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Inngangur

1. Verkefnið

1.1. Markmið

Markmið rannsóknarverkefnisins var að búa til hitanæmar degron samsætur fyrir þrjú gen,  RPT1, 

RPT4 og RPT6. Þar sem Ubr1 prótínið er nauðsynlegt fyrir niðurbrot degron merktra prótína, voru 

hitanæmu degronin innlimuð í Saccharomyces cerevisiae stofna sem yfirtjá UBR1 genið, til þess að 

auka líkurnar á því að sjá skýrar svipgerðir. Hegðun og svipgerðir S. cerevisiae stofnanna sem höfðu 

innlimað degron samsæturnar voru einnig rannsakaðar.

Verkefnið var í raun þrískipt. Í fyrsta lagi þurfti að búa til gersveppastofna sem yfirtjá UBR1 

genið. Í öðru lagi þurfti að smíða þrjú mismunandi plasmíð. Plasmíð með hitanæmu degron kerfi 

fyrir hvert RPT gen. Þ.e. rpt1-td, rpt4-td og rpt6-td. Að lokum þurfti að innlima plasmíðin með rpt-

degron kerfunum inn á litning gersveppastofnanna sem yfirtjá UBR1 og rannsaka degron stofnana 

sem þannig fengust.

1.2. Gersveppastofnar sem yfirtjá UBR1

Hugmyndin var sú að taka fyrir tvo mismunandi gersveppastofna og breyta þeim lítillega svo að 

þeir  myndu yfirtjá  UBR1 genið.  Auk þess  var  áætlunin  sú að  yfirtjáningu  UBR1 gensins  væri 

stjórnað.  Undir  eðlilegum  kringumstæðum  myndu  stofnarnir  því  ekki  yfirtjá  UBR1.  Tvö 

mismunandi stjórnkerfi voru notuð. Í fyrsta lagi, kerfi með Heat Sensitive Element (HSE). Hitalost 

ætti þar að valda yfirtjáning UBR1. Í öðru lagi, Gal stjórnkerfi. Þá ætti glaktósi í æti að valda UBR1 

yfirtjáningu. Þessum aðferðum er lýst í Jónsson et al., 2001, Jónsson et al., 2004, Labib et al., 2001 

og Varshavsky, 1996.

Stofnarnir  sem urðu fyrir  valinu  kallast  Rvb1-TAP og Rvb2-TAP. Framvegis  verða  þeir 

táknaðir  sem  R1-TAP  og  R2-TAP.  Þessir  stofnar  hafa  svokölluð  TAP-merki  (tandem  affinity 

purification tags) á prótínunum Rvb1 eða Rvb2. Síðar er ætlunin að hreinsa Rvb1 og Rvb2 flóka úr 

stofnum þar sem Rpt prtóteinin hafa verið brotin niður, en ekki verður farið nánar út í þær tilraunir í 

þessari ritgerð. Til þess að fá stofnana til að yfirtjá  UBR1, annars vegar með HSE stjórnkerfi og 

hinsvegar með Gal stjórnkerfi, átti að nota plasmíðin pKL54 (Labib et al., 2000) og pRS303_2HSE 

(pI53) (Jónsson et al., 2004). Hinsvegar reyndist nauðsynlegt að skipta um valgen á plasmíðunum 

tveimur. Upphaflegu plasmíðin, pI53 og pKL54, voru með histidín valgen en gersveppastofnarnir 

tveir voru með sama valgen. Ekki er hægt að nota sama valið í tvígang og því var nauðsynlegt að 
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skipta valgeninu út. Histidín valgeninu var skipt út fyrir methíónín valgen.

1.3. Plasmíð með hitanæm degron kerfi

Plasmíð með hitanæmum degron samsætum fyrir genin  RPT1,  RPT4 og  RPT6 voru búin til með 

nokkuð  einfaldri  klónunartækni.  Upphaflega  var  plasmíð  með  hitanæmu  degron  kerfi  þróað  á 

rannsóknarstofu Alexander Varshavsky (Dohmen et al., 1994). Karim Labib endurbætti kerfið með 

því að bæta við yfirtjáningu UBR1 frá GAL stýrli (Labib et al., 2000). Zophonías O. Jónsson lagaði 

endurbætta degron kerfið síðan að Rvb prótínunum og þróaði einnig HSE stjórnkerfið (Jónsson et 

al., 2001, Jónsson et al., 2004). Plasmíð með hitanæmu degron kerfi frá Zophoníasi, pKRUSTY2 

(sjá mynd 1), var notað í grunninn í þessari rannsókn. 

Mögulegt er að klippa pKRUSTY2 í tvennt með skerðiensímunum XhoI og NheI án þess að 

skadda degron kerfið. N-endi RPT genanna var magnaður upp þannig að samsvarandi skerðiset fyrir 

NheI og XhoI skerðiensímin væru sitt hvoru megin við hann. N-endi RPT genanna var síðan límdur 

saman  við  þann  hluta  af  pKRUSTY2 sem  innihélt  hitanæma  degronið.  Þrjú  ný  plasmíð  með 

hitanæmum degron samsætum fyrir hvert RPT gen voru með þeim hætti búin til.

Mynd 1. Plasmíðið pKRUSTY2 sem inniheldur hitanæmt degron kerfi fyrir RVB2. Skerðiset fyrir XhoI og 
NheI eru sýnd. pCUP1 stýrill sýndur (GeneConstructionKit).
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1.4. Gersveppir með hitanæm degron kerfi

Til  þess  að  búa  gersveppastofnana  til  voru  gersveppir  sem  yfirtjáðu  UBR1  ummyndaðir  með 

degron-plasmíðunum. Síðan var athugað hvort prótínniðurbrot mældist eftir hitalost og eiginleikar 

og svipgerð sveppanna þegar Rpt1, Rpt4 og Rpt6 prótínin eru ekki til staðar skoðuð. Western blot 

voru notuð til þess að staðfesta prótínniðurbrot, og ljósþéttnimælingar og FACS til þess að kanna 

vaxtarhraða sveppanna. Svipgerð sveppanna var einnig skoðuð í smásjá.

Rannsóknin  sýndi  að gersveppastofnar  með hitanæm degron kerfi  fyrir  RPT1,  RPT4 og 

RPT6 brjóta Rpt prótínin niður og fyrir vikið breytist bæði vöxtur og svipgerð stofnanna. Mikið 

hægir  á  vexti  þeirra  þar  sem þeir  festast  í  G2/M fasa  frumuhringsins.  Sveppirnir  eru  stærri  og 

óvenjulegri í lögun en viðmið.

2. Niðurbrot prótína og ubiquitin

2.1. Niðurbrot prótína

Peptíðtengi  milli  amínósýra  í  prótínum  eru  mjög  stöðug  efnatengi.  Slíkur  stöðugleiki  er 

nauðsynlegur.  Prótín  verða  að  vera  stöðug  til  þess  að  geta  framfylgt  hlutverkum sínum innan 

lífveru. Því telst að vissu leyti jákvætt að óhvatað vatnsrof peptíðtengis hefur mörg hundruð ára 

langan helmingunartíma (Wolfenden og Snider, 2001). Á hinn bóginn myndi taka nokkrar aldir að 

melta prótínríka fæðu eins og kjöt ef ekki væri fyrir lífhvata (ensím). Auk þess þurfa frumur stöðugt 

að mynda og brjóta niður prótín í sínu daglega amstri. Ef þær hefðu engin tök á því að brjóta prótín 

niður á hraðvirkan og öruggan máta, myndi starfsemi þeirra tefjast vegna þess að óþarfa prótín 

myndu safnast upp. Stöðugleiki peptíðtengja leysir þannig bæði og skapar vandamál. Vandamálið 

hafa  lífverur  leyst  með  þróun  lífhvata  á  borð  við  próteasa.  Próteasar,  eða  prótínkljúfar,  hvata 

vatnsrof  peptíðtengja  með  sýru  -  basa  eða  kjarnsæknu  hvarfi.  Próteasar  starfa  yfirleitt  óháð 

utanaðkomandi orku þar sem þeir hvata varmafræðilega hagkvæmt hvarf (sjá Pickart, 2004).

Merkt prótín eru brotin niður á orkuháðan hátt í sérstökum próteasómum  (proteasomes) í 

frumunni.  Próteasómið  er  fjöleininga  meltiensím  sem  finnst  bæði  í  umfrymi  og  kjarna  allra 

heilkjarna fruma (sjá Adams, 2003). Próteasómið meltir prótín sem eru merkt á ákveðin hátt með 

ubiquitin (Ub) sem er lítið hnattlaga prótín úr 76 amínósýrum. Ubiquitin er merkilega vel varðveitt, 

en aðeins þrjár amínósýrur eru mismunandi milli  ubiquitin manna og gersveppa (sjá Weissman, 

2001).

Í  þessum  kafla  verður  rætt  stuttlega  um  ubiquitin  prótínið,  hlutverk  þess  og  virkni  í 

próteasóm háða niðurbrotsferlinu.
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2.2. Ubiquitin

Ubiquitini var upprunalega lýst af Goldstein og félögum árið 1975. Þá nefndu þeir það ubiquitous 

immunopoietic polypeptide en orðið „ubiquitous“ er dregið af latneska orðinu „ubique“ sem merkir 

„alls staðar“. Ef prótín er „immunopoietic“ þá veldur það ónæmissvörun, svo nafnið gerði í raun 

grein fyrir fjölpeptíði sem olli ónæmissvörun og fannst alls staðar (Goldstein et al., 1975). 

Eins og áður sagði er ubiquitin hnattlaga fjölpeptíð sem sett er saman úr 76 amínósýrum. 

Ubiquitin er 8565 Da og er þétt pakkað með mjög vatnsfælinn kjarna. Þessi kjarni hefur mögulega 

einhver orsakatengsl  við stöðugleika prótínsins.  Samgild tengi geta myndast  milli  ubiquitina og 

annarra prótína. Tengin myndast milli sýruhóps glýsíns á C-enda ubiquitin prótínsins og ε-amínó 

hóps lýsíns á hinu prótíninu (Vijay-Kumar et  al.,  1985). Ubiquitin C-endinn getur líka myndað 

samgild tengi við lýsín í öðrum ubiquitin sameindum. Þessi eiginleiki ubiquitins er forsenda þess að 

ubiquitin keðjur geti myndast.

Ubiquitin inniheldur fjórar lýsín amínósýrur sem geta verið hlekkir í ubiquitin keðju in vivo. 

Amínósýrurnar  sem um ræðir  eru  númer  11,  29,  48  og  63  (sjá  Weissman,  2001).  Fleiri  lýsín 

amínósýrur finnast í ubiquitin fjölpeptíðinu, en þær virðast ekki leyfa keðjumyndun. Hlutverk lýsín 

11 keðja og lýsín 29 keðja eru ekki vel þekkt. Á hinn bóginn merkja lýsín 48 ubiquitin keðjur prótín 

til  niðurbrots í próteasómi (sjá mynd 2). Auk þess geta lýsín 48 keðjur gegnt fleiri hlutverkum. 

Prótín  merkt  með  lýsín  63  ubiquitin  keðjum geta  síðan  átt  margvísleg  mismunandi  örlög  (Sjá 

Weissman, 2001).

Mynd 2. Margvísleg örlög prótína merkt með mismunandi ubiquitin keðjum (Weissman, 2001). 

2.3. Ubiquitin merkingarferlið

Venjuleg  skammlíf  prótín  í  spendýrafrumum eru  að  mestu  leyti  brotin  niður  með ubiquitin  og 

próteasóm háðu niðurbroti, en aðeins um 10% venjulegra prótína eru brotin niður í ubiquitin og 

4



próteasóm óháðum ferlum (Ciechanover et al., 1984). Prótínin eru þá merkt með ubiquitin keðju og 

færð  í  próteasóm.  Orka  á  formi  ATP  er  nauðsynleg  til  þess  að  merkja  prótín  með  ubiquitini 

(Hershko et al., 1980). 

Merkingarferlið hefst með ensími sem hefur verið kallað E1, eða örvunarensím (activating 

enzyme). E1 örvar eða virkjar ubiquitin með því að nýta orku frá ATP til þess að mynda „adenylate“ 

á  C-enda  ubiquitins.  Þá  er  mögulegt  að  mynda  E1-ubiquitin  þíólester.  M.ö.o.  hengir  E1 

örvunarensímið ubiquitin prótínið á sjálft sig í ATP háðu hvarfi (Haas et al. 1982). Aðeins eitt gen 

skráir  fyrir  E1  ensíminu  í  gersvepp,  en  tvö  ísóform  af  ensíminu  geta  myndast  þar  sem  tveir 

upphafsstaðir þýðingar eru til staðar (Handley-Gearhart et al., 1994).

Eftir að E1 hefur hengt ubiquitin á sjálft sig kemur E2 tengiensímið (conjugating enzyme) til 

sögunnar. Tengiensím geta verið mun fleiri en örvunarensím.  S. cerevisiae hefur 13 mismunandi 

tengiensím. Tengiensím taka við ubiquitin prótíninu af örvunarensíminu með  trans-þíól hvarfi og 

mynda E2-ubiquitin þíólester (sjá Weissman, 2001).

Að lokum hvatar E3 flutningsensím (ligase) flutning ubiquitins frá E2 tengiensíminu yfir á 

lýsín markprótínsins. Flutningsensímin eru af tveimur megin flokkum. Flokkarnir kallast HECT og 

RING. Helsti munurinn á þessum flokkum er sá að HECT flutningsensím mynda þíólester tengi við 

ubiquitin í flutningsferlinu, á meðan RING flutningsensím mynda aldrei slík tengi við ubiquitin. 

RING ensímin eru talin miðla beinum flutningi ubiquitins yfir á markprótínið (sjá Weissman, 2001).

Flutningsensímin eru enn fleiri en tengiensímin, en sértækni merkingarferlisins er möguleg 

vegna þess hve mörg tengiensím og flutningsensím eru til staðar til að miðla henni. Í staðinn fyrir 

að öll prótín sem brjóta á niður séu með sameiginlegt einkenni sem eitt E3 flutningsensím þekkir 

eru  mörg  E3  flutningsensím  til  staðar.  Hvert  E3  ensím  þekkir  mismunandi  einkenni,  eða 

niðurbrotsmerki, á prótíni sem þarf að brjóta niður. Dæmi um slíkt einkenni er laus α-amínó hópur 

(Hershko et al., 1984). 

Margir áratugar eru liðnir síðan E1-E2-E3 ubiquitin merkingarferlið var fyrst uppgötvað en 

mörgum spurningum er enn ósvarað. Ekki er vitað hvernig ubiquitini er alltaf miðlað í átt frá E1 

ensími til hvarfprótíns, hvernig flutningsensím virkja tengiensím, hvað verður til þess að ubiquitin 

er fært yfir á markprótínið né hvernig ubiquitin keðjur eru settar saman. Þó hafa miklar framfarir 

orðið á þessu sviði. T.d. hefur komið í ljós að ubiquitin getur ekki aðeins tengst við ε-amínó hópa 

lýsina, heldur virðist ubiquitin einnig geta tengst cystín amínósýrum (Kaiser og Fon, 2007).
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3. Próteasóm

3.1. 26S Próteasómið

26S  Próteasómið  er  gjarnan  einfaldlega  kallað  „próteasómið“.  Próteasómið  er  fjöleininga 

meltiensím sem finnst bæði í kjarna og umfrymi heilkjarna fruma. Því betur sem próteasómið hefur 

verið rannsakað, því betur hefur komið í ljós hversu mikilvægt það er til þess að frumur geti starfað 

eðlilega.  Próteasómið  sér  fyrst  og  fremst  um  að  brjóta  niður  prótín.  Dæmi  um  prótín  sem 

próteasómið  brýtur  niður  eru  boðsameindir,  æxlisbælandi  prótín  og  umritunarþættir.  Fái  slíkar 

sameindir að safnast upp í frumunni geta lífslíkur frumunnar minnkað svo um munar (sjá Adams, 

2003). Próteasómið brýtur einnig niður skemmd prótín í svokölluðu N-degron ferli (Bachmair et al., 

1986) en frekar er fjallað um ferlið síðar í þessari ritgerð. Sýnt hefur verið fram á að frumur án 

virkra próteasóma fara í stýrðan frumudauða (Hideshima et al., 2001).

Próteasómið er fjöleininga ensímflóki og er sett saman úr 20S kjarna og 19S stjórneiningu 

(regulatory particle), en stjórneiningarnar geta verið tvær fyrir hvern kjarna, eins og sjá má á mynd 

3 (sjá Adams, 2003). 

Mynd 3. Bygging 20S kjarna og 19S stjórneiningar próteasómsins (Adams, 2003).

3.2. 20S kjarni próteasómsins

Kjarni próteasómsins er sá hluti þess sem sér um að hvata niðurbrot prótínanna sem koma þar inn. 

20S kjarninn er hólkur úr 28 undireiningum. Undireiningarnar 28 mynda saman fjóra hringi. Hver 

hringur inniheldur sjö undireiningar. Hringirnir sem eru yst hvoru megin á hólknum kallast α hringir 
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(sjá mynd 3). Þessir hringir eru í tengslum við 19S stjórneiningar og mynda ásamt þeim þröng 

prótíngöng sem aðeins afmynduð prótín geta komist í gegnum. Hringirnir tveir sem eru innst í 20S 

kjarnahólknum mynda rýmið þar sem prótín eru brotin niður í 3 – 25 amínósýru löng peptíð. Þessir 

hringir, sem kallast β hringir, innihalda þrjár hvarfstöðvar (active sites) hver um sig (sjá mynd 4). 

Hvarfstöðvarnar þrjár hafa mismunandi virkni. Þær hafa verið nefndar eftir ensímum með svipaða 

prótínsundrandi  virkni  og svipaða bindla  og kallast:  trypsín,  chymótrypsín,  og peptidýlglútamýl 

peptíðasa (eða post-glútamýl peptíð hýdrólasa) -líkar hvarfstöðvar (sjá Adams, 2003).

Mynd 4. Undireiningar β hrings úr 20S kjarna próteasóms. Fjólubláu einingarnar tákna hvarfstöðvar. 
Bortezomib er lyf sem getur bundist við eina hvarfstöðina (Adams, 2003).

3.3. 19S stjórneining próteasómsins

Hér að ofan kom fram að 19S stjórneiningar próteasómsins geta tengst α hringjum 20S kjarnans og 

myndað prótíngöng sem sjá til þess að aðeins afmynduð prótín komist inn í kjarnann. Nú verður 

kafað aðeins dýpra í byggingu og hlutverk stjórneiningarinnar.

19S  stjórneiningin  er  háð  orku  á  formi  ATP,  og  er  sá  hluti  próteasómsins  sem tengist 

ubiquitin prótínum. Hún er því talin þekkja hvarfefni, afmynda þau og stýra yfirfærslu þeirra inn í 

20S kjarnann (Glickman et al., 1998).

Rannsóknir á próteasómi gersveppa hafa leitt  í  ljós að stjórneiningin er samansett  úr 17 

undireiningum.  Undireiningarnar  eru  annarsvegar  ATPasar  af  svokallaðri  AAA  fjölskyldi  og 

kallaðir  Rpt1  –  Rpt6 (Regulatory  Particle  Triple-A  protein,  eða Regulatory  Particle 

Triphosphatase), og hinsvegar einingar sem eru ekki ATPasar, kallaðar Rpn1 – Rpn12. ATPasarnir 

virðast vera vel varðveittir milli tegunda. Rpt undireiningarnar eru 67 – 76% eins milli gersveppa 

og manna. Innbyrðis eru Rpt ATPasarnir u.þ.b. 40% eins. Þetta bendir til þess að genatvöfaldanir 

hafi  átt  stóran  þátt  í  þróun stjórneiningarinnar.  Rannsóknir  benda þar  að  auki  til  þess  að hvert 

próteasóm innihaldi alla Rpt ATPasana sex. En það merkir að bygging stjórneiningarinnar sé ekki 
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breytileg milli próteasóma (Glickman et al., 1998).

Rannsókn  Ruben  og  félaga  árið  1998  leiddi  ýmislegt  í  ljós  varðandi  hlutverk  Rpt 

ATPasanna.  ATP bindistað  RPT genanna sex var stökkbreytt til þess að finna hvert hlutverk ATP 

vatnsrofs  er  í  prótínniðurbroti.  Í  ljós  kom  að  hver  ATPasi  hefur  sérstakt  starfrænt  hlutverk  í 

próteasóminu. Þrátt fyrir að vera með svipaða amínósýruröð eru ATPasarnir allir lífsnauðsynlegir. 

Hægt var að koma í veg fyrir niðurbrot hvarfefnis með því að stökkbreyta ATP bindistað í Rpt 

prótínunum. Allt saman bendir það til þess að ATPasarnir hjálpist að við að beina hvarfefnum inn í 

20S kjarna próteasómsins og þurfi þannig á hvor öðrum að halda (Rubin et al., 1998).

Nákvæm bygging stjórneiningarinnar hefur verið rannsökuð á síðustu árum með nokkrum 

árangri. Rosenzweig og félagar komust m.a. að því að tvær undireiningar 19S stjórneiningarinnar, 

Rpn1 og Rpn2, eru eins og kleinuhringir í laginu og sitja hvor ofan á annarri innan í miðjum α hring 

20S kjarnans. Rpn2 er í beinum tengslum við  α hringinn á meðan Rpn1, sem situr ofan á Rpn2, 

tekur á móti þáttum sem kalla hvarfefnin til  (substrate recruitment factors).  Rpt ATPasarnir sex 

raðast síðan í kringum þessa kleinuhringi og hylja yfirborð 20S kjarnans (sjá mynd 5). ATPasi er 

ensím sem hvatar vatnsrof ATP sameindar yfir í ADP og fosfat. Hlutverk ATPasanna, ásamt Rpn 

einingunum tveimur, tengist yfirfærslu (translocation) hvarfefna, og saman eru einingarnar einnig 

taldar standa vörð um prótíngöngin sem leiða inn í hvarfstöð 20S kjarnans. Þannig er komið í veg 

fyrir að óviðkomandi prótín villist inn og séu brotin niður að ástæðulausu (Rosenzweig et al., 2008).

Mynd 5. Próteasóm. Rpn1 og Rpn2 prótínin sýnd umkringd ATPösum (brúnar einingar). 20S kjarni sýndur 
grænn. a) Rpn1-Rpn2 einingin sýnd innan grunnkjarnans (Base-CP). Rpn2 (gulur) er festur við miðjuna á 
yfirborði 20S kjarnans. Rpn1 (rauður) situr ofan á Rpn2. Rpt ATPasarnir (appelsínugulir; dreifðir, einn 
gegnsær) eru festir við 20S yfirborðið, utan um Rpn1-Rpn2 eininguna og fullkomna þannig grunnkjarnann. 
b) 19S Stjórneiningin sýnd. Lok próteasómsins (grátt) umlykur holrými innan stjórneiningarinnar. Það er fest 
við grunnkjarnann. Mismunandi hjálparþættir og prótín sem tengjast hvarfefnum (fjólublá og brún) geta  
tengst inn á þennan snertiflöt milli loksins og kjarnans. Prótín geta líklega einnig tengst vi ð Rpn1-Rpn2 
eininguna sem stendur upp úr (Rosenzweig et al., 2008).
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Rannsókn Satoh og félaga frá árinu 2001 sýndi að Rpt6 hefur sérstakt hlutverk sem tengist ekki 

niðurbroti hvarfefna. Fosfórun Rpt6 stýrir samsetningu 26S próteasómsins. Þegar kínasi fosfórar 

Rpt6  er  26S  próteasómið  sett  saman,  en  þegar  affosfórun  á  sér  stað  liðast  undireiningar 

próteasómsins í sundur (Satoh et al., 2001).

Hlutverk  ATPasana  einskorðast  þannig  ekki  við  prótínniðurbrot.  Rannsóknir  Thomas 

Kodadek og félaga hafa rækilega sýnt fram á það. Árið 2001 greindu Ferdous, Kodadek o.fl. frá því 

að 19S stjórneining próteasómsins er nauðsynleg fyrir eðlilega starfsemi RNA pólýmerasa II. Þar 

var það Rpt6 prótínið sem var nauðsynlegt við Gal4-VP16-virkjaða umritun in vitro. Án Rpt6 gátu 

stutt umrit myndast eðlilega, en framleiðsla á lengri umritum staðnaði algjörlega (Ferdous et al., 

2001).  Frekari  rannsóknir  sýndu  síðan  fram  á  að  Rpt4,  Rpt6  og  önnur  prótín  19S 

stjórneiningarinnar,  tengjast  GAL1/10 stýrli  og  GAL1  geninu þegar  GAL1  tjáning er örvuð með 

galaktósa  og  Gal4  umritunarþátturinn  er  til  staðar.  Umritunarþátturinn  kallar  á  prótínflóka  sem 

inniheldur Rpt ATPasana sex, Rpn1 og Rpn2 og kannski fleiri prótín. Þessi flóki tengist við stýril 

GAL1.  Þannig taka þessi prótín beinan þátt í umritun með RNA pólýmerasa II. Mikilvægt er að 

merkja að prótín 20S kjarnans koma í þessu samhengi hvergi nálægt stýrlinum og  GAL1 geninu. 

Prótín 19S eru því klárlega ekki að sinna hlutverki sem snertir niðurbrot (Gonzalez et al., 2002).

Til þess að komast að því hvort prótín stjórneiningarinnar komi við sögu í umritunarferli 

annarra gena í gersveppum og flóknari lífverum, rannsökuðu Sulahian, Johnston og Kodadek álags 

tengda umritun í gersveppum. Þeim tókst að sýna að án Rpt4 og Rpt6 prótínanna er umritun á 

genunum  HSP26,  HSP104  og GAD1 mjög  bæld  þrátt  fyrir  álag.  Þessi  gen  eru  yfirleitt  tjáð  í 

talsverðum mæli við hitaálag eða meðferð með menadíón bísúlfati, sem veldur oxunarálagi. Einnig 

var  sýnt  að  tjáning  þessara  gena  er  óháð  niðurbrotsvirkni  próteasómsins.  Ljóst  er  að  ATPasar 

próteasómsins gegna mikilvægu hlutverki í umritunarferli álagsgena (Sulahian et al., 2006). Síðan 

niðurstöður þessara rannsókna voru birtar hefur verið sýnt fram á að prótín 19S stjórneiningarinnar 

koma við sögu í stjórn á umritun margra gena. M.a. Hefur verið sýnt fram á að í spendýrum hefur 

Sug1 (sem heitir Rpt6 í gersveppum) áhrif á umritun MHC II gensins, en það er lykilgen í sértæka 

ónæmiskerfinu (Bhat et al., 2008).

Prótín  19S  stjórneiningarinnar  skipta  einnig  máli  í  stjórn  sviperfða  (epigenetic  gene 

regulation). Sýnt hefur verið að Rpt4 og Rpt6 tengja saman mörkun mismunandi históna. Mörkun 

H2B históns með ubiquitini annars vegar og metýlerun H3 históns hinsvegar. Undireiningar 19S 

stjórneiningarinnar hafa þannig áhrif á litnið og histónkóðann, en á óbeinan hátt er það í rauninni 

líka stjórn á umritun í frumunni (Ezhkova og Tansey, 2004). T.d. Hefur Sug1 (Rpt6) lykiláhrif á 

stjórn á H3 histón acetýlerun við efliröð MHC II gensins. Þegar Sug1 er ekki til staðar minnkar 
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acetýlerun histónsins mjög mikið. Á hinn bóginn ýtir Sug1 undir umritun MHC II gensins með því 

að auka acetýlerun þegar það er til staðar (Koues et al., 2008).

Árið  2005  birtu  Tensey,  Lee  o.fl.  niðurstöður  rannsóknar  sem  sýndi  fram  á  að  19S 

stjórneining próteasómsins geti ýtt undir bindingu SAGA histón acetýltransferasa flókans við stýrla. 

ATPasar  stjórneiningarinnar  breyta  SAGA  flókanum  og  örva  þannig  samskipti  flókans  við 

umritunarþætti.  Þetta  verður  til  þess  að  SAGA flókinn  binst  í  auknum mæli  við  stýrla.  Þessar 

niðurstöður hafa auðvitað mikið að gera með niðurstöðurnar sem greint  var frá hér að ofan, en 

SAGA tengist mörkun históna með ubiquitini og metýlerun afar náið. SAGA kemur því við sögu í 

histónmörkunarferli sem 19S stjórneiningin tekur einnig þátt í (Lee et al., 2005).

Fleiri rannsóknir á 19S stjórneiningunni og umritun gena hafa leitt ýmislegt í ljós. T.d. hefur 

verið sýnt fram á að Sug1 (Rpt6) binst við p21waf1 stýrla þegar DNA spendýrafrumur verða fyrir 

skaða vegna örvunar með útfjólubláu ljósi (Zhu et al., 2007). Rpt6 binst einnig við HIV-1 stýrilinn 

og örvar umritun ef umritunarþátturinn Tat er til staðar. Próteasómið getur einnig haft neikvæð áhrif 

á umritun HIV-1 stýrilsins, en það eru umritunarþættir sem hafa úrslitaáhrif hvað það varðar (Lassot 

et al. 2007).

19S stjórneiningin hefur áhrif á umritun gena bæði í gersveppum og spendýrum, hún hefur 

einnig áhrif á skipulag og stjórn litnisins (chromatin structure)  í gersveppum. Niðurstöður Tensey 

og félaga hafa sýnt fram á það (Ezhkova og Tansey, 2004). Niðurstöður Koues og félaga frá 2008 

bentu líka til þess að stjórneiningin hefði áhrif á litni spendýra (Koues et al., 2008).

Mikilvægi  19S stjórneiningarinnar,  bæði  í  gersveppum og spendýrum, er  óumdeilanlegt. 

Hlutverk hennar við að stjórna samsetningu próteasómsins, þekkja hvarfefni og stýra þeim inn í 

kjarna próteasómsins er eitt  og sér lífsnauðsynlegt.  Hlutverkið sem hún gegnir þar að auki við 

umritunarstjórn og skipulag litnisins gerir hana að ennþá athyglisverðara rannsóknarefni.

Óbirtar niðurstöður (Z.O. Jónsson, J.A. Wohlsclegel) benda til þess að vel varðveitt tenging 

sé á milli Rvb prótína (pontin og reptin) og Rpt ATPasanna. Stofnarnir sem búnir voru til í þessari 

rannsókn verða notaðir til þess að kanna þessi tengsl.

4. Degron

4.1. N-enda reglan og N-degron

Varshavsky og félagar komust að því árið 1986, að ákveðið samband er á milli þess hversu stöðugt 

prótín er og hvaða amínósýra er á N-enda þess. Þeir kölluðu þetta samband N-enda reglu (Bachmair 

et al., 1986). Eðlileg prótín hafa methíónín amínósýru á N-enda vegna þess að þýðing prótína hefst 

undantekningalaust á methíóníni. Á hinn bóginn eru N-endarnir oft klipptir af við verkun prótína, 
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þannig að ekki er mjög óvenjulegt að aðrar amínósýrur finnist á N-endum fullþroskaðra prótína. 

Þegar  prótín  hefur  aðra amínósýru en methíónín  á  N-enda sínum getur  það þó orðið  óstöðugt. 

Stöðugleikinn  er  mismunandi  eftir  því  um hvaða  amínósýru  er  að  ræða.  Arginín  er  dæmi  um 

amínósýru sem veldur mjög miklum óstöðugleika og þ.a.l. hröðu niðurbroti (sjá Varshavsky, 1996).

Frekari rannsóknir leiddu síðan í ljós að í gersvepp þekkir E3 ensímið Ubr1 lausa α-amínó 

hópa og tengir ubiquitin við prótín sem hafa þetta einkenni. Laus  α-amínó hópur er þannig dæmi 

um  niðurbrotsmerki,  en  það  er  einmitt  þetta  niðurbrotsmerki  sem  N-enda  reglan  byggir  á. 

Niðurbrotsmerki  (degradation signal)  eru prótínhlutar eða raðir  amínósýra sem valda niðurbroti 

prótíns.  Þau  geta  verið  margskonar.  Prótín  með  slík  merki  eru  óstöðug  og  hafa  afar  stuttan 

helmingunartíma  (Varshavsky,  1996).  Varshavsky  og  félagar  skilgreindu  prótín  með  α-amínó 

niðurbrotsmerki og laust lýsín fyrir ubiquitin bindingu sem N-degron. Degron er eining sem er bæði 

nauðsynleg og nægjanleg til þess að ubiquitin háð niðurbrot eigi sér stað (Varshavsky, 1997).

Skilgreining  Varshavsky  og  félaga  á  N-degron  innihélt  kröfu  um  eina  eða  fleiri  lýsín 

amínósýru.  Ubiquitin  tengist  við  lýsín  amínósýru  á  prótínum.  Ubiquitin  verður  að  tengjast  við 

prótínið til þess að það rati í 26S próteasómið. Því er augljóst að ekkert niðurbrot getur farið fram 

án lýsíns! Staðsetning innan frumunnar skiptir ekki öllu máli til þess að N-degron geti virkað, því 

próteasóm eru til staðar bæði í kjarna og umfrymi (Varshavsky, 1996).

4.2. Degron prótínniðurbrot í stað genaúrfellinga

Til þess að komast að hlutverki tiltekins gens og hvaða áhrif það hefur á frumustarfsemi, er oft 

gagnlegt að kippa geninu út  úr erfðamenginu. Slíkar genaúrfellingar hafa verið framkvæmdar á 

gersveppum á mjög kerfisbundinn hátt. Lífsnauðsynlegt gen er hinsvegar augljóslega ómögulegt að 

fella út úr erfðamengi einlitna gersveppa. Slíkt vandamál er þó gjarnan leyst með því að fella genið 

út á öðrum litningi úr pari í tvílitna gersvepp. Auk þess hafa stökkbreyttar útgáfur af genunum, sem 

starfa  eðlilega  við  t.d.  lágan  hita  en  óvirkjast  þá  við  háan  hita,  gert  vísindamönnum kleift  að 

rannsaka hegðun og svipgerðir gersveppa sem eru án nauðsynlegra gena (Dohmen et al., 1994).

Genum  er  ekki  alltaf  hægt  að  stökkbreyta  þannig  að  þau  verði  hitanæm  (temperature 

sensitive eða ts). Auk þess er alls ekki hægt að vita fyrir fram hvort að mögulegt sé að stökkbreyta 

geninu sem áhugi er fyrir á þennan hátt. Sá galli er síðan viðloðandi hitanæmar stökkbreytingar að 

þær geta verið of lekar  (leaky)  til þess að gagnast í rannsóknum, en þá hefur stökkbreytta genið 

ennþá einhverja virkni þrátt fyrir að hitastigið ætti að útiloka hana. Varshavsky og félagar hans 

leystu þessi vandamál. Þeir fundu leið til þess að búa til hitanæm stökkbrigði fyrir hvaða gen sem 

er,  án  þess  að  nauðsynlegt  væri  að  finna  stökkbreytt  afbrigði  af  geninu.  Aðferðin  byggðist  á 

hreyfanlegu hitanæmu N-degron (Dohmen et al., 1994).
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Hitanæmur  Díhýdrófólat  reductasi  (DHFRts)  úr  mús  er  stöðugur  við  23°C,  jafnvel  með 

arginín amínósýru á N-endanum (Arg-DHFRts). Þetta er undantekning á N-enda reglunni. Prótínið 

er stöðugt vegna þess að N-endinn er falinn innan prótínsins. Við 37°C afmyndast DHFRts og N-

endinn  kemur  í  ljós.  Þá  virkjast  N-degron  og  prótínið  er  brotið  niður  í  ubiquitin  háðu  ferli. 

Hreyfanlega hitanæma N-degron kerfið byggir á Arg-DHFRts.

Varshavsky og félagar smíðuðu plasmíð sem innihélt  Arg-DHFRts,  vakamerki og valgen. 

Ubiquitin var sett fyrir framan Arg-DHFRts á plasmíðinu, en ubiquitin er alltaf klippt af á mjög 

nákvæman hátt strax á eftir síðustu ubiquitin amínósýrunni. Hemagglutinin (HA) vakamerki var sett 

á plasmíðið til þess að auðvelt væri að ónæmisfella prótínið með einstofna mótefni gegn HA. URA3 

var  þar  að auki  sett  á plasmíðið til  þess að hægt  væri  að velja  fyrir  eða gegn Ura3 tjáningu í 

gersveppnum. Plasmíðið var þannig: Ub-Arg-DHFRts-HA-URA3. Tilraunir staðfestu að hægt er að 

nota Arg-DHFRts plasmíðið sem hreyfanlegt  (portable) hitanæmt N-degron kerfi og nota það til 

þess að búa til hitanæm degron stökkbrigði (temperature sensitive degron eða td) af prótínum í S. 

cerevisiae (Dohmen et al., 1994).

Gersveppastofn sem á að taka við hitanæmu degron kerfi verður að tjá UBR1. Ensímið sem 

UBR1 skráir fyrir er E3 flutningsensím sem þekkir  α-amínó hóp á prótínum með N-degron kerfi. 

Ensímið hvatar síðan niðurbrot prótínsins með ubiquitin háðu ferli. Til þess að prótín með N-degron 

kerfi séu brotin niður hratt og örugglega þarf þess vegna að vera nóg af Ubr1 ensíminu til staðar 

(Varshavsky,  1996).  Magn  Ubr1  er  oft  flöskuháls  í  niðurbroti  degron  próteina  og  þess  vegna 

endurbætti Karim Labib kerfið með því að bæta við yfirtjáningu UBR1 frá GAL stýrli (Labib et al., 

2000)
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Niðurstöður

1. Gersveppir sem yfirtjá   UBR1  

Fyrsta skrefið í smíði stofnanna var að finna hentug valgen sem hægt var að nota til að skipta um 

stýrla á UBR1 geninu og setja inn hitanæm degron merki á N-enda RPT genanna. Ekki var hægt að 

nota HIS3 valgenið sem hingað til hefur verið notast við til að skipta um stýril á UBR1 vegna þess 

að foreldrastofninn BY4741 var ekki vanefna fyrir hisdidíni. Því var ákveðið að skipta út  HIS3 

valgeni á plasmíðunum pI53 og pKL54 og setja inn MET15 valgen. Annað plasmíðið, pKL54, var 

með UBR1 gen undir stjórn GAL1 og myc hala (sjá mynd 7). Hitt (pI53) var með UBR1 gen undir 

stjórn HSE og myc hala (sjá mynd 8).

Plasmíðið pRS401 er plasmíð sem innlimast inn á litning. Það inniheldur MET15, methíónín 

valgen. MET15 var klippt úr úr pRS401 með skerðiensíminu PvuII (sjá töflu I, viðauka og mynd 6). 

Sama skerðiensím var notað til þess að klippa  HIS3 valgenið út úr pI53 og pKL54 (sjá töflu I, 

viðauka og myndir 7 og 8). 

Mynd 6. Plasmíðið pRS401. Skerðiset fyrir PvuII sýnd. MET15 valgen sýnt (GeneConstructionKit).
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Mynd 7. Plasmíðið pKL54 inniheldur UBR1 gen með myc hala undir stjórn GAL1 stýrils. Skerðiset fyrir 
PvuII sýnd (GeneConstructionKit).

Mynd 8. Plasmíðið pI53 inniheldur UBR1 gen með myc hala og HSE stjórnkerfi. Skerðiset fyrir PvuII eru 
sýnd (GeneConstructionKit).

Eftir  klippingu voru  plasmíðbútarnar  rafdregnir.  Eftir  að  rafdráttur  hafði  skilið  bútana  að voru 

eftirfarandi bútar einangraðir úr gelinu (sjá mynd 9):

 Bútur með MET15 valgeni (4445 bp)

 pI53 plasmíðbútur án HIS3 valgens (2714 bp)

 pKL54 plasmíðbútur án HIS3 valgens (2967 bp)
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A B

Mynd 9. A) Plasmíðin pRS401, pI53 og pKL54 eftir klippingu með PvuII og rafdrátt. Stærð búta sýnd. 
Rauður ferningur hefur verið dreginn um þá búta sem einangraðir voru úr gelinu (GeneConstructionKit). 
B) Eftir einangrun úr geli og hreinsun plasmíðbútanna var rafdregið aftur. Plasmíðbútur pRS401 sést mjög 
greinilega, en litlu bútarnir úr pI53 og pKL54 eru mun daufari. 

Eftir einangrun var búturinn með MET15 valgeninu affósfóraður með Antarctic Fosfatasa. Þannig 

var komið í veg fyrir að búturinn límdist saman í hring. pI53 plasmíðbúturinn var síðan límdur við 

MET15 bútinn. Jafnframt var pKL54 plasmíðbúturinn límdur við MET15 bútinn. 

Skerðikort var útbúið fyrir nýju plasmíðin. Ef plasmíðbútarnir límdust saman eins og búist 

var við ætti klipping með EcoRI að koma út á geli eins og sýnt er á mynd 10 A. Eftir límingu voru 

sýni tekin af afurð hennar og þau voru klippt með EcoRI (sjá töflu II, viðauka). Þessar klippingar 

voru síðan rafdregnar (sjá mynd 10 B). Klippingarnar komu út í samræmi við skerðikortið.

Eins og sést á mynd 11 gat búturinn með  MET15 valgeninu innlimast á tvo mismunandi 

vegu. Þrjú ný plasmíð, pHH1, pHH2a og pHH2b, mynduðust (sjá töflu 1).
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A B

Mynd 10. Skerðikort og niðurstöður rafdráttar sem staðfestir að MET15 valgenið límdist inn í pI53 og 
pKL54 plasmíðbútana. A) Skerðikort. Klipping með EcoRI (GeneConstructionKit). B) Plasmíð og afurðir 
líminga klipptar með EcoRI og rafdregnar.

A B

Mynd 11. A) Rétt stefna UBR1 gens og GAL stjórnkerfis miðað við MET15 valgen. B) Öfug stefna UBR1 
gens og GAL stjórnkerfis miðað við MET15 valgen (GeneConstructionKit).
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Tafla 1. Plasmíðbútar sem notaðir voru til þess að búa til HSE-UBR1 og GAL-UBR1 plasmíð með MET15 
valgeni. Stefna valgens innan plasmíðsins sýnd.
Plasmíðbútur 1 Plasmíðbútur 2 Nýtt plasmíð Stefna Met15

pI53 (án HIS3) MET15 (úr pRS401) pHH1 öfug

pKL54 (án HIS3) MET15 (úr pRS401) pHH2 a öfug

pKL54 (án HIS3) MET15 (úr pRS401) pHH2 b rétt

Með því að ummynda þessum nýju plasmíðum, pHH1 og pHH2, inn í R1-TAP og R2-TAP stofna 

(sjá  kafla  1.7.,  viðauka)  og  velja  fyrir  endurröðun  inn  á  litninga  voru  svo  búnir  til  sex  nýir 

mismunandi stofnar (sjá töflu 2).

Tafla 2. Stofnar og plasmíð sem notuð voru til þess að mynda  gersveppastofna sem yfirtjá UBR1. 
Stjórnkerfi og valgen sýnt.

Gersveppastofn Plasmíð Stjórnkerfi Valgen Nýr gersveppastofn

R1-TAP pHH1 HSE MET15 YHH1A og B

R1-TAP pHH2 a Gal MET15 YHH2A og B

R1-TAP PHH2 b Gal MET15 YHH3A og B

R2-TAP pHH1 HSE MET15 YHH4A

R2-TAP PHH2 a HSE MET15 YHH5A

R2-TAP pHH2 b Gal MET15 YHH6A og B

Til  þess  að  staðfesta  að  ummyndunin  hafi  heppnast,  plasmíðin  innlimast  inn  á  litninga  og  að 

stjórnkerfin virki, var framkvæmt eftirfarandi próf:

Stofnarnir sex voru ræktaðir í YP + G/L vökvaæti og látnir vaxa við 23°C og hristing í um 

sólarhring. Sýni úr þessum ræktum voru tekin og fryst. Síðan voru þær ræktir sem áttu að innihalda 

gersveppi með HSE stjórnkerfi fluttar í 39°C hitabað. Samtímis var 1 ml af 20% galaktósa bætt í 

ræktir þeirra gersveppa sem áttu að innihalda  GAL-UBR1 stjórnkerfi. Eftir klukkutíma voru sýni 

aftur tekin úr öllum ræktunum og fryst.

Prótín  voru  einangruð  úr  öllum  sýnunum  (sjá  kafla  1.8.,  viðauka).  Prótín  voru  síðan 

rafdregin á SDS geli og á þeim gert Western blot. Eftir rafdrátt og blottun voru himnurnar með 

prótínunum litaðar með Ponceau lit. Litunin staðfesti að blottun hafði heppnast (gögn ekki sýnd). 

Mótefnalitun fyrir myc hala Ubr1 prótínanna var síðan framkvæmd til þess að athuga magn 

myc-Ubr1 prótínsins á himnunum. Í ljós kom að stjórnkerfin voru virk.  Í stofnunum með HSE 

stjórnkerfi var Ubr1 magn lítið fyrir hitalost en mikið eftir hitalost. Í stofnunum með Gal stjórnkerfi 

var Ubr1 magn meira eftir meðferð með galaktósa (sjá mynd 12). Þannig var staðfest að stofnarnir 

YHH1B, YHH3A, YHH4A og YHH6B höfðu innlimað plasmíð með stjórnkerfum sem ollu því að 

UBR1 genið var yfirtjáð. Mælanlega aukning varð á magni Ubr1 prótíninu í þessum stofnun.
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A

B

Mynd 12. Mótefnalitað fyrir myc hala á Ubr1 prótínum. Rauðir ferningar hafa verið dregnir utan um Ubr1 
prótínbönd þeirra stofna sem áfram var unnið með. A) Himna A. B) Himna B. Jákvætt viðmið var ubr-myc 
frá Herði Guðmundssyni.

2. Plasmíð með hitanæm degron kerfi  

Vísar  (primers) til þess að PCR magna upp N-enda  RPT genanna (sjá töflu 3) voru pantaðir frá 

Microsynth AG (Balgach,. Sviss). Vísarnir voru hannaðir þannig að sitt hvoru megin við RPT genið 

mynduðust skerðiset fyrir tiltekin skerðiensím (sjá töflu 3).
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Tafla 3. Vísar sem notaðir voru til þess að magna N-enda RPT1, RPT4 og RPT6 upp með PCR tækni. 
Basaröð vísis er sýnd, stefna einnig, og nafnið á skerðiensíminu sem getur klippt skerðiset í vísi.
Nafn vísis Basaröð 5' - 3' Gen Stefna Skerðiensím

Rpt1F1_NheI GCG AGC TAG CCC ACC AAA AGA AGA CTG GGA RPT1 Forward NheI

Rpt4F1_NheI GCG CTC GAG TAC CGG CTT CTG TGC AAA CAG AT RPT4 Forward NheI

Rpt6F1_NheI GCG AGC TAG CAT GAG TGA AGA ACA GGA CC RPT6 Forward NheI

Rpt1Rx_XhoI GCG CTC GAG AAA TGA AGT TGG CTC CAA TC RPT1 Reverse XhoI

Rpt4Rx_XhoI GCG AGC TAG CAT GAC AGC TGC TGT AAC ATC CT RPT4 Reverse XhoI

Rpt6Rx_XhoI GCG CTC GAG TCT AGA ATA TCT AGT CTA TTC GT RPT6 Reverse XhoI

Eftir  að  tekist  hafði  að  magna  upp  öll  genin  voru  þau  klónuð  inn  í  pCRII-TOPO  genaferju. 

Skerðikort var búið til og notað til þess að staðfesta að RPT1, RPT4 og RPT6 hafi innlimast inn í 

genaferjuna (sjá mynd 13). TOPO ferjur með RPT1 og RPT4 voru klipptar með BgIII (sjá töflu IV, 

viðauka) og TOPO ferja með RPT6 var klippt með SpeI (sjá töflu V, viðauka).

A B

Mynd 13. A) Skerðikort. TOPO genaferja sem inniheldur RPT genin klippt með BgIII skerðiensími og SpeI 
skerðiensími. Á kortinu sést stærð bútanna í „geli“ (GeneConstructionKit). B) TOPO genaferjur rafdregnar. 
Rauðir ferningar dregnir um bókstafi þar sem skerðikortið staðfesti að RPT gen hafi innlimast í TOPO 
ferjuna.
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Til  þess  að  koma  genunum  út  úr  TOPO  genaferjunni  og  inn  í  pKRUSTY2  plasmíðið,  sem 

inniheldur  hitanæma  degron  kerfið,  voru  genaferjurnar  og  pKRUSTY2  klipptar  með 

skerðiensímunum  NheI  og  XhoI  (sjá  töflu  3  og  töflu  VI,  viðauka).  Eftir  klippingu  með 

skerðiensímunum  voru  afurðir  hennar  rafdregnar  til  þess  að  skilja  bútana  í  sundur.  RPT 

genabútarnir  voru  síðan  einangraðir  úr  gelinu,  sem  og  pKRUSTY2  búturinn  með  hitanæma 

degroninu (sjá mynd 14).

A B

Mynd 14. A) Skerðikort TOPO genaferja sem innihalda RPT gen og eru klippt með XhoI og NheI. Rauðir 
ferningar sýna hvaða bútar innihalda hitanæma degron kerfið (1) og hvaða bútar innihalda RPT genin (2, 3 
og 4) (GeneConstructionKit). B) TOPO genaferjur með RPT genum voru klipptar með XhoI og NheI og 
síðan rafdregnar. pKRUSTY2 var klippt á sama hátt og rafdregið. Rauðir ferningar gefa til kynna hvaða 
bútar voru síðan einangraðir og hreinsaðir út úr gelinu.

RPT genabútarnir voru límdir við pKRUSTY2 plasmíðbútinn með hitanæma degroninu til 

þess að mynda þrjú ný plasmíð. Til þess að staðfesta að RPT genabútarnir hafi límst inn á réttan hátt 

voru plasmíðin melt með skerðiensíminu BamHI (sjá töflu VII, viðauka) og rafdregin á geli. Gelin 

voru borin saman við skerðikort og í ljós kom að rétt plasmíð höfðu myndast fyrir öll  RPT genin 

þrjú (sjá mynd 15). Nýju plasmíðin fengu nöfn sem sýnd eru í töflu 4.
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A

B C

Mynd 15. A) Skerðikort. pKRUSTY2 og pKRUSTY2 plasmíð sem hafa innlimað RPT gen klippt með 
BamHI (GeneConstructionKit). B) Plasmíð sem talin voru innihalda hitanæm degron fyrir RPT 1 og 4 klippt 
með BamHI og rafdregin. C) Plasmíð sem talin voru innihalda hitanæm degron fyrir RPT6 voru klippt með 
BamHI og rafdregin. Rauðir ferningar dregnir um bókstafi þar sem staðfest er að rétt plasmíð hafi myndast.
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Tafla 4. Nöfn plasmíðanna sem smíðuð voru úr pKRUSTY2 bút og RPT genabútum.

Nafn pKRUSTY2 bútur RPT genabútur

pHH3 Bútur með hitanæmu degron RPT1b B

pHH4A Bútur með hitanæmu degron RPT4b C

pHH4B Bútur með hitanæmu degron RPT4b D

pHH4C Bútur með hitanæmu degron RPT4e B

pHH5A Bútur með hitanæmu degron RPT6b B

pHH5B Bútur með hitanæmu degron RPT6b D

pHH5C Bútur með hitanæmu degron RPT6d B

3. Gersveppir með hitanæmar degron samsætur fyrir   RPT1  ,   RPT4   og   RPT6  

Til  þess að búa til  gersveppastofna með hitanæmar degron samsætur fyrir  RPT genin þrjú,  var 

degron plasmíðunum ummyndað inn í gersveppastofna sem yfirtjá UBR1 og valið fyrir endurröðun 

inn á litning (sjá kafla 1.7., viðauka). Degron plasmíðin voru klippt með BgIII, HindIII og ClaI fyrir 

ummyndun (sjá töflur VIII-X, viðauka). 

Upphaflega voru tólf gersveppaummyndanir framkvæmdar, tíu ummyndanir litu út fyrir að 

hafa  heppnast.  Þá  var  sérstakt  að  í  mörgum tilfellum uxu  bæði  brúnar  og  hvítar  þyrpingar  af 

sveppum eftir ummyndun (sjá töflu 5). Nákvæm skýring á þessu liggur ekki fyrir en þó er vitað að 

MET15 stökkbreytingin getur á sumu æti valdið málmútfellingum sem valda dökkum lit.

Tafla 5. Gersveppastofnar og plasmíð sem notuð voru í ummyndar. Foreldri gersveppastofna og UBR1 
stjórnkerfi sýnd. Gefið upp hvaða RPT gen er á plasmíðum. Sýnt er hvort gersveppur óx eftir ummyndun og 
hvaða litir voru á þyrpingunum sem uxu. Að lokum er sýnt hvort Western blot staðfesti degron eða ekki.

Sveppastofn Foreldr. 
gersvepps

UBR1 
stjórnkerfi

Plasmíð sem 
var ummyndað 

í gersvepp

RPT gen 
á plasmíði

Óx eftir 
ummyndun?

Litur á 
þyrpingum Degron?

YHH1B R1-TAP HSE pHH3 RPT1 Já Hvítur Já

YHH1B R1-TAP HSE pHH4A RPT4 Já Brúnn/Hvítur Nei

YHH1B R1-TAP HSE pHH5A RPT6 Já Hvítur Nei

YHH3A R1-TAP Gal pHH3 RPT1 Nei - -

YHH3A R1-TAP Gal pHH4A RPT4 Nei - -

YHH3A R1-TAP Gal pHH5A RPT6 Já Brúnn Já

YHH4A R2-TAP HSE pHH3 RPT1 Já Brúnn/Hvítur Já

YHH4A R2-TAP HSE pHH4A RPT4 Já Brúnn/Hvítur Já

YHH4A R2-TAP HSE pHH5A RPT6 Já Brúnn/Hvítur Já

YHH6B R2-TAP Gal pHH3 RPT1 Já Brúnn Já

YHH6B R2-TAP Gal pHH4A RPT4 Já Brúnn Já

YHH6B R2-TAP Gal pHH5A RPT6 Já Brúnn Já
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Hver  ummyndun  fékk  þriggja  tölustafa  nafn  eftir  tilteknu  kerfi.  Fyrsti  tölustafur  tilgreinir 

gersveppastofninn  sem  plasmíði  var  ummyndað  inn  í.  Tölustafurinn  1  fyrir  YHH1B,  3  fyrir 

YHH3A,  4  fyrir  YHH4A  og  6  fyrir  YHH6B.  Næsti  tölustafur  tilgreinir  hvaða  plasmíði  var 

ummyndað inn í gersveppinn, talan 3 fyrir pHH3, 4 fyrir pHH4A og 5 fyrir pHH5A. Að lokum voru 

sýni tekin úr tveimur mismunandi þyrpingum hverrar ummyndunar, fyrra sýnið fékk tölustafinn 1 

og seinna sýnið fékk töluna 2. Ef bæði hvítar og brúnar þyrpingar höfðu komið fram í tiltekinni 

ummyndun, var fyrra sýnið (1) ávallt haft hvítt og seinna sýnið (2) ávallt haft brúnt. Tilraun var 

framkvæmd á þessum sýnum til þess að staðfesta hvort að gersveppastofnarnir sem uxu upp eftir 

ummyndun væru með virkt hitanæmt niðurbrot á Rpt prótínunum.

Stofnarnir voru ræktaðir í YP + G/L vökvaæti með viðbættu CuSO4 (0,05 mM) og látnir 

vaxa við 23°C og hristing í um sólarhring. Sýni úr þessum ræktum voru tekin og fryst. Síðan var 0,8 

mL af 20% galaktósa bætt í þær ræktir sem áttu að innihalda gersveppi með Gal stjórnkerfi. Allar 

ræktirnar voru síðan látnar vaxa áfram við 23°C. Að klukkustund liðinni voru allir stofnarnir settir í 

39°C heitt vatnsbað. Þar voru þeir látnir vera í rúma klukkustund. Eftir þann tíma voru sýni aftur 

tekin úr öllum ræktunum og fryst.

Prótín voru einangruð úr öllum frystu sýnunum, bæði þeim sem tekin voru fyrir galaktósa 

meðferðina og hitalostið, og sýnunum sem tekin voru eftir hitalostið. Eftir prótíneinangrun voru 

sýnin síðan rafdregin á SDS geli og Western blot var gert á þeim. Himnurnar voru litaðar með 

Ponceau lit eftir blottun. Litunin sýndi að blottunin heppnaðist (gögn ekki sýnd).

Mótefnalitun fyrir HA hala Rpt prótínanna leiddi í ljós að hitanæmt niðurbrot hafði orðið í 

átta af stofnunum tíu (sjá mynd 16 og töflu 5). Degron stofnarnir átta fengu ný nöfn sem sýnd eru í 

töflu 6.
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Himna 1.1. 
Himna 1.2. 

 Himna 2.1. Himna 2.2. 
Mynd 16. Mótefnalitað fyrir HA hala Rpt prótína. Rauðir ferningar sýna hvar niðurbrot hefur átt sér stað.

Tafla 6. Gersveppastofnar með hitanæmar degron samsætur fyrir RPT1, RPT4 og RPT6. Foreldrar og 
arfgerðir stofnanna eru sýndar. Stofnar sem notaðir voru við gerð vaxtarkúrvu eru feitletraðir.

Nafn stofnsins
Nafn á 

ummyndun

Foreldr. Arfgerð

Plasmíð TAP Stjórnkerfi UBR1 Rpt degron

YHH7 1.3.1 YHH1B pHH3 R1 HSE rpt1-td-HA

YHH8 3.5.1 YHH3A pHH5A R1 Gal rpt6-td-HA

YHH9 4.3.2 YHH4A pHH3 R2 HSE rpt1-td-HA

YHH10 4.4.2 YHH4A pHH4A R2 HSE rpt4-td-HA

YHH11 4.5.2 YHH4A pHH5A R2 HSE rpt6-td-HA

YHH12 6.3.2 YHH6B pHH3 R2 Gal rpt1-td-HA

YHH13 6.4.2 YHH6B pHH4A R2 Gal rpt4-td-HA

YHH14 6.5.2 YHH6B pHH5A R2 Gal rpt6-td-HA
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Fjórir  af degron stofnunum höfðu HSE stjórnkerfi  fyrir  UBR1 (sjá töflu 6). Þessir stofnar voru 

rannsakaðir frekar. Stefnt var að því að afla upplýsinga um þær afleiðingar sem hitanæmu degron 

samsæturnar höfðu í för með sér fyrir gersveppinn.

Vöxtur degron stofnanna YHH7, YHH9, YHH10 og YHH11 var borinn saman við vöxt 

tveggja viðmiða. Annars vegar YHH1, R1-TAP stofn sem yfirtjáir UBR1, og hinsvegar YHH4, R2-

TAP stofn sem yfirtjáir einnig  UBR1. Þannig voru viðmiðin eins og degron stofnarnir nema þeir 

innihéldu ekki hitanæmar degron samsætur fyrir RPT genin.

Hver  stofn var  fyrst  ræktaður  upp á  skálum og þyrpingum af skálunum var  síðan sáð í 

vökvaæti. Degron stofnarnir voru settir á skálar með SD + Leu, Lys, Trp Minimal æti og viðbættu 

CuSO4 (0,05 mM) þar  sem pCUP1 stýrill  ræður  RPT genatjáningunni.  Vökvaætið var  eins,  en 

innhélt aðeins 0,01 mM af kopar. Viðmiðin voru ræktuð upp á skálum með SD + Ura, Leu, Lys, Trp 

Minimal  æti.  Vökvaæti  þeirra  var  eins,  en  innihélt  þar  að  auki  0,01  mM af  kopar  til  þess  að 

ræktunaraðstæður  yrðu sem sambærilegastar  fyrir  alla  stofnana.  Gersveppastofnarnir  voru látnir 

vaxa í þessum vökvaræktum í u.þ.b. hálfan sólarhring við 23°C og hristing.

Ljósmælir  var  notaður  til  þess  að mæla ljósþéttni  ræktanna  við 595 nm (OD595).  Út  frá 

þessum mælingum var síðan reiknað út hversu mikið af hverri rækt þyrfti að sá í 100 mL af YPD 

vökvaæti til þess að YPD vökvaræktirnar myndu allar innihalda 0,1 OD af frumum (sjá töflu 7). Á 

þann  hátt  var  frumuþéttleiki  hverrar  ræktar  samræmdur  til  þess  að  vöxtur  þeirra  yrði  sem 

sambærilegastur.

Tafla 7. OD vökvarækta fyrir degron stofna og viðmið. Jafna er sýnd, hún var notuð til þess að finna út 
hversu mikið af hverri rækt innihélt rétt magn af frumum til þess að sáning í 100 mL af YPD vökvaæti myndi 
gefa 0,1 OD af frumum. Í jöfnunni er „X“ látið tákna OD gildið í miðdálknum. Blank sýni: 0,000 OD. λ = 
595 nm.

Stofn OD (í 1 mL) 0,1 OD   ·   100 mL  
X OD

YHH1B 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 sáð í 100 mL af YPD vökvaæti, hver stofn í mismunandi keiluflösku. Keiluflöskurnar 

voru  settar  í  hristiskáp  við  23°C í  tvær  klukkustundir.  Að  tveimur  klukkustundum liðnum var 

ljósþéttni  mæld  á  ný.  Auk  þess  voru  tvö  10  mL  sýni  tekin  úr  hverri  rækt.  Annað  sýnið  var 
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meðhöndlað til þess að hægt væri að greina frumurnar í því með FACS tækni, frumurnar úr hinu 

sýninu voru frystar til þess að síðar yrði hægt að einangra úr þeim prótín og framkvæma Western 

blot.

Allar  keiluflöskurnar  voru  að  sýnatöku  lokinni  settar  í  39°C heitt  vatnsbað.  Eftir  hálfa 

klukkustund af hitalosti í vatnsbaðinu var ljósþéttni mæld. Ljósþéttni var síðan mæld á hálftíma 

fresti  fjórtán  sinnum til  viðbótar  (sjá  töflu  8).  Samtals  var  ljósþéttni  því  mæld sextán  sinnum. 

Niðurstöður ljósþéttnimælinganna eru sýndar myndrænt á mynd 17. Sýni fyrir FACS greiningu og 

Western blot voru tekin tvisvar aftur. Tveimur klukkustundum eftir hitalost annars vegar, og fjórum 

klukkustundum eftir hitalost hinsvegar. Þessi sýni fengu tveggja tölustafa nöfn eftir tilteknu kerfi. 

Fyrsti  tölustafur  tilgreindi  hvort  sýnið  var  tekið  á  tímapunkti  1  (fyrir  hitalost),  2  (2  klst.  eftir 

hitalost) eða 3 (4 klst. eftir hitalost). Seinni tölustafur tilgreindi stofninn sem sýnið var tekið úr. 

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

Tafla 8: Ljósþéttnimælingar fyrir degron stofna og viðmið á meðan tilraun stóð. Sýni fyrir FACS greiningu 
og Western blot voru tekin á tímapunktum sem eru stjörnumerktir.

  OD    
Tími (mín) 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. Frumuþéttleiki (OD) sem fall af tíma fyrir stofnana YHH1B sem er vi ðmið fyrir R1-TAP, 
YHH4A sem er viðmið fyrir R2-TAP, YHH7 sem hefur rpt1-td í R1-TAP, YHH9 sem hefur rpt1-td í R2-
TAP, YHH10 sem hefur rpt4-td í R2-TAP og YHH11 sem hefur rpt6-td í R2-TAP.

Á mynd 17 sést að allir stofnarnir mælast með svipaðan þéttleika til að byrja með, að frátöldum 

YHH11 sem mælist með aðeins meiri þéttleika en hinir í byrjun. Frumuþéttleiki eykst stöðugt hjá 

öllum stofnum, en nokkuð hægt til að byrja með. Eftir um 200 mínútur byrjar að draga í sundur 

milli stofnanna, þéttleiki fer þá, eða er farinn, að aukast mjög mismunandi hratt eftir því um hvaða 

stofn er að ræða. Degron stofninn YHH7 er á þessum tímapunkti með mun meiri frumuþéttleika en 

allir hinir  stofnarnir! Viðmiðin tvö mælast með afar sambærilegan þéttleika,  en degron stofninn 

YHH11 mælist  auk þess með þéttleika sem svipar til  viðmiðanna. Degron stofnarnir  YHH9 og 

YHH10  mælast  hinsvegar  stöðugt  með  mun  minni  þéttni  en  viðmiðin.  Stofninn  YHH9  hefur 

áberandi minnstu þéttnina út alla tilraunina.

Prótín voru einangruð úr öllum frystu sýnunum sem tekin höfðu verið áður en stofnarnir 

fengu hitalost,  tveimur tímum eftir hitalost og fjórum tímum eftir hitalost.  Eftir prótíneinangrun 

voru sýnin rafdregin á SDS geli. Þar sem engin HA merkt RPT gen voru til staðar í viðmiðunum, 

YHH1B og YHH4A, var látið nægja að rafdraga aðeins sýnin sem tekin voru fyrir stofn YHH4A. 

Western blot var síðan gert. Eftir að prótínin höfðu blottast yfir á himnur, voru himnurnar litaðar 

með Ponceau lit. Af lituninni að dæma hafði blottunin heppnast (gögn ekki sýnd).
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Mótefnalitað var fyrir HA hala Rpt prótínanna alveg eins og áður. Niðurstöður mótefnalitunarinnar 

leiddu í ljós að Rpt niðurbrot hafði átt sér stað í stofnum YHH7, YHH9, YHH10 og YHH11 (sjá 

mynd 18). Á myndunum sjást bakgrunnsbönd sem eru nokkuð nálægt Rpt prótínböndunum. Í stofni 

YHH10 eru þessi bönd á sama stað og Rpt böndin á öllum þremur tímapunktunum. Bandið er þó 

greinilega dekkra á tímapunkti 1 en á punktum 2 og 3. 

Þessar niðurstöður eru ekki í fullkomnu samræmi við niðurstöður þéttnimælinganna. Miðað 

við þéttnimælingarnar hefði ekki komið á óvart ef niðurbrot hefði ekki átt sér stað í stofnum YHH7 

og YHH11.

Himna 1. Himna 2.
Mynd 18. Mótefnalitað fyrir HA hala Rpt prótína. Rauðir ferningar voru settir utan um prótínbönd fyrsta  
tímapunkts. Jákvætt viðmið á himnu 2 var 4.5.1 f (sjá mynd 21, himnu 1.2.).

Þau sýni sem voru tekin fyrir FACS greiningu voru fyrst skoðuð í Leica DM6000 smásjá til þess að 

greina svipgerð sveppanna. Viðmið höfðu eðlilega svipgerð og þeim fjölgaði mikið á fjórum tímum 

(sjá mynd 19).  Stofnar með hitanæm degron kerfi  sýndu afbrigðilega svipgerð.  Sveppirnir  voru 

talsvert stærri til að byrja með, voru áfram stórir en skiptu sér ekki. Lítil fjölgun á sveppum sást 

milli sýna (sjá mynd 19). Lögun gersveppanna var einnig nokkuð afbrigðileg.

Gersveppirnir á smásjármyndunum voru taldir og flokkaðir niður í fjóra flokka út frá útliti 

þeirra. Einfaldir hringlaga gersveppir voru flokkaðir sem sveppir í G1 fasa, sveppir með afar lítið 

knappskot  voru  flokkaðir  í  S  fasa,  sveppir  með  stór  knappskot  voru  flokkaðar  í  G2  fasa  og 

undarlega formaðir og afbrigðilegir sveppir voru flokkaðir sem „rusl“. Á mynd 20 má sjá hlutföll 

þessara flokka á mismunandi tímapunktum fyrir viðmið annars vegar, og stofna með rpt1-td, rpt4-

td og rpt6-td hinsvegar.
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Viðmið fyrir hitalost Degron fyrir hitalost

Viðmið 2 klst. eftir hitalost Degron 2 klst. eftir hitalost

Viðmið 4 klst. eftir hitalost Degron 4 klst. eftir hitalost

Mynd 19. Sýni úr tveimur stofnum eins og þau litu út í smásjá. Vinstri dálkurinn sýnir viðmið (YHH1) fyrir 
hitalost, tveimur tímum eftir hitalost og 4 tímum eftir hitalost. Hægri dálkurinn s ýnir degron stofn (YHH9) á 
sömu tímapunktum.
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A B

C D

Mynd 20. Gersveppir á smásjármyndum taldir og flokkaðir sem G1, S, G2/M eða „rusl“. Hlutföll 

mismunandi flokka á þremur mismunandi tímapunktum sýnd. A) Viðmið; stofn YHH1B. B) rpt1-td; stofn 

YHH9. C) rpt4-td; stofn YHH10. D) rpt6-td; stofn YHH11.

Í viðmiði eru um 40% sveppa í G1 fasa fyrir hitalost, en 50% fjórum tímum eftir hitalost. Fyrir 

hitalost voru um 30% í S fasa, en fjórum tímum eftir hitalost voru 40% í S fasa. Sveppir í G2/M 

fasa voru á öllum tímapunktum um 20%. Rusl var ávallt lítið, 5% eða minna. Mest af rusli sást 

tveimur tímum eftir hitalost. Staðan var allt önnur hjá degron stofnunum. Hjá þeim voru 60-70% 
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sveppanna í G1 fasa fyrir hitalost. Hjá öllum degron stofnunum var hlutfall sveppa í S fasa mjög 

hátt tveimur tímum eftir hitalost, um tvöfalt hærra en það var fyrir. Fjórum tímum eftir hitalost var 

síðan hlutfall sveppa í G2/M fasa áberandi hátt hjá öllum degron stofnum. Hlutfall sveppa í G1 fasa 

snarlækkaði hjá öllum degron stofnum eftir hitalost. Degron stofnarnir voru yfirleitt með 5-10% 

rusl.

FACS sýnin voru síðan meðhöndluð með própidíum joðíði til þess að lita DNA. FACS tæki 

var notað til þess að mæla flúrljómunina (sjá mynd 21). DNA magn er hlutfallslega mismikið eftir 

því hvar í frumuhringnum gersveppirnir eru staddir og því er hægt að sjá út frá niðurstöðum FACS 

greiningarinnar hversu stór hluti gersveppanna er í fasa G1, S og G2/M.

A B

C D
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E F

Mynd 21. Niðurstöður FACS greiningar. Sýni frá því fyrir hitalost, 2 klst. eftir hitalost og 4 klst. eftir  
hitalost voru greind fyrir hvern stofn. A) Stofn YHH1B. R1-TAP viðmið þar sem UBR1 er yfirtjáð. B) Stofn 
YHH4A. R2-TAP viðmið þar sem UBR1 er yfirtjáð. Fasar G1, S og G2 eru merktir. C) Stofn YHH7. R1-
TAP með rpt1-td. D) Stofn YHH9. R2-TAP með rpt1-td. E) Stofn YHH10. R2-TAP með rpt4-td. F) Stofn 
YHH11. R2-TAP með rpt6-td. 

Myndir 21 A og 21 B sýna viðmiðin. Þar virðist stór hluti gersveppanna ávallt vera í G1 fasa, bæði 

fyrir hitalost og á eftir. Hlutfall sveppa í S fasa er lágt í byrjun, hækkar síðan lækkar aftur niður í 

sama hlutfall og í byrjun, jafnvel minna. Út frá talningu af smásjármyndum virtist hinsvegar sem 

svo að hlutfall sveppa í S fasa færi alltaf vaxandi (sjá mynd 20 A). FACS niðurstöður fyrir viðmið 

sýna lágt hlutfall sveppa í G2/M fasa í byrjun, sem hækkar síðan þar til hlutfallið er jafnt eða hærra 

en hlutfall sveppa í G1 fasa fyrir hitalost. Í lokin er hlutfall sveppa í G2/M fasa hærra en í byrjun, en 

minna en það var tveimur klukkustundum eftir  hitalost.  Miðað við talningu af smásjármyndum 

breyttist hlutfall sveppa í G2/M fasa mjög lítið milli tímapunkta (sjá mynd 20 A).

Stofn YHH7 á mynd 21 C sýnir afbrigðilega hegðun strax í upphafi. Mun stærra hlutfall 

sveppa er í S fasa og G2 fasa heldur en í viðmiðum. Þar sem stofninn mældist einnig stöðugt með 

afbrigðilega  háa  ljósþéttni  miðað við alla  aðra  stofna (sjá  mynd 17)  virðist  eitthvað hafa  farið 

úrskeiðis með þennan stofn. Því verður ekki talað frekar um hann.

Á mynd 21 D, E og F sést hvernig stofnar YHH9 (rpt1-td), YHH10 (rpt4-td) og YHH11 

(rpt6-td)  byrja  eins og viðmiðið (mynd 21 B) en virðist  síðan lenda í  hremmingum. Eftir  tvær 

klukkustundir er hlutfall sveppa í S fasa óeðlilega stórt og hlutfall sveppa í G2 fasa óeðlilega lítið. 

Talningar af smásjámyndum sýna það sama (sjá myndir 20 B – D). Eftir fjórar klukkustundir er 

hlutfall í S fasa ennþá mun meira en í viðmiðinu og auk þess er hlutfall í G2 fasa orðið afbrigðilega 

stórt. Þetta sést einnig á myndum 20 B- D. Stofn YHH11 er líkari viðmiðinu en hinir stofnarnir, en 

sýnir ummerkin þó greinilega. 
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Umræða

Markmið rannsóknarinnar var að búa til S. cerevisiae stofna með hitanæmar degron samsætur fyrir 

genin RPT1, RPT4 og RPT6 og athuga síðan eiginleika og svipgerðir þessara stofna. Hér að ofan 

hefur verið greint frá því hvernig unnið var að þessum markmiðum. Nú verður leitast við að skýra 

niðurstöðurnar frekar, setja þær í samhengi og draga ályktanir um mögulega merkingu þeirra.

Stofnarnir YHH9, YHH10 og YHH11 innihalda hitanæmar degron samsætur fyrir  RPT1,  

RPT4 og RPT6. Tvö mismunandi Western blot (sjá myndir 16 og 18) staðfestu að hitalost veldur því 

að prótínafurðir  þessara gena eru brotnar niður. Þar sem Rpt prótínin eru mikilvægir ATPasar í 

stjórneiningu 26S próteasómsins var reynt að komast að því hvaða áhrif  fjarvera þeirra hafði á 

hegðun og svipgerð sveppanna. Talið var að áhrifin myndu vera neikvæð, þar sem RPT genin eru 

lífsnauðsynleg og hlutverk ATPasanna veigamikið.

Þegar vöxtur stofnanna var athugaður með ljósþéttnimælingum (sjá mynd 17) kom í ljós að 

stofnar með rpt1-td og rpt4-td uxu mun hægar en viðmiðið, nákvæmlega eins og búist var við. Á 

hinn bóginn óx stofninn YHH11 með rpt6-td nokkuð eðlilega, sem kom á óvart. Sveppurinn getur 

þannig annað hvort afborið tap á Rpt6 prótíninu betur heldur en á hinum Rpt prótínunum, eða þá að 

magn Rpt6 varð aldrei nógu lágt til þess að hindra vöxtinn. Hafa verður í huga að Rpt6 prótínið er 

nauðsynlegt fyrir niðurbrot, enda tengist Rpt6 við Ubr1.

Niðurstöður FACS greiningar (sjá mynd 21) sýna að degron stofnarnir fara ekki eðlilega í 

gegnum fasa frumuhringsins. Þeir virðast festast í  G2/M fasa í miklum mæli og ná því ekki að 

fjölga sér eins mikið og þeir myndu annars gera. Hér er stofninn YHH11 aftur örlítið frábrugðinn 

hinum degron  stofnunum.  Hann er  líkari  viðmiðunum heldur  en  hinir,  en  sýnir  þrátt  fyrir  það 

ótvírætt sömu degron ummerki og þeir. Stofninn virðist vera mitt á milli viðmiðs og degrons.

Svipgerð  degron  stofnanna  þriggja  í  smásjá  var  harla  ólík  svipgerð  viðmiðanna. 

Gersveppirnir voru stærri og oft ólögulegri en hinir hefðbundnu sveppir, nánast klessulegir. Auk 

þess  voru  þeir  mun  færri  en  sveppirnir  í  viðmiðunum.  Talning  sveppanna  og flokkun  þeirra  í 

mismunandi  fasa  eftir  útliti  (sjá  mynd  20),  leiddi  í  ljós  mjög  svipaðar  niðurstöður  og  FACS 

greiningin. Degron stofnarnir voru fastir í óeðlilega löngum G2/M fasa. Þegar smásjármyndir fyrir 

stofninn YHH11 voru skoðaðar, kom í ljós að stofninn hefur óvenju hátt hlutfall sveppa í G2/M 

fasa, en heildarfjöldi sveppanna nálgast þann fjölda sem sést í viðmiðunum, þó aðeins minna sé.

Áhrif  hitanæmu degron samsætanna eru skýr  fyrir  stofnana  YHH9 og YHH10.  Hitalost 

veldur  því  að annars  vegar  Rpt1 og hinsvegar  Rpt4 prótínin eru brotin  niður.  Missir  á  þessum 

prótínum  veldur  því  að  sveppirnir  festast  í  G2/M fasa  og  skipta  sér  ekki,  þess  vegna  fjölgar 
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sveppunum ekki jafn mikið og viðmiðum. Áhrifin eru ekki eins skýr fyrir stofninn YHH11. Þrátt 

fyrir að niðurbrot verði á Rpt6 prótíninu og sveppirnir festist í einhverjum mæli í G2/M fasa, virðast 

þeir samt geta skipt sér nægilega oft til þess að viðhalda eðlilegum vexti (sjá mynd 17). Spurning 

hversu lengi þeir geta haldið slíkum vaxtarhraða til streitu.

Út frá þessum niðurstöðum má álykta að Rpt1 og Rpt4 prótínin séu nauðsynleg til þess að 

gersveppur  geti  starfað  og  vaxið  eðlilega.  Rpt6  prótínið  virðist  einnig  vera  mikilvægt  fyrir 

fullkomlega eðlilega starfsemi, en þó er eins og sveppurinn geti vaxið ágætlega án þess. Út frá því 

væri hægt að álykta að Rpt6 prótínið væri ekki jafn nauðsynlegt og hin tvö. En slík niðurstaða 

myndi koma talsvert á óvart, þar sem margar rannsóknir hafa undirstrikað mikilvægi Rpt6 við stjórn 

á umritun og skipulag litnisins. Því er líklegri útskýring sú að Rpt6 er ekki brotið nægilega mikið 

niður til  þess að það komi áberandi niður á vexti sveppanna. Mögulega hættir niðurbrot á Rpt6 

einfaldlega þegar magn þess er orðið of lítið til þess að hvata eigið niðurbrot.
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1. Aðferðir

1.1. Ummyndun í E. coli

1. 0,1 µl af plasmíði í háum styrk (consentrated) blandað saman við 200 µl competent E. coli  

frumur á ís.

2. 10 mínútur á ís. 

3. 1 mín við 42°C. 

4. 1 mL af SOC lausn bætt við frumurnar. 

5. Eftir að SOC hefur verið bætt við, setja lausn í 37°C hitablokk með hristing. Skilja eftir þar í 

1 klst (eða lengur). 

6. Spinna frumur niður (5000 rpm í 1 mín) og hella vökva í vask. 

7. Leysa frumur upp í 100 µl dH2O. 

8. Valta lausn á LB + amp valæti. 

9. Skálar geymdar í 37°C hitaskáp yfir nótt.

1.2. Plasmíð einangranir, klippingar og límingar

I. Einangranir:  

Allar plasmíð einangranir voru framkvæmdar samkvæmt leiðbeiningum sem fylgdu QIAprepⓇ Spin 

Miniprep Kit frá Quiagen.

II. Klippingar:  

Tafla I: Uppsetning á klippingu pRS401, pI53 og pKL54 með PvuII. Ein klipping samtals: 40 µl

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pRS401, pI53 og pKL54 15

Skerðiensím PvuII 0,5

Buffer NEB 2 4

Vatn dH2O 20,5

Efnum blandað saman, sér klipping fyrir hvert plasmíð, og spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C 

hitaskáp í 3 klst. og 35 mín. (Þarf ekki að klippa svona lengi, nóg að klippa í um 1 klst.)
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Tafla II: Uppsetning á klippingu plasmíðanna pRS401, pI53, pKL54 og líminganna pI53 + Met15, pKL54 

+ Met15 a og pKL54 + Met15 b með EcoRI. Ein klipping samtals: 10 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pRS401, pI53 og pKL54 2

Límingar pI53 + Met15, pKL54 + Met15 a og b 2

Skerðiensím EcoRI 0,2

Buffer NEB U 1

Vatn dH2O 6,8

Efnum blandað saman, sér klipping fyrir hvert plasmíð og hverja límingu, og spunnið niður í 10 

sek. Sett í 37°C hitaskáp í 1 klst.

Tafla III: Uppsetning á klippingu plasmíðanna pHH1, pHH2a  og pHH2b með PmeI. Ein klipping samtals: 
30 µl.
Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pHH1, pHH2a og pHH2b 10

Skerðiensím PmeI 1

Buffer NEB 4 3

Annað BSA 0,3

Vatn dH2O 16

Efnum blandað saman, sér klipping fyrir hvert plasmíð, og spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C 

hitaskáp í 1:30 klst.

Tafla IV: Uppsetning á klippingu TOPO genaferjum, sem hafa Rpt1 og Rpt4 innanborðs, með BgIII. Ein 
klipping samtals: 10 µl.
Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

TOPO ferja TOPO + Rpt1 og TOPO + Rpt4 2

Skerðiensím BgIII 0,2

Buffer NEB 3 1

Vatn dH2O 6,8

Tafla V: Uppsetning á klippingu TOPO genaferju, sem hefur Rpt6 innanborðs, með SpeI. Ein klipping 
samtals: 10 µl.
Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

TOPO ferja TOPO + Rpt6 2

Skerðiensím SpeI 0,2

Buffer NEB 2 1

Annað BSA 0,1

Vatn dH2O 6,7
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Efnum blandað saman, sér klipping fyrir hverja TOPO ferju, og spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C 

hitaskáp í 3:15 klst.

Tafla VI: Uppsetning á klippingu pKRUSTY2 plasmíðsins og TOPO ferjanna með XhoI og NheI. Ein 

klipping samtals: 50 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pKRUSTY2 25

TOPO ferja TOPO + Rpt1, TOPO + Rpt4 og TOPO + Rpt6 15

Skerðiensím XhoI og NheI 0,5

Buffer NEB 2 5

Annað BSA 0,5

Vatn dH2O 18,5 eða 28,5

Efnum blandað saman. Sér klipping fyrir pKRUSTY2 þar sem vatnsmagnið var 18,5 µl, og sér 

klipping fyrir hverja TOPO ferju þar sem vatnsmagnið var 28,5. Spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C 

hitaskáp í 3:45 klst.

Tafla VII: Uppsetning á klippingu pKRUSTY2 + Rpt líminga með BamHI. Ein klipping samtals: 10 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Líming pKRUSTY2 + Rpt1, pKRUSTY2 + Rpt4 og pKRUSTY2 + Rpt6 2

Skerðiensím BamHI 0,2

Buffer NEB U 1

Vatn dH2O 6,8

Efnum blandað saman, sér klipping fyrir hverja límingu, og spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C 

hitaskáp í 1:25 klst.

Tafla VIII: Uppsetning á klippingu pHH3 með BgIII. Ein klipping samtals: 40 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pHH3 13

Skerðiensím BgIII 1,3

Buffer NEB 3 4

Vatn dH2O 21,7
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Tafla IX: Uppsetning á klippingu pHH4A með HindIII. Ein klipping samtals: 40 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pHH4A 13

Skerðiensím HindII 1,3

Buffer NEB 2 4

Vatn dH2O 21,7

Tafla X: Uppsetning á klippingu pHH5A með ClaI. Ein klipping samtals: 40 µl.

Gerð efnis: Efni: Magn: (µl)

Plasmíð pHH5A 13

Skerðiensím ClaI 1,3

Buffer NEB 4 4

Annað BSA 0,4

Vatn dH2O 21,7

Efnum blandað saman og spunnið niður í 10 sek. Sett í 37°C hitaskáp í 2 klst.

III. Límingar:  

Nota T4 DNA Lígasi og 10X Lígasa Buffer frá Fermentas (eða álíka), en bæta dATP við ef buffer er 

gamall. Blanda saman lígasa, buffer, dATP og plasmíðbútum sem á að líma saman og láta standa við 

herbergishita í 1 – 2 klst. Láta límingu síðan í ísskáp yfir nótt.

1.3. Rafdráttur

Nota 1% TAE gel. 1 gramm agarósi í 100 mL af TAE buffer (Tris Acetic Acid EDTA). Rafdregið 

við 90 Volt. Notaði alltaf λBstEII ladder sem Hörður Guðmundsson bjó til. Notaði oft þar að auki 

Fermentas FastRulerTM Middle Range eða High Range DNA Ladder eftir því hversu stórir bútar 

voru rafdregnir.

1.4. Gelhreinsun

Allar gelhreinsanir voru framkvæmdar samkvæmt leiðbeiningum sem fylgdu GenEluteTM Gel 

Extraction Kit frá SIGMA.

1.5. PCR

Þrjú pör af vísum voru notuð til þess að magna upp þrjú mismunandi gen (sjá töflu 3). Gott að bæta 

Mg2+ út í PCR lausnir. Hér voru fjórar mismunandi PCR lausnir búnar til fyrir hvert vísapar, hver 

lausn með mismiklu Mg2+ magni. Best að hafa 0,5 µl eða meira. Öll efni sem notuð voru í lausnirnar 
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eru talin upp í töflu XI. PCR prógramm er sýnt í töflu XII.

Tafla XI: Efni sem notuð voru í PCR lausnir og magn þeirra.

Efni Magn (µl)

dH2O 17,6

DNTP 10 mM total 1

PCR 10 x 2,5

F vísir (sjá töflu 3) 1,2

R vísir (sjá töflu 3) 1,2

Taq polymerasi 0,5

MgCl 0,25, 0,5, 0,75 og 1,0

Genómískt DNA: YZ112 (1/20) 1

Tafla XII: PCR prógramm.

Nr. Hiti (°C) Tími (mín:sek)

1 95 03:00

2 94 0:10

3 55 0:05

4 72 1:35 (Rpt1), 1:15 (Rpt4) eða 0:45 (Rpt6)

5 72 5:00

6 12 ∞

1.6. TOPO klónun

Fylgdi leiðbeiningum um notkun á Invitrogen TOPO TA Cloning® Kit. Notaði 0,5 µl af PCR afurð 

í klónun. Notaði einnig góðar competent E. coli frumur og nýjar LB + amp skálar.

1.7. Ummyndun í S. cerevisiae (Gietz et al., 1998)

Efni: 

Sterílt ddH2O

1 M LiOAc, filtersterílað

50% PEG 4000, filtersterílað autoclave

ssDNA (2.0 mg/mL)

Plasmíð sem á að ummynda, á línulegu formi

Framkvæmd:

Stilla hitablokk á 30°C/42°C og taka skálar með valæti úr kælingu með góðum fyrirvara.
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1. Taka gersvepparækt (helst með 0,8 – 1,5 OD) og spinna niður við 3000 rpm í 3 mín. Hella 

floti.

2. Blanda 40 mL ddH2O við frumur og spinna aftur eins og í skrefi 1. Hella floti.

3. Leysa frumur upp í 0,2 – 1 mL af ddH2O.

4. Setja frumulausn í eppendorf glös, 100 µl fyrir hverja ummyndum.

5. Bæta efnum í eppendorf glas með frumulausn í nákvæmlega réttri röð:

1. 240 µl PEG 4000 (50% w/v)

2. 36 µl 1 M LiOAc

3. 25 µl ssDNA (2.0 mg/mL)

4. 10 µl af dæmigerðu miniprep plasmíði sem á að ummynda inn í gersveppinn.

6. Vortexa vel!

7. Setja í 30°C hitablokk með hristing í a.m.k. 10 mín. Gott að miða við 30 mín. (Má vera á 

þessu stigi í fleiri klst.)

8. Vortexa og setja síðan í 42°C hitablokk í 10 mín.

9. Spinna lausnina niður við 6-8000 rpm í 15 sek og taka flot af með pípettu.

10. Leysa frumur í 100 µl af ddH2O og valta á valæti (uppskriftir í kafla 1.9.):

- Valæti fyrir stofna sem yfirtjá UBR1: SD + Leu, Ura, Lys, Trp Minimal æti.

- Valæti fyrir degron stofna: SD + Leu, Lys, Trp + 0,05 mM CuSO4 Minimal æti.

11. Loka skálum með parafilmu og geyma þær við stofuhita.

1.8. Western blot

I. Prótíneinangrun:  

Prótíneinagrun á að fara fram á ís.

1. Rækta gersveppi í vökvaæti og spinna síðan frumurnar niður. Miða við að hafa u.þ.b. 1 OD 

(107 frumur) í hverju sýni. Frysta frumusýnin við a.m.k. -80°C. Í þessari rannsókn var fryst 

við -150°C.

2. Taka frumur upp úr frysti, setja á ís og leysa þær upp í 600 µl af dH2O. 

3. Búa til Lysis lausn (í stinkskáp). Til að búa til 1 ml:

1. 185 µl 10 N NaOH

2. 74 µl β-Mercapto-EtOH

3. 740 µl  dH2O

4. Setja 100 µl af Lysis lausn á frumusýnin. Vortexa aðeins og geyma síðan á ís í 15 mín.

5. Setja 42 µl af 100% TCA. Vortexa aðeins og geyma síðan á ís í 15 mín. Framkvæmist í 

stinkskáp.
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6. Spinna niður (4000 rpm, 10 mín, 4°C) og hella floti. Taka það með pípettu, setja í vask með 

rennandi vatni.

7. Þvo sýni með 1 ml af ísköldu Acetoni. Vortexa aðeins. Spinna aftur (mesti hraði, 5 mín, 

4°C).

8. Taka flot af með pípettu, láta afganginn af Acetoninu gufa upp.

9. Þegar sýnið lítur út fyrir að hafa þornað, leysa það upp í RS buffer. Til að búa til RS buffer:

1. 100 mM Tris pH 7 1,5 ml · 1 M

2. 3% SDS 1,5 ml · 20%

3. 5% Glycerol 750 µl · 100%

4. 2% β-Mercapto-EtOH 300 µl · 100%

5. 10 mM DTT 150 µl · 1 M

6. 5 mg Bromophenol Blue

7. dH2O upp að 15 ml

8. Geyma við -20°C

10. Leysa sýni vel upp í RS buffer með því að vortexa og setja í hitablokk við 95°- 100°C í 3 

mín.

11. Nota 5 – 20 µl til þess að hlaða á SDS gel.

II. SDS gel:  

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

Efni í neðra geli Magn Efni í efra geli Magn
dH2O 5,88 ml dH2O 2,5 ml
Neðri dúi (B) 2,5 ml Efri dúi (C) 1 ml
40% Acrýlamíð lausn (29:1) 1,63 ml 40% Acrýlamíð lausn (29:1) 500 µl
APS (10%)* 27,5 µl APS (10%) 16 µl
TEMED 10 µl TEMED 8 µl

*APS má ekki vera meira en viku gamalt.

Neðri dúi (B):

1,5 M Tris-HCl: pH 8,8

0,4% SDS

Efri dúi (C):

0,5 M Tris-HCl: pH 6,8

0,4% SDS

Bromophenol Blár
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1. Nota 4 ml af neðra geli.

2. Setja 1 ml af vatni ofan á gel á meðan það storknar.

3. Eftir að gel hefur storknað, hella vatni af.

4. Setja 1 ml af efra geli ofan á neðra gel.

5. Setja greiðu í efra gel og leyfa því að storkna.

6. Setja SDS gel í rafdráttarbúr með 1 x Keyrsludúa

7. Passa að engar loftbólur séu á óheppilegum stöðum.

8. Hlaða sýnum á gel.

9. Rafdraga við 90 Volt í gegnum efra gel, við 125 Volt í gegnum neðra.

III. Blottun:  

Prótín hafa aðskilist eftir stærð í SDS geli, með blottun eru þau færð yfir á himnu.

1. Setja þrjá filter pappíra, vætta í Beniday transfer buffer, á blottunargræju.

2. Setja gel á filter pappírana. Bleyta himnu fyrst í vatni og síðan í Beniday transfer buffer og 

setja síðan himnuna ofan á gelið. 

3. Setja þrjá filter pappíra í viðbót, vætta í Beniday transfer buffer, ofan á himnuna.

4. Loka blottunargræju og stilla current á 250 (tvö gel er blottuð í einu) í 90 mín.

IV. Ponceau litun:  

1. Himna vætt með Ponceau lit.

2. Beðið í 2 – 3 mín.

3. Skola lit af með vatni þar til prótínbönd sjást fölbleik.

4. Skanna himnur inn í tölvu. (Setja himnur í plast.)

5. Merkja ladder með bleki úr venjulegum kúlupenna.

V. Ósérhæfð prótínbinding:  

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

2. Himnur látnar í undanrennulausn.

3. Setja á Heidolph Duomax 1030 ruggutæki í 10 mín – 30 mín.

4. Setja undanrennulausn með himnum í ísskáp ef ekki á að mótefnalita samdægurs.
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VI. Mótefnalitun:  

Litað var fyrir Myc annars vegar og HA hinsvegar. Nákvæmlega eins framkvæmd var fylgt fyrir 

báðar litanir, en mismunandi mótefni voru notuð.

i.) Mótefnalitun með 1° mótefni:

„9 E 10 (∝ Myc) mouse“ fyrir Myc og „12 C A5 (  ∝ HA) mouse“ fyrir HA.

1. 5 µl af 1° mótefni í 15 ml af PBST (1/3000), himnur settar í þessa lausn.

2. Setja á Heidolph Duomax 1030 ruggutæki í 1 – 2 klst.

3. Gott að snúa himnum öðru hvoru ef fleiri en ein.

ii.) Fyrsti þvottur með PBST:

1. Mótefnalausn hellt af himnum og PBST sett á í staðinn. PBST látið vera á í 5 mín. í 

ruggutæki.

2. Endurtaka skref 1 tvisvar sinnum aftur. (Þvo í heildina þrisvar sinnum.)

iii.)Mótefnalitun með 2°mótefni:

„goat  mouse með HRP“ var notað bæði fyrir Myc og HA.∝

1. 3,75 µl af 2° mótefni settir í 15 ml af PBST (1/4000), himnur settar í þessa lausn.

2. Láta í ruggutæki í 1 – 2 klst. (45 mín, lágmark.)

iv.) Annar þvottur með PBST:

3. Mótefnalausn hellt af himnum og PBST sett á í staðinn. PBST látið vera á í 5 mín. í 

ruggutæki.

4. Endurtaka skref 1 tvisvar sinnum aftur. (Þvo í heildina þrisvar sinnum.)

v.) ECL:

Láta LumigenTM PS – 3 detection reagent, lausnir A og B, úr „ECL plus Western Blot Detection 

System“ frá Amersham Biosciences standa aðeins við herbergishita áður en þær eru notaðar.

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

2. Setja 0,5 ml af blöndunni á himnu og dreifa lausn yfir allt yfirborð hennar.

3. Bíða í 2 – 3 mín og hella þá mesta vökvanum af.

4. Setja himnu í plast og taka mynd með Typhoon 9400 Variable Mode Imager frá Amersham 

Biosciences.
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1.9. Vaxtarkúrva

I. Stofnar sem notaðir voru:  

 YHH1B

 YHH4A

 YHH7

 YHH9

 YHH10

 YHH11

II. Æti á skálum:  

Stofnarnir voru látnir vaxa á skálum til að byrja með. Viðmiðin tvö, YHH1B og YHH4A uxu á 

einni gerð af æti og degron stofnarnir fjórir uxu á annarri.

i.) Æti fyrir viðmið:

SD + Leu, Ura, Lys, Trp Minimal æti.

Uppskrift fyrir 400 ml:

1. Setja 200 – 300 ml af eimuðu vatni í 500 ml glerflösku

2. 2,7 g Difco Yest Nitrogen Base w/o amino acids

3. 4 ml af:

1. Leu (100%)

2. Ura (100%)

3. Lys (100%)

4. Trp (100%)

4. Fylla upp að 360 ml með eimuðu vatni

5. pH stilla (5,6)

6. 7 g af Difco Bacto Agar

7. Autoclave

8. 40 ml af 20% glúkósa

9. 50° - 60°C hitabað

10. Hella á skálar

ii.) Æti fyrir degron stofna:

SD + Leu, Lys, Trp + 0,05 mM Cu2+
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Uppskrift fyrir 400 ml:

1. Setja 200 – 300 ml af eimuðu vatni í 500 ml glerflösku

2. 2,7 g Difco Yest Nitrogen Base w/o amino acids

3. 4 ml af:

1. Leu (100%)

2. Lys (100%)

3. Trp (100%)

4. Fylla upp að 360 ml með eimuðu vatni

5. pH stilla (5,6)

6. 7 g af Difco Bacto Agar

7. Autoclave

8. 40 ml af 20% glúkósa

9. 50° - 60°C hitabað

10. 20 µl af CuSO4, blanda.

11. Hella á skálar

III. Vökvaæti:  

Eftir að stofnar höfðu vaxið á skálum var þeim sáð í vökvaæti.

i) Vökvaæti fyrir viðmið:

SD + Leu, Ura, Lys, Trp + 0,01 mM Cu2+ Minimal æti.

Uppskrift fyrir 400 ml:

 Sjá uppskrift fyrir æti á skálum.

 Frávik:

 Ekki bæta 7 g af Difco Bacto Agar

 Setja 4 µl af CuSO4 og blanda

 Þarf ekki að halda við 50° - 60°C í hitabaði

 Ekki hella á skálar

ii.) Vökvaæti fyrir degron stofna:

SD + Leu, Lys, Trp + 0,01 mM Cu2+
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Uppskrift fyrir 400 ml:

 Sjá uppskrift fyrir æti á skálum.

 Frávik:

 Ekki bæta 7 g af Difco Bacto Agar

 Setja 4 µl af CuSO4 en ekki 20 µl, og blanda

 Þarf ekki að halda við 50° - 60°C í hitabaði

 Ekki hella á skálar

IV. OD mælingar:  

Eftir að stofnar hafa vaxið í vökvaæti í hálfan sólarhring eða svo, mæla OD með ljósmæli.

1. Kveikja á ljósmæli, λ = 595 nm

2. Setja kúvettu með hreinu vatni í mæli = Blank

3. Setja sýni í kúvettu, ¼ sýni og ¾ vatn. 1 ml samtals. Mæla.

4. Skola kúvettu vel og mæla næsta sýni.

5. Til þess að fá rétt OD gildi þarf að margfalda mælinguna sem tækið gefur upp með fjórum.

V. Sá í YPD æti:  

Sá 0,1 OD af frumum í 100 ml af YPD æti.

1. Reikna út hversu marga ml þarf af SD vökvaæti sem stofnarnir uxu í til þess að fá 0,1 OD 

(sjá töflu 7).

2. Taka það magn sem reiknað var út í skrefi 1 og spinna það niður (5000 rpm, 30 sek), taka 

flot með pípettu.

3. Leysa frumur upp í 1 ml af eimuðu vatni

4. Setja 100 ml af YPD í hreina keiluflösku

5. Setja frumurlausn í keiluflöskuna og loka henni með álpappír

6. Láta vaxa við 23°C í hristiskáp í 2 klst.

VI. Sýnataka:  

Eftir að stofnar hafa vaxið í 2 klst, taka fyrstu sýni.

i.) Sýni fyrir OD mælingu:
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1. 1 ml tekinn úr hverri keiluflösku og settur í merkt eppendorf glas.

2. OD mæling framkvæmd á hverju sýni og gildi skráð.

ii.) Sýni fyrir Western Blot:

1. 10 ml teknir úr hverri keiluflösku og settir í merkt 15 ml falcon glas.

2. Spinna frumur niður (3000 rpm, 4 mín) og hella floti.

3. Leysa frumur upp í 1 ml af ddH2O

4. Færa lausn yfir í merkt eppendorf glas.

5. Frysta við -150°C.

iii.)Sýni fyrir FACS:

1. 10 ml teknir úr hverri keiluflösku og settir í merkt 15 ml falcon glas.

2. Spinna frumur niður (3000 rpm, 4 mín) og hella floti.

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

4. Setja í TC-7 „hringekju“ frá New Brunswick Scientific Co. Inc. í kæliherbergi.

VII. Hitalost:

Keiluflöskur settar í 39°C heitt vatn, flöskurnar eru hafðar á stöðugru hreyfingu. Eftir hitalost eru 

sýni tekin reglulega.

1. OD sýni eru tekin á háltíma fresti, 15 sinnum til viðbótar við fyrsta sýnið.

2. Sýni fyrir Western Blot eru tekin tvisvar aftur, tveimur tímum eftir hitalost og fjórum tímum 

eftir hitalost.

3. Sýni fyrir FACS eru einnig tekin tvisvar aftur, tveimur tímum eftir hitalost og fjórum tímum 

eftir hitalost.

1.10. FACS

FACS sýni undirbúin fyrir greiningu með FACS tæki.

1. Spinna EtOH lausn með frumum niður (2200 rpm, 4 mín).

2. Sjúga EtOH varlega af.

3. Setja 1 ml Na citrate og vortexa vel.

4. Sonicera:
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1. 15 sek, 30% amp

2. Þurrkja microtip á milli sýna

3. Taka microtip upp úr ef sýni freyðir

4. Þrífa vel eftir notkun

5. Skoða í smásjá

1. Setja 1 µl á smásjár gler

2. Skoða og taka mynd þar sem þéttleiki er mikill

6. Færa sýni í vel merkt eppendorf glas.

7. Rnasi A í 0,25 mg/ml. Setja í 50°C í 1 klst (eða yfir nótt við 37°C)

8. Spinna niður og þvo

9. Spinna aftur niðir og leysa í 1 ml Na citrate

10. Propidium joðíð, 16 µl af 1 mg/ml Prop. Joð.

11. Geyma við herbergishita í 30 mín

12. Greina með FACS tæki

2. Stofnar

Tafla XIV: Stofnar sem voru notaðir. Arfgerðir og aðrar mikilvægar upplýsingar sýndar.

Stofn Fryst Foreldr. Mat
Arfgerð

úrfellingar Gen/epitóp/valgen Stýrill UBR1 plasmíð

BY4741 - - a his3Δ1, leu2Δ0, 
met15Δ0, ura3Δ0

- - -

R1-TAP - BY4741 a rvb1-TAP His3 + - -

R2-TAP - BY4741 a rvb2-TAP His3 + - -

YHH1B 26/11/08 R1-TAP a ubr1-myc Met15 + HSE pHH1

YHH3A 26/11/08 R1-TAP a ubr1-myc Met15 + Gal pHH2b

YHH4A 26/11/08 R2-TAP a ubr1-myc Met15 + HSE pHH1

YHH6B 26/11/08 R2-TAP a ubr1-myc Met15 + Gal pHH2b

YHH7 23/02/09 YHH1B a rpt1-td-HA Ura3 + HSE pHH3

YHH8 23/02/09 YHH3A a rpt6-td-HA Ura3 + Gal pHH5A

YHH9 23/02/09 YHH4A a rpt1-td-HA Ura3 + HSE pHH3

YHH10 23/02/09 YHH4A a rpt4-td-HA Ura3 + HSE pHH4A

YHH11 23/02/09 YHH4A a rpt6-td-HA Ura3 + HSE pHH5A

YHH12 23/02/09 YHH6B a rpt1-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 pHH5A
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3. Plasmíð

Tafla XV: Plasmíð sem voru notuð. Innihald þeirra er sýnt og gefið er upp hvað þarf til þess að valda 
genatjáningu.
Plasmíð Gen/epitóp/valgen Stýrill Það sem veldur genatjáningu

pRS401 MET15 + - -

pKL54 ubr1-myc HIS3 + GAL1 Galaktósi

pRS303_2HSE (pI53) ubr1-myc HIS3 + HSE Hitalost

pKRUSTY2 rvb2-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO4

pHH1 ubr1-myc MET15 + HSE Hitalost

pHH2a ubr1-myc MET15 + GAL1 Galaktósi

pHH2b ubr1-myc MET15 + GAL1 Galaktósi

pHH3 rpt1-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO4

pHH4A rpt4-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO4

pHH5A rpt6-td-HA URA3 + pCUP1 CuSO4
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