metsiktiupi Yaf9 YEATS-
domeeniga. Jargmisena sooritati muteeritud tiivega hobevarvimine (silver staining), et
kontrollida TurbolD biotindleerimise toimimist antud tives (Joonis 13). Parmituvede
(AKY2622, AKY2626, AKY 2657, AKY2681) kasvatamine viidi labi sarnaselt Western blot
analliusiga, kuid galaktoosi sisaldavasse sootmesse oli lisatud ka 50 uM biotiini (D-Biotin
Thermo Fischer B1595), mida TurbolD biotiin ligaas kasutab substraadina l&heduses asuvate
valkude mérgistamisel. Proovid lahutati 12% SDS-poluakriitlamiidgeelil ning teostati
hdbevérvimine. Radadel 7 ja 8 on punase kastiga téhistatud signaal, kus metsiktiiipi ja mutantse
Yaf9 YEATS-domeeni kiljes olev TurbolD enstiim on maérgistanud iseennast (self-

biotinylation), mis viitab enstitimi funktsionaalsusele ja biotintleerimise toimumisele.
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Joonis 13. Hdbevarvitud Western blot geel muteeritud ja kontrolltiivedega. Proovid on
lahutatud 12% SDS-poliakriulamiidgeelil ja to6deldi hdbevérvimisega. Rajal M on valgu
suurusmarker (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad). Rajal 1 on parmitivi
AKY2626, mis on 120 minutit galaktoosis kasvanud, rajal 2 AKY2657 (120 min), rajal 3
AKY2622 (120 min) ning rajal 4 AK2681 (120 min). Rajad 5-8 on sama tlvede jarjekord 180

minutit galaktoosis kasvanud rakkudega. Punased kastid tahistavad signaali TurbolD ensumi
enesemargistamisest (self-biotinylation). kDa — kilodalton
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2.4. Arutelu

Ké&esoleva t60 eesmaérgiks olnud mutantse Yaf9 YEATS-domeeniga (H39A-F46A) parmitive
konstrueerimine ©Onnestus edukalt. Western blot ja hdbevarvimise analliuside tulemused
naitasid, et S. cerevisiae tiivi TurbolD mudelststeemis, milles on Yaf9 valgu mutantne YEATS-
domeen, on vBimeline valku edukalt ekspresseerima ja TurbolD biotiin ligaas laheduspdhiselt
biotinuleerima. Siiski oli ndha erinevusi vorreldes metsiktlipi Yaf9 YEATS-domeeniga.
Western blot anallis nditas, et mutantne YEATS-domeen ekspresseerus, kuid signaali
intensiivsus oli selgelt ndrgem vorreldes metsiktilbiga (AKY2622). See viitab mitmele
vOimalikule pdhjusele: esiteks, vdib mutatsioon YEATS-domeenis mdjutada valgu stabiilsust,
mille tagajérjel valk laguneb kiiremini ning teiseks, ei saa valistada, et mutatsioon mdjutab
valgu translatsiooni efektiivsust vGi korrektset voldumist. Sarnane erinevus metsiktiupi
YEATS-domeeniga oli tuvastatav ka hdbevérvimisel, kus AKY2681 tives TurbolD-le
iseloomuliku enesemérgistamise (self-biotinylation) signaal oli nGrgema intensiivusega, mis
viitab sellele, et TurbolD kill sailitab oma enslimaatilise aktiivsuse ka YEATS-domeeni
mutatsiooni korral, kuid mérgistamine toimub madalama efektiivsusega. Antud t66 katsete
tulemusi on oluline silmas pidada tulevastes katsetes, mille puhul oleks véimaliku lahendusena
mutantse tiive (AKY2681) puhul pikem kasvatusaeg galaktoosi sisaldavas sdotmes, et
suurendada mutatsioone sisaldava Yaf9 YEATS-domeeni ekspressiooni. Seda toetab ka antud

katses 180 minuti moodudes tdheldatud kdrgem valguekspressioon vdrreldes 120 minutiga.

Jargmise sammuna vO@iks hinnata mutantse Yaf9 valgu stabiilsust ja lagunemist rakkudes, et
saada téiendavat teavet mutatsioonide mdju kohta. Naiteks Yaf9 mRNA taseme maaramine
vOimaldaks hinnata, kas taheldatud erinevused valgu konsentratsioonis tulenevad
transkriptsioonitasemest. Yaf9 YEATS-domeeni H39A-F46A mutatsioon sai valitud Wang et
al. artiklis kirjeldatud funktsionaalsete katsete pdhjal, kus antud mutatsiooni sisaldav parmitivi
oli tundlik erinevatele stressoritele nagu mikrotuubulite polimerisatsiooni inhibiitor benomuidil
(benomyl) ja DNA replikatsiooni stressi pohjustav hidrokstuurea (hydroxyurea) (Wang et al.,
2009). Tundlikkus antud kemikaalidele viitab probleemidele rakutsukli regulatsioonis ja DNA
reparatsioonimehhanismides. Lisaks, ei olnud H39A-F46A mutatsiooniga tuvi eluvdimeline
formamiidi (formamide) juuresolekul. Mainitud stressoritele tundlikku fenotitpi omavad ka
rakud, kus puudub YAF9 geen, mis viitab antud YEATS-domeeni mutatsioonide olulisusele

Yaf9 valgu funktsioneerimisel.

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli tulevikus kasutada TurbolD l&heduspdhist margistamist,

selgitamaks, kas YEATS-domeen on v@imeline lisaks histoonide modifikatsioonidele
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seonduma Ka teiste valkude ja neil esinevate modifikatsioonidega ning maarata, kas mutatsioon
H39A-F46A YEATS-domeenis mojutab tekkinud interaktsioone. Varasemalt on néidatud, et
Yaf9 kuulub kahe valgukompleksi NuA4 ja SWR1 koosseisu interakteerudes labi C-
terminaalse domeeni (Bittner et al., 2004; Zhang et al., 2004). Selleks, et uurida vaid YEATS-
domeeni seondumisspetsiifikat ning valtida C-terminuse poolset valkudega seondumist on
antud t66s C-terminaalne valgu osa eemaldatud. Vdimalikust Yaf9 YEATS-domeeni
seondumisest teiste valkude modifikatsioonidega tdendavad Candida albicans-is 1&bi viidud
katsed, kus naidati, et Yaf9 YEATS-domeen suudab &ra tunda NuA4 kompleksi kuuluval Eafl
valgul esineva atsetiiilmargise (K173) ning vahendab seeldbi Yaf9 ja Eafl valkude vahelist
interaktsiooni (X. Wang et al., 2018). Lisaks oleks véimalik uurida, kas ja mil maaral mgjutab
Yaf9 YEATS-domeeni mutatsioon SWR1 ja NuA4 komplekside funktsioneerimist.

Kokkuvdttes naitavad antud t60 tulemused, et k&esolevas t66s loodud mutantne Yaf9 YEATS-
domeeniga  parmitivi  on  sobiv  tdoriist  edasisteks  proteoomikap8histeks
interaktsioonanalliiisideks. T66 loob aluse, et sustemaatiliselt uurida YEATS-domeeni
seondumist valkude ja neil esinevate modifikatsioonidega ning vBimaldab tuvastada selle uusi

vOimalikke rolle rakulistes protsessides osalemisel.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t06 eesmark oli konstrueerida mutantne Saccharomyces cerevisiae tivi, milles Yaf9
valgu YEATS-domeen sisaldab kahte punktmutatsiooni (H39A ja F46A) TurbolD
mudelsisteemis, mida oleks vBimalik kasutada edasistes Yaf9 YEATS-domeeni funktsiooni

uurivates katsetes.

T00 esimeses etapis konstrueeriti tlive loomiseks kasutatav vajalike mutatsioonidega plasmiid.
Selleks kasutati overlap extension PCR meetodit, kus nelja jarjestikuse PCR reaktsiooni
tulemusel sinteesiti plasmiid, milles mutatsioonidega YAF9 YEATS-domeen koos TurbolD
jarjestusega on galaktoosiga indutseeritava promootori kontrolli all. Parast mutatsioonide
esinemise korrektsuse kontrolli transformeeriti mutatsioonidega plasmiid parmirakkudesse
(AKY367), kasutades Aflll ensiiumiga lineaarseks l18igatud plasmiidi integreerimist ade2

lookusesse homoloogse rekombinatsiooni teel ning saadi parmitivi AKY2681.

Seejarel kontrolliti mutantse Yaf9 YEATS-domeeni ekspressiooni Western blot meetodil. Nelja
erineva parmittve valke anallisiti parast galaktoosiga indutseerimist kahes ajapunktis (120 ja
180 minutit). Tuvastati, et mutatsioonidega tlvi AKY2681 ekspresseeris Yaf9 YEATS-
TurbolD valku, kuid signaal oli selgelt nGrgem vdrreldes metsiktiilpi domeeni sisaldava tiivega
AKY2622. See viitab vdimalusele, et mutatsioonid mdjutavad domeeni stabiilsust voi
ekspressioonitaset. Lopuks analtdsiti TurbolD ensulimi biotintleerimisv8imet hobevarvimise
abil. Anallius naitas TurbolD ensulimile kohast enesemargistamist (self-biotinylation) nii
metsiktiipi kui ka mutantse Yaf9 YEATS-domeeni puhul, kinnitades, et TurbolD on

funktsionaalne ka mutatsioonidega tlives.

Edasistes uuringutes saaks hinnata mutantse Yaf9 valgu stabiilsust ja lagunemist, et saada
taiendavat teavet antud mutatsioonide mdju kohta. Samuti annavad tulemused aluse edasiseks
valgukomplekside laheduspOhiseks tuvastamiseks, et paremini mdista YEATS-domeeni
struktuurilisi omadusi, seondumisspetsiifilisust ning rolli rakulistes mehhanismides, r6hutades

selle funktsionaalsuse téhtsust nendes protsessides.
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SUMMARY

Construction of a Yaf9 protein with a mutant YEATS domain in the TurbolD

modelsystem in baker's yeast Saccharomyces cerevisiae

Teia Friedenthal

Histones are structural components of nucleosomes, and the post-translational modifications
(PTMs) of their "tails" influence the degree of nucleosome packaging and the accessibility of
DNA for gene transcription (Marifio-Ramirez et al., 2005; Wood & Shilatifard, 2004). One of
the main modifications is acetylation, which reduces the interaction between histones and DNA,
thereby increasing DNA accessibility (Ito & Adcock, 2002). In cells, there are complexes that
contain histone reader protein domains that recognize specific histone modifications (Cuvier &
Fierz, 2017; Zhao et al., 2017).

One such domain is the YEATS domain, which selectively recognizes histone acetylation
(Schulze et al., 2010). This work focuses on the YEATS domain of the Saccharomyces
cerevisiae Yaf9 protein, which is involved in the regulation of cellular transcription through the

"reading" of acetylation and is essential for the proper functioning of Yaf9 (Zhang et al., 2004).

The overall aim of this study was to construct a S. cerevisiae strain using the TurbolD
modelsystem, in which the YEATS domain of the Yaf9 protein contains mutations where
histidine (H) at position 39 and phenylalanine (F) at position 46 are mutated to alanine (A). The
TurbolD enzyme fused to the Yaf9 protein allows for subsequent proximity-based biotinylation

to identify protein complexes associated with Yafo.

In the first stage of the study, a plasmid containing the necessary mutations for strain
construction was generated. This was achieved using the overlap extension PCR method, in
which four successive PCR reactions were carried out to synthesize a plasmid in which the
mutated YAF9 YEATS domain, fused with a TurbolD, was placed under the control of a
galactose-inducible promoter. After confirming the correct incorporation of the mutations, the
mutated plasmid was transformed into yeast cells (AKY367) by integrating the Aflll-linearized
plasmid into the ade2 locus via homologous recombination. As a result, a yeast strain AK2681
was obtained, which carries the Yaf9 protein YEATS domain mutations H39A and F46A under

the control of a galactose promoter, along with the TurbolD biotin ligase.
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The expression of the mutant protein was assessed using Western blot analysis, which yielded
a positive signal but indicated a lower protein level in the mutant strain compared to the wild-
type. A similar difference compared to the wild-type YEATS domain was also detectable in
silver staining, where the self-biotinylation signal characteristic of TurbolD in the AKY2681
strain was of lower intensity. This suggests that although TurbolD retains its enzymatic activity
even in the presence of the YEATS domain mutation, the labeling occurs with reduced

efficiency.

The next step could involve assessing the stability and degradation of the mutant Yaf9 protein
in cells to gain further insight into the impact of the mutations. For example, determining Yaf9
MRNA levels would help evaluate whether observed differences in protein concentrations are
due to transcriptional regulation. Additionally, it would be valuable to investigate whether and
to what extent the mutation in the Yaf9 YEATS domain has affected the function of the SWR1
and NuA4 complexes, of which Yaf9 is a component (Zhang et al., 2004).

The results also provide a basis for further proximity-based identification of protein complexes,
in order to better understand the structural characteristics of the YEATS domain, its binding
specificity, and role in cellular mechanisms, highlighting the importance of its functional

intergrity in these processes.
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TANUSONAD

Sooviksin stiidamest tdnada juhendajat Henel Jirgensi, kes dpetas mulle vdga palju laboritd6
tavade ja tehnikate kohta ning kanntlikult vastas mu paljudele kiisimustele t60 tegemise jooksul.
Raske oleks saanud soovida paremat juhendajat, kes alati oli suureks toeks nii laboris kui ka
kirjaliku osa valtel ning kelle nBuannete ja juhtimise najal see t66 valmis sai.

Sooviksin tdnada ka juhendajat Arnold Kristjuhanit, kes mind uurimisgruppi soojalt vastu vottis
ja julgustust pakkus. Selle juures tdnaks ka Signe Varvi, kes oli alati valmis ndu andma ja mu
katseid Ule vaatama ning ka teisi rakubioloogia dpetooli inimesi, kes olid kdik laborit6d jooksul

s6bralikud ning abivalmid.
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LISAD

Lisa 1. Plasmiid pBlueScript-ADE2_GAL-YAF9-YEATS-TurbolD-3xFLAG. Plasmiid,
mida kasutati galaktoosi promootori kontrolli all oleva Yaf9 YEATS-domeeni 39. ja 46.
positsioonis olevaid mutatsioone ja TurbolD-d sisaldava plasmiidi konstrueerimiseks. Joonisel
on vélja toodud GAL promootor (sinine), SV40 NLS tuumalokalisatsiooni signaali jérjestus,
Yaf9 YEATS-domeen (oranz), TurbolD (roheline) ning 3XxFLAG epitoop. Joonisel mérgitud
lisaks t00s kasutatud praimerid ja Aflll restriktaasi I16ikekoht ade2 markergeenis. Joonis on
tehtud VectorBee programmiga.
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