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SISSEJUHATUS

Geenide ekspressioon on reguleeritud mitmel erineval tasemel sealhulgas mRNA
transkriptsiooni, posttranskriptsioonilise protsessimise, stabiilsuse ja translatsiooni tasemel.
Translatsiooni tasemel geeniekspressiooni regulatsioonis voivad mitmete mRNA cis elementide

hulgas osaleda ka geenidest iilesvoolu paiknevad avatud lugemisraamid e. uORFid.

Kéesoleva t00 teoreetiline osa annab iilevaate pagaripirmi S. cerevisiae mRNAde 5'-
mittetransleeritavates  regioonides e. 5'-UTRides sisaldavate uORFide struktuursetest
omadustest, nelja lithikese uORFi koosfunktsioneerimisest S. cerevisiae transkriptsioonifaktori
GCN4 ekspressiooniregulatsioonil ja ka ,,Ekspress” projektist, mille eesmérgiks on luua uudsed,
antibiootikumite poolt paindlikult reguleeritavad ja ohutud geeniekspressioonisiisteemid
kasutamiseks geenide ekspresseerimisel, geeniteraapias ja -vaktsiinides. See siisteem pohineks
makroliidide ja kasvava peptiidi vahelise interaktsiooni tulemusel saavutataval translatsiooni

regulatsioonil.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on konstrueerida ja skriinida uORFide DNA raamatukogu
selleks, et leida uORFe, mis vdimaldaksid eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi  loomist péarmis S. cerevisiae. T00 eksperimentaalses osas
kirjeldatakse uORFide DNA raamatukogu konstrueerimist ja skriinimist parmisiisteemis. Lisaks
eksperimentaalses osas kirjeldatakse pdrmi S. cerevisiae 5'-UTRides sisaldavate uORFide in

silico kaardistamist.

Kiesolev t66 on valminud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi iildise
ja mikroobibiokeemia labori juures. Nouannete ja toetuse eest t60 valmimisel soovin tdnada oma

juhendajat prof. Juhan Seedmanit ja teadur Tiina Tamme.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Piarmi S. cerevisiae uORFide iseloomustus

uORF (ingl. k. upstream open reading frame) on geenist iilesvoolu asuv avatud
lugemisraam. uORF voib paikneda nii tsistroni siseselt geeni 5'-UTR regioonis kui ka tsistronist
iilesvoolu, sattudes niiviisi intertsistronilisesse alasse (vt. Joonis 1). uORFid voivad kattuda nii

omavahel kui ka geenide ORFidega.

—> ORF A —> ORF B
! ’
5 | | [ [ | H | 3
~ ~
tsistron A tsistron B

Joonis 1. uORFide paiknemine genoomis. Noolega on tdhistatud vastava tsistroni mRNA algus.
uORFid 1 ja 2 paiknevad tsistronite A ja B vahelises alas. uORF3 paikneb tsistroni B siseselt
geeni B 5'-UTRais.

uORFide pikkus on vidga varieeruv, koikudes eksperimentaalselt uuritud péarmi S.
cerevisiae 5'-UTRides 3 kuni 55 koodonini, kaasa arvatud initsiatsiooni- ja
terminatsioonikoodon (vt. Tabel 1). Uldjuhul voib o6elda, et uORFid on geenidest ja

klassifitseerimata ORFidest lithemad.

Tabel 1. Niided pirmi S. cerevisiae uORFe sisaldavatest 5'-UTRidest'.

5'-UTRi uORFide arv ja

Geen pikkus2 (nt) pikkus (kdn)3 Geeni produkt
CBS1 101 uORF (4) Tsiitokroomi b translatsiooniline aktivaator
CLN3 864 uOREF (4) Gl tsiikliin
CPAI 244 uOREF (26) Karbamoiiiilfosfaadi siintetaasi viike subiihik
DCDI 33 uORF (4) dCMP deaminaas
GCN4 591 uORF1 (4) Aminohapete biosiinteesis osalevate geenide transkriptsiooniline
uORF2 (3) aktivaator
uORF3 (4)
uORF4 (4)
HAP4 ~280 uORF1 (10) CYC1 transkriptsioonilise aktivaator-kompleksi subiihik
uORF2 (4)
HOLI ~385 uORF (6) Oletatav ioonide transportvalk
INO2 105 uOREF (20) Fosfolipiidide biosiinteesis osalevate geenide transkriptsiooniline
aktivaator
LEU4 85 uOREF (12) Alfa-isopropiitilmalaadi siintaas
PETIII 459 uORF1 (6) Tsiitokroomi ¢ oksiidaasi subiihiku II translatsiooniline aktivaator
uORF2 (31)
uORF3 (11)
uORF4 (30)



PPRI 50 uORF (6) Regulaatorvalk, mis kontrollib piirimidiinide biosiinteesirajas
osalevate geenide transkriptsiooni

SCH9 ~600 uORF (55) Proteiinkinaas, mis reguleerib G1 faasi kulgemist
SCO1 ~150 uOREF (3) Cu**-seostuv valk, mis on vajalik tsiitokroomi ¢ oksiidaasi
aktiivsuse tagamiseks
STAI-3 ~100 uOREF (5) Gliikoamiilaasid
TIF4631 295 uORFI1 (12) Translatsiooni initsiatsioonifaktor elF-4F
uORF?2 (20)
uORF3 (16)
uORF4 (8)
uORFS5 (12)
uORF6 (22)
YAPI 164 uOREF (7) Transkriptsioonifaktor, mis on vajalik oksiidatiivse stressi
leevendamiseks
YAP2 157 uORFI (6) Transkriptsioonifaktor, mis on vajalik oksiidatiivse stressi
uORF2 (23) leevendamiseks

"Vilela and McCarthy, 2003 jirgi.
>mRNA pohitranskripti 5'-UTRi pikkus nukleotiidides.
3 WORFide pikkus on toodud koodonites, kaasa arvatud initsiatsiooni- ja terminatsioonikoodon.

Geenide ekspressioon on reguleeritud mitmel erineval tasemel sealhulgas mRNA
transkriptsiooni, posttranskriptsioonilise protsessimise, stabiilsuse ja translatsiooni tasemel.
Translatsiooni tasemel geeniekspressiooni regulatsioonis voivad mitmete mRNA cis elementide
hulgas (Morris, 1997) osaleda ka uORFid. On tdheldatud, et uORFid sageli esinevad

kasvufaktorite, tsiitokiinide, transkriptsioonifaktorite, kinaaside ja teiste regulatoorsete geenide

5'-UTRides (Kozak, 1991a).

uORFide leidmine lihtsamate eukariiootide genoomist in silico ei ole keeruline. Probleem
seisneb aga selles, et mRNA 5'-otsi ei ole vdoimalik ennustada jérjestus-spetsiifilise mustri jirgi,
neid saab kindlaks teha ainult eksperimentaalselt. Seega ei teata, millised in silico leitud
uORFidest satuvad geenide 5'-UTR regioonidesse, millised mitte. Parmi S. cerevisiae mRNA 5'-
UTRid on keskmiselt 52 nt pikad (Li and Wang, 2004), kuid uORFe sisaldavate 5'-UTRide
pikkused on méddratud eksperimentaalselt vaid vdga vihese hulga geenide jaoks (vt. Tabel 1).
Lihtudes nendest vihestest andmetest, mis on olemas uORFe sisaldavate mRNAde kohta,
arvatakse, et ainult véike protsent S. cerevisiae mRNAdest (ligikaudu 100 kuni 200 transkripti
umbes 6000 geeni kohta) sisaldab funktsionaalseid uORFe, mis reguleerivad allavoolu paikneva
geeni ekspressiooni (McCarthy, 1998; Vilela et al., 1998). Loplik uORFe sisaldav mRNAde arv

selgub alles siis, kui koik S. cerevisiae mRNAde 5'-otsad saavad méiratud.

uORFide funktsioneerimisega seotud struktuursed omadused
Iga uORFi iseloomustavad mitmed struktuursed omadused, mis médravad selle, kas
uORF on funktsionaalne voi mitte. uUORFi peetakse funktsionaalseks siis, kui ta paikneb geeni
5'-UTRis ja reguleerib selle geeni ekspressiooni. Allpool on vaadeldud uORFide struktuursed
7



omadused pirmi S. cerevisiae niitel (vt. Joonis 2 ja tekst). Uldiselt koiki neid omadusi voib

ekstrapoleerida ka korgematele eukariiootidele.

uORFi initsiatsioonikoodoni uORFi pikkus uORFi terminatsioonikoodoni
kontekst < iimbrus

>
< 14

5’-Cap V\ —v

O AUG uORF UAA AUG ORF >

uORFi initsiatsioonikoodoni uORFi poolt uORFi ldhedus
lihedus mRNA 5'-otsale kodeeritud peptiid allavoolu paiknevale
initsiatsioonikoodonile

V'S
v

Joonis 2. uORFide funktsioneerimisega seotud struktuursed omadused. Joonisel on
skemaatiliselt ndidatud mRNA, mis kannab iihte uORFi iilesvoolu pohilugemisraamist ORF.

a) uORFi initsiatsioonikoodoni lihedus mRNA 5 -otsale ja initsiatsioonikoodoni kontekst

Eukariiootne translatsioon algab sellest, et 43S ribosoomi preinitsiatsioonikompleks, mis
koosneb ribosoomi 40S subiihikust ja sellega seostunud eIF2-GTP-Met-tRNA;"® ternaarsest
kompleksist, seostub monotsistroonse mRNA 5'-cap struktuuriga ning alustab skaneerimist 5'-3’
suunas. Kui preinitsiatsioonikompleks tunneb &ra initsiatsioonikoodoni AUG, liitub sellega
ribosoomi 60S subiihik ning toimub valgusiinteesi initsiatsioon (Merrick and Hershey, 1996).

Initsiatsioonikoodoni dratundmine ribosoomi poolt vdib olla hdiritud, kui ta paikneb liiga
ldhedal mRNA 5'-otsale. In vitro katsetega, kus kasutati erineva pikkusega siinteetilisi mRNA
transkripte, tehti kindlaks, et 5'-UTRi minimaalne pikkus ligikaudu 20 nt on vajalik selleks, et
viltida lekkivat ribosoomi skaneerimist (leaky ribosome scanning) e. sellist olukorda, kui
ribosoomi preinitsiatsioonikompleks liigub initsiatsioonikoodonist modda ilma translatsiooni
initsieerimiseta (Kozak, 1991b). Seega, juhul kui kaugus mRNA 5'-otsast kuni uORFi AUG
koodonini on alla 20 nt, siis selle AUG &dratundmine on suure tdendosusega hiiritud ning seetottu
antud uOREF ei ole funktsionaalne.

Initsiatsioonikoodoni  vahetus iimbruses olevat konsensusjédrjestust nimetatakse
initsiatsioonikoodoni kontekstiks. Tugev initsiatsioonikoodoni kontekst on ribosoomile oluliseks
signaaliks translatsiooni initsiatsiooni alustamiseks, soodustades AUG dratundmist kdrgemates
eukariiootides (Kozak, 1991a). S. cerevisiae eeldatav optimaalne AUG kontekst
(A/U)A(A/C)AA(A/C)AUGUC(U/C) maddrati in silico, analiiiisides korgelt ekspresseerunud
pirmi geene (Hamilton et al., 1987). Siinkohal tuleks mainida, et AUG koodoni A nukleotiid on
kokkuleppeliselt positsioonis +1, sellest iiles- ja allavoolu olevaid nukleotiide téhistatakse
vastavalt negatiivsete ja positiivsete tdisarvudega. Vorreldes korgemate eukariiootidega on S.

cerevisiae puhul initsiatsioonikoodoni konteksti moju AUG idratundmisele aga palju viiksem.
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Erinevalt imetajatest on piarmi ribosoomid rohkem tundlikud mRNA sekundaarstruktuuridele kui
AUG kontekstile (Vega Laso et al., 1993). Eksperimentaalsed andmed néitavad, et kui -3, -2, ja -
1 positsioonides esinevad in silico kindlaks tehtud S. cerevisiae kontekstist erinevad nukleotiidid,
see kas ei avalda translatsiooni initsiatsiooni efektiivsusele mingit mdoju voi vihendab seda
vihesel miiral. Andmed -6, -5, -4, +4, +5 ja +6 positsioonide kohta puuduvad (Miyasaka, 1999).
Seega toetudes eksperimentaalsetele andmetele voib jdreldada, et parmi funktsionaalse uORFi

AUG koodon vodiks olla voimalikult tugevas kontekstis, kuid see ei ole kohustuslik tingimus.

b) uORFi pikkus

Kui ribosoom initsieerib uORFi translatsiooni, tema vOime reinitsieerida uORFist
allavoolu soltub sellest, mitu uORFi koodonit ta peab transleerima e. sellest, kui pikk on antud
uORF. Pirmis S. cerevisiae on nididatud, et ribosoom praktiliselt ei ole voimeline reinitsieerima
peale pikema kui 35 koodonilise uORFi transleerimist (Rajkowitsch et al., 2004).
Téhelepanuvdidrne on see fakt, et peaaegu koik uORFid eksperimentaalselt uuritud parmi
mRNAde korral on lithemad kui 35 koodonit (Vilela and McCarthy, 2003; vt. Tabel 1). Erandiks
on vaid SCH9 geeni 55-koodoniline uORF.

uORFi pikkuse efekti ribosoomi reinitsiatsioonile seletatakse sellega, et translatsiooni
elongatsiooni kdigus seni identifitseerimata initsiatsioonifaktorid jark-jargult dissotsieeruvad
ribosoomilt (Hinnebusch, 1997; Kozak, 2001). Jarelikult, mida kiirem on uORFi
elongatsioonietapp e. mida lihem on uORF, seda suurema tdendosusega enamik allavoolu
reinitsiatsiooniks vajalikest faktoritest jddvad ribosoomi 40S subiihikuga seostunuks. Lisaks
arvatakse, et ka uORFi jdrjestus mingil midral mdjub ribosoomi reinitsiatsiooni voimet (Vilela

and McCarthy, 2003).

¢) uORFi terminatsioonikoodoni iimbrus

Ka uORFi terminatsioonikoodoni timbruses olevad jirjestused avaldavad mdju ribosoomi
reinitsiatsioonile uORFist allavoolu. Uurimistods S. cerevisiae GCN4 mRNAI leiti, et A+U-
rikaste jirjestuste esinemine uORFi terminatsioonikoodoni ees olevas koodonis ja ka
terminatsioonikoodonile jargnevas 10 nt pikkuses jirjestuses (nn. terminatsiooni regioon) tdstab
reinitsiatsiooni efektiivsust uORFist allavoolu (Grant and Hinnebusch, 1994). G+C-rikkad
jarjestused uORFi eelviimases koodonis ja terminatsiooni regioonis aga vastupidi vdhendavad
reinitsiatsiooni efektiivsust. Saadud tulemuste seletamiseks pakuti mudel, mille jirgi uORFi
terminatsioonikoodoni iimbruses olevad G+C-rikkad jérjestused paarduvad komplementaarsete
jarjestustega kas kuskil mujal uORFi kandval mRNAI v6i rRNAI (Grant and Hinnebusch, 1994).

Teadaolevalt, RNA sekundaarstruktuuri stabiliseerivatest interaktsioonidest on kdige tugevamad



need interaktsioonid, mis sisaldavad mitu jirjestikust CG aluspaari (Turner and Sugimoto, 1988).
Selliste stabiilsete mRNA-mRNA v6i mRNA-rRNA interaktsioonide moodustumise tottu
ribosoomi liikkumine modda terminatsiooni regiooni aeglustub, mis voOib olla pohjuseks
ribosoomi dissotsieerumisele mRNAIt ning sellisel juhul uORFist allavoolu skaneerimist ja

reinitsieerimist ei toimu.

d) uORFi ldhedus allavoolu paiknevale initsiatsioonikoodonile

Ribosoomid, mis jddvad mRNAga seotuks peale uORFi translatsiooni terminatsiooni, ei
ole voimelised koheselt reinitsieerima uORFist allavoolu. Nagu on iilalpool juba mainitud,
ribosoomi vOime initsieerida translatsiooni soltub sellest, kas vajalikud initsiatsioonifaktorid on
seostunud ribosoomiga voi mitte. On teada, et initsiatsioonifaktor elF2 vabaneb ribosoomilt siis,
kui viimane tunneb dra AUG initsiatsioonikoodoni. AUG koodoni dratundmisega ja sellele
jargneva translatsiooni protsessiga voOivad kaasneda ka teiste seni identifitseerimata
initsiatsioonifaktorite vabanemine ribosoomilt (Hinnebusch, 1997). Nii et peale uORFi
translatsiooni ilma initsiatsioonifaktoriteta ribosoom ei ole vOimeline reinitsieerima.
Ribosoomide vOime reinitsieerida taastub aga skaneerimisega 3’-suunas. Arvatakse, et
skaneerimise kdigus toimub vajalike initsiatsioonifaktorite tagasi seostumine ribosoomi 40S
subithikuga (Hinnebusch, 1997).

Seega intertsistronilise regiooni pikkus uORFi ja sellest allavoolu asuva geeni vahel
osutub oluliseks parameetriks uORFi funktsioneerimise seisukohalt, sest lithikese
intertsistronilise regiooni korral initsiatsioonifaktorid ei jouaks ribosoomiga uuesti seostuda
selleks ajaks, kui ribosoom skaneeriks pohilugemisraami initsiatsioonikoodonini. YAPI ja
GCN4 uORFide niitel tehti kindlaks, et lithikeste uORFide ja pdhilugemisraami vaheliste
intertsistroniliste regioonide pikendamine suurendab reinitsiatsiooni efektiivsust uORFist

allavoolu (Vilela et al., 1999; Kozak, 1987).

e) uORFi poolt kodeeritud peptiid

Mbningatel juhtudel koregulaatormolekuli juuresolekul uORFi poolt kodeeritud peptiid
interakteerub ribosoomi peptidiiiiltransferaasse tsentriga translatsiooni elongatsiooni voi
terminatsiooni kdigus, pohjustades ribosoomi peatumist mRNAI (stalling). Peatunud ribosoom
blokeerib ka jargmiste mRNAle seostuvate ribosoomide skaneerimist uORFist allavoolu (Morris
and Geballe, 2000). Teadaolevad koregulaatorid on madalmolekulaarsed ained nagu poliiamiinid
(spermidiin, spermiin), aminohapped (arginiin, triiptofaan) ja erinevad antibiootikumid (Morris

and Geballe, 2000).
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Siiani on pédrmis S. cerevisiae leitud ainult iiks mRNA, mille korral pohilugemisraami
translatsiooni represseeritakse uORFi poolt kodeeritud peptiidist soltuvalt. See on arginiini-
spetsiifilise karbamoiiiilfosfaadi siintetaasi véikest subiihikut kodeeriva CPAI geeni mRNA, mis
sisaldab 26-koodonilist uORFi (Werner et al., 1987). CPAIl on negatiivselt kontrollitud
translatsiooni tasemel vastuseks arginiini kontsentratsiooni kdoikumisele kasvukeskkonnas:
korgetel arginiini kontsentratsioonidel CPAI uORFi poolt kodeeritud peptiid, mida nimetatakse
arginiini attenuaator-peptiidiks (AAP), pShjustab ribosoomi peatumist terminatsioonikoodonis ja
seega blokeerib CPAI translatsiooni; madalatel arginiini kontsentratsioonidel kasvukeskkonnas
ribosoomid skaneerivad CPAI uORFist mooda lekkiva skaneerimise abil ja initsieerivad CPA1

translatsiooni (Gaba et al., 2001).

Eespool vaadeldi uORFide funktsioneerimisega seotud struktuurseid omadusi sellise
juhtumi korral, kui 5’-UTR sisaldab ainult ihte uORFi (vt. Joonis 2). Nagu on Tabelist 1 niha,
sisaldab osa eksperimentaalselt uuritud S. cerevisiae 5'-UTRidest mitut uORFi. Sellisel juhul
uORFide funktsioneerimine voib olla iiksteisega seotud ning seetdttu komplitseerub. Mitme

uORFi koosfunktsioneerimist on allpool kisitletud GCN4 mRNA nditel.

Pdrmi S. cerevisiae GCN4 geen

Parmi GCN4 geeni translatsiooniline kontroll on kdige paremini ldbi uuritud niide
regulatoorsete uORFide omavahelistest interaktsioonidest. GCN4 kodeerib
transkriptsioonifaktorit, mis aktiveerib ligikaudu 50 aminohappe biosiinteesis osaleva geeni
ekspressiooni. Aminohapete nilja korral inhibeeritakse raku tildist valgusiinteesi, GCN4 mRNA
translatsiooni aga vOimendatakse (Hinnebusch, 1996). GCN4 translatsiooni vdimendamine
vastuseks aminohapete puudumisele on reguleeritud GCN4 5'-UTRis sisaldavate nelja lithikese

uORFi (vt. Tabel 1 ja Joonis 3) omavahelise interaktsiooniga.

5'-Cap 1 2 3 4

S e o>

Joonis 3. GCN4 5'-UTRi skemaatiline struktuur. Numbritega 1-4 on tédhistatud vastavad
uORFid.

Peale uORF1 transleerimist on ribosoomid voimelised reinitsieerima uORF1-st allavoolu
50% efektiivsusega. uORFid 2, 3 ja 4 on rohkem inhibitoorsed vorreldes uORF1-ga. Niiteks,
uORF4 iiksi inhibeerib pohilugemisraami translatsiooni 99% (Hinnebusch, 1996). Leiti, et GCN4
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5'-UTRis sisaldavate uORFide inhibitoorne efekt on seotud uORFide terminatsioonikoodonite
timbruses olevate jérjestustega (Grant and Hinnebusch, 1994; vt. uORFide funktsioneerimisega
seotud struktuursed omadused).

uORF1 alandab ribosoomi initsiatsioonivdimet. Ribosoomi initsiatsioonivdime
taastamine soltub eIFZ—GTP—Met—tRNAiMet ternaarse kompleksi kontsentratsioonist. elF2 on
eukariiootne translatsiooni initsiatsioonifaktor 2, mis viib metioniiniga laetud initsiaator-tRNAM®'
(Met-tRNAM®) ternaarses kompleksis GTP-ga ribosoomi 40S subiihikule, moodustades 43S
preinitsiatsioonikompleksi (Merrick and Hershey, 1996). Aminohapete nilja korral elF2 o
subiihik fosforiileeritakse ning initsiatsioonifaktor ei ole vdimeline moodustama ternaarset
kompleksi ja initsieerima translatsiooni. Seega aminohapete nilja korral, kui ternaarse kompleksi
kontsentratsioon on madal, ei joua ribosoomi reinitsiatsioonivoime peale uORF1 translatsiooni
taastuda selleks ajaks, kui ta jouab inhibitoorsete uORFideni (2, 3 ja 4), seega ribosoom liigub
inhibitoorsetest uORFidest mooda, ilma et initsieeriks nende translatsiooni. Skaneerides edasi
inhibitoorsetest uORFidest allavoolu jouab ribosoom GCN4 initsiatsioonikoodonini, selleks
ajaks tema reinitsiatsioonivoime taastub ning toimub GCN4 translatsioon. Normaalsetel
kasvutingimustel eIF2-GTP-Met-tRNA;"" ternaarse kompleksi kontsentratsioon on korge ning
peale uORF1 translatsiooni seostub ternaarne kompleks ribosoomiga enne, kui ta jouab
inhibitoorsete uORFideni, seetdttu toimub inhibitoorsete uORFide translatsioon ja seetdttu

GCN4 ekspressiooni pirsitakse (lilevaade Hinnebusch, 1996; Morris and Geballe, 2000).

2. ,,Ekspress” projekt

,JEkspress” projekti vastutavaks juhiks on Tartu Ulikooli tehnoloogia instituudi (TUTI)
molekulaarbioloogia vanemteadur, Tanel Tenson. Projekti on kaasatud peale TUTI Tartu
Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi (TUMRI) ja Eesti Biokeskuse (EBK)
onkogeneesi laborite uurijad. Antud projekt kujutab endast rakendusuuringut, mis on jitkuks
mainitud laborites seni edukalt 14bi viidud alusuuringutele.

,Ekspress” projekti pohieesmirgiks on luua uudsed, makroliidide poolt paindlikult
reguleeritavad ja ohutud geeniekspressioonisiisteemid kasutamiseks geenide ekspresseerimisel,
geeniteraapias ja -vaktsiinides. See siisteem pohineks makroliidide ja kasvava peptiidi vahelise
interaktsiooni tulemusel saavutataval translatsiooni regulatsioonil.

Imetajas kasutatavaid, makroliididega reguleeritavaid geeniekspressioonisiisteeme on
maailmas juba olemas (Weber et al., 2002; Fux et al., 2003). Kuid vorreldes olemasolevate

siisteemidega on kiesolev projekt uudne kahel pohjusel: 1) regulatsioon toimub translatsiooni

12



tasemel; 2) regulatsioon saavutatakse kasvava peptiidi ja madalmolekulaarse iihendi vahelise
interaktsiooni tulemusena ribosoomis. Kasvava peptiidi ja madalmolekulaarse iihendi vahelise
interaktsiooni tulemusena saavutatavat regulatsiooni on monedes bioloogilistes siisteemides
kirjeldatud, kuid siiani ei ole see tehnoloogilist kasutamist leidnud (Tenson and Ehrenberg,

2002).

Projekti tehnoloogiline taust

Makroliidid on meditsiinis laialt kasutatav antibiootikumide rithm, mille keskseks
struktuurelemendiks on laktooniring (Hansen et al., 2002). Sellel antibiootikumiriihmal on head
farmakokineetilised ja farmakodiinaamilised omadused ning véhesed korvalmojud (Alvarez-
Elcoro and Enzler, 1999).

Peptiidside moodustatakse ribosoomi suuremas subiihikus asuvas peptidiitiltransferaasses
tsentris (Moore and Steitz, 2002). Sealt edasi liigub kasvav peptiid ribosoomi suuremat
subiihikut ldbivasse tunnelisse (Tenson and Ehrenberg, 2002). Makroliidid inhibeerivad
translatsiooni seondudes peptiidi tunnelisse ja seega peatades siinteesitava peptiidi edasise kasvu
ribosoomis. On niidatud, et makroliidide poolt pdhjustatud translatsiooni peatumine soltub
kasvava peptiidi jarjestusest (Tenson et al., 2003).

Kodige tuntumaks makroliidide niditeks on eriitromiitsiin (vt. Joonis 4). Eriitromiitsiin
seondub eelistatult prokariiootset tiiiipi ribosoomile, kuid on néidatud, et méargatav seondumine,
mille afiinsus on ligikaudu kaks suurusjdarku madalam, toimub ka arhebakterite ja eukariiootide

ribosoomidega (Pestka, 1977; Hansen et al., 2002).

laktooniring <

5 OH

Joonis 4. Eritromiitsiini keemiline struktuur.

Siiani on makroliidide ja kasvava peptiidi vahelisi interaktsioone uuritud prokariiootides

(Weisblum, 1995; Tenson and Mankin, 2001). ,,Ekspress” projekti eesmirgiks on kasutada

13



kasvava peptiidi ja makroliidide vahelisi interaktsioone ka eukariiootse ribosoomi peatamiseks.
Tulevikus makroliididest soltuvalt translatsiooni peatavaid peptiidide jarjestusi (WORFe) saab
kasutada konstrueerimaks ekspressioonivektoreid, millelt geeniekspressioon on kas
antibiootikumidest soltuvalt represseeritud voi indutseeritud. Represseeritava siisteemi
konstrueerimiseks asetatakse funktsionaalne uORF huvipakkuva geeni lugemisraami ette.
Indutseeritava siisteemi konstrueerimiseks asetatakse uORF repressorgeeni lugemisraami ette,
mille produkt represseerib huvipakkuva geeni ekspressiooni.

Makroliidide poolt reguleeritava geeniekspressioonisiisteemi loomiseks on vaja selgitada
vilja, millised peptiidid makroliididega ribosoomis seonduvad. Selleks asetatakse juhusliku
jarjestusega uORFid markervalku kodeeriva lugemisraami ette ning valmistatakse sellise
konstruktsiooniga ekspressioonikassette sisaldavate plasmiidide raamatukogu. uORFide
raamatukogu skriinimiseks kasutatakse selektsioonisiisteeme nii bakteris, parmis kui imetajas.
Skriinimise kdigus selekteeritakse vilja need uORFide raamatukogu sisaldavad rakud, kus
markergeeni ekspressioon toimub makroliidi puudumisel ning on represseeritud makroliidi
lisamisel rakkude kasvukeskkonda. Projekti esialgsetes selektsioonisiisteemides kasutatakse
erlitromiitsiini kui kdige paremini ldbiuuritud toimega makroliidi.

Kuna ribosoomi aktiivtsentrid on konserveerunud (Moore and Steiz, 2002) ja samas on
ndidatud, et moningal juhul regulatoorse kasvava peptiidi funktsionaalsus siilib ka teises, viga
kauges organismiriihmas (Fang et al., 2004), arvatakse, et mingi osa bakteriaalses siisteemis
selekteeritud peptiididest sdilitavad oma funktsionaalsust ka eukariiootsetes siisteemides (parmis
ja 1imetajas). Projekti pohieesmirgi saavutamiseks peaksid selekteeritud uORFid olema

kasutatavad imetaja siisteemis.

Peptiidide selektsioon bakteris

Peptiidide selektsiooni bakteris Escherichia coli viiakse libi TUTI vanemteadur T.
Tensoni todrithma poolt.

uORFide DNA raamatukogu konstrueerimiseks kasutatakse markergeenidena kas lacZ,
mille puhul on vdimalik jédlgida rakukoloonia vérvi (Miller, 1992) vo6i GFPd (roheliselt
fluorestseeruv valk), mille sisalduse alusel on vdimalik rakke jaotada ldbivoolu tsiitomeetri abil
(Miyawaki et al., 2003). uORFide DNA raamatukogu skriinimise esimeses etapis selekteeritakse
bakterirakke, kus markergeen ekspresseerub. Teises etapis madalas kontsentratsioonis (30
pg/mL) eriitromiitsiini lisamisel selekteeritakse rakke, kus eriitromiitsiini mojul on markergeeni

ekspressioon lakanud.
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Peptiidide selektsioon pdrmis

Peptiidide selektsiooni pagaripirmis Saccharomyces cerevisiae viiakse libi TUMRI
ildise ja mikroobibiokeemia labori uurijate, kaasa arvatud kéesoleva to6 autori poolt iildise ja
mikroobibiokeemia prof. J. Sedmani juhendamisel. Peptiidide selektsiooni pdrmis on kirjeldadud
kdesoleva to6 tulemuste ja arutelu osas.

uORFide DNA raamatukogu konstrueerimiseks kasutatakse péarmi metaboolset
markergeeni URA3, mis vOoimaldab 1dbi viia nii positiivset (aktiivse URA3 geeni jirgi) kui ka
negatiivset (aktiivse URA3 geeni vastu) selektsiooni, kasvatades parmirakke vastavalt uratsiili
mittesisaldaval (Ausubel et al., 1995) ja 5-FOAd (5-fluoroorotaat) sisaldaval (Brown and
Szostac, 1983) selektiivsootmel. uORFide DNA raamatukogu skriinimise kédigus selekteeritakse
esialgu parmirakke, kus markergeen ekspresseerub — positiivne kasv uratsiili mittesisaldaval
sootmel. Seejdrel selekteeritakse rakke, kus eriitromiitsiini mojul on markergeeni ekspressioon
represseeritud — positiivne kasv eriitromiitsiini ja 5-FOAd sisaldaval sootmel. Seejuures selleks,
et vilistada valepositiivsete 5-FOAle resistentsete rakkude selekteerimist, kontrollitakse
selekteeritud rakud eriitromiitsiinita 5-FOAd sisaldaval so6tmel — positiivne kasv valepositiivsete
rakkude korral. Pirmirakkude skriinimisel esialgu kasutatakse eriitromiitsiini kontsentratsiooniga

500 pg/mL.

Peptiidide selektsioon imetajas

Peptiidide selektsiooni imetajarakkudes viiakse libi EBK onkogeneesi labori uurijate
poolt, mida juhatab mikrobioloogia ja viroloogia erakorraline prof. A. Merits.

uORFide raamatukogu konstrueeritakse SFV-1 (Semliki Forest viirus) vektorsiisteemi
pohjal. SFV-1 on positiivse polaarsusega RNA genoomne viirus, mis kuulub sugukonda
Togaviridae ja perekonda Alphavirus. On ndidatud, et selle perekonna viiruste
vektorsiisteemidel pohinevad juhuslike jirjestuste ja geenipankade analiilisiks kasutatavad
selektsioonisiisteemid on korge ldbilaskevoimega (Koller et al., 2001). Markergeenina SFV-1
vektorsiisteemis kasutatakse EGFPd (voimendatult roheliselt fluorestseeruv valk), mille
positiivseid rakke selekteeritakse ldbivoolu tsiitomeetri abil. uORFide raamatukogu skriinimise
esimeses etapis nakatatakse uORFe kandvate modifitseeritud SFV-1 viirustega BHK-21 rakke
(beebi-hamstri neerurakkude liin) ja selekteeritakse neid rakke, kus markergeen ekspresseerub.
Teises etapis eriitromiitsiini juuresolekul selekteeritakse rakke, kus eriitromiitsiini mdjul on

markergeeni ekspressioon represseeritud.
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TOO EESMARGID

Kisil oleva t00 autor seab eesmirgiks a) konstrueerida ja skriinida uORFide DNA
raamatukogu selleks, et leida uORFe, mis vdimaldaksid eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi loomist pdrmis S. cerevisiae; b) kontrollida piarmisiisteemis
vanemteadur T. Tensoni to6rihma (TUTI) poolt isoleeritud bakteriaalses siisteemis
funktsioneerivad uORFid; c) kaardistada pdrmi S. cerevisiae geenide 5'-UTRides paiknevad

uORFid selleks, et tulevikus uurida uORFide poolt vahendatud geeniregulatsiooni mehhanisme.

MATERJALID JA MEETODID

1. Oligonukleotiidid
Eksperimentaalse to6 kidigus kasutatud oligonukleotiidid (DNA Technology A/S) on
toodud Tabelis 2.

Tabel 2. To6s kasutatud oligonukleotiidid.

Oligonukleotiid Jirjestus (5'—=3') Tiiiip Kasutamise otstarve
SECO AATGAATTCATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNATGTCGAAA Piiri i DNA raamatukogu
GCTACATATAAG* arisuunatine konstrueerimine
SECOSTOP AATGAATTCATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAAATGTCG Pirisuunaline DNA raamatukogu
AAAGCTACATATAAG 1suunaty konstrueerimine
3NCO TGCCCTCCATGGAAAAATC Vastassuunaline DN/ raamatukogu
konstrueerimine
LIBRSEQ TTTTGATTCGGTAATCTCCG Périsuunaline DNA raamatukogu
sekveneerimine
ATAGGATCCAAAATGCTGGTGCGCAACTTTTTCGGGATGGA L . . ..
5SBAM1804-46 AGACGCCAAAAACATA Périsuunaline Isolaadi 1804-46 testimine
ATAGGATCCAAAATGATCAGTGTGTGGCTTGTTGCTATGGA . . - e
5SBAM2903-24 AGACGCCAAAAACATA Pirisuunaline Isolaadi 2903-24 testimine
ATAGGATCCAAAATGGCTGTTCTTTGGGTGAGTATCATGGA L . Tagurpidi koodonitega
SBAM2903-24t¢ )\ GACGCCAAAAACATA Pirisuunaline ;. o2 di 2903-24 testimine
5SBAMneekEcoli ATAGGATCCAAAATGTGTCCACAGGCTGAGAAGACTATGGA Péirisuunalin Negatiivne kontroll
CERECON AGACGCCAAAAACATA Arsuunaline - joolaatide testimisel
SBAMWOORF  ATAGGATCCAAAATGGAAGACGCCAAAAACATA Pirisuunaline 1 csauivne kontroll
isolaatide testimisel
ATAGGATCCAAAATGGTGGTGAATGCCGTTTTTATGGA . . - e
SBAMTAO09 AGACGCCAAAAACATA Piérisuunaline Isolaadi TAQ9 testimine
ATAGGATCCAAAATGATCTGCGTTAGGAGCTAGATGGA L . . -
5SBAMYPI16 AGACGCCAAAAACATA Piérisuunaline Isolaadi YP16 testimine
o . Integreerimiskonstruktide
LUC-S ATAGAATTCAAGAGATACGCC Pirisuunaline ..
kontrollimine
. Integreerimiskonstruktide
LUCXHO-AS TTACACGGCGATCTTTCC Vastassuunaline

tegemine ja kontrollimine

* N — suvaline desoksiiribonukleotiid. Joon on alla tdommatud uORFide jérjestustele.
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2. Plasmiidid

Eksperimentaalse to6 kidigus erinevates katsetes kasutatud plasmiidid on toodud Tabelis

Tabel 3. To0s kasutatud plasmiidid.

Plasmiid Iseloomustus Allikas
pExp2 5’851 aluspaariline kdrge koopiaarvuga tsentromeerne Konstrueeritud
kloneerimisvektor. Sobib kasutamiseks nii parmis S. cerevisiae kui  kraadidppur P. JGersi
ka bakteris E. coli. Konstrueeritud tilekandevektori pRS316 poolt

pohjal, kuhu kloneeriti TRPI geen. Lisaks kannab URA3, parmi
markergeeni, ampitsilliinile resistentsust tagava bla geeni, f1 ori,
pMBI1 ori, CEN6/ARSH4. Plasmiidi kaart on toodud Lisas 1.

pGL3-Basic 4’818 aluspaariline vektor. Kannab LUC reportergeeni, Promega
ampitsilliinile resistentsust tagava bla geeni, f1 ori, ColE1 ori.
Plasmiidi kaart on toodud Lisas 2.

pLRL-URA3 Konstrueeritud pLRL péhjal, kuhu kloneeriti TRPI geen, URA3 Konstrueeritud

promootori ja CYCI terminaatori jédrjestused. Kannab LEU2 geeni  teadur T. Tamme poolt
eesmist (L) ja tagumist (R) otsa.

3. Rakutiived ja nende kasvatamine

To0s kasutatud rakutiived on toodud Tabelis 4.

Tabel 4. Toos kasutatud rakutiived.

Rakutiivi Genotiiiip Viide

Escherichia coli

DH5a. hsdR17(rimg") supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal') relAl Hanahan, 1983
A(lacZYA-argF)y169(m80lacZAM15)

Saccharomyces cerevisiae
W303a MATo. ade2-1 leu2-3,112 his3-11,15 canl-100 ura3-1 trpl-1  Rothstein, 1983

E. coli rakke kasvatati 37°C juures LB (Luria-Bertani) sootmel (0.5% péarmiekstrakt, 1%
triiptoon, 1% NaCl) voi 2YT sootmel (1% piarmiekstrakt, 1.6% triiptoon, 0.5% NaCl).
Selekteerimiseks lisati sootmetele 100 pg/mL ampitsilliini (Balkanpharma). S. cerevisiae rakke
kasvatati 30°C juures YPD so6tmel (1% péarmiekstrakt, 2% peptoon, 2% gliikkoos) voi vastaval
siinteetilisel selektiivsel sootmel (vt. Siinteetilised drop-out s66tmed). Vedelsootmetes

kasvatamisel aereeriti nii bakteri- kui ka parmikultuure loksutil (SI-900, Jeio Tech) 200 rpm.

Siinteetilised drop-out sootmed

Siinteetiline drop-out s6ode sisaldab koiki pidrmi kasvuks vajalikke aineid v.a.
lammastikalus uratsiil voi iiks voi mitu aminohapet. Drop-out so6tmed voimaldavad selekteerida
parmirakke so6tmes puuduva aine biosiinteesis osaleva aktiivse geeni olemasolu jirgi (Ausubel

et al., 1995). See on nn. positiivne selektsioon. Niiteks, -TRP drop-out s6dde selekteerib
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selliseid parmirakke, millel on olemas aktiivne TRPI geen, mis osaleb triiptofaani biosiinteesis.

To0s kasutatud siinteetiliste drop-out s66tmete koostised on toodud Tabelis 5.

Tabel 5. To6s kasutatud siinteetiliste drop-out s66tmete koostised'.

Sobtme - ypo gy TRR IR Gpl TR g slitseroo,
komponendid sorbitool  -URA (0 piigor ~ Crutromitsiin . omiitsiin eriitromiitsiin
Limmastikalused®  0.67% + + + + + + +
-Ade, -His, -Leu,

d% ;OZP , ~Ura 0.2% + + + + + + +
aminohapete segu®

Adeniin 0.002% + + + + + + +
Histidiin 0.01% + + + + + + +
Leutsiin 0.025% + + + + + + +
Liisiin 0.01% + + + + + + +
Uratsiil 0.005% + + - - + + i
Gliikoos 2% + + + + + + -
Gliitserool 3% - - - - - - +
Sorbitool 1M - + - + - - -
Eriitromiitsiin’ Var. - - - - + + +
5-FOA°® 0.1% - - - - - + _
Agar’ 2% +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

" Sostmete koostised on toodud Rose et al., 1990 jirgi.

2 LK — so6tmete komponentide 15ppkontsentratsioonid.

3 Pérmi limmastikalused ilma aminohapeteta (Difco).

* Segu sisaldab koiki pirmi kasvuks vajalike aminohappeid (Sigma) v.a. Ade — adeniin, His — histidiin, Leu — leutsiin, Lys — liisiin, Trp —
triiptofaan ja lammastikalus Ura — uratsiil. Segamine vt. Ausubel et al., 1995 voi Rose et al., 1990.

> Soltuvalt katsest eriitromiitsiini (Sigma) kontsentratsioon sodtmes varieerub.

©5-FOA e. 5-fluoroorotaat (Toronto Research Chemicals).

7 Agarit lisati ainult tardsétmete valmistamisel.

Kidesolevas toos kasutati enamasti fermenteeritava (gliikkoos), kuid selektiivsetel

tardsootmetel optimaalse eriitromiitsiini kontsentratsiooni méddramiseks ka mittefermenteeritava

(gliitserool) siisinikuallikaga siinteetilisi drop-out s66tmeid.

Metsiktiiiipi  S. cerevisiae rakkudes 5-fluoroorotaat (5-FOA) liilitub uratsiili
biosiinteesirajasse orotaadi (OA) asemel (vt. Joonis 5). Orotidiin-monofosfaadi fosforiilaas
konverteerib 5-FOA  5-fluoroorotidiin-monofosfaadiks (5-FOMP). Jiargnevalt orotidiin-
monofosfaadi dekarboksiilaas, mida kodeerib parmi URA3 geen, dekarboksiileerib 5-FOMPi 5-

fluorouridiin-monofosfaadiks (5-FUMP). 5-FUMPi lagunemisel tekib fluorodesoksiiuridiin, mis
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on tiimidiilaat siintetaasi tugevaks inhibiitoriks ja seetdttu on rakkudele védga toksiline. Seega
metsiktiilipi parmirakud ei ole eluvdimelised 5-FOAd sisaldaval so6tmel. Kuid ura3™ mutandid,
mis aktiivse orotidiin-monofosfaadi dekarboksiilaasi puudumise tottu ei siinteesi FUMPd, on
voimelised kasvama 5-FOA so6tmel (Boeke ef al., 1984). Samal ajal ura3” mutandid ei suuda
siinteesida UMPd ja seetdttu nad on uratsiili auksotroofid ning kasvamiseks vajavad uratsiili voi
uridiini lisamist s6otmesse.

Seega 5-FOA so0de voimaldab selekteerida aktiivse parmi URA3 geeni vastu. See on nn.

negatiivne selektsioon (Brown and Szostac, 1983).

orotidiin- orotidiin-
OA monofosfaadi oOMP monofosfaadi UMP
fosforiilaas dekarboksiilaas
E— E—
5-FOA 5-FOMP 5-FUMP

Joonis 5. 5-fluoroorotaadi liilitumine uratsiili biosiinteesirajasse orotaadi asemel. OA — orotaat,
OMP - orotidiin-monofosfaat, UMP — uridiin-monofosfaat, 5-FOA — 5-fluoroorotaat, 5-FOMP —
5-fluoroorotidiin-monofosfaat, 5-FUMP — 5-fluorouridiin-monofosfaat.

Sootmete vahetamiseks uORFide DNA raamatukogu selektiivsetes vedelsdotmetes
skriinimise kdigus tsentrifuugiti parmikultuurid 5 min 2000 rpm 4°C juures (GSA rootor, Sorvall
RC-5B, Du Point Instruments), pesti kaks korda autoklaavitud ddH,O-ga ja resuspendeeriti

vastavates sootmetes.

4. Tempelkiilv

Selektiivsetel tardsootmetel uORFide DNA raamatukogu skriinimisel uORFide DNA
raamatukoguga elektroporeeritud W303a parmirakud kiilvati 50-le sorbitooliga -TRP, -URA
tassile ja kasvatati 48 tundi 30°C juures. Negatiivseks kontrolliks oli plasmiidiga pExp2
elektroporeeritud pirmirakkudega tass. Igal tassil iileskasvanud piarmikolooniaid kiilvati kolmele
erinevale tassile (-TRP, FOA; 1 mg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, FOA; -TRP, -URA)
tempelmeetodil. Selleks kasutati spetsiaalset templit, mis kaeti steriilse vahetatava sametiga.
Matriitsina kasutatava pirmikolooniatega sorbitooli sisaldavast -TRP, -URA sootmeplaadist
tekitati templikattele jdljend ja vastava uue sootmeplaadi inokuleerimiseks kergelt vajutati seda
templikattele. Inokuleeritavate tasside pohjale eelnevalt mérgiti tembeldamise suund. Iga uue
sorbitooliga -TRP, -URA tassi korral vahetati templikatet. 153 niiviisi inokuleeritud tassi
inkubeeriti 48 tundi 30°C, seejdrel analiiiisiti ja vajadusel tehti moningatest tassidest pildid

UVlIpro Gold pildistussiisteemi (Uvitec) abil.
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5. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Eksperimentaalse to6 kdigus erinevates katsetes teostatud poliimeraasi ahelreaktsioonide

(PCR) tingimused on toodud Tabelites 6-10.

Tabel 6. PCRi tingimused ilma terminatsioonikoodonita uORFide DNA raamatukogu
konstrueerimisel.

A. B.

. uL 1-le Programm termotsiikleris
Reagendid reaktsioonile Eppendorf Mastercycler:
Puhver PWO poliimeraasi jaoks* 10x 5 Tube: 0.2 mL
Roche Lid = 105°C
BSA (veise seerumi albumiin, 1 mg/mL) 5 1.95°C ~ 0:02:00
ANTP (2 mM 5 2.95°C  0:00:30

(2 mM) 3.51°C  0:00:30
SECO (10 uM) 5 4.72°C  0:00:30
3NCO (10 uM) 5 5.GO TO 2 REP 30
pExp2 (10 ng/uL) 1 6.10°C  0:02:00
PWO DNA poliimeraas (5 U/uL) Roche 0.4 HOLD 15°C
ddH,O 23.6
Kokku: 50

* Puhver PWO poliimeraasi jaoks (Roche) 10x: 100 mM Tris (2-amino-2-hiidrokstimetiiiilpropaan-1,3-diool)-HCI pH 8.85, 250 mM KCl, 50 mM
(NH4),SO4, 20 mM MgSO,.

Tabel 7. PCRi tingimused terminatsioonikoodoniga uORFide DNA raamatukogu
konstrueerimisel.

A. B.

. pL 1-le Programm termotsiikleris
Reagendid reaktsioonile Eppendorf Mastercycler:
Puhver PWO poliimeraasi jaoks* 10x 5 Tube: 0.2 mL
Roche Lid = 105°C

1.95°C  0:02:00

BSA (1 mg/mL 5
dNTP( zmgl\jln ) 5 2.95°C  0:00:30

(2 mM) 3.46°C  0:00:40
SECOSTOP (10 uM) 5 4.72°C 0:00:30
3NCO (10 uM) 5 5.GO TO 2 REP 30
pExp2 (10 ng/uL) 1 6.10°C  0:02:00
PWO DNA poliimeraas (5 U/uL) Roche 0.4 HOLD 15°C
ddH,O 23.6
Kokku: 50

* Puhver PWO poliimeraasi jaoks (Roche) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.85, 250 mM KCl, 50 mM (NH4),SO,, 20 mM MgSO,.
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Tabel 8. PCRi tingimused integreerimiskonstruktide tegemisel.

A. B.

. L 1-le Programm termotsiikleris
Reagendid iaktsioonile Eppgendorf Mastercycler:
Puhver PWO poliimeraasi jaoks* 10x 5 pre: 0.2 mL
Roche Lid = 105°C
dNTP (2 mM) 5 1. 950C 0502500
SBAM1804-46/ 2903-24/ 2903-24tg/ § 2?08 888?8
negkEcoli/ WOORF/ TA09/ YP16 1.5 Cno L
(10 uM) 4.72°C  0:01:15

5.GO TO 2 REP 10
LUCXHO-AS (10 HM) 1.5 6. 95°C 0:00:20
pGL3-Basic (2 ng/uL) 5 7.55°C  0:00:30
PWO DNA poliimeraas (5 U/uL) Roche 0.5 8.72°C  0:02:00
ddH,0 315 9. GO TO 6 REP 15
Kokku: 50 10. 72°C  0:07:00

11.10°C  0:02:00
HOLD 15°C

* Puhver PWO poliimeraasi jaoks (Roche) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.85, 250 mM KCI, 50 mM (NH,4),SO., 20 mM MgSO,.

Tabel 9. Koloonia PCRi tingimused DHS5a rakkudest integreerimiskonstruktide tegemisel.

A. B.

: puL 1-le Programm termotsiikleris
Reagendid reaktsioonile Biometra T1 Thermocycler:
PCR puhver* 10x 1 Tube: 0.2 mL
MgCl, (25 mM) 1 Lid =0105°C
dNTP (2 mM) 1 1.95°C  0:04:00

2.95°C  0:00:30
LUC-S (10 uM) 05 3.52°C 0:00:30
LUCXHO-AS (10 uM) 0.5 4.72°C  0:01:45
1 koloonia - 5.GO TO 2 REP 25
Tag DNA poliimeraas (5 U/uL) 05 6.72°C  0:05:00
in-house puhastatud ’ 7.10°C  0:02:00
ddH,O 55 HOLD 15°C
Kokku: 10

* PCRi puhver 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM KCl, 0.8% NP-40 (noniiiilfenoksiipoliietoksiietanool).

Tabel 10. Koloonia PCRi tingimused pidrmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse integreerimise

kontrollimisel.
A. B.

: puL 1-le Programm termotsiikleris
Reagendid reaktsioonile Biometra T1 Thermocycler:
PCR puhver* 10x 1 Tube: 0.2 mL
MgCl, (25 mM) 1 Lid = 105°C
dANTP (2 mM) 1 1.95°C  0:04:00

0.5 2.95°C  0:00:30
LUC-S (10uM) : 3.52°C 0:00:30
LUCXHO-AS (10 uM) 0.5 4.72°C  0:01:45
1 koloonia purustamisel saadud liisaat 1 5.GO TO 2 REP 35
Tag DNA poliimeraas (5 U/uL) 05 6.72°C  0:05:00
in-house puhastatud ’ 7.10°C  0:02:00
ddH,O 4.5 HOLD 15°C
Kokku: 10

* PCRi puhver 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM KCl, 0.8% NP-40.

PCRide negatiivseks kontrolliks oli selline reaktsioon, kus DNA matriitsi asemel

reaktsioonisegusse pandi sama kogus ddH,O-d. PCR produkte kontrolliti geelelektroforeesil 1%
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agaroos/1x TAE (Tris-atsetaat/EDTA) geelis (1% agaroos, 40 mM Tris-atsetaat, 2 mM EDTA

(etiileendiamiintetraatsetaat) pH 8.0, 1 pg/mL etiidiumbromiid).

6. DNA l6ikamine restriktaasidega
uORFide DNA raamatukogu konstrueerimisel PCRi produkti ja plasmiidi pExp2 16igati
restrikaasidega EcoRI ja Ncol kolm tundi 37°C juures. Vastavad reaktsioonisegud on toodud

Tabelis 11.

Tabel 11. DNA I6ikamine restriktaasidega uORFide DNA raamatukogu konstrueerimisel.

A. PCR produkti 16ikamine B. Plasmiidi pExp2 16ikamine

Reagendid iI;]jtslizonile Reagendid ?eI;kltsliZmile
Puhver Y*/Tango* 10x Fermentas 8 Puhver Y*/Tango* 10x Fermentas 4

PCRi produkt 23 pExp2 (0.2 pg/pL) 10

EcoRI (10 U/uL) Fermentas 0.4 EcoRI (10 U/uL) Fermentas 0.2

Ncol (10 U/uL) Fermentas 0.4 Ncol (10 U/uL) Fermentas 0.2

ddH,O 8.2 ddH,O 5.6

Kokku: 40 Kokku: 20

* Puhver Y*/Tango (Fermentas) 10x: 330 mM Tris-atsetaat pH 7.9, 100 mM Mg-atsetaat, 660 mM K-atsetaat, 1 mg/mL BSA.

uORFide @ DNA  raamatukogu  kontrollimiseks  raamatukogu = DNAle tehti
restriktsioonanaliiiis erinevate restriktaasidega. Reaktsioonisegud (vt. Tabel 12) inkubeeriti kolm

tundi 37°C juures.

Tabel 12. Restriktsioonanaliiiis uORFide DNA raamatukogu kontrollimiseks.

A. B.
Reagendid FeI;ﬂ(ltsliionile Reagendid FeI;kltsliionile
Puhver Y*/Tango' 10x Fermentas 4 Puhver Y*/Tango' 10x Fermentas 4
pExp2/raamatukogu DNA (1 pg/pL) 0.5 pExp2/raamatukogu DNA (1 pg/pL) 0.5
EcoRI (10 U/uL) Fermentas 0.2 BamHI (10 U/uL) Fermentas 0.2
BamHI (10 U/uL) Fermentas 0.2 Ncol (10 U/uL) Fermentas 0.2
ddH,O 15.1 ddH,O 15.1
Kokku: 20 Kokku: 20
C. D.
Reagendid ?eI;lgtsliionile Reagendid ?eI;lgtsliionile
Puhver R** 10x Fermentas 2 Puhver R** 10x Fermentas 2
pExp2/raamatukogu DNA (1 pg/pL) 0.5 pExp2/raamatukogu DNA (1 pg/pL) 0.5
Xhol (10 U/uL) Fermentas 0.2 EcoRV (10 U/uL) Fermentas 0.2
Hindlll (10 U/uL) Fermentas 0.2 ddH,0 17.3
ddH,O 17.1 Kokku: 20
Kokku: 20

! Puhver Y*/Tango (Fermentas) 10x: 330 mM Tris-atsetaat pH 7.9, 100 mM Mg-atsetaat, 660 mM K-atsetaat, 1 mg/mL BSA.
2 Puhver R* (Fermentas) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.5, 100 mM MgCl,, 1 M KCI, 1 mg/mL BSA.
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uORFide DNA raamatukogu skriinimise kdigus selekteeritud parmirakkudest eraldatud
plasmiidsele DNAle tehti restriktsioonanaliiiis EcoRV-ga. Reaktsioonisegud (vt. Tabel 13)

inkubeeriti kaks tundi 37°C juures.

Tabel 13. Restriktsioonanaliiiis uUORFide DNA raamatukogu skriinimisel.

Reagendid reI;lgtsliionile
Puhver R™* 10x Fermentas 2
Plasmiidne DNA 3

EcoRV (10 U/uL) Fermentas 0.3

ddH,O 14.7

Kokku: 20

* Puhver R* (Fermentas) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.5, 100 mM MgCl,, 1 M KCI, 1 mg/mL BSA.

Parmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse integreerimiseks konstruktide kloneerimise kdigus

PCRi produktid 106igati BamHI ja Xhol restriktaasidega kolm tundi 37°C juures. Vastavad

reaktsioonisegud on toodud Tabelis 14.

Tabel 14. DNA ldikamine restriktaasidega integreerimiskonstruktide tegemisel.

Reagendid iI;kltsliionile
Puhver BamHI jaoks* 10x Fermentas 4

PCRi produktid 30

BamHI (10 U/uL) Fermentas 0.75

Xhol (10 U/uL) Fermentas 1.25

ddH,O 4

Kokku: 40

* Puhver BamHI jaoks (Fermentas) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM MgCl,, 100 mM KCl, 0.2% Triton X-100, I mg/mL BSA.

Parmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse integreerimiseks konstruktide tegemise kidigus

ligeeritud  konstruktidele

tehti  restriktsioonanaliiis Pael ja Xbal restriktaasidega.

Reaktsioonisegud (vt. Tabel 15) inkubeeriti kaks tundi 37°C juures.

Tabel 15. Restriktsioonanaliiiis integreerimiskonstruktide tegemisel.

A. B.
Reagendid iI;kltsliionile Reagendid iI;kltsliionile
Puhver B*' 10x Fermentas 2 Puhver Y*/Tango® 10x Fermentas 2
Plasmiidne DNA 3 Plasmiidne DNA 3
Pael (10 U/uL) Fermentas 0.3 Xbal (10 U/uL) Fermentas 0.3
ddH,0 14.7 ddH,0 14.7
Kokku: 20 Kokku: 20

! Puhver B* (Fermentas) 10x: 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,, 1 mg/mL BSA.
% Puhver Y*/Tango (Fermentas) 10x: 330 mM Tris-atsetaat pH 7.9, 100 mM Mg-atsetaat, 660 mM K-atsetaat, 1 mg/mL BSA.
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Parmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse integreerimiseks konstruktide tegemise kidigus
ligeeritud konstruktid 16igati Cpol-ga kolm tundi 37°C juures. Vastavad reaktsioonisegud on

toodud Tabelis 16.

Tabel 16. Ligeeritud konstruktide 1dikamine Cpol-ga integreerimiskonstruktide tegemisel.

Reagendid reI;lgtsliionile
Puhver Y*/Tango* 10x Fermentas 3
Plasmiidne DNA 7

Cpol (10 U/uL) Fermentas 1

ddH,O 19

Kokku: 30

* Puhver Y*/Tango (Fermentas) 10x: 330 mM Tris-atsetaat pH 7.9, 100 mM Mg-atsetaat, 660 mM K-atsetaat, | mg/mL BSA.

Koikides katsetes restriktsiooniprodukte lahutati geelelektroforeesil 1% agaroos/1x TAE
geelis. Restriktsioonireaktsioonid viidi 1dbi Fermentase soovitatud protokollide alusel (Molecular

Biology Catalog & Product Application Guide 2006-2007, Fermentas).

7. DNA ligeerimine

uORFide DNA raamatukogu konstrueerimisel EcoRI- ja Ncol-ga restrikteeritud PCR
produkti ja plasmiidi pExp2 ligeeriti iile6o 18°C juures, seejdrel puhastati ligeerimisreaktsioonid
fenooltootlusega ja elektroporeeriti DHS5aw rakkudesse. Selleks et méadrata koige efektiivsem
insert/pExp2 molaarne suhe, mille korral transformantide arv oleks maksimaalselt suur, viidi Idbi
10 pL-s ligeerimisreaktsioone erinevate insert/pExp2 molaarsete suhetega (10:1, 5:1, 2.5:1,
1.25:1). Médratud optimaalse insert/pExp2 suhte jargi viidi 1dbi ligeerimine suuremas mahus
(180 pL-s). Ligeerimisreaktsioonide negatiivseks insert-kontrolliks oli selline reaktsioon, kus
plasmiidi pExp2 asemel reaktsioonisegusse pandi 1 pL. ddH,O-d. Negatiivseks vektor-
kontrolliks oli reaktsioon, kus PCR produkti asemel reaktsioonisegusse pandi 1 uL ddH,O-d.
180 pL-s ligeerimise juures positiivseks kontrolliks oli 10 pL-s ligeerimisreaktsioon. Vastavad

reaktsioonisegud on toodud Tabelis 17.

Tabel 17. DNA ligeerimine uORFide DNA raamatukogu konstrueerimisel.

A. Kdige efektiivsema insert/pExp2 suhte méddramine

Negatiivne Negatiivne

insert- vektor- Ligeerimine
kontroll kontroll 10 uL-s
Reagendid ?elgﬂjtslif)onile ?elgkltslif)onile ?elglljtslif)onile
Puhver T4 ligaasi jaoks* 10x Fermentas 1 1 1
PCRi produkti (EcoRI, Ncol) lahjendused 1 - 1
PExp2 (EcoRlI, Ncol) - 1 1
T4 DNA ligaas (5 U/uL) Fermentas 0.2 0.2 0.2
ddH,O 7.8 7.8 6.8
Kokku: 10 10 10
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B. Ligeerimine 180 pL-s

Negatiivne Negatiivne

Positiivne . Ligeerimine
kontroll insert- vektor- 180 pL-s
kontroll kontroll
Reagendid ?eI;ljtslif)onile ';leI;kltsliionile ?eI;ljtslif)onile ;Le];kltsliionile
Puhver T4 ligaasi jaoks* 10x Fermentas 1 1 1 18
PCRi produkt (EcoRI, Ncol) 0.25 0.25 - 4.5
pExp2 (EcoRlI, Ncol) 1 - 1 18
T4 DNA ligaas (5 U/uL) Fermentas 0.2 0.2 0.2 3.6
ddH,O 7.55 8.55 7.8 135.9
Kokku: 10 10 10 180

* Puhver T4 DNA ligaasi jaoks (Fermentas) 10x: 400 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP pH 7.8.

Parmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse integreerimiseks konstruktide kloneerimisel
BamHI- ja Xhol-ga 10igatud PCR1 produktid ning BamHI- ja Sall-ga 16igatud pLRL-URA3
plasmiidi ligeeriti omavahel kokku iiks tund toatemperatuuril. Vastavad reaktsioonisegud on

toodud Tabelis 18.

Tabel 18. DNA ligeerimine integreerimiskonstruktide tegemisel.

Reagendid feI;ljtslif)onile
Puhver T4 ligaasi jaoks* 10x Fermentas 1

PCRi produktid (BamHI, Xhol) 4
pLRL-URA3 (BamHI, Sall) 0.5

T4 DNA ligaas (5 U/uL) Fermentas 0.5

ddH,O 4

Kokku: 10

* Puhver T4 DNA ligaasi jaoks (Fermentas) 10x: 400 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP pH 7.8.

Ligeerimisreaktsioonid viidi 14bi Fermentase soovitatud protokolli alusel (Molecular

Biology Catalog & Product Application Guide 2006-2007, Fermentas).

8. Fenooltootlus ja DNA sadestamine

Plasmiidsele DNAle, PCRi produktile voi ligeerimisreaktsioonile lisati 20 pl. 3 M Na-
atsetaati, 8 uLL 5 pg/uL dekstraani, saadud lahuse maht viidi ToE; puhvriga (10 mM Tris-HCl
pH 8.0, 1 mM EDTA) 200 pL-ni, lisati 100 pL fenool/kloroformi (1:1) pH 7.5, segati vortex’il
2x 30 s ja tsentrifuugiti 2 min 13000 rpm (MiniSpin, Eppendorf). Jirgnevalt eraldati lahustunud
DNAd sisaldav vesifaas, millele lisati 600 pl. 96% etanooli, segati vortex’il, sadestati DNAd 1
tund -20°C juures, tsentrifuugiti 10 min 13000 rpm (MiniSpin, Eppendorf), sadet pesti 70%

etanooliga ja resuspendeeriti ToE; puhvris. (Sambrook et al., 1989).
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9. DNA kontsentratsiooni m6otmine

5 pL puhastatud uORFide raamatukogu plasmiidset DNAd pipeteeriti 1 mL. ddH,O-sse,
segati vortex’il, DNA lahus pipeteeriti kvartskiivetti ning moddeti ODzgonm ja OD2gonm
spektrofotomeetri (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) abil. Arvestades sellega, et 50 pg/mL
dsDNA lahuse ODygp vOrdub iihega, arvutati moddetava plasmiidse DNA kontsentratsioon.
Selleks et kontrollida puhastatud plasmiidse DNA puhtust, arvutati ODzgonm ja ODa2gonm suhe. Kui
OD260nm/OD2gonm on ligikaudu 1.8, tegemist on puhta DNA prooviga, kui see suhe on viiksem
kui 1.8, siis DNA proov on valguga kontamineeritud ning juhul, kui OD60nm/OD2gonm 0on kahest

suurem, siis DNA proov on RNAga kontamineeritud. (Sambrook et al., 1989).

10. DNA eraldamine 1% agaroos/1x TAE geelist

uORFide DNA raamatukogu konstrueerimisel DNA eraldamiseks 1% agaroos/1x TAE
geelist kasutati NucleoSpin Extract Kiti (Macherey-Nagel). Teistes katsetes DNA eraldamiseks
geelist kasutati Ultra Clean 15 DNA Purification Kiti (Mo Bio Laboratories).

11. Sekveneerimine

uORFide DNA raamatukogu sekveneerimiseks tehti reaktsioon, mille tingimused on
toodud Tabelis 19. uORFide DNA raamatukogu skriinimisel selekteeritud pédrmirakkudest
eraldatud plasmiidse ~DNA  sekveneerimiseks tehti analoogiline reaktsioon, kus

reaktsioonisegusse voeti 1 uLL plasmiidset DNAd.

Tabel 19. Sekveneerimisreaktsiooni tingimused uORFide DNA raamatukogu kontrollimisel.

A. B.

) pL I-le Programm termotsiikleris

Reagendid reaktsioonile Eppendorf Mastercycler:
Tube: 0.2 mL

LIBRSEQ (5 uM) 1 Lid = 105°C
Premix* Amersham Pharmacia Biotech 4 1.95°C  0:00:20
Raamatukogu DNA (2.42 pg/ulL) 0.5 2.50°C  0:00:15
ddH,O 4.5 3.60°C  0:01:00
Kokku: 10 4.GO TO 1 REP 29

5.10°C  0:02:00
HOLD 15°C
* Premix sisaldab Thermo Sequenase II DNA poliimeraasi, ANTPsid ja ddNTPsid, millest igaiiks omab erinevat fluorestseeruvat margist.

Seejirel sekveneerimisreaktsioonile lisati 1 plL Na-atsetaat/EDTA puhvrit (1.5 M Na-
atsetaat pH > 8.0, 250 mM EDTA; Amersham Pharmacia Biotech), 2 pLL 10 pg/pL dekstraant,
40 uL 96% etanooli, segati vortex’il, sadestati DNAd 1 tund -20°C juures, tsentrifuugiti 15 min
13000 rpm (MiniSpin, Eppendorf), sadet pesti 70% etanooliga ja resuspendeeriti 3 uL

formamiidis (Formamide Loading Dye, Amersham Pharmacia Biotech). Proovid analiiiisiti ABI
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Prism 377 (Perkin-Elmer) sekvenaatoriga. (Modifitseeritud protokoll DYEnamic ET Terminator

Cycle Sequencing Kiti (Amersham Pharmacia Biotech) juhendi jirgi).

12. Plasmiidse DNA eraldamine bakterirakkudest aluselise liiiisi meetodil

3 mL LB soddet, kuhu oli selekteerimiseks lisatud 100 pg/mL ampitsilliini, inokuleeriti
plasmiidi sisaldava DH5a bakterikolooniaga ja kasvatati rakke 37°C juures iiledd. Seejérel
tsentrifuugiti rakud pohja 1 min 8000 rpm (MiniSpin, Eppendorf), resuspendeeriti 100 pL
lahuses I (50 mM gliikoos, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA), lisati 200 pL lahust II (200
mM NaOH, 1% SDS (naatriumdodetsiiiilsulfaat)), aeg-ajalt segades inkubeeriti 5 min jail, lisati
150 pL lahust III (3 M K-atsetaat, 11.5% &dddikhape), segati vortex’il, inkubeeriti 5 min jail,
saadud rakuliisaati tsentrifuugiti 5 min 13000 rpm (MiniSpin, Eppendorf). Plasmiidse DNA
sadestamiseks lisati rakuliisaadi supernatandile 400 pL isopropanooli, segati vortex’il,
inkubeeriti 5 min toatemperatuuril, tsentrifuugiti DNA pdhja 5 min 13000 rpm (MiniSpin,
Eppendorf). Sadet pesti 70% etanooliga, resuspendeeriti 50 pL. ToE; puhvris, kuhu oli lisatud 20
ng/mL RNaasi (DNaasi vaba pankrease RNaas, Sigma) ja inkubeeriti 20 min 65°C juures.
Vajadusel puhastati niiviisi eraldatud plasmiidne DNA fenooltdotlusega. (Sambrook et al.,

1989).

13. Plasmiidse DNA eraldamine bakterirakkudest QIAGEN Plasmid Maxi Kiti abil
uORFide DNA raamatukoguga elektroporeeritud DHS5a bakterirakud kasvatati 110 mL
2YT sootmes, kuhu oli selekterimiseks lisatud 100 pg/mL ampitsilliini, 37°C juures iile6o.
Seejarel tsentrifuugiti rakud pohja 15 min 6000 rpm 4°C juures (GSA rootor, Sorvall RC-5B, Du
Point Instruments), resuspendeeriti 10 mL puhvris P1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA,
100 pg/mL RNaas A; Plasmid Maxi Kit, QIAGEN), lisati 10 mL puhvrit P2 (200 mM NaOH,
1% SDS; Plasmid Maxi Kit, QIAGEN), segati 5 korda ja inkubeeriti 5 min toatemperatuuril.
Saadud rakuliisaadile lisati 10 mL jdil jahutatud puhvrit P3 (3 M K-atsetaat pH 5.5; Plasmid
Maxi Kit, QIAGEN), segati 5 korda, inkubeeriti 20 min jdil, tsentrifuugiti 30 min 13000 rpm
4°C juures (SS-34 rootor, Sorvall RC-5B, Du Point Instruments), supernatanti tsentrifuugiti
uuesti 15 min samadel tingimustel. 120 pL rakuliisaadi supernatanti tdsteti korvale (proov Q1)
ning iilejdénud supernatant kanti QIAGEN-tip 500 kolonnile (Plasmid Maxi Kit, QTAGEN), mis
oli eelnevalt tasakaalustatud 10 mL puhvriga QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS (3-(N-
morfoliino)propaansulfoonhape) pH 7.0, 15% isopropanool, 0.15% Triton X-100 (t-
oktiitilfenokstipoliietoksiietanool); Plasmid Maxi Kit, QIAGEN). 120 pL Ildbijooksu tOsteti
korvale (proov Q2). Kolonni pesti 30 mL puhvriga QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15%
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isopropanool; Plasmid Maxi Kit, QIAGEN) kaks korda, 240 pL lidbijooksu tdsteti korvale (proov
Q3). Plasmiidset DNAAJ elueeriti kolonnilt 15 mL puhvriga QF (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-HCl
pH 8.5, 15% isopropanool; Plasmid Maxi Kit, QIAGEN), 60 pL eluaati tosteti kdrvale (proov
Q4). Seejarel DNA sadestamiseks lisati eluaadile 10.5 mL isopropanooli, segati vortex’il ja
tsentrifuugiti 30 min 11000 rpm 4°C juures (SS-34 rootor, Sorvall RC-5B, Du Point
Instruments). Tsentrifuugimisel kasutati Ultra-Clear tuubi (25x89 mm Ultra-Clear Tube,
Beckman Instruments). DNA sadet pesti 5 mL 70% etanooliga, tsentrifuugiti 10 min 11000 rpm
4°C juures (SS-34 rootor, Sorvall RC-5B, Du Point Instruments), kuivatati 10 min
toatemperatuuril ja lahustati 300 pl. TioE; puhvris. Puhastatud plasmiidse DNA
kontsentratsiooni moddeti spektrofotomeetriga ning DNA puhastamisprotseduuri kontrolliti
geelelektroforeesil 1% agaroos/1x TAE geelis kasutades erinevatel puhastamisetappidel kdrvale

tostetud Q1-Q4 proove. (Modifitseeritud protokoll QTAGEN Plasmid Maxi Kiti juhendi jargi).

14. Plasmiidse DNA eraldamine parmirakkudest

2 mL -TRP, -URA soddet inokuleeriti iihe parmikolooniaga ja kasvatati rakke 30°C
juures iiledd. Seejérel tsentrifuugiti 1.5 mL saadud péarmikultuuri 1 min 2500 rpm (MiniSpin,
Eppendorf), rakud resuspendeeriti 200 pL. Triton X-100 sisaldavas lahuses (10 mM Tris-HCI pH
8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS, 2% Triton X-100), lisati 200 uL fenool/kloroformi
(1:1) ja 200 pL 0.5 mm klaaskuulikesi (BioSpec Products), segati vortex’il 2 min ning
tsentrifuugiti 5 min 13000 rpm (MiniSpin, Eppendorf). Rakuliisaadi supernatant tosteti eraldi
tuubi ja tsentrifuugiti uuesti samadel tingimustel. Saadud plasmiidset DNAd sisaldavat

supernatanti kasutati DH5a bakterirakkude elektroporeerimiseks. (Rose et al., 1990).

15. Pirmi S. cerevisiae rakuliisaadi valmistamine

30 mL 1 mg/mL eriitromiitsiiniga vO1 ilma eriitromiitsiinita -TRP s6ddet inokuleeriti iihe
parmikolooniaga, rakke kasvatati 30°C juures kuni ODgponm 0.6-0.7. 10 mL saadud parmikultuuri
pipeteeriti 15 mL tuubi, tsentrifuugiti 3 min 3200 rpm toatemperatuuril (rootor 1617, Universal
32 R, Hettich Zentrifugen), sade resuspendeeriti 1 mL 50 mM Tris-HCI1 pH 7.5, tosteti timber 1.5
mL tuubi ja tsentrifuugiti 5 min 3500 rpm toatemperatuuril (MiniSpin, Eppendorf). Sademele
lisati 200 uL 50 mM Tris-HCI pH 7.5 ja 200 pL 0.5 mm klaaskuulikesi (BioSpec Products),
segati vortex’il 2 min ning lisati 300 pL. sama Tris-HCI puhvrit. Purustatud rakkudega tuubi
pohja tehti auk ndela abil ja asetati tuub uude lahtise kaanega 1.5 mL tuubi. Kahest tuubist
kokkuseade asetati S0 mL tuubi ja tsentrifuugiti 2 min 2200 rpm toatemperatuuril (rootor 1617,

Universal 32 R, Hettich Zentrifugen). Rakuliisaati sisaldav tuub tdsteti 50 mL tuubist vilja,
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pandi kaas kinni ja tsentrifuugiti liisaati 5 min 13400 rpm toatemperatuuril (MiniSpin,
Eppendorf). Saadud rakuliisaadi supernatanti kasutati totaalse valgu kontsentratsiooni ja
lutsiferaasi ekspressioonitaseme modtmiseks.

Parmi S. cerevisiae rakuliisaadi valmistamisel PCR analiilisiks iiks péarmikoloonia
resuspendeeriti 20 pl. 1x PBS puhvris pH 7.4 (fosfaat puhverdatud soolalahus; 0.8% NaCl,
0.02% KCI, 0.144% Na,HPO., 0.024% KH,PO,) 1.5 mL tuubis, lisati 200 pL. 0.5 mm
klaaskuulikesi (BioSpec Products) ja segati vortex’il 2 min. Purustatud rakkudega tuubi pohja
tehti auk ndela abil ning edasi toimiti analoogselt iilalpool toodud protokollile. (Ausubel et al.,

1995).

16. Totaalse valgu kontsentratsiooni mootmine piarmi S. cerevisiae rakuliisaadist Bradfordi
meetodil

Kodigepealt valmistati 300 pL. kindla kontsentratsiooniga (0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ja 0.05
mg/mL) BSA lahjendused 50 mM Tris-HCI pH 7.5 puhvris. Igale BSA lahjendusele lisati 600
uL Bradfordi lahust (0.01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% etanool, 8.5% fosforhape),
segati vortex’il, inkubeeriti 10 min toatemperatuuril ning moddeti lahuste ODsoonm
spektrofotomeetri (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) abil. Teostatud modtmiste alusel koostati
BSA standardite graafik, kus x-teljel on BSA kontsentratsioon (mg/mL) ja y-teljel on ODsgonm.

Totaalse valgu kontsentratsiooni mootmiseks pidrmi rakuliisaadis pipeteeriti 5 uL
rakuliisaati 300 uL. 50 mM Tris-HC1 pH 7.5 puhvrisse, lisati 600 pl. Bradfordi lahust, segati
vortex’il, inkubeeriti 10 min toatemperatuuril ning moddeti lahuse ODsgonm. Teostatud OD

mootmiste ja BSA standardite graafiku alusel arvutati valgu kontsentratsioon rakuliisaadis.

(Bradford, 1976).

17. Lutsiferaasi ekspressioonitaseme mootmine
Aktiivse lutsiferaasi ekspressioonitaset moddeti luminestsentsi jirgi. 5 pL pirmi
rakuliisaati pipeteeriti plastkiivetti, lisati 50 pL lutsiferiini lahust (Luciferase Assay Reagent,

Promega), segati kaks korda ning mdddeti luminestsentsi 10 s jooksul standard tingimustel

luminomeetri (TD-20/20 DLReady, Turner Designs) abil.

18. Bakteri E. coli transformeerimine CaCl, meetodil
Koigepealt valmistati bakteritive DHS5o kompetentsed rakud. 3 mL 2YT soodet
inokuleeriti DH5a. iihe kolooniaga, rakke kasvatati 37°C juures kuni ODgoonm 0.5, seejérel

jahutati bakterikultuuri 5 min jdil ja tsentrifuugiti 5 min 3000 rpm 4°C juures (2424 rootor,
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Mikro 200 R, Hettich Zentrifugen). Rakud resuspendeeriti 1.5 mL. 100 mM CacCl,-s, inkubeeriti
15 min jail, tsentrifuugiti samadel tingimustel, resuspendeeriti 100 pL 100 mM CaCl,-s ja
inkubeeriti 2 tundi jail.

Transformeerimiseks lisati 100 uL kompetentsetele DHSa rakkudele 5 pl. plasmiidset
DNAJ, inkubeeriti 15 min jiil, seejdrel inkubeeriti 2 min 37°C juures, lisati 1 mL 10 mM
MgSO; sisaldavat 2YT soodet ja inkubeeriti 1 tund 37°C juures. Jargnevalt tsentrifuugiti rakud
pohja 5 min 3000 rpm (MiniSpin, Eppendorf) ning kiilvati vilja ampitsilliiniga LB sootmele.
(Sambrook et al., 1989).

19. Bakteri E. coli kompetentsete rakkude valmistamine elektroporeerimiseks

3 mL LB soodet inokuleeriti bakteritiive DHS5a iihe kolooniaga, rakke kasvatati 37°C
jJuures iiledo, saadud kultuuriga inokuleeriti S00 mL 2YT so6det ning kasvatati 37°C juures kuni
ODegoonm 0.5-0.7. Seejdrel jahutati bakterikultuuri 15 min jaél, tsentrifuugiti rakud pdhja 15 min
5000 rpm 4°C juures (GSA rootor, Sorvall RC-5B, Du Point Instruments), resuspendeeriti 500
mL jéddkiilmas 10% gliitseroolis, tsentrifuugiti 15 min 5000 rpm 4°C juures (GSA rootor, Sorvall
RC-5B, Du Point Instruments), resuspendeeriti 250 mL jédédkiilmas 10% gliitseroolis ning uuesti
tsentrifuugiti samadel tingimustel. Seejdrel resuspendeeriti rakud 20 mL jaidkiilmas 10%
gliitseroolis, tsentrifuugiti 15 min 5000 rpm 4°C juures (1617 rootor, Universal 32 R, Hettich
Zentrifugen) ja 10puks resuspendeeriti rakud 2 mL jddkiilmas 10% gliitseroolis. Saadud
kompetentsete rakkude kontsentratsioon peaks olema ligikaudu 1-3x10' rakke/mL. Antud
protokolli jargi valmistatud kompetentseid rakke kas kohe kasutati elektroporeerimiseks voi
kiilmutati 14bi vedelas lammastikus ja hoiti -70°C juures. (Gene Pulser Xcell Electroporation

System, BIO-RAD Laboratories).

20. Bakteri E. coli elektroporeerimine

2 pL DNAd TioE; puhvris pipeteeriti 1.5 mL tuubi, jahutati jail, lisati 40 pL
kompetentseid bakterirakke, resuspendeeriti pipetiga ja hoiti 1 min jddl. Seejdrel pipeteeriti
rakkude ja DNA segu jdil jahutatud ja eelnevalt 25 min UV-kiirtega steriilitud 0.2 cm kiivetti.
Rakke poreeriti 5 ms jooksul (2500 V, 25 uF ja 200 Q juures) elektroporaatori (Gene Pulser
Xcell Electroporation System, BIO-RAD Laboratories) abil. Poreeritud rakkudele lisati
voimalikult kiiresti 1 mL 2YT soddet, kuhu oli lisatud 20 mM gliikoos, 10 mM MgCl, ja 10 mM
MgSO,, seejdrel tosteti rakud timber 1.5 mL tuubi, inkubeeriti 1 tund 37°C juures aereerides

loksutil, tsentrifuugiti rakud pdhja 5 min 3000 rpm (MiniSpin, Eppendorf) ning kiilvati vélja
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ampitsilliiniga LB sootmele. (Gene Pulser Xcell Electroporation System, BIO-RAD

Laboratories).

21. Piarmi S. cerevisiae transformeerimine Li-atsetaadi meetodil

30 mL YPD soddet inokuleeriti parmitiive W303a iihe kolooniaga, rakke kasvatati 30°C
juures kuni ODgoonm 0.7, seejdrel tsentrifuugiti rakud pohja 3 min 3200 rpm (rootor 1617,
Universal 32 R, Hettich Zentrifugen), pesti iiks kord 40 mL steriilse ddH,0O-ga ja iiks kord 25
mL Li-atsetaadi puhvriga (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 100 mM Li-atsetaat). Pestud
rakkudele lisati 300 pL Li-atsetaadi puhvrit ja 50 uL eelnevalt 7 min 95°C juures denatureeritud
ning seejdrel jdal jahutatud DNA carrier’it (Amresco), segati vortex’il. Iga transformatsiooni
kohta voeti 30 pL niiviisi toodeldud parmirakke, lisati plasmiidne DNA, resuspendeeriti pipetiga
ja inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Seejdrel lisati rakkudele 180 pupL PEGi
(poliietiileengliikool) lahust (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 100 mM Li-atsetaat, 40%
PEG), segati vortex’il, inkubeeriti 15 min toatemperatuuril, lisati 20 pl. DMSOd
(dimetiiiilsulfoksiid), segati vortex’il ja inkubeeriti 10 min 42°C juures. Jirgnevalt tsentrifuugiti
rakud pohja 3 min 3000 rpm (MiniSpin, Eppendorf), resuspendeeriti 100 pL steriilses ddH,O-s
ning kiilvati selektiivsetele tardsootmetele. Tasse inkubeeriti 48 tundi 30°C juures. (Rose et al.,

1990).

22. Parmi S. cerevisiae kompetentsete rakkude valmistamine elektroporeerimiseks

3 mL YPD soodet inokuleeriti parmitiive W303a. iihe kolooniaga, rakke kasvatati 30°C
juures 6 tundi, saadud kultuuriga inokuleeriti 500 mL YPD so66det ning kasvatati iile6d 30°C
juures kuni parmikultuuri 1:10 lahjenduse ODggo nm 0.30-0.35. Seejirel jahutati parmikultuuri 15
min jédl, tsentrifuugiti rakud pohja 5 min 5000 rpm 4°C juures (GSA rootor, Sorvall RC-5B, Du
Point Instruments), rakkudele lisati 90 mL steriilset ddH,O-d, resuspendeeriti rakud vortex’il,
lisati 10 mL 10x Li-atsetaat/TE puhvrit (1 M Li-atsetaat, 0.1 M Tris-HCI pH 7.5, 0.01 M EDTA
pH 8.0), inkubeeriti 45 min 30°C juures aereerides rakke loksutil 85 rpm, lisati 2.5 mL. 1 M DTT
(ditiotreitool) ning inkubeeriti veel 15 min samadel tingimustel. Seejdrel viidi kultuuri maht
steriilse ddH,O-ga 500 mL-ni, tsentrifuugiti rakud pdhja 5 min 5000 rpm 4°C juures (GSA
rootor, Sorvall RC-5B, Du Point Instruments), rakkudele lisati 50 mL steriilset jadkiilma ddH,O-
d, resuspendeeriti vortex’il, uuesti viidi maht steriilse jddkiilma ddH,O-ga 500 mL-ni ja
tsentrifuugiti rakud pohja samadel tingimustel, rakud resuspendeeriti 30 mL steriilses jddkiilmas
1 M sorbitoolis, tsentrifuugiti 5 min 5000 rpm 4°C juures (rootor 1617, Universal 32 R, Hettich

Zentrifugen) ja 10puks resuspendeeriti 3 mL steriilses jddkiilmas 1 M sorbitoolis. Saadud
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kompetentsete rakkude kontsentratsioon peaks olema ligikaudu 1x10' rakke/mL.
Kompetentseid rakke hoiti jdidl ning kasutati elektroporeerimiseks voimalikult kiiresti. (Gene

Pulser Xcell Electroporation System, BIO-RAD Laboratories).

23. Piarmi S. cerevisiae elektroporeerimine

Kuni 300 ng DNAd 5 pL TjoE; puhvris pipeteeriti 1.5 mL tuubi, jahutati jaal, lisati 40 uL
kompetentseid parmirakke, resuspendeeriti pipetiga ja hoiti 5 min jddl. Seejdrel pipeteeriti
rakkude ja DNA segu jdil jahutatud ja eelnevalt 25 min UV-kiirtega steriilitud 0.2 cm kiivetti.
Rakke poreeriti 5 ms jooksul (1500 V, 25 uF ja 200 Q juures) elektroporaatori (Gene Pulser
Xcell Electroporation System, BIO-RAD Laboratories) abil. Poreeritud rakkudele lisati
voimalikult kiiresti 1 mL steriilset jadkiilma 1 M sorbitooli, rakud tdsteti imber jahutatud 1.5 mL
tuubi ning Kkiilvati vélja selektiivsele 1 M sorbitooliga so6tmele. (Gene Pulser Xcell

Electroporation System, BIO-RAD Laboratories).
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TULEMUSED JA ARUTELU

1. uORFide DNA raamatukogu konstrueerimine

Selleks, et isoleerida uORFe, mis voimaldaksid eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi loomist, kdesolevas toos koigepealt konstrueeriti uORFide DNA
raamatukogu plasmiidi pExp2 pohjal, kuhu kloneeriti juhuslikku jérjestust sisaldavad uORFid S.
cerevisiae URA3 markergeeni ette. Kuna S. cerevisiae 5'-UTRides intertsistronilise regiooni
pikkus uORFi ja sellest allavoolu asuva pohilugemisraami vahel voib varieeruda, otsustati
koigepealt konstrueerida ja skriinida selline DNA raamatukogu, kus intertsistroniline regioon
uORFide ja URA3 markergeeni vahel puuduks, nii et uORFide jarjestused kloneeriti URA3
markergeeni N-terminusse liidetuna (vt. Joonis 6). Raamatukogu konstrueerimiseks otsustati
esialgu kasutada ilma terminatsioonikoodonita uORFe ning uORFide pikkuseks valiti seitse
koodonit, kaasa arvatud initsiatsioonikoodon ATG. Siinkohal peaks mainima, et kuna
kloneeritavad uORFid sisaldavad juhuslikku jérjestust, ei ole vélistatud ka suvalises positsioonis
terminatsioonikoodonitega uORFide inserteerumine raamatukogu plasmiidi. Kuid terve
raamatukogu suhtes terminatsioonikoodonitega uORFe kandvate plasmiidide protsent peaks

olema viike.

URA3
5 promootor URA3 TRPI 3
pExp2 N uORF

Joonis 6. uORFide DNA raamatukogu skeem. Seitsmekoodonilised juhuslikku peptiidi
kodeerivad ilma terminatsioonikoodonita uORFid kloneeriti plasmiidi pExp2 URA3 markergeeni
N-terminusse liidetuna URA3 promootori taha.

uORFide DNA raamatukogu konstrueerimiseks kasutati URA3 geneetilist markerit, mis
voimaldab 14bi viia nii positiivset kui ka negatiivset selektsiooni, kasvatades péarmirakke
vastavalt -URA ja 5-FOA selektiivsootmel. Selliste omadustega geneetiline marker on mugav
vahend antibiootikumi poolt reguleeritavate uORFe kandvate plasmiidide skriinimiseks parmis.
uORFide raamatukogu plasmiid pExp2 sisaldas peale URA3 geeni ka S. cerevisiae TRPI1
markergeeni, mille jirgi kontrolliti raamatukogu plasmiidi sisaldust parmirakkudes negatiivse
selektsiooni katsetes URA3 geeni vastu. uORFide DNA raamatukogu rekombinantsete
konstruktide paljundamiseks ja puhastamiseks kasutati DH5a bakterirakke, mida selekteeriti

raamatukogu plasmiidis sisaldava ampitsilliini resistentsusmarkeri jargi.
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Kloneerimine

Plasmiidilt pExp2 amplifitseeriti PCRi abil 250 bp DNA fragment, kasutades SECO ja
3NCO oligonukleotiide. SECO oligonukleotiid kannab ilma terminatsioonikoodonita
seitsmekoodonilisi uORFide jérjestusi ATG NNN NNN NNN NNN NNN NNN, kus N on
suvaline desoksiiribonukleotiid. uORFide jirjestustele jargneb URA3 geeni alguse jirjestus.
Vastassuunaline 3NCO oligonukleotiid paardub URA3 geeni sees oleva komplementaarse
jarjestusega.

Saadud PCRi produkt ja plasmiid pExp2 ldigati EcoRI ja Ncol restriktaasidega ning
restriktsiooniproduktid ligeeriti kokku. uORFide DNA raamatukogu plasmiidi suurus on 5’872
bp. Selleks, et valmistada vdoimalikult suurema rekombinantsete kloonide arvuga uORFide DNA
raamatukogu, mddrati koigepealt koige efektiivsem insert/pExp2 molaarne suhe, mille korral
bakteritransformantide arv oleks maksimaalselt suur. Selleks viidi 1idbi ligeerimisreaktsioonid 10
puL-s erinevate insert/pExp2 molaarsete suhetega (10:1, 5:1, 2.5:1, 1.25:1) ja elektroporeeriti
DH5o bakterirakkudesse. Koige efektiivsemaks osutus ligeerimisreaktsioon, kus insert/pExp2
suhe oli 5:1, andes ligikaudu 120’000 transformanti. Seejdrel viidi 1dbi miidratud optimaalse
insert/pExp2 suhte jdrgi ligeerimisreaktsioon 180 plL-s. Suuremas mahus ligeerimisreaktsiooni
elektroporeerimiseks DHS5o. bakterirakkudesse tehti 10 elektroporatsiooni. Elektroporeeritud
rakud tosteti kokku, saadud rakkude segust tehti erineva lahjendusega viljakiilvid ampitsilliiniga
LB tassidele ja iilejadnud rakud kasvatati 110 mL ampitsilliiniga 2YT so6tmes iiledo. Seejirel
puhastati transformeeritud bakterirakkudest plasmiidne DNA.

Tehtud viljakiilvide abil arvutati saadud transformantide arv, milleks oli 2°320°000.
Ligeerimisreaktsiooni negatiivne kontroll niitas, et ligikaudu 4% transformeeritud
bakterirakkudest olid valepositiivsed. Eeldades, et iga transformeeritud bakterirakk sisaldab
erineva UORFiga DNA raamatukogu plasmiidi, saadi kloneerimise tulemusena ligikaudu

2°230°000 erinevast rekombinantsest kloonist koosnev uORFide DNA raamatukogu.

uORFide DNA raamatukogu puhastamine

uORFide DNA raamatukoguga transformeeritud DHS5o bakterirakkudest puhastati
plasmiidne DNA QIAGEN Plasmid Maxi Kiti abil. Puhastatud plasmiidse DNA kontsentratsioon
mairati spektrofotomeetriliselt, mis andis DNA saagiseks 726 ug. Selleks, et kontrollida
puhastatud plasmiidse DNA puhtust, arvutati OD260nm/ODo2sonm Suhe, mis oli 2.24. Seega
jareldati, et puhastatud DNA raamatukogu on RNAga kontamineeritud. Vaatamata sellele jétkati

puhastatud DNA raamatukoguga eksperimentaalset t60d.
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Ldbi viidud plasmiidse DNA puhastamisetappe kontrolliti geelelektroforeesil 1%

agaroos/1x TAE geelis (vt. Joonis 7).
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Joonis 7. uORFide DNA raamatukogu puhastamine. 1% agaroos/1x TAE geel. Rajad: 1 — DNA
marker; 2 — proov QI (rakuliisaadi supernatant), 20 pL; 3 — proov Q2 (lidbijooks peale
rakuliisaadi supernatandi kandmist QIAGEN-tip 500 kolonnile), 20 pL; 4 — proov Q3
(pesemisetapi lidbijooks), 20 uL; 5 — proov Q4 (plasmiidse DNA eluaat), 20 puL; 6 — puhastatud
uORFide DNA raamatukogu, 5 ug 2 ul-s ; 7 — DNA marker. DNA markeri suurus on toodud
kiloaluspaarides.

Jooniselt 7 on niha, et enamik rakuliisaadi supernatandis sisalduvast plasmiidsest DNAst
seostus QIAGEN-tip 500 kolonni kiilge (vordle omavahel proovid Q1 ja Q2, rajad 2 ja 3).
Elueeritud plasmiidse DNA sadestamise kdigus DNA kontsentreerus (vordle proovi Q4
puhastatud DNA raamatukogu prooviga, rajad 5 ja 6).

Juhuslikku jarjestust sisaldavate uORFide inserteerumist puhastatud DNA raamatukogu
plasmiidi kontrolliti sekveneerimisel ning lisaks tehti raamatukogu DNAle restriktsioonanaliiiis

erinevate restriktaasidega (vt. Joonis 8).
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Joonis 8. Restriktsioonanaliilis uORFide DNA raamatukogu kontrollimiseks. 1% agaroos/1x

TAE geel. Rajad: 1 — DNA marker; 2 — pExp2/EcoRV, 0.5 ng; 3 — raamatukogu DNA/EcoRV,
0.5 ng; 4 — pExp2/Xhol+HindIll, 0.5 ng; 5 — raamatukogu DNA/Xhol+HindlIl, 0.5 pg; 6 —
pExp2/EcoRI+BamHI, 0.5 pg; 7 — raamatukogu DNA/EcoRI+BamHI, 0.5 npg; 8 — pExp2/
Ncol+BamHI, 0.5 pg; 9 — raamatukogu DNA/Ncol+BamHI, 0.5 pg; 10 — DNA marker. DNA
markeri suurus on toodud kiloaluspaarides.

Puhastatud uORFide DNA raamatukogu konstruktid erinevad algsest plasmiidist pExp2
ainult inserteeritud uORFide jirjestuste poolest, mille inserteerimisega plasmiidi pExp2 ei

kaasnenud iihtegi restriktsioonisaidi muutumist. Seega plasmiidi pExp2 ja raamatukogu DNA
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16ikamisel ~ iihtede ja  samade  restriktaasidega  peaksid  tekkima  iihesuurused
restriktsiooniproduktid. Jooniselt 8 on niha, et puhastatud DNA raamatukogu plasmiid annabki
plasmiidiga pExp2 iihesuuruseid restriktsiooniprodukte, mis niitab seda, et puhastamise kédigus

raamatukogu plasmiidi jdrjestuses ei ole toimunud timberkorraldusi.

Lisaks alustati kdesolevas toos uue uORFide DNA raamatukogu konstrueerimist, mis
erines olemasolevast puhastatud ja skriinitud raamatukogust ainult selle poolest, et uue
raamatukogu  uORFide jarjestused sisaldasid lisaks terminatsioonikoodonit TAA.
Terminatsioonikoodoniga uORFide raamatukogu kloneerimiseks kasutati SECOSTOP
oligonukleotiidi, mis kannab terminatsioonikoodoniga kaheksakoodonilisi uORFide jirjestusi
ATG NNN NNN NNN NNN NNN NNN TAA, ja koiki kloneerimiskatseid tehti analoogilselt
nagu ilma terminatsioonikoodonita raamatukogu konstrueerimisel. Terminatsioonikoodoniga
uORFide raamatukogu skriinimine tulevikus annaks lisavGimaluse isoleerida funktsionaalseid

uORFe.

2. Selektiivsetes vedelsootmetes uUORFide DNA raamatukogu skriinimine

Kuna iildise ja mikroobibiokeemia laboris (TUMRI) kraadidppurite A. Auna ja K.
Viikovi poolt olid tehtud eelkatsed, kus wuwuriti S. cerevisiae eriitromiitsiini erinevate
kontsentratsioonide taluvust selektiivsetes vedelsdotmetes, otsustati esialgu 1dbi viia uORFide
DNA raamatukogu skriinimine, kasutades pidrmirakkude selekteerimiseks vastavaid sootmeid.
Eelkatsed nditasid, et 500 pg/mL eriitromiitsiini juuresolekul pidrmi kasv selektiivsetes
vedelsootmetes ei ole parsitud. See oli kdige suurem kontsentratsioon, mida eelkatsetes vaadeldi
ja kuna see oli iisna kdrge vorreldes vanemteadur T. Tensoni tooriihma (TUTI) poolt
bakteriaalses siisteemis skriinimise korral kasutatud kontsentratsiooniga (30 pg/mL), otsustati

kasutada seda kiesolevas to0s vedelsootmetes skriinimise 1dbiviimiseks.

Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu esimene skriinimine

Alustati sellega, et méddrati parmi S. cerevisiae uORFide DNA raamatukoguga
elektroporeerimise efektiivsus. Selleks elektroporeeriti W303o péarmirakke kolme erineva
raamatukogu DNA kogusega (100, 200 ja 300 ng). Suurim arv pédrmitransformante iihe
elektroporatsiooni kohta saadi 300 ng raamatukogu DNA korral - ligikaudu 19000
transformanti. Saadud andmete alusel arvutati, et puhastatud DNA raamatukogu katmiseks, mis

koosneb ligikaudu 2°230°000 erinevast rekombinantsest kloonist, oleks vaja teha korraga 118
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elektroporatsiooni, kasutades 300 ng raamatukogu DNAJ iga elektroporatsiooni kohta. Piiratud
inim- ja laboriressursside tottu ei olnud voimalik teostada elekrtoporeerimist sellises mahus.
Seetottu otsustati teha 26 elektroporatsiooni, millega oleks voimalik saada ligikaudu 500’000
transformanti, mis kataks olemasoleva DNA raamatukogu osaliselt. Mitme skriinimise
labiviimine vdiksemas mahus tulevikus vdoimaldaks holmata tervet raamatukogu.

Seega esimeses UORFide DNA raamatukogu skriinimises tehti 26 W303 o, parmirakkude
elektroporatsiooni, kasutades iga elektroporatsiooni kohta 300 ng uORFide raamatukogu DNAJ.
Esimese skriinimise kédigus, mille skeem on toodud allpool Joonisel 9, teostati kaks
parmirakkude selektsioonietappide ringi. Skriinimise esimeses ringis elektroporeeritud
parmirakud tosteti kokku ja kasvatati 100 mL-s sorbitooliga -TRP, -URA so6tmes {iihe
pooldumistsiikli véltel (28 tundi). Selle aja jooksul selekteeriti parmirakke, mis sisaldasid
uORFide DNA raamatukogu plasmiidi. Et kontrollida elektroporeerimise efektiivsust, tehti
kokku tostetud elektroporeeritud rakkude segust erineva lahjendusega véljakiilvid sorbitooliga
-TRP, -URA tassidele. Selgus, et elektroporeerimise efektiivsus oli sama korge, nagu eelnevalt
maédrati 300 ng raamatukogu DNA korral.

Seejirel vahetati sorbitooliga -TRP, -URA s66de 100 mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga
-TRP s66tme vastu ja oodati, kuni rakud pooldusid 1.5 korda (16 tundi). See oli vaheetapiks 5-
FOAd sisaldavale sootmele iileminekuks, kuna ei teatud, milline kemikaal, kas eriitromiitsiin voi1
5-FOA satub pédrmirakkudesse kiiremini. Juhul kui 5-FOA piidseks rakkudesse enne
eriitromiitsiini, voiks see pohjustada muuhulgas ka funktsionaalseid uORFe sisaldavate rakkude
surma.

Jargnevalt vahetati 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP soode 100 mL 500 pg/mL
eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tme vastu ja selekteeriti funktsionaalseid uORFe (e. selliseid
uORFe, mis eriitromiitsiinist soltuvalt represseerivad URA3 markergeeni translatsiooni)
sisaldavaid parmirakke, inkubeerides saadud parmikultuuri kuni selle tihedus hakkas kasvama
(24 tundi).

Lopuks resuspendeeriti selekteeritud pirmirakud viiksemas mahus 500 pg/mL
eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA sootmes, kiilvati sama selektiivse sootmega suurtele tassidele
(diameetriga 13.5 cm) ja inkubeeriti 48 tundi. Tassidel kasvas iiles ligikaudu 100’000
parmikolooniat.

Skriinimise teises ringis korrati selektsioonietappe esimeses ringis selekteeritud
parmirakkudega. Pidrmikolooniad pesti tassidelt maha -TRP, -URA so6tmega. Kuna saadud
parmikultuuri tihedus oli korge, lahjendati parmikultuuri 200 mL -TRP, -URA so66tmesse ja
kasvatati ihe pooldumistsiikli viltel (36 tundi). Jargnevalt lahjendati parmikultuuri 200 mL 500

pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP s66tmesse ja lasti rakkudel poolduda 1 kord (2 tundi). Seejarel
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lahjendati parmikultuuri 200 mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA s66tmesse ning lasti
rakkudel kasvada kolme pooldumistsiikli véltel (24 tundi). Jargnevalt lahjendati parmikultuuri
200 mL -TRP, -URA so66tmesse, oodati, kuni kultuuri tihedus hakkas kasvama (9 tundi), seejérel
resuspendeeriti viiksemas mahus -TRP, -URA so6tmes ja erinevad rakkude lahjendused kiilvati
sama selektiivse sootmega suurtele tassidele. Tasse inkubeeriti 48 tundi.

Esimese skriinimise kdigus jdlgiti, kuidas kasvab parmikultuur erinevatel selektiivsetel
sootmetel. Nditeks, ei teatud, kui palju aega ldheb parmirakkude selekteerimiseks 5-FOAd

sisaldaval sootmel. Negatiivset kontrolli esimesel skriinimisel ei olnud.

e W303a parmirakkude elektroporeerimine uORFide DNA raamatukoguga
{
Transformantide selekteerimine -TRP, -URA s66tmel
(100 mL, 1 pooldumine/28 tundi)

{
Transformantide kasvatamine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP s66tmel
I (100 mL, 2.5 pooldumist/16 tundi)
ring 2

Péarmirakkude selekteerimine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tmel

(100 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/24 tundi)

{

Selekteeritud parmirakkude kiilvamine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA tassidele
\_ (48 tundi)

[ -TRP, 5-FOA tassidel iiles kasvanud rakkude maha pesemine -TRP, -URA s66tmega
J

Piarmirakkude selekteerimine -TRP, -URA s66tmel

(200 mL, 1 pooldumine/36 tundi)

\

Péarmirakkude kasvatamine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP so6tmes
(200 mL, 1 pooldumine/2 tundi)

II N
ring < Péarmirakkude selekteerimine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so66tmel
(200 mL, 3 pooldumist/24 tundi)
A
Selekteeritud parmirakkude kasvatamine -TRP, -URA s66tmel
(200 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/9 tundi)
A
K Selekteeritud parmirakkude kiilvamine -TRP, -URA tassidele
(48 tundi)

Joonis 9. Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu esimese skriinimise skeem.
Sulgudes on toodud pirmirakkude kasvatamise tingimused: s6otme kogus, mitu korda rakkudel
lasti poolduda/millise ajavahemiku jooksul. Esimese skriinimise kédigus teostati kaks
parmirakkude selektsioonietappide ringi (I ja II ring).

Esimese skriinimise 10pus kasvas -TRP, -URA tassidel iiles suur kogus selekteeritud
piarmikolooniaid. Uksikuid kolooniaid oli vdimalik eristada ainult kdige lahjemate viljakiilvide
korral. Edasiseks analiiisimiseks valiti 30 kolooniat, eraldati nendest plasmiidne DNA ja
elektroporeeriti sellega DHS5a bakterirakke. Iga klooni kahest transformeeritud bakterikolooniast

omakorda eraldati plasmiidne DNA, millele tehti restriktsioonanaliiis uORFide DNA

38



raamatukogu sisalduse kontrollimiseks ja sekveneeriti uORFid. Sekveneerimise tulemusena
selgus, et koik analiiiisitud parmikolooniad sisaldasid iihte ja sama uORFide DNA raamatukogu
rekombinantset klooni (YP16), mis kannab uORFi jérjestusega ATG ATC TGC GTT AGG AGC
TAG (vastav peptiid — Met Ile Cys Val Arg Ser). Siinkohal peaks tihelepanu poorama sellele, et

selekteeritud uORFi viimane koodon TAG on terminatsioonikoodon.

Paralleelselt kédesolevas toos 1dbi viidud selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA
raamatukogu esimese skriinimisega iildise ja mikroobibiokeemia laboris (TUMRI) viidi
sOltumatult 1dbi analoogiline skriinimine sama DNA raamatukoguga teadur T. Tamme ja
kraadidoppur A. Auna poolt. Skriinimise tulemusena isoleeriti samuti iiks uORFide DNA
raamatukogu kloon (TA09), mis kandis uORFi jarjestusega ATG GTG GTG AAT GCC GTT
TTT (vastav peptiid — Met Val Val Asn Ala Val Phe).

See, et kidesoleva t66 autori poolt 1dbi viidud skriinimises isoleeriti ainult iiks uORF ning
T. Tamme ja A. Auna poolt ldbi viidud skriinimises — samuti iiks uORF, viib jdreldusele, et 14bi
viidud skriinimiste mingil etapil parmikultuuris hakkas domineerima vastava isoleeritud uORFi1
kandvate rakkude populatsioon. Arvati, et see voiks toimuda tdenéoliselt skriinimise teises ringis
parmirakkude selekteerimise kdigus 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tmel, kus
rakke kasvatati kolme pooldumistsiikli viltel (vt. Joonis 9). Seega jidrgmises skriinimises
otsustati voimalikult vihendada piarmirakkude selekteerimisaega koikidel etappidel, et viltida
mingit konkreetset uUORFi kandva piarmirakkude populatsiooni domineerimist. Samal ajal peaks
selekteerimisaeg olema piisavalt pikk tagama funktsionaalseid uORFe sisaldavate parmirakkude
selekteerimist. Arvati, et parmikultuuri kasvatamine selektiivsel so6tmel kuni selle tihedus
hakkab kasvama e. kuni selekteeritud rakud hakkavad poolduma peaks olema optimaalne.

See, et T. Tamm ja A. Aun isoleerisid t66 autori poolt isoleeritud uORFist erineva
jarjestusega uORFi, viib jdreldusele, et tdendoliselt iga uue skriinimisega on vdimalik isoleerida
uus uORF. Seega arvati, et kui skriinimise alguses uORFide DNA raamatukoguga
elektroporeeritud parmirakud jaotada mitmesse erinevasse rakukultuuri ning samaaegselt 14bi
viia eraldi skriinimised saadud rakukultuuridega, oleks voimalik vilja selekteerida rohkem
erinevaid uORFe.

Arvestades eespool tehtud jdreldusi viidi ldbi teine selektiivsetes vedelsodtmetes

uORFide DNA raamatukogu skriinimine.
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Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu teine skriinimine

Teises uORFide DNA raamatukogu skriinimises tehti 24 W303o pidrmirakkude
elektroporatsiooni, kasutades iga elektroporatsiooni kohta 300 ng uORFide raamatukogu DNAJ.

Teise skriinimise kédigus teostati samuti kaks parmirakkude selektsioonietappide ringi (vt.
Joonis 10 allpool). Skriinimise esimeses ringis elektroporeeritud parmirakud, tosteti kokku kahe
elektroporatsiooni kaupa, saadud 12 rakkude segu kiilvati vilja eraldi sorbitooliga -TRP, -URA
suurtele tassidele (A-L) ja inkubeeriti 48 tundi. Elektroporeerimise efektiivsuse kontrollimiseks
tehti erineva lahjendusega viljakiilvid mitmest erinevast elektroporeeritud rakukultuurist sama
sootmega tassidele. Elektroporeerimise efektiivsus oli sama korge, nagu eelnevalt médrati 300 ng
raamatukogu DNA korral ning suurtel tassidel (A-L) kasvas iiles ligikaudu 456’000 uORFide
DNA raamatukogu plasmiidi sisaldavat parmikolooniat.

Saadud pirmikolooniad pesti tassidelt maha -TRP, -URA so6tmega. Iga erineva tassi
pealt maha pestud parmikultuuri lahjendati 50 mL -TRP, -URA s66tmesse 12 eraldi kolbi (A-L)
ja kasvatati tihe pooldumistsiikli viltel (4 tundi). Ka edaspidi kasvatati A-L pdrmikultuure eraldi.

Seejdrel lahjendati parmikultuurid 25 mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP s66tmesse ja
lasti rakkudel poolduda 1 kord (4 tundi). Jargnevalt selekteeriti parmirakke, kasvatades neid 50
mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tmel kuni rakukultuuri tihedus hakkas
kasvama (6 tundi).

Skriinimise teises ringis 5-FOAd sisaldaval sootmel selekteerimise ldbinud
parmikultuurid lajendati 50 mL -TRP, -URA so6tmesse ja oodati kuni kultuuride tihedus hakkas
kasvama (2 tundi). Jargnevalt vahetati -TRP, -URA s66de 50 mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga
-TRP so6tme vastu ja inkubeeriti parmikultuure kuni nende tihedus hakkas kasvama (2 tundi).
Seejdrel lahjendati parmikultuurid 50 mL 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tmesse
ning kasvatati kuni kultuuride tihedus hakkas kasvama (15 tundi). Selekteeritud parmikultuurid
lahjendati uuesti 50 mL -TRP, -URA sé6tmesse ja oodati kuni rakkude tihedus hakkas kasvama
(4 tundi). Seejdrel resuspendeeriti rakud vidiksemas mahus -TRP, -URA so6tmes ja kiilvati sama

sootmega 12 suurele tassidele (A-L). Tasse inkubeeriti 48 tundi.
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4 W303a parmirakkude elektroporeerimine uORFide DNA raamatukoguga
2
Transformantide selekteerimine -TRP, -URA tassidel
(48 tundi)
2
Transformantide kasvatamine -TRP, -URA s66tmel

1 (12x50 mL, 1 pooldumine/28 tundi)

ring d
Transformantide kasvatamine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP so6tmel
(12x50 mL, 1 pooldumine/4 tundi)
2
Péarmirakkude selekteerimine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA so6tmel
(12x50 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama /6 tundi)
\2

f Selekteeritud parmirakkude uuesti selekteerimine -TRP, -URA so66tmel
(12x50 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/2 tundi)
\2
Pdrmirakkude kasvatamine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP s66tmes
(12x50 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/2 tundi)
\2

.H < Pdarmirakkude selekteerimine 500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA s66tmel

ring (12x50 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/15 tundi)
\!
Selekteeritud parmirakkude kasvatamine -TRP, -URA so6tmel
(12x50 mL, kuni parmikultuuri tihedus hakkas kasvama/4 tundi)
\!

k Selekteeritud parmirakkude kiilvamine -TRP, -URA tassidele
(48 tundi)

Joonis 10. Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu teise skriinimise skeem.
Sulgudes on toodud piarmirakkude kasvatamise tingimused: sootme kogus, mitu korda rakkudel
lasti poolduda/millise ajavahemiku jooksul. Teise skriinimise kdigus teostati kaks parmirakkude
selektsioonietappide ringi (I ja II ring).

Teise skriinimise 10pus kasvas -TRP, -URA tassidel (A-L) iiles suur kogus selekteeritud
parmikolooniaid v.a. tass D, mille peal ei kasvanud iiles iihtegi kolooniat. Koigilt
parmikolooniatega 11 tassilt valiti kaks kolooniat ja analiilisiti analoogiliselt esimese
skriinimisega: valitud pirmikolooniatest eraldati plasmiidne DNA, elektroporeeriti sellega
DH5o bakterirakke, seejdrel eraldati iga klooni iihest bakterikolooniast plasmiidne DNA,
kontrolliti restriktsioonanaliilisiga ja sekveneeriti uORFid. Sekveneerimine niitas, et erinevatest
selekteeritud parmikultuuridest périt kolooniad sisaldasid erinevaid uORFide DNA raamatukogu
rekombinantseid kloone (vt. Tabel 20). Kultuuride B, C, F ja J korral Onnestus isoleerida

kultuurisiseselt kahte erineva jérjestusega uORFi.
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Tabel 20. Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu teises skriinimises
1soleeritud uORFide jérjestused.

Parmikultuur uORYFi jirjestus (5'-3') uORFi peptiid
A ATG CCG TTT GAA CGT ATA ATT' Met Pro Phe Glu Arg Ile Ile
B ATG CGG TGC GTT TGT GTC TTC Met Arg Cys Val Cys Val Phe

ATG CCG AAC TGC GGA AGG ACC Met Pro Asn Cys Gly Arg Thr
ATG GTA CTT TTG TGT TAG AGT? Met Val Leu Leu Cys Stop Ser

C ATG TCC TTG TCG CAG TGG ATC Met Ser Leu Ser Gln Trp Ile
E ATG TAA CTG ACG ATG CCA TCA Met Stop Leu Thr Met Pro Ser
F ATG CGG CGG GCT AGC GGT ATT Met Arg Arg Ala Ser Gly Ile
ATG GTC TCA AGC CAGTCT TTT Met Val Ser Ser Gln Ser Phe
G ATG GCC GCA TGT GCT TGG TCT Met Ala Ala Cys Ala Trp Ser
H ATG AGT TAC TAC TGT AGG CTT Met Ser Tyr Tyr Cys Arg Leu
I ATG CCG GAG CAC TGG CCA AGA Met Pro Glu His Trp Pro Arg
J ATG GTT GTG GGC CGA CCT CAT Met Val Val Gly Arg Pro His
ATG CGG CCC TGG GGT CCT AGT Met Arg Pro Trp Gly Pro Ser
K ATG TTG GTG CTA ACT GCT CCC Met Leu Val Leu Thr Ala Pro
L ATG GGT GCG TTA ACC AGT CGC Met Gly Ala Leu Thr Ser Arg

"Pirmikultuuride A, E, G, H, I, K ja L korral kahest kloonist isoleeritud uORFid olid ithesugused.
* Joon on alla tdmmatud terminatsioonikoodonitele, mis on peptiidide aminohappelises jirjestuses tihistatud kui
»Stop”.

Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu teise skriinimise tulemusena
isoleeriti 15 erineva jdrjestusega uORFi, millest iikski ei olnud aminohappelise jérjestuse poolest
sarnane ei iiksteisega ega esimeses skriinimises isoleeritud kahe uORFiga. Uks pirmikultuurist C
isoleeritud uORFidest sisaldas terminatsioonikoodonit ja parmikultuurist E isoleeritud uORF
koosnes ainult kahest koodonist — initsiatsioonikoodonist ATG ja sellele koheselt jargnevast
terminatsioonikoodonist TAA. Tegelikult viimase puhul ei saa éelda, et tegemist on uORFiga,
kuna ta ei kodeeri peptiidi.

Saadud tulemustest voib jidreldada, et vorreldes esimese skriinimisega uORFide DNA
raamatukoguga elektroporeeritud pirmirakkude jaotamine erinevatesse rakukultuuridesse ja
nende eraldi skriinimine, aga ka pdrmirakkude selekteerimisaja vihendamine aitas isoleerida
rohkem erinevaid uORFe. Arvati, et just tinu pidrmirakkude selekteerimisaja vihendamisele
onnestus isoleerida erinevaid uORFe kultuuride (B, C, F, J) siseselt, sest see voimaldas véltida

tihte konkreetset uORFi1 kandvate rakkude populatsiooni domineerimist parmikultuurides.
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Negatiivne kontroll selektiivsetes vedelsootmetes skriinimisel

Selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu teises skriinimises isoleeritud
uORFidele ja ka esimeses skriinimises isoleeritud kahele uORFile (YP16 ja TAQ9) tehti
negatiivsed kontrollid. Negatiivse kontrolli pohimdte seisnes selles, et vaadata, kuidas kéituvad
selekteeritud uORFe kandvad pdrmirakud ilma eriitromiitsiinita 5-FOAd sisaldaval sootmel.
Juhul, kui tegemist on tdepoolest eriitromiitsiini poolt reguleeritavate uORFidega, siis ilma
antibiootikumita 5-FOAJ sisaldaval so6tmel ei tohiks neid kandvad pidrmirakud eluvdimelised
olla.

Negatiivse kontrolli katses, mille skeem on toodud Joonisel 11, 17 erinevat isoleeritud
uORFi kandvad plasmiidid transformeeriti tagasi W303 o parmirakkudesse Li-atsetaadi meetodil,
kiilvati -TRP, -URA tassidele ja inkubeeriti 48 tundi. Iga analiiiisitava uORFi korral inokuleeriti
iiks parmikoloonia 3 mL -TRP, -URA so6tmesse, kasvatati iile6o (12 tundi), seejdrel tehti
lahjendused 50 mL samasse soO0tmesse ja kasvatati ithe pooldumistsiikli viltel (3 tundi).
Jargnevalt jaotati saadud pdrmikultuurid kaheks osaks, iiks osa lahjendati 50 mL 500 pg/mL
eriitromiitsiiniga -TRP sootmesse ja teine 50 mL ilma antibiootikumita -TRP sodtmesse.
Rakkudel lasti poolduda iiks kord (2 tundi). Seejéirel vahetati vastavad sootmed kas 500 pg/mL
eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA voi -TRP, 5-FOA so6tme vastu ning inkubeeriti parmirakke
ileod (12 tundi). Saadud piarmikultuuridel moddeti optiline tihedus ja vaadeldi rakke

valgusmikroskoobis.

W303a parmirakkude elektroporeerimine isoleeritud uORFe kandvate raamatukogu plasmiididega
\

Transformantide selekteerimine -TRP, -URA tassidel
(48 tundi)

Uksikute kolooniate kasvatamine -TRP, -URA s66tmel
(17x3 mL, 12 tundi)

Piarmirakkude kasvatamine -TRP, -URA so66tmel
(17x50 mL, 1 pooldumine/3 tundi)

\ \
Péarmirakkude kasvatamine Péarmirakkude kasvatamine
500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP s66tmel eriitromiitsiinita -TRP s66tmel
(17x50 mL, 1 pooldumine/2 tundi) (17x50 mL, 1 pooldumine/2 tundi)
A
Péarmirakkude kasvatamine Péarmirakkude kasvatamine
500 pg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA s66tmel eriitromiitsiinita -TRP, 5-FOA so6tmel

(17x50 mL, 3 pooldumist/12 tundi) (17x50 mL, 3 pooldumist/12 tundi)

Joonis 11. Negatiivse kontrolli katse skeem selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA
raamatukogu skriinimisel. Sulgudes on toodud pirmirakkude kasvatamise tingimused: s6dtme
kogus, mitu korda rakkudel lasti poolduda/millise ajavahemiku jooksul.
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Tulemuseks saadi, et kdikide analiilisitavate peptiidide korral nii eriitromiitsiini sisaldaval
kui ka ilma eriitromiitsiinita -TRP, 5-FOA so6tmel inkubeeritud parmikultuurid pooldusid kolm
korda ja kultuuride tihedused olid ligikaudu vordsed. Vaadeldes rakke valgusmikroskoobis, oli
niha et kultuurides oli valdavalt pungadega rakud.

Saadud tulemused viitavad sellele, et isoleeritud uORFid on vOimelised inhibeerima
URA3 geeni translatsiooni, mistottu neid kandvad parmirakud on 5-FOAle resistentsed, kuid

seejuures URA3 geeni translatsiooni inhibitsioon ei ole reguleeritav eriitromiitsiini poolt.

Seega selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu skriinimise kdigus ei
onnestunud isoleerida funktsionaalseid uORFe. Selle iiheks pohjuseks vois olla uORFide DNA
raamatukogu mittetdielik katmine. Arvutati, et kui esimeses skriinimises alustati ligikaudu
500’000, T. Tamme ja A. Auna poolt ldbi viidud skriinimises samuti 500’000, ning teises
skriinimises ligikaudu 456’000 transformeeritud pirmirakuga, siis kokku skriiniti ligikaudu
1’456°000 raamatukogu plasmiidi kandvat parmirakku, mis teeb ligikaudu 65% olemasolevast
DNA raamatukogust. DNA raamatukogu tédielikuks katmiseks oleks vaja ldbi viia veel kaks
analoogilist skriinimist. Lisaks arvati, et funktsionaalsete uORFide isoleerimise ebadnnestumise
pohjuseks vdis samuti olla see, et selektiivsete vedelsootmete kasutamine skriinimises ei
voimalda jdlgida iga uORFide DNA raamatukoguga transformeeritud klooni kasvu, mis on
vedelsootmetes skriinimise peamiseks puuduseks. DNA raamatukogu skriinimine selektiivsetel
tardsootmetel voiks selle probleemi lahendada, sest tardsootmetel on voimalik jdlgida koikide
kloonide kasvu. Tardséotmetel skriinimise ainsaks puuduseks on suur toomaht vorreldes
vedelsootmetes skriinimisega. Sellele vaatamata otsustati proovida raamatukogu skriinimist

selektiivsetel tardsootmetel.

3. Selektiivsetel tardsootmetel uORFide DNA raamatukogu skriinimine

Enne selektiivsetel tardsootmetel uORFide DNA raamatukogu skriinimise alustamist
tehti eelkatsed, kus uuriti pdrmi S. cerevisiae eriitromiitsiini erinevate Kkontsentratsioonide
taluvust selektiivsetel tardsdootmetel. Seejuures testiti selektiivsetes vedelsootmetes skriinimise
kdigus kasutatud eriitromiitsiini kontsentratsioonist (500 pg/mL) kdrgemaid kontsentratsioone,
sest arvati, et kasutatud kontsentratsioon ei ole vdib-olla siiski piisav selleks, et eriitromiitsiin
avaldaks regulatoorset moju otsitavate uORFide poolt pohjustatud URA3 markergeeni

translatsiooni inhibitsioonile.
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Kuna eriitromiitsiin seondub eelistatult prokariiootset tiilipi ribosoomile, kontrolliti
eelkatsetes lisaks ka seda, ega parmi mitokondriaalsete ribosoomide funktsiooneerimine ei ole
hidiritud korgete eriitromiitsiini kontsentratsioonide juures. Juhul kui pdrmi mitokondrite
funktsioneerimine on mingitel pohjustel héiritud, siis moodustavad sellised péarmirakud
fermenteeritava siisinikuallikaga (gliitkoos) sootmel petite kolooniaid (Mol et al., 1974), mis ei
ole eluvoimelised mittefermenteeritava siisinikuallikaga (gliitserool) sootmel. Petite kolooniate

detekteerimiseks vOrreldi parmikolooniate kasvu gliikoosiga ja gliitserooliga tardsdotmetel.

Optimaalse eriitromiitsiini kontsentratsiooni mddramine selektiivsetel tardsootmetel skriinimise
labiviimiseks

Plasmiidiga pExp2 transformeeritud W303a parmirakke kasvatati 30 mL -TRP, -URA
sootmes kuni ODggp 0.25, seejirel tehti viljakiilvid erineva eriitromiitsiini kontsentratsiooniga
(0.05, 0.1, 0.5, 1, 1.5 ja 2 mg/mL) ja siisinikuallikaga (gliikoos/gliitserool) -TRP, -URA tassidele.
Positiivseks kontrolliks olid ilma antibiootikumita vastavad gliikoosiga ja gliitserooliga -TRP,
-URA sootmed. Gliikoosiga tasse inkubeeriti 48 tundi, gliitserooliga — 120 tundi. Peale seda
analiiisiti parmikolooniate kasvu erinevate eriitromiitsiini kontsentratsioonide juures ja
kontrolliti petite mutantide teket vorreldes vastavaid gliitkoosiga ja gliitserooliga tasse. Katse

tulemused on esitatud Tabelis 21.

Tabel 21. Parmi S. cerevisiae eriitromiitsiini erinevate kontsentratsioonide taluvus selektiivsetel
tardsootmetel.

E;rl::::rﬂ::zig:m Pirmikolooniate kasv 2% glitkoosiga Piarmikolooniate kasv 3% gliitserooliga
s6itmes (mg/mL) -TRP, -URA tardsootmel -TRP, -URA tardsootmel

- ++++/++++,-p* ++++/++++

0.05 ++++/+++,p ++++/++4+

0.1 ++++/+++,p +++/+++

0.5 ++++/+++,p +4++/++

1 ++++/++4+,p +4++/++

1.5 ++++/++4+,p +4+/+

2 ++++/+++,p -

*,,+” mirkidega on tihistatud kolooniate suhteline arv ja suurus (arv/suurus). ,,-p” tdhistab ilma petite mutantideta tasse.

Saadud tulemused nditasid, et iihelgi gliikkoosiga tassil ei tekkinud petite mutante. See
viib jdreldusele, et pdrmi S. cerevisiae mitokondriaalsete ribosoomide funktsioneerimine ei ole
hiiritud testitud eriitromiitsiini kontsentratsioonide juures (0.05 kuni 2 mg/mL). Pirmikolooniate
kasv gliikoosiga tardsootmetel koikide testitud antibiootikumi kontsentratsioonide korral oli

sama hea nagu positiivsel kontrollil. Kuid gliitserooliga tassidel eriitromiitsiini kontsentratsiooni
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tousuga parmikolooniate arv ja suurus kahanesid ning 2 mg/mL eriitromiitsiini korral kasvu ei
olnud iildse.

Parmi kasv gliitserooliga tassidel oli eriitromiitsiinile tundlikum sellepérast, et
mittefermenteeritava siisinikuallika kasutamine on pédrmirakule koormav ja seetdttu
eriitromiitsiini moju koormatud rakkudele on tugevam vorreldes gliikoosil kasvavate rakkudega.
Kuna uORFide DNA raamatukogu skriinimises kasutatakse gliikoosiga selektiivsootmeid, siis
gliitserooliga tardsootmete korral saadud tulemusi ei vOetud arvesse ja otsustati tardsddtmetel

skriinimise ldbiviimiseks kasutada 1 mg/mL eriitromiitsiini.

Selektiivsetel tardsootmetel uORFide DNA raamatukogu skriinimine

Esimeses selektiivsetel tardsootmetel uORFide DNA raamatukogu skriinimises tehti
kolm W303o piarmirakkude elektroporatsiooni, kasutades iga elektroporatsiooni kohta 300 ng
uORFide raamatukogu DNAd. Oodatav transformantide arv oli ligikaudu 577000, kuid
elektroporeerimise kontrollkatse nditas, et seekord elektroporeerimise efektiivsus oli varaste
skriinimistega vorreldes madalam — saadi ligikaudu 10’000 transformanti.

DNA raamatukoguga elektroporeeritud piarmirakud kiilvati 50-le sorbitooliga -TRP,
-URA tassile ja kasvatati 48 tundi. Igal tassil kasvas iiles keskmiselt 150 pidrmikolooniat.
Negatiivseks  kontrolliks oli ilma uORFideta pExp2 plasmiidiga elektroporeeritud
parmirakkudega tass.

Seejarel kiilvati tempelmeetodil koik 50-1 tassil ja ka negatiivse kontrolli tassil
tileskasvanud parmikolooniad kolmele erineva s6dtmega (1 mg/mL eriitromiitsiiniga -TRP, 5-
FOA; -TRP, 5-FOA; -TRP, -URA) tassile ja kasvatati 48 tundi. -TRP, -URA tassidele korduv
kiilvamine oli vajalik positiivseks kontrolliks.

Saadud piarmikolooniaid analiiiisiti kolme tassi kaupa. Koikidel positiivse kontrolli
tassidel (-TRP, -URA) olid péarmikolooniad suured ja roosakad. Enamikul 1 mg/mL
eriitromiitsiiniga -TRP, 5-FOA ja -TRP, 5-FOA tassidel oli kolooniate kasv pérsitud — kolooniad
olid valged ja positiivse kontrolli kolooniatest vdiksemad. 14 korral 1 mg/mL eriitromiitsiiniga
-TRP, 5-FOA ja -TRP, 5-FOA tassidel méargati aga iiksikuid 5-FOAle resistentseid kolooniaid,
mis olid suuremad ja roosakamad vorreldes pirsitud kasvuga kolooniatega (vt. Joonis 12).
Seejuures eriitromiitsiiniga séotmel 5-FOAle resistentsete kolooniate kasv ilma eriitromiitsiinita

sootmel vastavate kolooniate kasvust.
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1 mg/mL eriitromiitsiin,
-TRP, 5-FOA -TRP, 5-FOA

Negatiivne kontroll: plasmiidi
pExp2 kandvad parmirakud

uORFide raamatukogu
kandvad péarmirakud

Joonis 12. uORFide DNA raamatukoguga transformeeritud parmikolooniate kasv selektiivsetel
tardsootmetel. Noolega on tihistatud 5-FOAle resistentne parmikoloonia.

Labiviidud skriinimise tulemusena isoleeriti 14 5-FOAle resistentset parmikolooniat,
kuid seejuures ei Onnestunud detekteerida iihtegi eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi kandvat pidrmikolooniat. Seega loobuti ka edasisest iiksikute 5-

FOAle resistentsete kolooniate analiilisimisest.

Labiviidud selektiivsetel tardsootmetel skriinimise kidigus skriiniti ligikaudu 10’000
uORFide DNA raamatukoguga elektroporeeritud parmirakku, mis on kaduvviike arv vorreldes
olemasoleva DNA raamatukogu suurusega (ligikaudu 0.45% raamatukogust). Seega plaanitakse
tulevikus 1dbi viia suuremas mahus skriinimine rohkemate inimressurssidega, kasutades 13.5 cm
diameetriga Petri tasse ja vastava suurusega templit. Fakt, et selektiivsetel tardsodtmetel
skriinimise kdigus isoleeriti 14 5-FOAle resistentset pidrmikolooniat ligikaudu 10’000
transformandi kohta ja selektiivsetes vedelsootmetes isoleeriti ainult 17 5-FOAle resistentsust
andvat peptiidi 1’456°000 transformandi kohta, nditab seda, et selektiivsetes vedelsootmetes
skriinimine on védga madala lahutuvusega. Sellel pohjusel loobuti 10plikult selektiivsetes
vedelsootmetes skriinimise ldbiviimisest tulevikus.

Lisaks arvati, et eriitromiitsiinist erinevate makroliidide kasutamine uORFide DNA
raamatukogu selektiivsetel tardsootmetel skriinimisel annaks lisavdimaluse isoleerida

funktsionaalseid uORFe.
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4. Bakteriaalses siisteemis funktsioneerivate uORFide kontrollimine piarmisiisteemis

Bakteriaalses siisteemis uORFide DNA raamatukogu skriinimise kdigus vanemteadur T.
Tensoni tooriihma (TUTI) poolt isoleeritud kaheksakoodonilised ilma terminatsioonikoodonita
uORFid 1804-46 ja 2903-24 (vt. Tabel 22), mis inhibeerivad reportergeeni translatsiooni 30
pug/mL eriitromiitsiini juuresolekul, kontrolliti funktsioneerimise suhtes kéesolevas to0s
kasutatud parmisiisteemis. Seejuures negatiivseteks kontrollideks olid T. Tensoni poolt pakutud
jarjestus 2903-24 tagurpidi koodonitega (2903-24tg) ja kontrolljirjestus negkEcoli, mis
peamiselt koosneb koodonitest, mis puuduvad jarjestustes 1804-46, 2903-24 ja 2903-24tg (vt.
Tabel 22).

Tabel 22. Bakteriaalses siisteemis skriinimise kédigus isoleeritud jarjestused.

Isolaat uORYFi jarjestus (5'-3') uORFi peptiid

1804-46* ATG CTG GTG CGC AACTTT TTC GGG Met Leu Val Arg Asn Phe Phe Gly
2903-24 ATG ATC AGT GTG TGG CTT GTT GCT Met Ile Ser Val Trp Leu Val Ala
2903-24tg ATG GCT GTT CTT TGG GTG AGT ATC Met Ala Val Leu Trp Val Ser Ile

negkEcoli ATG TGT CCA CAG GCT GAG AAG ACT  Met Cys Pro GIn Ala Glu Lys Thr

* Jéarjestused 1804-46 ja 2903-24 funktsioneerivad bakteriaalses siisteemis, inhibeerides reportergeeni translatsiooni ertitromiitsiini juuresolekul.
Jirjestused 2903-24tg ja negkEcoli on negatiivsed kontrollid. Jirjestus 2903-24tg on tagurpidi koodonitega jérjestus 2903-24 ja negkEcoli
jérjestus koosneb koodonitest (v.a. GCT), mis puuduvad iilejddnud jérjestustes. Jéarjestused on saadud T. Tensoni toorithma (TUTI) poolt.

T. Tensoni tooriihma poolt isoleeritud uORFide kontrollimiseks pédrmisiisteemis
kloneeriti mainitud jirjestused LUC reportergeeni ette ning valmistati integreerimiskonstruktid
(vt. Joonis 13), mis integreeriti haploidse parmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse. Negatiivseks
kontrolliks oli ilma uORFita LUC geeni sisaldav konstrukt. Seejiarel moddeti erinevate uORFide
korral lutsiferaasi ekspressioonitaset, kasvatades vastavaid pirmirakke ilma eriitromiitsiinita ja
eriitromiitsiiniga  selektiivsetel sootmetel. Analoogiliselt kontrolliti ka kiesolevas td0s
selektiivsetes vedelsootmetes esimese skriinimise kidigus isoleeritud kahte uORFi — YP16 ja

TAO09.

URA3 CYCl
5 promootor LuC terminaator TRPI 3
o I | [ |
LEU2 L uORF o LEU2 R

Joonis 13. uORFe kandvad integreerimiskonstruktid pdrmi S. cerevisiae LEUZ2 lookusesse
integreeerimiseks. Jirjestused 1804-46, 2903-24, 2903-24tg, negkEcoli, YP16 ja TAO9 kloneeriti
LUC reportergeenigeeni N-terminusse liiddetuna URA3 promootori taha. LEU2 L tédhistab S.
cerevisiae LEU2 geeni 5'-otsa ja LEU2 R vastavalt 3'-otsa.
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Kloneerimine

Kodigepealt amplifitseeriti plasmiidilt pGL3-Basic PCRi abil LUC geen, kasutades
erinevaid périsuunalisi — 5SBAM1804-46, SBAM2903-24, SBAM?2903-24tg, SBAMnegkEcoli,
SBAMTAO09, SBAMYP16, SBAMWOORF oligonukleotiide ja vastassuunalist LUCXHO-AS
oligonukleotiidi. 5BAMI1804-46, 5BAM?2903-24, 5BAM?2903-24tg, S5BAMnegkEcoli,
SBAMTAQ9, 5BAMYPI16 oligonukleotiidid kannavad kontrollitavate uORFide jdrjestusi.
uORFide jarjestustele jargneb LUC geeni alguse jdrjestus. SBAMWOORF on ilma uORFita
oligonukleotiid negatiivse kontrolli integreerimiskonstrukti tegemiseks. Vastassuunaline
LUCXHO-AS paardub LUC geeni 16pus oleva komplementaarse jirjestusega.

Saadud PCRi produktid 16igati BamHI ja Xhol restriktaasidega. Restrikteeritud PCRi
produktid ligeeriti BamHI- ja Sall-ga 10igatud pLRL-URA3 plasmiidiga (16igatud plasmiid oli
saadud teaduri T. Tamme kéest) ning transformeeriti DH5a bakterirakkudesse. Transformante
kontrolliti koloonia PCRi abil LUC geeni sisalduse jirgi ja bakterirakkudest eraldati plasmiidne

DNA. Eraldatud ligeeritud konstrukte kontrolliti restriktsioonanaliiiisi abil.

Integreerimine pdrmi S. cerevisiae LEU2 lookusesse

Ligeerimisel saadud uORFe kandvad konstruktid 10igati Cpol-ga ja transformeeriti
restriktsioonisegud haploidse péarmitiive W303o rakkudesse Li-atsetaadi meetodil. Cpol
Idikamisega eelnevalt ligeeritud konstruktidest saadakse integreerimiskonstruktid (vt. Joonis 13),
mille otstel on parmi LEU2 geeni eesmine (L) ja tagumine (R) osa. Sellise konstrukti
transformeerimisel parmi toimub homoloogiline rekombinatsioon integreerimiskonstrukti LEU2
L ja R jarjestuste ning parmi III kromosoomis asuva LEU2 geeni vastavate jirjestuste vahel,
mille tulemusena LUC reportergeeni kandev konstrukt integreerub pédrmi kromosoomi.
Integreerimisel kasutati haploidset parmitiive, et tagada ainult ithe konstrukti integreerimine iihe
parmiraku kohta.

Integreeritud konstruktidega péarmirakke selekteeriti konstruktides sisalduva TRPI
markergeeni jirgi, kasvatades rakke -TRP tassidel 48 tundi. Lisaks sellele, kontrolliti

transformante koloonia PCRi abil LUC geeni sisalduse jirgi.

Lutsiferaasi ekspressioonitaseme mootmine

Iga erineva LUC-konstrukti kohta kasvatati kolm kolooniat -TRP s66tmel nii 1 mg/mL
erlitromiitsiini juuresolekul kui ka ilma antibiootikumita kuni ODgpopm 0.6 — 0.7 (6 tundi).
Seejdrel tehti saadud kultuuridest rakuliisaadid, mida kasutati lutsiferaasi ekspressioonitaseme
ning totaalse valgu kontsentratsiooni mootmiseks Bradfordi meetodil. Aktiivse lutsiferaasi

ekspressioonitaset moodeti luminestsentsi jidrgi. Saadud nédidud arvutati timber 1 mg/mL
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rakuliisaadi totaalse valgu kohta. Seejirel arvutati iga erineva konstrukti kohta kolme koloonia

keskmised nédidud ja standardhilbed. Tulemused on esitatud graafikuna Joonisel 14.

2000

Oilma erlrtomitsiinita W1 mg/mL eritromutsiin
1800

1600 -

1400
1200 -

1000 F
800 - -|-

400

Luminestsents

200 A

0 1 T
1804-46 2903-24 2903-24ig negkEcoli TAO09 YP16 ilma uORFita
uORFid

Joonis 14. Aktiivse lutsiferaasi ekspressioonitase erinevate uORFide korral.

Jooniselt 14 on nidha, et vorreldes negatiivse kontrolliga (ilma uORFita konstrukt)
inhibeerivad koik analiiiisitud uORFid (sealhulgas ka bakteriaalse siisteemi negatiivsed
kontrollid, 2903-24tg ja negkEcoli) lutsiferaasi translatsiooni erineva tugevusega. Seejuures
eriitromiitsiin ei avalda lutsiferaasi translatsioonile mingit moju.

Kuna bakteriaalse siisteemi negatiivsete kontrollide jérjestused ei olnud eelnevalt
bakteriaalses siisteemis testitud, siis ei ole vOimalik prognoosida nende jérjestuste poolt
avaldavat moju lutsiferaasi translatsioonile parmisiisteemis ainult selle alusel, et nende jérjestuste
poolt kodeeritud peptiidid erinevad bakteriaalses siisteemis funktsioneerivate uORFide
peptiididest  (1804-46 ja 2903-24). Seega ei ole piarmisiisteemis LUC reportergeeni
inihibeerimine 2903-24tg ja negkEcoli jirjestuste poolt vilistatud.

Kéesolevas toos selektiivsetes vedelsodtmetes esimese skriinimise kidigus isoleeritud
uORFid YP16 ja TA09, mis olid vdoimelised inhibeerima URA3 geeni translatsiooni, andes neid
kandvate piarmirakkudele 5-FOAle resistentsust, on vOimelised ka antud siisteemis inhibeerima

LUC reportergeeni translatsiooni.

Bakteriaalses siisteemis uORFide DNA raamatukogu skriinimisel vanemteadur T.

Tensoni toorithma poolt isoleeritud uORFid 1804-46 ja 2903-24, mis inhibeerivad reportergeeni
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translatsiooni eriitromiitsiinist soltuvalt, ei ole funktsionaalsed kiesolevas toos kasutatud
parmisiisteemis — uORFid 1804-46 ja 2903-24 inhibeerivad LUC reportergeeni translatsiooni,
kuid saavutatav inhibitsioon ei ole reguleeritav eriitromiitsiini poolt.

See, et bakteriaalses siisteemis selekteeritud uORFid ei sdilitanud oma funktsionaalsust
parmisiisteemis ei tidhenda, et kasutatud pirmisiisteem oleks mittesobilik uORFide DNA
raamatukogu skriinimiseks. ,,Ekspress” projekti alguses ei olnud selge, kas bakteris selekteeritud
uORFid siilitavad funktsionaalsust pdrmi- vOi imetajasiisteemis. Kuid toetudes faktile, et
ribosoomi aktiivtsentrid on konserveerunud ning kirjanduse andmetele, kus oli ndidatud, et
regulatoorse peptiidi funktsionaalsus siilib ka teises, viiga kauges organismirithmas, arvati, et
mingi osa bakteriaalses siisteemis selekteeritud uORFidest sdilitavad oma funktsionaalsust ka

eukariiootsetes siisteemides.

5. Parmi S. cerevisiae geenidest iilesvoolu paiknevate avatud lugemisraamide (uORFide)

kaardistamine

Uldise ja mikroobibiokeemia laboris (TUMRI) plaanitakse uurida uORFide poolt
vahendatud geeniregulatsiooni mehhanisme pirmis S. cerevisiae. Sellega seoses kiesolevas toos

teise osana kaardistati in silico S. cerevisiae geenidest iilesvoolu paiknevad uORFid.

uORFide kaardistamine

Alustati  sellega, et Saccharomyces Genome Database (SGD) andmebaasist
(http://www.yeastgenome.org, Cherry et al., 1997) laaditi alla parmi S. cerevisiae koikide
kromosoomide ja mitokondriaalse genoomi jérjestused. SGD_features.tab failist (vt. SGD), kuhu
on kogutud informatsioon koikide annoteeritud S. cerevisiae ORFide kohta, sorteeriti vélja nii
verifitseeritud (verified) kui ka iseloomustamata (uncharacterized) ORFid. Kokku saadi 5’757
ORFi. Seejuures kahtlased (dubious) ORFid jaeti vilja.

Iga verifitseeritud ja iseloomustamata ORFi kohta ekstraheeriti parmi genoomist 700 nt
pikkune jirjestus, algkoordinaadiga 600 nt ORFist iilesvoolu ja 1dppkoordinaadiga 100 nt ORFi
algusest allavoolu (vt. Joonis 15A). 5’-UTRide pikkuseks valiti 600 nt sellepirast, et koige
pikemad S. cerevisiae eksperimentaalselt méddratud uORFe sisaldavad 5'-UTRid on ligikaudu
600-800 nt (vt. Tabel 1). Selleks, et kaardistada pohilugemisraamiga kattuvad uORFid,
ekstraheeriti jirjestused nii, et nad haaraksid pohilugemisraamist 100 nt.

Seejarel leiti ekstraheeritud jdrjestustest uORFide alg- ja I0ppkoordinaadid

pohilugemisraami initsiatsioonikoodoni A nukleotiidi suhtes. Seejuures defineeriti uORF kui
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lugemisraam minimaalse pikkusega kolm koodonit, kaasa arvatud initsiatsiooni- ja
terminatsioonikoodon. uORFi maksimaalne pikkus oli piiratud ekstraheeritud jirjestuste
pikkusega (700 nt). uORFid voisid kattuda nii omavahel kui ka pohilugemisraamiga (vt. Joonis
15B).

A.
uORF1 uORF2 ORF X
I |
-600 +1 +100
— _
—
5'-UTR
B uORF2 uORF4
uORF1 — uORF3 I ORF X
I |
-600 +1 +100
— _
—
5'-UTR

Joonis 15. Pirmi S. cerevisiae genoomist ekstraheeritud jdrjestuste skeem uORFide
kaardistamisel. Pohilugemisraami ORF X initsiatsioonikoodoni A nukleotiid on positsioonis +1,
sellest iiles- ja allavoolu olevaid nukleotiide tdhistatakse vastavalt negatiivsete ja positiivsete
taisarvudega. A. Pohilugemisraami ORF X 5-UTR (-600 kuni +1) sisaldab kahte uORFi —
uORF1 ja uORF2. B. Pohilugemisraami ORF X 5'-UTR (-600 kuni +1) sisaldab nelja uORFi —
omavahel kattuvaid uORF1 ja uORF2, uORF3 ja pohilugemisraamiga kattuvat uORF4.

uORFide kaardistamisel kasutatud programmid, mis on toodud veebilehekiiljel
http://www.hot.ee/polinal 6/programmid.txt, kirjutati Delphi (Object Pascal)

programmeerimiskeeles.

Tulemuseks saadi, et koikide S. cerevisiae 5’757 verifitseeritud ja iseloomustamata
ORFide korral leiti ekstraheeritud 5'-UTRidest uORFid. Leitud uORFide alg- ja
I6ppkoordinaadid ning jarjestused on toodud veebilehekiiljel

http://www.hot.ee/polinal 6/S._cerevisiae_uORFid.txt.

Geenide arv, mis vaadeldud 5’-UTRides sisaldavad uORFe, on iillatavalt suur. Arvati, et
in vivo mRNA 5'-UTRides funktsionaalseid uORFe kandvate geenide arv on mirkimisvéarselt
viiksem eelkoOige sellepirast, et osa kaardistatud uORFidest jidb mRNA 5'-UTRidest iilesvoolu,
kuna S. cerevisiae mRNA 5'-UTRid on keskmiselt 52 nt pikad (Li and Wang, 2004). Juhul kui
kaardistatud uORFid satuvad S. cerevisiae mRNA 5'-UTRidesse, e1 pruugi nad funktsionaalsed
olla, niditeks ebasoodsa initsiatsioonikoodoni konteksti tottu voi sellepirast, et paiknevad liiga

ldhedal mRNA 5'-otsale.
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6. Piarmide Saccharomyces bayanus, Saccharomyces castellii, Saccharomyces kluyveri,
Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces mikatae ja Saccharomyces paradoxus
aminoatsiiiill-tRNA siintetaaside geenidest iilesvoolu paiknevate avatud lugemisraamide

(uORFide) kaardistamine

Peale parmi S. cerevisiae tORFide kaardistamist otsustati keskenduda iihele konkreetsele
geenirithmale, milleks valiti aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside geenirithm (vt. Tabel 23). Kodikide
S. cerevisiae aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside korral leiti 5'-UTRidest uORFid, kuid ei olnud aru
saada, kas tegemist on funktsionaalsete uORFidega. Selleks, et seda kindlaks teha, otsustati in
silico kaardistada aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside geenidest iilesvoolu paiknevad uORFid
parmile S. cerevisiae ldhedastest liikidest, milleks on S. bayanus, S. castellii, S. kluyveri, S.
kudriavzevii, S. mikatae ja S. paradoxus ning vorrelda leitud uORFe S. cerevisiae aminoatsiiiil-
tRNA siintetaaside omadega. Arvati, et funktsionaalsed uORFid peaksid olema nendes liikides

konserveerunud.

Tabel 23. Parmi S. cerevisiae aminoatsiiiil-tRNA siintetaasid.

Tsiitoplasmaatilised Mitokondriaalsed e

Aminohape aminoatsiiiil-tRNA aminoatsiiiil-tRNA Tea}dmat:.l. .l.OkahsatSl.(.) oniga
siintetaasid siintetaasid aminoatsiiiill-tRNA siintetaasid

Ala' ALAI -

Arg YDR341C? MSRI

Asn DEDS81 SLM5

Asp DPSI1 MSD1

Cys YNL247W -

Gln GLN4 -

Glu GUS1 MSEI

Gly GRS1, GRS2 GRS1

His HTS1 HTS1

Ile ILS1 ISM1

Leu CDC60 NAM2

Lys KRS1 MSK1

Met MESI1 FMTI1, MSM1

Phe FRS1, FRS2 MSF1

Pro YHRO20W

Ser SES1 DIA4

Thr THS1 MSTI

Trp WRSI1 MSW1

Tyr TYS1 MSY1

Val VASI1 VASI1

" Tabeli esimeses veerus on toodud aminohapped, mida vastav aminoatsiiiil-tRNA siintetaas seob spetsiifilise tRNA molekuliga. Niiteks,

tsiitoplasmaatiline aminoatsiiiil-tRNA siintetaas Alal seob alaniini tRNA®*-ga.

2 Osadel S. cerevisiae aminoatsiiiil-tRNA siintetaasidel puudub standardne geeni nimetus ja nende kohta on toodud siistemaatiline geeni nimetus.
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uORFide kaardistamine

Koigepealt laaditi alla Saccharomyces Genome Database (SGD) andmebaasist
(http://www.yeastgenome.org, Cherry et al., 1997) parmide S. bayanus, S. castellii, S. kluyveri,
S. kudriavzevii, S. mikatae ja S. paradoxus koikide geenide kohta 500 nt pikkused 5'-UTRid.
Seejarel sorteeriti allalaaditud jdrjestustest vélja aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside 5'-UTRid. Siin
peaks mainima, et parmile S. cerevisiae iilaltoodud ldhedaste litkide geenid on SGD andmebaasis
annoteeritud analoogiliselt S. cerevisiae geenidega.

Aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside 500 nt pikkustest 5’-UTRide jirjestustest leiti uUORFid
analoogiliselt parmi S. cerevisiae uORFide kaardistamisele. Selleks vajalik programm, mis on
toodud veebilehekiiljel http://www.hot.ee/polinal 6/programmid.txt, kirjutati Delphi (Object
Pascal) programmeerimiskeeles. Kdigi erinevate aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside kohta leitud
uORFide alg- ja Iloppkoordinaadid ning jirjestused on toodud veebilehekiiljel
http://www.hot.ee/polinal 6/aa-tRNA_syntetaaside_uORFid.doc.

Koikide erinevate aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside kaardistatud uORFide jirjestusi ja
positsioone 5'-UTRis vorreldi kisitsi erinevate parmi liikide vahel. Tulemuseks saadi, et ithegi
aminoatsiiiil-tRNA siintetaasi korral leitud uORFid ei olnud vaadeldud liikides konserveerunud.
Need on aga esialgsed tulemused, kuna jouti vorrelda vaid uORFide nukleotiidseid jdrjestusi.
Tulevikus plaanitakse joondada leitud uORFide aminohappelised jirjestused. Seega saadud
tulemuste pohjal ei ole veel vdoimalik jdreldada, kas tegemist on S. cerevisiae aminoatsiiiil-tRNA

siintetaaside funktsionaalsete uORFidega.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva t60 eesmirkideks oli 1) konstrueerida ja skriinida uORFide DNA
raamatukogu selleks, et leida uORFe, mis vdimaldaksid eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi loomist péarmis S. cerevisiae; 2) kontrollida pérmisiisteemis
vanemteadur T. Tensoni toorihma (TUTI) poolt isoleeritud bakteriaalses siisteemis
funktsioneerivad uORFid; 3) kaardistada pdarmi S. cerevisiae geenide 5'-UTRides paiknevad

uORFid selleks, et tulevikus uurida uORFide poolt vahendatud geeniregulatsiooni mehhanisme.

Antud t60 kirjanduslikus osas anti iilevaade pidrmi S. cerevisiae 5'-UTRides
sisaldavate uORFide struktuursetest omadustest, kirjeldati mitme uORFi koosfunktsioneerimist
S. cerevisiae transkriptsioonifaktori GCN4 ekspressiooni regulatsioonil ja anti iilevaade
,Ekspress” projektist, mille eesmérgiks on luua uudsed, makroliidide poolt paindlikult
reguleeritavad ja ohutud geeniekspressioonisiisteemid kasutamiseks geenide ekspresseerimisel,

geeniteraapias ja -vaktsiinides.

Eksperimentaalse t60 tulemused olid jargmised:

1) Eksperimentaalse t66 kdigus ei Onnestunud isoleerida eriitromiitsiini poolt
reguleeritavaid uORFe: selektiivsetes vedelsootmetes uORFide DNA raamatukogu skriinimise
tulemusena isoleeriti 17 erinevaid peptiide kodeerivat uORFi, mis olid véimelised inhibeerima
URA3 markergeeni translatsiooni, kuid seejuures URA3 geeni translatsiooni inhibitsioon ei olnud
reguleeritav eriitromiitsiini poolt; ka selektiivsetes tardsootmetes uORFide DNA raamatukogu
skriinimise tulemusena ei Onnestunud detekteerida iihtegi eriitromiitsiini poolt reguleeritava
geeniekspressioonisiisteemi kandvat parmikolooniat.

2) Bakteriaalses siisteemis uORFide DNA raamatukogu skriinimise tulemusena
1soleeritud funktsionaalsete uORFide testimine pdrmisiisteemis nditas, et bakteriaalses siisteemis
selekteeritud uORFid ei ole funktsionaalsed kidesolevas t60s kasutatud parmisiisteemis.

3) Parmi S. cerevisiae 600 nt pikkustes 5'-UTRides sisaldavate uORFide in silico
kaardistamisel koikide S. cerevisiae 5’757 verifitseeritud ja iseloomustamata ORFide korral leiti

vaadeldud 5’-UTRidest uORFid.
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SUMMARY

Continuing discoveries of new and surprising mechanisms of gene regulation suggest
that our understanding of this complex and ubiquitous process is so far incomplete. Emerging
examples illustrate that many and perhaps all genes are regulated at multiple steps including
transcription, posttranscriptional processing, nuclear export and localization, stability, and
translation of mature mRNA molecules. Among the various cis elements in mRNAs that
participate in regulating translation associated upstream open reading frames (uORFs) are found.

Some of the general principles by which uORFs participate in translational control are
beginning to be understood. In this study, giving examples from yeast S. cerevisiae we first
review these principles, which include the process of recognition of uORFs, regulation of
reinitiation at downstream cistrons after translation of uORFs, and regulatory effects of peptides
encoded by uORFs. We then review how the translational control of yeast transcription factor
GCN4 gene is mediated through the interaction of four small uORFs within GCN4 mRNA
leader. We also review the main topics of the ,,Ekspress” project that aims to develop new gene
expression systems that can be regulated by the macrolide antibiotics. Such a regulation is based
on the interaction with the ribosome of both small nascent peptides encoded by uORFs and
macrolides.

Within the ,,Ekspress” project we constructed and tested a yeast selection system for
selecting uORFs that repress the reporter gene expression dependent on erythromycin.
Surprisingly we isolated several uORFs that could indeed repress the reporter gene translation,
but this repression was erythromycin-independent. In this study we also checked several
functional uORFs that were isolated in bacterial selection system by other researches for function
in yeast system. All checked uORFs were unable to repress the reporter gene expression
dependent on erythromycin in the yeast system.

Since we are interested in gene regulation mechanisms mediated by uORFs in yeast, we
also in silico mapped start and stop codon positions for all uORFs in the 600 nt long 5'-

untranslated regions of genes in S. cerevisiae.
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