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Kasutatud liihendid

70S- prokariioodi ribosoom

50S- prokariioodi ribosoomi suur subiihik

30S- prokariioodi ribosoomi vidike subiihik

Amp- ampitsiliin

CMCT- N-tsiikloheksiiiil-N-(2-morfoliinoetiiiil)-karbodimiid Meto-p-tolusulfonaat
dNTP- desoksiinukleotiidid (dATP, dCTP dGTP, dTTP)

dNTP(-C)- 110mM dNTP, milles on vahenadatud dCTP konsentratsioon (6mM)
FS- formamiidi stop

HB- hiibridisatsiooni puhver

HPLC - high-performance liquid chromatography

IPTG- isopropiiiiltio-p-D-galaktosiid

Km- kanamiitsiin

LLP- liitisi lahjenduspuhver

OD- optiline tihedus

PTC- peptidiiiiltransferaasne tsenter

RB- reaktsiooni puhver

RIuD- ribosoomi suure subiihiku pseudouridiini siintaas D

RIUC- ribosoomi suure subiihiku pseudouridiini siintaas C

rRNA- ribosomaalne RNA



RT- poordtranskriptaas

RT-STOP- poordtranskriptaasi stop
U- tihik

B-ME- 2-merkaptoetanool

Y- pseudouridiin



Sissejuhatus

Ribosoom on kaheosaline molekulaarne masin, mis on leitud koikidest identifitseeritud
organismidest. E. coli ribosoomid, mis on vdga histi uuritud, koosnevad kolmest rRNA-st ja
umbes 53 valgust (Wittmann, 1982). mRNA koodoni ja tRNA antikoodoni vaheline dige
seondumine on translatsioonis tdhtis. Ribosoom vahendab seda interaktsiooni korge tipsuse ja
kiirusega. Valgusiinteesi kdigus lisatakse kasvavasse valgu ahelasse 10-20 aminohapet

sekundis ja samas tekib ainult {iks viga igal 3000 koodoni kohta (Wilson ja Nierhaus, 2003).

rRNA sisaldab palju posttranskriptsioonilisi  modifikatsioone.  Kodige levinum
posttranskriptsiooniline modifikatsioon rRNA-s on pseudouridiin. Pseudouridiin on leitud
enamikust struktuursetest RNA-dest: rRNA, tRNA ja snRNA. Pseudouridiini tekkimise eest
vastutavad pseudouridiini siintaasid, mis ei vaja pseudouridiini tekkimiseks lisa energiat ega
faktoreid. Koik pseudouridiini siintaasid on viga spetsiifilised oma subtraatide suhtes, siiski ei
ole siiani selge, kuidas enamik pseudouridiini siintaase sellise spetsiifilisuse saavutab
(Gutgsell jt., 2005). Enamik rRNA pseudouridiini siintaase sisaldab valgu N-terminaalses
otsad S4-sarnast domeeni. On spekuleeritud, et S4-sarnane domeen on oluline pseudouridiini
slintaasi spetsiifilisuse tagamisel, kuid tema tipne roll on siiani ebaselge (Sivaraman jt.,

2004).

Kédesoleva t66 eesmérgiks oli iseloomustada Vvarasemalt konstrueeritud kiméadrse
pseudouridiini siintaasi (C4DK), mis sisaldas RIuD Kataliiiitilist domeeni ja RIuC S4-sarnast
domeeni, substraadi spetsiifikat in vivo, mis voimaldaks heita valgust S4-sarnase domeeni
funktsioonile pseudouridiini siintaasides. Teiseks eesmérgiks on vilja selgitada, millist effekti
omab sellise kiméérse pseudouridiini siintaasi ekspresserimine rakkude elutegevusele, rRNA

modifitseerimisele ja ribosoomi assambleerumisele.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Ribosoomi struktuur

Ribosoom on valk-RNA kompleks, mille iilesanne on valkude siinteesimine koikides
rakkudes. Ribosoom on kdige suurem tdnaseks teada olev naturaalne ribosiitim, mis omab
stinteetilist aktiivsust (Rodnina jt., 2006). Ribosoom on transleerija, mille iilesanne on lugeda
mRNA koodonite jérjestust, et siinteesida tRNA-de vahendusel sellele vastav aminohappeline
jérjestus. Translatsioon on kiire protsess. Uks ribosoom lisab siinteesitavasse valgu ahelasse
10-20 aminohapet sekundis (Wilson jt., 2002). Bakteri ribosoom koosneb rohkem kui 4000
ribonukleotiidist ja 54-st erinevast valgust ning tema molekulmass tiletab 2,5 miljonit Daltonit
(Wilson ja Nierhaus, 2003).

Ko&ik ribosoomid koosnevad suurest ja viikest subiihikust, mis peavad translatsiooni
toimumiseks omavahel Kkorrektselt interakteeruma (Tissiéres ja Watson, 1958). Bakteri
ribosoomi suurt ja vikest subiihikut, nimetatakse 50S ja 30S subiihikuteks, mis omavahelise
interakteerumise tulemusel moodustavad funktsionaalse 70S ribosoomi. S-vdartused
tulenevad vastavalt nende partiklite sedimentatsiooni kiirusele tsentrifuugimisel, kus S
tdhendab Svedbergi {ihikut. Sedimentatsioon soltub molekuli massist ja geomeetrilisest
vormist
(http://www.nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/translation/svedberg_unit.html).
Bakteri suur subiihik koosneb 23S rRNA-st ja 5S rRNA-st ning 33 ribosomaalsest valgust (L-
valgust) (Tabel 1). Viike subiihik koosneb 16S rRNA-st ja 21 ribosomaalsest valgust (s-
valgust) (Tabel 1) (Wilson jt., 2002).

Tabel 1. E. coli ribosoomi koostis.

Subiihikud rRNA Ribosomaalsete valkude arv
50S 23S (2900 nt), 5S (120 nt) 33
30S 16S (1500 nt) 21

Ribosoomil on tRNA sidumiseks kolm saiti mida nimetatakse A, P ja E saitideks (Joonis 1)
vastavalt sellele, milline tRNA sellesse saiti seondub (Wilson jt.,, 2002). A saiti ehk

aktseptorsaiti seondub aminoatsiiiil tRNA (aa-tRNA). P saiti, seondub peptidiiiil-tRNA ja E
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sait ehk exit sait on deatsiileeritud tRNA seondumiseks (Joonis 1). Need seondumissaidid on
olemas molemates ribosoomi subiihikutes (Wilson jt., 2002). tRNA ldheb translatsiooni
jooksul 14abi koigi seondumissaitide, alustades A saidist, 1abi P saidi ja E saiti, misjérel see

valjub ribosoomist (Wilson ja Nierhaus, 2003).

50S~__

E site Psite Asite

Joonis 1. tRNA seondumissaidid ribosoomis. Ulemise noolega on tihistatud suur subiihik ja
alumise on viike subiihik. Nooltega on tdhistatud A, P ja E saidid, kuhu seondub vastav tRNA
(Tymoczko jt., 2013).

1.1.2 Ribosomaalne RNA

Valdava enamus rakkudes leiduvast RNA-st moodustavad mRNA-d, rRNA-d ja tRNA-d.
MRNA funktsiooniks on viia DNA-s talletatud geneetiline informatsioon ribosoomi. tRNA
transpordib ribosoomi valgusiinteesiks vajalikud aminohapped. rRNA iilesandeks on
vahendada mRNA ja tRNA omavahelist interakstiooni, mis on korrektse valgusiinteesi
eelduseks ja kataliiiisida peptidiiiili transferaasset reaktsiooni. Eukariioodis siinteesitakse
rRNA molekulid raku tuumas ja transporditakse seejérel tsiitoplasmasse, kus toimub
ribosoomi subiihikute assambleerimine. Prokariiootides toimub rRNA siinteesimine ja
ribosoomi assambleerimine tsiitoplasmas. Suured rRNA molekulid omavad tépselt
defineeritud sekundaarstruktuuri, ja see struktuur on konserveerunud iile liikide (Brimacombe
ja Stiege, 1985) (http://www.britannica.com/EBchecked/topic/502158/ribosomal-RNA-
rRNA).



Suur subiihik sisaldab alati 5S rRNA molekuli, mis on leitud koikidest elusorganismide
ribosoomi suure subiihiku koosseisust ja see méngib olulist rolli ribosoomi assambleerimisel
ja funktsioonil (Shpanchenko jt., 1998). 5S peamiseks funktsiooniks on siduda omavahel 23S
rRNA domeene Il ja V (Lisa 1) (Sergiev jt., 2000). Erinevalt iilejadnud ribosomaalsetest
RNA-dest ei ole 5S rRNA-st leitud modifitseeritud nukleotiide (Silberklang jt., 1983).
Elusloodusest on leitud veel viikseid rRNA-sid, mida nimetatakse 5.8S rRNA (eukartioodis)
ja 5S rRNA analoogid, mis on 4.5S rRNA (kloroplastis) ja 2S rRNA (D. melanogaster) mis

kuuluvad suure ribosomaalse subiihiku koosseisu (Silberklang jt., 1983).

Bakteri suure ribosomaalse subiihiku koosseisu kuulub ka 23S rRNA, mis jaotakse
sekundarstruktuuri alusel kuueks domeeniks (Wilson jt., 2002) ja mis sisaldab iile 100
heeliksi (Lisa 1). 23S rRNA domeenid Il, IV ja V sisaldavad suhteliselt palju konserveerunud
heelikseid ja post-transkriptsioonilisi modifikatsioone (Noller jt., 1981). 23S rRNA dige
kokku pakkimine on eelduseks funktsionaalse PTC moodustumiseks, kus toimub

peptiidsideme siintees (Katunin jt., 2002; Polacek ja Mankin, 2005).

30S partikli koosseisu kuulub 16S rRNA, mille struktuur sisaldab 50 heeliksit ja mis on
sekundaarstruktuuri alusel jagatud neljaks domeeniks (Woese jt., 1980). Need domeenid on:
5’ domeen, tsentraalne domeen, 3’ suur domeen ja 3’ vdike domeen (Lisa 2). Erinevalt 23S
rRNA-st moodustavad 16S rRNA sekundaarstruktuuri domeenid ka 30S tertsiaarstruktuuris
eraldiseisvad osad mida tinglikult nimetatakse peaks, platvormiks ja kehaks. 16S rRNA 5’
domeen moodustab 30S partikli keha, tsentraalne domeen moodustab platvormi, 3’ suur
domeen moodustab pead. (Joonis 3A) (Wilson jt., 2002).

1.1.4 Ribosoomi Suur subiihik

50S subiihik on poolkera kujuline libimddduga 250 A. Suure subiihiku iilemise otsa
moodustavad 3 kithmu. Tsentraalne kithm sisaldab 5S rRNA-d ja temaga seotud valke. Parem
kithm sisaldab ribosomaalseid valke L7/L12 ja vasak kithm sisaldab ribosomaalset valku L1
(Moore ja Steitz, 2003) (Joonis 3B). 50S-si sisaldab spetsiaalset tunnelit, mille kaudu
siinteesitav valk liigub PTC-st tsiitoplasmasse. Tunneli pikkus on umbes 100 A, diameeter
umbes 20 A ja see mahutab 30 ja 50 aminohappe jiiki kasvavast poliipeptiidi ahelast.
(Wilson jt., 2002; Wilson ja Nierhaus, 2003).



Suur ribosomaalne subiihik sisaldab peptidiiiili transferaasset tsentrit (PTC) kus toimub
valgusiinteesi reaktsiooni kataliitisimine (Ban jt., 1999). PTC lokaliseerub 50S subiihiku
struktuuris tsentraalse kithmu all (Joonis 3B) (Wilson jt., 2002). Peptidiiiili transferaasi
reaktsioon toimub siis, kui P saidis on peptidiiil-tRNA, A saidis on aminoatsiiiil-tRNA ja E
sait on vaba (Wilson jt., 2002). Peptiidsideme moodustumisel osaleb aa-tRNA a-aminogrupp,
mis atakeerib siisinikku karboniiiilgruppi, mis on seotud peptidiiiil-tRNA-s tRNA 3’ osaga,
16puks moodustub uus peptiidside (Joonis 2). Peale peptidiiiili transferaasi reaktsiooni tekib
uus peptidiitil-tRNA A saiti, mille peptiidahel on ithe aminohappe vorra pikem, kui oli
eelnevalt. P saiti jadb deatsiileeritud tRNA, mis liigub translokatsiooni ajal ribosoomi E saiti
ja véljub viimase kaudu ribosoomist. Peale translokatsiooni jadb ribosoomi A sait vabaks uue
aa-tRNA sidumiseks (Wilson jt., 2002).

P site Asite P site

o
OH
e )=o i /l=o —_—
op HN—CHR, +NH-—CHR OYN\CHR
HN/CHRZ cHR, 1.
>=o HN> m(
R1 - D=0
R1 R1

Joonis 2. PTC reaktsioon. Joonisel on nddatud reaktsioonid, mis toimuvad A ja P saidi
tRNA-de vahel peptidiiiili transferaasi reaktsiooni kdigus (Wilson jt., 2002).

1.1.5 Subiihikutevahelised sillad

E. coli ribosomaalsed subiihikud on thendatud 12 subtihikutevahelise silla abil, mis holmavad
kokku tile 30 individuaalse subiihikutevahelise interaktsiooni. (Yusupov jt., 2001). Kaik T.
Thermophilus-sest leitud sillad on sarnased E. coli-st leitud subiihikutevaheliste sildadega.
Selline sarnanus tuleb sellest, et enamus subiihikutevahelisi sildu on konserveerunud iile
liikide (Gao jt., 2003). Sillad méngivad translatsioonis tdhtsat rolli, niditeks seovad need

subiihikuid omavahel valkude siinteesil (Liiv ja O’Connor, 2006).

Ule 80% E. coli subiihikutevahelistest sildadest sisaldab kontakte 16S rRNA heliksitega 23,
24 (tsentraalne domeen) ja 44 (3’ viike domeen) 30S subiihikust (Lisa 2) ja 23S rRNA
heliksitega 64 ja 67-71 (IV domeen) 50S subiihikust (Lisa 1) (Gao jt., 2003).
Subiihikutevahelised sillad jagatakse kolmeks grupiks: RNA-RNA, valk-RNA ja valk-valk
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sillad. RNA-RNA kontaktid asuvad ribosoomis tsentraalselt ja RNA-RNA sildadeks on B2a,
B2b, B2c, B3 ja B7a (Joonis 3). Ulejiiinud kontaktid, mis sisaldavad iihe voi mdlema
komponendina valke, asuvad ribosoomi keskosast eemal ja sellega eemal ka funktsionaalsest
saitidest ning nendeks sildadeks on Bla, B1b, B7b, B8, B4, B5 ja B6 (Joonis 3).

Tsentraalne kithm

B

Joonis 3. Ribosomaalsete subiihikute struktuurid. A: 30S-i poolsed subiihikute vahelised
kontaktid (punased) ja nooltega on tdhistatud viikse subiihiku osad (pea, kael, platvorm ja
keha). B: 50S-i poolsed subiihikute vahelised kontaktid (punased) ja nooltega on maérgitatud
kithmud (L7/L12, tsentraalne ja L1). RNA on virvitud halliga ja valgud on kuldsed.
Muudetud Gao jt., toost (Gao jt., 2003).

1.1.6 Heeliks-ling 69

Ribosomaalne RNA mingib olulist rolli ribosoomi struktuuris ja funktsioonis. Heeliks 69
(23S rRNA nukleotiidid 1906-1924 E. coli numeratsiooni jargi) (Joonis 4), on kdorgelt
konserveerunud heeliks-ling. H69 asub 23S rRNA 1V domeenis (Lisa 1) ja sisaldab
pseudouridiine positsioonides 1911, 1915 ja 1917 (Joonis 4) (Liiv jt., 2005). H69
interakteerub 16S rRNA h44-ga moodustades subiihikutevahelise silla B2a (Joonis 3 B)
(Hirabayashi jt., 2006), H69 annab kontakte ka A- ja P-saidi tRNA-dega. Kui ribosoomist
deleteerida H69 siis see pohjustab bakterikultuuri aeglast kasvu ja in vitro katsetes on ndha
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subiihikute assotsiatsiooni defekte (Sakakibara ja Chow, 2012). Spekuleeritakse, et heeliks 69
aitab tRNA-I digesti seonduda peptidiiiiltransferaasesse tsentrisse (Ali jt., 2006).

Heeliksi 69 funktsiooni uurimiseks on kasutatatud SSER (systematic selection of functional
sequences by enforced replacement) meetodid. Selle meetodi jargi on voimalik uurida ja
identifitseerida E. coli 23S rRNA jarjestusi, mis on ribosoomi funktsiooniks vajalikud
(Hirabayashi jt., 2006). Uuringud viitavad, et 23S rRNA nukleotiidid A1912 ja U1917, mis
asuvad H69 lingu osas, on vajalikud ribosoomi funktsiooniks (Hirabayashi jt., 2006).

A saidi tRNA
se;:dumiskoht 2h
e E K
A Y 1017

1911

o000 <?>
||
COOO>,

P saidi tRNA
° ¢ seondumiskoht

G—C

Joonis 4. Heeliks 69 sekundaarstruktuur. Joonisel on tdhistatud H69 jérjestus,
sekundaarstruktuur ja tRNA-ga kontakteeruvad piirkonnad. Samuti on ndidatud RluD poolt
stinteesitud pseudouridiinid positsioonides 1911, 1915 ja 1917 (muudetud pilt Hirabayashi jt.,
2006 toost).

H69 mutatsioonalaliiisi ja IPTG ekspressiooni siisteemi abil on vilja selgitatud, et
mutatsioonid positsioonides (A1912G, Y¥1917C ja A1919G) pdhjustavad suurt kasvu
fenotlitipi ja mutatsioonid positsioonides (¥1911C, A1913G, C1914A ja A1918G)
pOhjustavad norka kasvu defekti. Mutatsioonid (P1917C, A1919G ja A1912G) inhibeerivad
translatsiooni in vitro (Liiv jt., 2005). Seega kdik tulemused viitavad sellele, et tegemist on

ribosoomi funktsiooniks darmiselt tdhtsa elemendiga.
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1.2 Ribosomaalse RNA modifikatsioonid

rRNA-d, tRNA-d ja sno-RNA-d sisaldavad posttranskriptsiooniliselt modifitseeritud
nukleotiide. 95% E. coli ja S. cerevisiae rRNA-de modifikatsioone on lokaliseeritud
funktisonaalselt olulistesse regioonidesse (Rodnina jt., 2011). Sellisteks regioonideks on
peptidiitiltransferaasne tsenter ja dekodeerimis tsenter (Tabel 2) (Kipper jt., 2011). Suurem
osa rRNA modifikatsioone paiknevad erinevatel organismidel samas kohas, kui vaadata
rRNA struktuuri. E. coli rRNA modifikatsioonide analooge on leitud ka imetajate rakkude
rRNA-dest. Modifitseeritud nukleotiidide lokaliseeritus ei ole juhuslik. Seda néitab ilmekalt
rRNA tertsiaarstruktuur, mille jargi modifikatsioonid on klasterdunud suuresti kohtadesse,

millele on omistatud ribosoomis funktsionaalselt olulise rolli (Rodnina jt., 2011).

Modifiktasioonide arv varieerub erinevatel organismidel. Parmide rRNA sisaldab rohkem kui
100 ja selgroogsete rRNA rohkem kui 200 modifikatsiooni (Piekna-Przybylska jt., 2008).

Iga rRNA modifikatsioon on siinteesitud spetsiifilise enstitimi abil. E. coli rakkudest on leitud
32 rRNA modifikatsiooni ensiiiimi, 25 nendest on metiiiiltransferaasid ja 7 pseudouridiini
stintaasid (Siibak ja Remme, 2010). rRNA modifikatsiooni ensiitimid on vdimalik jagada
kolmeks klassiks vastavalt sellele, millises in vivo ribosoomi assembleerimise etapis nad
rRNA-d modifitseerivad. Modifikatsiooni ensiitimid jagatakse siis vastavalt varajasteks,

keskmisteks ja hilisteks enstitimideks (Siibak ja Remme, 2010).

Table 2. E.coli ja S. cerevisiae ribosomaalsete RNA-de modifikatsioonide vordlus. Tabelis
on toodud rRNA modifikatsioonid suures ja viikses subiihikutes (Decateur ja Fournier, 2002).

Ribosoomi suur subiihik Ribosoomi vaike subiihik
rRNA E. S. rRNA E. S.
koht/liik coli | cerevisiae koht/liik | coli | cerevisiae
A sait 5 10 A sait 1 4
P sait 4 3 P sait 3 3
E sait 0 3 E sait 0 2
PTC 11 14 Heeliks 44 | 3 1
Poliipeptiidne | 18 37 MRNA 2 4
véljumise sidumise
tunnel tunnel
Suiihikute 5 14 Subiihikute | 6 8
vahelised vahelised
sillad sillad
Kokku 24 74 Kokku 11 34
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1.2.1 Pseudouridiin

Pseudouridiinid (V) siinteesitakse posttranskriptsiooniliselt pseudouridiini siintaaside poolt.
(Huang jt., 1998; Charette ja Gray, 2000). ¥ on leitud erinevat liiki RNA-dest: tRNA, rRNA,
SnRNA ja snoRNA. ¥ tekkib isomerisatsiooni kdigus uridiinist (U) (Joonis 5) (Ofengand jt.,
2001).

Pseudouridiin (5-ribosiiiiluratsiil) on kdige levinum modifikatsioon ribosomaalses RNA-s.
Pseudouridiini arv varieerub erinevates organismides. Naiteks Sulfolobus solfataricus sisaldab
viahem pseudouridiine, kui eubakter, aga Haloarcula marismortui sisaldab rohkem ¥. E. coli
ja Bacillus subtilis RNA viikses subiihikus on ainult iiks W, samal ajal Saccharomyces
cerevisiae-s on 14. Suures subiihikus on vdhemalt 4 ¥ (Halobacter halobium) ja suures
subithikus on alati rohkem pseudouridiine vorreldes véikse subiihikuga (Ofengand jt., 2001)
(Ofengand, 2001).

5

N;

HO X HO X

OH OH OH OH
Uridine (U) Pseudouridine (W)

Joonis 5. Joonisel on toodud pseudouridiini teke isomerisatsiooni kaigus. Uridiini
limmastikalus on pooratud 180° {imber C6 ja N3 telje. Pseudouridiinis on limmastik alus
seotud suhkru alusega C5-C1 sidemega, aga uridiinis N1-C1 sidemega (ndidatud noolega).
Isomerisatsiooni reaktsiooni tagajirjel on tekkinud limmastikalusesse iiks lisa vesiniksideme
doonor positsiooni N1 (Charette ja Gray, 2000).

1.2.2 Pseudouridiini siintaasid

Pseudouridiini siintaasid kataliiiisivad isomerisatsiooni reaktsiooni, mille kdigus muudetakse
uridiin pseudouridiiniks (Joonis 5). Pseudouridiini siintaasid on nagu teisedki modifikatsiooni

ensiiimid spetsiifilised kindlas RNA positsioonis asuva nukleotiidi suhtes (Ramamurthy jt.,
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1999). Koik pseudouridiini  siintaasid sisaldavad kataliiiitilist aspartaati mis viitab
konserveerunud kataliiiitilisele mehhanismile (Ramamurthy jt., 1999). E. coli RNA sisaldab
11 pseudouridiini siintaasi, mis jagatakse homoloogia alusel viieks grupiks (Gutgsell jt.,
2005):

e RsuA, RIUE, RIuB ja RIuF kuuluvad RsuA perekonda;
e RIUA, RIuC, RIuD ja TruC kuuluvad RIUA perekonda
e TruA, TruB ja TruD ise moodustavad igaiiks omaette perekonnad.

Koik pseudouridiini siintaasid on spetsiifilised vaid kindla substraadi suhtes (Gutgsell jt.,
2005). Iga pseudouridiini siintaas vastab kindla pseudouridiini tekkimise eest, kuid iiks
slintaas vOib vastutada mitme pseudoridiini tekkimise eest. RIUA perekonnast kaks siintaasi
RIUC ja RIuD siinteesivad molemad 23S rRNAsse kolm pseudouridiini vastavalt
positsioonidesse 955, 2504, 2580 ja 1911, 1915, 1917 (Ofengand jt., 2001). RIUA ise on
samuti multispetsiifiline ensiiiim, mis vastustab pseudouridiine tekkimise eest 23S rRNA
positsiooni 746 ja tRNA positsiooni 32 (Hoang jt., 2006; Raychaudhuri jt., 1999).

On spekuleeritud, et RluD voib muuta pseudouridiiniks kdik uridiinid, mis paiknevad H69
lingu regioonis voi selle ldhedal kuni GeU paarini (Joonis 4) (Ofengand jt., 2001). See
spekulatsioon on osutunud siiski valeks ja RluD tunneb véga spetsiifiliselt dra vaid uridiine
positsioonides 1911, 1915 ja 1917 (Leppik jt., 2007). RIuC isomeriseerib spetsiifiliselt kolme
uridiini, mis ei oma mingeid sarnasusi ei primaar, ega sekundaarstruktuuri tasemel. Samuti ei
ole RIuC substraadid 23S rRNA tertsiaarstruktuuris iiksteise ldheduses. Seega pole RIuC

substraadi dratundmise mehhanism veel selge (Ofengand jt., 2001).

Kindel mehhanism, mille abil enamus psudouridiini siintaase oma substraadid dra tunnevad
on praegu veel teadmata. On spekuleeritud, et nendel siintaasidel, mille koostises on S4-

sarnane domeen, vastutab S4 ensiiiimi digetesse kohta seondamise eest (Sivaraman jt., 2004).

1.2.3 Pseudouridiini siintaas RluD

RluD on pseudouridiini siintaas, mis vastutab 23S rRNA W¥I1911, ¥1915 ja W¥1917
moodustamise eest, mis asuvad 23S rRNA heeliks-lingus 69-s (Gutsell jt., 2005). RluD
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koosneb 2 subdomeenist, kataliiiitilisest domeenist ja S4-sarnasest domeenist (Sivaraman jt.,
2004). RIuD on véga oluline ensiitim, kuna on nididatud, et rluD geeni deleterimine pohjustab
rakkudel aeglase kasvu fenotiilipi ja defekti subiihiku assambleerimisel (Ofengand jt., 2001,
Gutgsell jt., 2005).

Nagu koik siintaasid, vastutab ka RIuD ainult kindlate pseudouridiinide tekkimise eest
(Leppik jt., 2007). RluD ei siinteesi pseudouridiine mujale, kui positsioonidesse 1911, 1915 ja
1917 isegi siis, kui punkmutatsioonide abil vahetada nukleotiidid A1912, C1914, A1916 ja
A1919 uridiinide vastu. On tuvastatud, et A1916 on ainukene nukleotiid H69 lingu
piirkonnas, mis mojutab RIuD aktiivsust pseudouridiini tekkimiseks in vivo ja in vitro (Leppik
jt., 2007). 50S subiihik on RIuD jaoks oluliselt parem substraat, kui 70S ribosoom. P6hjus on
ilmselt selles, et 70S ribosoomis on H69 tihedalt seotud h44-ga, mis takistab RluD-I oma

substraadile seondumast (Vaidunathan jt., 2007).

S4-saranase domeeni roll on véga oluline RluD spetsiifiliseks ja aktiivsuseks. On
spekuleeritud, et ilma S4-sarnase domeenita, voib RluD modifitseerida pseudouridiine, mis
tavaliselt tema substraatideks ei ole. Intaktne RIuD on spetsiifiline ainult kindlate

positsioonide suhtes, nagu mainitud eespool (Vaidyanathan jt., 2007).
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 T66 eesmérgid

Koikidest RNA-dest on leitud pseudouridiine. Pseudouridiin on kdige tuntum modifitseeritud
nukleotiid rRNA-s. Pseudouridiin tekib isomerisatsiooni kdigus uridiinist, mille siinteesivad
pseudouridiini  siintaasid. Enamiku pseudouridiini siintaaside substraadi dratundmise
mehhanism on praegu veel teadmata. Enamik E. coli rRNA spetsiifilisi pseudouridiini
slintaase sisaldavad lisaks kataliiitilisele domeenile ka S4-sarnast domeeni. S4-sarnane
domeen on saanud nime oma sarnasuse jargi ribosoomi valguga S4. S4-sarnase domeeni
funktisoon pseudouridiini siintaasides on teadmata. On spekuleeritud, et S4-sarnane domeen

on vajalik pseudouridiini siintaasi spetsiifika mééramiseks (Vaidyanathan jt., 2007).

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida kiméérse pseudouridiini siintaasi (C4DK), mis oli
konstrueeritud meie laboris RIUC S4-sarnasest domeenist ja RluD kataliiiitilisest domeenist, in

vivo spetsiifikat, moju 23S rRNA modifitseerimisele ning 50S subiihiku assemblile.
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2.2 Materjal ja metoodika

2x YT soode
1 liitri s66tme kohta 16 g triiptooni, 10 g parmiekstrakti, 5 g NaCl
10x TBE
0.9 M Tris, 0,9 M boorhape, 10 mM EDTA, pH 8,3
Liiiisi lahjenduspuhver (LLP)
60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 10 mM Tris HCI pH 8, 12 mM MgOAc, 6 mM B-ME
IXLLP 1mM Mg
60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 10 mM Tris HCI pH 8, 1 mM MgOAc, 6 mM B-ME
BEU puhver
7 M UUREA, 4 mM EDTA, 50 mM Bicine/NaOH pH 8,5
1 M CMCT/BEU puhver
1M CMCT BEU puhvris
NPK puhver
20 mM NaHCO3, 30 mM Na2C03, 2 mM EDTA
RT-STOP
1 osa 300 mM NaOAc ja 3 osa 96% etanooli
5x hiibridisatsioonipuhver (RT-HB)
225 mM K-HEPES pH 7, 450 mM KCI
10x poordtranskriptaasi reaktsiooni puhver (RT-RB)
500 mM Tris-HCI (pH 8,3), 750 mM KCI, 30 mM MgClI2
Formamiidi STOP (FS)
80 % deioniseeritud formamiid 10 mM EDTA, 0,25% broomfenool sinine
dNTP (-C)
110 mM dATP, 110 mM dGTP, 110 MM dTTP, 6 mM dCTP
7 % UUREA-poliiakriiiilamiid geel (7 % PAAG)
1x TBE, 8 M UUREA, 7 % akriiiilamiid-bis-akriiiilamiid (19:1)
HPLC puhver A
2,5 % metanool, 0,01 M NH4H2PO4, pH 5,3
HPLC puhver B
20 % metanool, 0,01 M NH4H2PO4, pH 5,1
HPLC puhver C
35 % atseetonitriil, 0,01 M NH4H2PO4, pH 4,9
18



E. coli tiived ja plasmiidid
E. coli tiivi MG1655 (F" A" ilvG- rfb-50 rph-1)
E. coli tiivi M 15 sisaldab lisaks plasmiidest lac repressorit (Qiagen)

E. coli tiivi PRC on MG1655 derivaat, millest on deleteeritud genoomsed RluD ja RluC

geenid (konstrueeritud meie laboris).

Kimédérset pseudouridiini siintaasi C4DK kodeerivat geeni ekspresseeriti bakterirakkudes

ekspressioonivektorilt pQE-60 (Qiagen).

Kasutatud praimerid

Praimer Jirjestus

U1 praimer 5" CAGCCTGGCCATCATTACGCC 3’

T3 praimer 5"GCTTTCTTTAAATGATGGCTGCTT 3’

C7 praimer 5" CACCAGTGATGCGTCCAC 3’

C17 praimer | 5" ACCACTTTAAATGGC 3’

2.2.1 Transformatsioon

Kompetentsed rakud sulatati aeglaselt jaal. Sulanud rakkukultuurile (100 ul ) lisati 10 ng
plasmiidi ja rakke inkubeeriti jadl ~30 minutit. Rakudele tehti heatshock 1 minut
temperatuuril +42°C. Peale heatshokki inkubeeriti kultuuri veel 5 minutit jaal. Rakukultuur
kiilvati LB plaadile (Amp 200 pg/ml) ning inkubeeriti tile66 +37°C.

2.2.2 Plasmiidse DNA eraldamine minipreparatsiooni meetodil

LB plaadilt kiilvati iiks bakterikoloonia 2 ml 2xYT s66tmesse (Amp 100 pg/ml) ja inkubeeriti
loksutis {ile66, temperatuuril +37°C. Rakud koguti tsentrifuugimise teel 13 000 rpm 2 minutit,
+4°C (Heraeaus fresco). Bakterimass resuspendeeriti 150 ul puhvris P1 (Qiagen), lisati 150 pl
puhvrit P2 (Qiagen) ja inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril. Lisati 150 pl puhvrit P3
(Qiagen) ning inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril, misjarel lisati 300 pl 4M NaClOy,
inkubeeriti 3 minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 13 000 rpm 15
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minutit, +4°C. Supernatant tosteti uude reaktsioonituubi ja lisati 1300 pul SM GuCN. Lisati 15
ul ranisuspensiooni ja DNA seoti rdniga védristajal 3 minutit ning rdni-DNA kompleks
sadestati lauatsentrifuugis 6000 rpm 30 sekundit. Sadet pesti kolm korda 1 ml 70% etanooliga
ja seejirel kuivatati 10 minutit temperatuuril +37°C. DNA elueeriti RANI kiiljest 40 ul MQ
veega 5 minutit temperatuuril +37°C. Réni sadestati tsentrifuugimisel 13 000 rpm 3 minutit,
+4°C lauatsentrifuug (Fresco), misjarel puhas DNA vesilahus tosteti uude reaktsioonituubi ja

moddeti kontsentratsioon.

2.2.3 Rakkude kasvatamine ja liiiis

LB plaadilt kiilvati 1 bakterikoloonia 2 ml 2xYT s66tmesse (Amp 100 ug/ml) ja inkubeeriti
loksutis iiledd temperatuuril +37°C. Uledd kasvanud bakterikultuur kiilvati iimber 500 ml
2xYT sootmesse mis sisaldad antibiootikume (Amp (100 ug/ml) ja Km (25 pg/ml)).
Rakukultuur kasvatati tiheduseni 0,3-0,4 (ODgqo), misjérel lisati IPTG (1oppkontsentratsioon 1
mM), et indutseerida plasmiidilt valgu ekspressioon ja bakterikultuuri kasvatamist jatkati 2
tundi. Rakud sadestati tsentifuugimise teel 4500 rpm 7 minutit +4°C (Sorvall RC5B plus,
Sorvall GSA rotor) ja kogutud rakud resuspendeeriti 4 ml-s 1XLLP-s 12 mM MgOAc, lisati
Dnaas loppkontsentratsiooniga 25 U/ml ja lisotsiiim Idppkontsentratsiooniga 2 mg/ml.
Rakkude liitisimiseks kasutati homogenisaatorit (Precellys 24) vastavalt tootja protokollile.
Rakukestade ja klaaskuulide eemaldamiseks rakuliisaadist tsentrifuugiti liisaati 13 000 rpm 15

minutit +4°C (Heraeaus fresco) ja supernantant tdsteti uude reaktsioonituubi.

2.2.4 Ribosomaalsete partiklite eraldamine sahharoosigradiendis

Ribosoomi partiklite lahutamiseks sahharoosi gradiendis ultratsentrifuugimise teel valati
SW28 tuubidesse gradiendi segaja abil lineaarsed 10% - 25% sahharoosigradiendid, 1xLLP
12 mM MgOAc puhvris. lgale gradiendile lisati 70-100 U (1000 ul) rakuliisaati ja
tsentrifuugiti ultratsentrifuugis 21 000 rpm, 16 tundi (w’=2,5x10"), temperatuuril +4°C.
Gradiendi profiilide visualiseerimiseks kasutati 1dbivooluspektrofotomeetrit (time constant=2,
abs-range=1, A=254 nm), peristaaltilist pumpa ja isekirjutajat (GE Healthcare). Gradiendist
koguti eraldi 70S, 48S, 42S ja 30S ribosomaalsete partiklite fraktsioonid (Joonis 6).
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Joonis 6. Ribosomaalsete partiklite kogumine sahharoosi gradiendist. Ribosoomipartiklid
on lahutatud lineaarses 10%-25% sahharoosi gradiendis Sahharoosi gradiendist koguti eraldi
70S, 48S, 42S ja 30S fraktisoonid. Punktiirjoonena on téhistatud ribosomaalsete partiklide
fraktsioonid.

2.2.5 Ribosomaalsete subiihikute sadestastamine

Ribosoomide sadestamiseks kasutati kahte erinevat meetodit: ultratsentrifuugimine ning

sadestamine etanooli ja tsentrifuugimise teel.

Ribosomaalsete partiklite sadestamine ultratsentrifuugimise teel. Sahharoosi kontsentratsiooni
vihendamiseks lahjendati gradiendist kogutud partiklite fraktsioonid 1XLLP 12mM MgOAC-
ga ja lahuseid tsentrifuugiti 31 000 rpm, 22,5 tundi (»’t=8,5x10™), +4°C ja rootoris Ti-45
(Beckman). Peale utratsentrifuugimist eemaldati supernatant ja ribosmaalsete partiklite sade
lahustati 1X LLP-s. 70S sade lahustati 1XLLP-s 1 mM MgOAc, mis vdimaldas 70S ribosoomi
dissotsieerida subiihikuteks ja 48S, 42S ja 30S sademed lahustati 1XLLP-s 12mM MgOAc.
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Kontsentratsiooni modtmiseks (Aggo) kasutati spektrofotomeetrit NanoDrop. Ribosomaalsed

partiklid kiilmutati limmastikus ja séilitati tempertauuril -85°C.

Selleks, et sadestada ribosomaalseid partikleid etanooli ja tsentrifuugimise teel, lisati kogutud
gradiendifraktsioonidele 2X maht etanooli ja inkubeeriti temperatuuril -20°C iile66. Lahuseid
tsentrifuugiti 1 tund 4500 rpm (Rotina 420R). Peale tsentrifuugimist eemaldati supernatant ja
ribosoomi partiklite sadet kuivatati temperatuuril +37°C 10 minutit. Kontsentratsiooni
mootmiseks (Agep) lahustati sade 1xLLP-s 12 mM Mg ja kasutati NanoDropi
spektrofotomeetrit. Ribosomaalsed partiklid kiilmutati lammastikus ja siilitati temperatuuril -
85°C.

2.2.6 rRNA puhastamine

Selle t66 raames kasutati kahte erinevat meetodit rRNA puhastamiseks

Réniga rRNA puhastamiseks voeti 3 U (A260) ribosoome ja lahuse maht viidi 200 pl-ni
IXLLP 12 mM MgOAc-ga. Lahusele lisati 800 ul puhvrit PN (Quiagen) ja segati véristajal 20
minutit toatemperatuuril. rRNA sidumiseks lisati segule 20 pl RANI suspensiooni ja jitkati
véristajal 10 minutit toatemperatuuril. Réni sadestati lauatsentrifuugis 13 000 rpm 1 minut,
+4°C ja eemaldati supernatant. Sadet pesti 2 korda 70% etanooliga ja kuivatati 10 minutit
temperatuuril +37 °C. RNA elueeriti RANI kiiljest 50 ul MQ veega temperatuuril +37 °C, 3
minutit. Réni sadestati lauatsentrifuugis 13 000 rpm 3 minutit ja rRNA vesilahus viidi uude

reaktsioonituubi. RNA vesilahuse konsentratsioon méérati spektrofotomeetriga (NanoDrop).

rRNA puhastamiseks fenool-klorofoormi meetodiga voeti 4U ribosomaalseid partikleid ja
viidi maht 400 pl-ni IXLLP 12 mM Mg-ga. Lahusele lisati 400 pl fenooli pH 5,0 ja segati
véristajal 3 minutit toatemperatuuril. Fenooli- ja vesifaasi eraldamiseks tsentrifuugiti lahust
lauatsentrifuugis 13000 rpm, 3 minutit, toatemparatuuril ja vesifaas tdsteti uude
reaktsioonituubi. Fenoolifaasile lisati 100 pl MQ vett, segati védristajal ja tsentrufuugiti
lauatsentrifuugis 13 000 rpm 3 minutit toatemperatuuril. Vesifaasid segati omavahel kokku.
Meetodi fenooli etappi korrati kokku kolm korda, misjéarel lisati kogutud vesifaasidele vordse
maht kloroformi. Segu segati viristajal kolm minutit ja tsentrifuugiti 13 000 rpm 3 minutit
toatemperatuuril. Vesifaas tdsteti uude reaktsiooni tuubi ja RNA sadestamiseks lisati

vesifaasile 2,5X mahtu 96% etanooli, inkubeeriti temperatuuril -20°C, iiled6 ja tsentrifuugiti
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lauatsentrifuugis 13 000 rpm 20 minutit +4°C. rRNA sademelt eemaldati supernatant, sadet
kuivatati temperatuuril +37°C, 10 minutit ja lahustati 80 pl MQ vees. RNA kontsentratsioon

méirati NanoDrop spektrofotomeetriga ja rRNA-sid siilitati temperatuuril -20°C.

2.2.7 HPLC analiiiis (high-performance liquid chromotography)
HPLC analiitisi meetod pohineb Gehrke ja Kuo t66 tingimustel (Joonis 7) (Gehrke ja Kuo,

1989). Nukleaasi tootluseks voeti 2 U eelnevalt fenool-kloroformi meetodil puhastatud
rRNA-d ja reaktsiooni maht viidi MQ-ga 100 pul-ni. Lahust kuumutati 2 minutit temperatuuril
+96°C, et denatureerida rRNA. rRNA vesilahus jahutati jal, lisati 10 ul 10 mM ZnSOy ja 10
ul P1 nukleaasi (200U/ml), P1 nukleaasi to6tlus viidi ldbi temperatuuril +37°C, iiledod.
Reaktsioonisegule lisati 10 ul 10X FastAP puhvrit (Fermentas) ja 1 U FastAP ensiiiimi
(Thermo) ning inkubeeriti 3 tundi temperatuuril +37°C. Nukleosiidide analiiiisimiseks kasutati
Shimadzu Prominence HPLC ja kolonni Supelcosil LC-18-S (25 cm x 4,6 mm, 5 pm), ning
120 minutilist nukleosiidide analiitisimise programmi (Joonis 7) (Gehrke ja Kuo, 1989).
HPLC analiiiisi meetodi saadud nukleosiidide piikidest arvutasin pseudouridiinide arvu 23S
rRNA molekulis valemi jargi (Valem 1), kus kasutatud ekstinktsioonikoefitsiendid maérati

meie palvel Christy Chow poolt.

HPLC gradiendi tingimused
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Joonis 7. HPLC gradiendi tingimused. Joonisel on toodud erinevate virvidega analiiiisis
kasutavad puhvrid. Kogu programmi pikkus on 120 minutit. Programm pohineb artiklil
(Gehrke ja Kuo, 1989) ja pilt (Rander, 2005).
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Ymol = Wkoef x Ypindala
Umol = Ukoef x Upindala
Uarvx¥Ymol
arv =
(Wmol + Umol)

Valem 1. Pseuodouridiini arvu valem. WYmol ja Umol- vastavalt pseudouridiini ja uridiini
moolide arv; Wpindala ja Upindala- vastavalt pseudouridiini ja uridiini piigi pindala HPLC
kromatogrammis; Pkoef ja Ukoef- vastavalt pseudouridiini ja uridiini ekstentsiooni
koeffitsiendid; Uarv- uridiinide arv vastavas ribosomaalses RNA-s, kust on vilja arvatud koik
modifitseeritud uridiinide peale pseudouridiini (Joonis 10).

2.2.8 Pseudouridiinide madaramine

Pseudouridiinide méaaramiseks kindlates 23S rRNA positsioonides kasutati CMCT-alus ja
praimerekstensiooni meetodit (Joonis 8) (Ofengand jt., 2001). Pseudouridiileeritud kohtade
médramiseks 23S rRNA-s tehti 2 reaktsiooni: esimese (pluss) reaktsiooni jaoks on vaja 15 pg
RNA-d, 80 ul BEU puhvrit ja 20 ul 1M CMCT/BEU puvrit; teise (kontroll e. miinus)
reaktsiooni jaoks on vaja 15 pg RNA-d, 100 pul BEU puhvrit. Reakstioonisegu inkubeeriti 10
minutit +37°C, selle aja jooksul modifitseerib CMCT U, G ja ¥ nukleotiide (Joonis 8). RNA
sadestamiseks reaktsioonisegust lisati 2 pl dekstraani, 38 ul 4M NaOAc (pH 5,5) 600 ul
kilma 96% etanooli, inkubeeriti temperatuuril -20°C 10 minutit ja tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis 13 000 rpm 15 minutit +4°C. RNA sadet pesti 2 korda 70% kiilma Et-OH-ga
ja kuivatati +37°C 10 minutit. Sade lahustati 50 ul NKP puhvris ja inkubeeriti 4 tundi +37°C,
et eemaldada CMCT grupid U, G ja ¥ nukleotiidide kiiljest (Joonis 8). Peale inkubeerimist
lisati RNA sadestamiseks 2 pl dekstraani, 6 pul 4M NaOAc (pHS5,5) ja 110 pl kiillma 96% Et-
OH. RNA sadestati temperatuuril -20°C 10 minutit ning tsetrifuugiti 13 000 rpm 10 minutit
+4°C. RNA sadet pesti nagu eelnevalt. Modifitseeritud RNA-d lahustati 30 ul MQ vees.

Modifitseeritud uridiinide visualiseerimiseks viidi 1dbi praimeriekstentsioon.
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Joonis 8. CMCT-alus tootlus. Joonisele on kujutatud CMCT-ga modifitseeritavad
nukleotiidid G, U ja ¥. Noolega on tdhistatud CMCT seondumine uridiinile positsiooni N3,
pseudouridiinile positsioonidesse N3 ja N1 ja guanosiinile positsiooni N3. Parast aluselist
tootlust jagdb CMCT ainult pseudouridiinis positsioonis N3 ja selle tagajarjel tekitab
poliimeraas peatumise praimeriekstentsiooni jooksul enne pseudouridiini (Leppik, 2007).

2.2.9 Praimeriekstentsioon

Praimerekstensioonireaktsioonid viidi 1abi nii CMCT-ga modifitseeritud, kui modifitseerimata
RNA-dele. 1-2 pmol rRNA-dele, lisati 2 pl hiibrisatsiooni puhvrit (HB) ja 2 pmol praimerit
(U1, C17, C7 voi T3). Reaktsiooni 16pprumala viidi MQ-ga 9 ul-ni. RNA denatureerimiseks
ja praimetite seondumiseks RNA-le kuumutati reaktsioonisegu +90°C 5 minutit ja jahutati
aeglaselt kuni +47°C-ni. Reaktsioonisegudele lisati 1,2 pl 10x pddrdtranskriptaasi reaktsiooni
puhvrit (RB), 0,8 ul dNTP(-C)-d, 0,3 pl a**PdCTP-d (Hartmann Analytic) ja 0,16 pl AMV
poordtranskriptaasi (Seikagaku) (4 U). Reaktsiooni 16pprumalat viidi 12 pl-ni MQ-ga ja
inkubeeriti 30 minutit +42°C, misjirel lisati 2 ul ImM dNTP ja inkubeeriti 15 minutit +42°C.
Reaktsioon peatati 120 pl STOP-RT lahusega ja saadestati -20°C {ile6o ja tsentrifuugiti
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13 000 rpm 15 minutit, +4°C. RNA sadet lahustati 10 pl formamiidi STOP-is (FS) ja segati
vorteksiga. Fragmentide lahutamiseks kanti 1 ul praimerekstensioonil saadud materjali 7%
UUREA-PAA geelile ja elektroforeesiti, 2000V. Enne geelile kandmist denatureeriti proove
+95°C 5 minutit. DNA fragmendid visualiseeriti phosphoimageriga (Typhoon trio) ja
analtiisiti Image Quant programmiga.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Kimirse pseudouridiini siintaasi C4ADK méju ribosoomiprofiilile

Ribosoomiprofiilide analiitisimiseks kasvatati ja litsiti bakterirakke ning 30 U liisaati
tsentrifuugiti 14bi sahharoosi gradiendi, nagu oli kirjeldatud meetodite osas. Kontrolliks
kasutati wt tiive (MG1655) ja PRC tiive, millest viimases ekspresseeriti tiihja pQE-60
plasmiidi, et vélistada plasmiidi mdju ribosoomi profiilile (Joonis 9 A). Kimdidrse C4DK
valgu ekspresseerimine pohjustab suurenenud vabade subiihikute piikide tekke, vorrelduna
70S ribosoomi piigiga nii PRC kui M15 rakkude puhul (Joonis 9 B ja C). Samuti on niha, et
C4DK ekspressioon pdhjustab 50S piigi nihkumise 30S subiihiku piigi suunas (Joonis 9 B ja
C). Kui suurenenud vabade subiihikute fraktsioonid viitavad ribosoomi assotsiatsiooni
defektile, siis piigi nihkumine viitab pigem 50S subiihiku assambleerimisele defektile. Lisaks
koigele, voib gradiendi profiilidest tdheldada, et ka 30S ja 50S piikide omavaheline suhe on
muutnud (Joonis 9 B ja C), mis viitab sellele, et valesti kokku pakitud 50S subiihikuid on
hakatud lagundama.
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Joonis 9. Sahharoosi gradiendi profiil. Ribosoomipartiklid on lahutatud lineaarses 10%-
25% sahharoosi gradiendis. Vertikaalse punktiirjoonena on tdhistatud ribosomaalsed
fraktsioonid. Punktiirjoonega on margitud wt (MG1655) ribosoomiprofiil. A: PRC tiivi
millesse on viidud tithi pQE-60 plasmiid. Joonisel on néiha, et tithi pQE-60 plasmiid ei mdjuta
ribosoomiprofiili, kdik piigid on diges kohas ja sarnased vorrelduna wt profiiliga. B: PRC
tiivi, milles ekspresseeritakse pQE-60 plasmiidilt kiméarset valku C4DK. C: M15 tiivi, milles
ekspresseeritakse pQE-60 plasmiidilt kimdarset valku C4DK. Joonisel on ndha, et paneelidel
B ja C on 50S piik nihkunud 30S piigi suunas ning piik on vdiksem, kui 30S piik.
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2.3.2 Pseudouridiinide hulga detekteerimine HPLC analiiiisil

Et tuvastada pseudouridiinide koguhulka 50S subiihikus, kasutati HPLC analiiiisi. Paraleelselt
analiiiisiti M15 ja PRC tiive, milles ekspresseeriti kimddrset C4DK pseudouridiini siintaasi.
Selleks, et tdpsemalt uurida 50S subiihiku assembleerumisdefekti, mille tdttu liigub 50S piik
30S piigi suunas, voimalikku seost pseudouridiinide hulgaga, kogusime 50S fraktsiooni kahes
osas ja tdhistasime need tinglikult 48S ning 42S (Joonis 6). HPLC kromatogrammil on niha,
et psudouridiinidele vastav piik suureneb vastavalt partikli sedimentatsiooni vdhenemisele
(ZP=70S<48S<42S) (Joonis 10 A ja C). HPLC kromatogrammist pseudouridiinide koguarvu
leidsime valemi jargi, mida on kirjeldatud meetodite osas (Valem 1) (Joonis 10 B ja D). 42S
ribosomaalse subiithiku RNA-sse on siinteesitud umbes 50 pseudouridiini, samas kui 48S
subiihiku ja 70S ribosoomi RNA-dest leidsime ainult vastavalt 35 ja 20 pseudouridiini (Joonis
10 B ja D). Tulemus niitab selgelt, et pseudouridiine on rohkem subiihikutes, mis on
mittekorrektselt kokku pakitud (Joonis 9 B ja C, Joonis 10 B ja D). M15 tiive puhul vastab
D50S ja D30S pseudouridiinide summa (Joonis 10 D) PRC 70S pseudouridiinide hulgale
(Joonis 10 B).
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Joonis 10. Pseudouridiinide koguarvu mairamine rRNA-s. A ja C paneelidel on kujutatud
vastavalt PRC ja M15 tiivede, milles ekspresseeriti C4DK kiméarset pseudouridiini siintaasi,
HPLC analiitisi kromatogrammid. Nooltega on tdhistatud standartsed nukleosiidid ja
pseudouridiin. B ja D diagrammidel on toodud pseudouridiinide koguarv vastava partikli
RNA molekulis. Pseudouridiinide kogused on arvutatud HPLC kromatogrammi piikide
pindade jérgi, kasutades nukleotiidide ekstiktsioonikoefitsiente nagu kirjeldatud meetodites.
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2.3.3 Heeliks-lingu 69 pseudouridiinide siintees

HPLC tulemus néditab, et C4DK ekspresseerimisel tuvastati M15 tiive 23S rRNA-st
mdnevorra rohkem psudouridiine, kui PRC tiive 23S rRNA-st (Joonis 10 B ja D). Kuna PRC
tiives puuduvad pseudouridiini siintaasid RIuC js RluD, viitab antud tulemus sellele, et
kimddrne valk ei pruugi siinteesida pseudouridiine koikidesse positsioonidesse, mis on
normaalselt RIUC ja RIuD substraatideks. Tuvastamaks pseudouridiine 23S rRNA
piirkondadest, kuhu RIuC ja RluD siinteesivad pseudouridiine, kasutasime CMCT-alus
tootlust ja praimeri pikendamine reaktsiooni, selle t66 raames korrati katset 5 korda. Praimeri
pikendamisel ja produkti lahutamisel 7% UUREA-PAAG elektroforeesil saadakse pluss (+) ja
miinus (-) rajad vastavalt sellele, kas proovi on CMCT-ga t66deldud voi mitte. Aluseline
tootlus tehakse koigile proovidele. Pseudouridiinid asuvad positsioonides, kus + rajal asub
spetsiifiline poliimeraasi seiskumise tagajirjel tekkinud stop mis — rajal puudub. 23S rRNA
heeliksi 69 piirkonnas tekivad kindlasti pseudouridiine positsioonides 1915 ja 1917 (Joonis 11
A). Ullataval kombel ei suutnud me tuvastada pseudouridiini positsioonist 1911. Selline
pseudouridiileerimise muster iseloomustab kdigi subiihikute 23S rRNA-sid (70S, 48S ja 42S)
(Joonis 11 A). Siiski tuleb mérkida, et 48S ja 42S (Joonis 11 A) partiklites on + rajal band
ndrgem, mis viitab sellele, et vihem uridiine on muudetud pseudouridiinideks. Skaneerides
23S rRNA piirkondi, kus asuvad RIuC spetiifilised pseudouridiinid, leidsime, et
positsioonides 955 ja 2580 puudub pseudouridiini spetsiifiline stop kdikides analiiiisitud 23S
rRNA-des (Joonis 11 B ja C) ja positsioonis 2504 on stop ainult 48S ja 42S subiihikute 23S
rRNA-des (Joonis 11 C). Ka positsiooni 2504 puhul on néha, et + rajal asuv bénd ei ole eriti

tugev, mis viitab sellele, et suhteliselt védike hulk uridiine on pseudouridiileeritud (Joonis 11
C).
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Joonis 11. Pseudouridiinide miiramine praimerekstensiooniga 23S rRNA-s pirast
CMCT-alus tootlust. A: Joonisel on ndha piirkond, mille pseudouridiinide tekkimise eest
vastab RIuD siintaas. B, C ja D paneelidel on ndidatud piirkonnad, mille pseudouridiinide
slinteesimise eest vastab RIuC siintaas. Paneeli D all on ndidatud kaks spetsiifilist
pseudouridiini stopi positsioonides 2604 ja 2605, mille siinteesimise eest vastavad
pseudouridiini siintaasid RIuB ja RIuF. + rajad on modifitseeritud CMCT-ga, ja — rajad on
CMCT-ga modifitseerimata. Naidatud on ka praimerid, mida kasutati praimeri pikendamise
reaktsiooniks ja ribosoomipartiklid, mida analiiiisiti.
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2.3.4 Arutelu

23S rRNA heeliks 69 on teadlastele pikalt huvi pakkunud. Kiimnest pseudouridiinist, mis
asuvad 23S ribosomaalses RNA-s, kolm asuvad H69-s positsioonides 1911, 1915 ja 1917.
Koik need kolm pseudouridiini isomeriseeritakse pseudouridiini siintaasi RluD poolt.
Pseudouridiin  positsioonis 1917 on universaalselt konserveerunud, esinedes kdigil
organismidel (Ofengand jt., 2001). In vivo tunneb RIuD 23S rRNA H69-s éra ainult need
uridiinid, mis asuvad positsioonides, mis on tema loodusliteks substraatideks ja kdik kolm

pseudouridiini slinteesitakse iiheaegselt (Leppik jt., 2007).

Pseudouridiin on enim levinud modifkatsioon rRNA-s. Olgugi, et pseudouridiinid ja
pseudouridiini stintaasid on olnud teada juba pikka aega, on enamiku siintaaside substraadi
dratundmise mehhanism on jadnud saladuseks. Samuti ei ole veel teada pseudouridiini tipne

roll ribosoomis (Ofengand jt., 2001).

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli uurida konstrueeritud kiméérse valgu (C4DK), mis sisaldas
RIuC S4-sarnast ja RluD Kkataliiiitilist domeeni, in vivo spetsiifikat E. coli rakkudes.
Ribosoomipartiklite eraldamisel saadud sahharoosiprofiil nditas {illatuslikult, et kiméaarse
valgu ekspresseerimine bakterirakkudes pohjustab sahharoosigradiendis 50S subiihiku piigi
nihkumise 30S piigi poole (Joonis 9 B ja C). Samuti on ndha vabade subiihikute piikide
suurenemine vorrelduna 70S piigiga ja 50S piigi vahenemise vorrelduna 30S piigiga (Joonis 9
B ja C). Vabade 50S ja 30S ribosomalsete partiklite hulk vorrelduna 70S partiklitega on
proportsionaalselt suurenenud (Joonis 9 B ja C), kuna 50S partiklite assambleerimine ei ole
korrektne ja need ei ole enam vdimelised assotseeruma 30S subiihikuga. 50S partikleid on
viahem vorreldes 30S-ga (Joonis 9 B ja C) ilmselt sellepérast, et valesti kokku pakitud 50S
partikleid hakatakse selektiivselt lagundama, kuid seda véidet tuleb veel eksperimentaalselt

kontrollida.

On kaks vdimalust, miks 50S partikli assembleelimine v3ib olla hdiritud, pohjustades 50S
piigi nihkumise sahharoosi gradiendis (Joonis 9 B ja C). Uheks pdhjuseks vdib olla, et
kiméédrne valk ise mdjutab ribosoomi assambleerimist, seondudes assambleerumise ajal 23S
rRNA-le ja pdhjustades sellega kdrvalekaldeid tavalisest ribosoomi assambleerumise rajast.
Ribosoomi assambleerimine jérgib kindlat rada (Dohme ja Nierhaus, 1976). On vdimalik, et
kui assambleerumise protsessi alguses pdhjustada assambleerumises héireid siis see mdjutab

edasist protsessi, ehk kui varajases assembleerumises pohjustada viga, siis ldheb ka edasine
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assembleerumine valesti. Teiseks pohjuseks voib olla, et konstrueeritud kiméddrne valk
stinteesib pseudouridiine 23S rRNA sellistesse positsioonidesse, mis pohjustavad muutusi 50S
subithiku struktuuris. Pseudouridiin on unikaalne, sest suhkru alus on seotud
lammastikalusega mitte tavaparase C-N, vaid C-C sidemega (Joonis 5). Selle tagajérjel tekib
vaba N1-H, mis on vGimeline andma lisa vesiniksideme ja vdib osaleda RNA struktuuris lisa
interaktsioonide tekkimises (Joonis 5) (Charette ja Gray, 2000) ja seetdttu voib pseudouridiin

pohjustada konformatsioonilised muutused rRNA kdrgema jargu struktuurides.

Kui muteerida pseudouridiini siintaasi kataliiiitiline aspartaat, muudab see valgu inaktiivseks,
ehk vdimetuks siinteesida pseudouridiine (Ofengand, 2001). Selleks, et kontrollida, kas valesti
kokku pakitud 50S subiihikud tekivad kiméarse valgu seondumise tottu assembleerimisele
vaheproduktile ~ vdi  pseudouridiinide  ilehulgast 23S rRNA-s,  ekspresseeriti
punktmutatsiooniga inaktiiveeritud C4DK valku E. coli rakkudes. Katsetulemused niitavad,
et inaktiivse C4DK ekspressioon ei pohjusta ndhtavaid defekte ribosoomi assembleerimises
(M. Leppik avaldamata andmed), mis viitab iiheselt sellele, et 50S ribosomaalse partikli
assembleerimise defekt on pdhjustatud pseudouridiinide ilehulgast mitte kiméirse valgu
seondumisest 50S subiihikute assembleerimisele vaheproduktidele. Selleks, et tuvastada
pseudouridiinide hulga ja assembleerimise defektide vaheline korrelatsioon, kasutasin HPLC

analtusi.

HPLC tulemused on toodud joonisel 10. HPLC diagrammi jargi voin delda, et nii PRC kui ka
M15 tiivedes on 428 ja 48S partiklites rohkem pseudouridiine, kui 70S partiklis (Joonis 10 A
ja C). Sellest jareldan, et pseudouridiinide hulk korreleerub assambleerimise defektiga, mis on
jéllegi toestus sellele, et assembleerimis defekt on pdhjustatud liigsete pseudouridiinide
stinteesimisest 23S rRNA-sse. HPLC tulemustest selgub ka, et kimairne C4DK
pseudouridiini siintaas on vdimeline isomeriseerima suurusjargus 50 — 60 uridiini 23S rRNA
molekuli kohta, mida on 5 — 6 korda rohkem, kui normaalses wt E. coli 23S rRNA-s (Joonis
10 B ja D). On véga tdoendoline, et nii suur pseudouridiinide iilehulk voib pdhjustada
probleeme 50S ribosoomi struktuuris. Nii suure hulga pseudouridiinide siinteesimine 23S
rRNA molekuli viitab iiheselt ka sellele, et kimddrne pseudouridiini siintees ei oma
konkreetset septsiifikat konkreetsete uridiinide suhtes vaid on kaotanud igasuguse
spetsiifilisuse ja isomeriseerib koiki uridiine, millele kiméérne siintaas rRNA struktuuris ,,ligi

padseb®.
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Pseudouridiini hulga tulpdiagrammid néitavad, et PRC tiives (Joonis 10 B) on vihem ¥-e, kui
MI15 tiives (Joonis 10 D). Tuleb mirkida, et joonisel 10 D nididatud D30S ja D50S
pseudouridiinide hulk kokku annab 70S partikli pseudouridiinide hulga, mida saab vorrelda
joonisel 10 B ndidatud 70S partikli pseudouridiinide hulgaga. Kuna M15 tiive 23S rRNA
sisaldab rohkem pseudouridiine, voib oletada, et kiméérne C4DK ei siinteesi PRC tiives koiki
pseudouridiine, mille eest vastutavad tavaliselt RIuC ja RluD. Et kontrollida C4DK
spetsiifikat RIUC ja RIuD spetsiifiliste uridiinide suhtes tegime CMCT-alus tootluse ja

praimeriekstentsiooni.

Joonisel 11 on praimeriekstentsiooni tulemused, mis niitavad kiméérse valgu spetsiifikat
nende pseudouridiini siintaaside substraatnukleotiidide suhtes, millest kimddrne valk on
kokku pandud. Kimédiarne valk oli konstrueeritud niimoodi, et RluD siintaasist on vdetud
kataliititiline domeen ja RluC-st voeti S4-sarnane domeen. Pseudouridiini siintaas RIuD
slinteesib pseudouridiine positsioonidesse 1911, 1915 ja 1917 ja RluC positsioonidesse 955,
2504 ja 2580. CMCT-alus to6tluse ja praimerekstensiooni tulemuste jargi saab jareldada, et
kataliiiitiline domeen méngib kiméarse pseudouridiini spetsiifika seisukohalt rohkem rolli, kui
S4-sarnane domeen. Enamus RIuD spetsiifilisi pseudouridiine on siinteesitud (Joonis 11 A),
kuid uridiine kohtades, mille pseudouridiinideks muutmise eest tavaliselt vastutab RIuC,
pseudouridiine sisuliselt ei tuvastatud (Joonis 11 B ja D). Ainuke erand on positsioon 2504
(Joonis 11 C), kus ¥ on tekinud 48S ja 42S partiklite 23S rRNA-desse, kuid siin ei saa me
vilistada voimalust, et selles positsioonis asuv uridiin pseudouridiileeritakse tdnu sellele, et on
toimunud kdrvalekalded 50S assambleerumises. Praimerekstensioonil tekkiva béndi tugevus
soltub sellest, kui suur hulk uridiine on isomeriseeritud pseudouridiinideks (Ero jt., 2010).
Positsioonis 1917 on tuvastatav hésti tugev bénd, vorreldes positsiooniga 2504 (Joonis 11 A
ja C). See niditab iiheselt, et positsioonis 1917 on enamus uridiine pseudouridiinideks
muudetud, aga positsioonis 2504 on enamus uridiine isomeriseerimata. Positsioonis 1915 on
tugev bénd nii plus, kui miinus rajal (Joonis 11 A). Antud tulemus on seotud sellega, et RImH
metiileerib pseudouridiini positsiooni 1915 ja seetdttu tekib geelelektroforeesis tugev
poliimeraasi stop nii CMCT plus, kui miinus rajal (Ero jt., 2010). Peab mainima, et urididiin
positsioonis 1915 on RImH-i jaoks ddrmiselt halb substraat ja tugevat poliimeraasi stop bandi
ei tekita. Sarnaselt 1917 positsiooni bandiga on 70S subiihiku rajal 1915 positsiooni
spetsiifiline band tugevam, kui 48S ja 42S-i radadel (Joonis 11 A), pShjuseks voib olla see, et
C4DK substraadiks on korrektselt assambleeritud 50S partikkel, mis on heas korrelatsioonis

varasemate andmetega mis nditasid, et ka wt RluD-le on substraadina vajalik korrektselt
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assambleeritud 50S partikkel (Leppik jt., 2007). Positsiooniga 2504 on olukord vastupidine,
kuna 70S-is ei ole voimalik iildse pseudouridiine tuvastada ja 48S ja 42S partiklites on plus
rajal nork band tuvastatav (Joonis 11 C). Pohjuseks voib olla see, et positsiooni 2504 puhul
méangib assambleerumine vastupidist rolli, kui 50S assembleerimine on valesti ldinud, siis
pseudouridiine siinteesitakse rohkem, aga kui 50S partikli assembleerumine on korrektne siis
ei ole uridiin selles positsioonis enam kiméarse valgu C4DK jaoks substraadiks (Joonis 11 C).
Meie andmed néitavad, et ¥-e on rohkem kohtades, mille modifitseerimise eest vastutab RluD
(1915 ja 1917), mis viitab sellele, et RluD kataliiiitiline domeen méangib kimééarse
pseudouridiini siintaasi substraatide méddramisel suuremat rolli, kui S4-sarnane doméén, mis

on périt valgust RIUC.

Antud t66s kogutud andmed lubavad viita, et kimddrne pseudouridiini siintaas C4DK on
aarmiselt ebaspetsiifiline valk, isomeriseerides védga suurt hulka uridiine 23S rRNA-s.
Kimiidrme C4DK pseudouridiini siintaas on siiski sdilitanud viikese spetsiifilisuse
positsioonide 1915 ja 1917 suhtes. Spetsiifilisuse opsitsioonide 1915 ja 1917 suhtes méadrab

ilmselt kiméérse valgu koosseisus olev RluD kataliiiitiline domeen.
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Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli uurida kimiirse pseudouridiini siintaasi (C4DK), mis oli
konstrueeritud RIUC S4-sarnasest domeenist ja RluD kataliiiitilisest domeenist, in Vvivo
spetsiifikat. Ribosoomipartiklite sahharoosigradiendi profiil nditas, et kiméddrse valgu
ekspressioon pdhjustab 50S subiihiku assambleerimise defekti, 50S nihkub 30S suunas.
Vabade ribosomaalsete partiklite hulk annab alust arvata, et defekti tdttu ei assotseeru 50S
30S subiihikuga. Kéesolevas t60s saadud tulemused niitavad, et 50S subiihiku
assambleerumise defekti pohjustab pseudouridiinide tilehulk 23S rRNA-s. Pseudouridiinide

hulk suureneb vastavalt 50S assambleerimise defekti ulatusele.

Lisaks leidsime, et kiméddrne valk on voimeline pseudouridiine siinteesima positsioonidesse
1917 ja 1915 (RluD siintaasi naturaalsed substraadid). CADK modifitseerib ka positsioonis
2504 asuvat uridiini (RIuC siintaasi naturaalne substraat) kuid seda ebaefektiivselt. Need
tulemused kinnitavad, et RluD kataliiiitiline domeen méngib C4DK kiméirse valgu substraadi
spetsiifika koha pealt suuremat rolli, kui RIuC S4-sarnane domeen ja selle tagajérjel

pseudouridiileeritakse eelistatult uridiine, mis on RluD looduslikud substraadid.

Hoolimata sellest, et C4DK kimdirne pseudouridiini siintaas niitab {iles eelistust
positsioonides 1915 ja 1917 asuvate uridiinide suhtes, viitab suur pseudouridiinide tilehulk
sellele, et kimddrne valk on iildjoones ebaspetsiifiline. Selleks, et tuvastada kimdirse C4DK

valgu spetsiifikat, on vajalik skaneerida terve 23S rRNA tekkivate pseudouridiinide suhtes.
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Characterization of the specificity of the chimeric pseudouridine synthase.

Natalja Garber

Summary

The most abundant modification in RNA is pseudouridine and it is posttranscriptional
modification. The number of pseudouridines varies between organisms. Pseudouridines have
been found in various types of RNA: tRNA, rRNA and snRNA. ¥ is made from canonical U
by enzyme-catalyzed isomerization reaction catalyzed by enzymes called pseudouridine
synthases from specifically selected U residues. Most of E. coli nucleotide modifications are
localized in functionally important regions of the ribosome. Pseudouridine at position 1917
(E.coli nomenclature) in 23S rRNA helix 69 is conserved between all organisms. Exact role
of pseudouridine in the ribosome is unclear today, but it is proposed that ¥ might function as

a conformational stabilization or switch (Charette and Gray, 2000).

The aim of this study was to investigate the specificity of the chimeric pseudouridine synthase
(C4DK). Chimeric protein is made from the S4-like domain of the RIuC and catalytic domain
of the RIuD pseudouridine synthase. Our results showed that this C4DK makes excessive
pseudouridines into 23S rRNA. HPLC analysis showed that the number of pseudouridine was
increased, because of the chimeric protein is expressed to the strain. M15 strain has more
pseudouridines than PRC strain, because of a part of RIuC and RluD pseudouridine synthases

do not make all uridines to pseudouridines.
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Lisad

Lisa 1.

Escherichia  coli  suure  ribosomaalse = rRNA  subithiku  sekundaarstruktuur
(http://apollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery/). Sekundaarstruktuuri kuus domeenid
ja 5S rRNA on vastavalt tahistatud.
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Lisa 2.

Escherichia coli viikse ribosomaalse

RNA  subiihiku  sekundaarstruktuur
(http://apollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery/). Sekundaarstruktuuri 5°, tsentraalne, 3’

suur ja 3’ vdike domeen on vastavalt thistatud.
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