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Liihikokkuvoéte. Mitokonder omab eraldi genoomi, mille funktsioneerimises ja sdilimises
omavad olulist rolli erinevad valgud, nende hulgas ka helikaasid. S. cerevisiael on kirjeldatud
kolm mitokondriaalset DNA helikaasi Pifl, Hmil ja Irc3. Irc3 on SF2 helikaas ja osaleb
hargenud DNA metabolismis. Kéesolevas bakalaureusetdds ndidatakse, et RecG suudab
osaliselt komplementeerida Irc3 deletsiooni. Analiiiisisin samuti reaalaja qPCR-i kasutades
Irc3 ja Ccel deletsiooniga hiipersupressiivse all tiive mutante ja viisin 1dbi in silico katsed,

mis nditavad, et bakteriofaag T4 helikaas UvsW on Irc3 koige ldhedasem homoloog.
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Abstract. DNA helicases play an important role in mitochondrial DNA maintenance. There
are three DNA helicases in the mitochondria of the yeast S. cerevisiae: Pifl, Hmil and Irc3
and all of them are directly involved in mitochondrial genome maintenance. Superfamily 2
helicase Irc3 is known to participate in branched mitochondrial DNA metabolism. In this
thesis work I demonstrated that RecG partially complements Irc3 deletion. I also analyzed
mitochondrial DNA in Irc3 and Ccel deletion mutants by quantitative real-time PCR and
performed in silico analyzes which indicate that the bacteriophage T4 helicase UvsW is the

closest homologue of Irc3.
CERCS research specialization: P320 Nucleic acids, protein synthesis

Keywords: Irc3, RecG, Ccel, helicase superfamily II, mitochondria



Sisukord

Kasutatud THhendid:..........ooiierieniee ettt et 5
SISSEJUNALUS. ..ottt ettt st e st e s bt et e st e e s bt e s st e e saeeate e st e sabeesbeeenabaaeas 6
1. Kirjanduse G1evaade...........cocveeueerieriiinieeieeeieeie ettt ste et sete s e e steesaeesabe s sbaaesnnaees 7
1.1 Saccharomyces cerevisiae mitokondriaalne genoom ja p6himehhanismid....................... 7
1.2 Helikaaside GldiSElOOMUSLUS.........cocuerterrerrierienierieeteteete ettt ettt 8
1.3 Helikaaside superperekond IL............ccccovieriieeniiniiinnienieeteeieeee et 9
1.4 Superperekond II helikaaside MOtiivid..........ccoceeveriienirieniieniiineeeeeeeeeeeee 10
1.5 Helikaaside ruumiline StrUKEUUT.........ccc.ciriiiiiiinieeiieteeeeeeeete et 12
1.6 Mitokondriaalsed DNA helikaasid.........ccoceerueerieniiiiniiiieieeeeteeeeee et 14
1.7 Irc3 GldiSElOOMIUSTUS. ... ..eeueieeiiieiieeitete ettt ettt et 15
1.8 ReCG UldiSElOOMUSLUS. ....c..eeieiiiieeiieeieetee ettt ettt ettt e e es 16
2. Materjalid ja MetOOMIKa.......c.eererieiriieiiieeeiieeeiie ettt e sete e st e e s e e e sbee e s ssaraeeeeessannneeas 18
2.1 TOO EOSIMATK. ...c...einiiiiiieiete ettt et sttt e et sbe e st e e s et e e e bteeesaseeeenee 18
2.2, TUVed JA VEKLIOTIA. . .ceeiieiriieeieeeieeeste ettt se e st e s te e e sare e ssabe e s sabeessaeessaeesnssneas 19
2.3, PraimeTi. . .cceeeieeeieeee ettt ettt e sttt e et e e e e e 20
2.4, SOOTIMEA. ....cueeeeeeieiteieeteet ettt ettt ettt et st e st e et e sat e st e et e e st e b e e s e sat e bt et e eatesaeennneenee 21
2.5. Lahused ja rea@endid...........ccceoieriieinieriieeiecieeceeieeit ettt e e e aes 22
2.6. Parmi rakkude elumuse mdotmine gliitserooli ja gliikoosi sisaldavates sodtmetes....... 22
2.7 Totaalse parmi DNA eraldamine...........cccoecuerriiinieniienienieerieeeeste e e e sire e 23
2.8. QPCR-1 KatSESKEIM.....ceuviiiieiiiiiieeieeteete ettt ettt ettt e st e s be et e s aeesaneenes 24
2.9. In SIliCO @NALTTS. ...c..eevvertereieiieteeiteteet ettt ettt st a et et be e e 25
3. TUIEIMIUSEA. ...ttt sttt et e bt e st e et e st e s beesate e sasbeeesabaeeeane 27
3.1. Bakteriaalne RecG suudab osaliselt komplementeerida Irc3.........cccccoceeverveinieinnunennee. 27
3.2. Kvantitatiivne reaalaja PCR Irc3 ja Ccel deletsioonidega tiivedele............cccceerruueeenn. 29
3.3. Irc3 on koige sarnasem T4 bakteriofaagi helikaasile UVSW.........ccceceveevirvieeniennnenne. 32
3.3.2. Irc3 vordlus sarnase funktsiooniga SF2 helikaasidega 7 konserveerunud motiivi
1010] 11 | TSRS 32
3.3.1 Irc3 ja teiste ldhedaste helikaaside vordlus MEGAG6 programmiga...........ccccceeuvueeee 34
3.3.3. Irc3, T1R perekonna ja UvsW vordlus ja joondamine............cccecvveeeeerenvreeeeennnnnen. 35
B ATULLIUL ¢ttt ettt e s et e bt et e et e e st e e bt e e ab e e bt e e ab e s b e e e ab e e bt e eaee e nne e 37
KOKKUVOLE. ...ttt et et s bt e bt e st e bt e st e e bt e sabeesaeeesaneeean 41
SUIMIIMIATY ...ttt ettt e e e s te e e e s st e e e e s abbeeesssbaeesesssbaeeesssssaeesssssssransaaaaeaesens 42






Kasutatud liithendid:

ah- aminohape

Cp- gPCRi iihik, iiletus punkt

EtOH- etanool

ddH,O- kahekordselt destilleeritud vesi
dsDNA- kaheahelaline DNA

NTP- nukleotiid trifosfaat

mtDNA- mitokondriaalne DNA

gPCR- kvantitatiivset reaalaja PCR-i
SF- superperekond

SC- téissiinteetiline s6ode

ssDNA - iiheahelaline DNA



Sissejuhatus

Mitokonder on rakuorganell, mis omab eraldi genoomi ning mille oluliseks funktsiooniks on
raku ATP-ga varustamine. Mitokondri metabolismis on oluline roll nii mitokondriaalse DNA
enda poolt kui ka raku tuuma genoomi poolt kodeeritud valkudel. Uheks selliseks niiteks on
helikaasid, mis on laialdaselt levinud erinevate organismide seas, omavad vdga palju
erinevaid funktsioone ja méngivad rolli nditeks replikatsiooni, reparatsiooni, translatsiooni
juures. Seetottu on helikaasid oluliseks osaks raku funktsionaalsuse ja genoomi terviklikkuse

sdilimise juures.

Parmi mitokondriaalsetest helikaasidest on kirjeldatud Pifl, Hmil ja Irc3, mis kdik osalevad
otseselt Saccharomyces cerevisiae rakkude mitokondri DNA metabolismis. Irc3 on
superperekond (SF) 2 helikaas, mille tapne funktsioon ja superperekonna sisene perekondlik
kuuluvus ei ole veel 16plikult teada. On ndidatud, et Irc3 valk on oluline kaksikahelaliste
katkete drahoidmisel (Sedman et al., 2014), mis andis esmakordselt aimu Irc3 tdhtsast rollist

tdieliku mitokondriaalse DNA sdilimise juures.

Lisaks Irc3-le leidub nii pdrmis kui ka teistes organismides vdga palju SF2 erinevaid
esindajaid, mis kasutavad substraadina erinevaid DNA molekule. Uheks selliseks valguks on
bakteriaalne RecG (Lloyd ja Rudolph, 2016), mille iiheks iilesandeks on DNA hargnenud
struktuuride modelleerimine. RecG homoloog avastati hiljuti ka taimedest, kus ta mojutab
mitokondriaalse DNA sdilumist. Kuna hiljuti ndidati meie laboris, et Irc3 mdjutab otseselt
DNA hargnenud struktuure on voimalik (GaidutSik et al., 2016, Lisa 3), et Irc3 on RecG
parmi analoog, sest teisi hargnenud DNA spetsiifilisi helikaase parmi mitokondrites pole

teada.

Selleks, et saada tdpsemat iilevaadet Irc3-st, tema funktsioonist ja seosest teiste sarnaste
valkudega, uuriti kdesolevas t60s bakteriaalse RecG voimet komplementeerida Irc3
deletsiooni ja uuriti voimalikke interaktsioone Irc3 ja Ccel vahel, mis on ainuke teadaolev x-
struktuure 16ikav mitokondriaalne endonukleaas (Kleff et al., 1992). Ajendatud selle
bakalaureuset6d eksperimentaalsetest tulemustest ja samaaegselt tehtud Irc3 ensiimoloogilise
spetsiifika analiilisist, viisime 1dbi Irc3 vordluse teiste SF2 valkudega, mis omavad sarnast

funktsiooni tuumas ja prokariiootsetes rakkudes, et selgitada vélja Irc3 perekondlik kuuluvus.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Saccharomyces cerevisiae mitokondriaalne genoom ja pohimehhanismid

Mitokonder on eukariiootne membraanne rakuorganell, mis omab iseseisvat mitokondriaalset
genoomi. Mitokondri poolt kodeeritud valkudest ei piisa, et iseseisvalt replitseeruda ja vajab
selleks paljude tuuma genoomi poolt kodeeritud valkude abi. Mitokondrid on olulised
energiatootmiseks rakus, seal toimub oksiidatiivne fosforiilatsioon, mille kdigus tekib

adenosiin trifosfaat ehk ATP (Westermann, 2013).

Pagariparmi Saccharomyces cerevisiae (tiive FY1679) mitokondriaalne genoom on umbes
85kb (tuhande aluspaari) suurune ning selle DNA jérjestust iseloomustab adeniini ja tiimiini
rikkus, guaniini ja tsiitosiini esineb vdhem, kuid teatud regioonides, mida kutsutakse GC
rikasteks saarekesteks on guaniini ja tsiitosiini aluspaarid tihedamalt. Mitokondriaalne
genoom kodeerib kolme erinevat ribosomaalset RNAd, 24 tRNAd ja kaheksat
mitokondriaalset valku, mis kodeerivad hingamisahela osi, tdpsemalt apotsiitokroomi,

ATPsiintaasi ja tsiitokroom c oksiidaasi alamiihikuid. (Foury et al., 1998).

Mitokondriaalse DNA poolt kodeeritud valkudest ei piisa mitokondri téielikuks
funktsioneerimiseks, seega osalevad mitokondriaalse DNA-ga seotud protsessides ka tuuma
valgud, millest enamus on vajalikud mitokondriaalse genoomi sdilitamiseks ja kaheksa
mitokondriaalse genoomi poolt kodeeritud valgu siinteesiks, samuti erinevate transpordi ja
muude regulatoorsete iilesannete tditmiseks. Seega tagavad mitokondri elujoulisuse viga
paljud erinevad valgud, neist koigist ainult umbes 14% tegelevad otseselt energia tootmisega

(Sickmann et al., 2003).

Heaks mudelorganismiks muudab S. cerevisiae tema voime elada ilma hingamiseta. Tegemist
on fakultatiivse anaeroobiga, kes suudab hingamata elada fermenteeritaval siisinikuallikal.
Tavalisest metsiktiitipi pdrmi kolooniatest vdiksemaid kolooniaid moodustavaid mutante
nimetatakse petite mutantideks. Eristatakse kahte tiilipi petite mutante, tsiitoplasmaatilised ja
nukleaarsed petite-d, vastavalt sellele, kas muteerunud on mitokondriaalne voi tuuma
genoom. Tsiitoplasmaatilised petite mutandid jagatakse omakorda rho- ja rho® Kkellest
esimesed omavad ainult vdikeseid fragmente mitokondriaalsest DNAst (mtDNA) ja teistel
puudub mtDNA tdielikult. Tavalist kasvu metsiktiilipi pdarmi tiivesid, mis moodustavad
normaalsuurusega kolooniaid nimetatakse ka tihti rho’, mis viitab mitokondriaalse

tdisgenoomi olemasolule (Tzagoloff ja Dieckmann, 1990; Westermann, 2013).



S. cerevisiae tsiitoplasmaatiliste petite mutantide tekkimise alusel on voOimalik maéérata,
millised geenid on mitokondri t66tamiseks ja sdilimiseks eluliselt tdhtsad ja omakorda madista
erinevate valkude iilesandeid ning tdhtsust mitokondriaalse DNA sdilimise juures.
Héadavajalikku rolli omavad mitokondriaalse DNA sdilimise juures valgud, mis osalevad
mtDNA metabolismis, nditeks mitokondriaalne DNA poliimeraas Mip1, aga ka helikaasid

Pif1 ja Hmil (Merz ja Westermann, 2009).

1.2 Helikaaside iildiseloomustus

Helikaasid on iildlevinud ensiitimid, mis suudavad lahti harutada kaheahelalisi DNA, RNA ja
RNA-DNA hiibriidmolekule, 16hkudes aluspaaride vahelisi vesiniksidemeid. Vajalik energia
saadakse 5'-nukleosiid trifosfaatide hiidroliiiisil ja erinevad helikaasid on voimelised lisaks
ATP-le kasutama ka teisi NTP substraate. Helikaasid on olulised replikatsiooni, reparatsiooni,
rekombinatsiooni ja transkriptsiooni, translatsiooni, ribosoomi siinteesi, RNA maturatsiooni ja
splaissingu, tuumast vélja transportimise protsesside ja DNA konjugatsiooni juures (Matson ja

Kaiser-Rogers, 1990, Lohman ja Bjornson, 1996, Singelton et al. 2007).

Helikaase jaotatakse ja iseloomustatakse erinevate struktuursete ja biokeemiliste tunnuste

alusel:

a. Helikaase jaotatakse laiemalt DNA ja RINA helikaasideks, olenevalt sellest, millise

nukleiinhappe olemasolul esineb valgul helikaasne aktiivsus. (Lohman ja Bjornson, 1996)

b. Primaarjarjestuse alusel jagatakse helikaasid superperekondadesse (SF). Igal SF-l on
kindel arv motiive, mille aminohappelised jarjestused on koigil perekonna liikmetel
konserveerunud. Aminohappelise jdrjestuse jaotuse alusel on suurimateks SF1 ja SF2, mille
puhul on kindlaks tehtud 7 peamist konserveerunud jdrjestust, motiivid I, Ia, II-VI. Lisaks on
teada 3 vdiksemat, SF 3-5, mis omavad vdiksemal arvul konserveerunud motiive (Gorbalenya
ja Koonin, 1993). Hilisemalt on jaotusesse juurde arvatud ka SF6, kuhu kuuluvad AAA*
(ATPases associated with diverse cellular Activities) ehk mitmekiilgse raku aktiivsusega

seotud valgud (Singelton et al., 2007).

c. Translokatsiooni liikumise suund méérab helikaasi polaarsuse. Kuna substraadiks voib olla
nii tiheahelaline kui ka kaheahelaline DNA, médirab translokatsiooni suuna dra see, millise
ahelaga seostub helikaas tugevamalt. Helikaas seondub ahelale, millel liigub kas 5'-3' (A tiiiipi

helikaasid) voi 3'-5' suunas (B tiiiipi helikaasid) (Singelton et al., 2007).



d. Korgemat jarku struktuuri alusel on kirjeldatud oligomeerseid ja heksameerseid helikaase.
SF1 ja SF2 liikmed on kdik enamasti oligomeersed helikaasid ja SF 3-5 on kirjeldatud ainult
heksameerseid helikaase (Singelton et al., 2007).

e. Protsessiivsuse alusel jagatakse helikaase distributiivseteks ja protsessiivseteks, esimese
puhul on tegemist helikaasidega, mis harutavad lahti liihemaid produkte ja seejérel seostuvad
uue substraadiga. Protsessiivsed helikaasid aga harutavad lahti pikki produkte. (Singelton et

al., 2007)

Helikaase on kirjeldatud nii bakterites, eukariiootides, viirustes kui ka arhedes. SF1 ja SF2-te
kuuluvaid helikaase leidub kd&ikides organismides. SF3 perekonnale on aga nditeks

iseloomulikud ainult viiruste helikaasid (Caruthers ja McKay, 2002) .

1.3 Helikaaside superperekond IT

Helikaaside SF1 ja SF2 omavad molemad 7 konserveerunud motiivi, mis on dra toodud
joonisel 1. Siiski on SF1 ja SF2 jagatud kahte perekonda, kuna omavad silmapaistvaid
erinevusi I, I, V ja VI motiivis, kuid iihe SF-de siseselt on need sarnased (Gorbalenya et al.,

1989).
Superperekond 1

| la Il i \" \ Vi

++xGRAGOGKS KA+XXX0O0 +++DEx0 ++++G0xROQ XX+XO00OXR xxT+xxxQG+o+oaV VA+TRXOO
- . - - - -l - -

Superperekond 2

| la I 1l v \') Vi
_— +xx% :».-.-__,,r:}-.'.T- ®+++xPo - +++DExH - + X+ "_"[ XX - b r_':_':-{:v'.:r,' D - FXTXXXXXG+O+X O+ - GRXGRXXR -

Joonis 1. Joonisel on toodud SF1 ja SF2 seitsme motiivi jdrjestused, vasakul N-terminaalne ja
paremal C-terminaalne ots. Tdhed vastavad aminohapetele, mis on perekonna siseselt
konserveerunud vdhemalt 75% liikmetest. 'o' mdrgib aminohappeid, mis on hiidrofiilsed ja '+'
hiidrofoobseid ning 'x' on tdhistatud aminohapped, mis varieeruvad. (modifitseeritud Hall ja

Matson, 1999)

SF2 on suurim superperekond, kuhu kuulub véga erinevaid liikmeid, sealhulgas nii RNA kui
ka DNA helikaase. SF2-s on esindatud nii tiksik- kui ka kaksikahela spetsiifilised helikaasid.
Enamus kirjeldatud SF2 helikaasidest on klass A ensiiiimid ehk liiguvad suunas 3'-5', kuid

leidub ka moni erand ja on kindlaks tehtud ka klass B ensiitime, mille suunaks on 5'-3'
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(iilevaade Singelton et al., 2007). SF siseselt eristatakse ka perekondi, seejuures SF2-te
kuulub kiimme perekonda: RecG, RecQ, Ski2 ja RIG-I-sarnased perekonnad, DEAD-box,
Swi/Snf, DEAH/RHA, RAD3/XPD, T1R, NS3/NPH-II perekonnad, mis on paika pandud

nende jdrjestuste vordluse alusel (Fairman-Williams et al., 2010).

SF1 ja SF2 puhul on hilisemalt jarjestuste joondamise alusel vilja pakutud 14 konserveerunud
motiivi, kus lisaks seitsmele eelpool nimetatud motiividele on dra toodud ka lisamotiivide Q,
Ib, Ic, Ila, I'Va, Va, Vb konserveerunud jarjestused. SF2-le on omapérased III ja Va motiiv,
unikaalne motiiv IVa, mida teistel helikaaside SF ei leidu; samas puudub SF2 liikmetel

motiiv IIla (Fairman-Williams et al., 2010).

1.4 Superperekond II helikaaside motiivid

Motiiv I ja II nimetatakse ka Walker A ja B motiivideks (Hall ja Matson, 1999). Need olid
esimesed motiivid, mida Walker et al. 1982. aastal iseloomustasid kui ATP siintaasi
iseloomulikke motiive, mis on konserveerunud erinevates ATP sidumisega seotud
ensilitimides. Konserveerunud motiividest jareldati, et need on kohad, mille kaudu substraat
seondub ensiiiimiga. Need kaks motiivi omavad ka omavahel homoloogiat, mis tuleneb

sellest, et molemad suudavad siduda adeniini.

SF2 esindajatest on iiks paremini kirjeldatud imetaja translatsiooni initsiaatorvalk elF-4A.
Kasutades erinevaid kohtspetsiifilisi mutatsioone, on kindlaks tehtud erinevates motiivides
konserveerunud aminohapete roll. Motiiv I on tdhtis ATP-sidumisel, kuna motiivides
konserveerunud alaniini ja liisiini muteerimise jdrel ei suuda helikaas enam ATP-d siduda ja

vdheneb ka helikaasne aktiivsus. Samal ajal ei oma konserveerunud gliitsiin ATP sidumisel nii

suurt tahtsust, kuid voib olla siiski kaudselt oluline hiidroliiiisil (Rozen et al., 1989; Pause ja

Sonenberg, 1992).

Motiiv Ia tdhtsust on uuritud UL9 puhul, mis on SF2 kuuluv replikatsiooni originile seonduv
DNA helikaas (Bruckner et al., 1991). Motiiv Ia osaleb iiheahelalise DNA sidumises, millega
on seotud tugevalt konserveerunud kaks korvuti asetsevat arginiini ja feniiiilalaniin, lisaks
sellele on motiivis konserveerunud seriin, mille muteerumise tottu kaotab valk helikaasse
aktiivsuse. Koikidel mutantidel sdilib ATPaasne aktiivsus, kuid voime siduda ssDNA-d ja
selle poolt stimuleeritud ATPaasne aktiivsus sdilib ainult mutandis, kus seriin on asendatud

treoniiniga. Seega osalevad motiivis Ia asuvad arginiin ja feniiiilalaniin ssDNA-ga seotud
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protsessides, kuna vastav topeltmutant omas kdige madalamaid aktiivsusi (Marintcheva ja

Weller, 2003).

Motiiv II jarjestuses esineb konserveerunud aspargiin-glutamiin-alaniin-aspargiin, seejuures
koige suuremat efekti annab esimese aspargiini ja glutamiini muteerimine, kuna nende
negatiivse laenguga seondub positiivse laenguga Mg*". Voimetus siduda magneesiumi
vdhendab valgu aktiivsust ja viib omakorda ATP hiidroliiiisi voime vdhenemiseni (Pause ja

Sonenberg, 1992).

Motiiv III-le on vdga isedralik aminohappeline SAT motiiv, milles asuvad seriin ja treoniin on
vdga konserveerunud. Asendades molemad aminohapped alaniinide vastu, sdilitab valk
ATPaasse aktiivsuse, mis on sarnane metsiktiiiipi valguga ja suudab jatkuvalt siduda RNA-d,

kuid kaotab RNA helikaasse aktiivsuse, millest v0ib jareldada, et motiiv III on tugevalt seotud

ahela lahtiharutamise protsessidega. (Pause ja Sonenberg, 1992)

Motiiv I'V-s on iseloomulik tugevalt konserveerunud feniiiilalaniin, millele eelneb jérjestuses
tavaliselt kaks alifaatset aminohapet. Feniiiilalaniin omab olulist rolli ATP sidumise ja
hiidroliitisi juures, mille vahenemisel halveneb ka RNA sidumise voime. Naiteks valk Prp28
omandab temperatuuritundlikkuse, kui asendus on tehtud gliitsiini vO0i seriiniga, samas kui
valgu Prp22 mutant, millel oli feniiiilalaniin asendatud alaniiniga ei olnud voimeline kasvama
madalal temperatuuril. Sellised temperatuuri taluvusega seotud muutused viitavad struktuuri
muutustele valgus (Banroques et al., 2008). Parmi initsiatsioonifaktori 4A kristallstruktuuri
pohjal on ndidatud IV motiivis tugevalt konserveerunud arginiini, mis on RNA helikaasidel

oluline RNA sidumiseks. (Caruthers et al., 2000)

Plum box potyviirus CI RNA helikaasiga on ndidatud, et motiiv V on oluline NTP
hiidroliiiisil. Motiivis on tugevalt konserveerunud valiin ja treoniin, mille mutantidel puudub
helikaasne aktiivsus ja viheneb NTPaasne voime. Ukski mutant ei kaota voimet siduda RNA-
d, millest voib eeldada, et motiiv V ei ole otseselt oluline substraadi lahtiharutamise juures
(Fernandez et al. 1997). SF1 esindaja UvrD puhul on aga ndidatud motiiv V-s asuva gliitsiini

olulist rolli iiheahelalise DNA sidumisel (Graves-Woodward ja Weller, 1996).

Motiiv VI on iseloomulik histidiini ja arginiini olemasolu, mis on olulised helikaasse
aktiivsuse sdilimiseks. Motiiv VI seostatakse konformatsiooniliste muutustega, mille puhul on
valjapakutud hiipotees, kus koos motiiv VI ja II mddravad, kas helikaas on avatud voi suletud

konformatsioonis. Konformatsioonilised muutused voimaldavad ka helikaasil seonduda

11



paremini substraadiga ja lilkuda moodda seda, seetottu on motiivil VI oluline roll ATP

hiidroliiiisil (Pause ja Sonenberg, 1992; Kim et al. 1997; Tuteja ja Tuteja 2004).

Tuntuim lisa motiiv on Q motiiv, mis asub I motiivist N-terminuse suunas ja mida
iseloomustab hésti konserveerunud glutamiin ja feniiiilalaniin. Q motiiv omab olulist rolli ATP

sidumise juures (Tanner et al., 2003).

1.5 Helikaaside ruumiline struktuur

Lisaks primaarstruktuuri motiividele, mis on igale SF-le unikaalsed omavad helikaasid ka

universaalset korgemat jarku struktuuri. Neid nimetatakse tuumik doméédnideks ja neid

kirjeldavad helikaaside kristallstruktuurid (Singelton et al., 2007). Esimene helikaasi
kristallstruktuur avaldati PcrA kohta, mis on termofiilse bakteri Bacillus stearothermophiluse
DNA helikaas, mis nditas selgelt, et helikaassed valgud koosnevad mitmest domddnist, mis
mangivad olulist rolli helikaasi funktsioneerimises (Subramanya et al., 1996). SF2 liikmetest
on kristallstruktuur kdige paremini kirjeldatud hepatiit C viiruse NS3-1 ehk mitte strukturaalne

valk 3, S. cerevisiae elF4A ehk eukariiootne initsiatsioonifaktor 4A ja RecG-l, mis on

eraldatud Thermotoga maritimast (Kim et al., 1997; Caruthers et al., 2000; Singelton et al.
2001).

SF2 liikmed omavad kolme struktuurset domddni. NS3-1 asuvad konserveerunud helikaasi
motiivid domédénides 1 ja 2 ning RecG-l doméaédnides 2 ja 3 (Joonis 2). Need on sarnaselt
konserveerunud koigil helikaasidel, seega kutsutakse neid domdédne ka helikaasi doméaénideks.

Mittekonserveerunud doméin on varieeruvam erinevatel helikaasidel, vastavalt helikaasi

funktsioonile ja omab olulist rolli DNA sidumisel (Kim et al. 1997; Singelton et al., 2001).

RecG puhul on tegemist valguga, mis omab erilist ,,wedge” domdiéni ehk kiildoma&ani,
mistottu on RecG-l iseloomulik pikem N-terminaalne saba struktuuris. Kaksikahelalise DNA
eraldamine kaheks iiksikahelaliseks toimub tdnu kiildoméani struktuurile. Uhelt poolt seostub
DNA substraat [-juuksendela struktuuriga ja teiselt poolt toimuvad interaktsioonid
kiildomdaniga. DNA kaksikahelaline substraat interakteerub nende kahe domééniga ja
kiildomédani struktuur sunnib mahajddva ahela liikuma 1dbi nende kahe doméaéni ning juhtiva

ahela teiselt poolt kiildomddni (Kim et al., 1997).
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Domaan 3

Joonis 2. Vasakpoolsel pildil on ndidatud NS3 kristallstruktuur, siniselt on kujutatud doméén
1, punaselt domdén 2 ja roheliselt domddn 3. Valk moodustab kompleksi iiheahelalise DNA-
ga, mis on ndidatud kollaselt ja sulfaat ioon on ndidatud heleroheliselt (modifitseeritud Kim et
al., 1997 jargi). Paremal pool on ndidatud RecG kristallstruktuur, kus on &dra toodud 3
doméddni ja seondunud DNA, mis omab kahvlikujulist struktuuri. Magneesiumioon on

hdbedane ja ADP tsiiaansinine (modifitseeritud Singelton et al., 2001 jargi).

NS3 puhul seondub iiheahelaline DNA domdédnide vahelisse vakku, tdnu millele saavad
domaéénid 1 ja 2 siduda DNA-d lébi erinevate silmusekujuliste sekundaarstrutuuride. Seega on
DNA ahel, mis eraldab 3.-ndat domééni doméénist 1 ja 2 pidevates interaktsioonides erinevate

helikaasi motiividega. Nditeks domddn 1 ja 2 vahel asub motiiv II, mille asukoht laseb

struktuuriliselt siduda nukleotiidtrifosfaati (Singelton et al., 2001).

Doméénide struktuur annab iilevaate konserveerunud helikaasi motiivide paiknemisest ja
sellest tulenevatest motiivide funktsioonidest. NS3-1 asub motiiv I ja Ia esimeses domddnis,
motiiv II esimese ja teise domddni vahel ja tema vastas asub vaos VI motiiv, mille pohjal voib

oletada, et need kaks motiivi teevad iiksteisega koostddd. Nii V, III kui ka IV motiiv asuvad

kahe domadani vahel, et interakteeruda seonduva substraadiga (Singelton et al., 2001).
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1.6 Mitokondriaalsed DNA helikaasid

S. cerevisiae mitokondriaalseid DNA helikaase, mis on kodeeritud tuuma genoomi poolt on
praeguseks hetkeks kirjeldatud kolm. Hmil omab olulist rolli mitokondriaalse DNA
sdilimises ja hingamisahela aktiivsuses. Pifl osaleb rekombinatsioonis ja mtDNA
parandamisel. Irc 3 puhul on tegemist ATPst soltuva helikaasiga, mis on oluline
mitokondriaalse DNA téielikuks séilimiseks ja kaheahelaliste DNA katkete dra hoidmiseks
(Lahaye et al., 1991; Sedman et al., 2000; Sedman et al., 2014).

Pif1 oli esimene avastatud mitokondriaalne DNA helikaas, kuid Pif1 on kirjeldatud ka tuuma
DNA helikaasina. Tegemist on ssDNAst soltuva ATPaasiga, mis tuumas kindlustab selle, et
telomeerid ei muutuks liiga pikaks ja eemaldab selleks telomeraasi DNA telomeeride otstest.
(Lahaye et al., 1993; Boule et al., 2005) Mitokondriaalne Pifl omab olulist rolli
rekombinatsioonis ja suudab liihikest dupleks DNA-d lahti harutada 5'-3' suunas. Pif1 omab
olulist rolli mtDNA termostabiilsuses ja parandamises ning tema iileekspressioon on
rakkudele toksiline (Lahaye et al., 1991). Tegemist on distributiivse helikaasiga, mis eelistab

substraadina ATP-d, dATP-d ja harutab lahti kahvlikujulisi struktuure (Lahaye et al., 1993).

Pif1 omab véga palju erinevaid funktsioone, nditeks on tdestatud, et lisaks kahvlikujulisele
struktuurile suudab Pifl ka lahti harutada G-kvartetid, mis moodustuvad 4 guaniini
interaktsioonil ja osaleb ka komplementaarsel kaksikahelalise  DNA kokkusulamisel

(Paeschke et al, 2013; Ramanagoudr-Bhojappa et al., 2014).

Hmil on mitokondriaalne DNA helikaas, mis omab ATPaaset aktiivsust ning vajab Mg,
ATP ja iiheahelalise DNA olemasolu, et viia 1dbi lahti harutamise reaktsiooni. Hmil omab 3'-
5' suunalist translokaasset voimet, mis harutab lahti lithikesi kaheahelalisi DNA osasid.
Helikaasi seostumiseks on vaja liihikest 3' iiksikahelalise DNA iileulatuvat otsa (Kuusk et al.,

2005).

Hmil on tdhelepanuvédrne, kuna erinevalt tavalistest N-terminaalsetest valkudest on Hmil
iiks esimesi kirjeldatud valke, mis omab umbes 36 aminohappe pikkust C-terminaalset

sihtmark signaali (Lee et al., 1999; Sedman et al., 2000) .

Inimese mitokondriaalsetest helikaasidest on tuvastatud TWINKLE, mis on 5'-3' suunaline
NTP-soltuv DNA helikaas, mis eelistab kaasfaktorina UTP-d (Korhonen et al., 2003).
TWINKLE on oma struktuurilt heksameerne ja stabiilsuse juures on tdhtis korge soola
kontsentratsioon (Millan et al., 2015). Mutatsioonid TWINKLE-is viivad mtDNA

deletsioonideni, mis viitab sellele olulisusele mtDNA replikatsioonis ja tema aktiivsust

14



stimuleerib mtSSB (mitokondriaalne iiheahelalist DNA-d siduv valk). Helikaas vajab
aktiivsuseks kahvlikujulise struktuuri ja iileulatuva iiheahelalise DNA olemasolu (Korhonen

et al., 2003).

1.7 Irc3 iildiseloomustus

Irc3 on tuuma genoomi poolt kodeeritud valk, mille pikkuseks on 689 aminohapet ja
molekulaarmass on umbes 79 kDa. Tegemist on kaheahelalisest DNAst soltuva ATPaasse
aktiivsusega valguga, mis lokaliseerub mitokondriaalsesse maatriksisse tdinu N-terminaalses
otsas paiknevale 28 aminohappe pikkusele jarjestusele. Irc3 peetakse helikaasiks, mis omab
otsest rolli mitokondriaalse DNA metabolismis. Helikaassed motiivid asuvad N-terminaalses
otsas, vottes enda alla umbes poole valgu jarjestuse pikkusest, peale 380 nukleotiidi jargneb

C-terminaalne domddn, mille tdpne iilesanne on veel hetkel teadmata (Sedman et al., 2014).

Irc3 (Increased Recombination Centers) ehk nime poolest rekombinatsiooni tsenterite arvu
suurendav helikaas tehti kindlaks koos 21 tundmatu valguga, mis kdik kannavad nimetust Irc.
Tegemist on valkudega, mis avastati iilegenoomse Rad52 fookuste uurimise projekti kdigus
(Alvaro et al., 2007). Rad52 puhul on tegemist valguga, mis vastuseks vadlistele voi ka
spontaansetele mutatsioonidele lokaliseerub ise koos teiste valgu kompleksidega iihte
fookusesse ja viib ldbi homoloogilise rekombinatsiooniga sisse parandused mutatsiooni
kohas. Kuna sinna asukohta koondub aga rohkelt valke, on vOimalik tdnu
fluorestsentsmaérgistusele kindlaks teha selle tekkimist. Sellest ka nimi, et Irc3 deletsiooni
puhul suureneb oluliselt rekombinatsiooni tsentrite osakaal rakus. Irc3 kuulub selle liigituse
alusel IV klassi, mis tdhendab, et tema mutandid ei oma rekombinatsioonilist fenotiiiipi ja
toendoliselt osalevad rekombinatsioonis ainult teatud kindlates regioonides. Lisaks sellele
maddrati kindlaks, et tegemist on tOendoliselt mitokondriaalse helikaasiga, sarnanedes

struktuurilt DEAD/DEAH tiiiipi helikaasidega (Alvaro et al., 2007).

Fenotiiiibilised katsed on ndidanud, et Irc3 méngib olulist rolli mitokondriaalse DNA téieliku
sailimise juures, kuid ei ole eluliselt vajalik, kuna ircA tiived on eluvoimelised rho- tiivedena,
mis tdhendab, et nad omavad osalist mitokondriaalset DNA-d. Irc3 tdielikuks
funktsioneerimiseks on vajalik ATP olemasolu. Irc3 mutantidel, kel on esimesse voi
kuuendasse  motiivi sisse viidud ATP hiidroliilisiga seotud aminohappelised
punktmutatsioonid, langeb elumus tunduvalt. Samuti viib Irc3 eemaldamine kaksikahelaliste
katkete kuhjumiseni, mis viitab sellele, et Irc3 on seotud nende katkete parandamisega

(Sedman et al., 2014).
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1.8 RecG tuldiseloomustus

RecG on E. colis avastatud 76 kDa bakteriaalne valk, mis on oluline rekombinatsiooni ja
DNA parandamise juures, tdnu millele omab bakter tugevamat kaitset kiirituse ja ultraviolett
valguse ning mitomiitsiin C poolt tekitatavate kahjustuste vastu (Lloyd ja Buckman, 1991).
Tegemist on DNAst soltuva ATPaasse helikaasiga, mis omab vidga palju erinevaid
funktsioone, nende hulgas voime liigutada harukohti mééda DNA-d. Lisaks suudab RecG
lahti harutada erinevaid replikatsiooni R- ja D- linge ning Holliday ja kahvlikujulisi
struktuure. DNA struktuuride lahti harutamise puhul on tidhtis Mg** ja vihemalt kahe dupleksi
haru olemasolu (Lloyd ja Sharples, 1993; Fukuoh et al., 1997; McGlynn et al., 1997; Whitby
ja Lloyd, 1998, Lloyd ja Rudolph, 2016).

Bakteriaalsel RecG-l on varasemalt avastatud viraalne analoog UvsW, mis on bakteriofaag T4
helikaas ja kuulub SF2. Ehkki UvsW ei sarnane struktuuri poolest RecG-ga on nad molemad
funktsionaalselt sarnased, suutes lahti harutada harulist DNA-d. Lisaks sellele suudab UvsW

komplementeerida ka RecG ja rnhA topeltmutanti, mis tdnu UvsW-le kaotab enda letaalsuse

(Carles-Kinch et al., 1997; Nelson ja Benkovic, 2007).

UvsW on B tiitipi DNA helikaas, mis omab ssDNAst ja dsSDNAst soltuvat ATPaasset voimet.
UvsW osaleb rekombinatsiooni ja reparatsiooni protsessides ja sarnaselt RecG-le suudab lahti
harutada Y-kujulisi DNA kahvleid, R-linge ning liigutada harukohti mé6da DNA-d edasi kuni
tuhande aluspaari vorra. Lisaks sellele suudab ta kokku panna ja lahti harutada ssDNAA ja
vOimalik, et omab rolli ka DNA replikatsioonis (Carles-Kinch et al., 1997; Nelson ja
Benkovic 2007;Webb et al., 2007).

Hiljuti avastati taimedes RecG homoloog RECG, kus geen mojutab nii mitokondreid kui
kloroplaste. RECG suudab osaliselt komplementeerida bakteriaalset RecG-d ja omab
bakteriaalsele homoloogile sarnast iilesannet, osaledes rekombinatsioonis. RECG on taimedes
tdahtis mitokondriaalse DNA sdilimiseks ja surub maha ebavajalikke rekombinatsioone, mis

avaldavad moju DNA korrektsele sdilimisele (Odahara et al. 2015).

Kuna taimede ja pagaripdarmi mitokondriaalsed DNA-d on sarnased (Gerhold et al., 2010;
Oldenburg ja Bendich, 2015), on vdga tGendoline, et ka pagaripirmi mtDNA sdilimises
mangib olulist rolli seni teadmata helikaas, mis tegeleb haruliste DNA struktuuridega. Kuna
Irc3 osaleb DNA kaksikahelaliste katketega seotud protsessides (Sedman et al., 2014), on just

Irc3 tiks voimalikest kandidaatidest. Seni on teada ainult mitokondriaalne endonukleaasne
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resolvaas Ccel, mis méangib olulist rolli pdrmi mitokondriaalses kaksikahelalises DNAs

tekkivate x-struktuuride 16ikamises (Kleff et al., 1992).
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2. Materjalid ja metoodika

2.1 Too eesmark

Kéesoleva bakalaureuse t66 eesmargiks oli
1) Analiiiisida, kas RecG on vdimeline komplementeerima Irc3-e deletsiooni.

2) Kasutada kvantitatiivset reaalaja PCR-i mitokondriaalse DNA analiiiisiks Irc3 ja Ccel

deletsiooniga all hiipersupressiivses parmi tiives.
3) Ndidata in silico katsete abil Irc3 perekondlikku kuuluvust SF2-s.

Minu t66 on osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on S. cerevisiae mitokondriaalse

helikaasi Irc3 funktsiooni uurimine.
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2.2. Tiived ja vektorid

Tabel 1. T66s kasutatud tiived

Tiivi

Genotiilip

Péritolu

S. cerevisiae tiived

W303 a Mat-a ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp-1 leu2- | Wallis et al., 1989
3,112 can1-100
rho”
W303 « Mat-a ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp-1 leu2- | Wallis et al., 1989
3,112 canl1-100
rho”
W303 « irc3A W303 Mat-a ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp-1 | Valmistatud Tiina
+pRS315 RecG leu2-3,112 can1-100; irc3A::HphMX6 ; Sedmani ja Ilja
pRS315 RecG GaidutSiku poolt
W303 «a irc3A W303 Mat-a ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp-1 | Valmistatud Tiina
+pRS315 IRC3 leu2-3,112 can1-100; irc3A::HphMX6 ; Sedmani ja Ilja
pRS315 IRC3 GaidutSiku poolt
W303 a irc3A W303 Mat-a ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp-1 | Valmistatud Tiina
+pRS315 leu2-3,112 canl1-100; irc3A::HphMX6 ; Sedmani ja Ilja
pRS315 GaidutSiku poolt
all W303a rho Sedman et al., 2014
hiipersupressiivne mitokondriaalne genoom
1791 bp (nukleotiidid 53757-55547
referentstiive FY 1679 mitokondriaalse
genoomi struktuuris), sisaldab ori3 elementi
all irc3A all irc3A::HphMX6 Sedman et al., 2014
all ccelA ccelA::KanMX4 Valmistatud Tiina
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Sedmani poolt

all ccelA/irc3A

ccelA::KanMX4; irc3A::HphM X6

Valmistatud Tiina

Sedmani poolt

Plasmiidid

pRS315

pBLUESCRIPT KS

+ Leu2 marker, CENG6 tsentromeerne
jarjestus, ARSH4 autonoomse replikatsiooni

jdrjestus

Sikorski ja Hieter, 1989

pRS315-IRC3

pRS315+ Irc3 genoomne jérjestus +400

aluspaari

Valmistatud D. Lubentsi

poolt

pRS315-RecG

pRS315+ RecG

E. coli, tdispikk RecG genoomne jarjestus
CYC1 valgu promootor (290 nukleotiidi
ilesvoolu ATG startkoodonist) ja terminaator
jarjestus (279 nukleotiidi CYC 1 valgu
terminaatorist)

mitokondrisse lokaliseerumise signaal (117 nt

CIT1 valgu N-terminusest)

Valmistatud Tiina

Sedmani poolt

2.3. Praimerid

Tabel 2. T606s kasutatud praimerid

Praimeri nimi Jarjestus Péritolu
TOS1_RT_left |5°-TGG TAC TCAAGATTA CTT CGA GAG A-3’
TOS1_RT _right 5-CCG GACTTG CTC AAC CAT TGG-3' Disainitud
all_55285_Forv |5’-GTATCG TAAAAAACG GGTGACT-3 Anu Auna
all_55464_Rev 5’-AAAAGG GGTTCG GACTCCT-3’ poolt
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2.4. Sootmed

Tabel 3. T60s kasutatud s66tmed

Sootme nimetus

Koostis

Allikas

1% parmiekstrakt, 2% peptoon, 3%

liit 1
YPG gitseroo Sherman, 1991
(Tardstotme saamiseks lisati 1,7% agarit)
1% parmiekstrakt, 2% peptoon, 2%
YPD glitkoos Sherman, 1991

(Tardstotme saamiseks lisati 1,7% agarit)

Synthetic complete
(SO
-Leu

Gliitserooliga

0,67% Parmi lammastikalus (ilma

aminohapeteta)

0,2% aminohapete ja nukleosiidide segu

(Vilja jdetud leutsiin)
3% gliitserool

(Tards66tme saamiseks lisati 1,7% agarit)

Sherman, 1991

Synthetic complete
(SC)
-Leu

Gliikoosiga

0,67% Parmi lammastikalus (ilma

aminohapeteta)

0,2% aminohapete ja nukleosiidide segu

(Vilja jdetud leutsiin)
2% Gliikoos

(Tards66tme saamiseks lisati 1,7% agarit)

Sherman, 1991
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2.5. Lahused ja reagendid

Tabel 4. T66s kasutatud lahused

Lahuse nimi Koostis
T10Eo,1 10 mM Tris-HCI (pH 8), 0,1 mM EDTA
T1oEq 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA
TioEo1+Rnaas A 10 mM Tris-HCI (pH 8), 0,1 mM EDTA, Rnaas A 20 pg/ml

Sorbitool/Tris/EDTA 1M sorbitool,10mM Tris-HCI (pH 8),10mM EDTA

lahus

Tris/EDTA lahus parmi  |50mM Tris (pH 7,5)/ 20mM EDTA
totaalse DNA

eraldamiseks

2.6. Parmi rakkude elumuse mo6tmine gliitserooli ja glitkoosi sisaldavates so6tmetes

Analiiiisitavate tiivede ettekasvatamiseks kiilvati sdilituskultuuridest tiived YPG tassidele.
Piisava suurusega kolooniate saamiseks kasvatati W303 irc3A tiive YPG tassil 6 pédeva ja

W303 irc3A+IRC3 ning W303 irc3A+RecG tiivesid 3 pdeva

Igast tiivest valiti vdlja kolm erinevat kolooniat ja pandi need 100 ml-sse SC -Leu
gliitserooliga s66tmesse kasvama. irc3A pandi vedelso6tmesse kasvama umbes 40 tundi enne

katse algust ja irc3A+IRC3 ning irc3A+RecG kolooniad 16-18 tundi enne katse algust.

Katse alguses (t=0) moddeti kultuuri optiline tihedus lainepikkusel 660 nm (OD660) ja tehti
lahjendus SC -Leu gliikkoosiga s6ttmesse, 1opptiheduseni OD660=0,05. 5 ja 10 tunni
mooddudes korrati mootmist ja lahjendati seejdrel kultuur. Viimane 10 tunni ajapunkti

lahjendus tehti OD660=0,01 ja kultuuri kasvatati veel 10 tundi.

Vastavalt saadud optilise tiheduse modtmise tulemusele tehti kultuurist igas ajapunktis
valjakiilvi lahjendused (kahekordselt destilleeritud vesi) ddH.O-sse, et saada loendatav arv
kolooniaid. Ttiipiliselt tehti OD660=0,5 kultuurist kaks jérjestikku lahjendust (100- ja 50-
kordne). Teisest lahjendusest kiilvati paralleelselt {ihele SC-Leu gliitserooliga ja SC-Leu
gliikkoosiga tassile 100 pl rakke.
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Kaiki kultuure kasvatati 30°C juures ja véljakiilvatud tassidelt oli voimalik kolooniaid lugeda

2-6 péeva peale viljakiilvi.

2.7 Totaalse parmi DNA eraldamine

Totaalse DNA eraldamiseks parmist kasutati Methods in Yeast Genetics (Rose et al., 1990)
kirjeldatud protokolli, mida on kohandatud védikeses mahus efektiivsemaks DNA

eraldamiseks. Antud eksperimentides kasutati Tiina Sedmani poolt eraldatud DNA proove.

Selleks, et eraldada DNA-d qPCR-i analiiiisiks kasvatati vedelkultuure YPG so66tmes iile 66
30°C juures, tiheduseni OD660=0,4-0,8. Katses kasutati nelja erinevat tiive all, all irc3A,

all ccelA ja all irc3A/ccelA. (Tabel 1). Igast tiivest kasvatati kolm individuaalset kultuuri.

Vedelkultuuri rakud tsentrifuugiti 5 minutit 3200 rpm (Hettich Universal 32R, rootor 1617
swing out) pohja. Rakkudelt eemaldati s66de, suspendeeriti rakke 1 ml MQ ddH,O-s, tosteti
limber vdikestesse reaktsioonituubidesse ja fuugiti uuesti 1 minut 4000 rpm-i juuures
(Eppendorf ,Minispin”, rootor F-45-12-11). MQ ddH.O eemaldati rakkudelt ja rakud
suspendeeriti vastavalt kaalule sorbitool/Tris/EDTA lahuses (koostis toodud peatiikkis 2.5.)

arvestusega 1ml lahust 0,15g rakkude kohta.

Rakkude suspensioonile lisati 20T ziimolaasi (Nacalai Tesque) 4mg, 1mg rakkude kohta ja
lasti reaktsioonisegul inkubeerida 30 minutit 37°C juures. Seejérel fuugiti rakud kokku 13 400
rpm-i juures 1 minut ja eemaldati supernatant. Sade resuspendeeriti 0,5 ml Tris/EDTA lahuses
(koostis toodud peatiikkis 2.5.) ja lisati 50 pl 10% SDSi ning segati reaktsioonisegu oOrnalt,

kuid hoolikalt ja inkubeeriti 65°C juures 15 minutit.

Peale inkubeerimist jahutati reaktsioonisegud jdél ja lisati jahtunud proovidele 200 pl 5M
kaaliumatsetaadi lahust ja inkubeeriti ornalt segatud reaktsioonisegu 30 minutit jdal. Peale
inkubatsiooni tsentrifuugiti suspensiooni maksimum kiirusel 13400 rpm-i 5 minutit, saadud
supernatant kanti iile uude tuubi, lisati vordne ruumala isopropanooli ja lasti DNA-1 5 minutit
sadeneda toatemperatuuril. Seejdrel fuugiti segu 1 minut 13400 rpm-i ja eemaldati
isopropanool. Saadud sadet pesti 100 pl 80% etanooliga mone minuti jooksul ja seejdrel
fuugiti proovi 5 min 13400 rpm-i ja eemaldati supernatant. Saadud sade lahustati tiles 400pl-s

T1oEs-s ja hoiustati -20°C juures.
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2.8. gPCR-i katseskeem

gPCR-i ldbiviimiseks kasutati tuuma DNA spetsiifilisi praimereid TOS1_RT_left,
TOS1_RT_right ja mitokondriaalse all DNA spetsiifilisi praimereid all_55285_Forv ja
all_55464 Rev.

Totaalse parmi DNA eraldamise protokolli jargi puhastati all, all irc34, all ccelA ja all
irc3A/ccelA DNA-d kolmes korduses ja saadud preparaatidest tehti neli jarjestikust
lahjendust. Esimeseks lahjenduseks oli sajakordne lahjendus algsest DNA eralduse produktist
(5 pl DNA-d 495pl-s T1oEq:-s ), edasised kolm lahjendust olid kdik kaheksakordsed (62,5 pl
DNA-d 437,5pl-s T1oEq1-5).

Individuaalsed PCR-i reaktsioonid ruumalaga 10pl sisaldasid jargmisi komponente; 5pl
Maxima SYBR Green/Rox qPCR master mix (2x) (tootja ThermoFisher Scientific), 4 pl DNA
lahust ja 0,5ul + 0,5pl-t 10mM praimerit). Negatiivsetes proovides asendati 4 pl-t DNA-d 4 pl
ddH,0O-ga. Reaktsioonid segati kokku jdal, kasutades 384 auguga valget qPCR-i plaati. Koigi
DNA lahjendustega tehti reaktsioonid molema praimeri paariga eraldi reaktsioonisegus

kolmes korduses.

Enne qPCR-i labiviimist suleti plaadil olevad proovid kilega, tsentrifuugiti proovid pdhja kiire
tsentrifuugimisega (Sigma 4K15, rootor 11150) viies podrded kuni 1000rpm-ni minutis,
seejdrel tehti tugev vorteks (Scientific Industries, Vortex-Genie 2 Mixer) ja fuugiti proove

veel kord samadel tingimustel. Katses kasutati reaalaja PCR-i masinat Roche Lightcycler 480.

Tabel 5. T66s kasutatud PCR-i programm

Etapp Temperatuur Aeg Tsiiklite
arv
1 Algne denaturatsioon 95°C 15 min 1
2 Denaturatsioon 95°C 10 sek
3 Ekstensioon 56°C 1 min 45

gPCR-i andmete analiiiis

gPCR-i reaktsiooni kdigus moddetakse SYBR Greeni fluorestsentsi, mis soltub siinteesitud
DNA hulgast. Masina tarkvara abil arvutatakse igale reaktsioonile vastav Cp vddrtus, mis

vastab tsiiklite arvule, kui signaal iiletab miira lavendi.
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Praimeritepaari amplifikatsiooni efektiivsuste mddramiseks analiiiisiti Cp vddrtuste muutumist
soltuvalt DNA proovi kontsentratsioonist. Praimeripaaride efektiivsused on arvutatud graafiku

tousust, kus y-teljel on Cp vaartused ja x-teljel logaritm proovi kontsentratsioonist.

Efektiivsuse valem (Pfaffl, 2004) : E = 100"

2.9. In silico analiiiis

In silico analiiiisis kasutati jarjestusi Uniprot andmebaasist (http://www.uniprot.org/ 10.11.15) ja
vorreldi 24 erinevat SF2 liiget (Lisas 2). Vastavad valgud valiti vdlja sarnasuste jargi helikaasi
motiivides v0i nende sarnase funktsiooni alusel, kuivord on nédidatud, et nad kasutavad

substraadina hargnenud DNA molekule .

Eraldi on lisatud joondusesse tiilip I perekonna restriktaaside R subiihiku ATPaasset aktiivsust
omavad valgud, mis omavad Irc3-ga sarnasusi aminohappelises jarjestuses ning DNA
hargnenud ahela spetsiifiline bakteriofaag T4 helikaas UvsW, mis omab RecG-ga sarnaseid

funktsioone ja suudab seda osaliselt komplementeerida. (Carles-Kinch et al., 1997)

Seitsme motiivi (I, Ia, II-VI) edaspidiseks vordlemiseks kasutati varasemalt avaldatud
konserveerunud motiivide jarjestusi, kus oli vorreldud inimese, parmi ja E. coli valke

(Fairman-Williams et al., 2010). UvsW motiivide kindlaks tegemiseks kasutati Clustal O

joondust (Sievers et al. 2011, Li et al. 2015, McWilliam et al. 2013)

Saadud jdrjestuste joonduse pohjal konstrueeriti fiilogeneesipuu, kasutades MEGA 6.0.
programmi (Tamura et al. 2013), mille puhul kasutati standardparameetritega MUSCLE
joondust (Edgar R.C. 2004) valgu tdisjdrjestustega ning jdrjestusi ei elimineeritud, lisatud ega
modifitseeritud, muutmaks joonduse valjandgemist. Puu konstrueerimisel kasutati Neighbor-
Joining meetodit (Saitou ja Nei, 1987). Puu peal on ndha véljaarvutatud bootstrapi védrtused,
mis nditavad lahknemise tdendosust, omades maksimaalselt vaartust 100 (Felsenstein, 1985),
samuti ka evolutsioonilisi kaugusi, mille arvutamiseks on kasutatud JJT- maatriksit (Jones et

al. 1992).

Fiilogeneesi puult saadud Irc3 koige ldhemate valkude vordluseks kasutati blastp programmi

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiPROGRAM=blastp&BLAST PROGRAMS=blastp&P
AGE TYPE=BlastSearch) BLASTP 2.3.1 versiooni (Altschul et al. 1997, Altschul et al.

2005), kus vorreldi Irc3 jérjestust iiks haaval koigi kolme iilejddnud jarjestuse wvastu,
vordlemaks antud jarjestuste skoori, identsust, vahede suurusi joonduses ja hulka ning

positiivseid aminohappe tulemusi. Positiivseks loetakse tulemus, kus joondatud aminohapped
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ei ole identsed, aga annavad siiski positiivse skoori maatriksis, mis tdhendab, et aminohapped

on sarnased.
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3. Tulemused

3.1. Bakteriaalne RecG suudab osaliselt komplementeerida Irc3

Selleks, et uurida, kas bakteriaalne E. coli helikaas RecG on vdimeline komplementeerima
enda funktsiooniga Irc3 deletsiooni, kasutati katses varasemalt T. Sedmani ja I. GaidutSiku
poolt konstrueeritud tiivesid w303 irc3A, w303 irc3A+RecG ja w303 irc3A+IRC3, mida oli
sdilitatud gliitseroolis -80 kraadi juures. Tiivede tdpsem Kkirjeldus peatiikis materjalid ja

meetodid (peatiikk 2.2).

Tiive w303a irc3A on IRC3 geen deleteeritud ja selle asemele on sisse viidud antibiootikumi
Hph resistentsusgeen. Tiivede w303 irc3A+RecG ja w303 irc3A+IRC3 saamiseks on w303«
irc3A sisse viidud plasmiidid pRS315 IRC3 ja pRS315 RecG ning negatiivse kontrollina
pRS315 (2.2 Tabel 1). w303 irc3A+IRC3 puhul on plasmiidi lisatud funktsionaalne IRC3
geenijdrjestus ja w303 irc3A+RecG puhul bakteriaalse E. coli recG geen, koos parmi CYC1
promootori ja terminaatorjdrjestusega ning parmi mitokondriaalse Citl valgu

signaaljdrjestusega, et geen lokaliseeruks mitokondrisse.

Selleks, et uurida, kas RecG suudab komplementeerida Irc3 deletsiooni kasvatati w303 irc3A,
w303 irc3A+RecG ja w303 irc3GA+IRC3 tiivesid, koiki kolmes korduses ette SC -Leu
sootmes, kuhu oli lisatud 3% gliitserooli. Selles st6tmes on rakud sunnitud aeroobselt

hingama ja peavad sédilitama funktsionaalse hingamisahela kompleksi.

Eelkasvatatud kultuurist kiilvati SC -Leu so66tme tassidele, millest iiks sisaldab 3% gliitserooli
ja teine 2% gliikoosi umbes 100-200 rakku. w303« irc3A pRS315 tiive puhul kiilvati SC -Leu
sootme tassile, mis sisaldab 3% gliitserooli, rakke 10 korda rohkem, kuna eelnevates katsetes
on w303a irc3A ndidanud gliitserooliga s66tmel kasvades ndrgemat elumust (Sedman et
al.,2014), seega tuleb vilja kiilvata rohkem rakke, et saada gliitseroolil loendatav arv
kolooniaid. Antud véljakiilvamise punkti loetakse O tunni punktiks. Edasi kasvatamiseks
lahjendati kultuur SC -Leu s66tmesse, mis sisaldab 2% gliikoosi ja jargnevad viljakiilvid
tehti peale seda, kui rakud on kasvanud gliikkoosiga s66tmes 5, 10 ja 20 tundi. SC -Leu
sootmes, mis sisaldab gliikoosi, saavad rakud kasutada siisinikuallikana gliikoosi ning ei pea
kasutama selleks hingamisahela kompleksi ja ei pea seetdttu omama tdielikku
mitokondriaalset genoomi. Viljakiilvatud rakkudega tassid kasvasid 3-5 pdeva 30° C juures.
Loendatud kolooniate keskmine arvukus on toodud tabelis 6, kus on ndidatud koigi kolme

tassi keskmine kolooniate arv. Joonisel 3 on kujutatud graafikut, mis nditab erinevates
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ajapunktides valjakiilvatud SC -Leu s66tme gliitseroolil ja gliikoosil tileskasvanud kolooniate

suhet.

Tabel 6. w303 irc34, w303 irc3A+RecG ja w303 irc3A+IRC3 tiivede respiratoorse aktiivsuse

diinaamika kasvatamisel mitteselektiivsel s6otmel.

irc3A Rec G Irc 3
Gliikoos Gliitserool Gliikoos Gliitserool Gliikoos Gliitserool
Oh 148,7 41 91,3 22 71 92
5h 127,7 1,075 148 30,6 106,7 100
10h |88,3 0,8 98 16,3 153,3 124,7
20h |161,3 0,2 94,7 10,3 165,3 142,7
160

G 140

=

= 120

=

= 100

E

E a0

= == RecG

B0 /o —— rc3

- .

‘= ircd

‘=2 40

: L

S 20 —?— ﬁ_ _E

g':‘l- D - — = L4

0 5 10 15 20 25
tundi glikoosis

Joonis 3. SC- Leu gliitserooli s66tmel kasvanud ja SC -Leu gliikoosi s66tmel kasvanud
kolooniate suhtearv. RecG tdhistab irc3A+RecG, Irc3 w303« irc3A+IRC3 ja ircA w303«
irc3A tiive. Joonisel on toodud veapiiridena eksperimendis mdodetud maksimaalsed ja

minimaalsed véartused.

w303a irc3A pRS315 tiive puhul jadb kolooniate suhtearv nulli 1dhedale ja ei iileta 2% (Joonis
3). Samal ajal ei lange w303« irc3A+IRC3 tiivel suhtearv alla 80% ja w303a irc3A+RecG
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tiive suhtearv on O tunni punktis 23,6 % ja langeb siis ajaga kuni 11%-ni. w303« irc3A tiive
elumus on tunduvalt ndrgem kui w303a irc3A+IRC3 ja w303« irc3A+RecG-l. Kuid w303a
irc3A+RecG suudab parandada Irc3 deletsiooniga tiive elumust nii gliitserooli, kui ka gliikoosi

sisaldava s66tmega tassidel.

3.2. Kvantitatiivne reaalaja PCR Irc3 ja Ccel deletsioonidega tiivedele

Mitokondriaalset DNA-d on rakkudes mitu koopiat, kuid siiamaani ei ole suudetud kindlaks
madrata selle tdpset hulka tihe parmiraku kohta. mtDNA koopiaarvu voivad mdjutada mitmed
eri faktorid, nditeks helikaasid. RecG on tuntud kui hargnenud DNA struktuuridega tegelev
helikaas ja tOendoliselt omab sarnast iilesannet ka Irc3. Ccel on siiani ainuke teadaolev

ensiitim, mis spetsiifiliselt mojutas hargnenud DNA struktuuri (Kleff et al., 1992).

Ccel suudab ldigata neljasuunalisi rekombinatsiooni struktuure, tagades seejuures tervikliku
mtDNA sdilimise. Juhul kui CCE1 geen deleteerida parmirakus, hakkavad ristikujulised

struktuurid rakus kuhjuma ja moodustuvad omavahel iihenduses oleva vorgustiku, mis 16puks
toob kaasa périlikkusmaterjali ebaiihtlase jagunemise ja defektsete tiitarrakkude tekke. (Kleff

et al., 1992, Lockshon et al., 1995)

Oma t60s kiisisime, kuidas mojutab mtDNA stabiilsust ja koopiaarvu kahe mitokondriaalse
valgu Irc3 ja Ccel deleteerimine. Selleks vorreldi mtDNA koopiaarvu hiipersupressiivsetes
parmi tiivedes all, all irc3A, all ccelA ja all irc3A/ccelA. all tiivi on w303a rho™ derivaat
ja omab 1791 aluspaari pikkust mitokondriaalset genoomi ja ori3. all irc3A mutant on saadud
IRC3 geeni asendamisel all tiives hph geeniga, mis annab resistentsuse hiigromditsiin B vastu.
all ccelA tiivel on geen asendatud kanamiitsiini resistentsusgeeniga ja all irc3A/ccelA
saamisel on all tiives IRC3 geen asendatud hiigromiitsiin B ja CCE1l kanamiitsiini

resistentsusgeeniga.

Mitokondriaalse ja tutuma DNA vordlemiseks kasutati kahte praimeri paari (TOS_RT_left ja
TOS_RT _right, produkti suurus 159 nukleotiidi). Tuuma genoomi amplifitseerimiseks
kasutati spetsiifilist Tosl geenile asetuvat praimerite paari. Mitokondriaalse DNA
amplifitseerimiseks kasutati all mitokondriaalse genoomi spetsiifilist praimerite paari
(a11_55285_Forv ja all_55464_Rev, produkti suurus 192 nukleotiidi), mis seostub all 1791
aluspaarilisele jarjestusele, iilesvoolu ori3st. Erinevaid praimereid testiti t66 autori poolt
eelkatsete kdigus, kus tehti kindlaks amplifikatsiooni efektiivsused ja valiti vdlja antud katse

jaoks koige korgema efektiivsusega praimerid.
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Optimeeritud DNA amplifikatsiooni katse tulemused on toodud tabelis 7. DNA
amplifikatsiooni efektiivsused on ndidatud tuuma ja mitokondriaalse reaktsiooni kohta, mille
arvutamiseks voeti iga proovi kolme korduse keskmine Cp. Cp on iiletuspunkt, kus proov
tiletab kindlaks madratud fluorestsentsi taset (Pfaffl, 2004). Kontrollreaktsioonides, kuhu oli
lisatud koik komponendid vilja arvatud DNA, oli Cp suurem kui 32, mis lubab uskuda
katsetulemuste toepdrasust, kuna signaal on hilisem kui iilejadnud proovidel. gPCR on véga
tundlik, tuleb ette ka negatiivsete proovide hilist signaali, kuid kui signaal detekteeritakse
hiljem kui koikide lahjenduste Cp véartus, voib tulemuse siiski lugeda usaldusvéarseks.
Tabelis 7 on vordlemiseks dra toodud 1:64-le tehtud DNA lahjenduse Cp-d ehk tegemist on
orginaalproovist tehtud kolmas 1/8-le lahjendusega. Lahjendused on tdpsemalt dra toodud
materjalid ja meetodid osas, peatiikk 2.8. Tabelis toodud ACp iseloomustab tuuma ja

mitokondriaalse amplifikatsiooni Cp vahet.
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Tabel 7. Tuuma ja mitokondriaalse DNA analiiiis reaalaja kvantitatiivse PCR-iga.

Tivi Bio- Tuuma Mitokondriaalse | Tuuma | Mitokond- | ACp
loogiline | amplifikatsiooni | amplifikatsiooni Cp riaalne
kordus efektiivsus* efektiivsus* Cp
1 1,97 1,86 27,53 15 12,53
all 2 1,9 1.83 26,57 14,63 11,93
3 2,15 1,94 26,5 14,74 11,75
1 1,95 1,83 27,37 18,2 9,18
all irc3A |2 1,96 1,8 27,81 18,7 9,1
3 1,98 1,86 27,34 18,4 8,94
1 1,91 1,85 26,74 15,74 11,0
all ccelA |2 1,97 1,83 27,42 15,96 11,46
3 2,01 1,85 27,47 16,09 11,38
1 1,95 1,83 27,2 17,79 9,38
all 2 1,95 1,83 27,18 16,48 10,70
re3A/cceld 5 2,05 1,88 27,6 18,43 9,18

* Efektiivsuste arvutamine on dra toodud metoodika osas, peatiikk 2.8.

Mitokondriaalse amplifikatsiooni efektiivsus jadb kahjuks soovitust madalamaks, milleks vdib
olla erinevaid pohjuseid, mida kajastatakse arutelus. Siiski on saadud ACp véddrtused, mille
keskmised on toodud joonisel 4 usaldusvddrseks poolkvantitatiivseks hinnanguks mtDNA
hulga kohta konkreetses tiives, kuna vorreldud on DNA lahjendust, kus tuuma Cp véartused
erinevad minimaalselt. Tulemused néitavad, et metsiktiilipi all ja all ccelA tiived omavad
ldhedast ACp vaartust (iile11). all irc3A/ccelA ja all irc3A puhul on ACp silmndhtavalt
madalam (ligikaudu 9). Seega vaib 6elda, et mtDINA siintees on oluliselt hdiritud tiivedes, kus
puudub Irc3. Statistiliselt ei ole voimalik meie andmetele baseerudes 6elda, kas Ccel

deleteerimine muudab irc3A tiives mitokondriaalse DNA koopia arvu.

31



14

12

10 I I I
0 l

all irc3A all ccelA all irc3A/fccelA

(=]

2]

F-Y

551

Joonis 4. all, all irc34, all ccelA, all irc3A/ccelA tiivede tuuma ja mitokondriaalse DNA

amplifikatsiooni ACp keskvdartused ja standardhélve.

3.3. Irc3 on koige sarnasem T4 bakteriofaagi helikaasile UvsW

Irc3 on algselt peetud jarjestuse pohjal RNA helikaasiks, kuna ta omab RNA helikaasidele
omast II motiivi, kus on konserveerunud DEAH jérjestus (de la Cruz et al.,1999). Hilisemalt
on ndidatud, et tegemist on siiski DNA helikaasiga (Sedman et al., 2014). Irc3 perekondlikust
kuuluvusest on siiski vdhe teada ja teda ei ole lisatud suurde SF1 ja SF2 valgujarjestuse
vordlusesse, kus on joondatud teada olevad S. cerevisiae, Homo sapiens'i ja E. coli valgud
(Fairman-Williams et al., 2010). Kuna tekkis kiisimus, millisesse perekonda voiks kuuluda
Irc3, otsustati jargnevalt ldbi viia in silico katsed, kus kasutati MEGAG6 programmi

fiilogeneesipuu konstrueerimiseks ja hiljem blastp-d, et vorrelda Irc3 ldhedasi jarjestusi.

3.3.2. Irc3 vordlus sarnase funktsiooniga SF2 helikaasidega 7 konserveerunud motiivi
pohjal

Joonduse konstrueerimiseks kasutati eelnevalt vidlja valitud 23 wvalku lisaks Irc3-le, mis
jarjestuste konserveeruvuse alusel sarnanesid Irc3-le voi omasid sarnast funktsiooni. Koik
joondusesse lisatud valgud, vélja arvatud RuvB on SF2 esindajad. Tegemist on helikaasidega,
mille funktsioonid on seotud haruliste DNA struktuuridega ja lisaks tiitip I restriktaaside
perekonna valgud, mis omavad sarnasusi Irc3-le konserveerunud motiivide poolest. Tdpsemad

funktsioonid on toodud materjalides ja meetodites, peatiikk 2.9.
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IRC3 S. cerevisiae
RECG E. coli

MFD E. coli

PRIA E. coli

BLM Homo sapiens
RECQ1 Homo sapiens
RECQ4 Homo sapiens
RECQ5 Homo sapiens
WRN Homo sapiens
HRQ1 S. cerevisiae
SGS1 S. cerevisiae
RECQ E. coli

HLTF Homo sapiens
RAD54 Homo sapiens
RA54B Homo sapiens
SMAL1 Homo sapiens
RADS54 S. cerevisiae
RDHb54 S. cerevisiae
RADS 8. cerevisiae
T1RA E. coli

T1RE E. coli

T1RK E. coli

RUVB E. coli

UVSW E. phage T4

Q I Ia Im 1 1v. v VI

RDYQ—-TGGGKT—HRRELALQ—-DEAH—SAT-LLFGVD—TEVLM—QMIGRGLR
FKPTGAQ—VGSGKT—PTELLAEQ—DEQH—TAT—QAYWVC—LLVAT—QLRGRVGR
FETTPDQ—VGFGKT—PTTLLAQQ-DEEH-TAT—QVYYLY—-VLVCT—QLRGRVGR
LRLNTEQ-TGSGKT—-PEIGLTPQ-DEEH—SAT—QVILFL—ILIGT—QVAGRAGR
FRTNQ—TGGGKS—PLRSLIVD-DEAH—TAT-IIYCLS—VICAT—QESGRAGR
FRPLQO—TGGGKS—PLISLMED-DEVH—-TAT—-IIYCFS—VVVAT—QESGRAGR
FRPGQ—TGAGKS—PLLSLMDD—DEAH—TAT—IIYCNR—VVVAT—QAVGRAGR
FKTPLQ—TGAGKS—PLIALIQD-DEAH—TAT—-IVYCRT—-VIVAT—QESGRAGR
FKPVQ—TGYGKS—PLISLMED—DEAH—-TAT-IIYCPS—CVIAT—QEIGRAGR
FYSHQ-TSSGKS—PTKALAQD—DELH—SAT—-IAFCYV-AVIST—QQSGRAGR
FRPNQ—TGGGKS—PLISLMQD—DEAH—TAT—-IIYCHS—VICAT—QETGRAGR
FGYQQ—-TGGGKS—PLISLMKD—DEAH—-TAT—-IIYCNS—IVVAT—QETGRAGR
LYYN-MGLGKT—PLSVLSNW—DEGH—TGT—-LVVSQF—-MLLSL—QCFDRCHR
RPHQ—MGLGKT—PSSLVKNW—DEGH—SGT—SNYTQT—FMLSS—QAMARVWR
RPHQ—-MGLGKT—PGSLVNNW—DEGH—TGT—SNYTQT—-FLLSS—QAMSRVWR
MPFQ—MGLGKT—PSSVRFTW—DESH—SGT—IEYILD—VAVLS—QAEDRVHR
DEKA-MGLGKT—PSSLVNNW—DEGH—SGT—SNYTQT—-FLLSS—QALARVWR
NPDI-MGLGKT—PVTLIGNW—DEGH-TGT—SNYTQT—FLLSA—QAMSRIHR
ANLH-MGLGKT—PMSLLTQW—DEGH—TGT—VIFSQF—LLLSL—QAIDRLHR
RYYQ—-TGTGKT—-DRNILVDQ—DECH—TAT—-IVFCND—VIATT—QIIGRGTR
RYYQ—-TGTGKT—DRNILVDQ-—DECH—-TAT—-IVFCND—VIATT—QIIGRGTR
RYYQ—TGTGKT—-DRRSLGEQ—DEAH—-TAT—-LVFCVT—-NIVVT—QMKGRATR
YVGQ—PGLGKT—-PVLEKAGD—DEIH—SLT— —LQRTPRGR

HWYQ—TSAGKS—PTTALTTQ-DECH—SGS—FVMFKH—IIIVA—QTIGRVLR

Joonis 5. Seitsme pohimotiivi joondus, mis pohineb 24 helikaasi aminohappelisel jarjestusel.
Irc3 motiivid on voetud artiklist (Sedman et al., 2014), UvsW ja RuvB motiivid on
kohandatud t66 autori poolt artiklitest ja blastp abil ( Iwasaki et al., 2000; Kerr et al., 2007).

Ulejadnud joonduse jérjestused on saadud artiklist (Fairman-Williams et al., 2010).

Erinevate valkude helikaasi motiivide joondamisel selgub (Joonis 5), et Irc3 omab iihiseid
motiive erinevate helikaasi perekondade esindajatega (vastavalt Fairman-Williams et al., 2010
klassifikatsioonile). I ja II motiiv on koigil jarjestustel sarnaselt konserveerunud ja on terve
SF-i piires {isna sarnased, seega erineb enamikel jdrjestustel motiiv {ihe voi kahe aminohappe
vorra Irc3 I motiivist. Teine motiiv varieerub SF siseselt ainult ithe aminohappe vorra ja seal
omab Irc3 identset motiiv II RecQ sarnaste valkude perekonda kuuluva inimese BLM,

RecQ4, RecQ5 ja WRN, S. cerevisiae SGS1 ja E. coli RecQ valkudega ning tiitip I
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restriktaaside perre kuuluva E. coli TIRK valguga. III motiivis konserveerunud SAT jérjestus
on identne RecG sarnaste helikaaside perre kuuluva E. coli PRIA valguga ja RecQ sarnaste
valkude perre kuuluva S. cerevisiae valgu HRQ1-ga. Ulejddnud motiivid on perekondade
piires suurema varieeruvusega ja iikski ei oma vorreldes iilejddnud jérjestustega suuremat
sarnasust Irc3-ga. Siiski on UvsW VI motiivi jérjestus kahe aminohappelise erinevusega véga
sarnane Irc3 vastavale struktuurile. (Valkude perekondliku kuuluvuse tabel Fairman-Williams

etal., 2010, Lisa 2)

3.3.1 Irc3 ja teiste lahedaste helikaaside vordlus MEGAG6 programmiga

Jargnevalt kasutati koigi 24 tdisvalgu jdrjestusi, et konstrueerida fillogeneesipuu. Joonisel 6 on
toodud arvutuste ja joonduse pohjal konstrueeritud fiillogeneesipuu, mis nditab, et koige
ldhedasem on Irc3 jarjestuse poolest bakteriofaag T4 valk UvsW ja T1R perekonna valgud.
Tegemist on juurimata puuga, mida iseloomustab valisgrupi puudumine, mille tottu ei ole

voimalik puult vélja lugeda tihist eellast ja seega saab teha jdreldusi ainult sarnasuse kohta.

o 043 Q92698/RAD54_HUMAN

053 95M P32863/RAD54_YEAST
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L 061 P32849/RAD5_YEAST
018 47 101 QINZCY/SMAL1_HUMAN
LaL. P17888/PRIA_ECOLI
4 0.60 98] 084 P24230/RECG_ECOLI
XD L 0.51 P30958/MFD_ECOLI
0.38 43| : 471'31 Q06683/IRC3_YEAST
o . P20703/UVSW_BPT4
105 P08956/T1RK_ECOLI
1.18 100—22~ Q07736/T1IRA_ECOLX
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0.22 39

0.02

0.40 57

2.1
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0.02 33 0.57
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0.35
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0.20

Joonis 6. Tegemist on juurimata fiilogeneesipuuga, mis nditab 24 viljavalitud valgu
evolutsioonilist lahknemist. Punaselt on ndidatud bootstrapi vaartused, mis nditab lahknemise
toendosust selles punktis kahe lahkneva valgu suhtes ja annab maksimaalselt vdartuse 100

(Felsenstein, 1985). Mustad arvud puu harudel nditavad harude pikkust ja seega ka erinevate
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valkude kaugust tiksteisest. Puu konstrueerimise tdpsemad parameetrid on dra toodud
materjalis ja meetodis, peatiikk 2.x . Joonisel on iga valgu puhul esimesena ndidatud Uniproti
andmebaasi kood, seejdrel valgu nimi ja organism, kust valk pédrineb (Yeast- tdhistab S.

cerevisiae-t, Human- Homo sapiensi, BPT4 mérgib bakteriofaag T4, ECOLI- E. coli.

Fiillogeneesipuu juures on tdhelepanuvéérne, et TIR ja Irc3 ja UvsW lahknemine annab
tulemuseks liheksa, mis viitab asjaolule, et Irc3 ja T1R perekonna liikmed on siiski vdga
ldhedased iiksteisele. RecG, mis varasemas katses nditas voimet Irc3-st deletsiooni osaliselt
komplementeerida, jadb puu peal Irc3 kaugemale, kuid on siiski evolutsiooniliselt 1dhedasem

Irc3-ga kui enamik teisi SFII valke.

3.3.3. Irc3, T1R perekonna ja UvsW vordlus ja joondamine

Kontrollimaks ja edasi uurimaks Irc3 sarnasust UvsW ja T1R perekonnaga, kasutati blastp ja
vorreldi koiki valke eraldi Irc3 vastu. Tabelis 8 on édra toodud valgu aminohappelised
pikkused, mis on olulised vordluses ja suurendavad vahede osakaalu, kuna liihikese ja pika
valgu vordlemisel jadab joondusesse sisse vdga palju vahesid, mis iildiselt viitab valkude
erinevusele. Lisaks sellele on tabelis dra toodud positiivsete ja identsete aminohapete ning

vahede arv, joondatud aminohapete suhtes ja antud suhe protsentides.

Tabel 8. Irc3 vordlus T1R ja UvsW perekonna suhtes.

Blastp Valgu pikkus Positiivne Identsus Vahed
Irc3 680 ah - - -
T1RK 1170 ah 162/396 101/396 66/396
(40%) (26%) (16%)
T1RE 813 ah 190/484 114/484 79/484
(39%) (24%) (16%)
T1RA 810 ah 182/462 104/462 83/462
(39%) (23%) (17%)
UvsW 587 ah 167/373 88/373 33/373
(44%) (24%) (8%)
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Tabeli koostamiseks kasutati andmeid Blastp-d: (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM-=blastp&PAGE._TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome 29.04.16)

Tulemustest selgub, et koik 5 jdrjestust on vdga sarnased. Kdige rohkem identsust esineb Irc3
vorreldes T1RK, kuid see erineb ainult 2% UvsWst, mis omab 4% suuremat positiivsete
aminohapete arvu. Joonduse puhul on tdhtis vorrelda ka vahede protsenti, mis annab parima
tulemuse vordluses UvsW-ga. Mida rohkem erineb kahe valgu aminohapete arv ja mida
suurem vahede hulk, seda suurem on tdendosus, et joondamisel tekkivad identsused ja
positiivsed tulemused on juhuslikud. Seega voib vilistada, et T1RE ja T1IRA on nende
andmete pohjal koige 1dhedasemad Irc3-ga, kuivord joonduses osaleb umbes sada aminohapet
rohkem. Identseid ja positiivseid tulemusi andvaid aminohappeid ei ole samuti oluliselt
rohkem ja vahede arv on suurem, kui TIRK-1 ja UvsW-1. Antud tulemuste pohjal omavad nii
T1RK kui UvsW suuremat sarnasust Irc3-le. UvsW homoloogia on tdhelepanuvddrseim
kuivord ta on tunduvalt liihem ja vahede arv on poole vidiksem. Tuleb lisada, et Irc3
joondatakse koigil juhtudel kuni 390.-nda aminohappeni, kust hakkab Irc3 unikaalne C-
terminaalne jdrjestus. Viie valgu iihine joondus on dra toodud Lisa 1.-s ja nditab valkude

tdisjdrjestuses esinevaid sarnasusi viie valgu 1ikes.
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4. Arutelu

Antud t66 eesmaérgiks oli S. cerevisiae mitokondriaalse helikaasi Irc3 funktsionaalne analiitis.
Esiteks nditasime, et mitokondrisse suunatud RecG voimaldab osaliselt kompenseerida Irc3
helikaasi puudumist parmi rakkudes. Teiseks uurisime kahe teadaoleva hargnenud DNA
metabolismis osaleva valgu, Ccel ja Irc3 deletsiooni mdju mtDNA koopiaarvule.
Kolmandaks demonstreerisime, et Irc3-ga omab kdige suuremat sarnasust bakteriofaag T4
helikaas UvsW-ga. Kdesoleva t66 katsed on osa suuremast projektist ja osaliselt on antud t66
tulemusi kasutatud hiljuti avaldatud artiklis, mis nditab, et Irc3 on helikaas, mis suudab

liigutada harukohti mé6da DNA ahelat (GaidutSik et al., 2016).

Varasemalt on kindlaks tehtud, et mitokondriaalse helikaasi Irc3 deleteerimine genoomis
tekitab kaksikahelaliste katkete kuhjumist rakus ja on voimalik, et osaleb rekombinatsiooniga
seotud parandusmehhanismides ning seetottu on Irc3 vajalik mitokondriaalse DNA
terviklikuks sdilimiseks (Sedman et al., 2014). Meie uurimisgrupi hiljutiste eksperimentide
tulemused nditavad, et Irc3 on helikaas, mis osaleb hargnenud DNA metabolismis (GaidutSik
et al., 2016). Hargnenud mtDNA on iseloomulik nii parmidele kui ka taimedele (Gerhold et
al., 2010; Oldenburg ja Bendich, 2015). Irc3 helikaasi ei ole taimedest leitud, kuid hiljuti tehti
kindlaks bakteriaalse RecG valgu homoloog, RECG, mis lokaliseerub taimedes
mitokondritesse ja osaleb seal rekombinatsiooni ning DNA stabiilsusega seotud protsessides
(Odahara et al. 2015). Seetottu oli voimalik oletada, et Irc3 omab RecG-ga sarnast funktsiooni

parmis.

Antud t66s on ndidatud, et kui sisestada irc3A tiivesse bakteriaalne RecG koos mitokondrisse
suunamise signaaliga, suudab mittefermenteeritavat siisinikuallikat sisaldavas vedels66tmes
kasvanud umbes 24% parmirakkudest sdilitada enda elumuse gliitserooli sisaldaval
tardsootmel, kui lugeda 100%-ks gliikoosi sisaldaval tardsé6tmel moodustunud kolooniate
arv. Seetottu on voimalik oletada, et need rakud omavad tdielikku funktsionaalset mitokondri
genoomi ja suudavad respireerida, kuna rakud on voimelised elama gliitserooliga s66tmel.
Vordluseks, irc3A tiivest périt rakkude elumus jadb alla 2% ning peale iihe 66pdevast
kasvamist gliikoosi sisaldavas vedelsootmes langeb respiratsiooniks voimeliste rakkude arv
praktiliselt nulli. Sellest voib oletada, et vaid vdhestel irc3A tiive rakkudel on populatsioonis
tdielik mitokondriaalne genoom, kuna rakud ei suuda elada gliitserooli sisaldaval s66tmel, kus
respiratsiooniks on vajalik hingamisahela olemasolu, mida kodeeridakse osaliselt

mitokondriaalse genoomi poolt (Foury et al., 1998).
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Bakteriaalne RecG suudab kasvades gliitserooli sisaldaval tardséotmel asendada ainult teatud
maddral Irc3 voimalikku funktsiooni v6i funktsioone, seetdttu ei saa pidada RecG-d Irc3
tdiuslikuks funktsionaalseks homoloogiks. Seda tulemust toetavad ka in silico katse
tulemused, kus selgub, et RecG on enda jérjestuse poolest tunduvalt erinev Irc3st.
Sellegipoolest on RecG voimeline mingil maéral Irc3 deletsiooni komplementeerima, mida
nditavad ka teised artikli GaidutSik et al., 2016 jaoks tehtud katsed, mille kohaselt irc3A tiive
poolestusaeg on 8 tundi YPG (gliitserooli sisaldaval) sé6tmel. Samal ajal RecG sisestusega
tiive rakud poolduvad 4 tunniga ja tagasi viidud Irc3-ga rakutiivi 3 tunni jooksul. Lisaks
sellele on ndidatud, et RecG vidhendab analoogiliselt Irc3-le mtDNA fragmenteerumist
(Gaidutsik et al., 2016). Sellest voib jareldada, et RecG omab vdhemalt iihte Irc3 biokeemilist
aktiivsust, mis on seotud DNA terviklikkuse sdilitamisega ja mojutab parmirakkude kasvu

ning DNA fragmenteerumist.

Helikaas Irc3 ja endonukleaas Ccel on ainukesed kaks teadaolevat valku, mis otseselt
osalevad haruliste mitokondriaalsete struktuuride metabolismis. Ccel puhul on ndidatud, et
see 10ikab x-struktuure ja tdnu sellele vahendab otseselt hargnenud struktuure mitokondris.
(Kleff et al., 1992; Lockshon et al.,, 1995). Irc3 on osaline kaksikahelaliste katkete
metabolismis (Sedman et al., 2014) ja meie sellel aastal ilmunud andmed néitavad, et see
valk osaleb harukohtade liigutamises médda DNA ahelat (GaidutSik et al., 2016). Siiski ei ole
Irc3 roll parmirakus iiheselt teada ja voib spekuleerida erinevate voimaluste {ile. Irc3 voib
sarnaselt RecG-le teha kahvlikujulisest struktuurist kanajalakujulise struktuuri (Lloyd ja
Rudolph, 2016), aga ka inhibeerida valerekombinatsiooni voi siis liigutada x-struktuure, et
Ccel saaks neid seejdrel loigata optimaalsest jarjestusest (5'-CT) (White ja Lilley, 1996).
Olemas olevate andmete pohjal ei ole voimalik 6elda, milline on ccel ja irc3 mutantide
koosmdju. Uheks voimaluseks selle vélja selgitamiseks on muutuste jilgimine mtDNA

koopiaarvus ja topoloogias vastavates tiivedes.

Reaalaja kvanitatiivse PCR voimaldab detekteerida vdiksemaid muutusi DNA koopiaarvus ja
eeldatavasti ka topoloogias, kui viimane mojutab amplifikatsiooni efektiivsust. V3ib eeldada,
et JQPCR-is peaks olema DNA siintees tugevamalt hdirunud, kui matriits DNAs leidub palju
erinevaid risti- ja kahvlikujulisi struktuure, mis voivad segada DNA poliimerisatsiooni.

Sellised struktuurid akumuleeruvad suuremal hulgal ccelA tiives (Lockshon et al., 1995)

Antud t66s viidi 1dbi qPCR-i analiiiis tiivedega all, all ccelA, all irc3A ja all irc3A/ccel.
Mootmise kdigus esinesid probleemid mtDNA amplifikatsiooni efektiivsustega, mis jdid

vorreldes tuuma amplifikatsiooniga méargatavalt vdiksemaks. Antud probleem on esinenud ka
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varasemates katsetes mitokondriaalsete praimeritega ning vajab edasist uurimist ja voimalik,
et soltumatu referentssiisteemi loomist. Siiski on amplifikatsiooni efektiivsus iihe praimeri
paariga koikides proovides piisavalt sarnane, et teha semikvantitatiivseid jareldusi. Tuuma
DNA amplifikatsioon piisis samuti konstantne olenemata analiiiisitavast tiivest. Seega on
voimalik kasutada tuuma DNA Cp ja mitokondriaalse amplifikatsiooni Cp vahet (ACp)
erinevate tiivede mitokondriaalse DNA amplifikatsiooni efektiivsuse hindamiseks. Mida
suurem on ACp, seda efektiivsem on mtDNA amplifikatsioon, mis omakorda lineaarse DNA

korral tdhendaks korgemat koopiaarvu.

Analiiiis nditas, et tiivega all ccelA ei ole ACp statistiliselt oluliselt muutunud vorreldes all
tiivega. Seega kui topoloogia muutused ka mojutavad qPCRi amplifikatsiooni, ei ole seda
voimalik antud katses usaldusvaarselt ndidata voi kompenseeritakse see efekt koopiaarvu
suurenemisega keerukama topoloogiaga tiivedes. Selle tdestamiseks tuleks analiiiisida koopia
arvu soltumatu meetodiga, nditeks hiibridisatsiooniga. Antud katses nditasin ka, et all irc3A
ja all irc3A/ccelA mitokondriaalse genoomi amplifikatsiooni produkti siintees on vordselt
hdirunud. Seega, Ccel nukleaasi deletsioon ei kompenseeri mitokondriaalse DNA

amplifikatsiooni vahenemist parmi tiives, kus puudub helikaas Irc3.

Mitokondriaalsed helikaasid, mis on praeguseks avastatud erinevad Irc3st nii funktsionaalse
aktiivsuse kui ka struktuuri poolest. Ehkki Pifl osaleb samuti DNA metabolismis, ei ole
silamaani ndidatud, et ta suudaks harukohti mé6da DNA-d liigutada ning struktuuri poolest
on Pifl SF1 helikaas. Samuti kuulub SF1-te kolmas teadaolev mitokondriaalne helikaas
Hmil, mis mojutab hingamisahelat (Lahaye et al., 1991; Sedman et al., 2000; Fairman-

Williams et al., 2010)

Irc3 kuulub SF 2 helikaaside hulka, kuid senimaani ei ole teda liigitatud {ihtegi kindlasse
perekonda (Sedman et al., 2014). Antud t66s selgub, et Irc3 ei liigitu tdepoolest SF2s iihtegi
olemasolevasse perekonda. Irc3-1 puuduvad otsesed teadaolevad homoloogid, vilja arvatud
teistes parmi liikides kindlaks tehtud Irc3 helikaasid ning talle vGib koige ldhedasemaks
pidada bakteriofaag T4 valku UvsW. Viga ldhedasteks on osutunud iillataval kombel ka T1R
perekonna liikmed, mis on tiilip I restriktaasid ja omavad endonukleaasset ja ATPaasset
voimet, kuid nende seotust haruliste DNA struktuuridega ei ole ndidatud. (Davies et al.,

1999).

Lisaks sellele, et UvsW on jdrjestuselt vdga sarnane Irc3-ga, omavad molemad ka

funktsioonilist sarnasust, olles voimelised liigutama harukohti m6éda DNA-d edasi ja olles
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seega olulised hargnenud DNA metabolismis (Webb et al., 2007, GaidutSik et al., 2016).
Teiseks oluliseks sarnasuseks Irc3 ja UvsW vahel voib pidada seda, et RecG suudab
komplementeerida nii Irc3 kui ka UvsW funktsiooni (kdesolev t66, Gaidutsik et al 2016,
Carles-Kinch et al.,, 1997). Edasised katsed on vajalikud selgitamaks UvsW ja Irc3
funktsionaalset sarnasust, millest voib olla abi teiste Irc3 voimalike funktsioonide

tdpsustamiseks.

Uheks huvitavaks aspektiks on see, et Irc3 primaarjirjestuses leiduvad motiivid sobituvad
erinevatesse perekondadesse. Erinevad motiivid on iseloomuliku struktuuriga eri
perekondades. Tulenevalt sellest, et vorreldud SF2 helikaaside I ja II motiivid on koikide
perekondade l6ikes sarnased vaid mone aminohappelise erinevusega, voib eeldada, et eri
perekondade valgud kasutavad sarnast mehhanismi ATP hiidroliiiisiks. Irc3 valgu III motiiv on
sarnane RecQ ja RecG perekonna kolmandale motiivile, mis vdib olla pohjendatud sellega, et

koik nimetatud valgud on DNA helikaasid (Fairman-Williams et al., 2010) ja teadaolevalt
maddrab III motiiv RNA helikaasidel spetsiifiliselt RNA lahtiharutamise (Pause ja Sonenberg,

1992). Seega voib eeldada, et DNA helikaasidel on see vajalik DNA substraadi
lahtiharutamiseks ja on seetottu sarnaselt konserveerunud DNA helikaasidel. Viimane ehk VI
motiiv omab Irc3 valgul suurimat sarnasust UvsW-ga. Konserveerunud motiivide vordlusest
voib jdreldada, et iga tiksiku motiivi alusel saaks Irc3 jaotada erinevasse perekonda, aga iile
terve primaarjdrjestuse ei leidu perekonda, mis omaks Irc3ga koikides motiivides piisavalt

homoloogilisi sarnasusi.

Irc3 vordlusest iile terve jarjestuse T1R perekonna liikmetega ja UvsW-ga selgub samuti, et
sarnasus on, kuid on vdga raske kindlalt véita, millisesse perekonda voiks Irc3 kuuluda. TIRK
ja UvsW on identsuse ja sarnaste aminohapete olemasolu tottu kdige paremad vasted Irc3-le ,
aga tdnu liihemale jarjestusele ja suuremale sarnasusele voib siiski pidada koige
ldhemasemaks UvsW-d. Tuleb tddeda, et tegemist ei ole siiski tugeva homoloogiaga. Viga
silmapaistev on fakt, et erinevad valgud joonduvad ainult Irc3 N-terminaalse otsaga, mis
sisaldab helikaasi motiive. Irc3 helikaasil on aga pikk C-terminaalne ots, kuhu kuuluvad
aminohapped 380-689, mille funktsioon on siiamaani teadmata (Sedman et al., 2014). Vaib
spekuleerida, et valgu C-terminaalne ots omab homoloogiat mone valgu, nditeks RecG-ga
kolmemootmelise struktuuri tasemel, mis seni on veel kirjeldamata ja on vajalik mone

bioloogilise funktsiooni tditmisel.
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Kokkuvote

Irc3 on SF2 kuuluv mitokondriaalne DNA helikaas, mis hiljuti ilmunud tulemuste pohjal
liigutab harukohti m66da DNA ahelat. Antud bakalaureuset66 kirjanduse iilevaates kasitleti
helikaaside, ning kitsamalt SF2 helikaaside omadusi erilise fookusega Irc3 ja RecG valkudel.

T606 eksperimentaalses osas analiiiisiti moningaid Irc3 funktsionaalseid omadusi.

Antud t606s vorreldi irc3A tiive elumust tiivedega, kus on sisse viidud bakteriaalse RecG voi
IRC3 geen tsentromeerse plasmiidi koosseisus. Tiivede vOimet sdilitada funktsionaalne
mitokondriaalne genoom analiiiisiti véljakiilvidega gliitserooli ja gliikkoosi sisaldavatele
sootmetele ning {ileskasvanud kolooniaid analiiiisiti. Selles t66s esitatud tulemuste ja meie
toogrupi poolt dsja ilmunud artiklis ndidatud tdiendava informatsiooni pohjal voib delda, et

bakteriaalne RecG suudab komplementeerida osaliselt Irc3 helikaasi S. cerevisiae rakkudes.

Teiseks viidi 1dbi katsed mitokondriaalse helikaasi Irc3 ja endonukleaasi Ccel-ga, kuna
molemad on teada olevalt ainukesed mitokondriaalse DNA haruliste struktuuridega tegelevad
valgud. Antud katses deleteeriti hiipersupressiivsest parmi tiivest all IRC3 ja CCE1 geenid,
vOi molemad korraga ja teostati reaalaja kvantitatiivse PCR-iga mtDNA mootmised. Antud
tulemustest voib jdreldada, et Ccel valgu deleteerimine all parmi tiivest ei tekita olulisi
muudatusi mtDNA amplifikatsioonis vorreldes tuuma DNA-ga, kiill aga amplifitseeritakse
mtDNA vidhem tiivedest, kus on deleteeritud kas Irc3 voi Irc3 ja Ccel iihiselt. Nendest
tulemustest saab jareldada, et Irc3 mdjutab mitokondriaalset DNA amplifikatsiooni, mis v&ib
olla tingitud nii mtDNA hulga vdhenemisest kui ka struktuuri muutustest, kuid tdpsemad

jareldused nduavad uue katsesiisteemi loomist.

Viimasena ndidati antud t66s in silico analiiiisi abil, et Irc3-le on koige ldhedasem
bakteriofaag T4 helikaas UvsW, mis tegeleb samuti DNA liigutamisega modda harukohti.
Antud tulemuste saamiseks vorreldi 24 sarnase funktsiooniga voi aminohappelise jarjestusega
helikaasi ja konstrueeritud valkude tdisjdrjestuse pohjal fiillogeneesipuu. Antud tulemuste
pohjal vorreldi Irc3 helikaasi temaga koige sarnasemate valkudega iikshaaval. Nendeks olid
helikaas UvsW ja perekond T1R esindajad, mille lilkmed on esimest tiiiipi restriktaasid, millel

on ATPaasse aktiivsusega subiihik.
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Functional analysis of the mitochondrial DNA helicase Irc3

Sirelin Sillamaa

Summary

Helicases play important role in the cells and are essential for maintaining functional
mitochondrial DNA. There are three DNA helicases in mitochondria of the yeast S. cerevisiae:
Pifl, Hmil and Irc3 and all of them are directly involved in mitochondrial genome
maintenance. Irc3 belongs to the superfamily 2 (SF2) and has recently been described as a

mitochondrial branch migration enzyme.

In this work we focused on Irc3 on its function and its family matters. Lately a plant
homologue for RecG was discovered, which localizes into the mitochondria and is important
for mitochondrial DNA maintenance. Up to now there are no Irc3 homologues found in the
plant and bacterial cells, so we assumed, that maybe the RecG position in yeast. We therefore
asked if bacterial RecG could complement the deletion of Irc3 in a viability assay on glycerol
containing media. compare viability of the ircA strain survival compared to strains, which had
centromeric plasmid inserted eather with IRC3 gene or with RecG. The strains containing
IRC3 or RecG on a centromeric plasmid were compared to irc3A strain and the respiratory
competent cell fraction was found by counting yeast colonies on glycerol and glucose
containing media. We found out that RecG partially complements the loss of Irc3, so we can

conclude that RecG shares at least some functions with Irc3.

Since the helicase Irc3 and endonuclease Ccel are the only described proteins dealing with
branched DNA in yeast mitochondria we decided to analyze interactions between both of
them. Ccel is known for its ability to cut cruciform DNA structures, so we wanted to test,
whether Irc3 and Ccel have synergetic functions. We analyzed a hypersuppressive yeast
strains all which had deletion in IRC3 or CCE1 genes or in both of them and performed a
quantitative real-time PCR analysis of mtDNA. DNA amplification signals were significantly
lower in the strains where Irc3 was deleted, but the wt all and all strain with deleted Ccel
were similar. Furthermore, the lower mtDNA signals irc3A strain did not change significantly

when additionally Ccel was deleted.

Finally, since Irc3 has not been classified into specific helicase family, we selected 23

different helicases members, based on similar function or common motives with Irc3 and

42



performed in silico analysis. First, we aligned their helicase motifs and then constructed a
phylogenetic tree from full-lenght protein sequence. As a result, type I restriction enzymes
and the bacteriophage T4 helicase UvsW were identified as the most similar ones to Irc3. We
then analyzed their sequences one on one against Irc3 and concluded that UvsW is the closest
homologue of Irc3. Obviously, future experiments are needed to find out whether UvsW and

Irc3 can complement each other better.
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Lisad
Lisa 1.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

SP| Q06683 | IRC3_YEAST === - - - = == mmm = @ o oo oo m ot oo
SP|P08956 | TIRK_ECOLI MMNKSNFEFLKGVNDFTYAIACAAENNYPDDPNTTLIKMRMFGEATAKHLGLLLNIPPCE
60

SP| Q47281 | TARE_ECOLX === == = = = === = = = @ o o oo e et o e o oot e
SP|QO7736 | TARA_ECOLX === === = == === mmm = oo o oo m ot oo oo e
SP|P20703 |UVSW_BPT4 ===« - oo mm s o o oo oo e e e oo

SP|QO6683 | IRC3_YEAST == - - === = o= = mmm o mm oo m e e
SP|P@8956 | TIRK_ECOLI NQHDLLRELGKIAFVDDNILSVFHKLRRIGNQAVHEYHNDLNDAQMCLRLGFRLAVWYYR
120

SP [ Q47281 [ TARE_ECOLX === - o= o o oo oo oot oo m e oot oo iacciamisaamasmaaasasas
SP Q87736 | TARA_ECOLX === -c-encncmecncmencacceceeacncmenccceacaceeacccaanncnanas
SP|P20703 |UVSW_BPT4 === - == oo oo e oo e o oo e

SP|QO6683 | IRC3_YEAST == - - === = o= = mmm o mm oo m e e
SP|P©8956 | TIRK_ECOLI LVTKDYDFPVPVFVLPERGENLYHQEVLTLKQQLEQQVREKAQTQAEVEAQQQKLVALNG
180

SP [ Q47281 [ TARE_ECOLX === - o= o o oo oo oot oo m e oot oo iacciamisaamasmaaasasas
SP Q87736 | TARA_ECOLX === -c-encncmncncmencacaeceeacncmencceeacacceacccaanncnanas
SP|P20703 |UVSW_BPT4 === - == o - o m o o oo e o e oo e

SP| Q06683 | IRC3_YEAST == = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = mm m mmm et e e f e m oo
SP|P08956 | TIRK_ECOLI YIAILEGKQQETEAQTQARLAALEAQLAEKNAELAKQTEQERKAYHKEITDQAIKRTLNL
240
SP| Q47281 | TARE_ECOLX =-=-================———---- 7 NKTHLTE
11
SP|Q07736 | TARA_ECOLX ---=-------mmmmmmmmmmmmmman T =3 NLSNLTE
11
SP|P20703 |UVSW_BPTA === === == = = = == = = = = = == oo & mmm oo

SP| Q06683 | TRC3_YEAST - - = - = = = = = = & = m & o m o f ot o f il
SP|P08956 | TIRK_ECOLI SEEESRFLIDAQLRKAGWQADSKTLRFSKGARPEPGVNKAIAEWPTGKDETGNQGFADYV
300
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SP|Q47281| T1RE_ECOLX TDIITK-FILPAVKDAGWDVMSQIRQEVKLRDGKIVVRGKLAS------- RIKVKSADIV
63
SP|Q07736| TIRA_ECOLX ADIITK-CVMPAILNAGWDNTTQIRQEVKLRDGKVIVRGKVAA- - - - - - - RRTVKSADIV
63
SP|P20703 |UVSW_BPTA === === == = = = = = = = = = = ==& = o mm o mm oo

SP|QO6683 | IRC3_YEAST - ----- - s mmmm o mm oo oo m o oo
SP|P08956 | TIRK_ECOLI LF-VGLKPIAVVEAKRNNIDVPARLNESYRYSKCFDNGFLRETLLEHYSPDEVHEAVPEY
359
SP|Q47281| T1RE_ECOLX LYHKPNLPLAVIEAKANKHAISKGMQQGLDYAS----------------mmmmma o
96
SP|Q07736 | TIRA_ECOLX LYHKPGIPLAVIEAKANKHEIGKGMQQGIEYAR------------mmmmmmmmm oo
96
SP|P20703 |UVSW_BPT4 - - - oo - oo m oo oo o oo oo e oo MDIKVHFHDF
10

SP| Q06683 | IRC3_YEAST === = = = o s mm @ oo et oo oo MTSTLA--------
SP|P08956 | TIRK_ECOLI ETSWQDTSGKQRFKIPFCYSTNGREYRATMKTKSGIWYRDVRDTRNMSKALPEWHRPEEL
419

SP|Q47281|T1RE_ECOLX ----------- LLDVPFVFASNGDGFIFHDKTNP-------- QQLESEIALSDFPTPEQL
137
SP|Q07736 | T1IRA_ECOLX ----------- LLDVPFVFATNGDGFIFRDATAAEG- - - - - - ECLEKQITLDDFPSPAEL
139

SP|P20703|UVSW_BPT4 SHVRIDCEESTFHELRDFFSFEADGYRFNPRFRYGNWDGRIRLLD-YNRLLP-FGL-VGQ
67

SP| Q06683 | IRC3_YEAST -TRLST------ YSISLILQR------=-=--- IK- - - IIKRCYSAPVLRDYQQDAIDACVN
46
SP|P08956 | TIRK_ECOLI LEML-------- GSEPQKQNQ---------- WF - - - ADNPGMSELGLRYYQEDAVRAVEK
458
SP|Q47281| TAIRE_ECOLX WQKYCAWKGFTQEQLPVISQD---------- YF- - -DDGSG- - - KAPRYYQMQAINRTVD
181
SP|Q07736 | TIRA_ECOLX WQKFCLWKGYTQAQLPVITQD---------- YY- - -DDGSG- - -KSPRYYQLQAINKTIE
183

SP|P20703|UVSW_BPT4 IKKFCDNFGYKAWIDPQINEKEELSRKDFDEWLSKLEIYSGNKRIEPHWYQKDAVFEGL -
126

* % k.

SP| Q06683 | IRC3_YEAST SIRQGTKRIGVSLATGGGKTVIFSNLINQLRQNYFKERQGNFK-SLILVHRRELALQATA
105
SP|P08956 | TIRK_ECOLI AIVKGQQEILLAMATGTGKTRTAIAMMFRLIQSQ------ RFKRILFLVDRRSLGEQALG
512



SP|Q47281| T1RE_ECOLX
235

SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
237
SP|P20703|UVSW_BPT4
175

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
146
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
562

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
279

SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
281
SP|P20703|UVSW_BPT4
221

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
187
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
615

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
317

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
319
SP|P20703 | UVSW_BPT4
256

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
238
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
669

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
374

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
376
SP|P20703 | UVSW_BPT4
315

AVSAGKNRILLVMATGTGKTYTAFQIIWRLWKAK------ NKKRILFLADRNILVDQTKR
AVSNGQNRVLLVMATGTGKTYTAFQIIWRLWKSK- - - - - - NKKRILFLADRNILVDQTKN
--V--NRRRILNLPTSAGKSLIQALLARYYLENY------- EGKILIIVPTTALTTQMAD
*  k* : * * %
T--LKKIFPDLKVHIEMGKYDC----------- DIEDSDVIVASVQTLIRRL------ HK
A------ F--EDTRINGDTFNSIFDIKGLTDKFPEDSTKIHVATVQSLVKRT - - LQSDEP
N--DFQPFGNAMTKVTGRTIDPAY-------------- EVHLALYQAITGPEEHQKAYKQ
N--DFQPFGTAMTKVSGRTIDPAY-------------- ETHLALYQAITGPEEDQKAFKQ
DFVDYRLFSHAMIKKIGGGASK------- DDK-YKNDAPVVVGTWQTVVKQPKE- - - - - -
* *
YDTNSVNLITIDEAHHSVA-------c-mmmmom oo NSYRSILDHFKASTAETKIPVI
MPVARYDCIVVDEAHRGYILDKEQTEGELQFRSQLDYVSAYRRILDHFDA-VK------ I
VAPDFFDLIVIDECHRGSASED---------------- SAWREILEYFGSATQ------ \
VAPDFFDLIVIDECHRGSASED---------------- SAWREILDYFSSATQ------ I
-WFSQFGMMMNDECHLATGKSI - ------------n-u--- SSIISGLNNCM----- FKF

* %k % *

GFSATFE - -RADKRALSMVMDKIVYHRGILEMIDDKWLCEAKFTSVKIEADLS- ------

ALTATP------ ALHTVQIFGEPVYRYTYRTAVIDGFLIDQDPPIQIITRNAQEGVYLSK

GLTATPK--ETEDVSNIDYFGEPVYTYSLKEGIEDGFLAPYKVVRVDIDVD -VQGWRPVK

GLTATPK--ETHEVSSTDYFGDPVYVYSLKEGIEDGFLAPYKVVRVDIDVD-LQGWRPTK

GLSGSLRDGKANIMQYVGMFGEIFKPVTTSKLMEDGQVTELKINSIFLRYPDE-FTTKLK
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SP| Q06683 | IRC3_YEAST
280
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
726

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
423

SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
425
SP|P20703|UVSW_BPT4
349

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
328
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
786

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
480

SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
482
SP|P20703|UVSW_BPT4
398

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
386
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
846

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
540

SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
542
SP|P20703|UVSW_BPT4
456

SP|Q06683 | IRC3_YEAST
445
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
891

SP|Q47281| TIRE_ECOLX
587

SP|Q07736| TIRA_ECOLX
589
SP|P20703|UVSW_BPT4
505

--------------- DVKSTADDFQLAPLSSLMNTKEINEVI - - - LKTYLHKKQEKSLKS

GEQVERISPQGEVINDTLEDDQDFEVADFNRGLVIPAFNRAVCNELTNYLDP--TG-SQK

G----QLDKYGEEI----- EDRIYNLKDFDRTLVIDERTMLVAQTITDYLKR--TNPMDK

G----QTDLNGEVI----- DDRIYNQKDFDRTMVIDERTELVARTITDYLKR--TNPMDK

GK------ TYQEEI--------------- KIITGLSKRNKWIAKL -AIKLAQ----KDEN

TLLFGVDKAHVQSLHKL - - - -FKD- -NGINTDYVTS- - - - - DTKQIERDNIIQKFKNG-E

TLVFCVTNAHADMVVEELRAAFKKKYPQLEHDATIIKITGDADKDARKVQTMITRFNKERL

TIVFCNDIDHADRMRHALVVLNP -EQVLKNEKYVMKITGDDDIGKAQLDNFIN - -PKKAY

TIVFCNDIDHAERMRRALVNLNP - EQVKKNDKYVMKITGDDEIGKAQLDNFIN - -PKKPY

AFVMFKHVSHGKAIFDLIKN--------- EYDKVYYVSGEVDTETRNIMK- - TLAENGKG

TEVLMNCGIFTEGTDMPNIDCILLCRPTKSRSLLIQMIGRGLRLHHSKD--HCHIIDFIG

PNIVVTVDLLTTGVDIPSICNIVFLRKVRSRILYEQMKGRATRLCPEVNKTSFKIFDCVD

PVIATTSELMTTGVDAQTCKLVVLDQNIQSMTKFKQIIGRGTRINEKHGKLWFTILDFKK

PVIATTSELMTTGVDAKTCKLVVLDQNIQSMTKFKQIIGRGTRIDERYGKLWFTILDFKK

IIIVASYGVFSTGISVKNLHHVVLAHGVKSKIIVLQTIGRVLRKHGSKT--IATVWDLID

ASSVGVVSAPTLLGIRSDDIEFDDATVEDLKAIQGEIIAKQQKIDERLRALFQTDEA-AM

IYST--LES--VDTMRPVVVR- - - -PKVELQTLVNEITDSETY---- - - KITEADGR-SF

ATEL - -FADPRFDGLPE---------- KVLVVKPGDISDKDSDFNEQLDAENNADGG-DN

ATEL - -FADERFDGIPE---------- KVMDTTPEDIADPESDFEEKLEEISEHDEE-QV

SAGVKPKSANT - - - -KKKYVHLN- - - - - - - YLLKHGIDRIQRYADEKFNYVMKTVNLISF
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SP| Q06683 | IRC3_YEAST
505
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
932

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
622

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
621
SP|P20703 | UVSW_BPT4
530

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
556
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
973

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
632

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
631
SP|P20703 | UVSW_BPT4
571

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
560
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
1033

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
652

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
651
SP|P20703 | UVSW_BPT4
587

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
615
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
1070

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
687

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
684

ENVTERNSVADWIHSANSVDLTLCSFDSFRNFTQSNNSYPSGKEFDEASEAVKEMELLMN

AEHSHEQLVAKLQ- - - -R-TIGLATFN------------- RDRSE - TIDKQVRRLDELCQ
DASEAREDVADYQVNRDK - QAGNGEFH- - - - = = = - - - - - - DDDEN- - - - - KVRK- - - - - -
TGV -DEPPAPPYQVTD- - - TDDVGPLP- - - - - - == - - - - - EEDEK- - - - - KIRK------
GPL-EKKMLLEFKQ- - - - - FLYEASIDEFMG - - = = = = == = = = =m === mm e e mome e

SQYPWVKFASNAWGLPLKGKNHLRIYKEKSEDK - - LSMVYHLKMYRQLPCFIT-------

DA-AGVNFNGFASRLREKGP------------u----- HWSAEVFNKLPGFIARLEKLKT

DINNLNDAPIFLDIDDEVVSVKSLYGDYDTPQDFLEAFDSLVQRSPNAQPALQAVINRPR

- == = LAKRVQYYDSDGKLY - = TESF - - - = = === ===« =< ooommcee oo Q

DYVPKSIIKDANLWNVMSKVEKIINTLNSDLEGQTMQYQAISSKYSKWRQTVPTS-----

DLTRKGLVELQEWFDR---------c-ccmoomm—- QHFEESSLRKAWKETRNEDIA- - -

DYTRKTMLKDSEYASL - ----------cmmmmmmmm e oo - DSFVRKWQDAPRKQVIIEE

DYTRKTLLK--EYASL--------ccommmmmm e - DDFTRKWQDADRKEAIIHE
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SP|P20703|UVSW_BPT4

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
659
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
1110

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
744

SP| Q07736 | TIRA_ECOLX
741
SP|P20703|UVSW_BPT4

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
689
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
1164

SP|Q47281| T1RE_ECOLX
804

SP|Q07736| T1RA_ECOLX
801
SP|P20703 | UVSW_BPT4

SP| Q06683 | IRC3_YEAST
SP|P08956 | TIRK_ECOLI
SP|Q47281| T1RE_ECOLX
SP|Q07736| T1IRA_ECOLX
SP|P20703|UVSW_BPT4

-KQRDFVFRKLKKVYGESSKDFIRLSLDDVTTYVNTKMT - - - --- -~ KGD------- ASN

- --ARLIGHIRRAAVGDALKPFEERVDH---ALT----- RI------ KGEND - - -WSSEQ

LEQLGILWDVLAEEVGKDLDPFDLLCHV- - -VYGQPPLTRQERVANVRKRNYFTKYAEPA

LEQQGIIWEVLAEEVGKDLDPFDMLCHV- - -VYGQPPLTRKERAENVRKRNYFTKYSEAA

LIFASSLAPVYPLKSLLRIL-------- EYQKRRSF - - = TK- - = ===z mcmmeoomom

LSWLDRLAQALKEK- - -VVLDDDVFKTGNFHRRGGKAM-LQRTFDDN- -LDTLLGKFSDY

QQVLNTLLDKYADEGVQEIEDVQVLKLKPFDTLGRPIEIIKTRFGDKKAYEQAVNELENE

QAVLDNLLDKYADAGVQEIESIQVLKLKPFDSMGTLPEIIKTGFGDRNGYNQALSELENE

IWDELA--- 1170
IYQLPPRSA 813
IYQLPPRSA 810
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LISA 2. Fiilogeneesipuu tegemisel kasutatud valgud

Helikaasi

andmebaasi kood, Allikas

Funktsioon
nimi ja organism

jarjestuse pikkus

Q06683
IRC3

S. cerevisiae

Mitokondriaalse DNA metabolismis
osalev helikaas, mis suudab harukohti

liigutada m66da DNA ahelat.

Sedman et al., 2014

Gaidutsik et al., 2016

1-689
P24230 Bakteriaalne helikaas, mis suudab lahti Loyd ja Sharples, 1993
RECG harutada R-ja D-linge ning Holliday Fukuoh et al., 1997

E.coli/1-693

struktuure. RecG liigutab m66da ahelat

edasi harukohti.

McGlynn et al., 1997
Whitby ja Lloyd, 1998
Lloyd ja Rudolph, 2016

P30958
MFD
E.coli/1-1148

Omab ATP sidumise ja hiidroliiiisi
voimet ning suudab seonduda RNA
poliimeraasiga. Selle tottu suunab

DNA parandamise protsesse.

Selby et al., 1991

Selby ja Sancar, 1995

P17888
PRIA
E.coli/1-732

Osaleb seiskunud replikatsioonikahvli
lahti harutamises. Suudab seonduda

haruliste D-linge struktuuridega.

Masai et al., 1999

Jones ja Nakai, 2001

P54132 Tegemist on helikaasiga, mis suudab Karow et al., 1997
BLM harutada lahti DNA-d ja osaleb
H. sapiens kaheahelaliste katkete parandamisega Langland et al., 2002
1-1417 seotud protsessis
P46063 Tegeleb harukohtade liigutamisega Bugreev et al., 2008
RECQ1 modda DNA ahelat ja suudab 16hkuda Pike et al., 2015
H. sapiens D-linge.
1-649
094761 DNA-soltuv ATPaas, mis omab Macris et al., 2006
RECQ4 itheahelalise DNA ahelate kokku
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H. sapiens sulatamise aktiivsust.
1-1208
094762 Helikaas osaleb homoloogilises Paliwal et al., 2014
RECQ5 rekombinatsioonis ja mojutab
H. sapiens kaheahelaliste katkete parandamist.
1-991
Q14191 WRN geen kodeerib nii helikaasi kui Compton et al., 2008
WRN eksonukleaasi. Valk seondub Holliday Opresko et al., 2009
H. sapiens ja replikatsioonikahvlite struktuuridele.
1-1432 Helikaas omab harukohtade
liigutamise voimet DNA jédrjestusel.
Q05549 S. cerevisiae helikaas, mis osaleb lahti Kwon et al., 2012
HRQ1 harutamise ja kokku panemise
S. cerevisiae protsessides. Harutab lahti kahvli
1-1077 struktuure ja vajab helikaasseks
aktiivsuseks pikka 3' otsaga substraati.
P35187 RecQ perekonna DNA helikaas, mis Bennet et al., 1998
SGS1 harutab efektiivselt lahti kahvlikujulisi
S. cerevisiae substraate.
1-1447
P15043 Harutab lahti ja seondub Hishida et al., 2004
RECQ kahvlikujuliste struktuuridega. Osaleb

E.coli/1-609

peatunud replikatsioonikahvli

aktiveerimises.

Q14527
HLTF
H. sapiens

1-1009

Tegemist on Rad5 homoloogiga
inimeses, mis suudab kataliiiisida D-
aasa tekkimist. Samuti suudab valk
eemaldada peatunud
replikatsioonikahvlilt valke ja sellega

seostuda.

Achar et al., 2011

Burkovics et al., 2014

Q92698
RAD54

Liigutab kolme- ja neljaahelalisi

harukohti mé6da DNA ahelat.

Mazina et al., 2012
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H. sapiens

1-747
Q9Y620 Kaheahelalisest DNA-st soltuv Miyagawa et al., 2002
RA54B ATPaas, mis on Rad54 homoloog. Tanaka et al., 2002
H. sapiens Osaleb rekombinatsiooni protsessides.
1-910
QINZC9 Tegeleb DNA kahjustuste valtimisega Bansbach et al., 2009
SMAL1 interakteerudes peatunud
H. sapiens replikatsioonikahvliga
1-954
P32863 Osaleb rekombinatsioonilises Petukhova et al,. 1998
RAD54 kaheahelaliste katkete parandamises.

S. cerevisiae

Clever et al,. 1997

1-898
P38086 Tegeleb homoloogilise
RDH54 rekombinatsiooniga, DNA

S. cerevisiae

parandamisega ja on seotud

Klein, 1997

Chi et al., 2006

1-958 rekombinatsiooniliste kaheahelaliste
katkete parandamisega
P32849 Helikaas suudab ilma ATP abita
RAD5 moodustada D-aasasid. On oluline

S. cerevisiae/1-

korrektses kaheahelaliste DNA katkete

Burkovics et al., 2014

Ahne et al., 1997

1169 parandamises.
Q07736 EcoAI R alamiihik. Endonukleaas, Janscak et al., 1999
T1RA mille R alamiihik omab helikaasi
E.coli/1-810 struktuuri motiive, ATPaasset ja
translaokatsiooni voimet.
Q47281 EcoEI R alamiihik, kuulub klass I Bickle ja Kriiger, 1993
T1RE restriktaaside hulka ja omab

E.coli/1-813

endonukleaasset aktiivsust.

P08956
T1RK

EcoKI R alamiihik. Tegemist on

endonukleaasiga, mille R domaan

Davies et al., 1999
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E.coli/1-1170

omab helikaasi struktuuri motiive,
ATP-aasset aktiivsust ja

translokatsiooni voimet.

P0A812
RUVB
E.coli/1-336

Suudab liigutada hargnemiskohti
mooda DNA ahelat. Hargnemiskohtade
liigutamine on efektiivsem RuvB-

RuvA kompleksi puhul.

Muller et al. 1993

P20703
UvVsSw
bakteriofaag T4
1-587

Bakteriofaag T4 helikaas, mis suudab
lahti harutada R-aasasid ja
kahvlikujulisi DNA substraate. Suudab
liigutada harukohti mé6da DNA-d.

Carles-Kinch et al., 1997
Nelson ja Benkovic, 2007
Webb et al., 2007
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Lisa 3.

Gaidutsik I., Sedman, T., Sillamaa, S., Sedman, J. (2016). Irc3 is a mitochondrial DNA
branch migration enzyme. Sci. Rep. 6: 26414.
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