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INFOLEHT

Saccharomyces cerevisiae mudelsiisteemi loomine uurimaks Yaf9 valgu YEATS-domeeni
funktsioone

Histooni ,sabade” post-translatsionilise modifitseerimise abil saab kontrollida kromatiini
avatust mingis kindlas regioonis ning selle kaudu reguleerida transkriptsiooni.
Modifitseerimiseks seonduvad histooni ,sabadega” spetsialiseerunud valgud, millel on
domeenid, mis ,sabade” aminohappejadkide pohist modifitseerimismustrit dra tunnevad.
Uheks selliseks domeeniks on YEATS-domeen, mida leidub Saccharomyces cerevisiae kolmel
valgul: Yaf9, Taf14 ja Sas5. On teada, et Yaf9 YEATS-domeen on seotud transkriptsiooni
reguleerimisega, kuid selle tdpne funktsioon ja téomehhanismide uurimine on olnud
raskendatud, kuna YEATS-domeeni eemaldamisel muutub Yaf9 valk ebastabiilseks ja seda ei
ekspresseerita enam normaalsel tasemel. Kdesoleva t60 eesmargiks oli konstrueerida S.
cerevisiae tived, kus Yaf9 valgu YEATS-domeen oleks vahetatud ara valgu Taf14 voi valgu Sas5
YEATS-domeeniga ja tuvastada, kas parm on vodimeline sellist hiibriidset valku ka
ekspresseerima. Edasine uurimine, kuidas selline hiibriidne valk rakusiseseid protsesse voib

mdjutada, aitaks paremini moista Yaf9 YEATS-domeeni funktsiooni.

Marksonad: Yaf9, YEATS, Taf14, Sas5, kromatiin

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Construction of a Saccharomyces cerevisiae model system to study the YEATS domain
functions of the Yaf9 protein

Post-translational modification of histone "tails" can control the openness of chromatin in a
particular region and thereby regulate transcription. To modify histone "tails", specialized
proteins bind to domains that recognize an amino acid residue-based modification pattern on
the "tail". One such domain is the YEATS domain, found in three proteins of Saccharomyces
cerevisiae: Yaf9, Taf14 and Sas5. The YEATS domain of Yaf9 is known to be involved in the
regulation of transcription, but research on its precise function and mechanism of action has
been restricted, because removal of the YEATS domain renders the Yaf9 protein unstable and
itis no longer expressed at the normal levels. The present work aimed to construct new strains

of S. cerevisiae in which the YEATS domain of the Yaf9 protein would be replaced by the YEATS



domain of the Taf14 protein or the Sas5 protein and to determine whether yeast is capable
of expressing such a hybrid protein. Further research into how such a hybrid protein may
affect intracellular processes would provide a better understanding of the function of the

Yaf9 YEATS domain.
Keywords: Yaf9, YEATS, Taf14, Sas5, chromatin

CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics



SISUKORD

INFOLEHT ..ttt ettt et h ettt e s a e et e e s bt e e abeesheeeabeesabeeabeesaeeeabeesneeeneenaeeans 2
SISUKORD ...ttt ittt sttt ettt st e h e st e s e e s b e e s ae e e bt e s se e s aneessneeaneesneeeaneesnneenreennns 4
KASUTATUD LUHENDID .....ouvvvetetieieieteteteieet ettt ettt et s bbb st bess s s esesesensasesesenas 6
SISSEJUHATUS ..ttt ettt ettt ettt et et sa e e e abe e s ae e e bt e sae e e beesabeeabeesateebeesaseenseanane 8
1 KIRJANDUSE ULEVAADE .........cuiiisisietetesststetesesessssesesesssssesesesessssssesesessssssesesessssssssesesssssssesess 9
1.1 Mudelorganism SaccharomycCes CEIreVISIE .........uuuuieeieiieeiiveeieeeeeeiesiireeeeeeeeeeesessreeeeeeeenns 9
1.2 KrOMATiin. .o e et e e e 9
1.3 HISEOONI i 12
1.4 Histoonide ModifitSEerimiNe ......c..ueiiiiiiiiieeeeee e 13
1.5 YEATS-0OMEEN ..ttt ettt e st e s b e s bt e e s b e e sne e e saneeesans 15
1.0 YA Lttt h e bt b e s te e bt e s teenbeeeareens 16
L7 TAFLA ettt e e e e neenareeas 18
2T 11 T OO OO USSP UUTUPTOUPRIUPOPRON 19

2 EKSPERIMENTAALNE OSA.... ettt ettt sttt be e st e e sae e st e s nbeesateebeeeaee 20
000 N o o TR =1 1 0= 1 = Lo 20
2.2 Materjal ja MetoodiKa ......coooviriiiiiiiiieece e e e eeaaes 20
2.2.1 KasUtatud TUVEA ......eeeiiiieiiiieeeee ettt s 20
2.2.2 Kasutatud SOOTMEM ........oeiiuiiiiiiiiiiieeee e 22
2.2.3 Kasutatud plasmiidid.......ccccueeeeiieiiiiiiiiieieee ettt e e e e e seanrreee e e e e e e seanes 22
2.2.4 Transformatsiooniks vajalike DNA fragmentide slinteesimine.........ccccoeeveeeenineenn. 23
2.2.5 Agaroos-geelelektrofOrees. ... 23
2.2.6 Transformatsioon elektroporeerimise meetodil .........cccceeeuvvveeiieeiiiiiiiiieeeee e, 23
2.2.7 Kolooniate kontrollimine............cooiiiiiiiiieeeee e 24
2.2.8 Rakuliisaadi valmistamine Western blot’i jaoks..........cccceveiriiieeiiniieeeiiniieee e 25
2.2.9 WESLEIN DIOT ...ttt 26

2.3 TUIBMIUSEM. ...ttt s e s e b e s s e et e e snneeneennes 28
2.3.1 Flag-epitoopi kodeeriva jarjestusega DNA fragmentide siinteesimine.................... 28

2.3.2 Flag-epitoobi jarjestusega DNA fragmendi transformatsioon rakkudesse ja
homoloogilise rekombinatsiooni toimumise kontrollimine .......ccccccveiiviiviciiiveeiiecieiinnns 31

2.3.4 Flag-epitoobi ekspressiooni kontrollimine.........cccveeeeeiiiiieiciiiiveeiee e, 33

2.3.5 DNA fragmendi slinteesimine Yaf9 YEATS-domeeni kodeeriva osa
VAlJaVahETamMISEKS ...ceiiiiiieeieiiiee e e e s 34

2.3.6 Erinevaid YEATS-domeene kodeerivate jarjestustega DNA fragmentide
transformatsioon rakkudesse ja homoloogilise rekombinatsiooni kontrollimine............ 36



2.3.7 Hibriidsete YEATS-domeeniga valkude ekspressiooni kontrollimine ..................... 39

B AN U1 (= [ TSP PRTR 41
KOKKUVOTE ...ttt ettt et et ete st et etese et etess et ens et etensebenseseseesesensesensesesesesenseseneans 42
SUMIM A Y e e e e e 43
TANUSONAD .....oouivetiteteteteteet ettt ettt ettt st et et se e s ete s et e asesese st ebensebeseesese s eteasesesesesensases 45
KASUTATUD KIRJANDUSE LOETELU.....ueeiiiiiiiiee ettt ettt e e e e eee e e e 46
KASUTATUD VEEBIAADRESSID.......cetttttttttttttitittettieteeeteteeeeeeeeeteeeeeseseeeaesereseeesesesesereresesesesesereseses 53
1YY B OO U PPT PRSP 54
LIHT LITSENTS <ttt ettt e e e e st e e e e e e s e et e e e e e s s sannrseeeeeeeesesansnrneneeaeenas 55



KASUTATUD LUHENDID

AC — acetyl (atsettitil)

ap — aluspaari

APS —ammoonium persulfaat

CENP-A — centromere protein A (tsentromeeri proteiin A)
C-terminaalne / C-terminus — karboksi-terminaalne

DBP — DNA-binding protein (DNA-ga seonduv valk)

DTT - ditheothreitol

H1 — histoon H1

H2A — histoon H2A

H2A.Z / Htz1 — histoon H2A.Z / Htz1

H2B — histoon H2B

H3 — histoon H3

H3K27ac — histoon H3-e atsetiileeritud lisiin (K) positsioonis 27
H4 — histoon H4

HAT — histooni atsetlultransferaas

HDAC - histone deacetylase (histooni deatsetiilaasid)

HDM — histooni demetdilaasid

HGB — hugromitsiin-B

HHO1 — parmi histoon H1

HIS — histidiin

HML — homothallic mating left (vasakpoolne homotalliline lookus)
HMR — homothallic mating right (parempoolne homotalliline lookus)
HMT — histooni metiiltransferaasid

K — lUsiin

kDa — kilodalton

LiOAc — liitiumatsetaat

MAT — mating type locus (paardumistlilbi lookus)

NAT — nourseothricin N-atsetlilltransferaas

N-terminaalne / N-terminus — amino-terminaalne

NuA3 — nucleosomal acetyltransferase of histone H3 (histooni H3 atsetlililtransferaas)

NuA4 — nucleosomal acetyltransferase of histone H4 (histooni H4 atsetlilltransferaas)



PDB — Protein Data Bank (proteiini andmebaas)

PIC — transcription preinitiation complex (transkriptsiooni preinitsiatsioonikompleks)
PVDF — polyvinylidene difluoride

R —arginiin

RCF — relative centrifugal force (suhteline tsentrifugaaljoud)

RPM — revolutions per minute (p66rdeid minutis)

S — seriin

SAS — something about silencing (midagi vaigistamisest)

SDS - sodium dodecyl sulfate (naatriumdodetsidlsulfaat)

Sir3 — silent information regulator 3 (valgukompleks mis on seotud transkriptsioonilise
vaigistamise reguleerimisega)

SWI/SNF — SWitch/sucrose nonfermentable complex (kromatiini remodelleeriv kompleks)
SWR1 - SWI2/SNF2-Related 1 (kromatiini remodelleeriv kompleks)

T —treoniin

Taqg — Thermus aquaticus

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

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

TFIID — transcription factor Il D (RNA polimeraas Il transkriptsioonifaktor D)

TFIIF — transcription factor Il F (RNA poliimeraas Il transkriptsioonifaktor F)

WT — wild type (metsiktidpi)

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

YEATS2 - YEATS domain-containing 2 (YEATS-domeeni omav valk)

YPD — yeast extract, peptone, dextrose (parmiekstrakti, peptooni ja dekstroosi sisaldav so6de)



SISSEJUHATUS

Nii ruumi kaalutlustel, kui ka transkriptsiooni reguleerimiseks, pakitakse rakus DNA molekul
kokku kérgemat jarku struktuuriks — kromatiiniks. Selline DNA kokkupakkimine leiab aset
ainult eukarliootsetes rakkudes ja prokariiootides kromatiini ei esine. Mitoosi ajal on
kromatiin tugevalt kondenseerunud ja moodustuvad kromosoomid. Interfaasi ajal on
kromatiin rakutuumas dekondenseerunud kujul. Interfaasi kromatiinis esineb kahte sorti
piirkondi: Iddvemalt pakitud transkriptsiooniliselt aktiivne eukromatiini piirkond ning tihedalt

pakitud transkriptsiooniliselt vaigistatud heterokromatiini piirkond.

Nukleosoomid on DNA ja histoonivalkude kompleksid, kus kaheksast histoonist koosneva
oktameerse stidamiku Umber on keeratud DNA. Histoonidel on amino-terminaalsed (N-
terminaalsed) mittestruktuursed ,sabad”, mis ulatuvad nukleosoomist vélja ja on histoone
modifitseerivatele kompleksidele kattesaadavad nukleosoomi pinnalt. Histooni ,sabade”
modifitseerimise kaudu saab kontrollida kromatiini avatust ja suletust ning selle abil

reguleerida transkriptsiooni.

Histooni ,,sabadega“ seonduvatel valkudel on olemas domeenid, mis tunnevad &ra spetsiifilist
histooni ,,sabade” modifitseerimismustrit. Uheks selliseks domeeniks on YEATS-domeen,
nimetatud valkude jargi, kust see kdige esimesena avastati Yaf9, ENL, AF9, Tafl4, Sas5.
Nendest kolm, Yaf9, Taf14 ja Sas5, esinevad ka pagariparmis Saccharomyces cerevisiae. Antud
1606 keskendub valgu Yaf9 YEATS-domeenile, mis on seotud transkriptsiooni reguleerimisega,
kuid mille tapne funktsioon ja todmehhanismide uurimine on olnud raskendatud, kuna YEATS-
domeeni eemaldamisel muutub Yaf9 valk ebastabiilseks ja seda ei ekspresseerita enam

normaalsel tasemel (Zhang et al., 2004).

Kéesoleva t66 Uldeesmargiks oli konstrueerida S. cerevisiae tived, kus Yaf9 valgu YEATS-
domeen oleks vahetatud dra valgu Taf14 vai valgu Sas5 YEATS-domeeniga ja tuvastada, kas
parm on voimeline sellist hiibriidset valku ka ekspresseerima. Uurimaks, kuidas selline
hibriidne valk rakusiseseid protsesse vdib mdjutada, aitaks paremini mdista Yaf9 YEATS-
domeeni funktsiooni. To6 kirjanduse osas antakse (ilevaade kromatiinist, histoonide
modifitseerimisest, YEATS-domeenidega parmivalkudest ning tapsemalt ka Yaf9 valgust.
Eksperimentaalses osas kirjeldatakse vahetatud YEATS-domeeniga Yaf9 valku ekspresseeriva

S. cerevisiae mudelsiisteemi loomist.



1 KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1 Mudelorganism Saccharomyces cerevisiae
Parmseened on eukariiootsed mikroorganismid, mis kuuluvad seeneriiki. Parme on olemas ule
2300 liigi ja Uheks neist on laborites laialdaselt mudelorganismina kasutatav Saccharomyces

cerevisiae ehk pagariparm (The.Yeasts, 2022).

Kuna mitmete organismide uurimine on sageli nii praktilistel, kui ka eetilistel pohjustel
raskendatud, kasutatakse teaduses sellistel puhkudel mudelorganisme, mis omavad sarnaseid
omadusi, kuid mida on lihtsam uurida. Mudelorganisme voib leida kogu fiilogeneetilise puu

ulatuses, bakteritest imetajateni, lisaks veel ka taimede hulgast (Miller ja Grossniklaus, 2010).

Erinevatel mudelorganismidel on erinevad eelised ja puudused. Uldiselt on heal
mudelorganismil lihike elutsiikkel, tal ei tohiks olla vdga suuri nGudmisi toidu suhtes ja teda
peaks olema kerge nii kasvatada, kui ka elus hoida. Naiteks kui vdrrelda pagariparmi ja
laborihiire Mus musculuse kasvutingimusi, siis pagariparmi puhul on need (sna
tagasihoidlikud, sest vajavad kasvamiseks ainult suhkrurikast s6odet ja kindlat temperatuuri

ning pH vahemikku (Salari ja Salari, 2007).

1990 aastate keskel sekveneeriti Saccharomyces cerevisiae genoom, mis oli ka kdige esimene
taies mahus sekveneeritud eukariiootne genoom (Goffeau et al., 1996). Kuigi inimese genoom
on vorreldes parmi genoomiga sadu kordi suurem (Human Genome Sequencing Consortium,
2004; Goffeau et al., 1996) on neil ka palju sarnasusi. Naiteks pdarmi ca 6000 geenist on ligi
2700 geeni ortoloogsed inimese geenidega (Goffeau et al., 1996; Remm et al., 2001; Laurent
et al., 2020). Lisaks on inimesel ja parmil rakutasemel palju sarnaseid konserveerunud
mehhanisme nagu autofaagia, sarnased valkude transpordi-, pakkimis-, sekreteerimis- ja
degradeerimisviisid (Mizushimaet et al., 2002; Dunphy et al., 1986; Winderickx et al., 2008;
Brennwald et al., 2007). Parmi on kerge geneetiliselt muundada ja tanu kiirele elutsiiklile saab

ka katsete tulemusi kiiresti kontrollida.

1.2 Kromatiin

Juba 19. sajandi |8pul uuris Saksa teadlane Walther Flemming rakkude mitoosi. Raku

tuumades nagi ta kergesti varvuvaid niidi taolisi osakesi ja nimetas need ajutiselt, kuni



tuvastatakse aine tdpne keemiline iseloom, kromatiiniks (Deichmann, 2015). Tanapaeval
nimetatakse Flemmingu nahtud niidikesi kromosoomideks ja struktuuri millest kromosoomid

koosnevad kromatiiniks.

Kromatiini leidub ainult eukariiootsetes rakkudes ning selle peamiseks struktuurseks tiksuseks
on nukleosoomid (Kornberg, 1974). Nukleosoomid koosnevad aluselistest valkudest,
histoonidest, ning nende Gimber keerdunud umbes 145 kuni 147 aluspaari pikkusest DNA
kaksikahelast (Luger et al 1997). Nukleosoomide histoonidest oktameerne stidamik koosneb
neljast valgust (H2A, H2B, H3 ja H4), millest igalihte esineb kaks korda (kokku kaheksa valku)
(Kornberg ja Lorch, 1999). Uks nukleosoom koosneb harilikult kahest H2A/H2B dimeerist ja
Uhest (H3)2/(H4). tetrameersest histoonist (joonis 1) (Kornberg ja Lorch, 1999). Lisaks on veel

erinevaid nukleosoome thendav, linker-DNA-ga seotud histoon H1 (Fischle et al., 2003).

v a

H2B _
H2A
H2A

'ﬁ Histoonide oktameer

L

W 147 aluspaari DNA'd

BN V= R = Ry W
Nukleosoomid
L “pirlid keel”

W T struktuuris
30nm
1

Joonis 1. Lihtsustatud kromatiini struktuur. Kaheksa histooni (2 x H2A, 2 x H2B, 2 x H3 ja 2 x
H4) moodustavad oktameerse nukleosoomi slidamiku. Histoonide oktameerile keerdub
Umber 147 aluspaari DNA’'d ja moodustub nukleosoom. Nukleosoomid kromatiinikiul
moodustavad ,,parlid keel” struktuuri (Morgan, 2007, modifitseeritud).
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Linker-DNA koos nukleosoomidega moodustab struktuuri, mida on iseloomustatud ka kui
yparleid keel” (Wu et al., 1986). Histoon H1 on vorreldes teiste histoonidega erinevate
organismide vahel palju vdhem konserveerunud (Harshman et al.,, 2013). Naiteks on
pagariparmi histoon H1 valgul (HHO1) inimese H1 histooniga ainult 31% homoloogiat
(Harshman et al., 2013) ning erinevalt imetajarakkudest ei péhjusta HHO1 geeni deleteerimine

parmis kasvudefekte ega suuri muutusi kromatiini struktuuris (Patterton et al., 1998).

Kromatiini kokkupakituse aste on rakutstklite vahel erinev (Ridgway et al., 2002). Mitoosi ajal
on kromatiin tugevalt kondenseerunud ja moodustuvad ka valgusmikroskoobi all ndhtavad
kromosoomid (Ridgway et al., 2002). Interfaasi ajal on kromatiin rakutuumas
dekondenseerunud kujul ja jaotunud erinevatesse funktsionaalsetesse domeenidesse

(Ridgway et al., 2002).

Eukarlootse raku interfaasi kromatiinis esineb kahte sorti piirkondi, eukromatiin, mis on
I6dvemalt pakitud ja kust toimub aktiivne geenide transkriptsioon, ning heterokromatiin, mis
on tihedamalt pakitud ja millel puudub markimisvaarne transkriptsiooniline aktiivsus (Ridgway
et al.,, 2002). S. cerevisiae’s on kolm transkriptsiooniliselt vaigistatud heterokromatiinset
piirkonda: telomeerid, ribosomaalse DNA (rDNA) tandeemsed jarjestused ja vaigistatud
paardumistiiibi lookused (Gartenberg ja Smith, 2016). Transkriptsiooni reguleerimise tiheks
vOimaluseks on kromatiini piirkondade avatuse ja suletuse kontrollimine, mis toimub
erinevate histoonikompleksite modifikatsioonide abil, naiteks histooni ,sabadele”
atsetlitilgruppide lisamise (avab) v6i eemaldamisega (sulgeb) (Allfrey et al., 1964). Histoonide
modifikatsioone tunnevad dra kromatiini remodelleerivad kompleksid, mille abil
reguleeritakse erinevate meetodite abil DNA kattesaadavust naiteks nukleosoomide lisamise,
liigutamise ja eemaldamisega vOi nukleosoomide koostises olevate histoonide

valjavahetamisega erinevate histooni variantide vastu (joonis 2) (Clapier et al., 2009).
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Joonis 2. Kromatiini remodelleerimise viisid. Kromatiini remodelleerijad (roheline) saavad
muuta kromatiini struktuuri kasutades erinevaid meetodeid: (a) nukleosoomide lisamine,
mille kdigus paigutatakse juba deponeeritud nukleosoome timber, et nende vahele mahuks
uus nukleosoom. (b, ¢, d) Seondumiskoha (punane) paljastamine, et DNA-ga seonduv valk
(DBP) saaks seondumiskohale ligi. (e) Nukleosoomi alternatiivse koosseisu tekitamine
histoonide viljavahetamise kaudu véi (f) histoonide eemaldamisega (Clapier et al., 2009,
modifitseeritud).

1.3 Histoonid

Histoonid on valgud, mis seonduvad DNA-ga ja osalevad selle kokkupakkimises ja paigutuses
tuumas. Lisaks reguleerivad histoonid geeniekspressiooni ja epigeneetilise info talletamist
(Luger et al., 1997; Martire ja Banaszynski, 2020). Kuna prokariootsetel rakkudel puudub
kromatiin ja sellega seoses ka histoonid, esinevad viimased ainult eukariiootsetes rakkudes

(Kornberg ja Lorch, 1999).

Kuigi histoonid on eri organismide I6ikes Ghed kdige vaiksema struktuurse varieeruvusega
valgud (Kornberg ja Lorch, 1999), on lisaks neljale pdhilisele histoonile — H2A, H2B, H3 ja H4 —
olemas ka nende mitmeid variatsioone (Talbert et al., 2012). Histoonid H2A, H2B, H3 ja H4
lisatakse DNA-le replikatsiooni kdigus, histoonide erinevaid variatsioone aga rakufaasides, mis
ei pruugi olla replikatsiooniga seotud (Ahmad ja Henikoff, 2002). Naiteks arvatakse, et parmis

leiduva histooni H2A variatsioon Htz1l (H2A.Z) taidab mitmeid erinevaid funktsioone, nagu
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kromosoomi metabolism ja transkriptsiooni regulatsioon, mille iheks mehhanismiks on Htz1
sisaldavate histoonide deponeerimine represseeritud promootoritele, mis aktiveeruvad, kui
sealt Htz1 eemaldub (Zhang et al., 2005). Lisaks on mittefunktsionaalse htz1 geeniga mutandid
tundlikumad erinevatele DNA-d kahjustavatele ainetele, mis viitab asjaolule, et Htz1 valgul on
ka roll DNA parandamises (Zhang et al., 2005). Parmis leiduv histoon H3 variatsioon Cse4
(inimrakkudes, tsentromeeri proteiin A (CENP-A)), asendab parmi kromatiini lihikeses
tsentromeeri piirkonnas (~125 aluspaari) histooni H3 ja on raku jagunemisel vajalik Gigeks
kinetohoori assambleerumiseks ja kromosoomide vordseks jagunemiseks (Furuyama ja

Biggins, 2007).

Histoonide N-terminaalses osas asuvad ,,sabad”, mis ulatuvad nukleosoomist vilja selliselt, et
on erinevatele histoone modifitseerivatele kompleksidele kdttesaadavad nukleosoomi pinnalt
(Lawrence et al., 2016). Selline paigutus véimaldab ,sabade” modifitseerimist, mis toimub
erinevate keemiliste rihmade kovalentse seondumisega ,,saba“” teatud positsioonides asuvate
aminohapetega (Lawrence et al., 2016). Modifitseeritud ,sabade” kaudu, saavad histoonid

omandada uusi funktsionaalsusi (Lawrence et al., 2016).

1.4 Histoonide modifitseerimine

Histoonid reguleerivad geeniekspressiooni DNA lahti (eukromatiin) ja kokku (heterokromatiin)
pakkimise vdi DNA vddnamise kaudu, muutes sellega DNA kattesaadavust
transkriptsioonifaktoritele (Lawrence et al., 2016). Kromatiini avatust ja seeldbi ka

Ill

geeniekspressiooni  reguleeritakse histooni ,sabade olevate aminohappejaakide
atsetileerimise, metileerimise, fosforileerimise, ubikvitineerimise, sumodtleerimise, ADP-
ribosiileerimise ja deamineermisega (joonis 3) — need muudavad DNA kattesaadavust
transkriptsioonifaktoritele ja reguleerivad ligipddasu kromatiinistruktuuri modifitseerivatele

ensiiimidele (Lawrence et al., 2016).

Histooni ,sabade” modifikatsioonide abil varvatakse ka efektorvalke, mis aktiveerivad
allavoolu signaliseerimisradasid (Lawrence et al., 2016). Enim uuritumaks histoonide post-
translatsiooniliseks modifikatsioonideks on kovalentne histooni ,sabade” lisiinijadkide
atsetiileerimine ja metileerimine (Millar ja Grunstein, 2006). Nii histoonide atsetlileerimine,

kui ka metileerimine on pooratavad protsessid (Millar ja Grunstein, 2006).
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Tahistused:
Q Metiileeritud
O Atsetiileeritud
O Fosforiileeritud
Q Ubikvitineeritud

Joonis 3. Histooni ,,sabade” modifitseerimine. Histooni oktameerist ulatuvad vélja histoonide
»Sabad“. Aminohapete positsioonid on margistatud numbritega ja aminohapped tdhtedega (K
= lisiin, R = arginiin, S = seriin, T = treoniin) (Lawrence et al., 2016, modifitseeritud).

Histoonide hiperatsetiileerimist, ehk paljude atsetlitilrihmade liitmist histooni ,sabadele”,
seostatakse transkriptsioonilise  aktiivsuse tOusuga ja hipoatsetileerimist, ehk
atsettdlrihmade eemaldamist ,,sabadelt”, transkriptsioonilise aktiivsuse langusega (joonis 4)

(Grunstein et al., 1997).

Komplekse, mis histoone atsetiileerivad ja metileerivad, nimetatakse vastavalt histooni
atsetiiltransferaasideks (HAT) ja metuiltransferaasideks (HMT), komplekse mis histoonidelt
atsetlitl- ja metlitlrihmi eemaldavad, nimetatakse vastavalt deatsetiilaasideks (HDAC) ja
demetiilaasideks (HDM), need enstimid on eukariiootsete organismide seas véaga
konserveerunud ja neid leidub naiteks nii parmidel kui ka inimestel (Gregoretti et al., 2004;

Millar ja Grunstein, 2006; Zhou ja Ma, 2008; Wang et al., 2009; Mersman et al., 2012).
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Transkriptsiooni repressioon Transkriptsiooni aktivatsioon

AC AC :c
DI D
HAT inhibiitorid j
> u; I o

1
C C

AC AC

T

HDAC inhibiitorid

o 2
C

Tihedalt pakitud kromatiin Lodvalt pakitud kromatiin
(heterokromatiin) (eukromatiin)

Joonis 4. Histoonide atsetiileerimise ja deatsetiileerimise mehhanism. HAT-id (histooni
atsetlitiltransferaasid) lisavad nukleosoomidest valja ulatuvate histooni ,sabade” kilge
atsetlitilrithmasid (AC). HDAC-id (histooni deatsetiiltransferaasid) eemaldavad histooni
sabade kiljest atsetlililrihmasid. Kromatiin on pakitud tihedalt ja transkriptsioon on
represseeritud, kui ,sabadelt” puuduvad atsetillrihmad. Atsetillrihmade olemasolul
histooni sabadel, muutub kromatiin selle kohapealt lokaalselt avatumaks ja tGuseb ka
transkriptsiooni tase selles piirkonnas olevalt DNA-It. HAT-ide aktiivsust inhibeerivad HAT-ide
inhibiitorid ja HDAC-ide aktiivsust inhibeerivad HDAC-ide inhibiitorid (Lourenco de Freitas et
al., 2021, modifitseeritud).

1.5 YEATS-domeen

Kromatiini saab vaga erinevat moodi modifitseerida ja teatud valkudel on olemas domeenid,
mis spetsiifilist modifitseerimismustrit dra tunnevad. Uheks selliseks domeeniks on YEATS-
domeen. YEATS-domeen on nimetatud akroniilimina valkude jargi, kust seda kdige esimesena
leiti ja mille koosseisu ta kuulub (Yaf9, ENL, AF9, Taf14, and Sas5), millest Yaf9, Taf14 ja Sas5
leidub Saccharomyces cerevisiaes ning ENL ja AF9 inimeses (Schulze et al., 2009). Hiljem leiti,
et YEATS-domeen on védga konserveerunud ja seda leidub rohkem kui 100 valgus ule 50
organismi seas (tabel 1) (Schulze et al., 2009). S. cerevisiaes leiduvad YEATS-domeeniga valgud
on seotud kromatiini modelleerimise, histoonide modifitseerimise ja transkriptsiooni

reguleerimisega (Schulze et al., 2009).

YEATS-domeeniga valkude puhul on leitud, et lisaks atsetiileeritud histoonidega
seondumisele, voivad naiteks YEATS2 (YEATS-domeeni omav valk) ja Taf14 valk seonduda ka

krotonileeritud histoonidega (Li et al., 2017). Krotonileerimine on hiljuti avastatud uus
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posttranslatsiooniline histooni ,sabade” llsiinide modifikatsioon (Tan et al., 2011).
Krotolileerimise abil mdjutatakse geeniekspressiooni, DNA replikatsiooni, transkriptsiooni ja
rakkude diferentseerumist (Jiang et al., 2021).

Tabel 1. Valik erinevates organismidest leiduvatest YEATS-domeeni omavatest valkudest.

Tabelis on dra toodud ka kompleks kuhu valk kuulub ja kompleksi funktsioon (Schulze et al.,
2009, modifitseeritud).

Valk Organism Kompleks Funktsioon
Yaf9 Saccharomyces cerevisiae SWR1-Com Histooni Htz1 depositsioon
NuA4 Histoonide H4, H2A ja Htz1 atsetiileerimine
Taf14  Saccharomyces cerevisiae SWI/SNF Kromatiini remodelleerimine
INO80 Kromatiini remodelleerimine
RSC Kromatiini remodelleerimine
NuA3 Histooni H3 atsetiileerimine
TFIID Uldine transkriptsioonifaktor
TFIIF Uldine transkriptsioonifaktor
Sas5 Saccharomyces cerevisiae SAS Histooni sabade (H4K16, H3K14) atsetiileerimine
GAS41  Homo sapiens SRCAP Histooni Htz1 depositsioon
TIP60 Histooni H4 atsetiileerimine
ENL Homo sapiens EBAFa Kromatiini remodelleerimine
EBAFb Kromatiini remodelleerimine
AF9 Homo sapiens Dot1a-AF9 Histooni saba (H4K79) metiileerimine
D12 Drosophila melanogaster ATAC Histoonide atsetiileerimine ja

kromatiini remodelleerimine

1.6 Yaf9

Yaf9 on 226 aminohappe pikkune ja 25,9 kilodaltoni (kDa) suurune pagariparmi eluks mitte-
hadavajalik valk (The Saccharomyces Genome Database, 2022). Yaf9 valk kuulub parmi
Saccharomyces cerevisiae kahe kompleksi SWI2/SNF2-Related 1 (SWR1) ja histoonide H4 ja
H2A atsetuiltransferaasi (NuA4) koosseisu. Need kompleksid on vajalikud normaalselt
toimivaks geeniekspressiooniks, DNA metabolismiks, DNA parandamiseks ja histoonide
valjavahetamiseks (Lawrence et al., 2016; Zhang et al., 2004; Chittuluru et al., 2011). SWR1
kompleks vahetab histoonide H2A/H2B dimeeri valja histooni Htz1/H2B dimeeri vastu, kuid
véaljavahetusprotsessi mehhanismist ei ole veel tdielikult aru saadud (Willhoft et al., 2018).
Spetsiifiliste histoonide sabade lusiine atsetiileerivad kindlad HAT-id, NuA4 on parmi HAT, mis
nukleosoomiga seondumisel atsetiileerib histoonide H4 ja H2A sabasid (Chittuluru et al.,
2011). NuA4 koosneb 13 unikaalsest valgust, millest 3 viivad labi HAT-iga seonduvaid

funktsionaalsusi ja Ulejaanud 9, mille hulgas on ka Yaf9, aitavad NuA4-l j6uda vajalikesse
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kohtadesse, et viia Iabi DNA parandamist, transkriptsiooni initsiatsiooni ja RNA elongatsiooni

(Chittuluru et al., 2011).

Nii SWR1, kui ka NuA4 puhul, on Yaf9 tapne funktsionaalne roll kompleksis veel ebaselge
(Zhang et al., 2004), kuid on teada, et molemale kompleksile on oluline Yaf9 véime seonduda
histooni H3 ,saba“ atsetiileeritud aminohappejaakidega (Klein et al., 2018). Seondumine
toimub [3bi YEATS-domeeni ja eelkdige on soositud seondumine positsioonis H3K27ac

(histoon H3-e atsetileeritud lisiin positsioonis 27) (Klein et al., 2018).

Mutandid, millel Yaf9 puudub, on tundlikumad DNA-d kahjustavatele ainetele, madalale
temperatuurile ja kofeiinile (tabel 2) (Zhang et al., 2004). Lisaks on ilma Yaf9 valguta
mutantidel vaiksem transkriptsiooniline aktiivsus telomeeride ldhedal, mis korreleerub samas
piirkonnas vahendatud H4 histoonide atsetlileerimisega ja vaiksema Htz1/H2B dimeeride
olemasoluga (Zhang et al., 2004). In vitro tehtud katsetes NuA4 kompleksiga, millel puudub
Yaf9 valk, sdilib histoonide atsetlileerimisvdime, mis viitab asjaolule, et Yaf9 tahtsus NuA4
kompleksis on regulatoorne voi oluline NuA4 kompleksi lokalisatsiooniks kindlatesse
kromatiini piirkondadesse (Zhang et al., 2004). Lisaks suureneb mutantsetes, Yaf9 valku mitte
ekspresseerivates parmitlivedes, transkriptsiooni vaigistava silent information regulator 3

(Sir3) valgu hulk telomeeride ldheduses (Zhang et al., 2004).

S. cerevisiae tlivedes, kus Yaf9 YEATS-domeen on deleteeritud, ei ekspresseeru Yaf9 valk enam
stabiilsena ja on immunoblot analilsiga vaevu detekteeritav (Zhang et al., 2004), see asjaolu

muudab keeruliseks ka Yaf9 YEATS-domeeni funktsiooni uurimise.

Ka inimestel on olemas Yaf9-ga ortoloogne valk — AF9 , mille mittesihiparane toimimine on

seotud dgedate leukeemiahaigustega (Zhang et al., 2004).

Tabel 2. S. cerevisiae tiivedes ekspresseerunud fenotiilibid, kui neil oli deleteeritud (A)
vastavalt kas Yaf9, Taf14 voi Sas5 valgu geen voi nende kombinatsioon. Tabeli legend: (+)
WT (metsiktiiiibi) kiirusega kasv, (+/-) aeglane kasv, (-/+) vdga aeglane kasv, (-) kasv puudub
(Zhang et al., 2004, modifitseeritud).

Kasv jargnevatel tingimustel:

28°C 15°C 5 mM 50 mM uv 0.03% metudl
Genotlup kofeiin hidrokstiuurea kiirgus metaansulfonaat
WT (YBC1665) + + + + + +
yafoA +/= - —/+ —/+ - -
sas5A + + + + + +
taf14 A —/+ kuni +/— +/— —/+ — kuni —/+ - -
yaf9A taf14A sas5A elujduetu
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1.7 Tafl4

Teiseks YEATS-domeeniga valguks pagaripdarmis on 244 aminohappe pikkune ja 30 kDa
suurune valk Taf14 (varasemalt nimetatud ka ANC1 , Tafll30 , SWP29 , TAF30 , TFG3) (The
Saccharomyces Genome Database, 2022). Tafl4 kuulub mitme erineva kompleksi koosseisu,
naiteks: RNA poliimeraas Il transkriptsioonifaktorite D (TFIID) ja F (TFIIF), kromatiini
remodelleerivate komplekside INO80 ja SWI/SNF ning histooni H3 atsetlitltransferaas (NuA3).
Taf14 valgul on ka oluline roll RNA poliimeraas Il transkriptsiooni initsiatsioonil (Henry et al.,
1994; Cairns et al., 1996; John et al., 2000; Kabani et al., 2005; Tora, 2002; Feigerle ja Weil,
2016).

Tafl4 YEATS-domeeni peamine (lesanne on stabiliseerida transkriptsiooni pre-
initsiatsioonikompleksi (PIC) (Peil et al., 2020). Lisaks on leitud ka, et Taf14 suudab YEATS-
domeeni abil seonduda histoonidega, mille lisiinid on posttranslatsiooniliselt krotonileeritud
(Andrews et al., 2016). Taf14 roll krotontleeritud histoonide dra tundmises on seotud rakkude
metabolismi reguleerimisega, kus mitootilise jagunemise voOi toitainete vahesuse korral
vaigistatakse histoonide krotoniileerimisega raku kasvuks vajalikud energiandudlikud geenid

(Gowans et al., 2019).

Kui Saccharomyces cerevisiae rakkudes on deleteeritud koik YEATS-domeeniga valke
kodeerivad geenid (YAF9, TAF14, SAS5), siis need rakud ei ole enam eluvdimelised (Zhang et
al 2004). Rakkudel, mida on modifitseeritud selliselt, et Yaf9 ja Sas5 valku kodeerivad geenid
on deleteeritud ning Taf14 valku kodeeriv geen on muteeritud nii, et N-terminaalses osas asuv
YEATS-domeen on eemaldatud ja ekspresseerub ainult karboksii-terminaalne (C-terminaalne)
osa valgust, siis sellised mutandid on eluvéimelised (Peil et al., 2020). Stressitingimustes, kus
s0otmesse on lisatud formamiidi voi hidrokstuureat, kasvavad YEATS-domeenita Tafl4
mutandid isegi paremini kui YEATS-domeeniga rakud, mis viitab asjaolule, et stressi
tingimustes parsib Tafl4 YEATS-domeen rakkude kasvu ja voib olla seotud ka DNA
parandamisega ning rakutsikli reguleerimisega (formamiid ja hidroksiikarbamiid mojutavad

just neid protsesse) (Zhang et al., 2011).

Tafl4 ja Yaf9 YEATS-domeenid on Uldpildis sarnased ja mdlema valgu YEATS-domeenide
alusstruktuur moodustub kaheksast B-lehest ning on analoogse topoloogiaga (Joonis 5) (Zhang
et al., 2011). Tafl4 ja Yaf9 YEATS-domeenid erinevad aga nditeks selle poolest, et mdlema

valgu YEATS-domeenide B-lehed koosnevad erinevast arvust aminohappejdakidest (Tafl4

18



—123 ja Yaf9 — 164) ning lisaks on Taf-14 YEATS-domeenil 2 a-heeliksit vahem (Zhang et al.,
2011). Tafl14 ja Yaf9 YEATS-domeenide valgujdrjestuste identsus on 18% ja sarnasus 40%
(Zhang et al., 2011).

A

BS B2 p3 8 B7 B6 B3 p4

Joonis 5. Taf14 ja Yaf9 YEATS-domeenide struktuuri vordlus. (A) Taf14 ja Yaf9 YEATS valkude
topoloogia diagramm, mdélema valgu YEATS-domeenid sisaldavad kaheksat sarnaselt
paigutunud B-lehte. (B) Vasakul Tafl4 YEATS-domeeni ruumiline struktuur (proteiini
andmebaasi (PDB) kood: 2L7E) ja paremal Yaf9 YEATS-domeeni ruumiline struktuur (PDB
kood: 3FK3) (Protein Data Bank, 2022; Zhang et al., 2011, modifitseeritud).

1.8 Sas5

Kolmandaks YEATS-domeeniga valguks pagariparmis on 248 aminohappe pikkune ja 29 kDa
suurune valk Sas5 (The Saccharomyces Genome Database, 2022). Sas5 valk kuulub something
about silencing (SAS) kompleksi, mis atsetileerib histooni H4 lUsiini 16 ja histooni H3 lusiini
14, ning on naidatud, et Sas5 valgul on selle kompleksi aktiivsusele stimuleeriv roll (Sutton et

al., 2003).

Valk Sas5 toimib ka koos valkudega Sas2 ja Sas4 transkriptsiooni vaigistavalt vasakpoolsele
homotallilisele lookusele (HML) ja telomeeride piirkondadale ning vaigistamist alla suruvalt
parempoolsele homotallilisele lookusele (HMR) (Xu et al., 1999). HML, HMR ja lisaks ka
paardumistiiiibi (MAT) lookused on seotud haploidse parmi paardumistiilibi vahetusega

(Strathern et al., 1982; Haber, 2012).

19



2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To6 eesmargid

Varasematest katsetest on teada, et kui Yaf9 valgul puudub YEATS-domeen, siis selline
mutantne Yaf9 valk ei ole enam stabiilne ja on rakkudes ainult vaevu detekteeritaval tasemel
ekspresseeritud (Zhang et al., 2004). See asjaolu muudab Yaf9 valgu YEATS-domeeni uurimise

keeruliseks.

Kéesoleva t66 eesmargiks oli luua mudelsiisteem, mida saaks kasutada Yaf9 YEATS-domeeni

edasisel uurimisel. Selle jaoks tuli:

1. Lisada Yaf9 valku kodeeriva jarjestuse I6ppu Flag-epitoopi kodeeriv jarjestus, et Yaf9
valgu ekspressiooni oleks voimalik Western blot meetodiga detekteerida.

2. Vahetada Yaf9 valgu YEATS-domeeni kodeeriv jarjestus kas Taf14 valgu vdi Sas5 valgu
YEATS-domeeni kodeeriva jarjestuse vastu.

3. Kontrollida saadud hibriidsete valkude ekspressiooni Western blot meetodil.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud tiived
To0s kasutatud tiived on loodud S. cerevisiae tiive W303 baasil. Tivede genotilbid ja paritolu

on kirjas tabelis 3.

Tivede AKY2506 ja AKY2507 valmistamiseks lisati tiive AKY202 geeni YAF9 kodeeriva ala [Gppu
3xFLAG-tag’i ja markergeeni kodeeriv jarjestus. Tlive AKY2506 jaoks kasutati markergeeni
natMX6 (antud t60s tahistatud ka nimetusega NAT), tlive AKY2507 jaoks markergeeni hghMX
(antud to606s tahistatud ka nimetusega HGB). Tivede AKY2506 ja AKY2507 kontrollimiseks
Western blot’i anallitsil, kasutati positiivse kontrollina tiive 2497, millel asub Flag-epitoobi

jarjestus Yaf9 valgu N-terminuses .

Tlve AKY2507 pdhjal konstrueeriti tived AKY2520 ja AKY2521. Tlve AKY2520 Yaf9 YEATS-
domeeni kodeeriv ala on vahetud &ra valgu Sas5 YEATS-domeeni kodeeriva alaga ning tive

AKY2521 puhul on toimunud vahetus valgu Taf14 YEATS-domeeni kodeeriva alaga.
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Tabel 3. Kasutatud parmitiivede genotiiiip ja péritolu.

Tivi
W303

AKY202

AKY2497

AKY2506

AKY2507

AKY2520

AKY2521

Detailid

Tivi mille pohjal tehti
tlvi AKY202.

Antud t66 metsiktuupi
tlvi. Kasutati
negatiivse kontrollina.

Yaf9 N-terminusele
lisatud FLAG-tag.
Antud t606s kasutati
positiivse kontrollina.

Yaf9 C-terminusele
lisatud 3xFLAG-tag.

Yaf9 C-terminusele
lisatud 3xFLAG-tag.

Yaf9 N-terminus
vahetatud Taf14
N-terminusega.

Yaf9 N-terminus
vahetatud Sas5
N-terminusega.

Genotiilp

MAT A ura3 leu2-3, 112 his3-
11,15 trp1-1 ade2-1 canl 100
lys2

W303, MAT A, hht1-hhf1::LEU2
hht2-hhf2::kanMX
YCp50:HHT2-HHF2 (URA3)

W303, MAT A, yaf9::TRP1,
ade2::FLAG-Yaf9-ADE2; hht1-
hhfl1::LEU2 hht2-hhf2::kanMX
YCp50:HHT2-HHF2 (URA3)

W303, MAT A, hht1-hhf1::LEU2
hht2-hhf2::kanMX YCp50:hht2-
hhf2 (URA3) yaf9::yaf9-3xFlag-
natMX6

W303, MAT A, hht1-hhf1::LEU2
hht2-hhf2::kanMX YCp50:hht2-
hhf2 (URA3) yaf9::yaf9-3xFlag-
hghMX

W303, MAT A, hht1-hhf1::LEU2
hht2-hhf2::kanMX YCp50:hht2-
hhf2 (URA3) yaf9::HIS3-
taf14YEATS-yaf9-
3xFlag::hghMX

W303, MAT A, hht1-hhf1::LEU2
hht2-hhf2::kanMX YCp50:hht2-
hhf2 (URA3) yaf9::HIS3-
Sas5YEATS-yaf9 -
3xFlag::hghMX

Paritolu

B. J. Thomas ja R.

Rothstein, 1989

Jesper Svejstrup

Signe Varv

Valmis t60 kaigus

tive AKY202 baasil.

Valmis t60 kaigus

tive AKY2507 baasil.
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2.2.2 Kasutatud s66tmed

Rikastussootmena kasutati YPD (yeast extract, peptone, dextrose) tard- ja vedelsootmeid.
Selektiivsootmetena kasutati YPD sootmeid, kuhu oli lisatud antibiootikume, +NAT
(nourseothricin, 100 pg/ml), +HGB (hliigromitsiin-B, 100 pg/ml) ning minimaalséddet, kus
puudus parmirakkude kasvuks hdadavajalik histidiin (-HIS selektiivsoode). S66tmete koostised

on ara toodud tabelis 4.
Tabel 4. Kasutatud s66tmete koostised ja kasutuskohad

Soode Koostisosad

YPD tards6ode Agar 20 g/l; pulbrikujul parmiekstrakt 10 g/I; mikoloogiline peptoon 20
g/l; gliikoos 20 g/l; vesi

YPD vedels6ode Pulbrikujul parmiekstrakt 10 g/I; mikoloogiline peptoon 20 g/I; glikoos
20 g/l; vesi

+NAT tardsoode Nourseothricin 100 pg/ml, agar 20 g/I; pulbrikujul parmiekstrakt 10 g/I;
mukoloogiline peptoon 20 g/I; gliikoos 20 g/I; vesi

+HGB tardsoode Hugromutsiin-B 100 pg/ml, agar 20 g/|; pulbrikujul parmiekstrakt 10 g/I;
mukoloogiline peptoon 20 g/l; gliikoos 20 g/I; vesi

-HIS tards6ode Agar 20 g/l; pulbrikujul parmiekstrakt 10 g/I; glikoos 20 g/I;
aminohapped: lisiin 0,08 g/I, leutsiin 0,08 g/I, triptofaan 0,08 g/I,
uratsiil 0,2 g/I; vesi

2.2.3 Kasutatud plasmiidid

Yaf9 C-terminuse, Flag-epitoobi (3xFLAG-tag) ja markergeeniga (natMX6 véi hghMX) DNA
IGikude slinteesimiseks kasutati plasmiide 3xFlag-NatMX (natMX6 markergeeniga I6ikude
jaoks) ja 3xFlag-HgB (hghMX markergeeniga |6ikude jaoks). Taf14 ja Sas5 YEATS-domeenide ja
HIS3 markeriga DNA Idikude siinteesimiseks kasutati plasmiide pRS413_Taf14 ja pRS413_Sas5.
Kdik t66s kasutatud plasmiidid on périt Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi

kollektsioonist.
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2.2.4 Transformatsiooniks vajalike DNA fragmentide siinteesimine

3xFLAG-tag’i lisamiseks Yaf9 C-terminusse, tuli kdigepealt slinteesida DNA 13igud, mis
sisaldaks Yaf9 C-terminusega homoloogset ala, 3xFLAG-tag’i, transkriptsiooni terminaatorala
ja natMX6 voi hghMX markerit. Loikude slinteesimiseks kasutati PCR-i meetodit. 50 pl PCR-i
reaktsioonilahuse tegemiseks kasutati: 31 ul destilleeritud vett; 10 pl PCR-i puhvrit (5x
Thermo Scientific Phusion Green GC Buffer); 5 ul dNTP segu (2mM 10x Thermo Scientific dNTP
Mix); 2,5 ul praimereid (10 umol/ul); 1,5 pl plasmiidi (20 ng/ul); 0,5 ul poliimeraasi (Thermo
Scientific Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL)).

Flag-epitoopi kodeeriva jarjestusega DNA fragmentide slinteesimiseks kasutati praimereid
Yaf9_tag_F ja Yaf_9 tag R ning plasmiide 3xFlag-HgB (hghMX markergeeniga fragmendi
jaoks) ja 3xFlag-NatMX (natMX6 markergeeniga fragmendi jaoks). Yaf9 YEATS-domeeni
kodeeriva osa valjavahetamiseks vajaliku fragmendi slinteesimise jaoks kasutati praimereid
pRS_vyaf9 F, Tafl4 YEATS yaf9 R ja Sas5_YEATS yaf9 R, ning plasmiide pRS413 Taf14 ja

pRS413 Sas5. Praimerite jarjestused on ara toodud lisas 1.

PCR viidi labi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga. Reaktsiooni jaoks kasutati jargmist
programmi: eeldenaturatsioon 1 min, 98 °C; 30 tsiiklit teist etappi (denaturatsioon 10 sek, 98

°C; praimerite seondumine 20 sek, 59 °C; siintees 45 sek, 72 °C); jarelsiintees 5 min, 72 °C.

2.2.5 Agaroos-geelelektroforees
PCR-i reaktsioonide produktidest kontrolliti 5 pl agaroos-geelelektroforeesil. Selleks valmistati
0,8-1%-line agaroosgeel, mille tegemiseks kasutati 1x TAE puhvrit (pH 8; 40 mM Tris; 20 mM

atsetaat; 1 mM EDTA), vastav kogus agaroosi ja etiidiumbromiidi (0,5ug/ml).

2.2.6 Transformatsioon elektroporeerimise meetodil

Transformatsiooniks kasutatud PCR-i produktid sadestati. Selleks lisati PCR produktile esmalt
145 pl TE puhvrit (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA), 20 pl 3M NaAc, 1 ul glikogeeni (20 mg/ml), 600
pul 96%-list piiritust ning proove hoiti 30 minutit -20°C juures. Proove tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis 15 min suhtelise tsentrifugaaljéu (RCF) 16100 juures, supernatant eemaldati
ning sadet pesti 500 pl 70%-lise etanooliga. Seejarel tsentrifuugiti proove 10 min 16100 RCF,

supernatant eemaldati ning sade lahustati 20 ul mQ vees. Transformeeritavaid parmirakke
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kasvatati ile6o (17h) loksutil (New Brunswick Scientific Excella E25 Incubator Shaker Series;
200 p6oret minutis (RPM); 30 °C) 25 ml YPD vedels66tmes. Parmirakud koguti tsentrifuugides
(Sigma 4K15C; 5 min; 850 RCF; 17 °C). Rakusade suspendeeriti 8,8 ml TE puhvris (10 mM Tris-
HCI, pH 7.5; 10 mM EDTA) ning lisati 1 ml 1 M liitiumatsetaati (LiOAc). Lahust inkubeeriti 45
minutit loksutil (New Brunswick Scientific Excella E25 Incubator Shaker Series; 100 RPM; 30
°C), mille jarel lisati 250 ul 1 M DTT-d (dithiothreitol) ja asetati tagasi loksutile (15 min, 100
RPM, 30 °C). Jargnevalt lisati rakususpensioonile 40 ml destilleeritud vett ja rakud koguti
tsentrifuugides (5 min; 850 RCF; 17 °C). Rakusadet pesti kaks korda 50 ml jaakilma mQ veega
ning tsentrifuugiti uuesti (5 min; 850 RCF; 17 °C). Seejarel suspendeeriti rakud 1 ml 1 M
sorbitoolis, koguti trentrifuugides (Eppendorf Centrifuge 5415 R; 1 minut; 2300 RCF; 4 °C), sade
suspendeeriti 50 pul 1 M sorbitoolis, lisati 10 pl lahust poreeritava DNA-ga ning segati segajal
(Vortex-Genie 2; maksimum tugevus). Saadud lahus kanti 2 mm kivetti, elektroporeerimine

teostati poraatoriga Bio-Rad Gene Pulser Xcell™ kasutades eelseadistatud programmi.

Peale poreerimist lisati rakususpensioonile 1 ml 1 M sorbitooli, rakud suspendeeriti ja asetati
jaale. Rakud koguti tsentrifuugides lauatsentrifuugiga 3 minutit; 800 RCF; toatemperatuuril
ning kulvati kas YPD tassidele vdi —HIS selektiivtassile. YPD tassil tihedaks kasvanud rakud

kiilvati jargmisel paeval tempelkilvi kasutades antibiootikumi sisaldavale selektiivtassile.

2.2.7 Kolooniate kontrollimine

Selektiivtassidel Ulesse kasvanud kolooniatest eraldati DNA ning YAF9 geenile tehtud
modifikatsioone kontrolliti PCR meetodil. Selleks kanti steriilse puutikuga pdrmikolooniast
rakke 100 pl 1% SDS (naatriumdodetsiilsulfaat) + 0,2 M LiOAc luusilahusesse. Rakke
inkubeeriti 15 minutit 70 °C-l. Seejarel lisati suspensioonile 300 pl 96%-list etanooli ja
tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge 5415 R; 3 min; 16100 RCF; 4 °C). Supernatant eemaldati,
sadet pesti 70%-lise etanooliga ning korrati tsentrifuugimist. Supernatant eemaldati ja sadet
kuivatati 10 min; 40 °C-l. Seejarel lahustati sade 100 ul TE-s (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; 1 mM
EDTA), segati segajal ja tsentrifuugiti (1 min; 16100 RCF; 4 °C). 1 ul lahust kanti PCR-i lahusesse.

Kolooniate kontrollimist tehti antud t66s kahe etapi puhul. Kdigepealt, et tuvastada kas Yaf9
C-terminusele 3xFLAG-tag'’i ja markerite lisamine on dnnestunud, ning seejarel tuvastamaks
kas Yaf9 YEATS-domeeni vahetus Tafl4 vdi Sas5 YEATS-domeeni vastu on Onnestunud.

3xFLAG-tag’i kontrollimiseks kasutati PCR-i.
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10 ul PCR-i reaktsioonilahuse tegemiseks kasutati: 6,5 pl destilleeritud vett; 2 ul PCR-i puhvrit
(5x FIREPo!® Master Mix Ready to Load (Thermus aquaticus (Tag) poliimeraas FIREPol®, MgCls,
dNTP-d)); 1 pl Kolooniatest eraldatud DNA-d; 0,5 pl praimereid (10 umol/pl).

3xFLAG-tag’i lisamise kontrollimiseks kasutati praimereid Yaf9-tag-ctrl ja FBA1 ctrl_2. Yaf9
YEATS-domeeni vahetuse kontrollimiseks kasutati praimereid FBA1 ctrl 2, TAF14-C-term-

CTRL ja Sas5_Cterm_ctrl. Praimerite jarjestused on dra toodud lisas 1.

PCR viidi labi SimpliAmp™ Thermal Cycler masinaga. Reaktsiooni jaoks kasutati jargmist
programmi: eeldenaturatsioon 3 min, 95 °C; 30 tsiklit teist etappi (denaturatsioon 30 sek, 95

°C; praimerite seondumine 25 sek, 55 °C; siintees 1 min, 72 °C); jarelsiintees 5 min, 72 °C.

2.2.8 Rakuliisaadi valmistamine Western blot’i jaoks

Rakullisaadi valmistamiseks kasvatati rakke led6 (ca 17h) 15 ml YPD vedels66tmes ning
koguti tsentrifuugides (Eppendorf Centrifuge 5415 R; 1 min; 2300 RCF; 4 °C). Rakusadet pesti
1 ml mQ veega ja suspendeeriti 1 ml-is kiilmas 2M LiOAc lahuses. Rakususpensiooni
inkubeeriti 5 minutit jaal, rakud koguti tsentrifuugides (1 min; 2300 RCF; 4 °C). Rakusade
suspendeeriti 1 ml jadkidlma 0,4 M NaOH lahusega ja korrati inkubeerimist jaal 5 minutit.
Seejarel koguti rakud tsentrifuugides, (1 min; 2300 RCF; 4 °C) ja eemaldati supernatant.
Valkude denatureerimiseks suspendeeriti rakke 100 pl 2xSDS puhvris (4% SDS; 20% gliitserool;
0,01% bromofenool sinine; 100 mM Tris pH 6,8; 100 mM B-merkaptoetanool) ja sonikeeriti 30
sekundit (Diagenode Bioruptor®; sonikeerimistugevus H(high)). Peale sonikeerimist asetati
tuubid 5 minutiks termostaati 95 °C-le, segati segajal 10 sekundit (maksimum tugevus) ja
tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge 5415 D; 5 minutit; 16100 RCF; toatemperatuuril). 100 pl

supernatanti kanti uude 1,5 ml tuubi.
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2.2.9 Western blot
Valgud denatureeriti 95°C, 5 minutit. Rakullsaadist kanti geelile 10 pl ning lahutati

molekulmassi jargi kasutades 15%-list SDS-pollakriilamiidgeeli.

15% SDS-poluakriiilamiidgeeli lahutava osa koostis:

Materijalid

Destilleeritud vesi

30% poliakratlamiid

1,5M Tris-HCl (pH 8,8)

10% SDS (naatriumdodetsiilsulfaat)
10% APS (ammoonium persulfaat)
TEMED (tetrametitiletiileendiamiin)

Kogus
1,1 ml
2,5 ml
1,3 ml
50 ul
50 ul
2 ul

Kokku

Materijalid
Destilleeritud vesi

30% poluakritlamiid

1 M Tris (pH 6,8)
10% SDS

5ml

5% SDS-poliiakriililamiidgeeli kontsentreeriva osa koostis:

Kogus
2,7 ml
0,67 ml
0,5 ml
40 ul

10% APS
TEMED
Kokku

40 ul

4 ul

4 ml

Valgud lahutati kasutades 1xSDS jooksupuhvrit (0,5% SDS; 0,125M Tris-HC| pH 6,8; 0,96 M

gliitsiin). Kontsentreeriva geeli ulatuses kasutati pinget 125V, lahutava osa ulatuses 170V.

Jargnevalt kanti valgud akriiilamiidgeelilt Gle PVDF membraanile (Thermo Scientific PVDF
Transfer Membrane; 0,2 um). Selleks inkubeeriti geeli 10 minutit poolkuiva slsteemi
Ulekandepuhvris (48 mM Tris; 39 mM glitsiin; 0,037% SDS; 20% metanool). PVDF membraani
loputati enne valkude Ulekandeprotsessi metanoolis ja seejarel 15 minutit loksutil
Ulekandepuhvris. Valkude seondamine PVDF membraanile toimus pool-kuiva ulekande
aparaadis (BIO-RAD Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell) pingel 15 V 45 minuti jooksul.
Jargnevalt blokeeriti PVDF membraani, 1 tunni jooksul IGssi lahusega (50ml, 1xTBS, 5%
[6ssipulbrit (CARL ROTH Skimmed milk powder). Jargmises etapis lisati primaarse antikeha
(ANTI-FLAG®M_2 Sigma-Aldrich F3165) lahus (1xTBS, 2% IGssipulbrit, primaarne antikeha

lahjendusega 1:10 000) ning membraani inkubeeriti ile66 4 °C.

Jargnevalt pesti membraani kolm korda TBST lahuses (1x TBS, 0,05% BioTop Tween 20), millele

jargnes inkubatsioon sekundaarse antikeha (Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody,
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HRP, Invitrogen™) lahusega (10 ml, 1xTBS, 2% |Gssipulbrit, sekundaarset antikeha
lahjendusega 1:10000) 1h toatemperatuuril. Parast inkubatsiooni korrati membraani

pesemise etappi kolmel korral 5 minuti jooksul TBST lahusega.

Viimase etapina inkubeeriti membraani 1,5 ml luminoli ja peroksiidi lahusega (1:1) ja
inkubeeriti 5 minutit, peale seda membraan kuivatati ja signaal detekteeriti kasutades masinat

BIO-RAD ChemiDoc™ XRS+ System ja Image Lab™ 6.0 programmi.
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2.3 Tulemused

Parmi Saccharomyces cerevisiae kahe kompleksi SWR1 ja NuA4 koosseisu kuuluv Yaf9 valk ei
ole parmi eluks hadavajalik, kuid mutantides, kus Yaf9 valku ei ekspresseerita, on normaalne
rakutalitus parsitud (Zhang et al., 2004). Yaf9 (iheks rolliks SWR1 ja NuA4 kompleksides on
Yaf9 véime seonduda histooni H3 saba atsetiileeritud aminohappejaakidega YEATS-domeeni
abil (Klein et al., 2018), kuid Yaf9 peab panustama SWR1 ja NuA4 komplekside talitusse veel
mitmel erineval viisil. Nditeks Yaf9 puudumisel on parmirakkude telomeeride ldhedal vdiksem
transkriptsiooniline aktiivsus, mis korreleerub samas piirkonnas vdahendatud H4 histoonide
atsetileerimisega ja vdiksema Htz1/H2B dimeeride olemasoluga (Zhang et al., 2004). Lisaks
on leitud ka, et NuA4 kompleksi puhul vdib Yaf9 roll olla regulatoorne véi seotud NuA4
kompleksi lokalisatsiooniks kindlatesse kromatiini piirkodadesse (Zhang et al., 2004). Uldpildis
puudub hetkel tapne llevaade viisidest ja mehhanismidest, mismoodi Yaf9 valk SWR1 ja NuA4
komplekside talitamisse panustab (Lu et al., 2009; Zhang et al., 2004), kuid on selge, et tiheks
tahtsaks Yaf9 valgu osaks on selle YEATS-domeen, ilma milleta on Yaf9 valk ebastabiilne ja
vastavalt muteeritud parmirakkudes ainult vaevu detekteeritaval tasemel ekspresseeritud

(Zhang et al., 2004), see asjaolu teeb ka Yaf9 YEATS-domeeni funktsiooni uurimise keeruliseks.

2.3.1 Flag-epitoopi kodeeriva jarjestusega DNA fragmentide siinteesimine

YEATS-domeeni leidub S. cerevisiae’s peale Yaf9 veel ka valkudes Taf14 ja Sas5 (Schulze et al.,
2009). Antud t66 eesmark oli konstrueerida mudelsiisteemina pagariparmi tived, kus Yaf9
YEATS-domeeni kodeeriv jarjestus oleks vahetatud Taf14 voi Sas5 YEATS-domeeni kodeeriva
jarjestuse vastu. Vahetatud YEATS-domeeniga Yaf9 valgu ekspressiooni detekteerimiseks lisati
Yaf9 C-terminaalsele osale Flag-epitoopi kodeeriv jarjestus (3xFLAG-tag). Selle tarbeks tuli
esmalt slinteesida transformatsiooniks kasutatavad DNA fragmendid, mis sisaldaksid:
homoloogilise rekombinatsiooni jaoks YAF9 geeni C-terminaalse piirkonnaga homoloogilisi
jarjestusi, valgu ekspressiooni detekteerimiseks 3xFLAG-tag’i kodeerivat jarjestust, FBA1
terminaatorjarjestust ja selektsiooni tarbeks antibiootikumile resistentsust tagavat
markergeeni jarjestust. Katse edukuse tGendosuse tdstmiseks siinteesiti DNA fragmendid
kahes variandis: antibiootikumi nourseothricin vastu resistentsuse tagava natMX6
markergeeniga variant (NAT) ning antibiootikumi hligromdtsiin-B vastu resistentsuse tagava
hghMX markergeeniga variant (HGB). Selgitav skeem Flag-epitoopi kodeeriva jarjestusega

DNA fragmentide slinteesimisest on ndahtav jooniselt 6.
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O Metsiktiiiipi YAF9 geen (S. cerevisiae kromosoom XIV vahemik 420098.420778)

N-terminus YAF9 geen (681 ap) C-terminus

! YEATS domeen | ' F R —

|
1
I
I
- 7

- - s

,,,o Praimerid -7 e T 7

& I
Yaf9_tag F | 50 ap | 18ap | ¥ T

| K | 21ap | 50 ap Yaf9_tag R

Y- Plasmiid \

3xFlag-HgB
3xFlag-NatMX

- *o PCR-i produkt

Yaf9 tag F | 3xFLAG-tag

FBA1 terminaator —~ NAT/HGB - Yaf9_tag R

NAT (1914 ap) / HGB (2367 ap)

Joonis 6. Transformatsiooniks kasutatavate Flag-epitoopi ja markerjarjestust kodeerivate
DNA fragmentide siinteesimise skeem. Skeemil olevad elemendid ei ole suurusepdhistes
proportsioonides ja skeem on illustreeriv. Skeemil on ndha YAF9 geeni llesehitus (roheline
ring) ja kuidas 50 ap (aluspaari) enne ja 50 ap péarast Yaf9 C-terminaalsest osa on homoloogsed
alad ,,sabaga“ praimerite (punane ring) Yaf9 tag F ja Yaf9 tag R valimiste osadega (lillad).
Praimerite sisemised osad (punased) on komplementaarsed plasmiidi (sinine ring) 3xFlag-
NatMX voi 3xFlag-HgB olevate aladega. Praimerite abil slinteesiti plasmiididelt PCR meetodiga
produktid, mida on ndha skeemi alumises osas (lilla ring). Markergeen natMX6 on joonisel
tahistatud nimega NAT ja markergeen hghMX nimega HGB.
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Transfektsiooniks kasutatud PCR fragmendid slinteesiti plasmiidelt 3xFlag-NatMX (natMX6
markergeeniga fragmentide jaoks) ja 3xFlag-HgB (hghMX markergeeniga fragmentide jaoks)
kasutades geenispetsiifilisi ,,sabaga” praimereid Yaf9 tag F ning Yaf 9 tag R. Praimeri
Yaf9 tag F 5 ots on komplementaarne jdrjestusega, mis jaab 53 ap (aluspaari) Yaf9
I6ppkoodonist llesvoolu ja 3’ ots komplementaarne plasmiidi jarjestustega, mis jadb 3xFLAG-
tag jarjestusest 18 ap Ulesvoolu. Praimeri Yaf 9 tag R 5° ots on komplementaarne
jarjestusega, mis jaab YAF9 I6ppkoodonist 50 ap allavoolu ja 22 ap allavoolu plasmiidil olevast

markergeenist.

PCR-i meetodil siinteesitud fragmente kontrolliti agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused
visualiseeriti UV-kiirguse abil (joonis 7). Esimesele rajale kanti DNA-suurusmarker (1kb Thermo
Scientific GeneRuler DNA ladder), teisele rajale 5 ul natMX6 markergeeniga PCRi produktist ja
kolmandale rajale 5 ul hghMX markergeeniga PCRi produktist. DNA-suurusmarkeri kohaselt
oli teisel rajal asuv natMX6 markergeeniga proov (NAT) ja kolmandal rajal asuv hghMX
markergeeniga proov (HGB) kooskdlas oodatud fragmentide suurusega (NAT — 1914 ap ja HGB
— 2367 ap).

| M || NAT || HGB |

Joonis 7. Transformatsiooniks kasutatavate Flag-epitoopi ja markerjarjestust kodeerivate
DNA fragmentide siinteesimise tulemuste kontrollimine. Fragmendid sinteesiti PCR
meetodil, kontrolliti 0,8% agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused visualiseeriti UV-kiirguse
abil. Rajal #1 on 1kb DNA-suurusmarker Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder, rajal #2 on
natMX6 markergeeniga proov (NAT), mille oodatud suurus on 1914 ap (aluspaari) ja rajal #3
on hghMX markergeeniga proov (HGB), mille oodatud suurus on 2367 ap.
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2.3.2 Flag-epitoobi jarjestusega DNA fragmendi transformatsioon rakkudesse ja
homoloogilise rekombinatsiooni toimumise kontrollimine

3XFLAG-tag’i ja markergeeni omavate jdrjestustega PCR-i produktid transformeeriti
elektroporeerimismeetodi abil tlvesse AKY202 (kdesoleva t06 metsiktlitipi tlivi). PCR-i
produktide homoloogilise rekombinatsiooni ja kontrollimise skeem on ndhtav jooniselt 8.

o Siinteesimise produkt
NAT (1914 ap) / HGB (2367 ap)

Yaf9_tag F | 3xFLAG-tag ~ FBA1terminaator — NAT/HGB - Yaf9 tagR

o Metsiktiilipi YAF9 geen T L

T T \A‘ \A/
— YEATS domeen |  F .
( 3xFLAG-tag inserdiga yaf9 geen
— YEATS domeen ; 3xFLAG-tag - FBA1 —— NAT/HGB —
*\‘\\ 1 /,\\A

Yafo-tag-ctrl | 23 ap | 7 I‘
21 ap | FBA1 ctrl_2

o Kontrollitav produkt

NAT (887 ap) / HGB (887 ap)

Joonis 8. Flag-epitoobiga DNA fragmendi homoloogilise rekombinatsiooni ja kontrollimise
skeem. Skeemil olevad elemendid ei ole suurusepdhistes proportsioonides ja skeem on
illustreeriv. Skeemil on ndha Flag-epitoopi (3xFLAG-tag) ja natMX6 (NAT) véi hghMX (HGB)
markergeeni sisaldava PCR-i produkti (lilla ring) sisenemist YAF9 geeni (roheline ring) C-
terminusse. Homoloogilise rekombinatsiooni tulemusena tekib muteeritud yaf9 geen (rohe-
sinine ring), mis sisaldab C-terminuses 3xFLAG-tag jarjestust. Peale Flag-epitoobi kandub
genoomi eraldiseisvana lle ka FBA1 terminaatorjarjestus ning natMX6 vdi hghMX
markergeen. Homoloogilist rekombinatsiooni kontrolliti PCR-i abil, kasutades praimereid Yaf9-
tag-ctrl ja FBA1_ctrl_2, mille abil amplifitseeriti yaf9 C-terminuse piirkond (punane ring).
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Antibiootikumi (nourseothricin (+NAT) voi higromiitsiin-B (+HGB)) sisaldaval selektiivtassil
kasvanud kolooniatest eraldati DNA liitiumatsetaadi meetodil ning sellelt amplifitseeriti PCR-
iga yaf9 C-terminuse piirkond. PCR-i jaoks kasutatud Yaf9-tag-ctrl ja FBA1 ctrl_2 praimeritega
tekib 887 ap suurune produkt ainult juhul, kui FLAG-tag’i kodeeriva ala integreerimine Yaf9
valku kodeeriva ala I6ppu on 6nnestunud. PCR-i reaktsioonid kanti 0,8%-lisele agaroosgeelile
(joonis 9). Kokku kontrolliti +NAT selektiivtassilt 16 kolooniat ja +HGB selektiivtassilt 8

kolooniat.

Joonisel 9 toodud agaroosgeelil kasutati mdlema paneeli puhul esimesel rajal alati DNA-
suurusmarkerit 1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder. Esimesel kontrollil Ghtegi PCR
produkti ei tuvastatud. Teise kontrollimisseeria kdigus, mida on kujutatud paneelil A, saadi
kaheksast HGB selektiivtassil kasvanud kolooniast (rajad #6-#13) Gige suurusega (887 ap) PCR
produkt radadel #6 ja #7 olevatest proovidest, millele vastasid kolooniad HGB 1 ja HGB 2.
Kolmanda kontrollimisseeria kdigus, mida on kujutatud paneelil B, andis kuueteistkiimnest
NAT selektiivtassil kasvanud kolooniast (rajad #2-#17) Gige suurusega signaali (887 ap) PCR

produkt radadel #6 ja #9 olevatest proovidest, millele vastasid kolooniad NAT 5 ja NAT 8.
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Joonis 9. C-terminaalse Flag-epitoopiga Yaf9 kolooniate kontrollimine. DNA fragmendid
amplifitseeriti PCR meetodil, kontrolliti 0,8% agaroosgeelelektroforeesil ja tulemused
visualiseeriti UV-kiirguse abil. MGlema paneeli (A ja B) rajal #1 on DNA-suurusmarker (1kb
Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder). Oigete kolooniate puhul on PCR fragmentide suurus
molema markergeeniga kolooniate proovidel 887 ap. Paneelil A on radedel #2-#5 proovid
vastavalt kolooniatest NAT 5-8. Radadel #6-#13 on vastavalt kolooniate HGB 1-8 proovid.
Paneelil B on radadel #2-#17 proovid vastavalt kolooniatest NAT 1-16.
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2.3.4 Flag-epitoobi ekspressiooni kontrollimine
PCR-i p&hine kontroll naitas, et valitud kolooniates oli Flag-epitoobi jarjestus edukalt Yaf9

valku kodeeriva jarjestuse I6ppu lisatud. Kontrollimaks, et jarjestus on integreerunud nii, et
Flag-epitoobiga valgu ekspressiooni on vdimalik ka detekteerida, kasutati Western blot
meetodit. Proovid lahutati 15% SDS-poliiakriilamiidgeelil, kanti Gle PVDF membraanile,
inkubeeriti primaarse antikeha ANTI-FLAG®MZ2 (Sigma-Aldrich F3165) ja sekundaarse
antikehaga Goat anti-Mouse IgG HRP (Invitrogen™) ning visualiseeriti (joonis 10). Rajale #1
kanti positiivse kontrollina tiive AKY2497 proov, mille Yaf9 valgu N-terminusse on lisatud
FLAG-tag. Radadele #2, #3 ja #4 kanti proovid vastavalt kolooniatest NAT 5, NAT 8 ja HGB 2.
Kdikide kloonide puhul detekteeriti signaal 35 kDa lahedal, mis vastab ennustuslikule Yaf9-
3xFlag valgu suurusele. Rajale #5 kanti negatiivse kontrollina antud t66 metsikttdpi tvi
AKY202 ja suurusmarker Thermo Scientific PageRuler™ Prestained Protein Ladder.
Sdilitamiseks ja hilisemaks kasutamiseks tehti kolooniast NAT 5 tiivi AKY2506 ja kolooniast

HGB 2 tuvi AKY2507
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Joonis 10. Flag-epitoobiga Yaf9 valgu detekteerimine Wester blot meetodil. Proovid on
lahutatud 15% SDS-poliakriiiilamiidgeelil. Primaarse antikehana kasutati ANTI-FLAG®M_2 ja
sekundaarse antikehana Goat anti-Mouse IgG HRP antikeha. Rajal #1 on positiivse kontrollina
proov tlvest AKY2497. Rajal #2 ja #3 on vastavalt proovid kolooniatest NAT 5 ja NAT 8 (hiljem
tivi AKY2506). Rajal #4 on proov kolooniast HGB 2 (hiljem tivi AKY2507). Rajal #5 on
negatiivse kontrollina proov tiivest AKY202 ja suurusmarker (Thermo Scientific PageRuler™
Prestained Protein Ladder).
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2.3.5 DNA fragmendi siinteesimine Yaf9 YEATS-domeeni kodeeriva osa vdljavahetamiseks

Selleks, et vahetada Yaf9 YEATS-domeen vilja Taf14 vGi Sas5 YEATS-domeeni vastu, tuli
siinteesida Tafl4 voi Sas5 YEATS-domeeni kodeerivad DNA fragmendid, mille valimised
jarjestused oleksid homoloogsed genoomis Yaf9 N-terminust ja YEATS-domeeni kodeerivaid
alasid imbritsevate jarjestustega. Yaf9 N-terminuse kodeerivast alast vahetati vdlja 369 ap kas
Taf14 YEATS-domeeni kodeeriva ala vastu (447 ap) vGi Sas5 YEATS-domeeni kodeeriva ala
vastu (340 ap). Fragmentide slinteesimiseks kasutati PCR meetodit. Taf14 YEATS-domeeniga
fragmendi sinteesimiseks kasutati plasmiidi pRS413_Tafl4 ja Sas5 YEATS-domeeniga
fragmendi slinteesimiseks plasmiidi pRS413_ Sas5. Hilisemaks kolooniate selekteerimiseks
slinteesiti DNA fragmendid koos HIS3 markegeeniga (tagab histidiini siinteesimise vGime), mis
asus plasmiididel TAF14 ja SAS5 geenijarjestustest Ulesvoolu. Selgitav skeem fragmentide

siinteesimisest on nahtav jooniselt 11.

DNA fragmendi  sinteesimiseks  kasutati  ,sabaga”“ praimereid pRS_yaf9 F,
Taf14_YEATS yaf9 Rja Sas5 YEATS yaf9 R.Praimer pRS_yaf9 F 5’ ots on komplementaarne
alaga yaf9 geeni algusest 50 ap Ulesvoolu ja 3’ ots komplementaarne 23 ap pikkuse alaga
plasmiidil asuvast HIS3 geenist (lesvoolu. Praimerite Tafl4 YEATS yaf9 R ja
Sas5_YEATS yaf9 R 5’ ots on komplementaarne alaga, mis jadb yaf9 geeni algusest 369 ap
allavoolu. Taf14_YEATS yaf9 R puhul on 3’ ots komplementaarne alaga, mis jadab plasmiidil
TAF14 geeni algusest 447 ap allavoolu ning Sas5_ YEATS yaf9 R puhul on 3’ ots

komplementaarne alaga, mis jaab plasmiidil SAS5 geeni algusest 340 ap allavoolu.

PCR-i meetodil siinteesitud fragmente kontrolliti agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused
visualiseeriti UV-kiirguse abil (joonis 12). Esimesele rajale kanti 5 pul pRS413_Taf14 plasmiidilt
slinteesitud produkti, teisele rajale pRS413 Sas5 plasmiidilt slinteesitud produkti ja
kolmandale rajale kanti DNA-suurusmarker (1kb Thermo Scientific GeneRuler DNA ladder).
Saadud PRC-i produktid vastasid oodatud fragmentide suurusele (Taf14 —3017 ap ja Sas5
—2917 ap), ulejdganud 45 pl-ist PCR proovist sadestati DNA ja modlemad produktid

transformeetiti AKY2507 parmitiivesse.
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PRS Yaf9 F - HIS3 -~ Taf14 / Sas5 YEATS domeen - Taf14/Sas5_YEATS_yaf9 R

Taf14 (3017 ap) / Sas5 (2917 ap)

Joonis 11. Yaf9 YEATS-domeeni kodeeriva osa vdljavahetamiseks vajalike DNA fragmentide
siinteesimise skeem. Skeemil olevad elemendid ei ole suurusepdhistes proportsioonides ja
skeem on illustreeriv. Skeemil on ndha muteeritud 3xFLAG-tag jarjestust omava yaf9 geeni
Ulesehitus (rohe-sinine ring) ja sellel olevaid alasid (F ja R), mis on homoloogsed ,sabaga“
praimerite (punane ring) pRS_yaf9 F, Taf14_YEATS yaf9 R ja Sas5_ YEATS yaf9 R vélimiste
osadega (lillad). Praimerite sisemised osad (punane ja roosa) on komplementaarsed plasmiidil
(sinine ring) pRS413 Tafl4 vGi pRS413 Sas5 olevate aladega selliselt, et vahele jadb
markergeen HIS3 ja TAF14 v3i SAS5 N-terminaalne ala koos YEATS-domeeniga. Praimerite abil
slinteesiti PCR-iga plasmiididelt produktid, mida on ndaha skeemi alumises osas (lilla ring).
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Joonis 12. Yaf9 YEATS-domeeni kodeeriva osa vdljavahetamiseks vajalike DNA fragmentide
siinteesimise tulemuste kontrollimine. Fragmendid siinteesiti PCR meetodil, kontrolliti 0,8%
agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused visualiseeriti UV-kiirguse abil. Rajal #1 on Tafl4
jarjestust sisaldav proov, mille oodatud suurus on 3017 ap. Rajal #2 on Sas5 jarjestust sisaldav
proov, mille oodatud suurus on 2917 ap. Rajal #3 on 1kb DNA-suurusmarker Thermo Scientific
GeneRuler DNA ladder.

2.3.6 Erinevaid = YEATS-domeene kodeerivate jarjestustega DNA fragmentide
transformatsioon rakkudesse ja homoloogilise rekombinatsiooni kontrollimine
Yaf9 YEATS-domeeni valjavahetamiseks transformeeriti Tafl4 ja Sas5 YEATS-domeeni

jarjestusi sisaldavad PCR-i produktid eelnevalt sama t66 kaigus konstrueeritud parmitiivesse
AKY2507. Transformatsioon viidi paralleelselt |dbi nii Taf14 YEATS-domeeniga Yaf9 valku
ekspresseeriva tlive kui ka Sas5 YEATS-domeeniga Yaf9 valku ekspresseeriva tlive
konstrueerimise jaoks. Edukalt transformeerunud parmirakkudes vahetati Yaf9 kodeeriva ala
alguses vidlja YEATS-domeeni kodeeriv Yaf9 piirkond, kas HIS3 markergeeni ja Taf14 voi Sas5
YEATS-domeeni kodeeriva jarjestuse vastu (joonis 13). Histidiini mitte sisaldaval
selektiivsootmel (-HIS) kasvanud kolooniatest eraldati liitiumatsetaadi meetodil DNA ning
sellelt amplifitseeriti PCR-iga osaliselt YEATS-domeeni ja Yaf9 C-terminaalset piirkonda
kodeeriv DNA fragment. PCR-i jaoks kasutati praimereid TAF14-C-term-CTRL ja FBA_ctrl_2 voi
Sas5_Cterm_ctrl ja FBA1_ctrl_2. Praimer TAF14-C-term-CTRL seondub jdrjestusega mis jaab
muteeritud yaf9 geeni algusest 340 ap allavoolu. Praimer Sas5 Cterm ctrl seondub
jarjestusega, mis jadb muteeritud yaf9 geeni algusest 230 ap allavoolu. Praimer FBA1 ctrl 2
seondub jarjestusega, mis jaab eelnevalt lisatud 3xFLAG-tag jarjestusest 364 ap allavoolu.
Edukalt toimunud homoloogilise rekombinatsiooni puhul amplifitseeriti Glesse 859 ap (Taf14)

ja 864 ap (Sas5) suurused fragmendid.
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o Siinteesimise produkt
Taf14 (3017 ap) / Sas5 (2917 ap)
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* l‘ . 1 - ,\ A\
TAF14-C-term-CTRL | 20 | e 1
Sas5_Cterm_ctrl 22 ap | 21 ap |
FBA1_ctrl_2
O «Kontrollitav produkt Taf14 (859 ap) / Sas5 (864 ap)

Joonis 13. Yaf9 YEATS-domeeni viljavahetuse ja homoloogilise rekombinatsiooni
kontrollimise skeem. Skeemil olevad elemendid ei ole suurusepdhistes proportsioonides ja
skeem on illustreeriv. Skeemil on naha Flag-epitoobi jarjestusega Yaf9 (rohe-sinine ring) N-
terminaalse osa (YEATS-domeeni) vdljavahetamist HIS3 markergeeni ja taf14-e voi sas5-e N-
terminust (koos YEATS-domeeniga) sisaldava PCR-i produkti vastu (lilla ring). Homoloogilise
rekombinatsiooni tulemusena tekib hiibriidne yaf9 geen (rohe-sini-roosa ring). Sisestatud
markergeen HIS3 asub muteeritud yaf9 geeni jarjestusest eraldiseisvana ulesvoolu.
Homoloogilise rekombinatsiooni toimumist kontrolliti PCR-iga, kasutades praimereid TAF14-
C-term-CTRL, Sas5_Cterm_ctrl ja FBA1_ctrl_2, mille abil amplifitseeriti ala kuhu sisse jai Taf14
vOi Sas5 YEATS-domeeni ja Yaf9 C-terminuse piirkond (punane ring).

Sinteesitud fragmente kontrolliti agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused visualiseeriti UV-
kiirguse abil (joonis 14). Kokku kontrolliti transformatsioonitassilt 24 kolooniat Tafl4-e ja 32

kolooniat Sas5-e .
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Joonisel 14, paneelil A on rajale #1 kantud DNA-suurusmarker (1kb Thermo Scientific
GeneRuler DNA ladder). Radadel #2-#8 on proovid vastavalt kolooniatest Taf14 3-9, rajale #9
ei ole kantud proovi ja rajal #10 on proov kolooniast Taf10. Radadel #8 ja #10 (vastavalt
kolooniatest Taf14 9 ja 10) asuvates proovide detekteeriti dige suurusega PCR fragment (859
ap). Rajal #8 oleva proovi eriti tugeva signaali péhjus ei ole teada, kuid vdib olla seotud

proovide ettevalmistamisega.

Joonisel 14, paneelil B on rajale #1 kantud DNA-suurusmarker (1kb Thermo Scientific
GeneRuler DNA ladder) ja radadele #2-#17 proovid vastavalt kolooniatest Sas5 1-16, millest
Oige suurusega produkti (864 ap) andsid radadel #2, #11, #13 ja #15 asuvad proovid vastavalt
kolooniatest Sas5 1, 10, 12 ja 13.
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Joonis 14. Yaf9 YEATS-domeeni vahetuse kontrollimine. Fragmendid amplifitseeriti PCR
meetodil, kontrolliti 0,8% agaroos-geelelektroforeesil ja tulemused visualiseeriti UV-kiirguse
abil. Mdlema paneeli (A ja B) rajal #1 on DNA-suurusmarker (1kb Thermo Scientific GeneRuler
DNA ladder). Oodatud fragmentide suurus Taf14 kolooniate proovidest on 864 ap ja Sas5
kolooniate proovidest 859 ap. Paneelil A on radedel #2-#8 ja #10 proovid vastavalt
kolooniatest Taf14 3-9 ja Taf14 10. Rada #9 on ilma proovita. Paneelil B on radadel #2-#17
proovid vastavalt kolooniatest Sas5 1-16.
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2.3.7 Hiibriidsete YEATS-domeeniga valkude ekspressiooni kontrollimine

PCR-i p6hine kontroll nditas, et valitud kolooniates oli edukalt dnnestunud Yaf9 YEATS-
domeeni kodeeriv ala vahetada kas Tafl4 vdi Sas5 YEATS-domeeni kodeeriva ala vastu.
Tuvastamaks, kas muteeritud Yaf9 valk parast sellist imberkorraldust ka ekspresseerub, viidi
I[abi Western blot’i anallils. Proovid lahutati 15% SDS-poltakridlamiidgeelil, kanti PVDF
membraanile, inkubeeriti primaarse antikeha ANTI-FLAG®M2 (Sigma-Aldrich F3165) ja
sekundaarse antikeha Goat anti-Mouse IgG HRP (Invitrogen™) ja visualiseeriti (joonis 15). Rajal
#1 on positiivse kontrollina antud t66 kaigus konstrueeritud proov tlivest AKY2507, mille Yaf9
valgu C-terminusse on lisatud 3xFLAG-tag. Rajale #2 kanti negatiivse kontrollina antud t66
metsiktUdpi tlvi AKY202, mis oodatult signaali ei andnud ja suurusmarker Thermo Scientific
PageRuler™ Prestained Protein Ladder. Rajale #3 kanti koloonia Sas5 1 proov, mille puhul oli
kall PCR-iga detekteeritud Oige suurusega produkt, kuid hibriidse valgu ekspressioon ei ole
selle klooni puhul detekteeritav. Selle péhjuseks voib olla homoloogse rekombinatsiooni
kdigus tekkinud viga kodeerivas jarjestuses, mis vOis pohjustada nditeks stoppkoodoni
tekkimise kodeerivasse alasse. Radadele #4 ja #5 kanti vastavalt kolooniad Sas5 10 ja Sas5 12,
mille puhul detekteeriti ka ennustuslikult umbes 35 kDa suurune hiibriidne valk. Rajale #6
kantud koloonia Sas5 13 proovi puhul jillegi hibriidse valgu ekspressiooni ei tuvastatud,
pdhjus voib olla sarnane rajale #3 kantud prooviga. Rajale #7 kanti koloonia Taf14 8 proov,
mille puhul detekteeriti hiibriidse valgu ekspressioon. Seejuures liigub selline hiibriidne Taf14
YEATS-domeenist ja Yaf9 C-terminaalsest osast koosnev valk kasutatud geelis ennustuslikust

35 kDa suurusest natuke kdrgemal.

Séilitamiseks ja hilisemaks kasutamiseks tehti koloonia Sas5 12 tliveks AKY2521 ja koloonia

Taf14 8 tiiveks AKY2520.
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Joonis 15. Vahetatud Yaf9 YEATS-domeeniga valkude ekspressiooni detekteerimine
Western blot meetodi abil. Proovid on lahutatud 15% SDS-poliakriitlamiidgeelil. Primaarse
antikehana kasutati ANTI-FLAG®M?2 (Sigma-Aldrich F3165) ja sekundaarse antikehana Goat
anti-Mouse HRP, (Invitrogen™). Rajal #1 on positiivse kontrollina proov tlvest AKY2507
(varem koloonia HGB 2). Rajal #2 on negatiivse kontrollina proov tivest AKY202 ja
suurusmarker (Thermo Scientific PageRuler™ Prestained Protein Ladder). Rajal #3 on proov
kolooniast Sas5 1. Rajal #4 on proov kolooniast Sas5 10. Rajal #5 on proov kolooniast Sas5 12
(hiljem tlivi AKY2521). Rajal #6 on proov kolooniast Sas5 13. Rajal #7 on proov kolooniast Taf14
8 (hiljem tiivi AKY2520).
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2.4 Arutelu

Antud t60 eesmargiks olnud Yaf9 valgu YEATS-domeeni vahetus viidi labi edukalt ja S.
cerevisiae tuved, kus Yaf9 valgu YEATS-domeen vahetati Taf14 valgu YEATS-domeeni vastu voi
Sas5 valgu YEATS-domeeni vastu, on tehtud kontrollide pohjal voimelised ka vahetatud YEATS-

domeeniga valku ekspresseerima.

Konstrueeritud parmitiived tehti tivest AKY202, milles on genoomist eemaldatud mdélemad
histoon H3 ja H4 geenikoopiad ja eluks vajalikke histoone ekpresseeritakse plasmiidilt. Sellises
parmitives on voimalik lihtsalt testida erinevaid mutantseid histoone ekspresserivaid
plasmiide. Meie labori varasemate katsete pdhjal on teada, et selline parmitivi, milles on
deleteeritud Yaf9 valku kodeeriv jarjestus, ei suuda kasvada, kui lisaks on muteeritud ka
erinevad N-terminaalsed H3 histooni llsiinijadgid. Seega on huvitav kiisimus, kas antud t66s
konstrueeritud hiibriidseid Yaf9 valke kodeerivad tiived suudavad kasvada koos mutantse H3

histooniga.

Edasiste sammudena voiks uurida ka, kuidas sellised hubriidsed valgud vdivad mdjutada
erinevaid rakusiseseid protsesse. Naiteks on huvitav, kas ja kui palju SWR1 ja NuA4
kompleksid, mille koosseisu Yaf9 kuulub, muutusest Yaf9 YEATS-domeenis mdjutatud on.
SWR1 ja NuA4 vastutavad paljude erinevate kromosoomiseoseliste protsesside eest, nagu
geeniekspressioon, DNA metabolism, DNA parandamine ja histoonide valjavahetamine
(Lawrence et al., 2016; Zhang et al., 2004; Chittuluru et al., 2011). Uurides nende protsesside
toimimist peale antud t60s labiviidud Yaf9 YEATS-domeeni vahetust, aitaks edendada

arusaama Yaf9 rollist ja toimemehhanismist antud kompleksides.

Kontrollimaks, kuidas muteeritud Yaf9 mojutab parmi vorreldes Yaf9 taieliku puudumisega
rakust (tabel 2), tuleks viia labi katsed DNA-d kahjustavate ainete, madala temperatuuri, UV-
kiirguse ja kofeiiniga. Lisaks saaks tapsemalt uurida, kas muteeritud Yaf9 on sailitanud vGime
seonduda YEATS-domeeni abil histooni H3 saba atsetiileeritud aminohappejaikidega, nagu
seda kirjeldab Klein et al. (2018). Samuti oleks véimalik uurida, kas muteeritud Yaf9 seondub
samade histooni ,,sabade” sihtméarkidega nagu metsiktlitipi tlives v6i seondub Yaf9 niid

vastavalt vahetatud YEATS-domeenile, Sas5 voi Tafl4 sihtmarkidega.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva 166 eesmark oli konstrueerida S. cerevisiae tived, kus Yaf9 valgu YEATS-domeeni
kodeeriv jarjestus oleks vahetatud valgu Tafl4 voi valgu Sas5 YEATS-domeeni kodeeriva

jarjestuse vastu ja kontrollida saadud hibriidsete valkude ekspressiooni.

Valkude ekspressiooni kontrollimiseks, tuli kéigepealt lisada Yaf9 valku kodeeriva jarjestuse
I6ppu detekteerimisel kasutatavate antikehade seondamiseks Flag-epitoopi kodeeriv jarjestus
(3xFLAG-tag). Selle tarbeks konstrueeriti to60 esimeses etapis tive AKY202 baasil paralleelselt
kaks erineva markergeeniga uut parmitive: AKY2506, markergeeniga natMX6 (NAT) ja
AKY2507, markergeeniga hghMX (HGB).

TOO teises etapis kasutati eelnevalt konstrueeritud tlive AKY2507 ning TAF14 ja SAS5 geene
kandvaid plasmiide pRS413_Tafl4 ja pRS413_Sas5. Plasmiidide pealt siinteesiti DNA
fragmendid, mis sisaldasid selektsiooniks markergeeni HIS3 ja taf14 voi sas5 N-terminaalset
YEATS-domeeni kodeerivat jarjestust. Stinteesitud DNA fragmendid transformeeriti tlvesse
AKY2507, kus toimus yaf9 geeni N-terminaalse osa (YEATS-domeeni) vdljavahetus

doonorjarjestuste vastu.

Transformatsiooni tulemusena valminud tlivedel on antud t60 metsiktidpi tlive AKY202
vorreldes hiibriidse yaf9 geeni ees HIS3 markerjarjestus, yaf9 geeni algusosa koos YEATS-
domeeniga on valja vahetatud YEATS-domeeni kodeeriva sas5 jarjestusega (tlivi AKY2520) voi
taf14 YEATS-domeeni kodeeriva jarjestusega (tlvi AKY2521). Yaf9 kodeeriva ala |Gpus asub
Flag-epitoopi kodeeriv jarjestus (3xFLAG-tag) ja yaf9 geeni jarel on FBA1 terminaatorjarjestus
ning hghMX (HGB) markerjarjestus. Hibriidse Yaf9 valgu ekspressiooni kontrolliti Western blot

anallisiga, mis andis mélema tive puhul positiivsed tulemused.

Edasist uurimistood Yaf9 YEATS-domeeni funktsioonide uurimiseks saab viia |dbi paralleelselt
antud to0 tulemusena konstrueeritud kahe tivega AKY2520 (Sas5 YEATS-domeeniga) ja
tivega AKY2521 (Taf14 YEATS-domeeniga).

Edasiste katsete eesmargiks oleks uurida, kuidas selline muundatud valk rakusiseseid
protsesse voib mdjutada, nditeks kas ja kui palju on SWR1 ja NuA4 kompleksid, mille koosseisu
Yaf9 kuulub, muutusest YEATS-domeeniga mdjutatud. Uurida tuleks ka seda, kas muteeritud
Yaf9 seondub samade histooni , sabade” sihtmarkidega nagu metsiktilpi tlives voi seondub
hiibriidne Yaf9 nidd, vastavalt vahetatud YEATS-domeenile, valgu Sas5 voi Tafl4d
sihtmarkidega. Uurimaks, kuidas need protsessid toimivad peale antud t66s labiviidud Yaf9

YEATS-domeeni vahetust, aitaks edendada arusaama Yaf9 YEATS-domeeni funktsioonist.
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Construction of a Saccharomyces cerevisiae model system to

study the YEATS domain functions of the Yaf9 protein

Lennart Rikk

SUMMARY

Post-translational modification of histone "tails" can control the openness of chromatin in a
particular region and thereby regulate transcription. To modify histone "tails", specialized
proteins bind to domains that recognize an amino acid residue-based modification pattern on
the "tail". One such domain is the YEATS domain, found in three proteins of Saccharomyces
cerevisiae: Yaf9, Taf14 and Sas5. The YEATS domain of Yaf9 is known to be involved in the
regulation of transcription, but research on its precise function and mechanism of action has
been restricted, because removal of the YEATS domain renders the Yaf9 protein unstable and

it is no longer expressed at the normal levels.

The present work aimed to construct new strains of S. cerevisiae in which the coding sequence
for the YEATS domain of the Yaf9 protein would be exchanged with the coding sequence for
the YEATS domain of the Taf14 protein or the Sas5 protein and to check for the expression of

the resulting hybrid proteins.

Antibodies were used to detect the expression of proteins, for this, a Flag epitope coding
sequence (3xFLAG-tag) had to be added to the end of the YAF9 coding sequence. This was
done in the first stage of this project where two yeast strains with different marker genes,
both based on the strain AKY202, were constructed in parallel: AKY2506 with the marker gene
natMX6 (NAT) and AKY2507 with the marker gene hghMX (HGB).

In the second stage, previously constructed strain AKY2507 together with plasmids

pRS413 Tafl4 and pRS413_Sas5 carrying the genes of TAF14 and SAS5 respectively, were
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used. DNA fragments containing the sequence of the N-terminal (with YEATS domain) of the
taf14 or sas5 proteins and also the HIS3 marker gene for selection, were synthesized. The
synthesized DNA fragments were transformed into the strain AKY2507, where the N-terminal

portion of the yaf9 gene (with YEATS domain) was exchanged with the donor sequences.

Compared to the wild-type strain AKY202, the transformed strains have the HIS3 marker
sequence in front of the hybrid yaf9 gene, and the N-terminal side of the yaf9 gene, with the
YEATS domain, has been replaced with the sas5 sequence encoding the YEATS domain (strain
AKY2520) or with taf14 YEATS sequence encoding the YEATS domain (strain AKY2521). At the
end of the yaf9 coding region is the Flag epitope coding sequence (3xFLAG-tag) and the yaf9
gene is followed by FBA1 terminator sequence along with the hghMX (HGB) marker gene
sequence. Expression analysis of the newly created hybrid Yaf9 protein was performed with

Western blot analysis, which gave positive results for both strains.

Further research to investigate the functions of the Yaf9 YEATS domain can be performed in
parallel with the two strains created as the result of this work: AKY2520 (with the Sas5 YEATS
domain) and AKY2521 (with the Taf14 YEATS domain).

The aim of further experiments should be to investigate how such a hybrid protein could affect
intracellular processes. For example, whether and to what extent the SWR1 and NuA4
complexes, of which Yaf9 is a component of, are affected by the YEATS domain change. It
should also be investigated whether the mutated Yaf9 binds to the same histone "tail" targets
as the wild-type strain, or whether the hybrid Yaf9 now prefers the Sas5 or the Taf14 targets.
Investigating how such processes work after the YEATS domain exchange would provide a

better understanding of the function of the Yaf9 YEATS domain.
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TANUSONAD

Sooviksin tanada enda juhendajat Kadri Peili, kes mind laboris kannatlikult koolitas, isegi kui
ma rohkem kui Ghe korra katsed sassi ajasin. Kes alati andis head ndu ja panustas enda abiga
markimisvaarsel hulgal kdesoleva t66 valmimisse. Ning kes on panustanud ka antud t66
valiselt minu teadlase karjaari arengusse. Sooviksin 6elda ka tdnusénad juhendajale Arnold
Kristjuhanile, kes mind kromatiini uurimisgruppi varbas, kdesoleva to6ga tdsiselt aitas ja
kellega arutledes paljud asjad alati selgemaks said. Lisaks sooviksin sligavalt tdnada ka Signe
Varvi, kes oli laboris alati abivalmis mind aitama ning kelle juhendamise all antud t66 valkude

kontrollimise ,,ilupildid“ valmisid.
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LISAD

Lisa 1. Toos kasutatud praimerid ja nende jarjestused. Vdikeste tdhtedega on tahistatud
,Sabaga“” praimerite plasmiidiga komplementaarsed jarjestused.

Nimi  Jarjestus
Yaf9 tag F 5 TGAAGCAGAAACTGGAAAACTTGGTAAAACAAGAAGCCATTAAC
GGAAGTtctagaggggcggttcac 3’

Yaf9_tag R 5 TGTATTACTATGGCTGTTATGAAAATACCGTTGTTCCGGGTGCAGT
GATCcaggaaacagctatgaccatg 3’

pRS_yaf9 F | 5" TAGATACATTACTTGTGACCACCTATTTACGGCATCACAAAGAAAG
CGAGgcagattgtactgagagtgcacc 3’

Tafl4 _YEATS yaf9 R 5 ACTATTATGGTCTGTTGTATTCTGCTCATTTCCATTGTCGGAATTCG
GTACaggaatctggataacgtgctc 3’

Sas5_YEATS_yaf9_R 5" ACTATTATGGTCTGTTGTATTCTGCTCATTTCCATTGTCGGAATTCG

GTACcacatcaacggtatagtcaactg 3’

Yaf9-tag-ctrl 5 GAACTGACTGAAACAGGGTGGGG 3’

FBA1l_ctrl_2 5’ CGAACTCCAAAATGAGCTATC 3’

TAF14-C-term-CTRL 5" AAGGTTGGGGTGGATTTCCT 3’

Sas5 Cterm_ctrl 5" CAAGGAAACCGGTTGGGGAGAG 3’
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