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2 Kasutatud lithendid

RF1- (Release Factor 1) vabanemisfaktor 1

RF2- (Release Factor 2) vabanemisfaktor 2

RF- (Release Factor) vabanemisfaktor

BSA- (Bovine serum albumin)

ap - aluspaar (nukleotiidi)

PVT- proliin, valiin, treoniin

SPF- (seriin, proliin, fentiiilalaniin)

PTC- peptidyl transferase center peptidiililtransferaasne tsenter

H69- Heeliks 69



3 Sissejuhatus

Ribosoom on valgust ning ribonukleiinhappest koosnev nanomasin, mis kataliilisib aminohapete
jarjestikust liilitamist poliipeptiididesse, mRNA nukleotiidse jédrjestuse alusel. Ribosomaalse
valgusiinteesi kdigus toimub geeni nukleotiidse jérjestuse no. ,,tdlkimine* aminohapete
jarjestuseks valgumolekulis, selle tottu nimetatakse seda protsessi sageli ka translatsiooniks.
Translatsioon jagatakse laias laastus initsiatsiooni-, elongatsiooni- ja terminatsioonifaasiks,
kusjuures igas faasis osalevad spetsiifilised valgud — nn. translatsioonifaktorid.
Initsiatsioonifaasis toimub initsiatsiooni kompleksi moodustumine véiksest ja suurest alaiihikust,
mRNAst ja initsiaator-tRNAst. Elongatsioonifaasis toimub aminohapete liilitamine
poliipeptiidahelasse. Valgusiinteesi viimaseks etapiks on terminatsioon, mille kdigus valmis
stinteesitud valgu molekul vabaneb ribosoomist. Valgu vabanemist ribosoomist kataliiiisib klass I
poliipeptiidi vabanemisfaktor (RF). Prokariiootides on klass I vabanemisfaktoreid kaks — RF1 ja
RF2, eukariiootides ja arhedes aga ainult iiks (vastavalt eRF1 ja aRF1). Prokariiootsed klass I
vabanemisfaktorid omavad sarnast struktuuri ning kataliitisi mehhanismi, kuid tunnevad dra
erinevaid stopkoodoneid. Klass I RF-d interakteeruvad erinevate ribosoomi piirkondadega,
sealhulgas 23S rRNA-s asuva heeliks 69ga(H69). Heeliks 69 on ribosoomi RNA struktuur, mille
osaleb mitmetes ribosoomi to6tsiikli etappides. Klass I vabanemisfaktorite interaktsioon H69-ga
on oluline faktorite tileminekuks aktiivsesse konfirmatsiooni. Heeliks 69 on iiks rRNA
piirkondadest, mis sisaldab modifitseeritud nukleotiide — 3 pseudouridiini('¥'). Biokeemiliste ja
geneetiliste katsetega on ndidanud, et W-d on vajalikud RF2-, aga mitte RF1-soltuvaks
terminatsiooniks. Ribosoom-RF1/2 kokristallstruktuuride analiiiis osutab, et RF1 ja RF2 erinevad
oma interaktsioonimustrilt H69-ga. Teiselt poolt on hiljuti ndidatud, et pseudouridiinid
mojutavad H69 konformatsiooni ja diinaamikat. Jarelikult on voimalik piistitada hiipotees, et
RF1- ja RF2-sdltuva terminatsiooni erinev tundlikkus pseudouridiinide olemasolu voi puudumise
suhtes heeliksis 69 tuleneb erinevustest nende valkude interaktsioonimustris H69-ga. Uheks
voimaluseks seda hiipoteesi kontrollida on vahetada omavahel heeliksiga 69 spetsiifiliselt
interakteeruvad piirkonnad kummagis faktoris ja jilgida selliste kimaarsete valkude aktiivsusi
soltuvalt H69 pseudouridiileeritusest. Nimetatud lihenemisel kdesoleva t66 eksperimentaalne osa

pohinebki.



4 Valdkonna ilevaade

4.1 Poliipeptiidi vabanemisfaktorid

Poliipeptiidi siinteesil eristatakse kolme faasi: initsiatsioon, elogatsioon ja terminatsioon.
Initsiatsioonis moodustub ribosoomi subiihikutest, initsiaator tRNAst ja mRNAst funktsioneeriv
ribosoom. (Gualerzi jt., 2001; Simonetti jt., 2009) Elogatsioonil toimub aminohapete liilitamine
poliipeptiidi mRNA nukleotiidse jarjestuse alusel. Terminatsioonil vabaneb poliipeptiid
ribosoomilt. (Capecchi, 1967)

Koigis kolmes etapis osalevad lisaks ribosoomile valgulised komponendid, mida nimetatakse
translatsioonifaktoriteks. Terminatsioonil osalevaid faktoreid nimetatakse vabanemisfaktoriteks
(release factors). Viimased on jagatud vastavalt nende poolt kataliiiisitavatele reaktsioonidele
kahte klassi: klass I faktoriteks on prokariiootidel RF1 ja RF2, eukariiootidel eRF1 ja arhedel
aRF1, klass II faktorid on vastavalt RF3, eRF3 ja aRF3. (Beaudet, Caskey, 1971; Konecki jt.,
1977; Buckingham jt., 1997) Klass I vabanemisfaktorid seonduvad ribosoomiga translatsiooni
16pus, stoppkoodoni jdoudmisel ribosoomi A-saiti ning ribosoomiga seondumise jérel kata-
liitisivad peptidiiiil-tRNA estersideme hiidroliitisi. (Frolova jt., 1999) Klass II vabanemisfaktor
on GTPaas, mis GTP hiidroliiiisi energiat kasutades, kataliilisib klass I faktorite vabanemist
ribosoomilt. (Mora, jt., 2003) Peale klass I RF-i vabanemist ribosoomist jirgneb protsess, mille
kéigus eraldatakse ribosoomi alatihikud, klass II RF, tRNA ning mRNA {iksteisest. Reaktsiooni
viivad ldbi RRF(ribosome recyling factor) ja elongatsiooni faktor G (EF-G). Seda protsessi
nimetatakse ka ribosoomi retsiikleerimine ning selle 1oppedes on ribosoomi 30S ja 50S alatihikud

vOimelised uues translatsioonitsiiklis osalema.



Joonis 1 Translatsiooni tsiikkel, jagatud kolmeks: Initsiatsioon(A-faktorite,mRNA ja initsiaator-tRNA seondumine 30S-
ga, B-50S alamiihiku ja 30S alamiihiku iihinemine, C-GTP hiidroliiiis ning IF-de vabanemine ribosoomist),
Elongatsioon(D-aatRNA seondumine ribosoomi A-saiti, EF-Tu vahendusel, E-GTP hiidroliiiis ning EF-Tu vabanemine
ribosoomist, F-peptiidsideme moodustumine, G-hiibriidolekute teke, H-EF-G seondumine ribosoomi A-saiti, I-
translokatsioon, J-EF-G vabanemine ribosoomist), terminatsioon(K-RF1/2 seondumine ribosoomi A-saiti, L. peptidiiiil-
tRNA sideme hiidroliiiis ning peptiidahela vabanemine ribosoomist, M-RF3 seondumine ribosoomi, N-GTP hiidroliiiis
ning RF1/2 vabanemine ribosoomist) ning retsiikleerimine(O-RRF-i ja EF-G seondumine ribosoomile, P-GTP hiidroliiiis,
ribosoomi alamiihikute lahknemine, IF3 seonumine ja tRNA ning mRNA vabanemine 30S alamiihikult) Joonist

modifitseeritud selle t66 jaoks. (Schmeing, Ramakrishnan 2009)

Prokariiootseid klass I vabanemisfaktoreid RF1 ja RF2 kodeerivad vastavalt prfA ja prfB geenid.
RF1 koosneb 360 aminohappest, tema molekulmass on 40,517kDa, RF2 koosneb 365
aminohappest ning tema molekulmass on 41,251kDa. Klass I vabanemisfaktorid RF1 ja RF2
kataltiiisivad keemilises mdttes sama reaktsiooni ning omavad sarnast ruumilist struktuuri, samas
erinevad RF1 ja RF2 oma stoppkoodoni spetsiifika poolest. Mdlemad tunnevad dra UAA stopp-
koodonit, kuid ainult RF1 on vdimeline seonduma ribosoomiga UAG stopp-koodoni ning RF2
UGA stoppkoodoni korral. (Scolnick jt., 1968; Klein, Capecchi, 1971) RF1-1 on kolme

aminohappeline motiiv PVT (proliin, valiin, treoniin), mis koos piirduvate aminohappejidkidega



osaleb stopp-koodoni dratundmisel. RF2-1 on tripeptiidseks motiiviks vastavalt SPF(seriin,
proliin, feniiiilalaniin), mis koos piirduvate aminohappejiaikidega osaleb stopp-koodoni
dratundmises. (Nakamura Y. jt., 2000)

RF1 ja RF2 tertsiaalstruktuuri tasemel koosnevad neljast doméénist. Doméddnid 2 ja 4 on
omavahel tihedas kontaktis ja moodustavad stabiilselt voltunud valgu tsentri, nn. superdomééni,
millega on seotud liikuvamad doméén 1 ja 3. Doméén 2 osaleb koodoni dratundmises ning
interaktsioonides rRNA-ga. Domaéin 3 sisaldab GGQ motiivi ning osaleb estersideme
hiidroliitisis. Doméin 1 ei osale peptiidahela vabastamises ega stoppkoodoni dra tundmises, kuid
ta interakteerub 50S subiihiku GTPaasi aktiveeriva piirkonnaga (23S rRNA heeliks 43 ja valk
L11) ja klass II vabanemisfaktoriga RF3. Lisaks on vabastusfaktorites RF1 ja RF2 ilma kindla
sekundaarstruktuurita piirkond doméén 3 ja doméén 4 vahel, mida nimetatakse liiliti linguks
(Switch loop). (Korostelev jt., 2008) See piirkond, interakteerudes H69-ga, mangib rolli doméén
3 paiknemises soltuvalt koodoni dra tundmisest. RF1 ja RF2 konformatsioon lahuses erineb
nende konformatsioonist ribosoomis — nimelt on lahuses doméén 3 tdmbunud domééin 2 ja 4
ligidale, kuid ribosoomis paikneb ta doméén 2 ja 4-st eemal. RF1/RF2 doméién 3

iimberpaigutumiseks iilejddnud valgu suhtes on oluline faktori interaktsioon H69-ga.

B-RF1/2 B-GGQ MOTIIV O-VALJAVAHETATUD OSA O-PVT ANTIKOODON
O-H69 B-LULITILING W-PSEUDOURIDIINID

Joonis 2 Vabanemisfaktorite struktuur ribosoomis, A-RF1 struktuur ribosoomis, B-RF2 struktuur ribosoomis.
Miirgitud: RF1/RF2(must), GGQ motiiv(roheline), heeliks 69 (kollane), pseudouridiinid heeliks 69s (tumesinine),
aminohappeline antokoodon (helesinine), liiliti ling (punane), koos liiliti linguga iimbertostetud osa RF1/RF2s (oranz).

Kasutatud struktuurid: PDB code-3F1E(Korostelev A, Asahara H 2008), 3D5SA(Laurberg M, Asahara H 2008).
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Lisaks tripeptiidsele antikoodonile, sisaldavad klass I vabanemisfaktorid domaénis 3
universaalselt konserveerunud GGQ motiivi, mis RF-i seondumisel ribosoomi A-saiti asetub
peptidiiiil-transferaastsentri (PTC-peptidyl transferase center) 1dhedusse ning kataliilisib koos
kindlate 23S rRNA nukleotiididega (U2584, U2585 ja U25006) estersideme hiidroliiiisi peptidiiiil-
tRNA ja poliipeptiidi vahel. RF1 ja RF2 on sarnased nii funktsioonilt kui ka struktuurilt, kuid
omavad spetsiifilisi erinevusi, mis mdjutavad nende aktiivsust ja seondumist ribosoomiga. Uheks
struktuurseks erinevuseks on liiliti lingu piirkond doméén 3 ja 4 vahel, mis interakteerub heeliks
69. Tema struktuur voib mojutada domédin 3 paiknemist PTC suhtes. Domiin 3 paiknemine
mojutab vabanemisfaktorite kataliiiitilist aktiivsus ning peptiidahela vabanemise kiirust. Lisaks
erineb liilitilingu interaktsioon doméén 1-ga. Domééni 1 erinevus RF1-s ja RF2-s tuleneb tema
konformatsioonist ja interaktsioonist L11-ga. L11 on valguline osa kompleksist ribosoomis, mis
seotud tRNA seondumise ja véljumisega ribosoomist, RF2 annab domién 1-ga ulatuslikumaid
interaktsioone kui RF1.

RF2 kodeerivas geeni PrfB-s translatsiooniks on vajalik lugemisraami nihe (frameshift), mis
soltub RF2 konsentratsioonist rakus. RF2 iileproduktseerimine on raku kasvule negatiivse
mojuga.

Vabanemisfaktori 2 positsioonis 246 on leitud faktori aktiivsust mdjutav mutatsioon. (Wilson jt.
2000) E.coli metsiktiiiipi tiives on RF2 positsioonis 246 aminohape alaniin, kuid K-12 tiives,
mille RF2 aktiivsus on (x) korda vdiksem, on selle asemel treoniin. Vabanemisfaktorite GGQ
motiivis asuva glutamiini metiilatsioon mojutab RF-de aktiivsust, metiileerimist viib molemas
valgus ldbi valk PrmC. (Mora jt. 2007) Metiilatsiooni puudumisel on vabanemisfaktorite
aktiivsus viiksem. Kuna metiileerimine on post-translatsioone modifikatsioon, siis valgu

iileprodutseerumise korral ei joua vastav ensiitiim enam valku tédielikult metiileerida.

4.2 Pseudouridiinid

Heeliks 69 interaktsioon klass I vabanemisfaktoritega on iihelt poolt vajalik nende faktorite
iileminekuks aktiivsesse konformatsiooni, teiselt poolt aga soltub H69-RF1/2 interaktsiooni H69
enda konformatsioonist. Seega mdjutavad poliipeptiidi vabanemist kaudselt koik tegurid, mis
mdjutavad H69 konformatsiooni. Uheks H69 konformatsiooni mdjutavaks teguriks on H69-s
esinevad modifitseeritud nukleotiidid - pseudouridiinid. Pseudouridiin on kdige sagedasemaks
posttranskriptsioonilise modifikatsiooni tiitibiks rRNA-s. Pseudouridiin kujutab endast uridiini

isomeeri. Pseudouridiini erinevus uridiinist seisneb tema ldmmastikaluse ning suhkruvahelises
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sidemes. Kui uridiinis eksisteerib see side C - N (N-gliikosiidne side) vahel, siis pseudouridiinis
on see C - C (C-gliikosiidne side) vahel. Heeliks 69s paiknevad pseudouridiinid positsioonides
1911, 1915 ning 1917.

Tabel 1 Pseudouridiini siintetaasid ning nende sihtmiirgid rRNA-s

Name RsuA RIuB RIUE RIUF RIUA RIUA RIuC RIuD TruC | TruB | TruA
RNA substrate| 16S RNA |23S RNA|23S RNA|23S RNA|23S RNA [tRNA 23S RNA 23S RNA tRNA |tRNA | tRNA
Y site 516 2605 2457 2604 746 32 |955;2504;2580(1911;1915;1917| 65 55 |38-40

a od

V. O’f v

b H
'
Cs

HO X

dl

OH OH

Uridiin Pseudouridiin
Joonis 3 Uridiini ja Pseudouridiini erinevus

Lisaks H69-le on pseudouridiine leitud ka teistes rRNA(de) funktsiooni seisukohalt olulistes
piirkondades, nagu néiteks peptidiiiiltransferaasset tsentrit moodustav domédin V-s ja
subiihikutevaheliste sildade 1dheduses. See on viinud hiipoteesini, et nende olemasolu on vajalik
ribosoomi dige konformatsiooni saavutamiseks. Sellele oletusele aga rddgib vastu asjaolu, et
enamiku pseudouridiini modifikatsioonide puudumine ei hiiri rakkude eluvdimet mirgatavalt.
Prokartiootides siinteesivad pseudouridiine W-siintaasid, post-transkriptsiooniliselt ning
ribosoomi partikli kokkupanemise erinevates etappides. Enamik W-siintaase modifitseerib ainult
iihte kindlat rRNA piirkonda. W-siintaasid on jirjestuse analiiiisi pdhjal jagatud viite perekonda:
RIuA, RsuA, TruA, TruB, TruD. Kd&ik perekonnad on saanud oma nime E.Coli-s leiduva
enstitimi jirgi. (Koonin, 1996). Eukariiootide puhul ei ole modifitseeritavate uridiinide asukoht
valgu spetsiifiline, vaid on méadratud nn. giid-RNAde poolt, mis aluspaarduvad modifitseeritavat
positsiooni sisaldava piirkonnaga rRNAs ja 1dbi selle ,,nditavad* ¥Y-silintaasile modifitseeritava
uridiini asukoha. Arhede puhul pole leitud giid-RNAsi, kuid genoomide analiiiis annab alus

hiipoteesile, et nad kasutavad sarnast siisteemi.
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Heeliks 69s siinteesib pseudouridiine RluD siintaas, kokkupakkimise ehk assdmbli 10ppfaasis.
(Siibak ja Remme 2010) Lisaks sellele toimub veel positsioonis 1915 metiilatsioon. Seda viib
1abi valk RImH ning see on viimane modifikatsioon, mis tehakse assambleeritud 70S-des.(Ero jt.

2010)

Heeliks 69 paiknevad pseudouridiinid mdjutavad H69 kuju ning diinaamilisust translatsiooni
faasides, erinevatel fiiisilistel tingimustel(pH, temperatuur, Mg kontsentratsioon).
(Y.Sakakibara, C.S.Chow. 2012) Pseudouridiilleritusest sdltuv H69 diinaamika v4ib olla oluline
ribosoomi funktsioneerimise seisukohalt ja 1dbi selle mdjutada raku valgusiinteesi protsessi.
Sellega on kooskdlas tidhelepanek, et W-siintaasi RluD deleteerimisel rakkudest mojutab
translatsiooni kiirust. (Leppik jt. 2007) On leitud, et RluD puudumisel esinevad supressor
mutatsioonid prfB(RF2) ja prfC(RF3) geenides, mis vihendavad RluD puudumisest tulenevat
madalamat translatsiooni kiirust. (O'Connor, Gregory. 2011)

RF2 on ,,tundlikum* kui RF1 pseudouridiinide puudumisele 23S rRNA heeliks 69-s. (Kipper jt.
2011) Vottes arvesse pseudouridiinide mdju translatsiooni efektiivsusele ning vabanemisfaktorite
RF1 ja RF2 erinevusi interakteerumisel W-dega heeliksiga 69, on véimalik piistitada hiipotees:
RF1 ja RF2 soltuva terminatsiooni erinev tundlikkus pseudouridiinide olemasolu v3i puudumise
suhtes heeliksis 69 tuleneb erinevustest nende valkude interaktsioonimustris H69-ga. Uheks
voimaluseks seda hiipoteesi kontrollida on vahetada omavahel heeliksiga 69 interakteeruv liiliti
lingu piirkond kummaski faktoris ja jilgida selliste kiméarsete valkude aktiivsusi soltuvalt H69

pseudouridiileeritusest. Nimetatud 1dhenemisel kdesoleva t66 eksperimentaalne osa pohinebki.
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5 Eksperimentaalne osa

5.1 Too eesmargid

Kiesoleva t66 esimeseks eesmaérgiks oli konstrueerida vabanemisfaktorite mutantsed geenid,
milles oleks vahetatud vabanemisfaktorite liiliti lingu piirkonda kodeerivad osad RF1 ja RF2
vahel. Teiseks eesmirgiks oli konstrueeritud geenide ekspreseerimine ning lahustuva valgu
eraldamine rakkudest. Kolmandaks eesmérgiks oli kontrollida mutantsete vabanemisfaktorite
aktiivsust metsiktiilipi valkude vastu. Viimaseks eesmérgiks oli analiilisida konstrueeritud
vabanemisfaktorite aktiivsust pseudouridiinide olemasolul ja puudumisel, vorreldes metsiktiilipi

RF-dega.
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5.2 Materjal ja metoodika
5.2.1 Kasutatud tiived, plasmiidid ja reagendid

5.2.1.1 Plasmiidid
pQE60(RF1) ja pQE60(RF2) (Vasili Hauryliuki, Uppsala Ulikool).

5.2.1.2 Tiived
E.coli M15 (Qiagen)

5.2.1.3 Reagendid

Reagendid imidasool, Na,HPO,4, EDTA ning liisotsiiiim olid tootjalt Applichem. Katsetes
kasutatud MgCl,, DNA-aas, NaOAc, BSA valk ja fenool tootjalt Amresco. IPTG tootjalt
Carbosynth Limited. Stsintillatsioonivedelik OPTIPHASE "HISAFE’3 tootjalt Perkin Elmer.
AMP ja PPi tootjalt SIGMA, GTP tootjalt Amersham Biosciences, metioniin ja totaalne tRNA
tootjalt Roche ning ATP Pharmacia-It.

Jargnevad reagendid olid valmistatud Kalle Kipperi poolt: ANTP segu, PCR puhver(10 kordne),
EtBr(10 U/pl).

Tris puhver pH 7,5, 2xYT vedelsodde, RF1 ja RF2 lahused ning ampitsiliini agarsd6tmega petri
tassid olid valmistatud Anneli Kukke poolt.

IF-d, metsiktiilipi ja puuduva heeliks 69-ga ribosoomide alamiihikud olid valmistatud Kalle
Kipperi poolt. Pseudorevertantsete ribosoomide 50S alamiihikud ja pseudouridiinisiintaasi RluD
valmistatud ja eraldatud Rya Ero poolt.

pfu DNA poliimeraas oli lahke kingitus Prof.J.Sedman-ilt.

Generuler DNA Ladder Mix ja T4 DNA ligaas olid tootjalt Thermo Scientific.
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5.3 PCR-i praimerid
To6s kasutatud praimerite jarjestused tehti vastavalt plasmiidi ning geeni jarjestuse analiiiisile ning telliti DNA Technology-st.

Praimerite pikkused ning seondumistemperatuurid ning nende jérjestused on toodud tabelis 2.

Tabel 2 PCR-i praimerid

Praimer | Pikkus(ap) Tm(°C) Jarjestus(5°—3’)

P1 22 45,5 CATTATTATCATGACATTAACC

P4 21 50,5 GTTCTGAACAAATCCAGATGG
ANI1 39 55,7 CCTGATCTTTGTTCTTGTGTTGTGAACGTTCGTCCTGAC
AN2 19 60,8 CACAAGAACAAAGATCAGG
ACI 49 51,8 GGTTGATGCGGTGATCGGTAACGCGGGAGTCATCAAGGACATAAGAACG
AC2 25 46,8 CGCGTTACCGATCACCGCATCAACC
BNI1 47 62,6 TGCTTTAGCTTTGTTTTTATGCTGGGAACGGTCGTTCTGGCACTGGG
BC1 45 54,4 GTGCGCAGATCTTTAATGCGCCCCTGCGGGAAGTTGTAAGTACGG
BN2 20 65.9 CATAAAAACAAAGCTAAAGC
BC2 21 43,6 CGCATTAAAGATCTGCGCACC

R6 28 64,3 CGCATTGATACTTTCCGCTCGTCAGGGG

Keskmine Tm 54,7~54




5.4 Kompententsete rakkude valmistamine ja transformatsioon

5.4.1 Kompententsete rakkude valmistamine

Voeti E.coli (tiivi M15 péritolu, siseelu) ning kiilvati 2 ml 2xYT vedelsdotmesse. Kasvatati 37°C
juures loksutil, kuni OD600~0,6-0,8. Rakukultuur valati 2 ml eppendorfi ning fuugiti
1924g/5minutit. Supernatant eemaldati ning rakud suspendeeriti 500 pul RF1 (RbCI 12 mg/ml,
MnCl,*4H,0 9,9mg/ml, KOAc 30mM, CaCl,*2H,0 1,5mg/ml, gliitserool 150mg/ml, pH 5,8-ni
COOH-ga) lahuses. Raku lahuseid hoiti jaal 10 minutit, peale mida uuesti fuugiti 1924¢g juures 5
minutit. Supernatant eemaldati ning rakud suspendeeriti 500 upl RF2(MOPS 10mM, RbCl 1,2
mg/ml, CaCl,*2H,0 11 mg/m, gliitserool 150mg/ml, pH6,8-ni NaOH-ga) lahuses. Rakke
sisaldavaid lahuseid hoiti jdil 15 minutit, peale mida jagati lahus sobivate osadena 1,5 ml

eppendorfidesse ning kiilmutati vedelas N,-s. Kiilmutatud rakke hoiti -80°C juures.

5.4.2 Transformatsioon

Tabel 3 Transformatsiooni meetodi etapid

1 Voeti kompententsed rakud jaa peale sulama

2 Lisati u. 100 ng transformeeritavat plasmiidi kompententsete rakkudele
4 Rakkudel lasti seista jaa peal 25 minutit

5 Tosteti rakud 42°C juurde 45 sekundiks

6 peale seda tagasi jadle 5 minutiks

7 parema transformatsioon saamiseks lisati rakkudele 1 ml 2xYT s66det
8 Pandi 37°C juurde 60 minutiks

9 Fuugiti rakud p&hja 1924 g/5 minutit

10 eemaldati s66de, kuni alles u. 100l

11 rakud resuspendeeriti allesjaanud

12 plaaditi kompetentsed rakud ampitsiliini sisaldavale agars66tmele
13 kasvatati tiled6 37°C juures

5.4.3 Rakukultuuride séilitussegude tegemine
Transformatsiooni tiivede siilitamiseks, viidi transformatsiooni tassidelt iiks koloonia 2xYT

sootmesse ning kasvatati 37°C juures lokutil. Kui OD600~0,8, siis voeti rakukultuur loksutilt.



Lisati 1:1 hulgas 50% gliitserooli-2xY T s66tme segu rakukultuurile ning jagati 2 ml korgiga

tuubidesse. Valmistatud kultuurid kiilmutati vedelas N,-s ning siilitati -80°C juures.

5.5 Preparatiivne PCR
Preparatiivset PCR-i kasutati prfA ja prfB mallide tegemiseks ning suunatud mutageneesiks.

PCR-i reaktsioonisegu koostis ning kontsentratsioonid toodud tabelis 4.

Tabel 4 PCR-i reaktsioonisegu reagentide kontsentratsioonid.

PCR segu (1 reaktsiooni kohta)
Reagent Loppkontsentratsioon
PCR-i puhver 1 kordne*
MgCl, 2,5 mM
dNTP 0,4 mM
Praimer 1 0,3 pmol/ul
Praimer 2 0,3 pmol/pl
Paljundatav DNA 161k 0,5 ug
Pfu DNA poliimeraas 0,1 U/ul

*- iihe kordses puhvris kontsentratsioonid: 75mM TrisHCI pH 8,8, 20mM NH,SO4, 0,01%
tritonX 100, 0,5% ficoll 400, ImM tartasiin.
Peale PCR-i reaktsioonisegude valmistamist, pandi segu sisaldavad tuubid PCR-i masinasse

Biometra Uno II ning sisestati PCR-1 programm (tabel 5):

Tabel 5 Preparatiivse PCR-i programm *-pfu poliimeraas suudab siinteesida 1000 aluspaari iihes minutis.

Etapp PCR-i programm

1 93°C 3minutit

93°C 30 sekundit

Tm°C 40 sekundit

72°C aeg vastavalt produkti pikkusele*

72°C 7 minutit

2
3
4
5 korrata etappe 2 kuni 4, 32 korda
6
7

4°C 20 minutit
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5.6 Plasmiidse DNA eraldamine rakkudest (Miniprep).

Sekveneerimiseks eraldati ile66 kasvanud 2 ml rakukultuuridest(D3RF1 voi D3RF2) plasmiidne
DNA. Rakud tsentrifuugiti 2376 g 5 minutit pohja ning supernatant eemaldati. rakud
suspendeeriti 150 pl P1 lahuses(Qiagen), peale mida lisati 150 pl P2 lahust(Qiagen) ning hoiti
toatemperatuuril Sminutit. Lisati 150 pl P3 lahust(Qiagen), segati ettevaatlikult ning pandi jaile
5 minutiks. Lisati 300 ul NaClO4 ning jéeti jddle 3minutiks. Proovid tsentrifuugiti 16060 g juures
5 minutit ning supernatant tdsteti uude tuubi. Supernatandile lisati 1200 ul GUTCN ning 15 pl
rini suspensiooni. segati ning lasti seista 5 minutit toatemperatuuril. Lahus tsentrifuugiti 16060 g
5 minutit ning supernatant eemaldati. Réni sade suspendeeriti 1 ml 70% etanoolis, segati ning
tsentrifuugiti 16060 g juures 1 minut. Supernatant eemaldati ning sade suspendeeriti uuesti 70%
etanoolis. Proov tsentrifuugiti 16060 g juures 1 minut, supernatant eemaldati ning sademega tuub
pandi 37°C kuumablokile 10 minutiks, et eemaldada vdimalikult palju etanooli tuubist. Réni
sademele lisati 30 ul HO(MQ) ning jédeti toatemperatuurile seisma 5 minutiks. Proovi
tsentrifuugiti 16060 g juures 1 minut, supernatant tdsteti uude tuubi. Juhtumil, kui réni tuli kaasa
supernatandi imbertdstmisel, siis korrati tsentrifuugi ning tdsteti supernatant uuesti uude tuubi.

Peale seda mdddeti DNA kontsentratsioon Nanodrop 2000c-ga. DNA siilitati -20°C juures.

5.7 Bradfordi kaliibergraafiku tegemine

Voeti BSA valgu lahused kontsentratsioonidega: 0.1, 0.25, 0.5 ja 1.0 mg/ml. Segati valmis
proovid, kuhu lisati 50 pl valgu lahust ning 1500 pl Bradfordi védrvi lahust ning moddeti ODgqp.
Tulemuste pohjal tehti graafik millele arvutati vastav sirge vorrand. Sirge vOrrand: y=0,21x-
0,011, kus y tdhistab ODg véartust ning x tdhistab sellele vastavat valgu kontsentratsiooni

(mg/ml).

Ligeerimine ja restriktsioon tehti vastavalt ,,Molecular Cloning* (Sambrook ja Russell, 2001)
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5.8 Valgu ekspressioon ning puhastamine

5.8.1 Kasutatud lahused ning puhvrid
(sulgudes antud loppkontsentratsioonid):
e Liitisilahus — puhver A, kuhu lisati: liisotsliim (2mg/ml), DNAas (20U/ml), PMSF
(0,2mM).
e Puhver A — NaH;PO4-H,0 (20 mM), NaCl (0,5M), Imidasool (20mM). pH tiitriti 7.4
juurde SM NaOH-ga.
e Puhver B — NaH,PO,4-H,0 (20 mM), NaCl (0,5M), Imidasool (0,5M). pH tiitriti 7.5
juurde 85% H;PO4-ga.

5.8.2 Rakumassi kasvatamine

Valkude ekspressiooniks vdeti -80°C juurest E.coli+pQE60(X) silitussegu (X - plasmiidi viidud
geen). Rakud plaaditi ampitsiliini sisaldavale tassile ning pandi iiled6 37°C juurde. Tassi pealt
valitud kolooniatega inokuleeriti 2ml 2xY T s66det, kuhu eelnevalt lisati ampitsiliini 16pp-
konsentratsioonis 100 ug/ml. Rakud pandi 37°C juurde loksutile iile66 kasvama. Jirgmisel
pdeval voeti 2 liitrit 2xYT s60det ning lisati ampitsiliini 10ppkonsentratsioonis 100 pg/ml,
viimasena lisati eelmisel pdeval kasvama pandud innokulumi kuni ODg(y=0,05. Edasi jagati
valmistatud s6ode rakkudega 500 ml kaupa 2 liitristesse kolbidesse ning pandi loksutile 37°C
juurde. Rakukultuuri tihedust mdddeti valguse neeldumise jargi 600nm juures(ODgoo pohjal).
ODg00~0,8 juures lisati rakukultuuridele IPTG-d I6ppkonsentratsioonis 1mM ning lasti kultuuril
edasi kasvada 4 tundi 37°C juures, loksutil.

4 tundi pérast indutseerimist IPTG-ga, fuugiti rakud pohja 4000g 15minutit. Supernatant
eemaldati, rakud kiilmutati vedelas N»-s ja siilitati -80°C juures.

5.8.3 Rakkude liilis

Rakud sulatati ning suspendeeriti 50 ml liitisilahuses, lisati liisotsiitim 10ppkontsentratsiooniga 2
mg/ml-s ning DNAasi 1dppkontsentratsiooniga 20 U/ml. Saadud suspensiooni segati Intel mix-1
4°C ning 60rpm juures, kuni silmnidhtava homogeensuse saavutamiseni. Rakud liiiisiti French
press-is 16000psi rohu juures, kolmes jéarjestikulises tsiiklis. Peale seda lahus tsentrifuugiti

kasutades SS-34 rootorit 34541 g 60 minutit, supernatant kanti uude tuubi.
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5.8.4 Ni-NTA affiinsuskromatograafia

Kolonni maatriksina kasutati Ni-NTA agaroosi Qiagen-1t. Kolonni mdotmed: 14bimoot-2,5 cm,
kdrgus-7 cm, ruumala=~35 ml. Kolonn viidi tasakaalu umbes 4-kordse kolonni ruumala puhver A-
ga, millesse oli lisatud PMSF-i 1oppkonsentratsioonis 0,2mM. Pérast kolonni tasakaalustamist
kanti kolonnile umbes 50 ml rakkude liisaati. Peale seda kolonni pestud 120 ml puhver A-ga.
Pérast pesu, toimus kolonni elueerimine 40 ml puhver B-ga. Eluaat fraktsioneeritud 1 ml kaupa.
Kogu t66 toimus 4°C juures. Fraktsioonides kontrolliti valgu olemasolu mikrotiiterplaadil
Bradfordi reaktsiooniga. Valku sisaldavad fraktsioonid kanti Amicon 10000G tsentrifugaalfiltrile
ning fuugiti 4000 g juures 20 minutiliste tsiiklitena 3 korda. Peale seda tdstetud filtri pealne lahus

uude tuubi, mdddetud kontsentratsioon Bradfordi meetodiga.
5.9 S100 eraldamine ja kontroll

5.9.1 Kasutatud lahused ja puhvrid:

Tabel 6 liiiisipuhvri regentide kontsentratsioonid

Tabel 7 puhver P ja puhver E regentide kontsentratsioonid

Liiisipuhver Reagendid Puhver P | Puhver E
hepes-KOH(pH7.6) | 20 mM hepes-KOH(pH7.6) | 20 mM 20 mM

NH4C1 25 mM KCl1 50 mM 300 mM
MgCl, 6 mM MgCl, 10 mM 10 mM
B-merkaptoEtOH 6 mM B-merkaptoEtOH 6 mM 6 mM

5.9.2 Rakkude liiiis

Voeti 10g E.coliMRE600 rakke ning suspendeeriti 100 ml liiisipuhvris (tabel 6), kuhu lisati:
liisotsiitim 16ppkontsentratsiooniga 2mg/ml, DNAaas 16ppkontsentratsiooniga 40U/ml ja PMSF
16pp-kontsentratsiooniga ImM. Saadud suspensiooni segati magnetsegajal 3000rpm 4°C juures,
kuni homogeense lahuse saavutamiseni. Suspensiooni liiiisiti, lastes kolm korda lébi French
press-1 16000psi rohu juures. Saadud liisaat klaariti SS-34 rootoris 3454 1g/40 minutit.
Supernatant jagati kahte Ti-45 tuubi, tasakaalustati ja tsentrifuugiti Ti-45 rootoris tingimustel:
kiirus: 134032 g, aeg: 14 tundi, temperatuur: 4°C, w’t: 6,45-10"". Parast fuugimist valati

supernatant uude tuubi.
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5.9.3 DEAE-sepharose ioonvahetuskromatograafia

Eelmise etapi I6pptulemusena saadud supernatandist puhastatud valkude fraktsioonid kasutades
DEAE sepharose maatriksit. Kolonni modtmed: 18bimdot-2,5 cm, kdrgus-6¢cm, ruumala~30 ml.
Kolonn tasakaalustati puhvriga P (tabel 7), peale pesu kanti kolonnile 100 ml proovi eelmisest
etapist. Prooviga kolonni pesti 250 ml puhver P-ga. Parast pesu kolonni voolutati puhver E-ga
(tabel 7) ning fraktsioneeriti 4 ml kaupa. Valku sisaldavad fraktsioonid, mida oli kokku 9 tiikki,
valati kokku ning kanti Amicon 3000kDa tsentrifugaalfiltrile. Fuugiti 2113g juures, kuni filtri
peal oleva lahuse ruumala ligikaudu 6 ml. Lahus jagati laiali sobivate osadena, kiilmutati vedelas

lammastikus ning sdilitati -80°C juures.

5.10 [*°S]fMet-tRNA siintees
Meetodi iildine iilesehitus: ,,tiihjad* tRNAMdele siinteesitakse kiilge metioniin(kiilm), millest
teatud osa on radioaktiivselt mérgistatud [*°S] (kuum). tRNA toormaterjaliks kasutati nn. ,,bulk“-

tRNAd (totaalne tRNA), millest umbes 3% on tRNA™®, Reaktsioon 16pp ruumala oli 8 ml.

Tabel 8 Reaktsioonisegu reagentide l16ppkontsentratsioonid

Reagendid Loppkonsentratsioon

,»bulk“-tRNA 185,6 uM

Metioniin 27,8 uM
[*°S]Metioniin 25 uM
N°-THF 2 mM
ATP 8 mM
MgCl, 20 mM
Tris-HCIl(pH7,5) 50 mM
B-merkaptoEtOH 6 mM

Segati kokku reaktsioonisegu (tabel 8), Ioppruumalaga 7,2 ml. Reaktsiooni alustamiseks lisati
reaktsiooni segule 800ul S100-t. Segu tdsteti 45minutiks 37°C juurde. Peale 45minutit, lisati
segusse AMP ja PPi, Ioppkonsentratsioonis 6mM. Hoiti 5 minutit toa-temperatuuril, siis lisati
600mM NaOAc ja 20 mM EDTA-d. Tsentrifuugiti 16060 g juures 10 minutit ning supernatant

tosteti uude tuubi.
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5.10.1 Fenool-kloroform t66tlus

Eelmises etapis saadud supernatandile lisati 1:1 suhtes fenooli, voltrex faaside segunemiseks
ning tsentrifuugiti 2113 g juures 10 minutit. Vesifaas tosteti iimber uude tuubi ning lisati
kloroformi 1:1 suhtes, voltrex faaside segunemiseks ning tsentrifuug 2113g juures 10 minutit.

Vesifaas tostetud iimber uude tuubi.

5.10.2 Konsentreerimine

Fenool-kloroformi to6tluse 10puks saadud vesifaasile lisati 96% etanooli suhtes 3:1-le ning pandi
-20°C juurde iiheks tunniks. Peale seda tehtud tsentrifuug 2376 g juures 30minutit, supernatant
eemaldati. Jargnevaid etappe korrati kolm korda: sademele lisati 3ml 0,35M NaOAc-d ja 96%
etanooli suhtes 3:1 ning pandi -20°C juurde 1 tunniks, Peale seda tsentrifuugiti segu 2376 g
juures 30 minutit ning supernatant eemaldati. Péarast kolme korda resuspendeeriti sade 2 ml 1
kordses hepes/poliimix puhvrite segus. Lahus kanti Amicon 3000G tsentrifugaalfiltrile ning
pandi tsentrifuugima 3000 g juures 25 minutit. Tsentrifuugi korrati neli korda ning peale igat
korda suspendeeritud retendanti. Peale neljandat korda retendant tdsteti uude tuubi ning klaariti
16060 g juures 10 minutit. Lopuks mdddeti tRNA kontsentratsioon Nanodrop 2000c-ga, fooni
madramiseks kasutati 1x hepes/poliimix puhvrite segu. Produkt jagati osadeks, kiilmutati vedelas

lammastikus ning séilitati -20°C juures.
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5.11 Vabanemisfaktorite aktiivsuse mo6tmine
Vabanemisfaktorite aktiivsust mdddeti [S*°]Met vabanemisega terminatsiooni kompleksist.
[S**]Met-i singaali mdddeti Perkin Elmer Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800TR-iga.

Reaktsiooni 1oppruumala oli 50 pl.

Tabel 9 Reaktsioonisegu reagentide kontsentratsioonid

Reagent Loppkontsentratsioon
50S alamiihikud 0,5 pmol/ul
30S alamiihikud 0,4 pmol/ul
mRNA 0,8 pmol/ul
fMet-tRNA 0,8 pmol/ul
IF-1 0,2 pmol/ul
IF-2 40 pmol/pl
IF-3 0,1 pmol/ul
GTP 1 mM
Herpes pH7,6 puhver | *lisatud 10-kordset puhvrit, kuni
Poliimix puhver reaktsiooni segus 1-kordne

Alustati Mastermixi kokkusegamisega (vt. Tabel 9). Kdigepealt segati kokku MQ vette 30S
segu: 30S alamiihikud, mRNA, fMet-tRNA, initsiatsioonifaktorid (IF-1,IF-2, IF-3), GTP ja
hepes/poliimix puhver. Teiseks segati MQ vette 50S segu: 50S, 10XOL-100. Segusid inkubeeriti
37°C juures 10 minutit. Segati kokku 30S ja 50S segud, mida inkubeeriti 37°C juures 15 minutit.
Valminud reaktsioonisegu jagati osadeks. Reaktsiooni alustati vabanemisfaktori,
10ppkontsentratsiooniga 0,2 pmol/ul, voi puromiitsiini, Idppkontsentratsiooniga 1nmol/pl,
lisamisega. 30 sekundi moddumisel lisati vabanemisfaktoritega proovidele suhtes 1:1-le 18%
HCOOH, puromiitsiiniga proovidele lisati 30 sekundi méddumisel suhtes 1:1 2M KOH-d.
Proovid viidi jadle 30 minutiks, peale mida tsentrifuugiti proove 16060 g juures 15 minutit.
Pérast fuugi tdsteti supernatant uude tuubi ning ruumala viidud 300ul-ni 9% HCOOH ning lisati
Iml etiitilatsetaati ja segati. Valminud lahust fuugiti 16060 g juures 2 minutit, orgaaniline faasi
tosteti uude tuubi. Saadud lahus kanti filterpaberile ning pesti 70% EtOH. Filterpaber pandi
plastik tuubi ning kuivatati 65°C juures 40 minutit. Pirast seda lisati sintsilatsiooni vedeliku ning

moddeti luminesentsi Perkin Elmer Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800TR-ga.
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6 Tulemused

Kéesoleva t00 esimeseks eesmérgiks oli konstrueerida vabanemisfaktorite mutantsed geenid,
milles oleks vahetatud vabanemisfaktorite liiliti lingu piirkonda kodeerivad osad prfA ja prfB
vahel. Teiseks eesmaérgiks oli konstrueeritud geenide ekspreseerimine ning lahustuva valgu
eraldamine rakkudest. Kolmandaks eesmairgiks oli kontrollida mutantsete vabanemisfaktorite
aktiivsust metsiktiitipi valkude vastu. Neljandaks eesmargiks oli tulemuste analiiiis, soltuvalt
pseudouridiinide olemasolust katsetes kasutatud ribosoomide 23S rRNA heeliks 69-s.
Vahetavate piirkondade defineerimiseks kasutati homoloogia modelleerimist. Mutageensed
geenid konstrueeriti, kasutades preparatiivset PCR-1 ning viidi plasmiidi pQE60 restriktsiooni ja
ligaasi tulemusel. Seejérel plasmiidid transformeeriti ning kontrolliti sekveneerimisega ning
ekspreseeriti ja eraldati mutantne valk Ni-NTA affiinsuskromatograafial. Mutantide aktiivsust

mdddeti in vitro terminatsiooni kompleksilt radioaktiivselt mirgistatud metioniini vabanemisega.

6.1 Homoloogia modelleerimine

Selleks, et hinnata RF1 ja RF2 struktuuri sarnasusi ning interaktsioonide erinevusi heeliks 69-ga
ribosoomi 23S rRNA-s, oli vajalik ndha RF-ide paiknemist ribosoomis (joonis 2). Kuna rontgen-
kristallograafia struktuurid 70S ribosoomikompleksidega, mis sisaldavad vabanemisfaktoreid, on
tehtud T.thermophiliuse ribosoomide, mitte E.coli omadega, siis ei olnud otsene vordlus
voimalik. Selle asemel tehtud homoloogiline modelleerimine, kasutades Prf4 ja PrfB jérjestust
E.coli str.K12 substr.MG1655 tiivest ning T.thermophiliuseHB27 tiivest périt funktsionaalsete
70S ribosoomikompleksidest eraldatud RF1 ja RF2 tertsiaalstruktuuri. (viide) See voimaldas
ndha potentsiaalseid erinevusi valkude struktuuris kahe organismi vahel. Teiseks tehtud
struktuuride vordlus 7.thermophiliuse vabanemisfaktorite RF1 ja RF2 vahel, et néiha
potentsiaalseid erinevusi kahe valgu vahel. Homoloogia modelleerimiseks kasutatud SWISS-
MODEL veebirakendust. To0 struktuuridega tehti tarkvaraga Pymol(versioonl.5). Homoloogia
modelleerimine toodud joonistel 3 ja 4. Struktuuride vordlused toodud joonisel 5.

Joonistel 4 ja 5 toodud struktuuride tapsust iseloomustab nende GMQE (Global Model Quality
Estimation), mis jdéb 0 kuni 1 vahele ning kus 0 tdhistab sarnasuse puudumist ja 1 tdhistab
taieliku kokkulangevust. Joonisel 4 ja 5 toodud struktuuride GMQE on vastavalt 0,79 ning 0,76.

Joonisel 6 toodud struktuurid on viidud kokku pymol-is.
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B RF1 E.coli [ |—RF1 T.thermophilius [l—RF1 E.coli liiliti ling
B GGQ motiv W— RF1 T.thermophilius liiliti ling

Joonis 4 E.coli ning T.thermophiliuse RF1 homoloogia modelleerimine. A-RF1 terve struktuuri vordlus. B-RF1 liiliti
linguga koos iimbervahetatud osa vordlus, C-RF1 liiliti lingude vordlus. Modelleerimiseks kasutatud struktuur: PDB

code-3D5SA(Laurberg M, Asahara H 2008), mida modifitseeritud selle t66 jaoks. Valgu jirjestus E.coli str. K12
substr.MG1655.

B RF2 E.coli [ |—RF2 T.thermophilius Bl—RF?2 E.coli liiliti ling
B - GGQ motiv  I—RF2 T.thermophilius liiliti ling

Joonis 5 E.coli ning T.thermophilius RF2 homoloogia modelleerimine. A-RF2 terve struktuuri vordlus, B-RF2 liiliti
linguga koos iimbervahetatud osa vordlus, C-RF?2 liiliti lingude vordlus. Modeleerimiseks kasutatud struktuur: PDB

code-3F1E(Korostelev A, Asahara H 2008), mida modifitseeritud selle t60 jaoks. Valgu jirjestus E.coli str.K12
substr. MG1655.
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B RF1Ecoli [ |-RF2E.coli [ ]—RF1 E.coli GGQ Motiiv
B RF2 E.coli GGQ motiiv

Joonis 6 T.thermophiliuse HB27 RF1 ja RF2 vordlus. A-RF-ide kogu struktuuri vordlus, B-RF1s ja RF2 iimbervahetatud
osad, C-RF1 ja RF2 liiliti lingu struktuuride vordlus. Vordluses kasutatud struktuurid: PDB code-3F1E(Korostelev A,
Asahara H 2008), 3D5A(Laurberg M, Asahara H 2008), mida modifitseeritud selle t66 jaoks.

Jooniselt 4 ja 5 oli néha, et voib eksisteerida vdikesi erinevusi kahe valgu vahel, kuid uuritavas
regioonis ei ole mérgatavaid erinevusi kahe organismi vahel. Joonisel 6 toodud kahe valgu
vordlus néitab, et vabanemisfaktorite struktuurid on sarnased, kuid omavad erinevusi uuritavas
piirkonnas. Jooniselt 6B ja 6C on néha, et iildine ehitus on sama, kuid esineb erinevusi liiliti
lingus ning seda timbritsevas struktuuris. Arvestades, et liiliti lingu interaktsioonid heeliks 69
méngivad rolli tema konfirmatsiooni muutustes, mis omakorda mdjutavad doméén 3 a-heeliksi
pikkust ning GGQ paiknemist, oli alust vahetada vélja kogu a-heeliks domédén 3-s, mis jaab liiliti

lingu ning GGQ motiivi vahele.
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6.2 vabanemisfaktorite mutagenees ja eraldamine

RF1 ja RF2 vastavate piirkondade vahetus toimus 4-etapilise PCR-1 abil. prfA(RF1) ja
prfB(RF2) mutantsete geenide konstrueerimise skeem toodud joonisel 7. Koikide
agaroosgeelidel kasutati suurusmarkerit Generuler DNA ladder mix plus( ).

Joonisel 7 toodud skeem néitab piltlikult, mis jdrjekorras ning kuidas mutantsete geenide
konstrueerimine toimus. Skeem jagatud kaheks: D3RF1 ja D3RF2 konstrueerimine, mis
omakorda jagatud neljaks etapiks. Esimestes etappides 1A ja 1B kasutatud prfA ja prfB
konstrueerimismalle ning disainitud praimeri paare, et saada paarduvate otsdega PCR-i
produktid, millest iiks iihest valgust ning teine teisest. Etappides 2A ja 2B kasutatud PCRi
meetodi eripdrasid, et iihendada esimestest etappidest saadud produktid omavahel. Nimelt PCR-1
kéigus denatureeritakse DNA iiheahelaliseks, peale mida toimub praimerite paardumine. Selle
ajal on voimelised seonduma kahe produkti komplementaarsed alad. Tulemuseks oli geen, kus
iiks pool on prfA-st ning teine prfB-st. Selleks, et saada lahti esimeses PCR-is kaasa tulnud geeni
3’- poolsest osast, mida ei tahetud vélja vahetada, tehti uus PCR. Etapid 3A ja 3B tehtud
analoogselt esimestele etappide, kuid kasutatud eelnevast etapist saadud produkti ning sellele
vastavat malli, et saada kaks DNA 16iku: iiks, mille 3’otsas on teisest geenist périt kindla
pikkusega jérjestus ning teine, mis omab komplementaarset otsa esimesega. Neljanda etapis
toimub koik sama moodi nagu teises etapis ning tulemuseks on geen, milles kindel osa on vilja

vahetatud.
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Joonis 7 D3RF1 ja D2RF2 konstrueerimise skeem. 1A/B, 2A/B, 3A/B ja 4A/B - PCR-ide etapid. Kollasega mérgistatud prfA geeni jirjestus, oranzZiga prfB geeni
jirjestus. P1, AC1, BN1 jt. on kasutatud praimerid. PCR-i etappide sisu lahti seletatud lehekiiljel 25.



6.2.1 prfA ja prfB konstrueerimismalli tegemine

plasmiidid pQE60(RF1) ja pQE60(RF2) transformeeriti £.coli M 15 kompententsetesse
rakkudesse ning kasvatati AMP agartassidel {ile66. Tehti kiilvid 50ml 2xYT vedels66tmesse ning
kasvatati iled6 loksutil 37°C juures. Vedelsootmes olevad kultuurid kanti 50ml falcon tuubidesse
ning fuugiti 4754g, 15Sminutit. Supernatant valati pealt ning sademest eraldati plasmiidne DNA
Invisorb Plasmid Midi Kit-1 abil. Produkte kontrolliti restriktsiooni teel, 1% agaroosgeelil
elektroforeesi teel. Tehti PCR eraldatud plasmiididele, kasutades praimereid P1 ja P4. PCR-i
reaktsioonisegudest puhastati produktid elektroforeesi teel 1% agaroosigeelil. Geelist 1digati
vélja bandid, mis vastasid umbes 1200 aluspaari pikkusele kaheahelalisele DNA-le. Geeli
tiikkidest eraldati DNA Genejet Gel Extraction Kit-ga, kontsentratsioon mdddetud Nanodrop
2000c-ga. Produkte séilitatud -20°C juures.

6.2.2 D3RF1 geeni konstrueerimine

prfA(RF1) ja prfB(RF2) konstrueerimismallidele tehtud preparatiivsed PCR-id: prfA puhul
kasutati praimeri paari P1 ja AN, prfB aga praimeri paari AN2 ja P4. Praimer AN1 omas 3'
otsas prfB-le komplementaarset jédrjestust. PCR produktid puhastati segust 1,5% agaroosgeelil
(joonis 8) elektroforeesi teel ning eraldati geelilt Genejet Gel Extraction Kit-1 abil. DNA
kontsentratsioon mdddetud Nanodrop 2000c-ga. Produktid méargistatud vastavalt RFIP1ANI ja
RF2AN2P4.

5 4%

i

Joonis 8 D3RF1 konstrueerimise etapi 1A PCR-i produktid agaroosgeelil. Nooltega mérgitud suurusmarkeri bindide
suurused, mille ligidusse jdid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist 1oigati vilja dra mirgitud vahemikesse jaiivad geelibindid.



Valmistatud uus PCR-i segu, kuhu lisati RF1IP1AN1 ja RF2AN2P4 eelmisest etapist ning
praimerid P1 ja P4. PCR produktid puhastati segust 1% agaroosgeelil elektroforeesi teel (joonis
9) ning eraldati geelilt Genejet Gel Extraction Kit-i abil. Produkt nimetatud RF1SL.

Joonis 9 D3RF1 konstrueerimise etapi 2A PCR-i produktid agaroosgeelil. Nooltega mérgitud suurusmarkeri bindide
suurused, mille ligidusse jidid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist 16igati vilja dra mirgitud vahemiku jidv geelibind.

Geelist eraldatud produktile tehti uus PCR, praimeritega P1 ja AC1. samal ajal tehti ka
prfA(RF1) mallile uus PCR praimeritega AC2 ja P4. PCR produktid eraldati segust 1%
agaroosgeelil elektroforeesi teel (joonis 10). Geelil rajal, kus PCR-i produktid praimeritega AC1
ja P4, oli ndha mitut produkti ning nendest kasutati edasi neid, mis olid diges suurusvahemikus.
Geelilt eraldatud produktid Genejet Gel Extraction Kit-i abil. Eraldatud DNA 16igud tdhistatud

RF1SL-P1ACI1 ja RF1-AC2P4.
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Joonis 10 D3RF1 konstrueerimise etapi 3A PCR-i produktid agaroosgeelil. Nooltega miirgitud suurusmarkeri béindide
suurused, mille ligidusse jidid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist 1digati vilja dira mirgitud vahemikesse jiadvad geelibindid.

Valmistatud uus PCR-1 segu kuhu lisati mdlemat produkti eelnevast PCR-ist. Reaktsioonis
kasutati praimereid P1 ja P4. Reaktsioonisegust puhastatud DNA 1% agaroos geelil,
elektroforeesi teel (joonis 11) ning eraldati geelilt Genejet Gel Extraction Kit-ga. Eraldatud

Produktil moddeti kontsentratsioon Nanodrop 2000c-ga ning téhistati kui D3RF1.

Joonis 11 D3RF1 konstrueerimise etapi 4A PCR-i produktid agaroosgeelil. Nooltega miirgitud suurusmarkeri béindide
suurused, mille ligidusse jiid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist loigati vilja dra mirgitud vahemiku jiiv geelibind.

D3RF1 kontrolliti jérjestuse tasemel sekveneerimisega. Sekveneerimisel kasutatud praimereid P1
ja R6. Edasi tehti D3RF1 ja pQE60(RF1)-le restriktsioon Aval ja Celll-ga. Produktid puhastati
reaktsioonisegust 1% agaroos geelil elektroforeesi teel ning eraldati geelist kasutades Genejet

Gel Extraction Kit-i. Restriktsiooni produktid ligeeriti ning transformeeriti E.coli M15 tiivesse.
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Transformatsiooni tassilt viidi neli kolooniat 2ml 2Y T+AMP s66tmesse ning kasvatati {ile66
37°C juures. Rakukultuurist eraldati plasmiidne DNA kasutades miniprep meetodit. Produkt
saadeti sekveneerimisele praimerite P1 ja P4, sekveneerimise joondused toodud lisas 1.
Kolooniatest, kus sekveneerimine kinnitas mutantse geeni olemasolu, valiti iiks ning kasvatati

rakukultuurid valgu eraldamiseks.

6.2.3 D3RF2 geeni konstrueerimine

D3RF2 konstrueerimine toimus analoogiliselt D3RF1 omale. prfA(RF1) ja prfB(RF2)
konstrueerimismallidele tehtud PCR-id: prfA puhul kasutati praimeri paari BN2 ja P4, prfB aga
praimeri paari P1 ja BN1. PCR produktid puhastati segust 1,5% agaroosgeelil, elektroforeesi teel

(joonis 12) ning eraldati geelilt Genejet Gel Extraction Kit-1 abil. Produktid mérgistatud vastavalt
RF2P1BN1 ja RF1BN2P4.

AN

Joonis 12 D3RF2 konstrueerimise etapi 1B PCR-i produktid agaroos geelil. Nooltega mirgitud suurusmarkeri bindide
suurused, mille ligidusse jiid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist loigati vilja dra mirgitud vahemikesse jaivad geelibindid.

Valmistatud uus PCR-1 segu, kuhu lisati RF2P1BN1 ja RFIBN2P4 eraldatud bandid eelmisest
etapist ning praimerid P1 ja P4. PCR produktid puhastati segust 1% agaroosgeelil (joonis 13).
Geeli rajal, kus paiknes PCR-i produktid, oli ndha mitut produkti, millest eraldari ainult need,
mis paiknesid diges suurusvahemikus. Geelilt eraldati produkt Genejet Gel Extraction Kit-i abil.

Produkt nimetatud RF2SL.
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Joonis 13 D3RF2 konstrueerimise etapp 2B PCR-i produktid agaroos geelil. Nooltega mirgitud suurusmarkeri béindide
suurused, mille ligidusse jidid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist 16igati vilja dra mirgitud vahemiku jiiv geelibind.

Geelist eraldatud RF2SL-e tehti uus PCR, praimeritega P1 ja BC1. samal ajal tehti ka prfB(RF2)
mallile uus PCR praimeritega BC2 ja P4. PCR produktid puhastati segust 1% agaroosgeelil,
elektroforeesi teel (joonis 14). Geelilt eraldati umbes 1200 aluspaari pikkune DNA, Genejet Gel

Extraction Kit-i abil. Eraldatud DNA 1digud tahistatud RF2SL-P1BC1 ja RF2BC2P4.

Y

Joonis 14 D3RF2 konstrueerimise etapp 3B PCR-i produktid agaroos geelil. Nooltega miirgitud suurusmarkeri bindide
suurused, mille ligidusse jiid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist loigati vilja dra mirgitud vahemikesse jadivad geelibindid.
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Valmistatud uus PCR-i segu kuhu lisati mélemat produkti eelnevast PCR-ist. Reaktsioonis
kasutati praimereid P1 ja P4. Reaktsioonisegust puhastatud DNA 1% agaroos geelil,
elektroforeesi teel (joonis 15) ning eraldati geelilt Genejet Gel Extraction Kit-ga. Eraldatud
Produktil mdddeti kontsentratsioon Nanodrop 2000c-ga ning téhistati kui D3RF2.

L

S . 1500
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Joonis 15 D3RF2 konstrueerimise etapp 4B PCR-i produktid agaroos geelil. Nooltega méirgitud suurusmarkeri bindide
suurused, mille ligidusse jiid oodatud PCR-i produktid. Suurusmarkerina kasutatud Generuler DNA Ladder Mix.
Geelist 16igati vilja dra mirgitud vahemiku jidv geelibind.

Geelist eraldatud bind D3RF2, mida kontrolliti sekveneerimisega. Sekveneerimiseks kasutatud
praimereid P1 ja R6. Edasi tehti D3RF2 ja pQE60(RF2)-le restriktsioon Aval ja Celll-ga.
Produktid puhastati reaktsioonisegust 1% agaroosgeelil elektroforeesi teel ning eraldati geelist
kasutades Genejet Gel Extraction Kit-1. Restriktsiooni produktid ligeeriti, kasutades T4 ligaasi

ning transformeeriti E.coli M 15 tiivesse.

Transformatsiooni tassilt viidi neli kolooniat 2ml 2YT+AMP s66tmesse ning kasvatati {ile66
37°C juures. Rakukultuurist eraldati plasmiidne DNA kasutades miniprep meetodit. Produkt
saadeti sekveneerimisele praimerite P1 ja P4, sekveneerimise joondused toodud lisas 2.
Korraliku sekveneerimistulemustega ning diget jirjestust sisaldavatest kolooniatest valitud {iks,

millest kasvatati rakukultuurid valgu eraldamiseks.

6.2.4 D3RF1 ja D3RF2 valgu eraldamine
Mutageneesi tulemusel saadi E.coli rakud, milles oli mutantset vabanemisfaktori geeni sisaldav
pQE60 plasmiid. Edasi tehti vastavalt meetodile: rakkude iiles kasvatamine, liiiis ning valgu

eraldus Ni-NTA agaroos kolonnil, . Kétte saadi fraktsioonid D3RF1 ja D3RF2 valguga, mis
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kontsentreeriti tsentrifugaalfiltril ja kontrolliti SDS-PAAG geelil elektroforeesi teel (joonis 16)
SDS-PAAG geel tehtud vastavalt ,,Molecular Cloning Third Edition* (Sambrook ja Russell,
2001). Valk sdilitati -80°C juures 20% gliitseroolis.
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Joonis 16 D3RF1 ja D3RF2 fraktsioonide kontroll 12% SDS-PAAG geelil. A-D3RF2 puhastamisel Ni-NTA kolonnil
saadud fraktsioonide kontroll, lisaks sellele ka proov kolonnile kantud liisaadist ja proov kolonni
labijooksust(pesupuhver ja elueerimisel. Referentsiks kasutatud eelnevalt puhastatud RF2(Margus Leppik, 28.12.2009).
B-D3RF1 puhastamisel kogutud fraktsioonid peale filtreerimist tsentrifugaalfiltril, lisaks proov kolonnile kantud
liissaadist ning eelnevalt eraldatud RF2(Margus Leppik, 28.12.2009). Referentsiks kasutatud eelnevalt puhastatud
RF2(28.12.2009).
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6.3 RF-de aktiivsuse mootmine

Vabanemisfaktorite (RF) aktiivsust moddetud [S*°]fMet vabanemisega terminatsiooni

kompleksist.
W - 50S
H-RF
B - [S*]fMet
@- 30S

N

Enne-terminatsiooni kompleks  Peale terminatsiooni kompleks

Joonis 17 fMet-i vabanemine 70S terminatsiooni kompleksist. Uldine skeem, kuidas RF-id seonduvad ribosoomi A-saiti
ning vabastavad [S**|fMet-i tRNA Kiiljest ribosoomi P-saidis.

fMet-i kiiljes oleva radioaktiivse margise signaali moddetud Perkin Elmer Liquid Scintillation
Analyzer Tri-Carb 2800TR-iga. Negatiivse kontrollina kasutati reaktsioonisegu ilma
vabanemisfaktorita (foon) ning positiivseks kontrollis lisati reaktsiooni segusse vabanemisfaktori
asemel puromiitsiini. Algsed mddtmistulemused toodud lisas 3. Katse tulemustest lahutatud foon
ning teades radioaktiivselt margistatud fMet-i eriaktiivsust (dpm/pmol), lagunemisaega ning
tootmiskuupéeva sai vélja arvutada vabanenud fMet-i hulk pikomoolides. Selleks, et vorrelda
erinevate katsete tulemusi, arvutati vdlja fMet-1 vabanemise protsent positiivse kontrolli suhtes

(puromiitsiin).

Vabanemisfaktorite (RF1, RF2, D3RF1 ja D3RF2) aktiivsust mdddeti kdigepealt metsiktiiiipi,
pseudorevetantsete ning RluD-ga t6ddeldud pseudorevertantsete ribosoomidest vabanenud fMet
signaalina. Stoppkoodoniks ehk koodoniks, mis terminatsiooni kompleksis jadb ribosoomi A-
saiti, oli UAA. Katse tulemused esitatud vabanenud fMet-i koguste protsenditena, positiivse

kontrolli suhtes (joonis 18).
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Joonis 18 vabanemisfaktorite vabastatud fMet-i kogus protsentides, stoppkoodoni UAA esinemisel ribosoomi A-saidis:
metsiktiiiipi ribosoomides(A), pseudorevertantides(B) ning pseudorevertantides, mida on té6deldud RluD-ga(C). Y-teljel
toodud vabanenud fMet-i kogus vorreldes positiivses kontrollis puromiitsiini toimel vabanenud fMet-iga. X-teljel toodud
vabanemisfaktorid, millega reaktsiooni léibi viidi.

Joonistel 18 on toodud vabanenud fMet-i suhteline kogus protsentides, stoppkoodoni UAA
esinemisel ribosoomi A-saidis. Joonisel 18A kasutati metsiktiilipi ribosoome. Joonisel 18B
kasutati mutantseid ribosoome, milles puuduvad pseudouridiinid 23S rRNA heeliks 69-s.
Joonisel 18C kasutati mutantseid ribosoome, milles puuduvad pseudouridiinid 23S rRNA heeliks
69-s olid siinteesitud RluD poolt in vitro. Jooniselt 18A on ndha, et RF1 ja RF2 tootavad
normaalselt metsiktiilipi ribosoomide olemasolul, kuid D3RF1 ja D3RF2 omavad minimaalset
kataliiiitilist aktiivsust. Joonisel 18B on ndha, et RF1 ja RF2 to6tavad kehvemini mutantsetes

ribosoomides ning D3RF1 ja D3RF2 omavad viga viikest kataliiiitilist aktiivsust. Lisaks sellele

on metsiktiilipi RF-de aktiivsus hiidroliiiisida estersidet tRNA ja fMet-i vahel vordne
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pseudouridiinide puudumisel 23S rRNA heeliks 69-s, mis on vastuolus eelnevates
publikatsioonides avaldatud tulemustega. (Kipper jt. 2011) Joonisel 18C on ndha, et RF1 ja RF2
aktiivsus taastub kui pseudorevertantseid ribosoome toddelda RluD-ga ning tundub olevat isegi

parem kui metsiktiiiipi ribosoomide puhul, kuid D3RF1 ja D3RF2 on ikka minimaalne.

Lisaks sellele kontrolliti RF-ide aktiivsust metsiktiilipi ribosoomides, kus stoppkoodoni asemel

oli feniiiilalaniini koodon, UUC, ribosoomi A-saidis.

WT(UUC) %
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Joonis 19 vabanemisfaktorite poolt vabastatud fMet-i kogus protsentides, metsiktiiiipi ribosoomides, koodoni UUC
esinemisel ribosoomi A-saidis. Y-teljel toodud vabanenud fMet-i kogus vorreldes positiivses kontrollis puromiitsiini
toimel vabanenud fMet-iga. X-teljel toodud vabanemisfaktorid, millega reaktsiooni libi viidi.

Joonisel 19 on toodud vabanenud fMet-i suhteline kogus protsentides, koodoni UUC esinemisel.
Kasutatud metsiktiiiipi ribosoome. Jooniselt 19 on ndha, et kdik RF-d suudavad hiidroliiiisida
estersidet tRNA ja peptiidahela vahel, UUC koodoni juuresolekul. Lisaks sellele nditab D3RF2
suuremat efektiivsust, kui metsiktiitipi RF2. Joonisel 20 on vorreldud valkude suhtelisi

efektiivsusi sOltuvalt koodonist.
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Vabanemisfaktorite vordlus
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Joonis 20 Vordlus vabanemisfaktorite poolt vabastatud fMet-i koguste vahel (protsentides), metsiktiiiipi ribosoomides,
koodonite UAA vo6i UUC esinemisel ribosoomi A-saidis. Y-teljel toodud vabanenud fMet-i kogus vorreldes positiivses
kontrollis puromiitsiini toimel vabanenud fMet-iga. X-teljel toodud vabanemisfaktorid, millega reaktsiooni libi viidi ning
mis koodoni A-saidis esines.

Kuna RF1-1 ja RF-2-1 on néiliselt peaaegu sama efektiivsus nii koodoni UUC kui ka UAA
esinemisel ribosoomi A-saidis, siis vorreldud ka vabanenud fMet-i koguseid pikomoolides

(joonis 21).

WT pmol

pmol
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Joonis 21 Vordlus vabanemisfaktorite poolt vabastatud fMet-i koguste vahel (pikomoolides), metsiktiiiipi ribosoomides.
Koodoni UAA v6i UUC esinemisel ribosoomi A-saidis. Y-teljel toodud vabanenud fMet-i kogus pikomoolides. X-teljel
toodud vabanemisfaktorid, millega reaktsiooni ldbi viidi ning mis koodon A-saidis esines..
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Joonisel 21 toodud diagrammilt on néha, et koodoni UUC esinemisel vabaneb mutantse valgu
D3RF2 toimel toepoolest rohkem fMet-i1 kui RF2 toimel samadel tingimustel. Samas on niha
positiivsete kontrollide vordlusel, et UUC koodoni juures on puromiitsiini poolt vabastatud fMet
hulk umbes 4 korda védiksem. Seda arvesse vottes tasub katse tulemuste analiiiisil 1dhtuda

joonisest 21.

Viimasena kontrolliti aktiivsust ribosoomides, kust puudus heeliks 69 ribosoomi 23S rRNA-st.
Katse tehti nii stoppkoodoni UAA kui ka koodoni UUC esinemisel ribosoomi A-saidis.

Vabanemisfaktorite kataliiiitilise aktiivsuse suhtelised védartused toodud joonisel 22.

delH69(UAA) % A delH69(UUC) % B
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Joonis 22 Vabanemisfaktorite poolt vabastatud fMet-i kogus protsentides, kus puudub heeliks 69. A-koodoni UAA v6i B-
koodoni UUC esinemisel ribosoomi A-saidis. Y-teljel toodud vabanenud fMet-i kogus vorreldes positiivses kontrollis
puromiitsiini toimel vabanenud fMet-iga. X-teljel toodud vabanemisfaktorid, millega reaktsiooni libi viidi.

Joonistel 22 on toodud tulpdiagramm vabanenud fMet-i suhteline kogus ribosoomidest, kus
puudub heeliks 69 23S rRNA-s. Joonisel 22A fMet-i suhtelised kogused stoppkoodoni UAA
puhul ning joonisel 22B koodoni UUC esinemisel ribosoomi A-saidis. Joonisel 22A on néha, et
koikide valkude aktiivsus on mojutatud heeliks 69 puudumisest, kuid selle moju RF1-le on
véiksem kui teiste RF-de puhul. Joonisel 22B on néha, et kdikide valkude aktiivsus on viga

viike koodoni UUC esinemisel.
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7 Arutelu

Kéesoleva t06 esimeseks eesmirgiks oli konstrueerida vabanemisfaktorite mutantsed geenid,
milles oleks vahetatud vabanemisfaktorite liiliti lingu piirkonda kodeerivad osad RF1 ja RF2
vahel. Teiseks eesmirgiks oli konstrueeritud geenide ekspreseerimine ning lahustuva valgu
eraldamine rakkudest. Kolmandaks eesmérgiks oli kontrollida mutantsete vabanemisfaktorite
aktiivsust metsiktiitipi valkude vastu.

Selleks, et kontrollida liiliti lingu ning seda iimbritsevate alade paigutust nii RF1-s kui ka RF2-s,
vorreldud kahe valgu rontgenkristallograafia struktuure 7.thermophiliuse HB27 tiives (joonis 6).
Lisaks sellele, tehtud homoloogia modelleerimine 7.thermophilius HB27 ning E.coli
KI12MG1655 vabanemisfaktoritele, et ndha kas ja kui sarnased vdivad olla kahe organismi
vabanemisfaktorid (joonised 4 ja 5).

Homoloogia modelleerimine néitas, et vabanemisfaktorite RF1 ja RF2 erinevused iildises
struktuuris (Joonis 4A, 5A) on minimaalsed ning liiliti ling ja seda timbritsevad piikonnad vdivad
olla piisavalt sarnased selleks, et kasutada T.thermophiliuse tertsiaalstruktuure E.coli
vabanemisfaktorite struktuuri ja funktsiooni analiilisil. 7"thermophiliuse HB27
vabanemisfaktorite struktuuride vordlemisel (Joonis 6) selgus, et ainult liiliti lingu dra
vahetamisel (Joonis 6C) voib muutuda domédén 3 pikkus, mis omakorda mojutab GGQ motiivi
paigutust. GGQ motiivi korrektne paiknemine on vajalik vabanemisfaktorite kataliiiitilist
aktiivsuse tagamisel. (viide) Seda arvestades vahetatud dra kogu domiin 3 a-heeliks ning liiliti
lingu C-terminuse kiilgnev piirkond, et vihendada GGQ motiivi paiknevuse muutumist valgu
tertsiaalstruktuuris (joonis 6B ja 6C).

Peale mutantsete vabanemisfaktorite eraldamist rakkudest, iiritatud valke lahustada 50%
gliitseroolis. Mutantsed vabanemisfaktorid sadenesid 50% gliitseroolist vilja, kuid 20%
gliitserooli juures olid lahustuvad. See viitas valkude konformatsiooni muutustele, vorreldes
metsiktiilipi vabanemisfaktoritega.

In vitro aktiivsuse katsed néitasid, et mutantsed vabanemisfaktorid olid stoppkoodoni UAA
olemasolul praktiliselt inaktiivsed nii metsiktiilipi ribosoomides kui ka mutantsetes
ribosoomides. Feniiiilalaniini koodoni UUC juures oli, vorreldes metsiktiilipi vabanemis-
faktoritega, mutantsetel valkudel aktiivsus olemas ning D3RF2 puhul isegi kdrgem. Samas tuleb
vOtta arvesse, et selles katses puromiitsiini poolt vabastatud fMet-i hulk ligikaudu 4 korda

madalam, kui UAA koodoniga katses (joonis 21). Vaadates aga joonist 21 on niha, et mutatnsete
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vabanemisfaktorite D3RF1 ja D3RF2 toimel vabanes rohkem fMet-i kui metsiktiiiipi vabanemis-
faktorite RF1 ja RF2 puhul. Seda arvesse vottes saab 6elda, et mutantsed vabanemisfaktorid
omavad paremat aktiivsust UUC koodoni juures kui metsiktiiiipi vabanemisfaktorid.
Koodonspetsiifilisuse kadumine ning sellega seoses tekkinud aktiivsus mutantide puhul, voib
olla tingitud konstrueeritud vabanemisfaktorite tertsiaalstruktuuri muutusest, mille tdttu on nende
valguline antikoodon motiiv muutunud. Sellele annab toetust eelnevates publikatsioonides
nédidatud koodon-antikoodon lugemise spetsiifika, mis oleneb aminohappe ja nukleotiidi
interaktsioonidest. (Ito jt. 2000) Mdlemal nii RF1 kui ka RF2 on spetsiifilisus stoppkoodonis
uridiini esinemisele esimeses positsioonis. Erinevus kahe vabanemisfaktori koodon
spetsiifilisuse vahel tuleneb nende interaktsioonist nukleotiidiga stoppkoodoni teises
positsioonis, mis v0ib mangida rolli mutantsete vabanemisfaktorite aktiivsuses UUC koodoni
olemasolul. Stoppkoodoni kolmanda nukleotiidil ei ole ndidatud suurt mdju koodon-antikoodon
seondumisele. (Ito jt. 2000)

Uks potensiaalseid seletusi madalale aktiivsusele mutantide puhul oli valgu tertsiaalstruktuuri
muutus, mille tdttu vois olla nende seondumine ribosoomile takistatud voi aeglustatud. Selle
testimiseks tehtud aktiivsuse kontroll ribosoomides, stoppkoodoni UAA ja koodoni UUC
olemasolul, milles puudus heeliks 69. Tulemusetest on niha, et nii metsiktiitipi kui ka
konstrueeritud valkude aktiivsus on madalam kui metsiktiiiipi ribosoomide puhul. See, et heeliks
69 puudumine mdjutab tugevalt vabanemisfaktorite aktiivsust, vastab ka eelnevalt avaldatud
andmetele. (Ali jt. 2006) Kui vorrelda koiki kasutatud vabanemisfaktoreid, siis on niha et heeliks
69 kaotamine ribosoomidest, vihendab nii metsiktiiiipi kui ka konstrueeritud vabanemisfaktorite
aktiivsust, kuid ei inhibeeri neid téielikult. See voib tdhendada, et konstrueeritud
vabanemisfaktoritel on olemas kataliiiitiline aktiivsus, kuid nad ei ole voimelised efektiivselt
seonduma ribosoomiga. Seda teooriat toetavad publikatsioonid, mis on ndidanud et diged
interaktsioonid ribosoomi struktuuridega aitavad kaasa vabanemisfaktori doméén 3 korrektsele
paiknemisele ning kataliiiitilise aktiivsuse tagamisele.

Viimasena vaadatud pseudouridiinide olemasolu moju mutantsetele vabanemisfaktoritele.
Mutantsed vabanemisfaktorid ei omanud aktiivsust standardsetes terminatsiooni tingimustes ja
nende aktiivsus feniiiilalaniini koodoni esinemisel oli vorreldes metsiktiilipi valkudega viike.
Selle tottu ei ole voimalik vélja tuua nende erinevusi interaktsioonides heeliks 69-ga, kus on voi

ei ole pseudouridiine.
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8 Kokkuvote

T66 esimeseks eesmérgiks oli mutantsete vabanemisfaktori geenide konstrueerimine.
Homoloogia modelleerimise alusel otsustatud omavahel dra vahetada liiliti lingu ning sellega
kiilgnevate jdrjestuste piirkonnad, mis sisaldas endas vabanemisfaktorite domiéin 3 a-heeliksit,
liliti lingu ja doméddn 4 N-terminaalset otsa. TO0 teiseks eesmérgiks oli konstrueeritud valgude
ekspressioon ja eraldamine ning kolmandaks mutantsete vabanemisfaktorite aktiivsuse mddtmine
erinevatel tingimustel. T66 viimane eesmérk oli mutantsete vabanemisfaktorite aktiivsuse
analiilis, sOltuvalt pseudouridiinide olemasolust ribosoomi 23S rRNA heeliks 69-s.

To66s dnnestus konstrueerida mutantsed vabanemisfaktorite geenid ning need edukalt
ekspresseerida E.coli M15 tiives. Samamoodi dnnestus nendest rakkudest eraldada mutantsed
vabanemisfaktorid lahustuval kujul. Vabanemisfaktorite aktiivsus katsed sooritati edukalt, kuid
mutansetel vabanemisfaktoritel, milles olid dra vahetatud liiliti lingu piirkonnad kahe valgu
vahel, puudus vdime hiidroliiiisida estersidet tRNA ja fMet-i vahel, stoppkoodoni UAA
esinemisel ribosoomi A-saidis. Oli iillatav, et mutantsetel RF-idel oli aktiivsus metsiktiiiipi
ribosoomides, kus ribosoomi A-saidis asetses UUC koodon.

To66 viimaseks eesmérgiks oli analiilisida aktiivsuskatsete tulemusi, et vastata kiisimusele: kas
RF1 ja RF2 soltuva terminatsiooni erinev tundlikkus pseudouridiinide olemasolu v6i puudumise
suhtes heeliksis 69 tuleneb erinevustest vabanemisfaktorite liiliti lingu interaktsioonides heeliks
69-ga. Sellele kiisimusele ei leitud vastust, sest mutantsetel vabanemisfaktoritel puudus aktiivsus

terminatsiooni standardsetel tingimustel.

42



9 Summary

,Release factor RF1 and RF2 switch loop interactions with pseudouridines in ribosome 23S

rRNA helix 69.

First objective of this work was to construct mutant release factor genes. Based on homology
modeling, we replaced the “switch loop” along with adjacent regions, composed of a-helix of
domain 3, switch loop and N-terminal end of domain 4. The second objective of this work was
expression and isolation of mutant proteins and third objective was to measure the named
protein's activity on different conditions. The last objective of this work was to analyze the
activity of mutant release factors depending on the existence of pseudouridines in ribosome 23S

rRNA helix 69.

We were able to construct the mutant genes of release factors and express them successfully in
E.coli M15 cells. We were also able to isolate the mutant release factors in soluble form. The
activity measurements of mutant release factors was carried out successfully, but the mutant
release factors, with switched region of switch loop, had no catalytical activity to hydrolyze the
ester bond between tRNA and fMet, in the presence of stop codon UAA in ribosome A-site. It
was surprising that the mutant release factors had catalytical activity in the presence of UUC

codon in ribosome A-site.

Presence of pseudouridines in the H69 of 23S RNA 1is known to affect RF-2 activity but not RF-
1. (Kipper jt. 2011) The last objective in this work was to analyze the activity measurements in
order to find whether or not this difference is due the interaction pattern of “switch loops” of
RF’s and H69 of 23S rRNA. The answer to the question could not be given, because the mutant

release factors had no activity on normal conditions.
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10 Téanuavaldused
Ténan Kalle Kipperit ning Aivar Liiva sisuka nig praktilise juhendamise eest. Tdnan Rain

Hindriméed abistamise eest katsete tegemisel.
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12 Lisa 1l

D3 RFL pQESO
D3RF1PCRRE
Pl PCR FRAG

D3_RF1_pQE&0
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE&0
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE&0
D3RE1ECRRE
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQES0
D3RF1PCRRE
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE60
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE60
D3RF1PCRRE
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQES0
D3RF1PCRRE
Pl PCR FRAG

D3 RF1 pQESO
D3RF1PCRRE
Pl PCR FRAG

D3 _RF1_pQEGO
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE6Q
D3RF1PCRRE
Pl _PCR FRAG

D3 RF1 pQE6D
D3RF1PCRR&
P1_PCR FRAG

D3_RF1_pQE&0
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

D3_RF1_pQE60
D3RF1ECRR6
P1_PBCR_FRAG

D3_RF1_pQE60
D3RF1PCRR6
P1_PCR_FRAG

1 100
CGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATC

(300)
(1)
(184)

(400)
(1)
(284)

(500)
(1)
(384)

(600)
(1)
(484)

(700)
(1)
(584)

(800)
(1)
(684)

(899)
(1)
(784)

{995)
(38)
(884)

(1085)
(138)
(891)

(1195)
(238)
(891)

(1295)
(338)
(891)

(1324)
(438)
(891)

101 200
ATGACATTAACCTATAAARATAGGCG-TATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATAARARATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATT
————————————————— ATTTGGGCGCTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATAAAARATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATT
201 300
ATAATAGATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAARAGAGGAGAAATTAACCATGAAGCCTTCTATCGTTGCCAARACTGGARAGCCC
ATAATAGATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAARTTAACCATGAAGCCTTCTATCGTTGCCARACTGGAAGCCC
301 400
TGCATGAACGCCATGAAGAAGTTCAGGCGTTGCTGGGTGACGCGCARACTATCGCCGACCAGGARCGTTTTCGCGCATTATCACGCGAATATGCGCAGTT
TGCATGAACGCCATGAAGAAGTTCAGGCGTTGCTGGGTGACGCGCAAACTATCGCCGACCAGGAACGTTTTCGCGCATTATCACGCGAATATGCGCAGTT
401 500
ARGTGATGTTTCGCGCTGTTTTACCGACTGGCAACAGGTTCAGGAAGATATCGARACCGCACAGATGATGCTCGATGATCCTGARATGCGTGAGATGGCG
ARGTGATGTTTCGCGCTGTTTTACCGACTGGCAACAGGTTCAGGAAGATATCGAARACCGCACAGATGATGCTCGATGATCCTGARATGCGTGAGATGGCG
501 600
CAGGATGAACTGCGCGAAGCTAAAGARAAAAGCGAGCAACTGGAACAGCAATTACAGGTTCTGTTACTGCCAARAGATCCTGATGACGAACGTAACGCCT
CAGGATGAACTGCGCGAAGCTAAAGARAAAAGCGAGCAACTGGAACAGCAATTACAGGTTCTGTTACTGCCAARAGATCCTGATGACGAACGTAACGCCT
601 700
TCCTCGAAGTCCGAGCCGGAACCGGCGGCGACGAAGCGGCGCTGTTCGCGGGCGATCTGTTCCGTATGTACAGCCGTTATGCCGARGCCCGCCGCTGGCG
TCCTCGAAGTCCGAGCCGGAACCGGCGGCGACGAAGCGGCGCTGTTCGCGGGCGATCTGTTCCGTATGTACAGCCGTTATGCCGAAGCCCGCCGCTGECG
701 800
GGTAGAAATCATGAGCGCCAGCGAGGGTGAACATGGTGGTTATARAGAGATCATCGCCAAAATTAGCGGTGATGGTGTGTATGGTCGTCTGAAATTTGAA
GGTAGAAATCATGAGCGCCAGCGAGGGTGAACATGGTGGTTATAAAGAGATCATCGCCAAAATTAGCGGTGATGGTGTGTATGGTCGTCTGAAATTTGAR
801 900
TCCGGCGGTCATCGCGTGCAACGTGTTCCTGCTACGGAATCGCAGGGTCGTATTCATACTTCTGCTTGTACCGTTGCGGTAATGCC-AGAACTGCCTGAC
TCCGGCGGTCATCGCGTGCAACGTGTTCCTGCTACGGAATCGCAGGGTCGTATTCATACTTCTGCTTGTACCGTTGCGGTAATGCCCAGAACTGCCTGAC
901 1000
GCAGAA-CTGCCGGACATCAACCCAGCAGATTTACGCATTGATACTTTCCGCTCGTCAGGG-GCGGGTGGTCAGCACGTTAACACC-ACCGATT-CGGCA
—————————————————————————————————————————————————————————— GCC-GGGGGTGGT-AGCACGTTA-CACC-ACCGATT-CGGCA
GCACARACTGCTGGACATCAACCCAGCAGATTTACGCATTGATACTTTCCGCTCGTCAGGGAGCGGGTGGTCAGCACGTTAACACCCACCGATTTCGGTA
1001 1100
ATTCGTATTACTCACTTGCCGACCGGGATTGTTGTTGAATGTCAGGACGAACGTTCACAACACAAGAACARAGATCAGGCCATGAAGCAGATGAAAGCGA
ATTCGTATTACTCACTTGCCGACCGGGATTGTTGTTGAATGTCAGGACGAACGTTCACAACACAAGAACAAAGATCAGGCCATGAAGCAGATGARAGCGA
BT e s s s e e e s S e e e e e e e e s S e e e e e e e e e e e S e e e e e e e e
1101 1200
AGCTTTATGAACTGGAGATGCAGAAGAAAAATGCCGAGAAACAGGCGATGGAAGATAACAAATCCGACATCGGCTGGGGCAGCCAGATTCGTTCTTATGT
AGCTTTATGAACTGGAGATGCAGAAGAAAAATGCCGAGAAACAGGCGATGGAAGATAACAAATCCGACATCGGCTGGGGCAGCCAGATTCGTTCTTATGT
1201 1300
CCTTGATGACTCCCGCGTTACCGATCACCGCATCAACCTGACGCTCTACCGCCTGGATGAAGTGATGGAAGGTAAGCTGGATATGCTGATTGAACCGATT
CCTTGATGACTCCCGCGTTACCGATCACCGCATCAACCTGACGCTCTACCGCCTGGATGAAGTGATGGAAGGTAAGCTGGATATGCTGATTGAACCGATT
1301 1400
ATCCAGGAACATCAGGCCGACCAACTGGCGGCGTTGTCCGAGCAGGAA-GATCTCATCACCATCACCATCACTAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCC
ATCCAGGAACATCAGGCCGACCAACTGGCGGCGTTGTCCGAGCAGGARAGATCTCATCACCATCACCATCACTAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCC
1401 1500
TGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCTAGCT
TGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGAT TTGT TCAGAACA -~~~ =~ == — e e e e

Joonis 23 D3RF1 PCR-i sekveneerimistulemuste joondus. Sinise ja punasega toodud kattuvad jérjestused
sekveneerimisandmetest ning kimiérse geeni teoreetilise jirjestuse vahel. . Joonduste algused ja 1opud on ebatéipsed
tulenevalt sekveneerimismeetodist. Esineb ka iiksikuid nukleotiide, mis ei joondu, kuid on tegelikult lihtsalt
sekveneerimistulemustest valesti loetud.
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13 Lisa?2

POE-60 (D3RE2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

pPQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

pQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

POE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

POE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RF2)
P4 Praimer
Pl Praimer

PQE-60 (D3RE2)
P4 Praimer
Pl Praimer

Joonis 24 D3RF2 Sekveneerimistulemuste joondus. Sinise ja punasega toodud kattuvad

(1)
(1)
(1)

(101)
(1)
(25)

(201)
(1)
(124)

(301)
(2)
(224)

(396)
(101)
(320)

(495)
(200)
(419)

(595)
(299)
(519)

(695)
(399)
(619)

(795)
(499)
(683)

(895)
(599)
(683)

(995)
(699)
(683)

(1095)
(799)
(683)

(1195)
(899)
(683)

(1295)
(999)
(683)

(1395)
(1097)
(683)

1 100
AGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAARCCATTATTATCATGACATTAACCTATAARAATAGGCGTATCACGAGGCCC

CAATTAAGGCGTATCGCGAGGCCC
200
TTTCGTCTTCACCTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG

101

TTTCGTCTTC-CCTCTAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATACATTCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG

201 300
AARTTCATTARAGAGGAGARATTAACCATGTTTGAAATTAATCCGGTAAATAATCGCATTCAGGACCTCACGGAACGCTCCGACGTTCTTAGGGGGTATCT

AATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACCATGTTTGAAATTAATCCGGTAAATAATCACATTCTTGACCTCACGGAACGCTCCGACGTTCTTAGGGGGTATCT
301 400
T-GACTACGAC-GCCAAGAAAGA-GCG-TCTGGAAGAA-GTARACGCCGAGCTGGAACAGCCGGATGTCTGGAACGAACCCGARCGCGCACAGGCGCTGG
G-GACTACGACCGCCAAGAAAGAAGCGGTCTTGAAGAAAGTARACGCCGAGCTGAAACAGCCGGATGTCTGGAACGAACCCGARCGCGCACAGGCGCTGG
TTGACTACGAC-GCCAAGAAAGA-GCG-TCTGGAAGAA-GTAARACGCCGAGCTGGAACAGCCGGATGTCTGGAACGAACCCGAACGCGCACAGGCGCTGG
401 500
GTAAAGAGCGTTCCTCCCTCGAAGCCGTTGTCGACACCCTCGACCAAATGAAACAGGGGCTGGAAGATGTTTCTGGTCTG-CTGGAACTGGCTGTAGAAG
GTAAAGAGCGTTCCTCCCTCGAAGCCGTTGTCGACACCCTCGACCAAATGAAACAGGGGCTGGAAGATGTT-CTGGTCTGGCTGGAACTGGCTGTAGAAG
GTAAAGAGCGTTCCTCCCTCGAAGCCGTTGTCCACACCCTCGACCAAATGAAACAGGGGCTGGAAGATGTTTCTGGTCTG-CTGGAACTGGCTGTAGAAG
501 600
CTGACGACGAAGAAACCTTTAACGAAGCCGTTGCTGAACTCGACGCCCTGGAAGAAARACTGGCGCAGCTTGAGTTCCGCCGTATGTTCTCTGGCGAATA
CTGACGACGAAGAAACCTTTAACGAAGCCGTTGCTGAACTCGACGCCCTGGAAGAAAAACTGGCGCAGCTTGAGT -CCGCCGTATGTTCTCTGGCGAATA
CTGACAACGAAGAAACCTTTAACGAAGCCGTTGCTGAACTCGACGCCCTGGAAGARAAACTGGAGCAGCTTGTGTTCCGCCGCATGTTCTCTGGCGAATA
601 700
TGACAGCGCCGACTGCTACCTCGATATTCAGGCGGGGTCTGGCGGTACGGAAGCACAGGACTGGGCGAGCATGCTTGAGCGTATGTATCTGCGCTGGGCA
TGACAGCGCCGACTGCTACCTCGATATTCAGGCGGGGTCTGGCGGTACGGAAGCACAGGACTGGGCGAGCATGCTTGAGCGTATGTATCTGCGCTGGGCA
TGACAGCGCCGACTGCTACCTCCATATTCACGCGGGGTCTGGCGGTACGGAAGCACAGGACTGGGCGAGCATGCTCGAGCGTATGTATCTGCGCTGGGCA
701 800
GAATCGCGTGGTTTCAAAACTGAAATCATCGAAGAGTCGGAAGGTGAAGTGGCGGGTATTARATCCGTGACGATCAAAATCTCCGGCGATTACGCTTACG
GAATCGCGTGGTTTCAAAACTGAAATCATCGAAGAGTCGGAAGGTGAAGTGGCGGGTATTAAATCCGTGACGATCARAATCTCCGGCGATTACGCTTACG
GAATCCCGTGGTTTCTAAACTGACATCATCGAACATTTGTAAGGTGAATTGGCGGGTACTCTAT ————————————————————————
801 900
GCTGGCTGCGTACAGAARCCGGCGTTCACCGCCTGGTGCGTARAAGCCCGTTTGACTCCGGCGGTCGTCGCCACACGTCGTTCAGCTCCGCGTTTGTTTA
GCTGGCTGCGTACAGAAACCGGCGTTCACCGCCTGGTGCGTAARAAGCCCGTTTGACTCCGGCGGTCGTCGCCACACGTCGTTCAGCTCCGCGTTTGTTTA
901 1000
TCCGGAAGTTGATGATGATATTGATATCGARATCAACCCGGCGGATCTGCGCATTGACGTTTATCGCACGTCCGGCGCGGGCGGTCAGCACGTTAACCGT
TCCGGAAGTTGATGATGATATTGATATCGARATCAACCCGGCGGATCTGCGCATTGACGTTTATCGCGCGTCCGGCGCGGGCGGTCAGCACGTTAACCGT
1001 1100
ACCGAATCTGCGGTGCGTATTACCCACATCCCGACCGGGATCGTGACCCAGTGCCAGAACGACCGTTCCCAGCATAAAARCAARGCTARAGCACTTTCTG
ACCGAATCTGCGGTGCGTATTACCCACATCCCGACCGGGATCGTGACCCAGTGCCAGAACGACCGTTCCCAGCATAAAAACARAGCTAAAGCACTTTCTG
1101 1200
TTCTCGGTGCTCGCATCCACGCTGCTGAAATGGCAAAACGCCAACAGGCCGAAGCGTCTACCCGTCGTAACCTGCTGGGGAGTGGCGATCGCAGCGACCG
TTCTCGGTGCTCGCATCCACGCTGCTGAAATGGCAAAACGCCAACAGGCCGAAGCGTCTACCCGTCGTAACCTGCTGGGGAGTGGCGATCGCAGCGACCG
1201 1300
TAACCGTACTTACAACTTCCCGCAGGGGCGCATTAAAGATCTGCGCACCGGGGTAGAAACCCGCAACACGCAGGCCGTGCTGGACGGCAGCCTGGATCAA
TAARCCGTACTTACAACTTCCCGCAGGGGCGCATTARAGATCTGCGCACCGGGGTAGARACCCGCAACACGCAGGCCGTGCTGGACGGCAGCCTGGATCAR
1301 1400
TTTATCGAAGCAAGTTTGAAAGCAGGGAGATCTCATCACCATCACCATCACTAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGA
TTTATCGARGCAAGTTTGAAAGCAGGGAGATCTCATCACCATCACCATCACTAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGT-GATAGATCCAGTAA-GG
1401 1500
CCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTITTATTGGTGAGAATCCAAGCTAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTA
CTTTAGGGC—-

jarjestused

sekveneerimisandmetest ning kiméirse geeni teoreetilise jirjestuse vahel. Joonduste algused ja 1opud on ebatipsed
tulenevalt sekveneerimismeetodist. Esineb ka iiksikuid nukleotiide, mis ei joondu, kuid on tegelikult lihtsalt
sekveneerimistulemustest valesti loetud.
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14 Lisa 3

Ribosoomid RF DPM dDPM pmol | %PURO
- 1488 0 0,00 0,0%
RF1 3196 1708 0,64 54,7%
RF1 3275 1787 0,67 57,3%
RF1 3613 2125 0,80 68,1%
RF2 3128 1640 0,61 52,6%
RF2 2951 1463 0,55 46,9%
s RF2 3360 1872 0,70 60,0%
- D3RF1 1523 35 0,01 1,1%
D3RF1 1555 67 0,03 2,1%
D3RF1 1495 7 0,00 0,2%
D3RF2 1726 238 0,09 7,6%
D3RF2 1320 0 0,00 0,0%
D3RF2 1377 0 0,00 0,0%
PURO 4608 3120 1,17 100,0%
[**S] Metioniini eriaktiivsus -2672 dpm/pmol
Ribosoomid | RF DPM dDPM pmol %PURO
- 1377 0 0,00 0,0%
RF1 2929 1552 0,58 42,7%
RF1 2637 1260 0,47 34,7%
RF1 2776 1399 0,52 38,5%
RF2 2862 1485 0,56 40,9%
RF2 2808 1431 0,54 39,4%
- RF2 2616 1239 0,46 34,1%
~ D3RF1 851 0 0,00 0,0%
D3RF1| 1249 0 0,00 0,0%
D3RF1| 1409 32 0,01 0,9%
D3RF2| 1495 118 0,04 3,2%
D3RF2| 1253 0 0,00 0,0%
D3RF2| 1377 0 0,00 0,0%
PURO | 5010 3633 1,36 100,0%

[**S] Metioniini eriaktiivsus -2672 dpm/pmol
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Ribosoomid RF DPM dDPM pmol %PURO
- 1996 0 0,00 0,0%
RF1 4153 2157 0,81 69,0%
RF1 4420 2424 0,91 77,6%
RF1 4509 2513 0,94 80,4%
RF2 4512 2516 0,94 80,5%
S RF2 4473 2477 0,93 79,3%
? RF2 4509 2513 0,94 80,4%
% D3RF1 | 2043 47 0,02 1,5%
D3RF1 2277 281 0,11 9,0%
D3RF1 2299 303 0,11 9,7%
D3RF2 1569 0 0,00 0,0%
D3RF2 1744 0 0,00 0,0%
D3RF2 1584 0 0,00 0,0%
PURO 5120 3124 1,17 100,0%
[3°S] Metioniini eriaktiivsus -2672 dpm/pmol
Ribosoomid RF DPM dDPM pmol | %PURO
- 861 0 0,00 0,0%
RF1 1203 342 0,15 47,3%
RF1 1285 424 0,18 58,6%
RF1 1270 409 0,18 56,6%
RF2 1238 377 0,16 52,1%
< RF2 1244 383 0,17 53,0%
7 RF2 1093 232 0,10 32,1%
= D3RF1 1050 189 0,08 26,1%
o D3RF1 1334 473 0,21 65,4%
D3RF1 1203 342 0,15 47,3%
D3RF2 1470 609 0,26 84,2%
D3RF2 1523 662 0,29 91,6%
D3RF2 1249 388 0,17 53,7%
PURO 1584 723 0,31 100,0%

[35

S] Metioniini eriaktiivsus -2303 dpm/pmol
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Ribosoomid RF DPM dDPM pmol %PURO
- 1324 0 0,00 0,0%
RF1 3745 | 2421 1,06 | 24,8%
RF1 3349 | 2025 089 | 20,7%
RF1 3403 | 2079 091 | 21,3%
RF2 2267 943 0,41 9,7%
> RF2 2182 858 0,38 8,8%
3 RF2 2086 762 0,33 7,8%
s D3RF1 | 1648 324 0,14 3,3%
z D3RFL | 1929 605 0,26 6,2%
D3RF1 | 1708 384 0,17 3,9%
D3RF2 | 1826 502 0,22 5,1%
D3RF2 | 1591 267 0,12 2,7%
D3RF2 | 1655 331 0,14 3,4%
PURO | 11092 | 9768 4,27 | 100,0%
Ribosoomid RF DPM dDPM pmol | %PURO
- 1298 0 0,00 0,0%
RF1 1826 528 0,23 6,3%
RF1 1798 500 0,22 5,9%
RF1 1772 474 0,21 5,6%
RF2 2128 830 0,36 9,9%
> RF2 1972 674 0,29 8,0%
3 RF2 1867 569 0,25 6,8%
s D3RF1 | 1641 343 0,15 4,1%
s D3RF1 | 1698 400 0,17 4,8%
D3RFL | 1826 528 0,23 6,3%
D3RF2 | 1883 585 0,26 7,0%
D3RF2 | 1815 517 0,23 6,2%
D3RF2 | 1627 329 0,14 3,9%
PORO | 9703 | 8405 3,67 | 100,0%

[35

S] Metioniini eriaktiivsus -2288 dpm/pmol
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