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Kasutatud lihendid

30S - prokartoodi véike ribosomaalne subihik
50S - prokartioodi suur ribosomaalne subihik
70S - prokartioodi ribosoom

Amp - antibiootikum ampitsilliin

B-ME - 2-merkaptoetanool, f-merkaptoetanool
bp - aluspaar (inglise keelest: base pair)

dNTP - desokstnukleotiidtrifosfaat

EDTA - etlileendiamiintetraatsetaat

EF - elongatsioonifaktor

EtBr - etiidiumbromiid

GUTCN - guanidiintiotsiinaat

GTP - guanosiin-5’-trifosfaat

H69 - heeliks 69

HCC - heksakoobaltkloriid

IF - initsiatsioonifaktor

IPTG -isopropudltio-p-D-galaktosiid

LB - Luria-Bertani sdode

LP- ladsi puhver

LLP — lGdsi lahjenduspuhver

mQ vesi - milliQ vesi, ulipuhas vesi

PAA-SDS geel - poltakridlamiid-naatriumdodetsttlsulfaat geel
PTC - peptiduultransferaasne tsenter

RF2 - vabanemisfaktor 2 (inglise keelest: release factor)



RIuD - ribosoomi suure subiihiku pseudouridiini stintaas D
rRNA - ribosomaalne ribonukleiinhape
U - Uhik(inglise keelest: unit)

Y - pseudouridiin



Sissejuhatus

Ribosoom on ribosomaalsest RNA-st ja valkudest koosnev ribonukleoproteiin kompleks, mis
kataltitisib aminohapete ltlitumist pollpeptiididesse. Ribosoom koosneb 58-st ribosomaalsest
valgust ning 5S, 16S ja 23S rRNA-st.

Kdik rRNA-d on posttranskriptsiooniliselt modifitseeritud ja nendeks modifikatsioonideks on
pseudouridiinid (¥), dihiidrouridiinid ja metiilatsioonid. Kdige levinumaks modifikatsiooniks

on pseudouridiin, mis tekib uridiini (U) isomeriseerimisel.

Modifikatsioonid asuvad rRNA funktsionaalselt olulistes positsioonides ning on vaga
konserveerunud ilmselt ribosoomi funktsiooni sailitamise eesmargil. 23S rRNA domaanis 1V
asuvas heeliks-ling 69-s asuvad uridiinid 1911, 1915 ja 1917 isomeriseeritakse
pseudouridiinideks pseudouridiini siintaasi RluD poolt. RIuD on in vivo véga spetsiifiline,
kuid in vitro osa spetsiifilisusest kaob. Pseudouridiinide spetsiifika kohta on vordlemisi véahe
teada ning eriti vahe on teada multispetsiifiliste enstiimide nagu RIuC ja RluD, mis kumbki
modifitseerib 3 pseudouridiini, substraatspetsiifika kohta.\VVarasemalt on teada, et kimé&arne
C4DK (pseudouridiini stintaasi RIuC N-terminaalne domé&én kloneeritud RluD C-terminaalse
kataltittilise domaani kilge) sunteesib rRNA-sse rohkem pseudouridiine kui metsiktidpi
RIuD. Olemasolevate andmete pdhjal vBib arvata, et RIuDN-terminaalsel domaanil vdib olla

oluline roll RIuD spetsiifika tagamises.

Ké&esoleva t66 kirjanduslikus osas antakse Ulevaade E.coli ribosomaalses RNA-s leiduvatest
modifikatsioonidest ja pseudouridiini siintaaside spetsiifikast ning pseudouridiini slintaasist
RIuD. Eksperimentaalses osas konstrueeritakse kiméarne pseudouridiini suntaas RIuUMSD,
mis koosneb C-terminaalsest RluD katalultilisest doméanist ja N-terminaalsest batkeriofaag
MS2 kattevalgust. Seejérel kontrollitakse saadud kim&&rase RIUMSD valgu spetsiifilisust nii
rRNA kui ka MS2 bakteriofaagi RNA suhtes. Esialgsed andmed viitavad, et RluD N-
terminaalse S4-sarnase domaani vahetamine MS2 bakteriofaagi kattevalgu vastu vdimaldab
RIuD kataltutilisel dom&énil modifitseerida MS2 bakteriofaagi RNA-d.

Mérksonad: MS2 bakteriofaagi RNA, rRNA, RNA modifikatsioonid, pseudouridiini siintaas,
translatsioon



Kirjanduse Ulevaade

1 Ribosoomi funktsioon

Escherichia coli ribosoom on 2,4 MDa suurune ribonukleoproteiin kompleks, mis koosneb 58
ribosomaalsest valgust (r-valgust) ja kolmest ribosomaalsest RNA-st (rRNA). Need valgud ja
rRNA-d moodustavad kaks erineva suurusega osakest, vaikse ribosomaalse (30S) subihiku ja
suure ribosomaalse (50S) sublhiku. Kaks sublhikut omakorda moodustuvad (hinedes 70S
ribosoomi (Cate 2012). Bakteri ribosoom koosneb 1/3 ulatuses ribosomaalsetest valkudest,
2/3 ulatuses rRNA-st(Schuwirth et al. 2005; Kaczanowska & Ryden-Aulin 2007).

Ribosoomil on kolm tRNA-de sidumis-saiti, mida nimetatakse vastavalt aminoatsiul-tRNA
(A-sait), peptidiul-tRNA (P-sait) ja exit-tRNA saidiks (E-sait), vastavalt sellele millist tRNA-
d antud saidid eelistatult seovad (Cate 2012).

Valgud sunteesitakse aminoterminusest karboksu-terminuse suunas mRNA jarjestuse jargi,
millesse informatsioon on kodeeritud 5°-3* suunas. Valkude aminohappelise jarjestuse
maaravad mRNA jarjestuse kolmenukleotiidilised Uksused, mida nimetatakse koodoniteks
(Cooper 2000). mRNA sisaldab oma jarjestuses nelja erinevat nukleotiidi (A, C, G, U), mis
annab v8imaluse genereerida 64erinevat koodonit(4*). Kolm koodonit UAA, UAG ja UGA
vastutavad valgusiinteesi I16ppemise eest ja aminohapet ei kodeeri (Petry et al. 2008).Seega on
20 erineva aminohappe kodeerimiseks 61 erinevat koodonit ja seetbttu vOib vdita, et

geneetiline kood onk&dunud.

1.1 Ribosomaalne RNA (rRNA)

2/3 prokartioodi ribosoomist moodustab rRNA. Bakteriaalne véike ribosomaalne subuhik
sisaldab16S rRNA-d (1542 nt) ning suur ribosomaalne subliihik sisaldab kahte rRNA-d: 5S
rRNA-d (120 nt) ja 23S rRNA-d (2904 nt) (Cate 2012). Ribosoomi kataltttilised keskused
(peptidluli transferaasi ja dekodeeriv tsenter) moodustuvad pea eranditult rRNA-st (Picking
et al. 1992).

Ribosoomi biogenees algab rRNA transksriptsiooniga ning kogu rRNA (16S, 23S ja 5S
rRNA) stinteesitakse Gihe primaarse transkriptina. Selleks, et rRNA algsest transkriptist saaks
tekkida kaks erineva suurusega ribosomaalset subihikut, peab rRNA Idbima rea
posttranskriptsioonilisi sundmusi nagu rRNA modifitseerimine ja 5’ ning 3’ otste 1dikamine
RNaaside poolt (King et al. 1984; Del Campo et al. 2004). Transkripti kiipsemine algab enne

kui  rRNA primaarse transkripti transkriptsioon on I8puni viidud ningrRNA
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sekundaarstruktuur hakkab tekkima  kohe peale seda, kui vastav rRNA osa on
transkribeeritud(Williamson 2003).

16S rRNA struktuur jaguneb sekundaarstruktuuri jargi neljaks domaéaniks:5’ domaan,
tsentraalne doméén, 3’ viike ja 3’ suur domddn (Joonis 1A, vasak)(Yusupov et al. 2001).
Kdik needsekundaarstruktuuri doméénid hargnevad 16S rRNA punktist, mis asub 30S
sublihiku geomeetrilises keskpunktis, kus toimuvad thtlasi ka funktsionaalsed interaktsioonid
mMRNA ja tRNA-ga translatsiooni ajal. Selline rRNA organiseerumine 30S subdihikus
vOimaldavad 16S rRNA domaanidel valgusiinteesi ajal teineteise suhtes liikuda. (Yusupov et
al. 2001).

23S rRNA on 16S rRNA-st ligi kaks korda suurem, sellega on seotud ligi kaks korda rohkem
ribosomaalseid valke ning funktsioneerivas 50S subuihikus peab 23S rRNA 5S rRNA-ga
korrektseid interaktsioone looma(Kaczanowska & Ryden-Aulin 2007). Sekundaarstruktuuri
jargi on 23S rRNA jagatud kuueks domaaniks: doméan I(nt 1-561, 2895-2904), domé&éan ll(nt
587-1250), domaan 111 (nt 1271-1647), domaan 1V (nt 1679-1989), domaan V (nt 2058-2610)
ja domaan VI (nt 2667-2914) (Joonis 1A, parem)(Yusupov et al. 2001). Sarnaselt 16S rRNA-
ga harunevad ka 23S rRNA domaanid (hest kindlast piirkonnast. See piirkond on suurem, Kui
16S rRNA puhul ja hiljuti on leitud ka, et see on struktureeritud. Ténu struktureeritusele
moodustab see piirkond 23S rRNA-s omaette seitsmenda domé&ani, mida tuntakse nudd
domaéaéni 0 nime all(Anton S. Petrov 2013).



A

Tsentraalne

domiiin 3' suur doméin

Doméén II 4

8 Domiin V
89

5' doméén

L1 kithm

L7/L12 kithm

o

Joonis 1. Sekundaar- (A) ja tertsiaarstruktuur (B) 16S rRNA-st (vasakul) ja 23S rRNA-st (paremal) koos
ribosomaalsete sildade asukohtadega. A paneelil on kujutatudE.coli rRNA sekundaarstruktuur ja B paneelilH.
Marismortuiribosoomaalsete subiihikute tertsiaarstruktuurid. Ribosomaalseid sildasid tekitavad jérjestused
margitud erinevates varvides ja ribosomaalsete subilihikute morfoloogilised elemendid on néaidatud
tertsiaarstruktuuri peal (Kiertys et al 2009).

1.2 30S subtihik

Véike subihik koosneb 16S rRNA-st ja 21 ribosomaalselt valgust nimedega S1 kuni S21, kus
.S téhistab vaikest subuhikut (S tuleneb inglise keelsest s6nast: small ehk véike) (Wilson
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&Nierhaus 2005). Valkude ja rRNA jaotus 30S ribosomaalses subihikus on asiimeetriline.
Valgud asuvad reeglina subiihikus perifeerselt ja subihiku pind, millega 30S kontakteerub
50S subithikuga, on véaga valguvaene. Ukski valkudest ei asu taielikult subihiku
sisemuses.(Wimberly et al. 2000).Valdav enamus r-valke omavad véhemalt (ihte globulaarset
domaéaéni, mis reeglina asub ribosoomi subihiku pinnal. R-valgud vdivad lisaks omada veel
pikendusi, mis ulatuvad ribosoomi sisse, stabiliseerides sellega rRNA struktuuri. Peab
méarkima, et kui sellised valgud ei ole ribosoomiga seotud, siis valgu mitteglobulaarsed

pikendused ei oma konkreetset struktuuri (Wilson & Nierhaus 2005).

Véike ribosomaalne subiihik vastutab mRNA dekodeerimise eest ja selle struktuur on
organiseertud nii, et see vdimaldaks translatsiooni kaigus séilitada mRNA lugemisraami ning
samal ajal hoida tRNA-sid, kui neid liigutatakse Uhest seondumis-saidist teise (Cate 2012).
Véike subiihik roteerub translokatsioonil 50S subiihiku suhtes 6°, mille tagajérjel suures
sublihikus tRNA-d liiguvad vastavalt A-st P-saiti ja P-st E-saiti. Vikeses subuhikus esialgu
translokatsiooni ei toimu(Frank & Agrawal 2000). Selleks, et tRNA-d liiguksid I6plikult
jargmisesse saiti, liigub30S subiihiku pea 12° vastu kellaosuti suunda ja sellega kontrollib
MRNA ja tRNA liikumistvastavalt A ja P saidist P- ja E-saiti véikeses subthikus(Schuwirth et
al. 2005).

Erinevalt 50S subihikust moodustavad 16S rRNA domé&anid koik eraldiseisvad
morfoloogilised elemendid 30S ribosomaalses sublhikus.Kokkuleppeliselt nimetatakse neid
morfoloofilisi elemente sarnasus alusel peaks (16S rRNA 3’ suur doméén), kehaks (doméén
1), platvormiks (domaan I1) (Joonis 1B, vasak) (Stagg et al. 2003). Vdhene kokkupuude pea ja
teiste subuhiku osade vahel viitab sellel, et 30S subthiku pea on translatsiooni ajal ilmselt
véga litkuv (Yusupov et al. 2001).30S subuhiku platvorm on painduv ja funktsionaalselt tahtis
struktuur,mis sisaldab heeliks-lingusid 23 ja 24, mis on vajalikud P-saidis oleva tRNA
sidumiseks ning subiihikute ithendamisel. Tsentraalse domédini 3’ otsas on heeliks 27 (H27),
mis mojutab translatsiooni t&psust, moduleerides dekodeeriva tsentri konformatsiooni
(Clemons et al. 1999).

1.3 50S subtihik

Eubakteriaalse suure subuhiku struktuur on poolkera kujuline ja selle pinnal asuvate kolme
kilhmu tdttu meenutab selle struktuur krooni (Joonis 1B, parem)(Yusupov et al. 2001;
Schuwirth et al. 2005). 50S subtihik koosneb 33 ribosomaalsest valgus L1 kuni L36 (L

tuleneb inglise keelsest sonast: large ehk suur) (Wilson & Nierhaus 2005). Suures subtihikus
10



asuv peptidadltransferaasne tsenter (PTC) kataltiiisib peptiidisideme teket A-saidis asuva
aminoatsuil-tRNA Kkiiljes oleva aminohappe ja P-saidis asuva peptidutl-tRNA kiljes oleva
peptiidahela vahel (Hirabayashi et al. 2006).

PTC-st saab alguse polipeptiidi valjumistunnel, mis vdimaldab stinteesitaval valgulliikuda
l&bi ribosoomi tstitoplasmasse (Moore & Steitz 2003). PTC koosneb taielikult rRNA-st.Seega
katallilisib valkude stinteesimist téielikult rRNA ja ribosoomi puhul on tegemist ribosiiimiga
(Cate 2012).

PTC peamiseks funktsiooniks onpeptiidsideme siintees ja aminohapete kovalentne
polupeptiidiks thendamine (Polacek & Mankin 2005). Peptiidsideme moodustumisel rindab
A-saidis olev aminoatslul-tRNA a-aminogrupp peptidull- tRNA karbonuulgrupi sisinikku.
Toimub estersideme aminoluts tRNA A76 nukleotiidi ja aminohappe vahel (Joonis 2)ja
kasvava peptiidahela ja A-saidi tRNA kiljes oleva aminohappe vahele sinteesitakse
peptiidside. Selle tagajarjel tekib A-saiti peptidutl-tRNA, mis on pikendatud tihe aminohappe
vOrra. Peale seda peab toimuma translokatsioon, et A-sait oleks vaba uue aminoatstil-tRNA
vastu vOtmiseks  ja  saaks toimuda  jargmise aminohappe lalitamine
peptiidahelasse.Valgustinteesi kiirus on 15 kuni 50 peptiidsidet sekundis (Polacek & Mankin
2005).

P-saidi (RNA Adeniin 76
O
O 0
J. H /\I
$ Fm—
Hay
\_MN
H
Peptiid
o
A-saidi tRNA

Joonis 2. Peptiduultransferaasses tsentris (PTC) toimuv reaktsioon. Aminoatsiiil-tRNA(sinine) o-
aminoriihma nukleofiilne asendusreaktsioon P-saidi peptidutl-tRNA (punane) karbontilsusinikule (Johansson
etal. 2011).
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1.4. Valgusiintees

Valgusinteesi toimumiseks on vaja kolme erinevat RNA molekuli (NRNA, tRNA, rRNA)
ning lisaks ka erinevatetranslatsioonifaktorite koost6d (Cooper2000). Valgusinteesi
initsiatsiooniks bakteris on vajalik interaktsioon mRNA 6 kuni 9 nukleotiidi translatsiooni
alguspunktistupstream asuva Shine-Dalgarno (SD) jarjestuse ja 16S rRNA 3’ otsas asuva
anti-SD jéarjestuse vahel. Peale 30S sublhiku ja mRNA primaarse thinemise labi SD-anti-SD
interaktsiooni osalevad initsiatsioonifaktorid start-koodoni (AUG) paigutamises P-saiti.
Valgusunteesi initsiatsiooniks E.coli rakus on vajalikud kolm initsiatsioonifaktorit: IF1, IF2 ja
IF3.

IF1 seondub 30S subihikuga ja takistab animoatstil-tRNA sisenemist A-saiti. IF2 seondub
initsiaator-tRNA-ga ja kontrollib selle korrektset paigutamist ribosoomi P-saiti. 1F2
hidrolusib GTP-d, mis viib konformatsioonilise muutuseni ja vOimaldab 70S subihiku
moodustumise. IF3 hoiab 30S ja 50S subiihikuid lahus, seega IF3 eraldumine on vajalik 70S
sublihiku moodustumiseks (Carter et al. 2001).

Peale initsiatsiooni asub initsiaator-tRNA P-saidis ning A-sait on vaba ning valmis
elongaator-tRNA vastu votmiseks(Shine & Dalgarno 1974). Aminoatsuil-tRNA saabub
ribosoomi kompleksis EF-Tu ja GTP-ga. Korrektne koodon-antikoodon paardumine 30S
subthiku dekodeerivas tsentris viib GTP hidroludsini, mille viib I&bi elongatsioonifaktor EF-
Tu. Peale GTP hudrolulsi lahkub EF-Tu ribosoomist ja tRNA liigub 18plikult ribosoomi A-
saiti (Cate2012). P-saidis asuv tRNA deatsetiileeritakse ja A-saidi tRNA (hendatakse
kovalentselt kasvava polupeptiidi kilge. Selleks, et elongatsioon korduks peavad mRNA ja
tRNA Uhe koodoni vorra edasi litkkuma. mRNA ja tRNA liikumist ribosoomis tihe koodoni
vOrra edasi nimetatakse translokatsiooniks ja selle eest vastutab ribosoomi elongatsioonifaktor
G (EF-G), mis on sarnaselt EF-Tu-le GTPaas (Steitz 2008).

1.5 Ribosoomi subiihikute vahelised sillad

Ribosoomi subihikud on translatsiooni kéigus teineteisega Uhendatud erinevate
sublhikutevaheliste sildade kaudu. Suurem osa subuhikutevahelisi sildasid omavad vaid
RNA-RNA interaktsioone, kuid on ka RNA-valk interaktsioonidega sildasid ja ka ks valk-
valk interaktsiooniga subtihikute vaheline sild.E.coli 70S ribosoomi struktuurist on avastatud
13 silda: Bla, Blb, B2a, B2b, B2c, B3, B4, B5, B5a, B6, B7a, B7b, B8 (Joonis 1B). B1b on
ainuke ribosoomi subuhikutevaheline sild, mis omab vaid valgulist komponenti (Yusupov et
al. 2001). B2a, mis thendab 23S rRNA heeliksit 69 16S rRNA-s asuva dekodeeriva
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piirkonnaga, mangib tahtsat rolli subihikute Ghinemises ja ribosoomi taaskasutamises.Seega

on stibuhikutevaheline sild B2a vajalik aktiivse ribosoomi tekkeks(Liiv & O'Connor 2006).

Subihikutevaheliste sildade funktsiooniks on: (i) ribosoomi sublhikute Ghendamine
valgusunteesi initsiatsioonil, (ii) ribosoomi funktsionaalsete keskuste (dekodeeriva ja
peptididltransferaasse tsentri) vahel signaali Glekandmine, (iii) translatsiooni ajal subihikute
omavahelise liikumise vahendamine, (iv) tRNA-ribosoomi interaktsioonide moduleerimine
(Liiv & O'Connor 2006).

1.6 Modifitseeritud nukleotiidid rRNA-s

RNA modifitseeritud nukleosiidid on keemiliselt muudetud standardsed A, G, U ja C
nukleosiidid. Ribosomaalse RNA modifikatsioonideks on uridiini isomerisatsioon
pseudouridiiniks (V) , uridiini 5,6 topeltsidemele {ihe vesiniku lisamine dihiidrouridiini (hU)
tekkeks, ning metidlrihmade lisamine puriini- ja pirimidiiniringidele ja ka riboosi 2’-
hidroksuilile (Campo 2004).

rRNA modifitseeritakse posttranskriptsiooniliselt igas organismis ning enamasti on need
modifikatsioonid ja nende asukoht konserveerunud.Enamus modifikatsioonidest asuvad
RNA-de funktsionaalselt olulistes regioonides ja on spekuleeritud, et selline rRNA
modifikatsioonide konserveeruvus on olulineribosoomi struktuuri ja funktsiooni sailitamiseks
(Hur et al. 2006).

Modifikatsioonid sunteesitakse rRNA-sse posttranskriptsiooniliselt, kuid ribosoomaalse RNA
kiipsemise erinevates etappides. Osa modifikatsioone sunteesitakse rRNA-sse varases
assambleerimise etapis, kui enamus r-valke ei ole veel rRNA-ga seotud ja rRNA ei ole veel
oma l6plikku konformatsiooni saavutanud. Seevastu hiliste modifikatsioonide tekkimiseks on
vajalik valmis ribosoom, kusenamus valke on juba rRNA-ga seostunud ja rRNA on
saavutanud oma I8pliku konformatsiooni (Siibak & Remme 2010). Sellest vGib jareldada, et
vahemalt osa modifikatsiooniensiiime vajavad dige nukleotiidi &ra tundmiseks digesti kokku
pakitud struktuuri (Hur et al. 2006).

E.coli 16S rRNA sisaldab (ht pseudouridiini ja kimmet metlleeritud nukleosiidi, kus
mettiulrihm on lisatud puriini- v8i purimidiiniringile. Lisaks on veel dimetiilatsioon m*Cm
positsioonis 1402, mille puhul on metileeritud nii nukleotiidi riboos kui lammastikalus
(Ofengand & del Campo 2004). Kuna 16S rRNAs on ka kaks dimettitiladenosiini (m®A), on
16S rRNAs kokku 13 metuuleeritud nukleotiidi (Ofengand & del Campo 2004).
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E.coli 23S rRNA-s on 10 pseudouridiini ning 14 metileeritud nukleotiidi, millest kolm on 2’-
O-metulatsioonid. 23S rRNA sisaldab veel ka uUksikut dihidrouridiini (del Campo et al. 2004)
ja osaliselt modifitseeritud 5-hiidroksiitsiitidiin positsioonis 2501 (h°C) (Andersen et al.
2004). h°C2501 esineb enamasti vaid statsionaarses kasvufaasis olevates E.coli rakkudes
(Havelund et al. 2011).

1.7 Pseudouridiin

Pseudouridiin ehk wuridiini C1’-C5 glukosiid-isomeer (Joonis 3) on kdige levinum
modifikatsioonRNA-s ja seda on leitud tRNA-s, rRNA-s, tmRNA-s ja sSnRNA-s (Hur et al.
2006), eukartiootidel on pseudouridiini leitud ka mMRNA-s (Schwartz et al. 2014).

Pseudouridiini

slntaas ’

uridiin pseudouridiin

Joonis 3. Uridiini isomerisatsioonireaktsioon pseudouridiiniks pseudouridiini sintaasi toimel. Reaktsiooni
kéigus katkestatakse C1’-N1 glikosiidne side. Uratsiilalus keeratakse 180° imber C6-N3 telje ning stinteesitakse
uus C1°-C5 glukosiidne side. Pseudouridiini lammastikaluse ja riboosi vahel on C-C glikosiidne side, mis
vBimaldab suuremat pdorlemisvabadust vérrelduna uridiini N-C glikosiidse sidemega. Pseudouridiin omab

vorreldes uridiiniga thte lisa vesiniksideme doonorit N1 positsioonis(Hamma & Ferre-D'Amare 2006).

Escherichia coli rRNA-des on avastatud kokku 11 pseudouridiini: tiks 16S rRNA-s ja kimme

pseudouridiini 23S rRNA-s, millest ks on lisaks mettleeritud(Ofengand & del Campo2004).

Kuna pseudouridiin omab vorreldes uridiiniga Uhte lisa vesiniksideme doonorit, on
spekuleeritud, et pseudouridiini lisamine voib vdhendada RNA lokaalset paindlikkust RNA-
RNA kontakte juurde luues vdi monel juhul ka RNA-valk interaktsioone téiustades (Ofengard
&del Campo 2004). Samuti vOib pseudouridiin  osa votta intramolekulaarsetest
interaktsioonidest ribosoomi téhtsate ligandidega nagu tRNA ja mRNA voi valgusinteesi
faktoritega (Davis 1995).
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Pseudouridiinid positsioonides 1911, 1915 ja 1917, mis kdik on sinteesitud pseudouridiini
stintaasi RIuD poolt,on tihtsad 50S sublhiku Kkorrektsel assambleerumisel ja selle
seondumisel 30S subuhikuga(Vaidyanathan et al. 2007). Need pseudouridiinid asuvad 23S
rRNA heeliksis 69 (H69) (Joonis 4), mis moodustab heeliks 44-ga subthikute vahelise silla
B2a, mis omakorda maéngib téhtsat rolli kahe ribosomaalse subiihiku thendamisel ja

ribosoomi stabiliseerimisel valgustnteesi ajal (Yusupov et al. 2001).

RluD poolt sinteesitavad pseudouridiinid on vajalikud ribosoomi normaalseks
funktsioneerimiseks ja assambleerimiseks (Raychaudhuri et al. 1998). On leitud, et rluD
geeni deletsioon E.coli tlves K-12 pohjustab aeglase kasvu fenotilpi, suurenenud
stopkoodonist Ulelugemist ning vigase 50S sublihiku assambleerimist ja defektset 30S-50S
sublhikute Uhinemist. Aeglase kasvu fenotlip ja teised defektid, mis on seotud rluD
inaktivatsiooniga E.coli tives K-12, on seotud vigase RF2 (release factor 2) valguga, millel
on alaniini vGi seriini asemel treoniin positsioonis 246(0'Connor & Gregory 2011).
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Joonis 4. E.Coli 23S rRNA 1V domé&ani ja H69 sekundaarstruktuur. Heeliks 69 punktiiriga piiratud, joonisel
B suureldatult. Joonsel B mérgitud pseudouridiinid positsioonides 1911, 1915, 1917 ja ka A-saidi ning P-saidi
tRNA seondumiskoht (Hirabayashi et al. 2006).
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1.8 Pseudouridiini stintaasid

K®digi tdnaseks teada olevate pseudouridiini suntaaside struktuurid viitavad konserveerunud
kataltilisi reaktsioonimehhanismile, kuid erinevate pseudouridiini siintaaside marklaua &dra
tundmine varieerub lihtsast ,,juuksendela” struktuuri dra tundmisest kuni komplekssete

kolmedimensionaalsete RNA struktuuride dra tundmiseni (Hur et al. 2006).

Pseudouridiini stintaasidmuudavad oluliselt substraadiks oleva nukleotiidi omadusi lisamata
sellele Uhtegi keemilist rithma. Reaktsiooni kdigus katkestatakse C1’-N1 glukosiidne side.
Uratsiilalus keeratakse 180° iimber C6-N3 telje ning siinteesitakse uus C1’-C5 glukosudilside
(Joonis 3)(Arluison et al. 1998). Kd&ik pseudouridiini stntaasid sisaldavad aktiivtsentris
aspartaati ja samuti on sarnane nende katalttilise tsentri ehitus, mis voimaldab katalulsida

sellist isomerisatsioonireaktsiooni (Del Campo et al. 2001).

Primaarstruktuuri jargi on pseudouridiini suntaasid jagatud viieks perekonnaks: TruA, TruB,
TruD, RsuA ja RIuA(Koonin 1996; Kaya & Ofengand 2003). Perekonnad on nimetatud

vastavalt nende perekondade esindajate jargi E.coli-s(Hamma & Ferre-D'Amare 2006).

TruB (tRNA spetsiifiline pseudouridiini siintaas B) katalulsibpseudouridiini stinteesimise
tRNA T-,juuksendela“ positsiooni 55. TruB-l on C-terminaalses otsas PUA domé&an, mis
mangib suurt rolli tRNA aktseptor ,,juuksendela® &dratundmisel(Hur et al. 2006). TruB
kritstallstruktuuris on ndha 29 aminohappe pikkune ,,poial“ domidn, mis asub TruB
aktiivtsentri vahetus 1&heduses. Seostumisel substraadiga votab ,,pdial* domddn heeliksi kuju,
pohjustades sellega tRNA antikoodon ,,juuksendelas* asuva kolme aluse, kaasaarvatud US55,
liikumise TruB  aktiivsaiti(Hur et al. 2006). On néidatud, et TruB tunneb &ra
konsensusjarjestuse U54-U55-X56-X57-A58, kus X on suvaline nukleotiid (Gu et al. 1998).

TruD isomeriseeriburidiini tRNA D-,,juuksendela® positsioonis 15. Vorreldes teiste
pseudouridiini stintaasidega omab TruD ~140 aminohappe pikkust insertsiooniC-terminuses,
mida nimetatakse TRUD domé&éniks. TRUD domaan ja selle positiivne elektrostaatiline
olemus sarnanevad TruB poialdom&&nile. Valgu seostumisel substraadiga liigub ka TRUD
domain ~18° konserveerunud kataltdtilise sudamiku suhtes ja klammerdub RNA substraadi
killge, pdhjustades sellega radikaalse tRNA konformatsiooni muutuse. Sellised TRUD
domeeni poolt pohjustatud konformatsioonilised muutused tRNA D-,juuksendelas™
vOimaldavad positsioonis 15 asuval uridiinil litkuda ensttmi aktiivtsentrisse. TRUD domaén
interakteerub antikoodon ,,juuksendelaga®“ ja ka D-,,juuksendelaga“, samas kui TruB-tRNA

poialdomaan interakteerub vaid T-,juuksendelaga* (Ericsson et al. 2004; Hur et al. 2006).
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TruA modifitseerib tRNA antikoodoni ,,juuksendelas® positsioonides 38-40 asuvad uridiinid,
seega tegu on pseudouridiini stintaasiga, mis pole spetsiifiline tGhe kindla uridiini suhtes, vaid
spetsiifiline kindla tRNA piirkonna suhtes (Foster et al. 2000). TruA on ainus pseudouridiini
slintaas E.coli-s, mis funktsioneerib kui homodimeer(Foster et al. 2000). Erinevalt TruB-st
vajab TruA modifitseerimiseks tervet funktsionaalset tRNA-d, ainult tRNA antikoodon

»Juuksendel* struktuur ei ole TruA jaoks substraadiks (Hur et al. 2006).

RIUA (ribosoomi suure subtihiku RNA pseudouridiini siintaas A) slnteesib pseudouridiine
E.coli 23S rRNA positsiooni 746, mis asub 23S rRNA ,juuksendelas 35 ning tRNA
positsiooni 32, mis asub tRNA antikoodon ,,juuksendelas® (Wrzesinski et al. 1995).Seega on
RIUA ainuke teadaolev pseudouridiini slntaas, mis on v@imeline modifitseerima kahte
erinevat litkki RNA-d. On teada, et nii 23S rRNA pseudouridiin 746 kui ka tRNA
pseudouridiin 32 esinevad samas konsensusjarjestuses YUGAAAA(Wrzesinski et al. 1995).
Seega vOib arvata, et RIUA tunneb oma substraadi dra eelkdige RNA primaarjéjertuse jargi
(Wrzesinski et al. 1995). Ensulmi seondumisel substraadile RNA ,juuksendel
reorganiseerub, mis voib kaasa aidata jarjestuse ara tundmisele. Enstiim modifitseerib nii
taispikkuses 23S rRNA-d kui ka selle fragmenti, mis koosneb 23S rRNA nukleotiididest 1-
847 (Hoang et al. 2006).

RsuA katalutsib 16S rRNA positsioonis 516 oleva uridiini muutmist pseudouridiiniks. RsuA
koosneb N-terminaalsest domaanist, mis on C-terminaalse doméaéni ja siidamikuga tihendatud
pika linkeri kaudu. N-terminaalne RNA-d siduv domaan on sarnane ribosomaalse valguga S4.
C-terminaalne domé&an ja sudamik on nii struktuuri kui ka kataltitilise aspartaadijadgi
positsiooni poolest sarnased TruA-le(Sivaraman et al. 2002). Mille jargi RIuA oma substraadi

ara tunneb ei ole veel teada.

1.9RIuD

RIuD (inglise keelest: Ribosomal large subunit pseudouridine synthase D, endine nimi Yfil)
on ribosoomi suure subiihiku RNA-d modifitseeriv enstiim, mis sinteesib uridiinist
pseudouridiini 23S rRNA positsioonides 1911, 1915 ja 1917(Koonin 1996). RluD mérklaud
asub 23S rRNA domeeni IV viikeses ,,juuksendelas®, mis on védga konserveerunud piirkond

ning seostub 16S rRNA-ga ja on vajalik dekodeerimises (Joonis 4)(Leppik 2013).

Geeni katkestamisel saadud RIuC ja RIuD defitsiitseid rakke uurides ja vorreldes metsiktudibi
teadaolevatele pseudouridiini saitidele selgus, et RIuC modifitseerib positisioonid 955, 2504
ja 2580 ning RIuD positsioonid 1911, 1915 ja 1917. Seega mdlemad valgud on

multispetsiifilised(Huang et al. 1998). rluC geeni katkestamine ei mdjuta raku kasvu, samas
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kui rluD geeni katkestamine viib aeglase kasvu fenotiitbile(Huang et al. 1998). Kui aga RF2
(release factor2) valgu positsioonis 246 on treoniini asemel alaniin, ei oma rluD
deletsioonrakkude kasvule, terminatsioonile ega ribosoomi funktsioonile olulist mdju
(O'Connor & Gregory 2011).

Nii RluD kui ka RIuC substraadiks on 23S rRNA ja mdlemad ensiumid kuuluvad
homoloogia alusel RIUA pseudouridiini stintaaside perekonda. Kui RIuD ja RIuC substraadina
kasutada in vitro sinteesitud modifitseerimata 16S rRNA-d, 23S rRNA-d ja parmi tRNA-d,
katalttisivad mdlemadensiiimid pseudouridiini teket ainult rRNA-s (Huang et al. 1998).RIuD
katallilisib in vitro 23S rRNA 591 uridiinist pseudouridiiniks oodatud the vdi mdne asemel
margatavalt rohkem, mis viitab enstumi spetsiifilisuse olulisele vahenemisele in vitro
transkribeeritud substraadi suhtes (Huang et al., 1998). Oodatult ei ole tRNA kummalegi
enstiumile substraadiks. 16S rRNA-d substraadina kasutades katalttsisid enstiumid samuti
oodatud he pseudouridiini asemel rohkem. Kui aga kasutada substraadina ribosoomidest
valja puhastatud rRNA-d, slinteesiteesitakse pseudouridiinid ka vastavatesse kohtadesse, mis
on ensulimidele looduslikeks substraatideks, mida in vitro slnteesitud rRNA puhul ei
toimunud (Huang et al. 1998). In vitromodifitseerivad enstiiimid rohkem uridiine kui in vivo,
seega mojutavadensiiumi  spetsiifilisust ka teised faktorid, nagu nditeks RNA

struktuurielemendid ja seotud valgud (Huang et al. 1998).

RIluD on monomeerne ensiiim ja see koosneb lheksast beeta-ahelast, viiest alfa-heeliksist ja
N-terminaalsest S4-sarnasest domaanist, mis Uhendub painduva linkerigaC- terminaalse
kataltutilise domadni kilge(Del Campo et al. 2004). RluD kataltttiline domaan koosneb 250
aminohappe jaagist. RluD S4-sarnane doma&nipeetakse RNA-d siduvaks domeeniks ténu
tema sarnasusele ribosoomi valguga S4. llma S4-sarnase domaénita on RIuD in vitro
vOimeline modifitseerima ka positsiooni U2457, mis tavaliselt modifitseeritakse RIUE
poolt(Huang et al. 1998; Del Campo et al. 2004).

Olemasolevate andmete pdhjal vdib arvata, et S4-sarnase domaanil v6ib olla oluline roll RluD
spetsiifika tagamises, kuna see osaleb esialgses substraadile kinnitumises, mis vdimaldab
katalldtilise domaani vaiksemat affiinsust substraadi suhtes (Vaidyanathan et al. 2007). Nii
saab ensulm modifitseerida sobivad kolm nukleotiidi ning hoiduda mitteproduktiivsesse
enstium-produkt kompleksidesse takerdumist (Mizutani et al. 2004). Nagu kdoigil
pseudouridiini slintaasidel asub ka RIuD kataltdtilises tsentris kataltiitiline aspartaadijaak
(Asp 139) (Del Campo et al. 2004).
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Varasemalt arvati, et RIuD tunneb &ra vaid H69 struktuuri ja isomeriseerib ebaspetsiifiliselt
koiki seal leiduvaid uridiine (Ofengand 2002). SiiskiisomeriseeribRIuD in vivouridiine ainult
positsioonides 1911, 1915, 1917 ja seda olenemata uridiinide olemasolust 23S rRNA
heeliksi69 teistes positsioonides(Leppik et al. 2007). RIuD on in vivo véga spetsiifiline
positsioonidele 1911, 1915, 1917 suhtes, kuid kaotab osa oma spetsiifilisusest in vitro.
Madala magneesiumi kontsentratsiooni juures ja in vitro transkribeeritud rRNA-I
isomeriseerib RluD marksa rohkem uridiine (Wrzesinski et al. 2000). Seega RIuD on in vitro
vahespetsiifiline ning isomeriseerib uridiine, mis pole tema looduslikeks substraatideks.
Vdimalik, et rRNA on madala magneesiumi kontsentratsiooni juures vahem struktureeritud.
Lisaks pole in vitro transkribeeritud 23S rRNA-I thtki modifikatsiooni. Voib jareldada, et
RIuD spetsiifiliseks seondumiseks vajalikud struktuurielemendid on puudu. In vitro tRNA-le
ei stnteesi RIuD whtki pseudouridiini, seega ei kaota ensulm in vitro oma spetsiifilisust
taielikult (Leppik2013).

Prokartootide pseudouridiini sintaaside substraadi spetsiifilisuse kohta on vahe teada.
Kogutud andmete alusel on spekuleeritud, et RluD seondumine substraadile on kaheetapiline.
S4-sarnane domé&an vastutab RIuD esmase seondumise eest 23S rRNA-le ja on vajalik
kataltittilise domaani suunamiseks H69-le lahedusse. Teise etapina seondub katalultiline
doméén H69-ga. Sobiv sait S4-sarnase domaani seondumiseks tekkib alles peale ribosoomi
50S subiihiku téielikku assambleerimist ning RIuD spetsiifilistin vivo seondumist substraadiga

enne seda toimuda ei saa(Leppik 2013).

Uhe RIuD substraadiks oleva uridiini vahetamine tsiitosiini vastu ei oma mingit efekti
ulejadnud RIuD poolt stinteesitud pseudouridiinide tekkel ehk siis pseudouridiinide tekkimine
positsioonides 1911, 1915 ning 1917 on teineteisest taiesti sdltumatud (Leppik 2013). Kdik
RlIuD poolt sinteesitud pseudouridiinid ilmuvad RNA ahelasse samaaegselt, mis viitab
sellele, et erinevate pseudouridiinide siintees on Uksteisest séltumatu. RIuD isomeriseerib oma
substraadid jarjest, the seondumise jooksul, vOi siis isomeriseerib iga seondumisega uhe

uridiini. Mdlemal juhul isomeriseerib RIuD uridiine suvalises jarjekorras (Leppik 2013)
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Eksperimentaalne osa

T6O6 eesmargid

Pseudouridiinide asukoht rRNA struktuuris on véga konserveerunud, mis viitab sellele, et
pseudouridiinid on rRNA funktsioneerimiseks vajalikud. Pseudouridini slintaaside funktsioon
on spetsiifiliselt isomeriseerida uridiine pseudouridiinideks. Olgugi, et pseudouridiini
slintaaside Kkataludtilise tsentri struktuur on vaga konserveerunud, pole siiani selge kuidas
enamus suntaase saavutab oma spetsiifilisuse. Eriti intrigeeriv. on multispetsiifiliste
pseudouridiini sintaaside spetsiifika, kuna ks valk peab spetsiifiliselt &ra tundma mitu

substraadiks olevat uridiini.

E.coli-s on kolm multispetsiifilist rRNA-d isomeriseerivat pseudouridiini slintaasi: RIUA,
RIuC ja RIuD. Kdik nimetatud ensuimid omavad oma N-teminaalses osas S4-sarnast
domadni, mis on thendatud C-terminaalse katalttilise domé&aniga linkeri kaudu. Meie laboris
on varasemalt kindlaks tehtud, et RluD S4-sarnase domdani vahetamine RIuC S4-sarnase
domééni vastu pbhjustab RIuD spetsiifilisuse kadumise oma looduslike substraatide suhtes.

Siiski sailib spetsiifilisus rRNA suhtes (Leppik & Remme, avaldamata).

Kéesoleva t06 eesmargiks oli konstrueerida uus kiméarne pseudouridiini siintaas RIUMSD,
mis sisaldaks N-terminaalse doméanina MS2 bakteriofaagi kattevalku ja C-terminaalse
doméénina RIuD Kkatalultilist domaani. Lisaks oli eesmérgiks vélja selgitada kas N-
terminaalne MS2 kattevalk pdhjustab uue kiméérse pseudouridiini stintaasi spetsiifilisust MS2
bakteriofaagi RNA suhtes.
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2 Materjal ja metoodika

2.1. Kasutatud bakteritiived:
Escherichia coli M15DZ291 F-, @80AlacM15, thi, lac-, mtl-, recA+ , KmR (Qiagen)

Escherichia coli MG1655 F-, 1- ilvG-, rfb-50, rph-1
Escherichia coli PRC MG1655 2 F-, -, rph-1, ArluC, AriuD

Escherichia coli Q13 8 Hfr(PO21), rna-19, gdhA2, his-95?, tyrA6, relAl, pnp-13, spoTl,
metB1

2.2 Kasutatud praimerid (varvidega margitud praimeritega sisse viidud
restiktsioonisaidid):

RIUQE 3’5" - GCA GAT CTT AACCAG TCCACTTCATCCT-3

RluD Esp31 5” Ncol 5°- GCC GTC TCCCAT GGC ACA ACG AGT ACA GCT -3

MS2 Coat Ncol Dir 5’ - GCC ATG GCTTCT AACTTTACT CAGTTCGTTCTCG -3’

MS2 Coat Esp3l Rev 5’ -G CGT CTC TTC TTC GTA GAT GCC GGAGTT TGC TGC
GAT TGC TGA GGG AAT CGG - ¥

Type HI/1V primer 5-CGGAT AACAA TTTCA CACAG-3'

Reverse primer3'-GGTCA TTACT GGAGT CTTG-5'

2.3. Kasutatud plasmiidid:

pQE-60 (Qiagen) — ekspressioonivektor, mis sisaldab represseeritavat lac promootorit ja

vOimaldab lisada valguleC-terminaalsesse otsa afiinsuspuhastamiseks 6 histidiinijaaki.

pQE-60 RIuD wt - pQE-60 ekspressioonivektor pQE-60, mis sisaldab lac promootori kontrolli

all rluDwt geeni.

pQE-60 MS2 Coat - pQE-60 ekpressioonivektor pQE-60, mis sisaldab lac promootori
kontrolli all MS2 kattevalgu geeni

HBP MS2-His — ekspressioonivektor, mis sisaldab bakteriofaag MS2 kattevalku ja valgu
afiinsuspuhastamiseks 6xHis jarjestust (kingitus Rachel Green’i laborist)
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2.4. Kimaarse plasmiidi konstrueerimine ja kontrollimine

2.4.1. Kloneerimine

MS2 bakteriofaagi kattevalgust ja RluD katalliutilisest doméanist koosneva kiméaéarse valgu
geeni kloneerimiseks ekspressioonivektorisse pQE-60 (Qiagen) kasutati mitmeetapilist

kloneerimisskeemi. Kloneerimise skeem on toodud joonisel 5.

RIuD katalultilise domé&ani ning MS2 kattevalgu geenijarjestused amplifitseeriti ja nende
otstesse viidi restriktsioonisaidid PCR meetodiga, kasutades vastavalt praimereidRIUQE 3,
RluD Esp3l 5” Ncol ja MS2 Coat Ncol Dir, MS2 Coat Esp3I Rev. Matriitsidena kasutati
plasmiide pQE-60 RIuD wt ja HBP MS2-His. PCR-i reaktsioonisegu sisaldas 5ul 10x PCR
puhvrit (750mM Tris ph 8.8, 200mM NH,SO4 0,1% tritonX 100, 5% ficoll400, 10mM
tartazine), 10ng matriits DNA-d, 30pmol praimereid, 2,5mM I6ppkonsentratsiooniga MgCly,
0,2mM dNTP-d, 5U Pfu DNA polimeraasi (puhastatud Uldise- ja mikroobibiokeemia

laboris).Reaktsiooni I6ppruumala oli 50ul ja toimus jargmistel tingimustel:

Aeg Tsuklite
Etapp Temperatuur |  (sek) arv
1. Algne
denaturatsioon 94°C 180 1
2. Denaturatsioon 93°C 30
3. Praimerite
seondumine 56°C 40
4. Elongatsioon 72°C 90 32
5. Loplik elongatsioon 72°C 420 1

Peale PCR reaktsiooni I6ppu lahutati DNA fragmendid eraldi radadel 0,8% agaroosgeelis, 1X
TBE puhvris (90mM TrisHCI pH 8.8, 90mM boorhape, 1ImM EDTA) elektroforeesi teel
pingega 120V, et vabaneda praimeritest, nukleotiididest ja PCR-i kaigus tekkinud valedest
reaktsiooni produktidest. DNA suurusmarkerina kasutati Gene Ruler Plus 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific). DNA fragmentide visualiseerimiseks UV valguses (260nm) sisaldas
agaroosgeel 0,6pg/ml EtBr. Agaroosgeelist puhastati DNA fragmendid, mis vastasid RluD
katalGdtilsele domé&éanile (797 bp) ja MS2 bakteriofaagi kattevalgule (400 bp), GeneJET Gel
Extraction Kit-iga (Thermo Scientific) vastavalt tootjapoolsele protokollile.

MS2 Kkattevalgu ja RIuD Kkataltutilise domaédni geenide Uhendamiseks 16igati geelist
puhastatud PCR produkte restriktaasiga Esp31 (Thermo Scientific) tootja poolt ettenahtud
puhvris 2 tundi +37°C. DNA fragmendid lahutati 0,8%-lises agaroosgeelis ja puhastati nagu
kirjeldatud eelnevalt.
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Jargnevalt ligeeriti saadud MS2 kattevalgu ja RIuD katalliutilise domaani fragmendid
omavahel. Ligeerimiseks v@eti mdlemast proovist ~0,6pg DNA-d, 5U T4 DNA ligaasi
(Thermo Scientific), lisati 2pl 10x tootja poolt méé&ratud ligatsioonipuhvrit, 1pul 25mM HCC.
MQ veega viidi maht 20ul-ni. Proove inkubeeriti toatemperatuuril 30 minutit ja seejarel 10
minutit +37°C juures. Kokku ligeeritud RIuMSD fragmendi amplifitseerimiseks PCR-iga
vOeti 5ul ligatsioonisegu ja kasuti praimereid RIuQE 3° ja MS2 Coat Ncol DIR. PCR-i
tingimused eelnevalt kirjeldatud.

PCR-ga saadud fragment lahutati 0,8% agaroosgeelil nagu Kkirjeldatud eelnevalt. Geelist
I6igati valja fragment pikkusega 1170 bp, mis puhastati geelist GeneJET Gel Extraction Kit-
iga (Thermo Scientific) vastavalt tootjapoolsele protokollile. Edaspidi MS2 kattevalgu ja

RIuD kataltiutilise domaéni kokku ligeeritud fragment nimetatud RluMSD-ks.

1ug agaroosgeelist puhastatud RIUMSD fragmenti ja2ug plasmiidi pQE-60 I0igati 7U
restriktaasidega Ncol ja Bglll (Thermo Scientific) tootja poolt ette ndhtud puhvrites 100ul-s
reaktsioonimahus, inkubeerides +37°C juures 2h. Kahe restriktsiooni vahel puhastati DNA
puhvri vahetuseks reaktsioonisegust vélja GeneJET Gel Extraction Kit-iga (Thermo

Scientific).

RIUMSD geen ligeeriti pQE-60 plasmiidi Ncol/Bglll restriktsioonisaitide vahele T4 DNA
ligaasiga. Ligeerimiseks voeti 0,6pug Ncol/Bglll I6igatud pQE-60 plasmiidi, 0,3 pg RIuMSD
fragmenti, 5U T4 DNA ligaasi (Thermo), 1pl 25mM HCC, 2ul 10x tootja poolt maaratud
ligatsioonipuhvrit. Proovi inkubeeriti ligeerimiseks +37°C juures 2h. Kloneerimise tapne

skeem on toodud joonisel 5.

1ug agaroosgeelist puhastatud RIUMSD fragmenti ja2ug plasmiidi pQE-60 IGigati 7U
restriktaasidega Ncol ja Bglll (Thermo Scientific) tootja poolt ette ndhtud puhvrites 100 pl-s
reaktsioonimahus, inkubeerides +37°C juures 2h. Kahe restriktsiooni vahel puhastati DNA
puhvri vahetuseks reaktsioonisegust valja GeneJET Gel Extraction Kit-iga (Thermo

Scientific).

RIUMSD geen ligeeriti pQE-60 plasmiidi Ncol/Bglll restriktsioonisaitide vahele T4 DNA
ligaasiga. Ligeerimiseks voeti 0,6pg Ncol/Bglll 16igatud pQE-60 plasmiidi, 0,3ug RIUMSD
fragmenti, 5U T4 DNA ligaasi (Thermo), 1pl 25mM HCC, 2ul 10x tootja poolt maaratud
ligatsioonipuhvrit. Proovi inkubeeriti ligeerimiseks toatemperatuuril 2h. Kloneerimise tapne

skeem on toodud joonisel 5.
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Fragmentide amplifitseerimine
Plasmiid pQE-60 PRC-iga vastavalt plasmiidilt .
RluD wt vastavate praimeritega Plasmiid HBP

MS2-His

RIUQE 3w MS2 Coat Esp3[ REV mes—
~e=RIuD Esp3I 5'Ncol ~e= MS2 Coat Neol DIR
RlIuD kataliiiitiline domiiéin ! MS2 kattevalk
Restriktsioon
Esp3l-ga
Ligeerimine
T4 ligaasiga
RIuMSD
' RIuMSD fragmendi
amplifitseerimine
PCR-iga
RIUQE 3' wpe-
RIuMSD
~a== \S2 Coat Ncol DIR
1 f= RIUMSD
\ / lac promootor
" L Ncol
Re];t;l[([ts;c;on Re;mkltsmon restriktsioon
- col-ga

Bglll
, restriktsioon

C-terminaalne

RIuMSD 6x His-tag

ligeerimine T4
ligaasiga vektorisse
pQE-60

Joonis 5. Skeem kimé&arse pseudouridiini sintaasi RIUMSD konstrueerimiseks ja kloneerimiseks
ekspressioonivektorisse pQE-60. RIuD Kkataludtiline doméan amplifitseeriti PCR-iga mérgitud praimereid
kasutades tles plasmiidist pQE-60 RIuD wt ja MS2 kattevalk mérgitud praimeritega plasmiidilt HPB MS2-His.
Saadud fragmendid IGigati restriktaasiga Esp3l ja ligeeriti, mis jarel amplifitseeriti saadud RIUMSD fragment
PCR-iga kasutades mérgitud praimereid. RluMSD fragment ja plasmiid pQE-60 I6igati restriktaasidega Bglll ja

Ncol, misjarel RluMSD fragment ligeeriti pQE-60 plasmiidi IPTG-ga indutseeritava lac promootori alla.

24



2.4.2. Transformatsioon

Transformatsiooniks kasutati keemiliselt kompetentseks muudetud E. coli M15tive rakke.
Rakud sulatati aeglaselt jaal. Lisati 12ngplasmiidi ning inkubeeriti40 minutit jaal. Seejarel
tehti rakkudele heatshock, inkubeerides rakke 1 min 42°C. Rakkudele lisati ~1ml 2x YT (1l
dH,O kohta 16g triiptooni, 10g parmiekstrakti, 59 NaCl) so6det ning inkubeeriti 1h +37°C
juures. Rakud koguti tsentrifuugimise teel 4000 rpm 5 min toasoojas lauatsentrifuugis
(Heraeaus Pico). Rakusademelt eemaldati enamus so6tmest. Eppendorfi reaktsioonituubi jai
~150ul s6odet, milles resuspendeeriti rakud,mis kulvati ampitsilliini (100ug/ml) sisaldavale

LB tardsootmele. Rakukolooniate tekkimiseks inkubeeriti tardsdddet +37°C juures iiledo.

2.4.3. Plasmiidi kontrollimine koloonia PCR meetodil

PCR-iks ltusiti tiks E. coli koloonia LB plaadilt 95T juures 10ul mQ vees 5 minuti jooksul.
Peale inkubatsiooni lisati 2ul 25mM MgCl,, 2,5ul 10x PCR puhvrit, 0,5pu1 10 mM dNTP,
30pmol pQE-60 plasmiidi spetsiifilisi praimereid Type I11/1V primer ja Reverse primer, 5U
Taq poliimeraasi (puhastatud TU MRI Gldise- ja mikroobibiokeemia Gppetoolis). Reaktsiooni

maht viidi mQ veega 25ul-ni. PCR programm Kirjeldatud eelnevalt.

Peale PCR-i reaktsiooni lahutati DNA produktid 0,8%-lisel etiidiumbromiidi sisaldaval
agaroosgeelil, 1x TBE puhvris. Agaroosgeelile kanti 1/5 reaktsioonisegust. PCR fragmendi
pikkuse madramiseks kasutati GeneRuler 1kb DNA Ladder-it. Oodatavaks fragmendi
pikkuseks oli ~1280bp.

2.4.4. Plasmiidse DNA puhastamine minipreparatsiooni meetodil

Plasmiidi puhastamiseks E.coli rakkudest inokuleeriti 2 ml 2x YT (100pg/ml Amp) 1
kolooniaga LB tassilt ja inkubeeriti Uledd. Rakud koguti tsentrifuugimise teel
lauatsentrifuugis 13 000 rpm 2 min +4°C. Supernatant eemaldati ja rakud resuspendeeriti
150ul lahuses P1 (Qiagen). Rakkude lutsimiseks lisati 150 pl lahust P2 (Qiagen), segati
ettevaatlikult ning inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Llusilahuse neutraliseerimiseks lisati
150ul lahust P3 (Qiagen), segati ettevaatlikult ning inkubeeriti toatemperatuuril 5 min. Lisati
300ul 4M NaClOg4, inkubeeriti toatemperatuuril 3 min, misjdrel tsentrifuugiti +4°C
lauatsentrifuugis 13 000 rpm 15 min. Supernatant tdsteti Ule uude 2 ml reaktsioonituubi ja
lisati 1300ul 5M GuCN-i. DNA sidumiseks lisati segule 15ul 50% ranisuspensiooni ning
segati vortexil 5 min. Rani-DNA kompleks sadestati tsenfrifuugimise teel 6000 rpm 30 sek
ning supernatant eemaldati. Sadet pesti kaks korda 1ml 50%-lise etanooliga ja kuivatati
+37°C juures 10 min. DNA elueerimiseks rani kuljest lisati 40ul mQ vett, inkubeeriti 5 min
+37°C juures.Rénist vabanemiseks tsentrifuugiti 13 000 rpm 3 min ning tdsteti puhas DNA
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vesilahus uude 1,5ml reaktsioonituubi. DNA lahuse konsentratsioon méarati NanoDrop-iga

Aogonm.

2.4.5Valguekspressiooni kontroll PAA-SDS geelis

Uks koloonia E.coli tiivest M15 ja tiivest PRC kiilvati 2ml 2x YT-sse (Amp 100ug/ml) ja
inkubeeriti iiledd +37°C. Uledokultuur kiilvati edasi 100ml 2x YT-sse (Amp 100ug/ml).

Proovid jagati pooleks ja poolel indutseeriti valgusiintees ODgo~0,2 juures IPTG-ga
loppkontsentratsioonis 1mM. Inkubeeriti +37°C juures 2h, misjirel koguti rakud
tsentrifuugimise teel  lauatsentrifuugiga 13000 rpm 5 min +4°C. Kogutud rakud
resuspendeeriti 400ul mQ vees. PAA-SDS geelile kandmiseks lisati 80ul 5x proovipuhvrit
ning enne geelile kandmist inkubeeriti proov 96°C juures. 10ul proovi kanti 10% PAA-SDS
geelile, proovide kontsentreerimiseks kasutati 5% kontsentreerivat geeli. Valgud lahutati
elektroforeesi teel 2h 100V juures 1X SDS foreesi puhvris. Markerina kasutai Naxo Protein

Ladder-it. Valgud visualiseeriti Coomassie Blue vérviga.

2.4.6. Rakkude kasvatamine ja indutseerimine

E.coli M15 tive kompetentsed rakud transformeeriti 10ng plasmiidiga. Plasmiidi sisaldavad
rakud selekteeritiampitsilliini(Amp100ug/ml) sisaldaval LB tards66tmel+37°C juures led0.
Seejarel inokuleeriti 2ml 2x YT (Amp100ug/ml) the kolooniaga ja inkubeeriti inokuleeritud
s0odet ule6d +37°C.2ml Uledokultuuri kilvati Gmber 400ml-sse 2YT (Ampl00ug/ml)
sootmesse. Inkubeeriti +37°C juures kuni tiheduseni ODggpo ~0,3. S606de jagati kaheks ja poolel
kultuurist indutseeriti valgustntees, lisades kultuurile 1mM IGppkonsentratsiooniga IPTGning
inkubeeriti 2h +37°C juures. Rakud koguti tsentrifuugimise teel 6 min 4000rpm tsentrifuugis
Sorvall RC5B Plus, misjérel resuspendeeriti rakusade 4ml-s 1x LP-s (60 mM KCI, 60 mM
NH4CI, 50mM Tris HCI pH 8, 6mM MgOAc, 6mM B-merkaptoetanool, 16% sahharoos).
Proovile lisati DNaas ja lusotsulim I6ppkonsentratsioonidega vastavalt 25U/ml ja 2mg/ml.
Rakkude lutsimiseks kasutati Bertin Precellys 24 homogeniseerijat vastavalt tootja poolt ette
nahtud protokollile 3X60 min. Rakukestad eemaldati tsentrifuugimise teel 13 000 rpm 15

min. Klaaritud rakullisaat kanti uude reaktsioonituubi.

2.4.7. Ribosoomi subiihikute lahutamine sahharoosgradiendis

Ribosoomi subihikute lahutamiseks sahharoosi gradiendis valati ultratsentrifuugi rootori
SW28 tuubidesse 36ml 15%-40% sahharoosgradient 1x LLP-s (60 mM KCI, 60 mM NHA4CI,
10mM Tris HCI pH 8, 12mM MgOAc, 6mM B-ME). Gradiendile kanti 1ml (40U Agg)
materjali 10ppkontsentratsioonis Azs=40U. Ultratsentrifuugimine rootoriga SW28 viidi
labiBeckman L90 K ultratsentrifuugis jargmistel tingimustel: 21000 rpm, 16:05 h, o’ =
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3,2x10™. Subuhikute visualiseerimiseks kasutati isekirjutajat, peristaatilist pumpa ja
labivooluspektrofotomeetrit (LKB). Gradiendist koguti 30S, 50S ja 70S ribosomaalsed
subuhikud.

2.4.8 Ribosoomi subiihikute sadestamine

Sahharoosigradiendi fraktsioonidest ribosomaalsete subiihikute sadestamiseks lisati 2,5 mahtu
96%-list etanooli ja 200l 4M NaOAc-i ning inkubeeriti -20°C juures iile66. Ribosomaalsed
sublihikud sadestati tsentrifuugimise teel +4°C juures 4000 rpm 1h tsentrifuugis Hettich
Rotina 420R. Peale fuugimist kallati etanool pealt dra ning kuivatati sade +37°C juures 10
minutit. Sade resuspendeeriti 400ul 1x rRNA puhastamise lahuses (0,1M NaCl, 1ImM EDTA,
1% SDS, 10mM TrisHCI pH 8). Suspensioon kanti edasi 2ml reaktsioonituubidesse.

2.4.9. Fenool-kloroformtdotlus

rRNA puhastamiseks ribosomaalsetest subuhikutest lisati 1x RNA puhastamise lahuses
suspendeeritud ribosoomidele vordne maht fenooli pH 5,5 ning segati vortexil 4 min. Seejarel
tsentrifuugiti toasoojas lauatsentrifuugis 13 000 rpm 3 min ning kanti vesifaas — uude 2ml
tuubi. Fenoolfaasile — lisati 100ul mQ vett, segati vortexil 4 min ning tsentrifuugiti 13 000

rpm 3 min. Vesifaasid segati kokku. Fenooltoétlust korrati 3 korda.

Peale kolme tdotlust fenooliga lisati vesifaasile fenoolist vabanemiseks vdrdne maht
kloroformi (AppliChem) ning segati 4 min vortexil. Seejarel tsentrifuugiti 13 000 rpm 3 min
ning kanti tekkinud vesifaas uude reaktsioonituubi. RNA sadestati 2,5 mahu 96%-lise etanooli
ning 70ul  3M NaAc-iga inkubeerides -20°C juures iile6d. rRNA tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis (Heraeus Fresco)13 000 rpm 25 min ning supernatant eemaldati. Sade
kuivatati +37°C juures 10 min ja lahustati 70pul mQ vees.rRNA kontsentratsioon méarati

Nanodropi-ga Azsonm.

2.4.10. Tootlus aluselise fosfataasi ja nukleaasiga

~2U rRNA-d kanti puhtasse 1,5ml reaktsioonituubi. Maht viidi mQ veega 80ul- ni. Lisati
10ul 10mM ZnSO,4 ja RNA lahust kuumutati rRNA denatureerimiseks 95°C 1 min. RNA
nukleotiididevaheliste fosfodiester sidemete lagundamiseks lisati 10ul P1 nukleaasi
(200U/mg) ning inkubeeriti +37°C juures uledd. Seejarel lisati 1l aluselist fosfataasi FastAP
(Thermo Scientific), 12ul 10x tootja poolt ette nahtud puhvrit ning viidi mQ veega maht
100pl-ni. Inkubeeriti 3h +37°C juures.

Proovid filtreeriti enne HPLC-d. HPLC-I kasutati puhvreid A (0,01M NH4H,PO,, 2,5%
metanool), B (0,01M NH4H,PO,, 20% metanool) ja C (0,01M NH4H,PO,, 35% atsetonitriil).
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Nukleosiidide maaramiseks kasutati Shimadzu Prominence HPLC Supelcosil™

slisteemi,
LC-18-S kolonni (25 x 4,6 mm, 5um) ning 120 minutilist nukleosiidide anallilisimise
programmi (Joonis 6).HPLC analliusi gradiendi tingimused olid vastavalt Gehrke ja Kuo
(1989) poolt esitatud tingimustele. Nukleosiidide neelduvus mdddeti lainepikkusel 260 ja 280

nm.

HPLC kromatogrammi (Lisa 1-2) piikide pindalade jargi arvutati valja modifitseeritud
nukleotiidide hulk 16S rRNA ja 55+23S rRNA kohta vastavalt valemile (Valem 1).

HPLC gradiendi tingimused
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Joonis 6. HPLC tingimused. Programmi pikkus 120 min . Vérvidega margitud kasutatud puhvrid A, B ja C.
Programm p6hineb Gehrke ja Kuo (1989) artiklil ning pilt Rander (2009).

U (arv) x ¥ (mol)
Y (arv) =
[Y (mol) + U (mol)]

Y (mol) = W (koefits) x ¥ pindala
U (mol) = U (koefits) x U pindala
Valem 1. Valem summarse pseudouridiinide hulga méarmiseks RNA ahelas. U (arv) on uridiinide arv

vastavas ribosomaalses RNA-s, kust on vilja arvatud kdik modifitseeritud uridiinid peale pseudouridiini. ¥

(mol) ja U (mol) on vastavalt pseudouridiini ja uridiini moolide arv. Wpindala ja U pindala on vastavalt
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pseudouridiini ja uridiini piigi pindala HPLC kromatogrammis. ¥ (koefits) ja U (koefits) on pseudouridiini ja

uridiini ekstinktsiooni koefitsiendid (mé&&ratud Christy Chow poolt).

2.4.11. E.coli tive Q13 kasvatamine, indutseerimine ja MS2 bakteriofaagiga
inokuleerimine

E.coli tive Q13 keemiliselt kompetentseks muudetud rakke transformeeriti plasmiidi pQE-60
ja RIUMSD plasmiidiga. Kilvati LB tassile (Amp 100ug/ml) ja inkubeeriti iile66 +37°C
juures. Seejarel kilvati tks koloonia 2ml 2x YT (Amp 100pg/ml) ning inkubeeriti +37°C
juures Ule6d. 1ml bakterikultuur kiilvati 100ml 2x YT (Amp 100ug/ml) ja inkubeeriti +37°C
juures  tiheduseni  ODgw~0,1 ning seejarel indutseeriti  valguslintees IPTG-ga
I6ppkontsentratsioonis ImM. 30 minutit hiljem inokuleeriti bakterikultuuri bakteriofaag MS2-
ga ning inkubeeriti +37°C juures 2h. Liiiisunud rakud tsentrifuugiti pohja SS34 rootoriga
11000 rpm juures 20 min jooksul. Supernatant tdsteti modtekolbi ning MS2 bakteriofaagi
partiklite sadestamiseks lisati kiillastavad koguses (52 g/100 ml) ammooniumsulfaati. Sool
lahustati ning proov inkubeeriti +4°C juures iile6d. Uledd kiilmas olnud proovid pandi

ultratsentrifuugi sadenema 25000 rpm 1h. Sade lahustati 5 ml 1x LLP-s (ImM Mg).

2.4.12. Viiruspartiklite eraldamine sahharoosgradiendis

Viiruspartiklite eraldamiseks formeeriti ultratsentrifuugi  rootori SW28 tuubidesse
kilmutamis-sulatamis meetodiga sahharoosigradient 22% sahharoosist 1x LLP-s (ImM Mg).
Gradiendile kanti 1ml proovi. Ultratsentrifuugimine SW28 rootoris viidi 1abi 14:58 h jooksul
22900 rpm juures (0*t=3,1x10").

Subiihikute  visualiseerimiseks  kasutati  isekirjutajat,  peristaatilist pumpa ja

labivooluspektrofotomeetrit ning gradiendist koguti 80S viiruspartiklid.
Partiklid sadestati 2,5 mahu 96% etanooli ja 100ul 4M NaOAc-ga inkubeerides -20°C iiled6.

rRNA puhastati fenool-kloroform td6tlusega, toddeldi P1 nukleaasi ja aluselise fosfataasiga
nagu Kirjeldatud eelnevalt. Proovid filteeriti ja nukleosiidide méaaramiseks kasutati Shimadzu
Prominence HPLC Supelcosil™ siisteemi, LC-18-S kolonni (25 x 4,6 mm, 5um). Kasutatud
programm joonisel 6. HPLC kromatogrammi (Lisa 1-2) piikide pindalade jargi arvutati vélja
pseudouridiinide hulk bakteriofaagi RNA kohta vastavalt valemile (Valem 1).
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3 Tulemused ja arutelu

3.1.1. Kimaarse pseudouridiini siintaasi RIUMSD konstrueerimine ja kloneerimine

Ké&esoleva t66 raames konstrueeriti Kimaéarne pseudouridiini stintaas RIuMSD, mille N-
terminaalses otsas asub MS2 bakteriofaagi kattevalk ja C-terminaalses RIuD katalGutiline
domé&én. Sarnaselt metsiktiiip RluD-ga Gihendab ka konstrueeritud RIuMSD valgu N- ja C-
terminaalseid doméane omavahel kolmest glutamaadist koosnev linker. Kimaarse RluMSD
valgu geen Kkloneeriti IPTG-ga indutseeritava lac promootori alla ekspessioonivektorisse pQE-
60 (Qiagen). Erinevate valgu geenide Ghendamiseks ja ekspressioonivektorisse
kloneerimiseks kasutati mitmeetapilist kloneerimise strateegiat nagu kirjeldatud meetodites.
Kloneeritud ekspressioonivektori RIluMSD pQE-60 esmaseks kontrollimiseks kasutati
koloonia PCR-i meetodit nagu kirjeldatud meetodite osas. Koloonia PCR-i positiivsed
plasmiidid puhastati E.coli rakkudest vélja ning plasmiidi intaktsust kontrolliti
restriktsioonanaltiusil ja kimadrse RIuMSD geeni jérjestust sekveneerimisega (tulemused ei
ole naidatud).

Valguekspressiooni RIuMSD pQE-60 plasmiidilt kontrolliti E.coli tivedes M15 ja PRC
(Joonis 7). PAA-SDS geelis on selgelt ndha, et IPTG lisamisel toimub valgu, mille
molekulmass jaab vahemikku 35kDa ja 48kDa, lleekspressioon (Joonis 7, rajad 1, 3), mida ei
ole margata IPTG-ga mitteindutseeritud bakterikultuuri puhul (Joonis 7, rajad 2 ja 4).
Konstrueeritud kimaarse valgu RluMSD arvutuslik molekulmass on 43,78 kDa, seega
ekspresseerub mdlemas (M15 ja PRC) bakteritlives efektiivselt pQE-60 plasmiidi kloneeritud
kimé&arne RIuMSD valk.

Varreldes koiki valgu bande PAA-SDS geelis(Joonis 7)selgub, et RIuUMSD spetsiifiline band
on M15 tiives tlejdanud valkude béndidega vorreldes oluliselt tugevam (Joonis 7, rada 1 ja 3).
Antud tulemusest saame jareldada, et IPTG indutseerib kimaarse RIuMSD siinteesi oluliselt

tugevamalt M15 tiives.
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Joonis 7. Valgu RIUMSD ekspressiooni kontroll 10%-lisel PAA-SDS geelil. Valguekspressiooni kontrolliti
M15 (rajad 1 ja 2) ja PRC (rajad 2 ja 3) bakteritlivedes. VValgu suurusemarkerina kasutati Naxo Protein Ladder-it
(rada 5) ja kontroll-valkude suurused on margitud (kDa). 1. ja 3. real on naidatud rakuliisaadi valkude sisaldus,
kui rakukultuur on indutseeritud IPTG-ga. 2. ja 4. real on kontrolliks indutseerimata rakukultuuri lusaadid.
Noolega on ndidatud valk, mis ilmub rakkusesse peale lac promootori induktsiooni. IPTG lisamisel toimub
valgu, mille molekulmass on ~44 kDa, Uleekspressioon (rajad 1 ja 3). RluMSD kalkuleeritud molekulmass on
43,74 kDa, seega ekspresseerub kimaarne RIuMSD valk.

3.1.2. RluMSD ekpressioon mojutab ribosoomi subihikute assotsiatsiooni

Kimaarse pseudouridiini stintaasi RIuMSD ekspressioon plasmiidilt pQE-60indutseeriti E.coli
tives M15 IPTG lisamisega kaheks tunniks, kui ODgy=0,3. Peale kahte tundi induktsiooni
rakud lGdsiti ning ribosoomide lahutamiseks Ulejadnud raku tsttoplasma komponentidest
ultratsentrifuugiti rakullisaat ladbi sahharoosi gradiendi ja ribosoomi gradiendiprofiil
visualiseeriti nagu kirjeldatud meetodites. Jooniselt 8A on néha, et vabade 50S ja 30S
ribosomaalsete subihikute hulk on 70S ribosoomide suhtes oluliselt téusnudvorreldes
ribosoomide profiiliga M15 rakkudest, milles ei ekspresseeritud RIUMSD valku. Vabade
ribosomaalsete subuhikute suurem hulk viitab defektidele ribosoomi subuhikute omavahelises
interakteerumises ehk assotsieerumises. Et kontrollida, kas subiihikute assotsiatsiooni defekt
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on pOhjustatud konstrueeritud kimé&arsest pseudouridiini siintaasi RIUMSD katalGdtilisest
aktiivsusest vOi MS2 kattevalgu ekspressioonist bakteri rakkudes, ekspresseeriti
kontrollikssamadel tingimustel M15 bakteritives ka pQE-60 plasmiidi kloneeritud MS2
kattevalku. MS2 bakteriofaagi kattevalgu ekpressioon pohjustab ribosoomiprofiilides suurema

vabade subihikute tlehulga, kui kimaarne RIuMSD valk (Joonis 8B).

Tulemused viitavad, et ribosomaalsete sublihikute assotsatsiooni véhenemise pohjustab MS2
kattevalgu ekspressioon bakterirakkudes, mitte pseudouridiinide sinteesimine rRNA
ebaspetsiifilistesse kohtadesse. VVarasemalt on teada, et MS2 bakteriofaagi viirusepartiklitesse
pakitakse vaikese efektiivsusega ka 16S rRNA-d. Seega MS2 bakteriofaagi kattevalk on
vBimeline seonduma 16S rRNA-ga (Pickett & Peabody 1993). See seletab miks pQE-60
plasmiidilt ekspresseeritud MS2 kattevalk pohjustab  vabade subihikute (lehulga
bakterirakkudes (Joonis 8B). Ilmselt takistab 30S subihikuga seondunud MS2 bakteriofaagi
kattevalk viimase seondumist 50S sublhikuga. Kimaarne RIuUMSD pdhjustab ribosoomide
sublhikute assotsieerumisele tagasihoidlikuma defekti kui MS2 bakteriofaagi kattevalgu
ekspressioon (Joonis 8). Vdimalik, et RluD kataludtlise domaani liitmine MS2 kattevalgu
kilge véhendab MS2 kattevalgu 16S rRNA-ga seondumise efektiivsust. Samas ei ole
analliusitud MS2 kattevalgu ekspressiooni efektiivsust M15 rakkudes. Seega ei saa valistada,
et suurem efekt vabade ribosomaalsete subihikute esinemises gradiendiprofiilis on tingitud

MS?2 kattevalgu kdrgemast ekpressioonitasemest bakterirakkudes.
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Joonis 8. 15%-40% gradiendiprofiilid E.coli tives M15. (A) RIuMSD ekpressioon pdhjustab vabade
subihikute hulga suurenemist sahharoosi gradiendis vdrrelduna kontroll gradiendiprofiilidega. Kontrollina
kasutatud ainultpQE-60-ga transforeeritud M15 rakke (margitud joonisel katkendliku joonena).(B) MS2
kattevalgu ekpressioon pohjustab samuti vabade subihikute hulga suurenemist sahharoosigraiendis
Gradiendiprofiilid viitavad, et ribosomaalsete subiihikute assotsatsiooni vahenemise p6hjustab MS2 kattevalgu
ekspressioon bakterirakkudes, mitte pseudouridiinide sunteesimine rRNA ebaspetsiifilistesse kohtadesse.
Gradiendilt koguti RluMSD-ga proovi 30S, 50S ja 70S subihikud paneelilt A.

3.1.3. Kimaarse pseudouridiini siintaasi RIuUMSD mdju rRNA pseudouridiinidele

Sahharoosgradiendist kogutud 30S, 50S ja 70S ribosoomi subuhikutest (Joonis 8A) eraldati
ribosomaalne RNA fenool-kloroform td6tlusega vastavalt metoodikas Kirjeldatud
tingimustele.Kontrolliks puhastati rRNA ka metsiktulpiE.coli tlvestMG1655 varem
laborikaaslaste poolt puhastatud ribosomaalsetest subuihikutest. rRNA nukleotiidide vahelised
fosfodiester sidemed hidrolldsiti P1 nukleaasiga ning aluselise fosfataasiga eemaldati
fosfaatrihmad nagu kirjeldatud meetodites. Saadud rRNA nukleosiidid lahutati HPLC-ga
nagu kirjeldatud meetodites. HPLC kromatogrammi (Lisa 1-2) piikide pindalade jargi arvutati
valja pseudouridiinide hulk 16S rRNA ja 55+23S rRNA kohta vastavalt valemile (Valem 1).

Kimddrne RIuMSD valk modifitseerib M15 rakkudes pseudouridiiniks 1 - 2 uridiini nii
vaikese, kui suure ribosomaalse RNA-s (Joonis 9). Ullatuslikult siinteesitake PRC rakkudes
16S rRNA-sse vahem pseudouridiine kui M15 rakkudes. Sellist tulemust seletab asjaolu, et
kimaéarse RIUMSD ekpressioon PRC rakkudes oli oluliselt madalam kui M15 rakkudes.
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Voimalik, et suurem RIUMSD valgu hulk rakkudes p&hjustab rRNA efektiivsemat
modifitseerimist. Samas tuvastati kontroll 16S rRNA-s the pseudouridiini asemel kaks
pseudouridiini (Joonis 9A). Selline erinevus voib olla pdhjustatud mittetéielikust aluselise
fosfataasi to6tlusest, mis péhjustab ebaspetsiifiliste piikide tekkimise HPLC kromatogrammi
algusesse, kus asub ka psudouridiini piik. Samas v6ib olla pGhjuseks ka vahene 23S rRNA v0i
tRNA saastus analtisitud proovides, mis vois tekkidaribosomaalsete partiklite kogumise
kaigus.

Ribosoomi suure subiihiku RNA-dest leiti vastavalt 2 - 3 lisa pseudouridiini (Joonis 9B).
Tuleb mainida, et PRC tlvest on deleteeritud kaks pseudouridiini suntaasi (RIuC ja RluD),
mis kumbki siinteesib kolm pseudouridiini. PRC rakkude 23S rRNA peaks seega sisaldama 6
pseudouridiini vdhem kui 23S rRNA, mis on puhastatud M15 rakkudest, ehk siis vaid 4 V-d.
Antud katses tuvastati 7 pseudouridiini (Joonis 9B), mis tdhendab seda, et kolm
pseudouridiini on kimadrse RIUMSD valgu poolt juurde sinteesitud. Tuleb markida, et
ribosoomi suure subiihiku RNA puhul tuvastati PRC 255+5S rRNA-des kaks pseudouridiini
rohkem, kui M15 rRNA puhul (Joonis 9B). Sellist tulemust saaks seletada asjaoluga,et RIuD
katalttiline osa on jatkuvalt spetsiifiline oma looduslike substraatide suhtes (23S rRNA
positsioonid 1911, 1915 ja 1917) ja lisaks on modifitseeritud need positsioonid , kuid see
vaide vajab pohjalikumat kontrolli. Eelnevast jareldub, et kimaarne pseudouridiini stintaas
RIUMSD on vGimeline sunteesima vahesel madral pseudouridiine nii vaikese kui ka suure

ribosomaalse subihiku RNA-sse.
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Joonis 9. Summaarne pseudouridiinide hulk 30S (paneelil A) ja 50S (paneelil B) sublihikus. Margitud ka
vastavalt millised proovid on indutseeritud RIUMSD valku ekspresseerima (IPTG+). PRC tiives 30S subihikus
(paneel A) on 1 pseudouridiin rohkem kui kontrolltives ning M15 tiives tekkinud 2 korda rohkem
pseudouridiine. Metsiktiive 23S rRNA-s 10 pseudouridiini. Tlves M15 on vorreldes kontrolltivega tekkinud 2
pseudouridiini rohkem (paneel B). Tiives PRC tavapéraselt 4 pseudouridiini, antud katses tekkinud teadmata
pdhjustel 3 pseudouridiini rohkem.
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3.1.4. Kimaarse pseudouridiini siintaasi RIuUMSD mdju rRNA modifiktsioonidele

Eelnevas punktis analtisitud proovide andmeid kasutati ka ka koigi dlejadnud rRNA
modifikatsioonide mustrit.

Joonisel 10Aon graafikuna vorreldudM15 tive 30S subihiku modifitseeritud nukleosiidide
hulka MG1655tive 30S ribosomaalsetest subuhikutest eraldatud modifitseeritud
nukleosiidide hulga suhtes (protsentides). Modifikatsioone m*U, m%A ja m’G esineb vahem
kui 50% vorreldes kontrolliga (Joonis 10A). Siibak ja Remme (2010) andmetel on
modifikatsioonide m*U ja m®%A puhul tegu ribosoomi assambleerumise hilises etapis
tekkivate modifikatsioonidega. Seega v6ib m®U ja m%A modifikatsioonide vahesus 16S
rRNA-s viidata 30S assambleerumise defektile.

Tuleb mainida, et 16S rRNA proovis esines modifikatsioon (m°C) (Joonis 10A), mida
looduslikult 16S rRNA-s ei esine. m5Con 23S rRNA spetsiifiline modifikatsioon, mis viitab
23S rRNA saastusele 16S rRNA proovides. 23S rRNA saastus seletaks hasti ka suurenenud

hulga pseudouridiinide esinemise kontroll 16S rRNA proovis (joonis 9A).

Joonisel 10B on M15 tive 50S subthiku modifitseeritud nukleosiidide hulka vorreldud
metsiktive ehk MG1655 50S subiihiku modifitseeritud nukleosiidide hulgaga (protsentides).

23S rRNA puhul on koéiki modifikatsioone le 60% (Joonis 10B), véljaarvatud varajasel
ribosoomi  assambleerumise etapil tekkivat modifikatsiooni m°A.Kuna hiliseid
modifikatsioone on kdik stnteesitud, ei ole alust arvata, et 50S subiihiku assambleerumine

pole mdjutatud RluMSD valgu poolt.
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Joonis 10. M15 tuve modifitseeritud nukleosiidide hulka vdrreldud MG1655 tive ribosomaalsetest
subuihikutest eraldatud modifitseeritud nukleosiidide hulga suhtes protsentides. Paneelil A 30S subuhiku
modifikatsioonid. Nukleosiidid m®U, m?G ja m°A, mida modifitseeritakse <50% ulatuses vorreldes
metsiktiiiibiga, isomeriseeritakse ribosoomi hilises assambleerumise etapis 16S rRNA-sse (paneel A), mis
vBib viitada ribosoomi assambleerumise defektile. Paneelil B suure subihiku modifikatsioonid.Enamus
modifikatsioone, mida on vdrrelduna kontroll rRNA-ga, on varase assembly modifikatsioonid. Katset on
korratud kaks korda.
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3.1.5. RluMSD modifitseerib MS2 bakteriofaagi RNA-d
MS2 bakteriofaagiga nakatati E.coli Q13 tlive rakke, viirust paljundati ja MS2 bakteriofaagi
ultratsentrifuugimise kaigus muudest molekulidest nagu Kkirjeldatud

partiklid lahutati
meetodites. Q13 rakke kasutati, sest MS2 bakteriofaagi vdime nakatada ja lutsida E.coli tlive

Q13 on hasti teada. Selleks, et efektiivsemalt lahutada viiruspartiklid bakteri ribosoomidest,

kasutati ultratsentrifuugides sahharoosgradiendi, mis sisaldas LLP-puhvritmagneesiumi

I6ppkontsentratsioonigalmM.  Sellistel tingimustel ei teki bakteri 70S ribosoomi.

Viiruspartiklid sedimenteeruvad 80S ning keskkonnas, mis sisaldab 1mM Mg,70S ribosoom
dissotseerub ning on vdimalik eraldada puhtad 80S viiruspartiklid (Joonis 11).
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Joonis 11. 22% kulmutus-sulatusgradiendi

profiil Q13 tives. Bakterirakud on nakatatud MS2

bakteriofaagiga, mis p@hjustab rakkude lldsi ja viiruspartiklite vabanemis sd6tmesse.Gradiendis on

lahutatud  bakterisd6tmest ammooniumsulfaadiga sadestatud materjal, mis sisaldab MS2 bakteriofaagi

partikleid. Paneelil A Q13 bakterikultuuri, milles ekspresseeritakse kimaarset RIUMSD pseudouridiini

slintaasi.. Paneelil B on Q13 rakud transformeeritud tiihja pQE-60 plasmiidiga ehk kontroll. Gradiendist

korjati mérgitud 80S viiruspartiklid.

38



Viiruspartiklitest puhastati RNA ja nukleosiidid lahutati HPLC-ga nagu Kirjeldatud
meetodites. Kontrolliks kasutati MS2 viiruse RNA-d, mis oli puhastatud ainult tihja pQE-60
plasmiidiga transformeeritud Q13 rakkude nakatamisest MS2 bakteriofaagiga saadud
partiklitest (Joonis 11B).

Tulemused néitavad et RIuMSD on vdimeline modifitseerima MS2 bakteriofaagi RNA-d
(Joonis 12). Seega MS2 kattevalk muudab MS2 faagi RNA RIuD kataltitilisele domaéanile
substraadiks. Kontrollproovis detekteeriti 4 pseudouridiini (Joonis 13). Teadaoleval pole MS2
bakteriofaagi RNA-s pseudouridiine. On teada, et MS2 bakteriofaag pakib viiruspartiklisse
vahese efektiivsusega 16S rRNA-d (Pickett & Peabody 1993) ning seega vOib spekuleerida,
et kontrollproovis detekteeritud pseudouridiinid tulenevad ebaspetsiifiliselt viiruspartiklitesse
pakitud RNA-st. MS2 bakteriofaagi HPLC kromatogrammi jérgi ei sisalda MS2 bakteriofaagi
RNA ribosomaalse RNA spetsiifilisi modifikatsioone (Lisa 4). Sellest lahtuvalt on alust
arvata, et proovides pole tegu ribosomaalse RNA saastusega. Seega me ei saa valistada, et ka
looduslikult modifitseeritakse MS2 RNA-d. Meie tulemuste pdhjal vdib vdita, et MS2
bakteriofaagi kattevalgu lisamine RIuD kataludtilise domé&ani N-terminaalsesse otsa
vOimaldab RIuMSD valgul kataltiisida pseudouridiini stinteesi MS2 bakteriofaagi RNA-sse.
Meie labori varasemad andmed nditavad, et RIuCD (N-terminaalne RIuC S4-sarnane domaén
ja RluD C-terminaalne katalttiline domaan) ei stnteesi pseudouridiine MS2 bakteriofaagi
RNA-sse (Leppik ja Remme, avaldamata andmed). Eelnevast jareldub, et N-terminaalne

doméaan mojutab oluliselt RluD kataltiutilise domaéni substraadispetsiifikat.
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Joonis 12. 80S viiruspartiklitest eraldatud rRNA nukleosiidide HPLC kromatogramm suurendatult
pseudouridiini piigi juurest. RluMSD proovis pseudouridiine piik suur, seega MS2 kattevalk muudab MS2
faagi RNA RIuD kataluttilisele doméaanile substraadiks.
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Joonis 13. Summaarne pseudouridiinide arv ainult pQE-60 plasmiidiga ehk kontroll (vasakul) ja
RIuMSD-ga pQE-60 plasmiidiga (paremal) transformeeritud Q13 rakkudes.RluMSDekspressioon
bakterirakkudes pdhjustab MS2 bakteriofaagi RNA-ssekeskmiselt 38 pseudouridiini sunteesi , millest v8ib
jareldada, et MS2 kattevalk muudab bakteriofaagi MS2 RNA RIuD jaoks substraadiks.Antud katset on korratud

2 korda.
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Kokkuvote

Ké&esoleva to0 eesmark oli konstrueerida kontrollstisteem pseudouriidini stintaasi RluD N-
terminaalse domaéni substraadi spetsiifilisuse uurimiseks. Selleks kloneeriti RluD C-
terminaalse katalultilise doméani kilge MS2 kattevalk, mis tunneb &ra spetsiifilise heeliks-
lingu bakteriofaag MS2 RNA-s. Seega uuriti kas MS2 kattevalgu lisamine RIuD kataludtilise
domé&éni kilge muudab bakteriofaagi MS2 RNA RIuD Katalultilise doma&éni jaoks
substraadiks. Kimadrse RIUMSD valgu spetsiifilisust testiti nii ribosomaalse RNA kui ka
bakteriofaag MS2 RNA suhtesin vivo.

Kéesoleva t66 pohilised tulemused olid jargmised:

» Kiméaarne pseudouridiini suntaas RIUMSD pd&hjustab ribosomaalsete subuhikute
assotsatsiooni defekte

» RIUMSD on rRNA-de suhtes véheaktiivne modifitseerides vaid kuni 3 uridiini
pseudouridiiniks

» RIUMSD omab markimisvaarset aktiivsust MS2 bakteriofaagi RNA suhtes,

modifitseerides olulisel maaraluridiine selles RNA-s.

41



Construction and characterization of chimeric pseudouridine synthase
containing MS2 coat protein and RluD catalytic domain

Summary

Pseudouridine is the most abundant modification in RNA. Modifications in rRNA are found
in functionally important positions and are highly conserved. Uridines in 23S rRNA stem-
loop 69 are isomerized to pseudouridines by pseudouridine synthase RIuD. RIuD is very

specific in vivo, but loses some of its specificity in vitro.

Formerly it was known that chimeric pseudouridine synthase C4DK (pseudouridine synthase
RluDs’ catalytic domain and RIuCs’ N-terminal domain) modifies more pseudouridines in
rRNA than the wild-type RluD, which could imply that the N-terminal domain alters RluDs’

substrate specificity.

The aim of the thesis was to construct and characterize chimeric pseudouridine synthase
RIUMSD, which consisted of C-terminal RluDs’ catalytic domain connected with N-terminal
bacteriophage MS2s’ coat protein, to examine if the addition of MS2 coat protein to RluD
catalytic domain would alter RluDs’ specificity and turn bacteriophage MS2’s RNA
intosubstrate of the RluDs’ catalytic domain. Chimeric RIuMSDs’ specificity was tested on

both rRNA and MS2s’ RNA.
Main results of current thesis are:

» Chimeric pseudouridine synthase RIUMSD affects association defects of ribosomal
subunits

» RIUMSD synthesizes up to three pseudouridines into 16S and 23S rRNA

» RIUMSD isomerizes several uridines to pseudouridines in MS2 bacteriophage RNA.
Meaning that MS2 coat protein attached to N-terminus of the RIuD catalytic domain

causes specificity change toward the MS2 RNA
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Lisa 2. E.coli tivede M15 ja PRC ning kontrolltive (MRE-600) 50S subuihiku modifikatsioonide HPLC
kromatogramm indutseeritud (50S+) ja indutseerimata (50S-) proovidest.
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Lisa 3. MS2-ga inokuleeritud E.coli tiive Q13HPLC kromatogrammplasmiidiga pQE ja RluMSD
kimaariga.
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