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Inngangur

1. Verkefnio

1.1. Markmio

Markmid rannsoknarverkefnisins var ad bua til hitanemar degron samsetur fyrir prja gen, RPT1,
RPT4 og RPT6. bar sem Ubrl protinid er naudsynlegt fyrir nidurbrot degron merktra proétina, voru
hitaneemu degronin innlimud i1 Saccharomyces cerevisiae stofna sem yfirtja UBRI genid, til pess ad
auka likurnar 4 pvi ad sja skyrar svipgerdir. Hegdun og svipgerdir S. cerevisiae stofnanna sem hofou
innlimad degron samsaturnar voru einnig rannsakadar.

Verkefnid var i raun priskipt. I fyrsta lagi purfti ad bua til gersveppastofna sem yfirtja UBRI
genid. [ 68ru lagi purfti ad smida prji mismunandi plasmid. Plasmid med hitaneemu degron kerfi
fyrir hvert RPT gen. b.e. rpti-td, rpt4-td og rpt6-td. Ad lokum purfti ad innlima plasmidin med rp¢-
degron kerfunum inn & litning gersveppastofnanna sem yfirtjd UBRI og rannsaka degron stofnana

sem pannig fengust.

1.2. Gersveppastofnar sem yfirtja UBR1

Hugmyndin var su ad taka fyrir tvo mismunandi gersveppastofna og breyta peim litillega svo ad
peir myndu yfirtja UBRI genid. Auk pess var aetlunin si ad yfirtjdningu UBRI gensins veeri
stjornad. Undir edlilegum kringumstedum myndu stofnarnir pvi ekki yfirtja UBRI. Tvo
mismunandi stjornkerfi voru notud. I fyrsta lagi, kerfi med Heat Sensitive Element (HSE). Hitalost
atti par ad valda yfirtjaning UBRI. [ 63ru lagi, Gal stjornkerfi. ba atti glaktési i ati ad valda UBRI
yfirtjdningu. Pessum adferdum er lyst i Jonsson et al., 2001, Jonsson et al., 2004, Labib et al., 2001
og Varshavsky, 1996.

Stofnarnir sem urdu fyrir valinu kallast Rvbl1-TAP og Rvb2-TAP. Framvegis veda peir
taknadir sem RI1-TAP og R2-TAP. bessir stofnar hafa svokollud TAP-merki (tandem affinity
purification tags) a protinunum Rvbl eda Rvb2. Sidar er atlunin ad hreinsa Rvbl og Rvb2 floka ur
stofnum par sem Rpt prtoteinin hafa verid brotin nidur, en ekki verdur farid nanar 0t i peer tilraunir i
pessari ritgerd. Til pess ad fa stofnana til ad yfirtja UBRI, annars vegar med HSE stjornkerfi og
hinsvegar med Gal stjornkerfi, atti ad nota plasmidin pKL54 (Labib et al., 2000) og pRS303 2HSE
(pI53) (Jonsson et al., 2004). Hinsvegar reyndist naudsynlegt ad skipta um valgen 4 plasmidunum
tveimur. Upphaflegu plasmidin, pI53 og pKL54, voru med histidin valgen en gersveppastofnarnir

tveir voru med sama valgen. Ekki er haegt ad nota sama valid 1 tvigang og pvi var naudsynlegt ad



skipta valgeninu ut. Histidin valgeninu var skipt Gt fyrir methionin valgen.

1.3. Plasmid med hitanzem degron kerfi

Plasmid med hitaneemum degron samsatum fyrir genin RPT1, RPT4 og RPT6 voru buin til med
nokkud einfaldri klonunartekni. Upphaflega var plasmid med hitanemu degron kerfi proad a
rannsOknarstofu Alexander Varshavsky (Dohmen et al., 1994). Karim Labib endurbzetti kerfid med
pvi ad baeta vid yfirtjdningu UBRI fra GAL styrli (Labib et al., 2000). Zophonias O. Jonsson lagadi
endurbatta degron kerfid sidan ad Rvb protinunum og proadi einnig HSE stjornkerfid (Jonsson et
al., 2001, Jénsson et al., 2004). Plasmid med hitaneemu degron kerfi frd Zophoniasi, pKRUSTY?2
(sja mynd 1), var notad i grunninn i pessari rannsokn.

Mogulegt er ad klippa pKRUSTY?2 i tvennt med skerdiensimunum Xhol og Nhel an pess ad
skadda degron kerfid. N-endi RPT genanna var magnadur upp pannig ad samsvarandi skerdiset fyrir
Nhel og Xhol skerdiensimin varu sitt hvoru megin vid hann. N-endi RPT genanna var sidan limdur
saman vid pann hluta af pKRUSTY2 sem innihélt hitanema degronid. Prju ny plasmid med

hitanemum degron samsatum fyrir hvert RPT gen voru med peim hetti buin til.

BRmpR
URA3

pKRUSTY2
(6600 bp)

M13/pUC -40 sequencing primer 17 mdd
M13 (lacZ) Forward primer (PE)
T7 promoter primer“

T3 promoter primer

M13 lacZ Reverse primer (PE)
- o

Ub-DHFRts-ha-T7*tag-RUVBL2

Xhol

Nhel

Mynd 1. Plasmidid pKRUSTY2 sem inniheldur hitanemt degron kerfi fyrir RVB2. Skerdiset fyrir Xhol og
Nhel eru synd. pCUP1 styrill syndur (GeneConstructionKit).



1.4. Gersveppir med hitanaem degron kerfi
Til pess a0 bua gersveppastofnana til voru gersveppir sem yfirtjadu UBRI ummyndadir med
degron-plasmidunum. Sidan var athugad hvort protinnidurbrot maldist eftir hitalost og eiginleikar
og svipgerd sveppanna pegar Rptl, Rpt4 og Rpt6 protinin eru ekki til stadar skodud. Western blot
voru notud til pess ad stadfesta protinnidurbrot, og 1jospéttnimalingar og FACS til pess ad kanna
vaxtarhrada sveppanna. Svipgerd sveppanna var einnig skodud i smasja.

Rannsoknin syndi ad gersveppastofnar med hitanem degron kerfi fyrir RPTI, RPT4 og
RPT6 brjota Rpt prétinin nidur og fyrir vikid breytist baedi voxtur og svipgerd stofnanna. Mikid
hagir 4 vexti peirra par sem peir festast i Go/M fasa frumuhringsins. Sveppirnir eru staerri og

ovenjulegri 1 16gun en viomid.

2. Nidurbrot protina og ubiquitin

2.1. Niourbrot protina

Peptidtengi milli amindsyra i protinum eru mjog stodug efnatengi. Slikur stodugleiki er
naudsynlegur. Protin verda ad vera stodug til pess ad geta framfylgt hlutverkum sinum innan
lifveru. bvi telst ad vissu leyti jakvett ad ohvatad vatnsrof peptidtengis hefur morg hundrud ara
langan helmingunartima (Wolfenden og Snider, 2001} A hinn béginn myndi taka nokkrar aldir ad
melta protinrika faedu eins og kjot ef ekki veri fyrir lithvata (ensim). Auk pess purfa frumur stédugt
a0 mynda og brjota nidur prétin i sinu daglega amstri. Ef paer hefdu engin tok 4 pvi ad brjéta prétin
nidur 4 hradvirkan og O0ruggan mata, myndi starfsemi peirra tefjast vegna pess ad Oparfa protin
myndu safnast upp. Stodugleiki peptidtengja leysir pannig badi og skapar vandamal. Vandamalid
hafa lifverur leyst med proun lithvata 4 bord vid proteasa. Proteasar, eda prétinkljufar, hvata
vatnsrof peptidtengja med syru - basa eda kjarnseknu hvarfi. Proteasar starfa yfirleitt 6had
utanadkomandi orku par sem peir hvata varmafradilega hagkvemt hvarf (sja Pickart, 2004).

Merkt prétin eru brotin nidur a4 orkuhadan hatt i sérstokum préteasomum (proteasomes) i
frumunni. Proteasomid er fjoleininga meltiensim sem finnst badi 1 umfrymi og kjarna allra
heilkjarna fruma (sja Adams, 2003). Proteasomid meltir protin sem eru merkt & akvedin hatt meo
ubiquitin (Ub) sem er litid hnattlaga protin Gr 76 amindsyrum. Ubiquitin er merkilega vel vardveitt,
en adeins prjar aminosyrur eru mismunandi milli ubiquitin manna og gersveppa (sja Weissman,
2001).

[ pessum kafla verdur ratt stuttlega um ubiquitin protinid, hlutverk pess og virkni i

proteasom hada nidurbrotsferlinu.



2.2. Ubiquitin

Ubiquitini var upprunalega lyst af Goldstein og félogum arid 1975. Pa nefndu peir pad ubiquitous
immunopoietic polypeptide en ordid ,,ubiquitous* er dregid af latneska ordinu ,,ubique‘ sem merkir
»alls stadar®. Ef protin er ,,immunopoietic® pa veldur pad énemissvorun, svo nafnid gerdi i raun
grein fyrir fj6lpeptidi sem olli 6nemissvorun og fannst alls stadar (Goldstein et al., 1975).

Eins og 4dur sagdi er ubiquitin hnattlaga fjolpeptid sem sett er saman ur 76 amindsyrum.
Ubiquitin er 8565 Da og er pétt pakkad med mjog vatnsfelinn kjarna. bessi kjarni hefur mogulega
einhver orsakatengsl vio stodugleika protinsins. Samgild tengi geta myndast milli ubiquitina og
annarra protina. Tengin myndast milli syruhdps glysins & C-enda ubiquitin prétinsins og e-amind
hops lysins & hinu protininu (Vijay-Kumar et al., 1985). Ubiquitin C-endinn getur lika myndad
samgild tengi vid lysin 1 60rum ubiquitin sameindum. Pessi eiginleiki ubiquitins er forsenda pess ad
ubiquitin kedjur geti myndast.

Ubiquitin inniheldur fjérar lysin amindsyrur sem geta verid hlekkir i ubiquitin kedju in vivo.
Amindsyrurnar sem um redir eru numer 11, 29, 48 og 63 (sja Weissman, 2001). Fleiri lysin
aminésyrur finnast i ubiquitin fjélpeptidinu, en par virdast ekki leyfa kedjumyndun. Hlutverk lysin
11 kedja og Iysin 29 kedja eru ekki vel pekkt. A hinn boginn merkja lysin 48 ubiquitin kedjur protin
til nidurbrots 1 proteasémi (sja mynd 2). Auk pess geta lysin 48 kedjur gegnt fleiri hlutverkum.
Protin merkt med lysin 63 ubiquitin kedjum geta sidan att margvisleg mismunandi o6rlog (Sja

Weissman, 2001).

Ubiquitin
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Mynd 2. Margvisleg 6rlog protina merkt med mismunandi ubiquitin kedjum (Weissman, 2001).

2.3. Ubiquitin merkingarferlio
Venjuleg skammlif prétin 1 spendyrafrumum eru ad mestu leyti brotin nidur med ubiquitin og

proteasdm hadu nidurbroti, en adeins um 10% venjulegra protina eru brotin nidur i ubiquitin og



proteasom 6hadum ferlum (Ciechanover et al., 1984). Prétinin eru pa merkt med ubiquitin kedju og
feerd i proteasom. Orka 4 formi ATP er nawsynleg til pess ad merkja protin med ubiquitini
(Hershko et al., 1980).

Merkingarferlid hefst med ensimi sem hefur verid kallad E1, eda oérvunarensim (activating
enzyme). E1 Orvar eda virkjar ubiquitin med pvi ad nyta orku frd ATP tilpess ad mynda ,,adenylate*
4 C-enda ubiquitins. P4 er mogulegt ad mynda El-ubiquitin pidlester. M.6.0. hengir E1
Orvunarensimid ubiquitin prétinid & sjalft sig i ATP hadu hvarfi (Haas et al. 1982). Adeins eitt gen
skrair fyrir E1 ensiminu i gersvepp, en tvoé isoform af ensiminu geta myndast par sem tveir
upphafsstadir pydingar eru til stadar (Handley-Gearhart et al., 1994).

Eftir ad E1 hefur hengt ubiquitin 4 sjalft sig kemur E2 tengiensimid (conjugating enzyme) til
sogunnar. Tengiensim geta ver® mun fleiri en 6rvunarensim. S. cerevisiae hefur 13 mismunandi
tengiensim. Tengiensim taka vid ubiquitin protininu af érvunarensiminu med trans-pidl hvarfi og
mynda E2-ubiquitin pidlester (sja Weissman, 2001).

A0 lokum hvatar E3 flutningsensim (/igase) flutning ubiquitins fra E2 tengiensiminu yfir &
1ysin markprotinsins. Flutningsensimin eru af tveimur megin flokkum. Flokkarnir kallast HECT og
RING. Helsti munurinn a pessum flokkum er sa ad HECT flutningsensim mynda piolester tengi vid
ubiquitin i flutningsferlinu, & medan RING flutningsensim mynda aldrei slik tengi vid ubiquitin.
RING ensimin eru talin midla beinum flutningi ubiquitins yfir & markprotinid (sja Weissman, 2001).

Flutningsensimin eru enn fleiri en tengiensimin, en sérteekni merkingarferlisins er moguleg
vegna pess hve morg tengiensim og flutningsensim eru til stadar til ad midla henni. { stadinn fyrir
ad oll protin sem brjota 4 nidur séu med sameiginlegt einkenni sem eitt E3 flutningsensim pekkir
eru morg E3 flutningsensim til stadar. Hvert E3 ensim pekkir mismunandi einkenni, eda
nidurbrotsmerki, 4 protini sem parf ad brjota nidur. Daemi um slikt einkenni er laus a-amind hopur
(Hershko et al., 1984).

Margir aratugar eru lidnir sidan E1-E2-E3 ubiquitin merkingarferlid var fyrst uppgétvad en
morgum spurningum er enn osvarad. Ekki er vitad hvernig ubiquitini er alltaf midlad i att fra El
ensimi til hvarfprétins, hvernig flutningsensim virkja tengiensim, hvad verdur til pess ad ubiquitin
er faert yfir & markprotinid né hvernig ubiquitin kedjur eru settar saman. P6 hafa miklar framfarir
ordid 4 pessu svidi. T.d. hefur komid 1 1j6s ad ubiquitin getur ekki adeins tengst vid e-amind hopa

lysina, heldur virdist ubiquitin einnig geta tengst cystin amindsyrum (Kaiser og Fon, 2007).



3. Proteasom

3.1. 26S Proteasomio
26S Proteasomid er gjarnan einfaldlega kallad ,,proteasomid®. Proteasémid er fjoleininga
meltiensim sem finnst badi i kjarna og umfrymi heilkjarna fruma. Pvi betur sem proteasomid hefur
verid rannsakad, pvi betur hefur komid i 1j6s hversu mikilvagt pad er til pess ad frumur geti starfad
edlilega. Proteasémid sér fyrst og fremst um ad brjota nidur protin. Demi um prétin sem
proteasémid brytur nidur eru bodsameindir, @xlisbelandi protin og umritunarpaettir. Fai slikar
sameindir ad safnast upp i frumunni geta lifslikur frumunnar minnkad svo um munar (sja Adams,
2003). Proteasomid brytur einnig nidur skemmd proétin i svokolludu N-degron ferli (Bachmair et al.,
1986) en frekar er fjallad um ferlid sidar i pessari ritgerd. Synt hefur verid fram 4 ad frumur an
virkra préteaséma fara i styrdan frumudauda (Hideshima et al., 2001).

Proteasomid er fjoleininga ensimfloki og er sett saman ur 20S kjarna og 19S stjorneiningu
(regulatory particle), en stjorneiningarnar geta verid tvaer fyrir hvern kjarna, eins og sja méa 4 mynd

3 (sja Adams, 2003).

20S PROTEASOME 26S PROTEASOME
19S
19S Regulatory Complex
+ ATP
o
-
198

* 700 kDa

» 2,000 kDa
» Broad substrate specificity

Mynd 3. Bygging 20S kjarna og 19S stjorneiningar proteasémsins (Adams, 2003).

3.2. 20S Kjarni proteasomsins
Kjarni proteasomsins er sd hluti pess sem sér um ad hvata nidurbrot protinanna sem koma par inn.
20S kjarninn er hélkur ur 28 undireiningum. Undireiningarnar 28 mynda saman fjora hringi. Hver

hringur inniheldur sj6 undireiningar. Hringirnir sem eru yst hvoru megin 4 hélknum kallast o hringir



(sja mynd 3). Pessir hringir eru i tengslum vid 19S stjorneiningar og mynda dsamt peim prong
protingdng sem adeins afmyndud proétin geta komist 1 gegnum. Hringirnir tveir sem eru innst i 20S
kjarnahdlknum mynda rymid par sem protin eru brotin nidur i 3 — 25 aminosyru 16ng peptid. Pessir
hringir, sem kallast B hringir, innihalda prjar hvarfstodvar (active sites) hver um sig (sja mynd 4).
Hvarfstodvarnar prjar hafa mismunandi virkni. bar hafa verid nefndar eftir ensimum med svipada
protinsundrandi virkni og svipada bindla og kallast: trypsin, chymoétrypsin, og peptidylglatamyl
peptidasa (eda post-glutamyl peptid hydrolasa) -likar hvarfstodvar (sja Adams, 2003).

Post-
glutamyl

B7

tryptic

Mynd 4. Undireiningar B hrings Gr 20S kjarna proteaséms. Fjolublau einingarnar takna hvarfsto ovar.
Bortezomib er lyf sem getur bundist vid eina hvarfstodina (Adams, 2003).

3.3. 19S stjorneining proteasomsins

Hér a0 ofan kom fram ad 19S stjoérneiningar proteasomsins geta tengst o hringjum 20S kjarnans og
myndad protingdng sem sja til pess ad adeins afmyndud prétin komist inn i kjarnann. NG verdur
kafad adeins dypra i byggingu og hlutverk stjorneiningarinnar.

19S stjorneiningin er had orku a formi ATP, og er sa hluti proteasdémsins sem tengist
ubiquitin protinum. Hin er pvi talin pekkja hvarfetni, afmynda pau og styra yfirferslu peirra inn i
20S kjarnann (Glickman et al., 1998).

Rannsoknir & proteasomi gersveppa hafa leitt i 1j6s ad stjorneiningin er samansett ur 17
undireiningum. Undireiningarnar eru annarsvegar ATPasar af svokalladri AAA fjolskyldi og
kalladir Rptl — Rpt6 (Regulatory Particle Triple-A protein, eda Regulatory Particle
Triphosphatase), og hinsvegar einingar sem eru ekki ATPasar, kalladar Rpnl — Rpn12. ATPasarnir
virdast vera vel vardveittir milli tegunda. Rpt undireiningarnar eru 67 — 76% eins milli gersveppa
og manna. Innbyrdis eru Rpt ATPasarnir up.b. 40% eins. betta bendir til pess ad genatvofaldanir
hafi att storan patt i proun stjérneiningarinnar. Rannséknir benda par ad auki til pess ad hvert

proteasém innihaldi alla Rpt ATPasana sex. En pad merkir ad bygging stjorneiningarinnar sé ekki



breytileg milli proteaséma (Glickman et al., 1998).

Rannsokn Ruben og félaga arid 1998 leiddi ymislegt i 1j6s vardandi hlutverk Rpt
ATPasanna. ATP bindistad RPT genanna sex var stokkbreytt til pess ad finna hvert hlutverk ATP
vatnsrofs er i protinnidurbroti. I 1jos kom ad hver ATPasi hefur sérstakt starfreent hlutverk i
proteaséminu. Pratt fyrir ad vera med svipada amindsyrur6d eru ATPasarnir allir lifsnaudsynlegir.
Haegt var ad koma 1 veg fyrir nidurbrot hvarfefnis med pvi ad stokkbreyta ATP bindistad i Rpt
protinunum. Allt saman bendir pad til pess ad ATPasarnir hjalpist ad vio ad beina hvarfefnum inn i
20S kjarna proteasomsins og purfi pannig 4 hvor 60rum ad halda (Rubin et al., 1998).

Nékvem bygging stjorneiningarinnar hefur verid rannsékud 4 sidustu arum med nokkrum
arangri. Rosenzweig og félagar komust m.a. ad pvi ad tver undireiningar 19S stjérneiningarinnar,
Rpnl og Rpn2, eru eins og kleinuhringir i laginu og sitja hvor ofan 4 annarri innan i midjum o hring
20S kjarnans. Rpn2 er i beinum tengslum vid o hringinn 4 medan Rpnl, sem situr ofan & Rpn2,
tekur & moéti pattum sem kalla hvarfetnin til (substrate recruitment factors). Rpt ATPasarnir sex
radast sidan i kringum pessa kleinuhringi og hylja yfirbord 20S kjarnans (sja mynd 5). ATPasi er
ensim sem hvatar vatnsrof ATP sameindar yfir i ADP og fosfat. Hlutverk ATPasanna, 4samt Rpn
einingunum tveimur, tengist yfirferslu (translocation) hvarfefna, og saman eru einingarnar einnig
taldar standa vord um protingdngin sem leida inn i hvarfstod 20S kjarnans. Pannig er komid i veg
fyrir ad 6vidkomandi prétin villist inn og séu brotin nidur ad astedulausu (Rosenzweig et al., 2008).

a Rpn1-Rpn2 b o~ Z _”\\\

unit

1

Base-CP

20S CP

Mynd S. Proteasom. Rpnl og Rpn2 prétinin synd umkringd ATPSsum (brunar einingar). 20S kjarni syndur
grenn. a) Rpnl-Rpn2 einingin synd innan grunnkjarnans (Base-CP). Rpn2 (gulur) er festur vid midjuna 4
yfirbordi 208 kjarnans. Rpnl (raudur) situr ofan & Rpn2. Rpt ATPasarnir (appelsinugulir; dreifdir, einn
gegnser) eru festir vid 208 yfirbordid, utan um Rpnl-Rpn2 eininguna og fullkomna pannig grunnkjarnann.
b) 19S Stjorneiningin synd. Lok proteasomsins (gratt) umlykur holrymi innan stjérneiningarinnar. bad er fest
vid grunnkjarnann. Mismunandi hjalparpaettir og protin sem tengjast hvarfefnum (fjolubla og brin) geta
tengst inn & pennan snertiflot milli loksins og kjarnans. Proétin geta liklega einnig tengst vi 0 Rpn1-Rpn2
eininguna sem stendur upp ur (Rosenzweig et al., 2008).



Rannsokn Satoh og félaga fra arinu 2001 syndi ad Rpt6 hefur sérstakt hlutverk sem tengist ekki
nidurbroti hvarfefna. Fosforun Rpt6 styrir samsetningu 26S proteasémsins. Pegar kinasi fosforar
Rpt6 er 26S proteasomid sett saman, en pegar affosforun & sér stad lidast undireiningar
proteasomsins 1 sundur (Satoh et al., 2001).

Hlutverk ATPasana einskomast pannig ekki vid protinnidurbrot. Rannsoknir Thomas
Kodadek og félaga hafa raekilega synt fram 4 pad. Arid 2001 greindu Ferdous, Kodadek o.fl. fra pvi
ad 198 stjorneining proteasdmsins er naudsynleg fyrir edlilega starfsemi RNA pdlymerasa II. bar
var pad Rpt6 protinid sem var naudsynlegt vid Gal4-VP16-virkjada umritun in vitro. An Rpt6 gatu
stutt umrit myndast edlilega, en framleidsla & lengri umritum stadnadi algjorlega (Ferdous et al.,
2001). Frekari rannsoknir syndu sidan fram 4 ad Rpt4, Rpt6 og Onnur prétin 19S
stjorneiningarinnar, tengjast GAL1/10 styrli og GALI geninu pegar GALI tjaning er drvud meo
galaktosa og Gal4 umritunarpatturinn er til stadar. Umritunarpatturinn kallar & protinfloka sem
inniheldur Rpt ATPasana sex, Rpnl og Rpn2 og kannski fleiri protin. bessi floki tengist vid styril
GALI. Pannig taka pessi protin beinan patt i umritun med RNA polymerasa II. Mikilvagt er ad
merkja ad prétin 20S kjarnans koma i pessu samhengi hvergi nalegt styrlinum og GALI geninu.
Prétin 19S eru pvi klarlega ekki ad sinna hlutverki sem snertir nidurbrot (Gonzalez et al., 2002).

Til pess ad komast ad pvi hvort protin stjorneiningarinnar komi vid ségu i umritunarferli
annarra gena i gersveppum og floknari lifverum, ranns6kudu Sulahian, Johnston og Kodadek alags
tengda umritun i gersveppum. Peim tokst ad syna ad an Rpt4 og Rpt6 prétinanna er umritun 4
genunum HSP26, HSP104 og GADI mjog bald pratt fyrir dlag. Pessi gen eru yfirleitt tjad i
talsverdum meli vid hitadlag eda medferd med menadion bistlfati, sem veldur oxunarélagi. Einnig
var synt ad tjdning pessara gena er 6had nidurbrotsvirkni préteasémsins. Ljost er a0 ATPasar
proteasomsins gegna mikilvaegu hlutverki 1 umritunarferli dlagsgena (Sulahian et al., 2006). Sidan
nidurstodur pessara rannsdkna voru birtar hefur verid synt fram 4 ad prétin 19S stjorneiningarinnar
koma vid sogu i stjorn a umritun margra gena. M.a. Hefur verid synt fram 4 ad i spendyrum hefur
Sugl (sem heitir Rpt6 1 gersveppum) ahrif & umritun MHC II gensins, en pad er lykilgen i sértaeka
onemiskerfinu (Bhat et al., 2008).

Protin 19S stjorneiningarinnar skipta einnig mali i stjorn sviperfda (epigenetic gene
regulation). Synt hefur verid ad Rpt4 og Rpt6 tengja saman morkun mismunandi histona. Morkun
H2B histons med ubiquitini annars vegar og metylerun H3 histons hinsvegar. Undireiningar 19S
stjorneiningarinnar hafa pannig ahrif 4 litnid og histonkddann, en 4 dbeinan hatt er pad i rauninni
lika stjorn & umritun i frumunni (Ezhkova og Tansey, 2004). T.d. Hefur Sugl (Rpt6) lykildhrif 4

stjorn & H3 histon acetylerun vid eflirod MHC II gensins. Pegar Sugl er ekki til stadar minnkar



acetylerun histonsins mjog mikid. A hinn boginn ytir Sugl undir umritun MHC II gensins med pvi
a0 auka acetylerun pegar pad er til stadar (Koues et al., 2008).

Arid 2005 birtu Tensey, Lee o.fl. ndurstodur rannsoknar sem syndi fram 4 ad 19S
stjorneining proteasémsins geti ytt undir bindingu SAGA histon acetyltransferasa flokans vid styrla.
ATPasar stjorneiningarinnar breyta SAGA flokanum og Orva pannig samskipti flokans vid
umritunarpaetti. Petta verdur til pess a0 SAGA flokinn binst i auknum meli vid styrla. bessar
nidurstodur hafa audvitad mikid ad gera med nidurstddurnar sem greint var fra hér ad ofan, en
SAGA tengist morkun histona med ubiquitini og metylerun afar naid. SAGA kemur pvi vid ségu i
histonmorkunarferli sem 19S stjorneiningin tekur einnig patt i (Lee et al., 2005).

Fleiri rannsoknir & 19S stjorneiningunni og umritun gena hafa leitt ymislegt 1 1j6s. T.d. hefur
verid synt fram 4 ad Sugl (Rpt6) binst vid p21™" styrla pegar DNA spendyrafrumur verda fyrir
skada vegna orvunar med Utfjolublau ljosi (Zhu et al., 2007). Rpt6 binst einnig vid HIV-1 styrilinn
og Orvar umritun ef umritunarpatturinn Tat er til stadar. Proteasomid getur einnig haft neikvaed ahrif
4 umritun HIV-1 styrilsins, en pad eru umritunarpeettir sem hafa urslitadhrif hvad pad vardar (Lassot
et al. 2007).

19S stjorneiningin hefur ahrif & umritun gena beadi i gersveppum og spendyrum, hun hefur
einnig ahrif & skipulag og stjorn litnisins (chromatin structure) i gersveppum. Nidurstddur Tensey
og félaga hafa synt fram 4 pad (Ezhkova og Tansey, 2004). Nidurstodur Koues og félaga fra 2008
bentu lika til pess ad stjorneiningin hefdi ahrif 4 litni spendyra (Koues et al., 2008).

Mikilvaegi 19S stjorneiningarinnar, badi i gersveppum og spendyrum, er 6umdeilanlegt.
Hlutverk hennar vid ad stjorna samsetningu préteasomsins, pekkja hvarfefni og styra peim inn i
kjarna proteasémsins er eitt og sér lifsnaudsynlegt. Hlutverkid sem hun gegnir par ad auki vid
umritunarstjorn og skipulag litnisins gerir hana ad ennpé athyglisverdara rannsoknarefni.

Obirtar nidurstédur (Z.0. Jonsson, J.A. Wohlsclegel) benda til pess ad vel vardveitt tenging
s¢ & milli Rvb protina (pontin og reptin) og Rpt ATPasanna. Stofnarnir sem bunir voru til i pessari

rannsokn verda notadir til pess ad kanna pessi tengsl.

4. Degron

4.1. N-enda reglan og N-degron

Varshavsky og félagar komust ad pvi arid 1986, ad akvedid samband er 4 milli pess hversu stodugt
proétin er og hvada amindsyra er & N-enda pess. beir kolludu petta samband N-enda reglu (Bachmair
et al., 1986). Edlileg protin hafa methionin amindsyru & N-enda vegna pess ad pyding protina hefst

undantekningalaust 4 methionini. A hinn béginn eru N-endarnir oft klipptir af vid verkun protina,
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pannig ad ekki er mjog dvenjulegt ad adrar amindsyrur finnist & N-endum fullproskadra protina.
begar prétin hefur adra amindsyru en methionin & N-enda sinum getur pad po ordid ostodugt.
Stodugleikinn er mismunandi eftir pvi um hvada amindsyru er ad raeda. Arginin er demi um
aminésyru sem veldur mjog miklum o6stédugleika og p.a.l. hrodu nidurbroti (sja Varshavsky, 1996)
Frekari rannsoknir leiddu sidan i 1jos ad 1 gersvepp pekkir E3 ensimid Ubrl lausa a-amind
hoépa og tengir ubiquitin vid protin sem hafa petta einkenni. Laus a-amind hopur er pannig demi
um nidurbrotsmerki, en pad er einmitt petta nidurbrotsmerki sem N-enda reglan byggir 4.
Nidurbrotsmerki (degradation signal) eru protinhlutar eda radir aminosyra sem valda nidurbroti
protins. Pau geta verid margskonar. Protin med slik merki eru 6stodug og hafa afar stuttan
helmingunartima (Varshavsky, 1996) Varshavsky og félagar skilgreindu protin med o-aminéd
nidurbrotsmerki og laust lysin fyrir ubiquitin bindingu sem N-degron. Degron er eining sem er badi
naudsynleg og nagjanleg til pess ad ubiquitin had nidurbrot eigi sér stad (Varshavsky, 1997)
Skilgreining Varshavsky og félaga & N-degron innihélt krofu um eina eda fleiri lysin
aminésyru. Ubiquitin tengist vid lysin amindsyru & protinum. Ubiquitin verdur ad tengjast vid
prétinid til pess ad pad rati i 26S proteasomid. Pvi er augljost ad ekkert nidurbrot getur farid fram
an lysins! Stadsetning innan frumunnar skiptir ekki 6llu mali til pess ad N-degron geti virkad, pvi

proteasom eru til stadar baedi 1 kjarna og umfrymi (Varshavsky, 1996)

4.2. Degron protinniourbrot i stad genaurfellinga
Til pess ad komast ad hlutverki tiltekins gens og hvada ahrif pad hefur a frumustarfsemi, er oft
gagnlegt ad kippa geninu Ut ur erfdamenginu. Slikar genaurfellingar hafa verid framkvaemdar a
gersveppum 4 mjog kerfisbundinn hatt. Lifsnaudsynlegt gen er hinsvegar augljoslega 6mogulegt ad
fella ut ur erfdamengi einlitna gersveppa. Slikt vandamal er p6 gjarnan leyst med pvi ad fella genid
ut & 60rum litningi ar pari i tvilitna gersvepp. Auk pess hafa stokkbreyttar utgafur af genunum, sem
starfa edlilega vid t.d. ldgan hita en oOvirkjast pa vid haan hita, gert visindaménnum kleift ad
rannsaka hegdun og svipgerdir gersveppa sem eru an naudsynlegra gena (Dohmen et al., 1994).
Genum er ekki alltaf haegt ad stokkbreyta pannig ad pau verdi hitanem (temperature
sensitive eda ts). Auk pess er alls ekki hegt ad vita fyrir fram hvort ad mogulegt sé ad stokkbreyta
geninu sem ahugi er fyrir 4 pennan hatt. S& galli er sidan vidlodandi hitanemar stokkbreytingar ad
paer geta verid of lekar (leaky) til pess ad gagnast i rannséknum, en pa hefur stokkbreytta genid
ennpa einhverja virkni pratt fyrir ad hitastigid etti ad utiloka hana. Varshavsky og félagar hans
leystu pessi vandamal. beir fundu leid til pess ad bua til hitaneem stokkbrigdi fyrir hvada gen sem
er, an pess ad naudsynlegt vari ad finna stokkbreytt afbrigdi af geninu. Adferdin byggdist 4
hreyfanlegu hitaneemu N-degron (Dohmen et al., 1994).
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Hitaneemur Dihydrofolat reductasi (DHFR®) Gr mus er stédugur vid 23°C, jafnvel med
arginin amindsyru 4 N-endanum (Arg-DHFR"). betta er undantekning 4 N-enda reglunni. Protinid
er stodugt vegna pess ad N-endinn er falinn innan prétinsins. Vio 37°C afmyndast DHFR" og N-
endinn kemur i 1j6s. P4 virkjast N-degron og protinid er brotid nidur i ubiquitin hadu ferli.
Hreyfanlega hitanema N-degron kerfid byggir & Arg-DHFR®.

Varshavsky og félagar smidudu plasmid sem innihélt Arg-DHFR®, vakamerki og valgen.
Ubiquitin var sett fyrir framan Arg-DHFR® & plasmidinu, en ubiquitin er alltaf klippt af & mjog
nakvaeman hatt strax 4 eftir sidustu ubiquitin aminosyrunni. Hemagglutinin (HA) vakamerki var sett
4 plasmidio til pess ad audvelt vaeri ad dnamisfella protinid med einstofna motetni gegn HA. URA3
var par ad auki sett & plasmidid til pess a0 haegt veri ad velja fyrir eda gegn Ura3 tjaningu i
gersveppnum. Plasmidid var pannig: Ub-Arg-DHFR"“-HA-URA3. Tilraunir stadfestu ad haegt er ad
nota Arg-DHFR® plasmidid sem hreyfanlegt (portable) hitanemt N-degron kerfi og nota pad til
pess ad bua til hitanem degron stokkbrigdi (temperature sensitive degron eda td) af prétinum 1 S.
cerevisiae (Dohmen et al., 1994).

Gersveppastofn sem 4 ad taka vid hitanemu degron kerfi verdur ad tj& UBRI. Ensimid sem
UBRI skrair fyrir er E3 flutningsensim sem pekkir a-amind hop & prétinum med N-degron kerfi.
Ensimid hvatar sidan nidurbrot protinsins med ubiquitin hadu ferli. Til pess ad prétin med N-degron
kerfi séu brotin nidur hratt og 6rugglega parf pess vegna ad vera nog af Ubrl ensiminu til stadar
(Varshavsky, 1996). Magn Ubrl er oft floskuhals i nidurbroti degron proteina og pess vegna
endurbatti Karim Labib kerfid med pvi ad bata vid yfirtjaningu UBRI1 fra GAL styrli (Labib et al.,
2000)
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1. Gersveppir sem vfirtja UBRI

Fyrsta skrefid 1 smidi stofnanna var ad finna hentug valgen sem hagt var ad nota til ad skipta um
styrla & UBRI geninu og setja inn hitanem degron merki & N-enda RPT genanna. Ekki var haegt ad
nota HIS3 valgenid sem hingad til hefur verid notast vid til ad skipta um styril & UBRI vegna bess
ad foreldrastofninn BY4741 var ekki vanefna fyrir hisdidini. Pvi var dkvedio ad skipta ut HIS3
valgeni 4 plasmidunum pI53 og pKL54 og setja inn MET15 valgen. Annad plasmidid, pKL54, var
med UBRI gen undir stjorn GAL1 og myc hala (sj& mynd 7). Hitt (pI53) var med UBRI gen undir
stjorn HSE og myc hala (sja mynd 8).

Plasmidid pRS401 er plasmid sem innlimast inn 4 litning. Pad inniheldur MET15, methionin
valgen. MET15 var klippt Gr Gr pRS401 med skerdiensiminu Pvull (sja toflu I, vidauka og mynd 6).
Sama skerdiensim var notad til pess ad klippa HIS3 valgenid ut Ur pI53 og pKL54 (sja toflu I,
vidauka og myndir 7 og 8).

pRS401
(4893 bp)

Pvull

Mynd 6. Plasmidid pRS401. Skerdiset fyrir Pvull synd. MET15 valgen synt (GeneConstructionKit).
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pKL54
(6966 bp)

Ub-LacI-Myc-5'UBR1 fusion

GARL1 promoter

Mynd 7. Plasmidid pKL54 inniheldur UBRI gen med myc hala undir stjorn GALI styrils. Skerdiset fyrir
Pvull synd (GeneConstructionKit).

153

(6712 bp)

Mynd 8. Plasmidid pI53 inniheldur UBRI gen med myc hala og HSE stjornkerfi. Skerdiset fyrir Pvull eru
synd (GeneConstructionKit).

Eftir klippingu voru plasmiobutarnar rafdregnir. Eftir ad rafdrattur hafoi skilid butana ad voru
eftirfarandi butar einangradir Ur gelinu (sja mynd 9):

- Buatur med METI5 valgeni (4445 bp)

- pl53 plasmidbutur &n HIS3 valgens (2714 bp)

- pKL54 plasmidbutur an HIS3 valgens (2967 bp)
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1 2 3
[—"—"1. prs401: PwuIl
= 2. 153: Pvull
= — —|3. pKL54: Pwull
E E E ]ﬁ:r%dla pRS401 153 pKL54

Ladder

-
a kb

Mynd 9. A) Plasmidin pRS401, pI53 og pKL54 eftir klippingu med Pvull og rafdratt. Steerd buta synd.
Raudur ferningur hefur verid dreginn um pa biita sem einangradir voru ur gelinu (GeneConstructionKit).
B) Eftir einangrun Ur geli og hreinsun plasmidbutanna var rafdregid aftur. Plasmidbutur pRS401 sést mjog
greinilega, en litlu butarnir Gr pI53 og pKL54 eru mun daufari.

Eftir einangrun var buturinn med MET15 valgeninu affosforadur med Antarctic Fosfatasa. Pannig
var komid i veg fyrir ad baturinn limdist saman i hring. pI53 plasmidbuturinn var sidan limdur vid
MET1I5 butinn. Jafnframt var pKL54 plasmiobuturinn limdur vid MET15 butinn.

Skerdikort var utbuid fyrir nyju plasmidin. Ef plasmidbutarnir limdust saman eins og buist
var vid @tti klipping med EcoRI ad koma 1t 4 geli eins og synt er 4 mynd 10 A. Eftir limingu voru
syni tekin af afurd hennar og pau voru klippt med EcoRI (sja toflu II, vidauka). Pessar klippingar
voru sidan rafdregnar (sja mynd 10 B). Klippingarnar komu 1t i samrami vid skerdikortio.

Eins og sést 4 mynd 11 gat baturinn med METI5 valgeninu innlimast 4 tvo mismunandi

vegu. brju ny plasmio, pHH1, pHH2a og pHH2b, myndudust (sja toflu 1).

15



nnnnnnnn

1. pRS401: EcoRI

e = 2.153: EcoRl
3000=)— . —| 3. pKL54: EcoRI
= 7| 4.153 + Met15: EcoRI
sl — __| 5.153 + Met15 (inverse): EcoRI
1500— 6. pKL54 + Met15: EcoRI
e 7. pKL54 + Met15 (inverse): EcoRI

90 0|

60 0=

00—

1 1 1 1 1 1

Mynd 10. Skerdikort og nidurstddur rafdrattar sem stadfestir ad MET1S5 valgenid limdist inn i pI53 og
pKL54 plasmidbutana. A) Skerdikort. Klipping med EcoRI (GeneConstructionKit). B) Plasmid og afurdir
liminga klipptar med EcoRI og rafdregnar.

pHH2b
(7413 bp)

pHH2a

(7413 bp)

Ub-LacI-Myc-5'UBRL fusion
Ub-LacI-Myc-5'UBR1 fusion f
GAL1l promoter
vull GALl promoter ull

Mynd 11. A) Rétt stefna UBRI gens og GAL stjornkerfis midad vid METI5 valgen. B) Ofug stefna UBRI
gens og GAL stjornkerfis midad vido MET15 valgen (GeneConstructionKit).
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Tafla 1. Plasmidbutar sem notadir voru til pess ad bua til HSE-UBRI og GAL-UBRI plasmid med MET15
valgeni. Stefna valgens innan plasmidsins synd.

Plasmiobutur 1 Plasmidbutur 2 Nytt plasmio Stefna Metl5
pI53 (an HIS3) METIS5 (Gr pRS401) pHH1 ofug
pKL54 (an HIS3) METI5 (ar pRS401) pHH2 a ofug
pKL54 (an HIS3) METI5 (ar pRS401) pHH2 b rétt

Med pvi ad ummynda pessum nyju plasmidum, pHH1 og pHH2, inn i R1-TAP og R2-TAP stofna
(sja kafla 1.7., vidauka) og velja fyrir endurrddun inn 4 litninga voru svo bunir til sex nyir

mismunandi stofnar (sja téflu 2).

Tafla 2. Stofnar og plasmid sem notud voru til pess ad mynda gersveppastofna sem yfirtja UBRI.
Stjornkerfi og valgen synt.

Gersveppastofn Plasmio Stjornkerfi Valgen Nyr gersveppastofn
R1-TAP pHHI HSE METI5 YHHI1A og B
R1-TAP pHH2 a Gal METIS5 YHH2A og B
R1-TAP PHH2 b Gal METIS5 YHH3A og B
R2-TAP pHHI1 HSE METIS5 YHH4A
R2-TAP PHH2 a HSE METIS5 YHHSA
R2-TAP pHH2 b Gal METI5 YHHO6A og B

Til pess ad stadfesta a0 ummyndunin hafi heppnast, plasmidin innlimast inn 4 litninga og ad
stjornkerfin virki, var framkvamt eftirfarandi prof:

Stofnarnir sex voru rektadir i YP + G/L vokvaeti og latnir vaxa vid 23°C og hristing 1 um
solarhring. Syni ur pessum raektum voru tekin og fryst. Sidan voru per rektir sem attu ad innihalda
gersveppi med HSE stjornkerfi fluttar i 39°C hitabad. Samtimis var 1 ml af 20% galaktosa bett i
reektir peirra gersveppa sem attu ad innihalda GAL-UBRI stjornkerfi. Eftir klukkutima voru syni
aftur tekin r 6llum rektunum og fryst.

Protin voru einangrud Ur ollum synunum (sja kafla 1.8., vidauka). Protin voru sidan
rafdregin &4 SDS geli og 4 peim gert Western blot. Eftir rafdratt og blottun voru himnurnar med
préotinunum litadar med Ponceau lit. Litunin stadfesti ad blottun hafdi heppnast (gogn ekki synd).

Motefnalitun fyrir myc hala Ubrl proétinanna var sidan framkvamd til pess ad athuga magn
myc-Ubrl prétinsins 4 himnunum. [ 1jés kom ad stjornkerfin voru virk. I stofnunum med HSE
stjornkerfi var Ubrl magn litid fyrir hitalost en mikid eftir hitalost. I stofnunum med Gal stjornkerfi
var Ubrl magn meira eftir medferd med galaktdsa (sja mynd 12). bPannig var stadfest ad stofnarnir
YHHI1B, YHH3A, YHH4A og YHH6B ho6fou innlimad plasmid med stjornkerfum sem ollu pvi ad

UBRI genio var yfirtjad. Melanlega aukning vard 4 magni Ubr1 protininu i pessum stofnun.
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Mynd 12. Métefnalitad fyrir myc hala & Ubrl protinum. Raudir ferningr hafa verid dregnir utan um Ubrl
protinbond peirra stofna sem afram var unnid med. A) Himna A. B) Himna B. Jakvett vidmid var ubr-myc
fra Herdi GuOmundssyni.

2. Plasmid med hitanem degron kerfi

Visar (primers) til pess ad PCR magna upp N-enda RPT genanna (sja toflu 3) voru pantadir fra
Microsynth AG (Balgach,. Sviss). Visarnir voru hannadir pannig ad sitt hvoru megin vid RPT genid

myndudust skerdiset fyrir tiltekin skerdiensim (sja toflu 3).
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Tafla 3. Visar sem notadir voru til pess ad magna N-enda RPT1, RPT4 og RPT6 upp med PCR takni.
Basard0 visis er synd, stefna einnig, og nafnid a skerdiensiminu sem getur klippt skerdiset 1 visi.

Nafn visis Basarod 5' - 3' Gen Stefna Skerdiensim
RptlF1 Nhel |GCG AGC TAG CCC ACC AAA AGA AGA CTG GGA RPT1 Forward Nhel
RptdF1 Nhel |GCG CTC GAG TAC CGG CTT CTG TGC AAA CAG AT| RPT4 Forward Nhel
Rpt6F1 Nhel |GCG AGC TAG CAT GAG TGA AGA ACA GGA CC RPT6 Forward Nhel
RptIRx Xhol |GCG CTC GAG AAA TGA AGT TGG CTC CAA TC RPT1 Reverse Xhol
Rpt4Rx_Xhol |GCG AGC TAG CAT GAC AGC TGC TGT AAC ATC CT| RPT4 Reverse Xhol
Rpt6Rx Xhol |GCG CTC GAG TCT AGA ATA TCT AGT CTA TTC GT | RPT6 Reverse Xhol

Eftir ad tekist hafdi ad magna upp 06ll genin voru pau klénud inn i pCRII-TOPO genaferju.

Skerdikort var buid til og notad til pess ad stadfesta ad RPT1, RPT4 og RPT6 hafi innlimast inn i

genaferjuna (sja mynd 13). TOPO ferjur med RPTI og RPT4 voru klipptar med Bg/II (sja toflu 1V,

vidauka) og TOPO ferja med RPT6 var klippt med Spel (sja toflu V, vidauka).

A

6000—

3000=

1500=

1200-—-

900—

600—

300—

1.2 .3 4.5 6 _7_8

B

. pCRII-TOPO: Bglll

. pCRII-TOPO: Spel

. pCRII-TOPO_Rpt1: Bglll Rptl

. pCRII-TOPO_Rpt1i: Bglll

. pCRII-TOPO_Rpt4: Bglll ab c
. pCRII-TOPO_Rptdi: Bglll
. pPCRII-TOPO_Rpt6: Spel
. pCRII-TOPO_Rpt6i: Spel

O~k W=

Rpt4

abc de

-.---‘-hl-—--—-u

Rpt6
abcde

Mynd 13. A) Skerdikort. TOPO genaferja sem inniheldur RPT genin klippt med Bg/1I skerdiensimi og Spel
skerdiensimi. A kortinu sést staerd butanna i ,,geli“ (GeneConstructionKit). B) TOPO genaferjur rafdregnar.
Raudir ferningar dregnir um bokstafi par sem skerdikortid stadfesti a0 RPT gen hafi innlimast i TOPO

ferjuna.
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Til pess a0 koma genunum ut Ur TOPO genaferjunni og inn i pKRUSTY2 plasmidid, sem
inniheldur hitanema degron kerfid, voru genaferjurnar og pKRUSTY2 klipptar med
skerdiensimunum Nhel og Xhol (sja toflu 3 og toflu VI, vidauka). Eftir klippingu med
skerdiensimunum voru afurdir hennar rafdregnar til pess ad skilja butana i sundur. RPT
genabUtarnir voru sidan einangradir ur gelinu, sem og pKRUSTY2 buaturinn med hitanema

degroninu (sja mynd 14).

11 n2n3n4r

1. pKRUSTY2: Nhel/Xhol
F 2. pCRII-TOPO_Rpt1_: Nhel/Xhol

— | 3. pCRII-TOPO_Rpt4_: Nhel/Xhol
4. pCRII-TOPO_Rpt6_: Nhel/Xhol

pKRUSTY?2
o = Rptl  Rptd Rpt6

1 1 1

Mynd 14. A) Skerdikort TOPO genaferja sem innihalda RPT gen og eru klippt med Xhol og Nhel. Raudir
ferningar syna hvada butar innihalda hitanema degron kerfid (1) og hvada butar innihalda RPT genin (2, 3
og 4) (GeneConstructionKit). B) TOPO genaferjur med RPT genum voru klipptar med X#%ol og Nhel og
sidan rafdregnar. pPKRUSTY?2 var klippt 4 sama hatt og rafdregio. Raudir ferningar gefa til kynna hvada
butar voru sidan einangradir og hreinsadir ut ur gelinu.

RPT genabttarnir voru limdir vid pKRUSTY?2 plasmidbutinn med hitanema degroninu til
pess ad mynda prju ny plasmid. Til pess ad stadfesta ad RPT genabttarnir hafi limst inn 4 réttan hatt
voru plasmidin melt med skerdiensiminu BamHI (sja toflu VII, vidauka) og rafdregin & geli. Gelin
voru borin saman vid skerdikort og 1 1jos kom ad rétt plasmid h6fou myndast fyrir 611 RPT genin

brjt (sjd mynd 15). Nyju plasmidin fengu néfn sem synd eru i toflu 4.
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1 1 I 2 I 3 I 4 I
- 1. pKRUSTY2: BamHI
s000-—_—__ —|2. pKRUSTY_Rpti.gcc: BamHI
3000= 3. pPKRUSTY_Rpt4.gcc: BamHI

- 4. pKRUSTY_Rpt6: BamHI

1500=

1200=

30 Q=

600=

300

Mynd 15. A) Skerdikort. pPKRUSTY?2 og pKRUSTY?2 plasmid sem hafa innlimad RPT gen klippt med
BamHI (GeneConstructionKit). B) Plasmid sem talin voru innihalda hitanem degron fyrir RPT 1 og 4 klippt
med BamHI og rafdregin. C) Plasmid sem talin voru innihalda hitaneem degron fyrir RPT6 voru klippt med
BamHI og rafdregin. Raudir ferningar dregnir um bokstafi par sem stadfest er a0 rétt plasmio hafi myndast.
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Tafla 4. N6fn plasmidanna sem smidud voru Gr pKRUSTY?2 but og RPT genabttum.

Nafn pKRUSTY?2 butur RPT genabutur
pHH3 Butur med hitaneemu degron RPTIb B
pHH4A Butur med hitaneemu degron RPT4b C
pHH4B Butur med hitaneemu degron RPT4b D
pHH4C Butur med hitaneemu degron RPT4e B
pHHSA Butur med hitanaemu degron RPT6b B
pHHSB Butur med hitaneemu degron RPT6b D
pHHS5C Butur med hitanaemu degron RPT6d B

3. Gersveppir med hitanemar degron samsetur fyrir RPT1, RPT4 og RPT6

Til pess a0 bua til gersveppastofna med hitanemar degron samsatur fyrir RPT genin prja, var

degron plasmidunum ummyndad inn i gersveppastofna sem yfirtjd UBRI og valid fyrir endurrodun

inn 4 litning (sja kafla 1.7., vidauka). Degron plasmidin voru klippt med Bg/Il, HindIlll og Clal fyrir

ummyndun (sja toflur VIII-X, vidauka).

Upphaflega voru tolf gersveppaummyndanir framkvemdar, tiu ummyndanir litu ut fyrir ad

hafa heppnast. P4 var sérstakt ad i morgum tilfellum uxu badi brinar og hvitar pyrpingar af

sveppum eftir ummyndun (sja toflu 5). Nakvaem skyring 4 pessu liggur ekki fyrir en pé er vitad ad

METI5 stokkbreytingin getur 4 sumu ati valdid malmutfellingum sem valda dokkum lit.

Tafla 5. Gersveppastofnar og plasmid sem notud voru i ummyndar. Foreldri gersveppastofna og UBR]
stjornkerfi synd. Gefio upp hvada RPT gen er 4 plasmidum. Synt er hvort gersveppur 6x eftir ummyndun og
hvada litir voru 4 pyrpingunum sem uxu. A0 lokum er synt hvort Western blot stadfesti degron eda ekki.

Sveppastofn Foreldr. .I{BRI vzfrl ?n?i?y?(?;é R PT gen Ox eftir Litflr A Degron?
gersvepps | stjornkerfi i gersvepp 4 plasmidi | ummyndun? pyrpingum

YHHIB RI-TAP HSE pHH3 RPTI Ja Hyvitur Ja
YHHIB R1-TAP HSE pHH4A RPT4 Ja Brann/Hvitur Nei
YHHIB R1-TAP HSE pHHSA RPT6 Ja Hyvitur Nei
YHH3A R1-TAP Gal pHH3 RPTI Nei - -

YHH3A R1-TAP Gal pHH4A RPT4 Nei - -

YHH3A R1-TAP Gal pHHSA RPT6 Ja Brinn Ja
YHH4A R2-TAP HSE pHH3 RPTI Ja Brann/Hvitur Ja
YHH4A R2-TAP HSE pHH4A RPT4 Ja Brann/Hvitur Ja
YHH4A R2-TAP HSE pHHSA RPT6 Ja Brann/Hvitur Ja
YHH6B R2-TAP Gal pHH3 RPTI Ja Brann Ja
YHH6B R2-TAP Gal pHH4A RPT4 Ja Brinn Ja
YHH6B R2-TAP Gal pHHSA RPT6 Ja Brann Ja
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Hver ummyndun fékk priggja tolustafa nafn eftir tilteknu kerfi. Fyrsti tolustafur tilgreinir
gersveppastofninn sem plasmidi var ummyndad inn i. Tolustafurinn 1 fyrir YHHIB, 3 fyrir
YHH3A, 4 fyrir YHH4A og 6 fyrir YHH6B. Nesti tolustafur tilgreinir hvada plasmidi var
ummyndad inn i gersveppinn, talan 3 fyrir pHH3, 4 fyrir pHH4A og 5 fyrir pHH5A. A9 lokum voru
syni tekin ur tveimur mismunandi pyrpingum hverrar ummyndunar, fyrra synid fékk tolustafinn 1
og seinna synid fékk t6luna 2. Ef badi hvitar og brinar pyrpingar hofdu komid fram i tiltekinni
ummyndun, var fyrra synid (1) avallt haft hvitt og seinna synid (2) avallt haft brunt. Tilraun var
framkvemd & pessum synum til pess ad stadfesta hvort ad gersveppastofnarnir sem uxu upp eftir
ummyndun vaeru med virkt hitanaemt nidurbrot &4 Rpt prétinunum.

Stofnarnir voru rektadir i YP + G/L vokvazti med vidbattu CuSO, (0,05 mM) og latnir
vaxa vi0 23°C og hristing 1 um solarhring. Syni Gr pessum raektum voru tekin og fryst. Sidan var 0,8
mL af 20% galaktosa batt 1 paer rektir sem attu ad innihalda gersveppi med Gal stjornkerfi. Allar
reektirnar voru sidan latnar vaxa afram vid 23°C. Ad klukkustund lidinni voru allir stofnarnir settir
39°C heitt vatnsbad. bar voru peir latnir vera i rima klukkustund. Eftir pann tima voru syni aftur
tekin r 6llum rektunum og fryst.

Prétin voru einangrud Ur 6llum frystu synunum, badi peim sem tekin voru fyrir galaktdsa
medferdina og hitalostid, og synunum sem tekin voru eftir hitalostid. Eftir prétineinangrun voru
synin sidan rafdregin a4 SDS geli og Western blot var gert 4 peim. Himnurnar voru litadar med
Ponceau lit eftir blottun. Litunin syndi ad blottunin heppnadist (gogn ekki synd).

Motefnalitun fyrir HA hala Rpt protinanna leiddi i 1j6s ad hitanemt nidurbrot hafdi ordid i
atta af stofnunum tiu (sja mynd 16 og to6flu 5). Degron stofnarnir atta fengu ny nétn sem synd eru i

toflu 6.
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Himna 1.1.

Himna 2.1.
Mynd 16. Motefnalitad fyrir HA hala Rpt protina. Raudir ferningar syna hvar nidurbrot hefur att sér stad.

Himna 1.2.

Himna 2.2.

Tafla 6. Gersveppastofnar med hitanaemar degron samsatur fyrir RPT1, RPT4 og RPT6. Foreldrar og

arfgerdir stofnanna eru syndar. Stofnar sem notadir voru vid gerd vaxtarkirvu eru feitletradir.

Nafin stofiisins Nafn & Foreldr. Arfgerd

ummyndun Plasmio TAP Stjornkerfi UBRI Rpt degron
YHH7 1.3.1 YHHI1B pHH3 R1 HSE rptl-td-HA
YHHS 3.5.1 YHH3A pHHSA R1 Gal rpt6-td-HA
YHH9 4.3.2 YHH4A pHH3 R2 HSE rptl-td-HA
YHH10 4.4.2 YHH4A pHH4A R2 HSE rptd-td-HA
YHHI11 4.5.2 YHH4A pHHS5A R2 HSE rpt6-td-HA
YHHI12 6.3.2 YHH6B pHH3 R2 Gal rptl-td-HA
YHH13 6.4.2 YHH6B pHH4A R2 Gal rpt4-td-HA
YHH14 6.5.2 YHH6B pHHS5A R2 Gal rpt6-td-HA
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Fjorir af degron stofnunum hofou HSE stjornkerfi fyrir UBRI (sja toflu 6). Pessir stofnar voru
rannsakadir frekar. Stefnt var ad pvi ad afla upplysinga um paer afleidingar sem hitanemu degron
samsaturnar hofou 1 for med sér fyrir gersveppinn.

Voxtur degron stofnanna YHH7, YHH9, YHH10 og YHHI1 var borinn saman vid voxt
tveggja vidmida. Annars vegar YHH]1, R1-TAP stofn sem yfirtjair UBRI, og hinsvegar YHH4, R2-
TAP stofn sem yfirtjair einnig UBRI. Pannig voru vidmidin eins og degron stofnarnir nema peir
innihéldu ekki hitaneemar degron samsaetur fyrir RPT genin.

Hver stofn var fyrst rektadur upp 4 skdlum og pyrpingum af skdlunum var sidan sad i
vokvazti. Degron stofnarnir voru settir 4 skalar med SD + Leu, Lys, Trp Minimal @ti og vidbattu
CuSO, (0,05 mM) par sem pCUPI styrill redur RPT genatjdningunni. Vokvaatid var eins, en
innhélt adeins 0,01 mM af kopar. Vidomidin voru raektud upp 4 skdlum med SD + Ura, Leu, Lys, Trp
Minimal @ti. Vokvazti peirra var eins, en innihélt par ad auki 0,01 mM af kopar til pess ad
reektunaradstedur yrou sem samberilegastar fyrir alla stofnana. Gersveppastofnarnir voru latnir
vaxa 1 pessum vokvaraektum i u.p.b. hélfan solarhring vid 23°C og hristing.

Ljosmelir var notadur til pess ad mela 1jospéttni reektanna vid 595 nm (ODsos). Ut fra
pessum malingum var sidan reiknad Ut hversu mikid af hverri raekt pyrfti ad sa i 100 mL af YPD
vokvaeeti til pess ad YPD vokvaraektirnar myndu allar innihalda 0,1 OD af frumum (sja t6flu 7). A
pann hatt var frumupéttleiki hverrar raektar samraemdur til pess ad voxtur peirra yrdi sem

samberilegastur.

Tafla 7. 0D vokvarakta fyrir degron stofna og vidmid. Jafna er synd, hun var notud til pess ad finna at
hversu mikid af hverri reekt innihélt rétt magn af frumum til pess ad saning 1 100 mL af YPD vokvazeti myndi
gefa 0,1 OD af frumum. [ jofnunni er ,,.X* 14tid takna OD gildid i middalknum. Blank syni: 0,000 OD. A =
595 nm.

Stofn OD (i 1 mL) 0.1 0)12 01]())0 mL
YHHIB 3,808 2,63
YHH4A 2,776 3,60

YHH7 3,484 2,87

YHH9 2,860 3,50
YHH10 2,824 3,54
YHH11 2,492 4,01

Frumum var sad i 100 mL af YPD vokvaeeti, hver stofn i mismunandi keiluflosku. Keilufloskurnar
voru settar i hristiskdp vid 23°C i tveer klukkustundir. Ad tveimur klukkustundum lidnum var

ljospéttni maeld 4 ny. Auk pess voru tvd 10 mL syni tekin ur hverri rekt. Annad synid var
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medhondlad til pess ad haegt veri ad greina frumurnar 1 pvi med FACS tekni, frumurnar ur hinu
syninu voru frystar til pess ad sidar yroi haegt ad einangra Gr peim protin og framkvema Western
blot.

Allar keilufloskurnar voru ad synatoku lokinni settar i 39°C heitt vatnsbad. Eftir halfa
klukkustund af hitalosti i vatnsbadinu var ljospéttni maeld. Ljospéttni var sidan meld & halftima
fresti fjortan sinnum til vidbodtar (sja toflu 8). Samtals var ljospéttni pvi maeld sextan sinnum.
Nidurstodur ljospéttnimalinganna eru syndar myndrant 4 mynd 17. Syni fyrir FACS greiningu og
Western blot voru tekin tvisvar aftur. Tveimur klukkustundum eftir hitalost annars vegar, og fjérum
klukkustundum eftir hitalost hinsvegar. Pessi syni fengu tveggja tolustafa nofn eftir tilteknu kerfi.
Fyrsti tolustafur tilgreindi hvort synid var tekid 4 timapunkti 1 (fyrir hitalost), 2 (2 klst. eftir
hitalost) eda 3 (4 klst. eftir hitalost). Seinni tolustafur tilgreindi stofninn sem synid var tekid ur.

Talan 1 fyrir YHH1B, 4 fyrir YHH4A, 7 fyrir YHH7 o.s.frv.

Tafla 8: Ljospéttnimalingar fyrir degron stofna og vidmid 4 medan tilraun st6d. Syni fyrir FACS greiningu
og Western blot voru tekin a timapunktum sem eru stjdrnumerktir.

oD
Timi (min)| YHH1B | YHH4A | YHH7 YHH9 | YHH10 YHH11
*0 0,168 0,192 0,212 0,164 0,188 0,28
30 0,34 0,388 0,388 0,352 0,344 0,44
60 0,404 0,444 0,468 0,352 0,4 0,48
90 0,468 0,5 0,556 0,396 0,552 0,648
*120 0,632 0,668 0,724 0,508 0,348 0,476
150 0,552 0,576 0,676 0.4 0,664 0,636
180 0,632 0,688 0,768 0,444 0,524 0,704
210 0,74 0,788 0,912 0,484 0,6 0,836
*240 0,892 0,892 1,124 0,5 0,644 0,908
270 1,144 1,152 1,512 0,588 0,796 1,252
300 1,208 1,296 1,808 0,692 0,952 1,404
330 1,584 1,476 2,072 0,892 1,072 1,584
360 1,836 1,7 2,46 0,896 1,24 1,856
390 2,112 1,896 2,756 0,98 1,352 2,196
420 2,448 2,2 3,172 0,892 1,332 1,94
450 2,372 2,06 3,264 1,04 1,516 2,432
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Mynd 17. Frumupéttleiki (OD) sem fall af tima fyrir stofnana YHH1B sem er vi dmid fyrir R1-TAP,
YHHA4A sem er viomid fyrir R2-TAP, YHH7 sem hefurrpt/-td i R1-TAP, YHH9 sem hefurrpti-td 1 R2-
TAP, YHH10 sem hefurrpt4-td 1 R2-TAP og YHH11 sem hefurrpt6-td 1 R2-TAP.

A mynd 17 sést ad allir stofnarnir malast med svipadan péttleika til ad byrja med, ad fratéldum
YHHI11 sem malist med adeins meiri péttleika en hinir i byrjun. Frumupéttleiki eykst stodugt hja
Ollum stofnum, en nokkud heagt til ad byrja med. Eftir um 200 minttur byrjar ad draga i sundur
milli stofnanna, péttleiki fer pa, eda er farinn, ad aukast mjog mismunandi hratt eftir pvi um hvada
stofn er ad reda. Degron stofninn YHH7 er 4 pessum timapunkti med mun meiri frumupéttleika en
allir hinir stofnarnir! Viomidin tvd malast med afar samberilegan péttleika, en degron stofninn
YHH11 melist auk pess med péttleika sem svipar til viomidanna. Degron stofnarnir YHH9 og
YHH10 melast hinsvegar stodugt med mun minni péttni en vidmidin. Stofninn YHH9 hefur
aberandi minnstu péttnina ut alla tilraunina.

Protin voru einangrud ur 6llum frystu synunum sem tekin héfou verid adur en stofnarnir
fengu hitalost, tveimur timum eftir hitalost og fjorum timum eftir hitalost. Eftir préotineinangrun
voru synin rafdregin & SDS geli. bar sem engin HA merkt RPT gen voru til stadar i vidmidunum,
YHHI1B og YHH4A, var 14tid negja ad rafdraga adeins synin sem tekin voru fyrir stofn YHH4A.
Western blot var sidan gert. Eftir ad protinin hofou blottast yfir & himnur, voru himnurnar litadar

med Ponceau lit. Af lituninni a0 deema hafdi blottunin heppnast (gégn ekki synd).
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Motetnalitad var fyrir HA hala Rpt prétinanna alveg eins og adur. Nidurstodur motefnalitunarinnar
leiddu 1 1j6s a0 Rpt nidurbrot hafoi att sér stad i stofnum YHH7, YHH9, YHH10 og YHHI11 (sja
mynd 18). A myndunum sjast bakgrunnsbénd sem eru nokkud nélaegt Rpt prétinbondunum. { stofni
YHHI10 eru pessi bond &4 sama stad og Rpt bondin & 6llum premur timapunktunum. Bandid er po
greinilega dekkra 4 timapunkti 1 en &4 punktum 2 og 3.

bessar nidurstodur eru ekki i fullkomnu samreemi vid nidurstodur péttnimaelinganna. Midad
vid péttnimalingarnar hefdi ekki komid & ovart ef nidurbrot hefdi ekki att sér stad i stofnum YHH7
og YHHI1.

Himna 1. | Himna 2.

Mynd 18. Moétefnalitad fyrir HA hala Rpt protina. Raudir ferningar voru settir utan um protinbond fyrsta
timapunkts. Jakvaett vidmid 4 himnu 2 var 4.5.1 f (sja mynd 21, himnu 1.2.).

Pau syni sem voru tekin fyrir FACS greiningu voru fyrst skodud i Leica DM6000 smasja til pess ad
greina svipgerd sveppanna. Vidomid hofou edlilega svipgerd og peim fjolgadi mikid 4 fjorum timum
(sjd mynd 19). Stofnar med hitaneem degron kerfi syndu afbrigdilega svipgerd. Sveppirnir voru
talsvert sterri til ad byrja med, voru afram stérir en skiptu sér ekki. Litil fjolgun & sveppum sast
milli syna (sja mynd 19). Logun gersveppanna var einnig nokkud afbrigdileg.

Gersveppirnir &4 smasjarmyndunum voru taldir og flokkadir nidur i fjéra flokka ut fra utliti
peirra. Einfaldir hringlaga gersveppir voru flokkadir sem sveppir i G1 fasa, sveppir med afar litid
knappskot voru flokkadir i S fasa, sveppir med stor knappskot voru flokkadar i G2 fasa og
undarlega formadir og afbrigdilegir sveppir voru flokkadir sem ,,rusl“. A mynd 20 ma sja hlutfoll
pessara flokka & mismunandi timapunktum fyrir vidmid annars vegar, og stofna med rptl-td, rpt4-

td og rpt6-td hinsvegar.
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Viomio fyrir hitalost

Viomio 2 klst. eftir hitalost

Viomid 4 klst. eftir hitalost Degron 4 klst. eftir hitalost

Mynd 19. Syni ur tveimur stofnum eins og pau litu Gt i smasja. Vinstri dalkurinn synir viomid (YHH1) fyrir
hitalost, tveimur timum eftir hitalost og 4 timum eftir hitalost. Heegri dalkurinn s ynir degron stofn (YHH9) &
sOmu timapunktum.
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Mynd 20. Gersveppir 4 smasjarmyndum taldir og flokkadir sem G1, S, G2/M eda ,,rusl“. Hlutfoll
mismunandi flokka & premur mismunandi timapunktum synd. A) Vidomio; stofn YHH1B. B) rpti-td; stofn
YHHO. C) rpt4-td; stofn YHH10. D) rpt6-td; stoftn YHH11.

[ vidmidi eru um 40% sveppa i G1 fasa fyrir hitalost, en 50% fjérum timum eftir hitalost. Fyrir
hitalost voru um 30% i S fasa, en fjorum timum eftir hitalost voru 40% i S fasa. Sveppir i G2/M
fasa voru 4 6llum timapunktum um 20%. Rusl var avallt 1itid, 5% eda minna. Mest af rusli sast

tveimur timum eftir hitalost. Stadan var allt 6nnur hja degron stofnunum. Hja peim voru 60-70%
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sveppanna i G1 fasa fyrir hitalost. Hja 6llum degron stofnunum var hlutfall sveppa i S fasa mjog
hatt tveimur timum eftir hitalost, um tvofalt heerra en pad var fyrir. Fjérum timum eftir hitalost var
sidan hlutfall sveppa i G2/M fasa dberandi hatt hja 6llum degron stofnum. Hlutfall sveppa i G1 fasa
snarlekkadi hja 6llum degron stofnum eftir hitalost. Degron stofnarnir voru yfirleitt med 5-10%
rusl.

FACS synin voru sidan medhondlud med propidium jodidi til pess ad lita DNA. FACS teeki
var notad til pess ad mela flurljomunina (sja mynd 21). DNA magn er hlutfallslega mismikid eftir
pvi hvar 1 frumuhringnum gersveppirnir eru staddir og pvi er haegt ad sja ut fra nidurstodoum FACS

greiningarinnar hversu stor hluti gersveppanna er i fasa G1, S og G2/M.

4 kist 0 4 Kzt
2 klst 2 kst
GO0
Fyrir Hitalost Fyrir hitalost
1000 1000
C D
4 kit 4 kit
2 kst 2 kst
200 Fyrir hitalost 200 Fyrir hitalost
1000 1000
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200 Fyrir hitalost aoo
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Mynd 21. Nidurstodur FACS greiningar. Syni fra pvi fyrir hitalost, 2 klst. eftir hitalost og 4 klst. eftir
hitalost voru greind fyrir hvern stofn. A) Stofn YHH1B. R1-TAP vidmid par sem UBRI er yfirtjad. B) Stofn
YHH4A. R2-TAP vidmid par sem UBRI er yfirtjad. Fasar G1, S og G2 eru merktir. C) Stofn YHH7. R1-
TAP med rptI-td. D) Stofn YHHO. R2-TAP med rpti-td. E) Stofn YHH10. R2-TAP med rpt4-td. F) Stofn
YHHI11. R2-TAP me3 rpt6-td.

Myndir 21 A og 21 B syna vidmidin. Par virdist stor hluti gersveppanna avallt vera 1 G1 fasa, baoi
fyrir hitalost og 4 eftir. Hlutfall sveppa i S fasa er lagt i byrjun, haekkar sidan leekkar aftur nidur i
sama hlutfall og i byrjun, jafnvel minna. Ut fra talningu af smasjarmyndum virtist hinsvegar sem
svo ad hlutfall sveppa i S fasa feeri alltaf vaxandi (sja mynd 20 A). FACS nidurstodur fyrir vidmid
syna lagt hlutfall sveppa i G2/M fasa i byrjun, sem hakkar sidan par til hlutfallid er jafnt eda haerra
en hlutfall sveppa i G1 fasa fyrir hitalost. { lokin er hlutfall sveppa i G2/M fasa haerra en i byrjun, en
minna en pad var tveimur klukkustundum eftir hitalost. Midad vid talningu af smasjarmyndum
breyttist hlutfall sveppa i G2/M fasa mjog litid milli timapunkta (sja mynd 20 A).

Stofn YHH7 4 mynd 21 C synir afbrigdilega hegdun strax i upphafi. Mun sterra hlutfall
sveppa er i S fasa og G2 fasa heldur en i vidmidum. Par sem stofninn maldist einnig stodugt med
afbrigdilega haa 1jospéttni midad vid alla adra stofna (sja mynd 17) virdist eitthvad hafa farid
urskeidis med pennan stofn. bvi verdur ekki talad frekar um hann.

A mynd 21 D, E og F sést hvernig stofnar YHH (rpt/-td), YHH10 (rpt4-td) og YHHI1
(rpt6-td) byrja eins og viomidid (mynd 21 B) en virdist sidan lenda i hremmingum. Eftir tver
klukkustundir er hlutfall sveppa i S fasa 6edlilega stort og hlutfall sveppa i G2 fasa dedlilega litid.
Talningar af smasjdmyndum syna pad sama (sja myndir 20 B — D). Eftir fjorar klukkustundir er
hlutfall 1 S fasa ennpad mun meira en i vidmidinu og auk pess er hlutfall i G2 fasa ordid atbrigdilega
stort. betta sést einnig & myndum 20 B- D. Stofn YHHI11 er likari vidmidinu en hinir stofnarnir, en

synir ummerkin po greinilega.
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Umraoda

Markmid rannsdknarinnar var ad bua til S. cerevisiae stofna med hitanemar degron samsetur fyrir
genin RPT1, RPT4 og RPT6 og athuga sidan eiginleika og svipgerdir pessara stofna. Hér ad ofan
hefur verid greint fra pvi hvernig unnid var ad pessum markmidum. Nu verdur leitast vid ad skyra
nidurstodurnar frekar, setja paer i samhengi og draga alyktanir um mogulega merkingu peirra.

Stofnarnir YHH9, YHH10 og YHHI11 innihalda hitanemar degron samsatur fyrir RPT],
RPT4 og RPT6. Tvo mismunandi Western blot (sja myndir 16 og 18) stadfestu ad hitalost veldur pvi
ad protinafurdir pessara gena eru brotnar nidur. Par sem Rpt protinin eru mikilveegir ATPasar i
stjérneiningu 26S proteasémsins var reynt ad komast ad pvi hvada ahrif fjarvera peirra hafdi a
hegdun og svipgerd sveppanna. Talid var ad ahrifin myndu vera neikved, par sem RPT genin eru
lifsnaudsynleg og hlutverk ATPasanna veigamikid.

begar voxtur stofnanna var athugadur med ljospéttnimalingum (sja mynd 17) kom 1 1j6s ad
stofnar med rptl-td og rptd-td uxu mun haegar en vidmidid, nakvamlega eins og buist var vid. A
hinn boginn 6x stofninn YHH11 med rpt6-td nokkud edlilega, sem kom & dvart. Sveppurinn getur
pannig annad hvort afborid tap & Rpt6 protininu betur heldur en & hinum Rpt prétinunum, eda pa ad
magn Rpt6 vard aldrei ndgu lagt til pess ad hindra voxtinn. Hafa verdur i huga ad Rpt6 proétinid er
naudsynlegt fyrir nidurbrot, enda tengist Rpt6 vio Ubrl.

Nidurstodur FACS greiningar (sja mynd 21) syna ad degron stofnarnir fara ekki edlilega i
gegnum fasa frumuhringsins. Peir virdast festast i G2/M fasa i miklum mali og na pvi ekki ad
fjolga sér eins mikid og peir myndu annars gera. Hér er stofninn YHH11 aftur 6rlitid frabrugdinn
hinum degron stofnunum. Hann er likari vidmidunum heldur en hinir, en synir pratt fyrir pad
otvirett somu degron ummerki og peir. Stofninn virdist vera mitt 4 milli vidmids og degrons.

Svipgerd degron stofnanna priggja 1 smdsjd var harla olik svipgerd vidmidanna.
Gersveppirnir voru sterri og oft 6logulegri en hinir hefdbundnu sveppir, nanast klessulegir. Auk
pess voru peir mun farri en sveppirnir i vidmidunum. Talning sveppanna og flokkun peirra i
mismunandi fasa eftir Utliti (sj4& mynd 20), leiddi i 1j6s mjég svipadar nidurstodur og FACS
greiningin. Degron stofnarnir voru fastir 1 6edlilega 1ongum G2/M fasa. Pegar smasjarmyndir fyrir
stofninn YHH11 voru skodadar, kom 1 ljos ad stofninn hefur 6venju hatt hlutfall sveppa i G2/M
fasa, en heildarfjoldi sveppanna nalgast pann fjolda sem sést i viomidunum, pé adeins minna sé.

Ahrif hitanemu degron samsatanna eru skyr fyrir stofnana YHH9 og YHHI10. Hitalost
veldur pvi ad annars vegar Rptl og hinsvegar Rpt4 protinin eru brotin nidur. Missir & pessum

protinum veldur pvi ad sveppirnir festast i G2/M fasa og skipta sér ekki, pess vegna fjolgar
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sveppunum ekki jafn mikid og vidmidum. Ahrifin eru ekki eins skyr fyrir stofninn YHH11. Pratt
fyrir ad nidurbrot verdi & Rpt6 protininu og sveppirnir festist 1 einhverjum mali i G2/M fasa, virdast
peir samt geta skipt sér nagilega oft til pess ad vidhalda edlilegum vexti (sja mynd 17). Spurning
hversu lengi peir geta haldid slikum vaxtarhrada til streitu.

Ut fra pessum nidurstédum mé alykta ad Rptl og Rpt4 prétinin séu naudsynleg til pess ad
gersveppur geti starfad og vaxid edlilega. Rpt6 protinid virdist einnig vera mikilvaegt fyrir
fullkomlega edlilega starfsemi, en po er eins og sveppurinn geti vaxid agztlega an pess. Ut fra pvi
veri hagt ad alykta ad Rpt6 protinid veri ekki jafn naudsynlegt og hin tvo. En slik nidurstada
myndi koma talsvert 4 dvart, par sem margar rannsoknir hafa undirstrikad mikilvaegi Rpt6 vid stjorn
4 umritun og skipulag litnisins. Pvi er liklegri utskyring su ad Rpt6 er ekki brotid nagilega mikiod
nidur til pess ad pad komi aberandi nidur & vexti sveppanna. Mogulega hattir nidurbrot & Rpt6

einfaldlega pegar magn pess er ordid of litid til pess ad hvata eigid nidurbrot.
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1. Aodferoir

1.1. Ummyndun i E. coli

1. 0,1 pl af plasmidi 1 hdum styrk (consentrated) blandad saman vid 200 pul competent E. coli
frumur 4 is.

10 minutur 4 is.

1 min vid 42°C.

1 mL af SOC lausn bett vid frumurnar.

Eftir ad SOC hefur verid bett vid, setja lausn i 37°C hitablokk med hristing. Skilja eftir par i
1 klst (eda lengur).

wok wN

Spinna frumur nidur (5000 rpm i 1 min) og hella vokva i vask.
Leysa frumur upp i 100 pl dH,O.

Valta lausn 4 LB + amp valati.

e

Skalar geymdar 1 37°C hitaskap yfir nott.
1.2. Plasmid einangranir, klippingar og limingar
I. Einangranir:
Allar plasmid einangranir voru framkvamdar samkvamt leidbeiningum sem fylgdu QIAprep® Spin

Miniprep Kit fra Quiagen.

II. Klippingar:

Tafla I: Uppsetning a klippingu pRS401, pI53 og pKL54 med Pvull. Ein klipping samtals: 40 pl

Gerd efnis: Efni: Magn: (ul)
Plasmid pRS401, pI53 og pKL54 15
Skerdiensim Pvull 0,5
Buffer NEB 2 4
Vatn dH,O 20,5

Efnum blandad saman, sér klipping fyrir hvert plasmid, og spunnid nidur i 10 sek. Sett i 37°C
hitaskép 1 3 klst. og 35 min. (Parf ekki ad klippa svona lengi, ndg ad klippa i um 1 klst.)
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Tafla II: Uppsetning 4 klippingu plasmidanna pRS401, pI53, pKL54 og liminganna pI53 + Met15, pKL54

+ Metl5 a og pKL54 + Metl5 b med EcoRI. Ein klipping samtals: 10 pl.

Gero efnis: Efni: Magn: (nl)
Plasmio pRS401, pI53 og pKL54 2
Limingar pI53 + Metl5, pKL54 + Metl5 aogb 2
Skeroiensim EcoR1 0,2
Buffer NEB U 1
Vatn dH,O 6,8

Efnum blandad saman, sér klipping fyrir hvert plasmid og hverja limingu, og spunnid nidur i 10

sek. Sett 1 37°C hitaskap i 1 klst.

Tafla III: Uppsetning & klippingu plasmidanna pHH1, pHH2a og pHH2b med Pmel. Ein klipping samtals:

30 pl.

Gerd efnis: Efni: Magn: (nl)
Plasmio pHH1, pHH2a og pHH2b 10
Skerodiensim Pmel 1
Buffer NEB 4 3
Annao BSA 0,3
Vatn dH,O 16

Efnum blandad saman, sér klipping fyrir hvert plasmid, og spunnid nidur i 10 sek. Sett i 37°C
hitaskép 1 1:30 klst.

Tafla I'V: Uppsetning a klippingu TOPO genaferjum, sem hafa Rptl og Rpt4 innanbords, med Bg/ll. Ein
klipping samtals: 10 pl.

Gerd efnis: Efni: Magn: (ul)
TOPO ferja TOPO + Rptl og TOPO + Rpt4 2
Skerdiensim Bglll 0,2
Buffer NEB 3 1
Vatn dH,O 6,8

Tafla V:Uppsetning 4 klippingu TOPO genaferju, sem hefur Rpt6 innanbords, med Spel. Ein klipping
samtals: 10 pl

Gerd efnis: Efni: Magn: (ul)
TOPO ferja TOPO + Rpt6 2
Skerdiensim Spel 0,2
Buffer NEB 2 1
Annao BSA 0,1
Vatn dH,O 6,7
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Efnum blandad saman, sér klipping fyrir hverja TOPO ferju, og spunnid nidur i 10 sek. Sett 1 37°C
hitaskap 1 3:15 klst.

Tafla VI: Uppsetning a klippingu pKRUSTY?2 plasmidsins og TOPO ferjanna med X#ol og Nhel. Ein
klipping samtals: 50 pl.

Gero efnis: Efni: Magn: (ul)
Plasmio pKRUSTY?2 25
TOPO ferja TOPO + Rptl, TOPO + Rpt4 og TOPO + Rpt6 15
Skerodiensim Xhol og Nhel 0,5
Buffer NEB 2 5
Annao BSA 0,5
Vatn dH,O 18,5 eda 28,5

Efnum blandad saman. Sér klipping fyrir pKRUSTY?2 par sem vatnsmagnid var 18,5 ul, og sér
klipping fyrir hverja TOPO ferju par sem vatnsmagnid var 28,5. Spunnid nidur i 10 sek. Sett 1 37°C
hitaskép 1 3:45 klst.

Tafla VII: Uppsetning a klippingu pKRUSTY2 + Rpt liminga med BamHI. Ein klipping samtals: 10 pl.

Gero efnis: Efni: Magn: (pl)
Liming pKRUSTY?2 + Rptl, pKRUSTY2 + Rpt4 og pKRUSTY?2 + Rpt6 2
Skerdiensim BamHI 0,2
Buffer NEB U 1
Vatn dH,O 6,8

Efnum blandad saman, sér klipping fyrir hverja limingu, og spunnid nidur i 10 sek. Sett i 37°C

hitaskap 1 1:25 klst.

Tafla VIII: Uppsetning a klippingu pHH3 med Bg/IlL. Ein klipping samtals: 40 pl.

Gerd efnis: Efni: Magn: (ul)
Plasmio pHH3 13
Skerdiensim Bglll 1,3
Buffer NEB 3 4
Vatn dH,O 21,7
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Tafla IX: Uppsetning a klippingu pHH4A med HindlIll. Ein klipping samtals: 40 pl.

Gerd efnis: Efni: Magn: (pl)
Plasmio pHH4A 13
Skeroiensim HindIl 1,3
Buffer NEB 2 4
Vatn dH,0O 21,7

Tafla X: Uppsetning & klippingu pHH5SA med Clal. Ein klipping samtals: 40 pl.

Gerd efnis: Efni: Magn: (ul)
Plasmio pHHSA 13
Skerdiensim Clal 1,3
Buffer NEB 4 4
Annao BSA 0,4
Vatn dH,O 21,7

Efnum blandad saman og spunnid nidur i 10 sek. Sett 1 37°C hitaskap 1 2 klst.

III. Limingar:
Nota T4 DNA Ligasi og 10X Ligasa Buffer fra Fermentas (eda alika), en bata dATP v ef buffer er

gamall. Blanda saman ligasa, buffer, dATP og plasmdbutum sem 4 ad lima saman og lata standa vid

herbergishita i 1 — 2 klst. Lata limingu sidan i isskap yfir nott.

1.3. Rafdrattur

Nota 1% TAE gel. 1 gramm agar6si i 100 mL af TAE buffer (Tris Acetic Acid EDTA). Rafdregd
vid 90 Volt. Notadi alltaf ABstEII ladder sem Horour Gudmundsson bjé til. Notadi oft par ad auki
Fermentas FastRuler™ Middle Range eda High Range DNA Ladder eftir pvi hversu storir butar

voru rafdregnir.

1.4. Gelhreinsun
Allar gelhreinsanir voru framkveemdar samkvamt leidbeiningum sem fylgdu GenElute™ Gel

Extraction Kit fra SIGMA.

1.5. PCR
brju por af visum voru notud til pess ad magna upp prji mismunandi gen (sja téflu 3). Gott ad bata
Mg at i PCR lausnir. Hér voru fjérar mismunandi PCR lausnir banar til fyrir hvert visapar, hver

lausn med mismiklu Mg>* magni. Best ad hafa 0,5 pl eda meira. Oll efni sem notud voru i lausnirnar
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eru talin upp 1 to6flu XI. PCR programm er synt i toflu XII.

Tafla XI: Efni sem notud voru i PCR lausnir og magn peirra.

Efni Magn (nl)
dH,O 17,6
DNTP 10 mM total 1
PCR 10 x 2,5

F visir (sja toflu 3) 1,2

R visir (sja toflu 3) 1,2
Taq polymerasi 0,5
MgCl 0,25,0,5,0,75 0g 1,0
Genomiskt DNA: YZ112 (1/20) 1
Tafla XII: PCR programm.

Nr. |Hiti (°C) Timi (min:sek)

1 95 03:00

2 94 0:10

3 55 0:05

4 72 1:35 (Rptl), 1:15 (Rpt4) eda 0:45 (Rpto6)

5 72 5:00

6 12 00

1.6. TOPO klénun
Fylgdi leidbeiningum um notkun & Invitrogen TOPO TA Cloning® Kit. Notadi 0,5 pul af PCR afurd

i klonun. Notadi einnig godar competent E. coli frumur og nyjar LB + amp skélar.

1.7. Ummyndun i S. cerevisiae (Gietz et al., 1998)
Efni:

Sterilt ddH,O

1 M LiOAc, filtersterilad

50% PEG 4000, filtersterilad autoclave

ssDNA (2.0 mg/mL)

Plasmid sem 4 a0 ummynda, 4 linulegu formi

Framkvamd:

Stilla hitablokk 4 30°C/42°C og taka skéalar med valeti ur kelingu med godum fyrirvara.
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8.
9.

Taka gersvepparakt (helst med 0,8 — 1,5 OD) og spinna nidur vid 3000 rpm i 3 min. Hella
floti.

Blanda 40 mL ddH,O vid frumur og spinna aftur eins og i skrefi 1. Hella floti.

Leysa frumur upp i 0,2 — 1 mL af ddH,O.

Setja frumulausn i eppendorf glos, 100 pl fyrir hverja ummyndum.

Beta efnum i eppendorf glas med frumulausn i nakvaemlega réttri roo:

1. 240 pl PEG 4000 (50% w/v)

2. 36 ul 1 M LiOAc

3. 25 pl ssDNA (2.0 mg/mL)

4. 10 pl af demigerdu miniprep plasmidi sem 4 ad ummynda inn i gersveppinn.
Vortexa vel!

Setja 1 30°C hitablokk med hristing i a.m.k. 10 min. Gott ad mida vid 30 min. (M4 vera a
pessu stigi i fleiri klst.)

Vortexa og setja sidan i 42°C hitablokk i 10 min.

Spinna lausnina nidur vid 6-8000 rpm i 15 sek og taka flot af med pipettu.

10. Leysa frumur 1 100 pl af ddH,O og valta 4 valeti (uppskriftir 1 kafla 1.9.):

- Valati fyrir stofna sem yfirtjd UBRI: SD + Leu, Ura, Lys, Trp Minimal ti.

- Valeti fyrir degron stofna: SD + Leu, Lys, Trp + 0,05 mM CuSQ, Minimal ti.

11. Loka skdlum med parafilmu og geyma paer vid stofuhita.

1.8. Western blot

L

Prétineinangrun:

Protineinagrun 4 ad fara fram 4 is.

1.

Raekta gersveppi i vokvaati og spinna sidan frumurnar nidur. Mida vid ad hafa u.p.b. 1 OD
(107 frumur) 1 hverju syni. Frysta frumusynin vid a.m.k. -80°C. { pessari rannsokn var fryst
vid -150°C.

Taka frumur upp ar frysti, setja & is og leysa peer upp 1 600 ul af dH,O.

Bua til Lysis lausn (i stinkskap). Til ad bua til 1 ml:

1. 185 ul 10 N NaOH

2. 74 pul B-Mercapto-EtOH

3. 740 pl dH,O

Setja 100 pl af Lysis lausn a frumusynin. Vortexa adeins og geyma sidan & is 1 15 min.
Setja 42 pl af 100% TCA. Vortexa adeins og geyma sidan 4 is 1 15 min. Framkvamist i
stinkskap.
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6. Spinna nidur (4000 rpm, 10 min, 4°C) og hella floti. Taka pad med pipettu, setja i vask med

rennandi vatni.

7. Pbvo syni med 1 ml af isk6ldu Acetoni. Vortexa adeins. Spinna aftur (mesti hradi, 5 min,

4°C).

8. Taka flot af med pipettu, lata afganginn af Acetoninu gufa upp.
9. begar synid litur Ut fyrir ad hafa pornad, leysa pad upp i RS buffer. Til ad bua til RS buffer:

1. 100 mM Tris pH 7
. 3% SDS
. 5% Glycerol

. 2% B-Mercapto-EtOH

. 5 mg Bromophenol Blue

. dH2O upp ad 15 ml

2
3
4
5. 10 mM DTT
6
7
8

. Geyma vio -20°C
10.

min.

1,5 ml
1,5 ml
750 ul
300 ul
150 ul

11. Nota 5 — 20 pl til pess ad hlada &4 SDS gel.

II. SDS gel:

1M
-20%
- 100%
- 100%
1M

Tafla XIII: SDS gel, efni og magn. Nedra gel: 6,5%. Efra gel: 5%.

Leysa syni vel upp 1 RS buffer med pvi ad vortexa og setja i hitablokk vid 95°- 100°C i 3

Efni i nedra geli Magn Efni i efra geli Magn
dH,O 5,88 ml dH,O 2,5 ml
Neori dui (B) 2,5ml Eftri dui (C) 1 ml
40% Acrylamio lausn (29:1) | 1,63 ml 40% Acrylamio lausn (29:1) 500 pl
APS (10%)* 27,5 ul APS (10%) 16 ul
TEMED 10 pl TEMED 8 ul

* APS ma ekki vera meira en viku gamalt.

Neori dui (B): Efri dui (C):

1,5 M Tris-HCI: pH 8,8
0,4% SDS

0,5 M Tris-HCI: pH 6,8
0,4% SDS

Bromophenol Blar
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Nota 4 ml af nedra geli.

Setja 1 ml af vatni ofan 4 gel & medan pad storknar.
Eftir ad gel hefur storknad, hella vatni af.

Setja 1 ml af efra geli ofan 4 nedra gel.

Setja greidu i efra gel og leyfa pvi ad storkna.

Setja SDS gel i rafdrattarbur med 1 x Keyrsludta
Passa ad engar loftbolur séu & 6heppilegum stédum.

Hlada synum 4 gel.

A e A A

Rafdraga vido 90 Volt i gegnum efra gel, vid 125 Volt 1 gegnum nedra.

I11. Blottun:
Protin hafa adskilist eftir staerd 1 SDS geli, med blottun eru pau feerd yfir 4 himnu.
1. Setja prja filter pappira, veetta i Beniday transfer buffer, 4 blottunargraju.
2. Setja gel a filter pappirana. Bleyta himnu fyrst i vatni og sidan i Beniday transfer buffer og

setja sidan himnuna ofan 4 gelid.

3. Setja prja filter pappira i vidbot, vetta i Beniday transfer buffer, ofan & himnuna.

4. Loka blottunargraju og stilla current 4 250 (tv gel er blottud i einu) 1 90 min.

I'V. Ponceau litun:

1. Himna vett med Ponceau lit.

Bedid i 2 — 3 min.

Skola lit af med vatni par til protinbond sjast folbleik.

Skanna himnur inn i tdlvu. (Setja himnur 1 plast.)

A T

Merkja ladder med bleki ur venjulegum kulupenna.

V. Osérhafd prétinbinding:

1. Undanrennuduft (1,5 g) sett i 30 ml PBST

Himnur latnar i undanrennulausn.

Setja & Heidolph Duomax 1030 rugguteeki i 10 min — 30 min.

> »w b

Setja undanrennulausn med himnum 1 isskap ef ekki 4 ad moétefnalita samdeaegurs.
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VI. Motefnalitun:
Litad var fyrir Myc annars vegar og HA hinsvegar. Nakvemlega eins framkvamd var fylgt fyrir

badar litanir, en mismunandi mo6tefni voru notud.

i.) Motefnalitun med 1° motefni:

»9 E 10 (o< Myc) mouse* fyrir Myc og ,,12 C A5 (o< HA) mouse* fyrir HA.
1. 5 ulaf1°moteftnii 15 ml af PBST (1/3000), himnur settar i pessa lausn.
2. Setja a Heidolph Duomax 1030 ruggutaeki i 1 — 2 klst.

3. QGott ad snta himnum 60ru hvoru ef fleiri en ein.

ii.) Fyrsti pvottur med PBST:
1. Motefnalausn hellt af himnum og PBST sett 4 1 stadinn. PBST 1atid vera a4 1 5 min. i
rugguteeki.

2. Endurtaka skref 1 tvisvar sinnum aftur. (Pvo i heildina prisvar sinnum.)

iii.) Motefnalitun med 2°motefni:

»goat < mouse med HRP* var notad badi fyrir Myc og HA.
1. 3,75 pl af 2° motefni settir i 15 ml af PBST (1/4000), himnur settar i pessa lausn.
2. Latairuggutekiil — 2 klst. (45 min, lagmark.)

iv.) Annar pvottur meo PBST:
3. Motefnalausn hellt af himnum og PBST sett 4 i stadinn. PBST 14tid vera 4 1 5 min. i
ruggutaeki.

4. Endurtaka skref 1 tvisvar sinnum aftur. (Pvo i heildina prisvar sinnum.)

v.) ECL:
Lata Lumigen™ PS — 3 detection reagent, lausnir A og B, ur ,,ECL plus Western Blot Detection
System* fra Amersham Biosciences standa adeins vid herbergishita 40ur en per eru notadar.

1. Blanda vel saman 1 ml af lausn A og 25 pl af lausn B 1 eppendorf glasi.

2. Setja 0,5 ml af blondunni 4 himnu og dreifa lausn yfir allt yfirbord hennar.

3. Bidai2 - 3 min og hella pa mesta vokvanum af.

4. Setja himnu i plast og taka mynd med Typhoon 9400 Variable Mode Imager fr& Amersham

Biosciences.
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1.9. Vaxtarkurva
I. Stofnar sem notadir voru:

YHHIB
YHH4A
YHH?7

YHH9

YHHI10
YHHI11

II. At 4 skdlum:
Stofnarnir voru latnir vaxa 4 skalum til ad byrja med. Vidmidin tvé, YHH1B og YHH4A uxu 4

einni gerd af @ti og degron stofnarnir fjorir uxu & annarri.

i.) Ati fyrir viomio:
SD + Leu, Ura, Lys, Trp Minimal zti.

Uppskrift fyrir 400 ml:
1. Setja 200 — 300 ml af eimudu vatni i 500 ml glerflésku
2. 2,7 g Difco Yest Nitrogen Base w/o amino acids
3. 4 mlaf:
1. Leu (100%)
2. Ura (100%)
3. Lys (100%)
4. Trp (100%)
4. Fylla upp ad 360 ml med eimudu vatni
5. pHstilla (5,6)
6. 7 g af Difco Bacto Agar
7. Autoclave
8. 40 ml af 20% glukosa
9. 50° - 60°C hitabad
10. Hella 4 skalar

ii.) AZti fyrir degron stofna:
SD + Leu, Lys, Trp + 0,05 mM Cu**
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Uppskrift fyrir 400 ml:

1. Setja 200 — 300 ml af eimudu vatni i 500 ml glerflésku
2. 2,7 g Difco Yest Nitrogen Base w/o amino acids
3. 4mlaf:
1. Leu (100%)
2. Lys (100%)
3. Trp (100%)
4. Fylla upp ad 360 ml med eimudu vatni
5. pH stilla (5,6)
6. 7 gaf Difco Bacto Agar
7. Autoclave
8. 40 ml af 20% glukosa
9. 50° - 60°C hitabad
10. 20 pl af CuSQOs, blanda.
11. Hella 4 skalar

II1. Vokvaaeti:

Eftir ad stofnar h6fdu vaxid a skalum var peim saod i vokvaeeti.

i) Vékvaceti fyrir viomio:
SD + Leu, Ura, Lys, Trp + 0,01 mM Cu*" Minimal eti.

Uppskrift fyrir 400 ml:
Sja uppskrift fyrir eti & skalum.
Fravik:
Ekki bata 7 g af Difco Bacto Agar
Setja 4 ul af CuSO,0g blanda
Parf ekki a0 halda vid 50° - 60°C 1 hitabadi
Ekki hella & skalar

ii.) Vékvaceti fyrir degron stofna:
SD + Leu, Lys, Trp + 0,01 mM Cu?**

51



Uppskrift fyrir 400 ml:
Sja uppskrift fyrir &ti & skadlum.
Fravik:
Ekki baeta 7 g af Difco Bacto Agar
Setja 4 pl af CuSOsen ekki 20 pl, og blanda
Parf ekki a0 halda vio 50° - 60°C i hitabadi
Ekki hella & skalar

IV. OD melingar:

Eftir ad stofnar hafa vaxid i vokvaeti i halfan sélarhring eda svo, mala OD med ljosmeeli.

Kveikja & ljosmeli, A = 595 nm
Setja kuvettu meo hreinu vatni i meali = Blank

1.
2
3. Setja syni i kuvettu, % syni og % vatn. 1 ml samtals. Mla.
4. Skola kuvettu vel og mala nasta syni.

5

. Til pess ad fa rétt OD gildi parf ad margfalda malinguna sem taekid gefur upp med fjorum.

V. Sai YPD ati:
S4 0,1 OD af frumum i 100 ml af YPD ati.

1. Reikna 0t hversu marga ml parf af SD vokvazti sem stofnarnir uxu i til pess ad fa 0,1 OD
(sja toflu 7).

2. Takapad magn sem reiknad var t i skrefi 1 og spinna pad nidur (5000 rpm, 30 sek), taka

flot med pipettu.

Leysa frumur upp 1 1 ml af eimudu vatni

Setja 100 ml af YPD 1 hreina keiluflosku

Setja frumurlausn 1 keilufloskuna og loka henni med alpappir

A

Lata vaxa vid 23°C 1 hristiskap 1 2 klst.

VI. Synataka:
Eftir ad stofnar hafa vaxio i 2 klst, taka fyrstu syni.

i.) Syni fyrir OD mcelingu:
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1.
2.

1 ml tekinn ur hverri keiluflosku og settur i merkt eppendorf glas.

OD meling framkveemd 4 hverju syni og gildi skrad.

ii.) Syni fyrir Western Blot:

1. 10 ml teknir ur hverri keiluflosku og settir i merkt 15 ml falcon glas.

2. Spinna frumur nidur (3000 rpm, 4 min) og hella floti.

3. Leysa frumur upp i 1 ml af ddH,O

4. Fera lausn yfir i merkt eppendorf glas.

5. Frysta vid -150°C.

iii.) Syni fyrir FACS:

1. 10 ml teknir ur hverri keiluflosku og settir i merkt 15 ml falcon glas.

2. Spinna frumur nidur (3000 rpm, 4 min) og hella floti.

3. Leysa frumur upp i 1 ml af 70% EtOH

4. SetjaiTC-7 ,hringekju* fra New Brunswick Scientific Co. Inc. i kaliherbergi.

VII. Hitalost:

Keilufloskur settar 1 39°C heitt vatn, floskurnar eru hafdar & stodugru hreyfingu. Eftir hitalost eru

syni tekin reglulega.

1. OD syni eru tekin & haltima fresti, 15 sinnum til vidbotar vid fyrsta synid.
2. Syni fyrir Western Blot eru tekin tvisvar aftur, tveimur timum eftir hitalost og fjorum timum
eftir hitalost.
3. Syni fyrir FACS eru einnig tekin tvisvar aftur, tveimur timum eftir hitalost og fjéorum timum
eftir hitalost.
1.10. FACS

FACS syni undirbtiin fyrir greiningu med FACS taeki.

> » D

Spinna EtOH lausn med frumum nidur (2200 rpm, 4 min).
Sjuga EtOH varlega af.
Setja 1 ml Na citrate og vortexa vel.

Sonicera:
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1. 15 sek, 30% amp
2. burrkja microtip 4 milli syna
3. Taka microtip upp ur ef syni freydir
4. brifa vel eftir notkun
5. Skoda i smasja
1. Setja 1 pl &4 smasjar gler
2. Skoda og taka mynd par sem péttleiki er mikill
Fera syni i vel merkt eppendorf glas.
Rnasi A 10,25 mg/ml. Setja 1 50°C 1 1 klst (eda yfir nott vid 37°C)

Spinna nidur og pvo

° e =2

Spinna aftur nidir og leysa i 1 ml Na citrate
10. Propidium jodid, 16 ul af 1 mg/ml Prop. Jod.
11. Geyma vid herbergishita i 30 min

12. Greina med FACS teki

2. Stofnar
Tafla XIV: Stofnar sem voru notadir. Arfgerdir og adrar mikilvaegar upplysingar syndar.
Stofn Fryst | Foreldr. | Mat Arfgerd
urfellingar Gen/epitop/valgen | Styrill UBRI | plasmid
BY4741| - - a |his3A1, leu2A0, - - -
RI-TAP| - |BY4741| o |DCUSA0UaSAOF ) rap Hiss + - -
R2-TAP - BY4741| a rvb2-TAP His3 + - -
YHHI1B | 26/11/08 | R1-TAP| a ubrl-myc Metl5 + HSE pHH1
YHH3A | 26/11/08 | RI-TAP| a ubrl-myc Metl5 + Gal pHH2b
YHH4A | 26/11/08 | R2-TAP| a ubrl-myc Metl5 + HSE pHHI1
YHH6B | 26/11/08 | R2-TAP| a ubrl-myc Metl5 + Gal pHH2b
YHH7 |23/02/09| YHHIB | a rptl-td-HA Ura3 + HSE pHH3
YHHS8 |23/02/09| YHH3A | a rpt6-td-HA Ura3 + Gal pHHSA
YHH9 |23/02/09| YHH4A | a rptl-td-HA Ura3 + HSE pHH3
YHH10 | 23/02/09 | YHH4A | a rpt4-td-HA Ura3 + HSE pHH4A
YHHI11 | 23/02/09 | YHH4A | a rpt6-td-HA Ura3 + HSE pHHSA
YHH12 | 23/02/09 | YHH6B | a rptl-td-HA Ura3 + Gal pHH3
YHH13 | 23/02/09 | YHH6B | a rpt4-td-HA Ura3 + Gal pHH4A
YHH14 | 23/02/09 | YHH6B | a rpt6-td-HA Ura3 + Gal pHHSA
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3. Plasmio

Tafla XV:Plasmi0 sem voru notud. Innihald peirra er synt og gefid er upp hvad parf til pess ad valda
genatjaningu.

Plasmio Gen/epitép/valgen Styrill Pad sem veldur genatjaningu
pRS401 METIS5 + - -
pKL54 ubrl-myc HIS3 + GAL1 Galaktosi
pRS303_2HSE (pI53) ubrl-myc HIS3 + HSE Hitalost
pKRUSTY?2 rvb2-td-HA URA3 + | pCUP1 CuSO4
pHH1 ubrl-myc METI15 + HSE Hitalost
pHH2a ubri-myc METI5 + GALI1 Galaktosi
pHH2b ubri-myc METI5 + GALI Galaktosi
pHH3 rptl-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO,
pHH4A rpt4-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO4
pHHSA rpt6-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO,
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