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Escherichia coli 16S rRNA 3’ otsa tuvastamine S1 nukleaasiga

Persistorid on uinuvolekus bakterid, mida antibiootikumid ei tapa ning need takistavad
krooniliste bakterinakkuste ravi. Persistorid on paljuski séltuvad toksiin-antitoksiin (TA)
stisteemidest. Selleks, et paremini mdista TA sisteemide rolli persistorite tekkes, kasutatakse
antud t66s Escherichia coli-t mudelorganismina, et uurida MazE-MazF TA susteemi toksiini
MazF moju ribosomaalse RNA ldikamisele, tuvastada MazF 16S rRNA I6ikesaidid S1

nukleaasiga mérkimise meetodil ning arutleda MazF olulisuses stressiribosoomide tekkes.
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CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Persistors are dormant bacterias tolerant to antibiotics which helps them to cause chronical
infections. Persistors largely depend on the action of toxin/antitoxin (TA) modules. To better
understand TA role in persistor formation Escherichia coli was used as a model to study MazF
toxin impact on cleavage of ribosomal RNA, to identify MazF 16S rRNA clevage sites using
the S1 nuclease mapping method and to discuss the importance of MazF in stressribosomes.
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KASUTATUD LUHENDID

Amp — ampitsiliin

APS —ingl k. ammonium persulfate

aSD — anti-Shine-Dalgarno jarjestus

cDNA — komplementaarne DNA (ingl. k complementary DNA)

DMSO - dimetidlsulfoksiid

EDTA — etuleendiaminotetraatsetaat

IF — initsiatsioonifaktor

LB - Lurian-Bertani s66de

IMRNA — liiderjarjestuseta mRNA (ingl k. leaderless mRNA)

PSK — post-segregatsiooniline tapmine (ingl k. post-segregational killing)
RBS - ribosoomi seondumissait (ingl k. ribosome binding site)

rpm — pooret minutis (ingl.k revolutions per minute)

SD — Shine-Dalgarno jérjestus

SDS — naatriumdodetsttlsulfaat (ingl k. sodium dodecyl sulfate)

SOB - ingl k. super optimal broth

SOC — ingl k. super optimal broth with catabolite repression

STM - stressi translatsiooni mehhanism (ingl k. stress translation machinery)
TA — toksiin-antitoksiin

TBE — TRIS-boraat-EDTA puhver

TEMED - ingl k. tetramethylethylenediamine

TEN — TRIS, EDTA, NaCl puhver

TIR — translatsiooni initsiatsiooni regioon (ingl k. translation initiation region)
TRIS — tris(hudroksiimettul)aminometaan

U — tihik (ingl k. unit)



UTR — mittetransleeriv jérjestus (ingl k. untranslated region)
RACE — (ingl k. rapid amplification of cDNA ends)

ppGpp — guanosiintetrafosfaat



SISSEJUHATUS

Persistorid on mitmetele antibiootikumidele tolerantsed bakterid, mis p&hjustavad kroonilisi
haigusi nagu néiteks tsustilise fibroosi haigetel esinevad kopsunakkused, tuberkuloos ning
biofilmiga seotud kroonilisi haigusi nagu endokardiit, osteomiieliit, gingiviit. Uhe peristorite
tekkimise eest vastutava mehhanismina on valja pakutud toksiin-antitoksiin ststeemide
aktiveerumist Uksikutes bakterites. Praegu on osa seda hilipoteesi toetavatest téodest osutunud
ekslikuks, kuid TA vdimalik seos persistoritega on tdmmanud neile mdistatuslikele
susteemidele hulga tahelepanu ja Shutanud neid lihemalt uurima. Uheks uuritumaks TA
sisteemiks on MazE-MazF ning on oletatud, et see VvOib osaleda stressi
translatsioonimehhanismi tekkes, aidates kaasa stressiribosoomide tekkele, millel puudub anti-
Shine-Dalgarno jarjestus ning mis on vBimelised transleerima erilisi liiderjarjestuseta mMRNA-
sid. Katsed stressiribosoomide tekke mehhanismi kohta on seni andnud vastuolulisi tulemusi.
Uhe hipoteesi kohaselt I16ikab MazF 16S rRNA-d kiipses ribosoomis, eemaldades 43
nukleotiidi pikkuse jarjestuse koos anti-Shine-Dalgarno jarjestusega. Teise hiipoteesi kohaselt
I6ikab MazF 16S rRNA-d tema eellasmolekulides ja pdhjustab eellasmolekulide kuhjumist,

mille tagajarjel on ribosoomide kiipsemine hairitud.

Kéesoleva t60 Kirjanduse osas antakse (levaade Escherichia coli ribosoomist, RNA
kipsemisest, modifitseerimisest ning lagundamisest ja erinevatest TA slsteemidest. Samuti
kirjeldatakse MazF/E TA slsteemi ning selle mdju ribosoomi biogeneesile ja valgusiinteesile
erinevatest seisukohtadest. TO6 eksperimentaalses osas kirjeldatakse meetodit, mille abil
tuvastati 16S rRNA 3’ ots. Arutletakse, kas selle meetodiga saaks otsustada stressiribosoomide

tekke vdimalikkuse (ile MazF kaasabil.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Toksiin-antitoksiin stisteemid

Paljude bakterite plasmiididest vdi kromosoomidest voib leida vaikeseid geneetilisi elemente —
toksiin-antitoksiin (TA) stisteeme, mis koosnevad (hte operoni kuuluvatest ning lahestikku
asetsevatest toksiini ja antitoksiini kodeerivatest geenidest (Gerdes et al., 2005). Toksiini
geenilt kodeeritud valk on stabiilne ning v@imeline mdjutama bakteri jaoks eluliselt olulisi
protsesse nagu translatsioon, replikatsioon, tsutoskeleti moodustumine, membraani
terviklikkuse sailitamine ning ATP ja rakuseina biosiintees (Schuster ja Bertram, 2013).
Antitoksiinid  neutraliseerivad  toksiini  aktiivsuse normaalsetes  kasvutingimustes,
represseerides toksiini kodeerivate TA operonide transkriptsiooni nii eraldiseisvalt kui ka
toksiiniga kompleksis promootorile seondudes (Marianovsky et al., 2001). Stressitingimustes
antitoksiinid lagundatakse, misjérel toksiinid vallanduvad ning hakkavad inhibeerima rakulisi
protsesse (Christensen et al., 2003, 2001). Antitoksiinid on kergesti lagundatavad. Toksiinide
edukaks pérssimiseks tuleb seetdttu antitoksiine pidevalt ekspresseerida (YYamaguchi ja Inouye,
2009). TA susteemide lookuseid leidub mobiilsetes DNA elementides nagu plasmiidid ning
profaagid (Wen et al., 2017). attC saitidega kiilgnevaid TA susteemide lookusi on leitud ka
integronidest (Pandey ja Gerdes, 2005). Need asjaolud annavad alust arvata, et TA slisteemid

levivad horisontaalse geenillekande abil (Melderen ja Bast, 2009).

TA slisteemid avastati esmakordselt Escherichia coli F-plasmiidist ccd (ingl k. coupled cell
division) lookusest ja nende rolliks peetakse plasmiidide stabiilsuse tagamist labi
plasmiidivabade tltarrakkude PSK mehhanismi (ingl k. post-segregational killing) (Gerdes et
al., 1986; Ogura ja Hiraga, 1983; Tsuchimoto et al., 1988). Tutarrakud, mis rakujagunemise
kaigus plasmiidi parivad, kasvavad normaalselt. Tttarrakkudes, kus plasmiid puudub, alustavad
peremeesraku ATP-sbltuvad proteaasid antitoksiini valkude kiiret lagundamist, mille tagajérjel
vabanevad toksiini valgud. See viib omakorda plasmiidivabade tutarrakkude selektiivse
tapmiseni (Melderen ja Bast, 2009). Tanapdevaks on teada kuute tdpi TA sisteeme, mida
eristatakse nende antitoksiinide mehhanismi jargi neutraliseerida aktiivseid toksiine (Page ja
Peti, 2016). Tadp 11, 1V, V ja VI puhul on antitoksiini ndol tegemist valguga, tttp I ja 111 puhul
on antitoksiiniks aga mittekodeeriv RNA. Koik bakterites kirjeldatud toksiinid on valgud (Wen
etal., 2017).

Tuup I antitoksiiniks on antisense-RNA, mis vahendab toksiini aktiivsust toksiini translatsiooni

inhibeerides. Antitoksiin, seondudes mMRNA-le, vahendab selle 16ikamist RNaas 111 poolt voi

peidab ribosoomi seondumissaidi (RBS ingl k. ribosome binding site) (Gerdes et al., 1992,
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Schuster ja Bertram, 2013). Tudp Il antitoksiin seondub toksiiniga, p&hjustades viimases
steerilisi muutusi vOi blokeerides toksiini aktiivsuseks olulisi saite. Toksiini aktiveerimiseks
lagundavad antitoksiine vastavad proteaasid (Yamaguchi et al., 2011). Tadp Il puhul on
toksiiniks endoribonukleaas. Antitoksiiniks on korduvijarjestused, mis seondudes valk-RNA
interaktsioonide abil toksiiniga inhibeerivad nukleaasi aktiivsust (Schuster ja Bertram, 2013).
Tulp IV susteemi toksiinid ja antitoksiinid ei interakteeru omavahel. Antitoksiinide
vastandtoimelisus seisneb hoopis toksiinide sihtmérkide stabiliseerimises (Masuda et al.,
2012). Taup V hulka kuulub GhoS/GhoT siisteem. See on teadaolevalt ainus TA slisteem, mida
reguleerib teine TA slsteem. Antitoksiiniks on toksiinispetsiifiline RNaas, mis soodsates
kasvutingimustes I6ikab toksiini mRNA-d. Stressitingimustes aga hakkab tutp Il ststeemi
toksiin MgsR lagundama antitoksiini GhoS mRNA-d ning selle tagajérjel saab alata toksiini
GhoT translatsioon (Wang et al., 2013). Tuup VI susteemi toksiini toimemehhanismiks on
replikatsiooni elongatsiooni blokeerimine 1abi seondumise DNA 1lIl polumeraasi f
libisemisklabrile DnaN. Toksiin takistab replikatsiooniks vajalike klambriga seonduvate
valkude seondumist ning replikatsioonikahvel kukub kokku. Antitoksiiniks on proteoltttiline

adapter, mis vahendab ja soodustab toksiini lagundamist proteaasi poolt (Aakre et al., 2013).

TA lookusi leidub vabalt elavates prokartiootides rohkelt, kuid sellistes organismides, mis
suudavad elada ja paljuneda ainult peremehe rakkudes, on neid vahe. TA stuisteeme v0ib leida
naiteks arhedest, Gram-positiivsetest bakteritest nagu Myctobacterium tubercolosis ning Gram-
negatiivsetest bakteritest nagu Escherischia coli, Pseudomonas aeruginosa, P. syringae ja P.
putida ning Salmonella typhimurium (Lewis, 2010; Pandey ja Gerdes, 2005). Samuti on TA
stisteeme leitud parmist ning seentest (Satwika et al., 2012; Yamaguchi et al., 2011). TA
lookusi vdib Uihes organismis olla palju. Naiteks TA slisteemide uurimise mudelorganism E.coli
K-12 MG1655 kodeerib vahemalt 19 erinevat ttdpi | TA lookusi ning 13 erinevat perekonda
tidp I TA lookust (Harms et al., 2018). Siiani pole leitud selget seost TA repertuaari ja
organismi bioloogia vahel. Kull on aga tédheldatud, et TA lookuste arv on kdrgem aeglaselt
kasvavates bakterites ning organismides, mis peavad kohanema vaenulike

keskkonnatingimustega (Leplae et al., 2011; Pandey ja Gerdes, 2005).

Kui plasmiidis esinevate TA lookuste funktsioon on teada, siis kromosoomis leiduvate TA
susteemide funktsioon on siiani ebaselge (Melderen ja Bast, 2009). Seni on valja pakutud
mitmeid protsesse, milles TA stisteemid voiksid osaleda. Néaiteks stressivastus, nélja poolt
indutseeritud bakteriostaas, programmeeritud raku surm (ingl k. programmed cell death),
biofilmi moodustamine ning hulgatunnetus (ingl k. quorum sensing) (Christensen et al., 2003,
2001; Engelberg-Kulka et al., 2006; Kolodkin-Gal et al., 2007; Sat et al., 2001; Wang ja Wood,
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2011). Uheks TA siisteemide bioloogiliseks funktsiooniks, mida on puiiitud eksperimentaalselt
kinnitada kui ka vaidlustada, on persistorite moodustamine (Harms et al., 2018). Persistorid
moodustavad vdikese alampopulatsiooni mitte-jagunevaid voi aeglaselt kasvavaid rakke, mis
on geneetiliselt identsed paljunevate bakteritega, kuid sisenevad kasvu vOimaldavates
tingimustes spontaanselt uinuvasse ning mitte-jagunevasse olekusse. Tolerantsuse tottu
pohjustavad persistorid kroonilisi bakteriaalseid haiguseid nagu naiteks tsustilise fibroosi
haigetel esinevad kopsunakkused, tuberkuloos ning biofilmiga seotud kroonilisi haigusi nagu
endokardiit, osteomueliit, gingiviit. (Conlon et al., 2013; Fasani ja Savageau, 2013; Fauvart et
al., 2011). Persistentsus pole paritav geneetiline omadus (Balaban et al., 2004). Persistorrakud
on &armiselt tolerantsed mitmetele antibiootikumidele (ingl k. multi-drug tolerance). Oletati, et
seda vOib pOhjustada TA toksiinide inhibeeriv toime, mis vdhendab bakteri metaboolset
aktiivsust ning pidurdab olulisi rakuprotsesse, mille tulemusena muutuvad rakus leiduvad
antibiootikumide sihtmargid inaktiivseks (Keren et al., 2004; Lewis, 2010). Seetdttu arvati, et
TA slisteemide uurimises voib peituda lahendus uute antibakteriaalsete ravimite loomises ning

krooniliste haigustega voitlemises (Williams ja Hergenrother, 2012).

Kdige rohkem on peristorite moodustamisega seoses uuritud tlup Il TA slsteeme, kuid
erinevate katsete tulemused on olnud vastuolulised. Tdendeid tidp Il TA sisteemide
osalemistest persistorite tekkes on kogutud erinevate bakterite kohta nagu Burkholderia, E. coli
ning Salmonella. (Helaine et al., 2014; Norton ja Mulvey, 2012; Van Acker et al., 2014). On
naidatud, et tiilp 11 TA slsteemi toksiinide RelE ja MazF Uleekspressiooni korral suureneb E.
coli populatsioonis persistentsete rakkude arv (Keren et al., 2004; Tripathi et al., 2014,
Vazquez-Laslop et al., 2006). Samas on ndidatud, et persistorite arvu suurendab ka muude
kasvu aeglustavate valkude uleekspressioon ja seetdttu ei saa toksiinide Uleekspressiooni
kasutades tGestada nende osalemist persistorite tekkel (Vazquez-Laslop et al., 2006). Lisaks on
naidatud, et kiimne tup Il TA sisteemi deletsioon ei mdjuta Escherichia coli persistentsuse
teket (Goormaghtigh et al., 2018; Harms et al., 2018).

Tuup 11 TA slsteemide geneetiline organisatsioon on priski konserveerunud. TA lookused
moodustavad operone, kus antitoksiini geen asub enamasti toksiini geeni ees (Pandey ja Gerdes,
2005). Mitmed antitoksiinid koosnevad kahest domeenist — N-terminaalsest DNA-ga
seonduvast ja C-terminaalsest toksiiniga seonduvast domeenist (Leplae et al., 2011). Toksiinid
on stabiilsed, kuid antitoksiine lagundavad pidevalt proteaasid nagu nditeks CIpAP ja Lon
(Aizenman et al., 1996; Christensen et al., 2001). Ttup Il TA ststeemide alla kuuluvad néiteks
MazE-MazF, RelE-RelB, YefM-Yo0eB, ning MqgsR-MgsA silisteemid (Brown et al., 2009;
Kamada ja Hanaoka, 2005; Leplae et al., 2011; Pedersen et al., 2003). Kui toksiinid pole

10



seondunud antitoksiin-toksiin kompleksi, riindavad nad olulisi rakuprotsesse. Paljud toksiinid
on translatsiooni inhibiitorid ning on tuvastatud erinevaid viise, kuidas nad mdjutavad valkude
biosiinteesi. Paljud toksiinidest kadituvad kui mRNA interferaasid, 16igates mRNA-d kas

ribosoomist sbltuvalt voi sdltumatul viisil (Jgrgensen et al., 2009; Yamaguchi ja Inouye, 2009).

1.1.1 Ribosoomist sdltuv RNA Idikamine

Ribosoomist s6ltuvatel toksiinidel ei ole ilma ribosoomideta endonukleaasset aktiivust ja
seetdttu 16ikavad nad ainult sellist MRNA-d, mis on seotud ribosomaalsetesse kompleksidesse
(Pedersen et al., 2003). Tanapéeval teatakse 6 erinevat TA sisteemi kuuluvat ribosoomist
sOltuvat mRNA interferaasi perekonda — RelE, YoeB, YafO, YafQ, HigB ning YhaV (Choi et
al., 2017).

1.1.2 Ribosoomist sdltumatu RNA Idikamine

Ribosoomist sdltumatud toksiinid on aktiivsed endoribonukleaasid ning erinevalt
ribosoomidest sdltuvatest toksiinidest 16ikavad nad oma substraate edukalt ilma ribosoomide
abita. Nende hulka kuuluvad endonukleaasid HicA, SymE, VapC ja MazF perekondadest
(Jorgensen et al., 2009; Kawano et al., 2007; Zhang et al., 2003). VapC ja MazF toksiinid on
voimelised I6ikama erinevaid mRNA, rRNA ning tRNA-sid, kuid enamiku toksiinide tapseid
sihtmérke pole seni selgelt maaratletud ning mehhanismid, millega toksiinid raku kasvu

blokeerivad, on siiani jadnud ebaselgeks (Culviner ja Laub, 2018).

1.1.3 MazF toksiin ja selle substraadid

Uheks kdige enam uuritud E. coli TA siisteemiks on MazE-MazF. MazF on stabiilne toksiin,
mille toime neutraliseerib kompleksi moodustamine antitoksiiniga MazE. Stressitingimustes
hakkab ATP-st sbltuv seriinproteaas CIpAP antitoksiini lagundama. MazE lagundamist
soodustavad stressitingimused on méarkimisvéarne ppGpp (ingl k. guanosine tetraphospate)
hulga tdus rakus aminohappe ndlja tagajarjel ning to6tlus antibiootikumidega, mis mdjutavad
translatsiooni ning transkriptsiooni aktiivsust (Aizenman et al., 1996; Hazan et al., 2004). MazE
hulga langemisel rakus suureneb vaba MazF hulk. MazF on vdimeline inhibeerima
translatsiooni ning mdnede autorite vaitel pdhjustama ka raku surma (Kolodkin-Gal et al.,
2007; Zhang et al., 2003).

MazF toksiini monomeer moodustab {iksiku globulaarse domeeni mddtmetega 40 x 40 x 20 A.
Domeen koosneb seitsme keeruga antiparalleelsest B-lehest ja kolmest a-heeliksist. Kui kaks
MazF monomeeri omavahel seonduvad, moodustuvad nende vahele positiivse laenguga

summeetrilised vaod, kuhu saab spetsiifilise jarjestusega MazF substraat seonduda. Kahe MazF
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monomeeri vaheline interaktsioon toimub hidrofoobsete sidemete abil (Kamada et al., 2003).
MazF monomeeride vahelistesse vagudesse vGib samuti seonduda antitoksiin MazE. MazE
liitumine MazF-ga ei pdhjusta toksiini struktuuris suuri muudatusi, kuid katab ara MazF
aktiivtsentri ning blokeerib endoribonukleaasset aktiivsust (Li et al., 2006). MazE homodimeer
moodustab pdimunud B silindri dimensiooniga 20 x 30 x 25 A, millel on kaks véaljaulatuvat
negatiivselt laetud C-terminuse segmenti, mis interakteeruvad MazF homodimeeriga (Kamada
et al., 2003). MazE seondumissaitideks MazF vagudes on S1 ja S2 lingu vahel asuv ndgusa
pinnaga konserveerunud B-ahel (sait 1) ning hiidrofoobsete omadustega H1 heeliks Ghelt MazF
monomeerilt ja S3-S4 ling teiselt monomeerilt (sait I1). MazE C-terminused v@ivad paremaks
MazF-ga seondumiseks mimikeerida tiheahelalise RNA struktuuri (Zhang et al., 2003). (Joonis
1)

Sait II*

Sait |

Sait Il

Joonis 1. MazF homodimeeri substraadi secondumissaidid vaadelduna MazF Kristallstruktuuris.
A) kahe MazE peptiidi seondumine MazF vagudesse B) kahe substraadi seondumine MazF vagudesse.
Sinised ja rohelised on MazF subuhikud, kollane on MazE selgroog ning sSRNA mudel on roosa. MazE
seondumissaidid | ja Il MazF homodimeeril on Umber joonitud. S1-S2 ja S3-S4 lingud mérgitud
punktiirina (Li et al., 2006).

E. coli MazF toksiin on kdrgelt spetsiifiline theahelalise RNA suhtes ning 16ikab mRNA-d ja
rRNA-d ACA jérjestusest A ja C jadkide vahelt. Sekundaarstruktuurid kaitsevad RNA-d MazF
IGikamise eest, sest need ei mahu eelpool nimetatud MazF homodimeeri vagudesse, kus

substraadi 16ikamine aset leiab (Zorzini et al., 2016).

MazF loikab ACA jarjestuse 5° otsast fosfodiestersidet, jattes iihte 5’otsa 2’, 3’-tsiklilise
fosfaadi ja 3’ otsa vaba 5’-OH riihma (Vesper et al., 2011; Zhang et al., 2005, 2003). Kuigi
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ACA jarjestus on I6ikamise jaoks vajalik, ei l18igata kbdiki ACA saite Uhesuguse aktiivsusega.
Uha enam ollakse veendunud, et trinukleotiidne motiiv pole ara tundmiseks piisav ning
tegelikkuses laheb I6ikesaidi &ratundmiseks ning efektiivseks I16ikamiseks tarvis 7 nukleotiidi
pikkust jarjestust. ACA asub &dratuntava motiivi keskel ning seda tmbritsevad nukleotiidid on
olulised I6ikamise efektiivsuse madramisel (Culviner ja Laub, 2018; Mets et al., 2019; Zorzini
etal., 2016).

Lisaks E. coli-le leidub MazF homolooge sellistes bakterites nagu Staphylococcus aureus
(MazF-sa) ning Bacillus subtilis (MazF-bs), mis I6ikavad mRNA-d UACAU jérjestusest (Park
et al., 2011; Zhu et al., 2009). Hiljuti tuvastati MazF homoloog halofiilist Haloquadratum
walsbyi (MazF-hw), mis 16ikab mRNAd UUACUCA jarjestusest (Yamaguchi et al., 2012).
Erinevalt enamikest prokarliootidest, kes sisaldavad kahte MazF slsteemi, sisaldab
Mycobacterium tuberculosis neid tUheksa. Maz-mt6 on vdimeline I6ikama 23S rRNA-d
ribosomaalsest A saidist ning l&bi selle mehhanismi inhibeerima translatsiooni. MazF-mt3
16ikab aSD jérjestust 16S rRNA paardumata 3’otsast (Schifano et al., 2013). MazF-mt9
sihtmérgiks pole ei MRNA ega rRNA, vaid hoopis tRNA sihtmarkjarjestusega (antikoodoniga)
UUU (Chen et al., 2017; Schifano et al., 2016). Seega vdib 6elda, et MazF homoloogide arv

prokartootide hulgas on kdrge ning nende substraadid vdivad olla erinevad.

1.2 Ribosoomid ja rRNA kipsemine, modifitseerimine ja lagundamine bakterites
1.2.1 E. coli ribosoom

Ribosoomid on suured ribonukleoproteiini kompleksid, mis vastutavad rakus valkude tootmise
eest. Nende matriitsiks on mRNA, substraadiks aminoatsutl-tRNA ning produktiks valgud. E.
coli ribosoom 70S koosneb kahest alatihikust 30S ja 50S. Vaiksem alatihik koosneb 16S rRNA-
st ja 21 ribosomaalsest valgust ning suurem alatihik koosneb 23S ja 5S rRNA-st ning 33 valgust
(Noller ja Nomura, 1996). Alathikutel on translatsioonis erinev roll. Suurem alauhik vastutab
néiteks peptiidsideme tekke eest ning vaiksema alauhiku Ulesandeks on translatsiooni
kaivitamisel kindlustada ribosoomi interaktsioonid mRNA-ga ning dekodeerida geneetilist

informatsiooni (Moore ja Steitz, 2003; Schluenzen et al., 2000).

Valkude translatsioon saab alguse 70S ribosoomi eraldumisest 30S ja 50S alaiihikuteks.

Seejarel hakkavad moodustuma translatsiooni initsiatsioonikompleksid, mille osadeks on

ribosoom, initsiaator-tRNA (fMet-tRNA™e) mRNA ja kolm initsiatsioonifaktorit IF1, IF2 ja

IF3. Shine-Dalgarno ja aSD jérjestuste vaheline interaktsioon on oluline mRNA seondumiseks

ribosoomi  véikese alalihikuga. SD-aSD interaktsiooni tagajarjel  kohandatakse

initsiatsioonikoodon ribosoomi P-saiti, kus see interakteerub IF2 juuresolekul initsiaator-
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tRNA-ga ning moodustub 30S initsiatsioonikompleks. Viimase sammuna liitub 50S alaiihik
30S initsiatsioonikompleksiga, moodustades 70S initsiatsioonikompleksi ning olles ntdd
valmis leminekuks elongatsiooni faasi. Liiderjarjestuseta mRNA seondumine ribosoomile on
kanoonilise MRNA seondumisest mdnevdrra erinev. INMRNA seondumine on séltuv initsiaator-
tRNAst, mis tagab tdpse mRNA translatsiooni initsiatsiooni TIR (ingl k. translation initiation
region) saidist. Seondumine toimub eelistatult 70S ribosoomiga ning initsiatsioonile jargneb
elongatsiooni faas isegi initsiatsioonifaktorite puudumisel (Pon et al., 2000; Udagawa et al.,
2004; Yusupova et al., 2006).

1.2.2 rRNA kipsemine

Ribosoomi alathikute kiipsemine ning kokkupanek on keeruline protsess, mis sisaldab mitmeid
etappe. Bakteri ribosoomi biogenees algab 16S, 5S ja 23S rRNA transkriptsioonist. Neid rRNA-
sid transkribeeritakse algselt kui Ghte molekuli. E. coli rRNA transkribeerimine toimub
seitsmelt operonilt. Operonid on konserveerunud, oma organisatsioonilt omavahel véga
sarnased ning nende struktuursete geenide jérjestused peaaegu identsed (Hillebrand et al.,
2005). Soltuvalt rRNA operonist voib transkripti osaks olla ka tks vdi mitu tRNA-d, mis
asetsevad 16S ja 23S jarjestuste vahel ning allavoolu 5S RNA-st. RNaas 11 16ikab transkripti
16S ja 23S jdrjestuste vahelt, vabastades nii 16S, 23S ja tRNA eellased. 5S ja temast allavoolu
asetsevate tRNA prekursorite vabastamine toimub tdnu RNaasE I6ikamisele (Deutscher, 2006).
(Joonis 2)

Transkriptide kipsemine algab enne trankriptsiooni 18ppu  sekundaarstruktuuride
moodustumisega ning seondumissaitide vabanedes ribosomaalsete valkudega liitudes.
Samaaegselt toimub ka rRNA keemiline modifitseerimine ning protsessimine RNaaside abil
(Williamson, 2003).

16S rRNA geenid asuvad operoni 5’ poolses otsas ning neile jirgnevad 23S rRNA geenid. 5S
rRNA geenid asuvad 3’ poolses operoni otsas. 16S rRNA puhul 1dikab rRNA transkripti
kdigepealt RNaas 111 ning tekib 17S prekursor. Prekursorid on pikemad kui rRNA kupses
ribosoomis, sisaldades 115 nukleotiidi 5° otsas ning 33 nukleotiidi 3’ otsas (Young ja Steitz,
1978). Need uleliigsed nukleotiidid tuleb eemaldada, et valmiks kiips 16S rRNA. 5’ otsa
protsessimises osalevad RNaas E, mis 16ikab otsast 66 nukleotiidi pikkuse jarjestuse ning
RNaas G, mis ldikab rRNA-d vahetult 5° otsast (Li et al., 1999). 3’ otsa protsessimine on aga
siiani selgusetu, kuid arvatakse, et selles vdivad osaleda sellised enstiumid nagu RNaas R,
RNaas Il, PNPaas ja RNaas PH (Deutscher, 2009; Smith et al., 2018). (Joonis 2)
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Peale ribosomaalsete RNA-de on translatsioonis votmeroll tRNA-del, mis lisaks
translatsioonile osalevad teisteski rakuprotsessides (Raina ja Ibba, 2014). Toitainete vahesusest
tekkinud stressi korral osalevad tRNA-d E. coli poomisvastuse kaivitamises, mille k&igus
aminoatsetileerimata tRNA liigub ribosoomi A-saiti, mdjutades seeldbi geeniekspressiooni. (Li
ja Zhou, 2009).

Nagu teisigi transkripte, toodetakse tRNA-sid alguses tdiendavate kilgnevate jarjestustega
prekursoritena  (pre-tRNA), mis peavad ldbima kogu komplekti erinevaid post-
transkriptsioonilisi kiipsemisetappe. Need etapid sisaldavad 5° liider- ning 3’ treilerjérjestuse
eemaldamist, teatud nukleosiidide positsioonide modifitseerimist, intronite splaissimist ning
CCA jarjestuse lisamist 3’otsa enne kui tRNA-d translatsioonis kasutada saab. Lisaks paljudele
teistele enstitimidele protsessib 5° otsa RNaas P ning 3’ otsa RNaas Z (Li ja Deutscher, 1996;
Phizicky ja Hopper, 2010; Wellner et al., 2018). Kiipsel tRNA-I on kaks funktsionaalset otsa —
CCA poolsesse otsa liidetakse aminohape ning antikoodonling sisaldab antikoodoni jarjestust,
mis tunneb &ra mMRNA koodonjérjestuse (Sergiev et al., 2018). Selleks, et initsiaator-tRNA
saaks initseerida valgusunteesi, laetakse see kdigepealt metioniniiga ning siis formuleeritakse

metionldl-tRNA-transformulaasi poolt (Laursen et al., 2005; Roy et al., 2018).

23S rRNA

16S rRNA

5S rRNA

Glu2 2 1) e
tRNA

[T
3& i
P1 P2 P 92 E LI'T2
s —

Joonis 2. rRNA kipsemine. Joonisel on kujutatud tihte E. coli seitsmest operonist (rrnB). Mérgitud on
16S, 23S ja 5S rRNA, tRNA ning nende kiipsemises osalevad peamised RNaasid: Rnaas 111 (111), RNaas
G (G), RNaas E (E), RNaas P (P), Rnaas T (T) ning tundmatud RNaasid (?). rrn operonid sisaldavad ka
kahte promootorit P1 ja P2 ning terminaatorit T1 ja T2. (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007)

1.2.3 RNA modifitseerimine

rRNA biostinteesi kaigus moodustuvad pre-RNA-s ka modifitseeritud nukleotiidid. 95 % E.
coli rRNA modifikatsioonidest esinevad just funktsionaalselt olulistes regioonides.
Nukleotiidide modifikatsioone esineb kolme po&hittupi — uridiini konversioon pseudouridiiniks

(V), 2’hiidroksiiiili metiilatsioon ning nukleotiidide ldmmastikaluste metiilatsioon erinevates
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positsioonides (Decatur ja Fournier, 2002). Suurem osa metileeritud rRNA nukleotiididest
modifitseeritakse kas alatihiku assambleerimise viimastel sammudel vo6i juba kipsetes
alatihikutes. Suure alatihiku modifikatsioonid toimuvad seevastu alathiku kokkupanemise
varajases staadiumis. Metilatsioone viivad labi metidltransferaasid (Sergiev et al., 2018).
Modifikatsioonide nagu metilatsioonide olemasolu blokeerib voi aeglustab pddrdtranskriptaasi
t06d (Potapov et al., 2018).

1.2.4 RNA lagundamine

Lagundamise seisukohast saab RNA-d jaotada mRNA-ks ja stabiilseks RNA-ks (rRNA ja
tRNA). mRNA vahendab geneetilist informatsiooni DNA-It valkudele ning on liihikese
eluaega. See vBimaldab taiendavalt kontrollida geeniekspressiooni ning rakkudel umbritseva
keskkonnaga kiiremini kohaneda. mRNA lagundamine on kiire ning pidevalt toimuv
rakumetabolismi protsess, mis algab enamasti RNaasE seondumisest monofosfaadi jadke
sisaldavale mRNA 5’ otsale ning 1dikamine toimub sekundaarse struktuuriga AU-rikastes
piirkondades (Deutscher, 2006; Jain, 2002). mRNA lagundamises osalevad piiratud maaral ka
teised endoribonukleaasid nagu RNaasG, RNaas |1l ning RNaasP. Teatud tingimustel vdivad
MRNA lagundamist algatada ka bakteriaalsed toksiinid nagu RelE, MazF ja Kid (Li ja
Deutscher, 2004). Algne Idikamine inaktiveerib translatsiooni ning edasiste I6ikamisega
lagundatakse mMRNA fragmentideks. Fragmentideks 16ikamise eest vastutavad E. coli-s kolm
suurt 3’-5” eksoribonukleaasi — PNPaas, RNaas Il ja RNaas R. Need 3 eksoribonukleaasi ei
suuda IBigata fragmente, mis on vaiksemad kui 10 nukleotiidi ja seet6ttu viivad mRNA
lagundamise [6puni oligoribonukleaasid, mis  lagundavad  oligonukleotiidid
mononukleotiidideks. Parast t66tlust kinaasidega saab neid mononukleotiide prekursoritena

MRNA slinteesis taaskasutada.

Vastupidiselt pidevale mRNA lagundamisele toimub stabiilse RNA lagundamine ainult
naljatingimustes, aeglastes kasvutingimustes, statsionaarses faasis vOi kvaliteedikontrolli
tagajarjel kui leitakse defektne RNA molekul (Deutscher, 2003). Uhiseks jooneks aga mRNA
ja stabiilse RNA vahel on lagundamisprotsessis kasutatavad RNaasid — PNPaas, RNaas 1l ja
RNaas R. On leitud, et need enstiimid vajavad seondumiseks poli-(A) saba (Cheng ja
Deutscher, 2005). Stabiilne RNA moodustab 98 % totaalsest rakulisest RNAs-t ning seega
esindab potentsiaalselt suurt toitainete varu, mida saaks nalja korral kasutada. Stabiilset RNA-
d lagundatakse harva ka vastuseks erinevatele teguritele, mis mdjutavad membraani
permeaablust ning vahendavad kahevalentsete ioonide hulka nagu Mg?*". Kahevalentsete

ioonide taseme languse tagajarjel muutub ribosoomi aktiivseks periplasmas asuv
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mittespetsiifiline endoribonukleaas RNaas I, mis membraani permeaabluse suurenedes voib

paaseda raku tsttoplasmasse (Deutscher, 2006).

1.2.5 MazF-i RNA ldikamine ACA jarjestusest

MazF inhibeerib translatsiooni Iabi RNA 18ikamise, kuid MazF-i tdpne mdju valkude siinteesile
ei ole veel pris selge ning katsed on andnud vastuolulisi tulemusi. Uhed autorid vaidavad, et
E. coli-s toimub MazF-i poolt loodud IMRNA-de selektiivne translatsioon spetsialiseerunud
stressiribosoomide abil ning teised arvavad, et MazF ei genereeri stressiribosoome, vaid hoopis
I6ikab katki rRNA eellasi, takistades seega uute ribosoomide moodustumist ning seelébi
valgusunteesi (Culviner ja Laub, 2018; Mets et al., 2019; Vesper et al., 2011).

Amitai jt kasutasid valkude biosiinteesi ning lagunemise jalgimiseks 3S-metioniiniga
margistamist ning téheldasid, et MazF inhibeerib stressitingimustes ligikaudu 90% valkude
slinteesi, kuid samaaegselt vdimaldab mdningate ellujagdmist soosivate valkude stinteesi
(Amitai et al., 2009). Teiste andmete kohaselt pole leitud sellist eriliste valkude gruppi, mille
stintees oleks MazF-i ekspresseerivas rakukultuuris eelistatud. Kill on aga néhtud, et MazF

inhibeerib stressitingimustel valgustnteesi taielikult, mitte selektiivselt (Mets et al., 2019).

Selektiivse valgusunteesi vBimalikkust pdhjendatakse molekulaarse mehhanismi mudeli abil,
mis pdhineb MazF-i tekitatud spetsiaalsetel mMRNA-del ja neid transleerivatel
stressiribosoomidel. Stressitingimustes on taheldatud, et MazF I6ikab mRNA-d Glesvoolu
startkoodoni AUG ldhedalt, eemaldades 5S’UTR-i (ingl k. untranslated region) koos Shine-
Dalgarno (SD) jarjestusega, luues nii suurel hulgal liiderjéarjestuseta mRNA-sid (IMRNA).
IMRNA-sid transleerivad omakorda stressiribosoomid, mis on tekkinud MazF toksiini 16S
rRNA I6ikamise tagajarjel. Selle kohaselt 16ikab MazF kiipse ribosoomi 16S rRNA-d ACA
I6ikesaidist positsioonil 1500-1502, eemaldades 16S rRNA 3’terminuse otsast 43 nukleotiidi
pikkuse jarjestuse, mis sisaldab heeliks 45 ja aSD piirkonda (Vesper et al., 2011). (Joonis 3)
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Joonis 3. MazF poolt 43 nukleotiidi pikkuse fragmendi I6ikamine E. coli 16S rRNA 3’otsast A) E.
coli 16S rRNA 44 ja 45 heeliksi sekundaarstruktuur, kuhu on margitud MazF potentsiaalsed I8ikesaidid
1369-1398 ja 1500-1502 ning aSD jarjestus. 43 nt pikkune fragment, mille MazF peaks
stressitingimustes kiipse ribosoomi 16S rRNA-st eemaldama jaéb 1500-1502 1dikesaidist 3’ otsa poole.
B) 70S ribosoomide tootlemisel MazF toksiiniga in vitro tagajarjel toimus I8ikamine 16S rRNA 1369-
1398 ja 1500-1502 saitidest. 16S rRNA 3’ots oli mérgistatud pC-Cy3 fluorestsentsmargisega.
Denatureerival geelil visualiseeriti 16S rRNA fragmendid, mis saadi 70S ribosoomide inkubeerimisel
MazF toksiini juuresolekul (rada 2) ning MazF toksiini puudumisel (rada 3). Suurusmarkerina kasutati
in vitro sunteesitud Cy3 markega 43 nukleotiidi pikkust fragmenti (rada 1). Sinine ja punane nool
tahistavad pildil A kujutatud I8ikesaite, must nool tahistab 5S rRNA asukohta (Vesper et al., 2011).

Just see katse tundub tundub tBestavat, et stressiribosoomid on kindlasti olemas ja MazF I6ikab
16S rRNA-d kiipsetes ribosoomides. Paraku on néidatud, et 70S ribosoomide hulgas on alati ka
osa ribosoome, mis pole klpsed, aga on siiski 70S fraktsioonis. Poliisoomides toimuv rRNA-
de protsessimine ei ole kohustuslik 70S ribosoomide kipsemiseks ning seetdttu vdivad kipse
ribosoomi fraktsioonid sisaldada protsessimata rRNA-d (Dahlberg et al., 1978; Mets et al.,
2017; Sirdeshmukh ja Schlessinger, 1985; Srivastava ja Schlessinger, 1988). On vdimalik, et
nende protsessimata rRNA-de 3’ otsa mirkimine in vitro on efektiivsem kui kipsetel
ribosoomidel ning see tuvastatud 43 nt pikkune fragment vdibki tuleneda protsessimata rRNA-
dest (Mets et al., 2017).

Arvatakse, et l4bi MazF Idikamise genereeritakse 70°* stressiribosoomid, mis ei ole aSD-SD

interaktsiooni puudumise tottu voimelised algatama translatsiooni kanoonilistelt pikki ja
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struktureeritud 5> UTR jérjestusi sisaldavatelt mRNA-delt, kuid on vdimelised selektiivselt
transleerima MazF-i loodud ImRNA-sid, moodustades nii seni kirjeldamata stressi
translatsiooni mehhanismi (STM, ingl k. stress translation machinery) (Evfratov et al., 2017;
Vesper et al., 2011).

Selleks, et eelpool kirjeldatud stressimehhanism toimiks, peaks MazF poolt 18igatud IMRNA-
de transleerimine toimuma bakterirakus eelistatult teistele mMRNA-dele (Moll ja Engelberg-
Kulka, 2012). Liiderjarjestuseta RNA-sid on vdimalik transleerida ainult juhul kui neid pole
kodeerivast jarjestusest I6igatud (Culviner ja Laub, 2018; Vesper et al., 2011). Ent 96% E. coli
kodeeriv jarjestus sisaldab vahemalt Uhte MazF dratundmissaiti (Venturelli et al., 2017).
Véidetavalt kaitseb INRNA-sid 18ikamise eest ACA saidi lugemisraamist valja jadmine, sest
stressitingimustes seondub MazF stressiribosoomile ning on vdimeline I6ikama ainult neid
MRNA-sid, mille ACA saidid asuvad stressiribosoomi lugemisraamis (Oron-Gottesman et al.,
2016). Samas on néidatud, et MazF |6ikab hoolimata lugemisraamist enamikke
liiderjarjestuseta transkripte kodeerimisjérjestustest ning seetdttu pole nende transleerimine
valkudeks tbendoline. Lisaks on ribosoomide profileerimise abil ndidatud, et ka
kodeerimisjarjestusest ldikamata IMRNA-sid ei transleerita teistest mMRNA-dest eelistatult
(Culviner ja Laub, 2018; Mets et al., 2019). (Joonis 4) Samuti puuduvad tdendid selle kohta, et
MazF ribosoomidega seonduks.

Juhul kui ImRNA-de selektiivne translatsioon oleks véimalik, viiksid seda labi eelpool
mainitud stressiribosoomid. Erinevaid meetodeid kasutades on pudtud hinnata, kui suure osa
raku ribosoomidest need vdiksid moodustada ja on saadud véga erinevaid tulemusi. Vastavalt
stressiribosoomide mudelile tekivad stressiribosoomid MazF abil klpsetest ribosoomidest 16S
rRNA |dikamise tagajarjel kui eemaldatakse 43 nukleotiidne jarjestus 16S rRNA 3’ otsast.
Vesper jt hindasid stressiribosoomide teket mddtes 43 nt fragmendi tekkimist ja leidsid, et
pérast 30 minutit MazF-i induktsiooni aminohappenalja tingimustes oli stressiribosoome 51%
(Vesper et al., 2011). Sauert jt vdrdlesid 70S 243 ribosoomide tekke tuvastamiseks MazF poolt
IGigatud ning l6ikamata 16S rRNA hulka kasutades pdordtranskriptsiooni  erinevate
praimeritega ning vaitsid, et 15 minutit parast MazF induktsiooni protsessitakse rakus 65%
ribosoomidest, millest 90% moodustavad 70S2*® ribosoomid, jareldades sellest, et bakterid
reguleerivad rasketes keskkonnatingimustes imber oma valkude siinteesi (Sauert et al., 2016).
MazF-il on rRNA-s palju ldikesaite, mis suures osas asuvad rRNA struktureeritud regioonides
ning seetdttu pole need saidid kipsetes ribosoomides MazF-le kattesaadavad. Vesper jt néitasid
ka, et MazF I8ikab rRNA-d jarjestusest '*?ACA, mis on kiipses ribosoomis dekodeerimise

piirkonnaks. Ldikamine sellest jarjestusest pohjustaks oluliselt ribosoomi aktiivsuse langemist.
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See annab alust arvata, et MazF I6ikamine toimub pigem rRNA prekursorites, kus ei ole MazF
I6ikamise aktiivsust piiravaid tegureid vorreldes kiipse ribosoomiga (Mets et al., 2017; Vesper
et al., 2011). Jargnevad katsed on seda teooriat ka kinnitanud. MazF-i ekspressiooniga
indutseeritud rakus hinnati téispikkuses 16S rRNA Idikamist MazF poolt ning 43 nt pikkuse
fragmendi teket. 16S rRNA IGikamine oli marginaalne ning 43 nt fragmente tekkis kdigest 1%
algsest kipsete ribosoomide hulgast. Samuti ei nahtud MazF-i ekspresseerivates rakkudes
kiipse ribosoomi 16S rRNA 3’otsast suurenenud Idikamise aktiivsust. Kiill aga nihti
silmnéhtavalt fragmentatsiooni suurenemist ebaklpse 16S rRNA hulgas, mida taheldati ka
ebakupse 23S rRNA puhul. Kiipsemise asemel 18igatud rRNA prekursorid kuhjusid. See viitab
rRNA kipsemise hdiretele, mille tagajérjel inhibeeritakse ribosoomi biogeneesi (Culviner ja
Laub, 2018; Mets et al., 2017). (Joonis 4)

MazF-M
kompleks

o)

@
ebakiips rRNA ebakips rRNA
ribosoomi biogenees

Joonis 4. MazF-i ACA spetsiifiline rRNA I6ikamine ja ribosoomi biogenees. Joonisel on kujutatud

MazF-MazE susteemi kdige potentsiaalsemat moju ribosoomi biogeneesile. MazF ei tekita

liiderjarjestuseta transkripte ega spetsialiseerunud stressiribosoome. MazF 16ikab enamikke mRNA-sid

mitmetest saitidest, samaaegselt segades ribosoomi biogeneesi, sihtides ribosomaalsete proteiinide

transkripte ja rRNA prekursoreid. A) MazF 16ikab mMRNA-d ja rRNA-d ACA saidist (), kuid toksiini

toime on inhibeeritud kui see on seondunud kompleksi antitoksiiniga Mazg. Toksiin mRNA-d ja rRNA-
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d IBigata ei saa ning toimub tavapdrane ribosoomi biogenees ning transkriptide translatsioon. B)
Stressitingimustes hakatakse lagundama antitoksiini MazE ning vaba toksiin paéseb ligi 18ikesaitidele
fragmenteerides rRNA prekursoreid. Prekursorite fragmendid kuhjuvad ning ribosoomi biogenees on
héiritud. Samuti toimub 18ikamine mMRNA kodeerimisjarjestustest ning seet6ttu neid transkripte ei

transleerita (Culviner ja Laub, 2018).

Vesper jt néitasid ACA IGikamist 16S rRNA positsioonil 1500-1502 tuvastades 16igatud 5° otsa
praimeri pikendamise (ingl k. primer extentsion) meetodil ja 43 nukleotiidi pikkuse fragmendi
tekkimist kasutades RNA-DNA hibridisatsiooni (Vesper et al., 2011). Neid tulemusi on
kinnitanud sdltumatud katsed teistes laborites (Culviner ja Laub, 2018; Mets et al., 2017).
Samas pole tuvastatud MazF-i poolt 16S rRNA I6ikamisel tekkivat 3’ otsa positsioonis 1499.
5’ otste kaardistamine toksiini 10ikesaitide tuvastamiseks on piisav, sest E. coli-l puuduvad
5’23’ eksoribonukleaasid, mis 3’ otsast dra 10igatud fragmente lagundaksid. 3’ otste
markimine aga naitaks, mis saab RNA-ga edasi pdrast Idikamist. Kui rRNA asub kipsetes
ribosoomides, peaksid rRNA 3’ otsad asuma ldikesaitide 1dhedal ja olema eksonukleaasse
aktiivsuse eest kaitstud ning neid peaks olema v@imalik tuvastada. Kui 18ikamine toimub aga
rRNA prekursorites, jargneb tdendoliselt 16ikamisele 3’25’ eksonukleaasne lagundamine ning

3’ otsa tuvastamine pole voimalik (Mets et al., 2017).

3’ otsi on varasemalt iiritatud tuvastada kasutades RNA 3’ otste sekveneerimist ja 3’RACE
(ingl k. rapid amplification of cDNA ends) meetodit (Mets et al., 2017). Mdlemad meetodid
sisaldavad poordtranskrptsiooni ehk cDNA stinteesi kasutadades RNA-d matriitsina. E.coli 16S
rRNA 44 ja 45 heeliks sisaldavad metiileeritud nukleotiide positsioonides 1402 (m*Cm), 1407
(m°C), 1498 (m3U), 1516 (M?G), 1518 (m%,A) ja 1519 (m®:A). Need jaivad allavoolu MazF
I6ikekohast positsioonil 1500-1502. Metilatsioonid takistavad podrdtranskriptsiooni ja
segavad Ulal nimetatud meetodite kasutamist, mistdttu need ei sobi MazF-i poolt I8igatud 16S
rRNA 3’ otsa tuvastamiseks stressiribosoomides (Mets et al., 2017; Vesper et al., 2011).

Vastuse saamiseks kiusimusele, kas MazF 10ikab 16S rRNA-d kipses ribosoomis vdi rRNA
eellases, oleks vajalik madrata 16S rRNA 3’ots MazF-i ekspresseerivate bakterite

ribosoomides.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TO0O06 eesmargid

On teada, et E. coli MazF 16ikab ribosomaalset RNA-d, eemaldades 16S rRNA 3’ otsast 43
nukleotiidi pikkuse jarjestuse koos aSD jarjestusega. Seni on eelpool nimetatud IGikamist
tuvastatud ainult draldigatud RNA fragmenti nédidates ja selle 5’ otsa tuvastades. Soovisime
teada saada, kas 16ikamine toimub rRNA eellasmolekulides enne ribosoomide moodustumist
vOi kUpsetes ribosoomides. rRNA |dikamine kipsetes ribosoomides pdhjustaks
stressiribosoomide tekke ja voimaldaks tuvastada 16S rRNA uue 3’otsa 1dikekoha lidhedal,
mida seni veel tehtud pole. Kui MazF I6ikab rRNA eellasi, ei kaitse tekkinud 3’otsa ribosoomi
struktuur; see on kiiresti lagundatav 3> = 5 eksoribonukleaaside poolt ja pole 1dikekoha

ldhedal, Uhes kindlas positsioonis, tuvastatav. Sellest lahtuvalt on ké&esoleva t66 eesmarkideks:

1. Tuvastada 16S rRNA 3’ ots MazF-i ekspresseerivates bakterites S1 nukleaasiga
kaardistamise meetodil

2. Hinnata stressirobosoomide tekke vdimalikkust saadud tulemustest lahtudes

2.2 Metoodika
2.2.1 Kasutatud bakteritived ja plasmiidid

Tabel 1. Kasutatud bakterittved

Bakteritivi Iseloomustus Allikas

Escherichia coli

MG1655 F -, lambda -, rph-1 (Blattner et al., 1997)

DH5a lacZAM15, A(lacZYA- | (Hanahan, 1983)
argF), AlacU169, recAl,
endA, hsdR17(rK-mK+),
SsupE44, thi-1, gyrA96,
relAl

Tabel 2. Kasutatud plasmiidid
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Plasmiid | Iseloomustus Ekspresseeritav | T/A Allikas
valk
pSC228 pA1/04/03::chpAl MazE Antitoksiin | (Pedersen et al.,
2002)
pSC3326 | pBAD33::chpAK MazF Toksiin (Pedersen et al.,
2002)
pBAD33 | AmpR, pACYC-184 (Guzman et al.,
kloneerimisvektor, mis 1995)
sisaldab 3 Sacl ja 5’
Hindlll  kloneerimissaiti
ning arabinoosi

promooterit

Tabel 3. Kasutatud praimerid

Praimeri nimi

Praimeri jarjestust (5 — 3°)

Pikk_XbalS1-5’1269
(restriktsioonisait alla joonitud)

GAATAAAAGATAACAAAGATGAGTAAGAGAAGAA
CTTCACTGGAGTTGTCGCATCTAGAGCAAGCGGAC
CTCATAAAG

S1-1393 3° ACAAGGCCCGGGAACGTA

S1-1499 3° TACGACTTCACCCCAGTCATG

S1-1541 3° aaGGAGGTGATCCAACCGC

S1-1547_3° GTGTGAGCACTGCAAAGTACG

S1-1649 3° TTATCAGGGGTGCGCTCTAACC

16S kontroll GAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTC

CGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCG
GAATCGCTAG

2.2.2 Sodtmed

Lurian-Bertani (LB) soode, Difco™ LB Broth, Lennox:

Uhe liitri s66tme kohta 10 g triiptooni, 5 g parmiekstrakti, 5 g NaCl
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LB agar, Difco™ LB Agar. Lennox:

Uhe liitri s66tme kohta 10 g triiptooni, 5 g parmiekstrakti, 5 g NaCl, 1,5% agarit

Super Optimal Broth (SOB) s66de Difco™ SOB Medium:

Uhe liitri sootme kohta 20 g triiptooni, 5 g parmiekstrakti, 0,5 g NaCl, 2,4 g MgSO4, 186 mg
KCI (Hanahan, 1983). Kompetentsete rakkude valmistamiseks lisati SOB sdétmele 0,2%

glukoosi (SOC sd6de ingl k. super optimal broth with catabolite repression).

2.2.3 Lahused

10 x TEN (TRIS, EDTA, NaCl puhver):

100 mM Tris (pH 7.5)
10 MM EDTA
1 M NaCl

Fenool RNA eraldamiseks:

Fenool kullastatud 0,1 M tsitraadipuhvriga, pH 4,1-4-5
10 % SDS

TBE:

54 g Tris base

27,5 g boorhapet

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)

2 X magnetterade pesupuhver:

2 M NaCl
10 mM Tris (pH 7.5)
1 mM EDTA

2 X hiibridisatsioonipuhver:

2 M NaCl
20 mM Tris (pH 7.5)

2mM EDTA
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Stopp-lahus:

100 mM Tris base
100 mM EDTA

Lahus biotintleeritud proovi vabastamiseks magnetteradelt:

1% SDS
20 mM Tris (pH 7.5)
20 mM biotiin

Sekveneerimisgeel — 7M uurea 6% polUakriilamiidgeel (50 ml):

7,5 ml 40% akrtulamiid lahust (akriitlamiid-bisakriulamiid 19:1)
21 g uureat

10 ml 10 x TBE

mQ mahuni

250 ul APS

25 ul TEMED

2.2.4 RNA eraldamine

Ule6o kasvatatud E. coli MG1655 pSC228 pSC3326 (MazF) ja MG1655 pSC228 pBAD33
(kontroll) rakkudest tehti 1000-kordne lahjendus 10 ml LB vedelsédtmesse, kuhu oli lisatud
antibiootikume ampitsiliin 30 pg/ml) ja klooramfenikool (25 pg/ml) ning 0,2% gliikoosi. Rakke
kasvatati loksutil (220 rpm) 37 °C juures tiheduseni ODsoo = 0,2 ning seejérel lisati antitoksiini
geeniekspressiooni indutseerimiseks 1 ml L-arabinoosi. Rakke kasvatati L-arabinoosi
juuresolekul loksutil tiheduseni ODsoo = 0,4. Bakterirakkude sadestamiseks tsentrifuugiti 5
minutit 5000 g 4°C juures (Sorwall RC-5B Plus Superspeed, rootor 5500 podret/min, Thermo
Fisher Scintific, USA). Eemaldati supernatant, rakud kilmutati vedelas l&mmastikus ning
séilitati — 80°C kulmkapis.

1,5 ml tuubi lisati 600 pl 0,1 M tsitraadipuhvriga kiillastatud fenooli pH-ga 4,1-4,5 ja 1% SDS
lahust. Lahuse valmistamisel lisati 540 ul fenoolile 60 pl 10% SDS-i ning seejarel kuumutati
67 °C-ni. Kiilmutatud rakud resuspendeeriti 600 pl jadkiilmas 1 x TEN lahuses ning lisati
seejarel eelkuumutatud fenooli ja 1 % SDS lahusesse. Tuubi inkubeeriti 67 °C juures 5 minutit.

Iga minuti jarel poorati tuubi moned korrad. Seejarel tsentrifuugiti proovi 4 °C ja 13000 g juures
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10 minutit (Eppendorf Centrifuge 5415R, Sigma-Aldrich, USA). 500 ul vesifaasi tosteti uude
1,5 ml tuubi ning asetati jaale. Koik jargnevad protseduurid viidi 1abi jaal. Vesifaasile lisati 600
ul 1:1 fenooli (tsitraatpuhvriga kiillastatud, pH 4,1-4,5):kloroformi segu ning segati tugevalt.
Seejarel tsentrifuugiti 4 °C ja 13000 g juures 10 minutit ning kanti 450 pl vesifaasi uude 1,5 ml
tuubi. Lisati 500 pl kloroformi, segati tugevalt ning tsentrifuugiti 4 °C ja 15700 g juures 1
minut. Kanti 350 pl vesifaasi uude 1,5 ml tuubi ning lisati 40 ul RNaasi-vaba 3 M
naatriumatsetaati pH-ga 5,2. Segati tugevalt ning lisati 480 pl jaédkiilma isopropanooli. Segati
uuesti ning sadestati RNA-d 30 minutit —20 °C kilmkapis. Tsentrifuugiti 40 minutit 4 °C ja
13000 g juures. Eemaldati voimalikult palju isopropanooli. Lisati 700 pl 75% jaikiilma etanooli
ja tsentrifuugiti 5 minutit 120009 juures. Eemaldati véimalikult palju etanooli ja jéeti tuubid
avatult kuivama toatemperatuuril 10 minutit. RNA lahustati 40 ul Milli-Q vees, viidi uude tuubi
ning hoiustati —80 °C kulmkapis.

2.2.5 PCR ehk polumeraasi ahelreaktsioon

100 pl-le steriilsele veele lisati E. coli MG1655 rakke ning seda DNA-d sisaldavat

rakususpensiooni kasutati PCR-i reaktsiooni matriitsina.
PCR-i reaktsioonisegu iildmahuga 20 pl sisaldas:

2,5 % DMSO (Thermo Fisher Scientific, USA), 2 mM dNTP mix-i (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 0,02 U/ul Phusion DNA poliimeraasi (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,5 uM
praimereid, 4 pl rakuliisaati ning 1 x Phusion puhvrit koostisega 10 mM MgClo.

Reaktsioonisegu viidi 18ppmahuni destilleeritud veega.

PCR-i labiviimiseks kasutati PCR Eppendorf™ Mastercycler™ (Thermo Fisher Scientific,
USA) aparaati.

1 x Phusion puhvrit (Thermo Fisher Scientific, USA), 5% DMSO-t (Thermo Fisher Scientific,
USA), 2 mM dNTP mix-i (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,02 U/ul Phusion DNA poliimeraasi
(Thermo Fisher Scientific, USA), 0,5 uM praimereid, 4 pl rakuliisaati ja reaktsioonisegu viidi
I6ppmahuni  destilleeritud veega. PCR-i ldbiviimiseks kasutati PCR Eppendorf™
Mastercycler™ (Thermo Fisher Scientific, USA) aparaati.

PCR-i etapid:

1. DNA esialgne denaturatsioon, poliimeraasi aktiveerimine: 98 °C 5 minutit
2. DNA denaturatsioon: 98 °C 30 sek

3. Praimerite seondumine DNA-le: 52 °C 40 sekundit

4.

DNA siintees: 72 °C 40 sekundit
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5. DNA pikendamine: 72 °C 1 minut
6. LOplik pikendamine: 72 °C 8 minutit

Etappe 2-5 korrati 30 korda.

PCR reaktsiooni kasutati uuritava RNA jarjestusega komplementaarsete DNA-matriitside
loomiseks S1 kaardistamise jaoks ja DNA suurusmarkerite stinteesiks. Selleks kasutati forward
praimerina Pikk_XbalS1-5’1269 ja reverse praimerina vastavalt S1-1393 3, S1-1499 3°,S1-
1541 3’, S1-1547 3’ vdi S1-1649 3’ praimerit (Tabel 3).

2.2.6 DNA ja RNA geelelektroforees

DNA ja RNA fragmentide olemasolu ja pikkuste kontrollimiseks kasutati geelelektroforeesi
(Biometra Standard Power Pack25, Analytik Jena, Saksamaa). Valmistati 1% agaroosgeel (1%
agaroosi 1 x TBE puhvris), mis sisaldas etiidiumbromiidi (25 pg/ml). RNA puhul kasutati
RNaasi vaba agaroosi (SeaKem LE, Lonza, USA). Geeli hammastesse kanti proovi 10 pl,
millest 1/10 oli laadimispuhver (Thermo Fisher Scientific, USA). DNA laadimispuhver sisaldas
60 % glutserooli, 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 60 mM EDTA-d, 0,03 % broomfenoolsinist, 0,03
% ksuleentstianool FF-i ning RNA laadimispuhver sisaldas 95% formamiidi, 0,025 % SDS-i,
0,025 % etiidiumbromiidi, 0,5 mM EDTA-d ning 0,025 % broomfenoolsinist, 0,025 %
kstleentstianool FF-i. Elektroforees viidi labi 95 V juures 1 x TBE puhvris ning DNA/RNA
fragmendid visualiseeriti UV valguses (312 vBi 254 nm). Seejarel puhastati DNA vélja PCR
proovidest DNA Clean & Concentrator™-5 abil (Zymo Research, USA).

Restriktsioonifragmentide jaoks valmistati 1,5 % agaroosgeel (1,5 % agaroosi 1 x TBE
puhvris), mis sisaldas etiidiumbromiidi (25 pg/ml). Geeli hammastesse kanti proovi 30 pl,
millest 1/10 oli laadimispuhver. Elektroforees viidi 1abi 220V/110 mA juures 1 x TBE puhvris.
Restriktsioonifragmendid visualiseeriti UV valguses (312 nm). Fragmendid I8igati geelist
skalpelliga vidlja ning puhastati geelist Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research,
USA) abil.

2.2.7 RNA 3’ otsa kaardistamine S1 nukleaasiga: katse tlesehitus

S1 nukleaas lagundab iksikahelalist DNA-d vdi RNA-d. Uksikahelise DNA proovi RNA-ga
paardunud osa on nukleaasi eest kaitstud, paardumata osa lagundatakse. Kaardistamise jaoks
kasutati matriitsina Uksikahelalise DNA fragmente, mille 3’ ots oli radioaktiivselt margistatud
ja margistamata 5’ ots ulatus {ile uuritava RNA 3’ otsa. Proovi 3’ ots peab RNA-ga tdielikult

paarduma, et nukleaas seda ei lagundaks (Joonis 5).
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Proovi valmistamiseks sunteesiti esmalt polimeraasi ahelreaktsioonil kaksikahelalise DNA
fragment, paljundades 16S rRNA geeni 3’ osa koos selle jirgneva DNA jirjestusega. 5° suunda
jadva praimeri (Pikk_XbalS1-5°1269; Tabel 3) jarjestusse oli viidud restriktsiooniensumi
Xbal I6ikekoht. Ldikamisel Xbal-ga tekkis 5’ iileulatuv osa, mis lubas vastasahela 3’otsa
margistada radioaktiivse mérke ja biotiiniga (Joonis 5). Biotiin v8imaldas DNA-I seonduda
streptavidiiniga kaetud magnetterade pinnale. Teradele kinnitatud kaksikahelaline DNA
denatureeriti ja markimata DNA ahel eemaldati. RNA habridiseeriti teradele seotud prooviga
ja toodeldi S1 nukleaasiga. Peale to6tlust elueeriti proov teradelt biotiiniga ja analudsiti

denatureerival poltakridlamiid-geelelektoforeesil.

2.2.8 Restriktsioon

Selleks, et (heahelalise matriitsi otsi margistada, tuli DNA-d Idigata Xbal restriktaasiga
(Thermo Fisher Scientific, USA) nii, et vastasahelal tekiks iileulatuv DNA 5’ ots (Joonis 5). 40
ul restriktsioonisegu sisaldas restriktsioonipuhvrit, Xbal restriktaasi (10 U/ul), 1 pg DNA-d
ning Milli-Q vett. Restriktsioon viidi 1&abi 37 °C juures 6-7 tundi.

2.2.9 DNA proovi margistamine

Eelnevalt PCR-i ja Xbal restriktsiooni abil loodud DNA fragmendid mérgistati biotiiniga ning
radioaktiivse markega (Joonis 5). Markimise segu sisaldas 1 x Klenow puhvrit (Jena
Bioscience, Saksamaa), 0,01 mM biotin-16-dUTP-d (Jena Bioscience, Saksamaa), 1 pl Klenow
3’25’ exo- poliimeraasi (Jena Bioscience, Saksamaa), 0,5 ug DNA-d, 30 uCi [a-32P] dCTP-d
ja mahuni mQ-d. Mérkimise segu inkubeeriti 37 °C juures 30 minutit. Polimeraasi reaktsiooni
terminatsiooniks kasutati 8 pul 50 mM EDTA-d. Pérast mérgistamist puhastati proovid
uleliigsest markest Zymo DNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Research, USA) abil ning
elueeriti 40 pl mQ-s.

2.2.10 Magnetterade pesemine. Proovi sidumine magnetteradele ja denatureerimine

40 pl streptavidiiniga kaetud magnetterasid (Invitrogen Dynabeads™ M-280 Streptavidin,
Thermo Fisher Scientific, USA) pesti eelnevalt 500 pl 1 x magnetterade pesupuhvriga kaks
korda ning suspendeeriti 40 pl-s 2 x magnetterade pesupuhvris. Mérgistatud DNA proovide
sidumiseks magnetteradega inkubeeriti méargistatud DNA proovi eelpestud magnetteradega 15
minutit toatemperatuuril. Kaheahelaline margistatud DNA seondub streptavidiiniga
biotinuleeritud ahela kaudu. Magnetterad koguti kokku magneti abil ning eemaldati
supernatant. Jargnes magnetterade pesu 50 pl 2 x magnetterade pesupuhvriga ning seejdrel 50
ul TE puhvriga. Biotiniileerimata ahelate eemaldamiseks inkubeeriti terasid 50 pl 0,1 M NaOH-

ga 10 minutit toatemperatuuril. Seejarel pesti terasid uuesti 50 pl 0,1 M NaOH-ga ning 50 pl 2
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X magnetterade pesupuhvriga ning suspendeeriti kahekordses hibridisatsioonipuhvris. (Joonis
5)

2.2.11 DNA suurusmarkeri valmistamine

DNA suurusmarkerina kasutati lithikesi 3’ otsast margitud iiksikahelalise DNA fragmente.
Nende saamiseks amplifitseeriti 16S rRNA geeni 3’ otsa kasutades matriitsina E. coli DNA-d
ja praimereid Tabelis 3. Fragmente 10igati Xbal ga, 16igatud 3’ ots margistati sarnaselt pikale
DNA proovile, fragmendid segati kokku, seoti streptavidiiniga kaetud magnetteradele,
méarkimata ahel eemaldati NaOH-ga denatureerides ja margitud Uksikahelaliste
markerfragmentide segu eraldati teradelt biotiiniga. Fragmendid olid erineva pikkusega, nende
5’ otsad vastasid varasemalt tuvastatud ja MazF 16ikekohtades tekkivatele 16S rRNA 3’ otstele
(Tabel 4).
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Tabel 4. DNA suurusmarkerisse kuuluvad fragmendid

Fragmendi pikkus RNA 3’otsa positsioon
nukleotiidides
380 Proov (1649)
305 Prekursor (1574)
272 Kiips rRNA (1541)
230 MazF I6ikesait (1499 - hiipoteetiline stressiribosoom)
124 MazF I6ikesait (1393 - dekodeeriv tsenter)

Joonis 5. DNA proovi valmistamine. PCR-ga siinteesiti kaksikahelalise DNA fragment, mille 5’
praimeri jarjestusse oli viidud restriktsioonienstiumi Xbal 16ikekoht. DNA-d I6igati Xbal-ga, I8igatud
3’ ots margistati Klenow 3’25’ exo™ pollimeraasi abil biotiini ning radioaktiivse markega. Seejérel seoti
margitud proov eelnevalt pestud streptavidiiniga kaetud magnetteradele (Dynabeads). NaOH-ga

todtlemise ning pesemise abil eraldati biotintleerimata ahelad ning magnetteradele seotud margitud

Klenow 3'>5' exo- pollimeraas l

@® [a-32P] ACTP Biotin-16-dUTP @ Magnetterad

(Dynabeads)

Uleulatuvate otsade loomine
Xbal restriktaasi abil

DNA proovi mérgistamine
DNA

s CTAGA 3

3 oT

l Proovi immobiliseerimine

magnetteradele
DNA
s CTAGA N
. T
so— ¢ 5

Pesu NaOH-ga Biotintileerimata ahelate
eemaldamine

s CTAGA DNA 3
3 ®@ T ’

5
3 ® eoT Mirgitud proov

proov tdsteti 2 x hubridisatsioonipuhvrisse.
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2.2.12 Hubridisatsioon

Mérgistatud DNA-le hibridiseeriti uuritav  RNA. Hubridisatsiooni ning S1 nukleaasiga
I6ikamise toimimise kontrollimise jaoks kasutati 80 nukleotiidi pikkust DNA oligot
(kontrolloligo), mis sisaldas uuritavate fragmentide RNA-ga komplementaarset piirkonda 16S
rRNA 44-45 heeliksis positsioonil 1267-1347 (Joonis 10). Hubridisatsiooni jaoks suspendeeriti
margistatud DNA-ga seondunud magnetterad 150 pl 2 x hiibridisatsioonipuhvris ning seejérel
jagati immobiliseeritud proov kolme proovi vahel vordselt laiali. Hubridisatsioonisegu sisaldas
50 ul immobiliseeritud proovi ning 50 pul RNA proovi. 50 ul RNA proov sisaldas totaalset RNA-
d, mis oli eraldatud kas MazF induktsiooniga v6i induktsioonita rakkudest, 50 pg parmi RNA-
d ning I6ppmahuni 1 x hubridisatsioonipuhvrit. Viidi labi kolm erinevat katset kus erinesid nii
totaalse RNA kui ka immobiliseeritud proovi kogused (Tabel 5). Hubridisatsioonisegu kaeti 70
ul RNAasi-vaba mineraaldliga ning kuumutati 1,5 ml tuubis 85 °C juures 5 minutit.

Huibridisatsioon viidi 1abi 1 h 55 °C juures, seejarel tdsteti proovid 30 sekundiks jaa peale.
Kdigis kolmes katses hiibridiseeriti prooviga:

1. Totaalne RNA ilma MazF induktsioonita
2. Totaalne RNA MazF induktsiooniga
3. 16S kontroll DNA

Tabel 5. HUbridisatsioonisegu koostis

Katse | Hubridiseeritava RNA | Immobiliseeritud DNA
vOi DNA kogus (ug) | proovi kogus (ug)

1. 24 0,5
2. 4,5 0,25
3. 2 0,25

2.2.13 To6otlus S1 nukleaasiga

Parast hubridisatsiooni tdsteti hiibridisatsioonisegu ettevaatlikult mineraaldli alt uude 1,5 ml
tuubi. Seejarel koguti magnetterad magneti abil, eemaldati supernatant ning magnetterad
suspendeeriti 16 pl-s Uhekordses S1 nukleaasipuhvris (Thermo Fisher Scientific, USA)
Valmistati nelja erineva S1 nukleaasi (Thermo Fisher Scientific, USA) kontsentratsiooniga (0
U/ul, 50 U/ul, 100 U/ul, 200 U/ul) nukleaasilahust. 6 pl reaktsioonisegu sisaldas lisaks 2 pl
lahjendatud S1 nukleaasile 1 ul 10 pg/ul parmi tRNA-d ja 3 pl ithekordset S1 nukleaasipuhvrit.

6 ul reaktsioonisegule lisati 4 pl eelnevalt lihekordses S1 nukleaasipuhvris suspendeeritud
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magnetterasid. Magnetterasid inkubeeriti nukleaasiga 30 minutit jaal. Parast inkubeerimist lisati
nukleaasi inaktiveerimiseks 1 pl stopp-lahust. Selleks, et eraldada mérgistatud ja nukleaasiga
I6igatud reaktsiooniproduktid magnetterade kuljest, koguti magnetterad magneti abil kokku,
eemaldati supernatant, lisati 10 pl lahust biotiniileeritud proovi vabastamiseks magnetteradelt
ning inkubeeriti proovi 94 °C juures 5 minutit. (Joonis 6) Seejarel eemaldati magneti abil
magnetterad, reaktsiooniprodukte sisaldav supernatant viidi uude tuubi ning sellele lisati 10 pl

laadimispuhvrit.

2.2.14 Sekveneerimisgeelil voolutamine ja tulemuste visualiseerimine

Valmistati sekveneerimisgeel, mis valati sustla abil vormi. Geelil lasti polumeriseeruda 1 h ning
seejarel viidi 1abi preforees 60 W juures 1 h vdi kuni geel oli soojenenud 50 °C-ni (Sequi-Gen
GT Sequencing Cell, Bio-Rad, USA). Pérast preforeesi lisati hammastesse 10 pl proovi ning
DNA suurusmarkerit. Markerit ja proovi kuumutati eelnevalt 80 °C juures 5 minutit. Proove
voolutati geelil 60 W juures ligikaudu 3 h, seejarel geel kuivatati filterpaberile vaakumi abil.
Kuiv geel asetati eksponatsiooniks 36 tunniks kassetti (GE Healthcare, USA) ning tulemus

visualiseeriti Phosphoimager abil (Amersham Typhoon, GE Healthcare, USA). (Joonis 6)
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Joonis 6. S1 nukleaasiga kaardistamine. Mérgitud proov ning uuritav RNA lisatakse
hibridisatsioonisegusse. Hubridisatsiooni kdigus seonduvad DNA ja RNA komplementaarsed
jarjestused omavahel. Seejarel inkubeeritakse proove S1 nukleaasiga, mis on vdimaline 16ikama ainult
tiheahelalist DNA-d v6i RNA-d. DNA-RNA komplementaarsest dupleksist tlleulatuvad theahelalised
otsad I6igatakse seega S1 nukleaasi poolt ara. Allesjdanud fragmendid visualiseeritakse denatureerival

geelil.
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 E.coli16S rRNA 3’ otsa tuvastamine S1 nukleaasiga

Vesper jt pakkusid vélja E. coli uue stressi translatsiooni mehhanismi, mille kohaselt aSD
jarjestuseta stressiribosoomid transleerivad liiderjarjestuseta transkripte. Vastavalt sellele
osaleb MazF toksiin mRNA liiderjérjestuse eemaldamises ning I8ikab kiipse ribosoomi 16S
rRNA-d 1500-1502 jérjestusest, eemaldades rRNA 43 nt pikkuse 3’ otsa koos aSD jérjestusega
(Vesper et al., 2011).

MazF I6ikab ainult Gheahelist ning struktureerimata substraati, kuid paljud tuvastatud MazF
I6ikesaidid asuvad stigaval ribosomaalses alatihikus ning on vahemalt osaliselt paardunud. See
annab alust arvata, et nende saitide 16ikamine toimub enne ribosoomi kokkupanekut, naiteks
rRNA prekursoris, mitte kiipses ribosoomis (Mets et al., 2017).

Seni on kdige kdnekam tbend 16S rRNA Idikamise kohta kipses ribosoomis 1500-1502
I6ikesaidist eemaldatud 43 nt pikkuse fragmendi tuvastamine ja selle 5 otsa kaardistamine.
Peale MazF 16ikamist peaks olema tuvastatav ka tekkiv RNA 3’ ots. Meie labori varasemates
toodes piiiiti seda tuvastada kasutades RNA 3’ otste sekveneerimist ja 3’RACE meetodit.
Mdlemaid meetodeid takistab 16S rRNA 3’ otsa modifitseerimine. Seetdttu on ilma
modifikatsioonideta eellas-TRNA 3’ otsa tuvastamine alati eelistatud vdrreldes kiipsetes
ribosoomides oleva 16S rRNA protsessitud otsaga (Mets et al., 2017). Kéesoleva tddga taheti
selgitada, kas todtlus S1 nukleaasiga sobib paremini kiipses ribosoomis oleva 16S rRNA otsa
tuvastamiseks. See vdimaldaks kontrollida, kas MazF tdesti I6ikab 16S rRNA-d kipses

ribosoomis ning tekitab stressiribosoome, millel puudub aSD jérjestus.

Markeriks antud katses kasutati iiksikahelalise DNA fragmente, mille 5’otsad vastasid
varasemalt tuvastatud 16S rRNA 3’ otstele (Tabel 4). Kui ldikamine toimub ACA saidist 44-
45 heeliksis, on RNA 3’ ots S1 nukleaasiga kaardistamise meetodil tuvastatav. Kiipse rRNA
tuvastamiseks loodi lithike DNA fragment, mille 5° ots vastab 16S rRNA positsioonile 1649,
mis asub protsessimata eellas-rRNA-s ning ulatub kiipse rRNA 3’ otsast iile. Positsioon 1574
vastab rRNA prekursori 3’otsale, 1541 protsessitud kiipsele rRNA-le ning 1499 ja 1393 on
potentsiaalsed MazF-i 16ikamisel tekkivad 3’ otsad (Tabel 4).

S1 nukleaas 16ikab ainult tksikahelalist DNA-d vdi RNA-d. Kui DNA vdi RNA dupleksil on
uheahelaline Gleulatuv osa, lagundab S1 nukleaas selle &ra ning ainult paardunud osa jaab alles.
Kdigepealt siinteesitakse RNA-ga komplementaarne proov, iiksikahelaline DNA, mille 3’ ots

on radioaktiivselt mérgistatud. Parast hiibridisatsiooni 5’ iileulatuvad otsad 16igatakse dra ning
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allesjadnud fragmendi suurus madratakse denatureerival geelelektroforeesil (Joonis 6).
Kasutades DNA kontrolloligot, kontrolliti kas katse Ulesehitus tootab ja S1 nukleaasi
kontsentratsioonid on sobivas vahemikus (Joonis 9). Seejarel tehti katse RNA-ga, korrates seda
3 korda. Igas katses muudeti hibridisatsioonisegusse lisatava RNA hulka (Tabel 5). Esimese
katse puhul lisati hubridisatsioonisegusse RNA-d ulehulgas (Joonis 7). Proovide uleulatuvate

otsade I16ikamiseks valiti neli erinevat S1 nukleaasi kontsentratsiooni.

1 1
Marker 1 MazF 1 Kontroll

23 4N o 4
1 1

1649 p— :

1574 ‘

1541 (-

1499 =

1393

Joonis 7. Katse 1. 16S rRNA 3’ otste tuvastamine S1 nukleaasiga. E. coli MazF induktsioonita ning
induktsiooniga rakkudest eraldatud RNA-d lisati hiibridisatsiooniproovile 24 pg. E. coli MG1655
DNA-st loodi PCR-i abil uuritava RNA jaoks matriits, mis mérgistati 30 uCi [a-32P] dCTP-ga; 0,5 ug
proovi seoti magnetteradele, denatureeriti ning lisati hibridiseeritav RNA (Tabel 5). Hubridisatsioon
viidi 1&bi 55 °C juures 1 h ning seejérel toddeldi proove 4 erineva kontsentratsiooniga S1 nukleaasiga
1 (0 U/ul), 2 (25 U/ul), 3 (50 U/ul), 4 (100 U/ul), et 16igata dra tileulatuvad iiheahelalised otsad. DNA
suurusmarker ning S1 nukleaasiga td6deldud proovid kanti sekveneerimisgeelile. Esitatud on

Phosphoimageri abil visualiseeritud fragmendid.
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Esimese katse tulemusena on néha, et nukleaas pole proovi lagundanud. Geelilt ei ole voimalik
tuvastada prekursori ega muid protsessitud otsi. Seda pdhjustab hibridisatsiooni tasakaal.
Pikemate RNA fragmentide afiinsus DNA matriitsi suhtes on kdrgem kui lihemate oma tanu
pikemale paardunud alale. Kdige pikema paardumisega kompleksid on k&ige stabiilsemad ning
seetdttu on habridisatsiooni tasakaal nihutatud paardumise maksimaalsuse suunas. Seepérast
hibridiseerub RNA suure tlehulga korral kogu proov kodige pikemale RNA molekulile,
protsessimata rRNA transkriptile. Sel pdhjusel ei ole proovi 5’ otsa 1dikamist S1 nukleaasi poolt
(s.o0 luhemaid fragmente) tlehulgas RNA puhul véimalik tuvastada. Selleks, et oleks voimalik
ndha ka protsessitud 16S rRNA 3’ otsi, tuli optimeerida RNA kogust hiibridisatsioonisegus.
Teise katse kdigus vihendati RNA kogust 4,5 nug-le (Joonis 8).
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Joonis 8. Katse 2. 16S rRNA potentsiaalsete 1dikesaitide tuvastamine 3’ otsast S1 nukleaasiga. E. coli
MazF induktsioonita ning induktsiooniga rakkudest eraldatud RNA-d lisati hiibridisatsiooniproovile
4,5 ng. E. coli MG1655 DNA-st loodi PCR-i abil uuritava RNA jaoks matriits, mis mérgistati 30 pCi
[a-32P] dCTP-ga; 0,25 ng proovi seoti magnetteradele ning lisati RNA. Hubridisatsioon viidi labi 55
°C juures 1 h ning seejarel toodeldi proove 4 erineva kontsentratsiooniga S1 nukleaasiga 1 (0 U/ul), 2
(25 U/ul), 3 (50 U/ul), 4 (100 U/ul), et 1digata éra tileulatuvad iiheahelalised otsad. DNA suurusmarker
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ning S1 nukleaasiga toddeldud proovid kanti sekveneerimisgeelile. Esitatud on Phosphoimageri abil

visualiseeritud fragmendid.

Teise katse kaigus tulevad né&htavale juba véiksemad fragmendid, tuvastatavad on 16S rRNA
prekursori ja kipse 16S rRNA otsad, kuid kbige rohkem huvi pakkuv 3’ ots saidis 1499 ¢i ole
geelil tuvastatav. Seeparast tehti kolmas katse, et leida DNA matriitsi ja RNA optimaalne kogus
hlbridisatsioonisegus, mille juures oleks vdimalik tuvastada nii suuremaid kui vadiksemaid
fragmente. Kdige optimaalsem RNA ja radioaktiivselt margitud DNA matriitsi kogus oli

vastavalt 2 ug ning 0,25 ug (Joonis 9).
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Joonis 9. Katse 3. 16S rRNA potentsiaalsete 1dikesaitide tuvastamine 3’ otsast S1 nukleaasiga. E. coli
MazF induktsioonita ning induktsiooniga rakkudest eraldatud RNA-d lisati hibridisatsiooniproovile 2
pg. E. coli MG1655 DNA-st loodi PCR-i abil uuritava RNA jaoks matriits, mis margistati 30 pCi [a-
32P] dCTP-ga, 0,25 ug proovi seoti magnetteradele ning lisati RNA-le (Tabel 5). Hiibridisatsioon viidi
labi 55 °C juures 1 h ning seejarel t60deldi proove 4 erineva kontsentratsiooniga S1 nukleaasiga 1 (0
U/ul), 2 (25 U/ul), 3 (50 U/ul), 4 (100 U/ul), et 15igata dra hiibridisatsiooni kdigus tekkinud iileulatuvad
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tiheahelalised otsad. DNA suurusmarker ning S1 nukleaasiga t66deldud proovid kanti

sekveneerimisgeelile. Esitatud on Phosphoimageri abil visualiseeritud fragmendid.

Ka kolmanda katse tulemusel on nédha 16S rRNA prekursori 3’ otsa positsioonis 1574 ja kiipse
16S rRNA otsa positsioonis 1541. Nii katse 2 kui katse 3 néitavad, et vastusena MazF-i
induktsioonile  suureneb ebakipse 16S rRNA eellase osakaal. 16S rRNA prekursori
kogunemist rakku vastusena MazF-le nihti ka varem kasutades 3’ otste RNA sekveneerimist ja
3’RACE meetodit (Mets et al., 2017). Samas ei voimaldanud 3 RACE uldse tuvastada kiipse
rRNA otsa, kuid S1 nukleaasiga on see néhtav nii kontrollkultuuris kui ka MazF-i tootvates
bakterites (Katse 3; Joonis 9). Seega voib Oelda, et nagu lootsime, on S1 nukleaasi meetod

vahem tundlik rRNA modifitseerimise suhtes.

Vesper jt néitasid ja séltumatud katsed kinnitasid, et MazF I6ikab 16S rRNAd ldikesaitides
1500-1502 ja 1369-1398, mille tulemusel peaksid tekkima 3’ otsad positsioonides 1499 ja 1393.
Meie oma katses neid ei ndinud (Joonis 8; Joonis 9). Kui MazF-i tekitatav 3’ ots positsioonis
1393 (ribosoomi dekodeerivas tsentris) oli tuvastatav nii 3’ otste RNA sekveneerimist ja
3’RACE meetodil, siis 3’ otsa positsioonis 1499, mis peaks esinema stressiribosoomides, pole
veel kellelgi 6nnestunud tuvastada (Mets et al., 2017). Kdige tdendolisem seletus sellele on, et
vastav I6ikamine toimub ebakiipse 16S rRNA eellases ja eksonukleaasid asuvad seda Kiiresti

lagundama.

Meie tulemus on kooskdlas Culviner jt poolt labiviidud katsetega, kus MazF-i juuresolekul ei
tuvastatud mérkimisvaérset 10ikamise aktiivsuse suurenemist kiipse ribosoomi 16S rRNA 3’
otstes. Ka Mets jt ei ndinud 1499 saidi 3’ otsa vastuseks MazF-i induktsioonile (Culviner ja
Laub, 2018; Mets et al., 2017). Kuna selle katse kaigus oli vbimalik tuvastada ka véga vaikeseid
I6igatud fragmente, siis saab vélistada, et hibridisatsiooni tasakaalu t6ttu ei jatkunud 1393 ja
1499 fragmentide tuvastamiseks DNA matriitsi. Need tulemused vdivad viidata, et MazF
I6ikamine toimub 16S rRNA eellasmolekulides ning 3’ otsi pole vdimalik tuvastada seetdttu,

et need on 3’25’ eksonukleaasi poolt dra lagundatud.
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Joonis 10. Kontrolloligo. 16S rRNA potentsiaalsete 16ikesaitide tuvastamine 3’otsast S1 nukleaasiga.
E. coli MG1655 DNA-st loodi PCR-i abil kontrolloligo jaoks matriits, mis mérgistati 30 uCi [a-32P]
dCTP-ga, kinnitati magnetteradele. Mérgistatud matriitsi lisati hiibridisatsiooniproovile 0,25 pg ning
stinteesitud DNA kontrolloligot lisati 2 pg. Hiibridisatsioon viidi 18bi 55 °C juures 1 h ning seejarel
toodeldi proove 4 erineva kontsentratsiooniga S1 nukleaasiga 1 (0 U/ul), 2 (50 U/ul), 3 (100 U/ul), 4
(200 U/ul), et 1digata dra hiibridisatsiooni kdigus tekkinud iileulatuvad iiheahelalised otsad. DNA
suurusmarker ning S1 nukleaasiga t66deldud proovid kanti sekveneerimisgeelile. Esitatud on

Phosphoimageri abil visualiseeritud fragmendid.

S1 nukleaasiga 3’ otste tuvastamise meetod on kvalitatiivne. Selle abil saame néha 3’ otsi kui
neid on palju, kuid selle meetodi abil ei ole voimalik tuvastada 3’ otsi, mida on vdhe ega saa
teha kvantitatiivseid jdreldusi 3’ otste 10ikamise kohta. Kasutades S1 nukleaasiga 3’ otste
tuvastamise meetodit, ei ole ndha, et 3’ otsad tekiksid 1393 voi 1499 saitidest. Seega ei leidnud

me tdendeid, mis nditaksid, et MazF 16ikaks rRNA-d klpsetes ribosoomides.

S1 nukleaasiga mérkimise meetodi puudusteks on mahukas ja pikk ettevalmistusprotsess ning

suur taustamara. Selles t66s oli vaja S1 meetodit optimeerida ning leida sobiv DNA matriitsi
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kui lisatava RNA kogus, sest antud meetod ei sobi lihemate ja vahemarvukate transkriptide 3’

otste mérkimiseks kui samas hubridisatsioonisegus on ka pikemad ja arvukamad transkriptid.

Jargmise sammuna oli plaanis eraldada ribosoomid ning té6delda neid véljapuhastatud MazF
toksiiniga in vitro. Kui selle katse kéigus MazF 18ikab kipse ribosoomi 16S rRNA-d, peaks

olema voimalik tekkivat 3’ otsa tuvastada samal meetodil.

Kuid Culviner ja Laub néitasid hiljuti veenvalt, et isegi kui stressiribosoome esineks, oleks neid
vaga vahe — koigest 1 % algsest kupsete ribosoomide hulgast (Culviner ja Laub, 2018). Kui
produkti on nii véhe kui seda kirjeldati, polegi seda véga kerge detekteerida. S1 nukleaasiga
markimise meetod pole piisavalt tundlik, et nii véikeses koguses produkti tuvastada ning
seetottu pole see meetod 1499 16ikesaidi 3’ otsa tuvastamiseks sobiv. Nagu niha joonistelt 8 ja
9, tekib Slnukleaasi Idikeprodukte véhesel madral kogu geeli ulatuses. Kuna tekkiv
laguproduktide muster on kontrolli ja MazF-i ekspresseerivate rakkude RNAd hibridiseerides
sarnane, voib Oelda, et tegu on lihtsalt lagunemisega, millel puudub seos uuritava RNA 3’

otstega. Seepdrast pole ka jargmiste katsete labiviimine mdottekas.

Ké&esoleva t60 tulemused toetavad hiipoteesi, et MazF ei 18ika 16S rRNAd kipsetes

ribosoomides, vaid pigem I6ikab rRNA eellaseid ning inhibeerib rRNA kipsemist.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t06 eesmargiks oli tuvastada 16S rRNA 3’ ots MazF-i ekspresseeritavates bakterites
S1 nukleaasiga kaardistamise meetodil ning sellest tulenevalt hinnata stressiribosoomide tekke
vOimalikkust. Selleks valmistati radioaktiivselt margitud DNA matriits, mis oli
komplementaarne uuritava RNA jarjestusega. TOO kaigus optimeeriti DNA-RNA suhet
hlbridisatsiooniproovis ning viidi labi kolm korduskatset. Katsete kdigus tuvastati 16S rRNA

eellasmolekuli 3’ otsi seal, kus neid eelnevalt juba tuvastatud oli.

Katsete tulemusel ei olnud nédha MazF I6igatud 16S rRNA 3’ otsi. Selle iiheks pohjuseks vaib
olla, et 16S rRNA 1dikamist toimub véhe ning 3’ otste arv on liiga madal, et neid tuvastada S1
nukleaasiga kaardistamise meetodil, mis ei ole piisavalt tundlik. Teiseks pdhjuseks vdib olla, et
MazF 16ikab 16S rRNA I6ikekohas 1500-1502 mitte kipsetes ribosoomides, vaid rRNA

eellases, kus 3’ ots eksoribonukleaaside poolt lagundatakse.

T60 tulemused toetavad hipoteesi, et MazF I6ikab 16S rRNA eellasmolekule ning inhibeerib

rRNA kipsemist.
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SUMMARY

The goal of this thesis was to identify the 16 rRNA 3’ end of MazF expressing bacteria by
mapping it with S1 nuclease and to evaluate its potential in stress ribosome formation. A
complementary radio-labelled DNA template was made for the RNA in question. DNA-RNA
ratio in the hybridization sample was optimized several times and three experiments were
performed. In conclusion, the 16S rRNA precursor was detected in areas that have been
previously described. The 3’ ends of the cleaved 16S rRNA were not detected. The first reason
for these results is possibly due to the lack of 16S rRNA cleaving in general and due to the low
count of detectable 3’ ends. Another reason may be that the MazF cleaves the 16S rRNA at the
1500-1502 site not in the mature ribosomes but in the precursor of rRNA where the 3 ‘end is

degraded by exoribonucleases.

The results of the work support the hypothesis that MazF cleaves 16S rRNA precursors and

inhibits rRNA maturation.
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