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KASUTATUD LUHENDID

5 —FOA - 5-fluoroorotic acid

6 — AU — 6-azauratsiil

ap — aluspaari

BRE — TFIIB recognition element (TFIIB poolt dra tuntav element)

CENP-A — centromere protein A (tsentromeerne valk A)

CSA, CSB — Cockayne syndrome group A and B (Cockayne siindroomi grupp A ja B valgud)
CTD - C-terminal domain (C-terminaalne domeen)

DPE — downstream promoter element (allavoolu promootori element)

DSB — double-strand break (kaksikahelaline katke)

GenS — general control of amino-acid synthesis protein 5 (iildise aminohapete siinteesi kontrolli

valk 5)

H1 — histoon 1

H2A — histoon H2A

H2B — histoon H2B

H3 — histoon H3

H4 — histoon H4

HAT — histone acetyltransferase (histoonide atsetiiiiltransferaas)
HDAC — histone deacetylase (histoonide deatsetiilaas)

KAT — K(lysine) acetyltransferase (liisiini atsetiiiiltransferaas)
MTE — motif ten element (motiiv kiimne element)

p — TEFb — positive transcription elongation factor b (transkriptsiooni elongatsiooni soodustav

faktor b)

RNA pol II — RNA poliimeraas 11



Rpd3 — reduced potassium dependency (vihenenud kaaliumi vajadus), histoonide deatsetiilaas
RSC — remodels the structure of chromatin (kromatiini struktuuri remodeleerija)

SAGA — Spt6-Ada-GenS-acetyltransferase (Spt6, Ada ja Gen5 subiihikuid sisaldav

atsetiiiiltransferaas)

SDS — sodium dodecyl sulfate (naatriumdodetstiiilsulfaat)

TAF — TBP-associated factors (TBP-ga seonduvad faktorid)

TBP — TATA-binding protein (TATA jérjestusele seonduv valk)

TCR — transcription-coupled repair (transkriptsiooniseoseline reparatsioon)
TFIID — transcription factor IID (transkriptsioonifaktor IID)

UAS — upstream activating sequence (lilesvoolu aktiveeriv jérjestus)

Znl, Zn2 — tsinki siduvad domeenid 1 ja 2



SISSEJUHATUS

Iga elusorganismi aluseks on geneetilist informatsiooni kandev pirilikkusaine DNA, mille
sdilitamine, pdrandamine ja hésti reguleeritud avaldumine on eksistentsiaalse tihtsusega. Selle
eesmirgiga on eukariiootse organismi genoom organiseeritud raku tuumas struktuuriks, mida
nimetatakse kromatiiniks. PShilised valgud, millega on DNA kromatiinis seotud, on histoonid,
mis osalevad lisaks DNA pakkimisele ja organiseerimisele ka organismi parilikkusaine kaitsmises
ja geneetilise info avaldumises. Nimelt, histoonidele nagu enamusele rakus siinteesitavatele
valkudele, on voOimalik lisada erinevaid post-translatsioonilisi modifikatsioone, mis osalevad
histoon-DNA interaktsioonide tugevuse ja teiste kromatiinil todtavate valkude seondumise

regulatsioonis.

Valke kodeerivate geenide avaldumise esimeseks etapiks on transkriptsioon, mille viib 14bi
eukartiootsetes rakkudes valgukompleks RNA poliimeraas II. Transkriptsiooni toimumine digel
ajal, Oigel geenil ning sobival tasemel on oluline tagamaks raku normaalset elutegevust.
Pdhiliseks viisiks, kuidas eelnimetatud tingimused tdidetakse, on histoonide modifikatsioonid,
mis osalevad RNA poliimeraas II toomisel geenide promootoraladele, DNA-histoonide
interaktsioonide ndrgestamises ning tugevdamises, tagamaks geeniekspressiooni regulatsiooni.
Transkriptsiooni efektiivne toimumine in vivo oleks histoonide modifikatsioonideta voimatu.
Seda kinnitab ka asjaolu, et paljudes vihkkasvajates muutuvad histoonimodifikasioonide mustrid
ning viivad geeniekspressiooni kaoseni. Seetdttu, histoonide post-translatsiooniliste
modifikatsioonide ja transkriptsiooni vastastikuse mdju moistmine on oluline lisaks teadusliku

huvi rahuldamisele ka farmakoloogiliste voimaluste laiendamiseks.

Kéesoleva t00 teoreetilises osas antakse iilevaade kromatiini struktuurist, histoonide post-
translatsioonilistest modifikatsioonidest ning RNA poliimeraas II ja selle subiihikust Rpb9 ning
nende rollist transkriptsioonis. T60 eksperimentaalses osas uuriti histooni H3 atsetiileerimise ja
RNA poliimeraas II subiithiku Rpb9 koosmdju transkriptsioonile pagaripirmis (Saccharomyces

cerevisiae).



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kromatiin

Eukariiootse raku genoom on organiseeritud ja pakitud struktuuri, mida nimetatakse kromatiiniks.
Kromatiini pdhiliseks struktuurseks kordusiihikuks on nukleosoom, mille valgulise tuumiku
moodustavad kahes korduses olevad histoonid H2A, H2B, H3 ja H4. Histoonipaar H3-H4 iihineb
tetrameeriks ning sellega liituvad H2A-H2B dimeerid, moodustades oktameerse kompleksi.
Histoonse oktameeri limber on keerdunud 147 aluspaari DNA-d, mis teeb umbes 1,7 kordse
poorde, orienteerides DNA kaksikheeliksi nukleosoomist eemale uues suunas (Joonis 1)
(Kornberg 1977; Luger et al. 1997). Nukleosoomide vahelist DNA-d nimetatakse /inker DNA-ks,
mille pikkus vdib olla vastavalt organismile 20-80 aluspaari ning korgemates eukartiootides
seondub selle DNA-ga histoon H1, aidates organiseerida kromatiini kompaktsemaks struktuuriks

(Luger et al. 1997).
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Joonis 1. Nukleosoomi struktuur. DNA on kujutatud musta kaksikheeliksina, mis on keritud
timber struktuuri keskel paiknevate histoonide. Joonisel on ndha histoonide N-terminaalsete
sabade vélja ulatumist nukleosoomist. Joonise tegemiseks on kasutatud struktuuri PDB ID: 1AOI
(Reinmets 2014).



Nukleosoomid ja nende vahele jidv DNA moodustavad eukariiootse genoomi pakkimise esimese
taseme, mida nimetatakse ,,péarlikee” struktuuriks (ingl. k. ,,beads on a string”) (Olins ja Olins

1974).

1.1.1 Kromatiini kérgemat jirku struktuur

Ligi 40 aastat tagasi ndidati, et ,,parlikee” struktuuri kondenseerumisel hisooni H1 vdi Mg**
ioonide abil moodustub 30 nm struktuur, mida nimetati solenoidiks (Finch ja Klug 1976).
Solenoidi struktuuri kohaselt paiknevad nukleosoomid korvuti, keerdudes vasakukéeliseks
heeliksiks ning painutades linker-DNA-d (Widom ja Klug 1985). Jargmisena oli néidatud, et
,parlikee” struktuuri kondensatsioonil voib moodustuda ka siksak-struktuur, mis keerdub samuti
vasakukieliseks heeliksiks, aga omab no. kahte alguspunkti ning nukleosoomid on iihendatud
sirge linker-DNA-ga ja paiknevad vastakuti (Woodcock et al. 1984; Williams et al. 1986; Schalch
et al. 2005). Viimasel aastakiimnel hakati pé6rama rohkem tdhelepanu asjaolule, et 30 nm fiibri
moodustumine soltub olulisel méidral tuumade voi kromatiini eraldamise tingimustest (eelkdige
katioonide kontsentratsioonist kasutatavates lahustes) ning rakkude fikseerimisel toimuvatest
fiisioloogilistest muutustest (Eltsov et al. 2008). Kromosoomi konformatsiooni méiédramise
(Chromosome conformation capture — 3C) meetodi ja selle edasiarenduste (4C, 5C, Hi-C)
kasutusele votmisega on esile kerkimas aina rohkem tulemusi, mis nditavad, et 30 nm fiibrit ei
pruugi in vivo eksisteerida. Saccharomyces cerevisiae-s tehtud 3C uuringus leiti, et kuigi 95 kb
pikkune transkriptsiooniliselt aktiivne kromatiini ala on tuumas 1ddvalt pakitud struktuurina, siis
selle 1ahedal paiknev AT-rikas ala on kiill suurema tihedusega, aga ei vasta siiski tihedusele, mis
peaks kirjeldama 30 nm struktuuri (Dekker 2008). 2010. aastal pakuti vélja, et kromatiini
kondensatsioon ei toimu 30 nm fiibri abil, vaid 1dbi ,,poliimeeri sulami” mudeli, mille kohaselt
moodustavad ruumiliselt 1dhestikku paiknevad nukleosoomid gloobuleid (Maeshima et al. 2010).
Poliimeeri sulami mudelis pakuti vélja, et gloobulite pinnal paikneb transkriptsiooniliselt aktiivne
kromatiin ning geeniekspressiooni vaigistamiseks viiakse vastav kromatiini piirkond gloobuli
sisse (Fussner et al. 2011). Kirjeldatud kromatiinigloobulite olemasolu toetavad ka viimaste
aastate Hi-C meetodi abil 1ébi viidud inimgenoomi struktuuri uuringud, mille lahutusvdime on
tdnu tehnoloogia arengule muutumas aina paremaks (Lieberman-Aiden et al. 2009; Rao et al.

2014).



1.2 Histoonid

Histoonid on korgelt konserveerunud aluselised valgud, mille iseloomulikud histooni voldi
motiivid (inlg. k. histone fold motif) on olulised nii valk-DNA kui ka histoonidevahelisteks
interaktsioonideks. Histooni voldi motiiv moodustab suure osa histoonide C-terminusest ning
vaatamata viikesele homoloogiale valkude aminohappelises jarjestuses, on struktuurilt viga
lahedane koigis neljas tuumiku histoonis (Arents et al. 1991). Histoonide ,,sabaks” nimetatakse
N-terminaalset domeeni ning histoonil H2A ka C-terminust. Histoonide ,,sabad” on struktuuritud
ja ulatuvad nukleosoomist véljapoole, mistdottu on neil oluline roll nii nukleosoomide vahelistes
interaktsioonides kui ka DNA-I opereerivate valkude sidumises (Walter et al. 1995; Lee ja Hayes
1997; Yang et al. 2005). Lisaks osalemisele nukleosoomide vahelistes interaktsioonides, on
histoonide sabadel suur téhtsus nukleosoomi stabiliseerimises ehk DNA avatuse reguleerimises.
Uheks viisiks nukleosoomi  stabiilsuse reguleerimiseks on  post-translatsioonilised
modifikatsioonid, mida kisitletakse hiljem pohjalikumalt. Histoonide struktuuri olulisust DNA
sidumisel niitab ka see, et liheksa kolmeteistkiimnest transkriptsioonifaktori TFIID koosseisu
kuuluvatest TAF valkudest sisaldavad histooni voldi domeeni (Gangloff et al. 2001). Arvatavasti
konkureerivad TAF valgud histoonidega DNA sidumises. See etapp on oluline transkriptsiooni

pre-initsiatsiooni kompleksi moodustumisel.

1.3 Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid

Histoone, nagu ka koiki teisi rakus siinteesitavaid valke, on vdimalik modifitseerida, lisades
aminohapete kiilgahelatele keemilisi rithmi voi poliipeptiide (néiteks 76-aminohappelist valku
ubikvitiini). Valkude post-translatsiooniliste modifikatsioonide abil on vodimalik reguleerida
nende aktiivsuse spetsiifikat ja lokalisatsiooni, laiendades selliselt nende funktsionaalsuse spektrit
(Prabakaran et al. 2012). Histoonid, olles otseses kontaktis DNA-ga, osalevad nii
geeniekspressiooni regulatsioonis, DNA replikatsioonis, reparatsioonis kui ka genoomi

pakkimisel ja digel jaotamisel tiitarrakkude vahel. Kdik see on voimalik 14bi histoonide post-



translatsiooniliste modifikatsioonide, mis eeskitt reguleerivad histoon-DNA interaktsioonide

tugevust ja erinevate faktorite ligipddsu DNA-le (Reinmets 2014).

Nagu eelpool vilja toodud, ulatuvad histoonide N-terminaalsed sabad nukleosoomist viljapoole,
olles heaks sihtmaérgiks post-translatsioonilistele modifikatsioonidele. Lisaks N-terminaalsetele
otstele modifitseeritakse histoonil H3 ka selle ,.keha” ning histoonidel H2A ja H2B ka C-
terminaalsete otste positsioone. Viimastel aastatel on kirjeldatud mitmeid histoonide ,,kehal” aset
leidvaid positsioone, mis osalevad otseselt nukleosoomi stabiilsuse hoidmises ja reguleerimises

(Joonis 2) (Hainer ja Martens 2011; Di Cerbo et al. 2014).
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Joonis 2. Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid. Joonisel on ndidatud péarmis
esinevad histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid. Punasega on mérgitud imetajates
esinevad alternatiivsed modifikatsioonid (Smolle ja Workman 2013).



1.3.1 Histoonide atsetiileerimine

Histoonide atsetiileerimine oli esimene kirjeldatud histoonide modifikatsioon (Phillips 1963).
Atsetiileerimise kdigus lisatakse atsetiililriihm liisiini kiilgahelale, neutraliseerides selle positiivse
laengu, mis ndrgestab nii histoonide interaktsioone DNA-ga kui ka nukleosoomide vahelist
kontakti (Lee et al. 1993; Wang ja Hayes 2008). Selle interaktsioone norgestava efekti tdttu
seostatakse histoonide atsetiileerimist iildiselt transkriptsiooni aktivatsiooniga. Atsetiileeritud
histoonid destabiliseerivad nukleosoome, mis voimaldab kromatiini remodeleerimist ja DNA-ga
seonduvate faktorite ligipddsu. Kromatiini remodeleerijad seonduvad tihti ka otseselt
atsetiiiilriihmaga margistatud histoonidega 1dbi bromodomeeni (Nagy ja Tora 2007; Carrozza et
al. 2003; Mujtaba et al. 2007). Histoonide atsetiileerimist viivad 14bi valgulised komplekisd, mida
nimetatakse HAT-deks (histone acetyltransferase). Viimasel ajal on neid hakatud nimetama ka
KAT-deks, atsetiililrithma lisamise tottu liisiinijddkidele. HAT-de spetsiifika varieerub ja enamus
atsetiililtransferaase modifitseerivad mitmeid aminohappejiike, aga oluliseks peetakse teiste
modifikatsioonide konteksti (Lee ja Workman 2007). Niiteks NuA3 atsetiiiiltransferaas
atsetiileerib H3K 14 ning vajab selleks H3K4me3 modifikatsiooni olemasolu (Smart et al. 2009).
SAGA kompleksi kuuluv Kkataliiiitilise aktiivsusega atsetiiiiltransferaas Gcen5 sisaldab ka
bromodomeeni, mis on vajalik atsetiileeritud liisiinide dratundmiseks (Hassan et al. 2002). GenS
on ka viga laia spetsiifikaga, atsetiileerides in vitro H3 liisiine K9, K14, K18, K23 ja K36 (Kuo ja
Andrews 2013). See nditab, kuidas kromatiinil to6tavad valgud on omavahel pidevas suhtluses
ning lthe kompleksi t66 on signaaliks jargmisele, pdhjustades diinaamilise ja hidsti reguleeritud

stindmuste kaskaadi (Reinmets 2014).

Atsetiileerimine on kodige levinum modifikatsioon, esinedes koigil neljal histoonil (Joonis 2).
Vastsiinteesitud histooni H4 atsetiileeritakse liitisinidel K5 ja K12, vérskel H3-1 aga liisiini K56.
Need H3 ja H4 atsetiileerimised on vajalikud nukleosoomi moodustamiseks ja eemaldatakse
koheselt parast nende liilitamist kromatiini (Sobel et al. 1995). Histooni H3 K56 atsetiileerimine
on seotud ka transkriptsiooni regulatsiooniga ja DNA reparatsiooniga (Xu et al. 2005; Masumoto
et al. 2005). Liisiin 56 paikneb histooni H3 kehal ning nukleosoomis jddb see positsioon DNA

sisenemiskoha ldhedale, seetdttu peetakse H3K56 atsetiileerimist vajalikuks nii-Gelda
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nukelosoomi hingamiseks (Masumoto et al. 2005). Hiljuti on kirjeldatud veel H3 atsetiileeritavaid
positsioone, mis paiknev histooni kehal ja osalevad nukleosoomi stabiliseerimises. Nendeks on

on H3K 122 ja H3K64 atsetiileerimised (Tropberger et al. 2013; Di Cerbo et al. 2014).

Histooni H3 liisiinide K9, K14, K23 ja K27 atsetiileerimine esineb geenide promootoritel ja 5'
otstes. H3K 18 atsetiileerimine on samuti levinud geenide 5' regioonis, aga puudub promootoritel
(Liu et al. 2005). On ndidatud, et atsetiileeritud H3K14 on seondumismairgiks kromatiini
remodeleerijale RSC (remodels the structure of chromatin), mis osaleb geeniaktivatsioonis
(Kasten et al. 2004). See demonstreerib, kuidas histoonide modifikatsioonidel vdib olla
spetsiifiline roll, aga samas jddvad nad osaks iildise modifikatsioonimustri loomisel. Hiljuti
néidati, et RSC kompleksi kromatiinile toomine 14bi H3K14 atsetiileerimise on vajalik ka DNA
reparatsiooniks (Duan ja Smerdon 2014). Uheks palju-uuritud histooni H4 atsetiileeritavaks
positsiooniks on K16, millel on oluline roll nukleosoomidevaheliste interaktsioonide
ndrgestamises. Samuti on ndidatud, et H4K16 atsetiileerimine on vajalik efektiivseks DNA
reparatsiooniks ja K16 hiipoatsetiileerimist seostatakse ka vananemisega (Shogren-Knaak et al.
2006; Krishnan et al. 2011). Atsetiileerimise tdhtsust nditavad ka katsed, milles histooni H4 nelja

atsetiileeritava liisiini muteerimisel ei ole parmi rakud enam eluvdimelised (Megee et al. 1990).

1.3.2 Histoonide modifikatsioonimustri muutus transkriptsiooni kiigus

Histoonide modifikatsioonid ei erine mitte ainult aktiivse ja vaigistatud kromatiini vahel, vaid ka
ekspresseeritava geeni siseselt, muutudes koos RNA poliimeraasi elongatsiooniga kooderiva ala
3' suunas (Joonis 3). Nagu eespool mainitud, seostatakse histoonide atsetiileerimist tldiselt
avatud kromatiiniga, milles DNA-nukleosoomi vaheline kontakt on ndrgestatud (Wang ja Hayes
2008). Sellele vastavalt on ka ndidatud, et transkribeeritavatel geenidel ja nende promootoraladel
on histoonide H3 ja H4 iildine atsetiileerituse tase suurenenud. Aktiivsed promootorid ja
kodeeriva ala 5' regioonid on mirgistatud H3K4me3-ga (Pokholok et al. 2005). H3K4me?2 esineb
kogu lugemisraami ulatuses ning H3K4mel on leitud geeni 3' otsas (Liu et al. 2005). H3K36 di-

ja trimetiileerimine esineb geenide kehal ja 3' otstes ja vaatamata sellele, et H3K36 metiileerimist
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seostatakse tildiselt aktiivselt transkribeeritavate geenidega, on selle sisuline toime kromatiinile
hoopis represseeriv. Nimelt on H3K36 di- ja trimetiileerimine signaaliks histoonide H3 ja H4
deatsetiileerimiseks pirast RNA pol II moddumist, sest metiileeritud H3K36-ga seondub Rpd3
deatsetiilaas ja histoonidel olevad atsetiiiilriihmad eemaldatakse (Carrozza et al. 2005; Keogh et
al. 2005). H3R2me?2a asiimmeetriline dimetiileerimine takistab H3K4 trimetiileerimist, mis nagu
eespool mainitud, on promootoralade mirgiseks ning seetdttu on H3R2me2a levinud geenide
keskpaigas ja 3' otsas (Guccione et al. 2007; Kirmizis et al. 2007). H3K79 metiileerimise tdhtsust
on ndidatud DNA reparatsioonil ja rakutsiikli regulatsioonis, aga teadmised selle seosest
transkriptsiooniga on puudulikud ning vajavad pdhjalikkumat uurimist. Uldiselt seostatakse
H3K79 metiileerimist eukromatiiniga, kuna selle modifikatsiooni levik on véga laialdane (Ng et
al. 2003). Uheks huvitavaks modifikatsiooniks on histooni H2BK 123 ubikvitineerimine (Joonisel
3 lihtsalt H2Bub), mis esineb nii promootoraladel kui ka lugemisraami siseselt (Batta et al. 2011;
Shieh et al. 2011). H2B ubikvitineerimine on seotud elongeeruva RNA pol II-ga ning on vajalik
H3K4 di- ja trimetiileerimiseks (Xiao et al. 2005; Robzyk et al. 2000; Wood et al. 2003). Samuti
on ndidatud, et H2Bub takistab kromatiini kdrgemat jarku struktuuri moodustumist, olles selles
sarnane H4K 16 atsetiileerimisele ning on vajalik ka nukleosoomide taasmoodustumiseks parast

poliimeraasi moddumist (Fierz et al. 2011; Fleming et al. 2008; Reinmets 2014).
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Joonis 3. Histoonide modifikatsioonimustri muutus transkriptsiooni kiigus. Joonisel on
ndidatud erinevate transkriptsiooniseoseliste modifikatsioonide tasemeid lihe geeni piires. Ac
tdhendab atsetiileerimist, me — metiileerimist, ub — ubikvitineerimist. Htzl on promootorala
mirgistav histooni variant. Tumesinisega margitud H3K9, H3K27 ja H4K20 metiileerimine
esineb ainult kdrgemates eukariiootides (Smolle ja Workman 2013).

1.4 Valku kodeerivate geenide transkriptsioon

Transkriptsiooniks nimetatakse protsessi, mille kéigus siinteesitakse DNA iihele ahelale
komplementaarne iiheahelaline RNA molekul, milles tiimiin (T) on asendatud uratsiiliga (U).
Eukariiootses rakus siinteesib valku kodeerivat mRNA-d RNA poliimeraas 1. Transkriptsiooni
saab jagada kolmeks etapiks- initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon. Initsiatsioon algab
preinitsiatsiooni kompleksi moodustumisega promootoril. Promootori all mdeldakse tavaliselt

DNA piirkonda, mis on vajalik transkriptsiooni algatamiseks. Eukariiootsed promootorid



koosnevad iildiselt nn. ,,core” elemendist (mis sisaldab vdi asub transkriptsiooni alguskoha
vahetus ldheduses) ja regulatoorsetest elementidest. Regulatoorseid elemente tuntakse mitu —
TATA (AT-rikas ala) element, Inr (ingl. k. initiator), BRE (ingl. k. TFIIB recognition element),
DPE (ingl. k. downstream promoter element) ja MTE (inlg. k. motif ten element) element
(Kadonaga 2012). Eukariiootsed promootorid ja nende elementide kompositsioon vdivad olla
viga erinevad. Vaatamata sellele, et TATA-elementi sisaldavaid promootoreid on eukariiootsetes

rakkuds umbes 20%, on just nendelt promootoritelt toimuvat initsiatsiooni uuritud kdige rohkem.

Transkriptsiooni initsiatsioon algab TFIID seondumisega TATA-elemendile, mis sdltub TBP-st
(ingl. k. TATA-binding protein) ja TAF valkudest (TBP-associated factors). TFIID toomisele
TATA-elemendile jirgneb teiste basaalsete transkriptsioonifaktorite TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF,
TFIIH, Mediaatori ja RNA poliimeraas II seondumine. Selle kdigus moodustuvat kompleksi
nimetataksegi preinitsiatsiooni kompleksiks (edaspidi PIC) (Green 2000; Rhee ja Pugh 2012;
Poss et al. 2013). Pérast PIC-i moodustumist promootorile, aktiveeritakse helikaasset aktiivsust
omav TFIIH, mis avab promootorala DNA ahelad. TFIIH koosseisu kuulub ka RNA pol II
subiihiku Rpb1 C-terminaalset domeeni (edaspidi CTD) fosforiileeriv kinaas Kin28 (Feaver et al.
1991). Poliimeraasi vabanemiseks promootorilt ja iileminekuks elongatsiooni faasi on vajalik
vihemalt 12 ribonukleotiidi slintees (Sainsbury et al. 2013). Selline kompleks on juba suhteliselt
stabiilselt seotud RNA-ga ja pédrast CTD fosforiileerimist on valmis promootorilt edasi liitkuma

(Hsin ja Manley 2012).

Pérast poliimeraasi vabanemist, toimub promootori liheduses seiskumine (paus), mida peetakse
elongatsiooni protsessis kriitiliseks etapiks. RNA pol II saab nendest pausidest iile kasutades oma
voimet litkkuda 3' — 5' suunas voi vOib vajada TFIIS-i abi RNA 3'-OH otsa paigutamisel
aktiivtsentrisse (Saunders et al. 2006). Produktiivseks elongatsiooniks on vajalik selliste faktorite
osalemine nagu NELF, DSIF, P-TEFb, TFIIF ja TFIIS. Suure tdhtsusega on elongatsiooni
reguleerimine 1dbi CTD kordusjirjestuste fosforiileerimise (Yamada et al. 2006; Saunders et al.

2006; Reinmets 2014).
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1.5 RNA poliimeraas II

Eukariiootides siinteesib mRNA-d 550 kDa suurune RNA poliimeraas II. RNA pol II koosneb 12-
st subiihikust, Rpbl-12, mis on saanud oma nimed vastavalt molekulmassile, suuremast
vdiksemani. Kdiki 12 subiihikut sisaldavat poliimeraasi oli raske kristalliseerida, kuna Rpb4 ja
Rpb7 moodustavad kahesiibiihikulise kompleksi, mis on vdimeline poliimeraasi kiiljest
dissotsieeruma. 2003 aastal avaldati esimene RNA poliimeraasi tdiskompleks Bushnell ja
Kornbergi poolt (Bushnell ja Kornberg 2003). Praeguseks on parima lahutuvusega RNA
poliimeraas II tiielik struktuur Meyer-i ja kolleegide poolt 2009. aastal avaldatud 3.88 A
resolutsiooniga struktuur (Meyer et al. 2009).

Struktuurselt koosneb RNA pol II neljast mobiilsest elemendist, mida nimetatakse inglise keeles
core, clamp, shelf ja jaw lobe. Core element ehk polliimeraasi siidamik koosneb subiihikutest
Rpb1-3 ja Rpb10-12, millest Rpbl ja Rpb2 moodustavad aktiivtsentri (Joonis 4). Poliimeraasi
keskel on siigav 10he, mille kaudu siseneb DNA aktiivtsentrisse. Lohe on moodustatud koigi nelja
elemendi poolt ja on ndidatud nii selle avatud kui suletud konformatsiooni. Shelf ja jaw lobe eh
“riiul” ja poliimeraasi “ldua” osa on suhteliselt vihe mobiilsed, aga on vdimelised pdorlema
paralleelselt aktiivtsentriga. Clamp ehk “klamber” on {iihendatud poliimeraasi siidamikuga
paindlikke motiividega ja saab liikuda kuni 30 A avades ja sulgedes 15het. Nagu eespool
mainitud, moodustavad Rpb4 ja Rpb7 dimeerse kompleksi, mis on vdimeline {ilejdédnud
poliimeraasist dissotsieeruma. Rpb4/7 kompleks on vajalik RNA pol II avatud kompleksi
moodustumiseks transkriptsiooni initsiatsioonil. On néidatud, et Rpb4/7 osaleb raku elu pikkuse
reguleermises 1dbi mRNA lagundamise. Samuti arvatakse, et see kahesubiihikuline kompleks
osaleb translatsiooni initsiatsioonis ja 3'-otsa protsessivate faktorite toomises poliimeraasile

(Hahn 2004; Duan et al. 2013; Runner et al. 2008; Harel-Sharvit et al. 2010).

Transkriptsiooni tsiikli jooksul toimub RNA pol II fosforiileerimine ja defosforiileerimie. See
modifitseerimine toimub Rpbl CTD-l, mis koosneb YSPTSPS kordustest. Neid seitsme
aminohappe kordusi esineb eukartiootides 25-52, pagaripiarmis néiteks 26 ja inimeses 52 kordust.
Fosforiileerida saab Ser2, Ser5, Ser7 ja Thr4-ja ning vastavalt saadud modifitseerimise mustrile

on CTD seondumiskohaks faktoritele, mis on vajalikud initsiatsiooniks, elongatsiooniks,
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terminatsiooniks ja mRNA protsessimiseks. Nagu eespool mainitud, preinitsiatsiooni kompleksi
moodustumiseks peab CTD olema defosforiileeritud. Promootorilt vabanemiseks on vajalik aga
Ser2 fosforiileerimine, elongatsiooni kéigus fosforiileeritakse ka Ser5 ning poliimeraasi

vabanemiseks DNA-It tuleb CTD uuesti defosforiileerida (Hahn 2004; Hsin ja Manley 2012).

Rpb1
Rpb2
Rpb3
Rpb4

Rpb6

Zn?* ioonid

Joonis 4. RNA poliimeraas II struktuur. Vasakpoolsel struktuuril on kujutatud RNA pol II
kiilgvaates. Nooltega on nididatud Mg*" sisaldav aktiivtsenter ja Rpb9 asukoht. Parempoolsel
struktuuril on ndidatud lahemalt Rpb9 asukohta poliimeraasil iilevalt vaadates ning nooltega on

margitud Zn*‘ioonid Rpb9 Zn-siduvates domeenides. Joonise tegemiseks on kasutatud struktuuri
PDB ID: 3FKI (Reinmets 2014).

1.6 Rpb9 — RNA pol II subiihik 9

Rpb9 on 122-st aminohappest koosnev 14 kDa valk, mis seondub poliimeraasi “lduale” ja

kontakteerub poliimeraasi kahe suurima subiihikuga Rpbl ja Rpb2 (Joonis 4). Rpb9 on korgelt
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konserveerunud ning on ndidatud, et inimese Rpb9 on vdimeline taastama pdrmi Rpb9
deletsiooniga RNA pol II funktsionaalsust (McKune et al. 1995). Rpb9 koosneb kahest tsinki
siduvast domeenist — N-terminaalne Znl ja C-terminaalne Zn2 domeen ning neid {ihendavast
struktuuritust /inker-ist. Tsingi ioonide sidumise eest vastutavad tsiisteiinid (Cys) N-terminaalses
domeenis positsioonides 7, 10, 29 ja 32 ning C-terminaalses domeenis positsioonides 75, 78, 103
ja 106. Zn1 ja Zn2 domeenid sisaldavad B-lehti, kumbki kontakteerub kas Rpb1 vdi Rpb2-ga (Liu
et al. 2011). Rpb9 deletsioon ei ole parmis letaalne, aga pohjustab mitmeid defekte nagu rakkude
aeglane kasv optimaalsetes tingimustes, temperatuuri- ja UV-tundlikkus, elongatsiooni
inhibeerivate kemikaalide tundlikkus (nt 6-azauratsiil, miikofenoolhape) ja aeglane spooride
idanemine (Woychik et al. 1991; Dudley et al. 2005; Gibney et al. 2008; Desmoucelles et al.
2002; Furter-Graves et al. 1994). Vaatamata oma suhteliselt viikesele molekulmassile, on Rpb9-1
kirjeldatud mitmeid raku elutegevuseks olulisi funktsioone. Avaldatud tulemused valgu struktuuri
ja funktsiooni seoste kohta on kohati vastuolulised, aga iiks on selge — Rpb9 osaleb mitme olulise

molekulaarse protsessi reguleerimises ja selle valgu funktsiooni kirjeldamine on suure tdhtsusega.

1.6.1 RpbI roll transkriptsiooni initsiatsioonis

Transkriptsiooni alguskoha tépsus on oluline funktsionaalsete mRNA-de siinteesiks. Teadaolevalt
algab initsiatsioon TBP seondumisega TATA-elemendile (vOi muule regulatoorsele elemendile),
mis toob kohale teised vajalikud faktorid. Seega, vaatamata sellele, et TBP seondumine TATA-
elemengida vastutab poliimeraasi iildise positsioneerimise eest, transkriptsiooni initsiatsiooni
koha mdiédravad siiski RNA pol II ise ja TFIIB (Li et al. 1994; Furter-Graves et al. 1994).
Pagaripiarmis algab transkriptsioon tavaliselt 40 — 120 aluspaari TATA-elemendsit edasi DNA
ahela 3' suunas, vastavalt promootori eripdrale. Rpb9A rakkudes aga kasutab poliimeraas lisaks
normaalsetele alguskohtadele alternatiivseid, TATA-elemendile 1dhemal asuvaid jérjestusi. Sama
efekt on ka kahel Rpb9 mutatsioonil, millest iiks on Cys7 asendus Phe-ks Znl domeenis ning
teine mutatsioon on selline, mis pdhjustab initsiatsiooni alguskoha nihkumist, on varajene stop-
koodon 111-s positsioonis. Defektse voi puuduva Rpb9-ga poliimeraasi initsiatsiooni alguskoha

nihkumist on néidatud nii in vivo kui in vitro, kasutades erinevate geenide promootoreid. See
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nditab, et Rpb9 osaleb RNA pol II positsioneerimisel TATA-elemendi suhtes ja on vajalik
transkriptsiooni initsiatsiooniks optimaalsetest kohtadest (Furter-Graves et al. 1991, 1994; Hull et
al. 1995; Sun et al. 1996) . Kuna mutatsioon Rpb9 Znl domeenis pdhjustab samade
alternatiivsete transkriptsiooni alguskohtade kasutamist, mis Rpb9 deletsioongi ning C-terminuse
1dikamine pohjustab samuti initsiatsiooni koha nihet, vdiks arvata, et selle funktsiooni
omistamine valgu konkreetsele piirkonnale on raskendatud. Hilisemad komplementatsiooni
katsed on aga niditanud, et plasmiidilt ekspresseeritud Rpb9 Znl domeen on vdimeline taastama

rpb94 rakkude normaalset initsiatsioonimustrit (Hemming et al. 2000).

1.6.2 Rpb9 - transkriptsiooni elongatsioon ja selle tipsus

Lisaks rollile transkriptsiooni initsiatsioonis, on ndidatud, et Rpb9 osaleb ka elongatsioonis.
Esimestena poorasid sellele tdhelepanu D. Awrey kolleegidega 1997. aastal, kui nad néitasid, et
RNA pol I A Rpb9 peatub transkriptsiooni blokeerivatel jdrjestustel palju harvemini kui
metsiktiitipi poliimeraas. Nii Rpb9A kui ka normaalse poliimeraasi erireaktiivsus oli sama, mis
tadhendab, et RNA pol II A Rpb9 ei ole normaalsest poliimeraasist kiirem vaid lihtsalt ei tunne
takistusi dra voi on iileminek peatumiseks vajalikku konformatsiooni raskendatud. Samuti nédidati
nimetatud publikatsioonis, et kui RNA pol II A Rpb9 siiski peatub ja ldheb {ile aresti
konformatsiooni, on selle vabastamine faktori TFIIS-i poolt raskendatud (Awrey et al. 1997). In
vitro katsete pohjal on vidlja pakutud, et normaalseks elongatsiooniks voib oluline olla C-
terminaalne Zn2 domeen. Poliimeraas, mille Rpb9 sisaldab mutatsioone Zn2 domeenis voi
konserveerunud piirkonnas linker-jérjestuses, ei reageeri TFIIS-i stimulatsioonile (Hemming ja
Edwards 2000). Samas on avaldatud ka tulemusi, kus on niidatud, et just N-terminuse mutandid
on tundlikud elongatsioonimiirkidele MPA (miikofenoolhape) ja 6-AU (6-azauratsiil) (Li S et al.
2006). Arvatavasti erinevad tulemused katsetes kasutatavate parmitiivede isedrasuste tdttu, mis

teeb Rpb9 subiihiku funktsiooni iseloomustamise veelgi raskemaks.

On néidatud, et rpb94 rakkudes siinteesitud transkriptides esinevad valesti sisestatud nukelotiidid

tihedamini, kui normaalse poliimeraasi poolt siinteesitutes. Samade katsete raames néidati ka, et
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elongatsioonifaktori TFIIS deletsioon mojutab transkriptsiooni tdpsust vdhemal maédral kui
Rpb9A (Nesser et al. 2006). Autorid pakkusid vilja kolm voimalikku viisi, kuidas Rpb9 voib
osaleda transkriptsiooni elongatsioonis ja selle tdpsuse kontrollimises. Esiteks pakuti vélja, et
Rpb9 voib osaleda dige nukleotiidi lillitamisel siinteesitavasse mRNA-sse, aga see tdhendaks
ulatuslikke konformatsioonilisi muutusi. Teiseks, arvestades Rpb9 positsiooni poliimeraasil, on
voimalikud interaktsioonid nditeks kromatiini remodeleerivate kompleksitega, histoonide
modifitseerijatega vOi Elongaator kompleksiga (Van Mullem et al. 2002). Kolmandaks
voimaluseks on see, et Rpb9 on vajalik RNA pol II eksonukleaasseks aktiivsuseks ja seega valesti
siinteesitud nukleotiidide vilja 1dikamiseks. Uhes hiljem avaldatud artiklis on aga niidatud, et
Nesser-i ja tema kolleegide vilja pakutud mehhanism, kus Rpb9 osaleb nukleotiidide lilitamises
mRNA ahelasse voib olla voimalik just konformatsiooniliste muutuste tdttu. Rpb9 C-terminaalne
Zn2 domeen paikneb suhtelises ldheduses “trigger loop -1 nimelisele struktuursele iiksusele, mis
1abib konformatsioonilisi muutusi iga nukleotiidi liilitamisel ahelasse (Walmacq C et al. 2009).
Samuti néidati, et Rpb9 on vajalik TFIIS-i poolt stimuleeritud valede nukleotiidide vélja
1dikamiseks mRNA ahelast. See seletab ka, miks rph94 rakkudes esineb rohkem valesid
nukleotiide sisaldavaid transkripte (Knippa ja Peterson 2013; Reinmets 2014).

1.6.3 Rpb9 poolt vahendatud DNA reparatsioon ja geneetiline ebastabiilsus

Imetajarakkudes vastutavad transkriptsiooniseoselise DNA reparatsiooni (7CR, transcription
coupled repair) eest kaks valku — CSA ja CSB (ingl. k. Cockayne syndrome group A and B). S.
cerevisiae-s on samuti kaks transkriptsiooniseoselist DNA reparatsiooni rada, millest iiks on
vahendatud Rad26 ja teine Rpb9 poolt. Rad26 on inimese CSB valgu homoloog ning vastutab
reparatsiooni eest, mis toimub nii promootoralas kui ka geeni kodeerivas osas. Rpb9-vahendatud
reparatsioon on aga koondunud pigem geeni kodeerivale alale. Molemad
reparatsioonimehanismid on kasutatavad transkribeeritava ahela vigade detekteerimiseks ja
parandamiseks ning on néidatud, et reparatsioonimuster v3ib varieeruda erinevatel promootoritel
vastavalt sellele, milliseid elemente (TATA, UAS — upstream activating sequence) need

sisaldavad (Li S ja Smerdon MJ 2002, 2004; Li S et al. 2006). On vilja pakutud, et Rpb9 osaleb
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DNA parandamises 1dbi oma funktsiooni transkriptsiooni elongatsioonis. Need jéreldused on
tehtud katsetest, milles rpb94rad264 rakkudele lisatud spt4 geeni deletsioon, mis soodustab RNA
pol II elongatsiooni, taastab rakkude voimet UV-kahjustustest iile saada (Li S et al. 2006). Samuti
on niidatud, et Rpb9 on vajalik RNA pol II suurima subiihiku, Rpb1, degradeerimiseks vastusena

UV-kahjustustele ning on vilja pakutud, et selles osaleb Rpb9 Zn2 domeen (Chen et al. 2007).

Eelmise aasta 10pus oli publitseeritud artikkel, milles Irene Felipe-Abrio koos kolleegidega
nditas, et RPB9 deletsioon suurendab geneetilist ebastabiilsust pohjustades suuremat tundlikkust
DNA kahjustuste suhtes, korgemat rekombinatsiooni taset rakkudes ning soltuvust
kaksikahelaliste katkete reparatsioonist ellu jadmiseks (Felipe-Abrio et al. 2014). Kuigi loogiline
motlemine voiks viia jireldusele, et rpb94 rakkude geneetiline ebastabiilsus on pdhjustatud
puuduliku TCR mehhanismi poolt, pooravad autorid tdhelepanu faktile, et rad264 rakkudel ei
esine hiiper-rekombinatsiooni néhtust (Gonzalez-Barrera et al. 2002). Selle asemel néitasid
autorid 2D elektroforeesi meetodil, et RPBY deletsioon pdhjustab replikatsioonikahvli litkumise

aeglustumise ning see voib pohjustada DNA ahela katkemise ja rekombinatsiooni aktiveerimise.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To0 eesmirk

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida histooni H3 atsetiileerimise ja RNA poliimeraas II subiihiku

Rpb9 koosmdju transkriptsioonile mudelorganismis Saccharomyces cerevisiae.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud S. cerevisiae sootmed

S. cerevisiae tiived kasvatati YPD (yeast extract, peptone, dextrose) tard — [agar 20 g/l,
miikoloogiline peptoon 20 g/l (LAB M™), parmiekstrakt 10 g/l (LAB M™), glikoos 20 g/l
(Medipharmia)] ja vedels66tmes [miikoloogiline peptoon 20 g/l (LAB M™), parmiekstrakt 10 g/l
(LAB M™), gliikoos 20 g/l vdi galaktoos 20 g/l (Medipharmia)].

Modifitseeritud tiivede  konstrueerimisel kasvatati pdrmi transformeerunud rakkude
selekteerimiseks — HIS SC (Synthetic complete) agarsootmel [agar 20 g/l (LAB M™), YNB (Yeast
nitrogen base, Applichem) 6,7 g/l, glikkoos 20 g/l (Medipharmia), adeniin 20 pg/ml (Sigma®),
uratsiil 20 pg/ml (SERVA), triiptofaan 40 pg/ml (AppliChem), leutsiin 80 pg/ml (Applichem) ja
SC (— URA — ADE — HIS — LEU — TRP) segu (Lisa 1)]. URA3 selektsioonimarkeriga plasmiidi
puudumist rakkudes kontrolliti 5-FOA-d (5-fluoroorotci acid) sisaldaval SC agars6dtmel [5-FOA
1 mg/ml (Toronto Research Chemicals Inc.), YNB 6,7 g/l, agar 2%, gliikoos 2%, nukleotiidid ja
aminohapped — adeniin 20 pg/ml, uratsiil 80 pg/ml, leutsiin 80 pg/ml, histidiin 40 pg/ml
(SERVA), triiptofaan 40 pg/ml ja SC (- URA — ADE — HIS — LEU — TRP) segu].
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Katsetes, kus kasutati tsiitoplasmasse sidumise meetodit, kasvatati vastavaid tiivesid rapamiitsiini
(Cayman Chemical Company, 1dppkontsentratsioon 100 nM) sisaldavatel YPD agars66tmetel voi
YPD vedelsootmes. YPD vedels6otmesse oli lisatud eelnevalt 100% -se DMSO-ga
(dimetiitilsulfoksiid, Sigma®) lahjendatud rapamiitsiin vi ainult DMSO (16ppkontsentratsiooniga
1%).

2.2.2 Kasutatud tiived, praimerid ja plasmiidid

Antud t66s kasutati prof. Arnold Kristjuhani uurimusgrupis valmistatud parmitiivesid AKY?217,
AKY796 ja AKY1037 ning EUROSCARF (European Saccharomyces cerevisiae archive for
functional analysis) kollektsioonist hangitud tiive HHY 168 pdhjal valmistatud tiivesid. Koik

kiesolevas t00s kasutatud tiived on kirjeldatud tabelis Lisa 2.

Toos kasutatud plasmiidid olid valmistatud HIS3 markergeeniga pRS413 plasmiidi pdhjal, kuhu
viidi S. cerevisiae histooni H4 geen ning muteeritud ja 3F12-epitoopjérjestusega maérgitud
histooni H3 geen. Tsiitoplasmasse sidumise meetodiks vajaliku tlive valmistamiseks kasutati
EUROSCARF kollektsioonist saadud plasmiidi pFA6a-FRB-HIS3MX pohjal valmistatud
plasmiidi, milles HIS3 markergeen oli vahetatud AphMX markergeeni vastu. Kdik kdesolevas

t00s kasutatud ja valmistatud plasmiidid ja praimerid on vélja toodud tabelites Lisa 3 ja Lisa 4.

2.2.3 Mutantset histooni H3 kodeerivate plasmiidide valmistamine

Kéesoleva t60 raames oli ldbi viidud histooni H3 atsetiileeritavate liisiinide silistemaatiline
muteerimine arginiiniks, mis mimikeerib mitteatsetiileeritud liisiini. Selle kdigus kombineeriti
liisiinide K9, K14, K18, K23 ja K27 mutatsioonid alustades kahe liisiini muteerimisest kuni koigi
viie nimetatud liisiini muteerimiseni. Plasmiidid konstrueeriti overlap extension PCR meetodil
(Bryksin ja Matsumura 2010). Nimetatud meetod pdhineb insert DNA kasutamisel praimerina

PCR reaktsioonis plasmiidi silinteesimisel. Antud t66s valmistati inserti kasutades koigepealt
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selliseid plasmiide, mis sisaldasid histooni H3 geeni iihega viiest liisiin-arginiiniks mutatsioonist
ja kombineeriti see iilejddnud nelja mutatsiooniga. Saadud plasmiid, mis sisaldas H3 geeni kahe
liisiin-arginiiniks mutatsiooniga, kasutati kolme mutatsiooniga H3 geeni slinteesimiseks.
Samasugusel viisil valmistati ka jargnevad plasmiidid kuni koik viis uuritavat positsiooni olid

muteeritud arginiiniks. Kokku valmistati 26 plasmiidi, mida kasutati jargnevates katsetes (Lisa 3).

2.2.4 Plasmiidivahetus ja kolooniate kontrollimine

Tiivesid AKY796, AKY 1037, AKY 1158, AKY 1159 ja AKY 1160 kasvatati iile6d 20 ml-s YPD
vedelsootmes temperatuuril 30 °C tiheduseni 5 x 107 rakku/ml. Rakukultuuri tsentrifuugiti 3
minutit 1500 rpm (Sigma 4K 15C, rootor 272/F), supernatant eemaldati, lisati 10 ml 0,1 M
liittumatsetaat + TE lahust ning tsentrifuugiti veel 3 minutit sama kiirusega. Seejdrel
suspendeeriti rakke 600 pl 0,1 M liitiumatsetaat + TE lahuses ning lisati 100 pl carrier DNA-d (2
mg/ml), mis oli eelnevalt denatureeritud 7 minutit temperatuuril 95 °C. Edasi segati kokku
transformatsioonisegu: 2 pl (1 pg/ pl) plasmiidi ja 50 pl valmistatud kompetentseid rakke.
Transformatsioonisegu hoiti 5 minutit toatemperatuuril ja seejdrel lisati 300 ul LiOAc + TE +
PEG lahust (0,1 M liitiumatsetaat + TE, 40% PEG (Mw = 40 000)). Segu véristati vorteksil ning
hoiti toatemperatuuril 15 minutit. Edasi lisati 30 pl 100% DMSO-d, segati vorteksil ja inkubeeriti
10 minutit temperatuuril 42 °C. Seejdrel tsentrifuugiti rakke 1600 g-ga, supernatant eemaldati,
rakusade suspendeeriti 150 pl vees ja kiilvati — HIS SC tassidele. Transformatsioonist saadud
kolooniad kiilvati iimber 5-FOA SC tassidele, et eemaldada rakkudest vana, URA3-e¢ ja

metsiktiiiipi histoone kodeerivat plasmiidi.

2.2.5 Pirmikultuuri lahjenduste rea analiiiis

Pérmitiivede kasvamisvoime hindamiseks kasutati rakukultuuri lahjenduste rea analiitisi. Rakud
kasvatati 5 ml-s YPD vedelsodtmes temperatuuril 30 °C iiledd tiheduseni 1-3 x 107. Rakukultuuri
tihedust mdddeti rakuloenduriga (Z™ COULTER COUNTER® Cell and Particle Counter;

Beckman Coulter) ning valmistati rida kiimnekordseid lahjendusi vees nii, et kdige tihedam
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lahjendus sisaldaks 10 000 rakku/pl ja kdige hdoredam 1 rakk/upl. Seejérel kanti lahjendatud
rakukultuurid 5 pl tilkadena soovitud agarplaatidele, inkubeeriti temperatuuril 30 °C kolm kuni

viis pdeva, pildistati agartasse ning analiiiisiti rakkude kasvu vorreldes kontrolltiivedega.

2.2.6 Anchor-away ehk tsiitoplasmasse sidumise meetod ja tiive valmistamine

Anchor-away (edaspidi tsiitoplasmasse sidumine) meetodit kirjeldati esmakordselt 2008. aastal
Ulrich K. Laemmli rithma poolt ning see voimaldab tuumas lokaliseeruvaid valke tsiitoplasmasse
transportida, takistades sellega nende funktsiooni (Haruki et al. 2008). Meetod seisneb kahe
rapamiitsiini siduva domeeni interaktsioonis rapamiitsiini olemasolul rakus. Uks selline domeen,
milleks on inimese mTOR rapamiitsiini siduv domeen — FRB, lisatakse uuritava valgu C-
terminusse ning teine, milleks on inimese Fkbp12, on lisatud ribosoomi suure subiihiku valgule

Rpl13a.

RPBY geenile rapamiitsiini siduva domeeni FRB jérjestuse lisamiseks viidi 1dbi PCR reaktsioon,
kus matriitsina kasutati FRB jdrjestust kodeerivat plasmiidi pFA6a-FRB-hphMX. Praimerid
Rpb9-FRB-F (5' GCTCACACATATTTACTTCAGATCAAAAAAACAAAAGGACGCAGTTT
TCAGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3') ja Rpb9-FRB-R (5' AGTCCCATTTTCTCTCCCTC
TGTCATTAATTTTGAAAGTTCGTTGAGCACTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3") sisaldasid
RPBY geeni ja selle terminaatoriga homoloogset ala, mis vdimaldas FRB ja markergeeni viimist
genoomi homoloogse rekombinatsiooni abil. PCRi reaktsioon viidi 1dbi 50 pl-s ning
reaktsioonisegu sisaldas 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 2 uM praimereid RPB9-FRB-F ja RPB9-
FRB-R, 1x Pfu puhvrit (Fermentas, Leedu), 2,5 U Pfu DNA poliimeraasi (Fermentas, Leedu), 1

ng plasmiidi ja 1dppmahuni vett.

PCR produkti olemasolu ja pikkust kontrolliti geelelektroforeesiga ning seejdrel sadestati ja

lahustati 25 pl-s vees. Saadud DNA transformeeriti rakkudesse elektroporatsiooni meetodil.
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2.2.6.1 Piarmirakkude elektroporatsioon ja kolooniate kontrollimine

Tiive HHY 168 kasvatati YPD vedelsootmes iiledd temperatuuril 30 °C kuni tiheduseni 1 x 108
rakku/ml. Rakukultuuri tihedust moddeti rakuloenduriga. Seejirel rakukultuuri tsentrifuugiti 5
minutit 1500 rpm (Sigma 4K 15C, rootor 272/F), supernatant eemaldati, rakud suspendeeriti 9
ml-s TE-s, lisati 1 ml 1 M liitiumatsetaati ning jéeti loksuma veel 45 minutiks kiirusega 100 rpm
(New Brunswick Scientific ExcellaTM E25). 45 minuti moddudes lisati 250 ul 1 M DTT
(ditiotreitool) ja jéeti loksuma veel 15 minutiks. Edasi lisati rakkudele 40 ml vett ja tsentrifuugiti
5 minutit. Seejdrel pesti ja tsentrifuugiti rakke 2 korda 50 ml jéédkiilma veega. Alates sellest
hetkest hoiti rakke jaal. Rakud suspendeeriti 1 ml jadkiilmas 1 M sorbitoolis, tosteti 1,5 ml
reaktsioonituubi ja tsentrifuugiti 1 minut 3300 g-ga. Supernatant eemaldati ja korrati viimast
etappi. Seejérel lisati rakkudele 50 pl 1 M sorbitooli, suspendeeriti ja tdsteti saadud tihedast
rakusegust 40 ul uude reaktsioonituubi. Rakkudele lisati 15 ul PCRi produkti ning tdsteti saadud
segu 2 mm elektroporatsiooni kiivettidesse. Elektroporeerimine viidi 14bi poraatoriga (Bio-Rad
Gene Pulser Xcell) ja kasutati parmile moeldud eelseadistatud programmi. Pérast poreerimist
jaeti rakud 20 minutiks jdile, seejdrel tosteti need 1,5 ml reaktsioonituubi ja tsentrifuugiti 1 minut
3300 g-ga. Seejérel supernatant eemaldati, rakusade suspendeeriti 100 pl-s vees ning kiilvati vélja
YPD tardsootmele. Jargmisel pdeval tembeldati tihedaks kasvanud rakud antibiootikumi
hiigromiitsiin B-d (200 pg/ml) sisaldavale selektiivsodtmele ja inkubeeriti 3 pdeva temperatuuril

30°C.

Selektiivtassil saadud kolooniatest eraldati DNA 0,2M LiOAc + 1 % SDS lahusega ja kontrolliti
PCR-ga, kasutades praimereid, millest {iks seondub RPB9Y9 geeni kodeerivale alale ja teine
plasmiidilt amplifitseeritud jéarjestusele (RPB9-N71-F ja ADHI1-Ctrl-R, Lisa 4) (Ldoke et al.

2011). Saadud tiive (AKY 1116) kasutati plasmiidivahetussiisteemiga parmitiive valmistamiseks.

2.2.7 Tsiitoplasmasse sidumise ja plasmiidivahetuse siisteemi kombineerimine

Kéesolevas t00s sooviti uurida Rpb9 funktsiooni histooni H3 mutatsioonide kontekstis ja sellest

lahtuvalt oli vajalik luua selline tiivi, mis vdimaldaks metsiktiiiipi histoonide vahetamist
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mutantsete vastu ning oleks funktsionaalne ka tsiitoplasmasse sidumise meetod, et tekitada rpb94
sarnane fenotlilip pdrast histoonide vahetamist. Tsiitoplasmasse sidumise meetodi ja
plasmiidivahetuse siisteemi kombineerimiseks ristati tiive AKY1116, mis voimaldab Rpb9
eemaldamist RNA pol II kompleksist rapamiitsiini lisamisel kasvukeskkonda, tiivega AKY217,

mis vOoimaldab vahetada histoone H3 ja H4 kodeerivat plasmiidi.

Tive AKY 1116 ristati tiivega AKY217 YPD agarsootmel ja inkubeeriti temperatuuril 30 °C ks
O00pdev. Jargmisel pdeval tembeldati rakud antibiootikume HGB (hiigromiitsiin B, 200 pg/ml) ja
G418 (genetitsiin 418, 400 pg/ml) sisaldavale YPD agarsdotmele, et selekteerida diploidseid
rakke. HGB resistentsusgeen oli périt tiivest AKY 1116 ja G418 resistentsusgeen oli algselt
kodeeritud AKY217 genoomis. Selektiivsdotmele tembeldatud rakud inkubeeriti temperatuuril 30
°C kaks pideva. Seejdrel kiilvati diploidsed rakud sporulatsioonitassile (parmiekstrakt 1 g/l,
kaaliumatsetaat 10 g/l, gliikoos 0.5 g/l, agar 20 g/l, adeniin 5 mg/l, histidiin 10 mg/l) ning
inkubeeriti temperatuuril 30 °C 5 pdeva, voimaldades rakkudel ldbida sporulatsiooni. Spooride
olemasolu kontrolliti valgusmikroskoobi abil. Seejdrel voeti sporulatsioonitassilt rakke ja
suspendeeriti need 100 pl-s vees. Suspensioonile lisati 1 pl ziimolaasi (10mg/ml) rakukesta
lagundamiseks, suspendeeriti koheselt, aga Ornalt paar korda ning inkubeeriti 2 minutit
toatemperatuuril. Seejirel vdeti 15 pl suspensiooni ja tilgutati see YPD agarsootmele ning
kasutati tetraadide otsingualana. Tetraadide eraldamiseks kasutati mikroskoopi Singer MSM
System 300. Laiali kiilvatud spooridega tasse inkubeeriti temperatuuril 30 °C kolm pédeva ning
seejarel teostati spoorianaliiiis, tembeldades kolooniad erinevatele selektiivtassidele,
kontrollimaks markergeenide olemasolu ja auksotroofsust teatud ainete suhtes (HGB, G418 voi
NAT sisaldavatel YPD agartassidel ning -URA, -TRP ja -LEU tassidel). tor/-I mutatsiooni ehk
resistentsust rapamiitsiini suhtes kontrolliti 100 nM rapamiitsiini sisaldavatel YPD agartassidel.
Labi viidud ristamisest saadi edasisteks katseteks kolm tiive, millest tiks oli funktsionaalse
tstitoplasmasse sidumise siisteemiga tiivi (AKY1158) ja vdimaldab Rpb9 valgu eemaldamist
RNA pol II kompleksist ning kaks tiive on kontrolltiived, mis sisaldavad ainult {ihte rapamiitsiini

siduvat domeeni, lisatud kas Rpb9 (AKY1159) voi Rpl13a C-terminusse (AKY 1160).
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2.2.8 Tsiitoplasmasse sidumise meetodi efektiivsuse kontrollimine

Valgu tsiitoplasmasse sidumise meetodi téotamise kontrollimiseks valmistatud tiivedes teostati
lahjenduste rea analiiis 100 nM rapamiitsiini sisaldavatel YPD ja tavalistel YPD agartassidel,
inkubeerides tasse temperatuuril 30 °C vdi 37 °C. Kuna rpbh94 mutansed rakud on teadaolevalt
temperatuuritundlikud, siis oli voimalik kasutada 37 °C kui test-tingimust rapamiitsiini

efektiivsuse kontrollimiseks soovitud fenotiitiibi tekitamises.

Rapamiitsiini mdjumise kiiruse testimiseks valmistatud tiivedes teostati kasvukiiruse mdotmise
katse. Koik tiived kasvatati iile60 loksutil 3 ml-s YPD vedelso6tmes temperatuuril 30 °C
ligikaudse tiheduseni 1 x 107 rakku/ml. Rakukultuuride tihedust mdddeti rakuloenduriga ning
lahjendati tiheduseni 6 x 10° rakku/ml 2 ml YPD vedelso6tmesse. Rakkude kasvukiiruse
leidmiseks mdddeti rakukultuuri tihedust iga 30 minuti moddudes alates Oh kuni 3h ajapunktini
ning seejirel iga tunni moddudes kuni 8h ajapunktini. Graafikute valmistamiseks kasutati

programmi LibreOlffice Calc.

2.2.9 GALI0 geeni induktsioon

Tsiitoplasmasse sidumise meetod voimaldas jiljendada konstrueeritud tiives RNA pol IIARpb9
fenotiilipi ning uurida transkriptsiooni kromatiinil, kus H3 atsetiileerimine oli héiritud. Rakud
kasvatati iiledd loksutil 30 ml-s YPD vedels66tmes temperatuuril 30 °C ligikaudse tiheduseni 4 —
5 x 107 rakku/ml. Rakukultuuri tépset tihedust mdddeti rakuloenduriga ning pandi kasvama 25
ml-sse 100 nM rapamiitsiini (DMSO-s lahustatud) voi 1% DMSO-d sisaldavasse YPD
vedelsdootmesse, et kultuuri tihedus oleks 3 x 10° rakku/ml. Rakke loksutati temperatuuril 30 °C
kaks tundi, lastes rapamiitsiinil mdjuda. Seejérel tsentrifuugiti rakud 5 minutit 1500 rpm-ga
(Sigma 4K 15C, rootor 272/F), supernatant eemaldati ning rakusadet pesti 10 ml veega
tsentrifuugides veelkord 5 minutit. Seejérel suspendeeriti rakud 10 ml-s vees ning loksutati 15
minutit, et pesta maha raku pinnal olevad gliikoosi molekulid. 15 minuti méddudes tsentrifuugiti
rakud 5 minutit 1500 rpm-ga (Sigma 4K 15C, rootor 272/F) ja pesti 10 ml veega. Seejirel

suspendeeriti rakud 25 ml-s 2 % galaktoosiga YPD vedelso6tmes, kuhu oli lisatud rapamiitsiini
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voi galaktoosiga YPD kontrollsootmes, mis sisaldas ainult 1% DMSO-d. GALIO geeni
indutseerimise detekteerimiseks voeti ajapunkte Oh (galaktoosiga s60tmesse kasvama panemisel),
1h, 2h, 4h, 6h ja iile66 (20-24h). Igas ajapunktis voeti 2 ml rakukultuuri RNA eraldamiseks, mida
tsentrifuugiti 3 minutit 2000 rpm-ga (Sigma 4K 15C, rootor 272/F), pesti 2 ml veega, supernatant
eemaldati ning rakusadet séilitati temperatuuril -80 °C kuni kdikide ajapunktide proovid olid

vOetud.

2.2.10 RNA eraldamine

Rakusade suspendeeriti 600 pl-s RNA eraldamise puhvris (10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH
7,5, 100 mM NaCl, 5% SDS). Seejdrel lisati 600 pl happelist fenool: kloroformi suhtes 1:1
(Applichem), segu viristati vortexil ja inkubeeriti 6 minutit toatemperatuuril rakkude liitisimiseks.
Rakususpensioonile lisati 1,5 g klaaskuule [0,5 mm Glass beads (Soda Lime), Biospec Products
Inc.] ning véristat vortexil 2 x 2 minutit. Supernatant (umbes 800 ul) kanti iile 1,5 ml Eppendorf
tuubi ning tsentrifuugiti lauafuugiga 3 minutit maksimum g-ga (11 600). Vesifaas tdsteti timber
uude 1,5 ml tuubi ning lisati vordses mahus kloroformi. Segu viristati vortexil ning tsentrifuugiti
lavafuugiga 3 minutit maksimum kiirusel (11 600 g). Vesifaas tosteti veel kord uude 1,5 ml
katsetuubi ning eraldatud nukleiinhapped sadestati lisades 1/10 mahust 3 M NaOAc ja 3 mahtu
96 % etanooli ja inkubeerides temperatuuril -80 °C 1 tund voi kauem. Seejdrel tsentrifuugiti
proove lauafuugiga 15 minutit temperatuuril + 4 °C maksimum kiirusel, supernatant eemaldati
ning pesti 200 pul 70 % kiilma etanooliga. Proovid fuugiti 3 minutit lauafuugiga maksimum
kiirusel, supernatant eemaldati ja etanoolijadgid aurutati inkubeerides RNA-d 37 °C termostaadis.
Seejdrel lahustati RNA 30 pl-s vees, millest 21 pl kasutati DNase I tootluse tegemiseks. DNase 1
tootluse viidi 14bi kogumahus 30 pl, mis sisaldas 21 pl vees lahustatud RNA-d, 1 x DNase |
reaktsioonipuhvrit ning 6 pl DNase 1 (Thermo Scientific, 1 U/ul). DNase 1 reaktsiooni
peatamiseks lisati reaktsioonisegusse 3 pl EDTA-d (Ioppkontsentratsiooniga 2,5 mM) ning
inkubeeriti 10 minutit temperatuuril 65 °C. Seejdrel sadestati RNA-d lisades 1/10 mahust 3 M
NaOAc ja 3 mahtu 96 % etanooli ja inkubeeriti temperatuuril -80 °C kuni 1h. Proovid
tsentrifuugiti lauafuugiga 15 minutit maksimum kiirusel, pesti 70 % kiilma etanooliga, aurutati

alles jadnud etanool inkubeerides RNA-d 37 °C termostaadis. Seejdrel lahustati RNA 20 — 30 pl-s
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vees ja moodeti kontsentratsiooni kasutades NanoDrop 1000 spektrofotomeetrit. Eraldatud RNA-
d kasutati poOordtranskriptaasi-PCR-1 (one step RT-PCR) labiviimiseks. GALI(O geeni
transkriptsiooni indutseerimise jilgimiseks kasutati oligonukleotiide, mis amplifitseerivad geeni
algusest 1kb kaugusel paikneva ala. Positiivse kontrollina kasutati oligonukleotiide, mis
amplifitseerivad FBAI geeni piirkonda. Poordtranskriptaasi-PCR-1 reaktsiooni kogumaht oli 10
ul, mis sisaldas 100 ng RNA-d, 1 x FIREPol® Master Mix (Solis Biodyne), 2 uM praimereid ning
1,5 U poordtranskriptaasi (RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo Scientific). RT-PCR viidi

14bi jargmise programmiga:

Poordtranskriptaasi reaktsioon: 48 °C 30 min
Poordtranskriptaasi inaktivatsioon: 95 °C 5 min

DNA denaturatsioon: 93 °C 3 min ‘

Praimerite seondumine: 55 °C 30 sek 20 tsiiklit
Praimerite ekstensioon: 72 °C 30 sek ‘
Lopp-ekstensioon: 72 °C 7 min

Saadud PCR-i produktid lahutati ja visualiseeriti 2,5 % agaroosgeelil EtBr abil. GALI0 ja FBAI
geenide transkriptidest saadud cDNA signaali intensiivsust kvantifitseeriti kasutades programmi

Image Studio™ Lite ning graafkud valmistati programmiga LibreOffice Calc.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Mutantset histooni H3 kodeerivad plasmiidid

Toos kasutati 32 pRS413 seeria plasmiidi, mis kodeerivad erinevaid histooni H3 variante.
Nendest 26 plasmiidi valmistati kdesoleva t60 kdigus. Histooni H3 atsetiileerimise sihtmérgiks
olevad liisiinid (K9, K14, K18, K23 ja K27) olid muteeritud arginiiniks ning kombineeritud
omavahel kdigis vOimalikes variantides alates iihekordsetest mutatsioonidest kuni koigi viie
atsetiileeritava liisiini muteerimiseni. Liisiini muteerimine arginiiniks mimikeerib rakkudes

mitteatsetiileeritud liisiini ning voimaldab uurida muteeritud positsioonide funktsiooni.

2.3.2 Histooni H3 mutatsioonide mdju rakkude elujoulisusele

Histooni H3 atsetiileeritavate liisiinide muteerimise moju uurimiseks transformeeriti mutantset
H3-e sisaldavad plasmiidid terve RNA pol II-ga ja subiihiku Rpb9 deletsiooniga rakkudesse.
Saadud kolooniaid kasutati lahjenduste rea analiilisiks, mis teostati — HIS SC ja 5-FOA-d
sisaldaval agarsootmel. — HIS tassidel kasvavad rakud sisaldavad eeldatavalt nii metsiktiilipi
histooni H3, mis on kodeeritud URA3 markergeeniga plasmiidil kui ka vérskelt transformeeritud
HIS3 markergeeniga plasmiidi, mis kodeerib mutantset H3 geeni. 5-FOA olemasolul s66tmes
jdavad ellu aga ainult sellised rakud, mis sisaldavad mutantse H3-ga plasmiidi. Nagu on ndha
Joonise 5 paneelidel A ja B, metsiktiilipi RNA pol II olemasolul ei mdjuta ka koigi viie
atsetlileeritava liisiini muteerimine arginiiniks histoonimutantide kasvamist agarsodtmel.
Muteeritud H3-e transformeerimisel rpb94 rakkudesse saadud tulemused aga erinevad oluliselt
metsiktiilipi poliimeraasiga rakkude tulemusest. Joonise 5 paneelii C on nidha, et rpb9
deletsiooniga H3 kaksikmutandid K9;14R, K14;23R ja K14;27R ei ole eluvdimelised. Kolme
nimetatud mutanti ihendab lisiini K14 mutatsioon arginiiniks, andes pohjust arvata, et selle
positsiooni atsetiileerimisel on rpb94 kontekstis teistest liisiinidest olulisem roll. Huvitaval
kombel on rpb94 kaksikmutandi K14;18R lahjenduste rida mirkimisvdirselt hea kasvuga,

vorreldes eelpool nimetatud kolme mutandiga, mis sisaldavad liisiini K14R mutatsiooni. Sarnast
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efekti on voimalik jdlgida ka paneelil D, kus on ndidatud kolme- , nelja- ja viiekordsete
histoonimutantide lahjendusi. Paneelil D on n#ha, et alates kolme atsetiileeritava H3 liisiini
muteerimisest ei ole rpb94 rakud eluvdoimelised. Samas, on voOimalik tdheldada, et
kolmikmutantide K9;14;18R, K9;18;23R ning K9;18;27R esimeses (ehk kdige tihedamas)
lahjenduspunktis esinevad moned véikesed kolooniad. Antud ndhtuse pohjal ei ole vdimalik
oelda, et rakud on eluvdimelised, aga tdendoliselt olid sellised mutandid suutelised l&dbima
mitmeid rakutsiikleid enne kasvu peatumist. Liisiini 18 puudutav tulemus on mdnevdrra iillatav,
kuna selle positsiooni atsetiileerimine esineb geenide alguses ning vdiks arvata, et on oluline
nukleosoomi ja DNA vaheliste interaktsioonide ndrgestamiseks (Liu et al. 2005). Sellisel juhul
peaks K18 muteerimine arginiiniks takistama transkriptsiooni. Antud t66 tulemus voib aga
viidata voimalusele, et positsiooni K18 atsetiileerimine voib osaleda mdne transkriptsiooniks

vajaliku valgu sidumises, mitte ainult iildise nukleosoomi laengu muutmises.

- HIS SC - HIS SC
A RPB9 rpb8A B RPB9 rpbS8A
WT H3 WT H3
K9R K9;14;18R
K14R K9;14;23R
K18R K9;14;2TR
K23R K9;18;23R
K27R K9;18;27TR
K9:14R K9;23:2TR
K9;18R K14;18;23R
K9:23R K14:18:2TR
K9:27R K14;23:2TR
K14;18R K18:23:2TR
K14;23R K9;14;18;23R
Ki4;27TR K9;14;18;27R
K18;23R K9;14:23;27R
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Joonis 5. Histooni H3 mutantide lahjenduste rea analiiiis. Paneelidel A ja B on nédidatud 10 x
lahjenduste rea analiiiis, mis oli teostatud — HIS SC agarsodtmel ning paneelidel C ja D on
kasutatud 5-FOA-d (1 mg/ml) sisaldavat SC s6ddet. Esimese lahjenduse kontsentratsioon on
10 000 rakku/pl ning viimase kontsentratsioon on vastavalt 10 rakku/pl. Metsiktiitipi RPB9
rakkude lahjendusrea analiiiis on tehtud Henel Seina poolt.

2.3.3 Tsiitoplasmasse sidumise meetodi parmitiived ja rapamiitsiini testimine

Uurimaks H3 mutatsioonide letaalsuse pohjust rpb9 deletsiooniga rakkudes, konstrueeriti
parmitiived, milles oli voimalik kasutada valgu tsiitoplasmasse sidumise siisteemi. Nimetatud
slisteemi abil on vdimalik eemaldada Rpb9 RNA pol II kompleksist rapamiitsiini lisamisel ning
jdljendada rpb94-sarnast transkriptsiooni juba eelnevalt muteeritud H3-ga kromatiinil. Selleks
oli tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga tiivi kombineeritud plasmiidivahetussiisteemiga ning olid
valmistatud tlived, mis kodeerivad metsiktiilipi histooni H3 geeni vdi muteeritud H3-e.
Tsiitoplasmasse sidumise meetodi kontrolliks olid valmistatud kaks kontrolltiive, mis kumbki

sisaldavad ainult {ihte rapamiitsiini siduvat domeeni. Valmistatud tiivede fenotiilibi
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kontrollimiseks kasutati lahjenduste rea analiilisi, milles vaadati metsiktiitipi H3-ga voi
H3K14;23R histooniga (selline kaksikmutatsioon oli eelnevas lahjenduste rea analiiiisis rpb94
rakkudele letaalne) tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga tiivesid. Kontrolliks oli vdetud tiivi, mis
sisaldas ainult tihte rapamiitsiini siduvat domeeni, ribosoomivalgu Rpll13a C-terminuses. Kuna
Rpb9 deletsioon ei ole rakkudele letaalne, aga pohjustab aeglast kasvu ning
temperatuuritundlikkust, siis oli voimalik seda &ra kasutada rapamiitsiini poolt pohjustatud
fenotiilibi kontrollimiseks. Joonisel 6 on nédidatud, et rapamiitsiini olemasolul s66tmes muutuvad
tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga metsiktiilipi H3-ga rakud (Rpb9-FRB+ WT) temperatuuril 30 °C
aeglasemaks kui kontrolltiive lahjendusread (Rpb9 + WT, Rpb9 + H3K14;23R) ning H3
kaksikmutandi kasv on tugevalt hiiritud (Rpb9-FRB + H3K14;23R). Lisades kasvukeskkonda
rapamiitsiini ja inkubeerides tasse temperatuuril 37 °C ei ole aga tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga
rakud eluvoimelised. Nii 30 °C kui 37 °C tulemused néitavad, et Rpb9 tsiitoplasmasse sidumise

slisteem tootab ja sobib soovitud katsete sooritamiseks.

Rpb9 + WT

Rpb9 +
H3K 14;23R

YPD

Rpb9-FRB +
H3K 14;23R

Rpb9 + WT

ui‘; 'ﬁ.b

Rpb9 +
H3K 14;23R

at

Rpb9-FRBE + WT

YPD +
rapamiitsiin

Rpb9-FRBE +

H3K14;23R G

Joonis 6. Rapamiitsiini efektiivsuse kontrollimine valmistatud tiivedes. Konstrueeritud
stisteemi testimiseks kasvatati rakke 100 nM rapamiitsiiniga YPD s66tmel ja ilma rapamiitsiinita
temperatuuridel 30 °C ja 37 °C. Tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga tiived on téhistatud kui Rpb9-
FRB ning WT tahistab normaalset H3 geeni ja H3K14;23R histooni H3 mutanti.

Rapamiitsiini efektiivsuse testimine lahjendusrea abil néitas, et tsiitoplasmasse sidumise siisteem

tootab valmistatud parmitiivedes piisavalt hésti, et jitkata nendega tootamist. Lahjendusrea
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analiiiis oli aga teostatud agarsd6tmel ning ei vdimaldanud rapamiitsiini mdjumise kiiruse
midramist ajas. Kuna kéesolevas to0s sooviti uurida tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga ja
muteeritud H3-ga rakkude transkriptsioonivoimet kasutades indutseeritavat geenti, siis oli oluline
teada rapamiitsiini mdju kiirust. Selle eesmérgiga olid tehtud katsed mdotmaks rakkude
kasvukiiruse muutust rapamiitsiini lisamisel, sest nagu eelpool mainitud ja nagu ka lahjenduste
rea analiiis nditas, on rpb94 rakkudele iseloomulik aeglane kasv. Teostatud katsete andmete
pohjal oli tehtud kasvukdverate graafik, mis on kujutatud Joonisel 7. Graafikult on néha, et Rpb9-
FRB rakkude kasv aeglustub 2-3 tundi peale rapamiitsiini lisamist so6tmesse. Arvestades saadud
tulemust ja asjaolu, et GALI0 geeni indutseerimine eelnevalt gliikoosis kasvatatud rakkudes
votab 1-2 tundi, otsustati jirgnevates katsetes enne GAL10 geeni transkriptsiooni indutseerimist

kasvatada rakke eelnevalt 2 tundi 100 nM rapamiitsiini sisaldavas sodtmes.

4.45E+007
3.95E+007
3.45E+007
2.95E+007
E =8— Rpb3-FRB + rap
3 24564007 Lol
€ 1.95E+007 Rpb9-FRB+DMSO
—de— Rpb3+DMSO

1.45E+007 —

9.30E+006

4.50E+006
Oh30min1h 1,5h 2h 25h 3h 4h Sh 6h 7¥h 8h

Aeg

Joonis 7. Rapamiitsiini méju ajas. Graafikul on kujutatud kahe katse tulemused ning
veapiiridena on kasutatud standardjaotust. Rpb9-FRB on funktsionaalse tsiitoplasmasse sidumise
siisteemiga tiivi ning Rpb9 on kontrolltiivi. + rap tdhistab 100 nM rapamiitsiiniga kasvanud
rakkude koverat ning + DMSO téhistab ilma rapamiitsiinita ehk kontrolltingimustes kasvanud
rakkude koverat.
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2.3.4 GALI0 geeni induktsioon

Histooni H3 ja RNA pol II subiihiku Rpb9 deletsiooni letaalsuse pohjuse selgitamiseks sooviti
antud t00s testida RNA pol IT ARpb9 voimet indutseerida GAL10 geeni vihe atsetiileeritud H3-ga
kromatiinil. Nimetatud induktsioon toimub galaktoosi kui siisinikuallika kasutusele votmisel ning
GAL geenide ja nende promootorite kasutamine on laialt levinud transkriptsiooniga seotud
mehhanismide uurimisel. GAL10 geeni induktsiooni uurimiseks viidi 14bi katsed tsiitoplasmasse
seotava Rpb9-ga rakkudega, mis kodeerisid metsiktiitipi histooni H3 v&i kolme mutatsiooniga
H3K9;14;23R histooni. Kuigi tsiitoplasmasse sidumise meetodi efektiivsust testiti kasutades H3
kaksikmutanti H3K9;14R, valiti GAL10 induktsiooni ldbiviimiseks kolme mutatsiooni sisaldavat
histooni, sest alates kolmest mutatsioonist on kdik H3 N-terminaalse saba liisiinide muteerimise
kombinatsioonid rpb94 rakkudele letaalsed. Kontrolltiivedena kasutati mittefunktsionaalse
tsiitoplasmasse sidumise siisteemiga rakke, mis sisaldasid ainult {ihte rapamiitsiini siduvat

domeeni.

Olles kooskdlas rpb94 rakkude aeglase kasvu fenotiiiibiga, nditasid 1dbi viidud katsed, et
metsiktiitipi histooni H3 olemasolul, toimub GALI0 geeni induktsioon Rpb9 eemaldamisel RNA
pol II kompleksist hiljem, kui kontrolltiivedes voi -katses, kus rapamiitsiini ei ole
kasvukeskkonda lisatud. Metsiktiilipi H3-ga rakkudes toimub selle histooni modifitseerimine,
kaasa arvatud atsetiileerimine, vastavalt raku fiisioloogilistele vajadustele. Vaatamata sellele, on
Joonise 8 paneelil A ndha, et Rpb9 subiihiku puudumisel on GAL 0 transkriptsiooni induktsioon
mérkimisviérselt aeglasem ja toimub ligikaudu kaks tundi hiljem kui terve RNA pol II korral.

Antud tulemus viitab, et Rpb9 voib olla oluline efektiivseks transkriptsiooni initsiatsiooniks.
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Joonis 8. GAL10 induktsioon metsiktiiiipi H3-ga tiivedes. GALI( transkriptsiooni tase on
GALIO ja FBAI transkriptide cDNA signaali suhe. Graafikutel on néidatud kolme katse
tulemused ning veapiirideks on voetud standardviga. Paneelil A on kujutatud metsiktiiiipi
histooniga H3 ning funktsionaalse tsiitoplasmasse sidumise siisteemiga rakkude (Rpb9-FRB)
GAL10 indutseerimise tulpdiagramm. Paneelidel B ja C on kujutatud kontrolltiivede diagrammid,
mis sisaldavad ainult iihte rapamiitsiini siduvat domeeni: B — Rpb9 C-terminuses, C — Rpl13a C-
terminuses. Tslitoplasmasse sidumise aktiveerimiseks kasutati 100 nM rapamiitsiini.

Joonise 9 paneelil A on kujutatud tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga rakkude GALI0O geeni
indutseerimise graafik kromatiinil, mis sisaldab mutantset H3K9;14;23R histooni. Nagu ka
metsiktiitipi H3 puhul (Joonis 8 paneel A), nieme GALI0 transkripte ligikaudu kaks tundi hiljem,
aga transkriptsioon toimub siiski ning illatavalt, metsiktiiipi H3 ja H3K9;14;23R tulemused

1abiviidud katses tiksteisest ei erinenud.
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Joonis 9. GAL10 induktsioon H3K9;14;23R tiivedes. GAL10 transkriptsiooni tase on GAL10
ja FBAL transkriptide cDNA signaali suhe. Graafikutel on ndidatud kolme katse tulemused ning
veapiirideks on voetud standardviga. Paneelil A on kujutatud H3K9;14;23R ning funktsionaalse
tslitoplasmasse sidumise siisteemiga rakkude (Rpb9-FRB) GAL10 indutseerimise tulpdiagramm.
Paneelidel B ja C on kujutatud kontrolltiivede diagrammid, mis sisaldavad ainult iihte
rapamiitsiini siduvat domeeni: B — Rpb9 C-terminuses, C — Rpl13a C-terminuses. Tsiitoplasmasse
sidumise aktiveerimiseks kasutati 100 nM rapamiitsiini.

GALI0 induktsiooni graafikute valmistamiseks kasutatud véirtused on saadud GALI0 transkripti
ja FBAI geeni transkripti suhtest ning ei kajasta H3K9;14;23R ja tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga
mutandi lildist madalamat transkriptsioonitaset. Seda on ndha Joonisel 10, kus on kujutatud iihe

katse RT-PCR-i tulemused.
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Joonis 10. GALI10 induktsioon H3K9;14;23R histoonidega. GALI0 ja FBAI transkriptide
cDNA agaroosgeelil. Katsetes kasutati 100 nM rapamiitsiini.

Jooniselt on ndha, et rapamiitsiini lisamisel, on Rpb9-FRB rakkudes lisaks hilisemale GALI0
transkripti tekkimisele ka positiivseks kontrolliks voetud FBAI produkti hulk viiksem kui
DMSO-s kasvanud rakkudes. Samuti on ndha, et Rpb9-FRB mutandi GALI0 produkti hulk on
viiksem kui DMSO-ga kontrollrakkudes ning 20h ajapunktis on suur erinevus GALI0 produkti
hulgas, mida ei kajasta graafikud Joonisel 9. Selline ndhtus esines nelja tehtud katse korral ja
vOib viidata, et GAL10 geeni transkriptsiooni indutseerimine ei pruugi olla hea siisteem uurimaks
rpb94 ja H3 atsetiileerimismutatsioonide letaalsuse pohjust. GAL geenide aktivatsioon on viga
robustne protsess, mille korral on slinteesitavate transkriptide hulk korgem kui paljudel
konstitutiivselt aktiivsetel geenidel. Rpb94 H3 atsetiileerimismutantide eluvdimetus voib olla
pohjustatud aga just madalalt ekspresseeritavate geenide transkriptsiooni puudulikkuse tdttu ning
selle uurimiseks oleks usaldusvéddrsem kasutada geeni, mille ekspressioonitase on madalam kui

indutseeritavatel geenidel.
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2.4 Arutelu

RNA poliimeraas II sdltuva transkriptsiooni tépseks ja efektiivseks toimumiseks on vajalik selle
korrektne regulatsioon, voimaldamaks siinteesida organismi eluks vajalikke valkude mRNA-d
oiges hulgas ja 0Oigel ajal. Selline regulatsioon on vdimalik suures osas labi DNA-ga seotud
histoonide modifikatsioonide, mis mdjutavad kromatiini avatuse taset, muutes DNA
kittesaadavust teistele valkudele ning on ka otsesteks maérgisteks kromatiinil tootavate valkude
seondumiseks. Seetdttu, geeniekspressiooni ja selle reguleerimise mdoistmiseks, on oluline teada,
kuidas toimub RNA poliimeraas II ja histoonide modifikatsioonide vaheline interaktsioon ja

suhtlemine ning kuidas need mdjutavad transkriptsiooni.

Kéesolevas t60s uuriti histooni H3 atsetiileerimise ja RNA poliimeraas II subiihiku Rpb9
koosmdju transkriptsioonile. To6 esimese poole tulemused nditasid, et metsiktiilipi RNA
poliimeraas II olemasolul rakkudes, ka viie atsetiileeritava liisiini muteerimine arginiiniks
histoonil H3 ei anna fenotiilibilist efekti. Arvatavasti on RNA pol II transkriptsioon piisavalt
robustne, et olema vdimeline kétte saada ka tavalisest tugevamalt nukleosoomi seotud DNA-d.
Antud t60s muteeriti ainult histooni H3 atsetiileeritavaid positsioone ning on vdimalik, et histooni

H4 atsetiileerimine on metsiktiilipi poliimeraasiga rakkudele piisav.

RNA poliimeraas II subiihiku Rpb9 puudumisel, ei ole rakud eluvdimelised alates histooni H3
kolme atsetiileeritava liisiini muteerimisest ning ka selliste kahekordsete mutatsioonide
kombinatsioonid nagu H3K9;14R, H3K14;23R ja H3K14;27R on letaalsed. Esiteks, viitavad
saadud tulemused, et subithiku Rpb9 puudumisel voib poliimeraasi efektiivsus olla vdiksem ja
transkriptsioon véheatsetiileeritud kromatiinil on raskendatud. Kuna geeniekspressioon peab
toimuma igal ajahetkel kindlal tasemel, siis on vdimalik, et rpb94 H3 atsetiileerimismutantides
tekib globaalne transkriptsioonistress, mis v0ib osutuda letaalseks. Huvitav on see, et ka kolme
eelpool nimetatud kahekordse histoonimutatsiooni kombineerimine rpb9 deletsiooniga on
letaalne ning kdik kolm kombinatsiooni sisaldavad liisiini 14. Histooni H3 liisiin 14, nagu ka koik
teised antud t66s uuritud liisiinid, on positsioon, mille atsetiileerimine esineb geenide 5' otsas

ning on seotud aktiivse transkriptsiooniga (Liu et al. 2005). Teiseks huvitavaks tédhelepanekuks
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oli see, et histooni H3 K18 muteerimisel arginiiniks oli rakkude kasvu soodustav efekt. Ka
H3K18 atsetiileerimine on geeni 5' otsas positsioneeruv modifikatsioon, aga saadud tulemus
nditab, et Rpb9 subiihiku funktsioon v4ib olla seotud kindlate H3 atsetiileerimise positsioonidega.
Liisiini 14 esinemine kolmes kahekordses mutatsioonis, mis on letaalsed rpb94 rakkudele viitab
sellele, et antud positsioonil voib olla suurem seos Rpb9-ga. On vdimalik, et Rpb9 vahendab
poliimeraasi ja histoonimodifikatsioone lugeva valgu interaktsiooni ning on vajalik poliimeraasi
stabiliseerimiseks promootoril ja geenide 5' otsas. Samas, on nédidatud, et H3K 14 atsetiileerimine
osaleb DNA reparatsioonis, olles seondumismérgiseks kromatiini remodeleerijale RSC (Duan ja
Smerdon 2014). Arvestades Rpb9 funktsiooni transkriptsiooniseoselises reparatsioonis, voiks
pakkude iiheks rpb94 ja H3 mutantide eluvdimetuse pohjuseks DNA kahjustuste kogunemise
rakkudes. See ei ole aga koige ratsionaalsem seletus kolmekordsete mutatsioonidega H3 ja rpb9
deletsiooni letaalsusele, sest tegu on aktiivse transkriptsiooniga seotud atsetiileeritavate histooni

H3 positsioonidega ning RNA poliimeraas I1-ga.

Lahtuvalt eelnevatest teadmistest, sooviti antud t66s uurida RNA pol IARpb9 voimet
indutseerida transkriptsiooni puudulikult atsetiileeritud H3-ga kromatiinil. Selleks kasutati
tstitoplasmasse sidumise (anchor-away) meetodit ja indutseeritavat geeni GALI(. Labiviidud
katsete tulemused niitasid, et Rpb9 subiihiku puudumisel toimub transkriptsiooni indutseerimine
ligikaudu kaks tundi hiljem kui metsiktiiipi RNA pol II-ga rakkudes. Induktsioonimustri
erinevust metsiktiilipi histooniga H3 ja mutantse H3K9;14;23R rakkude vahel, kvantifitseerides
GALI0 transkriptide signaali FBAI transkriptide suhtes, ei tdheldatud. Erinevuse puudumine
GAL10 geeni induktsioonis metsiktiitipi ja mutantse histoon H3-ga rakkudes oli ootamatu, aga
tdheldasime, et mutantse H3-ga ja tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga rakkudes olid nii GALI0 kui
FBAI geenide ekspressioonitasemed madalamad kui metsiktiilipi poliimeraasiga rakkudes.
Seetottu ei olnud transkriptsiooni indutseerimise erinevus detekteeritav valitud meetodiga. On
voimalik, et GALI0 geeni induktsioon on nii metsiktiilipi H3-ga kui mutantse H3-ga rakkudes
sarnane, sest GALI(O geeni indutseerimine on robustne ja pealesunnitud protsess, ning selle
transkriptsioonitase on vidga korge. Paljud eluliselt tihtsad geenid on aga ekspresseeritud madalal
tasemel kuid konstitutiivselt. Sellisel juhul ei sobi GAL10 geeni transkriptsiooni uurimine selleks,
et uurida, miks ei ole rph94 ja H3 mutandid eluvoimelised. Kui sellistes rakkudes on

transkriptsiooni toimumine tdepoolest globaalselt takistatud, siis rakkude hukkumise pohjuseks
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vOib olla hoopis vdimetus transkribeerida geene, millede ekspressioonitase on alati madal. Selle
teooria kontrollimiseks oleks vajalik vilja valida geen, mille ekspressioonitase on madalam kui

GALI0 geenil.

Veel iiheks vdimalikuks seletuseks rpb94 H3 mutantide eluvdimetusele on transkriptsiooni ja
replikatsiooni vahelise konflikti ja sellest ka geneetilise ebastabiilsuse tekkimine. On ndidatud, et
rpb94 rakkudes esinevad replikatsioonikahvli litkumise hédired ning teadaolevalt voib
replikatsioonikahvli peatumine algatada reparatsiooniprotsesse, mis pdhjustavad DNA-s
tiheahelalisi katkeid ja soodustavad geneetilisit ebastabiilsust ldbi rekombinatsiooni (Felipe-Abrio

et al. 2014).
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida histooni H3 atsetiileerimise ja RNA poliimeraas II subiihiku

Rpb9 koosmdju transkriptsioonile mudelorganismis Saccharomyces cerevisiae.

To66 kdigus muteeriti histooni H3 viite atsetiileeritavat liisiini positsioonides 9, 14, 18, 23 ja 27.
Histoonimutatsioonid kombineeriti omavahel koigis voimalikes variantides alates iihest
mutatsioonist kuni kdigi viie liisiini muteerimiseni. Histooni H3 mutatsioonide mdju rakkude
kasvuvdimele uuriti metsiktiitipi RNA poliimeraas II-ga ja rpb94 parmitiivedes. Tulemused
nditasid, et metsiktiilipi RNA poliimeraas Il-ga rakkudes ei avalda fenotiiiibilist moju ka koigi
viie uuritud H3 liisiini muteerimine arginiiniks. To0s ndidati, et RNA pol II subiihiku Rpb9
puudumisel on letaalsed histooni H3 kaksikmutatsioonid K9;14R, K14;23R ja K14;27R. Alates
kolme atsetiileeritava liisiini muteerimisest histoonil H3 on kdik mutatsioonid rpb94 rakkudele
letaalse mojuga. Kindlate positsioonide moju rpb9 deletsiooniga rakkudele vaib viidata, et Rpb9
osaleb nende positsioonide atsetiileerimise dratundmises. Rpb9 positsioon RNA poliimeraas II-1
on soodne interaktsioonideks teiste transkriptsioonis osalevate valkudega ning on vdimalik, et
osaleb ka histoonimodifikatsioonide dratundmise vahendamises ja 1dbi selle ka poliimeraasi

stabiliseerimises.

GALI0 geeni indutseerimise katsed ei niitanud tsiitoplasmasse seotud Rpb9-ga rakkudes
erinevust metsiktiilipi histooniga H3 ja mutantse H3K9;14;23R vahel. Kuna rpb94 H3K9;14;23R
mutant ei ole eluvdimeline, siis vOib jareldada, et GAL 10 ei pruugi olla sobiv mudelgeen soovitud
kiisimuste uurimiseks. Teiseks, 7pb94 ja histooni H3 mutatsioonide letaalsus voib olla
pohjustatud ka DNA reparatsiooni hdirete poolt. Seetdttu vajab antud t60s leitud seos RNA
poliimeraas II subiihiku Rpb9 ja histooni H3 atsetiileerimise vahel edasist uurimist, et jouda

transkriptsiooni kui essentsiaalse protsessi parema mdistmiseni.
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The impact of RNA polymerase II subunit Rpb9 and histone H3 acetylation on
transcription in Saccharomyces cerevisiae.

Kristina Reinmets

SUMMARY

Maintenance, inheritance and highly regulated expression of genetic information stored in DNA
is essential for every living organism. In eukaryotic cells, this is achieved by organizing the
genome into dynamic nucleoprotein complex called chromatin. In chromatin, DNA is bound by
small basic proteins called histones whose function is not only to package and organize the DNA
but also to protect and regulate its' accessibility to other protein factors that operate on chromatin.
These sophisticated tasks of histones are possible through numerous post-translational
modifications that are crucial for DN A-histone interactions and thus, for molecular processes like

transcription, replication, recombination, and DNA damage repair.

Transcription of protein-coding genes by RNA polymerase II, is indeed a chromatin-based
process and highly dependant on histone modifications. Hence, understanding the interactions
between RNA polymerase II and histone modifications would bring us closer to understanding
one of the fundamental events of life — transcription. It is also known to be common for cancer
cells to have abnormal pattern of histone modifications which leads to and deepens the chaos in

gene expression.

The aim of this work was to investigate the role of histone H3 acetylation and RNA polymerase I1
subunit Rpb9 in eukaryotic transcription. Five lysine residues on histone H3 — K9, K14, K18,
K23 and K27, which are normally targets of acetylation were systematically mutated to arginins
and combined with each other to mimic poorly acetylated state of H3. Results showed that cells
encoding a wildtype RNA polymerase II have no phenotype even when all five H3 lysines are
mutated to arginine. However, cells lacking RNA polymerase II subunit Rpb9 showed synthetic
lethality with H3 double-mutants H3K9;14R, H3K14;23R and H3K14;27R. Starting from triple

lysine-to-arginine mutations, all further disruptions of H3 acetylation were lethal in rph94
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background. Lethality of the rpb94 cells with certain H3 double-mutations suggest, that Rpb9
subunit may have a role in recognizing these particular modifications, for example, in order to
stabilize RNA polymerase II. Considering Rpb9's role in transcription-coupled DNA repair and
the fact that H3K 14 acetylation has aslo been shown to be important in DNA damage repair, it is

possible that lethality of the named mutants may be caused by DNA damage accumulation.

Since all of the mutated H3 lysines are known to be acetylated at the promoter and/or 5' regions
of protein-coding genes, I tried to test if 7pb94 H3K9,14,23R mutant is able to efficiently induce
the transcription of GAL10 gene. Interestingly, there was no difference in the induction efficiency
or level between rpb94 cells with wildtype H3 or H3K9;14;23R when compared to the levels of a
reference gene FBAI. However, it was noticed that both GALI0 and FBAI expression in cells
where Rpb9 was removed from RNA pol II complex was lower than in control strains. This
indicates that chosen approach to investigate the reason of pb94 H3 acetylation mutants lethality
may not be suitable. Nevertheless, results of this study are intriguing as no such interactions
between RNA polymerase Il subunit Rpb9 and histone H3 have been shown before and are being

further investigated.
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LISAD

Lisa 1. Drop-out segu koostis SC sootmete jaoks

Valmistatud segust kasutatakse 2 g 1 liitri s66tme kohta

Uhend Kogus
Alaniin 2g
Arginiin 2g
Asparagiin 2g
Aspartaat 2g
Tsiisteiin 2¢g
Glutamiin 2g
Glutamaat 2g
Gliitsiin 2g
Inositool 2g
Isoleutsiin 2g
Liisiin 2g
Metioniin 2g
Para-aminobensoehape 2¢g
Feniitilalaniin 2g
Proliin 2¢g
Seriin 2g
Treoniin 2g
Tiirosiin 2¢g
Valiin 2g
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Lisa 2. Kasutatud pArmitiived

Tiivi Genotiilip
W303 S. cerevisiae, MAT A, ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trpl-1 ade2-1, canl-100R
lys2
AKY217 |W303, MAT «, hhtl-hhfl::LEU2  gal-pr-vps13::TRPI hht2-hhf2::kanMX
Ycp50:hht2-hhf2 (URA3) (saadud tiivest DY 5733, (Wittschieben et al. 2000))

AKY796 W303, MAT o, hhtl-hhf1::LEU2 gal-pr-vpsi13::TRP1 hht2-hhf2::kanMX rpb9-
natMX6 Ycp50:hht2-hhf2 (URA3)

AKY1037 |W303, MAT o, hhtl-hhfl::LEU2  gal-pr-vpsi3::TRP1 hht2-hhf2::kanMX
rpb9::natMX6 Y Cp50:hht2-hhf2 (URA3)

HHY168 MAT o, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-

(AKYTLLS) fkbpl12::TRPI fprl::natMX6 torl-1

AKY1116 |HHY168, MAT a, rpli3a-2-fkbpl2::TRPI fprl::natMX6 torl-1 rpb9-frb::hghMX

AKY1158 |MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbpl12::TRPI fprl::natMX6 torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-
hhf2::kanMX YcpS50:hht2-hhf2 (URA3)

AKY1159 MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+
fprl::natMX6  torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-hhf2::kanMX
Ycp50:hht2-hhf2 (URA3)

AKY1160 |MAT a, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpli3a-2-
fkbpl12::TRP1  fprl::natMX6 torl-1  hhtl-hhfl::LEU2 hht2-hhf2::kanMX
Ycp50:hht2-hhf2 (URA3)

AKY1162 |MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbpl12::TRP1 fprl::natMX6 torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-
hhf2::kanMX [pRS413-H3H4-3F12(HIS3)]

AKY1163 |MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbp12::TRP1 fprl::natMX6 torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-
hhf2::kanMX [pRS413-H3H4-3F12-H3K14;23R(HIS3)]

AKY1164 |MAT a, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbpl12::TRP1  fprl::natMX6 torl-1  hhtl-hhfl::LEU2 hht2-hhf2::kanMX
[pRS413-H3H4-3F12(HIS3)]

AKY1165 |MAT o, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-

fkbpl12::TRPI  forl-:natMX6 torl-1  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-hhf2:-kanMX
[pRS413-H3H4-3F12-H3K 14:23R(HIS3)]
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AKY1167

MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+
fprl::natMX6  torl-1 rpb9-frb::hghMX — hhtl-hhfl1::LEU2  hht2-hhf2::kanMX
[pRS413-H3H4-3F12(HIS3)]

AKY1190

MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbpl12::TRP1 fprl::natMX6 torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-
hhf2::kanMX [pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;23R(HIS3)]

AKY1191

MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+
fprl::natMX6  torl-1 rpb9-frb::hghMX  hhtl-hhfl::LEU2  hht2-hhf2::kanMX
[pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;23R(HIS3)]

AKY1192

MAT A, ade 2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3 GAL psi+ rpll3a-2-
fkbp12::TRPI1  fprl::natMX6  torl-1 — hhtl-hhfl1::LEU2 hht2-hhf2::kanMX
[pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;23R(HIS3)]
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Lisa 3. Kasutatud plasmiidid

Plasmiid Kirjeldus Valmistatud
antud t66
kaigus

1 | pRS413-H3H4-3F12 CEN, HIS3, H3-3F12; H4 Ei

2 |pRS413-H3H4-2F12-H3K9R CEN, HIS3, H3K9R-3F12; H4 Ei

3 |pRS413-H3H4-3F12-H3K14R CEN, HIS3, H3K14R-3F12; H4 Ei

4 |pRS413-H3H4-3F12-H3K18R CEN, HIS3, H3K18R-3F12; H4 Ei

5 | pRS413-H3H4-3F12-H3K23R CEN, HIS3, H3K23R-3F12; H4 Ei

6 |pRS413-H3H4-3F12-H3K27R CEN, HIS3, H3K27R-3F12; H4 Ei

7 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14R CEN, HIS3, H3K9;14R-3F12; Jah
H4

8 | pRS413-H3H4-3F12-H3K9;18R CEN, HIS3, H3K9;18R-3F12; Jah
H4

9 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;23R CEN, HIS3, H3K9;23R-3F12; Jah
H4

10 ' pRS413-H3H4-3F12-H3K9;27R CEN, HIS3, H3K9;27R-3F12; Jah
H4

11 pRS413-H3H4-3F12-H3K14;18R CEN, HIS3, H3K14;18R-3F12; Jah
H4

12 pRS413-H3H4-3F12-H3K14;23R CEN, HIS3, H3K14;23R-3F12; Jah
H4

13 |pRS413-H3H4-3F12-H3K 14;27R CEN, HIS3, H3K14;27R-3F12; Jah
H4

14 |pRS413-H3H4-3F12-H3K18;23R CEN, HIS3, H3K18;23R-3F12; Jah
H4

15 pRS413-H3H4-3F12-H3K18;27R CEN, HIS3, H3K18;27R-3F12; Jah
H4

16 pRS413-H3H4-3F12-H3K23;27R CEN, HIS3, H3K23;27R-3F12; Jah
H4

17 | pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;18R CEN, HIS3, H3K9;14;18R- Jah
3F12; H4

18 | pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;23R CEN, HIS3, H3K9;14;23R- Jah
3F12; H4

19 | pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;27R CEN, HIS3, H3K9;14;27R- Jah
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3F12; H4

20 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;18;23R CEN, HIS3, H3K9;18;23R- Jah
3F12; H4

21 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;18;27R CEN, HIS3, H3K9;18;27R- Jah
3F12; H4

22 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;23:27R CEN, HIS3, H3K9;23:27R- Jah
3F12; H4

23 |pRS413-H3H4-3F12-H3K 14;18;23R CEN, HIS3, H3K14;18;23R- Jah
3F12; H4

24 |pRS413-H3H4-3F12-H3K14;18;27R CEN, HIS3, H3K 14;18;27R- Jah
3F12; H4

25 |pRS413-H3H4-3F12-H3K 14;23;27R CEN, HIS3, H3K14;23;27R- Jah
3F12; H4

26 |pRS413-H3H4-3F12-H3K18;23;27R CEN, HIS3, H3K18;23;27R- Jah
3F12; H4

27 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;18;23R | CEN, HIS3, H3K9;14;18;23R- Jah
3F12; H4

28 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;18;27R | CEN, HIS3, H3K9;14;18;27R- Jah
3F12; H4

29 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14:23;27R | CEN, HIS3, H3K9;14;23:27R- Jah
3F12; H4

30 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;18;23:27R | CEN, HIS3, H3K9;18:23;27R- Jah
3F12; H4

31 |pRS413-H3H4-3F12-H3K14;18;23;27R | CEN, HIS3, H3K14;18;23:27R- Jah
3F12; H4

32 |pRS413-H3H4-3F12-H3K9;14;18;23;27R |CEN, HIS3, Jah
H3K9;14;18;23:27R-3F12; H4

33 | pFA6a-FRB-HIS3MX HIS3, FRB Ei

34 |pFA6a-FRB-hphMX hphMX, FRB Ei

56




Lisa 4. Kasutatud oligonukleotiidid

Oligonukleotiidi nimi

Jéarjestus

1 |PRS413-F 5' GCGTAATACGACTCACTATAGG 3'

2  |HHT2-F 5' CTCGGTGTCAAAACATAGTTTG 3'

3 |H3-K9R 1 5' CAAACAGCTAGAAGATCCACTGGTGGT 3'

4 |H3-K9R 2 5' ACCACCAGTGGATCTTCTAGCTGTTTG 3'

5 |H3-KI14R 1 5" CCACTGGTGGTAGAGCCCCAAGAAAACAA 3

6 |H3-KI14R 2 5' TTTCTTGGGGCTCTACCACCAGTGGATTT 3'

7 |H3-K18R 1 5" GCCCCAAGAAGACAATTAGCCTCC 3'

8 |H3-KI18R 2 5" GGAGGCTAATTGTCTTCTTGGGGC 3'

9 |H3-K23R 11 5" CAATTAGCCTCCAGGGCTGCCAGA 3°

10 |H3-K23R 21 5’ TCTGGCAGCCCTGGAGGCTAATTG 3’

11 |H3-K27R 1 5" GCTGCCAGAAGATCCGCCCCATCTACC 3

12 |H3-K27R 2 5" GGTAGATGGGGCGGATCTTCTGGCAGC 3

13 |Rpb9-FRB-F 5' GCTCACACATATTTACTTCAGATCAAAAAAACAAA
AGGACGCAGTTTTCAGGTCGACGGATCCCCGGGTT 3'

14 |Rpb9-FRB-R 5" AGTCCCATTTTCTCTCCCTCTGTCATTAATTTTGA
AAGTTCGTTGAGCACTCGATGAATTCGAGCTCGTT 3

15 |Rpb9-N71-F 5' ATTCTAGAATG TCTGATAGAGAATGTCCCAAAT
GTC 3

16 |ADHI1-ctrl-R 5' AGCAACCTGACCTACAGGAAAGA 3'

17 |FBAI-REAL-DI1-F 5" TTGCACCCAATCTCTCCAAACTT 3

18 |FBAI-RREAL-DI-R 5" ATTTCTGGTCTCAAAGCGATGTCA 3'

19 | GAL10-1kb-F 5' ACCGAGTTGCAGGTTGAAGAC 3'

20 |GAL10-1kb-R 5' TGCCGGCACCAATAGTCAC 3
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