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INFOLEHT
Valk Mgm101 ja selle deletsiooni mdju mitokondriaalse DNA stabiilsusele

Valk Mgm101 (mitochondrial genome maintenance) on Saccharomycces cerevisiae Rad52-
thdpi valk, mis on vajalik mitokondriaalse DNA (mtDNA) stabiilsuse séilitamiseks. Zuo et al.
2002. aasta artiklis on ndidatud, et Mgm101l on vajalik metsiktiiipi ja neutraalsete
hingamismutantide mtDNA séilitamiseks. Samas t60s on véide, et Mgm101 pole vajalik
hlpersupressiivsetele mutantidele, mis sisaldavad ori/rep-jarjestusi, sest need séilitavad
stabiilse mMtDNA Mgm101 deletsiooni korral. Kéaesolevas t6ds vaadeldi kahte ori/rep-
jarjestust sisaldavat tiive A1l ja A1184 ning vastandudes Zuo tulemustele selgus, et mdlema

tive mtDNA stabiilsus on héiritud valgu Mgm101 deletsioonist.

Marksonad: mitokondriaalne DNA, valk Mgm101, mtDNA stabiilsus, pagaripdrm

Saccharomyces cerevisiae

CERCS kood: P320 (Nukleiinhappe suintees, proteiini slintees)

Protein Mgm101 and its deletion impact on the stability of mitochondrial DNA

Protein Mgm101 (mitochondrial genome maintenance) is Saccharomycces cerevisiae Rad52-
type protein, which is necessary to maintain the stability of mitochondrial DNA. Previously, it
has been claimed (Zuo et al., 2002), that Mgm101 is necessary for the stability of mtDNA in
wild-type p* and neutraal p~ mutants but not for hypersuppressive mutants containing ori/rep
sequence because as these mutants appeared to maintain stable mtDNA without Mgm101. In
this thesis two hypersuppressive strains — A1l and A1184 — with ori/rep sequence were
analyzed and the results showed that the disruption of Mgm101 affected mtDNA stability in
both strains contradicting previous results by a different group.

Keywords: mitochondrial DNA, protein Mgm101, mtDNA stability, baker’s yeast

Saccharomyces cerevisiae

CERCS code: P320 (Nucleic acid synthesis, protein synthesis)
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KASUTATUD LUHENDID

BER — lammastikaluste véljalbige (base excision repair)

CO —ristsiire (crossover)

DSB — kaheahelaline katke DNA ahelas (dual-stranded break)

DSBR — kaheahelalise katke parandus (double-strand break repair)

EtBr — etiidiumbromiid

hph — antibiootikum hugromtsiin B

HR — homoloogiline rekombinatsioon (homologus recombination)

HSp™— hupersupressiivne parmitivi (hypersuppressive)

kb — tuhat aluspaari (kilo basepair)

LiOAc — liitiumatsetaat

MMR - valepaardumiste parandamine (mismatch repair)

mtDNA — mitokondriaalne DNA (mitochondrial DNA)

Np— neutraalne parmitivi (neutral)

NER — parandus nukleotiidi valjaldikamisega (nucleotide excision repair)

NHEJ — omavahel mittehomoloogiliste kaheahelaliste katkete liitmine (non-homologous end
joining)

nt — nukleotiid

ORF — avatud lugemisraam (open reading frame)

ori/rep — replikatsiooni alguspunkt (origin of replication)

RC mudel — veereva ratta mudel (rolling circle model)

p(rho) — parmituvi, mis mtDNA deletsioonide tdttu ei ole vBimeline mitokondriaalseks
geeniekspressiooniks

p(rho)* — parmitivi, milles mitokonder funktsioneerib normaalselt, fenottiibiliselt wt
p(rho)® — parmitiivi, mis on kaotanud oma mtDNA

SDSA - siinteesist sdltuv ahelaparandus (synthesis-dependent strand-annealing)
Sp™— supressiivne parmituvi (suppressive)

SSB-valk — Uksikahelalise DNA-ga seonduv valk (single-stranded DNA-binding protein)
sSDNA — (iheahelaline DNA (single-stranded DNA)

wt — metsiktlupi parmitdvi (wild type)

YPD — gliikoosi sisaldav tardsodde



SISSEJUHATUS

Mitokondriaalne DNA kodeerib mitokondri t06ks vajalikke valke ja seetdttu on selle
stabiilsus mitokondri tooks &armiselt vajalik. Siiski on organisme, kes on voimelised Ule
elama mtDNA deletsioone v&i sootuks selle kadu. Nende hulgas ka kaesoleva t66

uurimisobjekt Saccharomyces cerevisiae (pagariparm).

Pagariparm on laialdaselt kasutatav mudelorganism oma kéttesaadavuse, ohutuse, eetilisuse ja
kOrge uurituse taseme tottu. Pagariparmi jaotatakse mtDNA sisalduse pdhjal p*, p™ ja p° tuitipi
tiivedeks. p* ehk wt (metsiktiiiipi) tiivedes on normaalselt funktsioneeriv mtDNA, p~ tiivedes

on mtDNAs toimunud deletsioonid ja p° tiitipi tiivedes puudub mtDNA taielikult.

mtDNA stabiilsuse eest vastutab suur hulk valke, mille tilesanded varieeruvad replikatsioonist

reparatsioonini.

Valk Mgml101 on vajalik mtDNA séilitamiseks, tdites (lesandeid DNA sidumises,
parandamises ja paljundamises. Mgm101 on vajalik oksudatiivselt kahjustunud mtDNA
parandamisel. Mgm101 osaleb replikatsioonis ja vOimalik, et ka telomeeride sailitamisel
(Pevala et al., 2016).

Zuo ja kaasautorite 2002. aasta artiklist jareldus, et Mgm101 on vajalik pagariparmi wt
rakkude ja Np™~ hingamismutantide mtDNA siilitamiseks, aga pole vajalik HSp" tlivedele, kus

mtDNA fragment séilis vaatamata MGM101 geeni deleteerimisele.

Bakalaureusetd6 eesmargiks oli uurida valgu Mgml101 mdju mtDNA stabiilsusele HSp~
tivedes A1l ja A1184. Selleks loodi deletsioonitiived, millest valiti kaheksa kolooniat, millest
eraldati DNA ja viidi labi mtDNA analius.

LOputdd valmimise eest soovin tdnada oma 18putdd juhendajat PhD Tiina Sedmani, kes oli
igakulgselt toeks nii laborikatsetes kui ka kirjutamisel. Samuti soovin tdnada oma
laborikaaslasi Tartu Ulikooli Uldise- ja mikroobibiokeemia laborist, eriti vanemlaboranti
Maie Looritsat ja professor Juhan Sedmani. Suur tanu ldheb ka mu kursusekaaslasele Mari-
Liis Sullale, kellega kdrvuti katseid tegime. Soovin oma 16put66 piihendada oma perele, kes
hoolimata k&igest julgustasid mind edasi minema. Téanan oma 0de Virve Kassi keelelise toe ja

noormeest Allan Kustavust pildito6tluse abi eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Mitokonder

Mitokonder on eukartiootse raku organell. Mitokonder on Umbritsetud kahe membraaniga
ning tal on oma genoom. Kahe membraani t6ttu on mitokonder jagatud kompartmentideks:
valismembraan, membraanidevaheline ruum, sisemembraan ja selle sissesopistused ehk
kristad ning maatriks (Chance, 1963). Lisaks on parmi mitokondri struktuuris téhtis roll
MAM-il (mitochondria-associated membrane) — mitokondriga seondunud endoplasmaatilise
retiikulumi membraanil, mis osaleb raku fiisioloogias ja homeostaasis (Gaigg et al., 1995).
Mitokondrid on suuruselt sarnased bakteritega: nende Iabim6dt jadb vahemikku 0,5-1,0 um
(Parthasarathi et al., 2002). Mitokondrite pdhitlesandeks on raku energiaga varustamine —
mitokondri sisemembraanil toimub oksudatiivse fosforiilimise tulemusel energia talletamine
ATP-na. Samuti on véaga oluliseks Ulesandeks Fe-S klastrite kokkupanek mitokondris (Lill et
al., 2012). Veel on mitokondrid seotud signaliseerimisega, antiviraalsete vastustega, raku
diferentseerumise, rakusurma (apoptoosi), rakutsukli ja rakukasvu kontrollimisega (McBride
et al., 2006). Mitokondrid osalevad heemi, aminohapete ja nukleotiidide biostinteesis, uurea
tsuklis, rasvhapete metabolismis ning ROS-ide (reaktiivsed hapnikuiihendid) tekkes (lilevaade
Kaniak-Golik ja Skoneczna, 2015).

1.2 Mitokondriaalne DNA

Mitokondritel on oma DNA — mtDNA (mitokondriaalne DNA). Mitokondrite geneetiline
materjal on lihtsustunud, seetdttu kodeeritakse mitokondris vaid vahesel hulgal valke
(Truscott et al., 2003). Enamik mitokondrile vajalikke valke on kodeeritud tuumas,
slinteesitud tsutoplasmas ja seejarel transporditud mitokondrisse (Neupert, 1997). mtDNA
genoomi suurus on vaga varieeruv - pagariparmi mitokondriaalne genoom on 85kb (Foury et
al., 1998), samas kui inimese oma on 16,5 kb suurune (Anderson et al., 1981). Kuigi parmide
mtDNA on suurem kui inimestel, on see geenivaesem (Shadel, 1999). Seega on parmi
mtDNA-s geenide vahel pikad mittekodeerivad DNA-jarjestused. Imetajate mtDNA on
rongasmolekul, aga taimede-parmide mtDNA on enamasti lineaarne (Shadel, 1999). Inimese
MtDNA kodeerib 13 OXPHOS(oxidative phosphorylation)-seoselist MRNA-d, 22 tRNA-d ja
2 rRNA-d (Anderson et al., 1981).

Pagariparmi mtDNA on sekveneeritud, see koosneb 85779 aluspaarist (nt), sisaldab 7

hipoteetilist ORF-i, tstitokroom ¢ oksidaasi alathikuid I, 11 ja Il (cox1, cox2 and cox3), ATP
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slintaasi alatihikuid 6, 8 ja 9 (atp6, atp8 and atp9), apotsiitokroom b (cytb) ning ribosomaalset
valku (varl) (Foury et al., 1998). Seega kodeerib S. cerevisiae mtDNA seitset oksudatiivseks
fosforilatsiooniks vajalikku valku ning kahte rRNAd, 24 tRNAd, Uht mitokondriaalse
ribosoomi vaikese sublhiku valku ja tihte 9S RNAd (vt. Joonis 1) (Foury et al., 1998).

I5S RNA
9S RNA

<+ ¢ 4l > > - »
|| TR L !I
i < U G G b b b

1.7 kb 1,6 kh
Joonis 1. Tuve FY1679 sekveneerimisel saadud mtDNA lineaarsel kujul kujutatuna.

Halliga on mérgitud intronid ja intronitega seotud ORF-id; punasega eksonid ja valke
kodeerivad geenid; rohelisega tRNA-d; tumesinisega ori-elemendid; kollasega 9S, 15S ja 21S
RNA-d; helesinisega lingad, mis antud artiklis mtDNA kaardil téideti. Seest valged
kolmnurgad tahistavad kaht suurt deletsiooni (vorreldud poolikult sekveneeritud tiivega
D273-10B) (positsioonides 29295 ja 80030). Mustad kolmnurgad téhistavad
transkriptsiooniinitsiatsiooni saite (kokku leiti neid 19) ning kolmnurkade suund tahistab
transkriptsiooni suunda. Néidatud on ka mMtDNA poolt kodeeritavad hingamisahela
komponendid: tsutokroom c oksudaasi (kompleks 1V) subthikuid I, 11 ja 1l (cox1, cox2,
cox3); FiFo -ATPaasi (kompleks V) subihikuid 6, 8 ja 9 (atp6, atp8, atp9); apotsitokroom b
(kompleks I11) (cytb); ribosomaalne valk varl. Joonisel on néidatud 7 replikatsiooni ori-
sarnast elementi ning 21S ja 15S ribosomaalsed RNA-d (15S RNA, 21S RNA). Veel on
joonisel 24 tRNA-d ja RNaas P komponent 9S (9S RNA). (Foury et al., 1998)

mtDNA on pakitud valk-DNA kompleksidesse - nukleoididesse (Miyakawa et al., 1987). Osa
nukleoide on seotud mitokondri sisemise membraaniga ja enamus paiknevad Uhtlaselt Gle
retiikulumi (Garrido et al., 2003). Parmi iga nukleoid sisaldab 1-10 koopiat mtDNA-d (Chen
ja Butow, 2005).

Pagaripd&rmi mtDNA omapéraks on korge adenosiin-timidiini (AT) sisaldus (~82%),
kusjuures enamik AT ja guanosiin-tsttosiini (GC) paare paiknevad rthmiti: suured (150-
1500bp) AT-rikkad jarjestused vahelduvad lihemate (50-80bp) GC-klastritega (Grossman et
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al., 1971). Olenevalt parmi tiivest on mtDNA-s 7-8 ori/rep-jarjestust, mis sisaldavad kolme
konserveerunud GC-rikast plokki (A, B ja C) ning on (ksteisest eraldatud AT-aladega (vt.
Joonis 2) (Foury et al., 1998). Ent lksnes nelja ori/rep-jarjestust (1, 2, 3 ja 5) peetakse

aktiivseks, sest neil on olemas transkriptsiooni promootor (Baldacci ja Bernardi, 1982).

A B C

50 bp

Joonis 2. ori/rep jarjestuse ehitus. Lihikesed GC-rikkad A, B ja C plokid on (ksteisest
eraldatud pikemate AT-aladega. Mustaga on téhistatud elemendid, mis on 100%
konserveerunud transkriptsiooniliselt aktiivsete ori/rep-alade vahel, halliga on véhemal
maaral konserveerunud alad. Valge nool téhistab promootorit ja nditab transkriptsiooni
suunda. Mustad nooled naitavad Gimberpd6ratud jarjestusi plokkides A ja B ning nende vahel

olevat AT jarjestust. (Lorimer et al., 1995)

mtDNA sisalduse pdhjal jaotatakse pagariparm p* metsiktiitibiks (wt — wild-type) ning p ja p°
mutantideks (Nagley ja Linnane, 1970). wt ehk p* rakkudes on séilinud normaalne mtDNA. p-
-1 on mtDNAs toimunud deletsioonid ning p° rakkudes puudub mtDNA sootuks (Blanc ja
Dujon, 1980).

1.3 Parmseente hingamismutandid

Petite-posiitivsetel parmidel, nditeks Saccharomyces cerevisiae’l on omapéarane voime piisida
elujoulisena péarast mtDNA deletsioone (Kominsky ja Thorsness, 2000). Mutantide teke on
loomulik fenomen, esinedes pagariparmi laboritivede puhul 1-2%-il (he generatsiooni
rakkudest.  Mutantide  esinemissagedust on  v@imalik  suurendada  keemiliste
manipulatsioonidega (nditeks to6tlus etiidiumbromiidiga), UV-kiirgusega, naljutamisega,
ebasobiva temperatuuriga ja valguhéiringutega (Heude et al., 1979).

Parmseente hingamismutantides on mitokondriaalne genoom tdielikult voi osaliselt kadunud,

seetOttu pole nad voimelised kasvama mittefermenteeritaval stsiniku allikal (nt. glitseroolil)

(Nagley ja Linnane, 1970). Selliseid mutante nimetatakse p-mutantideks ja parmide mtDNAd



p-faktoriks (Williamson, 2002). Mutantide teket saab kontrollida glukoosirikkal s6dtmel: wt
(p*) parmirakud moodustavad suuri kolooniaid, aga mutandid moodustavad kaabuskolooniaid
(petite-kolooniad), sest neil puudub funktsionaalne hingamisahel (Nagley ja Linnane, 1970).
Ké&abusmutantide aeglasem kasv on tingitud sellest, et neil puudub oksilidatiivse
fosforileerimise metabolismirada (34ATP-d Uhe glikoosi molekuli kohta), ATP-d toodavad
nad glikolulsi ja etanoolk&aritamisega (2ATP-d Uhe glukoosi molekuli kohta) (Blanc ja
Dujon, 1980).

p’-des v@ib mitokondriaalne genoom kaduda erinevatel pdhjustel, naiteks on toimunud
deletsioonid tuumageenides, mis kodeerivad valke, mis on vajalikud mtDNA replikatsiooniks
(DNA poliimeraas y, Miplp, ssDNA-siduv valk, Rimlp, Cdc9p) vdi on punga sattunud
defektne mtDNA (Zuo et al., 2002). p™-des deletsioonist puutumata jadnud DNA fragmendid
amplifitseeritakse ning saadakse wt-ga umbes sama hulk mtDNA-d (MacAlpine et al., 2001).
Soltuvalt deleteerunud osast jagunevad p-mutandid neutraalseteks (Np-), supressiivseteks (Sp-
) ja hiipersupresiivseteks (HSp’) (Ephruss ja Grandchamp, 1965). Np~-rakkude ristamisel wt-
ga on jarglaskond wt genoomiga, Sp~ korral on jarglaskonnas rohkem mutante kui wt rakke ja
HSp™ korral on kuni 100% jarglastest p™-rakud, seega on hipersupressiivsus (HS) parilik
tunnus (Blanc ja Dujon, 1980). Hingamismutantide parandumisest annab Ulevaate joonis 3.
HSp~ mutantide genoomid sisaldavad konserveerunud ja promootoriga aktiivset ori/rep-
jarjestust, samas pole teada, kas ori (origin of replication) annab segregatsiooni VOi

replikatsiooni eelise (MacAlpine et al., 2001).
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Joonis 3. Hingamismutantide ristamine metsiktiivega. p’-mutantide ristamisel wt-ga on
tulemuseks ainult wt rakud. Sp~ ristamisel wt-ga on tulemuseks nii supressiivsed kui ka
metsiktiitipi rakud. HSp™ ristamisel wt-ga on tulemuseks valdavalt (>95%) HS rakud. Seega
on antud tunnuse périlikkus mittemendellik. Joonis on illustratiivne ega esinda reaalset

jarglaste suhet. Joonis on kohandatud eestikeelseks Williamsoni 2002. aasta artikli pdhjal.

1.4 Mitokondriaalse DNA replikatsioon

Mitokondritel on oma replikatsiooni-, transkriptsiooni- ja translatsiooniaparaat. Erinevalt
ainult S-faasis toimuvast tuuma DNA replikatsioonist, toimub mtDNA replikatsioon kogu
rakutsiikli véltel, aga eelkBige on replikatsioon vajalik rakkude pooldumisel (Bogenhagen ja
Clayton, 1977). Imetajate mtDNA replikatsiooniks on vajalik DNA poliimeraasi y-kompleks,
mis koosneb kahest subihikust (suurustega 140 kDa ja 55 kDa) (St. John et al., 2010). Lisaks
poliimeraasile osalevad imetajatel replikatsioonis DNA helikaas TWINKLE (kerib
kaheahelalise DNA lahti Uheahelaliseks), SSB-valgud (single-stranded DNA binding
proteins) ja mitokondriaalne RNA polimeraas (Jemt et al., 2011). TWINKLE, poliimeraas-y
ja SSB-valgud moodustavad replisoomi kompleksi (Jemt et al., 2011). Kuna mtDNA

replisoom koosneb véhestest osadest, saab seda jargi teha in vitro tingimustes (Korhonen et
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al., 2004). Clayton kaasautoritega (1982) on imetajate replikatsioonimehhanismiks vélja
pakkunud asunkroonse ahelaasenduse, kus osalevad (hesuunalised juhtiva (On-heavy) ja
mahajéddva ahela (Ov-light) replikatsiooni alguspunktid. Replikatsioon algab Ow-It ja
moodustub pikk ssDNA regioon kuni Or-ni, kust seejarel toimub vastasahela slinteesi
initsiatsioon (Clayton, 1982). Uuemad t66d on aga valja pakkunud, et replikatsioon on
ahelasiinkroonne ja kahesuunaline (Holt et al., 2000). Varasemad tulemused vdisid olla
moonutatud artefaktide poolt, sest topoloogilise analulsi tlgendamine s6ltub nukleiinhapete

ekstaheerimismeetodist (Pohjoismaki et al., 2010).

Parmis on mtDNA replikatsioonimehhanism osaliselt veel hipoteetiline. Vélja on pakutud
transkriptsioonist  sOltuv  (Maleszka et al., 1991) ja rekombinatsiooni juhitud
replikatsioonimudel (Ling et al., 2007). Parmi 7-8 ori/rep-jarjestusest nelja peetakse
replikatsiooni initsiaatoriteks (de Zamaroczy et al., 1984). Algselt peeti vdimalikuks veereva
ratta mudelit, mida toetab kolm avastust: enamik parmi mtDNA-st on lineaarne, selles
esinevad lasso-struktuurid ja rongad ssDNA sabaga (Maleszka et al., 1991). Viimaste
olemasolu vihjab sellele, et mahajadva ahela stintees ei pea sammu juhtiva ahela omaga, vaid
moodustatakse Okazaki fragmentidena (Maleszka et al., 1991). Pagariparmi pdhjal on vélja
tootatud mMtDNA replikatsiooni initsiatsioonimudel, milles osalevad Miplp (MtDNA
poliimeraas y), Rim1p (ssDNA-d siduv valk), Rpo41p (mitokondriaalse RNA poliimeraas) ja
Mtflp (mitokondriaalse transkriptsiooni faktor) (Graves et al., 1998). Rpo4lp siinteesib
luhikese RNA praimeri promootoriga ahela ja promootorita ahela alguse siinteesib
hlpoteetiline primaas, seejarel Miplp kasutab RNA praimereid, et pikendada uusi DNA
ahelaid (Graves et al., 1998). Vaata joonis 4.

Teise  replikatsioonimehhanismi  variandina on valja pakutud homoloogilisest
rekombinatsioonist algatud replikatsioon, mis sarnaneb bakteriofaagi T4 replikatsiooni
mudelile (Ling et al., 2000). Rekombinatsiooni-juhitud replikatsioon sai kinnitust Gerholdi ja
kaasautorite (2010) t66s Candida albicans’iga. Varasemad uuringud on tehtud peamiselt
pagariparmi p-mutanditega (lilevaade Contamine ja Picard, 2000) ja vdivad seetdttu erineda
wt mtDNA topoloogiliste uuringute tulemustest. Veel on katseid tehtud Candida parapsilosis-
ga, nendest selgus, et mitokondriaalsed telomeerid on rekombinatsiooni juhitud replikatsiooni
hot spot-ideks (Gerhold et al., 2014). Vaata joonis 4.
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Joonis 4. mtDNA replikatsiooni mudelite variandid pagariparmis. (a) Replikatsioon algab
aktiivselt ori-It, kui Ntglp teeb kaheahelalise katke (DSB). Punasega on ndidatud veereva
ratta (RC — rolling circle) mudel ja rohelisega RNA juhitud replikatsioon. RC mudelis Mhrlp
vahendab replikatsiooni initsiatsiooni tootmaks konkatemeere. Rohelisega néidatud raja
tulemuseks on Holliday vaheiihendid. Seejarel kantakse konkatemeerid tlitarrakkudesse ja
moodustuvad thesuurused mtDNA rdngad. (b) Replikatsioonimudelid detailsemalt — 5'-dsExo
tekitab Uleulatuvad 3'-otsad. Kui Mhrlp paardub ainult he 3'-ssDNA sabaga, algab RC
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replikatsioon. Kui Mhrlp paardub mdlema 3'-ssDNA sabaga on tulemuseks Holliday
vahetihendid. Viimasel juhul tuleb méngu Ccelp, mille abil tekivad CO produktid
(tsirkulaarsed mtDNA multimeerid). Joonis on kohandatud eestikeelseks Solieri 2010. aasta

artikli pohjal.

1.5 Mitokondriaalse DNA reparatsioon

Mitokondris on parandusmehhanismideks homoloogiline rekombinatsioon (HR — homologous
recombination), BER (base excision repair, lammastikaluste valjaldige), NER (nucleotide
excision repair, nukleotiidide valjaldige), valepaardumiste parandamine (MMR — mismatch
repair) ning NHEJ (non-homologous end joining, mittethomoloogne DNA otste Gihendamine)
(Glevaade Svilar et al., 2011; Kalifa et al., 2012). BERi, NERi ja MMRI puhul koérvaldatakse
kahjustused valjaldikega ning HRi ja NHEJi puhul toimub rekombinatsioonis6ltuv

reparatsioon.

HR ja NHEJ on vajalikud kaheahelaliste katkete (DSB) parandamiseks (Alexeyev et al.,
2013). HR on konserveerunud kdigis kolmes elu domeenis ning on olemas ka viirustes. HRi
puhul toimub DNA vahetus peaaegu téiuslikult homoloogiliste paarisaja aluspaariga
jarjestuste vahel (Symington, 2002). HRi molekulaarsete mehhanismide seletamiseks on valja
kaidud palju eri mudeleid, millest populaarseimad on DSBR (double-strand break repair)
(Szostak et al., 1983) ja SDSA (synthesis-dependent strand-annealing). Vaata joonis 5.
Mdlemas mudelis algab rekombinatsioon 3' (heahelaliste sabade loomisega (Symington,
2002). DSBR'is toimub seejarel 3'-otste sissetung homoloogsesse dupleksisse, pérast
ligeerimist moodustub topelt-Holliday-uhendus ning tulemuseks on vordses koguses ristunud
(crossover) ja ristumata produkte (Szostak et al., 1983). SDSA'is toimub Uhe 3' saba sissetung
homoloogsesse dupleksisse, algab DNA sintees, uus ahel paardub teise 3' otsaga ja DNA

slintees 18petab parandamise (Symington, 2002).
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b C
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Joonis 5. HR mudelid. a) Kaheahelalise katke parandamine algab mdlemal mudelil 3'
uleulatuvate otste loomisega, seejarel toimub ahela invasioon ja DNA suintees, moodustub D-
silmus. b) DSBR'i puhul moodustub kahe Holliday thendusega vahelihend, mis pérast
stinteesi ja ligeerimist katkeb Holliday thenduste kohalt, moodustades vdrdses koguses
ristunud ja ristumata produkte. ¢) SDSA korral toimub ahela asendus ja seondumine
(annealing). Teisele ahelale j&&v tuhik tdidetakse siinteesi ja ligeerimise teel. Joonis on
kohandatud eestikeelseks Sung'i ja Klein'i 2006. aasta artikli pohjal.

BERI peetakse Uheks lihtsamaks parandusrajaks ja see on kasutusel lihtsamate, aluspaari
tasandil kahjustuste korral (Baute ja Depicker, 2008). BER rada koosneb neljast
pbhisammust: aluspaari kahjustuse dara tundmine ja selle eemaldamine; DNA otsa to6tlemine;

tthiku téitmine ja viimaks ligeerimine (Kaniak-Golik ja Skoneczna, 2015). Ka NER ja MMR
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on sarnase t06pOhimdttega, aga parandus toimub nukleotiidide tasemel. Erinevuseks on
kasutatavad ensulimid — BER'is on kasutusel DNA glukostlaasid (Svilar et al., 2011). MMR-
is osalevad MSH- (Msh2-Msh6) ja MLH-valgud (MIh1-Pmsl) (Alexeyev et al., 2013).

1.6 Saccharomyces cerevisiae mudelorganismina

Mudelorganismi valikul lahtutakse kolmest aspektist: mudelorganismiga t06tamine peab
olema eetiline ja eksperimentaalselt mugav; mudelorganism varustab teadlasi raamistikuga,
mille abil optimeerida meetodeid ning mudelorganism peab esindama suuremat Kklassi
uuritava fenomeniga elusolendeid (Karathia et al., 2011). Saccharomyces cerevisiae ehk
pagaripdrm on laborites laialdaselt kasutatav mudelorganism, sest tegemist on eukariiootse
ainuraksega, kes suudab kasvada erinevates keskkonnatingimustes ja talub manipulatsioone
(Drubin, 1989).

Ainuraksus on hea omadus, sest nii on organism véike, lihikese generatsiooniajaga (parmil
1,25-2 tundi) ja mugav laboris kasvatada (Karathia et al., 2011). Tanu parmi eukarliootsusele
ja sarnasele rakustruktuurile saab uurimuste tulemusi laiendada teistele péristuumsetele
organismidele (k.a. inimene), samas pole parmis nii palju mittekodeerivat DNAd kui teistes
eukarliootides (Botstein ja Fink, 1988). S. cerevisiae genoom (ka mtDNA genoom) on
taielikult sekveneeritud (Goffeau et al., 1996), andes vfimaluse iga katse tulemus siduda
geneetilise infoga ning leida analoogiaid inimese genoomiga. Pagaripdrm kuulub petite-
positiivsete parmide hulka ja seega suudab taluda mtDNA deletsioone (Hyman et al., 1982).
Pagariparm on eetiliselt ja eksperimentaalselt mugav: temaga on ohutu, lihtne ja odav té6tada,
sest ta ei tooda toksiine, on laialdaselt kattesaadav ning katsemeetodid on korralikult vélja
tootatud.

Tanu neile omadustele on pagariparmi kasutatud raku bioloogia, rakutsikli, raku metabolismi
ja signaali Ulekande uurimiseks (Petranovic et al., 2010). Paljud regulaatorsed rajad parmis ja
inimeses on konserveerunud, seetfttu saab parmi abil uurida (enneaegset) vananemist ja
mitmeid neurodegeneratiivseid haiguseid (Karathia et al., 2011). mtDNA mutatsioonid
pdhjustavad inimesel naiteks Leberi paritavat optilist neuropaatiat, Pearsoni luuiidi-pankrease
sundroomi, Kearns-Sayre'i siindroomi (stidamelihaste, silmade ja skeletilihaste liigutamise
funktsiooni kadumine), Leigh sundroomi (progresseeruv entsefalopaatia, dementsus,
hingamisraskused), Alpersi sindroomi (maksa rasvvaarastus) ja parilikku kardiomiiopaatiat

(Park ja Larsson, 2011). mtDNA replikatsiooni ja parandamise eest vastutab inimeses
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poliimeraas vy, mille ortoloogi kodeerijaks parmis on MIP1 (Stumpf et al., 2010). MIP1
mutante on kasutatud, et uurida neurodegeneratiivseid haigusi tehes Mipl samad

mutatsioonid, mis inimeses haigusi pdhjustavad (Stumpf et al., 2010).

1.7 mtDNA stabiilsust méjutavad valgud

Parmi mtDNA sisaldab mitmeid valke, mis on seotud DNA replikatsiooni, transkriptsiooni,
parandamise, sailitamise, pakkimise ja segregatsiooniga (Hermann ja Shaw, 1998). Ule 30
valgu seostatakse mMtDNA séilitamisega (vt. Tabel 1) (Foury, 1989). Nende valkude
mutatsioonid pole pagariparmile letaalsed, kuid védhendavad mtDNA hulka (Chen et al.,
1993). Moned péarmi valkudest on konserveerunud inimeseni, néditeks DNA helikaas Pifl
(Foury ja Lahaye, 1987), aga inimeses on ka ainulaadseid mitokondriaalseid valke, néiteks
replikatiivne DNA helikaas Twinkle (Jemt et al., 2011). mtDNA séilitamine h6lmab endas
mitokondriaalse nukleoidi mtDNA koopiate replikatsiooni, parandamist, pakKkimist
(assembly), segregatsiooni ja jagamist (partitioning) (Meeusen et al., 1999). Tabelis 1 toodud
valkudest on mtDNA replikatsiooniga otseselt seotud Mipl ja Riml. mtDNA
transkriptsioonis osalevad Rpo4l ja Mtfl. mtDNA rekombinatsiooni ja parandamisega on
seotud valgud Mgm101, Mhrl ja Mshl. Valgud Acol ja llv5 on vdimelised asendama Abf2-
te, millest viimane pole vajalik p™ genoomi sailitamiseks (Kaniak-Golik ja Skoneczna, 2015).

Tabel 1. Parmi mtDNA sailitamisega seostatud valgud ning nende tlesanded rakus.

Valk Ulesanne Allikas

Abf2 (ARS-binding factor 2)  [DNA sidumine ja (Diffley ja Stillman, 1991)
pakkimine

Acol (mitochondrial akonitaas/mtDNA (Chen et al., 2005)

aconitase) séilitamine

Ccel (cruciform cutting resolvaas (Kleff et al., 1992)

endonuclease)

Cdc9 (Cell division cycle ligaas (Willer et al., 1999)
protein)
Exo5 (exonuclease 5) sSDNA 5 -eksonukleaas (Burgers et al., 2010)
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Hmil (Helicase in mitochodria
1)

3"-5-DNA helikaas

(Sedman et al., 2000)

Hsp60 (Heatshock protein 60)

mt nukleoidide

segregatsioon

(Kaufman et al., 2000)

lIv5 (Isoleucine-plus-Valine
requiring protein)

aminohapete bios(intees/
mtDNA stabiilsus

(Macierzanka et al., 2008)

Irc3 (Increased recombination |DNA helikaas (Sedman et al., 2014)
centers)
Mgm101 (Mitochondrial DNA sidumine, (Chen et al., 1993)

genome maintenance protein
101)

parandamine, paljundamine

Mhrl (Mitochondrial
homologous recombination

protein 1)

rekombinaas, mtDNA

parandamine

(Ling et al., 1995)

Mmm1 (Maintenance of

Mitochondrial Morphology)

MtDNA replikatsiooni ja
kasvu kontroll

(Hobbs et al., 2001)

Mipl (Macrophage

inflammatory protein 1)

MtDNA polimeraas

(Foury, 1989)

Msh1 (mismatch repair protein
1)

mismatch-parandus

(Chi ja Kolodner, 1994)

Mtfl (Metal regulatory

transcription factor 1)

Rpo41 spetsiifiline

faktor/sigma faktor

(Lisowsky ja Michaelis,
1989)

Pifl (Petite integration
frequency protein 1)

5-3'- DNA helikaas

(Foury ja Lahaye, 1987)

Rim1 (Replication in

mitochondria 1)

ssSDNAd siduv valk

(Van Dyck et al., 1992)

Rpo41 (RNA poliimeraas 41)

RNA polumeraas

(Wilcoxen et al., 1988)
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1.8 Valk Mgm101

Geen MGM101 kodeerib positiivselt laetud valku Mgm101 (mitochondrial genome
maintenance), mis koosneb 269 aminohapetest ja kaalub 30 kDa (Chen et al., 1993). Valk
Mgm101 on vajalik mtDNA sailitamiseks, sest tuumageeni MGM101 hairingud viivad wt
mtDNA kaotuseni (Chen et al., 1993). Mgm101 seostub mitokondriaalse nukleoidiga (valk-
DNA kompleksiga), taoliselt seostuvaid Mgm101 homolooge (nt. Glom2 hallituses Physarum
polycephalumon) on leitud teistestki eukartiootsetest organismidest (Itoh et al., 2011).
Fenotidpiline analtls néitas, et Mgm101 on vajalik oksudatiivselt kahjustatud MtDNA
parandamisel — Mgm101 mutandid on tundlikud H>O2-le ning UV-ja gammakiirgusele
(Meeusen et al.,, 1999). Mgml0l1 surub alla mtDNA fragmenteerumist ja osaleb
homoloogilise rekombinatsiooni mehhanismis, mis parandab kahjustunud mtDNA-d
(Mbantenkhu et al., 2011). Katsed Candida parapsilosis'ga naitasid, et lisaks rollile lineaarse
mtDNA  rekombinatsioonis@ltuvas  replikatsioonis, vdib  Mgm101 olla oluline

mitokondriaalsete telomeeride sdilitamisel (Pevala et al., 2016).

Mgm101 on Rad52-tulpi SSAP (single-stranded annealing protein), mis moodustab suuri
(~400kDa ja 200A) oligomeerseid réngaid (vt. Joonis 6) (Mbantenkhu et al., 2011). Rad52-
tidpi valgud omavad suurt rolli DSB-de parandamisel (vt. Joonis 3) (Symington, 2002).
Rad52-tulipi valke leidub paljudes eri organismides (nt. bakeriofaagides, bakterites, inimeses)
ja need osalevad rekombinatsiooni protsessides (Symington, 2002). Mgm101 ongi struktuurilt
sarnasem bakteriofaagi homoloogidele (nt. Redf, Erf, RecT, Sak) kui eukariiootse raku
Rad52-le, sest ei sisalda pikendatud C-terminust ja moodustab homooligomeerseid rdngaid
(Nardozzi et al., 2012). DNA puudumisel moodustab Mgm101 kokkupressitud helikaasseid
filamente, ka see tunnus pole Rad52-le omane (Mbantenkhu et al., 2011). Oligomeersed
rongad peavad sailitama oma struktuuri tagamaks Mgm101 funktsioone in vivo (Nardozzi et
al., 2012). Mgm101 sisaldab viit tststeiini (Cys): Cys-181, Cys-208, Cys-240, Cys-216 ja
Cys-217, millest viimased kaks on dliolulised mtDNA sdilitamiseks in vivo (Nardozzi et al.,
2012). Mgm101 seondub eelistatult sSDNA-le, kusjuures erinevalt Rad52-st, on ssDNA-le
seondumine suurem C-terminuses, mitte SSA-I (Mbantenkhu et al., 2013). Lisaks on C-
terminaalne ots (tail) vajalik valgurbngaste stabiilseerimisseks in vitro ja valgu enda
stabiilsuseks in vivo (Mbantenkhu et al., 2013).
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Joonis 6. Valgu Mgm101, Sak ja Rad52 SSA domeeni kdrgema jargu struktuurid
transmissioon-elektronmikroskoobis. Sak (Snfl aktiveeriv kinaas) ja Rad52 rdngad
koosnevad 11 alatihikust, aga Mgm101 omad 14 alalhikust. Ainult Sak ja Mgm101
moodustavad kokkusurutud filamente DNA puudumisel. Ka ssDNA olemaslolul kaituvad
sarnasemalt Sak ja Mgm101 moodustades lihendatud komplekse, aga Rad52-st tekivad
pikad-peened filamendid (Chen, 2013). Joonis on kohandatud eestikeelseks Chen’i 2013. a
ulevaate artikli pohjal.

MGM101 on vajalik pagaripdrmi wt rakkude ja Np~hingamismutantide mtDNA séilitamiseks,
aga pole vajalik HSp~ mutantidele, sest need sisaldavad amplifitseeritud ori/rep-jarjestust (Zuo
et al., 2002). Seega on vdimalik, et ori/rep-jarjestused osalevad alternatiivse replikatsiooni
initsiatsiooni protsessis v8i moodustavad struktuure, mis valmistavad ette (prime) DNA
slinteesi vOi kasutavad primaasi replikatsiooni initsiatsiooniks (Zuo et al., 2002). Samas
ori/rep-jarjestused ei pruugi méngida olulist rolli wt rakkudes (Chen et al., 1993). Petite-
negatiivsele parmile, Kluyveromyces lactis’ele on geeni MGM101 héired letaalsed, sest kaob
mtDNA ja petite-negatiivne parm ei saa selleta hakkama (Clark-Walker ja Chen, 1996).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. T66 eesmargid

Ké&esoleva t60 eesmargiks oli uurida valgu Mgm101 deletsiooni mdju mtDNA stabiilsusele

erinevates HSp" tivedes.
Selleks oli tarvis:

e deleteerida Mgm101 valk erinevatest HSp" tiivedest
e kontrolliks deleteerida Ste5 valk samadest HSp™ tiivedest
e puhastada DNA

e kanda DNA nailonfiltrile (Southern blot) ja detekteerida radioaktiivselt margistatud
proovidega nii nukleaarne kui ka mitokondriaalne DNA

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud plasmiidid, parmittived ja s6otmed

Mgm101 geeni deleteerimiseks vajaliku hph (hiigromutsiin B) resistentsusgeeni sisaldava
PCR produkti saamiseks kasutati plasmiidi pFA6a HphMX6 (Euroscarf).

HSp" tuved olid tehtud Tiina Sedmani ja Karin Villemsoni poolt W303 MATa tuvest (Thomas
ja Rothstein, 1989).

Tabel 2. Kasutatud Saccharomyces cerevisiae tuved

Tuave nimi Iseloomustus Valmistaja
W303 MATa Genotulp: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- Tiina Sedman
HSall (HS- 3,-112 canl-100

hlpersupressiivne) [Haploid, HSp™, sisaldab ori3, mtDNA fragmendi suurus

*edaspidi A1l on 1790bp, vt. jérjestust Lisa 1

W303 MATa Genotulp: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- Tiina Sedman
HSall 3,-112 can1-100, mgm101::HphMX6

Haploid, HSp", sisaldab ori3, mtDNA fragmendi suurus
on 1790bp, MGM101 geen asendatud Hph antibiootikumi

resistentsusgeeniga

mgm101::HphMX6
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W303 MATa Genotulp: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- T66 autor
HSall 3,-112 canl1-100, ste5::HphMX6
ste5::HphMX6 Haploid, HSp", sisaldab ori3, mtDNA fragmendi suurus
on 1790bp, STE5 geen asendatud Hph antibiootikumi
resistentsusgeeniga
W303 HSal1184  |Genotlip: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- Karin
*edaspidi A1184 3,-112 canl-100, , ste5::HphMX6 Villemson
Haploid, HSp", sisaldab ori2 ning ori7 B ja A plokki,
mtDNA fragmendi suurus on 1184bp, vt- jérjestust Lisa 2
W303 HSal184  |Genotlip: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- TG0 autor
mgm101::HphMX63,-112 can1-100, mgm101::HphMX6
Haploid, HSp", sisaldab ori2 ning ori7 B ja A plokki,
mtDNA fragmendi suurus on 1184bp
W303 HSal184  |Genotlip: MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 leu2- TG0 autor
ste5::HphMX6 3,-112 canl1-100, ste5::HphMX6
Haploid, HSp", sisaldab ori2 ning ori7 B ja A plokki,
mtDNA fragmendi suurus on 1184bp

Kasutati soodet YPD: 1% parmiekstrakt, 2% baktotriiptoon, 2% glikoos (vedelsddde);

tardsodtme korral lisati vedelséotmele 1,7% agarit.

Tardsdotmetassidele  lisati  vajadusel  antibiootikumi  hph-d  (higromditsiin ~ B)

(kontsentratsiooniga 0,3mg/ml). Parmituvesid kasvatati 25°C vdi 30°C juures.
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2.2.2. Kasutatud praimerid ja PCR reaktsioonid

Tabelis 3 on esitatud loetelu katsetes kasutatud praimeritest. Iga praimeri kohta on toodud

nimi, 5'->3'-suunaline jarjestus, iseloomustus ja eesmérk, milleks seda katsetes kasutati.

Tabel 3. Kasutatud praimerid

Praimeri  [5'->3" jarjestus Iseloomustus Eesmark
nimetus
Mgm101 ATT GGA ATATAT  Praimer seondub plasmiidile HphMX6 kasseti
hph 3' ATA CTT ACT AAA pFA6a HphMX6 amplifikatsioon
ATT AGC TTATAT  |(vastassuunaline). Praimer Mgm101 lookusesse
GGT TCG CAT ATT  [sisaldab plasmiidi pFA6a integratsiooniks
GAA TCG ATG AAT |[HphMXG6 spetsiifilist jarjestust
TCG AGC TCG (allajoonitud).
Mgm101 GGT AGA GAC TAA |Praimer seondub plasmiidile HphMX6 kasseti
hph 5' AAA AGG AAA GAA pFA6a HphMX6 amplifikatsioon
AGG ACA AGT AGG ((parisuunaline). Praimer Mgm101 lookusesse
AAG ATC AGC GTA sisaldab plasmiidi pFA6Ga integratsiooniks
CGA TTA AGG CGC [HphMX®6 spetsiifilist jarjestust
GCC AGATCT (allajoonitud).
Mgm101 GGA TTC GAG TGA |Praimer on komplementaarne  [Mgm101 lookuse
5up GTAGTT 190 nt MGM101 ORF-st kontroll
ulesvoolu paikneva jarjestusega
(parisuunaline).
Mgm101 ATC GGT GAA CAA Praimer on komplementaarne  [Mgm101 lookuse
3down GGT AAG 102 nt MGM101 ORF-ist kontroll

allavoolu paikneva jérjestusega

(vastassuunaline).
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Ste5 CTA AAA AAG GAA [Praimer sisaldab HphMX6 kasseti
KANMX4N |GAT ACA GGA TAC |komplementaarset ala STE5 amplifikatsioon Ste5
AGC GGA AAC AAC |ORF-st ulesvoolu paikneva lookusesse
TTATAA ATG CGT  |jarjestusega (parisuunaline). integratsiooniks
ACG CTG CAG GTC Praimer sisaldab plasmiidi
GAC pFA6a HphMXG6 spetsiifilist
jarjestust (allajoonitud).
Ste5 GGG ATG CTT TCT  |Praimer sisaldab HphMX6 kasseti
KANMX4C [TTT TAT TATTGC  |komplementaarset ala STES amplifikatsioon Ste5
ATA AAATTT AGT ORF-ist allavoolu paikneva lookusesse
GTA TAC TCTAGA  |jarjestusega (vastassuunaline). [integratsiooniks
ATT CGA GCT CGT  Praimer sisaldab plasmiidi
TTT CGA CAC pFA6a HphMXG6 spetsiifilist
jarjestust (allajoonitud).
Ste5 prom  [TAT TTC GAG TGA  [Praimer seondub STE5 Ste5 lookuse
AGA AGA AGC GTT promootorile (péarisuunaline).  |kontroll
AAA
Ste5term  |ATG AAC TTG AAA  PPraimer seondub STE5 Ste5 lookuse
GAC TAA GAA GAA |promootorile (vastassuunaline). [kontroll
pFa6a_check CTC GAC ATC TGC  Praimer seondub hph Insertatsiooni
forw CCA GAT resistentsusgeenile kontroll
(parisuunaline).
Rev Hph5 |ACA TGG GGA TGT |Praimer seondub hph Insertatsiooni
out ATG GGC TA resistentsusgeenile kontroll
(vastassuunaline).
ORI5 in GGG GGT CCC AAT  |Praimer seondub mtDNA ori Mitokondriaalse

TATTATTTTC

jarjestusele (parisuunaline).

radioaktiivse proovi

stintees
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ORI3 in TAG GGG GAG GGG |Praimer seondub mtDNA ori  |[Mitokondriaalse

GTG GGT jarjestusele (vastassuunaline).  |radioaktiivse proovi
slintees

DNA 3834 |CCG AAT TCG CTA |Praimer seondub DNAZ2 geenile [Nukleaarse
AAA TTG GTATCT  |(parisuunaline). radioaktiivse proovi
CCG TA suntees

DNR 4193 |CCG GAT CCT ATT  |Praimer seondub DNA2 geenile [Nukleaarse
GCT TCT TTT TGA  |(vastassuunaline). radioaktiivse proovi
TTC AA slintees

Tabelis 4 on esitatud katsetes kasutatud PCR reaktsioonid. PCR reaktsioon koosneb neljast

etapist: DNA esmane denaturatsioon, DNA denaturatsioon, praimerite seondumine ja DNA

slintees. Etappe 2-4 korratakse, et saada soovitud hulgal PCR produkti.

Tabel 4. Kasutatud PCR reaktsioonid

Kasutus/ Mgm101 ja Ste5 mgmi014 ja Nukleaarse ja Iste5A
Protsess deletsiooniks ste5/ mitokondriaalse [deletsioonitiive
\vaja mineva deletsioonitiivede radioaktiivse  |kontroll
antibiootikumi-  kontroll proovi
kasseti valmistamine
valmistamine
1. DNA 95°C, 5 min 05°C, 3 min 95°C, 3 min 95°C, 3 min
denaturatsioon
2. DNA 05°C, 30 sek 05°C, 30 sek 05°C, 30 sek  [95°C, 30sek
denaturatsioon
3. Praimerite 53°C, 30sek 53°C, 30sek 54°C, 30sek 54°C, 30sek
seondumine
4. DNA slintees 72°C, 2 min 72°C, 2 min 10s [72°C, 30 sek  [72°C, 3 min 30s
Tsiikli (2.-4.) kordusi |30 30 16 30
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Kasutati jargnevaid PCR reaktsioonisegusid:

MGM101 ja STE5 geenide deleteerimiseks vajaliku antibiootikumikassetti sisaldava
fragmendi valmistamine: 30ul reaktsioonisegus sisaldusid PCR puhver(75mM Tris-
HCI pH=8,8; 20mM (NH4)2SO4; 0,01% Tween 20; valmistajaks Maie Loorits),
2,5mM MgClz, 0,2mM dNTP (desokstinukleotiidid), 100ng pFA6a Hph plasmiidi, 10
pmol kumbagi praimerit (péri- ja vastassuunaline, Mgm101 hph 3' ja Mgm101 hph 5'
vOi STE5 KANMXA4N ja STES KANMX4C), 2,5U Pfu/Taqg ensiimi (4:1 Pfu/Taq,
valmistajaks Maie Loorits), I6pliku mahuni milli-Q (mQ) vett

MGM101 ja STES geenide deletsiooni kontroll: 10pul reaktsioonisegu sisaldas PCR
yellow puhvrit (75mM Tris-HCI pH=8,8; 20mM (NH4).SO4; 0,01% Triton X-100;
0,5% Ficoll400; 1mM Tartazine; valmistajaks Maie Loorits), 25mM MgCl,, 2mM
dNTP, 10 pmol kumbagi praimerit (péari- ja vastassuunaline, Mgm101 up ja Mgm101
down voi SteS prom ja Ste5 term; Mgm101 3’down voi Ste5 term ja pFA6a check
forw; Mgm101 5’up voi Ste5 prom ja hph rev 5 out), 3-5ul eraldatud DNA-d (vt.
2.2.5. DNA eraldus liitiumatsetaat meetodil (L6oke et al., 2011)), 5U Taq enstiumi

(valmistajaks Maie Loorits), I6pliku mahuni mQ vett

Radioaktiivne proov: 20ul reaktsioonisegu sisaldas: 25ng eelnevalt PCR-ga
amplifitseeritud DNAd (DNAZ2 proov oli tehtud w303 genoomselt DNAIt ning ori2
proov mtDNAIt), 10pmol kumbagi praimerit (DNA3834 ja DNR419 v6i ORI5 in ja
ORI3 in oligod), 0,2mM -C dNTP, PCR puhvrit, 2,5mM MgCl>, 5U Taq ensiiiimi, 2pl
v-32P-ATP (150uCi) (Hartman Analytic), 16pliku mahuni mQ vett

PCR reaktsioonides kasutati Eppendorf Mastercycler Personal v6i Biometra Thermocycler T1
PCR masinaid.

2.2.3. PCR produktide puhastamine

PCR-ga saadud DNA puhastati kasutades fenoolkloroformi ekstraktsiooni ja etanooliga

sadestamist. Jalgiti Russelli ja Sambrooki (2001) vélja té6tatud protokolli. Proovi maht viidi
200ul-ni lisades TioE1 (pH=7,5). Seejdrel lisati 4ul (20pg/ul, molekulmass: 110000)

dekstraani ja 80ul fenoolkloroformi (pH=7,5). Segule tehti 2x30 sekundit vorteks, lastes

proovil vahepeal 1 minut seista. Seejérel segu tsentrifuugiti 5 minutit Kiirusel 13 400 rpm (siin

ja edaspidi Eppendorf ,Minispin“ lauatsentrifuug, rootor F-45-12-11, kui pole maérgitud
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teisiti). Ulemine faas (180ul) kanti uude tuubi, sellele lisati 18ul (1/10) 3M NaOAC
(naatriumatsetaat, pH=7,0) ja 500ul (2,5 mahtu) 96% EtOH (etanooli). Proovile tehti vorteks
ja jéeti -20°C juurde sadenema minimaalselt 15 minutiks. Seejérel tsentrifuugiti segu 5
minutit kiirusel 13 400 rpm. Sademelt eemaldati supernatant ja sade pesti 100ul-ga 80%
EtOH-is hoides seda laual paar minutit. Proov tsentrifuugiti 5 minutit kiirusel 13 400 rpm.
Sademelt eemaldati supernatant. Transformatsiooni proovi sademele lisati 30ul TioE: ja
radioaktiivse proovi omale 100ul TEN-i (10mM Tris; ImM EDTA; 100mM NaCl). Tehti

vorteks ja jaeti 4°C peale lahustuma ning seejarel sailitati -20°C juures.

2.2.4. Saccharomyces cerevisiae tlvede tegemine kasutades liitiumatsetaadi
transformatsiooni protokolli

Parmitived A1l ja A1184 kilvati YPD tassidele ja kasvatati 3-4 pdeva 30°C juures. Tassilt
vOeti rakke, mida kasvatati 40ml YPD vedelso6tmes 25-30°C juures loksutil (poordeid
180/min) tiheduseni 0,4-0,5 (tihedus mdddetud OD lainepikkusel 600nm, nullimiseks kasutati
YPD soodet). Rakulahust tsentrifuugiti 3 minutit 3200rpm (,,Hettich® Universal 32R
tsentrifuug, rootor 1617 Swing-out), s6dde valati pealt dra, rakud pesti 5ml steriilse mQ
veega. Tsentrifuugiti uuesti ja valati vesi dra. Katses kasutati steriilseid vahendeid. Rakud
suspendeeriti tles 1ml 0,1M LiOAc/T1oE1-s ja kanti Gle 1,5ml tuubi. Tsentrifuugiti 1 minut
4000rpm ja eemaldati supernatant. Rakusade suspendeeriti 50ul 0,1M LiOAc/T10E1-S ja

inkubeeriti 20 minutit 30°C juures aeg-ajalt raputades.

Proovile lisati 4pl (~1pg) PCR produkti (sisaldab hph resistentsusgeeni ja STES voi MGM101
geenide piirkonnaga homoloogset jarjestust) ja 20ul (100ng) ettevalmistatud carrier-DNA-d
(Amresco DNA Sodium Salt, Herring Sperm; seda kuumutati 5 minutit 95°C juures ja jahutati
5 minutit jaal). Seqgule tehti 6rn vorteks ja inkubeeriti 20 minutit 30°C juures. Lisati 300pl
40% PEG (molekulmassiga 4000)- 0,1M LiOAc/T1oE: ja tehti vorteks. Proovi inkubeeriti 30
minutit 30°C juures. Lisati 35ul 100% DMSO-d ja tehti vorteks. Seejérel tehti rakkudele
kuumasokk: 10 minutit 42°C. Rakud tsentrifuugiti 1minut 4000rpm pdhja ja supernatant
eemaldati. Rakud suspendeeriti tles 0,5ml YPD-s ja kanti tule 2ml-i YPD-d sisaldavatesse

katseklaasidesse. Proovid pandi loksutisse 30°C peale 180 pddret/min 10 tunniks kasvama.

Hommikul tsentrifuugiti rakud pdhja (1 minut, 4000rpm). Supernatant eemaldati ja rakud
suspendeeriti 50ul-is YPD-s. Saadud segu kanti pipeti ja spaatli abil YPD-hph tassidele. Tasse

inkubeeriti 30°C peal kolm péeva. Seejarel kilvati 6 kolooniat uuele YPD-hph tassile ja
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kasvatati taas kolm paeva 30°C juures. Seejarel tehti kasvanud kolooniate rakkudest 25%

glutseroolis sailituskultuurid.

2.2.5. DNA eraldus liitiumatsetaat meetodil (L6oke et al., 2011)

YPD tassidel kasvatati A1l ja A1184 tiive 3 pdeva 30°C juures. Tassidelt voeti 2 kolooniat
1,5ml tuubidesse, milles oli 100pul 200mM LiOAc, 1% SDS lahus. Inkubeeriti 70°C juures 10
minutit. Lisati 300ul 96% EtOH-i, tehti vorteks ja lasti 2 min toatemperatuuril seista. Tehti
tsentrifuugimine 3 min 13 400rpm. Supernatant eemaldati ja sade pesti 500ul 70% EtOH-ga.
Sade kuivatati 37°C juures avatud kaanega. Seejarel sade lahustati T10Eo,1-s (10mM Tris-HCI
pH=7,5; 0,AmM EDTA pH=8,0), tsentrifuugiti 1min 13400rpm ja sellest kasutati 1-3ul PCR
reaktsioonideks.

2.2.6. Parmi genoomse DNA eraldus

Rakud kasvatati 30°C juures YPD tassidel, millele deletsiooniga tiivede korral oli lisatud
antibiootikumi hph (hiigromutsiin B). Tassidelt vGeti 1-3 kolooniat ja pandi kasvama 3ml
YPD vedelsodtmes 30°C juurde. Kultuur kasvatati tiheduseni 0.8 (~6h). Rakkude tihedust
mdddeti OD600 juures. Seejarel rakud tsentrifuugiti pdhja podretel 4000rpm 5 minutit
(,,Hettich® Universal 32R tsentrifuug, rootor 1617 Swing-out). S66de valati pealt ja rakud
resuspendeeriti Iml mQ vees. Lahus viidi Ule eelkaalutud 1,5ml tuubidesse. Tuube
tsentrifuugiti 1 min 13400 rpm-i ja eemaldati vedelik. Rakud kaaluti ja arvutati rakkude
ladsimiseks vajamineva enstiiimi Zymolase 20T (Nacalai Tesque) kogused (4mg ensiumi 1g
rakkude kohta). Rakud suspendeeriti 0,5ml sorbitooli (1M sorbitool; 210mM Tris pH 8; 10mM
EDTA) lahuses ja lisati valja arvatud enstiumi kogused. Tehti drn vorteks, seejarel inkubeeriti
rakke 37°C juures 30 minutit, aeg-ajalt segades. Segu tsentrifuugiti 1min 13400rpm ja
supernatant eemaldati. Rakud resuspendeeriti 0,5ml 50mM Tris (pH=7,5)/20mM EDTA
lahuses. Lisati 50ul 10% SDS-i, segati drnalt. Segu inkubeeriti 65°C juures 30 minutit,
seejarel jahutati jaal 5 minutit. Lisati 200ul 5SM K-atsetaati, segati ja hoiti jaal 40 minutit.
Tsentrifuugiti Smin 14000rpm (,,Hettich® Mikro 200R tsentrifuug, rootor 2424) 4°C juures.
Supernatant viidi Ule uude tuubi ja lisati supernatandile 0,6 mahtu isopropanooli. Lasti 5
minutit toatemperatuuril seista. Tsentrifuugiti 1 min 13400rpm ja supernatant eemaldati.

Sademele lisati 100ul 80% etanooli, lasti 5 minutit toatemperatuuril seista. Korrati
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tsentrifuugimist ja supernatandi eemaldamist. Sade lahustati Ornalt segades 100ul
T10E1RNaasA-s (10 mM Tris pH=7; 1 mM EDTA pH=8; 20 pg/ml RnaasA). Segu inkubeeriti
65°C peal 15 minutit. Lisati vdrdses mahus 2x proteinaasK puhvrit (1% SDS; 10 mM Tris
pH=7; 10 mM EDTA pH=8,0) ja 20ug ProteinaasK ensiitimi (Thermo Scientific). Segu
inkubeeriti 55°C juures 30 minutit. Lisati 80ul fenoolkloroformi (pH=7.5), segati ja lasti laual
seista 15 minutit. Segu tsentrifuugiti Imin 13400rpm ja Glemine faas kanti uude tuubi. Lisati
1/10 mahtu 3M Na-atsetaati (pH=7) ja 2,5 mahtu 96% etanooli. Tehti vorteks ja hoiti
temperatuuril -20°C 15 minutit. Tsentrifuugiti 1min 13400rpm ja eemaldati supernatant.
Sademele lisati 100ul 80% etanooli ja lasti paar minutit seista. Korrati tsentrifuugimist ja
supernatandi eemaldamist. Lisati 30ul T10Eo,1 ning jéeti -4°C peale lahustuma. DNA-d séilitati
-20°C juures.

2.2.7. DNA restriktsioon

Restriktsioon tehti 30ul-is reaktsioonisegus (sisaldas ~ 0,5 ug DNA-d, restriktaasile vastavat
puhvrit ja 5U restriktaasi) ja viidi labi vastavalt Thermo Scientific protokollile. Restriktsioon
toimus 37°C juures kaks tundi. A1l tivest eraldatud DNA-sid I8igati restriktaasiga Xbal ja
A1184 tuvest eraldatud DNA-sid Dral-ga.

2.2.8. Agaroosgeelelektroforees ja DNA kandmine nailonfiltrile (Southern blot)

Valmistati 0,7% TAE agaroosgeel (2,19 agaroosi, IXTAE-d 300ml-ni), 9ul etiidiumbromiidi
(EtBr) (3ng/ml) ja puhver (16ml 50xTAE, 24ul EtBr, 800ml-ni mQ vett). Restrikteeritud
DNA proovidele lisati 6yl proovipuhvrit 6xXTAE (10mM Tris (pH=7.5)), 5SmM EDTA, 0,25%
BFB (broomfenool sinine), 50% gliitserool) ja kanti 33ul proovi geelile. Geel voolutati 3V/cm
kohta toatemperatuuril. Valmis geelist tehti pilt Uvitec Uvipro Gold masinaga ja geel I8igati
vaiksemaks eemaldades kohad, kus puudus DNA. Geelile pandi peale aluseline puhver (0,4M
NaOH; 0,6M NaCl) (AppliChem protokoll) ja asetati loksutile 10 minutiks.

Valmistati ette Southern Blot komponendid (plastvann, klaasplaat, 3M Whatman filterpaber,
nailonfilter (AppliChem, ReprobeNylon Positively Charged Transfer membrane 0,45um),
paberratikud, parafilmiribad). Enne kasutamist tehti 3M Whatman filterpaberid ja nailonfilter
marjaks eelpool kirjeldatud aluselises puhvris. Raskuseks asetati veendu ja ulekanne toimus

ule6d. Jargmisel hommikul neutraliseeriti filter neutraliseerimispuhvris (1M Tris; 1,5M NaCl)
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2x10 minutit toatemperatuuril. VVaata ka joonis 7.

Joonis 7. Southern Blot. Ule plastvanni asetati klaasplaat, millele pandi sild (puhvris
marjatud 3M Whatman filterpaberid). Sillale pandi geel ja geeli peale nailonfilter. Filtrile
asetati marjatud 3M Whatman filterpaber ja &artesse pandi parafilmiribad. Ohumullide
eemaldamiseks rulliti igas etapis blotti klaaspipeptiga. Peale laoti paberkaterdtid ning

raskuseks asetati klaasplaat ja veendu.

2.2.9. Radioaktiivsete proovide valmistamine ja hibridatsioon

PCRI proov valmistati PCR-i reaktsiooniga. Nukelaarsel proovil olid praimeriteks DNA3834
ja DNRA4193, amplifitseeritavaks 359nt fragment DNAZ2 geenist ning mitokondriaalsel proovil
olid praimeriteks ORI3 in ja ORI5 in, amplifitseeritavaks 280nt pikk mitokondriaalne ORI2
(vt. 2.2.2. Kasutatud praimerid ja PCR reaktsioonid). PCR-produkti toddeldi nagu Kirjeldatud
punktis 2.2.3. PCR produktide puhastamine.

Filter eelhibridiseeriti 65°C juures. Selleks pandi filter hibridiseerimistorru ja lisati 30ml
Church puhvrit (ImM EDTA; 7% SDS; 0,5% BSA; 0,5M NaPOs pH=7,5). Toru pandi
poorlema (poordeid 9 pooret/min) 30 minutiks Quanta Biotech ahju. Enne radioaktiivse
proovi lisamist vahetati torus hubridatsioonilahus. Radioaktiivne proov keedeti 95°C juures 5
minutit. Seejédrel jahutati proov jaal ja tehti 15-sekundiline tsentrifuugimine. Proov pandi
hlbridiseermistorru nii, et see ei puutunud otse kokku filtriga, toru loksutati ja jaeti po6rlema
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uledo (65°C, 9 pooret/min). Hommikul koguti radioaktiivne vedelik 50ml-sse tuubi ja visati
radioaktiivsete jdatmete konteinerisse. Tuubi lisati 150ml pesupuhvrit (ImM EDTA; 5%
SDS; 40mM NaPO4 pH=7,5), tehti 2 minutit kiirpesu ning pandi uus pesupuhver ja pandi
hlbridatsiooni ahju 15 minutiks podrlema. Visati pesupuhver dra ja korrati protseduuri.
Seejarel filter tupsutati paberratikuga kuivemaks ja pandi kilekaante vahele. Filter pandi
ilmutuskaante (Amersham Biosciences Storage Phosphor Screen) vahele. Pildi analtisiks
kasutati Typhoon Phosphoimager masinat.

Nukleaarse proovi eemaldamiseks kasutati 45°C juures hoitud 0,4M NaOH. Filter pandi
hlbrideerimistorru, lisati 100ml 0,4M NaOH-d, pandi pé6rlema 45°C juurde ja pesu tehti kaks
korda (2x15 minutit, 9 pooret/min). Filter neutraliseeriti SolB-ga (1M Tris (pH=7.5), 1.5M
NaCl) vannis loksutades 2x7minutit. Mitokondriaalse proovi hubridiseerimine viidi 1&bi

sarnaselt nukleaarse proovi omaga.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Ké&esolevas 16putdos uuritakse valgu Mgm101 deletsiooni mdju pagariparmi mitokondriaalse
DNA stabiilsusele. Zuo kaasautoritega (2002) on leidnud, et MGM101 on vajalik pagariparmi
wt rakkude ja Np  hingamismutantide mtDNA sdilitamiseks, aga pole vajalik HSp
mutantidele. Selles t60s kasutati parmitive CS6, millest loodi Mgm101 mutandid
transformatsiooniga LiOAc-dimetuttlsulfoksiidi meetodil ning mutante uuriti Southern blot
meetodil. Esmalt uuriti Mgm101 moju hipersupressiivsetes - HSp'15, HS416 ja HSp20 -
mutantides, mis sisaldavad vastavalt ori2, ori3 ja ori5 jarjestust ja amplifitseeritud mtDNA
fragmendi suurused olid vastavalt 1.9, 0.7 ja 2.1kb. Nendes tivedes sailus mtDNA vaatamata
MGM101 geeni deletsioonile (vt. Lisa 3). Veel uuriti Mgm101 vajalikkust ori/rep jarjestuseta
p~ tlivedes E3, DS400/A3, ja DS400/N1, mille amplifitseeritud mtDNA fragmendi suurused
olid vastavalt 1.6, 1.8 ja 0.43kb. Selgus, et E3 ja DS400/A3 tivedes kaotasid koik (15
isolaati) Mgm101 defektsed kloonid oma mtDNA téielikult (vt. Lisa 4, A). DS400/N1 puhul
kill vahenes koigil 12 isolaadil mtDNA tase 8-21%, aga ulejadnud mtDNA sdilis (vt. Lisa 4,
B).

Seega l&htub seni avaldatud toodest, et valk Mgm101 on t&htis wt ja ori/rep jarjestuseta p-
mutantidele, aga pole vajalik HSp™ tlivedele. Zuo et al. 2002. aastal avaldatud t66 on seni

ainuke, mis uurib MGM101 geeni deletsiooni mdju p” rakkude mtDNA stabiilsusele.

Oma t60s otsustasime kasutada kahte w303 p~ tlive — All ja Al1184, mis Tiina Sedmani
katsete jargi on vastavalt 93% ja 97% hipersupressiivsed. Need tiived valisime, sest nad
sisaldavad ori/rep-jérjestusi ning neid on eelnevalt kasutatud Uldise ja mikroobibiokeemia
laboris katsete tegemiseks (Sedman et al., 2014). Nende genoom on sekveneeritud (vt. Lisad
1 ja 2). Katses kasutatud tiivede mtDNA fragmendi suurus on vastavalt 1790nt ja 1184nt ja on
teada, et sellise suurusega tiivedes on mtDNA stabiilsem kui suurema mtDNA fragmendiga
tivedes. Minu t66s kasutatavad tlived erinevad (ksteisest veel selle poolest, et sisaldavad
erinevaid ori/rep-jérjestusi. A1l tlves on ori3 ning A1184 tiives ori2 ja osaline ori7. Ori/rep-
jarjestuste paiknemist vaata jooniselt 1. Zuo et al. 2002.aasta t60s kasutasid uurijad mutante,
mis périnesid CS6 tuvest, minu uuritud p° tlved olid parit w303-st. Seega soovisime nende
katsetega uurida, kas Mgm101 valgu deleteerimine erinevates parmitiivedes annab sarnase voi

erineva tulemuse.
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2.3.1. MGM101 ja STES geenide deletsioonitiivede valmistamine HSp" tlivedes

Selleks, et uurida Mgm101 deletsiooni mdju ori/rep-jarjestustega tivedes, tegin All ja
A1184 tuvedest Mgm101 deletsioonitlived. Lisaks deleteerisin samadest tlivedest Ste5 valgu,
et véltida transformatsiooni v6i hph resistentsusgeeni mdjutuste télgendamist tulemustena.
Sarnaselt Zuo et al. 2002 todle kasutasin deletsioonitivede valmistamiseks LiOAc-

dimettdlsulfoksiidi meetodit ning mutante uurisin Southern blot meetodiga.

Deletsioonitiivede kontrolli teostasin YPD hph tassidel, kus said kasvada vaid rakud, milles
oli toimunud hph resistentsusgeeni integratsioon. Tlvede digsust kontrollisin PCRi ja
agaroosgeelelektroforeesiga, et n&ha, kas MGM101 geen on asendunud hph
resistentsusgeeniga. Tivede kontrollimiseks kasutasin kolme erinevat praimeritepaari (Vvt.
Joonised 8-13 ja Tabel 3). Praimeripaaride seondumissaidid on kujutatud joonistel 8, 10 ja 12.

Tulemused on kujutatud joonistel 9, 11 ja 13.

Esimesena anallisisin tuvesid kasutades joonisel 8 néidatud praimereid. PCR-ga saadud

fragmente analisisin agaroosgeelil. Sunteesitud PCR-i fragmendid on néidatud joonisel 9.

A' Mgmldl S'up Mgm1dl 3'-1-3'A'I.'|
i "].agm Mgm101l 443nt
210nt
-
o l436nt )..I
Mgmldl 5'up Mgmildl 3'down
~“T1aont hph 443nt
1739nt
- -
2366nt -
Cu SteS prom Stes term
= -
A53Int Stes 134nt
2753nt
>
< 3335nt
D- SteS prorm Sl term
- A53nt hph o lun
1739nt
- -
2326nt

Joonis 8. Praimerite seondumiskohad HSp~ A1l ja A1184 tiivede DNA-le. A. MGM101
geen on 810nt pikk, selle ette Kinnitub parisuunaline Mgm101 5' up ja jarele vastassuunaline
praimer Mgm101 3'down, PCR-ga tekib 1436nt pikkune fragment. B. MGM101 geen
fragment on asendatud hph geeni sisaldava fragmendiga (joonisel siin ja edaspidi hph), PCR-

ga tekib 1655nt pikkune fragment. C. STES geen on 2753nt, selle ette kinnitub parisuunaline
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praimer Ste5 prom ja jarele vastassuunaline praimer Ste5 term, PCR-ga tekib 3335nt pikkune
fragment. D. STE5 geen on asendatud hph geeni sisaldava fragmendiga (1023nt), PCR-ga
tekib 2326nt pikkune fragment.

6 7 8 9

N
w
i
(V)

o

fﬁfflfil §
|

[ R S I Y )

0.5
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Joonis 9. PCR fragmentide kontroll agaroosgeelil. Tegemist on kontrollgeeliga, kus ka wt
annab produkti. 1. rajal on marker mix5 (valmistajaks Maie Loorits). 2.-5. rajal on A1l tuvi ja
6.-9. rajal A1184. 2. ja 6. rajal on STE5 (wt 3335 nt PCR fragment), 3. ja 7. rajal MGM101
(1436 nt wt PCR fragment) , 4. ja 8. rajal ste54 (2326nt) ning 5. ja 9. rajal mgml1014
(2366nt). Praimeritepaariks on Mgm2101 up ja Mgm101 down v6i Ste5 prom ja Ste5 term (vt.
Tabel 3).

Joonisel 8 kujutatud praimeripaarid seonduvad meid huvitava geeni ette ja taha, seega
amplifitseeritakse Ules terve geen koos seda Umbritsevate aladega. Deletsioonitiivede korral
on meid huvitav valk asendatud hph resistentsusgeeni fragmendiga. Joonisel 9 on radadel 2-5
analliusitud tiive A1l ja sellest tehtud mutante ning radadel 6-9 tiive A1184 ja selle mutante.
Geeni STES (rajad 2 ja 6) wt PCR fragment on 3335nt pikk ning geeni MGM101 (rajad 3 ja
7) wt PCR fragment on 1436nt pikk. Mutantide ste54 (rajad 4 ja 8) ja mgm1014 (rajad 5 ja 9)
PCR fragmendid on vastavalt 2326nt ja 2366nt pikad. Jooniselt 9 on n&ha, et saadud
fragmentide suurused on kooskdlas joonisel 8 kujutatuga. Kuigi tulemused olid ootusparased,
otsustasin kasutada veel kahte praimeritepaari, et olla taiesti kindel tlivede 6igsuses.
Jargmisena kasutasin parisuunalist pFa6a praimerit ja vastassuunalisi Ste5 term v6i Mgm101
3'down praimereid, mis kinnituvad hph geeni sisaldava fragmendi jérele. hph kasseti

integratsiooni korral tekib 277nt pikkune fragment. Vaata jooniseid 10 ja 11.
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Joonis 10. Praimerite seondumiskohad HSp~ A1l ja A1184 tuvede DNA-le. A. mgml1014
tive kontroll. hph geeni sisaldava fragmendi jarele kinnituvad périsuunaline praimer pFa6a
check forw ja vastuvoolu Mgml01 3’down, tekib 586nt pikkune produkt. B. ste54 tlve
kontroll. hph geeni sisaldava fragmendi jérele kinnituvad parisuunaline praimer pFa6a check
forw ja vastuvoolu Ste5 term, tekib 277nt pikkune produkt.
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Joonis 11. PCR fragmentide kontroll agaroosgeelil. 1. rajal on marker mix5. 2.-5. rajal on
All tlvi ja 6.-9. rajal A1184. 2. ja 6. rajal on Ste5, 3. ja 7. rajal Mgm101, 4. ja 8. rajal ste54
(277nt) ning 5. ja 9. rajal mgm1014 (586nt). Praimeriteks on Mgm101 3’down v3i Ste5 term
ja pFAGa check forw (vt. Tabel 3).

Joonisel 11 tekib PCR produkt tekib vaid juhul, kui hph resistentsusgeen on asendanud meid
huvitava geeni (mgml1014 ja ste5A). Périsuunalised praimerid seonduvad deleteeritava geeni

promootori piirkonda ja vastassuunalised hph resistentsusgeeni mittekodeerivale alale.

Radadel 2-5 on analtsitud tive A1l ja sellest tehtud mutante ning radadel 6-9 tiive A1184 ja

selle mutante. Jooniselt 10 on naha oodatavad fragmendi pikkused — ste54 (rajad 4 ja 8) puhul

35



277nt pikkune fragment ja mgmli014 (rajad 5 ja 9) puhul 586nt pikkune fragment. Erinevalt
Al1184 mgm1014-st ei saanud A1l mgm 1014 tivest eraldatud DNA-It produkti (vt. Joonis 11,
rida 5). Nagu eeldatud oli, ei olnud vdimalik saada wt A1l ja A1184 tivede (rajad 1 ja 2 ning
6 ja 7) eraldatud DNA pealt PCR-ga produkti, sest praimeril pFA6a check forw pole

seondumiskohta wt tiive DNA-Ile.

Pohjuseks, miks All mgmi1014 tuvest eraldatud DNA ei andnud praimeriga pFA6a check
forw oodatavat PCR-i produkti vdib olla see, et pole olemas diget seondumiskohta voi DNA
eraldamine ei Onnestunud piisavalt hasti. Proovisin PCR-i produkti saada erinevatel
tingimustel mitmel korral, samuti tegi katse ldbi juhendaja. Veel proovisin Uht teist
vastassuunalist praimerit, mis seondub hph fragmendile teise kohta, ent ka see ei andnud A1l
mgml014 tivest eraldatud DNA-ga produkti. Saadud tulemustest vdib siiski arvata, et
tegemist voib olla Gige tlivega, sest praimeripaariga Mgm101 up ja Mgm101 down tekkis

oodatava suurusega produkt (vt. Joonis 8, rida 5).

Jargmisena anallusisin deletsioonitiivesid parisuunaliste Mgm101 5'up vGi Ste5 prom ja
vastassuunalise rev hph 5 out praimeritega, mis seonduvad hph geeni ette. Praimeritepaaride

seondumiskohad on néidatud joonisel 12 ja katse tulemus joonisel 13.

' Mgml0l 5"'up Fizy iph 5 out
- —
i 248Nt hph y
e -
' 1739nt 1
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H ~ = nl ph 1
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Joonis 12. Praimerite seondumiskohad HSp~ A1l ja A1184 tiuvede DNA-le. A. mgm1014
tive kontroll. hph geeni sisaldava fragmendi ette kinnituvad vastassuunaline rev hph 5 out ja
périsuunaline Mgm101 5’up, tekib fragment pikkusega 348nt. B. ste54 tlve kontroll. hph
geeni sisaldava fragmendi ette kinnituvad vastassuunaline rev hph 5 out ja parisuunaline Ste5
prom, tekib 547nt pikkune fragment.
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Joonis 13. PCR fragmentide kontroll agaroosgeelil. 1. rajal on marker mix5. 2.-5. rajal on
All tivi ja 6.-9. rajal A1184. 2. ja 6. rajal on Ste5, 3. ja 7. rajal Mgm101, 4. ja 8. rajal ste54
(547nt) ning 5. ja 9. rajal mgm1014 (348nt). Praimeriteks on Mgm101 5’up voi Ste5 prom ja
hph rev 5 out. PCR produkt tekib vaid juhul, kui hph resistentsusgeen on asendanud meid

huvitava geeni (mgm1014 ja ste5A4).

Joonisel 13 seonduvad parisuunalised praimerid deleteeritava geeni promootori piirkonda ja

vastassuunalised hph resistentsusgeeni mittekodeerivale alale.

Radadel 2-5 on analtdsitud tiive Al1 ja sellest tehtud mutante ning radadel 6-9 tiive A1184 ja
selle mutante. Selgus, nagu eeldatud oli, et A1l ja A1184 tuvedel on slnteesitud PCR-i
produktid tGhepikkused. Sarnaselt joonisele 11 on jooniselt 13 on néha, et wt All ja A1184
tivede (rajad 1 ja 2 ning 6 ja 7) eraldatud DNA pealt ei saadud PCR-ga produkti, sest
praimeril rev hph 5 out pole seondumiskohta wt tlive DNA-le. Joonisel 12 on naidatud
eeldatavad fragmendi pikkused — ste54 (rajad 4 ja 8) puhul 547nt ja mgm1014 (rajad 5 ja 9)
puhul 348nt. Jooniselt 13 on ndha, et tdepoolest on fragmendid eeldatud pikkusega, jarelikult
on hph geeni fragmendi integratsioon toimunud 6igesse kohta. Neid kontrollitud tlvesid

otsustasime kasutada mtDNA analtisiks.

2.3.2. Tlve A1184 ning deletsioonimutantide DNA analtus

Esimesena analliisisin A1184 tiive, mis sisaldab 1184nt pikkust mtDNA fragmenti ja on 97%
(Tiina Sedmani katsetest) HSp tuvi. Selle tiive mtDNA sisaldab aktiivset ori2 ja osaliselt ori7

jarjestust. Tlvi on valmistatud Karin Villemsoni poolt 2013. aastal.

Tuvest A1184 valmistasin ste54 ja mgml1014 mutandid. mgml1014 uurimiseks kasvatasin
uuritavad tived Ules YPD tassidel, millelt valisin 8 kolooniat, et neid edasi kasvatada YPD
vedelsootmes. Uleskasvanud rakkudest eraldasin DNA, mida I8ikasin Dral restriktaasiga (vt.
Joonis 14).
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Joonis 14. A1184 tive mtDNA fragmendi skeem. Restriktaasi Dral 18ikekoht on margitud
rohelisega. Punasega on margitud ori2 ja osaline ori7 kollasega, mtDNA restriktsioonil tekkiv
fragment on margitud sinisega. a1184 (ihe mtDNA fragmendi pikkus musta joonena. A, B ja
C G/C plokkide seletust vaata jooniselt 2. Joonis pdrineb Tiina Sedmanilt ja on

modifitseeritud autori poolt.

Restriktsioonifragmendid eraldasin agaroosgeelil (0,7%) ja kandsin positiivselt laetud
nailonfiltrile. Selleks, et olla kindel, et DNA eraldamine oli dnnestunud, kasutasin esiteks
nukleaarset proovi. Selleks oli radioaktiivselt margistatud 359nt pikkune fragment DNA2
geenist. Joonisel 15 on 2.-3. rajal A1184 (wt), 4.-5. rajal A1184 ste54 ja 6.-13. rajal on A1184
mgml014. Pérast hubridiseerimist ja filtri skaneerimist oli né&ha, et kdigis proovides on
olemas DNA (vt Joonis 15). Seega oli DNA eraldamine olnud edukas.

1" 2 3 45 N 7w 9agni i 12713
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Joonis 15. Al1184, A1184 ste54 ja Al184 mgml101A tivede DNA anallis nukleaarse
prooviga. Esimesel rajal on marker 1kb (Thermo Scientific), 2.-3. rajal on A1184 (wt), 4.-5.
rajal A1184 ste54 ja 6.-13. rajal on A1184 mgmi1014. Fragmendi suurus on 4601nt. Filtri

ilmutusaeg oli 24 tundi.
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Selleks, et teada saada, milline on al1184 tlive mutantide mitokondriaalne DNA, eemaldasin
radioaktiivse nukleaarse proovi ja hilbridiseerisin samu filtreid mitokondriaalse prooviga,
milleks oli 280bp pikkune ori-jarjestuse fragment.

Tuve Al184 wt p™ ja ste5A tlivest eraldatud DNA-d on esitatud joonistel vaid kahes korduses.
Véhesed kordused on tingitud asjaolust, et A1184 wt p~ ja ste54 mtDNA stabiilsust on

varasemalt uuritud Karin Villemsoni magistrit60s.

Joonis 16. Al1184 ja deletsioonimutantide restriktsioonifragmentide anallils
mitokondriaalse prooviga hibridiseerimisel. Esimesel rajal on marker 1kb, 2.-3. rajal on
A1184 (wt) deletsioonideta p7, 4.-5. rajal A1184 ste54 ja 6.-13. rajal on A1184 mgm1014. Wt
ja ste54 fragmendi pikkuseks on 1184bp, mis on ka ménel mgm1014 néha. Filtri ilmutusaeg
oli 24 tundi.

Katsest selgus, et Mgm101 valgu deletsioon p6hjustab mtDNA ebastabiilsust — tekivad
erinevate suurustega fragmendid (vt Joonis 16 read 8,9,11-13). See viitab mitokondriaalses
genoomis toimunud Umberkorraldustele, mis on liigutanud Dral I6ikekohta ja seega muutnud
restriktsioonifragmentide suurust (vt. Joonis 14). Nagu eeldatud, oli A1184 wt ja ste54 puhul
MtDNA stabiilsus séilinud (fragment suurusega 1184nt). Mgm101 deletsioonitiivedest on 3/8
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sdilitanud stabiilse mtDNA, seega on HSp~ tivi ainult osaliselt vGimeline sdilitama mtDNA

stabiilsuse MGM101 geeni deletsiooni korral.

2.3.3. Tuve A1l ning deletsioonimutantide analtiis

Jargmisena anallusisin tive All, mis on 1790nt pikkust mtDNA fragmenti sisaldav 93%
HSp thvi ja sisaldab aktiivset ori3. All, All ste54 ja All mgml0i4 tlvedest eraldatud
totaalset DNA-d I0ikasin restriktaasiga Xbal (vt. Joonis 17). Restriktsioonifragmendid
kandsin 0,7% agaroosgeelilt positiivselt laetud nailonfiltrile.

A11
< 1790 bp :
95547
33547 ¢ BA 53757 C BA 53757
———-_EN } — ] |
Xbal Xbal, 280 bp
| 1790 bp : jrorpie—d

1 1
Joonis 17. all tive mtDNA fragmendi skeem. Restriktaasi Xbal 18ikekoht on margitud
rohelisega. Punasega on mérgitud ori3 ja sinisega mtDNA restriktsioonil tekkiv fragment. all
mtDNA pikkus on margitud musta joonena. A, B ja C plokkide seletust vaata jooniselt 1.
Joonis périneb Tiina Sedmanilt ja on modifitseeritud autori poolt.

Ka All wt ning ste54 ja mgml0l4 mutantsetest tlivedest eraldatud DNA-de puhul oli
nukleaarseks prooviks Dna2 16ik. Radadel 2.-3. on analliusitud A1l wt tlve, 4.-5. rajal All
ste5A tuve ja 6.-13. rajal A1l mgml1014 tuve (vt Joonis 18).
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Joonis 18. All, All ste54 ja A1l mgml014 tivede DNA analiits nukleaarse prooviga.
Esimesel rajal on marker 1kb, 2.-3. rajal A1l wt, 4.-5. rajal All ste54 ja 6.-13. rajal All
mgml1014. Fotol on ndha kaks fragmenti, millest suurem (4601nt) on meid huvitav fragment
ja vaiksem (ligikaudu 2200nt) on mittespetsifiiline hibridiseerumine. Filtri ilmutusaeg oli 24

tundi.
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Huibridiseerisin ja skaneerisin filtri ning selgus, et koigis analutsitud A1l ja mutantide
tlvedes oli ndha stabiilne nukleaarne DNA (vt. Joonis 18). Nagu A1184 tiive DNA anallitsis
pesin ka sellelt filtrilt radioaktiivse nukleaarse proovi maha ja hubridiseerisin sama filtrit
mitokondriaalse ori-prooviga. Ka A1l wt p~ ja ste54 tiivesid uurisin vaid kahes korduses, sest

Sedman et al. (2014) katsetest oli teada, et need on stabiilsed.

1 2 3 @RS 6 7 8 gail0 i 13
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Joonis 19. All, All ste54 ja All mgml01A tivede DNA analliis mitokondriaalse
prooviga. Esimesel rajal on marker 1kb, 2.-3. rajal A1l wt, 4.-5. rajal All ste54 ja 6.-13.
rajal A1l mgml01A4. Stabiilse mtDNA fragmendi suurus on 1790nt. Filtri ilmutusaeg oli 24

tundi.

Jooniselt 19 on ndha, et stabiilne mtDNA sailis A11 wt ja All ste54 tlvedes. See néitab, et
antibiootikumikassett ega Ste5 valgu kaotus ei pdhjusta mtDNA fragmenteerumist. All
mgm 1014 mutandi puhul séilis mtDNA kolmes, fragmenteerus kolmes ja kadus sootuks kahes
kaheksast proovist (vt. Joonis 19). Fragmenteerunud mtDNA tekib, kui mitokondriaalses
genoomis on toimunud Umberkorraldused nii, et on muutunud Xbal 16ikekoht ja seega ka
restriktsioonifragmentide suurus. Proovis 12 pole naha konkreetseid fragmente. Selline
olukord tekib, kui restriktaasi Xbal I0ikesaidid on Uksteisele vdga ldhedal. mtDNA

puudumine kahes proovis vdis tuleneda asjaolust, et tegemist oli p® kolooniatega.
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2.3.4. Arutelu

Kirjanduse Ulevaatest selgus, et valk Mgm101 on oluline DNA katkestuste parandamisel ja
voimalik, et ka telomeeride sdilitamisel (Pevala et al.,, 2016). llmselt osaleb Mgm101
homoloogilise rekombinatsiooniga parandamisrajal DSB parandustel (vt. Joonis 5). Samuti on
Mgm101 oluline replikatsioonis. Olemasolevate andmete pdhjal vdib spekuleerida, et selleks
voiks olla rekombinatsiooni juhitud replikatsioon. Ori/rep-jarjestusi peetakse replikatsiooni
initsiaatoriteks ja seetOttu on nende olemasolu replikatsiooni toimumiseks Glimalt tahtis. Zuo
et al. nditasid oma 2002. aasta to0s, et ori/rep-jarjestusteta Np~ mutantide ja geeni MGM101
deletsiooni korral kaotab mtDNA oma stabiilsuse. Nad pakkusid vélja, et pagariparmis voiks
olla kaks replikatsiooni initsiaatorimehhanismi — iks, mis soltub ori/rep-jarjestustest ja teine,
mis sdltub Mgm101 olemasolust (Zuo et al., 2002).

Siiani on valgu Mgm101 deletsiooni m&ju mtDNA stabiilsusele uuritud tUksnes Uhes artiklis
(Zuo et al., 2002) ja seda rohkem kui kimme aastat tagasi. Selles artiklis uuriti kill kolme
erinevat HSp™ tlive, ent mtDNA analtilsi tulemustest néidati igast tivest ainult thte DNA-d.
(vt. Lisa 3). Saamaks teada, millist rolli méngib Mgm101 valgu deletsioon mie dppetooli
HSp" tlivedes A1l ja A1184, tegin neist deletsioonimutandid ja viisin 1&bi mtDNA anallisi
kaheksast kolooniast eraldatud DNA-dele kummastki tlivest. Varasemast (Zuo et al., 2002) on
teada, et HSp™ tlvedes sdilib mtDNA stabiilsus ja sellist tulemust ootasin ka oma tlvede

puhul.

Minu katsetest selgus, et HSp™ tivede All ja A1184 deletsioonimutantides p&hjustab geeni
MGM101 deletsioon mtDNA ebastabiilsust (mdlema tlve 5/8 kolooniatest oli mtDNA
fragmenteerunud vdi kadunud téielikult). Zuo et al. uurisid oma 2002. aasta t66s samuti HSp*
tivesid, mis erinesid minu uuritutest ori/rep-jarjestuste sisalduse ja mtDNA fragmendi
pikkuse poolest. Samuti oli erinev tlivi, mida deletsioonimutantide saamiseks kasutati (Zuo et
al. 2002.a katses CS6, meie katses w303). Zuo et al. (2002) HSp™ tivede mtDNA stabiilsus
aga séilis Mgm101 deletsiooni korral (vt. Lisa 3). Minu tivedel sdilis 3/8 kolooniatest

stabiilne mtDNA. Seega ei saa samasugust jareldust teha koigi HSp™ tiivede kohta.

Tuvede A1l ja A1184 valgu Mgm101 deletsioonimutantide vdrdlusest selgus, et A11 omades
on mMtDNA vastuvotlikum deletsioonidele, sest seal kadus kahes proovis mtDNA téielikult
(vt. Joonis 19). P6hjuseks voib olla see, et A11 mtDNA fragment on pikem kui A1184 oma ja
varasemast on teada, et lihema fragmendiga mtDNA on stabiilsem. Mdlemas mtDNA

fragmendis on palju G/C plokke, mis vdib omakorda olla fragmenteerumise pdhjuseks, sest
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polumeraas ei suuda neid alati labi lugeda. M6lemast katsest saab aga jareldada, et Mgm101
valk on oluline tiivede A1l ja A1184 mtDNA stabiilsuse sailimiseks. Minu toost jareldus, et
uksnes ori/rep-jarjestuse olemasolust ei piisa, et Mgml101l deletsioonimutant mtDNA

stabiilsuse sailitaks.
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KOKKUVOTE

Ké&esolevas t00s uuriti valgu Mgm101 deletsiooni moju mtDNA stabiilsusele. Valk Mgm101
(mitochondrial genome maintenance) koosneb 269 aminohappest ja kaalub 30 kDa (Chen et
al., 1993). On leitud, et valk Mgm101 on vajalik mtDNA stabiilsuse séilitamiseks osaledes
rekombinatsiooni juhitud replikatsioonis ja ilmselt ka telomeeride séilitamisel (Pevala et al.,
2016).

Valgu Mgm101 deletsiooni mdju mtDNA stabiilsusele on varasemalt uuritud Zuo ja
kaasautorite (2002) poolt, kes leidsid, et Mgm101 on on vajalik pagariparmi wt rakkude ja
Np~ hingamismutantide mtDNA sdilitamiseks, aga pole vajalik HSp~ tlivedele. Kuna see
uurimus on tehtud ammu ja rohkem uurimusi pole mgm1014 mutantidega l&bi viidud,

otsustasin uurida samade meetoditega teisi HSp™-tuvesid.

Tegin oma katsed Uldise ja mikroobibiokeemia laboris valmistatud pagaripirmi HSp™ tiivede
All ja Al1184-ga. Need tived sisaldavad erinevaid ori/rep-jarjestusi ja erinevad Uksteisest
mtDNA fragmendi pikkuse poolest. A1l tiives on ori3 ning A1184 tuves ori2 ja osaline ori7.
Tuve A1l mtDNA fragmendi pikkuseks on 1790nt ja A1184 oma on 1184nt pikkune.
Madlemast tivest valmistasin deletsioonimutandid ja analtlsisin neid Southern blot'i

meetodiga. Kummastki tlvest votsin analtiisiks kaheksa mgm1014 kolooniat.

Minu tulemustest jareldus, et valgu Mgml01 deletsioon viib ka HSp™ tlvedes mtDNA
fragmenteerumiseni. Tuve A1l korral esines 3/8 kolooniatest mtDNA fragmenteerumist ja
kahel koloonial oli mtDNA kadunud téielikult. A1184 tive kolooniatest oli 5/8
fragmenteerunud mtDNA, aga téielikku mtDNA kadumist polnud. Seega on tivi All
mgm1014 mutandid vastuvGtlikumad mtDNA deletsioonidele kui A1184 omad. See voib
tuleneda asjaolust, et A11 mtDNA fragment on pikem (1790nt) kui A1184 oma (1184nt).

Samuti nditab minu katsetest saadud tulemus, et ka HSp™-tlived vajavad valku Mgm101
mMtDNA stabiilsuse sdilitamiseks. Zuo et al. uurisid oma 2002. aasta t66s samuti HSp™ tiivesid,
kuid need erinesid minu uuritutest ori/rep-jarjestuste sisalduse, mtDNA fragmendi pikkuse
ning genotulbi poolest. Oma katsetes vdisin ndha mtDNA ebastabiilsust tdnu sama tuve
mitmete kolooniate uurimisele. Seega vOib véita, et valk Mgm101 mdjutab mtDNA

stabiilsuse sailimist.

Edaspidi vOiks uurida sarnase metoodikaga valgu Mgm101 deletsiooni mdju neutraalsetele

tivedele.
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SUMMARY
Protein Mgm101 and its deletion impact on stability of the mitochondrial DNA
Varje Kass

Many proteins are required for mtDNA stability. While most organisms cannot cope without
mtDNA, Saccaharomyces cerevisiae can. That's why | chose it to be my thesis's model

organism.

Protein Mgm101 is 269 amino acids long and has molecular weight 30 kDa. Mgm101 stands
for mitochondrial genome maintenance. It plays a role in mtDNA binding, repair and
duplication. Meeusen et al. (1999) showed that Mgm101 is required for the repair of
oxidatively damaged mtDNA.

According to mtDNA content, the baker’s can be either a p*, p~ja p° strain. p* strains are wild-
type, containing normally functioning mtDNA, p~ strains have trunctated version of mtDNA
and p° strains have completely lost their mtDNA. p  is furthermore divided into
hypersuppressive, suppressive and neutral type depending on which kind of progeny it gives
after matings with a wild-type strain. Hypersuppressive p~ gives up to 100% p~ offsprings,
suppressive gives both p~and wild-type and neutral p~ gives only wild-type offsprings.

Zuo et al. (2002) showed that Mgm101 is needed for stability of mtDNA in wild-type strains

and neutral p- mutants, but is not needed for hypersuppressive mutants.

In my thesis I chose to analyze two hypersuppressive p~ strains (A1l and A1184), of which I
made deletion strains of Mgm101 and as control Ste5. In both deletion and wild-type strains
the nuclear DNA was stable. In wild-type and ste54 strains the mtDNA was also stable, but in

mgm1014 strains the mtDNA was fragmentated or absent in a large fraction of colonies.

Therefore, it can be concluded that Mgm101 is very important not only in neutral mutants and

wild-type strains, but also for hypersuppressive p~ strains.
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LISAD
Lisa 1. All fragmendi jarjestus (saadud juhendajalt)

53757 TCTT
53761 TTTTCTATTT ATTAATAATA ACTATAAATT ATATTTAAAATAATAATTTACTTGTTATAA

53821 TCTTAATGTT CCGGGGCCCG  GCCACGGGAG CCGGAACCCC GAAAGGAGAA
GTATATAAAT

53881 ATTTACTTGT TATAATTTAT TATATATTTATAACCTCCTT CTTAAAATTATCTTTACTTT
53941 ATAATAAAAA TTAATATAAT ATAATCTGAT AATAATCGAATTTTATTATATTTAATTTAA
54001 TTAATAATAG ACAATTATTATTATTATTTT ACTTATTAAT ATTAATTTAG ATTTATATAT
54061 ATAAATATTATTAATTTTAT ATTAATTTTT TATTAATTAT TTATTTTTAT ATTCATATTT
54121 TTTATTAATATTATTTTTAT TAATAACTTT TTAAATAATT ATAAACTATATATTATTTAT
54181 ATTTATATTT ATAATAAATG AAACAATTAT AATAAAAATT ACAATTACAATTATATTATA
54241 ATTATGATTA CAATAGGGTT AAACATTACC TGTGAACAAC TGGTAATGTT TAACCCGTAT
54301 TATTATTTAT TATATTATAT ATATATTAAA ATATTAATAT TAATATTAAT ATTATATTAT
54361 ATTATATTAT ATTATATTAT ATTATATTAT ATTATATTTATAATTATATT ATATTATATA
54421 ATTTATATAC TTTTATAATT CTTATTATTATTTATTTATT ATTTATTTAT TATTATTTAA
54481 ATATATTATT ATTATATATT AATAATATAT ATATTATTTT ATATATTTTATTTAATATAA
54541 ATTATTTATATTTTTATATT TTATTATGAG GGGGGGTCCC AATTATTATT TTCAATAATA
54601 ATTTATCATG GGACCCGGAT ATCTTCTTGT TTATCATTTATTATTCTTAT TATTTGGTTT
54661 TTATTTAATATTTATAATTT ATTTTATACAATTTATTATATTGTTTATAC CTTATTATTA
54721 TTATATAATA TATTATATTA TTATAATAAT TTAATTAATT ATATTATTAA ATATTAACTA
54781 ATGTGTGCTC TATATATATT ATTCATTCTAGTTTCTAATC ACCCACCCCC TCCCCCTATT
54841 ACTTATATAT CTAGAAATAA AAATACATAA CATATATTTT AAATATATAT ATATAATTAT
54901 ATAATAATTA TTATATATAA AATATATATA TATATAATAT ATATTTATAA AATAATAATA
54961 ATAAATATTA TTACTCCATT AGAGGTTTTG GTCCCATATC AGGAACCGAA ACTATAATAA
55021 TATATAATAT TATAATAAAG ATATTCTTAT TTATAATATATTATTAAATA AATTAATAAT
55081 AATTATAATA TATATATATA ATATATTATA ATATATTTAT TCGAGAACTT TTTATTTATT
55141 ATAAAATAAA ATATTTTATT TATTATTTAG TTTTTTTTTATTAAACATTT TATAAAAATA
55201 TAAATGTTAA TAATATTATG ATTAATAAGT AATAATAAAT TTATTTATTT TTATTAATTA
55261 CTTCTTCGAG GTATTAGTAT CAGTATCAGT ATCAGTATCG TAAAAAACGG GTGACTAAAA
55321 TATATATATA TATAAAATTA TAAATAAAAA TATTATAATA ATTTTAAATA AATAAATATC
55381 AATATATTAT TATTATTTAT ATTATAATAA ATATTATCTA ATAATAGTCC GGCCCGCCCC
55441 CGCGGGGCGG ACCCCGAAGG AGTCCGAACC CCTTTTTTAT TTAATTTTAT TTAAAGAAGG
55501 AGTGAGGGAC CCCTCCCGTT AGGGAGGGGG ACCGAACCCC GAAGGAG 55547

Fragment parineb wt mtDNA piirkonnast 53757-55547. Fragmendi suuruseks on 1790
aluspaari. Punasega on téhistatud aktiivne ori3, allajoonitud on ori-regiooni A, B ja C plokk.

Kasutatud I6ikesaidiks on sinisega tahistatud TCTAGA, mida IGikab enstiim Xbal.
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Lisa 2. A1184 fragmendi jarjestus (saadud juhendajalt)

30305 ATAAAA TAAAATTAAA ATAATTAATA TATATATATA AATATAATAA ATTATTATAT

30361 ATAAATATAT ATAATTTTTA TAATAAATAT TATAATATTA TATAAATAAA TAATTATAAT
30421 ATATAATAAA TATATAATAA TAATAAAAAT ATTAACAATA TAATAAAAAT TTATAATATA
30481 AATATAAATT ATAAATAAGT TAAATTAATA AAATAATAAA TGATTAACAA GAAGATATCT
30541 GGGGTCCCAT TAATAATTAT TATTTTCAAT AATAATTGGG ACCCCCCACC ATTATAATAT
30601 CATATTAATT AATATAATAA TAATGTATAT AAAATAGAAA TAATAATTAA TATAATAATA
30661 ATAATATATA TAAAATAGAA ATAATAATTA AATATATATA TAAATAATTA TTTATATAAT
4830721 ATATTATAAA TAATAATAAT AATAAATATT TATTAATTAA TAATGATTAT AAATATTTTA
30781 TTTAATATAA ATTTATAACT ATTTTATTAT ATATATATTT TTTATTCATA AAAATTCCTT
30841 TTGAGGATTT TTATTTTATA TAAATATCTT CTAATATTTA TAATAAATAA TAATATATTC
30901 ATTATATTTATAATTATATA TAAT

DELTA 1008 NT TATAATTATAAATAATTT ATATAAAAAA

AGTTTTATTA AAAAATATTA

31981 TTAAAAATAT AATATTAATA ATAAATAAAA ATAATATTAT ACTCTTAATA GAATTTATAA
32041 TGATAAAAAT TAAGATGAAG ACTTTTTTTT ATAATTATTA TAAATTTATA TAAAAATAAT
32101 ATATATATAT TTATATTTAT TTTATTAATA TATATAATAT ATTTATGTAT ATTAAAAAGA
32161 TATATTTAAATATTTTTATT TTTTTTTTAT AAGATAATTT TTGTAAATAT ATAAGTAATA
32221 AATTAAGTTT TATAGGGGGA GGGGGTGGGT GATTAGAAAC TTAACTGAAT AATATATATA
32281 AAGCATACAT TAGTTAATAT TTAATAATAT AATCAATATA TAATAATTAT AAAATAATTA
32341 ATTATATAAT AATAATAATG TATAAACAAT ATAATAAATT GTATAAAATA AAATATAAAT

32401 CATAAATAAA  GCTAAATTAA  TAAAATAATA  AATGATAAAC  AAGAAGATAT
CCGGGTCCCA

32461 ATAATAATTA TTATTGAAAA TAATAATTGG GACCCC 32498
Antud fragment périneb wt mtDNA piirkonnast 30305-32498bp. Fragmendi suurus on 1184

aluspaari. Fragment sisaldab funktsionaalset ori2 (tahistatud rohelisega; A, B ja C plokk on
tahistatud allajoonitult) ja poolikut ori7 (téhistatud punasega, A, B ja C plokk on téhistatud
allajoonitult). Delta 1008 nt tahistab 1008 aluspaari suurust deletsiooni. Kasutatud l8ikesait

on margitud sinisega ja seda I6ikab Dral.
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Lisa 3. HSp™ tlivede mtDNA stabiilsuse sdilimine valgu Mgm101 deletsiooni korral. (Zuo et
al.,2002)
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Lisa 4. Np tlivede mtDNA ebastabiilsus valgu Mgm101 deletsiooni korral. (Zuo et al., 2002)
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