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KASUTATUD LUHENDID
Amp - ampitsilliin

Brij 58 - poliioksiietiileen(20)palmitraat
bp — aluspaar (base pair)

DOC — naatriumdeoksiikolaat

dNTP — desoksiinukleosiidtrifosfaat
EDTA — etiileendiamiintetraatsetaat

FRT — Flp-rekombinaasi sihtmaérk jérjestus (Flp recombination target)
Km — kanamiitsiin

LLP — liitisilahjenduspuhver

MOPS — 3-morfolinopropaansulfoonhape
nt — nukleotiid

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon

PTC — peptidiiiiltransferaasne tsenter
rRNA — ribosomaalne ribonukleiinhape
TBE — TrisHCI-boorhape-EDTA

U — tihik (Unit)

wt — metsiktiitip (wild type)



SISSEJUHATUS

Ribosoom on ribosomaalsetest valkudest ja RNAst koosnev ribonukleoproteiinosake, mis
teostab rakkudes valgusiinteesi. Escherichia coli on iiks enamlevinud mudelorganisme
ribosoomi struktuuri ja funktsiooni uurimisel. E. coli ribosoom koosneb 5S, 16S ja 23S

ribosomaalsetest RNAdest ja 54 ribosoomi valgust.

Prokartiootne 23S rRNA sisaldab seitset domeeni. Domeenis V paikneb
peptitiiiiltransferaasne tsenter, mis on oluline aminohapetevaheliseks peptiidsideme
stinteesiks. 23S rRNA sisaldab ka modifitseeritud nukleotiide — pseudouridiine ja

metiilatsioone, millest paljud asuvad peptidiiiiltransferaasse piirkonna vahetus ldhetuses.

Peaaegu 20 aastat tagasi avaldasid Rachel Green ja Harry Noller t66, milles viitsid 23S rRNA
domeenis V olevat 80 nukleotiidse piirkonna, mis on in vitro ribosoomi funktsionaalsuse
jaoks héadavajalik. See piirkond paikneb domeeni V tsentraalses lingus, kus asuvad enamus
domeeni V modifikatsioone (Green ja Noller, 1996). Modifikatsioonide olemasolu
erinevateks pohjendusteks on peetud olulisust ribosoomi assambleerimisel, valgusiinteesis ja

tundlikkuse vihendamisel antibiootikumidele.

Kéesoleva t606 kirjanduslikus osas antakse liihiiilevaade 23S rRNA domeenidest, domeenis V
paiknevatest modifikatsioonidest ning nende seni avastatud funktsioonidest.

T66 eksperimentaalses osas konstrueeritakse Escherichia coli mutanttiivesid, milles puudub
erinevates kombinatsioonides domeeni V modifikatsioone. Seejérel analiilisitakse

konstrueeritud tiivede ribosomaalset profiili ning fenotiilipe erinevatel temperatuuridel.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1 Ribosoomi iildine iseloomustus

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud ensiitimid, mis tdlgivad geneetilise info
funktsionaalseteks valkudeks. Koik ribosoomid koosnevad ribosomaalsest RNAst (rRNA) ja
ribosoomi valkudest (r-valgud). Bakteriaalse ribosoomi RNA ja valgu suhe on 2:1 ehk rRNA
moodustab umbes kaks kolmandikku ribosoomist (Melnikov et al., 2012; Wilson ja Nierhaus,
2007). Prokariiootne ribosoom koosneb kahest erineva suurusega alaiihikust: viike 30S
alatihik ja suur 50S alaiihik. Suure ja véikese alaiihiku assotsieerumisel tekib 2.3 MDa
bakteriaalne ribosoom ehk 70S partikkel. Subiihikute assotsieerumisel on olulised 12
subiihikutevahelist silda, mis moodustuvad RNA-RNA, RNA-valk vai valk-valk
interaktsioonidena (Gao et al., 2003; Yusupov et al., 2001).

Escherichia coli on iiks peamisi mudelorganisme ribosoomi struktuuri ja funktsiooni
uurimisel. E. coli ribosoom koosneb kolmest erinevast rRNA molekulist ja 54 ribosoomi
valgust. Suur subiihik koosneb omakorda 23S rRNAst ja 5S rRNAst ning 33 r-valgust (L1-
L.36) ja viike subiihik koosneb 16S rRNAst ning 21 r-valgust (S1-S21) (Melnikov et al.,
2012; Wittmann, 1982). Terve ribosoom sisaldab kolme tRNA seondumispaika. Nendeks on
aminoatsiiiil-tRNA piirkond (A-site), peptidiiiil-tRNA piirkond (P-site) ja exit-tRNA piirkond
(E-site) (Selmer et al., 2006). Ribosoomi suur subiihik sisaldab peptidiiiiltransferaasset
tsentrit, mis koosneb valdavalt 23S rRNAst. 23S rRNA kataliiiisib peptiidsidemete siinteesi
aminohapete vahel ning seega voib 23S rRNAd nimetada ka ribostiitimiks. Vike subiihik
sisaldab dekodeerivat tsentrit, kus laetud tRNAd loevad ehk dekodeerivad mRNAs
sisalduvaid koodoneid (Melnikov et al., 2012).

1.1 Ribosomaalne RNA (rRNA)

E.coli ribosoom sisaldab kolme rRNA molekuli: 23S rRNA (2904 bp) ja 5S rRNA (120 bp)
suures alatihikus ning 16S rRNA (1500 bp) vidikeses ribosoomi alaiihikus. Ribosomaalsed
RNAd omavad votmerolli ribosoomi funktsioneerimisel (Wittmann, 1982). Umbes 50%
rRNASst on biheeliksina ning lisaks Watson-Cricki aluspaardumisele esineb ka
mittekanoonilisi aluspaardumisi. Niiteks 16S rRNAs on iisna tavaline mittekanooniline
paardumine, mis sisaldab adeniini (G-A, A-A voi draspidine Hoogsteen (U-A, C-A)). 23S
rRNAI on 101 ja 16S rRNAI 45 biheeliksit (Wimberly et al., 2000).

Sekundaarstruktuuri alusel saab 16S rRNA jaotada neljaks erinevaks domeeniks. Joonisel 1
on ndidatud 16S rRNA 5’ domeen, mis moodustab pohiosa kehast (body), tsentraalne domeen

moodustab platvormi (platform), 3> mazoorne domeen moodustab suurema osa peast (head)
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ja 3’ minoorne domeen on osa kehast subiihikute kokkupuutepinnal (Noller ja Woese, 1981,
Wimberly et al., 2000). K&iki 16S rRNA domeene on voimalik selgelt eristada nii
sekundaarstruktuuril kui 30S subiihikus (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007). 16S rRNA
3’otsas asub anti-Shine-Dalgarno jarjestus, mis paardub mRNA translatsiooni startkoodonist
tilevalpool (upstream) oleva Shine-Dalgarno (SD-jarjestus) jarjestusega. mRNA SD-jérjestuse

seondumine 30S subiihikuga on vajalik translatsiooni toimumiseks (Wimberly et al., 2000).

Escherichia coli

165 ribosomaalne RNA

Joonis 1. Escherichia coli 16S rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on ndidatud tsentraalne domeen (C), 3’

mazoorne domeen (3’M), 3’ minoorne domeen (3’m) ning 5” domeen (5°) (Petrov et al., 2014).



Fiilogeneesi jargi tuletatud mudelis on 23S rRNAI kuus domeeni (Joonis 2): domeen I, I, 111,
IV, V ja VI (Noller et al., 1981). Selle mudeli jargi moodustavad koik kuus domeeni
tertsiaarstruktuuris vaga assiimmeetrilisi struktuure. Domeenid on tihedalt valkude ja

iseendaga 14bi pdimunud ning moodustub {iks monoliitne RNA struktuur (Ban et al., 2000).

VI

Escherichia coli
23S ribosomaalne RNA

Joonis 2. Escherichia coli fillogeneesi jérgi tuletatud 23S rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on ndidatud
domeenid I, 11, 111, 1V, V, VI ning 5S rRNA (Noller et al., 1981).

Kuid Pertov et al. poolt tuletatud 23S rRNA sekundaarstruktuur pShineb ruumilisel struktuuril
(Joonis 3) ja seega sisaldab 50S alaiihik kaheksat domeeni. Sellest ldhtuvalt sisaldab 23S
rRNA sekundaarstruktuur seitset domeeni (domeen O, I, II, 111, 1V, V, VI) ja 5S rRNA
moodustab ithe domeeni (domeen VI1I1). Tsentraalne domeen, mida nimetatakse domeen 0,
moodustab 23S rRNA keskse siidamiku ning tilejadnud kuus domeeni hargnevad sellest vilja
(Petrov et al., 2013).

Erinevalt 30S subiihikust pole 50S subiihikus voimalik 23S rRNA domeene eristada. Valgud
on hajutatud 14bi struktuuri ning asetuvad tildjuhul suure subiihiku pinnale. Enamjaolt
puuduvad L-valgud 23S rRNA regioonidest, mis on primaarse funktsiooni poolest seotud
valgusiinteesiga: 30S kokkupuutepind ja peptidiiiiltransferaasne aktiivsait (PTC). L-valkude
pohiline iilesanne 50S subiihikus tundub olevat 23S rRNA tertsiaarstruktuuri stabiliseerimine

(Ban et al., 2000).



Esherichia coli

235 ribosomaalne RNA

Joonis 3. Escherichia coli 23S rRNA ruumilise struktuuri alusel tuletatud sekundaarstruktuur. Joonisel on
niidatud domeenid 0, I, 11, 1, IV, V, VI ning 5S rRNA (Petrov et al., 2013).

1.2 23S rRNA domeenid

Domeen | (nt 1-561, 2895-2904) sisaldab heelikseid 1-24 (Petrov et al., 2013) ning on oluline
ribonukleoproteiini (RNP) moodustumisel. Domeeni | seob ribosoomivalke L4, L20, L22 ja
L24 (Egebjerg et al., 1987; Leffers et al., 1988; Zengel ja Lindahl, 1993), mis on olulised 50S
subiihiku kokkupakkimisel (Spillmann et al., 1977). Valgu L24 naabruses on valgu L22
seondumisala, mis on kontaktis koigi kuue domeeniga (Ban et al., 2000; Wilson ja Nierhaus,
2005). Domeen | ei sisalda tihtegi modifikatsiooni.



Domeen Il (nt 587-1250) on 23S rRNA suurim domeen ning sisaldab heelikseid 25-46
(Petrov et al., 2013). Domeeni 11 peamiseks funktsiooniks on elongatsioonifaktorite (EF-G ja
EF-Tu) sidumine. Domeeniga Il seonduv oluline valk on L11. Mutatsioonid L11 valgus voi
L11 puudumine pShjustab resistentsust tiostreptooni vastu. Tiostreptoon on antibiootikum,
mis blokeerib ribosoomi iileminekut pre-translokatsioonilisest olekust post-
translokatsioonilisse ning vastupidi. Bakterirakkude niljastressivastuse ehk stringent
response’i ajal tunneb L11 valk dra deatsiileeritud tRNA A-piirkonnas. Domeen |1 sisaldab
nelja modifitseeritud nukleotiidi: m*G 745, ¥ 746, m°G 747 ja ¥ 955 (Ofengand, 2004;
Wilson ja Nierhaus, 2005).

Domeen 111 (nt 1271-1647) sisaldab heelikseid 47-60 (Petrov et al., 2013) ning moodustab
kompaktse globulaarse domeeni. K&ige ulatuslikumad interaktsioonid on domeeniga 11, kuid
ka domeenidega I, IV ja VI. Erinevalt teistest domeenidest ei ole domeenil III peaaegu iildse
kokkupuuted domeeniga V (Ban et al., 2000). Domeen |11 sisaldab iiht modifikatsiooni: méA
1618 (Ofengand, 2004).

Domeen IV (nt 1679-1989) sisaldab heelikseid 61-71 (Petrov et al., 2013) ja moodustab
peamiselt 50S subiihiku kokkupuutepinna 30S subiihikuga. See moodustab suure diagonaalse
osa kokkupuutepinnast ning kontakteerub domeenide 111 ja V partikli selgmises osas.
Domeeni IV heeliksid 67 kuni 71 on iiks vdheseid 23S rRNA regioone, mis pole L-valkudega
ulatuslikult stabiliseeritud (Ban et al., 2000). Uks olulisemaid piirkondi domeenis IV on
heeliks 69, mis kontakteerub 16S subiihikuga, A- ja P-piirkondade tRNAdega ning mitmete
translatsioonifaktoritega. Mutatsioonid heeliks 69 lingus inhibeerivad translatsiooni ning
pohjustavad defekte 50S subiihiku ja 70S ribosoomi moodustumisel (Liiv et al., 2005).
Domeen 1V sisaldab kuut modifikatsiooni: m?G 1835, ¥ 1911, m®¥ 1915, ¥ 1917, m°U 1939
jam®C 1962 (Ofengand, 2004).

Domeen V (nt 2058-2610) (Petrov et al., 2013) on domeenide IV ja Il vahele surutud ja
paikneb 50S partikli keskel. Domeen V (joonis 4) sisaldab heelikseid 74-93 ning
peptidiitiltransferaasse aktiivsusega piirkonda. Struktuuriliselt voib selle domeeni jaotada
kolmeks regiooniks. Esimene piirkond algab heeliksiga 75 ja moodustab heeliksitest 76, 77 ja
78 L1-valgu seondumissaidi. Toendoliselt osaleb L1 valk deatsiileeritud tRNA eemaldamisel
E-piirkonnast. E. coli ribosoomid, millest on L1 valk eemaldatud, on poliipeptiidide siinteesil
40%-60% madalama aktiivsusega, kui normaalsed ribosoomid. Sellistes ribosoomides on
nédidatud peptidiiil-tRNA madalamat seondumise aktiivsust ribosoomile. Teine regioon

heeliksite 80 ja 88 vahel moodustab tsentraalse miigara ning on kontaktis domeen Il ja 5S
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rRNAga. Selles piirkonnas paiknevad P-ling, mis seondub peptidiiil-tRNAga, ja E-piirkond
(heeliks 88 ldhipiirkond), mis on seotud tRNA viljumisega ribosoomist. Kolmas regioon
heeliksite 89 ja 93 vahel ulatub domeen VI-ni ja aitab stabiliseerida ribosoomi elongatsiooni
faktorite seondumise piirkonda. Heeliksi 92 ling ehk A-ling on seotud aminoatsiiiil-tRNA
sidumisega. (Ban et al., 2000, Moazed ja Noller, 1989). Domeen V sisaldab kolmeteist
modifikatsiooni: m’G 2069, Gm 2251, m?G 2445, hU 2449, ¥ 2454, Cm 2498, mdC 2501,
m2A 2503, ¥ 2504, Um 2552, ¥ 2580, ¥ 2604 ja ¥ 2605 (Ofengand, 2004; Andersen et al.,
2004).
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Joonis 4. Escherichia coli 23S rRNA domeen V. Joonisel on médrgitud A ja P-lingud ning E-piirkond. Lisaks on

vilja toodud kdik domeenis V asuvad modifikatsioonid.
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Domeen VI (nt 2667-2914) sisaldab heelikseid 95-101 (Petrov et al., 2013) ning on 23S
rRNA viikseim domeen ja moodustab x-tdhe kujulise ala subiihiku pinnal L7/L12 haru all
(Ban et al., 2000). Domeen V1 sisaldab heeliksis 95 sartsiin-ritsiin lingu (SRL) (nukleotiidid
G2654-A2665), mis sisaldab pikimat universaalselt konserveerunud rRNA jérjestust. SRL on
oluline EF-Tu seondumiseks ning EF-G ankurdamiseks ribosoomile erinevate
konformatsiooniliste muutuste ajal translokatsiooniprotsessis. Kui ritsiini N-gliikosidaasse
aktiivsusega eemaldada lingust nukleotiid A2660 vai 1digata 23S rRNAd nukleotiidi G2661
jarel RNaas a-sartsiiniga, siis takistatakse EF-Tu ja EF-G seondumine ribosoomile ja
GTPaasne aktiivsus ning blokeeritakse translatsioon (Yamamoto et al., 2014). Sarnaselt

domeenile I puuduvad ka domeenis VI modifikatsioonid.

Tsentraalne domeen 0 sisaldab heelikseid 25a, 26, 26a, 61, 72 ja 73, mis on tihedalt
iksteisega seotud ja vihem integreerunud timbritseva rRNAga. Domeenil 0 v3ib olla oluline
struktuuriline roll, kuna sisaldab vagu, mis hoiab peptidiiiiltransferaasse tsentri A- ja P-
piirkondi iiksteisele lihedal. Selles domeenis asub iiks modifikatsioon: m®A2030 (Petrov et
al., 2013).

1.2 23S RNA domeen V modifikatsioonid

Koikide organismide rRNA sisaldab erinevaid modifitseeritud nukleosiide, mida
modifitseeritakse rRNA maturatsiooni kdigus posttranslatsiooniliselt (va 5S rRNA).
Modifikatsioone saab jagada nelja gruppi (Grosjean, 2005). Esimene grupp on uridiini
isomerisatsioon pseudouridiiniks (5’-ribosiiiil-uratsiil; V), teise gruppi kuuluvad
metiilatsioonid (stisinikul, primaarsel ldmmastikul, tertsiaarser ldimmastikul), deaminatsioon
(nt. inosiin), reduktsioon (nt dihiidrouridiin), tiolatsioon voi alkiilatsioon (nt isopentiilatsioon).
Kolmanda grupi moodustavad riboosi 2’-hiidroksiiiilgrupi metiilatsioonid ning neljanda
komplekssemad mitmekordsed modifikatsioonid (nt. 5-metiiiilamino-metiiiil-2-tiouridiin)
(Chow et al., 2007). Kdikide organismide rRNA enamlevinud modifikatsioonid on
pseudouridiinid ning alus- vi riboosmetiilatsioonid (Maden ja Hughes, 1997; Decatur ja
Fournier, 2002). E. coli 23S rRNA sisaldab 25 modifitseeritud nukleotiidi, millest neliteist on
metiilatsioonid, tiheksa pseudouridiinid, iiks metiileeritud pseudouridiin, iiks dihiidrouridiin
ning C2501 on osaliselt modifitseeritud nukeotiid (Ofengand, 2004). Enamik 23S rRNA
modifikatsioonidest on koondunud PTC piirkonda (Decatur ja Fournier, 2002). Ribosoomi
suur subiihik on modifikatsioonidest rohkem sdltuvuses kui 30S subiihik. E.coli 16S rRNA
sisaldab 11 modifikatsiooni, kuid nende modifikatsioonide puudumisel on vdimalik
moodustada in vitro funktsionaalne 30S subiihik. Suures subiihikus aga paikneb domeenis V

umbes 80 nukleotiidi pikkune piirkond (nt 2445-2623), millele konstrueeriti in vitro analoog
12



ilma modifikatsioonideta. Selliselt konstrueeritud 23S rRNA ei moodusta in vitro

funktsionaalset subiihikut (Green ja Noller, 1996).

23S rRNA 25 modifikatsioonist 17 ei ole hddavajalikud in vitro funktsionaalsuse ja subiihiku
kokkupakkimise jaoks. Domeen V sisaldab PTC regiooni juures eelnevalt mainitud 80
nukleotiidi pikkust piirkonda (nt 2445-2523), milles sisaldub vdhemalt kuus modofikatsiooni.
Need voivad olla hddavajalikud funktsionaalse 50S partikli moodustamiseks in vitro:
m2G2445, D (dihiidrouridiin) 2449, ¥2457, Cm2498, m?A2503 ja ¥2504 (Green ja Noller,
1996). Antud piirkonna laheduses paiknevad ka Um2552, Y2580, W2604, Y2605 (Biigl et al.,
2000; Caldas et al., 2000; Conrad et al., 1998; Del Campo et al., 2001; Huang et al., 1998).
Lisaks avaldas Andersen et al. 2004. aastal tundmatu osaliselt modifitseeritud nukleotiidi, mis
paikneb 80 nukleotiidses piirkonnas positsioonis C2501. See modifikatsioon identifitseeriti
hiljuti Havelund et al. poolt kui 5-hiidroksiitsiitidiin. Sellised 16-Da modifikatsioonid on
iseloomulikud tRNAle. mdC2501 on praegu teadaolevalt ainus osaline modifikatsioon E. coli
ribosomaalses RNAs (Andersen et al., 2004; Havelund et al., 2011). Arvatakse, et
pesudouridiinid voivad olla olulised kataliiiisis (Lane et al., 1992), dihiirdouridiinid voivad
funktsioneerida konformatsioonilise painduvuse tagamiseks translatsioonis (Kowalak et al.,
1995) ja metiileeritud 2’-hiidroksiililriihmad voivad takistada ebavajalike vesiniksidemete
interaktsioone. Nende seitsme modifikatsiooni roll partikli kokkupakkimisel v3i

peptiidsideme siinteesil ei ole teada (Green ja Noller, 1996, Havelund et al., 2011).

Kui votta arvesse modifikatsioonide, antibiootikumide seondumise ja ribosoomi
funktsionaalsete tsentrite asukohad, siis voib eeldada, et ribosoomi funktsionaalsuse tagamisel
on erinevad modifikatsioonid seotud rakkude resistentsusega antibiootikumidele (Cundliffe,
1987). Antibiootikumid seonduvad tavaliselt funktsionaalse téhtsusega piirkondadesse ning
steeriliselt blokeerivad ribosomaalse aktiivsuse tagamiseks vajalike molekulide seondumise
voi struktuuride moodustumise (Vester ja Long, 2009). Naiteks tetratsiikliinid takistavad
tRNA seondumist dekodeerivasse tsentrisse (Brodersen et al., 2000) ja klindamiitsiin ning
klooramfenikool takistavad tRNA seondumist PTCsse (Schliinzen et al., 2001). Paljud
mikrobioloogilise paritoluga antibiootikumid seonduvad sihtméarkraku ribosoomiga ning
takistavad valgusiinteesi. Uks levinud moodus, kuidas antibiootikume tootvad organismid
enesetappu véldivad on spetsiaalsete metiiiiltransferaaside ekspresseerimine. Need
modifitseerivad rRNA nukleotiide, kus on antibiootikumide seondumiskohad ning nii
takistatakse antibiootikumi seondumist ribosoomile (Cundliffe, 1989; Liu ja Douthwaite,
2002). Modifikatsiooniensiilimide geenide omandamine patogeenide poolt on iiks suurimaid

kliinilise resistentsuse tekkepohjuseid. Kuna funktsionaalne PTC piirkond ribosoomis on
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rakkudele eluliselt oluline, on see piirkond ka tiheks méarklauaks antibiootikumidele.
Metiilatsioonid on teadaolevalt ainsad RNA modifikatsioonid, mis tagavad rakkudele
omandatud antibiootikumide resistentsuse (Douthwaite, Fourmy ja Yoshizawa, 2005).
Domeenis V paikneva modifikatsiooni m?A2503 hiipermetiileerimine 2,8-
dimetiiiiladenosiiniks (m?8A2503) pdhjustab resistentsust fenikoolidele, linkosamiididele,
oksasolidiinidele, pleuromutiliinidele ja streptogramiin A antibiootikumidele (Long et al.,
2006). rRNA modifikatsioonid voi nende puudumine voivad rakkude tundlikkust
antibiootikumidele méjutada. Ka loomulike modifikatsioonide puudumine voib mojutada
patogeenide vastuvotlikkust antibiootikumidele (Johansen et al., 2006; Lazaro et al., 1996;
Okamoto et al., 2007). RImN poolt siinteesitud metiilatsiooni (m?A2503) puudumine
pOhjustab kerget tundlikkuse suurenemist tiamuliini, hiigromiitsiin A, sparsomiitsiini ja
linesoliidi vastu (Toh et al., 2008). rluC geeni inaktivatsioonist tulenev pseudouridiini
puudumine positsioonis U2504, mis asub domeeni V tsentraalses ringis pohjustab rakkude
margatavat tundlikkuse suurenemist mitmetele antibiootikumile: tiamuliin, klooramfenikool,
klindamiitsiin, linesoliid, hiigromiitsiin A ja sparsomiitsiin (Toh ja Mankin, 2008). Seega
pseudouridiinide ja metiilatsioonide puudumisel voi olemasolul on erinevad efektid

bakterirakkude antibiootikumide tundlikkusele.

Pseudouridiin on k&ige levinum modifikatsioon rRNAs ning paljud pseudouridiinide
paiknemise piirkonnad on konserveerunud (Ofengand et al., 2001). Uhed enim
konserveerunud pseudouridiinid on 23S rRNA heeliksis 69 (P1911, Y1915, ¥1917), mida
slinteesib pseudouridiini siintaas RIuD (Sivaraman et al., 2004). rRNA sekundaarstruktuurist
lahtudes ei ole pseudouridiinid suvaliselt paigutunud, vaid klasterdunud funktsionaalselt
olulistese piirkondadesse. Ka ruumiliselt vaadelduna on pseudouridiinid kontsentreerunud
PTC piirkonda, dekodeerivasse alasse, A-saidi sorme (A-site finger; ASF) regiooni ja
piirkondadesse, kus ribosoomi subiihikud interakteeruvad (Baudin-Baillieu et al., 2009; King
et al., 2003; Liang et al., 2007, 2009; Piekna-Przybylska et al., 2008). Seega voib jareldada, et

pseudouridiinid voivad olla olulised translatsiooni efektiivsel toimimisel.

Metiileeritud nukleosiidid rRNAs vdivad olla C-, O- voi N-metiileeritud. E. coli 23S rRNA
sisaldab 14 ning 16S rRNA 10 metiilatsiooni. Usna sagedane on guanosiini metiilatsioon N2
positsioonis (M?G v&i N2-metiiiilguanosiin). Viiest identifitseeritud N2-metiiiilguanosiinist
kolm asub 16S rRNAs (m?G966, m*G1207 ja m?G1516) ning kaks 23S rRNAs (m>G1835 ja
m?G2445). 23S rRNAs paiknevatest modifikatsioonidest m?G1835 asub funktsionaalselt viga
tdhtsas subiihikutevaheliste sildade B2b ja B2c piirkonnas ning m2G2445 asub heeliksis 74

peptidiitiltransferaasse tsentri piirkonnas (B. S. Schuwirth et al., 2005; Yusupov et al., 2001).
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m2G2445 on kdrgelt konserveerunud modifikatsioon. Lisaks paikneb heeliks 74 tihedalt

pakitud valguvabas ribosoomi piirkonnas (Lesnyak et al., 2006).

Teine oluline tiilip metiilatsioone on seotud riboos-2’-hiidroksiiiilgrupiga (Nm), millest kolm
asuvad domeenis V (Gm2251, Cm2498 ja Um2552). Hiidroksiiiilgrupi metiilatsioon eemaldab
tihe voimaliku vesiniksideme doonori ning tekib vdimalus hiidrofoobseks kontaktiks (Sergiev
etal., 2011). Gm2251 paikneb heeliksis 80 ning ei ole oluline ribosoomi maturatsioonis,
lisaks ei tekita modifikatsiooni puudumine fenotiiiibilist efekti vorreldes wild type’iga
(Lovgren ja Wikstrom, 2001). Cm2498 paikneb domeeni V tsentraalsel ringil ning Um2552
asub heeliksis 92 ja osaleb A-lingu moodustumisel. Um2552 on kriitilise olulisusega
ribosoomi stabiilsuse tagamisel ning temaga kiilgnev G2553 on seotud A-saidis t-RNA
sidumisega. Um2552 konformatsioonilised omadused A-lingus mojutavad olulisi tertsiaarseid
interaktsioone ribosoomis (Hager et al., 2004; Kim ja Green, 1999).

Alusmetiilatsioonid vdivad olla seotud spetsiifiliste hiidrofoobsete interaktsioonidega
ribosoomis voi takistavad kindlaid Watson-Cricki paardumisi, mis vdivad limiteerida
ribosomaalsete heeliksite konformatsioonilisi variante (Helm, 2006). Sarnaselt

alusmetiilatsioonidele voivad riboosi metiilatsioonid olla seotud ribosoomi aktiivsuse

tagamisega tianu stabiilsuse reguleerimise v0i erinevate interaktsioonide moodustamisega.

Praeguseks on teada enamus rRNA modifikatsiooniensiiiimide geene. rRNA
pseudouridiinisiintaaside ja metiiiiltransferaaside knock-out tiivede fenotiiiibid voivad
varieeruda fenotiiiibilise efekti puudumisest (Lovgren ja Wikstrom, 2001) aeglase
kasvukiiruseni (Huang et al., 1998; Raychaudhuri et al., 1998).

1.3 Bakteriaalsed modifikatsiooniensiiiimid ja nende modifikatsioonid 23S rRNA

domeenis V

1.3.1 Pseudouridiini siintaasid

Pseudouridiini siintaase saab grupeerida viide perekonda nende aminohappelise jérjestuse
pohjal (Kaya ja Ofengand, 2003; Koonin, 1996). Need perekonnad on nimetatud E. coli
ensiiiimide jargi RIuA, RsuA, TruA, TruB, ja TruD. Kuigi erinevate perekondade ensiitimide
vahel on minimaalne jérjestuslik sarnasus, siis stukturaalsed vordlused néditavad, et koik
pseudouridiini siintaasid sisaldavad tuumikut, mis on sarnaselt pakitud ja sarnase aktiivsaidi
vaoga (joonis 5). V¥ siintaaside konserveerunud skelett koosneb kaheksaahelalisest 3-lehest
koos mitmete heeliksite ja lingudega, mis kiilgnevad B-lehte poolitava kataliiiitilise vaoga.

Koigis ensiilimiperekondades on konserveerunud aspartaadijdigiga ling, mis asub
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kataliiiitilises vaos. RIUA perekonda kuuluvad ensiiiimid RIuA, RluC, TruC; RsuA perekonda
kuuluvad RsuA, RIuB, RIUE, RIuF; TruA perekonda kuulub TruA; TruB perekonda kuulub
TruB ning TruD perekonda TruD (Hamma ja Ferré-D'Amaré, 2006).

« o § <«
- > -+ =
- - -—
e [ 14 14
C-terminaalne - 2 W siintaaside
subdomeen 2 eellane

Joonis 5. Pseudouridiini siintaaside viie perekonna liitkmete stuktuuri vdrdlus. (A) E. coli TruD (kollane), TruA
(punane), TruB (helesinine), RsuA (roheline) ja RIUA (tumesinine) valgustruktuuride superpositsioneeirmine.
Koigi ensiiimide tuumik on véga sarnane. Otsevaates poolitab aktiivsait tuumikdomeeni horisontaalselt.
Aktiivsaidi vagu on ndidatud asteriskiga. Nédidatud on ka unikaalsed perifeersed domeenid (TruD, PUA, S4 ja C-
terminaalne subdomeen). (B) Vertikaalteljel 90 roteeritud vaade. (C) Siintaaside jarjestustel ja struktuuridel

pShinev hiipoteetiline evolutsiooniline sugulus (Hamma ja Ferré-D'Amaré, 2006).

Pseudouridiinide siintaasid siinteesivad pseudouridiinid posttranskriptsiooniliselt. Kdigis
RNAUdes, kus pseudouridiine moodustatakse (rRNA, tRNA, snRNA ja snoRNA) toimub sait-
spetsiifiline isomerisatsioon ning RNA ahelas olevate uridiinide modifitseerimiseks on
vajalikud RNA ahelates leiduvad sarnased jarjestused ja tertsiaarstruktuurid. Uridiini
isomerisatsioon pseudouridiiniks toimub energiasdltumatu ensiiiimkataliiiisi abil (Conrad et
al., 1998; Hamma ja Ferré-D'Amaré, 2006; Maden, 1990). Joonisel 6 on néidatud uridiini
isomerisatsioon pseudouridiiniks. Lammastik-siisinik (N1-C1”) side uridiini suhkrujdagi ja
lammastikaluse vahel 16hutakse. Vabanenud uratsiiiil keeratakse 180° mooda N3-C6 telge
ning moodustatakse uus siisinik-siisinik (C5-C1’) side ldmmastikaluse ning suhkrujddgi vahel.

Modifikatsiooni tulemusena tekib vesiniksideme doonor N1 positsioonis (Ge ja Yu, 2013).
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Joonis 6. Uridiini (U) isomerisatsioon pseudouridiiniks (V). Pseudouridiin saadakse isomeriastsiooni kédigus, kus
uratsiilalust keeratakse 180° imber N3-C6 telje ning moodustub uus C5-C1’ side. Punasega on margitud
uridiinis lammastik esimeses positsioonis (N1) ning pesudouridiinis uus vesiniksideme doonor. Mérgitud on ka

vesiniksideme aktseptor (a) ning vesiniksideme doonor (d) (Ge ja Yu, 2013).

rluC geen kodeerib pseudouridiini siintaasi RIuC, mis modifitseerib in vivo
nukleotiide positsioonides U955, U2504 ja U2580. Y955 asub domeeni |1 heeliksis 39 ning
Y2504 ja Y2580 paiknevad vastavalt domeeni V tsentraalses lingus ja heeliksis 90 (Conrad et
al., 1998). Kuigi need kolm urdiini on 23S rRNA primaar- ja sekundaarstruktuuris iiksteisest
kiillaltki kaugel, siis ribosoomis paikneva tertsiaarstruktuuri alusel ei ole W955 teisest kahest
RIuC poolt modifitseeritavast pseudouridiinist kuigi kaugel (Dokudovskaya et al., 1996).
V/oib jéreldada, et kuigi primaar- ja sekundaarstruktuuris ei ole silmndhtavaid
dratundmisjérjestusi, siis tertsiaarstruktuuris voib neid esineda. Ainsad iihised
struktuurelemendid, mis neid kolme uridiinijaiki ithendavad on neile jargnev
guanosiinnukleotiid. RIuC geeni deleteerimine ja seega kolme pesudouridiini puudumine 23S
rRNAs ei pohjusta mérgatavat muutust kasvukiiruses nii gliikoosirikkal LB kui
glitkoosovaesel M-9 sd6tmel temperatuurivahemikus 24°C - 42°C (Conrad et al., 1998). rluC
geeni leidub paljude a-proteobakterite genoomides, siiski ei ole see geen universaalselt
konserveerunud, mis viitab, et ilma nende modifikatsioonideta on ribosoomid vdimelised
efektiivselt funktsioneerima. rluC geeni inaktivatsioonist tulenev Y2504 puudumine
pOhjustab rakkude vastuvatlikkust kdigile PTC-seoselistele antibiootikumidele, kuid kodige
rohkem klindamiitsiinile, linesoliidile ja tiamuliinile. Seega on R1uC poolt siinteesitav 2504
oluline PTC piirkonda seonduvate antibiootikumide resistentsuse tagamisel (Toh ja Mankin,
2008).

rluB geen kodeerib pseudouridiini siintaasi RluB, mis kataliitisib U2605
modifitseerimist pseudouridiiniks. ¥2605 paikneb heeliksis 93 23S rRNA viienda domeeni

tsentraalse ringi vahetus ldheduses (Del Campo et al., 2001).
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rluF geen kodeerib pseudouridiini siintaasi RIUF, mis kataliiiisib pseudouridiini
moodustamist positsioonis U2604. Y2604 asub viienda domeeni heeliksis 93 ning kiilgneb
RluB poolt modifitseeritud pseudouridiiniga ¥2605. RIuB ja RIuF on homoloogsed
pseudouridiini siintaasid ning mdlemad kuuluvad RsuA perekonda. Kui RIuB on spetsiifiline
U2605, siis RIuF on U2604 suhtes selektiivne ja voib vidhesel méaral modifitseerida ka
U2605. RIuB ja RIuF domeenide struktuurid on samad, kuid erinevus on N- ja C-terminustes
umbes neljas aminohappejddgis, mis voivad seletada erinevusi spetsiifikas. RIUF sisaldab
kataliititiliselt vajalikku konserveerunud aspartaati positsioonis 107 ning RIuB positsioonis
110. Nii RIuB kui RIUF ei ole in vivo hdadavajalikud funktsionaalse ribosoomi pakkimiseks
ning lisaks ei omanud R1uB ja RIuF topeltdeletsiooniga tiivi wild type tiivest erinevat
fenotiitibilist efekti vedelas LB s66tmes temperatuurivahemikus 25°C - 42°C
(Czudnochowski et al., 2014; Del Campo et al., 2001). Kuid kuna ¥2604 on konserveerunud
erinevate liikide rRNAs (Del Campo et al., 2001), siis v3ib oletada, et sellel pseudouridiinil
on oluline roll ribosoomi funktsioneerimisel. RIuB deletsiooniga tiives akumuleeruvad vabad
30S ja 50S partiklid ning suhteliselt vaheneneb 70S partiklite ning poliisoomide osakaal
(Jiang et al., 2007). RluB ja RIuF siinteesivad vastavalt Y2605 ja ¥2604 ribosoomi varajases
assambleerumisjéargus (Siibak ja Remme, 2010). RIuF peab pseudouridiini siinteesima enne
ribosoomi tédielikku assambleerumist, kuna hiljem pole U2604 piirkond ensiitimile

kittesaadav (Alian et al., 2009).

RIUE kuulub RsuA siintaaside perekonda ning kataliiiisib pseudouridiini siinteesi
positsioonis U2457. RIuE on vdimeline in vitro kasutama substraadina 23S rRNAG.
Reaktsioone 23S rRNA fragmentide ja ¥2457-vaba 50S subiihikuga pole testitud. In vivo
substraat on teadmata. rluE nullmutandil puudub kasvudefekt (Del Campo et al., 2001).

1.3.2 Metiiiiltransferaasid

rimB geen kodeerib metiiiiltransferaasi RImB, mis kataliiiisib 2’O-metiilatsiooni
universaalselt konserveerunud G2251 positsioonis, mis asub P-lingus. rimB deletsiooniga
tiives puudub Gm2551 ning wild type tiive (MW245) ja ArlmB mutanttiive (MW244)
fenotiilipides ei avastatud erinevusi LB-s66tmel temperatuurivahemikus 21°C - 44°C. Samuti
el tuvastatud erinevusi ka konkurentsikatses pérast kuut tsiiklit ehk iile 120 rakujagunemise.
Lisaks ei leitud erinevusi ka ribosoomi subiihikute, 70S partiklite ja poliisoomide kogustes.
Ka ribosoomi maturatsiooni analiilisimiseks tehtud katsetest (ribosoomi assambleerumise
kineetika pulse-labeling meetodil, ribosoomi ja subiihikute eraldamine sahharoosi gradiendi
abil) ei leitud erinevusi wild type ja mutandi vahel, mis tdttu voib jéreldada, et RImB ei ole

oluline E. coli ribosoomide maturatsioonil. Samas ei saa vélistada voimalust, et Gm2251 ei
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oma téhtsust kontrollitust erinevates tingimustes. S. cerevisiae RImB analoog Pet56p on
hédavajalik mitokondriaalse suure subithiku maturatsioonil ning funktsioon on soltumatu
metiitiltransferaassest aktiivsusest. Vorreldes RImB-ga on Pet56p-I N-terminaalses osas 143
aminohappeline pikendus. Arvatavasti voib Pet56p maturatsioonifunktsioon peituda selles
valgupiirkonnas, mis voib ka selgitada asjaolu, et RImB ¢i osale E. coli ribosoomi
maturatsioonil (Lovgren ja Wikstrom, 2001; Sirum-Connolly ja Mason, 1993).

Vaatamata funktsiooni puudumisele ribosoomi maturatsioonil vdib RImB osutuda vajalikuks
antibiootikumide resistentsuse tagamisel. RImB on kohati jarjestuselt sarnane kahe
Streptomycese liigi 2°O-metiiiiltransferaasile, mis tagavad ribosoomile resitentsuse

tiostreptooni vastu (Thompson ja Cundliffe, 1980).

RIME (RrmJ/FtsJ) metiileerib 23S rRNA universaalselt konserveerunud nukleotiidi
U2552 riboosi 2°-OH gruppi moodustades Um2552. Um2552 paikneb viienda domeeni
peptidiitiltransferaasses tsentris. Um2552 kiilgneb alustega, mis seonduvad A-lingus tRNAga
ning mutatsioonid selles piirkonnas mdjutavad translatsiooni tépsust (Caldas et al., 2000;
Moazed ja Noller, 1989; O'Connor ja Dahlberg, 1993). Mitmeid RImE homolooge on leitud
eubakterites, arhedes ja eukariiootides, kuid vihesed tiielikult jarjestatud organismidest
kodeerivad RImE homoloogi. Samas inimese X-kromosoomi poolt kodeeritud valk JM on
35% ulatuses identne RIME-ga, mis viitab, et mdnedel kdrgematel organismidel voib rRNA
metiilatsioon toimuda E. coli RImE ensiitimiga ldhedalt seotud ensiitimi poolt. RImE on in
vitro aktiivne ribosoomis ja 50S subiihikus, kuid ei modifitseeri vabu rRNAId, mis viitab, et
ensiiiimi loomulikuks substraadiks on ribosoomid voi pre-ribosomaalsed partiklid (Biigl et al.,
2000; Caldas et al., 2000). RImE puudumine rakus pdhjustab kasvudefekti temperatuuridel
30°C - 43°C. Ka ribosoomiprofiilis on ndha muutusi. Kui tiitipilisel wild type tiivel on
enamasti 70S ribosoome palju ning viahe 50S ja 30S subiihikuid, siis Ar/mE ribosoomiprofiil
nditab suurtes kogustes vabu subiihikuid ning vaheses koguses 70S partikleid, mis viitab, et

RIME on oluline ribosoomi assambleerumisel voi stabiliseerimisel (Biigl et al., 2000).

rimKL geenilt kodeeritakse metiiiiltransferaasi RImKL, mis metiileerib
guanosiinnukleotiide positsioonides G2445 ja G2069. Molemad modifitseeritavad
nukleotiidid asuvad 23S rRNA heeliksis 74. RImKL on fuseerunud kahe aktiivtsentriga
metiitiltransferaas. RImK metiileerib G2069 seitsmendas positsioonis ning saadakse 7-
metiiiilguanosiin (M’G2069) ning RImL metiileerib G2445 teises positsioonis ning saadakse
2-metiiiilguanosiin (M2G2445) (Kimura et al., 2012; Lesnyak et al., 2006). N-terminaalses
osas asub RImL ning C-terminuses RImK, mille olemasolu suurendab RImL aktiivsust

m2G2445 moodustamisel. Lisaks on RImKLil helikaasne aktiivsus heeliks 74 suhtes, mis
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soodustab m’G2069 ja m>G2445 iiheaegset siinteesi (Kimura et al., 2012). RImKL
struktuurilised karakteristikud on veel teadmata, kuna ensiilim on ebatavaliselt suur — iile 700
aminohappe ning kompleksne, moodustades vihemalt neli erinevat domeeni. RImKLi
ortoloogid on olemas peaaegu kdigil bakteritel. Gammaproteobakterite hulka kuuluvatest
bakteritest on leitud pea tédispikad ortoloogid ning nagu E. colil on paljudel neist RImKL
fuseerunud ensiiiim (Wang et al., 2012). m2G2445 on erinevate liikide ribosoomi suures
subtihikus korgelt konserveerunud modifikatsioon ning selle puudumine aeglustab raku
kasvukiirust. In vitro ei ole assambleerunud 508 subiihikud ensiitimile substraadiks, kuid
rekombinantne RImKL on véimeline modifitseerima SAM olemasolul vaba rRNAd (Lesnyak
et al., 2006). In vitro modifitseerib RImMKL 23S rRNA ribosoomi assambleerimise varajases
jargus (Siibak ja Remme, 2010).

RIMM kataliitisib E. coli 23S rRNA 2’-O-metiilatsiooni positsioonis C2498.
Puhastatud RImM valk on in vitro voimeline modifitseerima vaba 23S rRNAd, kuid mitte 70S
ribosoome v&i 508 subiihikuid. In vivo on ndidatud, et RImM Kkataliiiisib C2498 metiilatsiooni
508 subiihiku kokkupakkimise jargus, kuid modifikatsiooni piirkond pole ensiiiimile
kéttesaadav valminud 50S subiihikus (Punekar et al., 2012; Purta et al., 2009; Siibak ja
Remme, 2010). Seega saab jareldada, et RImM modifitseerib C2498 ribosoomi pigem
keskvarajases maturatsioonifaasis. Metiilatsiooni toimumiseks on vajalik metiitilrithma
doonor SAM. ArlmM tiivi on veidi aeglasema kasvuga kui wild type tiivi (BW25113) 37°C
juures LB vedelsodtmel, kuid erinevus on piisavalt vdike, et mootmisviga arvestades ei ole
see statistiliselt oluline. Konkurentsikatsetes leiti, et vorreldes wild type tiivega on mutanttiivi

véiksema fitnessiga (Purta et al., 2009).

RIMN on duaalse spetsiifilisusega ensiiiim, mis kataliitisib adenosiinnukleotiidi A2503
C2 positsioonis 2-metiiiiladenosiiniks (M?A2503) ning tRNA m2A 37 positsioonis (Benitez-
Paez et al., 2012; Toh et al., 2008). A2503 paikneb exit-tunneli alguses (Ban et al., 1998;
Harms et al., 2001; Schuwirth et al., 2005; Selmer et al., 2006). Lisaks paikneb m?A2503 iisna
lahedal mitmete antibiootikumide seondumispaikadele, mille sihtmérgiks on PTC. Nendeks
antibiootikumideks on klindamiitsiin, karbomiitsiin, streptogramiin A, anisomiitsiin ja
linesoliid (Hansen et al., 2002; Schliinzen et al., 2001; Tu et al., 2005). Mutatsioonid A2503
piirkonnas annavad resistentsuse klooramfenikoolile ning streptogramiinile (Porse ja Garrett,
1999; Vester ja Garrett, 1988). A2503 hiipermetiilatsion 2,8-dimetiiiiladenosiiniks pohjustab
E. coli ja stafiilokokkidel resistentsust mitmete PTC regiooni seonduvate antibiootikumide
vastu (Kehrenberg et al., 2005; Long et al., 2006). rImN geeni deletsioon ei m&juta LB

s6otmel rakkude kasvukiirust vorreldes wild type tiivega (BW25113), kuid sarnaselt ArimM
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mutanttiivele vihenes ka ArlmN tiive fitness vorreldes wild type’iga. m®A2503
modifikatsiooni puudumine pdhjustas tundlikkuse suurenemise tiamuliini, hiigromiitsiin A ja

sparsomiitsiini vastu (Toh et al., 2008).
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EKSPERIMENTAALOSA

1 To6 eesmirk

Kéesoleva bakalaureuse t06 eesmirgiks oli vilja selgitada, kas on vdimalik konstrueerida
Escherichia coli tiive, milles puuduvad koik 23S rRNA domeeni V modifikatsioonid. Sellest
lahtuvalt piistitati hiipotees, mille kohaselt on voimalik konstrueerida Escherichia coli tiivi,
kus puuduvad koik 23S rRNA domeeni V modifikatsioonid.

Probleemi lahendamiseks konstrueeritakse selliseid E. coli tiivesid, kus erinevates
variatsioonides on deleteeritud 23S rRNAd modifitseerivate modifikatsioonienstiimide

geenid.
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2

Materjal ja metoodika

2.1 E. coli tiived, plasmiid ja viirus

Eksperimentide labiviimiseks kasutati jargmisi E. coli tiivesid:

rhaB)568, hsdR514

Tiive nimi Genotiilip Allikas
MG1655 F- 2- 1lvG- rfb-50 rph-1 Blattner et al.,
1997
MG1655 (4rluC) F- - ilvG- rfb-50 rph-1 A4rluC753 M. Leppiku
kingitus
JW3982-1 F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(.:rrmB-3), A", rph- Baba et al.,
1, A(I"hCZD-rhaB)568, ArluF789: kan, hsdR514 2006
JW3146-2 F‘, A(amD-amB)567, AlacZ4787(:ernB-3), j«', Baba et al.,
ArrmJ786: :kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
JW0931-1 F‘, A(araD-amB)567, AlacZ4787(:ernB-3), j«', Baba et al.,
ArlmL764::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
JW2501-1 F', A(araD-al’aB)567, AlacZ4787(:Zrl‘nB-3), A Baba et al.,
, AyfgB763: :kan, rph-1,4(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
y Ayng733kan, I’ph-l,A (rhaD- 2006

E. coli tiive MG1655 Ar[uC valmistas Margus Leppik phD (TUMRI). Keio kollektsiooni

laborist (TUTT).

tived (JW3982-1, JW3146-2, JW0931-1, JW2501-1, JW2777-1) saadi kingitusena T. Tensoni

Escherichia coli tiivede transformeerimiseks kasutati plasmiidi pCP20 (FLP*, A I857%, A pr

Rep®, AmpR, CamR®) (Cherepanov ja Wackernagel, 1995, Datsenko ja Wanner, 2000).

Transduktsiooni l1dbiviimiseks kasutati bakteriofaagi P1 (Sternberg, 1990).
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2.2 Praimerid

Praimeri nimi 5’23’ jarjestus
RIuC DIR GGATGGACACGGAAACGGC
RIuC REV CGCTAATCGCGCTGTGTCAG
RImE DIR GCTTGAGCGGATGTGCCAGAC
RImE REV GCACAACGGCAATGACCAGC
RIMKL DIR | GTTTGGCCCTGGGTTATGCTCG
RIMKLREV | GCCGTTGCGGCCCACCAGAC
RIMN DIR | CAAACGTGGCATCCGTGCGCC
RImN REV TTGCATCGTTACATACTGCC
RIuF DIR GCACATTGCTTCTGGAAAGTG
RIuF Rev CAATCAACGCCTGAGATTTTC
RImM DIR CTTTATTGCCTGGCGCTGTCC
RINMREV | GGAAGCCCGCATCGGGCATC
2.3 Soo6tmed
S66tme nimetus Koostis Allikas
2xYT vedels6ode 1,6% triiptoon, 1% parmiekstrakt, 0,5% NaCl Sambrook ja
Russell, 2001

Luria-Betani (LB)

1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl,

Bertani, 1951

agarsoode 1,5% agar
MOPS minimaal - I1xMOPS soolad, 0,2% gliikoos, 1,32mM Neidhardt et al.,
vedelséode K2HPO4, 0,2pug/ml tiamiin 1974

Sootmetele lisati vajadusel vastavalt bakteritiive resistentsusele antibiootikumi kanamiitsiin

(Km) 16ppkontsentratsioonis 25 pg/ml. FLP rekominatsioon viidi 1dbi LB-Amp tardsddtmel,

kus ampitsilliini (Amp) 1dppkontsentratsioon oli 100 pg/ml.
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2.4 Puhvrid, ensiiiimid ja reagendid

Nimetus Koostis

Puhver RF1 1,2% RDbCI, 0,99% MnCI2x4H20, 0,15% CaCl>x2H.0, 30mM
KAc (pH=7,5), 10,5% gliitserool

Puhver RF2 10mM MOPS, 0,12% RbCI, 1,1% CaClx2H20, 15% gliitserool
10x PCR puhver 750mM TrisHCI pH 8.8, 200mM NH2SQ4, 0,1% tritonX 100,
5% ficoll 400, 10 mM tartasiin
1x TBE puhver 90 mM Tris, 90 mM boorhape, 1 mM EDTA,

(10x TBE puhvri pH 8,3)

LP lLiisipuhver 20mM Tris (pH=7,5), 100mM NH4Cl, 10mM MgOAc, 16%

(w/v) sahharoos, 6mM [-merkaptoetanool

Liitisilahjenduspuhver 20mM Tris, 60mM KCI, 60mM NH4CI, 12mM MgOAc, 6mM
LLP B-merkaptoetanool

Taq DNA poliimeraas oli lahke kink Prof. J. Sedmanilt (Tartu Ulikool). Liisotsiiiim on
firmalt AppliChem, Dnase | firmalt Amresco, nukleotiidid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
firmalt MBI Fermentas, Brij 58 ja DOC firmalt Sigma — Aldrich, B-merkaptoetanool firmalt
Calbiochem. Marker GeneRuler 1kb DNA Ladder firmalt MBI Fermentas.

2.5 Aparatuur

Vedelkultuure inkubeeriti loksutis 37 C juures (rpm 180) ning tardso6tmeid Heraeus ja Sanyo
inkubaatorites. Kultuuride ja lahuste optilised tihedused mdoddeti Eppendorf BioPhotometer
spektrofotomeetriga. Lahuste ja kultuuride Kiireks ja intensiivseks segamiseks kasutati Vortex
Genie2. Lauatsentrifuugidest kasutati Heraeus fresco ja Heraeus pico. PCR teostamiseks
kasutati Biometra UNO Il. Geelelektroforeesi labiviimiseks kasutati Bio-Rad Laboratories
PowerPac basic ja PowerPac HC masinaid ning Biometra Compact XS/X ja M
horisontaalseid elektroforeesisiisteeme. Sahharoosigradiendi formeerimiseks kasutati
tthendatud anumate pohimottel tootavat gradiendisegajat. Suuremas koguses rakukultuuride
kogumiseks kasutati Sorvall RC5B plus fuugi (rootor Sorvall GSA). Rakkude liiiisimine
detergentidega tehti LMI intelli-mixer rotaatorsegajal. Eraldatud ribosoomid fraktsioneeriti
Beckman Coultier L-90K ultratsentrifuugis (rootor SW-28) ning visualiseeriti GE Healthcare

Monitor UVis-920 ldbivoolu-spektrofotomeetri, Pharmacia Biotech peristaatilise pumba ja
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LKB Bromma 2210 recorder isekirjutaja abil. Konstrueeritud tiivede kasvukiiruste

modtmiseks kasutati mikroplaadilugejat Tecan Infinite M200 Pro.
2.6 E. coli titvede konstrueerimine

2.6.1 Virske bakteriofaag P1 viirusliisaadi valmistamine

LB tardsd6tmelt inokuleeriti tiks MG1655 koloonia 2 ml 2xYT vedelsddtmesse.
Uleddkultuurist valmistati 10x lahjendus 2 ml 2xYT vedelsddtmesse ning lisati CaCl,
16ppkontsentratsiooniga 5 mM. Kultuuri inkubeeriti loksutis 37 ‘C juures kuni ODeoo = 0,6
ning nakatati 100 pl bakteriofaag P1 lahusega. Seejarel inkubeeriti rakke 4 — 5 h loksutis 37°C
juures ning moodustunud viiruspartiklid eraldati kloroform meetodil. Bakteriofaagiga P1
nakatatud E. coli rakkudele lisati kloroform 16ppkontsentratsiooniga 10% - 15%. Rakkude
litisumise efektiivuse tdstmiseks segati kultuuri Vortexiga. Liitisunud rakud sadestati
lauatsentrifuugiga 13000 rpm 3 min. Supernatant eraldati uude tuubi ning t66tlust

kloroformiga korrati. Saadud viirusliisaati sdilitati 4 ‘C juures.

2.6.2 Doonortiivede nakatamine bakteriofaagiga P1 ja viirusliisaadi valmistamine
LB+Km (25ug/ml) tards66tmelt inokuleeriti kahes korduses iiks E. coli tiivi (JW3982-1,
JW3146-2, JW0931-1, JW2501-1, JW2777-1) 2 ml 2YT vedelso6tmesse, millele lisati Km
(16ppkontsentratsioon 25ug/ml). Uleddkultuuridest tehti 10x lahjendused 2 ml 2xYT
vedelsootmesse, millele lisati CaClz 10ppkontsentratsioonis 5 mM ja rakke inkubeeriti loksutis
kuni ODego 0li 1,1-1,2. Seejarel lisati iihele kultuurile 100 pl ja teisele 50 pl vérsket
bakteriofaag P1 (MG1655) lahust ning kultuure inkubeeriti loksutis 4 — 5 tundi.
Viiruspartiklid eraldati rakkudest kloroform meetodiga (ptk. 2.7.1). Valmistatud
bakteriofaagide P1 (JW3982-1), P1 (JW3146-2), P1 (JW0931-1), P1 (JW2501-1), P1
(JW2777-1) liisaadid kasutati kohe katsetes ning edaspidiseks ei talletatud.

2.6.3 Transduktsioon

Retsipienttiive ettevalmistamiseks inokuleeriti kahes korduses iiks E. coli koloonia [MG1655
(4RIuC), MG1655 (4RIuC ARImKL), MG1655 (4RIuC ARIMKL AR[uF), MG1655 (4RIuC
ARIMKL ARImN) voi MG1655 (4RIuC ARIMKL ARImN)] iile6d 2 ml 2xY T vedelsdotmes.
Uleddkultuurist tehti 40x lahjendus 2 ml 2xYT vedelsddtmesse ning kultuuri inkubeeriti
loksutis kuni ODeoo ~ 2. Seejarel fuugiti rakud 4000 rpm juures 5 minutit, eemaldati
supernatant ja rakke suspendeeriti 500 pl 2xYTs koos 10 mM CaClz ja 5mM MgClo.
Retsipienttiive nakatamiseks lisati 100 pl-le kultuurile jirgmise skeemi alusel valmistatud P1

viirusliisaati ja/voi 2xY'T vedelsoodet.
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Retsipienttiive nakatamise skeem:

Katse number P1 liisaat (ul) Retsipienttiivi (ul) 2xYT (ul)
N1 100 100 0
N2 50 100 50
N3 10 100 90
N4 100 0 100
N5 0 100 0
N6 100 100 0
N7 50 100 50
N8 10 100 90
N9 100 0 100
N10 0 100 0

Peale retsipienttiive nakatamise algust inkubeeriti rakke loksutamata 37 C juures 30 minutit.
Viirusinkubatsioon peatati naatriumtsitraatiga (16ppkontsentratsioon 0,3M pH 5,5). Seejérel
lisati rakkudele 1 ml 2xYT s66det ning inkubeeriti 37 C juures iiks tund. Pérast inkubatsiooni
fuugiti rakke lauafuugiga 4000 rpm juures 5 minutit ja rakkude sadet pesti kaks korda 1 ml
2xYT so6tmega. Rakud suspendeeriti 100 pl 2xYT s66tmes, millele lisati naatriumtsitraati
16ppkontsentratsiooniga 100mM ja pH 5,5. Rakud kiilvati LB+Km (25 pg/ml) tards66tmele ja

inkubeeriti kuumakapis 37 C juures iile66.

2.6.4 Transformatsioon ja plasmiidi eemaldamine
LB+Km (25 pg/ml) tardsootmelt inokuleeriti kahes korduses iiks E. coli [MG1655 (4rluC
ArlmE:kan) voi MG1655 (ArluCArimKL::kan) voi MG1655 (ArluC ArimKL ArlmN::kan) voi
MG1655 (ArluC ArlmKL ArluF::kan) voi MG1655 (4riuC ArimKL ArlmN ArlmM::kan)]
koloonia 2 ml 2xYT+Km (25 pg/ml) vedelsootmesse ning inkubeeriti loksutis 37 C juures
kuni ODsno = 0,6. Seejarel jahutati rakud jaal 15-30 minutit ning koguti lauafuugiga 3000 rpm
5 minutit 4 C juures. Rakkudelt eemaldati s6dde, suspendeeriti 1 ml puhvris RF1 ja
inkubeeriti 15-20 minutit. Rakud fuugiti uuesti, eemaldati supernatant ning suspendeeriti 100
ul puhvris RF2. Kompetentsetele rakkudele lisati plasmiidi pCP20. Transformeerimine viidi
labikuumasoki meetodil. Rakke hoiti 20-30 minutit jadl ning seejirel 1 minut 42 C juures.
Rakkudele lisati 2 ml 2xY T s6ddet ning turgutati 1h 37 C juures. Transformeeritud rakud
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koguti kokku lauafuugiga 4000 rpm 5 minutit, suspendeeriti 100 ul 2xY T vedels6otmes, FLP
rekombinatsioon viidi 1abi LB+Amp (100pg/ml) tards66tmel tiledd 30 C juures.

pCP20 eemaldamiseks rakkudest inokuleeriti LB+Amp (100pg/ml) tardsdotmelt kahes
korduses iiks E. coli koloonia [MG1655 (4riuC ArimE, pCP20), MG1655 (A4rluC ArlmKL,
pCP20), MG1655 (ArluC ArlmKL ArlmN, pCP20), MG1655 (ArluC ArimKL ArluF, pCP20)
vOoi MG1655 (ArluC ArlmKL ArlmN ArlmM, pCP20)] ning kiilvati paralleelselt nii LB,
LB+Km (25 pg/ml) ja LB+Amp (100pg/ml) tardsé6tmele. Rakke inkubeeriti kuumakapis
37°C juures iiledd. Onnestunud transduktsiooni, transformatsiooni ja plasmiidi eemaldamise

jarel moodustusid E. coli kolooniad ainult LB tardsé6tmel.

2.7 Koloonia-PCR

PCRIi ldbiviimiseks liiiisiti tiks E. coli koloonia 10 pl ddH20-s 10 minuti jooksul 95 C juures.
Proovile lisati 15 ul reaktsioonisegu ning 16ppmahuks kujunes 25 pl. Reaktsioonisegus
kasutati 10x PCR puhvrit, 2 mM ldppkontsentratsiooniga MgClz, nukleotiide (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) Ioppkontsentratsiooniga 0,2 mM, termoresistentset Thermus aquaticus’e Taq
DNA poliimeraasi 1dppkontsentratsiooniga 0,2 U/ul ning 15 pmol kumbagi praimerit (direct

jareverse).

Reaktsioonisegu koostis:

Reaktsioonisegu 1 reaktsiooni maht
MQ H20 7 ul
10x PCR puhver 2,5ul
25 mM MgCl; 2 ul
10 mM dNTP 0,5 pl
Taq DNA poliimeraas (5U/pl) 1wl
Praimer (dir) 15 pmol
Praimer (rev) 15 pmol
KOKKU 15 ul
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PCR programm :

Etapp Temperatuur | Aeg (sek) | Tsiiklite arv
1 Algne denaturatsioon 94T 180 1
2 Denaturatsioon 94°C 30
3 Oligote seondumine 57C 40 32
4 Elongatsioon 73C 120
5 Loplik elongatsioon 73C 420 1

Geenide rluC, rluF, rimEg, rimKL, RImN, ja rimM olemasolu vdi puudumist visualiseeriti
geelelektroforeesiga. Segu kanti 1%-lisele etiidiumbromiidi sisaldavale agaroosgeelile 1x
TBE puhvris. Elektroforees viidi 1dbi 110V juures 45 minuti jooksul. PCR fragmentide
pikkuse médramiseks kasutati vordlusena makerit GeneRuler 1kb DNA Ladder (0,5 pg/ul).
Marker sisaldas DNA fragmente pikkusega 20000 nt, 10000 nt, 7000 nt, 5000 nt, 4000 nt,
3000 nt, 2000 nt, 1500 nt, 1000 nt, 700 nt, 500 nt, 400 nt, 300 nt, 200 nt ja 75 nt. Geelil
olevate PCR fragmentide UV-valguses pildistamiseks kasutati UVIPro programmi.

2.8 Ribosoomide fraktsioneerimine sahharoosgradiendi abil

2.8.1 Ribosomaalse vordlusmaterjali saamine erinevatest Escherichia coli tiivedest

LB tards66tmelt inokuleeriti iiks E. coli [MG1655(4r/uC), JIW3146-2, MG1655 (ArluC
ArlmE::Km), MG1655 (ArluC ArimKL), MG1655 (ArluC ArlmKL ArluF), MG1655 (ArluC
ArlmKL ArlmN ArlmM) koloonia 2xYT vedelsédtmesse, ruumalas 2ml. Uledokultuuridest
valmistati lahjendused 100 ml samasse s66tmesse ja inkubeeriti loksutis kuni ODegoo jai
vahemikku 0,8 - 1. Bakterirakud koguti Sorvall GSA rootoriga 4000 rpm 8 minutit, seejarel

s00de aspireeriti.

2.8.2 Rakuliisaadi valmistamine ja ribosoomide eraldamine

E. coli rakkude sade suspendeeriti 1 ml LP liitisipuhvris, millele lisati ensiiiimid lisotsiiim
(I6ppkontsentratsioon 2mg/ml) ja Dnase | (I6ppkontsentratsioon 20U/ml). Rakumembraanide
1ohkumiseks inkubeeriti bakterirakke 20 minutit jadl ning kasutati kiillmutamise-sulatamise
meetodit, kus rakud kiilmutati vedellimmastikuga ning hoiti 20 minutit temperatuuril -80 C,
seejarel rakud sulatati jad-vee segul. Mehaaniliseks liiiisimiseks kasutati 0,5 ml klaaskuule
(diameetriga 0,1mm), millele lisati 1 ml eelnevalt liiisitud rakke. Rakke liiiisiti Persellys 24

homogenisaatoriga vastavalt tootjapoolsele juhendile. Liitisiefektiivsuse tdstmiseks lisati
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rakkudele detergente DOC (16ppkontsentratsioon 0,8%) ja Brij (1dppkontsentratsioon 0,5%) ja
proove segati rotaatoril 20 minutit 4 C juures rpm 10. Peale rakkude liiiisi sadestati
membraan-kromosomaalne kompleks lauafuugiga 13 000 rpm 10 minutit. Ribosoomide

kvantifitseerimiseks moddeti suprenatandi optiline tihedus lainepikkusel 260 nm.

Ribosoomide ja subiihikute eraldamiseks kasutati sahharoosi gradiendi meetodit. Sahharoosi
kontsentratsioon muutus lineaarselt 15%-st kuni 40%-ni. Ribosoomi partiklite eraldamiseks
kanti sahharoosi gradiendile 30U rakuliisaati (LLP puhvris) ja ultratsentrifuugiti
0*t=2.8x10%rad-s™, temperatuuril 4 C. Fraktsioonide visualiseerimiseks kasutati libivoolu-

spektrofotomeetrit (OD2s0), peristaltilist pumpa ning isekirjutajat.
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3  Tulemused ja arutelu

3.1 Escherichi coli tiivede MG1655 (ArluC ArlmE::Km), MG1655 (ArluC ArlmKL),
MG1655 (ArluC ArimKL ArlmN), MG1655 (ArluC ArimKL ArluF) ja MG1655 (ArluC
ArlmKL ArlmN ArlmM) konstrueerimine

Erinevates to6des on ndidatud 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide olulisust ribosoomi

funktsionaalusele in vitro, kuid tépselt pole teada nende modifikatsioonide olulisus ribosoomi

funktsionaalsusele in vivo. Margitud on ka, et in vivo iiksikute modifikatsioonide puudumine

E. coli 23S rRNA domeenist V ei pohjusta iildjuhul bakterirakkudele mérgatavaid

fenotiitibilisi erinevusi wild type tiivedest. Erandiks on uridiinmetiilatsioon positsioonis 2552,

mida kataliiiisib metiiiiltransferaas RImE ja mis on iihtlasi ka kuumasoki valk (Conrad et al.,

1998; Del Campo et al., 2001; Lovgren ja Wikstrom, 2001; Biigl et al., 2000; Purta et al.,

2009; Toh et al., 2008). Green ja Noller piistitasid 1996. aastal hiipoteesi, mille kohaselt 23S

rRNA domeeni V 80 nukleotiidses jérjestuses (nt 2445-2523) paiknevad modifikatsioonid voi

modifikatsioonide kombinatsioon, mis on rakkudele eluliselt hidavajalik (Green ja Noller

1996). Kédesolevas bakalaureuse to0s piistitatud eesmarkide teostamiseks konstrueeriti E. coli

tiived, kus erinevates kombinatsioonides deleteeriti modifikatsioonienstiiimide geene,

vastavalt rluF, rimE, rimKL, rimN, rimM.

Algse retsipienttiivena kasutati E. coli tive MG1655 (4rluC), mille sai eksperimentaator phD.
Margus Leppikult. Koik tiived konstrueeriti vastavalt kirjeldatud metoodikale (ptk 2.7).
Tiivede konstrueerimisel kasutati transdutseerimiseks bakteriofaagi P1, mis on voimeline
viiruspartiklisse votma kuni 100 kb suuruse DNA fragmendi doonortiivest (Lobocka et al.,
2004). P1 viiruspartiklite loomisel kasutati doonortiivedena Keio kollektsiooni tiivesid,
millest olid deleteeritud vastavalt rluF, rimg, rimKL, rIimN va&i rimM geenid. K&ik Keio
kollektsiooni doonortiived (JW3982-1, JW3146-2, JW0931-1, JW2501-1 ja JIW2777-1)
sisaldavad deleteeritud geeni asemel kanamiitsiini resistentsukassetti, mis paikneb parmi Flp-
rekombinaasi sihtmaérk jarjestuste (FRT) vahel (Baba et al., 2006). Bakteriofaagi P1
vahendatud transdutseeritav DNA integreerub retsipienttiive genoomi RecBCD ja RecA
medieeritud homoloogilise rekombinatsiooni abil (Lobocka et al., 2004). Kui P1 partiklisse
pakitud DNA ja retsipienttiive genoomi vahel toimub homoloogiline rekombinatsioon, siis on
voimalik konstrueerida E. coli tiivesid, kuhu saab sisestada eksperimentaatori soovitud DNA
fragmente. Kanamiitsiini resistentsuskassettiga on voimalik transdutseeritud kolooniad

selekteerida transdutseerimata kolooniatest.
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Escherichia coli AriuC ArlmKL tiive konstrueerimiseks kasutati trandsutseerimisel
doonortiivena JW0931-1 (4rimKL::Km) ning retsipienttiivena MG1655 (4rluC).
Transduktsiooni tulemusena valmistati konstrukt, milles puudusid nii rluC kui rimKL geenid,
kuid mis sisaldas kanamiitsiini resistentsuskassetti. Valmistatud konstrukti valideerimiseks
teostati koloonia-PCR vastavalt eelpool toodud metoodikale (ptk 2.8). PCR produktide
visualiseerimiseks valmistati 1% agaroosgeel TBE puhvris. Elektroforees viidi 1ébi 45 minuti
jooksul 110V.

Jargmise etapina sooviti konstrueeritud tiivest (MG1655 ArluCArimKL::Km) eemaldada
kanamiitsiini resistentsuskassett, et oleks voimalik jétkata teiste modifikatsiooniensiitimide
geenide eemaldamisega tiivest. Selleks teostati konstrueeritud tiivega transformatsioon, mille
kaigus muudeti rakud keemilise to6tlusega kompetentseteks. Keemiliselt kompetentsete
rakkude loomisel on olulised CaClz, mis muudab rakumembraanid geneetilisele materjalile
labitavaks, ning RbCI, mis soodustab negatiivse laenguga DNA fragmentide Kinnitumist
rakumembraanile. Heat shocki abil siseneb DNA [6plikult rakku. Antud bakalaureuset66
katsetes kasutati E. coli erinevate tiivede transformeerimiseks plasmiidi pCP20. pCP20
sisaldab ampitsilliini ja klooramfenikooli resistentsuse geeni, FIp-rekombinaasi geeni ning
temperatuuritundlikku replikoni (Datsenko ja Wanner, 2000). Kuna Keio kollektsiooni tiivest
(JW0931-1) transdutseeritud DNA fragmendi kanamiitsiinikasseti kummaski otsas on FRT
(Flp recombination target) jarjestused ning pCP20 pealt kodeeritakse FLP rekombinaas, siis
on voimalik teostada FLP-FRT vahendatud rekombinatsioon. Seega transformatsiooni kdigus
on voimalik konstrueeritud tiivest MG1655 (4rluC ArimKL) eemaldada kanamiitsiini
resistentsuskassett. Transformeerunud rakkude selektsiooni tagamiseks kasutati ampitsilliini
sisaldavat LB s60det. Plasmiidi eemaldamiseks rakkudest inkubeeriti valitud kolooniaid 37°C
juures iiled6 LB, LB+Km ja LB+Amp tardsdotmetel. Kuna pCP20 sisaldab
temperatuuritundlikku replikoni, siis temperatuuri toustes represseerub plasmiidi pCP20
replikatsioon ja rakkude jagunemise kdigus plasmiid tiitarrakkudele edasi ei kandu, seega
kanamiitsiini ja ampitsilliini sisaldaval s66tmel kolooniaid moodustuda ei saa (Cherepanov ja
Wackernagel, 1995). Kolooniatest, mis moodustusid 30 C juures LB s66tmele valiti moned,
mis plaaditi uuele LB tardsddtmele ning inkubeeriti 37 ‘C juures. Uledé moodustunud uutest
kolooniatest tehti valik, mida kontrolliti koloonia-PCR meetodiga. Kui tiives puudusid nii
rluC ja rimKL geenid kui kanamiitsiini resistentsuskassett oli tiive konstrueerimine

onnestunud.

Koik jargnevad tiived : MG1655 (ArluC ArimKL ArimN), MG1655 (AriuC ArlmKL ArluF) ja

MG1655 (AriuC ArlmKL ArlmN ArlmM) ja MG1655 (AriuC ArlmE) valmistati eelnevalt
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kirjeldatud pShimotetel. Kdigi konstrueeritud tiivede valideerimisel PCRga (joonis 7-11)
kasutati deleteerunud geenide kontrollimiseks vastavalt tiive spetsiifikale praimereid, mille
geenid olid deleteeritud. PCR-produktidena saadud fragmenide suurused ja praimerite
kaugused geeni otstest on toodud Lisas 1.
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Joonis 7. ArluC ArimKL tiive valideerimine. Tiive konstrueerimine on dnnestunud, kui deleteerunud on nii rluC
kui rImKL geenid. DNA fragmentide pikkuse médramiseks kasutati markerit (Gene Ruler 1kb DNA Ladder),
mille rajal (rada 8) on iilevalt alla mérgitud fuksiaroosa tirniga DNA fragmendid pikkustega 5000 nt, 1500 nt ja
500 nt. Radadel 1-7 on kasutatud rluC praimereid, radadel 9-17 rimKL praimereid. Kontrolltiivedena on
kasutatud MG1655 wt, 4riuC ja ArimKL tiivede kolooniaid. MG1655 wt koloonia (radadel 1 ja 9) sisaldab nii
rluC kui rimKL geene (vastavalt 1333 nt ja 2369 nt fragmendid). 4r[uC tiive koloonia rakkudes (rajad 2 ja 10) on
deleteerunud rluC geen (499 nt fragment), kuid alles on rimKL geen (2369 nt fragment). ArimKL tiive koloonia
DNA fragmendid (rajad 3 ja 11) nditavad rluC geeni olemasolu (1333 nt fragment) ja rIimKL geen on asendunud
Km-resistentsuskassettiga (1663 nt fragment) (Baba et al., 2006). Konstrueeritud tiive ArluC ArlmKL kolooniate
1-4 (rajad 4-7 ja 12-15) PCR produktid nditavad, et tiivest on deleteerunud nii rluC kui rimKL geenid (vastavalt
499 nt ja 360 nt fragmendid).
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Joonis 8. ArluC ArimKL ArluF tiive valideerimine. Tiive konstrueerimine on dnnestunud, kui lisaks rluC Kkui
rimKL geenidele on deleteerunud ka rluF geen. DNA fragmentide pikkuse méaramiseks kasutati markerit (Gene
Ruler 1kb DNA Ladder), mille radadel a) rada 8 ja b) rada 1 on iilevalt alla mérgitud fuksiaroosa tirniga DNA
fragmendid pikkustega 5000 nt, 1500 nt ja 500 nt. @) Geelelektroforeesi pilt on analoogne joonisele 7. Rajal 9 on
marker DNA fragmentide pikkuse médramiseks. Radadel 2-8 on kasutatud rluC praimereid ning radadel 10-17
rlmKL praimereid. Kontrolltiivedele on lisandunud ArluF::Km tiive koloonia (rajad 4 ja 13). Konstureeritud tiive
kolooniates (rajad 5-8 ja 14-17) on endiselt puudu rluC ja rimKL geenid (vastavalt 499 nt ja 360 nt). b) Radadel
2-9 kasutati PCRi ldbiviimiseks rluF praimereid. Kontrolltiivedena kasutatud MG1655 wt, ArluC ja ArlmKL
titved sisaldavad rluF geeni (1333 nt). AriuF::Km tiives (rada 5) on rluF geen asendatud Km-
resistentsuskassetiga (1663 nt) (Baba et al., 2006). Konstrueeritud tiive kolooniad (rajad 6-9) ei sisalda rluF
geeni (360 nt).
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Joonis 9. ArluC ArlmKL ArimN tiive valideerimine. Tiive konstrueerimine on dnnestunud kui lisaks rluC ja
rimKL geenidele on deleteerunud rImN geen. DNA fragmentide pikkuse madramiseks kasutati markerit (Gene
Ruler 1kb DNA Ladder), mille radadel a) rada 9 ja b) rada 1 on iilevalt alla mérgitud fuksiaroosa tdrniga DNA
fragmendid pikkustega 2000 nt, 1500 nt ja 500 nt. a) Radadel 1-8 on kasutatud rluC praimereid ja radadel 10-17
rlmKL praimereid. Kontrolltiivedena on kasutatud MG1655 wt (rajad 1 ja 10), AriuC, ArlimKL::Km ja
ArimN::Km tiivesid. Radadel 5-8 ja 14-17 on kasutatud kolooniaid AriuC ArimKL ArimN tiivest. Radadel 1, 3 ja
4 on ndha, et vastavad tiived sisaldavad rluC geeni (1333 nt) ning radadel 3, 5-8 kasutatud kolooniates on rluC
geen deleteerunud (499 nt). Radadel 10, 11 ja 13 on néha, et vastavad tiived sisaldavad rimKL geeni (2369 nt),
kuid radadel 12, 13, 15-17 kasutatud kolooniad mitte (360 nt). Rajal 12 kasutatud koloonia (4rimKL::Km)
sisaldab rImKL geeni asemel Km-resitentsuskassetti. b) Radadel 2-9 on kasutatud rImN praimereid. Rajal iiks on
nédidatud marker, kontrolltiived on paigutatud radadele 2-5 vastavalt MG1655 wt, ArluC, ArlmKL::Km ja
ArimN::Km. Radadel 6-9 on kasutatud kolooniaid AriuC ArimKL ArlmN tiivest. Radadel 2-4 paiknevad
kontrolltiivede kolooniad sisaldavad rImN geeni (1515 nt), rajal 5 paiknev koloonia sisaldab rImN geeni asemel
Km-resistentsuskassetti (1663 nt) ning konstrueeritud tiive kolooniad radadel 6-9 ei sisalda rImN geeni (360 nt).
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Joonis 10. AriuC ArimKL ArimN ArlmM tive valideerimine. E. coli tiive konstrueerimine on 6nnestunud kui
titves puuduvad geenid rluC, rimKL, rImN ja rimM. DNA fragmentide pikkuse madramiseks kasutati markerit
(Gene Ruler 1kb DNA Ladder), mille radadel a) rada 1, b) rada 1 ja c) rada 9 on iilevalt alla mérgitud
fuksiaroosa tarniga DNA fragmendid pikkustega 2000 nt, 1500 nt ja 500 nt. Geelelektroforeesi pilt on analoogne
joonisele 10, kuid kontrolltiivena on lisandunud ArimM::Km tiivi. @) Geelelektroforeesi labiviimiseks kasutati
rluC praimereid. Radadel 2, 4-6 paiknevad tiived sisaldavad rluC geeni (1333 nt), radadel 3, 7-9 kasutatud
titvede kolooniasest on rluC geen deleteerunud (499 nt). b) Radadel 2, 3, 5, 6 kasutatud tiivede kolooniad
sisaldavad rImKL geeni (2369 nt), rajal 4 asuvas tiives on rImKL geen asendunud Km-resistentsuskassetiga
(1663 nt), radadel 7-9 asuva tiive kolooniatest on rimKL geen deleteerunud (360 nt). ¢) Radadel 1-8 on kasutatud
rimN praimereid ja radadel 10-17 rimM praimereid. Radadel 1-3, 5 asuvate kontrolltiivede kolooniad sisaldavad
rimN geeni (1515 nt), rajal 4 asuva titve rImN geen on asendunud Km-resistentsuskassetiga (1663 nt), radadel 6-
9 kasutatud tiive kolooniatest on rImN geen deleteerunud (360 nt). Radadel 10-13 kasutatud kontrolltiived
sisaldavad rImM geeni (1461 nt), rajal 14 asuv kontrolltiivi sisaldab rimM geeni asemel Km-resistentsuskassetti
(1663 nt) ning radadel 15-17 asuva tiive kolooniatest on rimM geen deleteerunud (360 nt).
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Joonis 11. ArluC ArimE::Km tiive valideerimine. Tlive konstrueerimine on dnnestunud, kui deleteerunud on nii
rluC geen kui rImE geen. DNA fragmentide pikkuse méaramiseks kasutati markerit (Gene Ruler 1kb DNA
Ladder), mille radadel a) rada 1 ja b) rada 1 on iilevalt alla méargitud fuksiaroosa tédrniga DNA fragmendid
pikkustega 2000 nt, 1500 nt ja 500 nt. a) Radadel 2-9 on PCR lébiviimiseks kasutatud rluC praimereid.
Kontrolltiivedena on kasutatud Ar/uC ja ArImE::Km tiivesid vastavalt radadel 2 ja 3. Radadel 4-11 on
kontrollitud tiives ArluC ArlmE::Km rluC geeni olemasolu. Rajal 2 asuv koloonia ei sisalda rluC geeni (499 nt)
jarajal 3 paiknev koloonia sisaldab (1333 nt). Konstrueeritud tiive kolooniatest radadel 4-11 on rluC geen
deleteerunud (499 nt). b) Radadel 2-9 on PCR ldbiviimiseks kasutatud rlmE praimereid. Kontrolltiivede
kolooniad asuvad radadel 2 ja 3. Konstrueeritud tiive kolooniad asuvad radadel 4-11. Rajal 2 asuv tiivi sisaldab
rImE geeni (1053 nt), rajal 3 asuva tiive rImE geen on asendatud kanamiitsiini resistentsuskassetiga (1726 nt).
Konstureeritud tiive kolooniates (rajad 4-11) on samuti rImE geen asendunud Km-resistentsuskassetiga (1726
nt).

3.1.2 Konstrueeritud E. coli tiived

Tiive nimi Genotiitip
MG1655 (AriuC ArimE::Km) F- - iIlvG- rfb-50 rph-1 AruC753 ArrmJ786: :kan

MG1655 (AriuC ArimKL) F- - ilvG- rfb-50 rph-1 AruC753 ArlmL764

MG1655 (AriuC ArimKL ArimN) F- A- iIlvG- rfb-50 rph-1 AriuC753 ArimL764
AyfgB763

MG1655 (AriuC ArimKL ArluF) F- A- iIlvG- rfb-50 rph-1 AriuC753 ArimL764
ArluF789

MG1655 (AriuC ArimKL ArimN F- A- IlvG- rfb-50 rph-1 4ruC753 ArimL764

ArlmM) AyfgB763 AygdE733

Lisaks proovis eksperimentaator transformatsiooniga eemaldada kanamiitsiini
resistentsuskassetti tiivest, kus puuduvad nii rluC kui rimg geenid (4rluC ArimE::Km), kuid
ka nelja korduskatse jérel see ei dnnestunud. Kuna Km-resistentsuskassett oli transdutseeritud
Keio kollektsiooni tiivesse (JW3146-2), siis tulemuste kontrollimiseks peab t66 autor looma
ka tiive, milles puuduksid mdlemad rluC ja rImE geenid, kuid selektiivsust tagav Km-

resistentsuskassett oleks transdutseeritud MG1655 tiivesse. Katse ebadnnestumine voib olla
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seotud puuduva kuumasoki valguga, kuna transformatsiooniks vajaliku plasmiidi (pCP20)
sisenemine rakku toimub kuumasoki abil. Samas temperatuuritundlikkuse mairamise
katsetest selgub, et rluC ja rImE geenide deletsioon ei pdhjusta selle tiive kolooniatel
kasvudefekti 42 C juures vorreldes referentsiivega (MG1655 wt). Teine tdenédolisem hiipotees
selle katse ebadnnestumiseks voib olla mutatsioon Flp-rekombinaasi sihtmérk jarjestuses
(FRT). Mutatsiooni korral pole Flp-rekombinaas voimeline kanamiitsiini resistentsuskassetti

plasmiidi (pCP20) vastu vahetama.

Samuti proovis eksperimentaator paralleelselt luua tiivesid, kus korraga puuduksid nii rluC,
rimKL, rImN ja rluF geenid. Selleks kasutati transduktsiooni doonortiivedena Keio
kollektsiooni tiivesid, millest oli deleteeritud rluF geen voi rimN geen. Retsipienttiivedena
kasutati vastavalt tiivesid, milles oli deleteeritud rluC, rimKL ja rImN geenid vai rluC, rimKL
ja rluF geenid. Pérast nelja korduskatset selliste tiivede konstrueerimine ei dnnestunud, mis
voib méarku anda bakalaureuset6os piistitatud hiipoteesi timberliikkkamisest: ei ole voimalik
konstrueerida Eschericia coli tiive, milles puuduksid koik 23S rRNA domeeni V
modifikatsioonid. Nende nelja ensiiiimi (RIuC, RImKL, RImN, RluF) poolt modifitseeritavad
nukleotiidid paiknevad positsioonides G2069, G2445, A2503, U2504, U2580, U2604 (joonis
4). Uksikute puuduvate modifikatsioonidega tiivedel vdivad fenotiiiibilised efektid viga
véikesed olla, kuid suuremas hulgas modifikatsioonide puudumise tdttu vdivad efektid
kumuleerida ning letaalseks muutuda. Et kindel olla, kas tiive konstrueerimine ebadnnestus
just RluF ja RImN ensiitimidega seotud modifikatsioonide puudumise tottu, peaks t66 autor
tulevikus konstureerima tiive, kus puuduvad ainult nende kahe enstiiimi poolt kataliilisitavad

modifikatsioonid (vastavalt #2604 ja m*A2503).

3.2 Escherichia coli konstrueeritud bakteritiivede MG1655 (ArluC ArlmE), MG1655
(ArluC ArlmKL), MG1655 (ArluC ArlmKL ArlmN), MG1655 (ArluC ArlmKL ArluF)
ja MG1655 (ArluC ArlmKL ArlmN ArlmM) anaiiiisimine

3.2.1 Temperatuuritundlikkuse analiiiisimine

Kdigi bakalaureuseto kédigus konstrueeritud tiivede fenotiiiibi analiiiisimiseks tehti katseid
médramaks modifikatsioonide puudumise moju temperatuuritundlikkusele. Selleks
inokuleeriti LB tardsd6tmelt igast konstrueeritud tiivest liks koloonia 2xYT vedelsddtmesse ja
kasvatati iile6o loksutis. Vedelsdotmest tehti joonkiilve erinevate mutanttiivedega samas
konfiguratsioonis viis paralleeli (joonis 12 ja joonis 13). Koiki tiivesid inkubeeriti
temperatuuridel 16°C, 25°C, 30C, 37°C ja 42 C. Referentstiiveks voeti MG1655 wt tiivi.
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Joonis 12. Deletsioonitiivede kasvufenotiiiibi analiiiis. Erinevatel temperatuuridel inkubeeritud joonkiilvid
tiivedest MG1655 wt, MG1655 (4rluC ArimE), MG1655 (AriuC ArimKL), MG1655 (AriuC ArlmKL ArlmN),
MG1655 (AriuC ArimKL ArluF) ja MG1655 (AriuC ArimKL ArimN ArlmM).

Joonisel 12 on ndha, et eksperimentaatori poolt konstrueeritud tiivede MG1655 (ArluC
ArlmKL), MG1655 (AriuC ArlmKL ArimN), MG1655 (AriuC ArlmKL AriuF) ja MG1655
(ArluC ArlmKL ArlmN ArlmM) ning MG1655 referentstiive fenotiiiipides erinevatel
temperatuuridel (16°C, 25C, 30°C, 37 C ja 42 C) margatavaid erinevusi ei esine. Kuna ka
tiksikute modifikatsioonide puudumine 23S rRNA domeenist V rakkude fenotiitipi

silmndhtavalt ei mojuta, siis voib tulemustest jareldada, et sellises kombinatsioonis
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modifikatsioonide puudumine ei pohjusta E. coli rakkudes drastilisi muutuseid. Selleks, et
uurida, kas AriuC ArlmE::Km tiive kasv erinevatel temperatuuridel, on seotud iihega
deleteeritud geenidest v3i on fenotiiiip tekkinud kahe mutatsiooni mdjul tehti lisakatse (joonis
13), kuhu kiilvati referentstiivele MG1655 lisaks ka MG1655 (ArluC) ja JW3146-2
(4rimE::Km) tiived.

16 °C 25°C

30°C 37°C

Joonis 13. Deletsioonitiivede kasvufenotiiiibi analiiiis. Erinevatel temperatuuridel inkubeeritud joonkiilvid
tiivedest MG1655 wt, MG1655 (ArluC) ja JW3146-2.
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Kdige suurem muutus fenotiiiibis esineb E. coli tiivel, kus puuduvad nii rluC kui rimE geenid
(joonis 13). Kui vorrelda ArluC ArlmE::Km tiive nii MG1655 wt tiive, ArluC tiive ning ArlmE
tiivega (joonis 13), siis on néha, et kolooniate moodustumine aeglustub oluliselt
inkubatsioonitemperatuuri alanemisega. Selle tiive kasv temperatuuridel 16 'C, 25°C ja 30C
on mérgatavalt aeglasem valitud referentsiivedest. Samuti on rakkude kasv aeglustunud
korgematel temperatuuridel. Huvitav on ka konstrueeritud tiivede vordlus temperatuuridel
377C ja 42 C. Kuna rakkude optimaalseks kasvutemperatuuriks peetakse 37 ‘C, siis voiks
ecldada, et optimaalsel temperatuuril kasvanud rakud moodustavad joulisemad kolooniad.
Joonisel 13 olevast kasvufenotiiiibi vordlusest on aga mérgata, et 42 ‘C juures on joonkiilv
tugevam kui 37 °C juures. Conrad et al. on ndidanud, et RluC poolt kataliiiisitavate
pseudouridiinide puudumine positsioonides U2504 ja U2580 ei pohjusta rakkude fenotiiiibis
olulisi erinevusi vorreldes referentstiivega (Conrad et al., 1998). Kuid RImE poolt
slinteesitava metiilatsiooni puudumine positsioonis U2552 pShjustab bakteritlivel aeglasemat
kasvukiirust (Biigl et al., 2000). Tulemus on eriti huvitav just selle parast, et RImE ehk
teisisdnu FtsJ/RrmJ valk on lisaks metiiiiltransferaassele aktiivsusele ka kuumasoki valk
(Caldas et al., 2000). Sellest oleks voinud eeldada, et fenotiiiibiline efekt suureneb korgematel

temperatuuridel, mida aga ei juhtunud.

Konstrueeritud tiive AriuC ArlmE::Km veelgi selgemaks temperatuuritundlikkuse vordluseks
tehti spot-testid tivedega MG1655 wt, MG1655 (ArluC), JW3146-2 (4rimE::Km) ja
MG1655 (ArluC ArimE::Km) temperatuuridel 16°C, 25C, 30°C, 37C ja 42 C (joonis 14).
Nagu ka eelnev temperatuuritundlikkuse analiiiis joonkiilvidega (joonis 13) kinnitavad tehtud
spot-testid, et konstrueeritud mutanttiive rakud on tundlikumad madalamatele
temperatuuridele (16°C, 25C, 30°C) ja kasvavad viga aeglaselt. Ka vordlus 37°C ja42C
juures kasvatatud paralleelidega kinnitab mutanttiive paremat vdoimet moodustada kolooniaid

korgmal temperatuuril.
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ArlmE::Km
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ArluC ArlmE::Km

Joonis 14. Spot-testid tiivedega MG1655 wt, MG1655 (ArluC), JW3146-2 (4rimE::Km) ja MG1655 (ArluC
ArimE::Km) temperatuuridel 16°C, 25C, 30°C, 37C ja 42 C. LB-tards66tmele pipeteeriti 5 pl Kultuuri.

Kultuuride lahjenemise suund on vasakult paremale.

3.2.2 Konstrueeritud bakteritiivede kasvukiiruse analiilisimine

Eelnevas peatiikis esitatud temperatuuritundlikkuse katsete tulemused ei selgita erinevate
mutantiivede kasvukiiruseid eri faasides. Tuvastamaks 23S rRNA domeeni V
modifikatsioonide puudumise mdju rakkude eri kasvufaasidele, mdodeti konstrueeritud
tiivede kasvukiiruseid. Konstrueeritud E. coli tiivede kasvukiiruste médaramiseks ja
vordlemiseks inokuleeriti LB tardsootmetelt kahes korduses tiks E. coli tiivi (MG1655 wt,
MG1655 (4rluC), JIW3146-2 (ArlmE::Km), MG1655 (ArluC ArlmE), MG1655 (ArluC
ArlmKL), MG1655 (ArluC ArimKL ArimN), MG1655 (ArluC ArimKL ArluF) ja MG1655
(ArluC ArimKL ArimN ArimM)) 1 ml MOPS minimaals66tmesse ning inkubeeriti loksutis
ile6o 37 C. Seejarel tehti vedelkultuuridest 200x lahjendused ning pipeteeriti kahes korduses
100 pl rakukultuuri mikroplaadi kaevukestesse. Rakke inkubeeriti 37 C juures 20h ja optilist
tihedust moddeti 15 minutililste vahedega lainepikkusel 600nm. MOPS minimaalstdde
sisaldab rakkude kasvuks fiisioloogiliselt optimaalseid tingimusi, siisiniku allikana

kasutatakse gliikoosi. Seega antud minimaals66tmes on hea uurida E. coli tiivede kasvu
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looduslikele tingimustele ldhedasemas meediumis kui néiteks rikkas LB vedelsdotmes.

(Neidhardt et al., 1974).

Joonisel 15 on néha, et kdigi tiivede (MG1655 wt, ArluC ArimKL, ArluC ArimKL ArimN,
ArluC ArlmKL ArluF ja ArluC ArimKL ArlmN ArlmM) oote- ehk lag-faasid on sarnase
pikkusega. Erinevused esinevad aga eksponentsiaalses faasis. ArluC ArimKL, ArluC ArimKL
ArlmN, ArluC ArlmKL ArluF tiivede eksponentsiaalse faasi kasv on kiirem kui MG1655 wt ja
ArluC ArimKL ArlmN ArimM tiivedel. Samas MG1655 wt ja ArluC ArlmKL ArlmN ArlmM
eksponentsiaalse faasi kasvu kiirused on sarnased. Tulemus on monevdrra iillatav ja
vastupidine t66 hiipoteesile, kuid v3ib jareldada, et modifikatsioonide puudumine
positsioonides ¥2504, ¥2580, m2G2445, m'2069, m2A253 vdi W2604 kasvutemperatuuril

37 C ei pdhjusta ndivaid muutusi rakkude kasvu puhul. Seega voib monedel
modifikatsioonidel olla ribosoomi funktsinaalsuse kohast teine funktsioon, kui valgusiintees.
Toh et al. on niidanud, et m?>A253 hiipermetiilatsioon muudab rakud resistentseks mitmete
23S rRNAle seonduvate antibiootikumide suhtes. Lisaks muudab modifikatsiooni puudumine
selles piirkonnas rakud vastuvotlikemaks tiamuliini, hiigromiitsiin A, sparsomditsiini ja
linesoliidi vastu (Toh et al., 2008). Samuti on margitud, et Y2504 puudumisel suureneb
rakkude tundlikkus klindamiitsiinile, linesoliidile ja tiamuliinile (Toh ja Mankin, 2008). Seega
voib monede modifikatsioonide olulisus peituda rakkudele resistentsuse tagamisel erinevate
antibiootikumide suhtes. Ténapaeval aktuaalseks muutunud probleem on antibiootikumidele
restistentsete super-bakterite levik ning kiire evolutsioneerumine (Jean ja Hsueh, 2011).
Uurides modifikatsioonide mdju antibiootikumide resistentsusele oleks voimalik disainida
uusi siinteetilisi antibiootikume, mis padsevad mooda evolutsiooniliselt arenenud

kaitsemehanismist.

Purta et al. on avaldanud t66, mille kohaselt riImM geeni deletsioonist tulenev
modifikatsiooni puudumine positsioonis C2498 pohjustab rakkude véiksemat fitnessi
vorreldes referentstiivega (Purta et al., 2009). Joonisel 15 on néha, et rakud, millest on
deleteeritud rimM geen, on eksponentsiaalfaasis aeglasema kasvuga kui teised konstrueeritud

tiived. Vorrelduna referentstiivega (MG1655 wt) ei ole aga voimalik erinevusi tuvastada.
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Joonis 15. Kasvukdverate vordlus. Vorreldud on tivede MG1655 wt, ArluC ArimKL, ArluC ArimKL ArlmN,
ArluC ArimKL ArluF ja ArluC ArimKL ArimN ArimM kasvukiiruseid 20 h jooksul 100 ul MOPS

minimaalsdotmes.

Joonisel 16 on vorreldud tivede MG1655 wt, MG1655 (ArluC), JW3146-2 (ArImE::Km) ja
MG1655 (AriuC ArimE::Km) kasvukiiruseid. Monevdrra iillatav on rluC deletsiooniga tiive
eksponentsiaalfaasi kasvu kiirus vorrelduna MG1655 wt tiivega. rImE deletsiooniga tiive lag-
faas ehk ooteperiood on veidi pikem kui MG1655 referentstiivel. Bakalaureuse t60s
konstrueeritud tiive (MG1655 ArluC ArlmE::Km) lag-faas on oluliselt pikem referentstiivede
lag-faasidest, samuti on ka eksponentsiaalse faasi graafiku tdusunurk védiksem, mis viitab
probleemidele valgusiinteesis. RImE poolt siinteesitav metiilatsioon positisoonis Um2552
asub A-lingus, mis seondub aminoatsiiiil-tRNAga. Um2552 korval paiknev nukleotiid G2553
seondub otseselt aminoatsiiiil-tRNA nukleotiidiga C75. Mutatsioonid Um2552 ei pdhjusta
tugevat kasvufefekti ning see tuleb vélja ka kiesolevast bakalaureuse t66st (Kim ja Green,
1999). Kiill aga tekivad rakkudes tugevad kasvudefektid kui puuduvad modifikatsioonid
Um2552, ¥2504, Y2580 domeenis V ning lisaks RIuC poolt siinteesitav modifikatsioon 955
domeenis II. Seega voib leiduda kindel kombinatsioon modifikatsioone, mis on rakkudele

eluliselt olulised.
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Joonis 16. Kasvukdverate vordlus. Vorreldud on tiivede MG1655 wt, MG1655 (ArluC), JW3146-2 (ArlmE::Km)
ja MG1655 (ArluC ArlmE::Km) kasvukiiruseid 20 h jooksul 100 ul MOPS minimaalsd6tmes.

3.2.3 Konstrueeritud bakteritiivede MG1655 (ArluC ArlmE), MG1655 (ArluC ArimKL
ArluF), MG1655 (ArluC ArlmKL ArlmN ArimM) ribosoomide analiiiis

Valitud tiivede (MG1655 (ArluC ArlmE::Km), MG1655 (AriuC ArlmKL ArluF), MG1655

(ArluC ArlmKL ArimN ArlmM)) ribosoomide ja subiihikute analiilisimiseks fraktsioneeriti

ribosoomid 15% - 40% sahharoosigradiendil ning visualiseeriti vastavalt metoodikas

kirjeldatud meetoditele (ptk 2.9). Referentstiivedena kasutati tiivesid MG1655 wt, MG1655

(ArluC) ja IW3146-2 (ArlmE::Km).

Joonisel 18 on néha, et konstrueeritud tiivedest (AriuC ArimKL ArluF ja ArluC ArimKL
ArlmN ArlmM) 70S, 50S ja 30S partiklite osakaal sarnaneb MG1655 referentstiivele. Samas
on koigil konstrueeritud tiivedel vihenenud poliisoomide osakaal vorreldes wt tiivega, mis

viitab, et mRNA transleerimisel v3ib ribosoomidel kerge probleem olla.

ArluC ArimE mutandil (joonis 18) on selgelt eristuv sahharoosi gradiendi profiil: 70S
partiklite osakaal on oluliselt vahenenud 50S ja 30S partiklite osakaalud aga kasvanud. Lisaks
on muutunud ka poliisoomide pilt. Varreldes metsiktiiiipi tiivega on ti- ja trisoome
silmndhtavalt vihem. Pohjenduseks voib pidada suurt vabade subiihikute osakaalu ja
funktsionaalsete 70S ribosoomide véhest hulka, mis voib tuleneda probleemidest subiihikute
assambleerumisel. Selline sahharoosigradiendi profiil pohjendab éra ka oluliselt pikema lag-
faasi ning aeglasema kasvukiiruse eksponentsiaalses faasis (joonis 18). ArluC ja ArlmE tiived
on kiillaltki sarnased MG1655 wt tiivele, kuid ArlmE tiive puhul on néha veidi suurenenud
vabade subiihikute hulk. Biigl et al. poolt tehtud sahharoosi gradiendi profiil (joonis 17)

ArImE tiivest (ftsd °) néitab ArluC ArlmE mutandile sarnasemat partiklite jaotumist, kus
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vabade 50S ja 30S subiihikute osakaal on suurenenud ning 70S ribosoomide osakaal
vihenenud (Biigl et al., 2000). Uks pdhjus, miks antud bakalaureuse t66 kiigus saadud ArlmE
tiive sahharoosi gradiendi profiil on teistsugune voib olla pohjustatud kompenseerivate
mutatsioonide tekkest. Tan et al. on ndidanud, et viikeste GTPaaside Obg ja EngA
tileekspressioon taastab ArImE mutanttiivel wild type fenotiiiibi ja ribosoomide sahharoosi
gradiendi profiili (Tan et al., 2002). Viljaselgitamaks, kas ArluC ArimE mutandi fenotiiiip on
pohjustatud ainult rImE geeni deletsioonist voi siiveneb kahe geeni puudumise koosmojul voi
on seotud retsipienttiivega oleks vaja teha tdiendavaid katseid, kus transduktsiooni

geeniiilekandes oleks doonortiiveks MG1665 ArluC::Km ning retsipienttiiveks MG1655
(ArImE).
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& 1 N
Sis]-—» 2 N —WT
* 3 1 |
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Joonis 17. Poliisoomide profiil 10% - 50% sahharoosi gradiendis. Vorreldud on HB24 (wt) ja HB23 (ftsJA567).
HB23 tiivest on deleteeritud ftsJ ehk rImE geen. (Biigl et al., 2000).

45



705 705

4 MG1655 & ArluC
wt ﬁ ArimKL
: ArlufF
8 g
(] (]
@] @)
Poliisoomid Pollisoomid
—_— —_— 505 305
; — > f ; >
40% D 15% 40% g 15%
A Arluc 4 ArucC
: : P ArimKL
- ArlmN
- ArlmM
8 g
(] (]
O @)
: — > : : >
40% D 15% 40% 15%
4 .ﬂrme::Kmé 4+ ArluC ;
: f m ArlmE::Km|
8 g
(] (]
O @)
40% 15% 40% 15%

Joonis 18. Ribosoomide fraktsioneerimine 15% - 40% sahsahharoosi gradiendis. Gradiendi kontsentratsioon
muutub lineaarselt. Varreldud on tiivede MG1655 wt, MG1655 (A4riuC), JIW3146-2, MG1655 (4riuC
ArlmE: :Km) MG1655 (AriuC ArlmKL ArluF) ja MG1655 (AriuC ArimKL ArimN ArlmM) fraktsioone.

46



Antud t60s jéaid vaatluse alt vélja modifikatsiooniensiitimid RluB, RIuE ja RImB, mis
modifitseerivad nukleotiide vastavalt positsioonides U2605, U2457 ja G2251. Nendest
modifikatsioonidest paigutuvad Green ja Nolleri poolt méératud 80 nukleotiidsesse piirkonda
vaid RIuE poolt kataliitisitav pseudouridiin ¥2457. Samas modifikatsioon Gm2251 paikneb

strateegiliselt olulises piirkonnas — P-lingus, mis on oluline peptidiiiil-tRNA seondumiseks.

Bakalaureuset6os saadud tulemustest voib jareldada, et kuigi enamus 23S rRNA domeeni V
modifikatsioone ei pruugi olla Escherichia coli jaoks hddavajalikud, siis voib leiduda
modifikatsioonide kombinatsioone, mille puudumise korral ei ole vdimalik konstrueerida E.
coli tiive. Selle kindlamaks tdestamiseks on tulevikus vaja konstrueerida E. coli tiivesid,
milles puuduvad erinevates kombinatsioonides domeeni V modifikatsioonid. Lisaks
voimalikule modifikatsioonide tdhtsusele valgusiinteesis vdivad 23S rRNA modifikatsioonid

olla seotud ka bakterirakkude omandatud kaitsemehhanismiga antibiootikumide vastu.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmirk oli konstrueerida Escherichia coli tiivi, milles puuduvad koik 23S
rRNA domeeni V modifikatsioonid. Bakalaureuse t66 kdigus konstrueeriti Escherichia coli
mutanttiivesid, kus puuduvad erinevates kombinatsioonides 23S rRNA domeeni V
modifikatsioonid. Konstrueeritud tiivede fenotiilipide iseloomustamiseks uuriti bakterirakkude
temperatuuritundlikkust, kasvuparameetreid ning analiiiisiti ribosomaalset koostist sahharoosi

gradiendis fraktsioneerimisega.

Uksikute modifikatsioonide puudumine domeenis V ei mdjuta ribosoomide funktsionaalsust
ja bakterirakkude fenotiiiipi. Siiski arvatakse, et voib leiduda kombinatsioone domeenis V
asuvatest modifikatsioonidest, mille puudumisel ei ole ribosoom funktsionaalne. Sellise tiive
loomisel voib eeldada, et bakterirakkude ribosoomid on véga haiged voi rakud pole
elujoulised. Antud t66s jouti sellise tiive loomisele 1&hemale. Modifikatsioonide olulisuse
paremaks moistmiseks ribosoomi funktsionaalsusele, oleks oluline jdtkata Escherichia coli
mutanttiivede loomisega, millest voimaluse korral puuduksid kdik domeeni V

modifikatsioonid.

To0s tehtud analiiiisi kdigus leiti kombinatsioon modifikatsioonidest, mille puudumine ei
avalda mdju rakkude kasvukiirusele ega temperatuuritundlikkusele. Samas konstrueeriti ka
tiivi, millel esines tugev kasvudefekt, oli suurenenud vabade subiihikute osakaal ning 70S

ribosoomide hulk oli oluliselt vdhenenud.

Esialgsete tulemuste pohjal voib arvata, et tdenéoliselt leidub kombinatsioon 23S rRNA
domeeni V modifikatsioonidest, mille puhul ribosoomid on véga defektsed. Kui sellise tiive

loomine on vdimalik, siis suure tdendosusega on sellel tiivel viga tugev kasvudefekt.
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On the importance of modifications in Eschericia coli 23S rRNA domain V

Triin Truu

SUMMARY
Escherichia coli is one of the most used organisms for studying ribosomes and protein
synthesis. In all domains of life ribosomal RNA contains modifications. 23S rRNA contains a
number of modifications around domain V peptidyl transferase center (PTC). It has been
noted that the absence of single modifications around that area has almost no effect on
ribosomal maturation, function or cell growth (Del Campo et al., 2001; Lovgren and
Wikstrom, 2001; Conrad et al., 1998). Only the absence of methyltransferase/heat-shock
protein RImE/FtsJ thus the absence of methylation of U2552 seems to be somewhat important
for ribosomal assembly. Deletion of this enzyme leads to decrease in 70S ribosomes and
increase of free subunits which explains defects in growth rate (Biigl et al., 2000).

The aim of this thesis was to construct an Escherichia coli strain that lacked all of the
modifications located in the domain V of 23S rRNA. The experimenter was able to construct
strains of E. coli lacking combinations of different domain V modifications. Some
combinations have almost no effect on ribosomal profile in sucrose gradient, cell growth and
temperature sensitivity while a strain lacking two modification enzymes rluC and rImE
showed severe growth defects and decrease in 70S ribosomes. Interestingly the constructed
strain showed increased sensitivity to lower temperatures whereas the methyltransferase
absent from the strain is also a heat shock protein. All of the strains constructed showed

decrease in polysome profile.

Even though most modifications in the PTC area may not be essential for ribosome assembly
they could contribute to bacterial defense mechanism against various antibiotics targeting
PTC. In order to investigate further the importance of modifications in 23S rRNA domain V
the experimenter needs to construct more strains variating combinations of deleted

modification enzyme genes.
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LISAD

LISA1l

PCR produktide pikkused geeni deletsiooni tuvastamiseks.

Geen (nt) Praimerid geeni | Geen + praimerid A geen + A g_een+_Km +
otstest (nt) (nt) praimerid (nt) parimerid (nt)

936 227+170= 397 1333| 102+397= 499 1802

876 128+126= 254 1232| 102+254= 356 1659

732 173+130= 303 1137 | 102+303= 405 1708

630 183+138= 321 1053 | 102+321= 423 1726

873 130+128= 258 1233| 102+258= 360 1663

2109 130+128= 258 2369 | 102+258= 360 1663

1101 130+128= 258 1461| 102+258= 360 1663

1155 128+130= 258 1515| 102+258= 360 1663

Kanamiitsiini resistentsuskasset: 1303 nt
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