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INFOLEHT

Yaf9 valgu vajalikkus DNA kaheahelaliste katkete parandamisel pagariparmis

Saccharomyces cerevisiae

Yaf9 on uks kolmest YEATS domeeni sisaldavast valgust pagariparmis ja on osa kahest valgu
kompleksist, mis teostavad kromatiini modifikatsioone. Yaf9 pole parmi eluks ega kasvuks vajalik
valk, kuid Yaf9 mangib olulist rolli DNA kaheahelaliste katkete parandamisel. Yaf9W89A mutandi
DNA kaheahelalise katke parandamise efektiivsust vorreldi metsiktiitipi Yaf9 ja Yaf9 deletsiooni

tivedega.
Marksbnad: Yafo, YEATS, DSB, kromatiin

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Requirement of Yaf9 protein in DNA double-strand break repair in baker's yeast

Saccharomyces cerevisiae

Yaf9 is one of three YEATS domain proteins in baker's yeast and is part of two protein complexes
that perform chromatin modifications. Yaf9 is not a protein required for yeast life or growth, but
Yaf9 plays an important role in repairing DNA double-strand breaks. DNA double-strand break
repair efficiency of the YafOW89A mutant was compared with wild-type Yaf9 and Yaf9 deletion

strains.
Keywords: Yaf9, YEATS, DSB, chromatin
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KASUTATUD LUHENDID
5-FOA — 5-Fluoroorotic acid (5-fluoro-oroothape)

BIR — break-induced replication (katkestusest pohjustatud replikatsioon)

DSB — double-strand break (kaheahelaline katke)

HAT — histone acetyltransferases (histoonide atsetultransferaasid)

HDAC — histone deacetylases (histoonide deatsetilaasid)

HML — homothallic mating left (homotallismi alleel vasakul)

HMR — homothallic mating right (homotallismi alleel paremal)

HMT — histone methyltransferases (histoonide metuultransferaasid)

HR — homologous recombination (homoloogiline rekombinatsioon)

MAT — mating type (paardumistiup)

MMS — methyl methanesulfonate (metutlmetaan sulfonaat)

NHEJ — non-homologous end joining (mitte homoloogiline otste Gihendamine)
NuA4 — nucleosomal acetyltransferase of H4 (H4 histooni atsetliultransferaas)
ODCaas — orotidine 5'-phosphate decarboxylase (orotiin-5-monofosfaat dekarbokstilaas)
PTM — post-translational modification (post-translatoorsed modifikatsioonid)

SC — synthetic complete medium (slinteetiline taissd6de)
SDSA - synthesis-dependent strand annealing (stinteesist s6ltuv ahela kokkusulandumine)

SSA - single-strand annealing (liheahelaline kokkusulandumine)

SWI/SNF — switching defective/sucrose nonfermenting (defektseid valjavahetav/sahharoosi

mittefermenteeriv) kromatiini modifitseerivate valkude perekond



SWR1 — SWI2/SNF2-related 1 chromatin remodeling complex (SWI2/SNF2-ga sarnane

kromatiini tmber kujundamise kompleks)

TAE — Tris-acetate-EDTA (Tris-atsetaat, EDTA)
Yaf9 — yeast AF9 (parmi AF9)

YEATS - Yaf9, ENL, AF9, Tafl4, Sas5

YNB - yeast nitrogen base (parmi lammastiku alus)

YPD - yeast extract peptone dextrose (pagariparmi ekstrakt, peptoon, dekstroos)



SISSEJUHATUS

Oma périliku materjali kaitsmine ja edasi parandamine on organismidele kdige t&htsam
ulesanne elus. DNA kaitsmiseks on nii prokartootides kui ka eukartiootides kindlad meetodid,
olgu need kaitsemehhanismid v&i parandusmehhanismid. Uks nendest valkudest, mis v3ib olla
oluline DNA kahjustuste parandamisel pagariparmis, on Yaf9, mille homolooge leidub ka
teistes eukartiootides.

Yaf9 on (ks kolmest YEATS domeeni valgust pagariparmis. YEATS domeeni téhtsus seisneb
atsetlleeritud lusiini jadkide &ra tundmisest ja neile seondumisest. Yaf9 valk on osa kahest
kromatiini modifitseerivast valgukompleksist. Esimene neist kompleksidest on NuA4
(nucleosomal acetyltransferase of H4), mille Ulesanne on atsetiileerida histooni H4
lisiinijadke. Teiseks on SWR1 (SWI2/SNF2-related 1 chromatin remodeling complex)
kompleks, mis vahetab H2A-H2B histoonide dimeeri Htz1-H2B dimeeri vastu. Mdlemad on
olulised kompleksid, mis viivad labi kromatiini modifikatsioone ja mGlemad osalevad DNA

parandamisel.

Kéaesoleva t60 eesmargiks oli uurida Yaf9 tahtsust DNA kaheahelalise katke parandamisel ja
vOrrelda tulemusi inaktiivset YEATS domeeni sisaldava Yaf9 valguga. Selleks kasutati
mudelorganismina pagariparmi (Saccharomyces cerevisiae). Konstrueeriti Yaf9 deletsiooniga
tivi ja Yaf9 mutant, kus 89 positsioonil on triptofaan asendatud alaniiniga, mille tulemusel ei
seondu valgu YEATS domeen enam atsetiileeritud H3 histooniga. DNA katked tekitati kas
keemiliselt MMS (methyl methanesulfonate) lahusega v6i galaktoosi poolt indutseeritud HO-

endonukleaasiga.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Parm kui mudelorganism

Pagariparm (Saccharomyces cerevisiae) on mikrobioloogia- ja geneetikalaborites kasutusel
mudelorganismina, mille abil dpitakse teiste eukartiootide k.a inimese bioloogiat (Nielsen,
2019).

Pagariparm on Kklassifitseeritud kui (herakuline eukariiootne seen. Parm sobib hasti
mudelorganismiks, sest tema genoom on laboritingimustes kergelt modifitseeritav, teda on
lintne kasvatada ning pagariparm ei ole patogeenne (Duina, Miller, Keeney, 2014). Parm
jaguneb mitoosi teel 30 °C juures keskmiselt iga 90 minuti jarel (Duina, Miller, Keeney, 2014).
Pagariparmi kasvatatakse tavaliselt YPD (yeast extract peptone dextrose) agarséttmel,
enamasti on s6otmesse lisatud suhkruks gliikoos (2%), mis on S. cerevisiae eelistatuim
stisinikuallikas. Lisaks suhkrule sisaldab YPD s06de pagaripdrmi kasvuks vajalikke
aminohappeid, 1% parmiekstrakti ja lammastikuallikaks 2% peptooni (Duina, Miller, Keeney,
2014).

Vorreldes teiste eukariiootidega on pagariparmi kerge transformeerida ja kloonida (Sherman,
2002). Plasmiide saab integreerida pagariparmi genoomi, sest pdrmide DNA integreerumine

toimub labi homoloogilise rekombinatsiooni (Sherman, 2002).

Looduses on parmil kaks paardumistiiiipi, haploid a ja haploid a, mis moodustavad diploidse
raku, mis jaguneb mitoosi teel. Halvemate keskkonnatingimuste puhul on diploidsel rakul
vajadusel vdime jaguneda meioosi teel, moodustades haploidsed spoorid (Duina, Miller,
Keeney, 2014). Laboritingimustes eelistatakse kasutada haploidseid rakke, sest see vahendab
mutantide ja vanematest geneetiliselt erinevate jarglaste teket. Eri S.cerevisiae tlivesid on kerge
séilitada aastaid, kiilmutades neid —80 °C juures glitseroolilahuses (Duina, Miller, Keeney,
2014).

Pagariparm oli esimene eukartiootne organism, kelle genoom sekveneeriti 1996. aastal
(Goffeau et al., 1996). See on téhtis, kuna parm on uherakuline eukartioot, kelles toimuvad

sarnased kui mitte samad protsessid, mis teistes paristuumsetes organismides nagu inimesed.



1.2 Kromatiin

1879-ndal aastal ndgi Walther Flemming mikroskoobi all kergesti varvitavaid niidikesi, mida
tema nimetas kromatiiniks. Ténapéeval on teada, et see mis ta nagi oli mitoosi ajal vaga tihedalt
pakitud kromosoom. Flemmingu poolt pakutud sdna ,kromatiin“ sai hiljem endale uue
tdhenduse: nukleoproteiini kompleks, kus histoonide abil on DNA pakitud kompaktsemaks
struktuuriks (Deichmann, 2015).

Kromatiin eksisteerib kahes erinevas konfiguratsioonis, esiteks tihedalt pakitud ning inaktiivne
heterokromatiin, milles transkriptsioon on vaigistatud. Lisaks on avatum, véhesemal mééral
kondenseerunud eukromatiin, kus DNA on erinevatele valkudele kergemini ligipdésetav ning
see omadus lubab transkriptsioonil toimuda (Tamaru, 2010). Suurem osa pagariparmi
geenidest paikneb eukromatiinis, vaigistatud heterokromatiinsed piirkonnad on telomeerid,
ribosomaalse DNA (rDNA) lookus ja vaigistatud paardumisttibi lookused (Rusche et al.,
2003).

1.3 Kromatiini struktuur

Kromatiini struktuuri esmaseks pakkimisastmeks on nukleosoomid, mis koosnevad histooni
oktameeridest, mille Gmber on keerdunud umbes 146-147 aluspaari DNA-d, selline struktuur
kordub iga 100 ongstrémi tagant (Joonis 1) (Kornberg, 1974). Nukleosoomis olev histooni
oktameer koosneb tavaliselt kahest koopiast H2A-H2B ja H3-H4 dimeerist, H1 histoon ei osale
nukleosoomi kompleksi moodustumisel, vaid kinnitub valmis kompleksi kulge lukustades
histoonide Umber keritud DNA (Luger et al., 1997). Histoonid seovad DNA-d fosfodiester
selgroo kaudu iga 10 bp tagant. DNAd, millele seondub H1 histoon ning mis seob Uhe
nukleosoomi teisega, nimetatakse linker DNA-ks (Joonis 1) (Kornberg ja Lorch, 1999). DNA
teeb histooni oktameeri imber 1,65 kordse vasakukéelise poorde (Luger et al., 1997). H1
histoon on kdrgemates eukartiootides vaga vajalik, kuid pagariparmis H1 histooni homoloogi
HHOL1 deletsioon ei mdjuta parmi kasvu, paardumist ega kromatiini struktuuri (Patterton et al.,
1998). Histoonid on dldiselt konserveerunud, erandiks on parmides HHO1, nt inimese H4 ja
parmi H4 vahel on 94% homoloogiat, aga inimese H1 ja parmi HHOL1 vahel on 31%

homoloogiat (Harshman et al., 2013).



Histoonid jagunevad pohiliselt kaheks osaks: N-terminaalne osa ehk histooni saba ja C-
terminaalses osas olev konserveerunud histooni voldi domeen (histone fold). Mdnel histoonil
on ka C-terminaalne saba, mis ulatub nukleosoomi kerest vélja. N-terminaalne osa ulatub
nukleosoomist valja ja seal toimuvad suurem osa post-translatsioonilisi modifikatsioone
(PTM) (Luger et al., 1998). Jarjestikused nukleosoomid moodustavad “pérlid ndoril”
struktuuri, mis moodustab 30 nm laia fiibri, selline pakkimine vahendab DNA pikkust umbes
66% vorra (Morgan, 2007).
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Joonis 1. Kromatiini struktuur. Histooni oktameeri moodustavad histoonid (kaks koopiat
H2B, H2A, H3 ja H4 histoone). 147 bp pikkune DNA 16ik ja histooni oktameer moodustavad
linker DNA poolt tihendatud nukleosoomid, mis omakorda moodustavad kérgema pakkimise
astme, 30 nm fiibri. (Morgan, 2007, modifitseeritud).



1.4 Kromatiini modifikatsioonid

DNA hulk, mida on vaja pidevalt kokku pakkida ja lahti kerida, olgu see transkriptsiooni,
replikatsiooni voi DNA paranduste jaoks on mérkimisvéaarne (néiteks inimese rakkudes on
peaaegu 2 m DNA-d) (Clapier et al., 2009). Selle toimumiseks on vajalikud kromatiini
remodelleerivad valgukompleksid (remodelers). Need kompleksid kasutavad ATP hudroludsi
energiat, et muuta kromatiini pakkimis taset (Clapier et al., 2009).

Kromatiini remodelleerijad jagatakse nelja valgu perekonda: SWI/SNF, ISWI, CHD ja INO80.
Kdigil neil on jargmised (hised omadused: ATPaasi domeen, kovalentseid histooni
modifikatsioone dra tundev domeen, afiinsus nukleosoomi vastu, domeenid ja valgud, mis
reguleerivad ATPaasi ning domeenid ja valgud, mis mdjutavad teisi kromatiini- v0i
transkriptsioonifaktoreid (Clapier et al., 2009). Igal remodelleerija grupil on ka kindlad
erisused, mis tagavad neile spetsialiseerumise (Clapier et al., 2009).

Pdhilised post-translatsioonilised modifikatsioonid leiavad aset histoonide N-terminaalsetes
otstes. Kdige tavalisemad PTM-d on atsetuleerimine, metileerimine, fosforlleerimine ja
ubikvitintleerimine (Joonis 2) (Kouzarides, 2007). Histoonide metuleerimine toimub H3 ja H4
histoonide lusiini (K, Lys) ja arginiini (R, Arg) jaékide juures. Seda protsessi viivad labi
histooni metiidltransferaasid (HMT). Metileeritud lisiine tuvastavad dra valgud, mis
sisaldavad kromodomeeni (Schulze et al., 2009). Histoonide metileerimine suurendab voi
vahendab geenide transkriptsiooni, olenevalt metiileeritavuse astmest (Zhang et al., 2021).
Histoonide atsettileerimist kontrollivad histoonide atsetutltransferaasid (HAT) ja histoonide
deatsetlilaasid (HDAC) (Barnes et al., 2019). Enamus HAT komplekse sisaldavad
bromodomeeni, mis tunneb d&ra atsetlleeritud llsiine (Zeng & Zhou, 2002). Lusiini
atsetuleerimine muudab lUsiini laengut ja seet6ttu langeb lusiini afiinsus kromatiini suhtes,
langetades kromatiini pakkimis taset, mis avab DNA transksriptsioonile (Barnes et al., 2019).
Fosforuleerimine toimub seriini (S, Ser) ja tirosiini (Y, Tyr) jaakidel, olles oluline protsess,
mis mdjutab geenide ekspressiooni, rakutsiikli regulatsiooni ja DNA parandamist (Zhang et al.,
2021).
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Joonis 2. Histoonide post-translatsioonilised modifikatsioonid. Joonisel on naha histoonide
C- ja N-terminaalsetes sabades toimuvaid post-translatsioonilisi modifikatsioone,
aminohappeid ja nende positsioone, kus modifikatsioonid aset leiavad (Smolle & Workman,
2012).

1.5 YEATS domeen

YEATS domeen on oma nime saanud valkude jéargi, kus YEATS domeen esimesena avastati:
Yaf9, ENL, AF9, Tafl4, ja Sas5 (Schulze et al., 2009). YEATS domeen on evolutsiooniliselt
tugevalt konserveerunud valgu struktuur, asudes ka teistes eukarliootsetes organismides,

tavaliselt suure homoloogiaga (Zhang et al., 2004).

Pagariparmis leiduvad YEATS domeeni valgud on: Tafl4, Sas5 ja Yaf9. YEATS-i valgud on
vajalikud  geeniekspressiooni  jaoks, transkriptsiooni toetamiseks ja  kromatiini
remodelleerimiseks (Zhang et al., 2004). YEATS domeen asub igas valgus ainult hes
korduses, see on erinev teistest kromatiini modifikatsioonidega seonduvatest domeenidest,

mida vOib olla valgus ka mitmes korduses, néiteks parmi Bdfl valk sisaldab kahte
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bromodomeeni (Schulze et al., 2009). YEATS domeen seondub atsetuleeritud voi
krotonileeritud lisiinidega histoonide N-terminaalsetel sabadel, mis vdib olla viisiks, kuidas
tuua kromatiinile erinevaid kromatiini modifikatsioone tegevaid komplekse (Schulze et al.,
2010).

YEATS domeen on voltunud B-lehe kompleksiks, mis koosneb kaheksast antiparalleelsest ehk
paralleelsetest, aga erinevate suundadega (-lehtedest, mille thes otsas on kaks lithikest a-
heeliksit (Joonis 3) (Wang et al., 2009). YEATS domeeni keskmiseks pikkuseks on 83

aminohappet ja tihti asub valgu N-terminaalses otsas (Schulze et al., 2009).

A

Yaf9 85 2 Bl B8 B7 B6 B3 p4 @
Yaf9

Joonis 3. Yaf9 YEATS domeeni struktuur. Joonisel A on nédha lihtsustatud Yaf9 YEATS
domeeni antiparalleelsete B-lehtede paigutust ja joonisel B on ndha Yaf9 YEATS domeeni
lintdiagrammi (Wang et al., 2009).

1.6 Yaf9

Yaf9 (yeast AF9) valk sisaldab YEATS domeeni ning on osa NuA4 ja SWR1
valgukompleksidest (Joonis 4). Yafd on vajalik H2A.Z (Htzl) histoonide lisamiseks
kromatiini. YafOW89A on mutantne Yaf9, kus triptofaan (W, Trp) on 89 positsioonil
asendatud alaniiniga (A, Ala). Selline modifikatsioon muudab YEATS domeeni ja seetdttu
YEATS domeen ei tunne enam atsetiileeritud histoone éra nagu néiteks H3K27ac (Klein et al.,
2018). Yaf94 ja Yaf9WB89A tiived on tundlikumad DNA kahjustustele ja stressi tekkitavatele
teguritele. Nendes tiivedes H2A.Z histoone ei atsetlileerita, kuid H3K27ac atsetlleerimist Yaf9
mutatsioon voi deletsioon ei mdjuta (Klein et at., 2018). NuA4 kompleks ilma Yaf9 valguta

séilitab oma omaduse atsettileerida H4 histoone, mis viitab sellele, et Yaf9 roll on pigem NuA4
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suunamisel voi reguleerimisel, mitte ensiimaatilise aktiivsuse regulatsioonis (Zhang et al.,
2004). Lisaks on Yaf9 deletsiooniga tlvedel vahenenud telomeeride laheduses paiknevate

geenide ekspressioon (Klein et at., 2018).

vafo [l YEATS [ A vox JI B box/CC| 226 aa

Joonis 4. Yaf9 valgu struktuur. Yaf9 valk, mis koosneb konserveerunud YEATS domeenist,
A-box ja B-box/coiled-coil otsast, Yaf9 pikkuseks on 226 aminohapet (Schulze et al., 2009).

Eelnev viitab sellele, et Yaf9 on vajalik DNA katkete parandamiseks. Valgu olemasolu tdstab
pagariparmi tolerantsi madalamate temperatuuride, kofeiini, metiiiilmetaan sulfonaadi (methyl
methanesulfonate ehk MMS), UV-kiirguse ja teiste DNA-d I6hkuvate vdi mutatsioone
pdhjustavate ainete vastu (Schulze et al., 2009). See tdhendab, et Yaf9-ga rakud on vdimelised
ka halvemates tingimustes kasvama ja paljunema. Yaf9 on oluline DNA parandamisel ja
histoonide Umber oleva DNA kokku ja lahti kerimisel (Zhang et al., 2004).

1.7 SWR1 ja NuA4

SWI/SNF (switch/sucrose non-fermentable) on kromatiini remodelleerimisvalgud, mis avastati
esimesena pagariparmis (Clapier et al., 2009). SWR1 (SWI2/SNF2-related 1 chromatin
remodeling complex) kompleks koosneb kuni 14-st sublhikust, millest tiks on Yaf9 (Joonis 5).
SWR1 kompleks vahetab nukleosoomis H2A-H2B dimeeri Htz1-H2B (H2A.Z inimeses)
dimeeri vastu (Willhoft et al., 2018). H2A.Z (Htzl péarmis) on oluline transkriptsiooni
reguleerimiseks ja DNA parandamiseks (Schulze et al., 2010). SWI/SNF perekonna valkude,
k.a SWR1, ATPaas sisaldab bromodomeeni, mis tuvastab ja kinnitub atsetileeritud histoonide
killge (Zhang et al., 2021). Atsetileeritud lsiinide tuvastajaks selles kompleksis on ka Yaf9
valgus asuv YEATS domeen (Schulze et al., 2010).

Teine Yaf9 valku sisaldav kompleks, mis kujundab timber kromatiini, on NuA4 (nucleosomal
acetyltransferase of H4) (Joonis 5). Lisaks histoonide H4, H2A ja H2A.Z (Htz1 pagariparmis)
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atsetiileerimisele, reguleerib NuA4 transkriptsiooni ja DNA parandusmehhanismi (Klein et al.,
2018). NuA4 atsetlleerib N-terminaalse saba 5, 8 ja 12 positsioonis olevaid lusiine. NuA4
valgukompleks koosneb umbes 12-st subiihikust (Le Masson et al., 2003). NuA4 funktsioon
atsetiileerida H4 histoone, ei ole hairitud, kui tegemist on Yaf94 tiivega (Le Masson et al.,
2003).

Joonis 5. NuA4 ja SWR1 komplekside struktuur. Joonisel on ndha Yaf9 paigutust NuA4 ja
SWR1 kompleksides (Klein et al., 2018).

1.8 DNA kaheahelalise katke parandamise mehhanismid

Pagariparmis toimub DSB  (double-strand break) parandamine homoloogilise
rekombinatsiooni (HR) kaudu v6i mittehomoloogilise otste (ihendamise (NHEJ) mehhanismi
labi (Frigerio et al., 2023). HR puhul DNA 5’ otsad degradeerib DNA nukleaas ja sellele
jargneb tleulatuvate 3’ ssDNA otsade homoloogiline rekombinatsioon, mida teostab DNA
ligaas. NHEJ puhul ligeeritakse DNA lahtised otsad DNA ligaasi poolt kokku, selle meetodiga
on suurem vdimalus vigade tekkeks kuna tihti toimub méne nukleotiidi deletsioon voi
insertsioon (Emerson & Bertuch, 2016). Homoloogiline rekombinatsioon on turvalisem, kuid
on vdimalus, et toimub mdne geeni deletsioon, amplifikatsioon, mutatsioon vdi lugemisraami
nihe. Parmis on peamiseks kaheahelaliste DNA katkete parandmise viisiks homoloogiline
rekombinatsioon, kuna parmi genoom on véike ja esineb vahe korduvaid DNA jarjestusi
(Frigerio et al., 2023).

Kaheahelalise katke juures tuleb kromatiini struktuur muuta vdhem pakituks, et DNA

parandamine saaks toimuda. Seda saavutatakse terve nukleosoomi eemaldamisega VOi

15



histoonide post-translatsiooniliste muudatustega (Frigerio et al., 2023). DSB parandamist
parmis koordineerivad Tell ja Mecl valgud, mis tunnevad &ra irregulaarseid valgu struktuure
kromatiinis ning fosforileerivad neid, mérgistatud kohad arutatakse nukleosoomi pealt lahti ja
parandatakse dra enne jargmist rakutsiikli faasi (Waterman et al., 2020). NHEJ puhul liituvad
lahtiste DNA otstega Ku heterodimeerid (Ku70-Ku80), mis omakorda kutsuvad DNA ligaas
IV kompleksi, mis DNA lahtised otsad kokku paneb, HR korral MRX/MRN valgu kompleksid
koos Sae2/CtIP kompleksiga 1oikavad 5’ otsasid, valmistades DNA-d ette homoloogiliseks

rekombinatsiooniks (Casari et al., 2019).

NuA4 ja SWR1 osalevad DNA parandamisel, pakkides lahti kromatiidi kaheahelalise katke
tekkimisel. H2A.X histooni C-terminaalses otsas seriini jaagid fosforileeritakse, mille jarel
Arp4 fudsiliselt interakteerub ldikekohaga kutsudes NuA4, mis atsetiileerib H4 histoonid
kaheahelalise katke juures. Jargmisena tulevad SWR1-C ja INO80 kompleksid, mis
eemaldavad fosforileeritud H2A.X (Schulze et al., 2010). Sellest interaktsioonist eeldatakse,
et Yaf9 kaasab mdlemad NuA4 ja SWR1 kaheahelalise katke juurde ja koordineerib nende
tegevust ja asukohta (Schulze et al., 2010).

1.9 Paardumisttitibi vahetus

Pagariparmis on kaks haploidset paardumistiiiipi MATa ja MATa, mis kodeerivad vastavalt,
kas a voi o feromoone. Nende iihinemisel tekib diploidne rakk, mis jaguneb meioosi teel,
moodustades kaks a ja kaks o haploidset rakku (Nasmyth & Tatchell, 1980). Parmidel on
voimalik oma paardumistiilipi vahetada, selleks on parmidel homotallismi alleel (HO), mis
kodeerib HO-endonukleaasi, mis tekitab katke MAT lookusesse ja seetdttu kontrollib
paardumistliibi vahetust. Laboritingimustes kasutatakse ho tuve, kus HO alleel on vilja
llitatud, et valtida paardumistiibi vahetusi ja diploidsete rakkude moodustumist (Strathern &
Herskowitz, 1979). Mblemast paardumistiiiibi alleelist eksisteerib koopia kolmandas
kromosoomis: HMLa (homothallic mating left), mis asub kromosoomi vasaku dla telomeeris
ja HMRa (homothallic mating right), mis asub kromosoomi parema 6la telomeeris. Juhul kui

kolmanda kromosoomi MAT lookusesse tekib katke, kasutab pirm HMLa voi HMRa-s
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asuvaid koopiaid ja homoloogilist rekombinatsiooni, mille tulemusena voib raku
paardumistiiup vahetuda (Nasmyth & Tatchell, 1980).

Paardumistiilibi vahetust indutseerib kaheahelaline katke MAT lookuses, mida parandatakse
geenikonversiooni mehhanismi kaudu, kus homoloogiline rekombinatsioon toimub suure
homoloogia puhul, kuid mitte téiesti identsete doonori ja aktseptori vahel (Thon et al., 2019).
HO-endonukleaas teeb MAT lookusesse kaheahelalise DNA katke. Selline 16ige toimub
rakutstikli G1 faasis ja selliseks paardumistiiibi vahetuseks on vaja ka homoloogilise

rekombinatsiooni proteiini Rad51 ja selle mediaatorit Rad52 (Thon et al., 2019).

Selleks, et kontrollida HO-endonukleaasi aktiivsust on vdimalik transformeerida rakkudesse
plasmiid, kus HO-endonukleaas on galaktoosiga indutseeritava promootori kontrolli all (GAL
pomootor). Kui keskkonnas leidub galaktoosi, siis promootor aktiveerub ja hakkab tootma HO-
endonukleaasi, kui galaktoosi pole voi kui keskkonnas esineb glitkkoosi, mida parm eelistab
galaktoosile, siis muutub promootor inaktiivseks (Sein et al., 2018). Selleks, et Idiget
parandada, kasutab parm homoloogilst rekombinatsiooni samas kromosoomis asuvate
paardumistiiiibi doonorjdrjestustega (HMLo vo1i HMRa), mille tulemuseks on kahe erineva
paardumistiiibiga parmid, mida on voimalik detekteerida geelelektroforeesil (Joonis 6) (Sein
et al., 2018).
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Joonis 6. DNA-s kaheahelalise katke tekitamine HO-endonukleaasiga. Joonisel on néha,
kuidas GAL-HO restriktaas teeb 16ike kolmanda kromosoomi MAT lookusesse, mille jargselt
16ige parandatakse doonorjérjestusega, mis parineb kas HMLa vo1 HMRa alleelilt. See muudab
parmi paardumistiitibi kas MATa-ks voi MATa-ks. MATa paardumistiiiibiga parm annab
antud t66 mudelsisteemis PCR (polymerase chain reaction) amplifitseerimisel 1,0 kb suuruse
produkti ja MATa annab 1,1 kb produkti (Sein et al., 2018).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T60 eesmargid

Kdesoleva t60 eesmargiks oli uurida, kas Yaf9 valk on oluline DNA kaheahelaliste katkete
parandmises ja kas seejuures on vajalik funktsionaalse YEATS-domeeni olemasolu. Loodi

jargnev katsete skeem:

1. Konstrueerida Yaf9 knock-out tivi (Yaf94) ja inaktiivse YEATS-domeeniga
YafoWB89A valku ekspresseeriv parmitiivi ning vorrelda nende tivede kasvu WT
parmitivega DNA-s kaheahelalisi katkeid tekitava MMS kemikaali juuresolekul.

2. Konstrueerida indutseeritava GAL-promootoriga HO-endonukleaasi ekspresseerivast
tivest Yafdd ja inaktiivse YEATS-domeeniga YafOWB89A valku ekspresseeriv

parmitivi.

3. Vorrelda HO-endonukleaasiga tekitatud DNA kaheahelalise katke parandamist WT,
mutantset YafOW89A valku ekspresseerivas ja YafoA tives.

2.2 Metoodika
2.2.1 Kasutatud tived, plasmiidid ja s66tmed

Kdik t60s kasutatud ja valmistatud pagariparmi tived baseeruvad W303 tlvel, AKY 1863
erineb W303 seet6ttu, et ADE2 geen on parandatud ja AKY?2154 on HO-endonukleaas viidud
galaktoosi promootori kontrolli alla. Lisaks on kdikide tiivede paardumistiitip MATa (Thomas
& Rothstein, 1989). Transformatsioonide jaoks kasutati toogrupis eelnevalt valmistatud p-
3x3F12-URA3 plasmiidilt (URA3 markergeeni) vbi pRS413YafdW89A plasmiidilt
(YafoWB89A ekspressioonikasseti) PCR meetodil spetsiaalsete praimeritega amplifitseeritud
DNAd. Kasutatud praimerite paarid, seonduvad vektoril homoloogsete piirkondadega ning
lisaks sisaldavad 5’-otsas 50 nukleotiidi pikkusi tleulatuvaid jarjestusi, mis on homoloogilised
Yaf9 geeniga kiilgnevatele aladele. Kdik t66s kasutatud pagariparmi tuved, sé6tmed ja

praimerid on vélja toodud vastavalt Lisas 1, Lisas 2 ja Lisas 3.
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2.2.2 URA3 markergeeni ja Yaf9WB89A eskpressioonikasseti PCR amplifitseerimine

Yaf9 geeni deleteerimiseks amplifitseeriti PCR meetodil p-3x3F12-URA3 plasmiidilt
YafoKO 5 ja YafdKO_ 3’ praimeritega URA3  resistentsusgeen.  Yaf9WB89A
ekspressioonikasseti amplifitseerimiseks pRS413YafoWB89A plasmiidilt kasutati Yaf9_Notl _F
ja Yaf9_Sacl_R praimereid. Reaktsioonimaht oli 50 pl, mis sisaldas 0,5 ng p-3x3F12-URA3
vBi pRS413YafoW89A plasmiidi, 0,5 pM YafoKO 5' ja YafdKO 3’ vdi Yafd CTRL ja
Yaf9_Sacl_R praimerit, 10 ul 5x FIREPol Master Mix’i ja 16pp-mahuni Milli-Q vett.

Markergeeni amplifitseerimiseks kasutatud PCR programm:

Eeldenaturatsioon: 95°C, 3 min

Denaturatsioon: 95°C, 30 s ‘

Praimerite seondumine: 54°C, 25s } 30 tsiiklit
Suntees: 72°C, 2 min

Jarelsuintees: 72°C, 5 min

Saadud PCR produktidest kontrolliti 5 pl 0,8% agaroosgeelil. Ulejaanud PCR produktile lisati
155 pl TE puhvrit (10 Mm Tris, 0,1 mM EDTA), 20 pl 3 M NaAc, 1 ul glikogeeni, 600 ul
96%-list piiritust ning hoiti 30 minutit -20°C juures. Proove tsentrifuugiti 15 min 13200 rpm
juures, supernatant eemaldati ja sadet pesti 500 pl 70%-lise etanooliga. Seejarel tsentrifuugiti

proove 10 min 13200 rpm juures, supernatant eemaldati ning sade lahustati 10 pl-is vees.

2.2.3 Liitiumatsetaadiga DNA eraldamine

Rakud voeti tles 100 pl LiOAc + SDS (Naatriumdodetsudlsulfaat) lahuses. Jargmisena hoiti
rakke 15 min 70°C juures ning peale seda lisati 300 pl 96% etanooli. Rakke segati vortexil

(Scientific Industries Vortex-Genie 2) ja tsentrifuugiti 3 min 13000 rpm juures. Seejérel
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eemaldati supernatant ja kuivatati rakusadet 40°C juures, sade voeti les 100 pl TE puhvris

ning tsentrifuugiti 1 min 13000 rpm juures. Supernatant tdsteti teise katsutisse.

2.2.4 Kolooniate kontrollimine

Selektiivtassidel (ileskasvanud kolooniatest eraldati DNA LiOAc meetodil ja Yaf9 geeni
deletsiooni vdi mutantse Yaf9W89A ekspressioonikasseti olemasolu kontrolliti PCR-ga.
Selleks kasutati Yaf9_CTRL ja FBA_CTRL2 praimereid. PCR maht oli 10 pl, mis sisaldas 1
pl DNA-d, 2 pl FIREPol Master Mix, 0,25 ul Yaf9_CTRL praimerit, 0,25 pl FBA_CTRL
praimerit ja 6,5 pl Milli-Q vett.

Kolooniate kontrollimisel kasutatud PCR programm:

Eeldenaturatsioon: 95°C, 3 min

Denaturatsioon: 95°C, 30 s

Praimerite seondumine: 54°C, 25 s ¥ 30 tsiiklit
Slntees: 72°C, 40 s

Jarelsuintees: 72°C, 5 min

2.2.5 Agaroosgeelelektroforees

Kéesolevas t60s labiviidud PCR-i  kontrolliks kasutati DNA  analutsimiseks
agaroosgeelelektroforeesi. Agaroosgeeli valmistamisel kasutati 1x TAE puhvrit t (40 mM Tris-
atsetaat; 1 mM EDTA,; pH 8). Agaroosi kontsentratsioonid olid vahemikus 0,8-2% ning DNA

visualiseerimiseks UV kiirguse all lisati etiidiumbromiidi (EtBr) (0,5 pg/ml).
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2.2.6 Transformatsioon

Ule66 YPD vedelsootmes 30°C juures kasvatatud rakud tsentrifuugiti 3 min 5000 rpm juures.
Eemaldati s66de ja rakke pesti 500 pl-i LIOAc+TE puhvriga, seejérel rakke tsentrifuugiti sama
programmiga ja rakusade lahustati 40 pl-is LIOAc+TE-s. Sinna lisati juurde 7 pl carrier DNA-
d, mida eelnevalt denatureeriti 95-100°C juures 6-7 min ning kiirelt jaal jahutati. Seejérel segati
kokku rakud ja 10 pul PCR produkti. Peale 5 min toatemperatuuril inkubeerimist lisati 300 pl
LIOAC+TE+PEG lahust, segati vortexil (Scientific Industries Vortex-Genie 2) ja inkubeeriti 15
min toatemperatuuril. Lisati 30 pl DMSO-d, segati vortexil ja rakkudele tehti kuumasokk 42°C
juures 10 min, seejérel pandi rakud minutiks jaale. Parmirakke tsentrifuugiti 3 min 3000 rpm-
ga 4°C juures, eemaldati supernatant ja pesti milliQ veega. Rakulahus kanti petri tassile ning
aeti laiali. Petri tasse inkubeeriti 30°C juures.

2.2.7 Elektroporatsioon

Uledo YPD vedelsdotmes 30°C juures kasvatatud rakud tsentrifuugiti 5 min 1500 rpm juures.
Sade eemaldati ja rakud suspendeeriti 8,5 ml-s TE-s ja 1 ml-s 1 M LiAc-s. Seejarel inkubeeriti
rakke 30°C loksutil 80 rpm juures 45 minutit, parast mida lisati 250 ul 1 M DDT-d
(ditiotreitool) ja inkubeeriti rakke veel 15 min 30 °C juures. Jargnevalt lisati rakkudele 40 ml
jaékulma vett ja tsentrifuugiti 5 minutit 2000 rpm. Rakke pesti ja tsentrifuugiti kaks korda 50
ml jaékilma veega ning suspendeeriti 1 ml-is jadkilmas 1 M sorbitoolis. Edasi tdsteti rakulahus
1.5 ml Eppendorfi tuubi ning tsentrifuugiti 1 min 6000 rpm. Sorbitooliga pesu korrati 1 kord,
supernatant eemaldati ja rakusade suspendeeriti 30 pl-is sorbitoolis. Elektroporeerimiseks
pipeteeriti 30 pl rakke ja 10 pl sadestatud PCR produkti 2 mm kiivetti. Poreerimine teostati
elektroporaatoriga Bio-Rad Gene Pulser Xcell, kasutades parmi elektroporatsiooniks
eelseadistatud programmi. Poreeritud rakkudele lisati 1 ml sorbitooli ja tsentrifuugiti 3000 rpm
juures 3 minutit. Jargmisena eemaldati kolmveerand supernatandist, rakud suspendeeriti ja
kilvati edasi -URA selektiivséotmele vdi tavalisele YPD tardsdotmele. Jargmisel péeval tehti
templikilv YPD tassidelt 5-fluoro-oroothapet (5-FOA) sisaldavale selektiivsootmele ja tasse

inkubeeriti kaks paeva temperatuuril 30 °C.
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2.2.8 Lahjenduste rea anallls

Erinevaid tlvesid vorreldi MMS-i sisaldavatel sodtmetel (kontsentratsioonidel 0,01% ja
0,005%). Selleks mdddeti rakukultuuri tihedust rakuloenduriga (ZTM COULTER COUNTER
Cell and Particle Counter, Beckman Coulter) ja hiljem NanoDrop-iga (NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Saadud tulemustest arvutati lahjendused nii, et kdige
vaiksemas lahjenduses oleks 10 000 rakku/ul ja kdige suuremas lahjenduses oleks 1 rakk/pl.
Valmistatud lahjendused pipeteeriti 5 pl kaupa galaktoosi, MMS-i ja SC+AA (synthetic
complete medium + amino acids) tardsootme tassidele. Rakke kasvatati inkubaatoris 30°C

juures 2-3 péaeva.

2.2.9 DNA kaheahelalise katke (DSB) parandamise anallils

Rakke kasvatati Gle6d 10 ml rafinoosiga vedelsootmes. Sellest koguti 1,5 ml rakukultuuri
tsentrifuugides 3000 rpm 3 minutit, s66de eemaldati ja rakusadet pesti 5 ml milliQ veega.
Seejarel eemaldati vesi ja rakusade sailitati -80 °C juures, et hiljem eraldada rakkudest
genoomne DNA MAT lookuse PCR-i jaoks (0 ajapunkt). Ulejaanud rakud koguti samuti
tsentrifuugides, rafinoosiga s66de eemaldati ning rakud suspendeeriti 8 ml-is galaktoosiga
s0otmes. Rakke kasvatati 30 °C juures 3 tundi, seejarel koguti 1,5 ml rakukultuurist nagu
eelnevas ajapunktis ning rakusade sailitati -80 °C juures. Ulejaanud rakud viidi glikoosiga
s0otmesse ja kasvatati 30 °C juures. Peale 1,5 h ja 3 h mé6dumist koguti sarnaselt eelnevaga

1,5 ml rakukultuuri ning rakusade séilitati -80°C juures.

2.2.10 Genoomse DNA eraldamine parmirakkudest ja MAT lookuse I8ikuse kontroll
PCR meetodil

Rakke ludsiti 400 pl-i FA-puhvri [1 mM EDTA, pH 8; 50 mM HEPES-KOH, pH 7,5; 140 mM
NaCl; Triton X-100 (1%, v/v); Proteaasi inhibiitorid (1X); Naatriumdeokstkolaat (0.1%, w/v)]
ja 400 pl-i fenool:kloroformiga 6 min, seejérel lisati klaaskuulid ja segati vortexil 4 min.
Eemaldati supernatant ja tsentrifuugiti 5 min maksimum pooéretel. Fenooli pealt eraldati

vesifaas, sellele lisati 200 pl-t Kloroformi ja tsentrifuugiti 5 min maksimum podoretel.
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Kloroformi pealt eemaldati vesifaas ning lisati 20 pl-t 3 M NaAc, 1 pl glukogeeni ja 600 pl-t
96%-list piiritust. DNA lahus tsentrifuugiti maksimum pdoretel 4°C juures ning pesti 750 pl-i
70%-lise piiritusega. Sade lahustati 50 pl-s TE-s.

Kdikidele proovidele tehti DNA amplifitseerimiseks PCR. PCR tehti HOcut-F ja HOcut-R,
VPSq2.6 F ja VPSg3.5 R praimeri paaridega. PCR reaktsioonimaht oli 10 pl, mis sisaldas 2 pl
DNA-d, 0,25 pl praimereid, 2 pul FIREPol Master Mix ja 6,75 pl Milli-Q vett. PCR-i tulemusi
analtisiti 2% TAE agaroosgeelil, kuhu lisati 10 pl (0,5 pug/ml) EtBr.

PCR programm:

Eeldenaturatsioon: 95°C, 3 min

Denaturatsioon: 95°C, 30 s

Praimerite seondumine: 55°C, 30 s } 23 tsiiklit
Suntees: 72°C,1min 30s )
Jarelsuintees: 72°C, 5 min
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2.3 TULEMUSED. ARUTELU

2.3.1 Yaf94 ja Yaf9WB89A tlve konstrueerimine

T60 esimeseks etapiks oli konstrueerida Yaf94 ja YafOWB89A tlved. Kdigepealt deleteeriti WT
tivest (AKY1863) Yaf9 geen, kasutades URA3 markergeeni. Selleks amplifitseeriti PCR-iga
p-3x3F12-URAS3 plasmiidilt URA3 markergeen praimeritega, mille otstes on homoloogilised
jarjestused genoomis paikneva Yaf9 geeni alguse ja I6pu piirkonnaga. PCR tehti kahes
korduses, et saada transformatsiooniks vajalik kogus DNA-d. Saadud umbes 1500 bp pikkune
PCR produkt (Joonis 7) transformeeriti AKY1863 parmitivesse. Homoloogilise
rekombinatsiooni kaigus vahetab parm Yaf9 geeni URA3 markergeeni vastu kuna markergeeni
otstes on homoloogilised jarjestused genoomis paikneva Yaf9 geeni alguse ja I16puga. Selleks,
et kontrollida, kas transformatsioon oli edukas, pandi rakud -URA selektiivtassile, sest sellel

suudavad rakud kasvada juhul, kui neil on olemas URA3 geen.
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Joonis 7. PCR meetodil amplifitseeritud URA3 markergeeni  kontroll
agaroosgeelelektroforeesil. Radadel 1 ja 2 on amplifitseeritud URA3 ekspressioonikassett,
mille otstes on Yaf9 valku kodeeriva ala alguse ja 16puga homoloogsed jérjestused. Rajal 3 on
1 kb marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). DNA visualiseeriti EtBr-ga UV
valguses.
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Selleks, et kontrollida, kas URA3 markergeen on integreerunud just Yaf9 geeni asemele,
eraldati neljast -URA tassil kasvanud kolooniast DNA ja PCR-iga amplifitseeriti DNA-d
selliste praimeritega, millest tiks seondub parmigenoomis Yaf9 geeni ees oleva piirkonnaga
ning teine praimer plasmiidilt paljundatud URA3 markergeeni jarel oleva piirkonnaga. Selliste
praimerite puhul on oodatav PCR-i amplikoni suurus umbes 500 bp suurune. Selgus, et
esimeses kolmes koloonias (Joonis 8, rajad 1, 2, 3) oli transformatsioon olnud edukas ning
URA3 markergeen oli integreerunud genoomis Yaf9 geeni asemele. Neljandas koloonias
(Joonis 8, 4. rada) ei detekteeritud PCR produkti, mis tdhendab, et ilmselt on URA3 markergeen
integreerunud genoomi mujale ning tegemist ei ole Yaf94 tuvega. Joonisel on naha, et PCR
produkt asub 500 bp markeri juures, mis tdestab, et tegemist on URA3 markeriga. Edasi hakati

kasutama esimese koloonia rakke (AKY2377).

1500

1000
750

500
250

Joonis 8. Yaf94 kolooniate kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Radadel 1, 2, 3, 4 on
AKY 1863 transformatsioonil saadud neljast kolooniast eraldatud DNA-It amplifitseeritud PCR
produkt, 5. rajal on 1 kb marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). DNA
visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

Jargnevalt transformeeriti saadud Yaf94 tlvesse (AKY2377) pRSYafdWB89A geeni
ekspressioonikassett, et saada mutantset YafOW89A valku ekspresseeriv parmitivi. Selleks
amplifitseeriti PCR-iga plasmiidilt pRS413YafoW89A Yaf9WB89A geen ja saadi 1709 bp
pikkune PCR produkt (Joonis 9). PCR tehti kahes korduses, et saada transformatsiooniks

vajalik kogus DNA-d. Transformeeritud rakud kulvati kbigepealt YPD agarile, et parm saaks
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homoloogilise rekombinatsiooniga DNA genoomi integreerida. Jargmisel p&eval tembeldati
kasvanud kolooniad edasi 5-FOA tassile. 5-FOA-d sisaldaval so6tmel suudavad kasvada rakud,
kus URA3 markergeen on asendatud Yaf9W89A geeniga, sest URA3 poolt kodeeritud
ODCaas (orotiin-5-monofosfaadi dekarbokstlaas) reageerib 5-FOA-ga moodustades

fluorodeoksuuridiini, mis on parmile toksiline (Boeke et al., 1984).

2000
1500
1000
750
500

250

Joonis 9. PCR  meetodil amplifitseeritud  YafdW89A  geeni  kontroll
agaroosgeelelektroforeesil. Radadel 1 ja 2 on amplifitseeritud Yaf9WB89A
ekspressioonikassett ja 3. rajal on 1 kb marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder).
DNA visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

5-FOA peal kasvanud kolooniatest eraldati DNA, mida amplifitseeriti PCR-ga kasutades
praimereid, mis amplifitseerivad URA3 geeni. Juhul kui URA3 markergeeni asemel on
integreerunud  YafOWB89A, siis PCR produkti ei teki. Saadud produkte analliusiti
geelelektroforeesil (Joonis 10, rajad 4-6). PCR tehti positiivse kontrolliga, mis asus 2. rajal
(AKY2377 ehk Yaf9A) ja negatiivse kontrolliga, mis asus 3. rajal (AKY1863 ehk Yaf9 WT).
Joonisel on néha, et positiivne kontroll annab signaali 500 bp juures ja negatiivne kontroll ega
Ukski proov ei anna signaali. PCR tulemus ja 5-FOA peal kasvamine Kinnitavad, et
elektroporeerimine oli edukas ja URA3 marker on asendatud YafOW89A geeniga. Edasi hakati

kasutama esimese koloonia rakke (Joonis 10, rada 4) (AKY2394).
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Joonis 10. Yaf9W89A kolooniate kontroll agaroosgeelelektroforeesil. 2. rajal on positiivne
kontroll (AKY2377). 3. rajal on negatiivne kontroll (AKY1863). Radadel 4-6 on AKY?2394
kolooniatest eraldatud DNA ja radadel 7-9 on AKY 2395 tiive kolooniatest eraldatud DNA. 1.
ja 10. rajal on 1 kb marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). DNA visualiseeriti
EtBr-ga UV valguses.

2.3.2 Lahjenduste rea analtius testimaks Yaf9 olulisust MMS-i talumisel

Lahjenduste rea analliis vbimaldab hinnata erinevate tlvede kasvuv@imekust kindlates
kasvutingimustes. Esimesena kontrolliti, kuidas transformatsiooniga saavutatud tlved
kasvavad so6tmel, kuhu oli lisatud DNA kahjustusi tekitavat MMS kemikaali. Eelnevalt on
leitud, et Yaf94 tived ei suuda MMS-i poolt péhjustatud DNA vigastusi parandada ja seetdttu
kasvada, eriti W303 parmitived. Selleks pandi tuved lahjendusreana kasvama SC
kontrolltassile ja MMS-iga tardsodtme tassile (Joonis 11). Kontrolliks lisati ka BY4741 baasil
valmistatud Y00000 (WT Yaf9) ja 7240 (YafoA) tived, mille MMS-i taluvus on suurem.
Joonisel 11A on naha, kuidas kontrolltassil on kdigil tivedel vBrdne kasvuvdimekus, mis
naitab seda, et isegi selline parmitivi, kus Yaf9 geen on deleteeritud, suudab rikkal s66tmel
kasvada samavaarselt WT tiivega. Joonisel 11B on nédha lahjendusrida tardsédtmel, kuhu oli
lisatud 0,025% MMS-i. Sellelt selgub, et Yaf9 knock-out tiivi on védga tundlik MMS-i poolt
tekitatud DNA kahjustustele, samas kui YafdW89A mutandi kasv on pigem sarnasem Yaf9
WT tiuvega. Joonisel 11B on naha, et W303 baasil valmistatud tiived on vaiksema MMS-i
tolerantsiga kui BY4741 taustaga tiived. Lahjenduste rea anallilisist saab jareldada, et Yaf9 on
MMS-i talumiseks ehk DNA kahjustustele vastamiseks véga oluline. Lisaks saab jareldada, et
selliste kahjustuste puhul pole oluline ainult YEATS domeeni vOimekus interakteeruda
atsetuleeritud histoon H3-ga. Yaf9 knock-out tiive suurem tundlikkus vorreldes YafowW89A
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mutantse tuvega vdib seejuures olla tingitud kahest erinevast pdhjusest. Esiteks vdib DNA
kahjustustele vastamises olla oluline just Yaf9 C-terminaalne domeen, mille kaudu Yaf9 valk
seondub nii NuA4 kui ka SWR1 kompleksiga. Teiseks ei saa vélistada, et lisaks W89
aminohappele, mis on vajalik Yafd YEATS domeeni seondumiseks atsetuleeritud H3
histooniga, vdib YEATS domeenis olla ka mdni teine motiiv, mis vdimaldab seonduda mdne
teise kromatiini modifikatsiooniga ning Yaf9 knock-out tiive suur tundlikkus MMS-ile on

ikkagi pohjustatud funktsionaalse YEATS domeeni puudumisest.

SC 0,025 MMS

"Wre © @
N @ ¥
Yafowsoa [ W M) by

Yafow89A .

Joonis 11. Lahjenduste rea anallils testimaks Yaf9 olulisust MMS-i talumisel. Joonisel A
on SC kontrolltass ja joonisel B on 0,0025% MMS-i sisaldusega tass. VVordlevalt on kiilvatud
WT Yaf9 BY4741 (tlvi Y00000), Yafo4 BY4741 (tlvi 7240) ja W303 taustaga WT Yaf9 (tlvi
AKY1863), YafoA (tivi AKY2377) ja YafOWB9A (tlvi AKY2394).

2.3.3 HO-endonukleaasi ekspresseerivate Yaf9WB89A ja Yaf94 tlve konstrueerimine

Galaktoosi poolt aktiveeritud HO-endonukleaasiga tlivede tegemiseks voeti AKY?2154 tivi,
kus HO-endonukleaasi aktiivsus on galaktoosi promootori kontrolli all. Selles tiives asendati
Yaf9 geen p-3x3F12-URA3 plasmiidilt amplifitseeritud URA3 markeriga homoloogilise

rekombinatsiooni kaigus (Joonis 7).

Yaf9A kolooniate kontrollil selgus, et kolooniates 1, 2, 4 ja 5 (Joonis 12, rajad 1, 2, 4, 5) oli

transformatsioon olnud edukas ehk URA3 markergeen on asendanud Yaf9 geeni. Joonisel on
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naha produkti 500 bp markeri juures, mis kinnitab, et tegemist on Yaf94 tiivega. Edasi hakati

kasutama esimese koloonia rakke (AKY2384).
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Joonis 12. GAL-HO tlves Yafd4 kolooniate kontroll agaroosgeelelektroforeesil. Radadel
1-5 on kolooniatest eraldatud DNA ja rajal 6 on 1 kb marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler
DNA ladder). DNA visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

Jargmisena paljundati PCR meetodil pRS413YafdW89A plasmiidilt DNA, mis sisaldas
Yaf9WB89A kodeerivat jérjestust (Joonis 9). Saadud DNA elektroporeeriti AKY?2384 (Yaf9A)
rakkudesse ja pandi YPD sootmele kasvama selleks et, pdrm saaks sisestatud DNA
homoloogilise rekombinatsiooniga integreerida genoomi URA3 markeri asemele.
Elektroporatsiooni edukuse kontrolliks tembeldati YPD peal kasvatatud kolooniad tmber 5-
FOA tassile.

Selleks, et olla kindel kas 5-FOA peal kasvavad kolooniad olid edukalt URA3 markeri
asendanud Yaf9WB89A geeniga, eraldati kolooniatest DNA, amplifitseeriti PCR-iga ja tulemusi
analliisiti 0,8% agaroosgeelelektroforeesil (Joonis 10, rajad 7-9). PCR kontrolliks kasutati
praimereid, mis amplifitseerivad URA3 markergeeni. Kasutati positiivset kontrolli, mis andis
signaali ja negatiivset kontrolli, mis ei andnud signaali. Radadel 7-9 olid GAL-HO Yaf9W89A
tive kolooniad, mis ei andnud signaali. Sellest saab jareldada, et URA3 markergeen on edukalt
asendatud Yaf9WB89A geeniga. Edasi hakati kasutama viienda koloonia rakke (Joonis 10, rada
7) (AKY2395).
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2.3.4 Lahjenduste rea anallus testimaks GAL-HO endonukleaasi efektiivsust

Selleks, et vorrelda omavahel, kuidas mjutab MAT lookusesse kaheahelalise katke tegemine
WT Yaf9 (AKY2152), YafdW89A (AKY2395) véi Yafdd (AKY2384) parmitiivede kasvu,
kasutati lahjenduste rea analutsi. Lisaks nendele tiivedele vorreldi kontrolliks ka selliseid WT
Yaf9 (AKY1863), Yaf9WB89A (AKY2394) ja Yaf94 (AKY2377) tlve, kus puudub GAL-HO
endonukleaas ning galaktoosiga so6tmel kaheahelalist katket MAT lookusesse ei tehta. Selline
vordlus oli vajalik selleks, et néha, kas erinevate tlivede kasvamist mdjutab sootmesse lisatud
suhkruna galaktoosi kasutamine voi on voimalikud erinevused tingitud just kaheahelalise katke
tegemisest. Lisaks SC (2% gliikoosiga so6de) ja 2% galaktoosiga tardsootme tassidele kasutati
ka sellist sootmetassi, kuhu oli suhkruna lisatud 1,8% galaktoosi ja 0,2 % glikoosi (Joonis 13).
Nagu né&ha jooniselt ei erine gliikoosiga SC tards66tmega tassil WT Yaf9 (tived AKY 1853 ja
AKY2154), YafOWB89A (tived AKY2394 ja AKY2395) vbi Yafdd (tuved AKY2377 ja
AKY?2384) kasv méarkimisvéarselt. Samuti suudavad 2% galaktoosiga tardséotmel kasvada
sarnaselt kdik sellised tuved, kus puudub GAL-HO endonukleaas. Seega saab antud stisteemi
kasutada tehtud tuvede omavaheliseks vordluseks just DNA katkele reageerimises, sest on
vélistatud vBimalus, et Yaf9 on hoopis oluline tagamaks parmi kasvu galaktoosiga so6tmel.
HO-endonukleaasi ekspresseerivatel tivedel, oli kdigil kolmel raskusi DNA kaheahelalise
katke parandamisega juhul, kui parm kasvab so6tmetassil, kuhu ainukese suhkruna on lisatud
galaktoos. Sellisel juhul toimub pidevalt HO-endonukleaasi ekspressioon ning isegi WT tvi
ei suuda kasvada. Juhul Kkui lisaks galaktoosile on s6dtmesse lisatud ka 0,2% gliikoosi,
suudavad nii WT Yaf9 (AKY2154) kui ka mutantne Yaf9WB89A (AKY2395) tiivi kasvada
sama efektiivselt. YafoA tive (AKY2394) kasv oli héiritud, kuid vahe WT tlivega ei olnud nii

suur kui MMS kemikaali sisaldaval so6tmel.

31



Iy o & &
WTYafo Gal-HO[ I K BE- Bl WT Yafo Gal-HOL B N B
Yafowg9A Gal-HO[ I L 0 Tl YafowsoA Gal-HOL B I B =
Yaf9A Gal-HO Il I e Yaf9A Gal-HOf W I IR &

G 2 Gal

WT Yafo [ B T NS
YafowsoA[ I WS
\CeIYN® @ &

WT Yaf9 Gal-HO |§

Yaf9W89A Gal-HO
Yaf9A Gal-HO

Joonis 13. Lahjenduste rea analtits testimaks GAL-HO restriktaasi efektiivsust. Joonisel
A on néha glikoosi sisaldavat kontrolltassi (SC), HO-endonukleaasi ei ekspresseerita. Joonisel
B on sootmesse lisatud 1,8% galaktoosi ja 0,2% glikoosi (1,8 Gal), HO-endonukleaasi
ekspresseeritakse teatud maaral. Joonisel C on s66tmesse lisatud 2% galaktoosi (2 Gal), HO-
endonukleaasi ekspresseeritakse pidevalt. VVorreldud on WT Yaf9 (AKY1863), YafdW89A
(AKY2394) ja Yafad (AKY2377) tlvesid ja WT Yafd GAL-HO (AKY2154), YafdW89A
GAL-HO (AKY2395) ja Yaf94 GAL-HO (AKY2384) tivesid.

2.3.5 Galaktoosiga indutseeritava HO-endonukleaasiga tehtud DNA kaheahelalise katke
analuits

HO-endonukleaasiga katke tegemiseks kasvatati péarme kdigepealt 2% rafinoosiga
vedelsdotmes. Selles s66tmes on GAL promootor inaktiivne ning HO-endonukleaasi ei
ekspresseerita. Uledo rafinoosis kasvatatud rakud jagati kaheks osaks, esimesest osast eraldati
DNA kasutades fenool:kloroformi ja tlejadnud rakud kanti edasi vedelséotmesse, mis sisaldas
galaktoosi. Selles s66tmes hakkas GAL promootor todle ja ekspresseerunud HO-endonukleaas

tekitas DNA-s kaheahelalise katke kolmanda kromosoomi MAT lookuses. Peale kolme tundi
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korrati DNA eraldamine ja tlejaanud rakud kanti edasi gliikoosiga so6tmesse. Glikoos on
parmidele kdige eelistatuim sisinikuallikas, lisaks represseerib gliilkoos GAL promootori ja
seetdttu ka HO-endonukleaasi ekspressiooni. Rakkude sattumisel glikoosiga s60tmesse
hakkab toimuma DNA parandamine, mille kaigus vahetub ka parmi paardumistudp.
Paardumistiitibi vahetumist on véimalik detekteerida kasutades PCR-meetodit, kuna MATa ja
MATa paardumitiitibi PCR produkt erineb 100 bp vorra (vastavalt 1000 bp ja 1100 bp).
Glukoosiga s66tmes kasvanud rakkudest voeti proov 1,5 h ajapunktis ja 3 h ajapunktis (Joonis
14).

‘ Yaf9 Yaf9W89A Yafon ‘
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Joonis 14. MAT lookuse PCR-i tulemused HOcut CTRLF ja HOcut CTRLR
praimeritega. Radadel 1 ja 14 on marker (1 kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder).
Radadel 2-5 on WT Yaf9 GAL-HO (AKY2154), radadel 6-9 Yaf9W89A GAL-HO
(AKY2395) ja radadel 10-13 Yafdd GAL-HO (AKY2384) tiivede erinevates suhkrutes
kasvatud rakkudest eraldatud genoomselt DNA-It amplifitseeritud MAT lookus. DNA
visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

Parmitived, millel puudub kaheahelalise katke parandamise mehhanism, ei suuda HO-
endonukleaasiga tekitatud katket parandada ja seetdttu ei suuda kasvada. Reparatsioonis
defektsetes tivedes on MAT lookuse parandamine aeglasem (Sein et al., 2018). Rafinoosi
ajapunktis (Joonis 14, rajad 2, 6 ja 10) on ndha Uhte produkti 1000 bp markeri juures,
Kinnitades, et tegu on MATa paardumistulbiga. Galaktoosi ajapunktis (Joonis 14, rajad 3, 7 ja
11) on nédha produkti signaali markimisvaarset vahenemist kuna toimub 18ige MAT lookuses.
Glukoosi ajapunktis (Joonis 14, 1,5 h ajapunkt rajad 4, 8 ja 12, 3 h ajapunkt rajad 5, 9 ja 13)

on néha kuidas MAT lookuse parandamise kéigus on tekkinud erinevate paardumistlitpidega
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parmid, andes signaali 1000 bp ja 1100 bp juures. Kuigi nii WT Yaf9 (AKY2377) kui ka
YafoWB89A (AKY2395) tlived suutsid galaktoosiga keskkonnas kasvada pisut paremini kui
Yaf9 knock-out tivi (AKY2384) (Joonis 13B), siis PCR meetodil katke parandamise
efektiivsusel vahet ei nédhtud (Joonis 14).

Selleks, et kontrollida, kas igas proovis oli sama hulk genoomset DNA-d tehti PCR VPSQ2.6
F ja VPSQ3.5 R praimeritega, mille tulemusi analliusiti 2%-lisel agaroosgeelil (Joonis 15). VPS
praimerid valiti kuna HO-endonukleaasi 18ikus ei mdjuta VPS13 geeni ja seetdttu peaks igast
proovist saama samavaarse koguse produkti. Joonisel on nédha, et kbikide tivede erinevates
s0otmetes kasvatatud rakkudest eraldatud DNA-It saadi sarnane kogus produkti, mis Kinnitab,
et HOcut_ CTRLF ja HOcut_CTRLR praimeritega tehtud PCR-il nahtud produkti koguse
muutused olid tingitud endonukleaasi poolt tehtud MAT lookuse katkest.

YafoW89A Yafoa

|2 3 4 5’67 8 9|1011121314

. 1000

Joonis 15. PCR-i tulemused VPS praimeritega. Radadel 1 ja 14 on marker (1 kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder). Radadel 2-5 on WT Yaf9 GAL-HO (AKY2154), radadel
6-9 YafoW89A GAL-HO (AKY2395) ja radadel 10-13 Yafdd GAL-HO (AKY2384) tlivede
erinevates suhkrutes kasvatud rakkudest eraldatud genoomselt DNA-It amplifitseeritud VPS13
geenifragment. DNA visualiseeriti EtBr-ga UV valguses.

Tehtud Uhest katsest on keeruline jareldada, kas Yaf94 GAL-HO (AKY2384) tiives on MAT
lookuses oleva katke parandamine aeglasem, kui WT tive (AKY2154) puhul. Antud Kkatset

tuleks kindlasti korrata vahemalt kolm korda ning proovida saadud signaale kvantiteerida.
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KOKKUVOTE

Kaesolevas t60s konstrueeriti Yaf94 ja mutantset YafOW89A valku ekspresseerivad
parmitived, mida kasvatati MMS-iga keskkonnas, et ndha, kas Yaf9 valk voi just selle
funktsionaalne YEATS domeen on oluline DNA kahjustustele reageerimises. VVOrreldes selliste
tivede kasvamist MMS-i sisaldaval SC tardsootme tassil, leiti, et Yafo4 (AKY2377) kasvas
aeglasemalt ja ei suutnud seega DNA kahjustusele nii efektiivselt reageerida kui WT Yaf9
(AKY1863) tuvi. YafOWB89A (AKY2394) tuve kasv oli veidi aeglasem, kuid pigem sarnane
WT tuvega (Joonis 11B).

Kuna MMS ei p6hjusta ainult kaheahelalisi katkeid, vaid tekitab erinevaid DNA kahjustusi,
konstrueeriti ka sellised Yaf94 ja Yaf9W89A valku ekspresseerivad parmitiived, kus
galaktoosiga indutseeritava promootori alt oli voimalik ekspresseerida HO-endonukleaas, mis
tekitab tihe kaheahelalise katke MAT lookusessesse. Sellises tiives on véimalik hinnata Yaf9
valgu rolli just Uhe, kindlasse kohta tehtud kaheahelalise DNA katke parandamises. Leiti, et
YafoWB89A (AKY2395) tivi suudab HO-endonukleaasi pdhjustatud DNA katket parandada
sarnaselt Yafd9 WT (AKY2154) tuvele, kuigi MMS-iga keskkonnas, kus erinevaid DNA
kahjustusi on palju, oli sellise tiive kasvamine vorreldes WT tivega aeglasem. YafoA tvi
(AKY2384) kasvas HO-endonukleaasi poolt tekitatud katke puhul kiilll WT tuvest aeglasemalt,

kuid vorreldes MMS-i sisaldaval so6tmel ndhtud kasvu erinevusega, oli vahe vaga vaike.

Antud t66 tulemuseks on, et Yaf9 valk on vajalik, et reageerida efektiivselt DNA kahjustustele.
Samas mojutab YEATS domeeni inaktiveerimine, kui valgu 89-ndal positsioonil olev
triptofaan on muteeritud alaniiniks, DNA kahjustustele reageerimise efektiivsust vorreldes

Yaf9 valgu tdieliku puudumisega oluliselt véhem.
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Requirement of Yaf9 protein in DNA double-strand break repair in baker's yeast
(Saccharomyces cerevisiae)

Ronald Varik

SUMMARY

Yaf9 is one of three YEATS domain proteins in bakers yeast. It is also a subunit of NuA4 a
histone acetyltransferase complex and SWR1 a chromatin-remodeling complex. Both of these
protein complexes play a crucial role in DNA double-strand break repair. In Yaf9W89A, a
mutated version of Yaf9, the replacement of tryptophan by alanine in the 89th position disables
the YEATS domain of the protein.

Firstly, two yeast strains were constructed, one was unable to produce Yaf9 (Yaf94) and the
other produced the mutated Yaf9W89A protein. To see the importance of Yaf9 and its YEATS
domain in DNA repair, wild-type Yaf9, Yafo4 and Yaf9W89A were placed in a medium
containing MMS, a chemical, which creates double-strand breaks in DNA, but it also creates
other types of DNA damage. Wild-type Yaf9 was able to repair the damage effectively,
Yaf9WB89A was also successful in repairing DNA, albeit a bit slower, but Yaf94 had problems

repairing the double-strand breaks.

Secondly, another two yeast strains were constructed, in order to see the repair of a single
double-strand break. This was accomplished by using the yeast's own HO-endonuclease to
create a single break in the MAT locus, which is responsible for switching the mating type of
the yeast. HO-endonuclease production was put under the control of a promoter that was
activated by galactose in the environment. The yeasts then used homologous recombination in
order to repair the break, this results in yeasts with different mating types and therefore give
different sized MAT loci when genomic DNA is extracted and analyzed with PCR. The
difference in growth on the MMS plate between Yaf9 and Yaf9WB89A strain was not detected
when just a single DNA double-strand break was induced. The YafdA strain had a modest

growth defect when a single DNA double-strand break was induced.

The results suggest that Yaf9 is important in effective response to DNA damage and DNA
double-strand break repair. The results of the Yaf9W89A mutant suggest that the YEATS
domain helps with the effectiveness of the repairs but is not necessary.
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LISAD
Lisa 1

Jargmises tabelis (Tabel 1) on kdik t60s kasutatud ja koostatud tiived, nende genotulp ja

valmistaja.

Tabel 1. Kasutatud tiived, nende genotidip ja nende valmistaja.

Tuvi Genotudp Valmistaja

AKY1863 W303, MAT A, ura3-1 leu2- | Kadri Peil
3,112 his3-11,15 trpl-1
ade2-101 lys2D canl-100,
pBlueScript-ADE?2

AKY?2154 W303, MAT A, ura3 leu2 | Kadri Peil
his3 trpl ade2 lys2, GAL-HO

AKY2377 W303, MAT A, leu2-3,112 | Valminud t66 kéigus
his3-11,15 trpl-1 ade2-101
lys2D canl1-100, pBlueScript-

ADE?2, Yafo4

AKY?2384 W303, MAT A, ura3 leu2 | Valminud t66 kéigus
his3 trpl ade2 lys2, GAL-
HO, YafoA

AKY2394 W303, MAT A, leu2-3,112 | Valminud t66 kéigus

his3-11,15 trpl-1 ade2-101
lys2D can1-100, pBlueScript-
ADEZ2, Yaf9-W89A

AKY2395 W303, MAT A, ura3 leu2 | Valminud t66 kéigus
his3 trpl ade2 lys2, GAL-
HO, Yaf9-W89A

Y00000 BY4741, MAT A, his3D1, | Euroscarf

leu2D0, met15D0, ura3D0
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Y07240

BY4741, MAT Ahis3Al,
leu2A0, met15A0, ura3AO0,
YNL107w::kanMX4, Yafo4

Euroscarf
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Lisa 2

Jérgnevas tabelis (Tabel 2) on kdik t66s kasutatud s66tmed ja nende koostised.

Tabel 2. Kasutatud s66tmed ja nende koostised.

S60de Koostis

YPD Agar 20 g/, parmiekstrakt 10 g/l, miikoloogiline peptoon 20 g/l, gliikoos
20 gl/l.

SC (Synthetic | Agar 20 g/l, YNB (yeast nitrogen base) 6,7 g/l, glikoos 20 g/I, adeniin

complete 20 pg/ml, uratsiil 20 pg/ml, triptofaan 40 pg/ml, histidiin 40 pg/ml,

medium) leutsiin 80 ug/ml, Lisiin 80 pg/ml.

-HIS Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, gliikoos 20 g/, uratsiil 0,2 g/l, triptofaan 0,08
g/l, lisiin 0,08 g/, leutsiin 0,08 g/l, adeniin 0,2 g/I.

0,01% MMS MMS 0,02 g/l, agar 20 g/l, parmiekstrakt 10 g/l, mikoloogiline peptoon

20 g/l, glukoos 20 g/I.

0,005% MMS

MMS 0,01 g/l, agar 20 g/l, parmiekstrakt 10 g/l, mukoloogiline peptoon
20 g/l, glukoos 20 g/I.

fluoroorotic acid)

-URA Agar 20 g/l, glikoos 20 g/l, YNB 20 g¢/I, triptofaan 0,08 g/, lusiin 0,08
g/l, leutsiin 0,08 g/l, adeniin 0,2 g/, histidiin 0,16 g/I.
5-FOA (5- | Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, glukoos 20 g/l, uratsiil 0,2 g/I, triiptofaan 0,08

g/l, lisiin 0,08 g/, leutsiin 0,08 g/l, adeniin 0,2 g/l, 5-FOA 1 mg/ml.

1,8% Gal Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, galaktoos 18 g/l, glikoos 2 g/l, uratsiil 0,08
g/l, histidiin, leutsiin 0,08 g/I, triptofaan 0,04 g/l, adeniin 0,02 g/I, lusiin
0,04 gl/l.

2% Gal Agar 20 g/l, YNB 6,7 g/l, galaktoos 20 g/l, uratsiil 0,08 g¢/I, histidiin,

leutsiin 0,08 g/I, triptofaan 0,04 g/l, adeniin 0,02 g/I, ltsiin 0,04 g/I.
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Lisa 3

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

Tabel 3. Kasutatud praimerid ja nende jarjestused.

Praimer Jarjestus

YafoKO_5’ 5
ACCTATTTACGGCATCACAAAGAAAGCGAGATGGCTCC
GACAATAAGCAA GATAGCTCATTTTGGAGTTCG 3

YafoKO_3’ 5
CTAACTTCCGTTAATGGCTTCTTGTTTTACCAAGTTTTCC
AGTTTCTGCT CAGGAAACAGCTATGACCATG 3’

FBA CTRL2 5 CGAACTCCAAAATGAGCTATC 3’

Yaf9_CTRL 5 CAGCGGTAAAATGGGGAGGAG ¥

Yaf9_Sacl_R 5 TCAGTGAGCTCGTCCTCCTATTAGAAGGAAGAGCAG 3’

Yaf9_Notl_F 5 CATCTGCGGCCGCGCCTCCACTGTGGGTTTACTAG 3’
5CTCTGGTAACTTAGGTAAATTACAGC3’

HOcut-F
5GAATGATGCTAAGAATTGATTGTTTGC3'

HOcut-R

VPSQ2.6 F 5'ACGTTAATTACTCTTCTGGTTCCG3'

VPSQ3.5R 5'AGGTGCCTTGATTACTATGTCCATT3
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