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INFOLEHT

rRNA modifikatsioonid tihendatud subihikutega ribosoomides E. coli rakkudes

Ké&esoleva to0 eesmérgiks oli valja selgitada, kas Ribo-T ribosoomides esineb samas
proportsioonis rRNA modifikatsioone kui kontrollribosoomides.

Modifikatsioonimuster Ribo-T ribosoomides erineb kontrolltiivest, kusjuures véhenenud on
modifikatsioonid, mis on varasemalt kirjanduses néidatud esinevat ribosoomi biogneesi hilises
osas eraldatud partiklites kui ka 16S rRNA piirkonnas, millesse tehti muudatused, kui loodi
seotud ribosoomi rRNA konstrukt.

Modifikatsioonide puudumine vdib olla pdhjustatud sellest, et niimoodi kokku pandud rRNA,

ei oma korrektset aratundmissaiti, mida tunneks ara modifikatsiooni eest vastutav ensiiiim.

Méarksonad: rRNA, modifikatsioonid, ribosoom, translatsioon
CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

rRNA modifications in ribosomes with tethered subunits in Escherichia coli cells

The aim of this thesis was to analyze the rRNA modification pattern in ribosomes with tethered
subunits compared to the control ribosomes. The experimenter analyzed three different E. coli
strains, one control strain and two strains with Ribo-T ribosomes exhibiting slightly different
regeneration times.

Different ribosomal patters in ultracentrifugation gradients, gel-electrophoresis and and RP-
HPLC analysis revealed that the modification pattern in Ribo-T ribosomes compared to control
ribosomes were different. The missing modification were either located near Ribo-T linker area
or these modifications were known to be late in ribosome biogenesis. That information shows
that the modification enzymes, that carry out these modifications can’t access their substrates

due to the different conformation of rRNA.

Keywords: rRNA, modifications, ribosome, translation
CERCS code: P320 Nucleic acids, protein synthesis



KASUTATUD LUHENDID

A — &ngstrom, pikkusiihik, 10°m ehk 0,1 nm

Amp — ampitsilliin

Brij 58 — poltettleenglikoolheksadekutleeter

DNA — desoksuribonukleiinhape

LLP — lGdsilahjenduspuhver

LP — ludsipuhver

ME — modifitseeriv enstium

MN — mofitseeritud nukleosiid

MRNA — messenger RNA

nt — nukleotiid

PTC — peptidulltransferaasne tsenter

Ribo-T — tethered ribosomes, ribosoomid, mille subiihikud ei lahe kunagi I6plikult lahku
RP-HPLC — reverse phase high-performace liquid chromatography
rRNA — ribosomaalne RNA

S — Svedbergi Uhik

tRNA — transport RNA

U — unit

wt — wild-type

B-ME — 2-merkaptoetanool

Y — pseudouridiin



SISSEJUHATUS

Ribosoom on ribonukleoproteiinkompleks, mis vastutab rakus valgusiinteesi eest. Ribosoom
loeb mMRNA nukloetiidse jarjestuse pealt informatsiooni, et luua valkude aminohappeline
jarjestus, kasutades koodon-antikoodon &dratundmist. Kdikides eluslooduse domeenides on
ribosoomi ehituses kaks erineva suurusega subuhikut, mis assambleeruvad iseseisvalt, kuid
assotsieeruvad  valgusiinteesi initsiatsioonil  koordineeritult  heks kompleksiks ja
dissotsieeruvad parast valgustinteesi terminatsiooni uuesti kaheks eraldiseisvaks subihikuks.
Nii suur kui véike subtihik assambleeruvad ribosomaalse RNA (rRNA) sekundaarstruktuuriga
seonduvate ribosomaalsete valkude (r-valkude) liitumisel, tekitades kdrgemat jarku struktuure.

Escherichia coli on enamlevinud mudelorganism ribosoomi uurimisel. E. coli ribosoomis on
kolm erineva suurusega rRNA molekuli (16S, 23S ja 5S rRNA) ning 54 r-valku. Kui r-valgud
on eelkdige ribosoomis struktuuri toetava funktsiooniga, siis rRNA omab nii mRNA
nukloetiidsest jarjestusest geneetilise info dratundmise vdimekust, kui ka peptiidsideme
stinteesi katalliisivBimet, seega on ribosoom oma olemuselt ribostim.

Ribosoomi mdlema subihiku rRNA sisaldab modifitseeritud nukleosiide, mis on
fulogeneetiliselt konverveerunud ja millede tahtsus ribosoomi funktsioneerimises on paljuski
veel ebaselge. rRNA modifikatsioone viivad prokartioodis labi igale modifikatsioonile vastavad
modifikatsiooniensiiimid, mis peavad enamasti tegutsema ribosoomi subihikute biogeneesi
kulgemisega koordineeritult, sest vastasel juhul ei pruugi rRNA olla enam vajalikust
piirkonnast kéttesaadav voi on rRNA konformatsioon ebasobiv modifikatsioonireaktsiooni 1&bi

viimiseks.

Hiljuti on Ghe toogrupi poolt konstrueeritud esmakordselt selline ribosoom, mille subiihikud on
omavahel alaliselt seotud, kuid mis on voimelised labima ribosoomi biogeneesi, saades
funktsioneerivateks ribosoomideks ning tagades piisavalt efektiivse valgusiinteesi raku

ellujadé@miseks, kuigi oluliselt pikenenenud rakkude jagunemisjaga.

Kéesoleva t00 kirjanduslikus osas antakse lihitlevaade ribosoomi komponentidest,
struktuurist, biogeneesist ja funktsioonist. T00 eksperimentaalses osas analtiisitakse alaliselt
koos pusivate ribosoomide rRNA modifikatsioonide hulka vdrreldes kontrolltiivega, millel on
normaalsed kahest eraldiseisvast erineva suurusega subihikust koosnevad ribosoomid, mis

valgusunteesi initsiatsioonil assotsieeruvad ja valgusiinteesi terminatsioonil dissotsieeruvad.

Marksonad: rRNA, modifikatsioonid, ribosoom, translatsioon.
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KIRJANDUSE ULEVAADE

1 Ribosoomi uldine iseloomustus

Ribosoom on makromolekulaarne ribonukleoproteiinkompleks, mis vastutab genoomis
séilitatud geneetilise info tdlkimise eest valkude aminohappeliseks jarjestuseks. Kdikides
eluslooduse domeenides on ribosoomide pdhistruktuur ja -funktsioon konserveerunud, kuigi
eukartootide ribosoom on strukturaalselt keerukam kui eubakterite ja arhede ribosoomid. Oma
olemuselt on ribosoom ribostiim ja ribonukleiinhappe (RNA) baasil tehtud poliimeraas
(Rodnina et al., 2006). Kdik ribosoomid koosnevad kahest erineva suurusega subhikust, mis
sisaldavad ribosomaalset RNA-d (rRNA) ja ribosoomaalseid valke (r-valgud). rRNA osaleb
geneetilise info dekodeerimises messenger RNA (mRNA) nukleotiidse jarjestuse pdhjal ja r-
valgud mangivad tugirolli ning osalevad ribosoomi biogeneesis korrektse rRNA
konformatsiooni tekitamisel ning hoidmisel (Ben-Shem et al., 2011).

Kdige rohkem uuritud prokartiootne mudelorganism on Escherichia coli (E. coli), mis on
samuti pBhiliseks mudelorganismiks ribosoomiuuringutes. Bakteri ribosoomi molekulmass on
umbes 2,5 megadaltonit ja diameeter umbes 210 A (Wilson et al., 2002; Wilson & Nierhaus,
2003). Prokartiootne ribosoom sedimenteerub 70S partiklina ning on moodustunud kahest
erineva surusega subuhikust, mis sedimenteeruvad vastavalt 50S (suur subuhik) ja 30S (véike
sublihik) partiklitena (Tissieres & Watson, 1958) (joonis 1). S on Swedbergi thik, mis on ara
madratud sedimeteerumise kiirusena gradiendis tsentrifugaaljou toimel.

Bakteri ribosoom koosneb umbes kahest kolmandikust RNAst ja tihest kolmandikust valkudest
(Schluenzen et al., 2000, Yusupov et al., 2001). E. coli ribosoomi véike subihik sisaldab thte
rRNA molekuli, mis sedimenteerub kui 16S rRNA (1542 nukleotiidi (nt)) ja 21 r-valgust (S1-
S21). E. coli suur subiihik koosneb kahest rRNA molekulist, 23S (2904 nt) ja 5S (120 nt) ning
33-st L-valgust (L1-L36) (Wilson & Nierhaus, 2007). E. Coli ribosoomis esineb iga ribosoomi
komponent the kordusena, vélja arvatud kaks koopiat L12 valku ja kaks koopiat L12 valgu N-
terminaalselt atsetiileeritud derivaati, mida teatakse ribosoomi valgu L7-na. (Hardy, 1975;
Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007).

Ribosomaalsete valkude (r-valgud) primaarne funktsioon tundub olevat rRNA struktuuri
stabiliseerimine, sest enamus r-valke asetsevad sublhikute pinnal ja on struktuurilt
globulaarsed vdi sisaldavad valjaulatavaid osi, mis ulatuvad subihikute sisemusse, et tdita
rRNA sekundaarstruktuuri elementide vahel olevaid tiihimikke (Wimberly et al., 2000;
Yusupov et al., 2001). Osade r-valkide esinemine on héadavajalik ribosoomide subihikute
biogeneesil (kirjeldatud kédesoleva t60 punktis 1.2), aga on mittevajalikud taielikult

assambleerunud ribosoomis (Wilson & Nierhaus, 2005). Ribosoomi kahe subtihiku vaheline
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kokkupuutepind on suhteliselt r-valkude vaba. Subuhikute kokkupuutepind annab lisaks
sublihukute omavahelistele kontaktidele pinna ka mitmesugustele substraatide ja ligandide
seondumisele, mis on vajalikud valgustinteesi toimumiseks, kaasa arvatud kolmele transfer
RNA (tRNA) seondumiskohale: 1) aminoatsttl-tRNA sidumise piirkond (A-sait), peptidiul-
tRNA sidumise piirkond (P-sait) ja deatstleeritud tRNA sidumise piirkond (E-sait) (Selmer et
al., 2006) (joonis 1).

A RNA
A A

L7/L12

Vaike subiihik (30S)

mRNA

Peptidiiiiltransferaasne
tsenter

Véaike sublihik (30S) Suur subtihik (7

Joonis 1. Bakteriaalse ribosoomi struktuur. A. 70S ribosoomi struktuur, milles on ndidatud mRNA
ja A-, P- ning E-saidis olevad tRNA-d. B. Ribosoomi vdikese subiihiku struktuur, millles on néidatud
dekodeeriv tsenter. C. Ribosoomi suure subuhiku struktuur, milles on néidatudpeptiduiltransferaasne
tsenter. Joonistel on suur subiihik kujutatud pruunina, véike subiihik helesinisena, A, P, E saidis olevad
tRNAd vastavalt lilla, rohelise ja kollasena ning mRNA on must. (Illustratsioon adapteeritud Schmeing
& Ramakrishnan, 2009).

Madlemad ribosoomi subiihikud méngivad valgusinteesis erinevat rolli. VVaike subiihik vastutab
MRNA seondumise eest translatsiooni initsiatsioonil ja sisaldab dekodeerivat tsentrit, mis valib
mRNA koodonite ja tRNA antikoodonite vaheliste interaktsioonide “jalgimise” labi korrektse
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tRNA ja sellega méérab &ra, milline aminohape jargmisena pollpeptiidahelasse lisatakse
(Melnikov et al., 2012). Suurel sublhikul asub petptididltransferaasne tsenter (PTC), mis
katallilisib reaktsiooni ribosoomi A-saidis asuva aminoatstil-tRNA aminohappejaégi ja P-
saidis oleva peptidiiul-tRNA kiiljes oleva vastsunteesitud valguaeha vahel. PTC katalutsib ka
vastslinteesitud peptiidi hidrollusi peptidiul-t-RNA kiljest translatsiooni terminatsiooni
kaigus (Selmer et al., 2006).

Subuhikute omavahelise assotsieerumise kaigus tekivad sublhikuid Ghendavad sillad, mis on
enamasti prokartootidel rRNA-rRNA interktsioonid, vahemal maaral esineb sildu r-valkude ja
rRNA vahel ning prokartootides on kirjeldatud ainult tiks valk-valk subuhikute vaheline sild .
Stabiilse iseloomuga RNA-RNA sillad asuvad enamasti ribosoomi keskmes ja RNA-valk ja
valk-valk interaktsioonid pigem perifeerias ning need on altimad katkema, translatsiooni ajal,
ribosoomi konformatsiooniliste muutuste kéigus (Yusupov et al, 2001). Kolmemddtmelise
kruo-elekronmikroskoopia andmed kirjeldavad dinaamilisi muutusi kahes erinevas
funktsionaalses seisundis oleva E. Coli 70S ribosoomi struktuuris, mida seletatakse
translatsiooni ajal toimuva subuhikute Uksteise suhtes liikumisega (ratchet tudpi liikumine)
(Frank & Agrawal, 2000; Gao et al., 2003). Vorreldes kahte erinevat seisundit, on néha, et
ribosoomi kompaktsem struktuur muutub vabama struktuuriga kompleksiks, kus muutuvad
paljude r-valkude konformatsioonid. Seega leitakse, et muutujateks on need sublhikute
vahelised sillad, mis on moodustunud valkudest, samas RNA-RNA vahel moodustunud sillad
ei muutu translatsiooni ajal, stabiliseerides 70S ribosoomi koosplsimist ratchet tlupi
liikumisel. (Gao et al., 2003).

Hiljuti on konstrueeritud selline ribosoom, mis sisaldab RNA-RNA lisasilda, pd&hjustades
ribosoomi subiihikute pideva koosolemise: alates biogeneesist kuni valgusinteesi
terminatsioonini ei lahe suur ja vaike subtihik 16plikult kunagi lahku. Selline sild on paigutatud
strateegiliselt sobivasse asukohta ribosoomi perifeerias, vdimaldades ribosoomi biogeneesi
funktsionaalseks ribosoomiks ning subuhikute vahelist ratchet tudpi liikumist valgusunteesil
(Orelle et al, 2015).

1.1 Ribosoomaalne RNA (rRNA)

Ribosomaalse RNA primaarjérjestused varieeruvad eluslooduses, kuid sekundaar- ja
tertsiaarstruktuuri  tasemel on kdikide organismide ribosoomid sarnased. rRNA
sekundaarstruktuur moodustub biheeliksitest, mis on Uhendatud theahelalise RNA poolt, mis

moodustavad linge. (Wimberly et al., 2000) (joonised 2, 4).



=g 9 Escherichia coli
, small subunit ribosomal RNA

Joonis 2. Escherichia coli ribosoomi vaikese subiihiku rRNA (16S rRNA) sekundaarstruktuur.
Joonisel on ndidatud 16S rRNA 5’ domeen sinisena, tsentraalne domeen (C) lillana, 3’ mazoorne
domeen (3°’M) punasena ja 3’ minoorne domeen (3’m kollasena) (Noller & Woese., 1981).

Ribosoomi véikese sublhiku 16S rRNA saab jagada sekundaarstruktuuri alusel neljaks
domeeniks: 5’ domeen, tsentraalne domeen, 3’ maZoorne domeen ja 3’ minoorne domeen.
(Wilson et al., 2002) (joonis 3). Ribosoomi tertsiaarstruktuuris kirjeldatakse véikese subuhiku
elemente ka antropomorfsete kujundite abil: keha, pea, 6lg, kannus ja platvorm (joonis 3 A).
16S rRNA domeenid jagunevad tertsiaarstruktuuris vastavalt: 5° domeen moodustab vdikese
subuhiku keha ja kannuse, tsentraalne domeen moodistab platvormi, 3° mazoorne moodustab
subiihiku pea ja 3” minoorne domeen koos heeliksitega 44 ja 45 kaela ja 6la. 16S rRNA 3’ otsas
asub prokartiootseks translatsiooniks oluline anti-Shine-Darlgarno jarjestus. Anti-Shine-
Darlgarno jarjestus aluspaardub, translatsiooni initsiatsiooni kaigus, mRNA-del 5-7 nukleotiidi
enne initsiatsioonikoodonit leitava ribosoomi seondumispiirkonnaga, nn Shine-Dalgardno
jarjestusega, mille tagajarjel positsioneerub initsiaatorkoodon ribosoomi P-saiti. (Shine &
Dalgarno, 1974; Wilson et al., 2002).
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Joonis 3. rRNA-de tertsiaarstruktuurid. A. 16S rRNA kolmemd&otmeline struktuur, kus on néidatud
domeenide antropomorfsed kujundid: kael, 0lg, keha, kannus ja platvorm. B. 23S ja 5S rRNA
kolmemddtmeline struktuur, kus on tahistatud suure subihiku vdikese subuhiku poolsel kiljel
eristatavad kolm kilhmu: L1, tsentraalne ja L7/L12 kilhm. (Illustratsioon adapteeritud Yusupov et al.,
2001)

Ribosoomi suure subiihiku 23S rRNA saab jagada sekundaarstuktuuri alusel kuueks domeeniks
(1-VI1) (Decatur & Fournier, 2002) (joonis 4). Suure subiihiku 5S rRNA-d voib tinglikult pidada
23S rRNA seitsmendaks domeeniks. Erinevalt véikesest sublihikust ei eristata suure subiihiku
rRNA tertsiaarstruktuuri antropomorfsete kujundite jargi, sest 23S rRNA domeenid ja 5S rRNA
on (ksteisega tihedalt labipdimunud poolkerakujuliseks struktuuriks. Suurel sublhikul on
eristatavad kolm kiihmu, mis asuvad 50S subuihiku peal, kui vaadelda seda vaikese subtihiku
poolselt kuljelt: vasak kihm sisaldab r-valku L1, parem kihm r-valke L7 ja L12 ning
tsentraalne kilhm koosneb pdhiliselt 5S rRNA-st ja sellega seotud valkudest (joonis 3 B)
(Moore & Steitz, 2003.

10



1]

VI

Escherichia coli
large subunit ribosomal RNA

Joonis 4. Escherichia coli ribosoomi suure sublihiku rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on
erinevate varvidega naidatud 23S rRNA domeenid I, II, I, 1V, V, VI ja 5S rRNA (Noller et al., 1981).

1.2 Ribosoomide biogenees prokariootides

Ribosoomide biogenees on keerukas protsesside jada, kus on vajalikud koikide rRNA
komponentide transkriptsioon, ribosoomi valkude translatsioon ning erinevad protsessimise,
modifitseerimise, voltumise ja assambleerumise etapid. K&ik see peab toimuma tépselt ja
efektiivselt, et moodustuks funktsionaalne terviklik ribosoom (Kaczanowska & Ryden-Aulin,
2007)

1.2.1 rRNA transkriptsioon

Ribosoomide biogenees algab rRNA geenide transkriptsiooniga, mis on organiseeritud
operonidesse. rRNA operon transkribeeritakse esmase the transkriptina, mis sisaldab omavahel
uhendatud 16S, 23S ja 5S rRNA jarjestusi (pre-rRNA) (Kaczanowska & Ryden-Aulin, 2007).
Selliselt konserveerunud geenide esinemine ihes operonis kindlustab vordse hulga kdigi kolme
erineva rRNA transkribeerimise. Lisaks eelpool kirjedatud rRNA eellastele sisaldavad
kdnealused operonid thte v8i mitut tRNA jarjestust (Kaczanowska & Ryden-Aulin, 2007).
Samal ajal kui rRNA esmast transkripti alles stinteesitakse hakkavad moodustuma rRNA
sekundaarstruktuurid, mis tekitavad seondumissaite r-valkutele, mille seondumise jarel tekivad
kdrgemat jarku struktuurid. RNA-d siduvad valgud tunnevad dra kdrgema jargu struktuurseid
elemente, mitte primaarjarjestust nagu enamus DNA seoselisei valke (Brodersen et al., 2002).
Seondunud r-valgud stabiliseerivad rRNA-d oma seondumispaigas ning lisaks pd&hjustab
konformatsioonilisi muutusi lahedastes rRNA regioonides, mis loob eelduse teiste r-valkude

seondumiseks (Shajani et al., 2011; Woodson, 2011), seega on r-valkudel suur roll rRNA
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korrektsel voltumisel. On leitud, et umbes tks kolmandik E. coli suure subuhiku r-valkudest
omavad RNA chaperoonset aktiivsust (Wilson & Nierhaus, 2005), mis téendoliselt aitavad
véltida riboomide ebakorrektset voltumist.

Samas on néidatud, et erinevate rRNA-de korrapdrane transkriptsioon ei ole obligatoorne, sest
need konstrueeritud E. coli tlived, kus 16S ja 23S rRNA transkriptid on paigutatud erinevatesse
geenidesse, on eluvdimelised (Kitahara & Suzuki, 2009). Ténapdevase arusaama jargi voib
ribosoomide biogenees toimuda mitme paralleelse raja kaudu, sest erinevate meetotidega
saavutatud erinevad ribosoomi biogeneesi vahepartiklid, sisadavad erinevaid r-valke (Sykes et
al., 2010), seega ei saa ribosoomi biogeneesi n&ol olla tegemist ainult he Kindla ja
konserveerunud biogeneesi rajaga. Lisaks rRNA geenide transkriptsioonile ja korrektsele
assambleerumisele sisaldab ribosoomi biogenees ka rRNA nukloeltdtilist protsessimist ja

rRNA ja r-valkude modifitseerimist Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007).

1.2.2 rRNA protsessing

rRNA protsessimine on ensumaatiliste sindmuste kogum, milles osalevad erinevad nukleaasid
ja mille esimeses etapis konverteeritakse rRNA prekursor (pre-rRNA) véiksemateks: vaikese
ja suure subthiku eellas-rRNA-deks, mida omakorda Idigatakse parajaks, saavutades nendele
iseloomuliku ja funktsionaalselt korrektse pikkuse. Esmases rRNA transkriptis olevad
jarjestused, mis kilgnevad 16S ja 23S rRNAdega moodustavad pre-rRNA-s kaksikheeliksi
struktuuri, mille tunneb &ra ja I8ikab ribonukleaas 11l (RNaas I1), veel enne kui pre-RNA
transkriptsioon on I6pule joudnud (Bram et al., 1980). Siiski ei ole pre-rRNA RNaas Il1-e poolt
I6ikamine rakkude jaoks elutahtis protsess, sest E. coli tuvi, milles on RNaas Ill geenid
deleteeritud, on ikkagi eluvdimeline, sest rRNA ldigatakse lahti teiste nukleaaside poolt
(Srivastava & Schlessinger, 1990). Kogu rRNA pikkuste protsessimine on mitemete
restriktaaside jarjestikune t66, kus korrektse pikkusega rRNA molekulide saamiseks tuleb
eellasmolekulekulide 5° ja 3’ otstes olevaid lisanukleotiide eemaldada (fine-tuning). On teada,
et 16S rRNA puhul on fine-tuning olulisem kui 23S rRNA ja 5S puhul, kuna 16S rRNA 5’ ja
3’ otste lisanukleotiidid paarduvad omavahel ja selline sekundaarstruktuur takistab edasist

biogeneesi (Deutscher, 2009).

1.2.3 rRNA modifikatsioonid

Ribosoomide biogeneesi kdigus toimub rRNA standarsete ribonukleotiidide modifitseerimine.
Sellised modifikatsioonid on fulogeneetiliselt konserveerunud, mis néitab, et need rRNA
modifikatsioonid peavad olema tekkinud valgustinteesi aparaadi varases evolutsioonis. Kaks

pohilist rRNA modifikatsioonitulpi on pseudouridiseerimine ja nukleotiidi lammastikaluse voi
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riboosi metuleerimine (Decatur & Fournier, 2002). E. coli’s esineb 36 modifitseeritud rRNA
nukleosiidi: 16S rRNA sisaldab 11 modifikatsiooni ja 23S rRNA 25 modifikatsiooni (tabel 1).
E. coli 5S rRNAst ei ole modifitseeritud nukleosiide leitud.

Modifitseerimise viivad l&abi modifikatsiooniensutimid, mis peavad dra tundma substraadi(d) ja
katalliseerima vastava reaktsiooni. rRNA modifitseerimine ja tletldine ribosoomi biogenees,
koos r-valkude seondumisega on aarmiselt koordineeritud protsess. Kuna assembleerumise
kaigus satuvad paljud nukleotiidid suigavale ribosoomi struktuuri sisse ja sellega ei ole enam
modifikatsioonienstiimidele katte saadavad, siis esineb reaktsiooni toimumiseks védga vaike
ajaaken, seega peab olema enstim véga kiire. (Winkler, 1998). In vitro ja in vivo Kkatsete
vOrdlus néitab, et osad modifikatsioonienstiimid vajavad r-valkude kohalolekut (tabel 1). In
vitro katsete pdhjal on vdimalik ennustada rRNA struktuure, mille olemasolu on vajalik, et
modifiteerimine saaks toimuda, in vivo katsed vdimaldavad sedgitada, millises ribosoomi
biogeneesi vahepartiklis antud modifikatsioonid stnteesitakse. Bakterites on iga rRNA
modifitseeritud nukloeosiid modifitseeritud the konkreetse modifikatsiooniensutmi poolt,
seega peab ensliim omama nii kataluGtilist kui ka substraadi aratundmissaiti vastava substraadi
jaoks. Modifikatsioonienstiimid jagatakse kolme klassi: varased, keskmised ja hilised,
vastavalt sellele, millises assambleerumise etapis need eniimid oma modifikatsioonid
stinteesivad (Siibak & Remme, 2010).

Tabel 1. Modifitseeritud nukleosiidid Escherichia Coli rRNA-s (Ero R., 2012).
Positsioon  Modifikatsioon = Ensiim Ensttimi In vitro In vivo

alternatiivsed = substraat staadium

nimetused biogeneesis
16S rRNA

516 v RsuA YejD pre-30S varane,

keskmine
527 m7 G RsmG GidB 30S keskmine
966 m2 G RsmD YhhF 30S hiline
967 m5 C RsmB YhdB, Fmu, 16S rRNA varane

RrmB

1207 m2 G RsmC YjiT 30S hiline
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1402

1407
1498
1516
1518
1519

23S rRNA

745
746
747
955
1618

1835
1911
1915

1917
1939
1962
2030
2069

2251
2445
2449
2457
2498
2501
2503
2504

m4 Cm

m5 C
m3 U
m2 G
mé 2 A
mé 2 A

ml G

m5 U

mé6 A

m2 G

m3 ¥

m5 U

m5 C

mé A

m7 G

Gm

m2 G

Cm
ho 5C
m2 A

RsmH /
Rsml
RsmF
RsmE
RsmJ
RsmA
RsmA

RImA
RIUA
RImC
RIuC
RImF

RImG
RluD
RluD /
RImH
RluD
RImD
Riml
RImJ
RImKL

RImB
RImKL
RIJA
RIUE
RImM
RItA
RImN
RIluC

MraW / YraL

YebU
YggJ
YhiQ
KsgA
KsgA

RrmA, YebH
YabO
RumB, YbjF
YceC
YbiN

Ygjo
Yfil, SthB
Yfil, SthB /
YbeA
Yfil, SthB
RumA, YgcA
YccW
YhiR
YcbY

YjfH
YcbhbY

YmfC
YgdE

YfgB
YceC

14

30S

30S
30S
30S
30S
30S

23S rRNA
23S rRNA

23S rRNA
pre-50S

23S rRNA
50S
50S / 70S

50S
23S rRNA

23S rRNA
23S rRNA

23S rRNA

23S rRNA
23S rRNA

23S rRNA

juhuslik

hiline
hiline
hiline
hiline

hiline

varane
varane
varane
varane
varane,
keskmine
varane

hiline

hiline / vaga

hiline
hiline
keskmine
varane
varane
varane,
keskmine
keskmine

varane

varane

keskmine

varane

varane



2552 Um RImE RrmJ, FtsJ, 508, 70S hiline

MrsF
2580 b d RIluC YceC 23S rRNA varane
2604 b4 RIuF YjbC 23S rRNA, varane
50S
2605 ¥ RluB YciL 23S rRNA varane

Vaatamata modifitseeritud nukloeosiidide kdrgele konserveerumisele, on leitud, et enamik
modifikatsioone ei ole ribosoomi funktsioneerimiseks hédavajalikud, kuid nende deleteerimine
vahendab rakkude kohastumust, ehk siis enamik deleteeritud modifikatsiooniensiiimidega
rakke kull moodustavad funktsionaalseid ribosoome ning on vdimalised laboritingimustes
kasvama metsiktiibiga vordse kiirusega, kuid sellised rakud ei suuda konkureerida metsiktidipi
ribosoomidega rakkudega (Sergiev et al. 2006; Purta et al. 2008). In vitro katsed naitavad, et
peptidulltrasferaasreaktsioon, mida katallusivad mittemodifitseeritud rRNA-d on
ebaefektiivne (Green & Noller, 1999)

1.3 Valgustintees

Kui ribosoomi subihikute biogenees on edukalt I6puni joudnud, saab toimuda subuhikute
omavaheline assotsatsioon, ja subuhikud j&&vad teineteisega seotuks kuni valgustnteesi
terminatsioonini. Ribosoomi 70S initsiatsioonikompleksis on P-saidis initsiaator tRNA
paardunud mRNA initsiaatorkoodoniga ja A-sait on valmis siduma aminoatsutl-tRNA (Steitz,
2008; Wilson & Nierhaus, 2003). Valgusiinteesi initsiatsioon toimub mitmes etapis: i) mMRNA
seondub 30S subiihikuga; ii) initsiaator tRNA seondub 30S-mRNA kompleksiga (tekib 30S
initsiatsioonikompleks); iii) 50S subihik liitub 30S initsiatsioonikompleksiga. Kirjeldatud
protsesse vahendavad valgulised initsiatsioonifaktorid (IF). Prokartiootides esineb kolm
initsiatsioonifkatorit: IF1, IF2 ja IF3 (Laursen et al., 2005). Translatiooni initsiaatorkoodoniks
MRNA jéarjestusel on AUG.

Prokartiootides osalevad translatsiooni elongatsioonis jargmised faktorid: EF-Tu, EF-Ts ja
EF-G. Elongatsioonitsiikkel algab amnoatsiiil-tRNA (aa-tRNA) laadimisega A-saiti, milles
osalevad EF-Tu ja GTP. Aa-tRNA paigutatakse A saiti GTP hidrollusi energia arvel ja EF-
Tu-GDP kompleks vabaneb ribosoomilt. Peptiidsideme slintees toimub ribosoomi suure
subtihiku PTC keskuses: P-saidis asuvalt tRNA-It kantakse kasvav polupeptiid A-saidis
asuvale aminoatsiilrihmale. Jargneb translokatsioon, mille kdigus EF-G vahendab GTP
energia arvel A- ja P-saitides olevate tRNAde liikumist vastavalt P- ja E-saiti (Wilson &

Nierhaus, 2003). Uue aa-tRNA laadimisega A-saiti vabaneb E-saidis olev tRNA ja kirjeldatud
15



tsukkel kordub kuni mRNA stop koodoni (UAG, UAA v6i UGA) ilmumisega A-saiti.
Terminatsioonifaktorid RF1 ja RF2 tunnevad (ihe kolmest stop koodonist dra (RF1 tunneb
UAA, UAG ja RF2 tunneb ara UAA, UGA koodonid) (Youngman et al., 2007).
Terminatsioonifaktor RF3 kompleksis GTP voi GDPga (Pel et al, 1998) kataltitsib RF1 ja
RF2 vabanemist ribosoomilt. Parast translatsiooni terminatsiooni dissotsieerub 70S ribosoomi

sublihik vaiksemaks ja suuremaks subuhikuks (Steitz, 2008).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

1 T66 eesmark

Ribosoomide biogenees on vaga keeruline ja tdpne protsess, mis algab rRNA primaarse
transkripti sunteesi algusega ja I6ppeb funktsionaalsete subuhikute assotsiatsiooni ja
translatsiooni esimese tsiikliga. Looduses on Uheks esimeseks rRNA protsessimise etapiks
rRNA primaarsest transkriptist RNaaslll 16ikus, mille tagajarjel eemaldatakse 16S ja 23S
rRNA-de eelasmolekulid rRNA primaarsest transkriptist, et need edasi assambleerida vastavalt
funktsionaalseteks 30S ja 50S ribosomaalseteks subtihikuteks.

Kéesoleva bakalaureusettéd eesmargiks oli valja selgitada, kas alati thendatud sublhikutega
ribosoomides (Ribo-T ribosoomides) (Orelle et al,. 2015), kus subuhikud mitte kunagi 18plikult
ei dissotsieeru, esineb samas proportsioonis rRNA modifikatsioone, kui kontrollribosoomides.
Pistitati hipotees, et kuna ribosoomide subiihikute biogenees peab Uhendatud ribosoomide
(Ribo-T) puhul olema teistsugune kui tavapurastes ribosoomides, siis vBib eeldada, et ka rRNA
modifikatsioonimuster on muutunud.

Hipoteesi kontrollimiseks analliisiti kahe sarnase Ribo-T-d sisaldavat E. coli tive rRNA

modifikatsioonide mustrit ning vorreldi neid kontrolltuvega.
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2 Materjal ja metoodika

2.1 Plasmiidid ja E. coli tuved

Eksperimentides on kasutatud E. coli tive SQ171, millelt on deleteeritud kdik kromosomaalsed

rRNA geenid. Kontrolltiives on kasutatud pAMS55.2 plasmiidi, millelt ekspresseeritakse lambda

PL promootori alt rRNA geene rrnB operonis. Fast ja Slow tives ekspresseeritakse pRibo-T

plasmiidi, mis on pAM55.2 plasmidii derivaat ja sisaldab lambda faagi P promootori kontrolli
all Ribo-T rRNA geeni, mis konstrueeriti Orelle et al (2015) poolt.

Tave nimi Plasmiid = Viide tvele
kaesolevas
t60s

SQ171FG pRibo-T  “Fast”  tiivi,
sisaldab
genoomis
sontaanselt
tekkinud
mutatsioone
ribosomi
valgu S1
geenis

SQ171SG pRibo-T  “Slow”  tiivi
lisaks Ribo-T-
le ei sisalda
muutuseud
bakteri
genoomis

SQ171 PAMS55.2  “kontrolltiivi”
Sisaldab
plasmiidilt
kodeeritud
rrnB operoni

Genotuup (koigil
thvedel)

F-, A(rrsH-
aspU)794(::FRT), A-,
A(rrfG-
rrsG)791(::FRT),
A(rrfF-
rrsD)793(::FRT), rph-
1, A(rrsC-
trpT)795(::FRT),
A(rrsA-
rrfA)792(::FRT),
A(rrsB-
rrfB)790(::FRT),
A(rrsE-
rrfE)789(::FRT),
ptRNAG7, pKK3535

Allikas (koigil
thvedel)

Lahke kink
Alexander S.
Mankin’ilt
(Orelle et al.,
2015)

Kiiremakasvulisel Fast ehk SQ171FG ja aelgasema kasvuga Slow ehk SQ171SG tivel on

erinev gerenatsiooniaeg. Fast tlvi sisaldab spontaanselt tekkinud missense mutatsiooni rspA

geenis, mis kodeerib ribosoomi véikse subiihiku valku S1, mis kompenseerib rakkude

generatsiooniaja defekte (Orelle et al., 2015)
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2.2 SO66tmed

S66tme nimi Koostis Allikas
2xYT vedelstode 1,6% triptoon, 1% parmiekstrakt, 0,5% Sambrook ja
NaCl Russell, 2001

Luria-Betani (LB) agarstédde 1% triptoon, 0,5% pdarmiekstrakt, 0,5% Bertani, 1951
NacCl, 1,5% agar

Vedelsootmele lisati vastavalt bateritlive resistentsusmarkerile antibiootikumi ampitsilliin
(Amp) loppkontserntatsioonis 100 pg/ml. LB-Amp tardsootmele oli lisatud Amp
16ppkontsentratsioonis 200 pg/ml.

2.3 Puhvrid, enstiimid ja reagendid

Nimetus Koostis

Ladsipuhver (LP) 20mM Tris (pH=7,5), 100mM NH4CI, 10mM MgOAc, 16% (w/v)
sahharoos, 6mM B-merkaptoetanool

Lidsilahjenduspuhver  20mM Tris, 60mM KCI, 60mM NH4Cl, 12mM MgOAc, 6mM f-

(LLP) merkaptoetanool

RP-HPLC puhver A 10 mM NHsH2POg4, 2,5% metanool

RP-HPLC puhver B 10 mM NHsH2PQO4, 20% metanool

RP-HPLC puhver C 10 mM NHsH2POQO4, 35% atsetonitriil

TEN puhver 10 mM Tris-ClI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), 100 mM NaCl

TBE puhver 90 mM Tris-boraat, 2 mM EDTA

P1 nukleaas firmalt Sigma-Aldrich, FastAP termosensitiivne aluseline fosfataas enstiuim firmalt
Thermo Fisher Scientific, lusotstiim on firmalt AppliChem, Dnaas I firmalt Amresco, Brij 58

ja DOC firmalt Sigma-Aldrich.

2.4 Ribosoomipartiklite lahutamine ja kogumine

Ké&esolevas to0s tehti neli korduskatset: kahel juhul kasvatati rakud statsionaarsesse faasi ning
kahel juhul optilise tiheduseni ODggo =~ 0,8 — 1,0.
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E. coli rakud kilvati LB-Amp tardso6tmele ning inkubeeriti +37°C juures inkubaatoris kuni
kolooniate ilmumiseni. LB-Amp tards66tmelt inokuleeriti (ks koloonia 2 ml 2xYT
vedelsootmesse (Amp I8ppkontsetratsioon 100 pg/ml) ning rakke inkubeeriti loksutis +37°C
juures (rpm 180) kuni ODegoo ~ 0,8. Nendest kultuuridest valmistati 10x lahjendus 20 ml 2xYT
vedelsootmesse (Amp IGppkontsetratsioon 100 pg/ml) ja kasvatati kuni ODeoo ~ 0,8,
Rakukultuurist ~ tehti uus 20x lahjendus 100 ml-sse 2xYT vedelsdotmesse (Amp
I6ppkontsetratsioon 100 ug/ml) ning kultuurid kasvatati kas kuni ODesoo =~ 0,8 — 1,0 Vi jaeti
rakud kasvama (ile60. Vahelahjenduste kaigus oli oluline hoida rakud log-faasis, sest Ribo-T
rakkudel on probleeme statsionaarsest faasist uuesti kasvama hakkamisel. Rakud koguti
tsentrifuugimise teel 5000 rmp 10 minutit, +4°C juures (tsentrifuug RC-5B, rootor GSA),
misjarel s6ode eemaldati rakusademelt.

Rakud resuspendeeriti 1 ml-s lutsipuhvris (LP) ning hoiti 10 minutit jaal koos lisotstudmi
(Ibppkontsentratsioon 2 mg/ml) ja DNaas I-ga (I6ppkontsentratsioon 25 U/ml).
Lausiefektiivsuse tdstmiseks tehti rakkudele detergenditdotlus (Brij 58 0,5% ja DOC 0,8%) 30
minutit jaal, parast mida rakud lusiti mehaaniliselt 0,5 ml klaaskuulidega (diameeter 0,1mm)
Precellys 24 homogenisaatoril (3X1 minut 6000 rpm, +4°C). Membraan-kromosomaalne
kompleks ning klaaskuulid sadestati Heraeus fresco lauatsentrifuugis 13k rpm 15 minultit.
Supernatant eraldati uude tuubi ning lUsaatide nukleiinhappe kogus maarati optilise tiheduse

kaudu lainepikkusel 260 nm, kasutades Thermo Fisheri NanoDrop spektrofotomeetrit.

Ribosoomi partiklite lahutamiseks rakulusaadist kasutati ultratsentrifuugimist 1&bi sahharoosi
gradiendi. Sahharoosi kontsentratsioon gradiendis muutus lineaarselt 15%-30%-ni.
Gradientidele kanti 50U LLP-ga lahjendatud rakullsaati ning ultratsentrifuugiti 17 tundi ja 30
minutit kiirusel 20700 rpm (0’ = 3,3x10*rad-s™), temperatuuril +4°C, kasutades Beckman
Coultier L-90K ultratsentrifuugi (rootor SW-28). Ribosoomi fraktsioonide visualiseerimiseks
ja kogumiseks kasutati GE Healthcare Monitor UVis-920 labivoolu-spektrofotomeetrit,
Pharmacia Biotech peristaatiliset pumpa ja LKB Bromma 2210 recorder isekirjutajat.

Sahharoosigradientidest koguti ribosoomi fraktsioonid.

Fraktsioneeritud ribosoomide partiklid sadestati 70% IGppkontsentratsiooniga etanoolis -20°C
juures 20 minutit ning tsentrifuugimise teel Hettich Rotina 420R tsentrifuugis 4500 rpm 60
minutit, +4°C. Ribosoomisademelt eemaldati supernatant ning ribosoomipartiklid

suspendeeridi 400 mikroliitris TEN puhvris.
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2.5 Ribosoomaalse RNA puhastamine ja analuls

Kogutud fraktsioonidest vdeti 1ug ribosoomaalseid partikleid, lisati geelile laadimise puhvrit
(I6ppkontsentratsioon 1x) ning SDS’i (1dppkontsentratsioon 0,5%) ja segati intensiivselt ning
fragmendid lahutati geelelektroforeesiga 1,5% agaroosgeelil 150V juures. RNA visualiseeriti
puhvris sisalduva etiidiumbromiidiga UV-valguses.

Ribosoomidest rRNA puhastamiseks fenool-kloroformtodluse meetodil voeti 10 U
ribosomaalseid partikleid ja lisati valkude denatureerimiseks vérdne maht fenooli (pH 5,0) ja
segati intensiivselt. Segu tsentrifuugiti faaside lahutamiseks toatemperatuuril ning vesifaas
eraldati uude tuubi. Protsessi korrati kolm korda. Peale viimast fenooltootlust, lisati vesifaasile
vOrdne maht kloroformi, et eemaldada lahusest fenool, segati intensiivselt ning faasid lahutati
tsentrifugaaljou toimel. Valguvaba rRNA sadestati 70% I8ppkontsentratsiooniga etanoolis 20
minutit -20°C ning tsentriguufides 13k rpm 20 minutit +4°C. rRNA sade kuivatati +37°C juures
10 minutit ja resuspendeeriti 100 mikroliitris MQ vees. Saadud proovide RNA kontsentratsioon
mddodeti spektrofotomeetriga A260.

2.5.1 rRNA hudroluts nukleosiidiseks

2U rRNA-le, lisati ZnSO4 (I6ppkontsentratsioon 0,6mM), P1 nukleaasi (I6ppkontsentratsioon
20 U/ml). Reaktsioonisegu I6ppruumala viidi 100 ul-ni ja reaktsioonisegu inkubeeriti 17h,
+37°C. P1 hudroluisil tekkinud nukleotiididelt eemaldati fosfaatrihmad FastAP aluselise
fosfataasiga 3h +37°C (ensulimi I8ppkontsentratsioon 8U/ml, vastavalt tootjapoolstele

tingimustele), reaktsioonisegu I6ppruumalas 120ul.

rRNA nukleosiidne koostis maarati RP-HPLC anallusil, mis viidi labi vastavalt Gehrke ja Kuo
poolt esitatud tingimustele (Gehrke & Kuo, 1989). Nukleosiidide lahutamiseks kasutati
Supelcosil LC-18-S HPLC kolonni (25 cm x 4.6 mm, 5 pum) koos eelkolonniga (4.6 mm x 20
mm) 30°C juures masinal SHIMADZU Prominence. Nukleosiidide lahutamiseks kasutati
ulalkirjeldatud puhvreid A, B ja C jargmistel tingimustel (Siibak & Remme, 2010):
voolukiirus 1,0 ml/min

1) 100% puhver A, 12 minutit

2) uleminek 10%-le puhver B-le 8 minutiga

3) uleminek 25% puhver B-le 4 minutiga

4) uleminek 100% puhver B-le 9 minutiga

5) 0%-100% puhver C-le 35 minutiga, hoides 100% puhver C-d 10 minutit

6) tasakaalustamine 100% puhver A-ga 30 minutit.
Nukleosiidide optiline neelduvus mdddeti OD260 ja 280 nm juures ja peak’ide pindalad

integreeriti arvutiprogrammis Shimadzu LCsolution.
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Tulemused normaliseeriti kdikide tiivede standardnukleosiidide jargi kontrolltiive vastu. RiboT

modifitseeritud nukleosiidide mustrit vorreldi kontrolltiivede modifikatsioonimustri vastu.

3 Tulemused ja arutelu

3.1 Ribosoomopartiklite lahutamine sahharoosigradiendis

Seotud ribosoomide rRNA-de anallusimiseks kasutati E. coli bakteritiivesid SQ171FG ja
SQ171SG milles puuduvad kromosomaalsed rRNA operonid ja milles ekspresseeritakse
konstitutiivse PL promootori alt Ghendatud Ribo-T rRNA-d. Kontrollina kasutati samas tuives
plasmiidi pAMS55.2 poolt ekspresseritud rrnB rRNA operoni. Rakke kasvatati, ltusiti ja
lusaadid ultratsentrifuugiti ribosoomide puhastamiseks ning ribsoomiprofiilide analiitisimiseks
sahharoosi gradiendis nagu kirjeldatud meetodite osas. Erinevad gradiendifraktsioonid (70S,
50S, 30S voi F1/S1, F2/S2, F3/S3) koguti analliisimiseks nagu néidatud joonisel 5. Ribo-T
plasmiidi kandvates tlivedes nditavad gradiendiprofiilid selgelt, et rakkudes puuduvad vabad
30S ja 50S ribosomaalsed subuhikud (Joonis 5 B ja C), mis on selgelt eriatatavad
kontrollribosoomide profiilidel (Joonis 5 A). Antud tulemus on heas kooskdlas Orelle et al
(2015) kirjeldatud fenotliubiga, kelle andemtel Ribo-T rRNA-d ekspresseerivates rakkudes on
ribosoomid alati Uhendatud. Kontrolltiives on n&ha nii 70S ribosoomid, kui ka vabad 50S ja
30S subuhikud (joonis 5 A). Samas on gradiendiprofiilides selgelt naha, et vorrelduna
kontrolltiive 70S peak’ga, on Ribo-T 70S piigid oluliselt laiemad, mis viitab sellele, et tegemist
on ribosoomipartiklite heterogeense populatsiooniga. Selline heterogeensus vihjab, et
ribosoomide biogenees ei ole korrektne. Samuti on gradiendis eristatav lisa peak piirkonnas,
kus kontrollribosoomide puhul asub 30S ribosomaalne partikkel. VV8ib spekuleerida, et Ribo-T
ribosoomide vahelist linkerit hiidroltsib méni nukleaas, mis eraldab vaikese effektiivsusega
50S ja 30S subuhikud. Ehkki Ribo-T gradiendiprofiilidelt (joonis 5 B ja C) ei ole vdimalik
eristada vaba 50S ribosomaalset piiki, ei saa kindlalt véita, et seda ei eksisteeri, kuna piik vdib

jaada laia heterogeense Ribo-T ribosoomide populatsiooni varju.
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70S

A260 A A260 A A260 A
F1 F2 S1 S2

50S

30S

F3 S3

>
15 % sahharoos 30% 15 % sahharoos 30% 15 % sahharoos 30%

Joonis 5. SQ171 bakteritlve ribosoomiprofiilid. 50U rakuliisaati kanti 15%-30% sahharoosi-
gradiendile ja tsentrifuugiti 17 tundi ja 30 minutit kiirusel 20700 rpm (w? = 3,3x10rad-s?).

A. Kontrolltlive ribosoomipartiklid sahharoosigradiendis, naidatud on 70S, 50S ja 30S fraktsioonid.
B. Fast tiive ribosoomipartiklid sahharoosigradiendis, F1 ja F2 téhistavad Ribo-T 70S ribosoome ja on
poolitatud punktiirjoonega tinglikult kohast, kust jagati ribosoomide populatsioon analiiiisimse jaoks
pooleks. F3 tahistab Ribo-T esprasseerimisel piiki, mis sedimenteerub wt 30S subdiihikute piirkonnas.
C. Slow tiive ribosoomipartiklid sahharoosigradiendis, S1 ja S2 tahistavad Ribo-T 70S ribosoome ja
on poolitatud punktiirjoonega tinglikult kohast, kust jagati ribosoomide populatsioon analliiisimse
jaoks pooleks. S3 téhistab Ribo-T esprasseerimisel piiki, mis sedimenteerub wt 30S subihikute

3.2 rRNA eraldamine fenool-kloroformttotlusega ja tulemuste kontroll agaroosgeelil
Sahharoosigradiendist koguti erinevad ribosoomipariklid (joonis 5). Selgitamaks, millise
suurusega rRNA-sid sisaldavad erinavad ribosoomi partiklid, lahutati rRNA geelelektroforeesil
1,5% agaroosgeelil. Oodatult sisaldab kontroll 70S ribosomaalne partikkel kahte rRNA-d, mis
liiguvad vastavalt 23S ja 16S rRNA liikumise piirkonnas (joonis 6, rada 7). Kontroll 30S ja 50S
ribosomaalsed partiklid sisaldavad enamuses vastavalt 16S ja 23S rRNA-d (joonis 6, rajad 8 ja
9). Vabade subtihikute puhul v6ib taheldada rRNA lagunemist, millele viitavad rRNA voddi all
olevad hajusad voddid (joonis 6, rajad 8, 9), mis puuduvad 70S rajal (joonis 6, rada 7).

Ribo-T ribosoome sisaldavad Fast ja Slow tivedest kogutud ribosoomipartiklites esineb
tsentrifugaaljou toimel kaugemale litkunud 70S fraktsioonides (F1 ja S1) suur rRNA v66t, mille
suurus viitab sellele, et tegemist on oluliselt pikema rRNA molekuliga, kui tavaline 23S rRNA.
Tulemus viitab Uheselt, etsahharoosi gradiendi selles piirkonnas on kokkuliidetud 16S-23S
rRNA konstruktid (joonis 6 rajad 1 ja 4). Samas Fast ja Slow tlvede 70S véiksema
sedimentatsioonikoefitsiendiga fraktsioon (F2 ja S2) sisaldavad rRNA v6d6di all hajusaid voote
(joonis 6 rajad 3 ja 5), mis viitavad rRNA lagunemisele. Tlvede Fast ja Slow kolmas fraktsioon,
mis asub gradiendiprofiilil kontrolltive 30S piirkonnas, sisaldab rRNA va6ti kontrolltiive 16S
piirkonnas ning hajusaid voote rRNA voodi all (joonis 6 rajad 3 ja 6), mis samuti viitab rRNA

lagundamisele antud tlivedes.
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16S rRNA piirkonnale vastav voot agaroosgeelil Fast ja Slow tlivede kolmandas fraktsioonis
osutab nii nagu ka gradiendiprofiilid, et Ribo-T ribosoome koos hoidvat linkerit
hidroliusitakse méne nukleaasi poolt. Hajusad voodid Fast ja Slow tlivede teises ning
kolmandas (F2/S2 ja F3/S3) fraktsioonis viitavad rRNA lagproduktidele, mis vaib olla tingitud
sellest, et kuna rRNA geenid on konstitutiivse promootori kontrolli all ja rRNA slintees toimub
kogu aeg ning seetdttu ei assambleeru kdik rRNA-d 18puni valmis ribosoomi partikliteks, vaid
lagundatakse nukleaaside poolt.

F1 F2 F3 S1 S2 S3 70S 50S 30S

Joonis 6. rRNA molekulide lahutamine 1,5% agaroosgeelis. Uleval on naidatud radade numbrid. All
vasakult paremale on ndidatud Fast tiive kolm fraktsiooni (F1-F3), siis Slow tuve kolm fraktsiooni (S1-
S3) ning seejarel kontrolltive kolm fraktsiooni (70S, 50S ja 30S).

3.3 Modifiteeritud nukloesiidide detekteerimine RP-HPLC analusil

Ribo-T plasmiidilt transkribeeritava alati ihendatud rRNA modifikatsioonimustri vordlemiseks
kontroll rRNA modifikatsioonimustriga kasutati RP-HPLC analiilisi nagu on Kkirjeldatud
meetodites.

Statsionaarse ja eksponensiaalse kasvufaasi rakkudest puhastatud rRNA-sid anallusiti eraldi.
Samuti analliisiti eraldi heterogeenset Ribo-T 70S populatsiooni, et tuvastada, kas erinavate

partiklite modifikatsioonimuster on erinev.

Modifikatsioonide vordlus Fast ja Slow tiivede ja kontrolltiive vahel: (joonised 7-10)

Pseudouridiini (W) suhe kahe vGrreldud tivede vahel ei ole mérkimisvaarselt muutunud
theski katses, veapiirides voib olla tingitud selllest, et ¥ on levinuim rRNA modifikatsioon
ning nende arv ei ole kdikides rakkudes tihesugune.
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m5C esinemissageduse erinevus vorreldes kontrolltiivega on logaritmilises faasis Fast ja Slow
tive puhul samasugune. Esimeses kogutud fraktsioonis on m5C-d veidi vahem Kui
kontrolltiives, kuid teises fraktsioonis on m5C esinemine véhenenud kolmandiku vorra
vorreldes kontrolltlivega. Statsionaarses faasis on Slow tiive puhul esinemissagedus sarnane
log faasiga, kuid Fast tiives on modifikatsioone mdlemas fraktsioonis rohkem.

Cm puhul on mdlemas kasvufaasis kdikide tiivede esimene fraktsioon vorreldav kontrolltive-
ga, ehk modifikatsioonid pole védhenenud, kui teised fraktsioonid sisaldavad antud
modifikatsiooni umbes 20% vahem kontrolltivest, vélja arvatud Fast tivi statsionaarses
faasis.

m7G esineb statsionaarses faasis mélema tlive puhul samas mahus, mis kontolltives, kuid
logaritmilises faasis esimene fraktsioon on kull kontrolltiivega samas mahus, kui teises
fraktsioonis esineb antud modifikatsiooni umbes 10% vahem Fast tlives ja 20% védhem Slow
tuves.

m5U esinemine on veidi vdhenenud mdélemas kasvufaasis Fast ja Slow tlivedes, veapiire
arvestades enam vahem sams mahus mdélemas fraktsioonis, suunaga vahenemise poole teises
fraktsioonis.

Um esinemine on Fast ja Slow tlivedes erinev soltuvalt tivest ja kasvufaasist. Kaikide tlivede
kdikides kasvufaasides on esimene fraktsioon veidi vahenenud vorreldes kontrolltiivega valja
arvatud Slow tives statsionaarses faasis, kus modifikatsiooni esinemine on vahenenud poole
vorra. Koikide tivede koikides kasvufaasides on teises fraktsioonis esinevad modifikatsioonis
umbes poole vdrra vahenenud vorreldes esimese fraktsiooniga. Antud modifikatsiooni
vahenemist saab seletada sellega, et Um on 70S ribosoomi hiline modifikatsioon (tabel 1) ja
kuna Ribo-T ribosoomi biogenees kulgeb ilmselt alternatiivset rada pidi, siis ei ole ka antud
modifikatsioonide esinemine vdrreldav kontrolltiivega.

m3U modifikatsiooni esinemine on véga erinev soltuvalt kasvufaasist. Logaritmilises faasis
on nii Fast kui ka Slow tuve esimeses fraktsioonis modifikatsioon vahenenud umbes
kolmandiku vdrra vBrreldes kontrolltlivega, kuid teises fraktsioonis on Fast tlives vahem
kdnealust modifikatsiooni kui Slow tiive teises fraktsioonis. Teistsugune pilt on statsionaarses
faasis, kus Fast tlve esimene fraktsioon on vorreldav kontrolltiivega ning teises fraktsioonis
on modifikatsioone kolmandiku vorra vahem, kuid Slow tive teine peak on poole vorra
suurem kui kontrolltiives ning see tulemus kordub mdlemas katses. Slow tlive esimene
fraktsioon statsionaarses faasis on vorreldav kontrolltivega. m3U on ribosoomi véikese
subthiku hiline modifikatsioon (tabel 1).

m4Cm esinemissagedus statsionaarses faasis on veapiire arvesse vottes sarnane

kontrolltiivega, kuid logaritmilises faasis on kdnealune modifikatsioon esindatud poole
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vahem. Seda vdib seletada antud modifikatsiooni esinemisega Ribo-T linkeri piirkonnas 16S
rRNA heeliks 44 juures (Lisa 2), mis naitab, et kasvufaasis on antud modifikatsiooni
tegemine raskendatud, hiljem modifikatsioonimuster taastub.

Gm ja m1G paistavad olevat modifikatsioonid, mis ei sdltu erinevatest tiivedest ega
kasvufaasidest. Modifikatsiooni kdrgem esinemine kontrollttive suhtes vdib olla tingitud
sellest, et antud modifikatsioone ei tehta 100% kontrollttves.

m2G esinemine on enam vahem sarnane kdikdies tiivedes kdikides kasvufaasides, olles veidi
véhenenud rohkem log faasis ning teisena kogutud fraktsioonides. Logaritmilises faasis
esinev modifikatsioonide véhenemine vGib olla tingitud sellest, et m2G asub Ribo-T linkeri
piirkonnas 16S rRNA 3’ otsa ldhedal (Lisa 2.) ning logaritmilises faasis ei pruugi vastav
aratundmissait olla modifikatsiooniensulimile kattesaadav. Statsionaarses faasis
modifikatsioonimuster taastub.

mM2A puhul on néha, et Fast tiivi ei erine kontrolltiivest, kuid Slow tiive puhul statsionaarses
faasis esimeses fraktsioonis modifikatsioone umbes 20% véahem ja teises fraktsioonis umbes
50% véhem, samas kui logaritmilises faasis on modifikatsioonide esinemine erinevates
fraktsioonides vastavalt umbes 10% ja 20% véhem.

MG6A paistab olevat modifikatsioon, mis ei sdltu erinevatest tuvedest ega kasvufaasidest.
Modifikatsiooni kdrgem esinemine kontrolltiive suhtes v@ib olla tingitud sellest, et antud
modifikatsiooni ei tehta 100% kontrolltives.

mM62A esineb logaritmilises faasis Fast tlive esimes fraktsioonis veidi vahem kui kontrolltiives
ja teises fraktsioonis umbes poole vdrra vahem kui kontrolltiives. Statsionaarses faasis esineb
Fast tive esimene fraktsioon v@rreldavana kontrolltiivega ja teine fraktsioonis on
modifikatsioon vahenenud umbes 20%. Slow tlive puhul on esinev modifikatsioon mdlemas
kasvufaasis esimeses fraktsioonis veidi véhenenud vdrreldes kontrolltiivega ja teises
fraktsioonis on antud modifikatsiooni umbes poole véhem kui kontrolltiives. Konealuse
modifikatsiooni taseme langus vdib olla tingutud selles, et m62A asub Ribo-T linkeri
piirkonnas 16S rRNA 3’ otsa laheduses (Lisa 2) ning vastav &ratundmissait ei pruugi olla
modifikatsiooniensutmile nii hasti kattesaadav kui kontrolltiives. Samuti on m62A ribosoomi
vaikese subuhiku hiline modifikatsioon (tabel 1), mis viitab sellele, et ribosoomi biogenees

kulgeb alternatsiivset rada pidi ja antud modifikatsioone ei tehta nii palju kui kontrolltiives.

Joonistelt 7-10 on ndha, et Fast ja Slow tlivede modifikatsioonimuster erineb kontrolltiive
rakkudest. L&htudes ké&esoleva t60 kirjanduse Ulevaates toodud tabelist 1, siis on eelkdige
vahenenud ribosoomi subihikute biogoneesil hiliselt esinevad modifikatsioonid ning need

modifikatsioonid, mis jadvad Ribo-T konstruktis 23S rRNA osa “taha” (lisa 1, lisa 2). Kuna ka
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kirjanduses on naidatud, et kdik normaalsetes ribosoomides esinevad modifikatsioonid ei ole
hadavajalikud E. Coli ribosoomide funktsioneerimiseks, siis kdesolev t66 kinnitab esialgsetele
tulemustele tugenedes, et vahenenud rRNA modifikatsioonide puhul on rakud eluv@imelised.

Kéesolevas t60s analuusitud tivedel, mille rRNA modifikatsioonimuster erineb normaalsete
ribosoomide rRNA-st on védga tugev kasvudefekt, eriti raske on kdnealuste tlvede véljatulek
statsionaarsest faasist uude logaritmilisse faasi ning see ei saa olla tingitud rRNA
modifikatsioonide muutusest. V8ib oletada, et Ribo-T ribosoomide puhul on mingi ribosoomi
biogeneesi etapp oluliselt hairitud ja sellele jalile saamiseks vGime otsida vihjeid rRNA

modifikatsioonimustri muutusest.

1,6 Logaritmiline faas

Joonis 7. Fast tiive modifikatsioonimuster logaritmilises kasvufaasis. Siniste tulpadena on néidatud
Ribo-T “Fast” tiive esimese peak’i modifikatsioonide suhe vdrrelduna kontrolltiivega, oranziga vastavalt
sama tuve teise peak’i modifikatsioonid. Musta vertikaaljoonega on toodud kahe katseparalleeli
veapiirid.
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1,6 Logaritmiline faas

H Slowl

Slow?2

m5C

Cm
m7G
m5U

Gm
mlG
m2G

Um
m3U
m4Cm
m2A
m6A
m62A

Joonis 8. Slow tiive modifikatsioonimuster logaritmilises kasvufaasis. Roheliste tulpadena on
ndidatud Ribo-T “Slow” tiive esimese peak’i modifikatsioonide suhe vdrrelduna kontrolltiivega,
punasega vastavalt sama tlve teise peak’i modifikatsioonid. Musta vertikaaljoonega on toodud kahe
katseparalleeli veapiirid.

1,6 Statsionaarne faas
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Joonis 9. Fast tiive modifikatsioonimuster statsionaarses kasvufaasis. Siniste tulpadena on néidatud
Ribo-T “Fast” tiive esimese peak’i modifikatsioonide suhe vdrrelduna kontrolltiivega, oranziga vastavalt
sama tlive teise peak’i modifikatsioonid. Musta vertikaaljoonega on toodud kahe katseparalleeli
veapiirid.
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1,6 Statsionaarne faas
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Joonis 10. Slow tive modifikatsioonimuster statsionaarses kasvufaasis. Siniste tulpadena on
nédidatud Ribo-T “Slow” tiive esimese peak’i modifikatsioonide suhe vdrrelduna kontrolltiivega,
oranZiga vastavalt sama tiive teise peak’i modifikatsioonid. Musta vertikaaljoonega on toodud kahe
katseparalleeli veapiirid.
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva t60 eesmérgiks oli valja selgitada, kas Ribo-T ribosoomides esineb samas
proportsioonis rRNA modifikatsioone kui kontrollribosoomides.

Modifikatsioonimuster Ribo-T ribosoomides erineb kontrolltiivest, kusjuures véhenenud on
modifikatsioonid, mis on varasemalt Kirjanduses nédidatud esinevat ribosoomi biogneesi hilises

osas eraldatud partiklites.

Kéesoleva t60 raames kogutud tulemuste pdhjal voib jareldada, et Ribo-T ribosoomides on
puudu mitmed modifikatsioonid, mis jadvad 16S rRNA piirkonda, millesse tehti muudatused,
kui loodi seotud ribosoomi rRNA konstrukt. See viitab asjaolule, et ribosoomi Ghendamise
piirkonnas on piisavalt suured muutused ribosoomi struktuuris, et modifikatsiooniensttumid ei
ole vbimelised modifikatsioone slinteesima.. Samuti on rRNA-dest puudu mdned hilised
modifikatsioonid. Hiliste modifikatsioonide puudumise p&hjusena vdib spekuleerida, et Ribo-
T ribosoomide biogenees ei joua sellisesse faasi, kus viimased modifikatsioonid sunteesitakse.
Modifikatsioonide puudumine vdib olla pdhjustatud sellest, et niimoodi kokku pandud rRNA,

ei oma korrektset aratundmissaiti, mida tunneks ara modifikatsiooni eest vastutav ensiiiim.
Normaalsest erineva modifikatsioonimustri analiilis saab tulevikus anda vihjeid selle kohta,

mismoodi selliste ribosoomide biognees vdiks toimuda ja mis on tegelikud takistused

normaalse fenotllbi saavutamisel.
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rRNA modifications in ribosomes with tethered subunits in Escherichia coli cells
Ermo Leuska

SUMMARY

Ribosome is ribunucleoprotein complex that is responsible for translation in all organisms
across the different domains on life. Escherichia coli is one of the most common organisms for
studying ribosomes and protein synthesis. Ribosomes translate the information encoded in
MRNA nucleotide sequence into amino acid sequence of proteins. In all organisms found so
far, the functional ribosome consists of two unequal subunits, which have different functions in
protein translation (Tissieres & Watson 1958). Small ribosomal subunit is responsible for
MRNA decoding and large subunit is responsible for catalysis of peptide bond. Subunits are
formed of ribosomal RNA (rRNA) and ribosomal proteins (r-proteins), while RNA forms the
peptidyl transferase center making ribosome the ribozyme.

rRNA structure and modifications are very conserved in different organisms, although most of
the modifications are not essential for ribosome functioning (Sergiev et al. 2006; Purta et al.
2008b). Modification can be divided into three groups based on their time of occurrence in vivo:
early, intermediate and late modifications (Siibak & Remme 2010).

Recenly, a ribsome with tethered subunits was constructed by Orelle et al (2015). In this
ribosome (called Ribo-T), the subunits never dissociate after the translation termination, but the

cells carrying Ribo-T ribosomes are viable although the cell generation times are prolonged.

Aim of this thesis was to compare the rRNA modification pattern in ribosomes with tethered
subunits to the control ribosomes. In the experimental part of the thesys we analyzed three
different E. coli strains, one control strain and two strains with Ribo-T ribosomes exhibiting

slightly different generation times.

Differences in ribosomal gradient profiles, gel-electrophoresis and and RP-HPLC analysis
revealed that the modification pattern in Ribo-T ribosomes compared to control ribosomes were
different. Reveral modifications were underrepresented in Ribo-T rRNA. The underrepresented
modification were either located near Ribo-T linker area or the modifications are known to be
late in ribosome biogenesis. The information shows that the modification enzymes that carry
out these modifications can’t access their substrates because due to the different conformation

of rRNA.
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LISAD

Lisal
Ribo-T struktuur (joonised Orelle et al., 2015)

a. Lineaarne pre-rRNA mudel: vasakul on nédidatud metsiktiupi pre-rRNA ja paremal ribo-T
konstrukt, kus 23S rRNA on pandud 16S vahele.

2804 ~. C_~1 CP2861 233

b. E. coli rRNA sekundaarstruktuuri mudel: vasakul on néidatud vabalt esinevate 16S ja 23S
rRNA molekulide sekundaarstruktruur, paremal ribo-T konstrukt, kus rRNA on RNA-RNA
sillaga alaliselt thendatud 16S rRNA heeliks 44 ja 23S rRNA heeliks101 kaudu.
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c. vasakul: 3D ribo-T mudel: 16S rRNA kollane, 30S valgud oranz, 23S rRNA sinine, 50S
valgud (cyan), tRNA P-saidis (oliiv), mRNA (oranz), konnektor 23S 5’ ja 3’otste vahel
(roheline), linkerid T1 ja T2 (punane)

paremal: ribo-T avatud kui raamat, ribosoomi valgud ei ole ndidatud, 16S rRNA heeliks 44
(oranz), 23S rRNA heeliks 101 (sinine), linkerid T1 ja T2 (punane)

Lisa 2
16S rRNA piirkond, kuhu kinnitub Ribo-T puhul 23S rRNA (1453-1454 nt vahele) ja selle

laheduses esinevad modifitseeritud nukloesiidid. - I T
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