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INFOLEHT

Ribosoomi modifikatsiooniensiiiimide RImB ja RImN téihtsus
Varvara MaksimtSuk

Organismi valgusiinteesi aparaat ehk ribosoom koosneb kahest subiihikust: viike ja suur
subtihik, vastavalt 30S ja 50S bakterites. 50S subiihiku koosseisu kuuluva 23S ribosomaalse
RNA (rRNA) domeen V moodustab valgusiinteesi ehk translatsiooni seisukohast kodige
olulisema ribosoomi regiooni, peptidiiiiltransferaasi keskuse (PTC), mis vastutab peptiidsideme
slinteesimise eest valgusiinteesil. Enamus rRNA modifikatsioone on koondunud PTC
timbrusesse ning need kataliilisitakse post-transkriptsiooniliselt spetsiaalsete enstitimide poolt.
Individuaalsete modifikatsioonide funktsioon ja olulisus ei ole enamasti teada. Kéesoleva t66
raames hinnati Escherichia coli PTC regiooni modifikatsiooniensiilimide RImB ja RImN moju
rakkude kasvule, ribosoomide biogeneesile ja funktsioneerimisele kasutades tiivesid, millest on

deleteeritud koik PTC regiooni modifitseerivad ensiiiimid.
CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees.

Mirksonad: Escherichia coli ribosoom, 23S rRNA modifikatsioonid, rRNA

metiiiiltranferaasid, PTC
Importance of ribosome modification enzymes RImB and RImN
Varvara MaksimtSuk

In every organism, protein synthesis is carried out by the ribosome, which is composed of two
subunits, the small and the large subunit, in bacteria, 30S and 50S, respectively. Domain V of
the 23S ribosomal RNA (rRNA) from the large subunit forms the most important region of the
ribosome, the peptidyl transferase center (PTC). It is responsible for catalyzing the synthesis of
peptide bonds between the amino acids of the nascent proteins. Most of the rRNA modifications
are concentrated around the PTC and catalyzed post-transcriptionally by specific enzymes. In
most cases, the importance of individual modifications is unknown. Within the scope of this
work, the effects of Escherichia coli modification enzymes RImB and RImN on cell growth,
ribosome biogenesis, and functioning were evaluated using multideletion strains, where the

enzymes modifying the PTC region were deleted.
CERCS code: P320 Nucleic acids, protein synthesis.

Keywords: Escherichia coli ribosome, 23S rRNA modifications, rRNA methyltransferases,
PTC
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KASUTATUD LUHENDID

30S — viike ribosoomi subiihik bakteris

50S — suur ribosoomi subiihik bakteris

70S — bakteriaalne ribosoom

CAM - klooramfenikool

DPM — lagunemine minutis (decay per minute)

HPLC — kdrgjoudlusega vedelkromatograafia (high-performance liquid chromotography)
Km — kanamiitsiin

MRNA — informatsiooni ehk matriits RNA

nm — nanomeeter

OD - optiline tihedus (optical density)

PTC — peptiitiltransferaasi keskus (peptidyltransferase center)

RIMB — rRNA suure subiihiku metiiiiltransferaas B (rRNA large subunit methyltransferase B)
RIMN — rRNA suure subiihiku metiiiiltransferaas N (rRNA large subunit methyltransferase N)
rpm — pdoret minutis (rotations per minute)

rRNA — ribosomaalne RNA

tRNA — transport RNA

U — iihik (unit)

WT — metsiktiitip (ingl. k wildtype)

A10 — delta 10; antud t60s kasutatud Escherichia coli mitmikdeletsiooni tiivi

A9 — delta 9; antud to6s kasutatud Escherichia coli mitmikdeletsiooni tiivi



SISSEJUHATUS
Ribosoomid méngivad téhtsat rolli kdikides elusorganismides. Nimelt dekodeerivad need
kompleksid mRNA jérjestuse valkude aminohappeliseks jirjestuseks ja kataliilisivad
peptiidsideme moodustumist aminohapete vahel kasvavas valguahelas. Eelnimetatuid
funktsioone viivad 14bi ribosoomi erinevad subiihikud, bakterites vastavalt vidike ehk 30S ja
suur ehk 50S subiihik. Kokku moodustavad kaks subiihikut funktsionaalse terviku, 70S
ribosoomi, mis vastutab valgusiinteesi ehk translatsiooni ldbiviimise eest. Bakteriaalse
ribosoomi moodustavad kolm erinevat ribosomaalset RNA-d (rRNA) (23S rRNA ja 5S rRNA
suures subiihikus ning 16S rRNA viikses subiihikus) ja 54 ribosomaalset valku (r-valku) (Ban
et al., 2000; Schluenzen et al., 2000; Wimberly et al., 2000). rRNA modifitseeritakse

ribosoomide biogeneesi kéigus spetsiaalsete modifikatsiooniensiiiimide poolt.

Escherichia coli (E. coli) 70S ribosoomist on leitud 36 rRNA modifikatsiooni, millest enamik
on koondunud 23S rRNA V domeenis asuvasse peptidiililtransferaasi keskuse (PTC)
vahetusldhedusse. Kuigi individuaalsetel modifikatsioonidel on {ildiselt vidike mdju
ribosoomidele, on nende summaarne moju organismile suur. Ilma modifikatsioonideta on
valkude siintees ja seeldbi organismi enda areng héiritud (Decatur & Fournier, 2002; Chow et
al., 2007).

Meie laboris on konstrueeritud E. coli A10 tiivi, millest on eemaldatud koik 23S rRNA V
domeeni modifikatsiooniensiilimid (teadaolevate geenidega), mistottu on antud tiivi heaks

mudeliks tksikute modifikatsioonide uurimisel.

Antud bakalaureusetd6 kirjanduse osas antakse iilevaade bakteriaalsest ribosoomist, tipsemalt
radgitakse 23S rRNA-st ja seal esinevatest modifikatsioonidest ning vastavatest
modifikatsiooniensiitimidest. Keskendutakse metiiiiltransferaaside RImB ja RImN tdhtsusele
Escherichia coli’s. Eksperimentaalosas analiilisitakse natiivsete ja kataliiiitiliselt inaktiivsete
modifikatsiooniensiiiimide RImB ja RImN mdju rakkude kasvule erinevatel temperatuuridel,

ribosoomide biogeneesile ja funktsioneerimisele in vivo.

Uurimist6d tildeesmérgiks on hinnata modifikatsiooniensiiimide RImN ja RImB ning nende

poolt siinteesitud modifikatsioonide olulisust bakteri elulemusele.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Bakteriaalse ribosoomi struktuur, funktsioon ja biosiintees

Ribosoom on iiks tdhtsamaid raku makromolekulaarseid komplekse, mille iilesandeks on
valgusiintees ehk translatsioon. Kdikides organismides koosneb translatsiooni l&biviiv
kompleks (70S ribosoom bakteris) (joonis 1A) kahest ebavdrdsest subiihikust, bakterites on
nendeks viike ehk 30S ja suur ehk 50S subiihik (Ban et al., 2000; Wimberly et al., 2000;
Yusupov et al., 2001). S tdht subiihikute nimetuses on Svedbergi sedimentatsiooni iihik, mis
nditab partikli sadestumise kiirust ja seeldbi annab ettekujutuse osakese suurusest. Ribosoomi
subiihikud koosnevad ribosomaalsest RNA-st (rRNA), mis moodustab ligikaudu 2/3 kogu
ribosoomi massist, ja ribosomaalsetest valkudest (r-valgud). Peptidiiiiltransferaasne aktiivsus
on rRNA-I ning r-valkudel on pigem struktuurne funktsioon (Ban et al., 2000; Wimberly et al.,
2000; Yusupov et al., 2001).

Viike subiihik (30S) koosneb 16S rRNA-st ning 21 r-valgust. Ribosomaalseid valke viikeses
subiihikus nimetatakse S-valkudeks (S1-S21) (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007; Wilson &
Nierhaus, 2007). Tertsiaarstruktuuri pohjal jaotub 30S subiihik kolmeks regiooniks, milleks on
pea, keha ja platvorm (joonis 1B), kusjuures valgud ja rRNA ei jaotu ribosoomi véikeses
subtihikus iihtlaselt (Wimberly et al.,, 2000). Valgud on koondunud pigem subiihiku
vélispinnale ning rRNA paikneb pigem tsentraalselt ja moodustab subiihikutevahelise pinna.
30S subiihikut moodustav 16S rRNA jaotub oma sekundaarstruktuuri pohjal neljaks domeeniks
(5', tsentraalne, 3' mazoorne ja 3' minoorne) ja vastutab geneetilise informatsiooni
dekodeerimise eest. (Melnikov et al., 2012; Noller & Woese, 1981; Wimberly et al., 2000)
Dekodeerimiskeskus asub 30S pea ja keha vahel olevas regioonis, mis interakteerub 50S
subtihikuga (Wimberly et al., 2000). Translatsiooni initsiatsiooni kdigus 16S rRNA 3' otsas
paiknev anti Shine-Dalgarno jarjestus interakteerub mRNA Shine-Dalgarno jarjestusega (Shine
& Dalgarno, 1974). Translatsiooni elongatsiooni kiaigus vastutab 30S dekodeeriv keskus
korrektse paardumise eest mMRNA koodonite ja tRNA anti-koodonite vahel ning tagab seelédbi

valgusiinteesi tapsuse (Wimberly et al., 2000).
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Joonis 1. Escherichia coli 70S ribosoomi ning 50S ja 30S subiihikute tertsiaarsed
struktuurid. Paneelil A on 70S ribosoom. Paneelil B on 30S subiihik, kus tumesinisega on
margistatud r-valgud ja helesinisega rRNA. Paneelil C on 50S subiihik. Pruuniga on
margistatud r-valgud ja oranziga rRNA. Roosaga on vélja toodud A-saidis asuv aminoatsiiiil-
tRNA. Rohelisega on mérgistatud P-saidis asuv peptidiiiil-tRNA. Kollasega on margistatud E-
saidi deatsetiileeritud-tRNA. mRNA on maérgistatud halli ja mustaga. Lisaks on téhistatud
struktuursed regioonid ja dekodeeriv (DC) ning peptidiiiiltransferaasi keskus (PTC). Joonis
kohandatud (Schmeing & Ramakrishnan, 2009).

Suur subiihik (50S) koosneb 23S ja 5S rRNA-st ning 33 r-valgust (joonis 1C). Suures subiihikus
nimetatakse ribosomaalseid valke L-valkudeks (L1-L36) (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007;
Wilson & Nierhaus, 2007). Valgud paiknevad pigem 50S subiihiku vélispinnal ning
subiihikutevaheline regioon koosneb peamiselt rRNA-st. 50S subiihiku saab jaotada struktuuri
jérgi erinevateks regioonideks: L1 kithmuks, L7/L.12 kithmuks ja tsentraalseks protuberantsiks

(joonis 1C) (Melnikov et al., 2012; Noller, 2005). Suure subiithiku moodustav 23S rRNA jaotub



sekundaarstruktuuri pohjal seitsmeks domeeniks (0-VI), kusjuures 5S rRNA-d peetakse
kaheksandaks (Noller, 2005; Petrov et al., 2013). 23S rRNA domeen V moodustab
funktsionaalselt olulise regiooni, peptidiililtransferaasi keskuse (PTC). Olulised 23S rRNA
domeen V komponendid PTC moodustumisel on A-ling (vastutab aminoatsiiiil-tRNA 3' CCA
otsa korrektse seondumise eest PTC-s), P-ling (vastutab peptidiiiil-tRNA 3' CCA otsa korrektse
seondumise eest PTC-s) ning adenosiin-2451 (A2451, oluline nukleosiid peptidiiiltransferaasi
reaktsiooni toimumiseks) (Brimacombe & Stiege, 1985; Yusupov et al., 2001).

70S ribosoomi funktsiooniks on valkude siinteesimine ehk translatsioon (Selmer et al., 2006;
Voorhees et al., 2009; Yusupov et al., 2001). Ribosoomil on subiihikutevahelises regioonis
kolm tRNA seondumise saiti, mis on nimetatud vastavalt seal paikneva tRNA jirgi, ning
MRNA tunnel (joonis 1A). A-saiti seondub aminohappega lactud aminoatsiitil-tRNA (A-
tRNA), P-saidis paikneb kasvavat valguahelat kandev peptidiiiil-tRNA (P-tRNA) ning E-saidi
kaudu viljub pédrast peptiidsideme siinteesi deatsiileeritud-tRNA (Ramakrishnan, 2002;
Yusupov et al., 2001). Translatsioonil kasutatakse matriitsiks mMRNA-d, mille DNA-It
kopeeritud informatsiooni transleerib ribosoom valkude aminohappeliseks jérjestuseks.
Ribosoomi kasutab transleerimiseks adaptormolekulidena transpordi RNA-sid (tRNA-sid), mis
on laetud nende anti-koodonitele vastavate aminohapetega aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside
poolt. Seega, tRNA abil tuuakse ribosoomi kohale mMRNA kolmele nukleotiidile ehk iihele
koodonile vastav aminohape (R. Green & Noller, 1997; Ramakrishnan, 2002). Translatsioon
jaguneb kolmeks etapiks: initsatsioon, elongatsioon ja terminatsioon. Translatsiooni
initsiatsiooni kdigus seondub mRNA 30S subiihikuga Shine-Dalgarno jirjestuse vahendusel
ning initsiaatorkoodoni tunneb &dra formiiiilmetioniiniga (fMet) laetud initsiaator-tRNA
(Schmeing & Ramakrishnan, 2009). Seejarel liitub 50S subiihik moodustades 70S ribosoomi,
kus fMet-tRNA paikneb P-saidis, ning translatsioon saab alata. Translatsiooni elongatsiooni
kédigus seondub A-saiti koodonile vastava aminohappega laetud aminoatsiiiil-tRNA (R. Green
& Noller, 1997; Ramakrishnan, 2002; Schmeing & Ramakrishnan, 2009). 50S subiihiku PTC
regioon vastutab P- ja A-saidis paiknevate tRNA-de 3' CCA otsade korrektse positsioneerimise
eest liksteise suhtes, mis on hiddavalik peptiidsideme siinteesiks (Brimacombe & Stiege, 1985;
Kim & Green, 1999). Kasvav peptiidahel kantakse iile P-saidis paiknevalt tRNA-It A-saidis
paiknevale, samaaegselt toimub tRNA-de ja mRNA liikumine ribosoomi suhtes iihe koodoni
vorra (translokatsioon) paljastades A-saidis jargmise koodoni. Deatsiileeritud-tRNA viljub E-
saidi kaudu ribosoomist. Seejdrel protsess kordub jdrgmisele koodonile vastava
aminoatsiileeritud-tRNA-ga (Ramakrishnan, 2002; Schmeing & Ramakrishnan, 2009).

Stinteesitava valgu véljumine toimub 1dbi peptiidi viljumistunneli, mis asub PTC korval.
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Elongatsioonitsiiklit korratakse kuni A-saiti ilmub stopp-koodon ning valgusiintees
termineeritakse (Noller, 2005; Ramakrishnan, 2002). Igat translatsiooni etappi aitavad 14bi viia
valgulised translatsioonifaktorid (Melnikov et al., 2012; Noller, 2005).

Ribosoomi biosiintees on protsess, mille jooksul siinteesitakse 30S ja 50S subiihikuid ning
16puks assotsieeritakse terviklik 70S ribosoom. Selleks peavad rRNA ja r-valgud jéark-jargult
iiksteisega seonduma, mille kdigus toimuvad konformatsioonilised muutused ning subiihikud
saavutavad iseloomuliku kuju ja suuruse. Mdlema subiihiku rRNA siinteesitakse iihtse
primaarse transkriptina ja assambleerimine r-valkudega algab juba transkriptsiooni kdigus
(Besangon & Wagner, 1999; Lewicki et al., 1993; Srivastava & Schlessinger, 1990).
Ribosomaalsed valgud tunnevad &dra ja  seonduvad transkribeeritava rRNA
sekundaarstruktuuridega. Lisaks vajab rRNA korrektse struktuuri saavutamiseks teisi valgulisi
faktoreid nagu RNA $aperonid ja helikaasid ning ribosoom-soltuvad GTPaasid (Kaczanowska
& Rydén-Aulin, 2007). Paralleelselt toimub rRNA otste protsessimine RNaaside poolt ning
kindlate positsioonide modifitseerimine spetsiaalsete modifikatsiooniensiiiimide poolt, nii
rRNA protsessimine kui modifitseerimine jouavad 10puni alles 70S partiklites (ribosoomide
16plik “kiipsemine) (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007). Funktsionaalse 70S ribosoomi
moodustamiseks translatsiooni initsiatsiooni kéigus on vajalik, et mdlemad subiihikud
assotseeruks  korrektselt, see tagatakse molekulisevaheliste interaktsioonide ehk
subiihikutevaheliste sildade moodustamisega (Yusupov et al., 2001). Lisaks on 70S subiihiku
moodustumisel olulised erinevad initsiatsiooni faktorid ning mRNA (messenger RNA) ja
initsiaator-tRNA (transport RNA) (Wilson & Nierhaus, 2007). Samuti on subiihikute
kooshoidmiseks olulised metallioonid, mis neutraliseerivad RNA negatiivse laengu ja
stabiliseerivad seeldbi 70S ribosoomi struktuuri. Kahevalentse magneesiumi iooni (Mg?")
defitsiit pShjustab subiihikute dissotseerumist (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007; Klein et
al., 2004).

2. Ribosomaalse RNA modifikatsioonide siintees ja tihtsus bakteris

Ribosoomide biosiinteesi kdigus leiab koikides organismides aset osade rRNA positsioonide
post-transkriptsiooniline modifitseerimine. Teatud modifitseeritavad positsioonid on
universaalselt  konserveerunud, teised jdlle spetsiifilised mingitele kitsamatele
evolutsioonilistele harudele. Kusjuures, mida keerulisema organismiga on tegu, seda rohkem
on ribosoomides modifikatsioone (Polikanov et al., 2015; Sergiev et al., 2018). Sellele
vaatamata on leitud, et modifikatsioonid koonduvad ribosoomile tdhtsate funktsionaalsete
keskuste nagu 30S subiihikus paiknev dekodeerimiskeskuse, 50S subiihikus paiknev
peptidiililtransferaasi keskuse (PTC) ning mRNA ja tRNA seondumiskohtade ldhedusse

10



(Brimacombe et al., 1993; Decatur & Fournier, 2002; Smith et al., 1992). Enamlevinuimateks
modifikatsioonideks on pseudouridiniilatsioonid (W) ja metiilatsioonid. Metiileeritakse nii
lammastikaluste erinevaid positsioone (tahistus m*X) kui riboosi 2'-OH rithma (tdhistus Xm)

(Decatur & Fournier, 2002; Ofengand & Del Campo, 2004).

Escherichia coli rakkude ribosoomides modifitseeritakse kokku 36 rRNA positsiooni, millest
13 asuvad 50S subiihiku 23S rRNA V domeenis (joonis 2 ja tabel 1). PTC regiooni 13-st
modifikatsioonist viis on pseudouridiinid (Y2457, ¥2504, 2580, ¥2604 ja ¥2605), nii riboosi
(Gm2251, Cm2498 ja Um2552) kui limmastikaluste (m’G2069, m?G2445 ja m?A2503)
metiilatsioone on kokku kuus ning lisaks iiks dihiidrouridiin (D) ja iiks 5-hiidroksiitsiitidiin
(ho°C2501) (Decatur & Fournier, 2002; Ofengand & Del Campo, 2004). E. coli ribosoomi
tertsiaarstuktuuris paiknevad need modifitseeritavad positsioonid mitte enam kui 25 A kaugusel
PTC olulisest adenosiin-2451 (A2451) positsioonist (joonis 2A).
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Joonis 2. Escherichia coli 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide paiknemine ribosoomi
tertsiaar ja sekundaarstruktuuris. Paneelil A on niidatud l4hisvaated PTC regioonist,
punasega on ndidatud 23S rRNA V domeeni modifikatsiooni positsioonid (tabel 1). Lisaks on
vilja toodud A- ja P-saidi tRNA-d ning A- ja P-lingud. Struktuuris on ndha A-tRNA-ga seotud
alinohape (liisiin, Lys) ning P-tRNA-ga seotud tunnelis paiknev kasvav valguahel (NC).
Roosaga on ndidatud adenosiin-2451 (A2451), mis on oluline nukleotiid peptiidsideme
stinteesil. Kollasega on vilja toodud tunnelisse seonduv translatsiooni inhibiitor eriitromiitsiin
(ERY). Joonis saadud meie laboris avaldamisel olevast artiklist. Paneelil B on 23S rRNA V
domeeni sekundaarstruktuur. Roheliste ringidega on méargistatud modifitseeritud positsioonid
23S rRNA V domeenis. Punasete ringidega on maérgistatud antud t66 seisukohast olulised
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modifikatsioonid Gm2251 (kataliiiisitav RImB poolt) ja m?A2503 (kataliiiisitav RImN poolt).
Punase kastiga on vilja toodud A2451. Lisaks on mirgistatud A- ja P-lingud. Joonis on
kohandatud (Petrov et al., 2013).

Bakterites viivad rRNA modifitseerimist ldbi spetsiaalsed modifikatsiooniensiiiimid, mis
vastutavad nii substraadi dratundmise kui modifikatsiooni silinteesimise eest. Iga
modifikatsiooniensiilim siinteesib kindlat tiilipi modifikatsiooni, kuid voib seda teha rRNA
erinevates positsioonides. Néiteks RIuC siinteesib pseudouridiini 23S rRNA kolmes erinevas
positsioonis, millest kaks (Y2504 ja W2580) asuvad V domeenis ning modifikatsiooniensiilim
RImKL hiibriidvalgu erinevad domeenid (vastavalt K voi L) metiileerivad erinevaid positsioone
(vastavalt m’G2069 ja m?G2445) (Conrad et al., 1998; Wang et al., 2012). Metiiiiltransferaas
RImN on oma duaalse-spetsiifika tdttu voimeline kataliiiisima modifikatsioone nii rRNA-S
(m2A2503) kui tRNA-s (m?A37 antikoodonlingus) (tabel 1) (Benitez-Péez et al., 2012).

Tabel 1. Escherichia coli ribosoomi 23S rRNA domeenis V paiknevad modifikatsioonid

23S rRNA positsioon Modifikatsioon Ensiiiim

2498 Cm RImM

2449 D RIdA (geen pole teada)
2251 (P-ling) Gm RImB

2501 ho>C RIhA

2503 m2A RImN

2445 m’G RImKL (L domeen)
2069 m’'G RIMKL (K domeen)
2552 (A-ling) Um RImE

2605 b4 RluB

2504 b4 RluC

2580 ¥ RIuC

2457 b4 RIUE

2604 b RIuF

Allatdommatud positsioonid 23S rRNA-s tdhistavad positsioone, mida modifitseeritakse koigis

organismides.

Modifikatsioonid muudavad lokaalselt RNA konformatsiooni ja keemilisi omadusi (Helm,

2006). Samuti vodivad modifikatsioonid muuta RNA-d diinaamilisemaks (nditeks
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tiksikahelalisi RNA regioone paindlikumaks, kuid samas stabiliseerida RNA heelikseid (Helm,
2006). Lisaks vodivad modifikatsioonid védhendada (pseudouridiin) voi suurendada
(metiilatsioon) ldmmastikaluste hiidrofoobsust ja seeldbi mojutada “stakkumist™ (stacking)
(Agris, 1996; Polikanov et al., 2015). On ndidatud, et metiileeritud nukleotiidid m°U1915 ja
Cm1920, mis paiknevad 23S rRNA-s suurendavad hiidrofoobseid interaktsioone ja vdivad
mojutada subiihikutevahelisi sildu ning seeldbi stabiliseerida kontakte subiihikute vahel
(Polikanov et al., 2015; Sergiev et al.,, 2018). Lisaks, modifikatsioonid vdivad muuta
ribosoomiga seonduvate valguliste faktorite vOi madalmolekulaarsete tihendite (nt.
antibiootikumide) seondumissaite. Samuti vdivad modifikatsioonid (metiilatsioonid ja
pseudouridiniilatsioonid) muuta vesiniksideme doonorite ja aktseptorite mustrit mingis RNA
regioonis mdjutades Watson-Crick paardumist voi kaitsta seda ribonukleaaside eest (riboosi 2'-
OH rithma metiilatsioon) (Agris, 1996; Lane et al., 1995).

Vaatamata sellele, et osad rRNA modifikatsioonide positsioonid on fiilogeneetiliselt
konserveerunud, modifikatsioonid koonduvad funktsionaalselt oluliste keskuste iimber ning
nende siintees nduab rakult metaboolseid ressursse, ei ole iikski rRNA modifikatsioon
hédavajalik Escherichia coli rakkude elutegevusele (Brimacombe et al., 1993; Decatur &
Fournier, 2002; Smith et al., 1992). Veelgi enam, individuaalsete modifikatsiooniensiiiimide
deleteerimisel genoomist, millega kaasneb vastavate modifikatsioonide puudumine ribosoomis,
ei mojuta mérgatavalt E. coli kasvu, ribosoomide biogeneesi ega funktsioneerimist (Ofengand
& Del Campo, 2004). Senini on leitud, et PTC regiooni modifikatsioonide korral ainult Um2552
(stinteesitud modifikatsiooniensiiimi RImE poolt) puudumisel aeglustub oluliselt E. coli
rakkude kasv (Arai et al., 2015; Caldas, Binet, Bouloc, & Richarme, 2000). Fiilogeneetiliselt
konserveerunud RImE modifitseerib 23S rRNA positsiooni 2552, mille kdrval asuv nukleotiid
G2553 on oluline aminoatsiitil-tRNA 3' CCA regiooni korrektsel positsioneerimisel PTC-s
(Brimacombe & Stiege, 1985; Caldas, Binet, Bouloc, Costa, et al., 2000; Kim & Green, 1999).
E. coli tiives (4rlmE), kust on deleteeritud rImE geen, on héiritud nii ribosoomide biogenees
kui funktsioneerimine (Caldas, Binet, Bouloc, Costa, et al., 2000). Erinevalt enamikest teistest
modifikatsiooniensiiiimidest, mis modifitseerivad rRNA-d ribosoomi biogeneesi varajasemates
etappides, slinteesib RImE Um2552 hilises faasis (Siibak & Remme, 2010).

Kui vilja jitta Um2552, siis teiste PTC regiooni rRNA modifikatsioonide téhtsus ei ole teada.
On pakutud, et rRNA modifikatsioonide roll on ribosoomi oluliste regioonide moodustumise,
stabiilsuse ning funktsioneerimise peenhdilestamine (fine-tuning), mida on keeruline uurida
tulenevalt sellest, et modifikatsioonidel on tdendoliselt osaliselt funktsionaalselt kattuv ja
kumuleeruv efekt (Decatur & Fournier, 2002; Ofengand & Del Campo, 2004).
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3. Ribosomaalse RNA metiiiiltransferaasid

RNA metiilatsioonid on leitavad koikides organismides alates bakterist ja 10petades inimesega.
Neid leitud pea koikides RNA tiilipides (tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA, siRNA, piRNA ja
miRNA) (Kamminga et al., 2010; Montgomery et al., 2012; Sergiev et al., 2018). Suurem osa
metiilatsioonidest 23S rRNA-s leiab aset ribosoomi assambleerumise algetappides (Siibak &
Remme, 2010).

Metiilatsioone  siinteesivad  post-transkriptsiooniliselt —ensliimid, mida nimetatakse
metiiiiltransferaasideks. Koik metiililtransferaasid kasutavad metiililrithma {ilekandmiseks
kofaktorit S-adenosiiiil-L-metioniini (SAM) ja sisaldavad norgalt konserveerunud SAM siduvat
jarjestust (Schubert et al., 2003). Metiiiiltransferaasid jagunevad SAM seondumise regiooni
struktuuri pdhjal viite klassi (I-V). rRNA-d metiileerivad metiiiiltransferaasid kuuluvad klass I

voi klass IV (Ofengand & Del Campo, 2004; Schubert et al., 2003).

Klass I rRNA metiiiiltransferaaside hulka kuulub omakorda 6 perekonda: m2G, m°C, mPA,
m!G, m°U ja 2'-O siinteesivad valgud (Ofengand & Del Campo, 2004; Schubert et al., 2003).
See klass sisaldab konserveerunud metiitiltransferaasi kataliiiitilist regiooni (Rossmani
struktuur), mis koosneb vaheldumisi paiknevatest a-heeliksitest ja B-lehtedest. Enamikul klass
I metiiiiltransferaasidel on lisa domeenid, mida ensliim kasutab substraadi tipseks
aratundmiseks (Ofengand & Del Campo, 2004). T66s kasutatav metiiiiltransferaas RImN
kuulub klassi 1. Klass IV rRNA metiiiiltransferaasid on koik kolmiksdlme (deep trefoil knot)
sisaldava SPOUT (nimi tuleb homoloogiast SpoU ja TrmD valkudega) perekonna liikmed, mis
kataliiiisivad m'G ja Gm modifikatsioone (Anantharaman et al., 2002). SPOUT ensiiiimide C-
terminuses paikneva kolmiksdlme vahendusel moodustavad metiiiiltransferaasid dimeeri ja
SAM-i seondumisel ning kataliiiitilise saidi moodustumisel panustavad mdlemad monomeerid
(Anantharaman et al., 2002; Ofengand & Del Campo, 2004). Sellesse klassi kuulub t66s uuritav

metuiltransferaas RimB

3.1  Metiiiiltransferaas RlmB (Gm2251)

Metiitiltransferaas RImB (joonis 3A) kuulub SPOUT valkude perekonda ja siinteesib
universaalset konserveerunud modifikatsiooni 2'-O-metiileeritud guanosiini positsioonis 2251
(joonis 3B), mis asub 23S rRNA P-lingu regioonis (Lovgren & Wikstrém, 2001). See asukoht
on oluline translatsioonil peptidiiil-tRNA 3' CCA otsa korrektsel seondumisel
peptidiiiiltransferaasi keskusesse (PTC) (Michel et al., 2002; Polikanov et al., 2015; VVoorhees
et al., 2009). Modifikatsiooni Gm2251 2'-O-metiiiilgrupp moodustab lisa hiidrofoobseid
sidemeid tsiisteiini suhkruga positsioonis 2065 ja uridiini alusega positsioonis 2449. (Lovgren

& Wikstrom, 2001; Polikanov et al., 2015) Vaatamata sellele, rImB geeni deleteerimine
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Escherichia coli rakkudest ei mdjuta rakkude kasvu ega ribosoomide assambleerumist
(Lovgren & Wikstrom, 2001). RImB ortoloog parmi Saccharomyces cerevisiae rakkudes,
Pet56p, aga on oluline mitokondriaalsete ribosoomide assambleerumiseks isegi ilma
kataliiiitilise aktiivsuseta (Sirum-Connolly & Mason, 1993). Seega RImB valgul voib rakkudes
olla metiiiiltransferaassest aktiivsusest soltumatu funktsioon. RImB ja selle poolt siinteesitud

Gm2551 modifikatsiooni tihtsus E. coli’s ei ole teada.

A

N-terminaalne
domeen

C-terminaalne
domeen

C-terminaalne
domeen

domeen

B

HO

Joonis 3. RImB tertsiaarstruktuur ja kataliiiisitav guanosiini riboosi 2'-OH grupi
metiilatsioon (Gm). Paneelil A on nididatud dimeerne metiiiiltransferaas RImB (Protein
database ID: 1GZ0). Vilja on toodud N-terminaalsed domeenid (rRNA dratundmine) ja C-
terminaalsed Kkataliiiitilised domeenid. Struktuuris puudub kofaktor SAM. Tume- ja
helesinisena on vilja toodud monomeerid, roosaga on ndidatud kataliiiitiliselt oluline
aminohappe (glutamiin positsioonis 198). Paneel A oli koosatatud kasutades PyMOL
arvutiprogrammi. Paneelil B on Gm modifikatsioon (Modomics andmebaas). RImB poolt
lisatav metiililriihm on nédidatud punasega.

RImB monomeer koosneb suuremast ja jdigemast C-terminaalsest domeenist, millel on

kataliititiline funktsioon ja mis on oluline dimeeri tekkeks, ning vdiksemast ja plastilisemast N-
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terminaalsest domeenist, mis vastutab rRNA dratundmise eest (joonis 3A) (Michel et al., 2002).
Domeene lihendab linker-regioon ja vihesed domeenidevahelised sillad (Michel et al., 2002).
RImB kataliiiitilise aktiivsuse saavutamiseks peab moodustuma dimeer. Kaks monomeeri
seonduvad omavahel ldbi C-terminaalsete regioonide, side tekib {ihe monomeeri sdlmregiooni
motiiv | ja teise monomeeri sdlmregiooni motiiv Il ja Il vahel (Michel et al., 2002). Motiivid
Il ja Il on lisaks kofaktor SAM seondumiskohad (Gustafsson et al., 1996; Michel et al., 2002).
Kuigi antud metiiiiltransferaas on SAM-sdltuv, siis esineb modifikatsiooniensiitimil RImB
tavalisest Rossmani struktuurist erinev. SAM-i siduv regioon. Kataliiiitilise regiooni C-
terminaalses domeenis moodustab omaparane stigav kolmikusolm (deep trefoil knot), mis omab
votmerolli metiitiltransferaas RImB dimeriseerimisel (Michel et al., 2002). RImB aktiivsait

moodustub mdlema monomeeri kataliiiitilise domeeni sdlmregioonist.

Kataliiiitiliselt oluliseks aminohappeks metiiiiltransferaasi RImB korral loetakse glutamiini
positsioonis 198 (joonis 3A). Antud aminohape paikneb {ihe monomeeri C-terminaalses
domeenis ja loob silla teise monomeeri arginiiniga positsioonis 114 (Michel et al., 2002). On
teada, et parmi 21S 2'-O-metiiiiltransferaasi Pet56p (RImB ortoloog pidrmi mitokondris) saab
kataliiiitiliselt inaktiveerida kui muteerida glutamiin positsioonis 358 (Sirum-Connolly &

Mason, 1993). Escherichia coli rakkudes on selleks vastavalt glutamiin 198.

3.2  Metiiiiltransferaas RImN (m?A2503)

Metiiiiltransferaas RImN (joonis 4A) kuulub klass I rRNA metiiiiltransferaaside hulka ja on
duaalse-spetsiifikaga radikaal-SAM ensiitim (Benitez-Paez et al., 2012; Grove et al., 2011,
Sofiaetal., 2001), mis metiileerib 23S rRNA adenosiini teist siisinikku (joonis 4B) positsioonis
2503 ja lisaks kataliiiisib sama modifikatsiooni osade tRNA-de antikoodonlingu positsioonis
37 (Benitez-Paez et al., 2012; Toh et al., 2008). 23S rRNA positsioon 2503 paikneb ribosoomi
suure subtihiku peptidiililtransferaasi keskuses, peptiidi vdljumistunneli ldheduses ja suurendab
aluste “stakkumist” (stacking) adeniini 2059 ja adeniini 2503 vahel. Selline interaktsioon
stabiliseerib kahte iiheahelalist rRNA segmenti, mis moodustavad peptiidi véljumistunneli
seina (Ban etal., 2000; Polikanov et al., 2015; Toh et al., 2008). Adenosiini 2503 metiileerimine
on oluline translatsiooni tdpsuse jaoks kuna on néidatud, et rImN deletsioonitiivel suureneb
UAG stopp-koodonite ldbilugemine (Benitez-Paez et al., 2012). Lisaks on selle positsiooni
metiilatsiooni  funktsiooniks tunnelis olevate teatud peptiidide aminohappelise jdrjestuse
dratundmine ning signaali edastamine PTC-sse, millele jdrgneb translatsiooni seiskumine
(ribosome stalling) (Vazquez-Laslop et al., 2010). Sellele vaatamata ei esine rImN geeni

deletsioonitiivel kasvufenotiiiipi ning m?A2503 olulisus E. coli’s on teadmata.
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Tsiisteiin-35

[4Fe-4S]

.

YA~

N-terminaalne

Joonis 4. RImN tertsiaarstruktuur ja kataliiiisitav adenosiini immastiku aluse 2. siisiniku
metiilatsioon (M?A). Paneelil A on niidatud metiiiiltransferaas RImN (Protein Database 1D:
4PL2). Vilja on toodud kataliiiitiline C-terminaalne domeen ja N-terminaalne L30e-sarnane
lisadomeen. Roosaga on néidatud kataliiiitiliselt oluline aminohappe tsiisteiin positsioonis 355,
helesinisega on ndidatu kofaktor SAM ja kollased ning oranzid kerad mérgistavad
raudvédvelklastrit [4Fe-4S]. Paneel A oli koosatatud kasutades PyMOL arvutiprogrammi.
Paneelil B on m?A modifikatsioon (Modomics andmebaas). RImN poolt lisatud metiiiilriihm on
ndidatud punasega.

RIMN on monomeerne ensiiiim (joonis 4A), mis koosneb klassikalisest Rossmani struktuurist,
millega seondub raudviadvelklaster [4Fe-4S] ja mida iimbritsevad kaks pikka silmuse regiooni
(Boal et al., 2011). C-terminaalse domeeni funktsiooniks on modifikatsiooni kataliilisimine ja
N-terminaalne L30e-le sarnanev domeen vastutab substraadi dratundmise eest (Boal et al.,
2011). Selline struktuur on iseloomulik radikaal-SAM ensiiiimidele (Boal et al., 2011; Sofia et
al., 2001).

Lammastikaluse endotsiiklilise siisinikuaatomi metiileerimine on keemiliselt keerulisem
reaktsioon kui nditeks endotsiiklilise ldmmastikaatomi v&i riboosi 2' hapniku metiileerimine
(Tohetal., 2008; Yan et al., 2010). Radikaal-SAM ensiiiimid kasutavad sellise modifikatsiooni
labiviimiseks kahte SAM molekuli. Esimene on vajalik 5' deoksiiadenosiiiilradikaali

tekitamiseks ja teine SAM molekul on vajalik metiiiilrihma {ilekandmiseks tsiisteiinile
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positsioonis 355 (C355) (Boal et al., 2011; Yan & Fujimori, 2011). Secjéarel metiitilriihm, mis
saadi SAM molekulist, kinnitatakse RNA-ga teisest SAM molekulist tuletatud radikaali
lisamisega. Tekkinud struktuur lahendatakse disulfiidsilla moodustamisega metiileeritud
tsiisteiini positsioonis 355 ja teise konserveerunud tsiisteiini (C118) vahel (Boal et al., 2011;
Grove et al., 2011; Yan et al., 2010). Tulemuseks on m?A modifitseeritud rRNA nukleotiid.
Seetottu peetakse Kkataliilitiliselt oluliseks aminohappeks RImMN homoloogide seas

konserveerunud tsiisteiini positsioonis 355 (C355).
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EKSPERIMENTAALOSA

1. Too eesmirk

Kéesoleva bakalaureuseto6 eesmirgiks on hinnata modifikatsioonienstiiimide RImB ja RImN
ning nende poolt siinteesitud ribosomaalse RNA modifikatsioonide olulisust bakteris
Escherichia coli. Selleks vaadati natiivse voi kataliiiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN mdju
bakteri kasvule, ribosoomide biogeneesile ja funktsioneerimisele kasutades Escherichia coli
tivesid, millest on deleteeritud kdoik teadaolevate geenidega ribosomaalse RNA

modifikatsiooniensiiiimid.

2. Materjal ja metoodika

2.1  Escherichia coli tiived ja plasmiidid

Katsete ldbiviimiseks kasutati Escherichia coli (E. coli) metsiktiitipi tiivesid MG1655 ja DH5a
ning MG1566 tiivel pShinevaid mitmikdeletsioonitiivesid A10 ja A9 (tabel 2).

A9 tiivest on deleteeritud tiheksa 23S rRNA modifikatsiooniensiiimi: rluC, rImKL, rImN,
rimM, rlug, rluB, rluF, rimB ja rlhA. A10 tiivest on lisaks deleteeritud rImE geen. A10 tiive
genoom on sekveneeritud ning vastavate modifikatsioonide puudumine 23S rRNA’s on

kinnitust leidnud Margus Leppiku (Tartu Ulikooli molekulaarbioloogia dppetool) poolt.

Tabel 2. Katsete ldbiviimiseks kasutatud Escherichia coli tiived.

Tiive nimetus | Genotiilip Allikas

MG1655 F-, 2-, ilvG-, rfb-50, rph-1 (Blattner et al., 1997)

A10 F-, 2-, rfb-50, ilvG-, rph-1 ArluE, ArluC, | Meie labori kollektsioon;
ArluB, ArlhA, ArlmM, ArImB, ArluF, Anastassia Klink
ArimKL, ArlmN, ArlmE, KmR bakalaureusetoo 2020

A9 F-, 2-, iIlVG-, rfb-50, rph-1, Arlug, ArluC, | Meie labori kollektsioon;

ArluB, ArlhA, ArimM, ArImB, ArluF, Triin Truu magistritoé 2016
ArlmKL, ArlmN, KmR

DHS5a F- A(argF-lac)169, ¢80dlacz58(M15), Kemokompetentsed rakud
AphoA8, gInX44(AS), 4", deoR481, saadud Maie Looritsalt
rfbC1, gyrA96(NalR), recAl, endAl, (TUMRTI iildise ja
thiEl, hsdR17 mikroobibiokeemia

oppetool); (Hanahan, 1983)

Modifikatsiooniensiiimide ekspresseerumiseks kasutati pHBT plasmiidi (pHSG576
derivaat)(Lilleorg et al., 2017), mis sisaldab klooramfenikooli selektsiooni markerit (Cam®),
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pCS101 replikatsiooni alguspunkti ja tac promootorit (trp ja lac UV 5 hiibriid). pHBT vektori
tac promootorilt toimub “lekkiv* ekspressioon isopropiiiil-B-D-1-tiogalaktopiiranosiidi

puudumisel, mille tulemuseks on uuritavate valkude madal ekspressioonitase rakus.

2.2  Praimerid
Tabel 3. Katsetes kasutatud praimerid.

Praimeri nimi 5' = 3Yérjestus Kasutus
RImB (E198A) FORW GTGATGGGTGCGGCAGGTGAAGG | RImB mutagenees
TATG
RImB (E198A) REV CAGCGCCAGGCGTCCGGTCATTTT | RImB mutagenees
G
RImN (C355A) FORW | GATATCGATGCTGCCGCTGGTCA | RImN mutagenees
GTTGG
RImN (C355A) REV ATCACCACGAGTTTTACGCACAA | RImN mutagenees
TAGTGGTGAAAC
pUC DIR GTAAAACGACGGCCAGT pHBT konstruktide
sekveneerimine
pUC REV CAGGAAACAGCTATGAC pHBT konstruktide
sekveneerimine
23S 5'END (FAM TCGCCTCTGACTGCCAGGGCATCC | 23S rRNA 5' otsa
mirkega) médramine praimer-
ektentsiooniga

2.3  Sootmed ja puhvrid
Tabel 4. Katsetes kasutatud sootmed.

Soode Koostis Allikas
2XYT 1,6%, triiptoon, 1% parmiekstrakt, 0,5% NaCl Sambrook, Fritsch &
Maniatis, 1989
LB 1% triiptoon, 0.5% péarmiekstrakt, 0,5% NaCl Bertani, 1951
MS 1% triiptoon, 0,01% parmiekstrakt, 1% NaCl
SOB 2% baktotriiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 10 mM NaCl, (Hanahan, 1983)
2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4
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Tabel 5. Katsetes kasutatud puhvrid.

Puhver Koostis

RF1 100 mM KCI, 50 mM MnCl,+4H,0, 30 mM K-atsetaat, 10
mM CaCl2+2H0, 15% gliitserool

RF2 10 mM KCI, 10 mM MOPS pH 6,8, 75 mM CaCl2*2H-0,

15% gliitserool

Liitisipuhver (LP) 60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 6
mM MgClz, 16% sahharoos, 6 mM B-merkaptoetanool
Liitisilahjenduspuhver (LLP) | 60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 12
mM MgClz, 6 mM B-merkaptoetanool

OV-10 60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 10
mM MgCl2, 6 mM B-merkaptoetanool

PM Guanidiin-HCI ja isopropanool; tipne koostis ei ole teada
(Qiagen)

5X RT-HB 225 mM K-HEPES pH 7,0, 450 mM KClI

10x RT-RB 1,3 M Tris-HCI pH 8,5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT

FS (formamiidi stopp 98% formamiid, 10 mM EDTA, 0,1% bromofenoolsinine,

puhver) 0,1% kstileenksiianool

RT-STOP 75 mM Na-atsetaat, 70% etanool

2.4 RImB ja RImN mutagenees

Natiivset RImB ja RImN valku kodeerivad plasmiidid (pHBT-rimB ja pHBT-rImN) olid
konstrueeritud meie laboris varasemate tudengite poolt. Kirjanduse pdhjal on teada, et RImB ja
RImN jaoks kataliiiitiliselt olulised aminohapped on vastavalt glutamaat positsioonis 198 ja
tsiisteiin positsioonis 355 (Grove et al., 2011; Michel et al.,, 2002). Asendamaks neid
aminohappeid alaniiniga, disainiti spetsiaalsed praimerid, mis asendavad vastavad koodonid,
GAA—GCA rImB geenis ja TGT—GCT rImN geenis, alaniini kodeerivateks koodoniteks
(tabel 3). Saadud praimeritega viidi 1dbi koht-spetsiifiline mutagenees iPCR meetodil (tabel 6)
(M. R. Green & Sambrook, 2019) kasutades Phusion DNA poliimeraasi (Thermo Scientific)
ning matriitsina pHBT-rImN ja pHBT-rImB plasmiide. PCR produktide ligeerimiseks lisati
proovidele PNK (poliinukleotiidi kinaas), Dpnl ja T4 DNA ligaas (kdik saadud Thermo
Scientific’ust) ning transformeeriti kuumasoki meetodil kemokompetentsetesse DH5a
rakkudesse. Plasmiidid pHBT-rImB(E198A) ja pHBT-rImN(C355A) eraldati FavorPrep

plasmiidieraldamiskomplektiga (Favorgen). Konstrueeritud plasmiidid koos algsete
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plasmiididega kontrolliti sekveneerimisega (TUMRI sekveneerimisteenus) kasutades
praimereid pUC DIR ja pUC REV (tabel 3).

Tabel 6. iPCR reaktsiooni tingimused.

Etapp | Reaktsioon Temperatuur (°C) | Aeg (sek) Tsiiklite arv
1 Algne denaturatsioon 98 30 sek

2 Denaturatsioon 98 10 sek

3 Praimerite seondumine ja | 72 150 sek 30

elongatsioon
4 Ldplik elongatsioon 72 300 sek

2.5 Kemokompetentsete A10 rakkude valmistamine

Eelnevalt kirjeldatud plasmiidide sisestamiseks A10 tiive rakkudesse tuli need kdigepealt teha
kemokompetentseteks. Selleks kasvatati A10 rakke 200 ml SOB vedelsootmes (tabel 4)
kanamiitsiini (Km) (50 pg/ml) juuresolekul temperatuuril 37°C loksutis {ile66. Rakukultuurist
tehti 100x lahjendus 200 ml SOB vedelso6tmesse ja inkubeeriti samadel tingimustel kuni ODeoo
oli = 0,4. Seejarel rakud koguti tsentrifuugimise teel 3000 rpm (p6drdeid minutis) juures 15
minutit temperatuuril 4°C. Rakkudelt eemaldati s66de, suspendeeriti RF1 puhvris ja asetati 30
minutiks jdile. Seejirel rakud koguti eelnevalt viljatoodud tingimustel tsentrifuugimisega ja
eemaldati RF1. A10 rakud suspendeeriti RF2 puhvris ja hoiti jddl 15 minutit. Hoiustamiseks

kiilmutati rakud vedelas lammastikus ja séilitati —80°C juures.

Transformatsiooniks lisati kemokompetentsetele A10 rakkudele plasmiide pHBT-rimB, pHBT-
rimB(E198A), pHBT-rImN vo6i pHBT-rImN(C355A). Rakke inkubeeriti 20-30 minutit jaal,
misjdrel tehti rakkudele kuumasokk hoides neid 5 minutit temperatuuril 37°C. Seejirel jahutati
rakud 2-3 minutit jadl, parast mida lisati rakkudele 1 ml LB sd6det ja inkubeeriti 37°C juures
tund aega. Sokist taastunud rakud tsentrifuugiti 5000 rpm juures 5 minuti jooksul pdhja ja
eemaldati suur osa sootmest. Seejarel rakud resuspendeeriti ja kiilvati klooramfenikooli (CAM)

sisaldavatele (15 pg/ml) LB tards66tmega tassidele ning kasvatati {ile66 37°C juures.

2.6  Bakterite kasvukdverate ja poolestusaja madiramine

2 ml LB so6det inokuleeriti E. coli MG1655 metsiktiilipi tiive, mitmikdeletsioonitiivega A10,
natiivset RImB valku ekspresseeriva A10 (A10 + RImB), mutantset RImB(E198A) valku
ekspresseeriva A10 (A10 + RImB(E198A)), natiivset RImN valku ekspresseeriva A10 (A10 +
RImN) v6i mutantset RImN(C355) valku ekspresseeriva A10 (A10 + RImN(C355AA)) tiive
tiksikkolooniatega ning lisati vastavaid antibiootikume. A10 rakkudele lisati Km (50 pg/ml)

ning plasmiide sisaldavatele rakkudele CAM (15 ug/ml). 37°C juures iile6d kasvanud
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rakukultuuridest tehti 1000x lahjendus (ODeoo ligikaudu 0,01) 150 pl LB sodtmesse 96
augulisel mikrotiiterplaadil CellStar (Greiner Bio-One). Antibiootikume ei lisatud. Seejéarel
kaeti plaat labipaistva teibiga, et véltida aurustumist. Plaadid inkubeeriti 37°C voi 30°C juures
mikroplaatlugejas BMG Labtech POLARstar Omega. Masin mdotis optilist tihedust 600 nm
juures iga 7 minuti tagant 10-18 tunni véltel pideva loksutamisega 500 rpm juures. Katset
korrati kaks korda nii 37°C kui 30°C juures. Uhel mikrotiiterplaadil oli iga tiive kohta 2
bioloogilist ja 6 tehnilist replikaati.

Kasvukdverad visualiseeriti Microsoft Exceli’s ja varajase logaritmilise faasi pohjal arvutati
tiivede poolestusajad. Poolestusaegade arvutamiseks lahutati esialgsetest andmetest maha foon,

milleks on negatiivse kontrolli (inokuleerimata LB vedelso6tme) optiline tihedus. Jargmisena

kasutati valemit g = @ kus r = In (Nl+ (t — ty)). Keskmised poolestusajad ja nendele
0

vastavad standardvead on esitatud tulpadena.

2.7  Ribosoomide fraktsioneerimine sahharoosgradiendis tsentrifuugimisega

LB tardsootmelt kiilvati iiksikkolooniad 2 ml virskesse LB vedelsotmesse kuhu lisati
klooramfenikool vOi kanamiitsiin (vastavalt kas plasmiidiga voi ilma A10 rakkude puhul) ja
kasvatati 1ile66 37°C juures loksutis. 2 ml iiledd kultuuriga inokuleeriti 500 ml 2x YT
vedelsdodet koos vastava antibiootikumiga, misjérel jalgiti rakkude kasvu 37°C juures loksutis
(180 rpm) kuni ODsoo 0li = 1,5. Vajaliku ODeoo saavutamisel rakud koguti tsentrifuugimise teel
(4000 rpm, 15 minutit, 4°C). S66de eemaldati ja rakud suspendeeriti LP liilisipuhvris, millele
lisati DNaas I (10 U/ml) ja 0,5 ml klaaskuule (0,1 mm, Sigma Aldrich). Rakud liiiisiti kasutades
Bertin Precellys24 Tissue Homogenizer homogenisaatorit. Programm koosnes 3-st tsiiklist 60

sekundi tdoaja (6000 rpm) ja 60 sekundi pausiga (iihe tsiikli kohta) 4°C juures.

Rakkude liisaate tsentrifuugiti 3 minutit 3000 rpm 4°C juures, et vabaneda rakukestadest ja
lahjendati 1:1 luiisilahjenduspuhvriga LLP. Jargmisena mdddeti liisaadis oleva RNA
kontsentratsiooni (neelduvus 260 nm juures Azeo; U/ml). Saadud tulemuste pohjal lahjendati
proovid LLP puhvriga 100 U/ml kontsentratsioonini. Seejérel kanti 1 ml liisaate 10% kuni 30%
sahharoosgradiendile OV-10 puhvris ja ultratsentrifuugiti kasutades Beckman Coultier SW-28
rootorit. Ultratsentrifuugimine kestis 17 tundi ja 40 minutit kiirusel 22000 rpm (w?t=3,0x10%
rad/sek) 4°C juures. Katset korrati oli 3 korda.

Ribosoomide profiilid visualiseeriti kasutades GE Healthcare rec 112 isekirjutajat, mis sai

andmeid GE Healthcare Monitor UVis-920 ldabivoolu-spektrofotomeetrilt, mis pidevalt mootis
neeldumist 260 nm juures. Samaaegselt profiilide visualiseerimisega koguti 70S ribosoomidele

ja vabadele 50S subiihikutele vastavad fraktsioonid.
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Ribosoomide profiilid digitaliseeriti kasutades CorelDraw X8 arvutiprogrammi. Ribosoomi
profiilide kvantifitseerimiseks madrati 70S ja 50S fraktsioonide “piikidealune” pindala
kasutades ImageJ arvutiprogrammi. Arvutati keskmine 50S ja 70S fraktsioonide suhte ning

vastava standarthalve.

2.8 rRNA nukleosiidse koostise analiiiisimine RP-HPLC-ga
Kogutud 70S ribosoomidest dissotseeriti 50S subiihikud 1 mM MgCI, juuresolekul ning 50S
subtihikute rRNA nukleosiidne koostis méérati RP-HPLC (p6ordfaasiline korgjoudlusega

vedelikkromatograafia) meetodiga Margus Leppiku poolt.

2.9 23S rRNA 5’ otsa midramine praimer-ekstentsiooniga

70S ribosoomide ja vabade 50S subiihikute fraktsioonid, mis olid kogutud ribosoomide
profiilide kaardistamisel, sadestati ultratsentrifuugimisega kasutades Beckman Coultier Ti-50
rootorit. Ultratsentrifuugimine kestis 20 tundi kiirusel 39000 rpm (w?=1,2x10'? rad/sek) 4°C
juures. Ribosoomid suspendeeriti 200 ul OV-10 puhvris, millele lisati 800 pl PM puhvrit
(Qiagen). Saadud lahus loksutati 20 minutit 45°C juures viristajal (2000 rpm). Seejérel lisati
20 ul 50% SiO2 suspensiooni ja véristati veel 10 minutit, misjarel SiO2 sadestamiseks proovid
tsentrifuugiti 30 sekundit 13000 rpm juures. Supernatant eemaldati ja sadet pesti kaks korda 1
ml 70% etanooliga, vahepeal tsentrifuugides proove. Seejdrel etanool eemaldati ja sadet
kuivatati 5 minutit temperatuuril 37°C. rRNA elueeriti veega (Milli-Q) kuumutades 5 minutit
temperatuuril 55°C, misjarel sade tsentrifuugiti pohja ja rRNA vesilahus kanti uude tuubi. RNA

kontsentratsioon mdddeti 260 nm juures.

Praimerekstentsiooni jaoks segati kokku 2 pmol 23S 5 END FAM-mirkega praimerit
(Microsynth) (tabel 3) ja 0,5-1 pmol vastavat matriits RNA-d 1x RT-HB puhvris (reaktsiooni
maht 9 ul). Segu kuumutati 90°C juures 1 minut, jahutati aeglaselt =~ 50°C ning asetati jadle 20
minutiks. Jirgmisena lisati | mM dNTP (deoksiiribonukleotiidtrifosfaat) segu, 1-2 tihikut AMV
poordtranskriptaasi (New England BioLabs) RT-RB puhvris reaktsiooni 1d0ppmahuga 13 pl.
Praimerekstentsioon toimus 30 minutit temperatuuril 42°C. Seejdrel cDNA sadestati 120 ul RT
STOP lahusega —20°C juures 10 minutit. Sade tsentrifuugiti pdhja 13000 rpm juures 10 minutit
4°C juures ja supernatant eemaldati. Sade lahustati 10 ul FS (formamiid stopp) puhvris. Enne

geelile kandmist proovid kuumutati 5 minutit 95°C juures.

Poliiakriitilamiidgeeli (PAAG) valmistamiseks segati kokku 7% PAA lahus (akriitilamiid ja
bisakriiiilamiid vahekorras 19:1) ja 8 M uurea. 100 ml PAA/uurea lahuse poliimeriseerimiseks
lisati 700 pl 10% naatriumpersulfaati (NAPS) ja 70 pl tetrametiiiiletiileendiamiini (TEMED).

Peale poliimeriseerumist pre-foreesiti geeli tund aega 2000 V juures. Seejérel kanti proovid (3
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ul) geelile ning foreesiti 1,5-2 tundi 2000V juures. Fluorestsents visualiseeriti Typhoon Trio

fluoro/fosfovisualiseeriaga (GE Healthcare).

2.10 Invivo translatsioon

MG1655 metsiktiiiipi, mitmikdeletsioonitiive A9, natiivse RImB valku ekspresseeriva A9 (A9
+ RImB), mutantset RImB(E198A) valku ekspresseeriva A9 (A9 + RImB(E198A)), natiivset
RImN valku ekspresseeriva A9 (A9 + RImN) ja mutantset RImN(C355) valku ekspresseeriva
A9 (A9 + RImN(C355A)) rakud kasvatati MS s66tmes (tabel 4), kuhu lisati CAM v6i Km
(vastavalt kas plasmiidiga voi ilma A9 rakkude puhul), 37°C juures loksutis (180 rpm) iiledo.
Seejérel tehti 20x lahjendused varskesse MS s66tmesse (antibiootikumi ei lisatud) ja kasvatati
rakke 2 tundi loksutis 37°C juures, misjarel mdodeti ODeoo. Rakukultuurid lahjendati 5 ml
virskesse MS sootmesse nii, et ODgoo oleks 0,1 ja inkubeeriti 1 tund véristajal (800 rpm)
temperatuuril 25°C. Pirast tunni aja méddumist lisati proovidele 15 pl [**C] mirkega L-
aminohapete segu (100 uCi/ml; Hartman Analytic) ja inkubeeriti véristajal veel tund aega.
Jargnevalt voeti iga 60 minuti tagant vélja 100 pl rakukultuuri, millele lisati 1 ml kiilma 5%

trikloordddikhapet (TCA), ning sadestati —20°C juures vahemalt tund aega.

Sadenenud valgud koguti filtreerimisega. Enne filtrile kandmist kuumutati kdik proovid 95°C
juures 20 minutit. Seejdrel kanti proovid klaasmikrofiiber filtritega (GF/C, Whatman)
vaakumfiltersiisteemile. Filtreid pesti 5% TCA ja 70% etanooliga ning lasti dhu kdes kuivada.
Filtrile lisati 5 ml Optiphase Hisafe 3 stsintillatsiooni kokteili (Perkin Elmer). Proovidel lasti
seista pimedas iile66. Modtmised tehti vedelstsintillatori analiisaatoriga Tri-Carb 2800TR
(Perkin Elmer).

[**C]-aminohapete liilitumist valkudesse hinnati DPM (decay per minute) pdhjal. Koostati
DPM muutus ajas graafikud, mille alusel arvutatud tdusud voimaldavad hinnata suhtelist
valgusiinteesi efektiivsust rakus. Vihemalt kolm bioloogilist replikaati oli kasutatud keskmiste

tousude leidmisel ja standardvigade arvutamisel.

3. Tulemused ja arutelu

3.1 RImB ja RImN mutagenees

Kéesoleva t60 eesmirgiks on hinnata rRNA metiiiiltransferaaside RImB ja RImN funktsiooni
ja olulisust bakterites. rRNA metiiiiltransferaasidel voib olla rakus nende metiiiiltransferaassest
aktiivsusest soltumatu funktsioon. Néiteks, RImB ortoloog (Pet56p) on hédavajalik
mitokondriaalsete ribosoomide biogeneesil pagaripdrmis, kuid selle metiiiiltransferaasne
aktiivsus mitte (Lovgren & Wikstrom, 2001). Selleks, et eristada modifikatsioonide olulisust

neid siinteesitavate valkude muudest potentsiaalsetest funktsioonidest, tuleks vorrelda
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natiivseid ja kataltiitiliselt inaktiivseid valke. Natiivset RImB ja RImN valku ekspresseerivad
plasmiidid pHBT-rIimN ja pHBT-rimB on varasemast laborikollektsioonis olemas.

Kataliiitiliselt inaktiivsete valkude ekspressioonikonstruktid valmistati kdesoleva t66 raames.

Koigepealt disainiti spetsiaalsed praimerid (tabel 3), et asendada koht-spetsiifilise
mutageneesiga kataliiiitiliselt olulised aminohapped alaniiniga. Plasmiidis pHBT-rlmB, rimB
geenis, asendati RImB glutamiinile positsioonis 198 vastav koodon alaniini kodeerivaks
koodoniks (GAA—GCA). Selles positsioonis asuvat glutamiini peetakse kataliititiliselt
oluliseks kuna RImB ortoloogi Pet56p (Saccharomyces cerevisiae) vastava glutamiini
(positsioonis 358) asendamisel alaniiniga kaotas valk kataliiiitilise aktiivsuse (Michel et al.,
2002; Sirum-Connolly & Mason, 1993). Plasmiidis pHBT-rImN, rImN geenis, asendati RImN
tsiisteiinile positsioonis 355 vastav koodon alaniini kodeerivaks koodoniks (TGT—GCT).
Selles positsioonis asuv tsiisteiin on kataliiiitiliselt oluline kuna sellele kantakse iile
metiitilrithm, mis 16puks jouab substraadini (Boal et al., 2011; Grove et al., 2011; Yan et al.,
2010). Mutageneesiks kasutati iPCR tehnoloogiat (M. R. Green & Sambrook, 2019).

Konstrueeriti plasmiidid pHBT-rImB(E198A) ja pHBT-rImN(C355A) (joonis 5) ning
veendumaks, et soovitud asendused on toimunud, kontrolliti plasmiidid sekveneerimisega

(kasutades TUMRI sekveneerimisteenust).
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pUC REV tac porom. region

RimBE
_GIu198Ala Rev.
) " Glu198Ala Forw,

Glu198Ala mut.

pHBT-rimB Glu198Ala

4570 bp

CAMres. ~~._ pUCDIR

puc REV’\ tac porom. region

|

RimN

) Cys355Ala Rev
J==_ Cys355Ala Forw

pHBT-rimM Cys355Ala

- 5393 bp
CAM res.

pUC DIR

Joonis 5. RImB ja RImN valkude mutagenees. Paneelil A on kdesolevas t66s konstrueeritud
plasmiidi pHBT-rimB(E198A) skeem ja mutatsioonikohale vastava regiooni sekveneerimise
tulemus. Paneelil B on kdesolevas t66s konstrueeritud plasmiidi pHBT-rImN(C355A) skeem ja
mutatsioonikohale vastava regiooni sekveneerimise tulemus. Plasmiididel on nédidatud
mutatsiooni asukoht (mérgistatud punasega kastiga), tac promootori regioon, kooramfenikooli
resistentsuse kassett ja mutageneesiks ning sekveneerimiseks kasutatud praimerite (tabel 3)
seondumiskohad. Sekveneerimise tulemustel on mustaga vilja toodud asendatud koodon.

Sekveneerimise tulemused Kkinnitavad, et plasmiidid pHBT-rIimB(E198A) ja pHBT-
rImN(C355) vdimaldavad ekspresseerida mutantseid RImB ja RImN valke, kus glutamiin
positsioonis 198 asendatud alaniiniga (RImB(E198A)) voi tsiisteiin positsioonis 355 on
asendatud alaniiniga (RImMN(C355A)). Lisaks nditavad sekveneerimise tulemused, et iilejaanud

geeni osas ebasoovitavaid mutatsioone ei esine.

3.2  Mutageneesi moju RImB ja RImN aktiivsusele

Jargnevalt sooviti hinnata, kas koht-spetsiifilise mutageneesiga sisse viidud mutatsioonid
mojutavad RImB ja RImN metiitiltransferaasset aktiivsust. Selleks transformeeriti nii mutantsed
(pHBT-rimB(E198A) v&i pHBT-rImN(C355A)) kui natiivsed (pHBT-rlmB voi pHBT-rimN)
plamsmiidid E. coli A10 tiivesse. Selles tiives puuduvad koik peptidiiiiltransferaasi keskuse
regiooni modifikatsioonid, sealhulgas RImB ja RImN omad (tabel 1 ja 2). pHBT plasmiidilt

toimuv  “lekkiv®  translatsioon  vOimaldades valkude ekspresseerimist madalas
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kontsentratsioonis, mis on ligildhedane modifikatsiooniensiilimide kontsentratsiooniga
metsiktiilipi rakkudes. Vordluseks kasutati E. coli MG1655 metsiktiiiipi tiive (WT) ning A10
tiive, mis ei ekspresseeri plasmiidilt tihtegi modifikatsiooniensiitimi. Rakukultuurid kasvatati
kuni ODeoo oli ligikaudu 1,5, seejarel rakud liiiisiti ning ribosoomid fraktsioneeriti
sahharoosgradiendis ultratsentrifuugimisega (vt. materjal ja metoodika). Koguti 70S
ribosoomidele vastavad fraktsioonid. Seejérel dissotseeriti 70S ribosoomid 1 mM MgCl»
juuresolekul (ribosoomid dissotseeris Rya Ero). Dissotseeritud 50S subiihikutest eraldas

Margus Leppik rRNA ja analiiiisis selle nukleosiidset koostist RP-HPLC meetodil.

rRNA nukleosiidse koostise analiiiisid kinnitavad, et A10 tiives puuduvad 23S rRNA-s
modifikatsioonid Gm ja m?A vérreldes metsiktiiiipi tiivega (joonis 6). Tulemus on kooskdlas
sellega, et A10 genoomist on deleteeritud 10 rRNA modifikatsiooniensiiiimi, sealhulgas
Gm2251 siinteesi eest vastutav RImB ja m?A2503 siinteesi eest vastutav RImN (tabel 1 ja 2).
Kui A10 tiivesse viia plasmiidilt ekspresseeritud natiivne RImB voi RImN, siis taastuvad 23S
rRNA-s vastavad modifikatsioonid MG1655 metsiktiiiibi (WT) tiivega vorreldaval tasemel
(joonis 6). Kui aga ekspresseerida mutantseid RImB(E198A) vdi RImN(C355A) valke, siis

vastavaid modifikatsioone ei siinteesita iildse (m?A) vdi viiga vihesel méiiral (Gm) (joonis 6).

A L B
hﬁuu: 1,2
5500 R 1,0 O RImB
i & € 08 O RImB(E198A)
35003 © o 0,6
} ; . 0,4
e w
Al10 0,2
RImB 0 —
RImB E198A
O RImN
O RImN(C355A)

Joonis 6. Natiivset voi mutantset RImB ja RImN valku ekspresseeriva Al10 tiive
ribosoomide 23S rRNA nukleosiidne koostis. Vordluseks analiitisiti MG1655 metsiktiiiipi
(WT) ja AIl0 tiive, mis ei ekspresseeri plasmiidilt mainitud modifikatsiooniensiiiime. 70S
ribosoomidest dissotseeritud 50S subiihikutest eraldatud rRNA nukleosiidne koostis méérati
RP-HPLC meetodiga. Paneelil A on nididatud Gm (RImB korral) ja m?G (RImN korral)
modifitseeritud nukleosiididele vastavad HPLC kromatogrammide regioonid. Paneelil B on
vastavate piikide pindalad integreeritud ja arvutatud WT suhtes (WT on vdetud 1). Valged
tulbad on natiivse RImB vO0i RImN ja hallid tulbad on mutantse RImB voi RImN
ekspressioonitiived. RP-HPLC katse viis l4bi ning tulemusi analiiiisis Margus Leppik (TUMRI
molekulaarbioloogia dppetool).
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Tulemused viitavad sellele, et RImB valgu glutamiin-198, ja RImN valgu tsiisteiini-355,
asendamine alaniiniga toob kaasa vastavalt metiiiiltransferaasse aktiivsuse osalise voi tédieliku

kaotuse. See omakorda kinnitab, et tegu on kataliiiitiliselt oluliste aminohapetega.

3.3  Modifikatsiooniensiiiime RImB ja RImN mdju rakkude kasvule

Varasemast on teada, et rimB voi rImN geeni deletsioon ei mdjuta méargatavalt E. coli kasvu
(Lovgren & Wikstrom, 2001; Toh et al., 2008). Sellest voib jadda mulje, et vastavad
modifikatsiooniensiiiimid ja nende poolt siinteesitud modifikatsioonid ei ole rakkudele olulised.
Mis on iillatav, sest RImB on universaalselt konserveerunud ja Gm2251 vastav positsioon asub
ribosoomide funktsioneerimise seisukohast olulises P-lingus ning on modifitseeritud bakterite
ribosoomidest kuni inimese ribosoomideni (Decatur & Fournier, 2002). Veelgi enam RImB
ortoloog Pet56p on oluline mitokondriaalsete ribosoomide biogeneesil parmis (Lovgren &
Wikstrom, 2001; Sirum-Connolly & Mason, 1993). Seevastu RImN metiileerib lisaks rRNA-le
ka mitmeid tRNA molekule (Benitez-Paez et al., 2012). Lisaks kulutab rakk modifikatsioonide
tegemiseks energiat ja ressurssi. Individuaalsete modifikatsioonide olulisust on tihtipeale raske
hinnata kuna rRNA modifikatsioonidel voivad olla sarnased vai kattuvad funktsioonid. Pealegi
voib rRNA modifikatsioonidel olla olulisem roll mingites kindlates tingimustes, néiteks stressi
situatsioonides. Sellest 1dhtuvalt on meie laboris konstrueeritud E. coli A10 tiivi, kus kdik PTC
modifikatsioonid (k.a RImB ja RImN omad) on eemaldatud. A10 tiivi vdimaldab hinnata
individuaalsete modifikatsioonide olulisust erinevates rakulistes protsessides ja erinevatel

kasvutingimustel.

Koigepealt soovitigi hinnata RImB ja RImN ning nende modifikatsioonide olulisust bakteri
kasvule.  Selleks transformeeriti natiivsed vO1 mutantsed RImB ja RImN
ekspressiooniplasmiidid A10 tiivesse ja médrati kasvukdverad LB s66tmes 37°C ja 30°C juures
(joonis 7). Kasvukdvera varajase logaritmilise faasi pohjal arvutati poolestusajad (joonis 7).
Vordluseks kasutati MG1655 metsiktiiiipi tiive (WT) ja ilma ekspressiooniplasmiidita A10

tiive. Varasemast on teada, et “tiihi“ pHBT plasmiid ise ei mdjuta rakkude kasvu.
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Joonis 7. Natiivsete voi Kkataliiiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN ekspressiooni mdju A10
rakkude kasvule. Vordluseks analiiiisiti MG1655 metsiktiitipi (WT) ja Al0O tiive, mis ei
ekspresseeri mainitud modifikatsiooniensiitime. Rakke kasvatati mikrotiiterplaadil 150 ul LB
s0otmes ligikaudu 10 tundi temperatuuril 37°C (paneel A ja B) vdi 30°C (paneel C ja D). Iga 7
minuti jarel mdodeti rakukultuuri optilist tthedust 600 nm juures. Joonisel on nididatud igale
tivele iseloomulikud kasvukdverad ja poolestusajad varajases logaritmilises kasvufaasis.
Katset korrati kummalgi kasvutemperatuuril vahemalt kaks korda. K&iki tiivesid kasvatati 2
bioloogilises ja 6 tehnilises korduses. Poolestusaegade varieeruvuse statistilise olulisuse
médramiseks kasutati t-testi 95% usaldusvédrsusega. Tarniga on mairgistatud statistiliselt
olulised erinevused, NS (not significant) mérgistab statistiliselt mitte olulisi erinevusi.

Bakterite kasvufenotiiiibi iseloomustamiseks vaadeldakse kasvukOverate erinevaid faase.
Nimelt lag-faasi pikkust, rakkude poolestusaega varajases logaritmilises kasvufaasis ning
rakukultuuri tihedust statsionaarses faasis.

37°C juures on metsiktiiibi MG1655 rakkude lag-faas lithike ja rakukultuuri tihedus
statsionaarses faasis iile 2 (ODsoo) (joonis 7A/B). Poolestusaeg on 37 minutit, mis Kinnitab, et
MG1655 rakud on kiire kohanemisvdime ja kasvuga. 30°C juures kasvanud MG1655 rakkude
(joonis 7C/D) lag-faas ja rakukultuuri tihedus statsionaarses faasis ei erine 37°C omast, kuid
rakud saavutavad statsionaarse faasi moni tund hiljem. Erinev on ka 30°C juures kasvanud
MG1655 rakkude poolestusaeg, mis on kahekordistunud (72 min) vorreldes 37°C juures
kasvanud rakkude poolestusajaga. Sellest jareldub, et madalamatel temperatuuridel on isegi E.

coli metsiktiitipi rakkude kasv aeglasem.

A10 tiive rakkudel, mis kasvasid 37°C juures (joonis 7A/B), on lag-faas veidi pikem kui
MG1655 rakkudel ja statsionaarse faasi rakutihedus vdiksem. Keskmine poolestusaeg on 129
minutit, mis on ligikaudu 3,5 korda pikem kui metsiktiitibi MG1655 rakkude oma. 30°C juures
ilmneb A10 rakkude kasvudefekt veelgi selgemini. Kohastumisfaas (lag) on margatavalt pikem
kui MG1655 tiivel (joonis 7C/D). Poolestusaeg 30°C juures on nagu MG1655 rakkude puhul
samuti pea kaks korda pikem (250 min) kui 37°C juures. Samuti saavutab 30°C juures A10 tiivi
statsionaarse faasi markimisvairselt madalamal rakutihedusel vorreldes metsiktiilibiga
MG1655. Seega rRNA modifikatsioonide puudumine mdjutab mérgatavalt bakterite kasvu ning
efekt on suurem madalamatel temperatuuridel. Selline tulemus viitab rRNA
modifikatsiooniensiilimide olulisusele bakterite kasvus ning eelkdige just suboptimaalsetes

kasvutingimustes.

A10 tiivesse modifikatsiooniensiiimi RImB tagasiviimisel 37°C juures modddetud
kasvukoverate (joonis 7A) lag-faasi pikkus ja statsionaarse faasi rakutihedus oluliselt ei muutu
vorreldes A10 rakkudega, kuid poolestusaeg on 1,2 korda lithem (105 min). 30°C juures

mdddetud RImB ekspresseeriva A10 tiive kasvukovera (joonis 7C) lag-faas litheneb ligikaudu
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poole vorra ning statsionaarne faas saavutatakse oluliselt kdrgema rakutiheduse juures
vorreldes A10 rakkudega. 30°C kasvanud metiililtransferaasi RImB ekspresseerivate A10
rakkude poolestusaeg on 225 minutit, mis ei ole oluliselt erinev A10 omast. Mutantset
RIMB(E198A) ekspresseeriva A10 tiive 37°C juures mdddetud kasvukover sarnaneb A10
rakkude omaga. 30°C juures moddetud metiiiiltransferaasi RImMB(E198A) sisaldava A10 tiive
kasvukover (joonis 7C) sarnaneb pigem natiivset RImB ekspresseerivale kui Al10 tiivele.
Viiksed erinevused on siiski tdheldatavad veidi pikema lag-faasi ja poolestusaja ning
madalama statsionaarse faasi rakutiheduse nédol vorreldes natiivse RImB ekspressioonitiivega.
Tuleks aga silmas pidada, et antud mutatsioon ei inaktiveerinud RImB valku 100% ulatuses
(Joonis 6) ning isegi osaline Gm2251 modifitseerimine 23S rRNA-s voib kompenseerida A10
kasvudefekti.

Seega, kuigi natiivsel RImB on viéike efekt A10 rakkude kasvudefekti parandamisele 37°C
juures, on tegu tdiesti mérgatava efektiga 30°C juures. 37°C juures RImB ja RImB(E198A)
metiiiiltransferaase ekspresseerivatel Al10 rakkude vordlusest ilmneb, et Gm2251
modifikatsiooni olemasolu vdi puudumine 23S rRNA-s oluliselt ei kompenseeri A10
kasvudefekti. Suurem efekt on ndhtav 30°C juures kasvatatud rakkude puhul, kus mutantne
RImB kiill osaliselt kompenseerib A10 kasvudefekti, kuid mitte samal miiral kui natiivne
RImB. Sellest jareldub, et RImB valgu metiiiiltransferaasne aktiivsus on oluline bakterites
eelkdige just suboptimaalsetes kasvutingimustes, aga ei ole vélistatud, et RImB valk omab ka
Gm?2251 siinteesist sdltumatut funktsiooni. Mis on kooskdlas sellega, et RImB ortoloog pérmis,
Pet56p, on oluline mitokondriaalsete ribosoomide biogeneesil ilma selle metiitiltransferaasse
aktiivsuseta (Lovgren & Wikstrom, 2001; Sirum-Connolly & Mason, 1993).

Natiivset RImN ekspresseeriva A10 rakkude puhul ei ole 37°C juures moddetud kasvukdvera
lag-faasi pikkus ega statsionaarse faasi rakutihedus mairgatavalt erinev A10 rakkude omast
(joonis 7B). Viike aga statistiliselt mitteoluline (a<0,05) erinevus on poolestusaegade vahel,
kus metiiiiltransferaasi RImN ekspresseerivate A10 rakkude poolestusaeg on 100 minutit, mis
on ligikaudu 1,3 korda lithem kui A10 tiivel. Méargatav efekt ilmneb 30°C juures mdddetud
kasvukoverate puhul (joonis 7D). RImN modifikatsiooniensiiiimiga A10 rakkude lag-faas on
lithenenud ligikaudu 3 korda ja rakkude tihedus statsionaarses faasis on mirkimisvaérselt
suurem kui A10 tiivel. Poolestusaeg RImN ekspresseerivatel A10 rakkudel on 201 minutit, mis
on oluliselt liihem vorreldes A10 tiivega ning viitab RImN modifikatsiooniensiiiimi olulisusele
suboptimaalsetes kasvutingimustes. Mutantset RImN(C355A) ekspresseeriva A10 tiive 37°C
juures moddetud kasvukovera lag-faas ei erine A10 rakkude omast, rakutihedus statsionaarses

faasis on A10 tiive omaga vorreldav ning poolestumisaja erinevus ei ole statistiliselt oluline
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(0<0,05). 30°C juures kasvavate mutantset RImN(C355) ckspresseerivate A10 rakkude
kasvukovera (joonis 7D) kohanemisfaas (lag) on pikem kui natiivse RImN korral, kuid
natukene lithem kui A10 tiivel. Huvitaval kombel, RIMN(C355A) ekspresseeriva A10 tiive
poolestusaeg sarnaneb pigem A10 kontrolltiivega, kuid rakutihedus statsionaarses faasis on

sarnane natiivse RImN ekspressiooni omale.

Seega, natiivsel RImN on viike, kuid margatav efekt A10 rakkude kasvudefekti parandamisele
37°C juures ja margatavam efekt 30°C juures. 30°C juures kasvatatud natiivset voi mutantset
RImN metiitiltransferaasi ekspresseerivate A10 rakkude kasvukdverate vordlus viitab, et
tdendoliselt seisneb metiiiiltransferaasi RIMN olulisus selles, et valk siinteesib m2A
modifikatsiooni. Kokkuvdtteks, RImN poolt siinteesitud m?A modifikatsioon 23S rRNA-s ja
osades tRNA-des kompenseerib osaliselt A10 kasvudefekti. Varasemad katsed rImN
deletsioonitiivega (ArImN) ei vdimaldanud hinnata m?A modifikatsiooni olulisust tdenzoliselt
sellepéarast (Toh et al., 2008; Yan et al., 2010), et mingid muud rRNA modifikatsioonid
kompenseerivad m?A puudumist ArlmN tiives. Kuna A10 tiives on teised sama regiooni rRNA

modifikatsioonid puudu, siis individuaalsete modifikatsioonide efekt ilmneb paremini.

Bakterite kasvukoverate tulemuste pdhjal néib, et soodsates kasvutingimusetes (rikas sdode,
37°C) ei ole modifikatsiooniensiilimidel RImB ja RImN olulist mdju A10 rakkude kasvudefekti
kompenseerimisele. Looduses elavad bakterid aga peavad hakkama saama muutuvate
elutingimustega kuna toitainete kéttesaadavus ja keskkonna tingimused ei ole alati soodsad.
30°C juures on uuritavatel modifikatsiooniensiiiimidel RImB ja RImN mairgatav suurem moju.
Voib eeldada, et vihem soodsates tingimustes on nii rRNA modifikatsioonide kui vastavate
ensiiiimide olemasolu rakkudele oluline. Meie laboris konstrueeritud A10 tiivi sobib
individuaalsete  modifikatsiooniensiiimide ja vastavate modifikatsioonide tdhtsuse
hindamiseks. Tulevikus tasuks uurida RImB ja RImN ekspressiooni mdju A10 tiivede kasvule
erinevates stressitingimustes, nditeks vaesemas sootmes ja veelgi madalamatel temperatuuridel
(nt. 25°C), et hinnata nende modifikatsiooniensiiiimide moju kriitilistes tingimustes ning

vorrelda selles t60s saadud tulemustega.

3.4  Modifikatsiooniensiiiimide RImB ja RImN moju ribosoomide biogeneesile

Varasemate katsete pdhjal on vdidetud, et individuaalsete rRNA modifikatsioonide, sealhulgas
RImB ja RImN kataliiiisitavate modifikatsioonide, puudumine ei mojuta ribosoomide
biogeneesi bakteris (Lovgren & Wikstrom, 2001; Toh et al., 2008). Erandiks on RIME poolt
stinteesitud Um2552 modifikatsiooni puudumine 23S rRNA-s. Nimelt on avastatud, et rimg

geeni puudumine rakkudes toob kaasa 50S subiihikute eellaspartiklite kuhjumise ja
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transleeritavate ribosoomide drastilise vahenemise rakus (Caldas, Binet, Bouloc, & Richarme,
2000).

Seetottu sooviti uurida, kas modifikatsiooniensiitimid RImB ja RImN mdjutavad ribosoomide
biogeneesi A10 tiives, kus puuduvad kdik PTC modifikatsioonid (tabel 2). Selleks iseloomustati
natiivset voi kataliiiitiliselt inaktiivset RImB ja RImN ekspresseerivate A10 tiivede ribosoomide
profiile. Vordluseks analiitisiti MG1655 metsiktiiiipi tiive ning A10 tiive, mis ei ekspresseeri
uuritavaid modifikatsiooniensiilime. Rakke kasvatati rikkas sootmes 37°C juures hilise
ekponentsiaalse faasini, misjdrel rakud [liitisiti ja liisaat fraktsioneeriti 10-30%
sahharoosgradiendil ultratsentrifuugimisega. Ribosoomide profiilid maérati 260 nm juures.
Hindamaks erinevust 70S ribosoomide ja 50S subiihikute hulgas erinevate tiivede vahel,
arvutati 50S/70S partiklite suhe. Selleks digitaliseeriti ribosoomiprofiilid ning méaérati 70S ja

50S fraktsioonidele vastavad pindalad, kasutades ImageJ arvutiprogrammi.

E. coli MG1655 metsiktiiiipi tiives domineerivad 70S ribosoomid (joonis 8 A) ning vabu 508 ja
30S subiihikuid on vidhe. 50S/70S subiihikute suhe (joonis 8B) on MG1655 rakkudel 0,06. See
tadhendab, et enamus vastvalminud subiihikutest moodustavad Kiiresti 70S ribosoomid, mis on

voimelised valgusiinteesi 1dbi viima.

A10 tiive rakkudes, kus on deleteeritud mitmed rRNA modifikatsiooniensiilimide geenid (tabel
2), mis siinteesivad modifikatsioone 23S rRNA V domeenis, kuhjuvad vabad 50S subiihikud
ning 70S ribosoomide fraktsioon on véike (joonis 8A). 50S/70S suhe on = 2. See on ligikaudu
33 korda suurem vorreldes MG1655 rakkudega (joonis 8B), mis néitab, et vabu 50S subiihikuid
on palju rohkem vorreldes metsiktiiiipi rakkudega viidates 50S subiihiku biogeneesi defektile
A10 tiives. See tulemus on igati ootuspérane, sest A10 tiivest on deleteeritud teiste seas ka rimE
metiililtransferaasi geen, mille puudumist on juba varasemast seostatud 50S subiihikute

biogeneesi defektiga (Caldas, Binet, Bouloc, & Richarme, 2000).
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Joonis 8. Natiivse voi Kkataliiiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN ekspressiooni méju A10
ribosoomide biogeneesile. Vordluseks analiiiisiti MG1655 metsiktiiiipi (WT) ja A10 tiive, mis
ei ekspresseeri mainitud modifikatsiooniensiitime. Rakke kasvatati rikkas so6tmes 37°C juures
ODeoo = 1,5 ning ribosoomide profiilid méérati sahharoosigradiendis ultratsentrifuugimisega.
Katset korrati kolm korda ja joonisel on ndidatud igale tlivele iseloomulikud ribosoomide
profiilid. Gradiendiprofiilid visualiseeriti ImageJ programmiga. Vilja on toodud 70S
ribosoomidele ning 50S ja 30S subiihikutele vastavad fraktsioonid (paneel A). Y-telg téhistab
neelduvust 260 nm juures ning X-telg tdhistab gradiendi suunda. Erinevate katseseeriate
tulemusena saadud ribosoomide profiilidest arvutati 70S ribosoomide ja vabade 50S subiihikute
pindala. Paneelil B on ndidatud profiilide pohjal arvutatud vabade 50S subiihikute ja 70S
ribosoomide (50S/70S) suhted. Graafikul on esitatud keskmised suhted kahe bioloogilist
replikaadi kahe voi enama tehnilise replikaadi kohta. Suhete statistilise olulisuse médramiseks
kasutati t-testi 95% usaldusvédrsusega. Tarniga on margistatud statistiliselt olulised erinevused,
NS (not significant) mérgistab statistiliselt mitte olulisi erinevusi.

Natiivse metiiiiltransferaasi RImB tagasiviimine A10 rakkudesse ei paranda oluliselt (a<0,05)
ribosoomide biogeneesi. RImB ekspresseerivatel A10 rakkudel on 70S ribosoome rohkem kui
A10 tiivel, kuid siiski on domineerivateks vabad 50S subiihikud (joonis 8A). 50S/70S suhe on
1,6, mis on A10 rakkudega vdrreldes 1,25 korda véiksem (joonis 8B). Seega natiivse RImB
ekspressioon ei kompenseeri oluliselt A10 tiive ribosoomide biogeneesi fenotiiiipi.
Kataliititiliselt inaktiivset RImB(E198A) ekspresseerivate A10 rakkude ribosoomide profiil
(joonis 8A) sarnaneb RImB ekspresseerivate A10 rakkude omaga. Samamoodi on rohkem 70S
ribosoome kui A10 rakkudel, aga domineerivateks on vabad 50S subiihikud. Lisaks on nii
natiivset kui mutantset RImB metiililtransferaasi ekspresseeriva A10 tlive profiilil selgelt

eristatav vabade 50S subiihikute “0lg* wviidates heterogeensele 50S eellaspartiklite
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populatsioonile. Sellest jireldub, et antud Kkatsesiisteemis nii RImB Kkataliiiisitaval

modifikatsioonil kui valgul endal puudub oluline efekt ribosoomide biogeneesile.

Metiitiltransferaasi RImN ekspresseerimine A10 rakkudes mérgatavalt parandab ribosoomide
biogeneesi. See ilmneb suurenenud 70S ribosoomide hulgas vorreldes A10 rakkudega (joonis
8A). Kuigi ribosoomide profiilil on mérgata 50S subiihikute “6lg* on 50S/70S suhe 1,1, mis on
1,8 korda véiksem vorreldes A10 rakkude suhtega (joonis 8B). Sellest jiareldub, et natiivse
RIMN valgu ekspresseerimisel on oluline A10 tiive ribosoomide biogenecesi fenotiiiipi
kompenseeriv efekt. Mutantset RImN(C355) metiiiiltransferaasi ekspresseerivatel A10
rakkudel sarnaneb ribosoomide profiil pigem algse A10 tiive profiiliga. Domineerivateks on
50S subiihikud ning vdhem esineb 70S ribosoome. 50S/70S suhe on 2,8, mis on isegi suurem
kui algses A10 tiives. Kuna Kataliiiitiliselt inaktiivne RImN ei kompenseeri AlQ tiive
ribosoomide biogeneesi fenotiiiipi, siis jérelikult m?>A2503 modifikatsioon 23S rRNA-s on
oluline 508 subiihikute biogeneesil. Kuigi ei saa vilistada, et m>A37 modifikatsioon tRNA-des
mdjutab 50S subiihikute biogeneesi, on see iilimalt ebatdenioline. Kuidas tipselt m?A2503

modifikatsioon 23S rRNA-s mdjutab 50S ribosoomide siinteesimist ei ole teada.

Kokkuvotteks, ei RImB valk ega selle poolt kataliilisitav modifikatsioon Gm 23S rRNA
positsioonis 2251 ei mdjuta oluliselt A10 rakkude ribosoomide biogeneesi. Seevastu, oluline
efekt ilmneb aga modifikatsiooniensiiiimi RImN puhul. RImN Kkataliiiisitav modifikatsioon m?A
23S rRNA positsioonis 2503 omab olulist positiivset moju ribosoomide 50S subiihikute

biogeneesile A10 tiives.

Vabade 50S subiihikute kuhjumine rakus viitab probleemidele 50S biogeneesil (Arai et al.,
2015). Ribosoomide biogenees koosneb rRNA ja r-valkude siinteesist ning jark-jargulisest
assambleerumisest subiihikuteks, mille kdigus modifitseeritakse nii rRNA-d kui r-valke ja
toimub rRNA otsade protsessimine nukleaaside poolt. Kdige aeglasemaks etapiks 50S
moodustumisel ongi subiihiku 16plik “kiipsemine kui kdik r-valgud on juba assambleerunud
ja 50S sedimentatsioonikoefitsent on saavutatud. Valdav enamus 50S rRNA modifikatsioone
slinteesitakse varajases assambleerumise faasis (Siibak & Remme, 2010). Hilises aeglases
faasis toimuvad tdendoliselt rRNA struktuurilised itimberkorraldused ja rRNA otste
protsessimine. 23S rRNA 5' otsa 16plik protsessimine toimub alles siis, kui 50S on juba
lilitunud 70S ribosoomi (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007).

A10 tiives kuhjunud vabade 50S subiihikute nédol tegu tdendoliselt ebakiipsete 50S
eellaspartiklitega, kus kdik r-valgud on juba olemas, aga rRNA ei ole veel 1plikult protsessitud.

Koikide r-valkude olemasolu kinnitas ka Kaspar Reieri (TUMRI molekulaarbioloogia
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oppetool) poolt labiviidud A10 tiive vabade 50S subiihikute mass-spektromeetria analiiiis.
Hindamaks rRNA “kiipsust™ vabades 50S subiihikutes, méirati 23S rRNA 5' otsa pikkus. 23S
rRNA 5' otsa pikkus on indikaator 50S partiklite “kiipsuse‘ kohta. Selleks eraldati rRNA 70S
ribosoomidest ja vabadest 50S subiihikutest ning 23S rRNA 5' otsa pikkused méérati
praimerekstensiooni analiilisiga kasutades pooOrdtranskriptaasi ning fluorestseeruvalt
margistatud praimerit (tabel 3). Reaktsiooniproduktid lahutati poliakriiiilamiidgeelis

elektroforeesil ning visualiseeriti fluorestseeruva mérke abil.

MG1655 rakkude 70S ribosoomis on 16plikult protsessitud 23S rRNA ja vaba 50S subiihiku
fraktsioonides esineb nii “kiipse” 5' otsaga kui 3 nukleotiidi pikemat (+3) 23S rRNA-d
sisaldavaid partikleid (joonis 9). See on eeldatav tulemus, sest nagu mainitud, 19plik
protsessimine toimubki alles 70S ribosoomis. A10 tiive vaba 50S fraktsioonist eraldatud 23S
rRNA hulgas esineb lisaks “kiipse* 5' otsaga ja kolme lisa nukleotiidiga 23S rRNA-le ka
olulisel miiral seitse nukleotiidi pikema 5' otsaga 23S rRNA, mis niitab A10 tiive 50S
fraktsiooni suuremat heterogeensust kui metsiktiilipi tiives. See kinnitab veelkord A10 tiives

esinevat 50S subiihikute biogeneesi defekti.

Nii natiivsed kui mutantsed metiiiiltransferaasid RImB ja RImN leevendavad A10 tiive 50S
biogeneesi defekte, sest esineb vihem partikleid, kus 23S rRNA on seitse nukleotiidi pikem
(joonis 9). Natiivne ja mutantne RImB leevendavad 50S biogeneesi defekti enam-vihem
sarnaselt. Natiivsel RImN valgul on aga margatav efekt, sest seitse nukleotiid pikemat 23S
rRNA-d sisaldavaid partikleid esineb viga vihe. Mutantse RImN korral ei esine samavéirset
efekti, millest jareldub, et m*A2503 modifikatsioon on 50S biogeneesi jaoks oluline A10 tiives.

Praimerekstensiooni tulemused on heas kooskdlas ribosoomide profiilide analiiiisi tulemustega.
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Joonis 9. Natiivse voi kataliiiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN ekspressiooniméju A10
ribosoomide 23S rRNA 5' otsa protsessimisele. rRNA eraldati natiivset voi mutantset RImB
voi RImN ekspresseerivatest A10 rakkudest isoleeritud 70S ribosoomidest ja vabadest 50S
subiihikutest. Vordluseks analiitisiti MG1655 metsiktiiiipi ja A10 tiive. 23S rRNA 5' otsa pikkus
midrati  praimerekstensiooniga  kasutades  fluorestseeruva  mérkega  praimerit.
Poordtranskriptsiooni reaktsiooniproduktid lahutati poliiakriiiilamiidgeelil ning visualiseeriti
Typhoon Trio fluoro/fosfovisualiseeriaga. Toodud on iseloomulik geelipilt kolmest kordusest.
Kokku on liidetud kaks erinevat poliiakriiiilamiidgeeli pilti. +3 ja +7 tdhistavad vastavalt kolme
ja seitset lisanukleotiidi 23S rRNA 5' otsas.

Léhtuvalt praimerekstensiooni tulemustest, nii natiivne kui mutantne RImB valk leevendab 50S
biogeneesi A10 tiives. See viitab RImB valgu metiililtransferaassest aktiivsusest sdltumatule
funktsioonile 50S subiihikute biogeneesil. See on kooskdlas RImB ortoloogi Pet56p
metiililtransferaassest aktiivsusest soOltumatule funktsioonile pidrmi mitokondriaalsete
ribosoomide biogeneesil (Sirum-Connolly & Mason, 1993). RImN modifikatsiooni olemasolul
taastub A10 rakkudes 50S subiihikute 23S rRNA-s 5' otsa protsessimine peaaegu MG1655
tasemeni. Sellest jareldub, et RImN metiiiiltransferaasi poolt kataliilisitav modifikatsioon on
ribosoomi biogeneesi seisukohast oluline. 23S rRNA m2A2503 modifikatsiooni tipne

funktsioon ribosoomide biogeneesil on intrigeeriv ja vajab edasist uurimist.
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3.5  Modifikatsiooniensiiiimide RImB ja RImN méju translatsioonile

Kuna eelnevatest katsetest selgus, et eelkdige RImN, aga vihemal mééral ka RImB, on olulised
ribosoomide biogeneesil, siis jirgnevalt sooviti vaadata, kas need modifikatsiooniensiitimid
mojutavad ribosoomide funktsioneerimist. Selleks hinnati RImB ja RImN moju A9
mitmikdeletsioonitiive in vivo translatsioonile. A9 tiive kasutati seetdttu, et erinevalt A10 tiivest,
selles ekspresseeritakse genoomselt DNA-It modifikatsiooniensiiimi RImE (tabel 2). RImE
valgul on oluline roll ribosoomide biogeneesile ja selle puudumine kas individuaalselt (4rimE
tiive korral) voi koos teiste rRNA modifikatsiooniensiiiimidega A10 tiives pohjustab drastilist,
bakterite kasvu ja ribosoomi biogeneesi defekti (joonised 7, 8 ja 9), mis raskendavad in vivo

translatsiooni katse 1dbiviimist (Arai et al., 2015; Caldas, Binet, Bouloc, & Richarme, 2000).

In vivo translatsiooni eksperimendi jaoks kasvatati E. coli MG1655 metsiktiitipi tiive, A9 tiive
ning natiivseid voi mutantseid RImB ja RImN valke ekspresseerivaid A9 tiivesid 25°C juures
[**C]-mirgistatud aminohapete juuresolekul, mida ribosoomid liilitavad vérskelt
slinteesitavatesse valkudesse. Katset viidi 1dbi 25°C juures seetdttu, et uusi ribosoome sellel
temperatuuril praktiliselt ei slinteesita ning on vdimalik hinnata olemasolevate ribosoomide
funktsionaalsust. Iga tunni aja tagant koguti proov, millest sadestati valgud
triklooriidikhappega (TCA) ning koguti filtreerile. Valkudesse liilitunud [**C]-mirget mdddeti
stsintillatsiooni loenduri abil. Saadud tulemuste pdhjal koostati graafik [**C]-mirke liilitumise
sOltuvus ajast (joonis 10). Selle pohjal arvutatud tdusud voimaldavad hinnata valgusiinteesi

suhtelist efektiivsust erinevates tiivedes.

Metsiktiitipi MG1655 rakkudes on radioaktiivselt maérgistatud aminohapete liilitamine
valkudesse suhteliselt efektiivne (joonis 10). A9 rakkudes toimub valgusiintees vorreldes
MG1655 tivega 2,6 korda aeglasemalt (joonis 10), mis viitab 23S rRNA
modifikatsiooniensiiiimide olulisusele ribosoomide funktsioneerimisel. Metiiiiltransferaasi
RImB tagasiviimine A9 tiivesse suurendab valgusiinteesi kiirust 2 korda vorreldes A9
rakkudega (joonis 10). Kataliiiitiliselt inaktiivset RImB(E198A) ekspresseerivate A9 rakkude
puhul radioaktiivsete aminohapete liilitamine valkudesse kiireneb 1,3 korda vdrreldes A9
tiivega (joonis 10), mis ei ole statistiliselt oluline (a<0,05). RImB(E198A) viike moju
valgusiinteesile voib tuleneda sellest, et antud mutantne valk on siiski voimeline vihesel mééaral
stinteesima modifikatsiooni Gm2251 23S rRNA-s (joonis 6). Natiivset modifikatsiooniensiitimi
RImN ekspresseerivate A9 rakkude translatsiooni kiirus samuti suureneb vorreldes A9 tiivega,
kuid erinevus on viike ja statistiliselt mitteoluline (joonis 10). Mutantse RImMN(C355A)

ekspresseerivate A9 rakkude puhul ei ilmne erinevusi vOrreldes natiivsete A9 rakkudega (joonis

40



10). Sellest jareldub, et m?A2503 modifikatsiooni m&ju translatsioonile on viike kui iildse

esineb.
" 3000 1400 NS
1
< 7000
K] o 1200 *
= }
= 6000 2o
= 2 = 1000
- ] E
@ 5000 = A
.Ec\ E*:sw
= E 4000 -f‘u b v
=2 E 2 600
2 = 3000 -
£ 2000 QgF 4
=§ —e—MGI1655 A
A9 L 200
< 1000 A9 + RImB
) —e—A0 + RImB(E1984)
= 0L 0
1 2 3 4 5 6 MG1655 A9 A9+ RImB A9 + RImB
B Aeg (h) (E198A)
o 8000 1400
wv
2 7000
-g y 1200 NS
- .
= 6000 3
= £ S 1000 NS
g 5000 £ 3
E = =T 800
g g 4000 %%
=g &S 600
= = 3000 EE l
o L=
] o = 400
TN
=§ 2000 —a—MG1655 3-
0 A9 = 200
& 1000 ¢ A9 + RImN
¥ 0! —s— A9 + RImN(C355) 0
1 2 3 4 5 6 MG1655 A9 A9 + RImN A9 + RImN
Aeg (h) (C355A)

Joonis 10. Natiivse voi Kkataliiiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN ekspressiooni mdju
translatsioonile A9 rakkudes. Vordluseks analiiiisiti MG1655 metsiktiitipi (WT) ja A9 tiive,
mis ei ekspresseeri mainitud modifikatsiooniensiiiime. Rakke kasvatati 25°C juures ['*C]-
mirkega aminohapete juuresolekul ning iga tunni aja tagant mérati valkudesse lilitunud [**C]-
mirke hulk. Joonisel on niidatud [**C]-mirke liilitumine valkudesse sdltuvalt ajast. Tousude
jirgi on arvutatud suhteline [**C]-mirke liilitumise (valgusiinteesi) efektiivsus igas tiives.
Tulemused on esitatud vdhemalt kolme korduskatse keskmisena koos standarthélvetega.
Statistiline olulisus méérati t-testiga 95% usaldusvéddrsusega. Tarniga on mirgistatud
statistiliselt olulised erinevused, NS (not significant) mérgistab statistiliselt mitte olulisi
erinevusl.

RImB kataliilisitav modifikatsioon omab maérgatavat efekti translatsioonile, kahekordistades
[**C]-midrke valkudesse liilitumise suhtelist efektiivsust A9 tiives. Seega on
modifikatsiooniensiiim RImB oluline Escherichia coli’s. Antud katsesiisteem vdimaldab
esmakordselt nididata, et modifikatsioonil Gm2251 on oluline roll ribosoomide
funktsioneerimisel bakteris. Selline tulemus ei ole iillatav, sest Gm2251 modifikatsioon on
korgelt konserveerunud ja paikneb 23S rRNA P-lingus. P-ling on oluline P-saidi tRNA 5" CCA
otsa korrektsel positsioneerimisel peptidiiiiltransferaasi tsentris, mis on omakorda darmiselt
oluline peptidiiiiltransferaasi reaktsiooni toimumiseks (Lovgren & Wikstrom, 2001; Polikanov

et al., 2015; Voorhees et al., 2009). Samuti on RImB valgul metiiiiltransferaassest aktiivsusest
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soltumatu efekt ribosoomide biogeneesile A10 tiives, sarnanedes selle poolest ortoloogile

Pet56p pagaripiarmi rakkudes (Lovgren & Wikstrom, 2001; Sirum-Connolly & Mason, 1993).

RImN  kataliiiisitav  modifikatsioon omab  vidikest positiivset mdju  ribosoomi
funktsioneerimisele A9 tiives. See on huvitav kuna RImN on duaalse-spetsiifikaga ja lisaks
rRNA-s kataliiiisitavale m2A2503 modifikatsioonile modifitseerib nelja tRNA-d positsioonis
37 (m?A37) (Benitez-Paez et al., 2012). Seetdttu vdiks eeldada RImN valgult suuremat mdju
kuna nii 23S rRNA kui tRNA-d on olulised translatsioonil. Metiililtransferaasi RImN
deletsioonitiive (4rImN) puhul on niidatud, et suureneb stopp-koodonite (UAG) ldbilugemine,
mis huvitaval kombel tuleneb m?A modifikatsiooni puudumisest 23S rRNA-s mitte tRNA-des
(Benitez-Péez et al., 2012). Antud modifikatsioon paikneb kaugel 30S subiihikus paiknevast
dekodeerivast tsentrist, mis vastutab translatsiooni tipsuse eest. Nimelt asub m?A2503 PTC
lahedal peptiidi véljumistunnelis ning osaleb tunneli seina moodustamisel (Ban et al., 2000;
Polikanov et al., 2015; Toh et al., 2008). Tulemuse esmakordselt niitavad, et m>A2503 on
oluline ribosoomi 50S subiihiku biogeneesil, kuid selle tdpne funktsioon ei ole teada.
Kokkuvotteks, rRNA modifikatsioonienstiimide mitmikdeletsioonitiivesid kasutades on
voimalik ndha individuaalsete modifikatsioonide efekte, mis liksikdeletsioonitiivede puhul ei

pruugi ilmneda.
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KOKKUVOTE
Kéesoleva bakalaureuseto eesmirgiks oli hinnata modifikatsiooniensiitimide RImB ja RImN
ning nende poolt siinteesitud 23S rRNA modifikatsioonide olulisust Escherichia coli’s. Selleks
vaadati natiivse vOi Kkataliiitiliselt inaktiivse RImB ja RImN mdju bakterite Kkasvule,
ribosoomide biogeneesile ja funktsioneerimisele kasutades Escherichia coli tiivesid, millest on

deleteeritud 23S rRNA PTC regiooni modifitseerivad ensiilimid.

Katsete tulemustest selgus, et modifikatsiooniensiiimide RImB vo6i RImN ekspresseerimine
Escherichia coli A10 tiives ei avalda rakkude kasvule 37°C juures olulist efekti. Sub-
optimaalsetel tingimustel (30°C juures kasvades) on nii RImB kui RImN
modifikatsiooniensiitimidel vdike, kuid moddetav A10 tiive kasvudefekti kompenseeriv moju.
RImN poolt siinteesitud 23S rRNA modifikatsioonil (m?A2503) on Al0 rakkude
kasvufenotiiiibi kompensatsioonile 30°C juures statistiliselt oluline efekt. Selle alusel vaib

oletada, et rRNA modifikatsioonidel on suurem moju ebasoodsates tingimustes.

RImN on oluline A10 tiive ribosoomide biogeneesi fenotiiiibi kompenseerimisel. RImN valgu
tagasiviimisel A10 rakkudesse suureneb 70S ribosoomide osakaal 1,8 korda vorreldes algse
A10 tiivega. Samuti on RImN ekspresseerivatel A10 rakkudel mérkimisvaérselt vahenenud 50S
partiklite osakaal, mis sisaldavad protsessimata 23S rRNA-d. Kuna kataliiiitiliselt inaktiivse
RIMN valgu korral seda ei tiheldatud, siis vaib jireldada, et just m>A2503 modifikatsioon on
oluline 50S subiihikute biogeneesil. Lisaks on m?A2503 modifikatsioonil viike kompenseeriv

moju A9 rakkude translatsiooni defektile 25°C juures.

Vastupidiselt, RImB on oluline A9 tiive translatsiooni fenotiiiibi kompenseerimisel. Natiivse,
kuid mitte kataliititiliselt inaktiivse RImB, valgu tagasiviimisel suureneb mérgatavalt in vivo
translatsiooni efektiivsus A9 tiives, jérelikult on just Gm2251 modifikatsioon oluline
ribosoomide funktsioneerimisel. Modifikatsiooniensiiimi RImB ekspresseerimine A10
rakkudes ei mdjuta oluliselt ribosoomide profiili, kuid soodustab 23S rRNA 5' otsa

protsessimist.

Varasema kirjanduse pohjal ei avalda rlImB voi rImN geeni deleteerimine olulist mdju bakterite
elulemusele. Kui aga deleteeritud on lisaks rImN ja rImB geenidele veel teisedki 23S rRNA
modifikatsiooniensiilimid ning PTC regioon on modifitseerimata, siis esineb bakteritel
drastiline kasvu ja ribosoomide biogeneesi ning funktsioneerimise defekt. Kui sellisesse tiivesse
viia tagasi RImB voi RImN, siis toimub osaline kasvu kompensatsioon eelkdige just
suboptimaalsel kasvutemperatuuril. Lisaks selgus et, RImN poolt siinteesitud m?A2503

modifikatsiooni on oluline ribosoomide biogeneesil. Seevastu RImB poolt siinteesitud Gm2251
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kompenseerib pigem in vivo translatsiooni defekti. RImB metiiiiltransferaasne aktiivsus ei
pruugi olla hddavalik selle mdjule ribosoomide biogeneesis (23S rRNA protsessimine) ning
seega vOib RImB wvalgul olla rakus mitu funktsiooni. Kokkuvotteks, E. coli rRNA
modifikatsiooniensiilimide mitmikdeletsioonitiived voimaldavad analiiiisida individuaalsete
modifikatsioonide olulisust, mida on seni olnud raske hinnata tulenevalt modifikatsioonide

funktsioonide kattuvusest rakus.
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Importance of ribosome modification enzymes RImB and RImN

Varvara MaksimtSuk

SUMMARY
Protein synthesis, performed by the ribosome, is a crucial process in all organisms. The bacterial
ribosome (70S) is composed of two subunits: the small (30S) and the large (50S) subunits. Most
of the ribosomal RNA modifications are located in the 50S peptidyl transferase center (PTC)
formed by 23S rRNA domain V. This center is responsible for catalyzing peptide bond
formation during protein synthesis. The vast majority of the individual modifications do not
appear to be significant for the biogenesis or functioning of the bacterial ribosomes. However,
the significance of rRNA modifications is difficult to assess due to their potentially redundant

functions and cumulative effects.

This study aims to analyze the effects of Escherichia coli modification enzymes RImB and
RImN on cell growth, ribosome biogenesis, and functioning using multideletion strains, that
lack rRNA modifications in the PTC region.

The results of the experiments revealed that the expression of modification enzymes RImB or
RImN in the Escherichia coli A10 strain does not have a significant effect on cell growth at
37°C. Under suboptimal conditions (30°C), both RImB and RImN proteins have a small but
measurable compensatory effect on the growth defect of the A10 strain. Based on this, it appears
that rRNA modification enzymes have a greater effect in unfavorable conditions.

RImN can partially compensate for the ribosome biogenesis phenotype of the A10 strain. Upon
reintroduction of the RImN protein into A10 cells, the proportion of 70S ribosomes increases
1.8-fold compared to the original A10 strain. Also, RImN-expressing A10 cells have a
significantly reduced proportion of 50S particles containing unprocessed 23S rRNA. As this
was not observed in the case of the catalytically inactive RImN protein, it can be concluded that
the modification of m2A2503 is important for the biogenesis of 50S subunits. In addition, the
m2A2503 modification has a small compensatory effect on the translational phenotype of A9
cells at 25°C.

In contrast, RImB can partially compensate for the translational phenotype of the A9 strain.
When the native, but not catalytically inactive, RImB protein is re-introduced, the translation
efficiency of A9 increases significantly, therefore, it is the modification Gm2251 that is

important for the functioning of ribosomes. Expression of the modification enzyme RImB in
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A10 cells does not significantly affect the ribosome profile but promotes 23S rRNA 5' end
processing.

Taken together, based on the literature, deletion of the rimB or rImN gene has no significant
effect on bacterial growth. However, if in addition to the rimN and rImB genes, other 23S rRNA
modification enzymes are deleted and the PTC region is unmodified, the cells experience drastic
growth, ribosome biogenesis, and functioning defects. When RImN or RImB is re-introduced
into this strain, partial growth compensation occurs, especially at suboptimal temperatures. In
addition, it was revealed that the m?A2503 modification synthesized by RImN is important for
ribosome biogenesis. In contrast, Gm2251, synthesized by RImB, instead compensates for the
in vivo translation defect. The methyltransferase activity of RImB may not be essential for its
significance in ribosome biogenesis (23S rRNA processing), and thus the RImB protein may
have multiple functions in the cell. In conclusion, multideletion strains of E. coli rRNA
modification enzymes allow the analysis of the significance of individual modifications, which
has been difficult to assess until now due to the overlapping functions of the modifications in
the cell.
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