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INFOLEHT

Pagariparmi Saccharomyces cerevisiae kasvutingimuste optimeerimine

antibiootikumitundlikkuse hindamiseks.

Pagariparm Saccharomyces cerevisiae on oluline mudelorganism eukarliootse ribosoomi
biogeneesi ja translatsiooni uurimisel. Antibiootikumitundlikkuse madramine vdimaldab
hinnata ribosoomi talitluslikke muutusi, kuid usaldusvaarsete tulemuste saamiseks peavad
kasvutingimused véimaldama optimaalset kasvu ja md&otmistulemused olema
reprodutseeritavad. Kdesoleva t60 eesmark oli optimeerida parmi kasvutingimusi 96-
siivendilisel  mikrotiiterplaadil  vedelkultuuris, mis vdimaldaks reprodutseeritavat
generatsiooniaegade maaramist erinevate so6tmete ja inhibiitorite tingimustes ning kasutada
optimeeritud tingimusi erinevate parmituvede tsikloheksimiiditundlikkuse hindamiseks 1Cso
vaartuste kaudu. Too tulemusena kohandati kasvutingimusi BMG Labtech POLARstar Omega
mikroplaadilugejas, mis vGimaldasid erinevate péarmitivede antibiootikumitundlikkust

vedelkultuuris hinnata.
Marksonad: ribosoom, rRNA, modifikatsioonid, antibiootikumitundlikkus, ICso
CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

Optimization of growth conditions of budding yeast Saccharomyces cerevisiae for the

assessment of antibiotic sensitivity

The budding yeast Saccharomyces cerevisiae is an important model organism for studying
eukaryotic ribosome biogenesis and translation. Determining antibiotic sensitivity makes it
possible to study functional changes in the ribosome, but to obtain reliable results, the growth
conditions must allow optimal growth and the measurement results must be reproducible.
The aim of this study was to optimize the growth conditions of yeast in liquid culture on a 96-
well microtiter plate, which would enable the reproducible determination of generation times
under different medium and inhibitor conditions, and to use the optimized conditions to assess
the cycloheximide sensitivity of different yeast strains through ICso values. As a result of the
work, growth conditions were adapted in a BMG Labtech POLARstar Omega microplate reader,

enabling the antibiotic sensitivity of different yeast strains to be evaluated in liquid culture.
Marksonad: ribosome, rRNA, modifications, antibiotic sensitivity, ICso

CERCS code: P320 Nucleic acids, protein synthesis
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Kasutatud liihendid

aa-tRNA —aminoacyl-RNA (aminoatstil-tRNA)

CHX — cycloheximide (tstukloheksimiid)

elF — eukaryotic initiation factor (eukariiootne initsiatsioonifaktor)
eEF — eukaryotic elongation factor ( eukartiootne elongatsioonifaktor)
eRF — eukaryotic release factor (eukartiootne vabastamisfaktor)

IC — inhibiting concentration (inhibeeriv konsentratsioon)
Met-tRNAi — initiator methionyl-tRNA (initsiaator-metiontiil-tRNA)
MFC — multifactor complex (mitme faktori kompleks)

OD - optical dilution (optiline hajuvus)

PIC — preinitiation complex (preinitsiatsiooni kompleks)

PTC — peptidyltransferase centre (peptidiiltransferaasne keskus)
RNP — ribonucleoprotein (ribonukleoproteiin)

rom — rotations per minute (rotatsioonide arv minutis)

TC — ternary complex (kolmikkompleks)

UTR — untranslated region (mittetransleeriv piirkond)



Sissejuhatus

Valguslintees ehk translatsioon on koigi elusorganismide Uks kesksemaid rakulisi protsesse,
mille kaigus slinteesitakse mMRNA jarjestuse alusel valgud. Seda protsessi viib labi ribosoom,
mis koosneb ribosomaalsest RNA-st ja ribosomaalsetest valkudest. Ribosoomi tdpne ja
efektiivne t60 sbltub lisaks selle pdhikomponentidele ka ribosomaalse RNA keemilistest
modifikatsioonidest, mis paiknevad sageli ribosoomi funktsionaalselt olulistes piirkondades.
Sellised modifikatsioonid voivad mdjutada ribosoomi struktuuri, translatsiooni efektiivsust ja

tapsust ning raku kohanemist erinevate stressitingimustega.

Pagariparm Saccharomyces cerevisiae on laialdaselt kasutatav eukariiootne mudelorganism,
mille abil saab uurida ribosoomi funktsioneerimist ja translatsiooni mdjutavaid tegureid. Kuna
parmi ribosoom on paljuski konserveerunud teiste eukarliootide, sealhulgas inimese
ribosoomiga, véimaldab selle uurimine saada laiemalt rakendatavaid teadmisi eukariiootse
valgusiinteesi regulatsiooni kohta. Varasemad uuringud on ndidanud, et teatud 255 rRNA
modifikatsioonide puudumine vGib pdhjustada parmirakkudes aeglustunud kasvu,
kiilmatundlikkust ja vahenenud valgusiinteesi aktiivsust. Samas ei ole uuritud, kuidas nende
modifikatsioonide puudumine mojutab rakkude tundlikkust translatsiooni inhibeerivate

Uhendite suhtes.

Antibiootikumide ja teiste translatsiooni inhibiitorite tundlikkuse maaramine on oluline
meetod ribosoomi funktsionaalsete muutuste hindamiseks. Traditsiooniliselt kasutatakse
parmirakkude keemilise tundlikkuse maaramiseks plaatimismeetodeid, mille eeliseks on
lihtsus ja kattesaadavus, kuid mille puudusteks on suur téémaht ja markimisvaarne
ressursikulu. Vedelkultuuris mikrotiiterplaadil pdhinev kasvukiiruse moédtmine vdimaldab
hinnata rakkude kasvu dinaamilisemalt ja kvantitatiivsemalt ning sobib seetdttu
antibiootikumitundlikkuse tapsemaks maaramiseks. Selleks tuleb aga optimeerida
katsetingimusi nii, et modtmistulemused oleksid stabiilsed, reprodutseeritavad ja vorreldavad

erinevate tlivede vahel.

Kdesoleva t66 eesmargiks oli optimeerida Saccharomyces cerevisiae kasvutingimusi 96-
stivendilisel mikrotiiterplaadil vedelkultuuris ning testida optimeeritud tingimusi erinevate S.

cerevisiae tiivede tstukloheksimiiditundlikkuse hindamiseks ICsq vaartuste maaramise kaudu.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ribosoom

Ribosoom on valgusiinteesi ehk translatsiooni labiviiv rakuline kompleks. Translatsiooni kaigus
lisab ribosoom kasvavasse polipeptiidahelasse 10-20 aminohapet sekundis, sdilitades
seejuures suure tapsuse, tehes vaid 1 vea 3000 valguahelasse lilitatava aminohappe kohta
(Wilson ja Nierhaus, 2003). K&ik ribosoomid koosnevad kahest alalihikust, millest suurem
sisaldab peptidiiltransferaasset keskust (PTC), vastutades aminohappe lilitamise eest
valguahelasse (Nissen et al., 2000). Vaiksem sisaldab dekodeerivat tsentrit, vastutades dige
transport RNA (tRNA) valiku ja sellega korrektse aminohappe valiku eest (Ogle et al., 2001).
Parmseene Saccharomyces cerevisiae eukariiootne ribosoom sisaldab nelja ribosomaalse RNA
(rRNA) molekuli ja 79 erinevat valku (Ben-Shem et al., 2010). Suur 60S alatihik koosneb
kolmest rRNA molekulist (25S; 5,8S; 5S) ja 46-st valgust ning vaike 40S alalhik sisaldab tihte
18S rRNA ahelat, ning 33 valku (Ben-Shem et al., 2010).

Translatsiooni  kdigus liiguvad tRNA molekulid ribosoomis jarjestikku labi kolme
seondumissaidi: A-, P- ja E-saidi. A ehk aminoatsiilil-sait votab koodoni ja antikoodoni
paardumise p6hjal vastu uue aminoatstitil-tRNA (aa-tRNA) molekuli (Ben-Shem et al., 2010). P
ehk peptidiilil saidis paikneb tldjuhul kasvavat peptiidahelat kandev tRNA, kuid peale peptiidi
Ulekannet A-saidis asuvale aa-tRNA-le jaab P-saiti deatsetiileeritud tRNA (Wilson ja Doudna
Cate, 2012). E ehk valjumissait seob deatstleeritud tRNA-d, enne selle valjumist ribosoomist
(Wilson ja Doudna Cate, 2012). Peptiidsideme tekkimist vahendab PTC, mis paikneb suure
aladhiku piirkonnas, kus A-saidi aa-tRNA ja P-saidi peptiduil-tRNA reaktiivsed 3’ otsad
ruumiliselt kokku tuuakse ja toimub kasvava peptiidahela Gilekanne A-saidi aa-tRNA-le (Polacek
ja Mankin, 2005). PTC koosneb eksklusiivselt rRNA-st, mist6ttu  kdasitletakse PTC-d
ribostiimina, ehk rRNA pd&hise ensliimina (Polacek et al., 2001). Siinteesitav pollpeptiidahel
valjub ribosoomist peptiidi valjumistunneli kaudu, mis kaitseb kuni 50 aminohappe pikkust

valguahelat proteoliiitiliste enstiimide eest (Holtkamp et al., 2015).

1.2 rRNA modifikatsioonid

rRNA-d labivad transkriptsiooni ja ribosoomi biogeneesi kdigus mitmeid spetsiifilisi keemilisi
modifikatsioone, mille kdigus muudetakse kindlates positsioonides paiknevaid nukleotiidide
(Kos ja Tollervey, 2010). Eukariiootides on ligikaudu 2% rRNA nukleotiididest modifitseeritud

ning need modifikatsioonid on sageli evolutsiooniliselt konserveerunud ning koonduvad
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ribosoomi funktsionaalselt olulistesse piirkondadesse (Sharma ja Lafontaine, 2015; Yang et al.,
2017). Parmis on kirjeldatud 12 erinevat rRNA modifikatsiooni tidpi (Joonis 1), mida vdib
esineda kokku 112 positsioonis (Taoka et al., 2016; Yang et al., 2017). Kdige levinumad rRNA
modifikatsioonid on riboosi 2’-O-metiileerimine ja pseudouridileerimine (W) (Yang et al.,
2017). Riboosi metiileerimisel lisatakse ks mettilgrupp riboosi 2’-OH riihmale, moodustades
2’-O-metiill sideme (Joonis 1A). K&ik neli ribonukleosiidi voivad labida 2’-O-metiileerimise.
Pseudouridiin tekib uridiini isomeriseerumisel, mille kdigus po6oratakse lammastikalus 180°
Umber N3—Cs telje (Joonis 1A). Modifikatsioonid tekivad kas vdikeste tuumakese RNA-de
(snoRNA) ja nendega seotud valkude moodustatud vaikenukleaarsete ribonukleoproteiinide
(snoRNP) voi eraldiseisvate spetsiifiliste modifitseerivate enstimide vahendusel. 2’-O-
metileerimist ja pseudouridileerimist juhivad vastavalt C/D box ja H/ACA box snoRNP-
kompleksid. Molemas kompleksis madrab snoRNA komplementaarse jarjestuse kaudu
sihtkoha rRNA-s ning valguline komponent viib |dbi metileerimise vGi pseudouridiileerimise
reaktsiooni ning pseudouridileerimine tekib H/ACA box snoRNP-komplekside vahendusel
(Kiss-Laszlo et al., 1996; Ni et al., 1997). Vahem levinud modifikatsioonid tekivad enamasti

spetsiifiliste enstiiimide katallisitud reaktsioonides (Sharma et al., 2013, 2015).

Vaatamata rRNA modifikatsioonide korgele konserveeritusele ja paiknemisele ribosoomi
funktsionaalselt olulistes piirkondades ei pohjusta Uksikute voi vdaheste modifikatsioone
suunavate snoRNA-de kaotamine, millega kaasneb vastavate modifikatsioonide kadumine
rRNA-st, raku eluvGimetust (Baxter-Roshek et al., 2007). Labi Uksikute v6i mitmete rRNA
modifikatsioonide samaaegse eemaldamise teel on vdimalik uurida nende panust ribosoomi
funktsioneerimisse. S. cerevisiae PTC piirkonnas paikneb neli evolutsiooniliselt
konserveerunud 25S rRNA modifikatsiooni (W2826, Gm2619, m5C2870, Um2921) (Leppik et
al., 2024). Nende nelja evolutsiooniliselt konserveerunud 25S rRNA modifikatsiooni ja kolme
mittekonserveerunud 25S rRNA modifikatsiooni (Gm2922, W2880, Um2724) samaaegse
puudumisega kaasneb rakkudel aeglustunud kasv, tugevam kilmatundlikkus, vahenenud
globaalne valguslintees ning aktiivselt transleerivate ribosoomide osakaalu langus (Leppik et
al.,, 2024). Kuigi on selge, et need modifikatsioonid on olulised ribosoomi optimaalseks
toimimiseks, ei ole seni uuritud nende modifikatsioonide mdju translatsiooni inhibeerivate

antibiootikumide tundlikkusele.
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Joonis 1. rRNA-s esinevad modifikatsioonid parmis. Parmi rRNA-s on kirjeldatud 12 tidpi

modifikatsioone: kaheksa modifitseeritud lammastikalust (kolm puriini (B) ja viis plrimidiini

modifikatsiooni (C)) ning k&ik neli 2’-O-metiileeritud nukleosiidi (C, G, A ja U)(A). Punasega

margitud aatomid tdhistavad modifikatsioone. Kohandatud inglise keelest eesti keelde.
(Sharma ja Lafontaine, 2015)



1.3 Translatsioon

Translatsioon on valgu slinteesimise protsess, mille kdigus loeb ribosoom infokandja-RNA
(mRNA) koodonjarjestust ning sinteesib sellele vastava aminohappelise jarjestusega
polipeptiidahela. Selle protsessi toimumiseks on vajalik kahe ribosomaalse alalhiku
koordineeritud koost66 (Kolar et al., 2024). Translatsiooni protsess jaguneb neljaks etapiks —
initsiatsiooniks, elongatsiooniks, terminatsiooniks ja ribosoomi taaskasutamiseks (Kolar et al.,
2024). Nende etappide tapseks ja jarjestikuseks toimumiseks osalevad mitmed omavahel

koordineeritult toimuvad translatsioonifaktorid (Kolar et al., 2024).

Eukarliootse translatsiooni initsiatsioon koosneb kahest pdhietapist — 40S alalhiku
seondumisest mRNA-ga ning suure 60S seondumine 48S initsiatsiooni kompleksiga. 40S
alatihiku seondumiseks mRNA-ga moodustub esmalt 43S preinitsiatsiooni kompleks (PIC).
Selle tekkeks seondub 40S alalihikuga kolmikkompleks (TC), mis koosneb initsiaator-
metionlil-tRNA-st (Met-tRNAi) ja GTP-ga seotud eukariliootsest initsiatsioonifaktorist elF2
(Shin et al., 2011). TC seondumiseks 40S alaiihikuga ja 43S PIC seondumiseks mRNA-ga tekib
mitme faktori kompleks (MFC). MFC koosneb TC seondumisel initsiatsioonifaktoritega elF1,
elF1A, elF5 ja elF3 (Joonis 2)(Asano et al., 2000). 43S PIC varbamiseks mRNA-le peab mRNA 5’-
cap ots olema ette valmistatud. Selle protsessi keskne tegur on 5’-cap struktuurile seonduv
elF4F kompleks, mis koosneb initsiatsioonifaktoritest elF4A, elF4G ja elF4E (Joonis 2)(Lindqgvist
et al., 2008). Lisaks seondub mRNA 3’-polli(A) sabaga poli(A)-siduv valk (PABP), mis
interakteerub elF4G-ga kujundades tsirkulaarse mRNA struktuuri ja seeldbi soodustab 43S PIC
varbamist mRNA-le (Joonis 2)(Lindqvist et al., 2008). elF4B on abifaktor, mis seondub elF4A-ga
ning soodustab mRNA 5’ otsa mittetransleeritava piirkonna (5’-UTR) sekundaarstruktuuride
lahtiharutamist (Lindqvist et al., 2008). Peale mRNA-le seondumist 5’ cap lahedusse, hakkab
43S kompleks liikuma 5’-3” suunas ning skaneerib mRNA-d sobiva alguskoodoni leidmiseks
(Joonis 2)(Pestova ja Kolupaeva, 2002). Sobiva translatsiooni alguskoodoni dratundmine sdltub
seda Umbritsevast Kozaki jarjestusest, ehk alguskoodoni Idhikonnas paiknevast
konserveerunud nukleotiidsest kontekstist (Kozak, 1986). Sobiva alguskoodoni dratundmine
kutsub esile elF1 eemaldumise, mis soodustab elF2 seoselise GTP hudroliisi. Selle
tulemusena vabaneb GDP-elF2 kompleks ning skaneeriv kompleks laheb (le suletud
kompleksiks, mille tulemusel kinnitub mRNA tugevamalt ribosoomi mRNA kanalisse ning
moodustub 48S initsiatsiooni kompleks, millele saab suur alaiihik seonduda (Joonis 2)(Lomakin

et al., 2003). Suure
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Joonis 2. Eukariiootse initsiatsiooni mudel. Joonisel on ndidatud eukarliootse initsiatsiooni
etapid ja osalevad initsiatsioonifaktorid. Kohandatud inglise keelest eesti keelde. (Hinnebusch
ja Lorsch, 2012)

10



alatihiku seondumisel vabanevad elF5 ja elF1A, initsiaator-tRNA liigub P-saiti ning moodustub

translatsiooniks valmis 80S initsiatsioonikompleks (Joonis 2)(Jackson et al., 2010).

Elongatsioon algab jargmise aa-tRNA seondumisega A saiti. Kogu elongatsiooni valtel seondub
ribosoomiga uus aa-tRNA kolmikkompleksina. Kolmikkompleks koosneb aa-tRNA-st ja GTP-
eEF1A-st, kus GTP-eEF1A vahendab aa-tRNA seondumist A-saiti ning sobiva koodon-
antikoodon paardumise korral mRNA-ga hiidroliiisub GTP GDP-ks, mis pdhjustab eEF1A-GDP
eraldumise ribosoomist. See vGimaldab aa-tRNA-I tdielikult A-saiti paigutuda ja valmistab
kompleksi ette jargmiseks reaktsiooniks (Xu et al., 2022). Jargmine samm peale dige aa-tRNA
akomodeerumist A-saiti on PTC poolt katallilisitud peptiidahela Glekanne ja uue peptiidsideme
loomine. Selle kaigus katallilisitakse peptiidahela Ulekanne P-saidis oleva tRNA-It A-saidis
asuvale aa-tRNA-le, mille kdigus pikeneb peptiidahel (he aminohappe vérra (Xu et al., 2022).
Tulemuseks on ihe aminohappe vorra pikenenud peptiidahel A-saidis paikneval tRNA-I, P-saiti
jaab deatsetlileeritud tRNA. Jargmisena seondub ribosoomiga GTP-eEF2 kompleks, mille GTP
hidroliilis annab energia tRNA-mRNA kompleksi translokeerumiseks — A saidist P saiti, ning P

saidist E saiti, kust deatsetlileeritud tRNA eemaldub ribosoomist ja mRNA-st (Xu et al., 2022).

Terminatsioon algab ribosoomi A-saidi jbudmisega stop-koodonini. Stop-koodoni tunneb &ra
vabastamisfaktor eRF1, mis seondub tRNA asemel A saiti (Hellen, 2018). Seejarel moodustab
GTP-d siduv eRF3 eRF1-ga kompleksi. GTP hiidroliitsi jarel eRF1 M-domeen paigutub PTC-sse,
kus pShjustab peptidill-tRNA sideme hidroliitsi, mille tagajarjel vabastatakse peptiid(Hellen,
2018). ATPaas ABCE1 seondumisel ribosoomiga, ning ATP hidroliusil lahutatakse ribosoom
60S ja mRNA-ga seotud 40S alalhikuteks (Hellen, 2018). mRNA vabastatakse
initsiatsioonifaktorite elF1, elF1A, elF3 ja elF3j abil (Hellen, 2018).

1.4 Antibiootikumid

Antibiootikumid on bioaktiivsed U(hendid, mis parsivad mikroorganismide kasvu voi
pohjustavad nende hukkumist. Traditsiooniliselt kasutatakse antibiootikumide mdistet
meditsiinis bakterite vastu toimivate Uhendite kohta, kuid laiemas mikrobioloogilises
kasitluses saab terminit kasutada eukarliootsete mikroorganismide, naiteks seente, vastu
toimivate (hendite kohta (Brautaset et al., 2000). Antibiootikumide klassifitseerimiseks
kasutatakse mitut erinevat lahenemist, sealhulgas keemilise struktuuri véi toimemehhanismi
jargi. Toimemehhanismil pdhinev jaotus on laialdaselt kasutatud, sest see kirjeldab, millist raku

funktsiooni UGhend modjutab. Peamised riihmad, mida eristatakse on rakumembraani
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kahjustavad Uhendid, rakuseina slinteesi-, nukleiinhapete silinteesi- ja valgusinteesi

inhibiitorid (O’Rourke et al., 2020).

Valgusiinteesi inhibiitorid moodustavad antibiootikumide seas olulise klassi, sest valgusiintees
on raku elutegevuseks Uks hddavajalikumaid protsesse. Eukariiootse valgusiinteesi ja seda
mdjutatavate inhibiitorite uurimiseks kasutatakse sageli mudelorganismina S. cerevisiae-d,

sest S. cerevisiae ribosoomi struktuur on suurel maaral konserveerunud teiste eukariiootidega,

naiteks ka inimese ribosoomiga (Spahn et al., 2001).

Tabel 1.

toimemehhanismid

Eukariiootse translatsiooni

inhibiitorite klassid,

tuntumad esindajad ja

Inhibiitorite klass

Mojutatav
translatsiooni

etapp

Peamine

toimemehhanism

Naited

PTC inhibiitorid

Peptiidsideme

moodustumine

Seonduvad 60S alaiihiku
PTC keskusesse ning
takistavad aminohappe
lisamist kasvavasse

peptiidahelasse

Anisomutsiin,

trihhodermiin

Ribosoomi

Elongatsioon,

Blokeerivad tRNA-mRNA

Tstkloheksimiid,

translokatsiooni tRNA-mRNA kompleksi liikumist Ghe | laktimidom{tsiin
inhibiitorid kompleksi koodoni vorra edasi

translokatsioon
Initsiatsiooni Initsiatsioon Inhibeerivad elF4 Hippuristanool
inhibiitorid komplekse

Dekodeerimis-

keskuse inhibiitorid

aa-tRNA valimine ja
koodon-antikoodon

aratundmine

Seonduvad 40S alaiihiku
dekodeerimiskeskusesse
ning hairivad aa-tRNA
korrektset valikut ja

translatsiooni tapsust

Paromomditsiin,

higromitsiin B

PTC inhibiitorid

takistavad peptiidsideme

sinteesi

peptididltransferaasi

keskuses.

Trihhotetseenid kuuluvad selliste antibiootikumide hulka ning seonduvad suure alatihiku A-
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saiti PTC piirkonnas, peamiselt 25S rRNA-ga (Wang et al., 2021). Nende seondumine kutsub
esile 25S rRNA-s konformatsioonilisi muutusi, mis kujundavad toksiinidele sobiva sidumistasku
(Wang et al., 2021). Selle tulemusena hairitakse A saidi aa-tRNA korrektset paiknemist(Wang
et al., 2021).

Translokatsiooni inhibiitorid peatavad translatsiooni elongatsioonifaasis. Translokatsiooni
antibiootikum tsiikloheksimiid (CHX) seondub suure 60S alalihiku E-saidiga ning takistab
deatsetiileeritud tRNA translokeerumist E-saiti (Shen et al., 2021). CHX seondumistasku
koosneb peamiselt kahest ribosomaalsest valgust uL15 ja eL42 ning 25S rRNA-st (Shen et al.,
2021). Selline struktuur, kuhu CHX seondub on eukariiootide seas tugevalt konserveerunud

(Shen et al., 2021).

Initsiatsiooni inhibiitorid takistavad ribosoomi seondumist mRNA-ga takistades kas mRNA 5’-
otsa ettevalmistamist, elF4F kompleksi funktsioneerimist véi mRNA skaneerimist 40S alatihiku
poolt. Initsiatsiooni mojutav antibiootikum hippuristanool sihtmargiks on elF4A1, mis on
elFAF-kompleksi kuuluv ATP-s6ltuv RNA helikaas, mis aitab lahti harutada mRNA 5’-otsa
sekundaarstruktuure (Steinberger et al., 2020). Hippuristanool seondumiskoht on elF4A1
valgu C-terminaalse domeeniga ning lukustab selle suletud, mittefunktsionaalsesse
konformatsiooni (Steinberger et al., 2020). Selle tulemusel vaheneb elF4A1 vGime mRNA-d
siduda ja selle struktuure avada, mis omakorda parsib 40S ribosomaalse alalihiku efektiivset

seondumist mRNA-ga (Steinberger et al., 2020).

Dekodeerimiskeskuse inhibiitorid seonduvad dekodeerimiskeskusesse ja takistades koodon-
antikoodon paardumise teket. Hligromitsiin B seondub kahe alaiihiku vahelise silla B2a
piirkonda ning takistab eEF2 seondumist, seeldbi inhibeerib eEF2 vahendatud translokatsiooni

(Zhao et al., 2025).

1.5 rRNA modifikatsioonid ja antibiootikumitundlikkus

Kuna paljud translatsiooniinhibeerivad antibiootikumid seonduvad ribosoomi funktsionaalselt
olulistesse piirkondadesse, voivad rRNA modifikatsioonid mdjutada rakkude tundlikkust nende
Uhendite suhtes (Stojkovi¢ et al., 2016). rRNA modifikatsioonide puudumine vdib p&hjustada
nii lokaalseid muutusi ribosoomis kui ka kaugmojulisi struktuurseid Umberkorraldusi,
mojutades seeldbi ribosoomi funktsiooni ja translatsiooni efektiivsust (Leppik et al., 2024).
Need muutused v8ivad omakorda kas soodustada vdi takistada antibiootikumide seondumist

ribosoomile ning muuta rakkude tundlikkust translatsiooni inhibeerivate (hendite suhtes
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(Stojkovi¢ et al., 2016). SeetSttu on rRNA modifikatsioonide rolli mdistmine eriti tahtis
antibiootikumiresistentsuse  uurimisel, kuna see aitab selgitada resistentsuse
tekkemehhanisme ning vdib aidata tuvastada uusi antibiootikumide sihtmarke resistentsuse

Uletamiseks.

rRNA modifikatsioonide moju antibiootikumide tundlikkusele saab maarata mitmel viisil,
millest Uks vdimalus on ICso vaartuse madramine. Meetod kujutab endast antibiootikumi
inhibeeriva kontsentratsiooni (IC) maaramist, mille juures inhibeerib antibiootikum rakkude
kasvukiirust 50% vorreldes ilma antibiootikumita kasvanud kontrolliga (Hung et al., 2018). Kui
rRNA modifikatsioonide puudumine mojutab ribosoomi struktuuri, diinaamikat voi otseselt
antibiootikumi seondumispaika, avalduks see ICsp vaartuse muutumisega. Madalam [Csp
vaartus viitab suurenenud tundlikkusele antibiootikumi suhtes ja kdrgem ICso vaartus viitab

vahenenud antibiootikumi tundlikkusele.
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2.0 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmargid

Avaldatud kvantitatiivsed parmi keemilise tundlikkuse madaramise meetodid nduavad sageli
kallist aparatuuri vOi spetsiaalseid vahendeid. Seetdttu kasutavad paljud laborid
mikrobioloogiliste  inhibiitorite  tundlikkuse hindamiseks lihtsamat traditsioonilist
plaatimismeetodit, kus rakud kilvatakse kemikaali sisaldavatele agars66tme plaatidele ning
tundlikkust hinnatakse kolooniate olemasolu, arvu voi suuruse jargi. Kuigi see meetod on
odavam ja kattesaadavam, on selle peamisteks puudusteks, markimisvdarne téomaht ja

ressursikulu.
Kdesoleva t66 eesmargid olid:

1. Optimeerida S. cerevisiae kasvutingimusi 96-siivendiga mikrotiiterplaadil, et need
oleksid kasutatavad erinevate tlvede antibiootikumitundlikkuse hindamiseks
vedelkultuuris.

2. Testida optimeeritud katsetingimusi tsikloheksimiidi nditel erinevate S. cerevisiae

tivede ICsp maaramiseks.
2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud s66tmed ja tiived

Tabel 2. Kasutatud s66tmed ja nende koostised

S66de Koostis

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) 1% Bacto™ parmiekstrakt, 2% Bacto™
vedels6ode peptoon, 2% glikoos

YPD agarst6de 1% Bacto™ parmiekstrakt, 2% Bacto™

peptoon, 2% gliukoos, 2% agar

SC (Synthetic Complete) -His vedelstode 2% Glukoos, 0,67% parmi lammastikaluste
segu, 0,2% aminohapete, puriinide ja
plrimidiinide segu (Ade, Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, GIn, Gly, llc, Leu, Lys Met, PABA, Phe,
Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Ura, Ura, Val)
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SC -His agars6ode

2% Gliikoos, 0,67% parmi lammastikaluste
segu, 0,2% aminohapete, puriinide ja
plrimidiinide segu (Ade, Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, GIn, Gly, llc, Leu, Lys Met, PABA, Phe,

Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Ura, Ura, Val), 2% agar

Tabel 3. Kasutatud tiived, nende genotiiiip, puuduvad modifikatsioonid ja paritolu

Tivi

Genotiiiip

Plasmiidid Puuduvad Allikas

modifikatsioonid

TYSC309 (WT)

(S. cerevisiae)

MATa ura3-52
leu2A1
his3A200
trp1A36 arg4

lys1

- - Labori

kollektsioon

TYSC309 +
pRS413

MATa ura3-52
leu2A1
his3A200
trp1A36 arg4
lys1

PRS413- his3 - Kaesolev t66

TYSC960

MATa ura3-
52 leu2A1
his3A200
trp1A36
Aarg4  Alys1
AsnR34
AsnR52
AsnR67
Aspb1::
hphMX6
Anop2::
natMXé6

pRS314- G2922, m>C2870 | Labori
spb1D52A,E679K kollektsioon
(DE9)
pRS315- nop2
C424A C478A
(mut 2-1)
pRS413- 3snR
(snR34 snR52
SnR67) his3
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TYSC962 MATa ura3- | pRS314- Gm2619, Labori
52 leu2A1 spb1D52A,E679K | Um2921, W2826, kollektsioon
his3A200 (DE9) G2922, m>C2870
trp1A36 pRS315-nop2
Aarg4 Alysl | C424A C478A
AsnR34 (mut 2-1)

AsnR52 pRS413-3snR
AsnR67 (snR34* snR52*
Aspb1:: snR67%*) his3
hphMX6

Anop2::

natMXé6

snR34*

snR52*

snR67*

TYSC964 MATa ura3- | pRS314- Gm2619, Labori
52 leu2A1 spb1D52A,E679K | Um2921, W2826, | kollektsioon
his3A200 (DE9) w2880, Am420,
trp1A36 pRS315-nop2 Um2724, G2922,

Aarg4 Alys1 | C424A C478A m>C2870
AsnR34 (mut 2-1);

AsnR52 PRS413- his3

AsnR67

Aspb1::

hphMX6

Anop2::

natMX6

snR34* snR52* snR67* on muteeritud nii, et nende ekspresseerimisel taastatakse rRNA-s vaid
evolutsiooniliselt mittekonserveerunud modifikatsioonid.

2.2.2 Rakkukultuuride ettevalmistus

S. cerevisiae WT rakud kasvatati YPD tardso6tmel plaatidel inkubaatoris Sanyo incubator 30 °C

juures 3 - 4 paeva. Ulejadnud tiived kasvatati SC -His tards66tme plaatidel inkubaatoris Sanyo
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incubator 30 °C juures 3 - 5 pdeva. Rakkude kasvatamiseks vedelsédtmes inokuleeriti tGksik
koloonia 3 ml vedels66tmesse: WT tiive kasvatati YPD s66tmes ning teisi tlivesid SC -His
s66tmes (Tabel 1.). Kultuure kasvatati inkubaator loksutis (Infors HT Multitron) olenevalt tiive
kasvukiirusest 20-50 h tingimustel 30 °C ja 180 rpm. Rakukultuuri tihedus maarati optilise
neelduvuse pdhjal lainepikkusel 600 nm (ODsoo). Ule6d rakukultuuride puhul lahjendati
mootmiseks kultuuri 10 korda Milli-Q (MQ) veega. Rakukultuuri lahjendati s66tmes tiheduseni
ODsoo = 0,15 ja rakukultuur kanti 120 pl stivendi kohta 96-stivendilisele Greiner BIO-ONE 96
Well, F-bottom, Clear, Suspension Culture plate mikrotiiterplaadile, ning kasvatati BMG Labtech
POLARstar Omega mikroplaadilugejas kuni rakud joudsid eksponentsiaalse kasvufaasi
algusesse. Antibiootikumidest valmistati iga soovitud |dppkonsentratsiooni kohta
vahelahjendused, mille konsentratsioon oli vastavast Idppkonsentratsioonist 60-korda kdrgem.
Erinevate  antibiootikumide  konsentratsiooniga  rakukultuuride  saamiseks lisati
eksponentsiaalses kasvufaasis rakkudele 120 pl rakususpensiooni kohta 2 pl vastavat
antibiootikumi vahelahjendust. Rakukultuure kasvatati katse ajal BMG Labtech POLARstar

Omega mikroplaadilugejas temperatuuril 30 °C.

2.2.3 Andmetootlus

Mootetulemusi toodeldi ja anallisiti programmis Microsoft Excel. Saadud mG6tetulemuste
pohjal koostati kasvukdverad logaritmilisel skaalal. Generatsiooniaja maaramiseks kasutati
modtmistulemusi eksponentsiaalse kasvufaasi vahemikust. Valitud andmeldigule genereeriti
Microsoft Excel abil eksponentsiaalne trendijoon ning generatsiooniaeg arvutati trendijoone
vOrrandis esitatud tdusu pdhjal valemiga:

In(2)
C=%

G = generatsiooni aeg
k = trendijoone tdus

Iga katse puhul arvutati ICso vaartused eraldi. Seejarel koondati sama tlive ja antibiootikumi
kohta saadud tulemused (ihele suhteliste kasvukiiruste graafikule. Suhtelise kasvukiiruse
arvutamiseks jagati vastava antibiootikumikonsentratsiooni juures kasvanud rakkudele
arvutatud keskmine generatsiooniaeg, antibiootikumita tingimuses kasvanud rakkudele

arvutatud keskmise generatsiooniajaga.
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suhteline kasvukiirus = G—O * 100
Cc

G, = antibiootikumita tingimustes maaratud keskmine generatsiooniaeg
G, = vastava antibiootikumikonsentratsiooni juures saadud keskmine generatsiooniaeg

Saadud suhtelised kasvukiirused kanti graafikule antibiootikumi konsentratsiooni
funktsioonina. 1Cso vaartus madrati trendijoone vdrrandi pohjal kui antibiootikumi
konsentratsioon, mille juures suhteline kasvukiirus oli 50 % ilma antibiootikumita s6é6tmes

kasvanud kontrollist.

2.2.4 Transformatsioon

Rakud kasvatati YPD s66tmes kuni ODeoo = 0.6 - 0.8. Seejarel koguti rakud 50 ml rakukultuurist
tsentrifuugimise teel 2 min jooksul kiirusel 3200 rpm toatemperatuuril. Rakkude pesemiseks
eemaldati supernatant ning rakkudele lisati 25 ml MQ vett. Rakud resuspendeeriti,
tsentrifuugiti 2 min 3200 rpm toatemperatuuril ning supernatant eemaldati. Seejarel lisati
rakkudele 12,5 ml 1x LiOAc-TE (100mM liitiumatsetaat, 10mM Tris-HCI pH 7,5, 1mM EDTA)
lahust, rakud resuspendeeriti, koguti tsentrifuugimise teel 2 min 3200 rpm toatemperatuuril
ning supernatant eemaldati. Parast pesuetappe eemaldati supernatant ning rakud
resuspendeeriti 300 pl 1x LiOAc-TE lahuses. Transformatsioonisegule lisati 50 pul
kuumdenatureeritud kandja-DNA-d ning 50 ul kompetentsetele rakkudele lisati 1,5 ul 882,2
ng/ml plasmiidset DNA-d ja segu inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Peale inkubatsiooni
lisati 300 ul PEG-LIOAC-TE (40% PEG 4000, 100mM liitiumatsetaat, 10mM Tris-HCl pH7,5, 1mM
EDTA) lahust, segati vorteksiga ning inkubeeriti toatemperatuuril 15 min. Parast inkubeerimist
lisati segule 30 ul DMSO-t, segati vorteksiga ning inkubeeriti 10 min temperatuuril 42 °C. Rakud
koguti kokku tsentrifuugimise teel tingimustel 3 min, 3000 rpm. Supernatant eemaldati ning

rakud resuspendeeriti 100-200 pl steriilses MQ vees, ning kilvati SC -His agar s66tme plaadile.

2.2.5 Al kasutus

Kdesolevas t60s kasutati Chat-GPT 5.5 OpenAl abi keelelise kontrolli ja lausete sdnastuse

parendamise eesmargil.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Traditsiooniliselt  kasutatavad  rakkude  kasvuinhibiitorite  hindamiseks  kasutatav
plaatimismeetodite peamine puudus on andmete hinnangulisus. Inhibiitorite mdju rakkude
kasvule hinnatakse silma jargi kas koloonia arvu vdi koloonia suuruse pohjal. Selliseid
hinnanguid on keeruline objektiivselt omavahel vorrelda. Rakukultuuride ODgoo mddtmine
annab numbrilised tulemused, mida saab objektiivselt omavahel vorrelda. Kidesoleva t66
peamine eesmark oli optimeerida S. cerevisiae kasvutingimusi 96-stivendiga mikrotiiterplaadil,

et oleks vBimalik hinnata erinevate tivede antibiootikumitundlikkust vedelkultuuris.

Plstitatud eesmargi tditmiseks alustati kasvutingimuste optimeerimist Saccharomyces
cerevisiae TYSC309 (WT) (Tabel 2) tlivega YPD s66tmes (Tabel 3). YPD s60de on S. cerevisiae
jaoks toitaineterikas ja standardne s66de, milles kasvab S. cerevisiae kiiresti tulemused hasti
reprodutseeruvad. WT tivi valiti, sest varasemastest uuringutest oli meie t6ogrupil teada tiive
generatsiooniaeg YPD s66tmes (91,0 + 6,2 min) (Leppik et al., 2024), millega katse tulemusi

vorrelda.

Kasvutingimuste optimeerimist alustati varasemalt toogrupis BMG Labtech POLARstar Omega
mikroplaadilugeja standardse mootmisprogrammiga (Tabel 4). Kdesoleva t66 raames tehtud
eelkatsed nditasid, et standardprogrammi kasutamisel esinesid andmetes suured
mootevaartuste vahelised kdikumised, mis raskendasid kasvukdverate Uheselt tdlgendamist
(Joonis 3). Sellest tulenevalt varieerusid margatavalt ka nende andmete pd&hjal arvutatud
generatsiooniajad. Eelkatsete pdhjal arvutati keskmiseks generatsiooniajaks 149,82 + 46,51

min (n=76), mis on eeldatavast generatsiooniajast 91,0 + 6,2 min markimisvaarselt aeglasem.

Tabel 4. Standardtingimustega mikroplaadilugeja mo6tmisprogramm

Etapp Tegevus Kestvus
1 Loksutamine (orbitaalne, 500 rpm, 30 °C) 60 sek
2 Inkubeerimine ilma loksutamiseta (30 °C) 60 sek
3 Etappide 1-2 kordamine (ihe korra -
4 ODeoo mo6tmine (30 °C) 60 sek
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Joonis 3. Standard mootmisprogrammiga saadud mootetulemused. Joonisel on ndidatud WT
rakukultuuri ODeoo mosGtetulemustest koostatud kasvukover YPD sootmes. Joonis esindab 30
korduskatse mootmistulemusi.

Kuna esmaste kasvutingimustega saadud kasvukdverates esines suur mootetulemuste
vaheline varieeruvus ja samuti mootmisvaartuste katsesisesed koikumised, ei olnud sellest
tulenevalt voimalik arvutada usaldusvaarset keskmist generatsiooniaega, hakati esmalt
arendama madodtmisprogrammi, mis mikrotiiterplaadilugeja kasvatamistingimused maarab.
Moodtmisprogrammi parendamisel vOeti aluseks Warringer ja Blomberg, 2003 kirjeldatud
mikrotiiterplaadil kasvatamise metoodika. Selles t06s nadidati, et pidev rakukultuuri
loksutamine ilma piisavate pausideta v8ib mdjutada rakkude jaotumist mikroplaadi stivendis.
Rakud vdivad koguneda slivendi servadesse voi keskele. Kui rakud ei jdua enne mddtmist
Uhtlaselt suspendeeruda, voivad OD vaartused punktide Idikes kdikuda ning seega ei pruugi
mootetulemused peegeldada rakkude tegelikku kasvu. Kdesoleva t06 eelkatsete andmed
viitavad, et probleemiks vdib just olla nende poolt kirjeldatud fenomen. Warringer ja
Blomberg, 2003 kirjeldasid, et probleemi lahendas vahelduv loksutamine, kus 60 sekundilisele
loksutamisele jargnes 60 sekundit ilma loksutamata inkubeerimine ning ODggo mddtmine
toimus iga 20 minuti jarel. Selle pdhjal kohandati kasvutingimusi muutes médtmisprogrammi.
Muudeti loksutamise muster orbitaalselt topelt orbitaalseks ning loksutamise kiirus 500 rpm-
It 700 rpm-le. llma loksutamiseta inkubeerimise aeg vahendati 60 sekundilt 55 sekundile ning

mootmise tihedus muudeti iga tsikli tagant iga kiimne tsikli jarele.
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BMG Labtech POLARstar Omega mikroplaadilugeja OMEGA programmi kasutajaliides omab
vaga limiteeritud voimalusi ja selliseid kasvatustingimusi rakendada ei vdimalda. Siiski, on
voimalik maarata oluliselt rohkem modtmisprogrammi parameetreid kui programmeerida
masinat otse. Selleks tuleb kasutada spetsiaalset Script mode-i. Script mode’is tuleb kasitsi
kirjutada programm, kus defineeritakse tapselt kdik médtmisparameetrid (Lisa 1 ja 2). Script

mode programmid kirjutas Margus Leppik.

Kohandatud plaadilugeja kasvutingimuste sobivust kontrolliti esmalt WT tiivega YPD s66tmes,
et saaks eristada muudetud modtmisprogrammi moju mddtetulemustele. Kohandatud
kasvutingimustega moddetud mddtetulemused WT tlivele YPD s66tmes olid stabiilsed (joonis
4A). Mootmisprogrammi muutmine vahendas oluliselt ODgoo moOtetulemuste varieeruvust.
Moddetud tulemuste pohjal arvutati WT tlive generatsiooniajaks YPD s66tmes 86,23 + 4,13
min (n = 84), mis oli ldhedane varasemalt to6grupis maaratud generatsiooniajale 91,0 + 6,2
min. Vaike veapiir (+ 4,13 min) viitab sellele, et selliste kasvutingimuste kasutamine annab
usaldusvaarseid, vahem varieeruvaid tulemusi. Kuna kasvutingimused andsid
kontrolltingimustes ootusparased tulemused, liiguti edasi programmi testimisega SC -His

sootmes.

Programmi testiti s SC -His selektiivso6tmes (Tabel 2), sest tulevastes antibiootikumi
tundlikkuse madramise katsetes on vaja kasutada selektiivsusmarkereid tilivede
selekteerimiseks. Kuna t66s kasutatud WT kontrolltlvi ei ole SC -His s66tmes elujduline his3
geeni puudumise tottu, viidi WT tlivesse his3 selektiivsusmarkeriga plasmiid pRS413. TYSC309
+ pRS413 tiive kasutades kontrolliti, kas kohandatud kasvutingimused on sobilikud ka SC -His
s00tmes modtmiseks. Erinevalt YPD s66tmes labi viidud katsetest olid TYSC309 + pRS413 tlive
mootetulemused vaga varieeruvad ning moddtetulemuste pdhjal loodud kasvukdvera
tulemused vaga ebastabiilsed(Joonis 4B). Kasvuk&verat vaadates paistab, et rakud ei saanud
korralikult kasvama hakata, sest tundub, et rakukultuuri méddetud ODgoo ei Uletanud vaartust
0,8 ning isegi hlippeid arvesse véttes, ei lletanud vaartused mootmise valtel 1,2 piiri (Joonis
4B). Tulemustele tuginedes saab pakkuda hiipoteesi, et SC -His s66tme madalama viskoossuse
ja raskemate kasvutingimuste (madalam toitainete konsentratsioon) tottu ei ole rakud nii
eluvdimelised, kui YPD so6tmes, mille tagajarjel vajuvad rakud stivendi pdhja. SC s66tme ja
YPD sootme viskoossuste erinevuse kohta ei leitud teaduskirjandusest andmeid.
Katsetulemuste alusel tekkis hlipotees, et kui rakud vajuvad kasvatamise kaigus slivendi pdhja
ning moodustavad agregaate, ei saa nad enam piisavalt toitaineid ja hapnikku. Sellest ja
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rakkude ebaihtlasest jagunemisest rakukultuuris, tuleneb rakkude halvenenud kasv ja suuresti
varieeruvad modtetulemused. Varieeruvate modotetulemuste tottu ei olnud andmete pdhjal

voimalik usaldusvaarseid generatsiooniaegu arvutada.

Tabel 5. Esimesed kohandatud kasvatamistingimused mikroplaadilugejas.

Etapp Tegevus Kestus
1 Loksutamine (topelt orbitaalne, 700 rpm, 30 °C) 60 sek
2 Inkubeerimine ilma loksutamiseta (30 °C) 55 sek
3 Etappide 1-2 kordamine 10 korda -
4 ODeoo mo6tmine (30 °C) 60 sek
A B
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' :l o genet - (14 ’ “’c . hy .
9 aaee®® © 1 '.‘0 ‘.~ o Y
3 _ .....'..‘ J '. . . ! )
Xl 0.8 L] .
=4 d 2 » n’ t ° ®
do J dng_ Am-. suy ® s0e ..'. P
o - 7 o |~
Aeg (min) Aeg (min)

Joonis 4. Esimeste kohandatud kasvutingimustega saadud mootetulemused. (A) on ndidatud
WT rakukultuuri ODeoo mo0otetulemustest koostatud kasvukdver YPD s66tmes, joonis esindab
84 korduskatse tulemusi, (B) on ndidatud TYSC309 + pRS413 rakukultuuri ODsgo
mootetulemustest koostatud kasvukdver SC -His s66tmes, joonis esindab 168 korduskatse
tulemusi.

Rakkude slivendi pdhja vajumise dra hoidmiseks kohandati kasvutingimusi uuesti. Selleks
muudeti moodtmisprogrammi loksutamise aeg 60 sekundilt 85 sekundini ning vahendati
seismise aega 60 sekundilt 25 sekundini (Tabel 6). Esmalt kontrolliti uuesti kasvutingimuste
sobivust YPD so6tmes. Kohandatud kasvutingimusi kasutades saadi TYSC309 + pRS413 tiivele
YPD so6tmes stabiilsed mddtetulemused (Joonis 5A), md&otetulemuste pdhjal arvutati

generatsiooniajaks 83,62 + 5,16 min (n = 72), mis on 8 minutit kiirem, kui varasemalt té6grupis
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maaratud WT tlve generatsiooniaeg YPD s66tmes (91,0 £ 6,2 min) ja 3 minutit kiirem, kui
eelmistes kasvutingimustes maaratud WT tilive generatsiooniaeg (86,23 + 4,13 ), mis viitab
sellele, et kasvutingimustest sdltuvalt voib muutuda rakkude generatsiooniaeg. Selle pdhjal
jareldati, et teise kohandatud moodtmisprogrammi pikem loksutamisetapp ja liihem seismisaeg
ei pdhjustanud YPD s66tmes markimisvaarseid muutuseid mootetulemuste varieeruvuses ja
arvutatud keskmises generatsiooniajas. See viitab sellele, et YPD s66tmes ei olnud enam
rakkude suspensioonis plisimine mddtmist piiravaks teguriks. Seetdttu mindi edasi programmi
testimisega SC -His s66tmes. Selleks mdddeti teiste kohandatud kasvutingimustega TYSC309 +
pRS413 tiive SC -His s66tmes. Uutes kasvutingimustes mdddetud mddtetulemuste katsesisene
varieeruvus oli madal ning mdootetulemuste pdhjal arvutati keskmiseks generatsiooniajaks

157,31 + 10,65 min (n = 144)(Joonis 5B).

Tabel 6. Teine kohandatud mikroplaadilugeja m66tmisprogramm

Etapp Tegevus Kestus
1 Loksutamine (topelt orbitaalne, 700 rpm, 30 °C) 85 sek
2 Inkubeerimine ilma loksutamiseta (30 °C) 25 sek
3 Etappide 1-2 kordamine 10 korda -
4 ODeoo mOGtmine 60 sek

SC -His s66tmes kasvanud TYSC309 + pRS413 tiive oluliselt aeglasem generatsiooniaeg (157,31
+ 10,65 min) (n=144) vorreldes YPD s66tmes kasvanud WT tiive generatsiooniajaga (83,62 *
5,16 min) oli oodatav tulemus, sest SC -His s66tmes on vahem toitaineid vorreldes YPD
so0tmega. Seetdttu sai tulemuste tdlgendamisel tugineda vaid kdesoleva t66 raames labi
viidud katsetele. Kuna SC -His sd6tmes saadi usaldusvdarsed tulemused, mindi edasi

kasvutingimuste testimisega tingimustele, kus s66tmele lisati veel antibiootikum.

24



TYSC309 + prS413, YPD TYSC309 + prS413, SC -His
5 45
IRV e it : ’s
L2 . - '
sV & e aselyns _*
. \./' Ppnpapresmndo® sot Mooy
s ooy e f Mt
& ; g ;
(@) I3 (o} ) :
._.' '1 /.."

o 500 1000 1500 2000 2500 3000 [v] 500 1000 1500 2000 2500 3000

Aeg (min) Aeg (min)

Joonis 5. Teiste kohandatud kasvutingimustega saadud moéotetulemused. (A) on naidatud
YPD s06tmes kasvanud TYSC309 + pRS413 tiive mdotetulemustest koostatud kasvukover,
kasvukover esindab 72 korduskatse tulemusi. (B) on naidatud SC -His s66tmes kasvanud
TYSC309 + pRS413 tiive mootetulemustest koostatud kasvukover, kasvukdver esindab 144
korduskatse tulemusi.

Antibiootikumi tundlikkuse maaramise katsetes kasutati nelja tlive: kdesolevas toos
valmistatud TYSC309 + pRS413 ja varasemalt Ronald Variku 2025 aasta magistritoos
valmistatud parmitived TYSC960, TYSC962 ja TYSC964. Tiived on konstrueeritud 25S rRNA
modifikatsioonide defektse S.cerevisiae tlive TYSC906 (3AsnR, nop2* (C424A/C478A), spb1*
(D52A/E679K)) pohjal (Leppik et al., 2024). TYSC906 tives on puudu seitse 255 rRNA
modifikatsiooni: m5C2870, Um2921, Gm2922, Um2724, Gm2619, W2880 ja W2826 ning uks
18S rRNA modifikatsioon — Am420 (Leppik et al., 2024). Kolm snoRNA geeni snR34, snR52 ja
snR67 juhivad kolme evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsiooni Gm2619, Um2921 ja
W2826 siinteesimist ja kolme mitte konserveerunud modifikatsiooni W2880, Am420 ja
Um2724 siinteesimist (Leppik et al., 2024). Metiltransferaasid NOP2 ja SPB1 on genoomist
deleteeritud ning asendatud plasmiidilt kodeerivate katallittiliselt inaktiivsete versioonidega
(pRS314-spb1D52A/E679K; pRS315- nop2 C424A/C478A)(Leppik et al., 2024). Tuve TYSC906
pohjal on tehtud tlvi TYSC960, millesse on lisatud his3 markergeeniga plasmiid pRS413-
3snR(WT), his3, plasmiid kompenseerib 3snR geenid ja toob tagasi kdik nende snoRNA-de
juhitud rRNA modifikatsioonid. TYSC962 on tivi, millesse on lisatud his3 markergeeniga
plasmiid pRS413-3snR(MUT)his3, plasmiid kodeerib snR34, snR52 ja snR67 snoRNA-de
mutantseid versioone. Mutantsed snR34, snR52 ja snR67 snoRNA-d juhivad kolme
mittekonserveerunud modifikatsiooni W2880, Am420 ja Um2724 siinteesimist, aga ei juhi

kolme evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsiooni Gm2619, Um2921 ja W2826
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slinteesimist. TYSC964 on tlvi, millesse on lisatud tihi his3 markergeeniga pRS413-his3

plasmiid.

Antibiootikumi tundlikkust maéarati tsikloheksimiidi (CHX) suhtes 1Cso vaartuse maaramise
kaudu. Kuna eelnev mddtmisprogrammi optimeerimine naitas, et kasvutingimustel on suur roll
ODsoo mOGtmistulemuste kvaliteedile, testiti esmalt CHX lisamise m&ju TYSC309 + pRS413
tlvele YPD s66tmes. Lisaks, oli oluline maarata CHX ICsq vaartus TYSC309 + pRS413 tiive puhul
YPD so6o6tmes, et saada vordlusvaartus tsukloheksimiidi tundlikkusele standardsetes
tingimustes, mida hiljem vorreldi sama tlive ICsp vaadrtusega SC -His so6tmel. Iga testitud
tlivega tehti sobiva antibiootikumikontsentratsiooni vahemiku vilja selgitamiseks eelkatse, kus
kasutati laia CHX konsentratsioonide vahemikku (500 ng/ml — 500 pg/ml), . Eelkatseks
kasutatud CHX konsentratsioonide esmane vahemik valiti (Warringer ja Blomberg, 2003b)

uuringutes kasutatud CHX konsentratsioonide p&hjal.

TYSC309 + pRS413 tive testiti kuue erineva CHX konsentratsiooni juures, nii et CHX
konsentratsioonid kataks vahemiku, mis véimaldaks kasvuinhibitsiooni m&6ta, kontrollina
kasutati antibiootikumita soddet. Ko&ikides CHX tundlikkuse katsetes oli iga CHX
konsentratsiooni puhul oli katses 14 tehnilist kordust ja kontrolltingimustes 24 tehnilist
kordust. Koikidele CHX konsentratsiooni juures kasvanud rakkudele arvutati keskmine
generatsiooniaeg. Seejarel maarati iga CHX konsentratsiooni puhul suhteline kasvukiirus
vorreldes kontrolltingimustega nagu selgitatud andmetdétlusmeetodite peatiikis. Kolme katse
pohjal arvutatud keskmised suhtelised kasvukiirused kanti Ghele graafikule (Joonis 6A). CHX
konsentratsiooni, mille juures antibiootikum inhibeeris 50% rakkude kasvukiirusest (ICso)
arvutati suhteliste kasvukiiruste trendijoone valemi pd&hjal (Joonis 6A). Kolme katse pdhijal
koostatud keskmiste suhteliste kasvukiiruste graafiku tdusu pdhjal arvutati TYSC309 +pRS413

tlivele YPD so6tmes ICso vaartuseks 102,3 ng/ml.
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Joonis 6. TYSC + pRS413 tiive suhteliste kasvukiiruste graafikud YPD ja SC -His s66tmetes. (A)
on naidatud TYSC309 + pRS413 tlvele YPD so6tmes mdoddetud keskmised suhtelised
generatsiooniajad (n=3) CHX konsentratsioonide 120 ng/ml, 90 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 1
ng/ml ja 0,7 ng/ml juures. (B) on naidatud TYSC309 + pRS413 tlivele SC -His s66tmes mdddetud
keskmised suhtelised generatsiooniajad (n=3) CHX konsentratsioonide 120 ng/ml, 90 ng/ml, 60
ng/ml, 30 ng/ml, 1 ng/mlja 0,7 ng/ml juures.

Jargmisena maarati TYSC309 + pRS413 tlive ICsp vaartus tstkloheksimiidi suhtes SC -His
soo6tmes. Tuve testiti kuuel erineval CHX konsentratsioonil, nii et CHX konsentratsioonid kataks
vahemiku, mis vdimaldaks mo6ta kasvuinhibitsiooni, kontrollina kasutati antibiootikumita
soodet. Katset korrati kolm korda. Erinevatel CHX konsentratsioonidel kasvanud rakkude kolme
katse pdhjal arvutatud keskmised suhtelised kasvukiiruste vaartused kanti graafikule ning
keskmiste suhteliste kasvukiiruste trendijoone pohjal arvutati 1Cso vaartus. SC -His s66tmes
arvutati TYSC309 + pRS413 tiive ICso vaartuseks 68,39 ng/ml, mis on madalam kui YPD s66tmes
madratud TYSC309 + pRS413 tiive CHX ICso vaartus 102,3 ng/ml. Mis naitab, et YPD s66tmes
on TYSC + pRS413 tive rakud tundetumad CHX-i suhtes ja viitab sellele, et s66tme koostis vdib

mdjutada antibiootikumi tundlikkust.

Jargmisena maarati TYSC960 tive tsikloheksimiidi ICso vaartus SC -His s66tmes, et hinnata, kas
3snR (WT) geenide ekspressioon genoomi asemel plasmiidilt mdjutab rakkude tundlikkust
tstkloheksimiidi suhtes. Selleks kasutati vordluseks TYSC309 + pRS413 tlvele samas s66tmes
maaratud CHX ICsovaartust. TYSC960 tlve tstikloheksimiidi tundlikkust mdddeti kolmes katses
erinevate CHX konsentratsioonide juures, kus kasutati viit erinevat CHX konsentratsiooni nii,
et need kataks vahemiku, mis voimaldaks kasvuinhibitsiooni modta, kontrollina kasutati
antibiootikumita s66det. Kolme katse pdhjal arvutatud suhtelised kasvukiirused kanti
graafikule ning CHX ICso vaartus arvutati suhteliste kasvukiiruste graafiku trendijoone pdhjal

(Joonis 7A). TYSC960 tlive CHX ICso vaartuseks SC -His so6tmes arvutati 62.97 ng/ml.
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SC -His s66tmes on TYSC960 tiivele arvutatud CHX ICso vaartus 62,97 ng/ml, mis on sarnane
TYSC309 + pRS413 tiivele arvutatud CHX ICso (68,39 ng/ml) vaartusega, viidates sellele, et 3snR
geenide asukoha muutus genoomist plasmiidi ei mojuta olulisel maaral rakkude CHX
tundlikkust tstikloheksimiidi suhtes. Kuigi TYSC960 ICso vaartus tuli sarnane TYSC309 + pRS413
TYSC960 ICso vadrtusega, on TYSCI960 tiive katsetes suhteliste kasvukiiruste veapiirid tsna

korged (Joonis 7A), selle tottu tuleks kindla jarelduse tegemiseks labi viia korduskatseid.

Jargmisena madrati TYSC962 tive tsikloheksimiidi ICso vaartus SC -His so6tmes, et teada saada
kas evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsioonide kadu mdjutab rakkude tundlikkust
tstkloheksimiidi suhtes. TYSC962 tlive tundlikkust CHX suhtes moddeti kolmes katses, kus
kasutati kuut erinevat CHX konsentratsiooni nii, et need kataks vahemiku, mis vBimaldaks
kasvuinhibitsiooni moodta, kontrollina kasutati antibiootikumita s66det. Mdotetulemuste
pohjal arvutati suhtelised kasvukiirused, mis kanti Ghisele graafikule ning ICsp arvutati
suhteliste kasvukiiruste graafiku trendijoone po&hjal (Joonis 7C). Tiive TYSC962 CHX ICso
vaartuseks SC -His so6tmes arvutati 81,2 ng/ml. See on natuke ootamatu tulemus, aga viitab
sellele, et evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsioonide Gm2619, Um2921 ja W2826 ja
mitte evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsioonide W2880, Am420 ja Um2724
interaktsioonid mé&jutavad rakkude tundlikkust tsiikloheksimiidi suhtes, aga kindlate jarelduste
tegemiseks tuleks labi viia korduskatseid. Jargmisena maarati TYSC964 tlive tsikloheksimiidi
ICsp vaartus SC -His sootmes, et uurida kas nii evolutsiooniliste konserveerunud
modifikatsioonide Gm2619, Um2921, W2826 ja evolutsiooniliselt mittekonserveerunud
modifikatsioonide W2880, Am420 ja Um2724 samaaegsel puudumisel on mdju
tsukloheksimiidi tundlikkusele. TYSC964 tiive tundlikkust CHX suhtes mooddeti kolmes katses,
kus kasutati kuut erinevat CHX konsentratsiooni nii, et need kataks vahemiku, mis voimaldaks
kasvuinhibitsiooni moota, kontrollina kasutati antibiootikumita séodet. Mootetulemuste
pdhjal arvutati suhtelised kasvukiirused, mis kanti Uhisele graafikule ning ICso arvutati
suhteliste kasvukiiruste graafiku trendijoone pdhjal (Joonis 7B). Tive TYSC964 CHX ICso
vaartuseks SC -His s66tmes arvutati 69,01 ng/ml. Saadud ICso vaartus on ldhedane s66tmes
moddetud TYSCI960 ja TYSC309 + pRS413 tlivele samas ICso vaartustele (vastavalt 62,97 ng/ml
ja 68,39 ng/ml). See viitab sellele, et evolutsiooniliselt konserveerunud Gm2619, Um2921,
W2826 ja evolutsiooniliselt mittekonserveerunud modifikatsioonide W2880, Am420 ja

Um2724 samaaegsel puudumisel ei ole mdju tsiikloheksimiidi tundlikkusele.
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Joonis 7. Tuvede TYSC960, TYSC962 ja TYSC964 suhteliste kasvukiiruste graafikud SC -His
so6tmetes. (A) on ndidatud SC -His s66tmes TYSC960 tivele moddetud suhtelised
kasvukiirused (n=3) vorreldes kontrolliga CHX konsentratsioonide, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 1
ng/ml, 0,95 ng/ml ja 0,9 ng/ml juures. (B) on naidatud TYSC962 tlvele SC -His s66tmes
moddetud keskmised suhtelised generatsiooniajad (n=3) vorreldes kontrolliga CHX
konsentratsioonide 150 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 1 ng/ml, 0.95 ng/ml ja 0,9 ng/ml juures.
(C) on naidatud tuve TYSC964 mdddetud suhtelised kasvukiirused (n=3) vorreldes kontrolliga
CHX konsentratsioonide 75 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 1 ng/ml, 0.975 ng/ml ja 0,95 ng/ml
juures.

Kokkuvotlikult taideti uurimistoo eesmargid, tootati valja meetod, mille kasvutingimused on,
esialgsete katsetulemuste pdhjal, Saccharomyces cerevisiae erinevate tiivede antibiootikumi
tundlikkuse uurimiseks sobivad. Tiivedele TYSC309 + pRS413, TYSC960, TYSC962 ja TYSC964
moodetud ICso vaartused viitavad sellele, et evolutsiooniliselt konserveerunud
modifikatsioonidel Gm2619, Um2921, W2826 on mdju rakkude CHX tundlikkusele, kuid see on
seotud evolutsiooniliselt mittekonserveerunud modifikatsioonide W2880, Am420 ja Um2724,

aga kindlate jarelduste tegemiseks oleks vaja labi viia tdiendavaid uuringuid.
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Kokkuvote

Pagariparm Saccharomyces cerevisiae on laialdaselt kasutatav mudelorganism ribosoomi
funktsioneerimise ja translatsiooni uurimiseks. Ribosoomi talitlust mdjutavad ribosomaalse
RNA modifikatsioonid, mis paiknevad sageli ribosoomi funktsionaalselt olulistes piirkondades.
Selliste modifikatsioonide puudumine véib mdjutada ribosoomi struktuuri, translatsiooni

efektiivsust ja tundlikkust translatsiooni inhibeerivate Gihendite suhtes.

Antibiootikumitundlikkuse hindamine voimaldab hinnata ribosoomi funktsionaalseid muutusi.
Traditsioonilised plaatimismeetodid on téomahukad ja ressursikulukad, mistdttu on vaja
odavamaid ja kiiremaid vedelkultuuril péhinevaid meetodeid. Parmirakkude kasvukiiruse ja
antibiootikumitundlikkuse hindamisel sdltub tulemuste usaldusvaarsus suurel maaral
kasutatavatest kasvutingimustest ja mootmismetoodikast. Vedelkultuuris mikrotiiterplaadil
tehtavad katsed voimaldavad jalgida rakkude kasvu ajas ning saada kvantitatiivseid andmeid,
kuid usaldusvaarsete tulemuste saamiseks peavad rakud olema sivendites Uhtlaselt

suspendeeritud ja rakukultuuri kasv ei tohi olla kasvutingimustest tingitult inhibeeritud.

Kdesoleva t60 eesmargiks oli optimeerida S. cerevisiae kasvutingimusi 96-siivendiga
mikrotiiterplaadil, et need oleksid kasutatavad erinevate tiivede antibiootikumitundlikkuse
hindamiseks vedelkultuuris, ning testida optimeeritud katsetingimusi tsiikloheksimiidi naitel

erinevate S. cerevisiae tlvede ICso maaramiseks.

Kdesoleva 166 kaigus selgus, et rakkude kasvutingimused on usaldusvaarsete ja
reprodutseeritavate moodtetulemuste saamiseks kriitilise tahtsusega. Toos optimeeriti
Saccharomyces cerevisiae rakkude kasvutingimused toitaineterikkas komplekss66tmes YPD ja
slinteetilises selektiivsootmes SC -His. Optimeeritud kasvutingimusi kasutati erinevate
Saccharomyces cerevisiae tivede tsiikloheksimiiditundlikkuse maaramiseks 1Csq vaartuste
kaudu. Katsetulemused viitasid sellele, et evolutsiooniliselt konserveerunud modifikatsioonide
Gm2619, Um2921, W2826 ja evolutsiooniliselt mittekonserveerunud modifikatsioonide
w2880, Am420 ja Um2724 interaktsioonid voivad mojutada rakkude tundlikkust

tslikloheksimiidi, aga kindlate jarelduste tegemiseks oleks vaja labi viia tdiendavaid uuringuid
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Optimization of growth Conditions of budding yeast Saccharomyces cerevisiae for the

assessment of antibiotic sensitivity

Taavi Tamm

SUMMARY

Budding yeast Saccharomyces cerevisiae is widely used as a model organism for studying
eukaryotic translation and ribosome function. Ribosomal RNA modifications are important for
proper ribosome activity, as they are often located in functionally significant regions of the
ribosome. The absence of these modifications may affect ribosome structure, translation
efficiency and sensitivity to translation-inhibiting compounds. Therefore, antibiotic sensitivity
testing can be used to assess functional changes in the ribosome. Traditional plating methods
for studying yeast sensitivity to antibiotics are labor intensive and provide limited quantitative
information. In contrast, liquid-culture based measurements in microtiter plates make it
possible to follow cell growth over time and obtain quantitative data. However, reliable use of
this method requires stable growth conditions and a suitable measurement program, as

uneven cell suspension or unstable optical density measurements can affect the results.

The aim of this bachelor’s thesis was to optimize the growth conditions of S. cerevisiae in liquid
culture on a microtiter plate and to test the optimized conditions by assessing cycloheximide
sensitivity in different yeast strains. Cycloheximide was used as an inhibitor of eukaryotic
translation. During the study, it was found that the initially used measurement program did
not produce sufficiently stable growth curves. Therefore, the shaking and standing conditions
of the microplate reader program were modified. The optimized program improved the
stability and reproducibility of growth measurements in both nutrient-rich YPD medium and
synthetic selective SC -His medium. This showed that growth conditions and measurement

parameters are critical for reliable microtiter plate-based analysis of yeast growth.

In the course of this study, it became clear that cell growth conditions are critically important
for obtaining reliable and reproducible measurement results. In this work, the growth
conditions of Saccharomyces cerevisiae cells were optimized in the nutrient-rich complex
medium YPD and in the synthetic selective medium SC -His. The optimized growth conditions
were used to determine the cycloheximide sensitivity of different Saccharomyces cerevisiae

strains through ICso values. The experimental results suggested that interactions between the
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evolutionarily conserved modifications Gm2619, Um2921, W2826 and the evolutionarily non-
conserved modifications W2880, Am420 and Um2724 may affect cellular sensitivity to

cycloheximide; however, further studies would be needed to draw definitive conclusions.
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LISAD

Lisa 1.

Script Mode - C\Program Files (x86P\BMG\Omega\Scripts\Yeast growth proov.btc

L

[ "“reast mesurement protocol

a:= Inputlnteger "Mumber oo cycles to performe [1-260]"
b := InputFloat "Enter target temperature [25-45]"
Temp:=hb
gt1:="0De00"

for =1 to a do begin
FA_Shake 1 70055
wait for 55 &
FA_Shake 1 70055
wait for B8 =
F_Shake 1 70055
wait for B8 =
R_Shake 1 70055
wait for 55 &
FA_Shake 1 70055
waait for B9 g
FA_Shake 1 70055
wait for B8 =
F_Shake 1 70055
wait for B8 =
F_Shake 1 70055
wait for 55 =
FA_Shake 1 70055
wait for BB g
FA_Shake 1 70055
wait for 55 &
ID71:="readings"
R_Run "atls"

end;

321

Load script
Save zonpt
Save az
e script
Frint gcript
Syntax check

Add to button

PREEERE

Stark
Stap

Stop now

Cloge

| Hep |

Joonis 8. Esimene script-mode-ga kohandatud mootmisprogramm. Joonisel on ndidatud

esimest script-mode-ga kohandatud md6tmis programmi.
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Lisa 2.

Script Mode - C\Program Files (xB6\BMG\Omega\Scripts\Yeast growth proov 2.btc E=NRE X
:"east mesurement protocal 2 - Load script
a := Inputlnteger "Murnber oc cycles to performe [1-250]" :
b := InputFloat “Enter target temperature [20-45)"
Temp:=b
A ODE00"
for =1 to a do begin ;
R_Shake 2 700 85
wait for 25 3
R_Shake 2 700 85
wait for 25 3
R_Shake 2 700 85
wait for 25 3
R_Shake 2 700 85 Add ko buttan
wait for 25 3
R_Shake 2 700 85
wait for 25 3
R_Shake 2 700 85
wait for 25 g
R_Shake 2 700 85
wait for 25 g
R_Shake 2 700 85
wait for 25 g
R_Shake 2 700 85
wait for 25 5
R_Shake 2 700 85
wait for 25 5
ID7:="readings"
R_Run sl s"
end:

Stark
Stop

Stop now

1:1

Cloze [ Help ]

Joonis 9. Teine script-mode-ga kohandatud méotmisprogramm. Joonisel on ndidatud teist
script-mode-ga kohandatud mdotmis programmi.
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