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INFOLEHT

Renilla ja firefly lutsiferaasidel pohinev in vivo reportersiisteem translatsiooni

analiiiisimiseks pagaripirmis Saccharomyces cerevisiae

Ribosoomid on valkudest ja RNA-st koosnevad makromolekulaarsed masinad. Ribosoomide
elongatsioonikiiruse ja protsessiivsuse mddramiseks in vitro kasutatakse Renilla ja firefly
lutsiferaaside liitvalgust koosnevat reportersiisteemi. Kidesoleva t60 eesmairgiks oli vilja
tootada sarnane kahel lutsiferaasil pdhinev reportersiisteem, mida saaks kasutadada
ribosoomide translatsiooni hindamiseks in vivo. Selleks konstrueeriti parmigenoomi
integreeritavad plasmiidid, mis sisaldasid lutsiferaaside reportereid Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF'7-
Fluc. Nende plasmiidide viimisel parmigenoomi saadi tiived, mida kasutati ribosoomide

elongatsioonikiiruse analiiisimiseks.
Mirksonad: ribosoom, Renilla lutsiferaas, firefly lutsiferaas, pagaripirm, reportersiisteem

CERCS koodid: P310 Proteiinid, ensiimoloogia; P320 Nukleiinhappe siintees,

proteiinisiintees; T490 Biotehnoloogia

In vivo reporter system based on Renilla and firefly luciferases for translation analysis in

budding yeast Saccharomyces cerevisiae

Ribosomes are macromolecular machines composed of RNA and protein molecules. A reporter
system consisting of Renilla and firefly luciferase fusion proteins was used to evaluate the
ribosome elongation rates and processivity in vitro. This study aimed to develop a similar
reporter system based on two luciferases that could be used to assess ribosome translation in
vivo. To this end, integrated plasmids containing the luciferase reporters Rluc-Fluc and Rluc-
2xSNF7-Fluc were constructed. Introducing these plasmids into the yeast genome yielded

strains that were then used to analyse ribosome elongation rates.
Keywords: ribosome, Renilla luciferase, firefly luciferase, baker's yeast, reporter system.

CERCS codes: P310 Proteins, enzymology; P320 Nucleic acid synthesis, protein synthesis;
T490 Biotechnology
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KASUTATUD LUHENDID

2xYT - kahekordne parmiekstrakti ja triiptooni sodde

Amp - ampitsilliin

CFPS — rakuvaba valgusiintees (ingl cell-free protein synthesis system)
DMSO - dimetiitilsulfoksiid

Fluc — firefly lutsiferaas

Gluc — Gaussia lutsiferaas

LB — Luria-Bertani s66de

Nluc - nanolutsiferaas

nt - nukleotiid

PEG - poliietiileengliikool

PTC — peptidiitiltransferaasne keskus

Rluc — Renilla lutsiferaas

SC — siinteetiline tdiss66de (ingl synthetic complete media)

snoRNA — viikese tuumakese RNA (ingl small nucleolar RNA)

TBE — Tris, boorhape, EDTA

TE — Tris, EDTA

TFA — esmane lutsiferaasi aktiivsuse teke (ingl time of the first appearance)
U — tihik (ingl unit)

YPD — parmiekstrakti, peptooni ja dekstroosi s6ode

rRNA — ribosomaalne RNA

tRNA — transport-RNA (ingl transfer-RNA)

mRNA — RNA matriitsahel (ingl messenger-RNA)

snoRNP — viikese tuumakese ribonukleoproteiinid (ingl small nucleolar ribonucleoprotein)
RLU — suhteline valguse tihik (ingl Relative Light Unit)

BSA - veise albumiin seerum (ingl Bovine Serum Albumin)

MCS - poliilinker (ingl Multiple Cloning Site)



SISSEJUHATUS

Ribosoomid on makromolekulaarsed masinad, mille peamiseks funktsiooniks on valgusiintees.
Nende pohistruktuur koosneb ribosomaalsetest RNA molekulidest (rRNA) ja ribosomaalsetest
valkudest (r-valgud). Ribosoomides on mitmed funktsionaalsed keskused: dekodeerimise
keskus, transport-RNA-de (tRNA) seondumise kohad ja peptidiiiiltransferaasne tsenter (PTC).
PTC piirkonnas viiakse ldbi peptidiiiil-tRNA ja aminoatsiiiil-tRNA vahelist estersideme

aminoliiiisi, mille tulemusena moodustub peptiidside (Simonovi¢ ja Steitz, 2009).

RNA modifikatsioonid on looduses laialt levinud. Nende pohifunktsiooniks on piiratud RNA
topoloogiliste omaduste laiendamine. Need modifikatsioonid lisavad nukleotiididele
vesiniksidemete tekkimise vOimalust, mille tulemusena stabiliseerub RNA struktuur.
Ribosoomis sisaldavate rRNA-de modifikatsioonid on klasternunud funktsionaalselt olulistesse
regioonidesse nagu dekodeerimise keskus ja PTC (Sharma ja Lafontaine, 2015). Pagariparmi
ribosoomi PTC piirkonnas on neli universaalselt konserveerunud modifikatsiooni. Varasemalt
on uuritud nende modifikatsioonide olulisust. Saadud tulemustest leiti, et nende puudumisel on
pagariparmi rakkudel aeglasem kasvukiirus ja madalam globaalne translatsiooni tase, kuid

suurenenud on rakkude temperatuuritundlikkus ja translatsioonitépsus (Leppik jt., 2024).

Geeniekspressiooni uurimiseks on molekulaarbioloogias laialdaselt kasutusel kahel
lutsiferaasil pohinevad siisteemid. Ribosoomide translatsiooni uurimiseks in vitro on vélja
tootatud Renilla ja firefly lutsiferaasidel pohinev reportersiisteem (Kisly jt., 2021). Selles
stisteemis kasutati reporterina Renilla ja firefly lutsiferaaside liitvalku. Selline kahel lutsiferaasil
tootav reportersiisteem voimaldab uurida ning eristada translatsioonis initsiatsiooni ja
elongatsiooni etappe. Lutsiferaase kodeerivate jdrjestuste vahele on voimalik sisestada

lisajérjestusi, mille abil saab médrata ribosoomide elongatsioonikiirust.

Kéesoleva to6 pohieesmérgiks on todtada vilja Renilla ja firefly lutsiferaaside liitvalgul pohinev
reportersiisteem, millega saaks hinnata ribosoomide elongatsioonikiirust in vivo. Selle siisteemi
loomiseks konstrueeriti lutsiferaaside geene sisaldavad plasmiidid. Need integreeriti
pagaripirmi metsitiilipi tlivesse vOi mutantsesse tlivesse, millel puudusid rRNA
modifikatsioonid PTC piirkonnas. Rakkudest moddeti lutsiferaaside aktiivsused ning hinnati

metsiktiiiipi ja mutantsete ribosoomide elongatsioonikiirusi.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ulevaade eukariiootsest ribosoomist

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud ribonukleoproteiinide kompleksid, mille
pohistruktuur koosneb ribosomaalsetest RNA molekulidest (rRNA) ja ribosomaalsetest
valkudest (r-valgud). Koos moodustavad need molekulaarse masina, mille peamiseks
funktsiooniks on translatsiooniks vajaliku informatsiooni tdlkimine matriitsahelalt ehk mRNA

(ingl messenger-RNA) pealt. Selle protsessi tulemusena siinteesitakse poliipeptiidi ahel.

Koik ribosoomid koosnevad kahest subiihikust, seetdttu jagatakse neid sedimentatsiooni
koefitsiendi alusel kaheks — suur subiihik (60S) ja viike subiihik (40S). Eukariiootides 60S
subiihik koosneb kolmest erinevast rRNA-st (5.8S, 5S ja 25S) ja 46-st r-valgust ning 40S
subiihik koosneb iihest 18S rRNA-st ja 33 r-valgust (Ben-Shem jt., 2011). Nendel kahel
subiihikul on omakorda olulised funktsioonid. 40S subiihikus asub dekodeerimistsenter, mis
vastutab 0ige startkoodoni dra tundmise ning mRNA koodoni ja aminoatsiitil-tRNA antikoodoni
tapse paardumise eest (Sergiev jt., 2018). 60S subiihikus asub peptidiiiiltransferaasne tsenter
(PTC), mis vastutab peptiidsideme moodustumise eest aminohapete vahel (Green ja Noller,
1997) (Joonis 1). 40S ja 60S subiihikud moodustavad koos transleeriva ribosoomi 80S.
Translatsiooni initsiatsiooni elongatsiooni etapil on veel vajalikud tRNA-d (transport-RNA-d),
mille kiiljes on aminohape. Ribosoomis on nende tRNA-de jaoks kolm seondumissaiti — A-, P-
ja E-sait (Green ja Noller, 1997) (Joonis 1). A-saiti seonduvad aminoatsiiiil-tRNA-d, P-saiti
seonduvad peptidiiiil-tRNA-d, mille kiiljes on kasvav peptiidahel ning E-saidist véljuvad
deatsetiileeritud tRNA-d.

1.1.1. Ribosoomi peptidiiiiltransferaasi tsenter

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ribosoomi suures subiihikus asuvat 25S rRNA-d saab
jaotada sekundaarstruktuuri pdohjal seitsmeks domeeniks (0, I-VI) (RibosomeGallery,
http://apollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery). Domeenis V asub funktsionaalselt
oluline regioon, PTC. Samuti asub domeenis V kasvava peptiidahela véljumistunneli algus
(Tirumalai jt., 2021). PTC-s on funktsionaalselt olulised struktuurid nagu A-ling, mis seob A-
saidis oleva aminoatsiiiil-tRNA 3° CCA otsa ja P-ling, mis seob P-saidis oleva peptidiiiil-tRNA



3’ CCA otsa. Need struktuurid voimaldavad aminoatsiiiil-tRNA a-aminoriihmal reageerida
peptidiitil-tRNA karbontiiil stisinikuga. Selle tulemusena toimub estersideme aminoliilis ning

moodustub uus peptiidside (Simonovi¢ ja Steitz, 2009).

408 60S

mRNA
4 exit site

Joonis 1. S. cerevisiae ribosoomi subiihikud. Eukariioodi S. cerevisiae 40S viike subiihik ja
60S suur subiihik. rRNA on ndidatud hallina ning r-valgud sinisena. Punasega on toodud
véikses subiihikus asuv dekodeerimistsenter ja suurel subiihikul peptidiiiltransferaasne tsenter.
Oranzi ja lillaga on vastavalt méargitud 5S ja 5.8S rRNA. Lisaks on veel ndidatud A-, P- ja E-
saidid tRNA seondumiseks ning mRNA sisenemis- ja véljumiskohad. Joonis on kohandatud
Kisly ja Tamm (2023) jargi.



1.2. rRNA modifikatsioonid

RNA modifikatsioonid on iildlevinud tunnus, mida leidub koigis kolmes elu domeenis (Sergiev
jt., 2018). Nende modifikatsioonide pohiliseks iilesandeks on optimeerida bioloogilisi
funktsioone, laiendades piiratud RNA topoloogilisi omadusi. Need modifikatsioonid omakorda
stabiliseerivad RNA struktuuri ja nende nukleotiidsete aluste interaktsioone teiste

makromolekulidega tekitades juurde vesiniksidemeid (Sharma ja Lafontaine, 2015).

Ribosoomides leiduvad RNA-de modifikatsioonid on klasterdunud funktsionaalselt olulistesse
regioonidesse nagu PTC, dekodeerimistsenter ja subiihikute vahelised kontaktide piirkonnad
(Sharma ja Lafontaine, 2015). Veel need modifikatsioonid optimiseerivad rRNA interaktsioone
mRNA, tRNA ja translatsiooni faktoritega. Kuigi ribosoomi pdhistruktuur on piisinud
konserveerununa, on evolutsiooni kdigus lisandunud rRNA modifikatsioone juurde (Taoka jt.,

2018).

On avastatud, et pagaripirmis metiililtransferaasid modifitseerivad nukleotiide iiheksast
erinevat kohast ja atsetiiiiltransferaas modifitseerib iihest kohast. Ribosoomi suures iihikus on
metiiiilriihmade lisamise tulemusena tekkinud kuus erinevat modifitseeritud nukleotiidi varianti
ning viikse subiihiku 18S rRNA-I on atsetiileerimise tulemusena tekkinud iiks modifitseeritud
nukleotiidi variant (Sharma ja Lafontaine, 2015). Nende modifikatsioonide pdhiliseks
funktsiooniks on lisada vOimalust vesiniksidemete tekkimiseks. Metiiiiltransferaasid voivad
lisada metiitilriihma riboosi 2’ hiidroksiiiilriihma voi puriini ja piirimidiini kiilge. Nende
modifikatsioonide  tulemusena siinteesitakse  2’O-metiileeritud  nukleosiid, N°¢ N®-
dimetiiiiladenosiin, N'-metiiiiladenosiin, N’-metiiiilguanosiin, C>-metiiiiltsiitidiin vdi N°-
metiiiluridiin. Atsetiiiiltransferaas lisab atsetiiiilrithma tsiitidiini kiilge, mille tulemusena
siinteesitakse N*-atsetiiiiltsiitidiin (Joonis 2). Vesiniksideme lisab ka pseudouridiileerimine,
mille kédigus pdoratakse uridiini 180° timber aluse kuuenda siisiniku ja kolmanda ldmmastiku
telje. Selle modifikatsiooni tulemusena siinteesitakse pseudouridiin. Pseudouridiini kiilge
vdidakse veel lisada metiiiilriihm ja 3-amino-3-karboksiipropiiiil, mille kiigus tekib N'-metiiiil-
N3-(3-amino-3-karboksiipropiiiil)-pseudouridiin (Joonis 2). Nende modifikatsioonide kiigus
suurenevad aluste hiidrofoobsused ja lisanduvad vesiniksidemed, mis vdivad soodustada
lammastikaluste vertikaalset interaktsiooni (ingl base stacking), stabiilse voi alternatiivse RNA

struktuuri tekkimist (Sharma ja Lafontaine, 2015).
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Joonis 2. Pagaripirmi RNA modifikatsioonid. Pagariparmi iiheksa modifitseeritud
nukleotiidi varianti. Punasega on tdhistatud aatomid, mida on lisatud modifikatsiooni
tulemusena. Joonis kohandatud Sharma ja Lafontaine (2015) jirgi.

Pseudouridiinid (V) ja 2"O-metiilatsioonid on kdige levinumad rRNA modifikatsioonid, mille
lisamist viivad tavaliselt 1dbi vdikesed tuumakese ribonukleoproteiinid (snoRNP-d). Need
snoRNP-d koosnevad pdhiliselt kahest komponendist — snoRNA-st, mille jarjestus tunneb dra
sihtmdrk nukleotiidi, ja valgulisest kompleksist, mis viivad 14dbi nukleotiidi modifikatsiooni.
snoRNP-del on oluline roll ribosoomide biogeneesis, kus protsessitakse rRNA-sid (Woolford
ja Baserga, 2013). Lisaks vdivad snoRNP-d reguleerida alternatiivset splaissimist sarnaselt
miRNA-dele (Huang jt., 2022). Uldiselt jaotatakse modifikatsiooni tiiiibi ja konserveerunud
snoRNA jérjestuste elementide alusel snoRNP-d kahte suurde klassi: Box C/D ja Box H/ACA
(Webster ja Ghalei, 2023).

1.2.1. Box C/D snoRNP-d

Box C/D snoRNP-d koosnevad konserveerunud jdrjestuste motiivide paarist, mis asuvad
snoRNA juuksendela struktuuri sisemises lingus ja valgulisest kompleksist, mis metiileerib
rRNA riboosi 2’ hiidroksiiiilriihma (Joonis 3). Box C/D snoRNA sisaldab kahte konserveerunud
jarjestuse motiivi: Box C, mille jérjestuseks on RUGAUGA (R tdhistab siin puriini) ja Box D,
mis sisaldab jirjestust CUGA. Need jérjestused esinevad snoRNA-s kaks korda ning neid paare
kutsutakse Box C/C’ ja Box D/D’. Box C ja D jérjestused on vdimelised moodustama K-turn
motiivi paardudes iiksteisega. Box C/D snoRNA-d seovad valgulist kompleksi, mis koosneb
kuuest konserveerunud subiihikust: fibrillarin (FBL) (pagaripdrmis Nop1l), SNU13, NOP58 ja
NOPS56. SNU13 ja FBL on kompleksis kahe subiihikuna. Kataliiiitiline subiihik on FBL, mis
metiileerib riboosi 2’-hiidrokstiiilriihma. SNU13 valk tunneb dra Box C ja D vahelise K-turn
motiivi ning seondub sellega. Seejérel saab virvata lilejddnud Box C/D snoRNP faktorid (Ojha
jt., 2020). Selle t66 raames on olulised Box C/D snoRNA-d snR52 ja snR67 (vaata
alampeatiikki 2.2.4).
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Joonis 3. Ulevaade box C/D snoRNP struktuurist. A, Box C/D sekundaarstruktuur, kus on
ndidatud Box C/C’ (sinine), Box D/D’ (roheline) ja seonduva rRNA (punane) asukohad. Box
D/D’-st viie aluspaari kaugusel on ndidatud metiileeritava nukleotiidi positsioon. B, Box C/D
snoRNA kiilge seondunud konserveerunud subiihikud — NOP56, NOP58, (2x) FBL ja (2x)
SNU13. Kataliititiline subiihik on FBL. Joonis on kohandatud Ojha jt. (2020) jargi.

1.2.2. Box H/ACA snoRNP-d

Box H/ACA snoRNP-d viivad Idbi uridiini isomerisatsiooni pseudouridiiniks (V).
Pseudouridiini isomerisatsiooni kdigus podratakse uridiin 180° {imber aluse kuuenda stisiniku
ja kolmanda lammastiku telje tekitades juurde iihe vesiniksideme. Box H/ACA snoRNA
koosneb kahest juuksendela struktuurist, mis on omavahel eraldatud “hingega” ehk H box-iga,
mis sisaldab konserveerunud ANANNA jérjestust (Joonis 4). Box H/ACA snoRNA juuksendela
struktuurides esinevad veel sisemised lingud. Sarnaselt Box C/D-le, sisaldavad need sisemised
lingud rRNA-ga seonduvaid jarjestusi, mis juhivad snoRNP kompleksi modifitseeritava
nukleotiidi positsioonile. Isomerisatsiooni reaktsioon toimub spetsiaalsetes positsioonides,
mida nimetatakse “pseudouridiileerimise taskuteks” ning need asuvad juuksendela struktuuris.

Lisaks asub box H/ACA snoRNA 3’ otsas konserveerunud jirjestus ACA. Box H/ACA
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snoRNA-ga seondub valguline kompleks, mis koosneb neljast konserveerunud subiihikust:
diiskeriin (DKC1)/Cbf5, NHP2, NOP10 ja Garl. Kataliiiitiline subiihik on DKC1, mis viib libi
pseudouridiileerimise reaktsiooni (Ojha jt., 2020). Selle t66 raames on oluline box H/ACA

snoRNA snR34 (vaata alampeatiikki 2.2.4).

Hinge Box

Joonis 4. Ulevaade Box H/ACA snoRNP struktuurist. A, Box H/ACA sekundaarstruktuur,
kus on ndidatud box H (roheline), box ACA (sinine) ja seonduva rRNA (punane) asukohad.

B, Box H/ACA snoRNA kiilge seondunud konserveerunud subiihikud — DKC1, NOP10, NHP2
ja Garl. Kataliiiitiline aktiivsus on DKC1 subiihikul. Joonis on kohandatud Ojha jt. (2020) jargi.

1.3. Konserveerunud rRNA modifikatsioonid pagaripirmi PTC-s

Konserveerunud rRNA modifikatsioonid on klasterdunud olulistesse funktsionaalsetesse
keskustesse nagu nditeks PTC, dekodeeriv tsenter ja subiihikute vahelised kontaktide
piirkonnad, mis niitab nende modifikatsioonide olulisust (Ojha jt., 2020). rRNA-de
modifitseerimise tulemusena voib lisanduda alusele vesiniksideme tekke voOimalus, mis
stabiliseerib paardumisi teiste alustega ning suurendab aluste hiidrofoobsust, mis kaitseb
nukleotiide ja stabiliseerib RNA heelikseid (Baudin-Baillieu ja Namy, 2021). Veel soodustavad
rRNA modifikatsioonid sekundaarstruktuuride teket nditeks ldmmastikaluste vertikaalse
interaktsiooni teel vOi1 blokeerides kanoonilisi Watson-Crick paardumisi muutes RNA
topoloogiat. Selliste modifikatsioonide tulemusena stabiliseeritakse RNA-RNA voi RNA-valk
interaktsioone tagades RNA struktuuri jdikust (Sharma ja Lafontaine, 2015). Nagu ka tilejadnud
ribosoomis on koige levinumateks modifikatsioonideks PTC-s riboosi 2’ O-metiileerimine ja
pseudouridiileerimine. Nende modifikatsioonide puudumisel, mis on saavutatud asendades

NOPI ja CBF5 metsiktiilipi geenid, mutantsete alleelidega nopl.3 ja cbf5-D95A, tekivad
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tugeva kasvuhiirega fenotiiiibid (Tollervey jt., 1993; Zebarjadian jt., 1999). Uksikute
modifikatsioonide puudumisel, ithe snoRNA tiihistamise tulemusena, mdju rakkude kasvule ja
ribosoomi funktsionaalsusele on véiga viike voi olematu (Esguerra jt., 2008). Seega on RNA

modifikatsioonidel kumulatiivne moju ribosoomi efektiivsusele.

Suures subithikus PTC piirkonnas paikneb neli evolutsiooniliselt konserveerunud
modifikatsiooni (Baudin-Baillieu ja Namy, 2021). Pagaripdrmis vastutavad nende
konserveerunud modifikatsioonide lisamise eest snoRNP-d ja kaks spetsiifilist ensiitimi. Kolme
snoRNA vahendusel, nagu snR34, snR52 ja snR67, kataliilisitakse jargmised modifikatsioonid:
pseudouridiin positsioonil 2826 (¥2826) ning uridiini ja guaniini metiilatsioonid positsioonidel
2921 ja 2619 (Um2921 ja Gm2619). Spetsiifiline ensiiiim Nop2 kataliiiisib C>-metiiiiltsiitidiini
modifikatsiooni positsioonil 2870 (m>C2870) ning Spb1 metiileerib guaniini positsioonil 2922
(Leppik jt., 2024) (Joonis 5 ja Joonis 6). Samas on Spbl vdimeline lisama metiiiilriihma

positsiooni U2921, juhul kui puudub snR52 (Bonnerot jt., 2003).

snR34 snR34
Y2826 Y2880

AR TA

| ‘ Gm2619

<Ry  M°C2870 SPP1 12921
Nop2 snR52
60S 408 (Spb1)

Joonis 5. S. cerevisiae 80S ribosoom ja konserveerunud modifikatsioonid PTC piirkonnas.
A, Saccharomyces cerevisiae 80S ribosoom. 60S ja 40S subiihiku rRNA on toodud vilja
vastavalt beeZi ja hallina. B, Suurendatud vaade 60S ribosoomi PTC piirkonnast, kus
konserveerunud modifikatsioonid on toodud punasena ja mitte-konserveerunud
modifikatsioonid on toodud rohelisena. Margitud on snoRNA-d ja ensiiiimid, mis vastavalt
vahendavad v0i viivad 1dbi nende modifikatsioonide lisamist. Joonis on kohandatud Leppik jt.
(2024) jargi.
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Joonis 6. Seitse modifikatsiooni S. cerevisiae PTC sekundaarstruktuuril. Nooltega on
tdhistatud modifikatsioonide asukohad ja nende silinteesiks vajalikud snoRNA-d ning
ensiitimid.

Joonis on kohandatud veebilehe RibosomeGallery
(http://apollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery) jérgi.
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1.3.1. 8. cerevisiae tiivi 34snR nop2* spb1*

Et uurida PTC piirkonnas olevate konserveerunud modifikatsioonide funktsiooni, konstrueeriti
pagariparmi mutantne tiivi 34snR nop2* spb1* (TYSC906), millel puudusid snoRNA geenid
snR34, snR52 ja snR65 ning ekspresseerusid nop?2 ja spbl ensiimaatiliselt inaktiivsed variandid
(Leppik jt., 2024). Geenid NOP2 ja SPBI on pagariparmis eluks hddavajalikud ning nende
eemaldamine toob kaasa letaalse kasvufenotiilibi (de Beus jt., 1994; Kressler jt., 1999). Selle
tottu asendati metiiiiltransferaasidel Nop2 aspartaathape positsioonil 52  alaniiniga,
glutamiinhape positsioonil 679 liisiiniga ning Spbl tsiisteiinid positsioonidel 424 ning 478
alaniiniga. ~Aminohappeliste  asenduste tulemusena puudus nendel ensiilimidel
metiiiltransferaasne aktiivsus. Tiive 34snR nop2* spbl* fenotiilibi analiiisimisel selgus, et
vorreldes metsiktiiiibiga oli kasvukiirus 3 korda aeglasem, globaalse translatsiooni tase 2,6
korda madalam ning tiivi on kiilmatundlik. Nendest tulemustest jireldati, et PTC piirkonnas
olevad konserveerunud rRNA-de modifikatsioonid on vajalikud ribosoomide optimaalseks
translatsiooniks (Leppik jt., 2024). Toos kasutatakse seda tiive (TYSC906) ribosoomide

elongatsioonikiiruse hindamiseks (vaata alampeatiikki 2.2.4).

1.4. Lutsiferaasidel pohinevad reportersiisteemid

Bioluminestsents on organismide poolt toodetud kiirgav valgus. Looduses on see ndhtus
evolutsiooniliselt konserveerunud peamiselt meres elavatel organismidel ning mdningatel
seentel, bakteritel ja putukatel. Bioluminestsentsi slisteem koosneb lutsiferaasi ensiitimist, mis
oksiideerib lutsiferiini molekuli, mille tulemusena tekib molekulil ergastatud olek ning hiljem
madalamale energiale iile minnes tekib valgusreaktsioon. Lutsiferaasi-lutsiferiini paarid
kiirgavad valgust erinevatel lainepikkustel, mis vdimaldab seda siisteemi rakendada erinevates
uuringutes. Bioluminestsentsi pohjal on reportersiisteeme vilja todtatud geeniekspressiooni
uurimiseks, valk-valk interaktsioonide tuvastamiseks, in vivo rakukomponentide
visualiseerimiseks jne. Kuna lutsiferaas-lutsiferiin reaktsioonidel on madal toksilisus ja korge
tundlikkus, siis on see siisteem leidnud laialdast kasutust in vitro reportersiisteemides. Néiteks
firefly lutsiferaasi ja selle substraati kasutatakse biokeemilistel analiiiisidel, et mddrata ATP taset

(Syed ja Anderson, 2021).
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Eukartiootsetes siisteemides on kodige laialdasemalt on kasutusel Renilla (Rluc) ja firefly (Fluc)
lutsiferaasid. Rluc on pdrit organismist Rotylenchulus reniformis ning Fluc on parit
jaanimardikast Photinus pyralis. Fluc kataliilisib substraadi okslideerumist ATP ja magneesium
1oonide juuresolekul, mille tulemusena eraldub kollakas-roheline valgus lainepikkusel 560 nm
(Kirkpatrick jt., 2019). Rluc ei vaja substraadi kataliilisimiseks ATP-d ning reaktsiooni
toimumiseks on vaja veel kaltsium ioone (Kaskova jt., 2016). Hapniku juuresolekul eraldub
sinine valgus (Azad jt., 2021). Neid reportereid kasutatakse tavaliselt geeniekspressiooni
uurimiseks prokariiootsetes ja eukartiootsetes silisteemides (Syed ja Anderson, 2021). Kasutusel
on ka Gaussia lutsiferaasil (Gluc) ja nanolutsiferaasil (Nluc) pohinevad reporterid. Gluc on
périt organismist Gaussia princeps ning selle substraadi eelistus ja reaktsioon on sarnane Rluc-
ile. Gluc lutsiferaasi sekreteeritakse imetajarakkudest aktiivsel kujul, mistdttu pole vaja rakke
I16hustada. See on suureks eeliseks, kuna vdimaldab uurida kasvu voi valgu interaktsioone
elusrakkudes. Nluc on périt organismist Oplophorus gracilirostris. Vorreldes Rluc ja Fluc
reporteridega on Nluc véiksema suurusega valk ning omab suuremat stabiilsust. Samuti on selle

luminesentsi signaal 150 korda tugevam Rluc ja Fluc signaalist (Azad jt., 2021).

1.4.1. Kahel lutsiferaasil pohinev reportersiisteem

Kahel lutsiferaasil pohinevad siisteemid kasutavad kahte eraldi mdddetavat lutsiferaasi ning
neid kasutatakse laialdaselt geeniekspression kvantiseerimiseks. Sellistes silisteemides
kasutatakse tavaliselt reporteritena Renilla (Rluc) ja firefly (Fluc) lutsiferaase. Nende reporterite
suureks eeliseks on see, et need kasutavad erinevaid substraate, mis voimaldab viia labi
reaktsiooni iihes ja samas tuubis. Analiiisimiseks voivad Rluc ja Fluc geenid asuda plasmiidis
vOi genoomis. Neid lutsiferaaside geene saab ekspresseerida kontrollpromootorite voi

uuritavate promootorite alt, mille regulatsiooni tahetakse uurida (Azad jt., 2021).

In vivo valgusiinteesil on tihti kitsaskohaks transleerivad ribosoomid ja elusrakkude
varieeruvus. Seetdttu on kasutusele voetud rakuvabad valgusiinteesi siisteemid (ingl CFPS ehk
cell-free protein synthesis system), mis vOimaldavad paremini kontrollida reaktsioonis
translatsiooni tingimusi (Kisly jt., 2021). CFPS siisteemid pShinevad liiiisitud rakkudest saadud
ekstraktidel (Gonzélez-Ponce jt., 2025). Molekulaarbioloogia Oppetoolis on todtatud vélja
kahel lutsiferaasil pohinev reportersiisteem translatsiooni elongatsiooni mootmiseks in vitro.
Selles siisteemis kasutati reporteritena Fluc ja Rluc lutsiferaase, mis olid iihendatud liitvalguks

lisajarjestusega (spacer jérjestus) (Joonis 7). Eukartiiootsetes siisteemides voltuvad Rluc ja Fluc
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translatsiooni ajal, mis vdimaldab eristada translatsiooni initsiatsiooni ja elongatsiooni etappe.
Translatsioon algab Rluc siinteesiga ning ensiiim muutub aktiivseks kui ribosoomide on
1opetanud Rluc domeeni siinteesi. Selle lutsiferaasi aktiivsuse teke peegeldab aega, mis kulus
translatsiooni initsiatsiooniks ja Renilla lutsiferaasi valgu silinteesiks. Firefly lutsiferaasi
luminesentsi signaal on tuvastatav pérast seda kui liitvalk vabastatakse ribosoomilt. Seega
firefly lutsiferaasi aktiivsuse teke kirjeldab aega, mis kulus initsiatsiooniks, liitvalgu siinteesiks

ja terminatsiooniks (Kisly jt., 2021).

->>

Riuc Fluc A,

m'Gppp —{ Riuc

Joonis 7. Renilla-firefly lutsiferaasi liitvalgu siintees. Renilla lutsiferaasi voltub
kotranslatsiooniliselt. Rluc aktiivsuse teke kirjeldab aega, mis kulus initsiatsiooniks ja Renilla
lutsiferaasi osa transleerimiseks. Firefly lutsiferaas muutub aktiivseks ribosoomidelt
vabanemisel. Fluc aktiivsuse teke kirjeldab aega, mis kulus initsiatsiooniks, liitvalgu siinteesiks
jaterminatsiooniks. Lisajirjestuse asukoht on téhistatud rohelisega. Joonis on kohandatud Kisly
jt. (2021) jérgi.

Moddetud Renilla ja firefly lutsiferaaside aktiivsuste kaudu saab méddrata esmase lutsiferaasi
aktitvsuse tekkimise aja ehk TFA (ingl time of the first appearance). Selle méadramiseks on
esmalt vaja arvutada taustsignaali keskmine ja selle standardhilbe (ingl background).
Kasutades saadud keskmist vairtust ja standardhédlvet saab médidrata taustsignaali lilemise piiri
valemiga:

Keskmine taustsignaal + 4 korda taustsignaali standardhélve
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Visualiseerides graafikul taustsignaali iilemist piiri ja lutsiferaaside aktiivsusi, saab nende
joonte loikepunkti jargi madrata esmase lutsiferaasi aktiivsuse tekkimiseks kulunud aja ehk
TFA. Lahutades firefly lutsiferaasi TFA viartusest Renilla TFA véirtus, saab arvutada ATFA,
mis viljendab vahejarjestuse (spacer) ja firefly lutsiferaasi domeeni siinteesiks kulunud aega
(Joonis 8). Veel on voimalik vahejérjestusse sisestada lisajirjestusena spetsiifilisi koodoneid
voi valgudomeene kodeerivaid jirjestusi. Seejdrel saab madratud TFA véirtuste kaudu arvutada

ATFA ehk aja, mis kulus lisajérjestuse ja firefly lutsiferaasi domeeni siinteesiks. Lahutades

lisajarjestust sisaldav lutsiferaaside liitvalgu ATFA ja lihtsalt lutsiferaaside liitvalgu ATFA, saab

madrata lisajirjestuse siinteesimiseks kulunud aega.
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Joonis 8. Skemaatiline joonis Renilla ja firefly lutsiferaaside TFA miaidramise ning ATFA
arvutamise kohta. Renilla TFA kirjeldab aega, mis kulus translatsiooni initsiatsiooniks ja
Renilla valgudomeeni siinteesiks. Firefly TFA kirjeldab aega, mis kulus translatsiooni
initsiatsiooniks, elongatsiooniks ja terminatsiooniks. Lahutades firefly lutsiferaasi TFA
véadrtusest Renilla lutsiferaasi véirtuse, saab teada aja, mis kulus firefly lutsifreraasi voi

lisajdrjestuse ja firefly lutsiferaasi siinteesiks ja translatsiooni terminatsiooniks. Joonis on

kohandatud Kisly jt. (2021) jargi.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Kahel lutsiferaasil pohinevat reportersiisteemi on edukalt kasutatud in vitro rakuvabas
sisteemis (Kisly jt., 2021). See reportersiisteem vdimaldab maiédrata ribosoomide
elongatsioonikiirust ja protsessiivsust. Kidesoleva bakalaureuset66 eesmirgiks oli vilja tootada
sarnane siisteem, mida saaks kasutada ribosoomide aktiivsuse hindamiseks in vivo.

Seega olid t66l jargmised eesmargid:

1. Konstrueerida Renilla ja firefly lutsiferaaside geene sisaldavad reporterplasmiidid ning

integreerida need plasmiidid metsiktiiilipi ja mutandi TYSC906 pdrmi genoomi.

2. Analiitisida saadud tiivedes Renilla ja firefly lutsiferaaside ekspressiooni toimumist ajas.
3. Madrata lutsiferaaside esmase aktiivsuse tekkimise aeg ning hinnata metsiktiiiipi ja

mutantsete ribosoomide aktiivsuse erinevust.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud sootmed

Pagaripdrmi S. cerevisiae rakkude kasvatamiseks kasutati YPD soodet (1% Bacto
parmiekstrakt, 2% Bacto peptoon, 2% gliikoos)(Sherman, 2002). Transformeeritud
parmitiivede kasvatamiseks kasutati selektiivset tdissoddet SC-URA (Synthetic complete
media), mis sisaldas 0,67% parmi ldmmastikaluste segu, 0,2% aminohapete, puriinide ja
purimidiinide segu, millest puudus uratsiil ning siisiniku allikana lisati kas 2% gliikoosi vo1 3%
raffinoosi. Tards6dde SC-URA valmistamiseks lisati eelpool kirjeldatud komponentidele 20 g/l
agarit (Neogen). Parmirakke kasvatati 30 °C juures. Vedelkultuure aereeriti loksutil 180

pOOret/min.

Bakteri E. coli DH5a tiive kasvatamiseks kasutati 2xYT soddet (1,6% triiptoon, 1%
parmiekstrakt, 0,5% NaCl). Transformeeritud bakteritiivede selekteerimiseks kasutati
tardsoodet LB (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 1,5% agar) kuhu oli lisatud ampitsilliini
kontsentratsiooniga 100 pug/ml. Bakteriakke kasvatati 37 °C juures. Vedelkultuure aereeriti

loksutil 180 podret/min.
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2.2.2. Toos kasutatud S. cerevisiae plasmiidid

Ribosoomide translatsiooni kiiruse ja tdpsuse analililisimiseks in vitro todtati
molekulaarbioloogia dppetoolis vélja kahel lutsiferaasil pohinev reportersiisteem (Kisly jt.,
2021). Selleks konstrueeriti plasmiidid pUC18-Dual ja pUC18-Dual146 (Tabel 1). Kéesolevas
to0s konstrueeriti nende plasmiidide baasil kahel lutsiferaasil pdhinev reportersiisteem, et
analiiisida ribosoomide elongatsioonikiirust in vivo. Lutsiferaaside geene sisaldavad
jarjestused sisestati vektorplasmiidi pRS306-GALprom-FBAlem. Selle tulemusena saadi
plasmiidid pRS306-GALprom-Rluc-Fluc-FBA 1erm ja

pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-FBA lerm (Tabel 1). Viimases plasmiidis asub lutsiferaasi
geenide vahel jdrjestus, mis kodeerib kaks Snf7 valgudomeeni, mis koosnevad kahest 73

aminohappe pikkuselisest a-heeliksist (2xSnf7).

Tabel 1. Kasutatud plasmiidid

Plasmiid Vektor Insert Promootor | Terminaator | Marker | Paritolu
pUC18-Dual | pUCI8 | Rluc-Fluc | T7 RNA - AmpR | Kisly jt.
Pol 2021

pUCI18- pUC18 | Rluc- T7 RNA - AmpR | Kisly jt.
Duall146 2xSNF7- Pol 2021

Fluc
pRS306- pRS306 | - GALI1,10 | FBAI AmpR, | Labori
GALprom' URA3 kOHektSiOOﬂ
FBA 1 term
pRS306- pRS306 | Rluc-Fluc | GALI,10 | FBAI AmpR, | Selles t60s
GALprom' URA3 Valmistatud
Rluc-Fluc-
FBA 1 term
pRS306- pRS306 | Rluc- GALI, 10 | FBAI AmpR, | Selles to0s
GALprom- 2xSNF7- URA3 | valmistatud
Rluc-2xSnf7- Fluc
Fluc-
FBA 1 term
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2.2.3. Lutsiferaasi geenide paljundamiseks ja koloonia-PCR-iks kasutatud praimerid

Et luua kahel lutsiferaasil pohinev in vivo reportersiisteem, paljundati lutsiferaaside geenid
plasmiididelt pUC18-Dual ja pUC18-Dual146 kasutades praimereid Fluc-Rev-Xhol ja Rluc-
Forw-BamHI (Tabel 2). Koloonia poliimeraas ahelreaktsioonis kasutati praimereid Fluc-Short-
Rev ja Rluc-control-Forw (Tabel 2), et selekteerida vilja DH5a transformandid, kes sisaldasid

lutsiferaasi geenidega plasmiidi.

Tabel 2. To6s kasutatud praimerid

Praimeri nimi Jérjestus

Fluc-Rev-Xhol 5’-TAG CTA CTC GAGTTG TTATTA CAATTT GGA -3’

Rluc-Forw-BamHI | 5’- CCA CGG ATC CGT CAA GGA AGT AAT TAT CTAC -3’

Fluc-Short-Rev 5’- GGT TGG ATC CGT GAT GTT CAC CTC GAT ATG TGC
ATC -3’

Rluc-control-Forw | 5°- GAA AGG TGA AGT TCG TCG TCC AAC -3’

2.2.4. Toos kasutatud S. cerevisiae ja E. coli tiived

Katsete ldbiviimiseks kasutati pagaripdrmi metsiktiilipi tiive TYSC309 ja mutantset tiive
TYSC906 (Tabel 3). Tiives TYSC906 on deleteeritud snR34, snR52 ja snR67 geenid ning Spbl
ja Nop2 ekspresseeruvad kataliiiitiliselt mitteaktiivsete variantidena. Tiivede TYSC920 ja
TYSC929 saamiseks sisestati tiive TYSC309 genoomi vastavalt plasmiidid pRS306-GALprom-
Rluc-Fluc-FBAlierm ja pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-FBAliem. Tiivede TYSC946 ja
TYSC948 saamiseks sisestati tiive TYSC906 genoomi vastavalt plasmiidid pRS306-GALprom-
Rluc-Fluc-FBA 1¢erm ja pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-FBA 1ierm

Plasmiidide konstrueerimiseks kasutati E. coli DH5a tiive (genotiilip - A(argF-lac)169,
080dlacZ58(M15), AphoAS, ginX44(AS), deoR481, rfbCl, gyrA96(NalR), recAl, endAl,
thiEl, hsdR17).
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Tabel 3. Kasutatud pagaripirmi tiived

Fluc

2xSNF7-FLuc-FBAIterm-URA3
leu2A1 his34200 trplA36 Aarg4
Alysl AsnR34 AsnR52 AsnR67
Aspbl:: hphMX6 Anop2:: natMX6
[PRS314-spbl(D52A,E679K)]
[PRS315-nop2(C424A4, C4784)]

Tiive Nimi Genotiiiip Péritolu

tahistus

TYSC309 | WT MATa ura3-52 leu2A1 his34200 Labori
trplA36 Aargd Alysl kollektsioon

TYSC906 | 34snR nop2*spbl* | MATa wura3-52 leu2A1 his34200 | Leppik jt. 2024
trplA36 Aarg4 Alysl AsnR34
AsnR52 AsnR67 Aspbl::
hphMX6 Anop2:: natMX6
[PRS314-spbl(D52A4,E679K)]
[PRS315-nop2(C424A, C4784)]

TYSC920 | WT-Rluc-Fluc MATa ura3-52::GALIpr-RLuc- Selles t60s
FLuc-FBAIterm-URA3 leu2Al valmistatud
his34200 trplA36 Aarg4 Alysl

TYSC929 | WT-Rluc-2xSnf7- MATa ura3-52::GALIpr-RLuc- Selles t60s

Fluc 2xSNF7-FLuc-FBAlterm-URA3 valmistatud
leu2A1 his34200 trplA36 Aarg4
Alysl

TYSC946 | Mut-Rluc-Fluc MATa wura3-52::GALIpr-RLuc- Selles to0s
FLuc-FBAIterm-URA3 leu2A1 valmistatud
his34200 trplA36 Aarg4d Alysl
AsnR34 AsnR52 AsnR67
Aspbl:: hphMX6 Anop2:: natMX6
[PRS314-spbl(D52A,E679K)]
[PRS315-nop2(C424A, C4784)]

TYSC948 | Mut-Rluc-2xSnf7- MATa wura3-52::GALIpr-RLuc- Selles to0s

valmistatud
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2.2.5. Lutsiferaasi geenide paljundamine

In vivo reportesiisteemis kasutatavate plasmiidide konstrueerimiseks paljundati lutsiferaasi
geenide Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc jirjestused. Viidi 1dbi poliimeraas ahelreaktsioon
(PCR) praimeritega Fluc-Rev-Xhol ja Rluc-Forw-BamHI (Tabel 2). Reaktsiooni kogumaht oli
50 pl, mis sisaldas 1X puhvrit (5x Phusion GC Buffer, Thermo Scientific), 0,2 mM nukleotiidide
segu, 25 pmol parisuuna praimerit, 25 pmol vastassuuna praimerit (Praimerid on toodud Tabelis
3), 1 ng matriits DNA-d (pUC18-Dual v6i pUC18-Dual146) ja 1 U DNA poliimeraasi (Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific). Reaktsioon viidi l1dbi kasutades masinat

Eppendorf Mastercycler Nexus ja programmi:

Algne denaturatsioon: 94 °C, 3 minutit

Denaturatsioon: 94 °C, 20 sekundit

Praimerite seondumine: 55 °C, 20 sekundit 30 tsiiklit
Ahela siintees: 72 °C, 1 minut ja 55 sekundit

Loplik ahela siintees: 72 °C, 4 minutit

PCR produktide analiilisimiseks kasutati 0,9% agaroosgeelelektroforeesi 1x TBE puhvris

(89 mM Tris, 89 mM boorhape, 2 mM EDTA). Agaroosgeelile lisati etiidium-bromiidi (EtBr, 1
pg/ml). DNA pikkusmarkerina kasutati GeneRuler 1 kb DNA Ladderit (Thermo Scientific).
Elektroforees kestis 45 minutit pingel 90 V. DNA fragmendid puhastati agaroosgeelist,
kasutades FavorPrep GEL/PCR Purification Mini Kit-i. Koik etapid tehti vastavalt tootja
(Favorgen) poolt ette ndhtud protokollile.

2.2.6. Lutsiferaasi geenide ja vektorplasmiidi pRS306-GALprom-FBAlterm restriktsioon

Puhastatud DNA fragmendid ja vektorplasmiid pRS306-GALpom-Rluc-Fluc-FBAlerm
(pRS306) lineariseeriti restriktaasidega BamHI (Thermo Scientific) ja Xhol (Thermo
Scientific). Puhastatud DNA fragmentide reaktsiooni 16ppmaht oli 50 pl, mis sisaldas 42 pl
puhastatud DNA-d, 1x BamHI-Lsp11091 puhvrit (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100
mM KCl, 0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA, Thermo Scientific), 15 U BamHI (Thermo
Scientific) ning 15 U Xhol (Thermo Scientific) restriktaase. Vektorplasmiidi restriktsioonisegu
10ppmaht oli 50 pl, mis sisaldas 7 pl plasmiidset DNA-d, 1x BamHI-Lsp1109I puhvrit (10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM KCl, 0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA, Thermo
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Scientific), 15 U BamHI (Thermo Scientific) ning 15 U Xhol (Thermo Scientific) restriktaase.
Reaktsioone inkubeeriti 3 tundi 37 °C juures. Restriktsioonisegul, mis sisaldas vektorplasmiidi,
lisati 30 minutit enne inkubatsiooni 10ppulU aluselist fosfataasi ( FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific). Restriktaasidega toddeldud DNA fragmente ja
vektorplasmiidi analiitisiti  0,9% agaroosgeelelektroforeesil 1x TBE puhvris. DNA
pikkusmarkerina kasutati GeneRuler 1 kb DNA Ladderit (Thermo Scientific). Elektroforees
kestis 45 minutit pingel 90 V. DNA fragmendid puhastati agaroosgeelist kasutades FavorPrep
GEL/PCR Purification Mini Kit-i. Koik etapid tehti vastavalt tootja (Favorgen) poolt ette
ndhtud protokollile.

2.2.7. Lutsiferaasi geenide ligeerimine pRS306-GALprom-FBAlterm vektorplasmiidi

Plasmiidide pRS306-GALprom-Rluc-Fluc-FBAlierm ja pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-
FBAlwm konstrueerimiseks viidi 14bi ligeerimise reaktsioon. Reaktsiooni 16ppmaht oli 10 pl
ning see sisaldas 1 U T4 DNA ligaasi (74 DNA Ligase, Thermo Scientific); 1x T4 DNA ligaasi
puhvrit (40 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, Thermo Scientific); 4 ul
lineariseeritud PCR produkti; 4 pl lineariseeritud vektorplasmiidi. Ligeerimise reaktsioon

kestis 1 tund temperatuuril 20 °C.

2.2.8. Transformatsioon E. coli tiivesse DH5a

Transformatsioonil kasutati E. coli tiive DHSa kompetentseid rakke (valmistatud
molekulaarbioloogia laboris). 50 pl kompetentsetele bakterirakkudele lisati 5 pl ligatsiooni
reaktsiooni. Segu inkubeeriti 30 min jdil ning seejidrel 1 minut ja 30 sekundit 42 °C juures.
Rakud jddle kolmeks minutiks. Rakususpensioonile lisati 500 pl LB sdddet ja asetati loksutile
(podretel 800 rpm) 1 tunniks temperatuuril 37 °C. Rakud koguti toatemperatuuril
tsentrifuugimisega (3 min, 5000 rpm) lauvatsentrifuugis (Heraeus instruments Biofuge pico).
Seejarel eemaldati 350 ul supernatanti ning alles jddnud rakususpensioon kiilvati ampitsilliini

(100 pg/ml) sisaldavale LB tardsdotmele. Tasse inkubeeriti {iled6 temperatuuril 37 °C.
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2.2.9. Saadud bakterikolooniate kontroll

Et kontrollida, kas saadud bakterikolooniad sisaldavad lutsiferaasi geenidega Rluc-Fluc ja Rluc-
2xSNF7-Fluc plasmiide, viidi 14bi koloonia PCR . Poliimeraasi ahelreaktsiooniks valmistati
segu, mis sisaldas 1x PCR puhvrit (75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20mM (NH4)2SO4, 0,01%
Tween) 2,5 mM MgClp, 0,2 mM dNTP, 10 pmol Rluc-control-Forw ja 10 pmol Fluc-Short-Rev
praimerit (Tabel 2), 2,5 U Tag poliimeraasi (puhastatud Biokeemia laboris) ning 2 pl
bakterikultuuri, mille kolooniaid saadi eelnevalt LB+Amp tassidelt. Poliimeraasi

ahelreaktsiooni viidi 14bi kasutades masinat Eppendorf Mastercycler Nexus ja programmi:

Algne denaturatsioon: 94 °C, 3 minutit

Denaturatsioon: 94 °C, 20 sekundit

Praimerite seondumine: 55 °C, 20 sekundit 30 tsiiklit
Ahela siintees: 72 °C, 1 minut ja 15 sekundit

Loplik ahela siintees: 72 °C, 4 minutit

Paljundatud DNA fragmentide analiitisimiseks kasutati 0,9% agaroosgeelelektroforeesi

1x TBE puhvris. DNA pikkusmarkerina kasutati GeneRuler 100 bp DNA Ladderit (Thermo
Scientific). Paljundatud DNA fragmentide Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc suurused olid
vastavalt 504 ja 942 nt.

2.2.10. Bakterikolooniatest plasmiidse DNA eraldamine ja kontrollimine

Kolooniad, mis sisaldasid lutsiferaasi geenidega plasmiide, kiilvati 2 ml 2xYT sodtmesse,
millesse oli lisatud ampitsilliin (100 pg/ml). Bakterirakke kasvatati loksutis tile66 temperatuuril
37 °C. Plasmiidid puhastati iile6o kultuuridest kasutades FavorPrep Plasmid Extraction Mini
Kit-i. Koik etapid tehti vastavalt tootja (Favorgen) poolt ette ndhtud protokollile. DNA
kontsentratsioon méérati spektrofotomeetriga (NanoDrop 2000c Spectrophotometer, Thermo
Scientific). Saadud DNA kontsentratsioonid olid vahemikus 200-400 ng/ul. Puhastatud
plasmiidide lutsiferaaside geene sisaldavad regioonid kontrolliti sekveneerimise teel (Tartu

Ulikooli tuumiklabori teenus).
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2.2.11. Konstrueeritud plasmiidide 16ikamine restriktaasiga

Konstrueeritud plasmiididel puudub pagaripdrmi spetsiifiline replikatsiooniks vajalik jarjestus
ARS, mille tottu neid plasmiide parmirakkudes ei paljundata. Selleks, et need plasmiidid séiliks
parmirakkudes, oli neid vaja sisestada genoomi URA3 lookusesse. Integreerimiseks kasutati
plasmiidide URA3 markergeenis asuvat Ncol restriktsioonisaiti. Konstrueeritud plasmiide
10igati restriktaasiga Ncol (Thermo Scientific). Restriktsioonisegu 16ppmaht oli 50 pl ning see
sisaldas 15 U Ncol restriktaas (10 U/ul, Thermo Scientific); 1X Tango puhvrit (33 mM Tris-
atsetaat (pH 7.9), 10 mM magneesium atsetaat, 66 mM kaalium atsetaat, 0.1 mg/ml BSA,
Thermo Scientific); 4 pg plasmiidset DNAd. Restriktsioon kestis 5 tundi temperatuuril 37 °C.

Reaktsiooni toimumist analiiiisiti 0,9% agaroosgeelelektroforeesil 1x TBE puhvris.
Lineariseeritud DNA puhastamiseks kasutati FavorPrep GEL/PCR Purification Mini Kit-i.
Koik etapid tehti vastavalt tootja (Favorgen) poolt ette ndhtud protokollile. DNA
kontsentratsioon méérati spektrofotomeetriga (NanoDrop 2000c Spectrophotometer, Thermo
Scientific). Saadud lineariseeritud plasmiidide pRS306-GALprom-Rluc-Fluc-FBAlwm ja
pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-FBA 1term DNA kontsentratsioonid jdid vahemikku

100,0 - 134,0 ng/pl.

2.2.12. Plasmiidide transformatsioon pagaripirmi rakkudesse

Plasmiidide sisestamiseks pagaripdrmi genoomi kasutati LiOAc transformatsiooni meetodit
(Knop jt., 1999). Uksik parmikoloonia kiilvati 3 ml YPD vedelsddtmesse ning kasvatati loksutil
{iletd 30 °C juures. Uledd kasvanud kultuuridest tehti lahjendused YPD vedelsédtmesse (ODgoo

=0,3-0,4) ning kasvatati 30 °C juures eksponentsiaalse kasvufaasini (ODgoo = 0,6-0,8).

Transformatsiooniks koguti 25 ml parmikultuuri tsentrifuugimise teel (Hettich Zentrifugen
Rotina 420R) toatemperatuuril (2 min, 3200 rpm). Seejdrel pesti rakke 25 ml steriilse H2O-ga
ning 25 ml 1x LiOAc-TE lahusega (100mM LiOAc, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), | mM EDTA).
Rakusademele lisati 150 pl 1x LiOAc-TE lahust ning sade suspendeeriti pipetiga. Rakkudele
lisati 25 pl carrier-DNA-d (10 mg/ml), mis oli eelnevalt denatureeritud 6 minutit 95 °C juures
ja jahutatud jaal. 50 pl kompetentsetele rakkudele lisati 5 pl lineariseeritud plasmiidset DNA-d
ning inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril. Pirast inkubeerimist lisati 300 pul PEG-LiOAc-TE
lahust (40% PEG 4000, 100mM LiOAc, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA), segati ja
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inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril. Seejérel lisati 30 ul DMSO-d (Dimethyl sulfoxide),
segati ja inkubeeriti 10 minutit 42 °C juures. Rakud koguti toatemperatuuril tsentrifuugimise
teel (3 min, 3000 rpm) lauatsentrifuugis (Heraeus instruments Biofuge pico). Seejdrel eemaldati
supernatant, rakusade suspendeeriti 200 upl steriilses H»>O-s ning kiilvati SC-URA

selektiivtassidele. Tasse inkubeeriti 2-4 pideva 30 °C juures.

2.2.13. Proovide votmine lutsiferaasi aktiivsuste kontrollimiseks

Et kontrollida, kas konstrueeritud parmitiivedes ekspresseeruvad Renilla ja firefly lutsiferaasid,
kiilvati transformatsioonil saadud pérmikolooniaid 3 ml SC-URA+raffinoos s66tmesse ning
vedelkultuure kasvatati loksutil iile6d temperatuuril 30 °C. Seejérel tehti tiledokultuuridest
lahjendused 5 ml SC-URA+raffinoos so6tmesse (ODsoo = 0,35) ning kasvatati 30 °C juures
eksponentsiaalse kasvufaasini (ODeoo = 0,7). GALI,10 promootori aktivatsiooniks lisati
rakukultuuridele galaktoosi 10ppkontsentratsiooniga 3%. Rakke kasvatati loksutis 30 °C juures
(180 rpm) ning kultuuris voeti proovid enne indutseerimist ning 20 ja 40 minuti méddumisel.
Rakud (500 pl kultuuri) koguti toatemperatuuril tsentrifuugimise teel (1 min, 13 000 rpm)
lavatsentrifuugis (Heraeus instruments Biofuge pico). Seejérel eemaldati 475 pl supernatanti ja

rakusade kiilmutati N»-s, et hiljem analiiiisida lutsiferaaside aktiivsusi.

2.2.14. Proovide votmine esmase lutsiferaasi signaali aktiivsuse tekkimise méairamiseks

Aja madramiseks, mis kulub Renilla ja firefly lutsiferaasi esmase aktiivsuse ( TFA, ingl time of
the first appearance) tekkimiseks, kiilvati liksikud parmikolooniaid 3 ml SC-URA-+raffinoos
s66tmesse ning kultuure kasvatati loksutil iiledd temperatuuril 30 °C. Uledokultuuridest tehti
lahjendused tiheduseni ODgoo = 0,35. Lahjenduskultuure, mille maht oli 13 ml, kasvatati
loksutis 30 °C juures eksponentsiaalse kasvufaasini (ODsoo =~ 0,7). Seejdrel viidi 10 ml kultuuri
50 ml tsentrifuugi tuubidesse (Greiner) ja lisati galaktoosi Idppkontsentratsiooniga 3%. Rakke
kasvatati loksutavas termoblokis (Eppendorf ThermoMixer C) 30 °C juures pooretel 750 rpm.
Lutsiferaaside ekspressiooni analiilisimiseks vdeti 500 pl proovid iga 2 minuti jérel 30 minuti
jooksul. Rakud koguti toatemperatuuril tsentrifuugimise teel (1 min, 13 000 rpm)
lavatsentrifuugis (Heraeus instruments Biofuge pico) ning seejdrel eemaldati 475 pl
supernatanti. Rakusade kiilmutati vedelas N»-s, et hiljem mdota lutsiferaaside aktiivsused ja

madrata lutsiferaaside esmase signaali tekkimiseks kuluv aeg.
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2.2.15. Lutsiferaaside aktiivsuste mootmine

Lutsiferaaside aktiivsuste modtmiseks kasutati Promega Dual-Luciferase® Reporter 1000
Assay System Kit-i. Modtmised viidi 1dbi luminomeetriga (Tecan Infinite® MZ200 Pro)
kasutades Tecan i-control 1.7 programmi (integratsiooni aeg 10 000 ms, temperatuur 25 °C).
Igale proovile lisati 500 ul eelmainitud kit-ist 1X passiivset liilisipuhvrit ning proove segati
vortexil 15 sekundit, inkubeeriti toatemperatuuril 1 minut ning segati vortexil veel korra.
Mikrotiiterplaadi (96 kannuga valge poliistiireen plaat, Greiner) kannu lisati 5 pl liisaati ja 40
ul LARII substraati, segati pipeteerides ning mdddeti firefly lutsiferaasi aktiivsus
luminomeetriga. Pérast seda lisati kannu 40 pl Stop&Glo substraati ning moddeti Renilla

lutsiferaasi aktiivsus.

2.2.16. Lutsiferaasi ekspressioonide analiiiis

Tulemuste analiiiisimiseks kasutati programmi Excel. Renilla ja firefly lutsiferaaside esmase
aktiivsuse ehk TFA maéadramiseks koostati tabel lutsiferaaside signaalide tugevustega ja
proovide vOtmise ajapunktidega. Seejdrel médrati lutsiferaasi reaktsioonide maksimaalne
taustsignaal ehk background. Selleks arvutati tausta keskmine vairtus ja standardhilve nendest

ajapunktidest, mille ajal ei detekteeritud lutsiferaaside aktiivsust (Joonis 8).

0 180 508 "\
2 296 884
- 2Ll e >. E:snkdrr?ine on
6 164 470 background
8 175 586

10 248 865 _/

12 260 1217

14 389 2011

Joonis 8. Niide lutsiferaasi tausta signaali arvutamisest

Kasutades saadud keskmist vdirtust ja standardhdlvet saab méirata maksimaalse taustsignaali
védrtuse kasutades valemit:

Keskmine taustsignaal + 4 korda taustsignaali standardhilve
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Esmase lutsiferaasi aktiivsuse ajahetke méddramiseks esitati andmeid graafikul, mille x-teljel

olid proovide vOtmise ajapunktid ning y-teljel oli lutsiferaasi aktiivsuse signaali tugevus.

Lisades graafikule maksimaalse taustsignaali véértuse saab mairata TFA (Joonis 9).
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Joonis 9. Niide TFA méiramisest. Niitena on toodud tiive TYSC948 TFA méiédramine.
Graafikul on pideva joonena esitatud moddetud Renmilla lutsiferaasi aktiivsus ning
punktiirjoonena on toodud maksimaalse taustsignaali vaértus. Noolega on nédidatud kahe joone
ristumiskoht, mis tdhistab esmase lutsiferaasi aktiivsuse tekkimise aega.

Seega saab graafikuid analiiiisides teada Renilla lutsiferaasi TFA, mis nditab kui palju aega

kulus translatsiooni initsiatsiooniks ja Renilla lutsiferaasi valgu siinteesiks. Samasugune

analiiiis viidi 1dbi firefly lutsiferaasi TFA maddramiseks, mis nditab kui palju aega kulus tiheks

translatsiooni tsiikliks (initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon). Lahutades omavahel firefly

lutsiferaasi TFA védrtuse Renilla lutsiferaasi TFA vairtusest saab ATFA, mis nditab kui palju

aega kulus vahejérjestuse ja firefly lutsiferaasi siinteesiks ning terminatsiooniks.
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2.3. Tulemused

Varasemalt on véljatootatud Renilla ja firefly lutsiferaasidel pdhinev in vitro reportersiisteem,
millega on voimalik méérata ribosoomide elongatsioonikiirust ja protsessiivsust (Kisly jt.,
2021). Kiesoleva t00 eesmadrgiks oli tootada vilja sarnane lutsiferaasidel pohinev
reportersiisteem, mida saaks kasutada ribosoomide aktiivsuse médramiseks in vivo. T60s
viljatootatud reportersiisteemi kasutati ribosoomide elongatsioonikiiruste vdrdlemiseks.
Selleks kasutati S. cerevisiae metsiktiilipi tiive ja mutanti, milles puuduvad neli konserveerunud

rRNA modifikatsiooni PTC piirkonnas.

2.3.1. Pirmigenoomi integreeritavate plasmiidide konstrueerimine

Kahel lutsiferaasil pdhineval in vivo reportersiisteemi viljatoGtamise esimeseks etapiks oli
plasmiidide, mida saaks integreerida pirmigenoomi, konstrueerimine. Reporteriteks valiti
Renilla (Rluc) ja firefly (Fluc) lutsiferaasi geene sisaldavaid fragmendid Rluc-Fluc ja Rluc-
2xSNF7-Fluc. Neid jarjestusi paljundati poliimeraas ahelreaktsioonil (PCR) in vitro
reportersiisteemis kasutatud plasmiididelt pUC18-Dual ja pUCI18-Duall46. Saadud DNA
fragmente analiilisti agaroos-geelelektroforeesil (Joonis 10). DNA fragmentide suuruste
hindamiseks kasutati DNA pikkusmarkerit (Joonis 10, rada L). Paljundatud Rluc-Fluc ja Rluc-
2xSNF'7-Fluc fragmentide suurused olid ligikaudu 2800 nt ja 3100 nt, mis vastavad nende
fragmentide arvutuslikele suurustele (vastavalt 2705 nt ja 3143 nt) (Joonis 10, rajad 1-2).

31
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Joonis 10. Renilla ja firefly lutsiferaasi geenide paljundamise analiis 0,9%
agaroosgeelelektroforeesil. Rada 1, paljundatud Rluc-Fluc fragment; rada 2, paljundatud Rluc-
2xSNF7-Fluc fragment. Rada L, DNA pikkusmarker (GeneRuler 1 kb DNA Ladder).

Paljundatud PCR fragmendid sisestati vektorplasmiidi pRS306-GALprom-FBAlterm (lithend
pRS306). See plasmiid sisaldab reguleeritavat promootorit GAL 1, 10 ja terminaatorit F'BA I ning
ampitsilliini resistentsusgeeni ja URA3 selektiivmarkerit (Joonis 11). Paljundatud DNA
fragmentide 5’ ja 3’ otstes paiknevad restriktaaside BamHI ja Xhol dratundmissaidid. Nii
vektorplasmiidi kui ka DNA fragmente toddeldi ensiilimidega BamHI ja Xhol, saadud
fragmendid eraldati agaroos-geelilelektroforeesil ning puhastati geelist. Seejdrel viidi 14bi
ligeerimise reaktsioon, mis transformeeriti E. coli kompetentse DHSa tiive rakkudesse.

Plasmiide sisaldavaid kolooniad selekteeriti LB tassidel, kuhu oli lisatud ampitsilliini.
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Joonis 11. Renilla ja firefly lutsiferaasi geene sisaldavate plasmiidide konstrueerimine.
Toodud on esialgse vektorplasmiidi pRS306 ja konstrueeritud plasmiidide pRS306-Rluc-Fluc
ja pRS306-Rluc-2xSnf7-Fluc kaardid. Need plasmiidid sisaldavad GAL! promootorit, FBA1
terminaatorit, poliilinkerit (MCS), ampitsilliini resistentsusgeeni ja URA3 markergeeni.
Konstrueeritud plasmiidid pRS306-Rluc-Fluc ja pRS306-Rluc-2xSnf7-Fluc sisaldavad lisaks
vektorplasmiidis toodud elementidele lutsiferaaside geene Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc.
To6s kasutatud restriktaaside dratundmiskohad on toodud vilja tumedas kirjas.
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Transformantide analiiiisiks kasutati koloonia-PCR meetodit. PCR-i kidigus paljundati iiks osa
Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc fragmentidest. Reaktsiooni kdigus saadud DNA fragmendid
analiilisiti agaroos-geelelektroforeesil (Joonis 12). DNA fragmentide suuruse hindamiseks
kasutati DNA pikkusmarkerit (Joonis 11, rada L). Koloonia PCR-i kidigus paljundatud Rluc-
Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc fragmentide suurused olid ligikaudu 500 nt ja 1000 nt, mis vastavad
nende fragmentide arvutuslikele suurustele (vastavalt 504 ja 942 nt)(Joonis 12, rajad 1-10).
Radadel 3 ja 4 ning 8 ja 9 analiilisitud bakterikolooniatest eraldati plasmiidid ning nende digsust
kontrolliti sekveneerimise teel. Saadud reporterplasmiidid nimetati pRS306-GALprom-Rluc-
Fluc-FBAlierm ja pRS306-GALprom-Rluc-2xSnf7-Fluc-FBA liem (lithendid pRS306-Rluc-Fluc
ja pRS306-Rluc-Fluc)(Joonis 11). Mdlemad plasmiidid sisaldavad GALI,10 promootori
regulatsiooni all olevaid lutsiferaaside geene; ampitsilliini resistentsusgeeni E. coli kolooniate
selekteerimiseks; URA3 markergeeni transformeeritud S. cerevisiae tiivede selekteerimiseks

(Joonis 11).

1 2 3 4 5 L pigkkus L 6 7 8 9 10

(nt)
i — 3000 — Wl
P Wi
. — 1500 —
# Wil
g; — 1000 — g O me wew—  RIuc-2xSNF7-Fluc

Rluc-Fluc —> wwn v'x B8 ¥5 e M— 500 \,,

war

Joonis 12. Bakterikolooniate analiilis koloonia-PCR  meetodil 0,9%
agaroosgeelelektroforeesil. Rajad 1-5, bakterikolooniad, mis sisaldasid Rluc-Fluc
fragmendiga plasmiide; rajad 8-10, bakterikolooniad, mis sisaldasid Rluc-2xSNF7-Fluc
fragmendiga plasmiide; rada L, DNA pikkusmarker (GeneRuler 100 bp DNA Ladder).
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2.3.2. Lutsiferaaside geene ekspresseerivate pagaripirmi tiivede konstrueerimine

Teiseks etapiks oli konstrueeritud plasmiidide sisestamine pagaripirmi genoomi.
Konstrueeritud plasmiididel puudub pagariparmis todtav replikatsiooni alguspunkt, mille tottu
plasmiidid ei séili ja ei parandu edasi parmirakkude jagunemisel. Kuid nendes plasmiidides on
funktsionaalne URA3, mis kodeerib uratsiili biosiinteesi raja ensiiiimi orotidiin-5’-fosfaadi
dekarboksiilaasi  (Saccharomyces Genome Database, https://www.yeastgenome.org/).
Pagariparmi  metsiktiitipi TYSC309 ja mutantse tiive TYSC906 genoomis on
mittefunktsionaalne geenivariant wura3-52, mille tottu on uratsiil kasvuks hidavajalik.
Transformeerides konstrueeritud plasmiide parmitiivedesse TYSC309 ja TYSC906 toimub
homoloogiline rekombinatsioon plasmiidis oleva URA3 markergeeni ning parmi genoomis
oleva ura3-52 lookuse vahel. Rekombinatsiooni tulemusena taastub URA3 funktsioon (Joonis
13) ning transformatsioonil saadud parmikolooniad jddvad ellu uratsiilita selektiivsodtmel.
Kasutades URA3 jarjestuses asuvat Ncol restriktaasi 1dikekohta, konstrueeritud plasmiidid
lineariseeriti ning saadud DNA fragmendid transformeeriti pagaripdrmi metsiktiiiipi ja
mutantsesse tiivedesse. Metsiktiilipi tlive baasil saadi tiived TYSC920 ja TYSC929, mis
sisaldasid vastavalt Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc geene. Mutantse tiive transformeerimisel
saadi tiived TYSC946 ja TYSC948, mis sisaldasid vastavalt Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc

geene.
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Joonis 13. Plasmiidi pRS306-Rluc-Fluc integreerimine pagaripirmi genoomi URA3
lookusesse. A, transformeerimiseks kasutatud plasmiidi kaart, mille URA3 sisaldab Ncol
restriktsioonisaiti. B, URA3 lookus enne ja pérast transformatsiooni. Plasmiidi sisenemisel
parmigenoomi toimub URA3 funktsiooni taastumine. Samasugune integratsioon pagariparmi
genoomi viidi 14bi ka pRS306-Rluc-2xSnf7-Fluc plasmiidiga.

Enne reportersiisteemi kasutusele votmist kontrolliti transformantides lutsiferaaside geenide
ekspressiooni. Selleks kasvatati parmikultuurid eksponentsiaalse kasvufaasini, mil toimub
koige aktiivsem valgusiintees. Seejdrel indutseeriti transkriptsioon galaktoosi lisamisega.
Kultuuridest voeti proovid enne indutseerimist ning 20 ja 40 minuti méddumisel. Jirgmisena
moddeti lutsiferaaside ensiimaatilisi aktiivsusi luminomeetriga (Joonis 13). Mdddetud tiivedes
tuvastati lutsiferaaside aktiivsused. Seega toimub genoomi viidud lutsiferaaside jarjestuselt

funktsionaalse valgu siintees.
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Joonis 13. Katse iileschitus lutsiferaaside ensiimaatiliste aktiivsuste méaidramiseks.
Péarmikultuurid kasvatati raffinoosi sisaldaval selektiivséotmes eksponentsiaalse kasvufaasini.
Seejarel lisati lutsiferaaside geenide transkriptsiooni aktiveerimiseks galaktoosi
16ppkontsentratsioonil 3%. Proovid vdeti enne indutseerimist ning 20 ja 40 minuti méddumisel.
Rakud sadestati tsentrifuugimise teel, supernatant eemaldati ning rakusade kiilmutati N»-s.
Seejarel mdodeti proovidest lutsiferaaside enstimaatilised aktiivsused.

Tulemusete visualiseerimiseks koostati graafikud, mille x-teljel olid proovide vdtmise aeg ning
y-teljel mdddetud luminestsentsi védédrtused (Joonis 14). Andmete analiilisimisel selgus, et
tiivede TYSC920 ja TYSC929 rakkudest mdddetud lutsiferaaside ensiimaatilised aktiivsused
olid palju kdrgemad kui tiivedest TYSC946 ja TYSC948 mdddetud aktiivsused. Tiivede
TYSC946 ja TYSC948 ribosoomides puuduvad rRNA modifikatsioonid PTC piirkonnas ning
see pOhjustab madalamat translatsioonitaset. Vorreldes Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc
reporteritega tiivede firefly lutsiferaasi aktiivsusi leiti, et see on madalam Rluc-2xSNF7-Fluc
reporteriga tiivedes. Selle pdhjuseks on lutsiferaasi geenide vahel paiknev 2xSnf7

valgudomeen, mille transleerimine votab aega.
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Joonis 14. Lutsiferaaside aktiivsuste miiramine tiivedes TYSC920, TYSC929, TYSC946
ja TYSC948. Luminestsentsi signaali on véljendatud suhtelistes valguse tihikutes (RLU, ingl
Relative Light Unit). A, tiivede TYSC920 (tumesinine) ja TYSC929 (tumepunane) Renilla
(Rluc) ja firefly (Fluc) lutsiferaaside aktiivsused. B, tiivede TYSC946 (helesinine) ja TYSC948
(helepunane) Renilla ja firefly lutsiferaaside aktiivsused. Graafikutel on ndidatud Renilla
lutsiferaasi enstimaatilisest aktiivsusest pdhjustatud luminestsentsi signaali tasemed
punktidena. Firefly lutsiferaasi puhul on toodud luminestsentsi signaalid kolmnurkadena.
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2.3.3. Esmase luminestsentsi signaali maaramine

Ajahetk, mil tekib esmane luminestsentsi signaal ehk TFA (ingl time of the first appearance),
kirjeldab aega, mis kulub Renilla ja firefly lutsiferaaside siinteesiks. TFA maaramiseks kasvatati
koigepealt lahjenduskultuurid eksponentsiaalse kasvufaasini. Jargmisena viidi 1dbi katse
proovide kogumiseks ja lutsiferaasi aktiivsuste modtmiseks. Katse iilesehitus on toodud
joonisel 15. Rakkudes indutseeriti lutsiferaasi geenide transkriptsiooni galaktoosi lisamisega.
Pérmikultuuride indutseerimine toimus loksutavas termoblokis ning ajapunkte voeti iga 2

minuti jérel 30 minuti jooksul. Seejirel moddeti lutsiferaaside aktiivsused luminomeetriga.
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Joonis 15. Katse iilesehitus esmaste lutsiferaaside aktiivsuste méairamiseks. Parmikultuurid
kasvatati raffinoosi sisaldaval selektiivsootmes eksponentsiaalse kasvufaasini. Seejirel lisati
lutsiferaaside geenide transkriptsiooni aktiveerimiseks galaktoosi 10ppkontsentratsioonil 3%.
Péarmikultuure indutseeriti loksutavas termoblokis 30 minutit. Proove vdeti iga 2 minuti tagant.
Rakud sadestati tsentrifuugimise teel, supernatant eemaldati ning rakusade kiilmutati N»-s.
Seejarel moodeti proovidest lutsiferaaside enstimaatilised aktiivsused.

Tulemused visualiseeriti graafikul, mis kujutatas Renilla ja firefly lutsiferaaside aktiivsuste
tdusu ajas. Jargmisena arvutati taustsignaali {ilemine piir, liites taustsignaali keskmisele
védrtusele selle 4-kordse standardhélbe védrtuse. Esmase lutsiferaasi aktiivsuse méidramiseks
lisati graafikule taustsignaali iilemise piiri vairtus joonena. Vaadates selle joone 1dikepunkti
lutsiferaasi aktiivsuse joonega, saab miérata esmase lutsiferaasi aktiivsuse tekkimiseks kulunud
aja ehk TFA. Tivede TYSC920, TYSC929, TYSC946 ja TYSC948 médratud TFA viirtused
on toodud tabelites 4 ja 5. Renilla ja firefly lutsiferaaside aktiivsuste graafikud, nende
taustsignaali lilemised piirid ja midratud TFA on toodud néidisgraafikutena joonistel 16 ja 17.

Igast analiiiisitud tiivest on toodud iiks niide.
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Joonis 16. Tiivede TYSC920 ja TYSC929 lutsiferaaside aktiivsused ja méiratud TFA.
Luminestsentsi signaal on véljendatud suhtelistes valguse tihikutes (RLU). Tumesinise joonena
on toodud mdddetud Renilla lutsiferaasi aktiivsus ning tumepunase joonena on toodud
moddetud firefly lutsiferaasi aktiivsus. Halli joonena on toodud taustsignaali kdige lilemine piir
ning noolega on tdhistatud esmase lutsiferaasi aktiivsuse tekkimiseks kuluv aeg. A, Rluc-Fluc
reporteri lutsiferaaside aktiivsused ja TFA metsiktiilipi pdhineval tiivel. B, Rluc-2xSNF7-Fluc
reporteri lutsiferaaside aktiivsused ja TFA metsiktiiiipi pdhineval tiivel.
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Joonis 17.Tiivede TYSC946 ja TYSC948 lutsiferaaside aktiivsused ja miidratud TFA.
Luminesstentsi signaal on viljendatud suhtelistes valguse iihikutes (RLU). Helesinise joonena
on toodud moddetud Renilla lutsiferaasi aktiivsus ning helepunase joonena on toodud
moddetud firefly lutsiferaasi aktiivsus. Halli joonena on toodud taustsignaali kdige iilemine piir
ning noolega on tdhistatud esmase lutsiferaasi aktiivsuse tekkimiseks kuluv aeg. A, Rluc-Fluc
reporteri lutsiferaaside aktiivsused ja TFA mutandil pShineval tiivel. B, Rluc-2xSNF'7-Fluc
reporteri lutsiferaaside aktiivsused ja TFA mutandil pShineval tiivel.
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Madratud taustsignaalide vordlemine nditas nende suurt varieeruvust tiivede vahel (Lisa 1). On
voimalik, et SC-URA selektiivsodtmes kasvatatud iiledd- ja lahjenduskultuurides, milles
siisinikuallikana kasutatakse raffinoosi, , toimub lutsiferaaside transkriptsioon GALI,10
promootorilt madalal tasemel. Kui raffinoosi asemel oleks kasutatud gliikoosi, mis on GAL1,10
promootori repressor, siis katse 1dbiviimiseks peab parmirakkudest gliikoosi vilja pesema voi

muidu ei saaks transkriptsiooni galaktoosiga aktiveerida.

Renilla lutsiferaasi esmase aktiivsuse teke kirjeldab aega, mis kulub initsiatsiooniks ja Renilla
lutsiferaasi domeeni silinteesimiseks. Méératud Renilla lutsiferaasi TFA viaartustest selgus, et
need varieeruvad erinevates kultuurides (Lisa 2 ja Lisa 3). Selle pohjuseks on lutsiferaaside
ekspressiooni aktiveerimine transkriptsiooni tasemel, mille tottu mRNA siinteesiks, selle

transpordiks tsiitoplasmasse ja valgusiinteesiks kuluv aeg on erinevates kultuurides erinev.

2.3.4. Metsiktiiiibi ja mutantsete ribosoomide elongatsioonikiiruste vordlemine

Maidratud Renilla ja firefly TFA viairtuste kaudu saab arvutada ATFA, mis véljendab
vahejirjestuse ja firefly lutsiferaasi domeeni siinteesiks kulunud aega. Selle arvutamiseks
lahutati firefly lutsiferaasi TFA vairtusest Renilla TFA védrtus. Seejérel arvutati iga tiive jaoks
ATFA keskmine ning standardhidlve (Lisa 2 ja Lisa 3). Metsiktiiiibil pohinevate tiivede
TYSC920 ja TYSC929 keskmised ATFA védrtused on vastavalt 0,43 + 0,08 ja 1,93 + 0,29
minutit (Lisa 2). Tiivede TYSC946 ja TYSC948 keskmised ATFA védrtused on vastavalt 1,35
+ 0,37 ja 2,80 + 0,66 minutit (Lisa 3). Vorreldes tiivede TYSC946 ja TYSC948 ning TYSC920
Ja TYSC929 keskmisi ATFA véirtusi, on niha, et mutantseid ribosoome sisaldavatel tiivedel
on need véirtused suuremad kui metsiktiilipi ribosoomidega tiivedel. Seega kulub mutantidel
lisajdrjestuse ja firefly lutsiferaasi domeeni siinteesimiseks ning translatsiooni 1dpetamiseks
rohkem aega. Ribosoomide elongatsioonikiiruste analiiiisimiseks vorreldi 2xSnf7
valgudomeeni siinteesiks kulunud aega metsiktiilipi ja mutantseid ribosoome sisaldavates
tiivedes. Selleks lahutati Rluc-2xSNF'7-Fluc reporteritega tiivede keskmisest ATFA véértustest
Rluc-Fluc reporteritega tiivede keskmine ATFA vaartus. Metsiktiiiipi ribsoomidel kulus 2xSnf7
valgudomeeni siinteesimiseks 1,50 minutit. Tiivedel, mis sisaldavad mutantseid ribosoome,
kulus selle valgudomeeni siinteesiks 1,45 minutit. Nende tulemuste vordlemisel selgus, et
metsiktiitipi ja mutantsetel ribosoomidel kulub sama palju aega 2xSnf7 valgudomeeni
stinteesimiseks. Sellest voib jareldada, et PTC piirkonnas olevad rRNA modifikatsioonid, mis

on puudu mutantsetes ribosoomideas, ei mojuta lisajérjestuse translatsioonikiirust.
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2.4. Arutelu

Varasemalt on molekulaarbioloogia Oppetoolis véljatdotatud in vitro reportersiisteem
ribosoomide elongatsioonikiiruse midramiseks (Kisly jt., 2021). See siisteem pdhineb Renilla
ja firefly lutsiferaasidel, mille siinteesi uuritakse rakuvabas translatsioonisiisteemis.
Reportersiisteem kasutab plasmiidi pUC18-Dual, mis kodeerib Renilla ja firefly lutsiferaaside
liitvalku. Selline kahel lutsiferaasil to6tav reportersiisteem vOimaldab uurida ning eristada
translatsioonis initsiatsiooni ja elongatsiooni etappe. Ribosoomide elongatsioonikiiruse
madramiseks konstrueeriti lisaks viis plasmiidi, kuhu Renilla ja firefly lutsiferaasi kodeerivate
jérjestuste vahele viidi lisajarjestused. Nendeks lisajarjestusteks valiti erinevaid valgudomeene
kodeerivaid jérjestusi, millest iiks siinteesib 2xSnf7 valgudomeeni, mis koosneb kahest 73
aminohappe pikkusest a-heeliksist. Ribosoomide elongatsioonikiiruse médramiseks, moddeti
alguses lutsiferaasi ensiilimide aktiivsused ning seejirel miidrati aeg, mis kulub esmase
lutsiferaasi aktiivsuse tekkimiseks ehk TFA. Lahutades firefly lutsiferaasi TFA viirtusest
Renilla lutsiferaasi TFA, saab teada kui palju aega kulus lisatud jérjestuse ja firefly valgu
stinteesiks ning terminatsiooniks (nn. ATFA). Saadud tulemustest selgus, et metsiktiiiipi

ribosoomidel kulus 2xSnf7 domeeni stinteesiks 1,35 + 0,14 minutit (Kisly jt., 2021).

Kiesoleva bakalaureusetod eesmirgiks oli vélja tootada Renilla ja firefly lutsiferaaside
liitvalgul pohinev reportersiisteem, millega saaks moodta ribosoomide aktiivsust in vivo.
Ribosoomide aktiivsuste modtmiseks kasutati organismi S. cerevisiae metsiktiitipi TYSC3009 ja
mutantset TYSC906 tiivesid. Tiive TYSC906 on kasutatud PTC piirkonnas paikneva nelja
konserveerunud rRNA modifikatsiooni olulisuse uurimiseks pagariparmis (Leppik jt., 2024).
Tive TYSC906 saamiseks deleteeriti kolm snoRNA geeni ja loodi ensiitimide Nop2 ja Spbl
mittekataliiiitilised variandid. Konstrueeritud mutandil méiédrati kasvukiirus, globaalse
translatsiooni tase ja translatsiooni tipsus. Tulemustest selgus, et mutantsel tiivel oli kasvukiirus
30 °C juures kolm korda aeglasem vorreldes metsiktiiiipi tiivedega. Veel selgus, et see tiivi on
kiilmatundlik.. Ribosoom-poliisoom profiile uurides tuli vélja, et mutantses tiives oli tdusnud
vabade 40S alaiihikute hulk, kuid aktiivselt transleerivate 80S ribsoomide hulk oli langenud.
See pohjustas 2,6 korda madalamat globaalse translatsiooni taset vorreldes metsiktiilibiga.
Translatsiooni tdpsuse méadramiseks kasutati reporterplasmiide ning analiilisiti stoppkoodonite
labilugemist. Tulemusena leiti, et rRNA modifikatsioonide puudumisel muutuvad mutantsed

ribosoomid tidpsemaks. Nendest tulemustest jdreldati, et PTC piirkonnas olevatel
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konserveerunud rRNA modifikatsioonidel on oluline roll optimaalseks translatsiooniks (Leppik

it., 2024),

Pagariparmi ribosoomide translatsiooni uurimiseks in vivo tootati vélja uurimistod raames
reportersiisteem. Selle rakendamiseks kasutati metsiktiilipi ja mutantset tiive, kus oli PTC
piirkonnas puudu neli konserveerunud rRNA modifikatsiooni (Leppik jt., 2024). Siisteemi vélja
tootamiseks konstrueeriti esmalt pUC18-Dual ja pUC18-Duall46 reporterplasmiidide pohjal
kaks plasmiidi, millest iiks sisaldas Rluc-Fluc ja teine Rluc-2xSNF7-Fluc geenide fragmente.
Mblemad plasmiidid integreeriti pagaripirmi metsiktiilipi tiive ja mutantse tiive genoomi.
Saadud tiivedest on voimalik modta Renilla ja firefly lutsiferaaside aktiivsusi ajas ning nende
pohjal on voimalik arvutada ATFA. Mdodetud lutsiferaaside aktiivsustest selgus, et tiivede
vahel esineb taustsignaali suur varieeruvus (Lisa 1). Genoomi sisestatud lutsiferaaside geenid
on GALI,10 promootori regulatsiooni all. On vdimalik, et SC-URA selektiivs66tmes, milles
stisinikuallikana kasutatakse raftinoosi, toimub transkriptsioon GAL1, 10 promootorilt madalal
tasemel. Taustsignaali varieeruvuse vahendamiseks peaks tulevikus vilja selekteerima sellised
konstrueeritud tiived, mille taustsignaalid on madalad ja sarnased. Tiivede vordlemisel selgus
ka, et Renilla lutsiferaasi esmase signaali tekkimisele kulunud aeg on erinevates kultuurides
erinev (Lisa 2 ja Lisa 3). Lutsiferaaside ekspressioon aktiveeritakse transkriptsiooni tasemel.
Aeg, mis kulub mRNA siinteesiks, selle transpordiks tsiitoplasmasse ja valgusiinteesiks on
erinevates kultuurides varieeruv. Seetdttu ei ole vdimalik in vivo reporterplasmiide kasutades
médrata translatsiooni initsiatsiooniks kulunud aega ning translatsiooni analiilisimise
alguspunktiks voeti Renilla TFA ehk ajapunkt, mil Renilla valgudomeen oli valmis siinteesitud.
Jargmisena vorreldi tiivede, mis sisaldasid metsiktiitipi vo1 mutantseid ribosoome, arvutatud
ATFA védrtusi. Tulemustest selgus, et mutantsetel ribosoomidel kulus rohkem aega firefly
domeeni ning 2xSnf7 ja firefly lutsiferaasi domeenide siinteesiks ning terminatsiooniks. Et
hinnata metsiktiiiipi ja mutantsete ribosoomide elongatsioonikiirust, arvutati vélja aeg, mis
kulus 2xSnf7 valgudomeeni siinteesiks. Saadud tulemustest selgus, et mutantsed ja metsiktiilipi
ribosoomid transleerivad lisajirjestust ligikaudu samasuguse kiirusega. See tulemus néitab, et
mutantsete ribosoomide PTC piirkonnas konserveerunud rRNA modifikatsioonide puudumine
el mojuta elongatsioonikiirust vorreldes metsiktiiiipi ribosoomidega. Pohjuseks, miks 2xSnf7
valgudomeeni silinteesiks kulunud aeg on metsiktiiiipi ja mutantsete ribosoomide puhul sarnane,
voib olla see, et 2xSnf7 domeen on struktuuri poolest lihtne ning ei sisalda laetud
aminohappeid. Mutantsete ja metsiktiilipi ribosoomide translatsiooni vordlemisel selgus, et
mutantsetel ribosoomidel kulub rohkem aega firefly valgudomeeni siinteesiks ja

terminatsiooniks. Varasemalt on uuritud organismis E. coli PTC piirkonnas konserveerunud
44



nukleotiide (positsioonid A2451, U2506, U2585 ning A2602) ning nende olulisust
peptiidsideme moodustumisel ja selle vabanemisel ribosoomilt (Youngman jt., 2004). Selles
to0s konstrueeriti mutandid, mille PTC piitkonna neli konserveerunud nukleotiidi olid
asendatud teiste nukleotiididega. Kineetilistest analiilisidest selgus, et mutantidel ei olnud
erinevust metsiktiiiibiga peptiidahela siinteesimisel, kuid peptiidahela vabanemine ribosoomilt
oli raskendatud. Kuna firefly lutsiferaasi ensiimaatiline aktiivsus tekib alles siis kui liitvalk on
vabanenud ribosoomilt, voib oletada, et konserveerunud rRNA modifikatsioonidel on
tdendoliselt oluline roll peptiidi vabanemisel ning selle tottu pikeneb mutantsetel ribosoomidel

terminatsiooniks kuluv aeg.

Kéesolevas to0s konstrueeriti Renilla ja firefly lutsiferaasil pdhinev reportersiisteem, millega
saab médrata ribosoomide elongatsioonikiirust in vivo. Renilla ja firefly lutsiferaasi
ensilimaatilisi aktiivsusi mdodeti iga tiivega 5-6 korda. Viikse korduste arvu tottu ei saa ATFA
védrtusi tdpsemalt médrata, kuna standardhdlbe vaértused on suured. Nende andmete pdohjal
saab ainult hinnata metsiktliipi ja mutantsete ribosoomide aktiivsusi. Ribosoomide
elongatsioonikiiruse tdpsemaks hindamiseks peaks tegema rohkem katsekordusi, et koguda
piisavalt andmeid. Reportersiisteemi edaspidise rakendusena voOiks uurida mutantsete
ribosoomide elongatsiooni kiirusi stressitingimustes. Varasemalt on uuritud mutantse tiive
TYSC906 kasvufenotiiiipi temperatuuridel 30 °C, 20 °C ja 15 °C (Leppik jt., 2024). Vorreldes
metsiktiilibiga oli mutandil aeglasem kasv 30 °C juures, temperatuuridel 20 °C ning 15 °C kasvu
ei olnud (Leppik jt., 2024). Seega, kasutades véljatootatud reportersiisteemi, on voimalik ndha
suuremaid erinevusi metsiktiilipi ja mutantsete ribosoomide aktiivsustes, kui kasvatada rakke
stressitingimustel, néiteks temperatuuril 25 °C. Veel oleks vdimalik reportersiisteemiga uurida,
kuidas mdjutavad haruldased koodonid vdi kompleksema struktuuriga domeene kodeerivad
lisajdrjestused mutantsete ribosoomide elongatsioonikiirust. Selle katse ldbiviimiseks peaks
konstrueerima uued tiived, mille Renilla ja firefly lutsiferaaside vahele on sisestatud haruldaste
koodonitega lisajirjestus. Seejdrel saab nendes tiivedes moodta lutsiferaaside aktiivsusi ja
médrata lisajirjestuse siinteesimiseks kulunud aja. Kasutades arvutatud ATFA védrtusi, saab
analiiiisida ning vorrelda mutantsetes ja metsiktiilipi ribosoomides haruldaste koodonite moju

lisajérjestuse siinteesile.

Kokkuvotteks, kdesolevas to0s konstrueeriti kahel lutsiferaasil pohinev reportersiisteem, mis
vOimaldab hinnata ribosoomide aktiivsust in vivo. Sellel siisteemil on mitu eelist in vitro
siisteemi ees. Uheks eeliseks on selle siisteemi lihtsus. Et viia 1ibi in vitro translatsiooni, on

vaja teha rohkem ettevalmistusi. Esmalt on vaja valmistada rakuvaba liisaat, mis sisaldab
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translatsiooniks vajalikke ribosoome ja komponente. Lisaks on vaja transkribeerida reaktsiooni
lisatav mRNA. Selle valmistamine toimub mitmes etapis: mRNA siinteesitakse in vitro,
puhastatakse ja mRNA 5’ otsa lisatakse cap-struktuur. Olles viinud 14bi need ettevalmistused,
saab alustada in vitro translatsiooni. In vivo slisteemis on lutsiferaase kodeerivad jérjestused
integreeritud parmigenoomi GALI,10 promootori regulatsiooni alla. Lutsiferaasi geenide
ekspressiooni saab aktiveerida galaktoosi lisamisega. Seejdrel on vodimalik erinevatel
ajapunktides kogutud proovidest mdota lutsiferaaside aktiivsused. Need katsed saab viia 14bi 1-

2 péeva jooksul, mis voimaldab analiilisida mitmeid mutante samaaegselt.
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KOKKUVOTE

Kahel lutsiferaasil pohinevaid reportersiisteeme kasutatakse laialdaselt geeniekspressiooni
uurimiseks. Eelnevalt on molekulaarbioloogia Oppetoolis toétatud vélja Renilla ja firefly
lutsiferaasidel pohinev in vitro reportersiisteem ribosoomide translatsiooni uurimiseks (Kisly
jt., 2021). Selle siisteemi reporter koosneb Renilla ja firefly lutsiferaaside liitvalgust, mille
translatsiooni analiiiisitakse pagaripdrmi rakuvabas translatsioonisiisteemis. Selline kahel
lutsiferaasil pdhinev reportersiisteem vdimaldab wuurida ning eristada translatsiooni
initsiatsiooni ja elongatsiooni etappe ning mdidrata ribosoomide protsessiivsust. Sisestades
lisajérjestusi lutsiferaaside liitvalku kodeerivasse jérjestusse, on voimalik médrata ribosoomide

elongatsioonikiirust selle domeeni siinteesimisel.

Kédesoleva t60 eesmdrgiks oli todtada vélja kahel lutsiferaasil pdhinev in vivo
reportersiisteem. T60 jagunes kolmeks etapiks. Esmalt konstrueeriti integreeritavad plasmiidid,
mis sisaldasid lutsiferaaside geene. Reporteritena kasutati fragmente Rluc-Fluc ja Rluc-
2xSNF7-Fluc, mida on kasutatud ka in vitro siisteemis. Teises etapis konstrueeriti parmitiived
sisestades lutsiferaase kodeerivad plasmiidid pdrmigenoomi. Kasutati metsiktiilipi pagaripdrmi
tive ning mutantset tlive, mille ribosoomides puuduvad konserveerunud rRNA
modifikatsioonid peptidiiiiltransferaasse tsentri piirkonnas. Saadud tiivedes mdoddeti
lutsiferaaside ensiimaatilisi aktiivsusi. Kolmandas etapis maédrati lutsiferaaside esmase
aktiivsuse tekkimise aega. Nende vairtuste pohjal arvutati firefly lutsiferaasi voi lisajérjestuse
ja firefly lutsiferaasi siinteesiks ning terminatsiooniks kulunud aeg. Elongatsioonikiiruse
hindamiseks madrati metsiktiilipi ja mutantsetel ribsoomidel 2xSNF7 lisajirjestuse

stinteesimiseks kulunud aeg.

Uurimistdd tulemusena konstrueeriti metsiktiiiibi ja mutandil pdhinevad pagaripdrmi tiived,
mille genoomi oli integreeritud lutsiferaaside fragmendid Rluc-Fluc ja Rluc-2xSNF7-Fluc.
Analiitisitud tiivedes tuvastati lutsiferaaside aktiivsused. Seega toimub genoomi viidud
lutsiferaaside jdrjestuselt funktsionaalse valgu siintees. Ribosoomide elongatsioonikiiruste
madramisel selgus, et metsiktiilipi ja mutantsetel ribosoomidel kulub sama palju aega 2xSnf7
valgudomeeni siinteesimiseks. Mairates firefly lutsiferaaside esmaseid aktiivsusi tdheldati, et
mutantsetel ribosoomidel kulus rohkem aega firefly lutsiferaasi valgudomeeni siinteesimiseks
ja terminatsiooniks. Sellest voib jareldada, et peptidiiiiltransferaasse tsentri piirkonnas asuvad

rRNA modifikatsioonid on olulised peptiidahela vabanemiseks.
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SUMMARY

In vivo reporter system based on Renilla and firefly luciferases for translation analysis in

budding yeast Saccharomyces cerevisiae
Patrick Busch

Ribosomes are macromolecular machines consisting of ribosomal RNA (rRNA) and ribosomal
proteins (r-proteins). The main function of ribosomes is to synthesise proteins suing the
information from mRNA (messenger RNA). RNA modifications are widespread in nature.
These modifications enable hydrogen bonding between nucleotides, stabilising the RNA
structure. Ribosomal RNA is highly modified an these modifications cluster in functionally
important regions, such as the decoding centre and the peptidyl transferase centre (PTC)
(Sharma & Lafontaine, 2015). The PTC region is responsible for aminolysis of the ester bond
between peptidyl-tRNA and aminoacyl-tRNA, resulting in the formation of peptide bonds
(Simonovic & Steitz, 2009). A reporter system based on Renilla and firefly luciferases has been
developed to study ribosome translation in vitro (Kisly et al., 2021). Literature reviews of the
thesis will discuss the structure of ribosomes and PTC in more detail. RNA modifications and
snoRNP-mediated modification mechanism will be discussed in further detail. The thesis will
also give a review of dual luciferase assays, with a particular focus on the Renilla and firefly

reporter system.

The aim of this study was to develop a reporter system based on two luciferases.The study was
divided into three phases. First, plasmids containing luciferase genes were constructed that
could be integrated into the yeast genome. Rluc-Fluc and Rluc-2xSNF7-Fluc fragments were
used as reporters. Secondly, yeast strains were constructed by inserting luciferase-encoding
plasmids into the yeast genome. Wild-type budding yeast strain and a mutant strain lacking
conserved rRNA modifications in the PTC region were used. The enzymatic activities of each
luciferase were then measured in the resulting strains. Thirdly, the time of the first appearance
of the luminescence signal of luciferase was determined. From these values, the time taken for
synthesis and termination of the firefly luciferase, as well as the time taken for synthesis and
termination of the additional coding sequences and firefly luciferase, was calculated. To
estimate ribosomal elongation rate, the time taken for the synthesis of the 2xSNF7 additional

coding sequence in wild-type and mutant ribosomes was determined.
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This research resulted in the construction of wild-type and mutant-based strains of budding
yeast in which the luciferase coding sequences (Rluc-Fluc and Rluc-2xSNF7-Fluc) were
integrated into the genome. Luciferase activities were detected in the analysed strains. Thus,
the synthesis of a functional enzymes takes place from the sequences inserted into the genome.
The elongation rate of ribosomes was calculated, revealing that both wild-type and mutant
ribosomes synthesize the 2xSnf7 protein domain at a comparable rate. The determination of the
time of the first appearance of the luminescence signal of firefly luciferases showed that the
synthesis and termination of the firefly luciferase protein domain took longer for mutant
ribosomes. This suggests that rRNA modifications in the PTC region are important for releasing

the synthesised peptide chain.
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LISAD

Lisa 1.
Moodetud Renilla ja firefly lutsiferaaside taustsignaalide tugevused

Tiivi Kultuuri Rluc Fluc
number taustsignaal taustsignaal

TYSC920 1 14201 3251
2 14636 3897
3 14927 3179
4 15539 3936
5 17287 6107
6 16281 4125

TYSC929 1 2149 666
2 3797 768
3 3784 1279
4 5225 1876
5 3139 1014

TYSC946 1 1871 535
2 1748 485
3 2783 805
4 1982 622
5 2083 594

TYSC948 1 713 253
2 520 197
3 528 217
4 641 218
5 842 282
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Lisa 2.

Tiivede TYSC920 ja TYSC929 méiratud lutsiferaaside TFA-d, arvutatud
ATFA-d, nende keskmised koos standardhélbega.

Reporter Kultuuri | Rluc TFA Fluc TFA ATFA

number [ (min) (min) (min)
Rluc-Fluc 1 11,50 12,00 0,50

2 11,40 11,80 0,40

3 10,00 10,50 0,50

4 11,60 12,00 0,40

5 11,50 12,00 0,50

6 11,50 11,80 0,30

keskmine ATFA + SD = 0,43 + 0,08

Rluc-2xSNF7-Fluc | 1 9,40 11,60 2,20

2 12,20 14,20 2,00

3 10,00 12,00 2,00

4 8,60 10,75 2,15

5 9,20 11,00 1,80

6 12,00 13,40 1,40

keskmine ATFA + SD = 1,93 £ 0,29
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Lisa 3.

Tiivede TYSC946 ja TYSC948 mairatud lutsiferaaside TFA-d, arvutatud ATFA-d,
nende keskmised koos standardhiilbega.

Reporter Kultuuri | Rluc TFA Fluc TFA ATFA

number | (min) (min) (min)
Rluc-Fluc 1 12,00 13,40 1,40

2 11,20 12,80 1,60

3 14,40 16,20 1,80

4 11,75 12,80 1,05

5 13,50 14,40 0,90

keskmine ATFA+SD = 1,35+ 0,37

Rluc-2xSNF7-Fluc | 1 11,00 14,00 3,00

2 10,80 14,60 3,80

3 13,00 15,80 2,80

4 12,60 14,80 2,20

5 12,00 14,20 2,20

keskmine ATFA+SD = 2,80 + 0,66
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