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Kokkuvdte. Saccharomyces cerevisiae’le on iseloomulikud rho™ petite mutandid, mida
iseloomustab supressiivsus ehk rho™ mutandi vdime eelistatult kanda oma mitokondriaalne DNA
jargnevale pdlvkonnale kui neid ristata metsiktulpi tlivega. Supressiivsuse tapsem mehhanism ja
selles osalevad valgud on siiani teadmata. Uurimaks S. cerevisiae Hmil, Irc3, Ccel ja Rpo4l
valkude mdju rho” mutantide hlpersupressiivsuse parandumisele, konstrueeriti hiipersupressiivsed
ja neutraalsed deletsiooni tlived, mida ristati omavahel. Ristamisest saadud ristamiskolooniate
Kiireks ja efektiivseks uurimiseks optimeeriti koloonia-PCR. Antud t66 tulemusena selgus, et

Rpo41 téendoliselt mdjutab hipersupressiivsuse parandumist.
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Abstract. S. cerevisiae rho™ petite mutants were used to study inheritance of mitochondrial DNA.
Rho™ petite mutants are characterized by the ability to preferentially pass on their mitochondrial
DNA when crossed with wild type strains. Not much is known about the mechanisms and the
proteins necessary for this process. In this work hypersuppressive and neutral deletion strains were
constructed and crossed with each other to assess the roles of the proteins Hmil, Irc3, Ccel and
Rpo41 on hypersuppressive inheritance. Daughter colonies were studied using optimized colony-

PCR. In this study, Rpo41 was deemed a possible influencer of hypersupressive inheritance.
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KASUTATUD LUHENDID

bp — aluspaar (basepair)

DAPI — 4,6-diamidiino-2-fentitlindool

dsDNA — kaheahelaline DNA (double-stranded DNA)

G418 — genetitsiin

hph — Hiugromiitsiin B

HS — hipersupressiivne rho” mutant

kb — tuhat aluspaari (kilobase pair)

mtDNA — mitokondriaalne DNA

mtRNA — mitokondriaalne RNA

MQ — Milli-Q H20

N — neutraalne rho” mutant

ODsoo — optiline tihedus 600 nm valguse lainepikkusel (optical density)
ori — replikatsiooni alguskoht (origin of replication initiation)
SC - taissunteetiline s6dde (synthetic complete)

SDS — naatriumdodetsuulsulfaat

SF — superperekond (superfamily)

sSDNA — Uiheahelaline DNA (single-stranded DNA)

wt — metsiktilp (wildtype)



SISSEJUHATUS

Mitokonder on iseseisva genoomiga eukartootse raku organell, milles leiab aset rakule vajaliku
ATP tootmine. Mitokondriaalse DNA metabolismi uurimiseks on Saccharomyces cerevisae eriline
mudelorganism, sest erinevalt teistest eukarliootidest on ta vdimeline ellu jaddma ka ilma
funktsionaalse mitokondriaalse DNA-ta. Osalise mitokondriaalse DNA-ga rho™ mutante
iseloomustab supressiivsus. Supressiivsus on rho” mutandi vG8ime eelistatult anda oma
mitokondriaalne DNA jargnevale pdlvkonnale, kui neid ristata metsiktiiupi parmitiivega. Rho
mutante jaotatakse supressiivsuse alusel kolme eri gruppi — hupersupressiivsed, supressiivsed ja
neutraalsed. Metsiktlupi tive ristamisel hupersupressiivse tivega on le 95% jarglastest rho
genoomiga, supressiivse tlvega ristamisel parandub vahem kui 95% ja neutraalse tiivega on koik

jarglased metsiktiipi mitokondriaalse genoomiga (Blanc & Dujon, 1980).

Supressiivsuse mehhanism ja kdik selles osalevad valgud ei ole veel teada. Kaks valku, mille
olulisust on hupersupressiivsuse mehhanismis varasemalt uuritud, on Rpo41 ja Ccel. Antud t60s
uuritakse Rpo41 ja Ccel ning helikaaside Irc3 ja Hmil mdju hupersupressiivsusele. On ndidatud,
et need valgud on olulised metsiktiipi tervikliku funktsionaalse mitokondriaalse DNA

sailitamiseks.

Ké&esolevas t60s viidi neutraalsetesse ja hlipersupressiivsetesse tiivedesse sisse hmild, irc34, cceld
jarpo4l14 deletsioonid ja kontrolliti tivede vimet oma mtDNA-d sailitada. Tuvede valmistamisele
ja kontrollimisele jargnes hipersupressiivsete ja neutraalsete deletsiooni tiivede ristamine
hlpersupressiivsuse parandumise uurimiseks. Ristamiste analtiusimiseks optimeeriti koloonia-
PCR meetodit ja kasutati seda analliisimaks ristamistest saadud kolooniatele edasipdrandunud
mtDNA fragmenti.

ToO eesmargiks oli valja tootada ja uurida S. cerevisiae rho~ mutantide hupersupressiivsuse

parandumist kasutades PCR-meetodit.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Saccharomyces cerevisiae mitokondriaalne DNA

Saccharomyces cerevisiae ehk pagariparm on ainurakne eukartioot. Pagariparm on fakultatiivne
anaeroob ning ta on vdimeline elama ilma mitokondriaalse DNA-ta (mtDNA) ja mitokondriaalse
hingamisahelata (Hyman et al., 1982). Pagariparm saab kasvada nii fermenteeritaval (n&iteks
glukoos) kui ka mittefermenteeritaval (nditeks glitserool) susinikuallikal (De Deken, 1966).
Mittefermenteeritaval susinikuallikal peab parm kasutama energia saamiseks mitokondriaalset
hingamisahelat, kuid fermenteeritava sisinikuallika olemasolul on ta vdimeline anaeroobselt
hingama ehk saab hakkama ilma hingamisahelata ja vOib kaotada osaliselt voi taielikult mtDNA,
seetOttu on ta hea mudelorganism uurimaks mtDNA séilimist (Tzagoloff & Dieckmann, 1990).

Mitokonder on kahe membraaniga eukartiootsete rakkude organell, millel on oma genoom, mis
koos tuuma genoomiga koordineerivad mitokondri funktsioneerimist (llevaade Baccolo et al.,
2018). Mitokondrid on seotud paljude oluliste rakuliste metaboolsete protsessidega — Krebsi
tsukkel, uurea tsukkel, ATP siintees oksudatiivse fosforuleerimisega, rasvhapete oksudatsioon,
reaktiivsete hapnikuiihendite tootmine ja apoptoos (llevaated Bock & Tait, 2020; Spinelli &
Haigis, 2018). Kuna mitokonder osaleb raku jaoks véga olulistes protsessides, on mitokondrid

eukaruootide eluks hadavajalikud organellid (iilevaade Spinelli & Haigis, 2018).

Pagariparmi Saccharomyces cerevisiae (tive FY1679) mitokondriaalne DNA on 85 779 bp
(basepair, aluspaari) suurune, mis on pakitud nukleoidideks (Foury et al., 1998; Miyakawa et al.,
1987). Teise tuntud Saccharomyces cerevisiae labori tive W303 mitokondriaalne DNA on
vordlemisi sarnase pikkusega (85 883 bp) ja tlesehitusega nagu selgub Ralser et al. 2012 artikli
kaigus valminud sekveneerimise tulemustest (NCBI GenBank ALAV01000000) (Ralser et al.,
2012).

Parmi mtDNA kodeerib vaid kaheksat valku: tsiitokroom ¢ okstidaasi kolme subihikut, ATP
stintaasi kolme subuhikut, apotsiitokroom b ja ribosomaalset valku Varl. Lisaks valkudele
kodeerib S. cerevisiae mtDNA 24 tRNA-d ja kahte rRNA-d (Foury et al., 1998). Pagariparmi
mMtDNA-le on iseloomulik kdrge adeniini ja timiini sisaldus ning madal guaniini ja tsutosiini
sisaldus, mis on koondunud G-C Klastritesse. Pagaripdrmi mitokondriaalne genoom sisaldab ka
kaheksat luhikest ori (origin of replication initiation) jarjestust. Need jarjestused on oma nime
saanud nende vdimalikust seosest replikatsiooni initsiatsioonil (de Zamaroczy et al., 1981).



Ori jarjestusi jaotatakse omakorda kaheks grupiks: aktiivsed ja inaktiivsed ori jarjestused.
Aktiivsed ori jarjestused (ori 1, 2, 3, 5) sisaldavad endas promootorjérjestust ja kolme G-C rikast
Klastrit, mida nimetatakse A, B ja C klastriteks (joonis 1) (Zamaroczy et al., 1984). Aktiivsetel ori
jarjestustel saavad transkriptsioonifaktorid kinnituda promootoritele ja alustada transkriptsiooni.
Inaktiivsetel ori jarjestustel (ori 4, 6, 7, 8) on lisaks neile kolmele klastrile veel kaks G-C rikast
Klastrit (B ja y klastrid), millest teine asub promootorjérjestuse sees ning seetbttu inaktiveerib
promootori kuna transkriptsioonifaktorid ei saa promootoriga seonduda (Baldacci et al., 1984;
Foury et al., 1998).

)
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Joonis 1. S. cerevisiae mitokondriaalse genoomi ori-de skeem. Joonise alumises osas on kujutatud
aktiivne ori jérjestus, mis sisaldab promootorit ja kolme G-C rikast klastrit A, B ja C. Joonise ulemises osas
on inaktiivne ori jérjestus, mis sisaldab lisaks (3 klastrit ja promootorit inaktiveerivat y klastrit. Noolega on
naidatud transkriptsiooni alguspunkt ja suund.

Kuna mitokondriaalne genoom kodeerib ainult kaheksat valku, ei piisa neist kdikide mitokondris
toimuvate protsesside labiviimiseks. Koik lejadnud mitokondri funktsioneerimiseks vajalikud
valgud kodeeritakse tuumas ning transporditakse mitokondrisse spetsiaalsete signaalpeptiidide abil
(Vogtle et al., 2009). Mitokondriaalne proteoom koosneb ligi 3500 valgust ja ainult 12% neist on
tegelikkuses seotud energia stinteesiga, kuid 26% vastutab mtDNA sdilimise ja geeniekspressiooni
eest (Morgenstern et al., 2017). Ka antud t60s uuritavad valgud - helikaasid Hmil, Irc3, resolvaas
Ccel ja RNA polimeraas Rpo41 on kodeeritud tuuma genoomi poolt ja on olulised tervikliku
mitokondriaalse DNA séilimiseks (Greenleaf et al., 1986; Kleff et al., 1992; Sedman et al., 2000;
Sedman et al., 2014).

1.2 Petite-mutandid ja supressiivsus

Pagariparmi mitokondriaalses genoomis vGib tekkida suuri deletsioone, mille tulemusel séilib
genoomist vaid liihike 10ik, mida tandeemselt paljundatakse nii, et saadakse metsiktidbi
mitokondriaalsele genoomile lahedane mtDNA kogus raku kohta (Blanc & Dujon, 1980). Sellised
rakud moodustavad fermenteeritaval siisinikuallikal véikeseid kolooniaid, mida nimetatakse petite

kolooniateks ning mittefermenteeritaval susinikuallikal nad ei kasva. Tsutoplasmaatilisi petite
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mutante, millel puudub osaliselt mtDNA nimetatakse rho™ rakkudeks ning mutante, millel puudub
mtDNA taielikult, nimetatakse rho® rakkudeks ja metsiktiipi rakke rho*-ks, mis viitab
taisgenoomi olemasolule (tlevaade Dujon, 2020).

Rho™ petite mutante jaotatakse kolme eri gruppi — hiipersupressiivsed, supressiivsed ja neutraalsed,
vastavalt nende genoomi parandumise mustritele, kui neid ristatakse metsiktidipi tivega (Joonis 2)
(Blanc & Dujon, 1980). Kui taisfunktsionaalse mtDNA-ga metsiktiiibi rho* ja rho~ genoomi
ristamisel enam kui 95% jarglaskonnast on rho’, nimetatakse rho™ genoomi sisaldavaid rakke
hlpersupressiivseteks (HS), see tdhendab HS genoom piltlikult 6eldes surub metsiktlpi genoomi
maha ning pérandub eelistatult edasi. Kui jarglaskonnas on vaiksem protsent rho™ rakke,
nimetatakse neid supressiivseteks ning rho™ rakkude puudumisel jarglaskonnas, nimetatakse neid
neutraalseteks petite rakkudeks (lilevaade Dujon, 2020). Hipersupressiivse ja neutraalse petite
mutandi ristamisel parandub peaaegu 100% ulatuses hiipersupressiivne mtDNA fragment (Lorimer
etal., 1995).

Neutraalne Supressiivne Hiipersupressiivne
petite petite petite
Vanemtiived P~ Np p ><‘ P < HSp
Siigoot o
Jarglastiived (N X )

Joonis 2. Mitokondriaalse genoomi parandumine S. cerevisiae rho- mutantide ristamisel
funktsionaalse mtDNA-ga metsiktliibiga. Rho™ mutantide (sinised, lillad ja oranzid) ristamisel
metsiktilbiga (roheline) saadavate jérglastega maédratakse algsete rho™ vanemtiivede supressiivsust.
Neutraalsete tivede puhul tekivad ainult rho* jarglased ja supressiivsete tiivede puhul on enamik jarglasi
rho” mtDNA tliibiga. Hupersupressiivsetel on (ile 95% jarglastest rho- mtDNA-ga (joonistatud autori poolt
D. Williamson, 2002 artikli p&hjal).

Ko6ik HS rho tived sisaldavad Uhte neljast aktiivsest ori jarjestusest (A, B ja C kast) ning aktiivset
promootorit (Blanc & Dujon, 1980). Supressiivsetes rho™ tlivedes on aga inaktiivne ori jérjestus
(promootor inaktiveeritud) ning neutraalsetes tiivedes puudub ori jarjestus tdielikult (Blanc &
Dujon, 1980; de Zamaroczy et al., 1981).



Varasemalt on vélja pakutud, et replikatsioon on S. cerevisiaes ori jarjestusest ja RNA
polumeraasist Rpo41 soltuv protsess. In vitro susteemis on néidatud, et minimaalselt on parmi
mitokondriaalse DNA sunteesiks vajalikud Rpo41-Mftl kompleks, ori jarjestus ja DNA
polumeraas Mipl (Sanchez-Sandoval et al., 2015). Siiani on olnud pdhiline hlpotees, et HS rho
tivedele annab metsiktilbiga ristates eelise suurenenud ori jérjestuste tihedus, mis annab rho
mtDNA-le replikatsiooni eelise (MacAlpine et al., 2001). Sellisele replikatsiooni hipoteesile
réagib aga vastu fakt, et ka neutraalsed petite mutandid, mis ei sisalda ori jérjestust, on vdimelised
replitseerima mtDNA-d ja see vOGime sdilib ka Rpo4l deleteerimisel (Fangman et al., 1989;
Fangman & Dujon, 1984).

Hiljuti naidati, et rho™ ja HS rho™ tiivede ristamisel kaob rho™ mtDNA tiikkhaaval, mitte k6ik
korraga, seetdttu on vélja pakutud, et HS mtDNA mdjub kahjustavalt rho* mtDNA terviklikkusele
ning seetBttu on peale ristamist peaaegu kogu jarglaskond rho™ mitokondriaalse genoomiga (Corbi
& Amon, 2021). Siiski on paljudele hipoteesidele vaatamata hulpersupressiivsuse tapne

mehhanism ning selles protsessis olulist rolli méngivad valgud veel kindlaks tegemata.

1.3 Mitokondriaalse DNA stabiilsusega seotud valgud Rpo41 ja Ccel

Kaks valku, mille olulisust on hipersupressiivsuse mehhanismis uuritud, on parmi RNA
polumeraas Rpo41 ja DNA resolvaas Ccel (Greenleaf et al., 1986; Kleff et al., 1992). Nende roll
hlpersupressiivsuse mehhanismil pole aga tdpselt teada, sest antud valkude rolli kohta
hlpersupressiivsuse tagamisel on avaldatud vastuolulisi andmeid (Corbi & Amon, 2021; Fangman
et al., 1989; Zweifel & Fangman, 1991).

Mitokondriaalse DNA sdilimiseks ja korrektseks replikatsiooniks on vajalikud paljud erinevad
valgud. Sellised valgud vdivad olla seotud nii replikatsiooni (néditeks mtDNA polimeraas Mip1l,
ssDNA-d siduv Rim1, mtRNA polimeraas Rpo41 ning ligaas Cdc9), kui ka rekombinatsiooni
protsessidega (DNA-d pakkiv Abf2 ja resolvaas Ccel) (Diffley & Stillman, 1991; Greenleaf et al.,
1986; Isaya et al., 1994; Kleff et al., 1992; Tomkinson et al., 1992; Van Dyck et al., 1992). Samuti
mojutab Pifl, Irc3 ja Hmil helikaaside puudumine mtDNA terviklikku sailimist (Foury &
Kolodynski, 1983; Sedman et al., 2000; Sedman et al., 2014).

Rpo4l on S. cerevisiae tuumas kodeeritud 153 kDa suurune mitokondriaalne RNA poliimeraas,
mis on vajalik nii transkriptsiooniks kui ka funktsionaalse metsiktitpi mtDNA séilimiseks
(Greenleaf et al., 1986; Matsunaga & Jaehning, 2004). Rpo4l vajab promootorjérjestusele

aktiivselt seondumiseks poliimeraasi transkriptsioonifaktorit Mtfl (mitochondrial transcription
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factor 1), mis aitab DNA-d painutada nii, et Rpo41 saaks sellele seonduda (Matsunaga & Jaehning,
2004; Schinkel et al., 1987). Samuti on in vitro katses nédidatud, et lisaks RNA suinteesile, osaleb
Rpo41-Mftl ka replikatsiooniks vajalike praimerite stinteesis ning omab voimet alustada ka maha
jadva ahela siinteesi ja panustada hipersupressiivsuse parandumisesse (Graves et al., 1998;
Ramachandran et al., 2016; Sanchez-Sandoval et al., 2015).

On néidatud, et rpo414 rho" tiived on vdimelised siiski enda mtDNA-d paljundama ning seetdttu
on voimallik, et petite mutandid omavad alternatiivset replikatsiooni mehhanismi vdi Rpo41-st
s6ltuv replikatsiooni mehhanism in vivo puudub (Fangman et al., 1989). Seni on Rpo41 mdju kohta
hlpersupressiivsusele avaldatud vastuolulisi andmeid — HS rho™ ja N rho™ tlivede ristamistest on
saadud tulemusi, kus parandus 100% HS mtDNA, olenemata sellest, kas ristati metsiktudpi tivesid
vOi RPOA41 geeni deletsiooni sisaldavaid ttvesid, millest jareldati, et Rpo4l ei ole seotud
hlpersupressiivsuse parandumisega (Lorimer et al., 1995). Vastupidist naitab aga hiljuti avaldatud
artikkel, kus néidati, et Rpo41 vGib olla siiski osaleb hiipersupressiivsuse mehhanismis, sest Rpo41
funktsioneerimise mahasurumine vahendab rho* ja HS rho" tiivede ristamisel HS rho™ genotiilibi
edasiparandumist (Corbi & Amon, 2021).

Ccel (cruciform cutting endonuclease) on 41 kDa suurune tuuma genoomi poolt kodeeritud
mitokondriaalne endonukleaas (Kleff et al., 1992). Endonukleaasid on enstumid, mis I8ikavad
fosfodiestersidet nukleiinhappe seest, mille tulemusena tekivad oligonukleotiidid (Laskowski,
1967). Ccel deletsioonitiivedes on suurenenud petite mutantide osakaal ning Ccel omab rolli
tervikliku metsiktiipi mtDNA stabiilsuse sailitamises (Kleff et al., 1992; Zweifel & Fangman,
1991). On ndidatud, et mitokondris I8ikab Ccel Holliday-uhenduste (Holliday junction)
tulemusena tekkivaid X-kujulisi struktuure ja Ccel deletsiooniga tiivedes on selliste struktuuride
hulk suurenenud (Kleff et al., 1992). Selliste struktuuride suurem hulk viib mtDNA
agregeerimiseni ja takistab antud mt genoomide péarandumise protsessi (Lockshon et al., 1995;
Piskur, 1997; Zweifel & Fangman, 1991).

1.4 S. cerevisiae mitokondriaalsed DNA helikaasid Hmil ja Irc3

Helikaasid on enstiiimide klass, mis kasutavad energia saamiseks ATP hudrollusi ning harutavad
lahti erinevaid nukleiinhapete struktuure. Helikaasid panustavad pdohilistesse geneetilistesse
protsessidesse — replikatsioon, transkriptsioon, translatsioon, RNA t66tlus, vigade parandamine,

rekombinatsioon ja konjugatsioon (llevaated Brosh & Matson, 2020; Lohman & Bjornson, 1996).
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Koérgemat jarku struktuuri alusel on helikaase vOimalik jaotada monomeerseteks ja
oligomeerseteks (Gao & Yang, 2020; Singleton et al., 2007). Lisaks saab helikaase eristada
substraadi eelistuse (DNA vdi RNA), nukleiinhappe ahela lahti keeramise suuna (5°-3” voi 3°-5°),
protsessiivsuse (luhikesed vs. pikad produktid) ning koensiumide (ATP, GTP, TTP, CTP)
kasutamise alusel (Lohman & Bjornson, 1996; Singleton et al., 2007; Glevaade Brosh & Matson,
2020).

Praeguseks on S. cerevisiae mitokondris kirjeldatud kolme DNA helikaasi — Superperekond 1
helikaasid Pifl, Hmil ja Superperekond 2 helikaas Irc3. MGlema Superperekonna liikmetel on
seitse pdhilist helikaasi motiivi ning kahe perekonna eristamiseks kasutatakse motiivide spetsiifilisi
erinevusi (Fairman-Williams et al., 2010). Pifl ja Hmil kuuluvad vastavalt Pifl-laadsete ja
UvrD/Rep helikaaside alamperekonda (Bessler et al., 2001; Sedman et al., 2000). Irc3 kuuluvust
alamperekonda ei ole kindlaks maaratud (Sedman et al., 2014). On naidatud, et need helikaasid on
vajalikud tervikliku funktsionaalse mitokondriaalse DNA sdilitamiseks ning on vdimalik, et
osalevad naiteks rekombinatsioonis ja replikatsioonis (Lahaye et al., 1991; Sedman et al., 2000;
Sedman et al., 2014).

S. cerevisiae Hmil rolliks on funktsionaalse tervikliku metsiktulpi mitokondriaalse genoomi
séilitamine (Sedman et al., 2000). Hmil on 80 kDa suurune valk, mida kodeerib geen YOL095c
kromosoomis XV ning seejarel suunatakse valk mitokondrisse (Lee et al., 1999; Sedman et al.,
2000). Hmil on eriline mitokondriaalne valk, mille puhul esimesena néidati, et 36 aluspaari
pikkune mitokondrisse liikumise sihtmarksignaal asub C-terminaalses otsas (Lee et al., 1999;
Sedman et al., 2000). Hmi1 hiidroliitisib ATP-d, kasutades kofaktorina Mg?* ja substraadina kdige
efektiivsemalt 19 nt pikkust sSDNA Uleulatuvat otsa ning on 3°-5’ suunaline helikaas (Kuusk et al.,
2005; Sedman et al., 2000). Hmil puhul on in vitro katsetega ndidatud, et mutatsioonid ATP
seondumise ja hudrolidsiga seotud positsioonides K32M ja E211Q p6hjustavad ATP hidrolidisi
kadu ja omavad tugevat destabiliseerivat mdju metsiktiipi tervikliku mtDNA séilimisele (Kuusk
et al., 2005; Sedman et al., 2005).

Irc3 on S. cerevisiae monomeerne mitokondriaalne DNA helikaas (Piljukov et al., 2020; Sedman
et al., 2014). Irc3 puudumisel on néidatud mitokondriaalse DNA kaksikahelaliste katkete hulga
suurenemist ja arvatakse, et Irc3 osaleb nende katkete parandamisel (Sedman et al., 2014). Lisaks
on in vitro katsetega néidatud, et Irc3 on vdimeline liikuma kaheahelalise DNA peal ja osaleb

replikatsioonikahvlite (replication fork) ja Holliday thenduste (Holliday junction) sarnaste
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struktuuride lahti harutamises aidates sellega kaasa mtDNA korrektsele séilimisele (Gaidutsik et
al., 2016). Irc3 on umbes 75 kDa suurune tuumas kodeeritud ATPaasse aktiivsusega helikaas, mis
translokeerub 3’-5’ suunal (Gaidutsik et al., 2016; Piljukov et al., 2020; Sedman et al., 2017). Irc3-
| on oluline, aga mitte hadavajalik funktsioon tervikliku mitokondriaalse DNA séilimises, sest Irc3
deleteerumisel metsiktidbist, on ainult umbes 10% mutantsetest metsiktiipi rakkudest

eluvdimelised glutseroolil (Sedman et al., 2014).
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2 EKSPERIMENTAALOSA
2.1 To66 eesmark

Kéesoleva bakaleureusetod eesmargiks oli vélja todtada ja uurida S. cerevisiae rho” mutantide

hlpersupressiivsuse parandumist PCR-meetodil, milleks oli vajalik:

1. Hupersupressiivsest ja neutraalsest parmittivest IRC3, HMI1, CCE1, RPOA41 ja STE5 geeni
deleteerimine.

2. Deletsioone kandvate tiivede mtDNA stabiilsuse kontrollimine.

3. Huipersupressiivsete ja neutraalsete tlivede ristamine hipersupressiivsuse parandumise

uurimiseks PCR-meetodil.

2.2 Meetodid ja materjalid
2.2.1 Kasutatud ja konstrueeritud ttved

Tabel 1 Toos kasutatud ja konstrueeritud tived

Tavi Genotuup Paritolu
T606s kasutatud parmi tuved
MATo ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 mi 4202
W3030 LEU2+ rho® can1-100 Valmistatud 2020
{DONA ouudub Tiina Sedmani poolt
m puudu
MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1
leu2-3,-112 can1-100 i
HS a1328 ori2 _ _ | Valmistatud 2018
1328 aluspaari rho” mtDNA sisaldab ori2 | Astrid Salumée poolt
fragmenti
MATo ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 )
canl-100 LEU2+ Valmistatud 2019
N 01462 tRNA LEU2+ . . Mirjam Kéarmase
1462 aluspaari rho” mtDNA sisaldab tRNA | ¢
cys ja his fragmente
MATo ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 )
N o740 canl-100 \I\Cla}lr_mst::illj'd 2019
a irjam Kdrmase
Mitte kodeeriv rho- mtDNA fragment 740 pooJIt
aluspaari
MATo ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1 )
N 1809 ATP9 cant-100 \l\gqlmm?gfd o
o irjam Kdrmase
1809 aluspaari rho” mtDNA fragment poojlt
sisaldab ATP9 geeni
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T60 kaigus konstrueeritud parmitiived

MATa ade2-1 ura3-1 trpl-1 leu2-3,-112 can1-100 HIS3+
mtDNA puudub

MATa ade2-1 ura3-1 trpl-1 leu2-3,-112 can1-100 HIS3+
1328 aluspaari mtDNA sisaldab ori2 fragmenti

N 01462 LEU2+ irc3A N 01462 LEU2+ irc3::KanMX4

N al462 LEU2+ ste5A N al462 LEU2+ ste5::KanMX4

N 01462 LEU2+ hmilA | N al1462 LEU2+ hmil::KanMX4

N 01462 LEU2+ ccelA N 01462 LEU2+ ccel::KanMX4

N 01462 LEU2+ rpo4l1A | N 01462 LEU2+ rpo4l::HphMX6

HS al1328 ori2 HIS3+
irc3A

HS a1328 ori2 HIS3+
ste5A

HS a1328 ori2 HIS3+
hmilA

HS a1328 ori2 HIS3+
ccelA

HS a1328 ori2 HIS3+
rpo41A

W303a HIS3+ rho?

HS a1328 ori2 HIS3+

HS a1328 ori2 HIS3+ irc3::KanMX4

HS a1328 ori2 HIS3+ ste5::KanMX4

HS al1328 ori2 HIS3+ hmil::KanMX4

HS a1328 ori2 HIS3+ ccel::KanMX4

HS al1328 ori2 HIS3+ rpo4l::HphMX6

2.2.2 S60tmed

Parmide kasvatamiseks kasutati standardséétmeid (Sherman, 1991). Parmi tlvesid kasvatati mitte-
selektiivselt YPD (yeast extract peptone dextrose) vedelsétmes voi agariga tardsodtmel (1%
parmiekstrakt, 2% peptoon, 2% glukoos; tardsootme saamiseks lisati 1,7% agarit).
Selektiivsootmete saamiseks lisati YPD s60tmele antibiootikume: G418 (genetitsiin) (0,35 mg/ml)
vOi Hph (higromditsiin B) (300 pg/ml). Selektiivsete aminohapetega s66tme jaoks kasutati SC
(Synthetic complete) s6ddet (0,67% parmi lammastikalus (ilma aminohapeteta), 0,2% aminohapete

ja nukleosiidide segu (vélja jaetud histidiin voi leutsiin), 2% glikoos, 1,7% agar).

2.2.3 PCR reaktsioonisegud, meetodid ja geelid
Deletsiooni kontrolliks kasutati PCR segu, mis koosnes 1x puhvrist (75 mM Tris-HCI (pH 8,8); 20
mM (NH4)2S04; 0,1% Tween 20), 0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 0,5 pmol edaspidist ja 0,5 pmol
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tagasivaatavast praimerist, 2 U-st Tag DNA polimeraasist, matriitsina 3 pl puhastatud parmi DNA-
d(peatiikk 2.2.5) ning mahti viidi 20 pl-ni Milli Q H2O-ga (edaspidi MQ).

Ristamise koloonia PCR l&biviimiseks kasutati sama reaktsioonisegu jargmiste muudatustega: 1)
matriitsina kasutati 10 minutit 37 °C juures 5 ul ziimolaasis (0,5 mg/ml) inkubeeritud parmi
kolooniat; 2) 1 pmol kumbagi a1462 probe ja ORI IN praimeri paari. Produkte kontrolliti 1,5%-

lisel agaroosgeelil.

Lisaks Kkatsetati optimeerimisel erinevaid DNA eraldusmeetodeid. Prooviti kahte kBige vahem
toomahukamat meetodit: kolooniat suspendeeriti 10 pl-s MQ-s ning keedeti 95 °C 10 minultit;
kolooniat suspendeeriti 10 ul-s MQ-s ning keedeti 2 minutit mikrolaineahjus, mélemal juhul kanti
5 ul supernatanti 20 pl PCR reaktsioonisegusse (Mirhendi et al., 2007). Samuti prooviti kolooniat
inkubeerida 10 minutit 95 °C juures 20 ul-s 20 mM NaOH lahuses ja koloonia inkubeerimist 4
minutit 0,2% SDS-s 95 °C juures, mdlemal juhul tsentrifuugiti rakud pdhja ning 1 ul supernatanti

kanti PCR reaktsioonisegusse (Packeiser et al., 2013; Ruiz-Gaitén et al., 2018).

T60s kasutatud deleteeritava geeniga homoloogiliselt rekombineeruvad integratsioonifragmendid
olid eelnevalt valmistatud juhendaja poolt PCR-ga pFaéa HphMX6 ja pFa6a KanMX4
plasmiididelt (EuroScarf) ning selleks kasutatud praimerid on valja toodud koos teiste selles t60s

kasutatud praimeritega lisas 1.

PCR programmid (Biometra Thermocycler T1): algne denaturatsioon 95 °C 3 minutit ja 30
sekundit. Denaturatsioon 95 °C 30 sekundit. Praimerite seondumise temperatuur 30 sekundi
jooksul ning elongatsiooni aeg 72 °C juures iga PCR jaoks on vélja toodud vastavate praimerite

paaride juures lisas 1.

Kdiki PCR produkte kontrolliti 0,8%-lise agaroosgeeliga (0,8 g agaroosi 100 ml 1XTAE puhvri
kohta (40 mM Tris, 20 mM etaanhape, 1 mM EDTA), etiidiumbromiid (0,5 pg/ml))

elektroforeesiga kui pole deldud teisiti. Geelid pildistati Uvitec Cambridge Firereader V10-ga.

2.2.4 Parmi tivede tegemine LIOAc transformatsiooniga
Pagariparmi tivede valmistamiseks kasutati modifitseeritud liitium atsetaadi meetodit (Rose et al.,
1990).

ToO6 kaigus viidi 1abi kahte eri sorti transformatsiooni. Esimese puhul funktsionaalse HIS3 geeni
tagasiviimiseks HS al1328 ori2 tiivesse kasutati HIS3+ geeni fragmenti, mis saadi pUC19 HIS3+

plasmiidilt Xbal ja Sacl restriktaasidega I8igates. Teine transformatsioon oli N al1462 tRNA
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LEU2+ (edaspidi N a1462) ja HS a1328 ori2 HIS3+ (edaspidi HS a1328) tiivedesse hmil, irc34,
cceld, rpodla, ste54 deletsioonide sisse viimiseks.

Iga transformatsiooni jaoks kasvatati 15 ml vastavat eelkultuuri YPD s66tmes 30 °C juures loksutil
tiheduseni ODeoo 0,4-0,5. Kultuuri tsentrifuugiti siin ja edaspidi 3 minutit 1600 g juures Hettich
Universal R32R (rootor 1617 Swing-out) tsentrifuugis. Rakke pesti MQ-ga ja tsentrifuugiti.
Seejarel resuspendeeriti rakud 1x LIOAcC/TE (0,1 M LiOAc; 10 mM Tris-HCI (pH 8); 1 mM
EDTA) lahuses ja tsentrifuugimist korrati 1 minut. Supernatant aspireeriti ja rakke inkubeeriti 20
minutit 30 °C juures 50 pl-s 1x LIOAC/TE-s. Segule lisati 100 pug kandja DNA-d (I6he spermi
DNA), mida oli eelnevalt 5 minutit 95 °C juures denatureeritud, ja transformeeritavat fragmenti
1ug, segu inkubeeriti 20 minutit 30 °C. Lisati PEG-LIOAC/TE (800 ul 50% poliietiileengliikooli
(PEG) (50g PEG4000,100 ml MQ-s ja autoklaavitud); 0,1 ml 10xLiOAc/TE; 0,1 ml MQ)
I6ppkontsentratsiooniga 33% (w/v), segu inkubeeriti 30 °C juures 45 minutit. DMSO-t (dimetdil
sulfoksiid) lisati Idppkontsentratsiooniga 8,8% ja inkubeeriti 10 minutit 42 °C juures. Tsentrifuugis
(Eppendorf MiniSpin) koguti rakud kokku 918 g juures 1 minuti jooksul ning supernatant

eemaldati.

HIS3+ tive tegemisel suspendeeriti rakud 100 ul MQ-s ning plaaditi valja SC -His tardséotmele.
Deletsiooni tiivede tegemisel kasvatati rakke enne valjakulvi 8 tundi YPD-s ning rakud plaaditi

viélja selektiivsele YPD+G418 voi YPD+hph tardsodtme tassile.

2.2.5 LiIOAc Kkiirpuhastuse meetod

DNA puhastamiseks rakkudest kasutati LIOAc kiirpuhastuse protokolli (Ldoke et al., 2011). ~8
kolooniat suspendeeriti 100 ul-s 200 mM LiOAc/1% SDS-i lahuses ja inkubeeriti 70 °C juures 10
minutit. Suspensioonile lisati 3 mahtu 96% etanooli ja sadestati 2 minutit. Rakud tsentrifuugiti
pdhja 3 minutit 12045 g (Eppendorf MiniSpin) ning supernatant eemaldati. Rakke pesti 500 pl 70%
etanooliga ja seejarel lahustati 100 pl T1oEo,1-s (10 mM Tris-HCI (pH 8); 0,1 mM EDTA (pH 8)).

PCR-i jaoks korrati tsentrifuugimist 1 minut ja kasutati 3 pl supernatanti.

2.2.6 DAPI varvimine

YPD tardséotmel 30 °C juures kasvanud rakke pesti MQ-s ning rakud tsentrifuugiti pdhja 687 g 1
minuti jooksul (Eppendorf MiniSpin). Rakke fikseeriti 1 ml-s 96% etanoolis 10 minutit -20 °C
juures. Rakke tsentrifuugiti samadel tingimustel ja pesti kaks korda l&dbi 500 pul MQ-s. Rakke
toodeldi 1 minut DAPI-ga 16ppkontsentratsiooniga 0,5 pug/ml ja seejérel pesti rakke kaks korda

MQ-ga. Rakud voeti tles 350 pl-s MQ-s ja 5 ul proovi kanti alusklaasile. Kuivanud proovile, lisati
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fluorestsentsihajuvuse vahendamiseks 5 pl antifade’i (80% glutserool, 1mg/ml p-fendileendiamiini
PBSs). Proove analtiusiti fluorestsentsmikroskoobis (Olympus BX61) 100x suurendusega

oliimmersioonis.

2.2.7 Parmi totaalse DNA eraldamine
Totaalse DNA eraldamiseks parmist kasutati kohandatud Methods in Yeast Genetics (Rose et al.,
1990) kirjeldatud protokolli.

Uledd YPD s66tmes 30 °C juures kasvanud kultuur (4ml) tsentrifuugiti pdhja 2040 g 4 °C juures
5 minutit (Hettich Universal, Mikro 200R), eemaldati s66de ning rakke suspendeeriti 1 ml MQ-s,
tsentrifuugimist korrati 1 minut, MQ eemaldati ja rakkude kuiv mass kaaluti. Rakud voeti Ules 0,5
ml-s 1 M sorbitooli; 10 mM Tris-Hcl (pH 8); 10 mM EDTA lahuses. Vastavalt saadud rakumassile
lisati rakkudele ziimolaasi 4 mg Uhe 1 mg rakkude kohta ja inkubeeriti 30 minutit 37 °C juures.
Rakud tsentrifuugiti péhja 12045 g juures 1 minuti jooksul (Eppendorf MiniSpin), supernatant
eemaldati. Rakud suspendeeriti 500 pl 50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 20 mM EDTA lahuses ja lisati
SDS-i I6ppkontsentratsiooniga 1%, segu inkubeeriti 15 minutit 65 °C juures. Jahutatud proovidele
lisati 18ppkontsentratsiooniga 1,3 M kaaliumatsetaati ja segu inkubeeriti 40 minutit jaal.
Suspensiooni tsentrifuugiti 5 minutit 16000 g 4°C juures (Hettich Universal, Mikro 200R). Ule
viidud supernatandile lisati vordne maht isopropanooli, sadestati 5 minutit toatemperatuuril ja
seejarel Tsentrifuugiti pooretel 12045 g 5 minutit. Sadet pesti 300 pl 80% etanooliga,
tsentrifuugimist korrati ja etanool eemaldati. Sade suspendeeriti 100 pl T10E1 RNaasA-s (10 mM
Tris-HCI (pH 8); 0,1 mM EDTA,; 20 pg/ml RNaas A) ning inkubeeriti 65 °C juures 30 minutit.
Inkubeeritud segule lisati 100 pl Proteinaas K puhvrit (1% SDS, 10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM
EDTA) ja 20 ug Proteinaas K enstiimi (Thermo Scientific) ning inkubeeriti 55 °C juures 30
minutit. Segule lisati ¥2 mahtu fenool/kloroformi (pH 7,5), inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril
ja segu tsentrifuugiti 12045 g 1 minut (Eppendorf MiniSpin). Vesifaasile lisati NaOAc
I6ppkontsentratsiooniga 300 mM ja 2,5 mahtu 96% etanooli, sadestati -20 °C juures 15 minutit.
Sademe saamiseks tsentrifuugiti segu 5 minutit 12045 g, etanool eemaldati ning pesu korrati 80%

etanooliga. Sade lahustati T10Eo1-S.

2.2.8 Southern blot
Southern blot’i tegemiseks 16igati HS a1328 ja N 01462 deletsiooni tiivede genoomsed DNA-d
vastavalt ECORV ja Apal ensliimiga. Restriktsiooniks kasutati Thermo Scientific ensilime ja

vastavaid puhvreid, jalgides tootja ette antud juhendeid. Restriktsioon kestis 2 tundi ja 15 minutit
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37 °C. Loigatud DNA-Ie lisati 1dppkontsentratsiooniga 1x TAE laadimispuhvrit (10 mM Tris-HCI
pH7,5; 5 mM EDTA, 0,25% BFB; 50% glitserool) ning lahutati 0,7% agaroosgeelil, lisatud 12 g

etildiumbromiidi. Geelelektroforees viidi l&bi pingel 3V/cm.

DNA kandmiseks agaroosgeelilt nailonfiltrile kasutati Southern blot meetodit. Geeli leotati 30
minutit SolA lahuses (0,5 M NaOH; 1,2 M NaCl, (pH >12)) ning 2 X 15 minutit SolB lahuses (1
M Tris; 1,5 M NaCl). DNA ulekandeks filtrile tehtud sild koosnes 10X SSC ulekandepuhvris (1,5
M NaCl; 150 mM NasCsHsO7, (pH=7)) leotatud filterpaberist, 3 MM Whatman paberist, geelist,
nailonfiltrist (NY Laminated Membrane Filter) ja pabersalvrattidest.

Ulekanne toimus 15 tundi ja seejarel DNA ristseoti filtrile 24 sekundi jooksul 0,12 J UV valgusega
(Herolab CL-1). Filtritele tehti eelhlbridisatsioon 30 ml Church puhvriga (ImM EDTA; 7% SDS;
0,5% BSA; 0,5M NaPO4 (pH 7,5)) 65 °C juures 30 minutit. DNA hibridiseeriti radioaktiivse
hibridisatsiooniprooviga 30 ml-s Church puhvris 8 tundi 65 °C juures. Filtritelt eemaldati
mittespetsiifiline radioaktiivne sidumine pesupuhvriga (1mM EDTA; 5% SDS; 40 mM NaPO4 pH
7,5) 2 x 15 minutit 65 °C juures. Filtreid eksponeeriti kassetile Amesham Biosciences Storage
Phosphor Screen 1 pdev. DNA signaalid skaneeriti arvutisse Typhoon TRIO Phosphoimager

masinaga.

Radioaktiivsete hlbridisatsiooniproovidena kasutati vastavalt tivedele a1462 probe up, a1462
probe down rev vdi ORI 3 IN ja ORI 5 IN praimerite produkte. Mérgistamiseks kasutati
radioaktiivse fosforiga (32P) a dCTP nukleotiide. Hibridiseerimise ja filtrite skanneerimise viis

1abi Tiina Sedman.

2.2.9 Hupersupressiivse ja neutraalse tlve ristamine

Ristatavad tlived voeti séilituskultuurist tiles SC -Leu ja SC -His tassidele ja kasvatati 2,5 paeva 30
°C juures. Ristatavate tiivede eelkultuure kasvatati 8 tundi, 3 ml YPD-s 30 °C juures loksutades
180 pdoret minutis. 1 ml YPD sd6tmele lisati kumbagi eelkultuuri 0,5 ml ja ristati 2 tundi samadel
tingimustel. Ristamiskultuurid tsentrifuugiti kokku 269 g 5 minuti jooksul (Eppendorf MiniSpin).
Rakke hoiti 15 minutit toatemperatuuril, lisati 0,5 ml YPD-d ja korrati inkubeerimist. Ristatud
kultuurile tehti 8000 kordne lahjendus MQ-s ning 100 ul lahjendust kiilvati SC -His -Leu tassidele.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Hmil, Irc3, Ccel, Rpo4l ja Ste5 deletsiooni kasseti transformatsioon S.
cerevisiae rakkudesse

Ké&esoleva to0 raames kasutati ristamiskatseteks W303 tlivel baseeruvat neutraalset tive N o1462
ja hlpersupressiivset tive HS al328-t. Tanu mutatsioonidele ade2-1 ura3-1 his3-11,-15 trpl-1
leu2-3,-112 ei oma laborites laialdaselt kasutatav tivi W303 viite funktsionaalset aminohappe
slinteesiraja geeni, mida saab seetdttu kasutada markeritena erinevate tlivede selekteerimisel.
Katsete kéigus kasutati varasemalt konstrueeritud N «a1462 tive, milles oli taastatud leutsiini
kodeeriv LEU2 geen. Antud t60 kéigus konstrueeriti lisaks hiipersupressiivne tivi HS a1328, millel
taastati histidiini HIS3 geeni funktsioon (Kirjeldatud peatiikis 2.2.4).

Uurimaks Hmil, Irc3, Ccel ja Rpo41l valkude mdju hiipersupressiivse genoomi parandumisele oli
esmalt vajalik neid valke kodeerivate geenide deleteerimine HS a1328 ja N 1462 tiivedest. HMI1,
IRC3, CCE1l, STE5 geeni deleteerimiseks HS al328 ja N ol462 tiivedest kasutati G418
(genetitsiin) antibiootikumiresistentsust kodeerivat KanMX4 Kkassetti. Antud t60s tehtud
deletsiooni tivesid on hiljem planeeritud kasutada ka edasisteks katseteks, mille kaigus valmivad
rpo414 kaksikmutandid. Selleks, et kaksikmutantides oleks vdimalik selekteerida mdlemat
deletsiooni, kasutati RPO41 deleteerimiseks hiigromutsiin B resistentsust kodeerivat HphMX6
kassetti. Transformatsiooni kontrolliks kasutati paardumisspetsiifilist tugivalku kodeerivat STES
geeni, mille deletsioon Gldise- ja mikroobibiokeemia labori varasemate katsete pdhjal ei mdjuta

tlvede respiratsiooni ja mtDNA stabiilsust.

Transformantidele tehti kontrolliks PCR kahe erineva praimeri paariga. Uks praimerite paar
paljundas vastavat geeni ning deletsiooni tulemusena muutus amplikoni suurus. Lisaks kasutati
antibiootikumiresistentsust kodeerivate geenide spetsiifilisi praimerite paare kontrollimaks
transformantidel Kan- vdi Hph-kasseti olemasolu (meetod peatiikis 2.2.3). PCR tulemuste pdhjal
oli naha (joonised 3 ja 4), et kontrollitud tived sisaldasid deletsiooni diges asukohas, mis tdhendab,

et tegu oli deletsioone sisaldavate mutantidega.

20



A hmilA | ire3A | ccel A | rpodlA | steSA
M T wt NIT wt N|Twt N|T wt NIT weN
6000 bp |y ; ==
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Joonis 3. HS a1328 deletsiooni tlivede transformantide antibiootikumiresistentsuse geeni kontroll. A
paneel: antibiootikumiresistentsust kodeeriva geeni integreerumise kontroll HS a1328 deletsiooni tiivedes.
B: KanMX4-kasseti olemasolu kontroll hmild, irc34, cceld ja ste54 tivedel ning HphMX6-kasseti
olemasolu kontroll rpo4lda tivel. T téhistab transformanti. wt - kontrollina kasutatud deletsioonita
metsiktilpi. N - PCR reaktsiooni negatiivne kontroll, mis ei sisalda DNA-d. M - Thermo Scientific
GeneRuler 1 kb DNA Ladder marker.

A hmilA | irc3A | ccelA | rpo4lA | ste5SA
M T wte N[T wt N|T wte N|T wte N|T we N
6000 bp g
4000 Ep = f—
000 bp | s - '
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B hmil A irc3A | ccelA | rpodlA | steSA
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— /
1000 bp | ’
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Joonis 4. N a1462 deletsiooni tivede transformantide antibiootikumiresistentsuse geeni kontroll. A
paneel: antibiootikumiresistentsust kodeeriva geeni integreerumise kontroll a1462 deletsiooni tlivedes
kasutades geeni amplifitseerivaid praimereid. B: KanMX4-kasseti olemasolu kontroll hmil4, irc34, cceld
ja stebA tiivedel ning HphMX6-kasseti olemasolu kontroll rpo414 tlvel. T téhistab transformanti. wt -
kontrollina kasutatud deletsioonita metsikttipi. N - PCR reaktsiooni negatiivne kontroll, mis ei sisalda
DNA-d. M - Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder marker.
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2.3.2 HS al1328 ja N 01462 deletsiooni tiivede stabiilsuse kontroll DAPI
meetodil

Kontrollimaks, kas saadud deletsiooni tlved sisaldavad mtDNA-d, vérviti rakke 4',6-diamino-2-
fentulindool (DAPI) vérviga (meetod Kirjeldatud peatikis 2.2.6), mis seondub DNA-ga ja
fluorestseerub UV-valguse kaes siniselt. Lisaks tuuma genoomile varvub ka mitokondriaalne DNA
ja seetdttu on vBimalik eristada, kas rakkudes on mtDNA sdilinud nukleoididena vdi on mtDNA
ara kadunud (D. H. Williamson & Fennell, 1975). Selleks, et hinnata iga deletsiooni tiive mtDNA
séilimist pikema aja jooksul vérviti kaheksa koloonia rakke esimesel né&dalal ja viie nddala

moddudes esimese DAPI varvimise hetkest.

Ml HS 21328

A

Joonis 5. Deletsiooni tiivede N a1462 ja HS al1328 virvimine DAPI meetodil maaramaks mtDNA
olemasolu. A. HS a1328 tiive ja selle ste5A, hmilA, irc3A, rpodlA ja ccelA deletsiooni tlivede DAPI
varvimise néidistulemused. B. N 1462 tiive ja selle ste5A, hmilA, irc3A, rpo4lA ja ccelA deletsiooni
tlivede DAPI varvimise naidistulemused. Oranz nool tahistab tuuma ja roheline nool tahistab mtDNA
nukleoidi.

DAPI meetodil selgus, et HS a1328 rpo414 tiives oli esimesel ja viiendal nédalal tiks kolooniatest
rho®, koik ulejaanud HS a1328 deletsiooni tilved omasid mitokondriaalset DNA-d ka peale viite
nadalat. Neutraalses N 01462 tiives sisaldasid mtDNA-d kdik N a1462 hmila ja N a1462 ste54
kolooniad. Tive N a1462 irc34 puhul oli Uks kolooniatest kaotanud oma mtDNA ning viie n&dala

maoodudes oli rho® kolooniaid kolm. N a1462 rpo414 tiives olid nii esimesel kui ka viiendal nadalal
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kolm kolooniat rho®. Ukski N a1462 ccelA koloonia ei omanud DAPI-ga detekteeritav mtDNA-d

(joonis 5).

2.3.3 HS al1328 ja N a1462 deletsiooni tlivede stabiilsuse kontroll Southern
blot meetodiga

DAPI meetodil on vBimalik hinnata ainult mtDNA olemasolu, aga mitte selle suurust ja

fragmenteerumist, seetdttu kontrolliti deletsiooni tlivede stabiilsust Southern blot meetodil (meetod

peatiikis 2.2.8) uurimaks, kas mtDNA fragmendi suurus séilib pikema aja jooksul voi mitte. Selleks

kontrolliti DAPI-ga varvitud kolooniaid ka Southern blot meetodiga.

Southern blot meetod néitas, et stabiilsed olid kbik kaheksa kontrollitud proovi N a1462 hmil4 ja
N 1462 ste54 tlivedest ja kdik kaheksa proovi HS a1328 cceld, HS al328 rpo414 ja HS al1328
steb4 tlvedest (lisa 2a). See tahendab, et nendes tlivedes ei olnud toimunud fragmenteerumist ja

mMtDNA on stabiilne, suudab sailitada oma suurust.

Southern blot’i tulemused néitasid, et pérast viite niddalat olid tiivede HS a1328 hmil4 ja HS a1328
irc34 koik 8 proovi tugevalt fragmenteerunud ning kolm N a1462 rpo414 proovidest ja kaks N
01462 irc34 proovidest olid rha® (lisa 2b). Selleks, et kontrollida, kas HS a1328 hmil4 ja HS a1328
irc34 tlivede fragmenteerumine toimus viie nddala jooksul ning tegu on ajas stiveneva protsessiga
vOi oli see fragmenteerunud juba peale transformatsiooni, eraldati nendel tiivedel ka 1. nadalal
kasvatatud rakkudest totaalne DNA ja tehti uus Southern blot. Samuti tehti uus Southern blot N
01462 rpodl ja N a1462 irc34 tiivedele jalgimaks rho® kolooniate osakaalude erinevust 0. ja 5.

nadalal ning vordlemaks seda DAPI vérvimise tulemusega.

Joonisel 6 on ndha esimese nddala Southern blot, mis nditas, et HS al328 irc34 oli
fragmenteerunud juba tlve sailituskultuurist Gles v@tmisel, kuid viie nadala jooksul oli
fragmenteerumine suvenenud. Kuuest proovist, mille totaalse DNA puhastus 6nnestus, oli ks
fragmenteerunud juba alguses ning teised fragmenteerusid viie nédala jooksul, mis tdhendab, et nii
HS a1328 irc34 kui ka HS a1328 hmild mtDNA fragment on ebastabiilne. N a1462 rpo414 ja N

a1462 irc34 tivede Southern blot tulemused korreleerusid DAPI varvimise tulemusega (lisa 2b).
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Joonis 6. Southern blot meetodil detekteeritud EcoRV-ga restrikteeritud mtDNA HS al328 irc34 ja
HS al1328 hmilA tuvedest 1. ja 5. nadalal. A: HS a1328 irc34 fragmenteerumise siivenemine viie nadala
jooksul. B: HS a1328 hmilA fragmenteerumine viie nadala jooksul. Rajad 1-8 téhistavad erinevaid proove.
Roheline nool tahistab mtDNA tdissuuruses (1328 aluspaari) fragmenti. Markerina kasutati Thermo
Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

Kuigi saadud HS al328 irc34 ja HS al1328 hmild mtDNA-d fragmenteerusid, hibridiseerus
Southern blot’il ori2 proov, mille tegemiseks kasutati samu ORI praimereid, mida edaspidi
kasutatakse ristamiskatsete PCR-s. Seet6ttu oli voimalik analiiisida ka neid tuvesid koloonia-PCR

meetodiga ristamiskatsetes.

2.3.4 Ccel deletsiooni moju neutraalsete rho” rakkude mitokondriaalse DNA
stabiilsusele

Tulenevalt eelnevalt saadud DAPI varvimise tulemustest, kus neutraalne N «1462 tiivi kaotas
pérast CCE1 geeni deleteerimist oma mtDNA, viidi labi katse uurimaks, kas tegu on N 01462 tive
spetsiifilise muutusega voi pohjustab CCE1 geeni deleteerimine ka teistes neutraalsetes tlvedes
mtDNA kadu. Selleks Kkorrati transformatsiooni ja DAPI vérvimist N o740 (sisaldab
mittekodeerivat ala), N 01809 ATP9 (koosneb ATP9 geeni sisaldavatest fragmentide kordustest)
ja N 01462 tRNA (sisaldab tRNA-de tCys ja tHis DNA jdrjestusi) tivedega. DAPI vérvimisest
selgus, et 01809 ccela tives oli kdikidel kontrollitud kolooniatel (n=8) mtDNA olemas, N o740
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cceld tivel olid kdik kolooniad rha® (n=7). N 01462 tiive puhul oli 24-st kolooniast viiel mtDNA
olemas ning ulejadanud 19 kolooniat olid mtDNA kaotanud (joonis 7).

120%

100%

80%

60% 79%

100% 100% rho®
40% rho~

Rakkude osakaal

20%
21%
0%
N a740 ccelA N 01809 ccelA N 01462 ccelA
Tavi

Joonis 7. MtDNA sisalduse relatiivne vaartus vastusena CCE1 geeni deletsioonidele neutraalsetes rho-
tivedes. MtDNA-d sisaldavate ja mittesisaldavate kolooniate relatiivne arv N 0740 ccelA, N al1809 ccelA
ja N al1462 ccel tivedes maaratuna DAPI varvimise meetodil. Rho® kolooniad on tihistatud oranziga ja
rho™ kolooniad rohelisega.

Kinnitamaks mtDNA olemasolu viiel N a1462 ccel4 koloonial, eraldati nendest tlivedest totaalne
DNA, mis restrikteeriti Apal enstiumiga. Viiest restrikteeritud DNA-st neljal oli ndha mtDNA
olemasolu ning nendest neljast valiti edasi todtamiseks kaks tive, millel analidsiti kummastki
kaheksa koloonia mtDNA sailimist viie nadala jooksul DAPI meetodil. Viiendal nadalal tehtud
DAPI vérvimisel ei detekteeritud mtDNA olemasolu (heski koloonias. Viiendal tuvel totaalse
DNA eraldamine ebadnnestus ja seet6ttu on vdimatu teha kindlaid jareldusi selle tiive mtDNA

olemasolu kohta.

DAPI vérvimisest saadud tulemuste kinnitamiseks tehtud totaalse DNA restriktsiooni geeli pildil
olevad drnad fragmendid nditasid aga véhese mtDNA olemasolu, mis tdéhendab, et mtDNA-d oli
vaga véhe, mistottu polnud seda vdimalik DAPI vérvimisel ndha. DAPI meetodi ja restriktsiooni
tulemustest jareldub, et cceld ei pdhjusta siiski N al1462 tiives tdielikku mtDNA kadu, kuid

pdhjustab selle koguse silmandhtavat véahenemist (joonis 8).
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N a1462 ccelA totaalse DNA N a1462 ccel A totaalse DNA
restriktsioon Apal-ga 1. nidalal restriktsioon Apal-ga 5. nédalal
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Joonis 8. N a1462 ccelA tiivede mtDNA olemasolu kontroll totaalse DNA restriktsiooniga. N a1462
ccel/ tive kaheksa koloonia Apal-ga restrikteeritud totaalne DNA 1. ja 5. nadalal. Lilla noolega on
néidatud oodatud fragmendi suurus (1462 bp). Rajad 1-8 téhistavad erinevaid proove. Markerina kasutatud

Thermo Scientific Generuler 1 kb Ladder.

2.3.5 Hupersuppressiivse genoomi parandumine neutraalse tlivega ristamisel

2.3.5.1 Koloonia-PCR optimeerimine

Antud t60 Uheks eesmérgiks oli optimeerida koloonia-PCR, et katse oleks voimalikult efektiivne,
Kiire ja vBimaldaks l&bi testida statistiliselt olulises hulgas ristamisi. Varasema info pohjal valiti
praimerite seondumise temperatuuriks 52 °C nii, et Uhes reaktsioonis saaks kasutada N 1462 ja
HS a1328 DNA spetsiifilisi praimereid — see vahendab labiviidavate PCR reaktsioonide arvu poole
vOrra. Samuti optimeeriti tsiiklite arvu sellisele piirile (30), kus PCR programm on v@imalikult

luhike, aga tekiks piisavalt produkti, mida on agaroosgeelil hésti naha.

Joonisel 9 on néha viite testitud DNA eraldusmeetodit, leidmaks, milline neist to6tab kdige
paremini ja on koige optimaalsem. Kuna N «l1462 tRNA fragment on suurem ja selle
detekteerimine PCR-ga on HS al328 ori2 fragmendist keerulisem, Kkatsetati DNA
eraldusmeetodeid N 1462 kolooniate peal a1462 probe up ja 01462 probe down rev praimeritega
(lisal). Eraldamismeetodi optimeerimine sisaldas zimolaasi to0tlust erinevate zumolaasi
kogustega ja inkubatsiooniajaga, samuti inkubeerimist 2 mM NaOH-s ja 0,2% SDS-s 95 °C juures
(Amberg et al., 2006; Packeiser et al., 2013; Ruiz-Gaitéan et al., 2018). Kdige Kiirem ja vahem
tddmahukam variant oleks olnud otse koloonia suspendeerimine MQ-s (Mirhendi et al., 2007) v0i
koloonia keetmine 2 minutit mikrolaineahjus, kuid need meetodid andsid kdige vahem produkti ja
tulemused olid markimisvéarselt erinevad katsete vahel, mistdttu nende meetodite usaldusvéarsus
oli kaheldav. Ko&iki DNA eraldusmeetodeid v@rreldi meie laboris standartselt kasutatava LiOAc
kiirpuhastusmeetodiga (L6oke et al., 2011) ja PCR reaktsiooni kontrolliks kasutati plasmiidi.
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Selgus, et kdige usaldusvéaarsem ja optimaalsem on ziimolaasi t66tlus, kus kolooniat inkubeeriti 5

pl-s ziimolaasis 10 minutit 37 °C juures.

¢ | Z| B 2
" S 15| S| one 2| =
Ziimolaas .E g £ P> 0,2% SDS g = E
2 |~%| 2 g 2
G} E = .i -
M 5ul | 10 ul ~ E| | sw |10 N
e
500 bp Omin 10min 20min Omin 10min 20min
400 bp — C— G G— - . e . - — e

Joonis 9. DNA eraldusmeetodi optimeerimine. M tahistab markerit (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder). 1-6 radadel koloonia to6tlus Ziimolaasiga 37 °C juures 0, 10 v6i 20 minutit. 7. MQ-s
suspendeeritud koloonia. 8. MQ-s suspendeeritud koloonia keedetud kaks minutit mikrolaineahjus. 9. 2 mM
NaOH td6tlus, millest 1 pl viidi PCR segusse. 10. koloonia t66tlus 20 pl 0,2% SDS segus, millest 0,5 pl
viidi PCR segusse. 11. koloonia td6tlus 20 ul 0,2% SDS segus, millest 1 pl viidi PCR segusse. 12. LiOAc
kiirpuhastus 13. Positiivne kontroll - pGem 5 a1462 plasmiid (10 ng). N tdhistab negatiivset kontrolli —
DNA puudus.

2.3.5.2 Geenide HMI1, IRC3, CCEl ja RPOA41 deletsioonide moju mtDNA
parandumisele

Parast koloonia-PCR optimeerimist sooritati katse uurimaks hlpersupressiivsuse parandumist

(meetod kirjeldatud peatlkis 2.2.9).

Kontrollimaks, et ristamisel ei toimu mtDNA kadu HS a1328 ja N 01462 tiivedes, ristati kdigepealt
algseid rho tiivesid omavahel ning vastavalt W303a LEU2+ rha® (edaspidi rho® a) ja W303a
HIS3+ rho® (edaspidi rho® a) tiivedega. Lisaks ristati kdiki HS a1328 deletsiooni tiivesid N rho® o
tiivega ja kdiki N a1462 deletsiooni tiivesid rho®a tiivega, et naha, kas méni HMI1, IRC3, CCE1
ja RPO41 geenide deletsioonidest mgjutab mtDNA péarandumise protsessi. Kdikidest ristamisest
kontrolliti 12 kolooniat, véljaarvatud HS a1328 rpo414 x rho® a ristamisest, kus kasvas iles ainult

11 kolooniat.

Edasi parandunud fragmendi ndgemiseks oli vaja kolooniatele teha PCR: kui edasi oli parandunud
hlpersupressiivne HS a1328 ori2 fragmenti sisaldav mtDNA, oli PCR-produkt 266 nt suurune ning
neutraalse N al1462 tRNA fragmenti sisaldava mtDNA edasipdrandumisel oli produkt 436 nt

suurune.

N a1462 tRNA fragmendi PCR-ga esines probleeme nagu seda on n&ha jooniselt 10. Nimelt tekkis

lisaks 436 nukleotiidi pikkusele produktile veel tiks mittespetsiifiline vaiksem produkt ehk esines
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ebaspetsiifikat, mis optimeerimise ajal ei olnud margatav. Kuna HS a1328 ori2 fragmenti sisaldav
mtDNA ja kontrollid tulid vilja, siis viitab see spetsiifiliselt a1462 probe up ja 01462 probe down
rev praimerite probleemile ning ristamisel saadud diploidsete kolooniate testimiseks see praimerite

paar ei sobinud.

Metsiktiiiipide omavahelisel ja rho tiivega ristamisel ning hmil4 ja ccel4 kontrollristamistel rho®
tlvega pérandus alati edasi oodatud fragment ning sellega valistati ristamisprotsessiga HMI1 ja
CCEL1 geenide deletsioonist pohjustatud vdimalik mtDNA kadumine(joonis 10).

A T HSal328xNald62 HS a1328 X rho a ' rho® a x N al462
500_bf -

L, eeeeee e - BLLLLLLL LY LY

B ! HS al328 irc34 x rho® a rho® a X N 1462 irc34
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Joonis 10. Geenide HMI1, IRC3, CCEL1 ja RPO41 deletsioonide mdju mtDNA parandumisele. A.
Metsiktltpi tlvede ristamine omavahel ja rho® tiivedega valistamaks ristamisest tulenevat mtDNA
juhuslikku kadu. B. IRC3, HMI1, RPO41 ja CCE1 geenide deletsiooni sisaldavate tiivede ristamised rho®
tlvega vaatamaks deletsioonide m&ju mtDNA pérandumisele. Lilla noolega on tahistatud N tRNA
fragmendi oodatud suurus (436 bp). Rohelise noolega on tahistatud HS ori2 fragmendi oodatud suurus
(1328 bp). Punase miinusega on téhistatud mitte produkti andvad kolooniad, mida kontrolliti totaalse DNA
restriktsiooniga. Sinise plussiga on tahistatud kolooniat, mida kasutati restriktsiooni kontrolliks. Iga rada on
eraldi ristamiskoloonia. Markerina kasutati Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Irc34 taheldati mtDNA teatud ebastabiilsus, kuna antud ristamise kontrolliks kasutatud HS a1328
irc34 x rha® a jérglaskonnas sisaldas ori2 fragmenti 11 kolooniat ning iiks koloonia oli kaotanud

mtDNA ning muutunud rho%ks (joonis 10), mida tdestas ka ristamistiivede totaalse DNA
restriktsioon.
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rho® a x N 1462 rpo414 ristamisel oli PCR tulemustest naha (joonis 10), et 50% jérglastest ehk
kuuel koloonial oli PCR-i produkt puudu. Kontrollimaks, kas see on tdesti nii, viidi 1abi produktita
kolooniate ja uhe produktiga kontrollkoloonia totaalse DNA restriktsioon, mille k&igus selgus, et
kdik PCR-produkti mitte andvad kolooniad sisaldasid siiski mtDNA-d, kuid restriktsioonigeeli
pildil oli nende kolooniate mtDNA fragment oluliselt nérgem kui kontrollina kasutatud rho
koloonia oma, mis tden&oliselt tdéhendas, et mtDNA kogus oli margatavalt vdiksem ning PCR-ga
detekteerimiseks ebapiisav (lisa 3).

2.3.5.3 Ristamiskatsed hupersupressiivsuse parandumise uurimiseks

Lisaks viidi ristamised labi Irc3, Hmil, Ccel ja Rpo4l valke kodeerivate geenide deletsioone
sisaldavate HS al328 ja N ol462 tlivedega, et jalgida, kuidas mojutavad need valgud
hlpersupressiivsuse edasi parandumist. Selleks kasutati kolme skeemi: dhel juhul ristati
metsiktllpi neutraalset tlive hupersupressiivse tiivega, mis sisaldas deletsiooni ja teisel juhul
vastupidi. Kolmandaks ristamiseks oli nii neutraalse kui hupersupressiivse deletsiooniga tiive
ristamine. Kdikidest ristamisest kontrolliti 12 kolooniat, véljaarvatud HS a1328 x N 01462 rpo414
ristamisest, kus kasvas ules ainult 11 kolooniat.

HS al328 ire34 x N al1462 HS al328 x N 01462 irc34 HS al328 ire34 x N 01462 irc34
500 bp
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Joonis 11. Hupersupressiivsuse parandumise uurimise ristamiste PCR analtisid. Koloonia-PCR
analliis uurimaks ristamiskolooniatesse parandunud fragmenti IRC3, HMI1, RPO41 ja CCEL1 deletsioone
sisaldavate HS al1238 ja N 01462 tlivede ristamistel. Rohelise noolega on margitud HS ori2 fragmendi
suurus (266 bp). Arvatavad rho® kolooniad on margitud punase miinusega ning DNA puhastuse ja
restriktsiooni kontrolliks vdetud kolooniad on mérgitud sinise plussiga. Markerina kasutati Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.

Joonisel 11 on néha, et hmil4, irc34 ja cceld tehtud ristamiste tulemusteks oli kdigil kolme

ristamisskeemi korral saadud fragment 266 nt pikk, see tdéhendab, et kdikidel kolooniatel parandus
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edasi hipersupressiivne ori2 fragmenti sisaldav mtDNA genoom. See viitab sellele, et nendel

deletsioonidel ei ole mdju hiipersupressiivsuse parandumisele.

Rpo414 tlivede tehtud ristamiste tulemusteks oli kdigi kolme ristamisskeemi korral 11 kolooniat
rho” genoomiga ning iiks koloonia rho® genoomiga. Kdikidele rho® genoomiga ja igast ristamisest
thele rho” genoomiga kontrollkolooniale tehti samuti totaalse DNA restriktsioon kinnitamaks
mitokondriaalse DNA fragmendi puudumist (joonis 12). Arvatavad rho® kolooniad siiski sisaldasid
ori2 fragmenti sisaldavat mtDNA-d, aga ka vahesel maéral tRNA fragmenti sisaldavat mtDNA-d,
mis viitab sellele, et neutraalne 01462 tRNA fragment on algses ristamiskoloonias olemas.
Ullataval kombel sisaldas HS a1328 rpo414 x 01462 ristamise arvatav rho® koloonia hoopis palju

rohkem tRNA fragmenti.

rpo41A ristamiskolooniate totaalse DNA rpo41A ristamiskolooniate totaalse DNA
A restriktsioon Apal ensiiiimiga (N 0.1462) B  restriktsioon EcoRV ensiiiimiga (HS al1328)

1500 bg b
g

1000 bp se—"
© al328rpodIAx al328x al328 rpo4IAx o al328rpo4iAx al328x al328 rpo41A X

- al462 ald62 rpo41A  ald62 rpo4IA al462 al462 rpo41A  al462 rpo4lA

Joonis 12. Rpo4ld tilvede ristamiste arvatavate rho® ristamiskolooniate kontroll totaalse DNA
restriktsiooniga. A: neutraalse mtDNA olemasolu analtiis Apal restriktsiooniga. Lilla nool téhistab
oodatud N fragmendi suurust (1462 bp). B: hipersupressiivee mtDNA olemasolu analiilis ECORV
restriktsiooniga. Roheline nool tahistab oodatud HS fragmendi suurust (1328 bp). Punase miinusega on
maérgitud kolooniad, mis PCR-s ei andnud tulemusi ja sinise plussiga on mérgitud kontrollkolooniad, mille
puhul oli PCR-ga ndha HS ori2 fragment. Markerina kasutati Thermo Scientific GeneRuler 1 kb Ladder.
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2.4 Arutelu

Antud to6 eesmargiks oli valja tootada meetod, millega on vdimalik kontrollida
hlpersupressiivsuse parandumist. Selleks, et jalgida mtDNA parandumist parmirakus, tuleb ristata
kahe erineva paardumistuiibiga (a ja o) tiive (Duntze et al., 1970). Varasemalt on selliseid katseid
tehtud kahel eri meetodil: ristates eri paardumistiiipidega hlpersupressiivset tiive metsiktidipi
tivega vOi neutraalse petite tlvega (Lockshon et al., 1995; Lorimer et al., 1995). Selles t60s
kasutati hlipersupressiivsuse uurimiseks hiipersupressiivse ja neutraalse tlive ristamist kuna RPO41
ja HMI1 geeni ei saa metsiktiupi tlvest deleteerida nii, et tlvi ei kaotaks metsikttitipi mtDNA-d
(Greenleaf et al., 1986; Sedman et al., 2000). Neutraalsetest rho™ tiivedest on aga RPO41 ja HMI1
geeni deletsioon vdimalik kuna see ei pdhjusta mtDNA kadu ja on véimalik jalgida
hlpersupressiivsuse parandumist (Fangman et al., 1989; Sedman et al., 2000).

Enne tlvede ristamist oli vajalik hinnata konstrueeritud deletsiooni tlivede stabiilsust ehk oma
mtDNA séilitamise vimekust. DAPI ja Southern blot tulemused naitasid, et HS a1328 hmil4
fragmenteerus viie nadala jooksul ja HS a1328 irc34 tive fragmentatsioon slivenes.. Varasemalt
on naidatud, et Hmil on hadavajalik metsiktiupi tives mtDNA stabiilsuse séilitamiseks, kuid pole
mtDNA fragment pisib stabiilsena hlpersupressiivses HS61 tlves (Sedman et al., 2000). Antud
t00s saadud tulemus on varasemalt avaldatuga vastuolus, sest hiipersupressiivses HS a1328 tiives
on HMI1 vajalik téieliku rhoo mtDNA fragmendi sdilitamiseks. Need erinevused vdivad tulla
sellest, et eelnevalt avaldatud t66s kasutatud hipersupressiivne HS61 tlvi on saadud teisel
meetodil. HS61 tlivi on saadud W303 tiivest HMI1 geeni deleteerimisel ja tekkinud rhovaliti vélja
edasi tootamiseks. Lisaks on eelnevalt avaldatud t66s kasutatud HS61 mutant mérkimisvaarselt
vaikesema mtDNA fragmendiga (829 nt) ning seni on naidatud, et vaiksemat fragmenti sisaldavad
hlpersupressiivsed mutandid sdilitavad oma mtDNA-d stabiilsemalt kui suuremat fragmenti

sisaldavad tlived (de Zamaroczy et al., 1981).

Tegemaks kindlaks, kas mutantse mtDNA pikkus mdjutab hlpersupressiivsete hmila tuvede
mtDNA stabiilsust, oleks vaja tulevikus l&bi viia sarnane katse, kus vaadatakse erinevate
suurustega hiipersupressiivseid ori2 fragmenti sisaldavate hmila tiivede vdimekust oma mtDNA

fragmenti séilitada.

HS a1328 hmila ja HS a1328 irc34 tuvede ebastabiilsus viitab sellele, et hlipersupressiivses tiives

on Irc3 ja HmMil olulised mtDNA 1328 aluspaari pika fragmendi sailitamiseks. Jarelikult on antud
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valgud vajalikud osade hipersuppresiivsete mitokondriaalsete genoomide korrektseks

séilitamiseks, tagades nditeks vigadeta replikatsiooni vdi DNA parandamise.

Rpo41 on vajalik metsiktlupi tuvedes tervikliku mtDNA séilimiseks (Greenleaf et al., 1986), kuid
hlpersupressiivsetes ja neutraalsetes tivedes pole Rpo41 mtDNA sdilimiseks vajalik ning rpo414
tived séilitavad oma osalise mtDNA fragmendi ka mitme poolestusaja méddudes (Fangman et al.,
1989; Lorimer et al., 1995). K&esoleva t60 DAPI ja Southern blot tulemused nditasid, et N a1462
rpo4l14 tives esines rho® kolooniaid, millel puudus mtDNA, kuid tundub, et tegu on pigem
transformatsioonist tuleneva muutusega kuna aja jooksul rho® kolooniate hulk ei suurenenud.
Seeparast oleks edaspidi mdistlik l1abi viia peale transformatsiooni antu tiive subkloneerimine,

millega on v@imalik lahti saada transformatsiooni kaigus tekkinud rha® kolooniatest.

Varasemalt on naidatud, et hlipersupressiivsetes tivedes on CCE1 deleteerimine vdimalik ning see
ei pohjusta mtDNA kadu (Zweifel & Fangman, 1991). Neutraalsete tiivede kohta sellist kirjandust
leida ei ole. Antud t66 DAPI vérvimise tulemustest jareldub, et CCE1 on neutraalsetes tiivedes
stabiilsuseks hadavajalik, sest selle deleteerumisel ei ole mutandi mtDNA stabiilne. Kuigi DAPI
meetodil N 1462 cceld tives mtDNA olemasolu ei taheldatud, oli kontrolliks tehtud totaalse
DNA restriktsioonil detekteeritav vaikeses koguses mtDNA fragment, mille kogus langes viie
nadala jooksul veelgi. See viitab sellele, et cceld pdhjustab neutraalses N 1462 tives mtDNA
markimisvéarset vahenemist. Selline mtDNA koguse véhenemine aga tahendaks, et ristamisel
stabiilse hipersupressiivse cceld tiivega oleks N al462 cceld tivi ebasoodsas seisus kuna
parandatavaid Uksuseid on palju vahem. Saamaks selgeks, kas ccel A pdhjustab neutraalsetes
tivedes mtDNA kadu pika aja jooksul v6i pdhjustab ainult mtDNA koguse vahenemist, oleks vaja

neutraalse ccel4 tlive stabiilsust kontrollida veel pikema aja jooksul.

Samuti vdib olla pohjuseks N «1462 tive mtDNA fragmendi pikkus. Varem on (ldise ja
mikroobibiokeemia labori tudengi Mirjam Kérmase kirjutatud bakalaureusetfds naidatud, et
vaiksema mtDNA fragmendiga neutraalsetes tiivedes pisib mtDNA fragment stabiilsemana kui
suurema fragmendiga tuvedes. Samas antud t60 tulemused nditavad, et tuvedes, kus ccel oli
deleteeritud, sailus 100 % mtDNA-st just tlves, mis kandis kdige pikemat fragmenti. Seega on
voimalik, et mtDNA séilumise koha pealt CCE1 deletsiooni sisaldavas tuives pigem olulisem

fragmendis olevad struktuurielemendid, mitte selle Gldine pikkus.

Hipersupressiivse ja neutraalse petite mutandi ristamisel on néidatud, et pdrandub 100% ulatuses

hipersupressiivne mtDNA fragment (Lorimer et al., 1995). Kédesolevas t66s tehti kindlaks, kas
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HMI1, IRC3, RPO41 v6i CCEL geeni deleteerimine hipersupressiivsest ja neutraalsest tivest

mdjutab hupersupressiivsuse parandumismustrit.

Varasemalt on hupersupressiivsuse parandumismustrite muutumise nagemiseks kasutatud
Southern blot meetodit, kuid tulemused avaldanud autorid nentisid, et tegu on aarmiselt téémahuka
ja aegandudva meetodiga, millega ei ole vdimalik kontrollida nii palju kolooniaid kui oleks vaja,
et ndha hipersupressiivsuse kadumise efekti (Lorimer et al., 1995). Seet6ttu optimeeriti k&esoleva
t00 jaoks koloonia-PCR meetodit, et suuremahulist katset oleks véimalik 1&bi viia vdimalikult

Kiirelt ja efektiivselt.

Helikaaside Irc3 ja Hmil puudumise mdju kohta hlpersupressiivsuse parandumisele varasemalt
publikatsioone avaldatud ei ole. Selles t60s saadud tulemused néitavad, et hmilA ei avalda moju
hlpersupressiivsuse parandumisele kuna koigi ristamiste puhul olid 100% jarglastest ori2
fragmenti sisaldava mtDNA genoomiga. Vaatamata sellele, et IRC3 deletsiooni puhul téheldati
mdju HS al328 tive mtDNA edasi parandumisele jarglaskolooniatele, ei mérgatud ka selle
helikaasi puhul mdju hlpersupressiivsuse parandumisele ning see vdib tuleneda sellest, et irc34

mdju on siiski vordlemisi véike voi oli valimi suurus ebapiisav.

Varasemalt on publitseeritud tulemused, kus taheldati ccel4 tlivede ristamisel hlipersupressiivsuse
kadu (Zweifel & Fangman, 1991). Ullataval kombel ei lahe see tulemus kokku antud toos
naidatuga, kus hipersupressiivsuse kadu ndha ei olnud ning kdigile jarglastele parandus edasi
hlpersupressiivne mtDNA fragment. Saadud erinevusi on véimalik pohjendada sellega, et Zweifeli
ja Fangmani tehtud katses ristati hlipersupressiivset tiive metsiktiupi tlvega, kuid antud t66 katses
ristati hlpersupressiivset ja neutraalset tive ning siin vdivad rolli méangida metsiktilpi ja
neutraalse tlve voimalikud replikatsiooni eelised kui ka mtDNA parandumise erinevused. Edaspidi
peaks antud tulemuste valideerimiseks viima labi ka ristamised metsiktudipi tlivega ja vordlema

PCR-i tulemusi varasemalt Southern blot meetodil saadud tulemustega.

Rpo41l osaluses hipersupressiivsuse mehhanismis ei olda siiani kindel ning selle kohta on
avaldatud vastakaid tulemusi. Naidatud on nii Rpo4l rolli puudumist hupersupressiivsuse
parandumises (Lorimer et al., 1995), kuid hilisemalt on publitseeritud tulemusi, mis nditavad, et
Rpo41 puudumine toob kaasa hiipersupressiivsuse kadumise ja osaleb selle mehhanismis (Corbi &
Amon, 2021). Rpo414 ristamisest saadud PCR tulemus nditas, et kolmel ristamise skeemil oli
kdigil Uks koloonia, mis ei andnud produkti, kuid totaalse DNA restriktsiooniga olid nahtavad nii
HS ori2 ja N tRNA mtDNA fragmendid. See viitab sellele, et kui jarglaskoloonia sisaldab kahte
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fragmenti on seda PCR-meetodiga raske detekteerida, mis vdib tuleneda nditeks DNA fragmendi
hulga erinevusest. Kuna jarglased sisaldavad mdlemat mtDNA-d, siis on raske 6elda, kuidas
RPOA41 geeni deletsioon mdjutab hipersupressiivsust ja kumb fragment aja jooksul jérglastele
edasi kandub. Selle tdestamiseks peaks l&bi viima ristamiskatsed, kus vaadatakse mtDNA
fragmendi edasiparandumist pikema aja jooksul peale ristamist. See on kooskdlas varasemalt
avaldatud tulemustega, kus téheldati Rpo41 mdju hipersupressiivsusele ja mdlema fragmendi
olemasolu ristamise jargselt (Corbi & Amon, 2021). Ké&esoleva bakalaureusettd tulemused
viitavad sellele, et Rpo41 panustab hupersupressiivsuse mehhanismi toimimisse, kuid tdpsem viis
on teadmata. Tulevikus oleks vajalik rohkemate ristamiste labiviimist ja vajadusel

ristamiskolooniate analtiisimist Southern blot meetodil.

Ristamiskatsete tulemused néitasid, et koloonia-PCR vdib anda kallutatud tulemusi ja seda mitmel
erineval pdhjusel. Esiteks on N a1462 mtDNA fragmendi PCR tdenéoliselt ebaefektiivsem kui
hlpersupressiivse mtDNA oma, mistdttu antud detektsiooni meetod vGib anda kallutatud tulemusi.
Edaspidisteks katseteks oleks vaja uuesti disainida, tellida ja optimeerida praimerid neutraalsele
tivele, milleks selle t60 raames aega ei jatkunud. Teiseks on hilipersupressiivses tives mtDNA
kordused lihemad, sisaldades seega rohkem kordusi sama koguse DNA kohta, mis mdjutab PCRI
efektiivsust ka sama koguse mtDNA puhul. Kolmandaks on teadmata, milline on mtDNA kogus
uhe raku kohta, mis juhul, kui see on suurem hiipersupressiivses tiives, vdib veelgi enam tulemusi
moonutada. Seepdrast tuleks saadud andmeid tdiendada mtDNA koguse mddtmisega, et valistada
eelpool kirjeldatud stsenaariumitest tulenev vdimalik hlpersupressiivse mitokondriaalse genoomi
ule esindatus. Vastsel juhul on jareldused limiteeritud relatiivse koguste suhtes ihe katse raames.
Kokkuvotvalt voib véita, et koloonia-PCR sobib pigem hupersupressiivsuse parandumise
mehhanismis osalevate valkude uurimise valimi kitsendamiseks ja vdimaldab spetsiifilisi

kanditaatvalke pbhjalikemate meetoditega edasi uurida.
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KOKKUVOTE

S. cerevisiae osalise mitokondriaalse DNA-ga rho™ mutante iseloomustab supressiivsus.
Supressiivsus on rho~ mutandi vBime eelistatult kanda oma mitokondriaalne DNA jargnevale
polvkonnale, kui neid ristata metsiktulpi parmitivega. Supressiivsuse mehhanism ja selles

osalevad valgud on aga siiani teadmata.

Kéesoleva bakaleureusetod eesmargiks oli vélja todtada ja uurida S. cerevisiae rho” mutantide
hlpersupressiivsuse parandumist PCR meetodil. Selleks oli vajalik esmalt hlipersupressiivsete ja
neutraalsete IRC3, HMI1, CCE1, RPO41 deletsiooni tiivede konstrueerimine ja nende mtDNA
sailimise analttsimine. Sellele jargnes koloonia-PCR meetodi optimeerimine, et mahuka katse
anallius oleks vBimalikult kiire ja efektiivne. Viimaseks teostati hlipersupressiivsete ja neutraalsete
tivede ristamine hipersupressiivsuse parandumise uurimiseks ning saadud kolooniate mtDNA

fragmente analliusiti koloonia-PCR abil.

T60 kaigus selgus, et koloonia-PCR ei pruukinud anda korrektseid tulemusi kuna the praimeri
paariga esines ebaspetsiifiliste fragmentide teket ning selle lahendamiseks edaspidisteks katseteks
oleks vajalik uute praimerite disainimine ja tellimine. Osadel juhtudel ei t66tanud ristatud tivede
peal PCR, mis vdib tuleneda sellest, et ristamisel toimusid mtDNA Umberkorraldused, mistdttu ei
saanud praimerid DNA-le korralikult seonduda. Antud t66 tulemused néitavad, et koloonia-PCR
vOiks paremate praimerite korral sobida hiipersupressiivsuse parandumise mehhanismis osalevate
valkude uurimisel valimi kitsendamiseks kuna tegu on suuremahulise katse jaoks efektiivseima

meetodiga ja selle pohjal saaks hiipersupresiivsust mojutavaid valke uurida péhjalikumalt edasi.

Ristamiste ja PCR tulemustest ei olnud naha, et helikaasid Hmil ja Irc3 ning resolvaas Ccel
mdjutaks hulpersupressivsuse parandumist, sest ko&igil juhtudel pérandus jérglastele edasi
hipersupressiivne mtDNA fragment. M&ju hipersupressiivsuse parandumisele oli naha vaid
Rpo41 valgu puhul, kus totaalse DNA restriktsiooni geelil oli naha, et edasi on parandunud nii
neutraalne kui ka hlpersupressiivne mtDNA fragment ning selle valgu mdju hiipersupressiivsuse
mehhanismile oleks vaja edaspidi lahemalt uurida. Lisaks on vdimalik, et rpo4l4 tlvede
ristamisest saadud tulemused viitavad hupersupressiivsuse kadumisele pikema aja jooksul, kuid

tdpsemad jareldused nduavad uue katseskeemi koostamist.
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Heritability studies of hypersuppressiveness in Saccharomyces cerevisiae rho” mutants using
PCR method

Iris Vaask

SUMMARY
Saccharomyces cerevisiae is a unique model organism to study inheritance of mitochondrial DNA
(mtDNA) because of its ability to survive without functional mtDNA. Mutants without fully
functional mtDNA are referred to as rho™ petite mutants. Rho mutants are also characterized by the
ability to preferentially pass on their mtDNA when crossed with wild type strains. This trait has
been termed suppressiveness. Rho™ mutants are divided into three groups based on the nature of
their suppressiveness — hypersuppressive, suppressive and neutral. When the strain’s progeny is
wild type, then the rho” mutant is neutral. If all the strain’s progeny has rho” mtDNA, then the
mutant is hypersuppressive. Intermediate outcomes are categorized as suppressive rho” mutants.

The mechanisms and participating proteins of this process are currently unclear.

The aim of this thesis was to study the roles of four proteins in the inheritance of
hypersuppressiveness in S. cerevisiae rho- mutants using PCR. First, hypersuppressive and neutral
IRC3, HMI1, CCE1, RPOA41 deletion strains were constructed and their ability to maintain
functional mtDNA over a five-week period was analyzed. HS a1328 hmil4 and HS a1328 irc34
strains showed signs of instability by fragmenting during five-week period. Also signs of instability
were noticed in N a1462 irc34 and N 1462 rpo414 strains. This was followed by colony-PCR
optimization for maximal efficiency of the following large-scale experiments. The final step of the
process was to cross hypersuppressive and neutral deletion strains with each other to assess the
roles of the proteins Hmil, Irc3, Ccel and Rpo4l in hypersuppressive inheritance using colony-
PCR.

Unfortunately, colony-PCR exhibited some problems for studying inheritance of
hypersuppressiveness since one pair of primers used for colony-PCR caused the formation of non-
specific fragments upon use, meaning that future experiments would require designing new
primers. There is a possibility that DNA modifications occurred during mating which resulted
primers not annealing to the DNA properly. The results of this study indicate that colony-PCR is
an appropriate methodology for determining the proteins involved in hypersuppressive inheritance
due to its high throughput. However, the study of the precise roles of such proteins in

hypersuppressive inheritance would require a more in-depth technique.

36



PCR results indicated that helicases Irc3 and Hmil as well as resolvase Ccel don’t seem to have
any effect on the inheritance of hypersuppressiveness, since only the inheritance of
hypersuppressive fragments was observed. Of the studied proteins only RNA polymerase Rpo41
appeared to affect the inheritance of hypersuppressiveness, which is in accordance with the
previous results from other types of mating experiments. The effect of this enzyme on the
mechanism of hypersuppressiveness remains unclear and needs to be elucidated in the future. There
is also a possibility that the result from mating rpo414 strains indicates that hypersuppressiveness
is lost during longer time periods, but confirmation would require further experiments using altered

methods.
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LISAD

Lisa 1 Toos kasutatud praimerid ja PCR tingimused

Praimeri _ Elongatsiooni
- Jarjestus 5°-3’ suunas Temperatuur
nimi aeg
Integratsioonifragmentide amplifikatsioon
Steb- CTAAAAAAGGAAGATACAGGATACAGC
KanMX4N | GGAAACAACTTTTAAATGCGTACGCTGC
AGGTCGAC
Steb- GGGATGCTTTCTTTTTATTATTGCATAA
KanMX(C- | AATTTAGTGTATACTCTAGAATTCGAGC
term)2 TCGTTTTCGACAC
YRD332w | TTATTTCACATAACGGAAGAAGCCTATT
DelFr GGAGCCATGAGTATAATAAAATATGCG
TACGCTGCAGGTCGAC
YRD332w TGTACTAGTGACTGTATATTAATATATG
DelRev CACATTTATGTAGCTACGGATTTTAATC 54 °C 2 min
GATGAATTCGAGCTCG

Hmil S1 TAATATGTAGAAAAAATATAGAGAAGG

TATACGTCGTTCGTTGAAGACAGCGTAC

GCTGCAGGTCGAC

Hmil S2 ATTATGTAAAAGGGTGATAATACATTAT

GAAAGGTAAGTAAAAAACTATTATCGA

TGAATTCGAGCTCG

Ccel S1 TACAACGAAGGCTTACGGTTATACAGTC

TAAAGCTAAAAAAGATAGTAATCGTAC
GCTGCAGGTCGAC
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Ccel S2

ATACATAGAGATTACATGTTATTTCAAG
TTTGCGATCACCGCACAATTTCGATGAA

TTCGAGCTCG
Rpoup Kan | TTTACATTTTATACATTCCTTGGATCAGT
TCCTCCCCCTCTT
54 °C 3 min
Rpo down | TATATGTACAAGTTAAATAAAAATAAC
Kan ACAAATAAATTTTAG
Integratsioonifragmentide kontroll
Rpo4lup5 GCAGATCTCCTGTTCATATAC
Rpo41l GCAAACGATAAACGCTAAGTATG 54°C 4 min 30 sek
down 3
Irc3 Bam | GCCGGATCCCTTGGAGACTTACCGCAAA
HI5 AACAAT
Irc3 Sacl3 GCCGAGCTCGCAATTCCATCATTTATCT
GGTCTG 56 °C 3 min 30 sek
Ste5 prom TATTTCGAGTGAAGAAGAAGCGTTAAA
Steb5 term ATGAACTTGAAAGACTAAGAAGAA
Hmil pseq CTTCCCTTGTGATGTGTCAG
Hmil term | CCGCATCCTAGAATAGTTTTTTACTTAC
rev
54 °C 2 min 30 sek
Ccel 3 GAATCTCTTGAATACAAGGCA
down
Ccel 5up GCTGAAGATGGCCTAACAG
Antibiootikumi resistentsuskasseti kontroll
Kan TGATTTTGATGACGAGCGTAAT
54 °C 35 sek
forward
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Hmil term | CCGCATCCTAGAATAGTTTTTTACTTAC
rev
Rev Hph 5 ACATGGGGATGTATGGGCTA
out
Rpo41 up 5 GCAGATCTCCTGTTCATATAC
Kan TGATTTTGATGACGAGCGTAAT
forward
50 °C 1 min
Ccel 3 GAATCTCTTGAATACAAGGCA
down
Kan rev CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT
56 °C 40 sek
Ste5 prom | TATTTCGAGTGAAGAAGAAGCGTTAAA
Kan rev CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT
Irc3 Bam | GCCGGATCCCTTGGAGACTTACCGCAAA 56 °C 50 sek
HI5 AACAAT

Radioaktiivsete hlibridisatsiooniproovide amplifikatsioon ja ristamiste kontroll

ald462 CGCTTGTGGTGCGTTAAATCTG
probe up

ald462 GAAGGAGTCCGATCGAAAGAGA
probe down

rep

ORI 3 IN TAGGGGGAGGGGGTGGGT
ORI5 IN GGGGGTCCCAATTATTATTTTC

52 °C

40 sek
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Lisa 2 Stabiilsuse kontrollimise Southern blot meetodi tulemused.

HS a1328 rpo414 5. nadal ~ HS al328 ccel4 5. nidal
1 23456 7 8 1 23%& 5710 7 8

1500 bp =——
- — e - o a» e - - o

1000 bp ——
HS 21328 ste54 5. nddal  HS a1328 HIS3 + 5. niidal
123456 738 12 34 567 8

1500 bp ——

roneii—s e — - — -

Lisa 2a HS a1328 deletsiooni tiivede 5. naddala Southern blot mtDNA stabiilsuse kontrolliks. Rajad 1-
8 téhistavad kaheksat erinevat kolooniat igast HS a1328 deletsiooni tiivest, mida restrikteeriti ECORV
restriktaasiga. Fragmendi oodatav pikkus 1328 bp.

N a1462 irc3A 1. nddal N a1462 irc3A 5. nidal
32 3456 78 123456 738

1500 bp =—
W - - -
1000 bp =—

N a1462 rpo41A 1. nidal N al1462 rpo4IA 5. nidal

123456 718 2345 6 78
1500 bp —— a2k 28 5 BE &8
1000 bp —
N a1462 hmilA 5. nidal N al462 ste5A 5. nidal
12 34586 78 123 & 56 7 8
1500 bp —
——— ———— —— — — o o o —
1000 bp —

Lisa 2b N a1462 deletsiooni tiivede 1. ja 5. nddala Southern blot mtDNA stabiilsuse kontrolliks. Rajad
1-8 tahistavad kaheksat erinevat kolooniat N «1462 deletsiooni tiivest, mida restrikteeriti Apal
restriktaasiga. Fragmendi oodatav pikkus 1462 bp.
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Lisa 3 HS rho® a x N al462 Arpo4l ristamise totaalse DNA restriktsioon Apal ensiiimiga
kontrollimaks neutraalse fragmendi olemasolu.

rho® a X N 01462 rpo414 totaalse
DNA restriktsioon Apal-ga (N a1462)

1500 bp
1000 b

Lisa 3. HS rho® a x N al462 Arpo41 ristamise totaalse DNA restriktsioon kontrollimaks neutraalse
fragmendi olemasolu. Noolega on ndidatud oodatava neutraalse mtDNA fragmendi suurus (1462 bp).
Plussiga on téhistatud kontrollina kasutatud koloonia, millel oli neutraalne fragment néha PCR-ga.
Ulejaanud miinusega tahistatud proovid on ristamiskolooniad, mille puhul PCR-s ei olnud niha mtDNA
fragmenti. Kdigil proovidel on kasutatud Apal restriktaasi. Markerina kasutati Thermo Scientific Generuler

1 kb Ladder.
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