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INFOLEHT

Tall on transkriptsioonifaktor, millel on vererakkudes mitmeid olulisi funktsioone. Arengu
kdaigus on Tall vajalik nii hematopoeetilise sisteemi tekkeks kui ka ektoopilise
kardiomiogeneesi drahoidmiseks. Samuti omab see transkriptsioonifaktor rolli ka T-rakulise
leukeemia tekkimisel. Teadmised Tall-e molekulaarsetest toimemehhanismidest on olulised

erinevate terapeutiliste rakenduste arendamiseks.

Kaesoleva t66 eesmargiks oli konstrueerida Tall valgu funktsiooni edaspidiseks uurimiseks
vajalikud vahendid — CRISPR konstrukt Tall geeni inaktiveerimiseks ning Tall-e ekspressiooni
kontrollimiseks doksutsikliiniga indutseeritav , Tet-OFF“ siisteem, mis vGimaldaksid (iheskoos
luua hematopoeetilise pusirakuliini antud valgu funktsiooneerimise molekulaarsete

mehhanismide uurimiseks in vitro.
Marksonad: geeniregulatsioon, enhanserid, eRNA, Tall
CERCS: T490 Biotehnoloogia

Tall is a master regulator that governs the establishment of the entire hematopoietic system
and it is also critical for preventing ectopic cardiomyocyte development in hemogenic tissues.
Moreover, Tall induces T-cell leukemia. Therefore, knowledge about the molecular

mechanisms behind Tall functions may have broader implications in regenerative medicine.

The purpose of given theses was to construct necessary tools for further research of Tall —
CRISPR plasmid and ,Tet-OFF“ system in order to study the function and molecular

mechanisms of Tall in vitro using a constructed hematopoietic cell line.
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KASUTATUD LUHENDID

CRISPR - klasterdatud regulaarsete vahedega lihikesed palindroomsed kordused;

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

CRR - cis-regulatoorne regioon

crRNA - CRISPR-RNA

crDNA - CRISPR-DNA

DNA - desoksliribonukleiinhape

eRNA - enhanser-RNA

HDR - homoloogial pdhinev rekombinatsioon; homology directed repair
kb - kilo base; aluspaaride mddtuhik (1 kb = 1000 aluspaari)

LB - lisogeenne s66de; lysogeny broth

mMiRNA - mikro-RNA

MRNA - messenger RNA, informatsiooni-RNA

NELF - negatiivne elongatsiooni faktor; negative elongation factor

NHEJ - mitte-homoloogiline otste (ihendamine; non-homologous end joining
PAM - protospeisseri kiilgnev motiiv

PCR - poliimeraasi ahelreaktsioon; polymerase chain reaction

RE - vastuselement; respone element

RNA - ribonukleiinhape

RNAPII - RNA poliimeraas Il

SiRNA - [ihike interferentsi RNA

sgRNA - single guide RNA

Clustered



TALEN - transkriptsiooni aktovaatori sarnane effektor-nukleaas; transcription activator-like

effector nucleases

TBE - tris/borate/eDTA (puhver)

tracrRNA - crRNA-d transaktiveeriv RNA

tTA - tetratsukliin-kontrollitud transaktivaator

rtTA - p6ord- tetratsikliin-kontrollitud transaktivaator

ZFN - tsingi s6rme nukleaas; zinc finger nuclease



SISSEJUHATUS

Tall on essentsiaalse rolliga transkriptsioonifaktor hematopoeesis, mis omab kriitilist tahtsust
nii vereloome eellasrakkude arengus, tdiskasvanute hematopoeetiliste tivirakkude

sdilitamisel ja vaigistamisel kui ka vererakkude terminaalses kiipsemises (Porcher et al., 2017).

Tall funktsiooni molekulaarsete mehhanismide edaspidiseks uurimiseks kasutatakse
CRISPR/Cas9 susteemi, mille abil on vdimalik muuta geen mittefunktsionaalseks.
Kombineerides antud meetodit ,Tet-OFF“ sisteemiga, on vdimalik geeni avaldumist
kontrolliga doksitstkliiniga. Geeni avaldumise kontrollimine on vajalik rakkudes tekkivate

muutuste uurimiseks Tall-e olemasolul ja puudumisel.

Teadmised raku identiteeti kontrollivate transkriptsioonifaktorite toost panevad aluse
regeneratiivse meditsiiini rakendusvdimalustele. Seetdttu on paremad arusaamad
geeniaktivatsioonist, peamiste regulaatorite repressioonist ning epigeneetilistest piiridest
erinevates rakutlilpides olulised efektiivsete terapeutiliste rakenduste arendamiseks (Org et

al., 2015).

Kdesoleva t66 eesmargiks on konstrueerida kaks plasmiidi, mis on vajalikud
tranksriptsioonifaktori Tall-e funktsiooni ja molekulaarsete toimemehhanismide edaspidiseks

uurimiseks.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1. Geeniregulatsioon eukariiootsetes organismides

Vordleva genoomika abil on kindlaks tehtud, et geenide hulk organismis ei korreleeru
organismide morfoloogilise ning kaditumusliku keerukusega. Korgemate organismide
kompleksus on korrelatsioonis genoomi mittekodeeriva regioonide mahuga, mis tuleneb

keerukate regulatoorsete radade arvust (Levine ja Tijan, 2003).

Geeniekspressioon baseerub bioloogilistele signaalidele vastamisel ning seda reguleeritakse
kolmel tasandil — transkriptsioon, transkriptsioonijargne protsessing ning translatsioon

(Heinaru, 2012).

1.2. Transkriptsiooni regulatsioon

Geeniregulatsioon transkriptsiooni tasandil toimub nii eukarlootsetes kui prokariootsetes
organismides valk - DNA interaktsioonide kaudu. Transkriptsioonifaktorid seonduvad
spetsiifilistele DNA piirkondadele, mille tulemusena leiab aset transkriptsiooni inhibeerimine

vOi vOimendamine (Heinaru, 2012).

Eukarlootne transkriptsioon on reguleeritud labi kolme tasandi: esiteks DNA jarjestused,
millel transkriptsioonifaktorid assotsieeruvad cis-regulatoorsete elementidega ning mille
tulemusena reguleeritakse vastavat geeni; teiseks kromatiin, mis vdimaldab reguleerida
kromosoomi piirkondade erinevat ligipaasetavust ning seeldbi supresseerida voi vdimaldada
geeni aktivatsiooni. Kromatiini struktuuri avatust mdéjutavad remodelleerivate komplekside
vastasmojutused, histoonide modifikatsioonid, DNA metilatsioon ning mitmesugused
represseerivad ning aktiveerivad mehhanismid. Transkriptsiooni kontrolli kolmandaks
tasemeks on raku tuuma arhitektuur, mis hdélmab endas kromosoomi diinaamilisust ning
kindlate lookuste ajalist ja ruumilist organisatsiooni. Nimetatud asjaolude t6ttu on
eukariootne transkriptsioon energiamahukas mitmetasandiline protsess, mis vajab

efektiivseks koordineerimiseks mitmeid molekulaarseid siindmusi (Cremer, 2001).
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1.2.1. Transkriptsioonifaktorid

Transkriptsiooni regulatsiooni eest vastutavad regulaatorvalgud ehk transkriptsioonifaktorid.
Transkriptsioon on reguleeritud positiivsete ja negatiivsete regulaatorvalkude poolt (Heinaru,

2014).

Transkriptsiooni regulatsiooni spetsiifilisus séltub transkriptsioonifaktorite interaktsioonist
DNA cis-regulatoorsete regioonide ehk CRR-idega (Levine, 2010). CRR-is olevat jarjestust, mille
transkriptsioonifaktor dra tunneb, nimetatakse vastuselemendiks (RE, response element).
Transkriptsioonifaktorite omadus seonduda spetsiifilistele vastuselementidele on véimalik

tanu biofllsikalistele interaktsioonidele DNA ning valgustruktuuri vahel (Brent et al., 2008).

Spetsiiifilise  interaktsiooni  tekkimise  teeb  keeruliseks asjaolu, et paljud
transkriptsioonifaktorid kuuluvad suurtesse perekondadesse koos mitmete paraloogidega
(Gehring et al., 1994). Transkriptsioonifaktori ning korrektse regiooni seondumist vd&ib
mdojutada kromatiini ligipadsetavus, mis on reguleeritud soéltuvalt arengujargust ja
rakutlitibist. Lisaks mangivad transkriptsioonifaktorite seondumise spetsiifilisuses rolli ka
korvalolevad saidid voi seondumine kromatiinile ilma DNA-ga otsest kontakti loomata.
SeetOttu ei pruugi transkriptsioonifaktorid interakteeruda DNA-ga mitte ainult

konsesusjarjestuse, vaid ka labi teiste jarjestuste (Brent et al., 2008).

Transkriptsioonifaktorite seondumine DNA-ga on laialt levinud, kattudes mitmete genoomi
regioonidega. Seondumine on kdige efektiivsem funktsionaalsete sihtmarkidega, kuid esineb
ka madala efektiivsusega seondumist ehk esineb nii spetsiifilisi kui ka mittespetsiifilisi
interaktsioone. Mittefunktsionaalne seondumine vdib aset leida kromatiini muudele
juurdepaasetavatele osadele, mis on tingitud transkriptsioonifaktorite = korgest

kontsentratsioonist rakkudes (Fisher et al., 2012).

Teada on kill mitmete transkriptsioonifaktorite seondumiskohad, kuid selgusetud on veel
kvantitatiivsed detailid spetsiifilisest aratundmismehhanismist geeniregulatsiooni kontekstis

(Todeschini, Georges ja Veitia, 2014).



1.3. Enhanserid

Eukarlootsete geenide transkriptsioon on darmiselt kompleksne protsess, mis nduab tapset
regulatsiooni labi transkriptsioonifaktorite seondumise erinevat tllipi regulatoorsetele DNA
jarjestustele (Smale ja Kadonaga, 2003). Spetsiifiline geeniekspressioon on tagatud tanu cis-
regulatoorsetele elementidele, mida nimetatakse enhanseriteks. Enhanserid on lihikesed,
100 kuni 1 000 aluspaari pikkused mittekodeerivad DNA jarjestused, mis aktiveerivad
transkriptsiooni sdltumata nende kaugusest, paiknemisest ja orientatsioonist marklaudgeeni

promootori suhtes (Schaffner, 2015).

Enhanserid on suures osas vastutavad rakutilibile omase spetsiifilise geeniekspressiooni eest,
mis saavutatakse tdanu resultatiivsele ning ka spetsiifilisele kommunikatsioonile enhanseri ja
geeni promootori vahel. Enhaserite tapseks funktsioneerimiseks on vaja tdita jargnevad
tingimused: enhanseritele peab olema juurdepdds, mistdttu on vajalik genoomi
adapteerumine lokaalse kromatiini sturktuuri tasemel eksponeerimaks enhanserite
transkriptsioonifaktorite seondumise motiive; enhanserid ja promootorid peavad
interakteerumiseks asuma Uksteise suhtes l|dhedal, mistdttu moodustub enhanseri ja
promootori vahele ling; kromatiini ligipaasetavus ja kromatiini kdrgem organisatsioon, mis on

maaratud rakutllbist ning arengujargust (Hu ja Tee, 2017).

Enhanserid vdimendavad transkriptsiooni toimumist, tuues transkriptsiooni masinavargi
promootori juurde voi vahendades spetsiifiliste distaalsete regulatoorsete DNA jarjestuste
kontaki core promootoriga (Akbari et al., 2008). Mehhanismid, mille kaudu enhanserid
promootoreid mdjutavad, ei ole veel I6plikult selged. Vidlja on pakutud kaks mudelit:
Ltracking” mudel, mille kohaselt RNAPIlI ja sellega assotsieerunud transkriptsionaalsed
Uksused ,jahivad” DNA-d promootorite ja enhanserite vahel; ja ,looping” mudel, mille alusel
masinavark laetakse enhanseritele ning millele jargnevalt moodustub ling promootorile ja
tekivad vajalikud interaktsioonid (joonis 1). M&lema mudeli puhul eeldatakse, et enhanserid
aitavad tOsta transkriptsiooni masinavargi aktiivsust marklaudgeeni promootoris (Blackwood

ja Kadonaga, 1998).
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Joonis 1. Promootori regulatsioon enhanseri poolt - vdimalikud mudelid (Wenbo et al., 2016).

1.3.1. Enhanser RNA-d

Paljudelt enhaser-elementidelt transkribeeritakse RNA molekule, mida nimetatakse enhanser
RNA-deks (eRNA-d). eRNA-d ei ole pelgalt enhanser-elemendi kdrvalprodukt, vaid paljud
eRNA-d omavad mdju enhanserite funktsioonile (Chen et al., 2017). eRNA funktsioonid on
tdendoliselt enhanser-séltuvad: eRNA-d ei saa peale transkribeerimist liikuda teistesse
kromatiini regioonidesse, kuna paljude eRNA-de arvukus ning stabiilsus on liikumiseks liialt

madal (Alvarez-Dominguez et al., 2014).

eRNA-d maéngivad olulist rolli enhanseri aktiivsuse sailitamisel ning transkriptsiooni
aktivatsioonil. eRNA-d vdivad interakteeruda mediaatoriga ja kohesiini kompleksidega ning
seeldbi aidata kaasa kromatiini lingu tekkimisel, mis on enhanseri ja promootori interaktsiooni
tekke aluseks (Li et al., 2013). Funktsionaalsed eRNA-d on potentsiaalselt seotud kdikide
geeniaktivatsiooni tasanditega, alates promootori ligipadsetavusest kromatiinis, RNAPII
seondumise, silmuse moodustumise ning transkriptsioonifaktorite seondumiseni (Chu et al.,

2015).

Enhanseritelt voib transkriptsioon toimuda bidirektsionaalselt, kuid ka unidirektsionaalselt.
Enhanseri  transkriptsiooni  suuna  madrab  tdendoliselt  transkriptsionifaktorite
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seondusmissaitide number ning olemus (Hah et al.,, 2013). eRNA-de ekspressiooni tase
korreleerub nendele vastavate enhanserite cis-regulatoorse aktiivsusega ehk enhanseri poolt

stimuleeritud geeni mRNA siinteesi aktiivsusega (De Santa et al., 2010).

Mitmed uurimistd6d on ndidanud erinevaid eRNA funktsionaalseid mehhanisme. eRNA
reguleerib kromatiini avatust marklaud-promootoril, mis tagab RNAPII seondumise
promootorile (Mousavi et al., 2013). eRNA véib olla seotud ka enhanser-promootor silmuse
stabiilsuse sailitamisel, mis saavutatakse kindlate eRNA-de interaktsioonil kohesiini voi
mediaatorkompleksiga (Kagey et al., 2010). Teatud eRNA-d seonduvad muuhulgas ka NELF-
iga (negatiivne elongatsioonifaktor; negative elongation factor), indutseerides sellega NELF-i
efektiivset vabanemist marklaudgeenilt, mis vdimaldab RNAPII edaspidise elongatsiooni

labiviimist (Schaukowitch et al., 2014).

eRNA-de erinevad funktsionaalsed rollid véimaldavad neid grupeerida kolme klassi. Klass |
eRNA-de transkriptsioon ega transkriptid ei oma markimisvadarset funktsiooni, kuigi antud
enhanserid, mis selliseid eRNA-si toodavad, on vajalikud marklaud-geeni ekspressiooniks.
Klass lI-te kuuluvad eRNA-d, mille transkriptsioon panustab nende funktsiooni realiseerimisse.
Il klassi kuuluvad eRNAd, mis vdivad seonduda valkudega ning kontrollida seeldbi

geeniekspressiooni voi teisi nukleaarseid protsesse (Li et al., 2016).

Vahenenud eRNA-de tasemed toovad endaga kaasa vigu transkriptsiooniks vajaliku silmuse
moodustumise etapis (Li et al., 2013). Siiski on naited ka sellest, et eRNA ei pruugi olla kriitilise
tahtsusega enhanser-promootor silmuse tekkeks — RNAPIl elongatsiooni inhibeerimisel
flavopitidooliga vdheneb eRNA ning geeniekspressiooni tase rinnavahi rakkudes, kuid
seejuures ei muutu silmuste tekkimine lokaalsel tasandil (Hah et al., 2013). Siiski v&ib
enhanseri transkriptsiooni ja silmuse moodustumise vahel olla seos — enhanseri aktivatsioon
ja eRNA transkriptsioon vdivad pdhjustada teatud lookustes silmuse moodustumist (joonis 2),
kuid teiste lookuste puhul voib silmuse moodustumine olla neist s6ltumatu (Arner et al.,

2015).
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Joonis 2. Skemaatiline mudel eRNA funktsioneerimisest. Transkribeeritud eRNA-d
interakteeruvad RNAPII-ga ning valkudega (X), mis vdimaldab promootor-enhanser lingu
moodustumist, mille tulemusena vdéimendatakse marklaud-geeni transkriptsiooni (Li et al.,

2013).

1.3.1.1. Tall

Tall/Scl (edaspidi Tall) on heeliks-ling-heeliks perekonda kuuluv transkriptsioonifaktor, mis
on oluline hematopoeetiliste rakkude arengus ja funktsioneerimises. Tall asub inimese 1.
kromosoomi lihikeses dlas (1p32) ning koosneb kaheksast eksonist, mis on jaotatud 16 kb
suuruse STIL ja PDZK1IP1 lookuste vahele (Aplan et al., 2014) (joonis 3). Hiire (mus musculus)

genoomis asub geen Tall 4. kromosoomis (UCSC).

Tall geeni ajaline ja ruumiline ekspressioon on reguleeritd erinevate promootorite ja
distaalsete enhanser-elementide poolt. Promootorid la ja Ib on rakutlilibi spetsiifilised — la on
aktiivne erttroidides, megakariotsiitides ning nuumrakkudes; primitiivsetes mueloid- ning
nuumrakkudes on aktiivne promootor Ib (Bockamp et al., 1995). T-rakulise leukeemia puhul

toodetakse transkripte aga neljandas eksonis asuvalt IV promootorilt (Bernard et al., 1992).

13
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Joonis 3. Inimese Tall lookuse organisatsioon (Correia et al., 2016).

Tall kasutab ara olemasolevat epigeneetilist maastikku — vererakkude tekkel seondub Tall
enhanseritele ning sdilitatakse aktiivsed epigeneetilised modifikatsioonid, kuid kardiaalsed
enhanserid muutuvad inaktiivseteks tanu aktiivsete epigeneetiliste margiste eemaldamisele
(Org et al., 2015). Vererakkude arengu suunamisel mesodermis seondub Tall nii
hematopoeetilistele kui kardiaalsetele enhanseritele, mille tulemusena reguleeritakse
hematopoeetilise ja kardiaalsete rakutitpide tekkimist. Tall-e Ule-ekspressioon
diferentseeruvates embriionaalsetes tlivirakkudes toob endaga kaasa hematopoeetiliste
rakkude hulga suurenemise - Tall puudulikel hiirtel esinevad ektoopilised kardiomuotstldid
rebukoti vaskulatuuris, mis viitab Tall-e tahtsusele kardiomuotstilitide arengu repressioonis

(Van Handel et al., 2012).

Lisaks osaleb Tall ka vaskulaarses remodelleerimises ja kontrollib postnataalset angiogeneesi.
Transkriptsioonifaktor reguleerib muuhulgas taiskasvanud inimese endoteeli eellasrakkude
arengut aktiveerides geene, mis on seotud rakkude adhesiooni ja migratsiooniga. Nimetatud
omadus on vajalik vaskulaarsetes parandusmehhanismides endoteeli rakkudes (siirdamise
faasis), mida on potentsiaalselt véimalik kasutada terapeutilistes rakendustes (Palii et al.,

2014).

Transkriptsiooni regulaatorina modjutab Tall ka onkogeenseid protsesse. Normaalsetes
tingimustes surutakse T-rakkude diferentseerumise kaigus Tall-e ekspressioon alla. Tall-e
ekspressioon vdib aktiveeruda T-rakkudes naiteks kromosomaalse translokatsiooni tottu, kuid
siiski on T-rakulise leukeemia indutseerimiseks vaja tdiendavaid onkogeenseid sindmusi

(Correia et al., 2016).

Tall-e molekulaarsete mehhanismide ning onkogeensete protsesside parem madistmine vdib

avada uusi voimalusi kdrge efektiivsusega sihtmark-teraapiate arendamiseks. Siiski on paljud
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Tall-e molekulaarsed mehhanismid veel teadmata, naiteks Tall-e seos multiproteiinsete
kompleksidega ning kromatiini remodelleerijatega (Porcher et al., 2017). Meie labori
avaldamata tulemused nditavad, et hiire vererakkude arengus on Tall vajalik Polll
kohaletoomiseks enhanseritele, millega see hiljem seondub, viidates v@imalusele, et Tall

mangib rolli eRNA-de regulatsioonis.

1.4. Geeni funktsiooni uurimise meetodid

Geenide molekulaarsete mehhanismide uurimiseks kasutatakse mitmeid meetodeid, mis
pOhinevad geeni vaigistamisel voi Uleekspresseerimisel. Genoomi editeerimise meetodid
voimaldavad kergemat ja efektiivsemat funktsionaalset genoomikat, transgeensete
organismide loomist ja paremaid geeniteraapia vimalusi (Xhang, Wen ja Guo, 2014). Geenide
vaigistamiseks on kasutatud homoloogilist rekombinatsiooni, antisense oligonukleotiide ning
lUhikesi interferentsi RNA-d (siRNA-d), mis on tihti madala efektiivsusega ning vdivad

mdjutada geene, mis ei ole marklauad (Wang et al., 2014).

Biotehnoloogiliste meetodite areng véimaldab geenide ja genoomide editeerimist tdpsemalt
ning efektiivselt. Uue pdlvkonna tehnoloogiad ZFN (tsink s6rme nukelaas), TALEN
(transkriptsiooni aktivaatori sarnane effektor-nukleaas) ja CRISPR (klasterdatud regulaarsete
vahedega luhikesed palindroomsed kordused) loovad uusi véimalusi ja vialjavaateid nii
molekulaarsete mehhanismide mdistmiseks kui ka haiguste ravimiseks (Gupta ja Musunuru,

2014).

1.4.1. CRISPR/Cas9

Klasterdatud regulaarsete vahedega lihikesed palindroomsed kordused (CRISPR) ja sellega
assotsieerunud valk Cas9 voimaldavad efektiivselt |abi viia genoomi modifitseerimist. (Yuanwu

et al., 2014). CRISPR/Cas sisteem avastati bakterites ja arhedes immuunsiisteemi
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kaitsemehhanismina viiruste ning faagide vastu l|dbi CRISPR-RNA-I (crRNA-I) pdhineval

aratundmisel ning Cas nukleaasi poolt vahendatud DNA Idikamisele (Jinek et al., 2012).

Genoomi editeerimiseks kasutatav CRISPR/Cas9 tiilip Il sisteem sisaldab endas Cas9 nukleaasi
ning sgRNA-d (single guide RNA), milles on omavahel Gthendatud CRISPR-RNA (crRNA) ja trans-
aktiveeriv crRNA (tracrRNA). sgRNA-le seondub Cas9 nukleaas, mis jargnevalt suunatakse
komplementaarsusprintsiibi alusel marklaud-jarjestuseni, mille ldheduses peab asuma
protospeisseriga kiilgneva motiivi (PAM) jarjestus. Aratundmissaidis genereeritakse Cas9
nukleaasi poolt DNA kaheahelaline katke, mis parandatakse mitte-homoloogilise otste
Uhendamise (NHEJ) mehhanismi abil. NHEJ pd&hjustab DNA-s lihikesi insertsioone voi
deletsioone, mis toob endaga kaasa geeni funktsiooni kadumise, mille tulemusena saadakse
knockout. Eksogeense doonor-DNA olemasolul kasutatakse DNA parandamismehhanismina
homoloogial pdhinevat rekombinatsiooni (HDR), mille abil on vdimalik saavutada tapseid
modifikatsioone marklaud-saidis, tulemusena saadakse knockin (joonis 4) (Sanchez-Rivera ja

Jacks, 2015).
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Joonis 4. CRISPR/Cas9-vahendatud genoomi editeerimine. Vektor, mis sisaldab crRNA-d ja
tracrRNA-d (moodustavad sgRNA), viiakse rakku. Peale tsiitoplasmasse sisenemist, liigub
vektor rakutuuma. Tuumas transkribeeritakse vektorilt Cas9 geen ning transporditakse
tstitoplasmasse, et transleerida Cas9 nukleaas. Jargnevalt interakteerub transkribeeritud
sgRNA Cas9 nukleaasiga ja moodustub kompleks, mis transporditakse tagasi rakutuuma, kus
tehakse genoomsesse DNA-sse kaheahelaline katke vastavalt sgRNA komplementaarsusele.

Katkega DNA-d parandatakse NHEJ vdi HDR mehhanismi abil (Chira et al., 2017).

1.4.2. Tetratsiikliin-kontrollitud transkriptsiooni regulatsioon

Inimgenoomi sekveneerimise projekt on lks suurimaid saavutusi teadusmaailmas. Siiski ei ole
paljude valke kodeerivate geenide funktsioonid teada, samuti on komplitseeritud

fusioloogiliselt ja patoloogiliselt oluliste geenide funktsiooni ja regulatsiooni uurimine. Uheks
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voimalusteks geenide funktsiooni uurimisel on huvipakkuvate geenide transgeenne
Uleekspressioon, et teha kindlaks nende funktsioon nii in vitro kui ka in vivo mudelites (Zhu et

al., 2002).

Pisiva Ule-ekspressiooni siisteemi poolt tekkivate piirangute tdttu on valja téotatud mitmeid
konditsionaalseid véi indutseeritavaid transgeenseid mudeleid. Mudelite pdhifunktsioonid on
sarnased ning sisaldavad kdik regulatoorset (ihikut, vastutavat elementi (on seotud marklaud-
geeniga) ja induktsiooni elementi. Siisteemi kasutamine vdimaldab transgeeni ekspressiooni

initsieerimist voi termineerimist valise indutseerija toimel (Zhu et al., 2002).

Tetratsukliin-kontrollitud transkriptsiooni regulatsiooni siisteem jaguneb kaheks: tTa siisteem
ehk , Tet-OFF“ slisteem ning rtTa ehk , Tet-ON“ slisteem (Gossen ja Bujard, 1992). Siisteemid
vajavad efektiivseks funktsioneerimiseks kahte individuaalset osa: regulatoorne osa tTA (ehk
tetratsikliin-kontrollitud transaktivaator) ning kontsrukt, mis sisaldab marklaud-geeni ja on

minimaalse promootor-jarjestuse kontrolli all koos tet operaatoriga (Furth et al., 1994).

Tetratsukliini  derivaadi dokitsukliini  puudumisel seondub tTA operaatorile ning
aktiveeritakse promootor, mille tulemusena initsieeritakse allavoolu asuva marklaud-geeni
transkriptsioon. Doksiitsiikliini olemasolul lilitatakse siisteem valja (joonis 5) (Furth et al.,

1994).

BN e NPT
Z®
- tTA
-

llma dokﬁtsﬁkliinit:/ ° 0. Doksitsikliin

el ==Y Sihtmirkvalku ei toodeta

Toodetakse

Joonis 5. Tetratsiikliin-kontrollitud transkriptsiooni aktiveerimise (tTA) sisteem: , Tet-Off”.
Koe- vGi rakutiilbi spetsiifiline promootor (Pts) kontrollib tTA, tetratstkliini repressori liitvalgu
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TetR ja transkriptsiooni aktiveerimise domeeni VP16 ekspressiooni. Reguleerimisagendi
dokutsikliini (Dox) puudumisel seondub tTA tetratsiikliin-resistentsuse operonile tetO-le ning
aktiveerib miinimum promootori Pcmv, mis viib allavoolus asuva marklaudgeeni
ekspressioonini. Dox-i olemasolul dissotsieerub tTa tetO-It ning elimineerib marklaud-geeni

transkriptsiooni ei toimu (Zhu et al., 2002).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

Kdesoleva bakalaureuset6é eesmadrgiks oli konstrueerida vajalikud tdéovahendid
transkriptsioonifaktori Tall-e funktsiooni molekulaarsete toimemehhanismide uurimiseks.
Antud t66s valminud konstrukte on plaanis kasutada hematopoeetilise rakuliini
valmistamiseks, milles Tall ekspressiooni oleks voimalik kontrollida doksUtsukliini abil. Esmalt
lisatakse rakuliini , Tet-OFF“ slisteem, mis vdimaldaks Tall geeniekspressiooni lihtsalt sisse ja
valja lulitada. Seejarel kasutatakse endogeense Tall inaktiivseks muutmiseks CRISPR/Cas9-I

pOhinevat meetodit.
Eelpool mainitud eesmarkide saavutamiseks :

1. Disainiti, kloneeriti ja paljundati kaks Tall-e crDNA-d pX-458 Not1 plasmiidi;
2. Vottes aluseks FudeluGW-M2rtta-P2A-mCherry plasmiidi asendati plasmiidis sisalduv

rtTA tTA-ga, et luua , Tet-ON“ slisteemi asemel , Tet-OFF“ slisteem;

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. CRISPR DNA konstrueerimine ja kloneerimine

CRISPR plasmiidi konstrueerimiseks disainiti esmalt Tall geenile vastavad oligonukleotiidid,
milleks kasutati CHOPCHOP programmi. Vajalike oligonukleotiidide saamiseks kasutati Tall
geeni jarjestust hiire (mus musculus; mm9) genoomis positsioonis chr4:114,735,636-
114,735,875:

5'AGCAGGGTTGGGGTGTGCGTCCACGTGGTGCTGAGTTTGTCCTGTCCGCTTTTCAGGTTTCAGTGC
GTGATCTCCTCTCTGCCCCTTACCCTGTTACAGGATGACGGAGCGGCCGCCGAGCGAGGCGGCACGC
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AGTGACCCGCAACTAGAGGGACAGGACGCGGCCGAGGCCCGCATGGCCCCCCCGCACCTAGTCCTG
CTCAACGGCGTCGCCAAGGAGACGAGCCGCGCAGCCCCGGCL 3.

Programmi abil saadud forward oligonukleotiidid (tabel 1) seonduvad Tall-e geenile vastavalt

joonisel 6 toodule.

Tabel 1. CRISPR-Tall oligod. Tumedalt on tahistatud kloneerimiseks vajalikud Uleulatuvad

otsad.

Oligonuk | Ahel Jarjestus

leotiidi

number

1 Forward |5 CACCCCTGTTACAGGATGACGGAG 3’
Reverse 5" AAACCTCCGTCATCCTGTAACAGG 3’

2 Forward | 5 CACCCGCTCCGTCATCCTGTAACA 3’
Reverse 5" AAACTGTTACAGGATGACGGAGCG 3’

EcoNI BsrBI
CRISPRﬁO”gOI NotI Btsal
|CCTGTTACAGGATGACGGAG

[ [
TCTCCTCTCTGCCCCTTACCCTGTTACAGGATGACGGAGCGGCCGCCGAGCGAGGCGGCACGCAGTGACC

AGAGGAGAGACGGGGAATGGGACAATGTCCTACTGCCTCGCCGGCGGCTCGCTCCGCCGTGCGTCACTGG

B

Tall_start_codon
ACAATGTCCTACTGCCTCGC|
CRISPR_oligo2

Joonis 6. Tall geenile disainitud oligonukleotiidide seondumine. Punasega on margitud Tall

Start koodon ATG ja CRISPR oligonukleotiidide jaoks vajalik PAM jarjestus (NGG — N nukleotiid

ning kaks suvalist nukleotiidi).

Vajaliku plasmiidi loomise eesmargil kasutati konstukti selgroona pX-458 Not1 plasmiidi (lisa
1). 1 ug pX-458 Not1 plasmiidi |Gigati Bbsl restriktaasiga (Thermo Scientific) 40 ul-s [6ppmahus
tootja protokolli alusel. Restriktsiooni reaktsiooni labiviimiseks inkubeeriti proovi 60 minutit

37°Cjuures.

Jargnevalt viidi |abi restrikteeritud plasmiidi puhastamine geelelektroforeesi abil. Selleks

valmisati 1%-line agaroosi geel 0,5 TBE (tris/borate/eDTA) puhvriga, millele lisati

21



etiidiumbromiidi (100 ml kohta 5 ul kontsentratsiooniga 5 mg/ml; edaspidi sama pohimotte
alusel). Oige pikkusega DNA fragment |Bigati skalpelliga geelist véilja ja DNA puhastamiseks
kasutati Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up komplekti vastavalt tootja

protokollile.

Enne ligeerimist teostati CRISPR-jarjestuste annealing, mille jaoks segati omavahel kokku 4+4
pl 100 uM forward ja reverse oligonukleotiidi (tabel 1), mida seejarel inkubeeriti PCR-i masinas

(MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler) kasutades jargnevat programmi:

1. 30 minutit 37°Cjuures;
2. 5 minutit 95°C juures;
3. 95°C jahutamine 25°C-ni kiirusega 0,1°C sekundis;

Ligeerimiseks valmistati segu, mis sisaldas 5 pl Bbsl-ga |6igatud pX-458 Notl plasmiidi, 1 ul
anneal-itud oligonukleotiidi, 1 pl 10x T4 ligaasi puhvrit, 0,2 ul T4 ligaasi (Thermo Scientific)
ning 2,8 ul mQ-d. Ligatsioonisegu hoiti 10 minutit 22°C juures, millest jargnevalt 5 ul lisati 50
pl-le  kompetentsetele bakterirakkudele (Invitrogen™One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. Coli). Rakke inkubeeriti 15 minutit jaal. Viidi labi kuumasokk, inkubeerides
bakterirakke 45 sekundit 42°C juures ja 2 minutit jaal. Bakterirakkudele lisati 1 ml LB
(lisogeenne soodde) vedelsoodet ja inkubeeriti 45 minutit 37°C juures loksutil (180
pooret/minutis). Jargnevalt fuugiti rakud 10 minutit 3 000x g juures, eemaldati supernatant,
rakud suspendeeriti 50 ul LB so66tmes ning kilvati LB tardséotmega ampitsilliini

(konstentratsiooniga 100 pg/ml) sisaldavale tassile ja inkubeeriti 37°C juures tledo.

Saadud Uksikutest kolooniatest pandi mdlema oligonukleotiidiga loodud plasmiidi sisaldavad
bakterid kasvama 2 ml LB vedels66tmesse, millele lisati 2 ul apitsilliini kontsentratsiooniga 100

mg/ml ja inkubeeriti (le6d 37°C juures loksutil (180 p66ret/min).

Viidi 1abi plasmiidide eraldamine bakterirakkudest Macherey — Nagel NucleoBond Xtra Midi
komplekti jargi miniprep-i pohim©ottel. Selle tarbeks viidi kasvatatud bakterirakud 1,5 ml tuubi
ning fuugiti 10 minutit 3000x g juures. Eemaldati supernatant ning resuspendeeriti rakud 300
ul-is Resuspension Buffer-is ja lisati 300 pl Lysis solution-it. Tuube kallutati jargnevalt 5 korda,
mille jarel lisati 300 ul Neutralizing Solution-it ja kallutati tuube, kuni sinine varv kadus.
Seejarel fuugiti tuube 10 minutit 13 000x g juures. Eemaldati 750 ul supernatanti, mis viidi
uute 1,5 ml tuubi ning millele lisati 750 pl isopropanooli. Tuube fuugiti 10 minutit 13 000x g
juures, peale mida eemaldati supernatant ning lisati eraldatud DNA-le 500 pl 70% etanooli.
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Tuube fuugiti 13 000x g juures 10 minutit, jargnevalt eemaldati supernatant ning kuivatati
tuube 37°C juures avatud korgiga etanooli taieliku aurustumiseni. DNA lahustati seejarel 30

pl-is mQ-s.

Eraldatud plasmiide kontrolliti Notl restriktaasiga (Thermo Scientific) 16ikamise abil, kasutades

restriktsiooniks tootja poolt etteantud protokolli.

Plasmiide paljundati 200 ml LB vedels66tmes (koos 200 pl apitsilliini kontsentratsiooniga 100
mg/ml). DNA eraldati bakterirakkudest Macherey — Nagel NucleoBond Xtra Midi komplekti

jargi tootja etteantud protokolli alusel.

2.2.2. ,Tet-OFF“ plasmiidi konstrueerimine ja kloneerimine

Plasmiidi konstrueerimise eesmargil amplifitseeriti PCR-i abilt esmalt pTet-OFF plasmiidi (lisa
2) tTa 10ik ehk tetratslikliin-kontrollitud transaktivaator. Amplifitseerimiseks kasutati

jargmiseid praimereid (restriktsiooniensilimide I16ikamissaidid on margitud punasega):

1. 5 TAGACAGGATCCACCATGTCTAGACTGGACAA 3’
2. 5 CTATAGGAATTCTTACTTAGTTACCCGGGGAG 3’

DNA amplifitseerimine viidi labi NEBNext® High-Fidelity 2X PCR Master Mix-i abil (IGppmaht

20 pl) tootja poolt etteantud protokolli alusel. Kasutati tabelis 2 esitatud PCR-i programmi.
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Tabel 2. PCR-i programm pTet-OFF transaktivaatori amplifikatsiooniks.

Protsess Temperatuur | Aeg (s) Tsuklite arv
Esmane denaturatsioon | 98°C 30

Denaturatsioon 98°C 10

Praimerite seondumine | 63°C 30 5
Elongatsioon 72°C 60

Denaturatsioon 98°C 10

Praimerite seondumine | 69°C 30 27
Elongatsioon 72°C 60

Loplik elongatsioon 72°C 120

Hoidmine 4°C [6pmatus

Amplifikatsioonile jargnevalt restrikteeriti PCR-i produkti enstiimidega BamH]I ja EcoRI EcoRl
puhvris (Thermo Scientific) tootja poolt ettendhtud protokolli alusel. Peale restriktsiooni
puhastati 10igatud PCR-i produkt agaroosgeelist kasutades Macherey-Nagel NucleoSpin ,,Gel

and PCR Clean-up“ komplekti vastavalt tootja poolt etteantud protokollile.

BamHI ja EcoRI restriktsioonienstiimidega viidi labi 16ikamine ka FudeluGW-M2rtta-P2A-
mCherry (edaspidid mCherry) (lisa 3) plasmiidil, et eemaldada rtTA (reverse tetracycline-
controlled transactivator) ja mCherryt sisaldav DNA fragment. Léigatud mCherry plasmiid
puhastati geeleletroforeesi abil. Selleks valmistati 2%-line agaroosgeel (etiiduimbromiidiga).
Agaroosgeelist puhastati valja restriktsiooni kdigus saadud tlemine fragment Macherey-Nagel

NucleoSpin ,,Gel and PCR Clean-up” komplekti abil tootja protokolli alusel.

,Tet-OFF“ plasmiidi kontrueerimise eesmargil ligeeriti jargnevalt restrikteeritud plasmiid ja
PCR-i produkt (mCherry ja pTet-OFF) T4 ligaasi (Thermo Scientific) abil (I6ppmaht 20 pl) tootja

poolt ettendhtud protokolli alusel.
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5 ul ligeeritud plasmiidi viidi seejarel 50 pl-sse kompetentsetesse bakterirakkudesse (sarnaselt
punktile 2.1.1.) kuumasokiga ning kasvatati LB tards66tmel ampitsilliini (kontsentratsioon 100

ug/ml) juuresolekul 37° C juures (ile60 (sarnaselt peatiikis 2.2.1. kirjeldatule).

Saadud kolooniatest valiti 4, mida paljundati 6 ml LB vedels66tmes (6 ul ampitislliini
kontsentratsiooniga 100 pg/ml juuresolekul) le6o loksutil (180 pddret/min). Jargnevalt
eraldati bakterirakkudest DNA Macherey — Nagel NucleoBond Xtra Midi komplekti jargi
miniprep-i protokolli jargi (toodud peatiikis 2.2.1.).

Saadud konstrukte kontrolliti esmalt PCR-i abil. Selle tarbeks kasutati pTet-OFF
amplifitseerimiseks kasutatud praimereid ning NEBNext® High-Fidelity 2X PCR Master Mix-i

tootja poolt etteantud protokolli alusel.

Saadud tulemuste pdhjal valiti valja plasmiid number 3 ning paljundati 200 ml LB
vedels66tmes (sarnaselt peatikis 2.2.1. toodule). Teostati plasmiidi tdiendav kontroll

restriktaaside BamHI ja EcoRlI abil (sarnaselt mCherry plasmiidi Idikamisele).

2.3. Tulemused ja arutelu

Tall on kriitilise tdhtsusega transkriptsioonifaktor vereloome tlivirakkude arengus,
tdiskasvanute hematopoeetiliste tlivirakkude sailitamisel ja vaigistamisel, samuti vererakkude
terminaalses kiipsemises (Porcher et al., 2017). Tall mdjutab ka onkogeenseid protsesse ja

haired tema funktsioonis vdivad paadida leukeemia tekkega (Correia et al., 2016).

Kaesoleva bakalaureusetdo raames konstrueeriti kaks plasmiidi - CRISPR Tall (kahe erineva
sgRNA inserdiga) ja ,Tet-OFF“, mida kasutatakse transkriptsioonifaktori Tall-e edaspidiseks

uurimiseks.
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2.3.1. CRISPR-Tal1

Konstrueeritd CRISPR-Tall plasmiide kontrolliti restriktsioonanallilisi abil. Restrikteeritud
plasmiide anallsiti geelelektroforeesi abil (0.25 pg/ml etiidiumbromiidi sisaldav 1,5% TBE

agaroosgeel). Saadud tulemused on esitatud joonisel 7 ja 8.

Kasutatud pX-458 Not1 plasmiidi on lisaks seal juba olnud Notl dratundmisjarjestusele lisatud
ka teine Notl dratundmise jarjestus crDNA lisamise kohta, mis vGimaldab antud ensliiimiga
restrikteerides maarata, kas insert on vektorisse korrektselt [dinud véi mitte. Peale plasmiidi
Bbsl restriktsioonienstiimiga |8ikamist eemaldatakse Uks Notl dratundmise jarjestus ja
korrektse inserdi olemasolul CRISPR-Tall plasmiid lineariseerub ning moodustub 9 kb suurune
fragment. Kui insert ei ole korrektselt inserteerunud, IGigatakse plasmiidi kahest kohast ja

tekivad umbes 3 kb ja 6 kb pikkused fragmendid.

10000
3000 g b
.-
-
-

Joonis 7. Konstrueeritud CRISPR-Tall plasmiidide (1. oligonukleotiidiga) I6ikamine Notl
restriktsiooniensilimiga. Rada 1 - Fermentas O’'GeneRuler 1 kb DNA ladder; rada 2 —
restrikteeritud CRISPR-Tall proov number 1-1; rada 3 — restrikteeritud CRISPR-Tall proov
number 1-2; rada 4 — restrikteeritud CRISPR-Tall proov number 1-3; rada 5 — restrikteeritud

pX-458 Notl plasmiid; rada 6 — restrikteerimata pX-458 Not1 plasmiid.
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Joonis 8. Konstrueeritud CRISPR-Tall plasmiidide (2. oligonukleotiidiga) |6ikamine Notl
restriktsiooniensiilimiga. Rada 1 - Fermentas O’GeneRuler 1 kb DNA ladder; radadel 2-11 —

restrikteeritud kolooniad 1-10.

Edaspidiseks plasmiidide paljundamiseks valiti restriktsioonanaliilsi abil CRISPR-Tall 1.
oligonukleotiidi kasutades proovil number 1-3 (joonis 7) ning CRISPR-Tall 2. oligonukleotiidi
kasutades proovil number 2-5 (joonis 8), kuna labi viidud insertsiooni tulemusena kadus
selgroona kasutatud pX-458 Notl plasmiidist (iks Notl I8ikamissait ning konstrueeritud
plasmiid lineariseerus. Inserdi mittekorrektsel sisenemisel sdilis kaks Notl-e |6ikamissaiti ning

vastava ensliimiga lIdikamisel tekivad umbes 6 kb ja 3 kb suurused fragmendid.

2.3.2. ,Tet-OFF“

,Tet-OFF“ plasmiidi konstrueerimise tarbeks viidi Iabi kloneerimine (joonis 9), mille kdigus
paljundati doonorplasmiidis olevat transaktivaator (tTA) IGiku. BamHI ja EcoRI ensliimidega
restrikteeriti nii PCR-i kdigus saadud produkt kui ka retsipientplasmiid (mCherry). Seejarel viidi
labi ligatsioon ning viidi saadud konstrukt paljundamiseks bakterirakkudesse. Korrektsed
konstruktid valiti valja kontrollimiseks kasutatud restriktsioonanaliitsi kdigus saadud

tulemuste pdhjal.

27



Restriktsioon

Insert
Daonor- N — e
plasmiid BamHI  EcoRl
BamHiI
Amp
Ligatsioon
 ——-—
T4 ligaas
EcoRI coR
Restriktsioon Amp
BamHI — BamHI
EcoRI
BamHI
Amp @ Amp

Joonis 9. , Tet-OFF“ plasmiidi kloneerimine.

»,Tet-OFF“ plasmiidi konstrueerimise esimese etapina viidi labi mCherry plasmiidi
restrikteerimine BamHI| ja EcoRl enslimidega. Saadi joonisel 10 toodud tulemused.
Restrikteerimise tulemusena tekkis kaks fragmenti, mis olid 1 533 ja 9 191 aluspaari pikkused.
Edaspidiseks tooks kasutati konstrueeritava plasmiidi selgroona DNA-d, mis puhastati 2. rajal

asuvast Ulemise fragmendi 9 191 suurusest DNA 16igu geelitikist.
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Joonis 10. BamHI ja EcoRl restriktaasidega 16igatud mCherry plasmiidid. Rada 1 — Fermentas
O’GeneRuler 1 kb DNA ladder; rada 2-3 - restrikteeritud mCherry plasmiid; rada 4 —

restrikteerimata mCherry plasmiid (negatiivne kontroll).

Kloneerimisele jargnevalt kontrolliti  plasmiide restriktsioonanallilsiga.  Plasmiidi
restrikteerimisel BamHI ja EcoRl enslilimidega saadi joonisel 11 toodud tulemused. Analliisi

tulemusena selgus, et valitud plasmiid number 3 sisaldas korrektse 1 008 aluspaari pikkusega

fragmenti.
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Joonis 11. , Tet-OFF“ plasmiidi kloneerimistulemuste kontroll restikrtaaside BamHI ja EcoRI
abil. Rada 1 ja 6 - Fermentas O’GeneRuler 1 kb DNA ladder; rada 2 - restrikteeritud plasmiid
number 1; rada 3 — restrikteeritud plasmiid number 2; rada 4 — restrikteeritud plasmiid
number 3; rada 5 — restrikteeritud mCherry plasmiid; rada 6 — restrikteerimata mCherry

plasmiid.

Lisaks konstrueeritud ,Tet-OFF“ plasmiidile on vaja ststeemi to6tamiseks ka pNL-TRE/pit-
Tal1-IRES-EGFP plasmiidi (lisa 4), mis sisaldab Tall geeni jarjestust. Nimetatud plasmiid on
vajalik eksogeense Tall geeni ekspressiooniks, kuna endogeenne Tall muudetakse CRIPSR-

Tall konstrukti abil mittefunktsionaalseks.

Transkriptsioonifaktori Tall uurimiseks loodava pusirakuliini loomise plaan on toodud joonisel
lisas 4. Jargmise etapina viiakse ,Tet-OFF” slisteem sobivasse rakuliini (416B — mueloidsed
eellasrakud) lentiviiruse abil, kuna elektroporatsiooni efektiivsus on antud rakuliini puhul
suhteliselt madal, samuti on oluline konstruktide integratsioon genoomi. Selleks
transfekteeritakse HEK-rakke kolme vajaliku plasmiidiga (lisa 5). Lentiviirus luuakse nii , Tet-
OFF“ plasmiidi kui ka pNL-TRE/pit-Tal1-IRES-EGFP plasmiidi sisestamiseks. HEK rakkudest
vabanevaid lentiviiruseid kasutatakse seejarel 416B rakuliini nakatamiseks. Mélema viirusega
nakatunud rakke on véimalik selekteerida GFP alusel. Kui ,, Tet-OFF“ slisteemiga rakuliin on
loodud, kasutatakse CRISPR-Tall plasmiidi rakkudesse viimiseks elektroporatsiooni. CRISPR-
Tall konstruktiga rakkudele tehakse klonaalne selektsioon esmalt GFP alusel ning seejarel

kontrollitakse Uksikutest rakkudest saadud rakuliinides Tall lookust. Edasiseks tooks valitakse
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rakuliin, milles on endogeenne Tall muudetud tadnu CRISPR-Tall konstruktile
mittefunktsionaalseks. Tanu rakkudesse viidud doksiitsikliiniga kontrollitavale , Tet-OFF“

siisteemile, on voimalik Tall geeni ekspressiooni dokstitstikliiniga maha suruda.

Loodav rakuliin vBimaldab uurida Tall molekulaarseid toimemehhanisme Tall juuresolekul ja
puudumisel, kasutades selleks erinevaid llegenoomseid metoodikaid nagu RNA-seq, ATAC-
seq, ChIP-seq, ChIA-PET ja ka teha funktsionaalseid katseid, naiteks teatud regulatoorsete
lookuste editeerimine CRISPR/Cas9 abil. Antud siisteemi eeliseks on Tall-e ekspressiooni
lihtne kontrollitavus koikides rakkudes, samuti on antud rakuliini lihtne kasvatada. Seetottu
on Tall funktsiooni uurimiseks voimalik kasutada meetodeid, mis nduavad suuremat hulka
rakke (naiteks ChIA-PET). Kasutatava slsteemi miinuseks on eksogeense Tall-e
ekspressioonitaseme potentsiaalne erinevus vorreldes endogeense ekspressiooniga. Samuti

ei ole rakuliinis saadud tulemusi alati lihtne vérrelda in vivo olukorraga.
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KOKKUVOTE

Embriionaalses arengus tehtavad ajalised ning ruumilised geeniekspressiooniga seotud
otsused mangivad kriitilist rolli nii embrio arengus kui ka terapeutilistes rakendustes.
Transkriptsioonifaktor Tall on Uks peamistest regulaatoritest, mis tagab hematopoeetilise
siisteemi tekkimise ning on muuhulgas oluline ka ektoopilise kardiomiiotsiiitide drahoidmises
hemogeensetes kudedes (Van Handel et al., 2012). Lisaks omab Tal1l rolli T-rakulise leukeemia

arengus.

Paremad arusaamad peamiste regulaatorite poolt esile kutsutud geenide aktivatsioonist ja
repressioonist ning epigeneetiliste piiride loomisest rakkudes on olulised efektiivsete

terapeutiliste aplikatsioonide arendamiseks.

Kdesoleva t66 eesmargiks oli konstrueerida Tall geeni edaspidiseks uurimiseks vajalikud
vahendid — Tall geeni inaktiveerimiseks vajalik CRISPR konstrukt ning , Tet-OFF“ slisteem, mis
vOimaldavad antud geeni funktsiooni ja mehhanismi uurimist in vitro Tall indutseeritava

ekspressiooniga hematopoeetilises pusirakuliinis.
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Construction of CRISPR-Tall and "Tet-Off" plasmids to study transcription
factor Tall

Mare Vahtre

Summary

The ability to execute developmental fate decisions with proper temporal and spatila control
is critical for embryonic development, as well as harnessing the power of stem cell and
reprogramming technologies for therapeutic applications. The transcriptsion factor Tall has
emerged as a true master regulator that governs the establishment of the entire
hematopoetic system and it is also critical for preventing ectopic cardiomyocyte development

in hemogenic tissues. Moreover, Tall plays role in development of T-cell leukemia.

Therefore, understanding of the prerequisities for gene activation and repression by master
regulators and how the epigenetic boundaries are created between cell types, will help

develop more effective protocols for therapeutic applications.

The purpose of given thesis was to construct necessary tools for further research of Tall —
CRISPR-Tall plasmids and , Tet-OFF“ system was constructed in order to be able to study the
function and molecular mechanisms of Tall in a knock-out cell line with controllable Tall

expression.
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TANUAVALDUSED

Sooviksin tanada bakalaureuset66 valmimise eest juhendajat Tdnis Orgi, kes abistas katsete
labiviimisel, tulemuste analllsimisel ning aitas alati vajaliku ndu ja jouga. Samuti tdnan ka
kdiki molekulaarse biotehnoloogia labori t66tajaid ja tudengeid, kes vajaduse korral ulatasid

lahkelt oma abikae.
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LISAD

LISA 1. pX458-Notl plasmiid
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LISA 2 . pTet-OFF plasmiid
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LISA 3. FudeluGW-M2rtta-P2A-mCherry plasmiid
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LISA 4. pNL-TRE/pit-Tal1-IRES-EGFP plasmiid
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LISA 5. Transkriptsioonifaktori Tall uurimiseks loodava pusirakuliini loomise plaan.

sgRNAd sisaldava
tTA transaktivaatorit TA CRISPR-Cas9
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Tal1 crDNA

Doksiitsiikliiniga

kontrollitava Tal1 ekspressiooniga
hematopoeetiline piisirakuliin
Endogeense
Tal1geeni
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Transduktsioon
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Transfektsioon HEK rakkudesse
lentiviiruspartiklite tootmiseks
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