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INFOLEHT

Eukariiootse valgukompleksi Cbf5-Gar1-Nop10-Nhp2 puhastamine ja aktiivsuse kontroll

in vitro pseudouridiilatsioonil

Kéesoleva t60 eesmirk oli puhastada vélja pseudouridiilatsiooni teostava Saccharomyces
cerevisiae-st parit H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi valgud ja testida kompleksi aktiivsust

in vitro pseudouridiilatsioonil.

Kompleksi moodustamiseks optimeeriti valkude ekspressioon E. coli ekspressioonitiivedes,
puhastati valgud afiinsuskromatograafia meetoditega ning siinteesiti kompleksi kuuluv giid-
RNA ja pseudouridiilatsioonireaktsiooni substraat-RNA kasutades in vitro transkriptsiooni.
Moodustatud kompleksi aktiivsust hinnati triitiumi vabanemise kaudu, kasutades triitiumiga

margitud substraat-RNA-d.

Mairksdnad: RNA modifikatsioonid, pseudouridiin, H/ACA RNP, valguekspressioon,

afiinsuskromatograafia

CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

Purification and evaluation of activity of the eukaryotic protein complex Cbf5-Garl-

Nop10-Nhp2 by in vitro pseudouridylation

The aim of this thesis was to recombinantly express and purify the four proteins (originating
from Saccharomyces cerevisiae) in E. coli. These proteins form the H/ACA ribonucleoprotein
complex that carries out the pseudouridylation reaction. The aim was to test the activity of that

complex.

In order to form the complex, the expression of the proteins of the H/ACA RNP complex in E.
coli expression strains was optimized, the proteins were purified, and the guide-RNA and
substrate-RNA were synthesized using in vitro transcription. The activity of the RNP complex

was evaluated by the release of tritium using tritiated substrate-RNA.

Keywords: RNA modifications, pseudouridine, H/ACA RNP, protein expression, affinity
chromatography

CERCS code: P320 Nucleic acids, protein synthesis
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KASUTATUD LUHENDID

25S rRNA — eukariiootse ribosoomi suure subiithiku komponent
Amp — ampitsilliin

DTT - ditiotreitool

IPTG — isopropiitil-B-D-tiogalaktopiiranosiid

Km — kanamiitsiin

m®A — Né-metiiiiladenosiin

mRNA — messenger RNA

MQ - iilipuhas vesi (Milli-Q)

ODsoo — spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 600 nm méératud optiline tihedus, mis kirjeldab

bakterite kasvufaasi

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon

RNP — ribonukleoproteiin

SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat

SDS-PAAG — naatriumdodetsiiiilsulfaadi poliiakriiiilamiidgeel
snoRNA — viike tuumakese RNA

tRNA — transfer RNA

B-Me — 2-merkaptoetanool

Y — pseudouridiin



SISSEJUHATUS

Looduses koige levinum RNA modifikatsioon on uridiini isovorm pseudouridiin (¥), mis
avastati 1951. aastal ja on tuntud kui nn viies nukleotiid. Pseudouridiini funktsiooni erinevates
RNA molekulides on palju uuritud ning on leitud, et see mojutab nditeks RNA stabiilsust.
mRNA-s leiti pseudouridiine esmakordselt 2014. aastal, kuid selle tdpne funktsioon mRNA-s

on veel ebaselge.

Pseudouridiini on vdimalik koht-spetsiifiliselt siinteesida kasutades ensiiiime, mida nimetatakse
pseudouridiini  siintaasideks (PUS). PUS-id vodivad olla giid-RNA-st sdltuvad voi
mittesoltuvad. Giid-RNA-st soltuvalt toimub pseudouridiilatsioon H/ACA ribonukleoproteiin-
kompleksi abil, mis koosneb juhtmolekulina toimivast snoRNA-st ja neljast evolutsiooniliselt

konserveerunud valgust: Cbf5, Garl, Nhp2 ja Nop10.

Kéesoleva t66 kirjanduslikus osas antakse lilevaade mRNA-st, selle struktuurist, funktsioonist
ja modifikatsioonidest ning pseudouriidinist ja selle seni teadaolevatest funktsioonidest. T60
eksperimentaalses osas optimeeritakse H/ACA RNP kompleksi kuuluvate valkude
ekspressioon E. coli-s ning puhastatakse rakkudest vélja ribonukleoproteiin-kompleksi
rekombinantsed valgud. Siinteesitakse in vitro transkriptsiooni kasutades giid-RNA ja
substraat-RNA ning kontrollitakse kompleksi aktiivsust pseudouridiilatsioonireaktsioonil

triittiumi vabanemise kaudu kasutades triitiumiga méargitud substraat-RNA-d.

Too eesmirk on testida H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi aktiivsust in  vitro
pseudouridiilatsioonil. T66 kaugem eesmirk on vélja puhastatud kompleksi abil sisestada
pseudouridiine huvipakkuvatesse piirkondadesse, et seeldbi selgitada vidlja mRNA

modifikatsioonide potentsiaalne roll rakus.

Mirksdnad: RNA modifikatsioonid, pseudouridiin, H/ACA RNP, valguekspressioon,

afiinsuskromatograafia



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. mRNA
1.1.1. mRNA iildine iseloomustus ja ajalugu

Molekulaarbioloogia  pdhipostulaat  kirjeldab, et  geneetiline  informatsioon
elusorganismides kantakse iile nukleiinhappelt nukleiinhappele ja nukleiinhappelt valgule
(Crick, 1970). Messenger RNA ehk informatsiooni-RNA (mRNA) on ribonukleotiidhappe
jadkidest koosnev iiheahelaline poliimeer, mis on komplementaarne talle vastava
geenijdrjestusega ning méidrab sellega dra valkude aminohappelise jérjestuse vastavalt
geneetilisele koodile. mRNA-I on molekulaarses pohipostulaadis keskne roll: see kannab

valgusiinteesiks vajaliku informatsiooni DNA-It ribosoomi.

Mote mRNA voimalikust olemasolust tekkis esimest korda 1960. aastal Cambridge’i
Ulikooli teadlaste Sydney Brenneri, Frangois Jacobi ning California Tehnoloogiainstituudi
teadlase Matthew Meselsoni poolt, kes tegid katseliselt kindlaks tollal veel tundmatu
molekuli olemasolu, nimetasid selle ,,messenger RNA-ks*“ ja tootasid vidlja esimese
teoreetilise raamistiku. 1961. aastal avalikustas James Watson, et ka tema uurimisgrupp
tootab sarnase katse kallal ning Watsoni palvel ndustusid Brenner ja tema kolleegid oma
uurimistulemuste avalikustamisega ootama. 1961. aastal avaldasid molemad uurimisgrupid

oma artiklid ajakirjas Nature. (Brenner et al., 1961; Cobb, 2015; Gros et al., 1961)

1.1.2. mRNA struktuur

mRNA struktuur koosneb kodeerivast jdrjestusest, mittetransleeritavatest jarjestustest
(untranslated regions, UTRs) ja eukariiootidel ka mRNA protsessingu tulemusel lisatud 5'
miitsist (5’ cap) ja 3' polii-A sabast (poly(A) tail) (Joonis 1) (McLaughlin et al., 1973;
Ramanathan et al., 2016).
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Joonis 1. Eukariiootse mRNA struktuur. Eukariiootne mRNA koosneb kodeerivast jéarjestusest
(joonisel méargitud lillaga), mittetransleeritavatest jarjestustest (5' UTR ja 3' UTR, vastavalt sinine
ja roheline), 5' miitsist (kollane) ja polii-A sabast (hall). Startkoodon asub kodeeriva jérjestuse

alguses ja stoppkoodon selle 15pus.

Nagu ka DNA-s, sisaldub mRNA geneetiline informatsioon selle nukleotiidses jérjestuses,
mis kodeerivas alas on jaotatud kolme nukleotiidi kaupa koodoniteks. Kodeeriv jérjestus
algab startkoodoniga ja 10peb stoppkoodoniga ning iga koodon kodeerib kindlat
aminohapet, vilja arvatud stoppkoodonid, mis l0petavad valgusiinteesi. Startkoodon on

tavaliselt AUG, stoppkoodonid on UAG, UAA voi UGA. (Kiizek & Kiizek, 2012)

Uheahelaline mRNA vdib moodustada ka nn sisemisi aluspaare vastavalt
komplementaarsusele ja selliste sekundaarstruktuuride teke voib mdjutada mRNA

stabiilsust (Shabalina et al., 2006).

Kui prokartiootides on DNA-It silinteesitud mRNA valmis otse translatsioonietappi
sisenema, siis eukariiootides 1dbib kiipse mRNA eellasmolekul — pre-mRNA — enne
valgusiinteesi protsessingu, mis hdlmab endas lisaks varem mainitud 5' miitsi ja 3' polii-A
saba lisamisele ka splaissingut (splicing). Kodeerivad jarjestused voivad pre-mRNA-s
toimida ka regulatoorsete jérjestustena, eksonis paiknevad splaissingu vdimendajaid
(exonic splicing enhancer, ESE) v0i eksonis paiknevad splaissingu vaigistajaid (exonic

splicing silencer, ESS). (Black, 2003)

5' ja 3' mittetransleeritavad jérjestused asuvad mRNA-s vastavalt startkoodoni ees ja
stoppkoodoni jdrel. UTR-e ei transleerita, kuid on leitud, et need mdjutavad mRNA
stabiilsust ja lokalisatsiooni ning translatsiooniefektiivsust. Nimetatud funktsioonid
soltuvad UTR-i jdrjestusest ja voivad mRNA-de vahel erineda. (Jia et al., 2020; Schwerk &
Savan, 2015)

Prokariiootides asub mRNA 5' UTR-s umbes 5-7 nukleotiidi enne kodeerivat jérjestust

Shine-Dalgarno jarjestus (GGAGG), mis paardub ribosoomi védikese alaiihiku 16S rRNA 3'



otsas asuva Anti-Shine-Dalgarno  jérjestusega, kdivitades translatsiooni

initsiatsiooniprotsessi (G.-W. Li et al., 2012).

Eukartiootse mRNA 5' UTR sisaldab samuti ribosoomi poolt dratuntavat jérjestust, mis
vOimaldab ribosoomil mRNA-ga seonduda ja translatsiooni alustada. Translatsiooni
initsiatsiooniks skaneerib preinitsiatsioonikompleks 5' UTR-i kuni jouab startkoodonini

ning mRNA seondub ribosoomi viikese alatihikuga. (Hinnebusch et al., 2016)

3' UTR-il on oluline roll translatsiooni termineerimises ja translatsioonijargses

modifitseerimises (Barrett et al., 2013).

Eukartiootsetes rakkudes lisatakse mRNA protsessingu kdigus mRNA 5' otsa 5' miits ja 3'
otsa polii-A saba. 5' 7-metiililguanosiinmiits (m7G) koosneb guaniini nukleotiidist, mis on
mRNA kiilge seondunud 5'-5' trifosfaatiihenduse abil. Kohe pirast nukleotiidi mRNA
kiilge lisamist metiileerib metiiiiltransferaas selle guanosiini 7. positsioonis. (Ramanathan

etal., 2016)

Polii-A saba on kuni mdnesaja nukleotiidi pikkune poliiadenosiini jarjestus, mis lisatakse
mRNA protsessingu kdigus pre-mRNA 3' otsa. Selle peamine iilesanne on kaitsta mRNA-

d degradeerumast. (McLaughlin et al., 1973)

1.1.3. mRNA struktuuri ja funktsiooni seos

mRNA juhib valguekspressiooni, mille efektiivsus soltub mRNA funktsionaalsest
poolvédrtusajast (functional half-life) ning sellest, kui histi toimub mRNA kodeerivalt
jarjestuselt translatsiooni initsiatsioon ja elongatsioon. Nii translatsiooniefektiivsust kui
funktsionaalset poolvéddrtusaega mojutab primaarne mRNA jérjestus. Siinoniilimsete
koodonite valikul on otsene moju translatsioonile, kusjuures kdrge ekspressioonitasemega
geenid sisaldavad tihti rohkem ,,optimaalseid* koodoneid (Gustafsson et al., 2004; Horstick
etal., 2015). Vastupidiselt voivad ,,mitteoptimaalsed* koodonid suurendada ribosomaalsete
pauside teket (ribosomal pausing) ja langetada mRNA poolviirtusaega (Presnyak et al.,
2015; Weinberg et al., 2016). Lisaks on valgusiinteesi efektiivsus seotud néiteks

dinukleotiidide sagedusega mRNA kodeerivas jérjestuses (Tulloch et al., 2014).

mRNA primaarjarjestus médrab lisaks valgujdrjestusele ka molekuli kalduvust moodustada
sekundaar- ja tertsiaarstruktuure (Mortimer et al., 2014). Transkriptoomililese RNA
struktuuri iseloomustamisega on voimalik esile tuua seoseid valguekspressiooni ja erinevate

mRNA piirkondade struktuuri vahel (Ding et al., 2014; Wan et al., 2014). Naiteks vihendab
9



sekundaarstruktuur 5' UTR-is translatsiooni initsiatsiooni efektiivsust ja iildist valkude

tootlust (Ding et al., 2014; Leppek et al., 2018; Tuller & Zur, 2015; Wan et al., 2014).

Uks viis RNA sekundaarstruktuuri muutmiseks on muuta primaarjirjestust, kuid kodeerivat
jarjestust muutes muutub ka koodonjirjestus. Selle viltimiseks on vdimalik
sekundaarstruktuuri muuta modifitseerides iiksikuid nukleotiide, mis ei muuda Watson-
Crick paardumist. Ndiiteks uridiini isomersatsioon pseudouridiiniks sdilitab suure
tdendosusega koodoni identiteedi, kuid samas voib stabiliseerida voi destabiliseerida
aluspaare mRNA sekundaarstruktuuris. (Kierzek & Kierzek, 2003; Mauger et al., 2019;
Newby & Greenbaum, 2001)

1.1.4. mRNA osalemine rakuprotsessides
1.1.4.1. mRNA siintees ja protsessing

mRNA siinteesi nimetatakse transkriptsiooniks. Transkriptsiooni kéigus teeb RNA
poliimeraas komplementaarsusprintsiibi alusel DNA pealt geenist koopia. Matriitsina
kasutatakse iihte DNA ahelat, mida nimetatakse matriitsahelaks. Teist DNA ahelat
nimetatakse kodeerivaks ahelaks, kuna sellel on sama jirjestus nagu transkribeeritud
mRNA-I. Prokariiootides on transkriptsiooni tulemusena tekkiv esmane transkript kohe
transleeritav. Eukariiootides 14bib esmane transkript ehk pre-mRNA enne valgusiinteesi
pre-mRNA protsessingu, mis holmab endas splaissingut, 5’ otsa m7G miitsi lisamist ja 3’

otsa poliiadeniileerimist.

Splaissingu kéigus ldigatakse pre-mRNA-st vilja eksonite vahel asuvad intronid ehk valke
mittekodeerivad regioonid. Splaissingut kataliiiisib splaissosoom ehk RNA-valk-kompleks,
mis 1dikab pre-mRNA intronite otstes asuvates splaissingusaitides katki ja ligeerib eksonite

otsad omavahel kokku. (Will & Lithrmann, 2011)

1.1.4.2. mRNA osalemine translatsioonis

Pérast protsessingut liigub mRNA ribosoomi, kus toimub valgusiintees ehk translatsioon.
mRNA jérjestuse alusel siinteesib TrRNA-st ja valkudest koosnev ribosoom
poliipeptiidahela, mis voltub hiljem aktiivseks valguks. Translatsioon jaguneb kolmeks
etapiks: initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon. Initsiatsiooni kdigus toimub mRNA ja

ribosoomi omavaheline seondumine, mida vahendavad initsiatsioonifaktorid (IF) (Aitken
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& Lorsch, 2012). Elongatsioonietapis toimub poliipeptiidahela pikenemine — tRNA tunneb
dra koodoni ja lisab peptiidahelasse vastava aminohappe (Dever et al., 2018).
Stoppkoodonini joudes termineeritakse translatsioon, poliipeptiid ja mRNA vabanevad
ribosoomi kiiljest ning ribosoomi alaiihikud dissotseeruvad omavahel. Terminatsiooni

vahendavad vabanemisfaktorid (release factors, RF) (Hellen, 2018).

1.1.4.3. mRNA stabiilsus ja degradatsioon

Erinevatel mRNA molekulidel samas rakus on erinev eluiga ehk stabiilsus. Eukariiootides
on mRNA prokariiootidega vorreldes tunduvalt stabiilsem. Bakterirakkudes on mRNA
keskmine eluiga moned minutid, imetajarakkudes v3ib see ulatuda monest minutist mitme
pdevani. Mida stabiilsem on mRNA, seda rohkem valku on vdimalik sellelt siinteesida.
mRNA piiratud eluiga voimaldab vastavalt raku vajadustele valgusiinteesi aktiivsust kiiresti
muuta. mRNA degradatsioonil on oluline roll geeniekspressiooni reguleerimises ja raku
homdostaasi sdilitamises, lagundades mRNA molekulid, millelt on siinteesitud piisavas
koguses valke. mRNA degradatsioon on kontrollitud mitte-transleerivate piirkondade ja
mRNA ahelas leiduvate modifikatsioonide poolt. (Borbolis & Syntichaki, 2015; Kushner,
2004; Tani et al., 2012)

1.1.5. RNA siintees in vitro

Kasutades in vitro ehk rakuvilist transkriptsiooni on vdimalik siinteesida erinevates
pikkustes RNA molekule — 30 nukleotiidist kuni 10* nukleotiidini. Rakuviliselt siinteesitud
RNA transkripte kasutatakse muu hulgas analiiiitilistes tehnikates, struktuuriuuringutes,
biokeemilistes ja geneetilistes uuringutes ning funktsionaalsete molekulidena. In vitro
transkriptsioonil kasutatakse bakteriofaagi (tavaliselt T3, T7 vdi SP6) promootorjérjestust
ja poliimeraasi. Matriitsiks on plasmiid voi PCR’1 produkt. Suure koguse RNA siinteesiks
kasutatakse plasmiidi, véikese koguse puhul pigem PCR’i produkte. Siinteesitava RNA
jarjestus lisatakse promootorist allavoolu. /n vitro transkriptsioon toimub keskmiselt
kiirusega 200-260 nukleotiidi sekundis ning vigade tekkimise sagedus on ligikaudu 6 x 107
iihe nukleotiidi kohta. (Beckert & Masquida, 2011)
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1.2. mRNA modifikatsioonid

Kuigi enamik RNA modifikatsioone esineb tRNA-s ja rRNA-s, leidub ka mRNA-s mitmeid
nukleotiidseid modifikatsioone. Nukleiinhapete, sealhulgas ka mRNA modifikatsioonid
avaldavad olulist mdju geeniekspressioonile ja mojutavad muuhulgas erinevaid
arenguprotsesse, tlivirakkude diferentseerumist ning mitmesuguste haiguste, nt vihi teket
(Ontiveros et al., 2019). RNA modifikatsioone lisavad ja eemaldavad ensiilimid, mida
nimetatakse vastavalt writer (,kirjutaja®) ja eraser (,,kustutaja*“) valkudeks. Ensiiiime, mis
selliseid modifikatsioone dra tunnevad, nimetatakse reader (,lugeja“) valkudeks. Need
ensiiiimid on vodimelised l&bi viima metiilatsioone, deaminatsioone, gliikosiilatsioone,
isomerisatsioone jne. Kdige enam esineb mRNA modifikatsioonide hulgas metiilatsiooni
ning kdige sagedasem modifikatsioon on N°-metiiiiladenosiin (m°A). (Ontiveros et al.,

2019)

Modifikatsioonide olulisust voib kirjeldada 1&dbi mRNAs koige levinuma modifikatsiooni,
mPA, mis on adenosiini N6-positsiooni metiilatsioon. m®A-d esineb 1000 nukleotiidi kohta
keskmiselt 1-2 ning see mojutab erinevaid rakulisi ja flisioloogilisi protsesse, sealhulgas
rakkude diferentseerumist, apoptoosi, kortikaalset neurogeneesi ja véhi tiivirakkude
regulatsiooni dgeda miieloidleukeemia puhul. Modifikatsiooni lisavad RNA-le mSA

metiiiiltransferaasid ja eemaldavad m®A demetiilaasid. (Boo & Kim, 2020; He et al., 2019)

mRNA-s iihena viimastena avastatud modifikatsioonidest — pseudouridiinidest — on kiill
palju teada teiste RNA molekulide puhul, kuid selle roll mRNA-s on senini veel kindlalt

vilja selgitamata.

1.2.1. Pseudouridiin

Uks koige tihedamini esinev ja esimesena avastatud transkriptsioonijirgne RNA
modifikatsioon on uridiini isovorm pseudouridiin (V). ¥ siinteesi kataliiseerivad ensiitimid
nimega pseudouridiini siintaasid (pseudouridine synthase, PUS), mis jagunevad kaheks —
giid-RNA-st sdltuvateks ja mittesoltuvateks. Giid-RNA-st sdltuvad ensiitimid vajavad
mirklaudsaidiga komplementaarseid giid-RNA molekule, mittesdltuvad enstitimid mitte.

(Lin et al., 2021)

Y erineb enamikest teistest modifitseeritud nukleosiididest selle poolest, et sellel on
lammastikaluse ja suhkru vahel tavapirase lammastik-siisiniku gliikosiidsideme asemel

stisinik-siisiniku side. Kui uratsiilalus uridiinis on seotud esimeses positsioonis asuva
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lammastikuaatomi abil riboosijddgiga, siis uridiini isomerisatsioonil pseudouridiiniks
pooratakse uratsiili limmastikalus 180° iimber N3—C6 telje, pdhjustades C-C sideme, mis
on nukleotiidide seas unikaalne. Kui uridiin saab anda kaks vesiniksidet siis pseudouridiini

puhul on vdimalik moodustada kolm vesiniksidet (Joonis 2). (Adachi et al., 2019)

Pseudouridiini leidub nii tRNA-s, mRNA-s, rRNA-s (ribosomal RNA), snRNA-s (small
nuclear RNA), kui snoRNA-s (small nucleolar RNA). Kuigi pseudouridiini esineb
erinevates RNA molekulides palju, on selle roll veel suuresti vilja selgitamata. On leitud,
et see jdigastab RNA suhkur-fosfaadi selgroogu ja tugevdab aluspaaride omavahelist
interaktiooni, mida nimetatakse stacking’n efektiks. Stacking-u interaktsioonide
suurendamine muudab RNA molekule stabiilsemaks. ¥ eemaldamisel tRNA voi rRNA
molekulidest on méargatud muuhulgas translatsiooni efektiivsuse langemist ja aeglustunud

kasvukiirust. (Charette & Gray, 2000)

d .d
v %y, /ﬁ\ vd
180° )\
4 N
- N1 (9 kCs O
HO HO

OH OH OH OH

(V) ()

Joonis 2. Erinevused uridiini ja pseudouridiini vahel. Uratsiilalus uridiinis (vasakul, tdhistusega
U) on seotud esimeses positsioonis asuva lammastikuaatomi abil (joonisel maérgitud punaselt)
riboosijadgiga. Uridiini isomerisatsioonil pseudouridiiniks (paremal, tdhistusega W) podoratakse
uratsiili limmastikalus 180° iimber N3—C6 telje, pohjustades C-C sideme, mis on nukleotiidide seas
unikaalne. Uridiin saab anda kaks vesiniksidet (joonisel tdhistatud punktiirjoonega noolega
vesiniksideme aktseptor ja doonor (vastavalt ,,a* ja ,,d*)) ning pseudouridiin kolm vesiniksidet.

(Adachi et al., 2019).
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1.2.1.1. Pseudouridiin mRNA-s

mRNA-s avastati W 2014. aastal (Schwartz et al., 2014). On leitud, et pseudouridiini jadgid
voivad mRNA-s mojutada stoppkoodonite UAA, UGA ja UAG spetsiifilisust. Nii U—-W
modifikatsioon kui U—C mutatsioon pdhjustavad stoppkoodoni ldbilugemist (rnonsense

suppression) (Adachi et al., 2019).

Uurides pseudouridiileeritud mRNA mdju translatsioonile, leiti, et ¥ lisamine koodonisse
mdjutab vastava aminohappe lisamist poliipeptiidahelasse ja vihendab iildist translatsiooni
kiirust, kuigi ¥ moju translatsiooni kiirusele voib sdltuda omakorda koodoni jarjestuse
kontekstist. Lisaks nihti, et ¥ olemasolu soodustab mitme poliipeptiidahela siinteesi iihelt

mRNA jérjestuselt nii in vitro kui inimrakkudes. (Eyler et al., 2019)

1.2.1.2. Pseudouridiini teadaolev funktsioon teistes RNA-des
Pseudouridiin tRNA-s

tRNA-s on pseudouridiin viiga levinud ja see stabiliseerib tRNA struktuurseid motiive. Uks
selline struktuurne motiiv on TWC 0lg (TWC stem loop). W-d leidub koikides eluslooduse
domeenides tRNA D-0las ning antikoodondlas ja -silmuses (anticodon stem-loop, ASL),

harvem ka teistes tRNA piirkondades. (Charette & Gray, 2000)

Translatsiooni kdigus mojutab ¥ tRNA molekulide interaktsioone rRNA ja mRNA
molekulidega. ¥ ja teised modifitseeritud nukleotiidid mojutavad tRNA domeenide
struktuuri, kuid mitte RNA iildist voltumist. Antikoodondla ja -silmuse domeenis on ¥
vajalik tRNA-de korrektseks seondumiseks ribosoomiga. ¥ stabiliseerib ASL-i struktuuri
ja aitab tugevdada seondumist ribosoomi 30S alalihikuga. ASL-i stabiliseeritud
konformatsioon aitab translatsiooni ajal hoida o6igeid koodon-antikoodoni paare. See
stabiilsus tdstab translatsiooni tdpsust langetades peptiidsidemete moodustumise kiirust ja
andes rohkem aega valede koodon-antikoodoni paaride hiilgamiseks. Vaatamata ¥ rollile
tRNA struktuuri stabiliseerimisel ei ole tRNA pseudouridiilatsioon raku elutegevuse jaoks

hiadavajalik. (Charette & Gray, 2000)
Pseudouridiin rRNA-s

Pseudouridiini on leitud kdikides eluslooduse domeenides ribosoomi suures ja véikeses
alatihikus. ¥ jadgid on koondunud peamiselt ribosoomi II, IV ja V domeeni ja need

stabiliseerivad RNA-RNA-vahelisi ja/vdi RNA-valgu-vahelisi interaktsioone. See
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stabiilsus voib aidata kaasa rRNA voltumisele ja ribosoomi kokkupanekule. ¥ vdib
mojutada ka kohalike struktuuride stabiilsust ja seeldbi ka dekodeerimise ja korrektuuri

(proofreading) kiirust ja tépsust translatsioonil. (Charette & Gray, 2000)
Pseudouridiin snRNA-s

Y-d on leitud ka eukariiootide splaissosomaalsetes snRNA-des. ¥ jadgid on snRNA-s tihti
fiilogeneetiliselt konserveerunud, kuid varieeruvad taksonite ja organismide vahel veidi. ¥
jadgid asuvad snRNA-s tavaliselt regioonides, mis osalevad RNA-RNA-vahelistes ja/voi
RNA-valgu-vahelistes interaktsioonides, mis on seotud splaissosoomi kokkupaneku ja
funktsiooniga. WV jadgid snRNA-s aitavad kaasa splaissosoomi korrektsele voltumisele, mis

on vajalik pre-mRNA protsessingu jaoks. (Charette & Gray, 2000)

1.2.1.3. Pseudouridiin mRNA vaktsiinides

Modifitseeritud pseudouridiini, N1-metiiiil-pseudouridiini (NImY¥) kasutatakse mRNA
vaktsiinides, sealhulgas COVID-19 mRNA vaktsiinides. Vorreldes néiteks atenueeritud voi
inaktiveeritud vaktsiinidega votab mRNA vaktsiinide tootmine aega vaid mdned péevad voi
nddalad ning vaktsiine toodetakse kasutades mRNA in vitro transkriptsiooni. (Pascolo,

2021)

Kasutades siinteetilises mRNA-s uridiini asemel N1-metiitil-pseudouridiini, on tolli-
laadsete retseptorite (toll-like receptors, TLR) vastus modifitseeritud mRNA molekulile
vdiksem, kui tavapéraselt viljaspoolt organismi sisestatud mRNA molekuli puhul. Selle
omaduse, et TLR-id ei pea N1-metiiiil-pseudouridiini sisaldavat mRNA-d sissetungijaks,
avastasid Katalin Karik6 ja Drew Weissman 2005. aastal. (Dolgin, 2021; Kariko et al.,
2005)

N1-metiiiil-pseudouridiin (NImY¥) drgitab kaasasiindinud immuunvastust isegi vihem kui
Y ja parandab ka translatsioonivdimet. Seetdttu kasutatakse nii Pfizer-BioNTech kui

Moderna mRNA vaktsiinides N1-metiiiil-pseudouridiini. (Morais et al., 2021).
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Joonis 3. NIl-metiiiil-pseudouridiini siintees. Uridiini (U, joonisel vasakul) siintees
pseudouridiiniks (¥, joonisel keskel) toimub nagu kirjeldatud kéesoleva t66 punktis 1.2.1.
Pseudouridiini siintees N1-metiiiil-pseudouridiiniks (NImY¥, joonisel paremal) toimub metiilaasi
abil. Pseudouridiini N1 ldmmastikaatomile (joonisel punaselt) lisatakse metiililriihm (CHjs,
punaselt). Vorreldes pseudouridiiniga saab N1-metiiiil-pseudouridiinil anda kolme vesiniksideme
(joonisel tdhistatud punktiirjoonega noolega vesiniksideme aktseptor ja doonor (vastavalt ,,a* ja

,,d“)) asemel kaks vesiniksidet nagu ka uridiin. (Joonis kohandatud artiklist Morais et al., 2021)

Kuna N1-metiitil-pseudouridiini puhul on uratsiili esimeses positsioonis asuv lammastik
metiileeritud (Joonis 3), siis ei saa N1mY¥ anda kolmandat vesiniksidet nagu pseudouridiin.

Seega kaitub NImY vesiniksidemete vahendatud interaktsioonides nagu tavaparane uridiin.

1.3. Valgukompleks Cbf5-Gar1-Nop10-Nhp2 iildine iseloomustus

Eukartiootse RNA puhul kataliiiisivad koht-spetsiifilist pseudouridiilatsiooni kas giid-
RNA-st mittesdltuvad voi giid-RNA-st sdltuvad ensiiiimid. Viimaseid nimetatakse H/ACA
kasti (H/ACA box) viikesteks ribonukleoproteiinideks (small ribonucleoprotein, SRNP).
H/ACA sRNP-d koosnevad H/ACA giid-RNA-st, mis tunneb dra pseudouridiilatsiooni
sihtmérgiks olevaid uridiine, ja neljast valgust, mis S. cerevisiae-s on nimetatud Cbf5, Garl,

Nop10 ja Nhp2. (Czekay & Kothe, 2021; Kiss et al., 2004; Rozhdestvensky et al., 2003)

Eukartiootsete H/ACA sRNP-de puhul eristatakse H/ACA viikeseid tuumakese RNP-sid
(snoRNP-d) ja H/ACA viikeseid Cajali keha RNP-sid (scaRNP-s), mis tegutsevad vastavalt
tuumakestes ja Cajali kehades (Darzacq et al., 2002). H/ACA kasti snoRNA-de

sekundaarstruktuuri nimetatakse juuksendel-liigend-juuksendel-saba struktuuriks (hairpin-
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hinge-hairpin-tail structure), kuna see koosneb kahest juuksendelast ja kahest
iiheahelalisest regioonist (Joonis 4) (Bachellerie et al., 2002). H/ACA snoRNA-d sisaldavad
konserveerunud jérjestusi: liigend-struktuuril asuv H kast (H box) jarjestusega ANANNA
ja saba-struktuuril asuv ACA kast (ACA box) (Ganot et al., 1997). Need jérjestused on
olulised H/ACA RNA-de korrektseks moodustumiseks (Bortolin et al., 1999; Ganot et al.,
1997).

Juuksenéﬁlastruktuur Juuksenéslastruktuur

Ulemine tiivi

Substraat-RNA

3)
Substraat-RNA
5!

H kast ACA Kkast

Joonis 4. Ulevaade H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksist. Giid-RNA moodustab juuksendel-
liigend-juuksendel-saba struktuuri. Liigend- ja sabastruktuuril asuvad vastavalt H ja ACA kast.
Kompleksi kuuluvad wvalgud Cbf5, Garl, NoplO ja Nhp2. Substraat-RNA seondub
pseudouridiilatsioonitaskutesse (‘P-tasku), kus kataliiiitiline ensiitim Cbf5 viib substraat-RNA-I 14bi

pseudouridiilatsioonireaktsiooni. (Joonis kohandatud artiklist Xiao et al., 2008)
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1.3.1. H/ACA RNP valgud

H/ACA snoRNP koosseisu kuulub neli evolutsiooniliselt konserveerunud valku, mis voivad
organismide vahel veidi erineda (Joonis 4). Need valgud on vajalikud iiksteise ja H/ACA

kasti RNA stabiilsuse ning pseudouridiilatsiooni kataliiiisi jaoks. (De Zoysa & Yu, 2017)

Cbf5 (55 kDa) (inimeses diiskeriin, rotis NAP57 ja dddikakarbses Nop60B) on ensiilim, mis
kataliilisib pseudouridiilatsioonireaktsiooni. Cbf5 sisaldab kataliiiitilist domeeni ja
karboksiitil-terminaalset PUA domeeni (PUS ja arheosiin transgliikosiilaas). Modlemad
domeenid on bakteriaalsete, arheaalsete ja parmis leiduvate pseudouridiini siintaaside vahel

struktuuriliselt konserveerunud. (Kiss et al., 2002; Terns & Terns, 2006)

Garl (21,5 kDa) koosneb kahest gliitsiini- ja argiininirikkast (glycine—arginine-rich, GAR)
domeenist ja nendevahelisest tuumikdomeenist. Garl-l1 on oluline roll substraat-RNA

seondumises ja vabastamises ning on seondunud Cbf5-ga. (De Zoysa & Yu, 2017)

Nop10 (6,6 kDa) on kompleksi viikseim valk koosnedes vaid 64 aminohappejadgist. Nop10
kindel roll H/ACA RNP-s pole teada, kuid arvatakse, et see mdjutab Cbf5 kataliiiitilise
tsentri struktuurset korraldust ja stabiliseerumist. Samuti on teada, et rekombinantse valgu
Nop10 tileekspresseerimine on vajalik valgu Cbf5 iileekspresseerimisel, sest ilma Nop10
juuresolekuta ei ole Cbf5 lahustuval kujul. (De Zoysa & Yu, 2017; Hamma et al., 2005;
Kiss et al., 2010)

Nhp2 (17 kDa) (arhedes L7Ae) on pesudouridiilatsiooni aktiivsuseks hiddavajalik, kuigi see
ei mojuta giid- ja substraat-RNA seondumist (Caton et al., 2018). Arvatakse, et Nhp2 roll
on seotud substraat-uridiini dige positsioneerimisega Cbf5 aktiivtsentrisse (Liang et al.,

2007).
1.3.2. snoRNA

Viikesed tuumakese RNA-d (small nucleolar RNA, snoRNA) on mittekodeerivad RNA-d,
mille peamine funktsioon on aidata 1dbi viia modifikatsioone teistes RNA-des, pohiliselt
rRNA-s, tRNA-s ja snRNA-s. snoRNA-d leidub eukariiootides ja arhedes, kuid mitte
bakterites. snoRNA liigitatakse kahte perekonda: C/D kasti (C/D box) snoRNA-d, mis on
seotud metiilatsiooniga, ja H/ACA kasti snoRNA-d, mis osalevad pseudouridiilatsioonil.
Mbolema modifikatsioonitiilibi ldbiviimiseks moodustab snoRNA RNP kompleksi
ensiiiimidega (mille hulgas on vastavalt metiilaas vdi pseudouridiini siintaas), milles
snoRNA roll on olla juhtmolekul: tuvastada ja seonduda sihtmérk-RNA-ga. (Bachellerie et
al., 2002; Patra Bhattacharya et al., 2016)
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1.3.3. H/ACA RNP toopohimote

Kompleksi moodustamiseks seondub giid-RNA iilemine tiivi Cbf5, Nop10 ja Nhp2-ga ning
Cbf5 PUA domeen seondub giid-RNA alumise tiive ja vastavalt H voi ACA elemendiga
(Joonis 4). Garl seondub Cbf5 kiilge, kuid ei ole giid-RNA-ga seondunud. (De Zoysa &
Yu, 2017; Li & Ye, 2006)

H/ACA snoRNA molemad juuksendelastruktuurid sisaldavad sisemist lingu (internal
loop), mida nimetatakse pseudouridiilatsioonitaskuks (W-tasku, pseudouridylation pocket)
(Joonis 4). Giid-RNA iilemise tiive, alumise tiive ja/vdoi H/ACA elemendi interaktsioonid
kompleksi valkudega paigutavad Cbf5 kataliiiitilise domeeni tdpselt W-tasku kohale.
Pseudouridiilatsioonitasku sisaldab liihikest substraat-RNA-ga komplementaarset jérjestust
ja juhatab Cbf5 valgu RNA modifikatsiooni méirklaudpositsioonini (De Zoysa & Yu, 2017;
Yu et al., 2004).

Substraat-RNA seondumine H/ACA snoRNA-ga moodustab kolmesuunalise tihenduse, kus
pseudouridiilatsioonitasku keskele jddv marklaud-uridiin ja selle 3’ suunal korvalasuv
nukleotiid ei seondu giid-RNA-ga ning mérklaud-uridiin sisestatakse modifitseerimiseks
Cbf5 valgu aktiivtsentrisse (Liang et al., 2007; Liang et al., 2009; Wu & Feigon, 2007).
Efektiivseks pseudouridiilatsiooniks peavad giid- ja substraat-RNA olema omavahel
tthendatud  védhemalt kaheksa aluspaari jagu, sealjuures kummalgi pool
pseudouridiilatsioonitaskut vihemalt kolme aluspaariga (De Zoysa et al., 2018; Kelly et al.,

2019).

Koigi funktsionaalsete H/ACA sRNA-de puhul on pseudouridiilatsioonisaidi ja allavoolu
lahima konsensusjérjestuselemendi (H kasti voi ACA kasti) vahel kindel vahemaa, mis on
tavaliselt 15-16 nukleotiidi (Czekay & Kothe, 2021; Tang et al., 2002; Toffano-Nioche et
al., 2015). See vahemaa tagab substraat-RNA maérklaud-uridiini modifitseerimiseks giid-

RNA bdige positsioneerumise Cbf5 aktiivtsentri suhtes (Caton et al., 2018).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. Too eesmark

Erinevate RNA molekulide koht-spetsiifiline pseudouridiileerimine on suure rakendusliku
potentsiaaliga. Nditeks eukariiootse mRNA puhul on senini ebaselge seal esinevate
pseudouridiinide roll, siis oleks tarvis sobilikku molekulaarset todriista, et 1dbi viia suunatud
pseudouridiilatsioon huvipakkuval sihtmdrk mRNA-I. Varem on kirjanduses ndidatud
eukartiootides ja arhedes esineva H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi kasutamine
looduslikel substraatidel (rRNA, tRNA) pseudouridiini siinteesimiseks (Caton et al., 2018),
kuid nende t66de eesmirk on olnud uurida antud kompleksi erinevate osade omavahelist
seondumist ja kataliiiitilist kineetikat. Kéesoleva t66 kaugemaks eesmérgiks on kasutada
looduses olemasolevat molekulaarset tooriista, et viia pseudouridiine huvipakkuvatesse
piirkondadesse, et seelébi selgitada vdlja mRNA modifikatsioonide potentsiaalne roll rakus.
Olemasolevas t60s kasutatakse ensiimaatilise reaktsiooni l&bi viimisel substraadina lithikest

osa rRNA-st.

Kéesoleva t06 eesmirk on puhastada vélja pseudouridiilatsiooni teostava Saccharomyces
cerevisiae-st parit H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi valgud ja testida kompleksi

aktiivsust in vitro pseudouridiilatsioonil.

Piistitati hiipotees, et meie optimeeritud tingimustel ekspresseeritud ja véljapuhastatud
H/ACA RNP kompleksi valgud on in vitro pseudouridiilatsiooni reaktsioonil aktiivsed.
Hiipoteesi  kontrollimiseks  ekspresseeriti H/ACA  ribonukleoproteiin-kompleksi
rekombinantsed valgud E. coli tlivedes, puhastati need afiinsuskromatograafia abil,
transkribeeriti giid- ja substraat-RNA-d ning teostati in Vitro

pseudouridiilatsioonireaktsioon, testimaks viljapuhastatud valgukompleksi aktiivsust.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Toos kasutatud E. coli tiived ja plasmiidid

Tabel 1. To6s kasutatud E. coli tiived

Tiivi Genotiiiip Allikas

BL21 (DE3) F — ompT hsdSB (rB- mB-) Sigma-Aldrich
gal dem (DE3)

Rosetta 2 BL21 (DE3) F-ompT hsdSB(rB- mB-) gal | Sigma-Aldrich
dem (DE3) pRARE2 (CamR)

DH5a F-f80lacZDM15D(lacZYA- Invitrogen
argF)U169 recAl endAl
hsdR17(r-K, mK-) phoA
supE44 1- thi-1 gyrA96 relAl

Tabel 2. Toos kasutatud plasmiidid

Plasmiid Iseloomustus Allikas

pETDuet-1 Cbf5+Nop10 Bakteriofaag T7 promootori | Ute Kothe
kontrolli all olevad koodon-
optimeeritud geenid CBF5 ja
NOP10; Amp®

pGEX-5x-3 Garl Bakteriofaag T7 promootori | Ute Kothe
kontrolli all olev koodon-
optimeeritud geen GARI;
Amp®

pET28a Nhp2 Bakteriofaag T7 promootori | Ute Kothe
kontrolli all olev koodon-
optimeeritud geen NHP2; Km®

pUC18 snR5 snoRNA Bakteriofaag T7 promootori | Margus Leppik
kontrolli all olev giid-RNA
jérjestus

pUC18 25S h38 rRNA Bakteriofaag T7 promootori | Margus Leppik
kontrolli all olev substraat-
RNA jirjestus
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2.2.2. Toos kasutatud sootmed

Tabel 3. Toos kasutatud so6tmed

Soode Koostis Allikas
Luria-Bertani (LB) 1% triiptoon, Bertani, 1951
agars0ode 0,5% péarmiekstrakt,

0,5% NaCl, 1,5% agar
Luria-Bertani (LB) 1% triiptoon, Bertani, 1951
vedelsdode 0,5% péarmiekstrakt,

0,5% NaCl

Vedelsootme puhul lisati antibiootikum vastavalt kasutatava plasmiidi resistentsusele

16ppkontsentratsioonis:
100 pg/ml ampitsilliin (Amp)
25 pg/ml kanamiitsiin (Km)

Agarsootme puhul lisati antibiootikum vastavalt kasutatava plasmiidi resistentsusele

16ppkontsentratsioonis:
200 pg/ml ampitsilliin (Amp)

50 pg/ml kanamiitsiin (Km)

2.2.3. Toos kasutatud puhvrid, ensitiimid ja reagendid

Tabel 4. Toos kasutatud puhvrid

Puhver Koostis

2x SDS proovipuhver 100 mM Tris—HCI (pH 6,8), 4% (w/v) SDS, 0,2% (w/v)
broomfenoolsinine, 20% (v/v) gliitserool, 200 mM DTT

Ix SDS geeli jooksutamise 25 mM Tris, 192 mM gliitsiin, 0,1% SDS (w/v)

puhver

Ix PBS puhver 140 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NaHPOg4, 1,8 mM
KH2PO4 (pH 7,3)

Aluselise fosfataasi (AP) 100 mM NacCl, 5 mM MgClz, 100 mM Tris—HCI (pH

puhver 9,5)

Puhver A1l 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 1 M NaCl, 0,5 mM PMSF,
1 mM B-merkaptoetanool

Puhver A2 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 1 M NacCl, 0,5 mM PMSF,
I mM B-merkaptoetanool, 10 mM redutseeritud L-
glutatioon

Puhver B1 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 1 M NaCl, 1 mM -
merkaptoetanool, 20 mM imidasool

Puhver B2 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 1 M NaCl, 1 mM -
merkaptoetanool, 300 mM imidasool
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Puhver C1 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 400 mM KCI, 0,1 mM
PMSF, 5 mM B-merkaptoetanool

Puhver C2 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 400 mM KCI, 0,1 mM
PMSF, 5 mM B-merkaptoetanool, 20 mM imidasool

Puhver C3 50 mM Tris—HCI (pH 8,0), 400 mM KCI, 0,1 mM
PMSF, 5 mM B-merkaptoetanool, 300 mM imidasool

10x PCR-puhver 750 mM Tris—HCI (pH 8,8), 200 mM NH>SO4, 0,1%
TritonX 100, 5% Ficoll 400, 10 mM tartasiin

4x transkriptsioonipuhver 800 mM Hepes-KOH (pH 7,5), 120 mM MgCl,

120 mM DTT, 8 mM spermidiin

Giid-RNA voltumispuhver 20 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 150 mM NacCl, 1,5 mM
Mg(OAc)2, 0,75 mM DTT

Substraat-RNA puhver 20 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 150 mM NaCl, 7 mM
Mg(OAc)2, 0,75 mM DTT
Pseudouridiilatsioonipuhver 20 mM Hepes-KOH (pH 7,6), 150 mM NaCl, 4 mM
Mg(OAc)2, 0,75 mM DTT

MQ H:O toodeti seadmega Millipore Milli-Q® Integral 10.
Ensiiiimid ja reagendid:

NBT (4-nitro blue tetrazolium chloride) (Thermo Fisher), BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate) (Thermo Fisher), DMF (dimetiitilfomamiid) (Sigma-Aldrich) DNaas
(Amresco), T7 RNA poliimeraas (puhastatud molekulaarbioloogia Oppetooli laboris),
Ribolock RNaasi inhibiitor (Thermo Fisher), rNTP (Sigma-Aldrich) dNTP (Sigma-
Aldrich), uridiin 5'-trifosfaat [5->H] (Hartmann Analytic), sintsillatsioonisegu Optiphase
Hisafe 3 (PerkinElmer), 10ss (Tere AS), Taqg DNA poliimeraas (puhastatud {ildise ja
mikroobibiokeemia dppetooli laboris), valkude suurusmarker PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher), DNA suurusmarker GeneRuler 100 bp Plus (Thermo
Fisher), endonukleaas BamHI (Thermo Fisher), 10x BamHI puhver (Thermo Fisher),
aktiivsiisi (Merck)

2.2.4. Toos kasutatud oligonukleotiidid

Tabel 5. Toos kasutatud oligonukleotiidide jirjestused

Praimeri nimi Oligonukleotiidi jéirjestus

snR5 RNA T7 DIR 5" - GCTAATACGACTCACTATAGGATCATT-
CAATAAACTGATCTTCCGGATTACC - 3’

snR5 RNA REV 5" - AGTGAAGAATATGTACACCTAGAGCGAACC - 3’

25S rRNA heeliks 38 5"- GCTAATACGACTCACTATAGGGTA-

DIR AAGCGAATGATTAGAAA -3’

25S rRNA heeliks 38 5"- TGCTTACCAAAAATGGCCCACTAAAAGC -3’

REV
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2.2.5. H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi valkude puhastamine

2.25.1.E. coli rakkude kasvatamine ja valguekspressiooni analiiiis

sobivate ekspressioonitingimuste leidmiseks

Ekpresseerimaks H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi rekombinantseid valke E. coli-s,
valiti vastavalt varem teadaolevale meetodile (Caton et al., 2018) ekspressioonitiived (Tabel
1). Kasutasime kdesolevas t60s plasmiide, kus koodonoptimeeritud geenid olid bakteriofaag
T7 promootori kontrolli all (Tabel 2). To0s kasutati ekspressioonitiivesid, kus on
bakterikromosoomi viidud /ac promootori kontrolli alla bakteriofaag T7 poliimeraasi geen.
Lisades siinteetilist laktoosi analoogi — IPTG-d — kasvukeskkonda, indutseeritakse
ekspressioonitiives ~ T7  poliimeraasi  ekspressiooni.  Seeldbi on  vdimalik
ekspressioonitiivesse sisestatud plasmiidilt transkribeerida meid huvitav transkript, kui

geenijarjestus on T7 promootori kontrolli all.

E. coli rakud transformeeriti heat-shock meetodil. Selleks lisati varem keemiliselt
kompetentseks muudetud ekspressioonitiivede rakukultuuridele (Tabel 1) 10 ng plasmiidset
DNA-d ning segu inkubeeriti 30 minutit jail. Seejdrel tekitati rakkudele kuumasokk 1,5
minuti valtel +42 °C juures ja segu jahutati 2 minutit jaal. Rakkudele lisati LB vedels6ode
(Tabel 3) 1 ml ning lasti kasvada 60 minutit +37 °C juures antibiootikumi juuresolekuta,
misjdrel kiilvati rakud vastavalt ampitsilliini (pETDuet-1 ja pGEX-5x-3 plasmiidi puhul)
vOi kanamiitsiini (pET28a plasmiidi puhul) sisaldavale LB tards6otmele (Tabel 3) ning

inkubeeriti temperatuuril +37 °C kuni kolooniate ilmumiseni.

Valguekspressiooni hindamiseks Gar1 ja Nhp2 jérjestusi plasmiidil kandvate rakkude puhul
inokuleeriti tards66tmelt iiks rakukoloonia 2 ml LB sd66tmesse ning rakke inkubeeriti +37
°C juures loksutil 180 podret minutis (rpm) kuni optilise tihenduseni ODegoo = 0,6, et tagada
kasvatatavate E. coli rakkude olek eksponentsiaalses kasvufaasis (Joonis 5).
Rekombinantsete valkude ekspressiooni hindamiseks jagati rakud kahte vordsesse ossa ning
iihel juhul lisati s66tmesse IPTG (Ioppkontsentratsioonis (f.c.) 1 mM), millega kiivitati
ekspressioonitiive genoomi integreeritud bakteriofaag T7 RNA  poliimeraasi
transkriptsioon, mis viib vastava poliimeraasi ekspressioonini rakus ning seejarel meid
huvitava valgu ekspressioonini rakus. Rakke, millele ei lisatud IPTG-d, kasutati negatiivse

kontrollina.

IPTG lisamise jargselt kasvatati rakke 2 tundi +37 °C ning rakud koguti tsentrifuugimise

teel (tsentrifuug Heraeus fresco, 13000 rpm, +4 °C, 1 minut). S66de eemaldati ja rakusade
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resuspendeeriti 50 pl-s MQ-vees ja lisati vordses mahtus 2x SDS proovipuhvrit. segu
inkubeeriti +95 °C 10 minutit rakkude liiiisimiseks ja valkude denatureerimiseks. Igast
segust voeti 5 pl proov ning kanti 12% SDS-poliiakriitilamiidgeelile (SDS-PAAG) koos
valkude suurusmarkeriga ja valgud lahutati elektrivdljas (150 V). Valkude

visualiseerimiseks varviti geeli varviga Coomassie Brilliant Blue R-250.

Valkude Cbf5 ja Nopl0 ko-ekspressioon viidi 1dbi temperatuuril +18 °C. Ekspressiooni
tarbeks inokuleeriti tardséotmelt liks koloonia 2 ml LB sd6tmesse ning rakke inkubeeriti
+37 °C juures loksutil 180 podret minutis (rpm) kuni ODsoo = 1, misjérel tehti 5x lahjendus
ja kasvatati (+37 °C) 10 ml rakke kuni ODsoo =~ 0,6. Rakud jagati kahte vordsesse ossa ning
asetati +18 °C juurde. Pool kogust indutseeriti IPTG-ga (f.c. 1 mM) ning rakke inkubeeriti

vastavalt 3 h, 6 h, 9 h ja 18 h. Igas ajapunktis voeti 1 ml mahus proov.

Rakud koguti tsentrifuugimise teel (tsentrifuug Heraeus fresco, 13000 rpm, +4 °C, 1 minut).
S66de eemaldati ja rakusade resuspendeeriti MQ vees ja segati vordses mahus 2x SDS
proovipuhvriga. Segu inkubeeriti +95 °C 10 minutit rakkude liitisimiseks ja valkude
denatureerimiseks. Segust vdeti proovid ning kanti 12% SDS-poliiakriiiilamiidgeelile

(SDS-PAAG) ja valgud lahutati elektriviljas ning visualiseeriti nagu varem.

Tapsemaks ekspressiooni hindamiseks korrati Cbf5 ja Nop10 ko-ekspresseerivate rakkude
kasvatamist 25 ml, vottes tihedamalt ajapunkte — tihetunnise vahega vahemikus 5h kuni 12h
ning teostati rakkude kogumine ja ettevalmistus nagu varem. Peale valkude lahutamist
SDS-PAA geelil elektrivdljas ja geeli varvimist Coomassie Brilliant Blue R-250-ga

analuusiti valke Western Blot meetodil.
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Tsentrifuug MQ + 2x SDS proovipuhver

1 min
a ’ a 12% SDS
0D600 = 0,6 PAAG
2ml, 37 °C 1ml 1 mi

2h,37°C

Joonis 5. Rakkude kasvatamine rekombinantse valgu iileekspressiooni hindamiseks.
Agaroostassilt inokuleeriti iiks koloonia 2 ml s66tmesse ja kasvatati +37 °C juures kuni ODggo
vadrtuseni 0,6. Rakud jagati kahte vordsesse ossa ning iihel juhul indutseeriti valguekspressioon
IPTG lisamisega. Rakud koguti 2h mdodudes tsentrifuugimise teel. Rakud liiiisiti ja valgud
denatureeriti SDS proovipuhvris temperatuuril +95 °C. Valgud lahutati SDS-poliiakriitilamiidgeelil

elektrivéljas.

2.2.5.2. Western Blot analiiiis

Valgud kanti SDS-PAA geelist iile PVDF (poliiviniiiil-dieenfluoriid) membraanile
(Immobilon-P Millipore 0,2 pm) poolkuiva iilekande abil (Biometra Fastblot). Ulekanne
tehti pingel 15 V 40 minuti jooksul vastavalt tootja protokollile.

Seejdrel blokeeriti membraan toatemperatuuril 1 tunni jooksul kasutades blokeerimislahust
(PBS, 5% 10ss) (Tabel 4). Cbf5 valguekspressiooni hindamiseks kasutati valgu kiiljes oleva
His-mirgise spetsiifilisi primaarseid antikehi (Abcam). Inkubeerimislahusesse (PBS, 5%
10ss) lisati primaarne antikeha (lahjendusega 1:2000) ja inkubeeriti {ile66 +4 °C juures
loksutil. Seejarel pesti PVDF membraani kolm korda 10 minutit PBS puhvris. Membraan
inkubeeriti  sekundaardse antikehaga (Sigma-Aldrich) (lahjendusega 1:10000)
toatemperatuuril 1 tund loksutil. Lopuks pesti membraani kolm korda 10 minutit PBS
puhvris ja viidi 1dbi ilmutamisreaktsioon. Ilmutamiseks viidi membraan 10 ml aluselise
fosfataasi (AP) puhvrisse (Tabel 4) ja lisati reagente NBT (66 pl) ja BCIP (33 pl), mis olid
lahustatud dimetiitilformamiidis (DMF) vastavalt 50 mg/ml NBT 70% DMF-s ja 50 mg/ml
BCIP 100% DMF-s (Tabel 4). Membraani hoiti 10 minutit pimedas ja seejirel pildistati

membraan tles.

Western blot analiiiisi abil valiti vdlja sobivad ekspressioonitingimused edasiseks valkude

puhastamiseks.
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2.2.53.E. coli rakkude kasvatamine valkude suures mahus

puhastamiseks

Pérast valguekspressiooni optimeerimist kasvatati rakke suures mahus, et rekombinantsed
valgud vélja puhastada. LB tardsd6tmelt inokuleeriti iiks koloonia 2 ml LB vedelsddtmesse.
Rakke kasvatati +37 °C loksutil iledo ja seejdrel tehti 25x lahjendus 50 ml LB s66tmesse
ning kasvatati +37 °C kuni ODeoo = 1. Seejdrel tehti 8x lahjendus 400 ml LB so66tmesse ja
kasvatati kuni ODgoo =~ 0,6. Rakukultuurilt voeti negatiivne proov (-IPTG) ja iilejaédnud
rakud indutseeriti IPTG-ga (f.c. 1| mM) ning kasvatati vastavalt temperatuuril: Cbf5 ja
Nop10 ko-ekspressiooni puhul +18 °C juures 12 tundi ning Garl ja Nhp2 ekspressioonide
puhul +37 °C juures 2 tundi.

Rakkude liiiisimine

Bakterirakud koguti tsentrifuugimise teel (Rotina 420, rootor: Hettich 4723 Rotina Swing
Bucket) 10 minuti jooksul (4500 rpm, +4 °C) ja seejdrel eemaldati rakusademelt s6dde.
Rakud resuspendeeriti pesemise eesmérgil MQ vees ja koguti uuesti tsentrifuugimise teel
ning resuspendeeriti edasises t00s kasutatavas puhvris: Cbf5 + Nop10 ja Garl puhul puhvris

A1l (10 ml 1 g rakkude kohta); Nhp2 puhul puhvris C1 (5 ml 1 g rakkude kohta).

Rekombinantsed valgud liilisiti ja puhastati vélja kahes osas: kdigepealt korraga Cbf5,
Nop10 ja Garl ning seejdrel liiiisiti ja puhastati Nhp2 teistest eraldi.

Cbf5 + Nop10 valke iileekspresseerivad rakud segati kokku Gar1 valku tileekspresseerivate
rakkudega ja liitisiti French pressiga rdhul 110 MPa (Stansted Pressure Cell Homogeniser).
Rakuliisaat klaariti tsentrifuugimise teel 30 minuti jooksul (4500 rpm, +4 °C) ning filtreeriti
labi 0,45 pum filtri. Klaaritud liisaat inkubeeriti end-over-end segajal +4 °C juures 60

minutit, et moodustuks Cbf5 + Nop10 + Garl kompleks.

Nhp2 valku iileekspresserivad rakud liitisiti French pressiga rohul 110 MPa (Stansted
Pressure Cell Homogeniser). Rakuliisaat klaariti tsentrifuugimise teel 30 minuti jooksul

(4500 rpm, +4 °C) ning filtreeriti 1dbi 0,45 um filtri.

2.2.5.4. Cbf5, Nop10 ja Garl valkude puhastamine

Cbf5, Nop10 ja Garl valgud puhastati afiinsuskromatograafia abil kahes etapis kasutades
vedelikkromatograafia siisteemi AKTAprime™ plus (GE Healthcare) ja 1 ml
afiinsuskromatograafia kolonne GSTrap™ FF ja HisTrap™ FF (Cytiva) (Joonis 6).
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1.etapp

Pesu Eluatsioon
Q@ GSTrap E GSTrap E GSTrap
Puhver A1 Puhver A2
Rakuliisaat | (10 mM GSH) ]
Jaatmed Jaatmed :
Kogutud fraktsioonid
2. Etapp Pesu Eluatsioon
% HisTrap E HisTrap E HisTrap
Puhver B1 Puhver B2
Eluaat 1. @omMm ] (300 mMm
etapist imidasool) imidasool)
Jaatmed Jaatmed ; ' '

Kogutud fraktsioonid

Joonis 6. Kompleksi valkude viljapuhastamise skeem. Esimeses etapis kanti Cbf5 + Nop10 +
Garl kompleksi sisaldav rakuliisaat GSTrap™ FF kolonnile. Kolonni pesti puhvriga Al (Tabel 4),
et vabaneda ebaspetsiifiliselt seondunud valkudest, ning kompleks elueeriti kolonnilt 10 mM
glutatiooni (GSH) sisaldava puhvriga A2. Teises etapis kanti esimesest etapist saadud eluaat
HisTrap™ FF kolonnile, kolonni pesti 20 mM imidasooli sisaldava puhvriga B1 ja kompleks
elueeriti kolonnilt 300 mM imidasooli sisaldava puhvriga B2. Nhp2 valk puhastati teistest eraldi

iihes etapis kasutades ainult HisTrap™ FF kolonni (joonisel 2. etapp).

Esmalt kanti klaaritud rakuliisaat GSTrap™ FF (Glutathione Sepharose Fast Flow)
kolonnile, kus valgukompleks seoti Garl kiiljes oleva GST-liitvalgu mérgise abil
maatriksile (Joonis 7). Kolonni pesti puhvriga Al kolonniga ebaspetsiifiliselt seondunud
valkudest lahti saamiseks ja kompleks elueeriti kolonnilt puhvriga A2 vastavalt

tootjapoolsetele juhistele.
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Esimesest etapist saadud eluaat kanti HisTrap™ FF kolonnile ning valgukompleks seoti
Cbf5 kiiljes oleva His-mérgise abil maatriksile. Kolonni pesti puhvriga B1, et eemaldada
kolonnile mittespetsiifiliselt seondunud materjal, eesmirgiga saada vdimalikult puhas
valgukompleks. Kompleks elueeriti kolonnilt puhvriga B2. Puhastamine viidi 1dbi vastavalt

kolonnitootja juhistele.

Esimene etapp Teine etapp
Kompleksi seondumine maatriksile D
— A Pesu (20mM imidasool)
GSTrap FF [ |
Nop10
B HisTrap FF
Maatriksi pesu kontaminatsiooni eemaldamiseks
Lol GSTrap FF
Garl
Nop10 ) E
Eluatsioon (300mM imidasool)
His-ta
Nop10
C
Kompleksi eluatsioon maatriksilt
GSTrap FF
HisTrap FF
NV His tag
GST
GSH
Nop10 Garl /_/

GSH: redutseeritud glutatioon

SH
o H
HDZCMN N._COH
NH, H o

His-ta

Joonis 7. Kaheetapilise afiinsuskromatograafia pohiméte. Esimeses valgupuhastusetapis
(paneelid A, B ja C) seotakse kolmest valgust (joonisel Cbf5 tumesiniselt, Nop10 roosalt ja Garl
helesiniselt) koosnev kompleks GSTrap FF kolonnile Garl kiiljes oleva GST valgu (joonisel
kollaselt) kaudu ning kolonni pestakse kontaminatsiooni (joonisel tihistud hallilt) eemaldamiseks.
Kolonni maatriksile on immobiliseeritud glutatioon (GSH, joonisel roheline kolmnurk). Kompleksi
eluatsioon maatriksilt toimub l4bi redutseeritud glutatiooni lisamise puhvrisse, misjirel vaba
glutatioon seondub valgukompleksiga ja kompleks vabaneb. Teises etapis (paneelid D ja E)
valgukompleks seondub Cbf5 kiiljes oleva His-maérgise kaudu kolonnile. Peale kolonni pesemist 20

mM imidasooli sisaldava puhvriga elueeritakse valgukompleks 300 mM imidasooli lisamisega.
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Afiinsuskromatograafia abil puhastatud valkude fraktsioonid analiiiisiti SDS-PAA geelil
lahutades valgud elektrivdljas ning vérvides Coomassie Brilliant Blue R-250-ga. Et
tuvastada Nop10 olemasolu teostati eraldi geelile hdbenitraadiga varvimine. Kéesoleva t66
raames valkude kontsentratsiooni ei moodetud, esialgseks eesmérgiks oli veenduda, kas

koik vajalikud valgud on olemas.

Kaheetapilise afiinsuskromatograafia abil puhastatud kompleksi valgud (Cbf5, Nopl0 ja
Garl) segati gliitserooliga suhtes 1:1, alikvooditi 5 ul kaupa ja siilitati -80 °C juures

edasisteks pseuouridiileerimise katseteks.

2.2.5.5. Hobenitraadiga varvimine

Valgud lahutati 12% SDS-PAA geelil elektriviljas nagu kidesoleva t66 punktis 2.2.5.1. Geel
inkubeeriti 30% etanooli ja 10% &dddikhappe lahuses toatemperatuuril {ile6d, misjérel
vahetati lahus uue vastu ning inkubeeriti veel 1 h. Geel loputati 20% etanoolis 2 x 10
minutit. Seejérel inkubeeriti geeli 0,02% naatriumtiosulfaadi (Na2S203 x 5 H20) lahuses 1
minut. Geel loputati MQ vees kaks korda (2 x 1 min) ning immutati hobenitraadi (AgNO3)
lahuses (f.c. 12 mM) 2 h.

Peale hobentraadiga immutamist loputati geeli MQ vees (1 min) ning seejérel inkubeeriti
ilmutuslahuseses (3% Na,CO3, 0,01% Na»S03, 0,01% formaldehiiiid) 45 minutit.
[Imutusreaktsioon peatamiseks hoiti geeli lahuses, mis sisaldas 4% Tris ja 2% &dédikhapet

30 minutit. Seejérel inkubeeriti geeli MQ vees 2 x 30 minutit, misjdrel geel pildistati iiles.

2.2.5.6. Nhp2 valgu puhastamine

Nhp2 valk, mille kiiljes oli His-mérgis puhastati afiinsuskromatograafia abil, samamoodi
nagu llalkirjeldatud valkude puhastamise teises etapis (Joonised 6 ja 7) kasutades
vedelikkromatograafia siisteemi AKTAprime™ plus (GE Healthcare) ja 1 ml
afiinsuskromatograafia kolonni HisTrap™ FF (Cytiva). Erinevalt eelnevalt puhastatud
valgukompleksist, kasutati Nhp2 puhastamisel puhvreid C2 (kolonni pesuks) ja C3 (valgu

elueerimiseks kolonnilt) (Tabel 4).

Puhastatud Nhp2 fraktsioonid analiiiisiti SDS-PAA geelil lahutades valgud elektrivéljas

ning vérvides Coomassie Brilliant Blue R-250-ga. Puhastatud valk segati gliitserooliga
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suhtes 1:1, alikvooditi 5 pl kaupa ja siilitati -80 °C juures edasisteks pseuouridiileerimise

katseteks. Kéesoleva t66 raames Nhp2 kontsentratsiooni ei moddetud.

2.2.6. H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi giid-RNA ja kompleksi substraat-RNA
transkribeerimine

Giid-RNA (snR5 H/ACA box small nucleolar RNA) ja substraat-RNA (25S heeliks 38
rRNA) (Tabel 5) siinteesimiseks viidi ldbi in vitro transkriptsioon matriits-DNA-It
kasutades T7 poliimeraasi. Matriits-DNA konstruktides on meid huvitav jéirjestus
bakteriofaag T7 promootori kontrolli all. DNA konstruktid olid varem valmistatud Margus

Leppiku poolt.

Esialgu teostati transkriptsioon lineariseeritud plasmiidilt, hiljem kasutati transkriptsiooniks

samadelt plasmiididelt PCR-iga tehtud substraati.
2.2.6.1. DNA ettevalmistus RNA transkriptsiooniks
Plasmiidse DNA paljundamine

RNA transkriptsiooni ldbiviimiseks paljundati plasmiidset-DNAd (mis vastavalt sisaldas
giid-RNA matriitsi vOi substraat-RNA matriitsi jdrjestust) (Tabel 2). Selleks transformeeriti
Margus Leppiku konstrueeritud plasmiidid E. coli DH5a tiivesse (Tabel 1) kasutades varem
kéesoleva t00 peatiikis 2.2.5.7. kirjeldatud heat-shock meetodit. Tards66tmel saadud
tiksikkolooniast kasvatati rakke 16ppmahus 250 ml sarnaselt peatiikile 2.2.5.7. kuni ODsoo
~ 2. Rakud liiiisiti ja plasmiidne DNA eraldati FavorPrep Plasmid DNA Extraction Maxi

Kit-iga vastavalt tootja ettendhtud protokollile.

To6 kaigus kasutati RNA transkriptsioonil (nii giid-RNA kui substraat-RNA puhul) DNA
matriitsina ka PCR produkti, kus PCR substraadina kasutati tilalpuhastatud plasmiidset
DNA-d.

DNA amplifitseerimine PCR meetodil

PCR reaktsioonid viidi 1dbi kasutades termotsiiklerit Mastercycler nexus (Eppendorf).
Reaktsioonis kasutati 7ag DNA poliimeraasi (1 U ensiitimi 50 pl reaktsioonimahu kohta)
selleks ette ndhtud puhvris (Tabel 4). 50 pl PCR reaktsioonisegu sisaldas plasmiidset DNA-
d (f.c. 0,1 ng/ul), dANTP-d (f.c. 200 uM iga desoksiinukleotiidi kohta), DIR ja REV
praimereid vastavalt tabelile 5 (f.c. 0,5 uM iga praimeri kohta), MgCL (f.c. 1,5 mM).
Reaktsioon viidi 1dbi tabelis 6 kirjeldatud tingimustel. Saadud PCR produktid puhastati
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kasutades FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit-i vastavalt tootja protokollile. DNA
produktid valideeriti suuruse jargi 2% agaroosgeelil, kasutades suurusmarkerina GeneRuler
100 bp Plus. Proovide visualiseerimiseks kasutati nukleiinhappega seondunud
etiiddiumbromiidi fluoresentsi ultraviolettkiirguse juuresolekul. Loplikuks valideerimiseks
kontrolliti saadud PCR produktid sekveneerimise teel (TU genoomika instituudi

tuumiklabor).

Tabel 6. PCR reaktsiooni tingimused

Etapp Nimetus Temperatuur | Aeg (s) Tsiiklite arv
1. Esialgne denaturatsioon +95 °C 120 1
2. Denaturatsioon +95 °C 40
3. Praimerite seondumine +60 °C 40 31
4. Elongatsioon +72 °C 60
5. Loplik elongatsioon +72 °C 300 1

Plasmiidse DNA lineariseerimine ja fenool-kloroform tootlus

RNA siinteesiks vajalikku matriitsjérjestust sisaldav plasmiidne DNA sisaldas
endonukleaas BamHI 16ikejarjestust, mida kasutati plasmiidi lineariseerimiseks vastavalt

endonukleaasi tootja soovitatud protokollile.

Et lahti saada DNA puhastamise kédigus lisatud RNaasist viidi ldbi lineariseeritud
plasmiidsele DNA-le fenool-kloroformtootlus. Selleks lisati lahusele vordne maht fenooli
ja kloroformi segu (pH 7,5) ja segati intensiivselt. Faaside eraldamiseks tsentrifuugiti segu
toatemperatuuril (5 min, 13000 rpm) ja vesifaas tdsteti uude tuubi. Protsessi korrati ning
seejarel lisati DNA sadestamiseks lahusele 2,5 mahtu etanooli (96%) ja segu hoiti -80 °C
juures 30 minutit ning seejérel tsentrifuugiti (+4 °C, 10 min, 13000 rpm). Sademelt
eemaldati etanool, misjérel sade pesti 80% etanooliga ja tsentrifuugiti veel 5 minutit. Pesuks
kasutatud etanool eemaldati ning DNA sade kuivatati tdielikuks etanooli eemaldamiseks
+37 °C juures 10 minutit ning resuspendeeriti 50 ul MQ vees. Nukleiinhappe
kontsentratsioon moddeti spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 260 nm kasutades

analiisaatorit NanoDrop (Thermo Fisher).
2.2.6.2. RNA transkriptsioonireaktsioon

RNA transkriptsiooniks kasutati varem molekulaarbioloogia laboris Ivan Kisly poolt
optimeeritud protokolli (Joonis 8). 50 pul reaktsioonisegu kohta voeti 1 pg matriits-DNA-d.
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Reaktsioonisegu sisaldas transkriptsioonipuhvrit (tabel 4), rNTP-d (f.c. 3,75 mM iga
ribonukleotiidi kohta), NH4Cl (f.c. 50 mM), 40 U RNaasi inhibiitorit Ribolock ning 250 U
T7 poliimeraasi. Reaktsioon viidi ldbi temperatuuril +42 °C 2h jooksul. Reaktsioonisegust

voeti proov hilisemaks analiitisimiseks agaroosgeelil.
RNA transkriptsioonireaktsioon substraat-RNA triitiumiga markimiseks

Triitiumiga margitud substraat-RNA saamiseks viidi 1dbi transkriptsioonireaktsioon
samadel tingimustel nagu eelnevalt kirjeldatud 16igus. Lisaks tilalmainitud komponentidele
(sh mirkimata uridiintrifosfaat) lisati reaktsioonisegusse 5. positsioonist triitiumiga
margitud 50 pl uridiintrifosfaati. Puhastatud RNA  kontsentratsioon moddeti
spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 260 nm kasutades iihekordseid kiivette ning
analiisaatorit BioPhotometer (Eppendorf). Triitiumiga mérgitud uridiintrifosfaadi ja
véljapuhastatud substraat-RNA radioaktiivsuse hindamiseks lisati proovidele 5 ml
sintsillatsioonisegu  Optiphase Hisafe 3 (PerkinElmer) ja radioaktiivsus moddeti

sintsilatsioonianaliisaatoriga PerkinElmer Tri-Carb 2800TR Liquid Scintillation Analyzer.
2.2.6.3. DNaasi reaktsioon

RNA transkriptsioonijérgselt lisati segusse 10 U DNaasi 50 pl kohta ning reaktsioonisegu
inkubeeriti +37 °C juures 20 minutit. Reaktsioonisegust voeti proov ning analiiiisiti koos
eelnevas etapis voetud prooviga. RNA produktid valideeriti suuruse jargi 2% agaroosgeelil,
kasutades suurusmarkerina GeneRuler 100 bp Plus. Proovide visualiseerimiseks kasutati

nukleiinhappega seondunud etiidiumbromiidi fluoresentsi ultraviolettkiirguse juuresolekul.
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Joonis 8. RNA transkriptsiooniskeem. Kasutades DNA-matriitsi, siinteesitakse T7 poliimeraasiga
RNA jirjestus, misjidrel eemaldatakse DNaasi abil matriits-DNA. Nii enne DNaasi to6tlust

reaktsioonisegust voetud proovi kui DNaasiga téodeldud proovi hinnati 2% agaroosgeelil.

2.2.6.4. RNA transkriptsioonijirgne puhastamine

Eelnevas etapis transkribeeritud RNA puhastati enne pseudouridiileerimist RNeasy Kit-iga
(QIAGEN) vastavalt tootja protokollile ja nukleiinhappe kontsentratsioon mdddeti
spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 260 nm kasutades analiisaatorit NanoDrop (Thermo

Fisher).

2.2.7. Valgukompleksi aktiivsuse kontroll

Valgukompleksi aktiivuse kontrolliks kasutati puhastatud H/ACA ribonukleoproteiin-
kompleksi valke ning giid-RNA-d, et pseudouridiileerida substraat-RNA.

2.2.7.1. H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi moodustamine
GiidRNA voltumine

snR5 snoRNA (giid-RNA) korrektseks voltumiseks viidi 5 pg transkribeeritud ja
puhastatud produkti 380 ml voltumispuhvrisse (giid-RNA voltumispuhver) (Tabel 4).
Lahuse temperatuur tdsteti +65 °C ning lasti aeglaselt (3h jooksul vesivannis) jahtuda +30

°C juurde.
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Kompleksi moodustamine

Voltunud giid-RNA lahusele lisati 10 pl eelnevalt puhastatud Cbf5, Nop10 ja Garl valkude
segu ning 10 pl Nhp2 valku ning inkubeeriti HHACA RNP kompleksi moodustamiseks +30

°C juures 10 minutit.
2.2.7.2. Pseudouridiilatsioonireaktsioon

5 pg triitiumiga méargitud uridiine sisaldav substraat RNA viidi 400 pl puhvrisse (substraat-
RNA puhver) (Tabel 4) ning inkubeeriti +30 °C juures 10 minutit temperatuuri

iihtlustamiseks enne pseudouridiilatsioonireaktsiooni.

Reaktsiooni ldbiviimiseks segati 400 pl lahust (eelinkubeeritud H/ACA RNP valgud ja giid-
RNA) kokku 400 pl eelinkubeeritud substraat-RNA-ga. Kahe lahuse segunemisel saavutati

pseudouridiilatsiooniks vajalik puhver (pseudouridiilatsioonipuhver) (Tabel 4).

Pseudouridiilatsioonireaktsioon viidi 1&bi +37 °C juures 60 minuti jooksul ning reaktsiooni
kdigus voeti ajapunkte: 5 min, 10 min, 20 min, 30 min ja 60 min juures voeti
reaktsioonisegust 100 pl proov, kus reaktsioon peatati 1 ml 5% aktiivsée vesilahuse
(sisaldab f.c. 100 mM HCI) lisamisega. Proovid segati véristajal 10 minutit reaktsioonis
osalenud komponentide absorbeerimiseks. Seejérel materjal tsentrifuugiti (13k rpm, 10
min) ja aktiivsde kontaminatsiooni viltimiseks supernatant tsentrifuugiti uuesti (13k rpm,
10 min). Klaaritud supernatandile (1 ml) lisati 5 ml sintsillatsioonisegu Optiphase Hisafe 3
(PerkinElmer) ja radioaktiivsus mdddeti sintsilatsioonianaliisaatoriga PerkinElmer Tri-Carb

2800TR Liquid Scintillation Analyzer.

Lisaks pseudouridiilatsioonireaktsioonile viidi paralleelselt 1dbi kaks kontrollreaktsiooni,
kus reaktsioonisegust puudus vastavalt giid-RNA voi H/ACA RNP kompleksi valgud, mis

asendati kontrollreaksioonides puhvriga.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Kédesoleva t06 eesmidrk oli vdlja puhastada eukariiootse H/ACA ribonukleoproteiin-
kompleksi valgud vastavalt varem kirjanduses avaldatud meetodile (Caton et al., 2018) ning
kontrollida kompleksi aktiivsust in vitro transkribeeritud giid-RNA-d ja substraat RNA-d
kasutades. T60 kiigus selgus, et tdpselt samasugust valgupuhastamise protokolli ei dnnestu
rakendada, kuna info meetodi kohta on varasemalt avaldatud kirjanduses puudulik.
Kéesoleva bakalaureusetoé juhendaja Ermo Leuska koostdos enda doktoritod juhendaja
Margus Leppikuga olid varasemalt alustanud eksperimendi iilesseadmist ning proovinud
Saccharomyces cerevisiae H/ACA RNP rekombinantsete valkude iileekspressiooni E.
coli-s, kasutades Margus Leppiku poolt konstrueeritud ekspressioonivektoreid. Kiesolevas
to0s kasutati valguekspressiooniks kingitusena saadud koodon-optimeeritud geene
sisaldavaid ekspressioonivektoreid. Nhp2 ja Garl puhul sobisid esialgselt valitud
tingimused (+37 °C, 2h), kuid kataliiitilise valgu Cbf5 puhul oli vajalik

ekspressioonitingimuste optimeerimine.

2.3.1. Nhp2 ja Garl valkude ekspressioon

Rekombinantsete S. cerevisiae valkude Nhp2 ja Garl ekspressioon viidi l1dbi kdesoleva t66
meetodites kirjeldatud tingimustel (punkt 2.2.5.1). Enne suures mahus valkude puhastamist
teostati eelkatse ekspressiooni hindamiseks. Selleks lahutati E. coli rakkudes leiduvad
valgud elektrivdljas SDS-PAA geelil, mis néitas selgesti, et induktori IPTG juuresolekul on
rakkudes {ileekspreseeritud vastavalt Nhp2 vdi Garl (Joonis 9). Geelile lisatud
suurusmarkeri jérgi oli voimalik hinnata, et ekspresseeritavad valkude suurus on vastavuses

nende teadaolevate molekulmassidega (kdesoleva t66 punkt 1.3.1).

Plasmiididesse sisse viidud vastavate valkude geenijérjestused olid bakteriofaag T7
kontrolli all, mis tagab selle, et rakkude tavapérase elutegevuse kidigus neid valke ei
ekspresseerita. Kui rekombinantsed valgud oleksid konstitutiivse promootori all, siis oleks
see rakkudele lisastressi tekitajaks ja suure tdendosusega iileekspressioon ei onnestuks.
Valitud E. coli ekspresioonitiivedes (Tabel 1) on kromosoomi sisse viidud /ac promootori
alla bakteriofaag T7 pollimeraasi geen. Siinteetilise laktoosi analoogi, IPTG lisamisega
kasvukeskonda E. coli eksponentsiaalses kasvufaasis kiivitatakse kromosoomilt T7
poliimeraasi mRNA transkriptsioon ja ribosoomides siinteesitakse ensiiiim. T7 poliimeraas
tunneb E. coli rakus éra sisseviidud plasmiidil oleva T7 promootorjérjestuse ja saab toimuda
meid huvitavate valkude lileekspressioon. Vastavalt geelile kantud materjalile (Joonis 9) on

selgelt ndha, et ilma IPTG lisamiseta antud rakkudes vastava valgu ekspressiooni ei ole.
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Joonis 9. Nhp2 ja Garl valkude ekspressioon. SDS-PAA geeli pilt, kus esimesel rajal on
suurusmarker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) ning teisel ja
kolmandal rajal on geelile kantud totaalne E. coli rakuliisaat rakkudest, mis kandsid NHP2
geenijdrjestust sisaldavat plasmiidi. Kolmandal rajal on punase noolega ndidatud Nhp2 asukoht
valgugeelis. Geeli neljandal ja viiendal rajal on geelile kantud totaalne E. coli rakuliisaat rakkudest,
mis kandsid GARI1 geenijérjestust sisaldavat plasmiidi. Viiendal rajal on punase noolega niidatud
Garl asukoht valgugeelis. Mdlemal juhul ei ole ei ole néha geelil valguekpressiooni rakkudes, kuhu

IPTG-d ei lisatud.

2.3.2. Cbf5 + Nop10 ekspressiooni optimeerimine

Varem on kirjandusest teada, et rekombinantsete S. cerevisiae valkude Cbf5 ja Nopl0
ekspressiooni ei ole voimalik l&bi viia +37 °C juures (Caton et al., 2018). On teada, et
H/ACA RNP kompleksi kuuluv kataliiiitiline valk Cbf5 vajab prokariiootses siisteemis
tileekspresseerimisel valgusiinteesil korrektseks voltumiseks aega. Seepdrast viidi
valguekspressioon lébi temperatuuril +18 °C, et tagada produkti korrektne voltumine (punkt
2.2.5.1). Kuna polnud teada sobilik ekspressiooniaeg, siis viidi lébi eelkatse optimaalse aja
leidmiseks. Lisaks temperatuurile on varasema kirjanduse pohjal oluline ka, et Cbf5 oleks
tileekspreseeritud koos sama kompleksi valguga NoplO. Seepédrast on ka
ekspressioonivektor valitud selliselt, et iihelt vektorilt transkribeeritakse kaks geeni

(Tabel 2).
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Joonis 10. Cbf5 + Nop10 ekspressiooni hilisem optimeerimine ja Western Blot analiiiis. Joonise
paneelil A on SDS-PAA geeli pilt, kus esimesel rajal on suurusmarker ning teisel rajal on geelile
kantud totaalne E. coli rakuliisaat rakkudest, mis kandsid Cbf5 ja Nopl0 geenide jérjestust
plasmiidil, kuid kuhu ei olnud kasvukeskonda lisatud IPTG-d. Radadel 3-10 on néha ajapunktid
IPTG lisamise jérgselt vastavalt 3h - 10h. Suurusmarkeri 70 kDa piirkonnas on nédha Cbf5 valgu
iileekspressioon. Joonise paneelil B on sama geeli kasutades tehtud Western Blot analiiiis His-
mirgise vastase antikehadega, millelt on ndha Cbf5 ekpressioon suurusmarkeri 70 kDa piirkonnas

ning Cbf5 lagunemine suurusmarkeri 25 kDa ja 35 kDa piirkonnas.
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SDS PAA geelipiltidelt tulemusi analiiiisides on oluline mdista, et Cbf5 ja Nop10 ei ole
liitvalk, vaid tegu on kahe eraldiseisva valguga, mis on omavahel rakkudes kompleksis.
Enne geelile kandmist valgud denatureeritakse ja kompleks laguneb, mistdttu peaks olema
ndha kahte erinevat valku. Nop10 on niivord vidike valk, et jadb tavapirase Coomassie
Brilliant Blue varvimisega varju. Et hinnata Nop10 olemasolu kompleksis viidi kompleksi
puhastamise jargselt 1ibi SDS-PAA geeli viarvimine hobenitraadiga (kdesoleva t66 punkt

2.5.5.2) (Joonis 11).

Oluline tihelepanek seoses Cbf5 valgu lahutamisega elektriviljal SDS-PAA geelil on see,
et kuigi varasemalt on teada, et Cbf5 molekulmass on ~55 kDa (kdesoleva t66 punkt 1.3.1),
siis nii kdesolevas t60s kui varasemalt kirjnduses on ndidatud, et Cbf5 asub valgugeelis
suurusmarkeri 70 kDa piirkonnas. Seda vOib pohjustada valgu suhteliselt korge

isoelektriline punkt (pI), mille puhul on teada, et valgud liiguvad elektriviljas aeglasemalt.

Sobiva Cbf5 ekspressiooniaja leidmiseks kasvatati rakke kéesolevas t60s kirjeldatud

meetodil ja voeti ajapunktid vastavalt 3h, 6h, Sh ja 18h jarel pérast IPTG lisamist (Lisa 1).

Kuna antud katse jirgi ei olnud vdimalik hinnata Cbf5 vdimalikku lagunemist pika
ekspressiooniaja korral, siis korrati katset vottes tihedamalt ajapunkte (3h — 10 h) ning lisaks
varasemalt teostatud Coomassie Brilliant Blue-ga  virvimisele teostati ka
valguekspressiooni analiilis Western Blot meetodil, kasutades His-mérgise vastaseid
antikehi, sest Cbf5 valgule oli afiinsuskromatograafia labiviimiseks lisatud His-mérgis

(punkt 2.2.5.2) (Joonis 10).

Eelkirjeldatud tingimuste optimeerimise katse analiiiisiga valiti edasiseks sobilikuks
ekspressiooniajaks 9 h. Hinnati, et lithema ekspressiooniaja puhul on kiill Cbf5 lagunemine

vdiksem, kuid samas on ka valgusaagis viiksem.

2.3.3. H/ACA RNP kompleksi valkude puhastamine afiinsuskromatograafia
meetoditega

Vastavalt eelkirjeldatud eelkatsetele ekspresseeriti H/ACA RNP kompeksi valke leitud
optimaalsetel tingimustel suures mahus. Valkude véljapuhastamiseks kasutati Cbf5 kiiljes
olevat His-maérgist, Garl kiiljes olevat GST-mérgist ja Nhp2 kiiljes olevat His-margist.
Nopl0 kiiljes ei olnud iihtegi afiinsuskromatograafia margist, vaid see puhastus Cbf5-

Nopl10-Garl kompleksina.
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Nhp2 puhastamine

Valkude puhastamine viidi 14bi Nhp2 puhul iihes etapis vastavalt kdesoleva t66 punktile
2.2.5.6. Nhp2 valk seoti Ni** metalliioone sisaldava maatriksi kiilge. Maatriksile
ebaspetsiifiliselt seondnud kontaminatsioonist lahti saamiseks pesti maatriksit madala
imidasooli kontsentrastsiooniga lahusega, kuna imidasool konkureerib His-mérgisega
arvestades Ni*" metallioonide afiinsust. Tdstes imidasooli kontsentratsiooni lahuses
korgemale, konkureeris imidasool seondnud valgu tdielikult vélja ja eluaat koguti

fraktsioonidena ning analiitisiti SDS-PAA geelil virvides valgud Coomassie Brilliant Blue

abil (Lisa 2).
CbfS, Nop10 ja Garl puhastamine

H/ACA kompleksi valkude Cbf5, NoplO ja Garl puhul viidi 1dbi kaheetapiline
afiinsuskromatograafia vastavalt kédesoleva t66 punktile 2.2.5.4. Cbf5 ja Nopl0O valke
ekspreseerivad rakud segati enne liilisi Garl ekspresseerivate valkudega ning enne
afiinsuskromatograafia esimest etappi teostati klaaritud rakuliisaadile 1h jooksul

inkubatsioon, et vdimaldada valgukompleksi moodustamine.

Afiinsuskromatograafia esimeses etapis seoti valgukompleks Garl kiiljes oleva GST-
mirgise abil maatriksile, kuhu oli immobiliseeritud glutatioon, mis tagab afiinsuse.
Kompleks elueeriti redutseeritud glutatiooni lisamisega puhvrisse, mis konkureerib
maatriksis asuva glutatiooniga. Eluaat koguti fraktsioonide kaupa ja analiiiisiti SDS-PAA

geelil varvides valgud Coomassie Brilliant Blue abil ja hdbenitraadiga (Lisa 3).

2.3.4. Pseudouridiilatsiooniks vajalike RNA komponentide siintees

Kédesoleva t60 kéigus teostati hulgaliselt RNA transkriptsioonireaktsioone, et leida
edasiseks tooks vajaliku giid-RNA ja substraat-RNA siinteesi jaoks sobilikud tingimused.
Esialgu kasutati matriitsina Margus Leppiku poolt konstrueeritud plasmiide, mis enne
transkriptsiooni lineariseeriti. Kuna RNA saagis plasmiidset DNA-d kasutades oli madal,
siis teostati kontrolliks RNA transkriptsioon PCR-i produktidelt. Selleks viidi kdesoleva t66
raames ldbi PCR reaktsioonid nii giid-RNA kui ka substraat-RNA amplifitseerimiseks
(punkt 2.2.6.1).

PCR-i produktidelt oli RNA transkriptsiooni efektiivus oluliselt korgem. Kasutades

jarjestusi, mis on bakterifaag T7 promootori kontrolli all viidi l&bi in vitro RNA
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transkriptsioon kasutades T7 RNA poliimeraasi. Edukalt siinteesiti H/ACA RNP kompleksi
aktiivsuse kontrollimiseks nii giid-RNA kui ka substraat-RNA (Lisa 4).

H/ACA RNP valkude aktiivsuse kontrolliks siinteesiti triitiumiga méargitud uridiinfosfaati
kasutades radioaktiivne substraat-RNA. To0s kasutatud uridiintrifosfaat oli mérgitud
triittumiga 5. positsioonist, mis annab vdimaluse triitiumil vabaneneda l&dmmastikaluse
isomerisatsiooni kdigus (uridiin pseudouridiiniks (punkt 1.2.1, joonis 2)). Kirjeldatud

triitiumi vabanemist kasutatakse t66 jargmises osas valgukompleksi aktiivuse hindamisel.

2.3.5. H/ACA RNP kompleksi valkude aktiivsuse hindamine

Eelnevates etappides puhastati edukalt vilja eukariiootse H/ACA ribonukleoproteiin-
kompleksi valgud Cbf5, Nop10, Garl ja Nhp2, sealjuures kolm esimest on vélja puhastatud
kompleksina ning viimane eraldiseisvalt (Lisa 2 ja 3). Samuti transkribeeriti ning puhastati
ribonukleoproteiin-kompleksi kuuluv giid-RNA ning pseudouridiilatsiooni substraadina
osalev RNA. Sealjuures substraat-RNA siinteesiti triitiumiga mérgitud uridiintrifosfaadi
juuresolekul, et kéesolevas etapis hinnata pseudouridiilatsioonireaktsioonis osalevate

valkude aktiivust.

Kompleksi valkude aktiivsuse hindamiseks (punkt 2.2.7) loodi katseskeem, kus vdeti
arvesse, et stinteesitud giid-RNA ei ole siinteesijargselt korrektselt voltunud. Selleks teostati
varasema kirjanduse pohjal (Caton et al., 2018) giid-RNA voltumine ning lisati kdesolevas
toos viljapuhastatud valgud, et moodustuks H/ACA RNP kompleks. Kuna antud
bakalaureusetd6 kdigus ei hinnatud véljapuhastatud valkude kontsentratsiooni, vaid sooviti
esialgu {ildisemalt hinnata valkude aktiivsust, siis on edaspidi vajalik kirjeldatud
pseudouridiileerimisreaktsiooni kindlasti optimeerida. Reaktsioon viidi 1dbi triititumiga

margitud substraat-RNA juuresolekul 5 min — 60 min jooksul.

Reaktsioonisegust voeti erinevatel ajapunktidel proove ning reaktsioonisegus osalevad
komponendid seoti absorbeeriva materjaliga (aktiivsiisi), et kindlustada radioaktiivse

signaali péritolu reaktsiooni kdigus vabanenud triitiumist.

Reaktsiooni kédigus vabanenud triitiumi hulk mdddeti ning saadud andmete pohjal (Lisa 5)
arvutati programmis Graphpad Prism (tootja GraphPad Software, Inc.) reaktsiooni ajakover
(Joonis 12). Kéesoleva bakalaureusetoo kéigus ei moddetud pseudouridiilatsioonireaktsiooni

kineetikat, kuid edaspidi optimeeritud tingimusi kasutades on see uurimisrithmal plaanis.
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Joonis 12. Triitiumi vabanemise ajakéver, kasutades pseudouridiilatsioonireaktsioonil H/ACA
RNP kompleksi. Graafikul on néidatud viiel ajapunktil voetud proovid (5 min — 60 min)
pseudouridiilatsioonireaktsioonist, mis viidi ldbi kéesolevas t00s vilja puhastatud H/ACA RNP
kompleksi valkudega. Graafiku X-teljel on reaktsiooniaeg minutites ning Y-teljel triitiumi

detekteerimine (DPM) proovidest, millest on absorbeeritud reaktsioonis osalenud komponendid.

Kéesoleva bakalaureusetdd kéigus ei hinnatud reaktsioonis osalenud RNA ja valkude hulka,
vaid sooviti ndidata eukariiootse H/ACA ribonukleoproteiini valkude aktiivust. Edaspidistes
katsetes on plaanis tidpsemalt hinnata toimunud uridiini isomerisatsioonireaktsiooni
efektiivsust, vastavalt potentsiaalsete sihtmérkide arvule ning RNA kogusele. Samuti tuleb

hinnata lisatud valkude stohhiomeetrilist kogust, mida kdesoleva t66 raames ei tehtud.

Tuleb arvesse votta, et 14bi viidud H/ACA RNP kompleksi moodustumisel ei pruukinud giid-
RNA 100% efektiivsusega korrektselt voltuda ning ei ole tépselt teada, kas 1dbi viidud
pseudouridiilatsioonireaktsiooni efektiivsus on piisavalt korge. H/ACA RNP kompleksi
valkude aktiivsuse hindamise katset viidi 14bi bakalaureusetdos kirjeldatud substraadiga kaks

korda.

Kuigi vastavalt varem teadaolevale kirjandusele viivad eukariiootsetes rakkudes koht-
spetsiifilisi pseudouridiileerimisreaktsioone 1ébi nn stand-alone ensiiiimid, on H/ACA RNP
kompleksi kasutamisel suur roll in vitro modifikatsioonide sisse viimisel huvipakkuvatesse
sihtmark-RNA-desse. Eelkdige on kidesoleva bakalaureusetod kidigus vilja puhastatud

kompleksi valgud suure potentsiaaliga eukartiootse mRNA modifikatsioonide uurimisel, sest
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head tooriista koht-spetsiifiliselt pseudouridiinide sisestamiseks senini ei ole. Nagu selle t66
kirjanduse osas mainitud, on suhteliselt hiljuti avastatud mRNA-s sisalduvate pseudouridiinide
roll senini ebaselge ja tdnaseks avaldatud teadust66d on keskendunud mdne iiksiku kindla
modifikatsiooni asukohale (nt stoppkoodon) voi siis ldinud substraat-RNA totaalse
pseudouridiileerimise teed. Kasutades pseudouridiileerimiseks H/ACA RNP kompleksi on
voimalik vdga spetsiifiliselt uurida pseudouridiinide rolli erinevates RNA molekulides in vitro.
Antud t60s jouti vilja puhastatud valgukompleksi aktiivuse hindamise esimesse etappi
kasutades substraadina lithikest osa 25S rRNA-st. Jargmises etapis on todgrupil plaanis
kasutada looduslike giid-RNA-de kunstlikke analooge ning huvipakkuvaid substraate

pseudouridiinide rolli selgitamiseks.

Lisaks mainitud mRNA pseudouridiinidele pakub vdga suurt teaduslikku huvi ka mitmete
looduslike regulatoorsete RNA-de roll ja nende potentsiaalne modifikatsioonimuster.
Kasutades H/ACA RNP kompleksi tooriistana, et sisse viia in vitro huvipakkuvaid
modifikatsioone erinevatesse RNA molekulidesse, on voimalik tulevikus uurida keerulisi

eluslooduse seaduspérasusi ning seelébi kasutada modifikatsioonide potentsiaali ka meditsiinis.

Bakalauresetdos piistitatud hiipoteesi kontrollimiseks puhastati Saccharomyces cerevisiae-st
parit H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi valgud ning transkribeeriti vajalikud RNA
komponendid kasutades matriitsina nii lineariseeritud plasmiide kui ka bakalaureuset66 kdigus
valmistatud PCR-i produkte. Tehtud eksperimentide pdhjal saab véita, et H/ACA RNP
kasutamine pseudouridiilatsiooniks on suure potentsiaaliga, kuid katsesiisteem vajab veel

optimeerimist.
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KOKKUVOTE

Looduslik RNA sisaldab modifikatsioone, sealhulgas pseudouridiine, mille roll ei ole veel
16plikult vdlja selgitatud. Selleks, et uurida pseudouridiinide bioloogilist tdhendust, on tarvis
neid in vitro huvipakkuvatesse RNA substraatidesse sisse viia. Kasutades eukariiootides ja
arhedes levinud, kuid mitte peamist pseudouridiilatsiooni 1dbi viivat siisteemi — giid-RNA
juhtitud H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi vahendatud wuridiini isomerisatsiooni
pseudouridiiniks, oleks potentsiaalselt voimalik viia igasse huvipakkuvasse RNA molekuli

koht-spetsiifiliselt vajalik modifikatsioon in vitro.

Kéesoleva t66 eesmirk oli puhastada vélja H/ACA ribonukleoproteiin-kompleksi valgud ja
testida kompleksi aktiivsust in vitro pseudouridiilatsioonil. Selleks optimeeriti valkude
ekspressioon E. coli ekspressioonitiivedes, puhastati valgud tiivedest vélja kasutades
afiinsuskromatograafiat. Samuti siinteesiti kompleksi kuuluv giid-RNA ja pseudouridiileeritav

substraat-RNA kasutades in vitro transkriptsiooni.

Bakalaureuset6d kaigus tehtud katsete tulemusena oli voimalik formeerida H/ACA RNP
kompleks ning 14bi viia in vitro pseudouridiilatsioon. T66 kdigus puhastatud valkude aktiivsust
hinnati triitiumi vabanemise jargi, kasutades reaktsiooni substraadina radioaktiivselt mérgitud

RNA-d.

Too6 tulemusena kinnitati t00 alguses piistitatud hiipotees, et bakalaureuset6o kiigus
optimeeritud tingimustel ekspresseeritud ja  viljapuhastatud eukariiootse H/ACA
ribonukleoproteiin-kompleksi valgud on aktiivsed antud t66s 14bi viidud pseudouridiilatsiooni

eksperimendis.
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SUMMARY

Purification and evaluation of activity of the eukaryotic protein complex Cbf5-Garl-

Nop10-Nhp2 by in vitro pseudouridylation
Eliise Haljas

Summary

Pseudouridine () is the most abundant modification in RNA. The function of ¥ in different
RNAs has been widely studied since its discovery in 1951. ¥ was discovered in mRNA in 2014,

although its specific functions in mRNA are still relatively unknown.

Pseudouridine can be site-specifically synthesized using pseudouridine synthases (PUS), which
can be either guide-RNA dependent or independent. The guide-RNA dependent H/ACA box
ribonucleoprotein complex consists of snoRNA which acts as a guide, and four evolutionarily
conserved proteins: Cbf5, Garl, NoplO and Nhp2. In this complex, Cbf5 is the catalytic
enzyme. The functions of the other proteins are thought to help bind and release substrate-RNA
(Garl), take part in the stabilization and structural organization of Cbf5 (Nop10), and to assist
the correct positioning of the target-uridine into the Cbf5 active site (Nhp2).

The aim of this thesis was to recombinantly express and purify the four proteins (originating
from Saccharomyces cerevisiae) in E. coli. These proteins form the H/ACA ribonucleoprotein
complex that carries out the pseudouridylation reaction. The aim was to test the activity of that

complex.

In the experimental part of the thesis we purified the proteins of the complex from Escherichia
coli cells using different methods of affinity chromatography. Additionally we synthesized the
guide RNA and substrate RNA using in vitro transcription, and evaluated the activity of the
complex during in vitro pseudouridylation reaction. The activity was assessed by the release of

tritium using tritiated substrate-RNA.

The results of the experiments indicated that the purified H/ACA RNP complex proteins are
active and carry out the pseudouridylation reaction. This complex can be used for mRNA site-

specific pseudouridylation to further study the function of pseudouridines in mRNA.
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LISAD

Lisa 1. CbfS + Nop10 ekspressiooni esialgne optimeerimine

Marker
PageRuler
Plus
Prestained -IPTG 3h 6h 9h 18h

70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Lisa 1. Cbf5 + Nop10 ekspressiooni esialgne optimeerimine. SDS-PAA geeli pilt, kus esimesel
rajal on suurusmarker ning teisel rajal on geelile kantud totaalne F.coli rakuliisaat rakkudest, mis
kandsid Cbf5 ja Nopl0O geenide jérjestust plasmiidil, kuid kuhu ei olnud kasvukeskonda lisatud
IPTG-d. Radadel 3-6 on niha ajapunktid IPTG lisamise jargselt vastavalt, 3h, 6h, 9h ja 18h.
Suurusmarkeri 70 kDa piirkonnas on ndha Cbf5 valgu iileekspressiooni. Nop10 iileekspressiooni

valitud meetodiga ei ole vdimalik vaadelda.
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Lisa 2. Nhp2 ekspressiooni hindamine ja puhastamine afiinsuskromatograafia meetodil

+IPTG -IPTG

Nhp2 =—»

Lisa 2. Nhp2 ekspressiooni hindamine ja puhastamine afiinsuskromatograafia meetodil. Joonise
paneelil A on SDS-PAA geeli pilt, kus on esimesel rajal IPTG juuresolekul kasvatatud rakud ning teisel
rajal ilma IPTG lisamiseta kasvatatud rakud. Punase noolega on ndidatud Nhp2 asukoht geelil. Joonise
paneelil B on esimesel rajal afiinsuskromatograafias kasutatud totaalne rakuliisaat ning viimasel rajal
suurusmarker. Radadel 2 — 5 on néha afiinsuskromatograafia kolonnilt elueeritud fraktsioonide proovide

analiiiis. Punase ristkiiliku sees on ndha Nhp2 valgu asukoht geelil.
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Lisa 3. H/ACA RNP kompleksi valkude CbfS, Nop10 ja Garl puhastamine kaheetapilise

afiinsuskromatograafia meetodil

rakullsaat kompleksi puhastamine
suurus Cbfs+ Garl | EtaPP I etapp
(kba)  Nop1l0 (GST) (His)

70
55

40
35

25

- P = Chf5
'F-_-'-'-’ . ' = Gar1
15
<4 Nop10

Coomassie varvimine Hobenitraadiga
varvimine
Lisa 3. H/ACA RNP kompleksi valkude Cbf5, Nopl0 ja Garl puhastamine kaheetapilise
afiinsuskromatograafia meetodil. Joonisel on niidatud viljavotted geelipiltidest: esimesel kahel rajal
on SDS-PAA geelile kantud rakuliisaat, vastavalt Cbf5 ja Nop10 ning Garl valke ekspreseerivatest
rakkudest. Kolmandal ja neljandal rajal on elektriviljas lahutatud kolmest valgust koosneva kompleksi
valgud ning punase noolega on ndidatud Cbf5 ja Garl asukoht. Kolmas ja neljas rada on téhistatud
vastavalt afiinsuskromatograafia etapile, kas GST-mairgise jargi puhastades (esimene etapp) voi His-
mairgise jérgi puhastades (teine etapp). Viiendal rajal on neljanda rajaga identset geeli vérvitud
hdbenitraadiga ja seeldbi visualiseeritud valk Nop10, mis on nédidatud punase noolega. Esimese nelja

raja pildid on voetud geelidest, mis on vérvitud kasutades virvi Comassie Brilliant Blue.
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Lisa 4. Substraat-RNA visualiseerimine 2% agaroosgeelil

25S heeliks 38 rRNA

e

Marker Enne Parast
Thermo Dnaas Dnaas
100bp Plus  tdotlust  tddtlust

——t €mmmm maviits DNA

L

:
»

- - 4 ubsiraat RNA

Lisa 4. Substraat-RNA visualiseerimine 2% agaroosgeelil. Joonisel on niha geelelektroforeesi
kdigus lahutatud ning etiidiumbromiidiga UV-kiirguses visualiseeritud substraat-RNA (teisel ja

kolmandal rajal) ning matriits DNA enne DNaas to6tlust (teisel rajal).
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Lisa 5. Pseudouridiilatsioonireaktsiooni lidbi viimisel saadud andmed triitumi

vabanemise kohta vastavatel ajapunktidel voetud proovidest (t66 punkt 2.3.5) (Joonis 12).

Lisa 5. Pseudouridiilatsioonireaktsiooni 1dbi viimisel saadud andmed triitumi vabanemise kohta

vastavatel ajapunktidel vdetud proovidest.

aeg reaktsioon loendatud DPM tegelik DPM
(loendatud DPM miinus
kontroll)

5min 1) taielik kompleks 814 328
2) —giidRNA (foon) 486

10min 1) taielik kompleks 962 471
2) —giidRNA (foon) 491

20min 1) taielik kompleks 1293 798
2) —giidRNA (foon) 495

30min 1) taielik kompleks 1561 948
2) —giidRNA (foon) 613

60min 1) taielik kompleks 1844 991
2) —giidRNA (foon) 853
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