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KASUTATUD LUHENDID

Amp — ampitsiliin

ATP - adenosiin-5'-trifosfaat

dpm — lagunemine minutisiécay per minuje

DTT — ditiotreitool

EDTA — etuleendiamiintetraatsetaat

His - histidiin

IPTG — isopropuup-D-tiogalaktoptranosiid

Km — kanamitsiin

MDa — megadalton

neo— neomitsiin

Ni-NTA — nikkel-nitriloatsetaat

PAAG — poluakruulamiid geelelektroforees

PMSF — fenutlmettilsulfontilfluoriid

PTC —peptiduultransferaasne tsenter

RI — rekonstitutsiooni vahelhen¢onstitution intermediaje

RNA - ribonukleiinhape

rrn — ribosomaalse RNA operon

r-valk — ribosoomi valk

S — Svedbergi Uhik, sedimentatsioonikoefitsient
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SDS — naatriumdodetsutlsulfaat

SF — superperekondyperfamily

U — tihik Unit)

wt — metsiktttpwild typé

B-ME — B-merkaptoetanool



SISSEJUHATUS

Ribosoom on ribonukleiinhape ja valgu kompleks, lenililesandeks rakus on valgu
bioslintees. Bakteri ribosoom koosneb suuremast) (S/diksemast (30S) subuhikust.
Suurema subuhiku koostises on kaks rRNA molekuBS(2ZRNA ja 5S rRNA) ja 33
ribosomaalset valku. 30S subihiku moodustab UksArRhblekul (16S rRNA) ja 21

ribosomaalset valku (Kaczanowska ja Rydéen-AuliQ70

Ribosoomide biogenees on korgelt koordineeritudsass, mis sisaldab RNA kipsemist,
modifitseerimist ja valkudega kokku pakkimidEscherichia colirakus on ribosoomide

biogenees seotud ekstraribosomaalsete faktoritegés aitavad kaasa subihikute
assambleerumisele. Uhe grupi nendest faktoritesbdostavad kaksikahelaliste RNA
lahtiharutavad RNA helikaasid. Nende hulka kuulub KkilmaSokivalk CsdA. Kuigi CsdA

helikaasi on uuritud paljude aastate jooksul, omACsalgu funktsionaalne iseloomustus
endiselt puudulik (lost and Dreyfus, 2006).

Kaesoleva t60 kirjanduse ulevaade koosneb neljeatigist. Kahes esimeses kéasitletakse
ribosoomi struktuuri ja selle biogene@&scherichia colirakus. Kolmandas peatiikis antakse
ulevaade ekstraribosomaalsetest faktoritest, madewad ribosoomide assambleerumises.
Viimane osa kirjeldab lahemalt DEAD-box perekondaulkvat ekstraribosomaalset valku

CsdA ning annab Ulevaade helikaasi funktsioonidest.

Bakalaureusetdo6 eesmargiks on iseloomustada Cstbl valli ribosoomide biogeneesil.
Hupoteesi (CsdA valk on 50S subtihiku biogeneesategsRNA helikaas) kontrollimiseks ja
to0 eesmaérgi saavutamiseks analliUsitakse RNA lasliikATPaasset aktiivsust erinevate

RNA ja RNA-valk substraatide stimuleerimisel.



KIRJANDUSE ULEVAADE
1. Prokariiootse ribosoomi struktuur

Ribosoomi struktuuri on uuritud juba paljude aagtakete jooksul. 1950-ndate aastate teisel
poolel tbestati, et ribosoom on suur makromolekum@akompleks, mis kodeerib pariliku

informatsiooni valgulisse olemusse (Shajainal, 2011, Spirin, 2011).

Escherichia coli (E. coli)ribosoom on suur ribonukleiinhappe-valgu kompleksille
labimddt on 21 nm ning molaarmass on ligikaudu RjDa. Prokariootse ribosoomi
sedimentatsioonikoefitsient on 70S (Svedbergi Gbdkumis iseloomustab alatiksuste
likumist tsentrifugaaljou toimel ning see koosnehest subihikust: 30S ja 50S (Melniketv
al., 2012; Ramakrishnan ja Moore, 2001; Schuwethal, 2005). Bakterialse ribosoomi
moodustab’-/3 osas ribosomaalne RNA (rRNA) }¢3 osas ribosomaalsed valgud (r-valgud)

(Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007). Ribosoomi kahibuhikut hoiavad koos ~30 erinevat
Uhendust, mis on jagatud 12 silla (B1a-B8) vaheigiYpovet al,, 2001).

E. coliribosoomi vaike 30S subuhik sisaldab 16S rRNA (16d4@eotiidi) ja 21 r-valku (S1 —
S21). Suur, 50S subihik koosneb kahest rRNA malkek@3S rRNA (2904 nukleotiidi), 5S
rRNA (120 nukleatiidi) ja 33 r-valku (L1-L36) (Wits et al., 2009).

1.1 Ribosoomi 30S subiihik

Ribosoomi 30S subihiku 16S rRNA sekundaarstrukjaguneb neljaks domeeniks: 5’, 3’
minoorne, 3’ mazoorne domeen ja tsentraalne dorgeenis 1a; Wimberhet al, 2000). 16S
rRNA domeenid moodustavad tertsiaarstruktuuri, ehilon kolm selgesti eristatavat
morfoloogilist osa: ,keha“, ,pea“, ,platvorm“ (joas 1b). Vaikse subihiku keha
moodustavad 5 domeen koos r-valkudega (S4, S5, S18, S17, S20) ja 3' minoorne
domeen (Wilsonet al, 2009). Interakteerudes S1, S6, S8, S11, S15, rSHskudega,
kujundab tsentraalne domeen 30S subuhiku ,platvofiilson et al, 2009). Valgurikka
.pea“ piirkonna moodustab 3’ mazoorne domeen kdsSs3, S7, S9, S10, S13, S14, S19 r-
valkudega. 30S subuhiku 16S rRNA 3’ otsas, “pea"kgha” morfoloogiliste struktuuride
vahel paikneb anti-Shine-Dalgarno jarjestus, midbeil seondub mRNA ribosoomile
(Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007; Kapp ja Lors@2004). mRNA ja tRNA koodon-
antikoodon paardumine toimub dekodeerivas tsentrife moodustavad 16S rRNA heeliks
7



44 ja r-valgud Kaczanowska ja Ryd-Aulin, 2007; Melnikovet al, 2017). Ribosoomis on
kolm tRNA sidumispiirkond: Nendeks on A-, P- ja Baidid, mis sovad mitut erinevat
tRNA liiki (joonis 1b).

domeen » b ool N
= ; 3’ maZoomne

domeen

(T

s Body

heeliks 44

3’ minoorne domeen B 165 RNA

Joonis 1.30S subuhiku struktu. (@) 16S rRNA sekundaarne struktuur. Punason joonisel
naidatud 5 domeen, rohelisa tsentraalne domeeB: masoorne domeen on toodud Vi
kollasena mg 3’ minoorne domeen sinisena (kohandatud astiWimberly et al, 2000).
(b) 30S subuhiku tertsiaarne strukt suurema alathiku poolt vaadat. 16S rRNA on
naidatud hallina ja valgud on varvilitena. Lisaksstruktuursetele elementid on néidatud
MRNA, dekodeeriva tsen ja tRNA sidumis-saitide asukohagkohandatud artiklist

Yamamotcet al,, 2014).

1.2 Ribosoomi 50S subuhi

Ribosoomi 50S subihiku 23S rRNA sekundaarstukteotub seitsmeks domeeniks (sh
rRNA) (joonis 2a). @nhavahelpdimudes moodustavadRNA domeenidpoolkera kujulise
ruumilise struktuuri, miel eristuvad kolmvaljaulatuvat jatket: tsentraalne kitlhm,-haru ja
L12-haru (joonis 2b)Retrovet al, 2013; Kaczanowska ja Ryd@adin, 2007). Tsentraalne
kilhm koosneb 5S rRAt ja r-valkudest (L5, L18, L25).12 haru laheduses asub sar-
ritsiinling (SRL), mis osaleb elongatsioonktorite sidumissaidi moodustamisi(joonis 2)
(Wilson ja Nierhaus, 200.



50S sbuhiku keskel asuvad tRNA sidumissaicA, P ja E ningpepticilltransferaasne
tsenter (PTC), kustoimuk poltpeptiidsideme moodustaminéVidlnikov et al, 2012;
Kaczanowska ja RydéAulin, 2007). Ribosoomi poolt siinteesitud poltpeptiididljuvad
ribosoomistPTC all asuva tunne¢ kaudy mille seinad on moodustunikonserveerunud 23S
rRNA osadest ja sisaldavad L4, L22, Li-valke (Melnikovet al, 2017).

SR8y
i

Joonis 2.50S subthiku struktuura) 23S ja 5S rRNA sekundaarstrukt. On toodud valja
kuus domeeni (I —-VI) ja 5S kui domeen VIl. Kohandatud veebilehelt
www.apollo.chemistry.gatech.e((b) 50S sublhiku tertsiaarne strukt vaiksema alathiku
poolt vaadatunaJoonisel o naidatud 23S rRNAa 5S rRNA. Varvilisen on naidatud r-
valgud, tsentraalne kihm (CP), -haru ja L12-harulisaks alathikusulatuvale osadele
tertsiarstruktuuril, oméidatuc PTC ja SRL asukohadKohandatud artiklisYamamotoet al,
(2014).



2. Ribosoomide biogenees

E. coli ribosoomide biogenees hdlmab kolme ribosomaalse RaNAle viiekimne valgu
kokkupakkimist (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007illlémson, 2008). Kiiresti kasvavas
bakterirakus peab biogenees olema véga efektiiveleks, et tagada Oiges koguses
funktsioneerivaid ribosoome (Williamson, 2008). &bomi biogenees koosneb paljudest
etappidest, mis on omavahel koordineeritud (Kaceaka ja Rydén-Aulin, 2007;
Williamson, 2008). Ribosoomide biogenees on kokapstsiooniline protsess, mis
lahtiseletatult tdhendab seda, et RNA voltumiseglkude seondumise protsess algab juba
RNA stunteesi kaigus (Wilson ja Nierhaus, 2007).d3domi biogeneesi peamised protsessid

on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. Prokartiootse ribosoomi biogeneesi protsessidlgssesalevad komponendid

1. rRNA transkriptsioon 16S, 23S, 5S rRNA

2. r-valkude stintees S-, L- valgud

3. rRNA keemiline modifitseerimine Metlleerimine, pdeuridileerimine

4. r-valkude keemiline modifitseerimine Metuleerimirésetileerimine

5. rRNA kipsemine RNAselll, RNAseE, RNAseG, RNAseP
6. rRNA voltimine

7. r-valkude seondumine

8. assambleerumisfaktorite seondumine ja GTPaasid, RNA helikaasid

vabastamine

(Williamson, 2008)

E. coli rakus on 19 r-valgu operooni ning suur osa R-wdkgeenidest on koondunud
operoonidesse. Sageli on r-valkude geenid klasteidiuranslatsiooni faktorite geenidega
(EF-G, EF-Tu, EF-T). R-valkude silntees toimub peetdet rRNA tanskriptsiooniga
(Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007; Williamson, 2D08

Biogeneesi kaigus siinteesitakse vordne kogus kddasoomi valke, mis on tagatud
peamiselt kahe mehhanismi poolt. Esimene neistramskatsiooniline liitmise mehhanism
(translational coupling ehk ribosomaalsete valkude translatsiooni sOkuteiste samas
operonis kodeeritud r-valkude transleerimisest.té¥&i r-valku S11 transleeritakse ainult
juhul, kui eelnevalt on toimunud r-valgu S13 tratsioon o operonilt (Kaczanowska ja

Rydén-Aulin, 2007; Nomura, 1999; Jinks-Robertson Nomura, 1982). Teiseks
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mehhanismiks on r-valkude translatsiooni reguleg@mrepressor r-valkudega tagasiside
mehhanismi kauduféedback regulation Antud mehhanismi voétmeks on r-valgud, mis
vOivad seonduda nii rRNA, kui ka enda mRNA vdi soperoni operaatorjarjestusega,

takistades seega operoni edasise translatsioonz@lawska ja Rydén-Aulin, 2007).
2.1 rRNA transkriptsioon

E. coli ribosoomi biogeneesi esimeseks etapiks on rRNA esdnt Kiiresti kasvavas
bakterirakus moodustab see ligikaudu poole rakwabostisest aktiivsusest (Kaczanowska ja
Rydén-Aulin, 2007; Williamson, 2008kE. coli genoomis on seitse rRNA operomrm( A,
rrB, rrnC, rrnD, rrnE, G ja rrH), millelt stinteesitakse 16S rRNA, 23S rRNA ja 5S
rRNA Uhe esmase transkriptina (pre-rRNA) (joonig8aczanowska ja Rydén-Aulin, 2007;
Srivastava ja Schlessinger, 1990). Operoni algosesaks promootorit, millele jargneb 16S
rRNA geen. 16S ja 23S rRNA geenide vahel on uldjuits tRNA geenrrnC, rrnD ja rrnH
operonides on 3’ otsas lisaks 5S rRNA geenile Jats tRNA geeni (Srivastava ja

Schlessinger, 1990; Kaczanowska ja Rydén-Aulin,7200

ERNA
t
. PiP2 P —ter
163 tRNA 233 53
LRNA
- PiP2, - H—
185 235 55
ERIMA IRNA
t
o P1 P2 i ar
168 235 5& TRNA

Joonis 3. E. coli rRNA operoonide struktuur. Ristkilikutena on naidatl6SrRNA, 23S
rRNA, 5S rRNA ja tRNA geenid. Geenide alguses okskaromootorit (P1, P2), |6pus asub

terminaator (ter). Kohandatud artiklist Srivastgv&chlessinger, 1990.
2.2 rRNA kipsemine

Ribosomaalse RNA kipsemine on funktsionaalse rRN#odustamise protsess, mis algab
enne transkriptsiooni I6petamist. rRNA kipsemisslevad mitmed nukleaasid: RNase I,
RnaseE, RnaseG, RNase T (Kaczanowska ja Rydén;A20@7; Gegenheimer ja Apirion,

1981; Williamson, 2003). RNase Il on endoribonads, mis osaleb protsessingu esimeses
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etapis. RNase lll tunneb &ra mittespetsiifilisggstuse pikas RNA kaksikahelas ja 16hub
moodustunud fosfodiestersidemed (Kaczanowska jaéRydilin, 2007). Selle tulemusel
moodustub kolm rRNA liiki: pre-23S, pre-16S ja [@8-rRNA (Kinget al.,1984). RNAse T
on peamine ensuum, mis viib [&bi 23S rRNA 3’ otsipdemise (Srivastava ja Schlessinger,
1988; Li et al, 1999b). 23S rRNA 3’ ja 5 otsade I6plik kipsemitoimub Uksteisest
sOltumatult (Liet al, 1999b).

RN AIREINANNNNNRNNNRNNNNNNNNN \}Q\\\\‘Q\\\\\\\\\Q\\\\‘s
\ N R \
\ R NI N
N N N N N
N N N N N N
\\\\\\)\>\ T NNNNNNNNNY AONNNNNNNNNN \‘ﬁ\\\\&\ B NN
RNase G —
66 nt o P 7> _
n nt
RNase E — RNase IIIE—: <«— RNaseT RNase E —» S ntk RNase T

<+— RNase E
116 nt 7nt

33t RNase lll—»

«—
RNase Il — |_] ot RNase Il

,<— RNasellll 3% RNaselll

a
L]

3

Joonis 4 23S rRNA, 16S rRNA ja 5S rRNA kipsemine. Nooletlen naidatud, millised
kohad tunnevad &ra ensitimid RNase G, RNase E, RNgs&Nase T. Kohandatud artiklist
Sulthana ja Deutscher, 2013.

16S rRNA kipsemises osalevad RNAse E ja RNAse Giiensl on vajalikud 5 otsa
kipsemiseks (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007; éfi al, 1999a). RNase E
inaktiveerumisel aeglustub 16S rRNA kipsemine 1rkyrsorist. RNAse E ja RNAse G
inaktiveerumisel peatub 16S rRNA 5’ otsa kupseméelikult (Li et al, 1999a). RNase E
ensuumi toimel moodustub 9S rRNA prekursorist 58IARRoy et al, 1983). 5S rRNA
3’ otsa kupsemise viib labi peamiselt RNase T. ksssellele 5S rRNA kiipsemises osalevad
ka teised ensuumid: PNPase, RNase Il, PH, D voi(BNa Deutscher, 1995). Samuti nagu
23S rRNA molekulidel, on 5S rRNA 3’ ja 5’ otsad@li# kipsemine Uksteisest sbltumatu (Li
ja Deutscher, 1995).

12



2.3 rRNA modifikatsioonid

Samaaegselt transkriptsiooniga labib rRNA keemitisddifikatsioone, mille viivad labi
erinevad ensiumid. Nendeks on RImE, RluD, RsmG ARsu(Siibak ja Remme, 2010;
Williamson, 2003). Funktsionaalne 16S rRNA sisaldatmodifitseeritud positsiooni, millest
kiimme on metulatsioonid ja Uks on pseudouridiinbgki ja Remme, 2010). Neli 16S rRNA
modifiatsiooni viiakse labi enne rRNA ja valkudesatsieerumist ehk assambleerumise
varasemas etapis. Ulejaanud seitse modifikatsideiawad aset 30S subiihiku kiipsemise
hilises etapis (Siibak ja Remme, 2010; KaczanovaliRydén-Aulin, 2007).

23S rRNAs on 26 modifikatsiooni, millest 14 on matsioonid, Uheksa pseudouridiinid, ks
on metileeritud pseudouridiin ning Uks mutatsioonteadmata (Kaczanowska ja Rydén-
Aulin, 2007). 23S rRNA viiendas domeenis, peptidiiahsferaasse tsentri (PTC) lahedal,
paiknevad seitse obligatoorset modifitseeritud eokidi, mis on hadavajalikud
funktsionaalse 50S ribosomaalse partikli moodustaks in vitro rekonstitutsioonis

(Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007).
2.4 Ribosoomide biogeneds vivo versus rekonstitutsioonin vitro

Ribosoomide biogeneas vivo on koordineeritud subihikute kokkupakkimise pressemis
hdlmab endas rRNA-de ja r-valkude stinteesi, rRNpskinist ja modifitseerimist ning rRNA
ja r-valkude assotsieerumist funktsionaalseks sidbkih. Normaalsetes tingimust@s vivo
kulgeb ribosoomide assambleerumine Ghe — kahe mjoaksul (Shajaniet al, 2011). 30S
subthikuin vivo assambleerumise protsessis on kirjeldatud kaksspaltiklit: p30S ja
p230S.In vivo 50S subthiku biogeneesil on teada kolm eelladhi&rp,50S, p50S ja g50S
(Nierhaus ja Wilson, 2004).

In vitro rekonstitutsioon on pdhiline meetod ribosoomidesaashbleerumise uurimisel.
Rekonstitutsioonil on sobivatel tingimustel vdinkalikonstrueerida funktsionaalseid
ribosoome, kasutades selleks puhastatud ribosoomp&nente. Erinevalt rakukeskkonnast
aitavad energiabarjaare tletada kdrgeditro temperatuur ja soola kontsentratsioon (Shajani
et al, 2011).In vitro 30S ja 50S subuhikute rekonstitutsioon toimub redtapiliselt. 30S
subihiku rekonstitutsiooni saab jagada kolmeks ilktafEsimeses etapis seonduvad 16S
rRNA ja pre-RI valgud. Tulemuseks on vahethendi®p(k reconstitution intermediaje

mille sedimentatsioonimaéar on 21S. Moodustunudikisrtoimuvad kdrgema temperatuuri
13



tingimuses umberkorraldused ning tekib 26S inteiasd Viimaseks etapiks on hiliste r-
valkude seondumine, mille tulemusena moodustub tfimkaalne 30S subtihik (joonis 4)
(Nierhaus ja Wilson, 2004; Shajagtial, 2011; Makiet al, 2002).

p,30S ———> p,30S —> 308

in viv
AARLESS (21S) (~30S)

(21-225)  (25-26S)

invitro GEED=>( R )=>(Ru") == @
Early assembly Late assembly
S-proteins S-proteins

Joonis 5.30S subuhikun vivo assambleerumine ja vitro rekonstitutsioon. Mustas foonis
on naidatud subthiku assambleerumimerivo, mis toimub |&bi kahe vahethendi,30S ja
p230S). In vitro rekonstitutsioon on kolmeetapiline protsess, lalsvad 21-22S ja 25-26S
vaheolekud. Rekonstitutsiooni esimeses etapis #iakse varasemad S-valgud ja 16S rRNA

ning viimases etapis lisatakse hilised S-valgudhawlatud doktoritodst Liiv, 1998.

50S subihiku rekonstitutsioon on kaheetapiline teaé&n, millel on kolm vaheolekut.
Esimeses etapis seonduvad 23S rRNA-ga 5S rRNA javalgud. Selle etapi produktiks on
intermediaat sedimentatsioonimdaraga 33S. Sedfisttakse temperatuur 42°C-ni ja tekib
tekib 41S partikkel, millele lisatakse hilised dgaad ning tekib vaheuhend
sedimentstsioonimééraga 48S. Funktsioonalse swb@éhi&ku saamiseks kuumutakse 48S
vahepatrtiklit 50°C juures (joonis 5) (Nierhaus/dson, 2004; Shajaret al, 2011).

p50S =D p,50S => p50S =D 50S

in vivo

(34S) (43S) (~50S)

(33S) (41S) (48S)

in vitro =>=>=>®:> @
Early assembly Late assembly
L-proteins L-proteins

Joonis 6.50S subihikun vivo assambleerumine ja vitro rekonstitutsioon. Mustas foonis
on néidatud subihiku assambleeruminevivo. Elusrakus toimub assambleerumine labi
kolme vaheuhendi (p0S, p50S ja p50S). In vitro rekonstitutsiooni esimeses etapis

seonduvad 23S rRNA, 5S rRNA ja varased L-valgudsjarel tOstetakse reaktsiooni
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temperatuuri kuni 42°C-ni ja moodustub 41S vahdgael. Lisades hilise assambleerumise
valgud, tekib 48S vaheihend, millest 50°C temperdt moodustub funktsionaalne 50S
subiihik. Kohandatud doktoritdost Liiv, (1998).

Vaatamatain vitro ja in vivo ribsoomi subihikute biogeneesi vahepartiklite sleur
sarnasusele erinevaal vivo assambleerumine ja vitro rekonstitutsioon mitmeti. Esiteks on
in vitro ribosoomi rekonstitutsioon palju aegandudvam sHskuiin vivo ribosoomi
assambleerumine (Wilson ja Nierhaus, 2007 kivo assambleerumine kestab méned minutid
ja toimub 37°C juures, samal ajal kui vitro assambleerumise inkubatsiooniperiood kestab
kuni poolteist tundi kérgematel temperatuuridel KBH°C (Nishiet al, 1988).In vitro
assambleerumiseks kasutatakse ainult puhastahodadmide komponente, mis kodeerivad
kogu ribosoomi moodustumiseks vajaliku info. vivo on protsessi lisaks kaasatud veel
ekstraribosomaalsed valgud, mis aitavad kaasa admsle kokkupakkimisele. Nendeks
eksratibosomaalseteks faktoriteks on SrmB, DbpAaKQnDer jt. (Nishiet al, 1988;
Williamson, 2003; Shajamt al, 2011).
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3. Ekstraribosomaalsed faktorid

Ribosoomide biogeneesi on kaasatud erinevad elk&ismmaalsed faktorid, mis on jaotud
erinevatesse rihmadesse oma funktsiooni alusel zéfagvska ja Rydén-Aulin, 2007;
Shajaniet al, 2011). Ribosoomi biogeneesi ekstraribosomaataktbrid on vélja toodud

tabelis 2.

Tabel 2. Ekstraribosomaalsed faktorid.

1. RNA Saperonid RimM, RbfA

2. kuumasokivalgud DnaK, GroEL

3. ribosoomi s6ltuvad GTPaasid Era, RsgA, ObgE, Der
4. RNA helikaasid CsdA, SrmB, DbpA, RhIE

(lostet al, 2013; Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007)

3.1 RNA Saperonid

RNA Saperonid on ekstraribosomaalsed lisavalguds hiblbustavad valkude voltumist
ribosoomide biogeneesil (Alberegt al, 2008). Arvatakse, et RNA Saperoonidest osalevad
ribosoomide assambleerumises RbfAibosome _mding factor A, RimM (ribosome
maturation factor_M ja kuumasokivalgud DnaK ja GroEL (Bylured al, 1998; El Hagest

al., 2001). RbfA on kulmasokivalk, mis on assotsieed: 30S subuhiku ,pea“ regiooniga
ning interakteerub 16S rRNA 5’ heeliks regioonig2S3subihiku assambleerumise hilises
etapis. RbfA valgu ekspressioon surub alla kilmdiikn mutatsiooni 16S rRNAs (C23U)
(Dammel ja Noller, 1995).rbfA geeni deleteerimisel taheldatakse 70S ribosoomide
vahenemist, samal ajal suureneb vabade 30S ja diihikute osakaal. RimM assotsieerub
spetsiifiliselt vabade 30S subihikutega (WilsorNjarhaus, 2007). Selle valgu puudumisel
rakkudes akumuleeruvad 17S rRNA prekursorid. Rimipe$oni defitsiit pdhjustab

translatsiooni aeglustumist, mille tagajarjel astib ka rakkude kasv (Bylured al.,1997).

Maki et al hiipoteesi kohaselt on DnaK kuumasokivalk seotusl @@kursoritega ning aitab
kaasa 30S subuhiku rekonstitutsiooni madalatel ézatpuridel (Makiet al, 2002). Lisaks
sellele arvatakse, et DnaK osaleb 50S ja 30S skibi#in vivo assambleerumises 42°C ja
kdrgematel temperatuuridel (El Hage al, 2001). Peale DnaK Saperoni aitab ribosoomide
biogeneesile kaasa ka kuumaSokivalk GroEL. Arvaakst see aitab kaasa 50S

assambleerumisele hilises etapis 45°C ja kdrgenetgeratuuridel. Valgu tleekspressioon
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on osaliselt v6imeline kompenseerima DnaK valgudmsti 50S kokku pakkimises 44°C
juures (El Hageet al, 2001). Nii DnaK kui ka GroEL on assotsieerunud-0S partiklitega
ning vbivad kompenseerida kérgema temperatuuri ponist 30Sin vitro rekonstitutsiooni
puhul (Wilson ja Nierhaus, 2007).

3.2 Ribosoomi-sdltuvad GTPaasid

Ribsoomide biogeneesi on kaasatud neli vaikest @3iP&ra, Der, ObgE. Era ja RsgA
osalevad 30S sublhiku assambleerumises, ObgE janBegivad téhtsat rolli 50S subihiku
assambleerumises. Era, Der ja ObgE valgud on hpudiual raku elujdulisuseks ning
paljudeks raku funktsioonideks (Caldon ja March,020 Verstraetenet al, 2011;
Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007).

Era (E. coli Ras-like protein on kdrgelt konserveerunud valk, mille molaarmass34 kDa.
Era osaleb ribosoomi biogeneesis seondudes vaiksehidikuga. Era valgu defitsiidi korral
akumuleeruvad 16S rRNA prekursorid ning suurendiagia 30S ja 50S subuhikute osakaal
(Meier et al, 2000). Valgu puudumisel 42°C juures surub Erdk valla mdnede
kuumasokivalkude ekspressiooni (Johnstehal, 1999). Era valgu funktsioonid on otseselt
seotud raku kasvamisega: GTPaas osaleb rakutsiédulaerimises, maarates raku
jagunemiseks kuluva aja erinevates kasvutingimust&s naidatud, et Era puudumine
pohjustab bakterirakkude filamentatsiooni 27°C @su(Verstraetest al, 2011; Johnstonet

al., 1999).

Der (double-El-like domain GTPaas). Der valk, osaledes ribosoomide biogeseesi
interakteerub 70S ribosoomidega ja vabade 30S {& &fbuhikutegan vitro. Der valgu
puudumine rakus pdhjustab pre-23S ja pre-16S nd®yjd8 50S subihikute akumuleerumist,
mis viib polisoomide ja 70S ribosoomide osakaalbew&misele rakus (Verstraetehal,
2011). On voOimalik, et Der osaleb biogeneesis sedesl rRNA ja rRNA-valgu
kompleksitega ja tagades 50S subuhiku stabiilstthgafg ja Inouye, 2006). Der valk
mojutab hiliste 50S r-valkude (L9, L2, L6 ja L18)litumist 50S subihikusse. Der valgu
puudumisel akumuleeruvad 50S subihikud, millel audu L16, L27 ja L36 r-valgud
(Verstraeteret al, 2011).

ObgE (CgtA; Caulobacter_GP-binding protein_A ObgE osaleb ribosoomide biogeneesis

interakteerudes spetsiifiliselt L3 valguga. ObgEothastub GTP-sdltuva interaktsiooni 16S ja
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23S rRNA-ga ja mbnede r-valkudega (S3, S4, S5, B23,4, L17) (Verstraetest al, 2011;
Satoet al, 2005). ObgE valgu defitsiit pohjustab vabadelsikute ning 50S vahepartiklite
akumuleerimist. Vaheneb ka 70S ribosoomide osal&aiuti akumuleeruvad 16S ja 23S
rRNA prekursorid ja tekivad defektid rRNA 5’ ja Btsade kipsemises (Verstraetnal,
2011; Satcet al, 2005; Jianget al, 2006). Peale ribosoomide biogeneesi osaleb (Maje
E. coli bakteri raku kasvu reguleerimises (Verstraetn al, 2011), olles kaasatud
jargmistesse E. coli rakutsukli etapidesse: DNA replikatsiooni initsiegsse ja

kromosoomide segregatsiooni (Verstraeteal, 2011).

RsgA (YjeQ; ribosome mall subunit dependentT®ase A Sobivatel tingimusteh vitro on
RsgA assotsieerunud 30S subtihikuga, millega stentédése tema GTPaasne aktiivsust
(Daigle ja Brown, 2004; Guet al, 2011; Wilson ja Nierhaus, 2007). RsgA valgu puudsel
aeglustub raku kasv ninggA geeni deletsioon pdhjustab vabade subuhikute alagrumist.
Lisaks sellele on RsgA kirjeldatud kilmasSokivalguniag on madalatel temperatuuridel
vajalik eelkdige 16S rRNA 5’ otsa kipsemiseks (@tal, 2011).
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4. RNA helikaasid
4.1 RNA helikaaside uldiseloomustus

RNA helikaasid on suur enstiumide grupp, mis os&8lA metabolismis ja ribosoomide
biogeneesis (Rocak ja Linder, 2004; Jankowsky jarmtam, 2007). RNA helikaasid
katalGiiisivad ribonukleiinhape kaksikahelate lahtikemist, mille toimumiseks kasutatakse

ATP hudroluusil vabanevat energiat (Cordtral, 2006).

Primaarse jarjestuse ja konserveerunud motiivideedlon RNA helikaasid jagatud kolme
suurte superperekonda ja kahte perekonda (SF1)}+{SBflinet al, 2006). Valdav osa RNA
helikaasidest kuulub helikaaside superperekond&R2)( ning on omakorda rihmitatud
alamperekondadesse: DEAD-box, DEAH ja DexH, misilkad DEXD/H perekonda, millest
suurim on DEAD-box (Cordiret al, 2006; Rocak ja Linder, 2004;Jankowsky ja Fairman
2007).

SF1 (superfamily 1)ja SF2 (superfamily 2)helikaaside struktuure iseloomustab k&rgelt
konserveerunud tuumik, mis koosneb kahest omavathalentselt seotud valgudomeenist
(Rocak ja Linder, 2004; Jankowsky ja Fairman, 2@airman-Williamset al, 2010; Cordin

et al, 2006). N-terminaalne domeen sisaldab ATP-seaadumotiivi Q, I, Il, ATP-
hidroltusivat motiivi Il ning RNA-seonduvaid moté la ja Ib. C-terminaalses domeenis
asuvad RNA-seonduvad motiivid IV ja V, VI, mis vaw koordineerida ATPaasset ja
helikaasset aktiivsust (Cordiet al, 2006). SF1 ja SF2 valkudele on iseloomulikud
mittekonserveerunud N-terminaalsed ja C-termindatssad(extensions)mis vahendavad
interaktsioone RNA substraatide vahel (lost ja Busy2006).

4.2 DEAD-box valgud prokartiootides

DEAD-box on kdige suurem alamperekond superperek®@na kuulub DexD/H helikaaside
perekonda (Cordiet al, 2006; Turner et al., 2007; Jankowsky ja FairnZ287). DEAD-box
valkude struktuuris on Uheksa konserveerunud mgptivis reguleerivad ATPaasset ja
helikaasset aktiivsust (Cordiet al, 2006). E. coli rakus on viis DEAD-box-i valku:
DeaD/CsdA, SrmB, RhIB, RhIE (lost ja Dreyfus, 2006)
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4.2.1 DEAD-box valkude struktuur

E. coli DEAD-box valgud koosnevad Uheksast konserveerumuiticnappelistest motiivist
(Q-motiiv, motiiv I, la, Ib, II, I, IV, V, VI), mis on jaotud kaheks domeeniks. Motiivid Q, I,
Il ja VI seonduvad ATP molekuliga. Arvatakse, elgual seonduvad substraatidega la, Ib, IV
ja V modiivide kaudu. N-terminaalses otsas Q-motkgirval paikneb fenuudlalaniini jaak.
Arvatakse, et see reguleerib ATP seondumist jaditidsi (Rocak ja Linder, 2004). Uheks
DEAD-box valkude iseloomulikuks motiiviks on Walk& motiiv ehk D-E-A-D motiiv
(motiiv 1), millest sai nimetuse kogu valgu perekb(Cordinet al, 2006; lostet al, 2013;
Bizebardet al, 2004). DEAD-motiiv koosneb kahest aspartaadispj, glutamiinist (GIn) ja
alaniinist (Ala) ning on kaasatud ATP-aassesseejikdmsses aktiivsusesse (Cordnal,
2006; Turner et al., 2007). Glutamiin koordineentagneesium ioonide liikumist ja see
omakorda vastutab ATP- ja y- fosfoanhldriidsidemete hidrollusi eest. Esimeparaadi
ning magnesiumi ioonide abil seondatakse ATP mdiegklieise aspartaadi abil seondatakse
DEAD-motiiv 1l motiivi seriiniga ja treoniiniga Qonis 4) (Cordiret al, 2006).

‘ Substrate
: H : t

" " " [
1 1 n [
¥ v v

Domain 1 b Domain 2

Ib Il Il v

Q | la v v
N ———] F |—{CAxxPoxxQ | — RGO |—{ PIRELA— 1 PGR | —[DEAD v c

4

Joonis 7. DEAD-box valgu jarjestuse motiivid. Joonisel onhadN-terminaalne ja C-
terminaalne ots. N-terminaalses otsas paikneb falaiiini jaak (F). Domeenis 1 ja 2
paiknevad motiivid, mille seas on ka DEAD-box habkidele iseloomulik DEAD-motiiv (II).
Motiivid Q, I, 1l ja VI seonduvad ATP molekuliga.algud seonduvad substraatidega la, Ib,
IV ja V motiivide kaudu. Kohandatud artiklist RocgkLinder (2004).
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4.2.2.E. coli DEAD-box valgud

E. coli rakus on kirjeldatud viis DEAD-box valkude geeNiendeks oncsdA, dbpA, rhiB,
rhlE ja srmB, mis omakorda kodeerivad jargmiseid valke: DbpA, Ddadi CsdA), RhIB,
RhIE ja SrmB (lost ja Dreyfus, 2006).

SrmB valk on esimene DEAD-box helikaas, mis tuvastatiicoli rakus (Nishiet al, 1988;
Trubetskoyet al, 2009). SrmB osaleb 50S sublhiku assambleerwaissemas etapis ning
selle valgu defitsiit pdhjustab vabade 50S subiikikigfitsiiti, millega kaasneb 40S partiklite
ja 23S rRNA prekursorite akumuleerumine (Charalktisal, 2004; Zhao ja Jain, 2011,
Trubetskoyet al, 2009).In vivo ja in vitro interakteerub SrmB valk spetsiifiliselt ribosoomi
struktuuriga, mis paikneb 23S rRNA 5 otsa lahed®mB valgu helikaasset aktiivsust
stimuleerivad RNA substraatid (23S rRNA ja 16S rRNArubetskoyet al, 2009). Madalal
temperatuuril seondub SrmB valk 50S prekursoritéggt ja Dreyfus, 2006).

DbpA (DEAD-box protein A on jarjestusspetsiifiline helikaas, mille aktivemiseks on
vajalik ATP. DbpA koosneb kolmest domeenist: C-teigalne ja kaks N-terminaalset
domeeni (Sharpe Ellest al, 2009). DbpA seondub C-terminaalse domeeni &l ERNA
lingiga 92 (stem-loop 92)mis on osa peptidudltransferaassest tsentrisarf®hElleset al,
2009). Seondumine lingile 92 stimuleerib DbpA AT®&=& aktiivsust (Trubetskogt al.,
2009; Zhao ja Jain, 2011). Kaks N-terminaalset dameseonduvad rRNA substraatile
ndrgalt ja mittespetsiifileslt, moodustades ATPrskonise taskuATP binding pockgt(lost
ja Dreyfus, 2006; Sharpe Ellegt al, 2009). DbpA valk osaleb 50S subulhiku
assambleerumisel (Trubetskat al, 2009). Vaatamata valgu korge spetsiifilisusede,

pdhjustadbpAgeeni deleteerimune kasvudefekte (Bedl, 2008).

RhIB ja RhIE valke on uuritud vaga vahe. On teada, et RhIB akteerub kahe

ribonulkeaasidega: RNaseE ja polunukleotiidi fodfaasiga, mis koos glukoluditilise
ensiumi enolaasiga moodustavad degradosoomi (&hzair), 2011). RhlE moduleerib DeaD
ja SrmB-valkude funktsioone (Zhao ja Jain, 201in,J2008).

4.3 CsdA (DeaD) helikaas

DeaD valk on DEAD-box-i perekonda kuuluv valk, migEimest korda kirjeldati aastal 1991
ATP-s6ltuva RNA helikaasina. Hiljem ta sai endale unime: CsdAdold-shock DEAD-box

21



protein A),kuna seda ekspresseeritakse madalatel temped®u(fonest al, 1996). CsdA
on kaheahelalist RNA-d lahtiharutav ensiim, miskodeeritudcsdA geeni poolt. CsdA
helikaas osaleb ribosoomide assambleerumises ulstnib RNA voltimist ja stabiilsete
RNA komplekside moodustumist (losit al, 2013). Lisaks sellele osaleb DEAD-box
perekonda kuuluv CsdA helikaas korgelt struktutadrimRNA translatsioonis madalatel
temperatuuridel. CsdA harutab lahti madalal temperd tekkinud mRNA kaksikahelalised
struktuurid, hdlbustades sellega mMRNA translatsiflom et al,, 1999).

4.3.1 CsdA roll ribosoomide assambleerumises

CsdA tapne roll ribosoomide biogeneesis on endsalres osas ebaselge. On naidatud, et
helikaas osaleb nii 30S kui ka 50S subuhiku biogsise kuid eelkdige seostatakse teda 50S
sublUhiuku assambleerumisega (Charallaisal, 2004). CsdA on kilmasokivalk, mis
ekspresseeritakse madalatel temperatuuridel osap geeni deleteerimisel tekib rakkudel
kilmatundlik fenotlilip ja nende metabolism aeglusfldst et al, 2013). csdA geeni
puudumineEscherichia colirakus pdhjustab 50S subihikute osakaalu vahenganid0S
ribosomaalsete partiklite akkumuleerimist (Charalé al, 2004; Peikt al, 2008). Peikt al
(2008) poolt viidi l&bi rida eksperimente, millegaiiti vastata kiusimusele, kas valgu
puudumisel akumuleeruvad 40S partikid on 50S sikoih prekursorid  voi
degradeerimisprodukt. Ribosomaalse RNA identié@8 partiklites analliisiti RNA dot-blot
meetodi abil. Leiti, eicsdAtuves 40S vahepartiklites sisaldub eelkdige 238ARoonis 8)
(Peilet al, 2008).

s Metsiktivi ﬂ AcsdA
|

/\ / \ fw\
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Joonis 8 RNA ribosoomide profiilid metsiktiivest MG1655 [ coli 4csdA tivest. On

naidatud rRNA sisaldis 70S ribosoomides, 50S ja 80ihikutes. Nooledega on néidatud,
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mitu nukleotiidi on 23S rRNA 5’ otsas (-7’, ’-3'ai '+1"). Kohandatud artiklist Peiét al,
2008.

Peil et al. (2008) uurisid praimer ekstensiooni meetodi akiijdas on toodetud rRNA.
Eesmargiks oli vélja selgitada, kas nendes frattsaes on kips 23S rRNA vdi sisaldasid
AcsdA tuvest péarit 50S sublhikud ja 40S partiklid mitelikult toodetud 23S rRNA
molekule. Tulemused naitasid,#tsdAtlvest parit 50S subthikud ja 40S partiklid siaald
23S rRNA, mille 5’ otstes on kolm voi seitse lis&taotiidi, samal ajal kui valmis 70S
ribosoomis on taielikult toodetud 23S rRNA (joords (Charallaiset al. 2004; Peilet al,
2008). On huvitav, et mblemast tuvest isoleeritd #ibosoomidest on 50S subihikute
funktsionaalsed aktiivsused sarnased. Vabade 50&hswte aktiivsusicsdAtuves on kaks
korda korgem kui metsiktivesdacsdA tives akkumuleerunud 40S vahepartiklites
funktsionaalset aktiivsust ei tdheldatud (Fe¢ial, 2008).

40S vahepartiklite iseloomu uurides puuti leidas kegemist on funktsionaalse 50S subuhiku
prekursori voi degradeerimisproduktiga. Anallisisitu ribosoomide assambleerumist ajas,
milleks kasutati plussméarkimise metoodikat. Selleiérgistati rRNA radioaktiivse uridiiniga
raku eksponetsiaalses kasvufaasis viie minuti jooiRoveraet al, 1970). Transkriptsioon
peatati rifampitsiliiniga. Ribosoomide populatsiodrektsioneeriti sahharoos gradiendis
tsentrifuugimise teel. Leiti, et 40S sisalduv raditivne margis liikus ajas 70S subihikute
suunasSelle tulemuse pdhjal voib vaita,42S vahetihendid on 50S subuhiku eellaspartiklid,
mis on akumuleerunud eelkdige 50S subihiku bioggnaeglustumise tbttu (Pedt al,
2008).

4.3.2 CsdA valgu ensiimaatiline aktiivsus

CsdA valk omabE. coli rakus kahte ensimaatilist aktiivsust: ATPaassehghkaasset
(Cordinet al, 2006). Vastavalt Bizebaret al (2004) hipoteesile on CsdA valgu ATPaasne
aktiivsus stimuleeritav erinevate RNA molekulideofto Samal ajal on Rocak ja Linder
(2004) naidatud, et ATP hddrolits ei vaja spelisié@ RNA stimulaatorsubstraatide

olemasolu.

CsdA valgu helikaasset aktiivsust on uuritud vagher On teada, et CsdA helikaas on

vOimeline harutama lahti RNA ja RNA-valgu struktayurneret al, 2007; Bizebaret al,

2004). Nagu ka teised DEAD-box-i helikaasid, on £s@lk vomeline dissotsieer lihikesi
23



RNA duplekse, kasutades selleks ATP energiat (Tuehal, 2007). Arvatakse, et DEAD-

box valkude helikaasne aktiivsus on vajalik sellelet aidata kaasa ribosoomide
assambleerumisele (lost ja Dreyfus, 2006). Kasijised ribosoomi struktuursed elemendid
on vOimelised stimuleerima CsdA ATPaasset aktiiysesole teada. Samuti ei ole hetkel
teada, kas CsdA roll ribosoomide biogeneesis otudeainult 50S subuhikuga, vdi on valk
vajalik ka vaikese subihiku biogeneesiks (ktsal, 2013)

4.3.3 Teised CsdA valgu funktsioonid

Lisaks CsdA eelpool nimetatud funktsioonidele, staliunktsionaalselt asendada ka RhIB
helikaasi RNA degrasoomis, mis moodustub madatataperatuuridel (Peikt al, 2008).
Samuti surub CsdA helikaas alla temperatuuritundiikutatsiooni ribosomaalses valgus S2,
mis on kodeeritudpsB geeni poolt. S2-valk on uks r-valkudest, mis addaerub vaikse
ribosomaalse subuhikuga ja on vajalik S1 valgu deonseks 30S subihikuga (Joresal,
1996; Peilet al, 2008).
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EKSPEREMENTAALNE OSA

1. To60 eesmark

Kaesoleva to0 laiemaks eesmargiks on iseloomustasdA valgu rolli ribosoomide
biogeneesil. Pustitatud toohupoteesi kohaselt odACBRNA helikaas, mis osaleb 50S
subihiku biogeneesis. Samuti ei ole teada, milipi®tsessides see valk osaleb. Antud t66
kitsamaks eesmargiks oli funktsionaalse CsdA vapmihastamine ja tema ATPaasse

aktiivsuse iseloomustamine.
Eksperimentaalne t60 jagunes jargmisteks etappideks

CsdA valgu eraldamine
CsdA valgu ATPaasse aktiivsuse analiius

Erinevate RNA substraatide ATPaasset aktiivsustwdéeriva toime anallits

P w0 NP

RNA-valk substraatide (ribosoomid, pre-ribosooniAd)Paasset aktiivsust

stimuleeriva toime analliis
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2. Materjal ja metoodika
2.1 Bakteritived, plasmiidid
Eksperementide labiviimiseks kasutati jargne\Esgherichia coltivesid ja plasmiide:

1. Escherichia coliM15[pREP4] E-, lacZ M15, thi-1, lac-, mtl-, re¢A KnT)

2. Eschrichia coliJW2781 (F-4(araD-araB)567 AlacZ4787::rrnB-3), 1,
AcsdA738::kanrph-1, A(rhaD-rhaB)568 hsdR514)

3. pQEG6O-CsdA: CsdA valgu tleekspressiooni plasmi@&pO; QIAGEN), millesse

on sisse viidudsdAgeen.
2.2 S66tmed

Ecsherichia colibakterite Uleskasvatamiseks sailituskultuuristukats Luria-Bertani (LB)

agarsdodet (1% truptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,58IN1,5% agar) (Bertani, 1951) ja
2xXYT vedelsoodet (1,6% truptoon; 1% parmiekstrdk§% NaCl) (Sambrook ja Russell,
2001). So6tmele lisati vastavalt baketritiive resittusele antibiootikumi kanamutsiin (Km)

ja ampitsilliin Idppkontsentratsioonides vastaltja 100 mikrogrammi.
2.3 Puhvrid

.Padi* (20 mM Tris (pH=7,5); 1 M NECI; 20 mM MgOAc; 20% \/v) suhkur; 6 mMp-

merkaptoetanool)

Adsorptsioonilahus ehk STOP puhver (0,01 M aktisfNIORITA; 2 mM KH,PQy; 0,036%
(w/v) HCI)

ATPaasse katse puhver AP-2 (30 mM Tris (pH=7,50 11 KCI; 1 mM DTT; 5 mM
MgOAC)

CsdA sailituspuhver C (1 M KCI; 20 mM Tris (pH=7,9)1 mM EDTA; 1mM DTT)
Elueerimispuhver B (500 mMNacCl; 50 mM NgPD, (pH=8,0); 500mM imidasool)

Koorimispuhver (50 mM; 10 mM MgOAc; 60 mM NBI; 6 mM B-merkaptoetanool)
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Ladsipuhver (20 mM Tris (pH=7,5); 100 mM Né&I; 10 mM MgOAc, 16%\/v) sahharoos;

6 mM B-merkaptoetanool)

OV-10 puhver (20 mM Tris (pH=7,5); 100 mM NEI; 10 mM MgOAc; 6 mMp-
merkaptoetanool)

OV-10/1000 (20 mM Tris (pH=7,5); 1 M Ni&I; 20 mM MgOAc; 6 mMB-merkaptoetanool)
Puhver A (500 mM NaCl; 50 mM NaRO, (pH=8,0); 20 mM imidasool)

Tris-SDS puhver (10 mM Tris (pH=7,5); 1,1% SDS; U@&DTA; 0,1 M NacCl)

2.4 Enstimid ja kemikaalid

KOik kasutatud kemikaalid olid firmadelt ,Sigma-Aldh“, ,AppliChem*, ,Amresco”.
Ensiitimid Dnase | ja lusotsiim olid firmalt ,Amrecpy->P]-ATP oli firmalt ,Perkin-

Elmer*.
2.5 Aparatuur

Vedelkultuure inkubeeriti HT INFORS loksutis (lokskiirus 180 rpm). Kultuuride ja lahuste
optilised tihedused mdddeti Eppendorf Bio Photomigie. Lauatsentrifuugidest kasutati
Biofuge Heraeus fresco ja Hettich Rotina 420R t#emigi. Lisaat segati BIO-SAN ,end-
over-end* segajal ning rakkude lutisiks kasutatc@lgs ™ Control Device homogenisaatorit.
Ribosoomide fraktsioneerimiseks kasutati Beckmanmlt€p L-90K ultratsentrifuugi (rootor
SW-28 ja Ti45) ning Beckman OPTIMA-XP lauaultratséaougi. Proovides sisalduva
nukleiinhappe fraktsioineeerimisel ja visualiseaswh kasutati labivoolu-spektromeetrit
UV900, peristaatilist pumpa P1 ja isekirjutajat Beler 112 abil (kdik GE Healthcare).
Valkude eraldmiseks kasutati AKTA-PRIME/Primevieug kromatograafiasusteemi (GE
Healthcare). ATPaasse Kkatse viimiseks kasutati @Bio€H-100 termostaati, proovide
segamiseks FisherVortexGenie 2 ja EppendorfMixer3254segajad. Radioaktiivsuse

loendamiseks kasutati Perkin EImer Tri-Carb 2800rddRoaktiivsuse loendajat.

27



2.6 RakulUsaadi valmistamine ja ribosoomide farktsaineerimine

LB tardsootmelt inokuleeritEscherichia coliJw2781 (BW251134csdA koloonia 2 ml
2xYT vedelstotmesse (kuhu lisati kanamutsiin |6pp&entratsiooniga 2%g/ml), mida
kasvatati (ile6d loksutis 37°C juures. Uletd kulidest tehti kahesaja kordsed lahjendused
ning kultuurid (koguses umbes 4 litrit) kasvatdif@ ja 18°C juures kuni optilise tiheduseni
vastavalt 1,5 (o) ja 1,2 (Aso0)-

Rakud koguti tsentrifuugides 6000 rpm, 15 min, 4&Qesuspendeeritil0 ml ladsipuhvris.
Rakukestade |6hkumiseks lisati lisotsiim (I6pplenmttaitsioon 1mg/ml) ja DNA
lagundamiseks DNase | (Idppkontsentratsioon 40 V/hnilsaati segati BIO-SAN ,end-over-
end“ segajal 30 min, 4°C juures, lisati 500 ml klaga 2ml lllsisegu kohta ning
homogeniseeriti PRECELL homogenisaatoris (6000 rpn3x60 s tsukkel).
Membraankromosomaalse kompleksi sadestamiseksitsagiti proove lauatsentrifuugis 13

krpm, 20 min, 4°C. Supernatanti optilist tihedugiGdeti lainepikkusel 260 nm.

Ribosoomi patrtiklite eraldamiseks laeti 15% - 30%hlsroosi gradiendile kuni 120
ekvivalentiihikut (Aeo) rakuliisaati ja ultratsentrifuugiti SW28 rootoaét=3,02x16* racf s,
4°C juures. Ribosoomide fraktsioonid visualiseetidbivoolu-spekrofotomeetri (Ronm,
peristaatilise pumba ja isekirjutaja abil. Sahharogradiendist koguti 70S, 50S, 30S
sublhikute ja 40S partiklite fraktsioonid. Ribosaden puhvri vahetamiseks ja
kontsentreeritimiseks kasutati ultrafiltratsioolifi (Pierce Concentrator 20 ml/150K MWCO
poori suurusega). Kontsentreerimiseks kasutatitéamarifuugiti ROTINA ja tsentrifuugiti
vastavalt tootja poolt ettenédhtud tingimustele 4dGres 4500 rpm. Ribosoomide optilised
tihedused mdddeti lainepikkusel 260 nm, proovidkitiati vedelas lAmmastikus ning sailitati

-80°C juures.
2.7 Ribosoomide t66tlus NHCI-ga

Kolmkimmend ekvivalentset Uhikut £§&) ribosoome (70S, 50S ja 30S) lahustati 5 ml-s OV-
10/1000 puhvris (20 mMTris (pH=7,5); 1M N@I; 20 mM MgOAc; 6 mM B-
merkaptoetanool), laeti 5 ml ,padjale* (20 mMT(EH=7,5), 1M NHCI, 20 mMMgOAc,
20% (v/V) suhkur, 6 mM-merkaptoetanool) ning ultratsentrifuugiti SW41 tarts »’t=8,5 X
10" rad-§', 4°C juures. Soolaga ,pestud“ ribosoomide sad@udtati 2 ml-soverlay-10

puhvris. Ribosoomid kontsentreeriti ultrafiltratsio meetodil vastavalt tootja poolsetele
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soovitustele (Pierce Concentrators 20 ml/150K MWC@)bosoomide kontsentratsioon

mdddeti lainepikkusel 260 nm ning kilmutati veddéaamastikus ja sailitati -80°C juures.
2.8 Ribosoomide ,koorimine*®

Kuni 50 ekvivalentsete ribosoomide Uhikutelexdd\ (50S, 30S) lisati koorimispuhvrit ja

inkubeeriti 10 min 40°C juures (ribosoomide koguge#ontsentratsioonid on toodud tabelis
3). 50S subuhiku R-valkude ,koorimiseks*® lisati 2IMCI ja 30S subuhikutele 1M LiCl ning

segati ,end-over-end” segajal, Ule66, 4°C juuredosoomid koguti tsentrifuugimisega
200000 g, 2 h (Beckman OPTIMA-XP lauaultratsentrgfis). Supernatandist sadestati valgud
atsetoonisga (1:4) ning séilitati -80°C juures. Kinml ribosoomide sadet pesti 500 pl OV-
puhvriga ja lahustati 50 pl-s OV-10 puhvris. Lalamsatute partiklite sadestamiseks
tsentrifuugiti proove lauatsentrifuugis 13 prm, 80n, 4°C juures. Ribosoomi subihikute
optilised tihedused mdddeti lainepikkusel 260 nnijmutati vedelas lammastikus ning

sailitati -80°C juures.
2.9 Ribosomaalse RNA eraldamine fenool-kloroform nmetodil

Viiekimnele (Asg ekvivalentsele Uhikule ribosoomidele lisati TH®S puhvrit (10 mMTris
(pH=7,5); 1,1% SDS; 1 mM EDTA,; 0,1 M NaCl) |Idpprualani 700 mikroliitrit. Proovidele
lisati fenool (mahulises vahekorras 1: 1), segaénsiivselt vaaristajal 5 min toatemperatuuril
ning tsentrifuugiti 13 krpm toatemperatuuril. Vesis tdsteti uude tuubi ning protsessi korrati
kolm korda, mille jarel lisati vesifaasile klorofar (vahekorras 1:1). Lahust segati 5 min
vaaristajal toatemperatuuril ja tsentrifuugiti 18rka, 5 min. Eraldati vesifaas ning rRNA
sadestamiseks lisati 2,5 mahtu 96% etanooli. RNfesati -20°C, 20 min ja tsentrifuugiti 13
kprm, 15 min. RNA sadet pesti 1 ml 70% etanooligagrtsentrifuugiti 13 krpm, 15 min.

Etanool aspireeriti ning RNA sade lahustati 50 ¢dtdleeritud vees.
2.10 CsdAvalgu eraldamine
2.10.1 Rakumassi kasvatamine

E. coli tive M15[pREP4] kompetentsetesse rakkudesse sigtie transformatsiooni teel
plasmiid pQEG60-csdA ning rakke inkubeeriti 30 min, 0°C juures, millelgrgnes
kuumaehmatus (1 min, 42°C juures) ning inkubatsidaonin, 0°C juures. Rakud kulvati LB-
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agar tards66tmele ning kasvatati Uledd 37°C. Raldasmkasvatamiseks innokuleeriti 2 ml
2xXYT so6odet, kuhu lisati ampitsiliini (Idppkontseaisiooniga 100ug/ml) ning kasvatati
loksutis uledd, 37°C juures. Uledd kultuurist teRO0 kordne lahjendus 2xYT sd6tmesse
(Ioppruumala 2000 ml) ning kultuuri kasvatati tiedni 0,4 (Aqg). Valgu ekspresssioon
indutseeriti IPTG-ga (Idppkontsentratsiooniga 1miMig jatkati kultuuri kasvatamist kuni
optilise tiheduseni 1,9 (#). Rakumass koguti tsentrifuugimise teel 20 min G5pm
ROTINA lauatsentrifuugis.

2.10.2 Valgu eraldamine afiinsuskromatograafia meeti abil

CsdAvalgu eraldamiseks suspendeeriti rakumass 1pumris A (500 mMNaCl; 50 mM
NaH,PO;, (pH=8,0); 20 mM imidasool), kuhu oli lisatud 1 mMMSF. Rakukestade
|I6hkumiseks lisati ItUsotsiim (I6ppkontsentratsiganilmg/ml) ja DNA lagundamiseks
DNase | (Idppkontsentratsiooniga 40U/ml). Lusaatati,end-over-end” segajal 4°C juures.
Rakkude lldsimiseks lisati 500 mikroliitrit klaash 1,5 ml lusaadi kohta ja rakud
homogeniseeriti PRECELYS homogenisaatori abil (6608, 3x60 s tsuikkel; 4°C juures).
Membraankromosomaalse kompleksi sadestamiseksritgagiti 13 krpm, 15 min, 4°C
juures. Supernatant viidi uude tuubi ning filtréiel@bi nitrotselluloosfiltri (poori 1abimdot
0,45 pm). CsdAvalk puhastati afiinsuskromatograafietodil, kasutades Ni-Sepharb5&
FastFlow (GE Healthcare) kolonni ja AKTA-PRIME/PREMIEW kromatograafiasiisteemi
(kolonn: 1abimdot 1,6 cm, kdérgus 7 cm, voolutusksirl ml/min). Lusaat voolutati kolonnile
ning millele jargnes pesutsikkel 100 ml puhvriga(lhu oli lisatud 1 mM PMSF).
Kolonnile seondunud valk elueeriti puhvriga B (5001NaCl; 50 mM NaHPO, (pH=8,0);
500 mM imidasool; fraktsiooni ruumala — 0,7 ml),hkuoli lisatud 1mM PMSF. Valku
sisaldavad fraktsioonid Uhendati, millele jargneslgulahuse puhvri vahetus ensuimi
puhvriga vastu (1M KCI; 20 mMTris (pH=7,5); 0,2 mBDTA, 2 mM DTT; 50% glutserool)
kasutades ultrafiltratsiooni meetodit (MILLIPORE KED tsentrifugaalfilter). Filtrit
tsentrifuugiti ROTINA lauatsentrifuugis 3500 g, 2kontsentreeritud valgulahus kuilmutati
vedelas lammastikus ja sailitati -80°C juures.

Afiinsuskromatograafia fraktsioone kontrolliti 108DS-PAAG geelelektroforeesiga. lgast
piigi fraktsioonist voeti 5ul proov lisati 1:1 s@st SDS proovi puhvrit, kuumutati 5 min 95°C
juures ning kanti 10% SDS-PAAG geelile.
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2.11 CsdA valgu ATPaasse aktiivsuse test

CsdA valgu ATPaase analisi test viidi l&abi puhvaRB-2 (30 mM TrispH=7,5; 100 mM
KCI; 1 mM DTT; 5 mM MgOAc). CsdA valku eelinkubetirstimuleeriva substraadiga 5
min, 25°C juures. Seejarel lisati lahusesse radiivak ATP (Ioppkontsentratsioon 2 mM) ja
[y->2P]-ATPsegu nii, et eriaktiivsus jagks vahemikku 92-DPM/pmol. Reaktsioon peatati
150 pl STOP lahusega (adsorptsioonilahus) ajapdgkii min, 5 min, 10 min ja 30 min.
Proove segati vaaristajal 10 min ning tsentrifudgitatsentsifuugiga 13 krpm, 4°C juures, 5
min. 100 pl supernatanti tésteti uude tuubi, kukati 150 pl adsorptsiooni lahust korduvaks
adsorbeerimiseks ning protseduuri korrati, millejdgoendati 150 pl-s supernatandis sisalduv

radioaktiivsus kasutades radioaktiivsuse loend&jazarb2800.

Koik katseseeriad koosnesid neljast reaktsiooravaist, mis sisaldasid jargnevaid
komponente:
1) variant 1 — substraat (vaata tabel 3), AP-2 putenM ATP/[y-*?P]-ATP

2) variant 2 — substraat (vaata tabel 3), CsdA valgrinl), AP-2 puhver, 2 mM
ATP, [y-*P]-ATP

3) variant 3 — CsdA valk (7 pmol), AP-2 puhver, 2 mNIP, [y->?P]-ATP

4) variant 4 (katse foon) — AP-2 puhver, 2 mM ATRP]-ATP

CsdA ATPaasse aktiivsuse stimulatsiooni uurimisédesutatud substraadid on toodud
tabelis 3.

Tabel 3. Substraatid ja nende kontsentratsioonid.

Substraat Kontsentratsioon katsepunkti kbhta
MRNApU (150 - 200 nt) 190 pmol/pul
MRNA TOE2 (150 nt) 100 pmol/pul
MRNA A52 (40 nt) 140 pmol/ul
tRNA (73 - 94 nt) 352 pmol/ul
23S rRNA (2904 nt) 30 pmol/ 2ul
16S rRNA (1542 nt) 64 pmol/ 2l
K — 30 35 pmol/ 2ul
K —-50S 28 pmol/ 2ul
SW - 308 15 pmol/ 2yl
SW - 50S 13 pmol/ 2pl
SW - 70S 14 pmol/ 2l
30S —wt’ 44 pmol/ 2pl
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50S —wt 16 pmol/ 2ul

70S —wt 26 pmol/ 2ul
40S -AcsdR 17 pmol/ 2l
50S -4csdA 14 pmol/ 3ul

! substraati kontsentratsioon iga ajapunkti kohtenifl, 5 min, 10 min ja 30 min)
2K — kooritud* ribosoomid

3SW - soolaga pestud ribosoomsait wash

“wt — ribosoomid metsiktiivesiv{ld type

5 . . . .

AcsdA —ibosoomid tivesE. coliJW2781 ficsdA
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3. Tulemused ja arutelu
3.1 Eksperementaalne strateegia

Kéesoleva t66 eesmargiks @scherichia coliDEAD-box RNA helikaasi CsdA eraldamine
ning valgu ATPaasse aktiivsuse anallils. T60 peaegdm oli analllsida erinevate RNA ja
RNA-valk substraatide vdimet stimuleerida CsdA A@fset aktiivsust, mis vaiks viia
lahemale CsdA bioloogilise funktsiooni mdistmisel&6 eksperimentaalne strateegia on
toodud joonisel 9. TOO koosnes kolmest pdhietapi$): CsdA valgu puhastamine; (2)
erinevate RNA ja RNA-valk (ribosoomid ja pre-ribasoid) substraatide eraldamine ning (3)

erinevate substraatide stimulatoorse vOime analiiisro.

CsdA valgu eraldamiseks kasutati pQE60 plasmiidikinevat ekspressioonisisteemi (N-
terminaalne His-margis) ning valk puhastati statsghrNi-afiinsuskromatograafia meetodil.
Iseloomustamaks helikaasi funktsionaalset aktiitvgasti vélja rida mudelsubstraate, millest
osade kohta on katselisi andmeid, et need stimuézbrCsdA helikaaset aktiivsust.
Substraatide valikul lahtuti pohimdottest, et kaetldks voimalikult lai spekter erinevaid
RNA ja RNA-valk substraate. Kasutati nii kommersdslt saadavaid RNA substraate
(tRNA, pU) kui ka sinteetilisi mMRNA molekule. Eraldubstraatide klassi moodustasid
ribosomaalne RNA ning bakteriaalsed ribosoomidnaiiiivsel kui ka keemiliselt t66deldud
kujul (,LiCl kooritud® ribosoomid; soolaga pestuitbosoomid; pre-ribosoomid).

Ribosoomide eelaspartiklite eraldamiseks kasutatiACdeletsioonitlive (Keio kollektsioon),
mille puhul on naidatud, et madalatel temperatwregksponentseaalse faasi varases faasis
akumuleeruvad 50S ja 40S, mis ei ole veel funkesatset aktiivsust saavutanud. Ribosoomid
eraldati sahharoosi gradiendis tsentrifuugimise. teisaks kasutati katsetes kdrge soolaga
(LICl) pestud ribosoome, kuna on teada, et LiCl jpstab kindla komplekti ribosoomi
valkude Ilahtitulemise. Seega voiksid sellised rdwosid imiteerida ribosoomi
assambleerumise vaheprodukte ja seega olla Csdikaael voimalikuks marklaud-

molekuliks. Eraldi substraatide klassi moodustasiolaga (1M NHCI) pestud ribosoomid.

Eksperimentaalselt on naidatud, et sellised ribesdoon funktsionaalselt aktiivsed. Samas
eemaldab mdéddukalt kange soolalahusega ribosoomdidiemine ribosoomidega seotud

translatsioonifaktorid, mis voiksid muidu segadaPaasse aktiivsuse anallusi. Analtitsiks
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kasutati aktwsbe adsorptsioonil pdhinevat katsemeeto, mis vGimaldab mddta ATI
hidroltusil vabaneva radioaktiivse gamma fosfaatkanlahuses
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Joonis 9 Eksperementaalse strateegia uldskeTo06 kaigus transformeeruntE. coli M15

[PQE60<€sdA] tuvest eraldati CsdA valk, mis oli puhastaafiihsuskromatograafia meetc
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abil. E. coli JIW2781 fcsdA tuvest eraldati erinevad ribosomaalsed partikitbtsikttdpi
ribosoomidest eraldati rRNA ja ribosoomid t66ddddrge kontsentratsiooniga soolalahusega.
Puhastatud CsdA valk ja eraldatud RNA ja RNA-vatkmpleksid kasutati substraatidena

stimulatoorse v6ime analtiisimiselsvitro.
3.2 CsdA valgu eraldamine ja puhastamine

CsdA valgu eraldamiseks kasut&i coli tive M15 [pREP4], mis sisaldab kahte Lacl
repressori geeni ja kanamiitsiini resistentsust Ktagavat plasmiidpREP4 (joonis 10)
(Rapley, 2000)E. coli M15 [pREP4] transformeeriti plasmiidiggQE60-csdAmis kodeerib
valku CsdA. Bakterikultuuri indutseeriti 1 mM IPT@a optilises tiheduses 0,4 ) nelja
tunni jooksul temperatuuril 37°C. Indutseerimiseigk& seondub induktor repressoriga,
kaivitadescsdAgeeni transkriptsiooni (Albertst al, 2008). Neis rakkudes ekspresseeritakse
vajalik valk CsdA, mille C-terminaalses osas palkrtis; jarjestus. pQE60 plasmiidis on

kuushis koodonite jarjestust, mis asuvad enne stoppkood@mgen, 2001).

T
[
o]

[}

] Bl

S
E]
PT5 —lac O~ lac O-RBS—MC

'@ 6xHis @ Stop Codons
|

w

~ Col B

Joonis 10.Plasmiid pQE60. Plasmiid sisaldab optimiseeritudnmotori: operonis on T5

promootor (PT5), mida tunneb ara RNA polimeraa&gks lac operaatori jarjestust, mis

suurendavad repressioorRBS— ribosoomide seondumise saibfsome binding si)e MCS

— multikloneerimisjarjestusfultiple cloning sitg 6xHis— histidiin valkude jarjestu€ol E1

— replikatsiooni alguspunko(igin of replicatior), ampitsiliin resistentsuse kodeehla geen.
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Afiinsuskromatograafia p&hineb valgu spetsiifillsbgokeemilisel interaktsioonidel: valgu ja
ligandi vastastikm®jul (Bryaet al, 1975). Statsionaarse faasina ehk maatritsinat&iadNi-
Sepharosg' 6 FastFlow (GE Healthcare), millele on seondurigdnid nikkel-nitriloatsetaat
(Ni-NTA). Statsionaarse faasiga seotud nikkel-ldjazmab spetsiifilist afiinsust valgu C-
terminaalses otsas olevate histidiini ja&kide sit®lonnile laeti rakulisaat ning CsdA valk
seondus Ni-agaroos kolonnile histidiin jadkide kauBolonni pesti A puhvriga (20 mM
imidasool) vabanemaks mitteseondund valkudest. Watyeerimiseks voolutati kolonni
elueerimispuhviga B (500 mM imidasool). Madalamad@sooli kontsentratsiooni (20 mM)
puhul jaab histidiini jaaki sisaldav valk kolonnigaeotuks. Imidasooli kontsentratsiooni
tdustes (500 mM) elueeruvad kolonnilt Himargistatud valgud. Joonisel 8A on naidatud C-
terminaalse Hismargisega valku. CsdA valgu puhastamise kromatograKdikides valgu
puhastamise etappidest vdeti proovid ning neid (asdi 10% SDS-PAAG
geelelektroforeesil (fraktsioonid 1 — 7) (joonig)11
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Joonis 11.CsdAvalgu puhastamise kromatograi (A). Valk puhastati M-Sepharose’' Fast
Flow kolonnis (GE Healthcare) kasutades Ak-PRIME/Primeview siisteemi. Pune
joonega ontahistatud B puhvri (500 mM NaCl; 50 mM N,PO; (pH=8,0); 500 mM
imidasool) kolonnile kandmin(100% puhver B). Sinise joonegeiital mdddetud optilist

tihedust (mAu, Ago). Sinises foonis on naidatud eraldatud valgu &iakinid (1- 7), mida
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analtusiti geelelektoforeesilBY CsdA valgu analtitis 10% SDS-PAAG geelelektrofatees
Geelile kanti 5 pl proovi afiinsuskromatograadiakisioonidest 1 — 7. Eraldi rajal on
rakulisaat enne kolonnile kandmist (rajad 2 ja iBgrCsdA valk peale puhvri vahetust ja

kontsentreerimist ultrafiltratsiooniga (rada 12).

Elektroforees anallitsil on selgel detekteeritavrikzoorne valk suurusega ligikaudu 73 kD,
mis vastab CsdA valgu molekulmassile (73 kD). Guleli on naha ka lihema pikkusega
valguprodukte, mis moodustavad ligikaudu 10% teestl valgu hulgast. Kas tegemist on
CsdA puhastamise kaigus tekkinud laguproduktideggpigem mittespetsiifiliselt seondund
valkudega ei saa antud meetodi pdhjal otsustadaa Kalgu preparatsioon sisaldas ligikaudu
10% madalama molekulmassiga valku, viidi |abi lidagstuse etapp, milleks valiti
geelfiltratsiooni. Geelfiltratsiooni tulemusena da89% puhtusega valgupreparatsioon, mis
osutus inaktiivseks (tulemusi ei ole néidatud).daekasutati edaspidises t60s Uheetapiliselt
puhastatud CsdA valku, mis oli funktsionaalseltilmke. Voimalik, et CsdA valk on oma
olemuselt mittestabiilne ning kahekordse puhastamikaigus valk inaktiveerus.
Elektroforeesanaliliisi pdhjal voib vaita, et CsdAguaeraldamisega puhastuvad valja lisaks
veel kaks tundmatut valku, mis moodustavad ligikab#b totaalsest valgupreparatsioonist.

3.3 Valgu ATPaasse aktiivsuse anallis

CsdA on RNA helikaas, mis harutab lahti RNA kakbddalisi struktuure, milleks
kasutatakse ATP hidroluusil vabanevat energiatakiDsdA valgu substraat ei ole teada, siis
ei ole ka otseselt vdimalik analiisida valgu hel#set aktiivsust. Samas vdib valgu
aktiivsuse hidamiseks kasutada kaudset meetodis, seisneb CsdA valgu ATPaasse
aktiivsuse testimises. On teada, et CsdA omab spetsiifilist ATPaasset aktiivsust ka ilma
spetsiifilise substraadiga seondumata (Rocak jadrin2004). Teisest kiljest on naidatud, et
erinevad RNA substraadid on voimelised valgu ATBamsaktiivsust olulisel maaral
stimuleerima (Bizebarét al, 2004). Selleks, et anallusida eraldatud valgkt&ionaalsust,
viidi labi seeria katseid, kus kasutati erinevaglgu helikaasset aktiivsust stimuleerivaid

substraate ja m6ddeti nende stimuleerivat moju AEBale aktiivsusele.

ATP hudroltusi analtuiisi meetodina kasutati aktevsidsorptsiooni meetodit. Reaktsiooni
esimeses etapis eelinkubeeriti valku uuritava sabdiga. Reaktsioon alustati ATP

lisamisega ning peatati erinevatel ajapunktidel BTi@huse (aktiivsde adsorptsioonilahus)
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lisamisega, mis seob reaktsioonisegus sisalduvadp&oendid vélja arvatud vabanenud
anorgaanilise fosfori. Hudroluusitud ATP hulk mébdeadioaktiivsuse loendajaga ning
eriaktiivsuse p6hjal arvutati hidrollusitud ATP elallide hulk pikomoolides. Katsetes
anallusiti kahte tiupi RNA substraatide CsdA-d stearivat toimet: (1) RNA molekulid ja
(2) RNA-valk kompleksid.

3.3.1 mRNA ja tRNA

Pilootkatses vaadeldi juba varasematest uuringtgastiolevat stimulatoorset méju omavaid
substraate, milleks valit. coli totaalne tRNA ja poli(U) RNA homopolimeer. Bizebga
kolleegide (2004) poolt on naidatud, et CsdA vaik \imeline iseseisvalt hidrolildsima
ATP-d, samas oli valgu ATPaasne aktiivsus oluligéiigem kui reaktsiooni lisati erinevaid
RNA substraate. Niisiis on CsdA valgu ATPaasneiads stimuleeritav mitmete RNA
molekulide poolt: poli(U) ja tRNA (Bizebaret al, 2004). Teises etapis kasutati sunteetilist
MRNA substraate, mille stimuleeritav m&ju pole vargirjeldatud. Igas katses on tehtud

kontroll-seeria, mis sisaldab ainult CsdA valkuw@es 12).

Poli(U) on uridiinidest koosnev RNA homopolimeerijlanpikkus on soltuvalt tootjast

vahemikus 150 — 200 nukleotiidi (kuna homopolimeédkus varieerub, siis on selle puhul
tegemist seguga, kus on erineva pikkusega RNA mbtbk tRNA on vaike srtruktureeritud

ribonukleiinhape (73 — 94 nt), millel sekundaarkstouris on kolm juuksendelastruktuuri
(Moore ja Steitz, 2011).

Poli(U) mRNA ja tRNA ATPaasset aktiivsust stimuleeiloime on naidatud joonisel 11.
Selgus, et polu(U) ja tRNA lisamine reaktsiooni undab hudrolutsitud ATP hulka
ligikaudu kaks korda vorreldes kontrolliga, kuhustwaate ei lisatud (joonis 12A). Seega
vOib pilootkatse alusel vaita, et eraldatud CsdAk\an funktsionaalselt aktiivne. Lahtudes
sellest viidi 1abi katseseeriad, kus stimuleerivalekulina kasutati kahte siinteetilist mMRNA
molekuli: mMRNA A52 ja TOE2, mis on natiivse mRNAawoogid. A52 ja TOE2 mRNA-d
olid slUnteesitud T7 polimeraasiga ja puhastatuthsakromatograafia teel (oligo dT
tselluloos kromatograafia teel A. Liiv'i poolt). Z&8nRNA pikkus on 40 nukleotiidi ning selle
3’ otsas on poli-A-saba. TOE2 mRNA on struktureatanmRNA, mille pikkus on 150
nukleotiidi. Graafiku kohaselt on mMRNA ja tRNA stfastide puhul hudrolidsitud ATP hulk
sarnane. Kolmekiumeminutilises punktis hudroliiseakk340 pmol ja 2460 pmol ATP

substraatidega vastavalt A52 mRNA ja TOE2 mRNAI{jed.2B).
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3.3.2 16S rRNA ja 23S rRNA

Katseliselt on naidatud, et CsdA valgu puudumindjystab ribosoomide biogeneesil
vahepartiklite teket, mis on tingitud assambleesgmaeglustumisest (Pe#t al, 2008).
Samas ei ole teada, mis on CsdA substraadiksvo: kas ribonukleiinhape-valgu kompleks
ehk pre-ribosomaalne partikkel v6i puhas rRNA. $epguduvad katseandmed selle kohta,
millises assambleerumise etapis vOiks CsdA valklir@u olla. Lahtuvalt sellest voeti
jargnevalt analtiisi alla ribosomaalse RNA stimwete vdime analiids. Eemargiks oli
analtiisida 23S ja 16S rRNA voimet stimuleerida Csdigu ATPaasset aktiivsust. Selleks
puhastati funktsinaalsetest 50S ja 30S sublhik@&StrRNA ja 23S rRNA kasutades fenool-
kloroform ekstraheerimise meetodit. Katsetulemusadesitatud joonisel 12, mille pdhjal
vOib vaita, et nii 23S kui 16S rRNA on vdimelisettraileerima CsdA ATPaasset aktiivsust
ligikaudu kaks korda kui valk ilma rRNA stimulatsiaita.
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Joonis 12. CsdA valgu ATPaasne aktiivsus RNA substraatideATPaasse aktiivsuse

modtmiseks kasutaierkir Elmer Tri-Carb 2800 TR radioaktiivsuse loendajReaktsiooni
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aeg 30 minutit. Proovid mdddeti ajapunktidel 1 ndmin, 10 min ja 30 min. Kontrollseeria
ei sisaldanud CsdA valku ( - RNA )AY 30-minutilises ajapunktis poli(U) (kontsentratsio
190 pmol/ul) ja tRNA (kontsentratsioon 352 pmol/gi)bstraatidega htdrolllsitakse 2340
pmol ja 2460 pmol ATP vastavalB) 30. minutil substraatiga A52 mRNA (kontsentratsio
140 pmol/ul) hadroluusitakse 2340 pmol ATP, TOE2MAR(kontsentratsioon 100 pmol/ul)
substraatiga 2460 pmolC) 30-minutilises ajapunktis 16S rRNA (kontsenratsi®4 pmol/ 2
ul) ja 23S rRNA (kontsentratsioon 30 pmol/ 2 pl¥isaatidega hudrolidsitakse 2703 pmol
ATP ja 2164 pmol ATP vastavalt.

Saadud tulemustest RNA substraatidega jareldubpueistatud valgu preparatsioon on
funktsionaalselt aktiivne. Vorreldes omavahel erate RNA substraatide voimet
stimuleerida ATPaasset aktiivsust voib vaita, gk Ké@tsetes kasutatud substraadid omavad
positiivset efekti ATP hudrolutsilie. Jooniselt 82 naha, et CsdA valgu ATP hadroluusi
kineetika on erinevate RNA substraatide puhul digaieé sarnane. ATP huadrolUusi
platoovaartus jai tldjuhul vahemikku 2000 — 25000p(30 minuti ajapunkti jargi). Samas ei
ole antud substraatide puhul vdimalik vaita, et £stimulatsioon soéltuks olulisel maaral
RNA substraadi identiteedist. Ribosomaalne RNAUsiiéntud katseseerias sarnaselt teiste
RNA substraatidega, misstottu ei saa véita, et CedAeelkdige ribosoomi-spetsiifiline
helikaas. Vorreldes DbpA helikaasiga, mis on DEA®XxIperekonna kuuluv valk, ei ole

CsdA kohta seniajani andmeid spetsiifilisest irkeemumisest RNA substraatidega.

Erinevalt DbpA helikaasist, mille kohta on tead#,t@ spetsiifiliselt seondub 23S rRNA
lingule 92 étem-loop 9P ning stimuleerib valgu ATPaasset aktiivsust,ad seda vaita CsdA
helikaasi kohta (Sharpe Ellesal, 2009).

3.3.3 Ribosoomid (70S, 50S ja 30S)

Kehtiva htpoteesi kohaselt on CsdA valk seotud soinode assambleerumisega vivo.
Samas ei ole teada, millise subihikuga CsdA inteealdb. Kuigi Uldlevinud arusaama
kohaselt on CsdA vajalik eelkdige 50S subuhiku bragsil, ei saa valistada selle osalemist

ka 30S subuhiku biogeneesil.

Tulenevalt sellest analtisiti CsdA valgu ensumiagtilaktiivsust makromolekulaarse
kompleksitega — ribosoomiga (70S, 50S ja 30S). Esanlahendusena kasutati metsiktive

ribosoomi (joonis 13). Graafikutel on ATP hidroluugljendatud totaalse hudroltusitud
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hulgana pikomoolidesjdonis 13#) kui ka ATP/ribosoomide pikomoolide suhtejoonis
13B).

Selgus.et kdige suuremat stimuleerivat toimet omeantud katseseerias 50S subuhikud.
ribosoomi stimulatsioon moodustas ligikaudu 75%tasest 50S naitajast. 30S subih

puhul oli vastavate naitajate vahe ligikaudu kamheke.
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Joonis 13 CsdA valguATPaasne aktiivsumetsiktitipi 70S, 50S ja 30<ribosoomidega

stimuleerimisel Reaktsiooni aeg 30 minutit.A) Totaalre hudroltusitud ATP hulk
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pikomoolides. 30-minutilises ajapunktis 70S (26 pn2ul), 50S (16 pmol/ 2ul) ja 30S (44
pmol/ 2ul) subihikutega hidroladsiti 9800 pmol, @J@mol ja 9277 pmol ATP vastavalt.
Kontrollseeria (- RS) sisaldas CsdA valku ninges@&ITP hudroltusi hulk vastab 1139 pmol-
le. B) ATP hudroltitis ATP/ribosoomide pikomoolide suht@@-minutilises ajapunktis

hadroltdsitud ATP ja 70S, 50S ja 30S pikomoolidesjdne on 380, 497 ja 207 Uhikut

vastavalt.

Graafikujargselt on kdikide ribosoomide puhul msgaaga efektivne ATP hidrollus.
Samas selgus katseandmete analluusil, et proovédvéityuta ehk fooni proovid naitasid vaga
kdrget hudroluusitud ATP hulka (andmeid ei ole a#id).

Mittespetsiifilise fooni maaramiseks tehti kontkaitse, mis sisaldas ainult ribosoome ja ATP,
aga ei sisaldanud CsdA valku (joonis 14). Nimeltka@lmekimneminutilises punktis 50S
subihiku foon (ilma valguta) 8000 pmol. Samas sediiis katse sisaldas ainult ATP, ei
taheldatud ATP hudroliUsi suurenemist ajas. Sedijh jareldada, et ATP hudroluusi
katsetes, kus kasutati ribosoome ja selle subuhigabnis 13), ei soltunud ATP hudroltusi
aktiivsus detekteeritaval maaral valgu lisamisestktsiooni. Jarelikult on ribosoomidega
stabiilselt assotseerunud tundmatu valguline fakiaifle ATP hddrollisi véime on vaga

suur.
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Joonis 14. CsdA valgu ATPaasne aktiivst 50S subihikuga (26 pmol/ul). (A) 50S
subihikute totaak hidroluusitudATP hulk on 8000 pmol. CsdA valgu juuresolel
hidroltusitaksepikomoolide: on 7220 pmol. B) Hudrolladsitud ATP ja 50S subuhi
pikomoolide suhe on 490 thikut ja CsdA valgu juotekul on 440 Uhiku

Joonis 14 ndaitgbet 50S subuhik ilma valguta hiddrolltsib Ad paremini kui CsdA
helikaasiga. Sellest jareldub, et ribosoom kaig@gonagu ATPaas ning sellest on tingituc

korge mittespetsiifiline foon (ilma valguta katseVabanemaks mittespetsiifilisest A
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hadroludsist tingitud foonist, otsustati jargnekaseseerias kasutada ribosoome, mida ol
eelnevalt toodeldud NKLI ja LiCl-ga.

3.3.4 Soolaga “pestud” ribosoomid

Esmalt otsustati kasutada ribosoomi puhastamisessiki@ist meetodit, mis seisneb
ribosoomide ,pesemises” kdrge kontsentratsioonmalas. Esimese lahendusena pesti 70S,
50S ja 30S uks kord 1M NEl-ga. Ammooniumkloriidi kérge kontsentratsioon wi@ldab
vabaneda ekstraribosomaalsetest faktoritest ja udakt, mis sahharoos gradiendis

tsentrifuugides jaavad ribosoomiga stabiilselt ske®{Spirin ja Gavrilova, 1971).

Vaatamata sellele, et ribosoomide ,pesemine” vahemaittespetsiifilist hudrolttsi kuni kaks
korda (katse ilma valguta), omasid ,pestud* ribasab endiselt mittespetsiifilist ATP
hiadrolttsi véimet (vordle joonis 13 (70S/50S/30%) joonis 15 (SW-ribosoomid)
parempoolsed graafikud). Probleemi lahenduseks svdidla ribosoomide korduv
ammooniumkloriidiga ,pesemine”, kuigi sellel juhubn olemas oht, et lisaks
ekstraribosomaalsetele valkudele dissotseeruvadsodmist ka ndrgemalt seostunud r-

valgud.

46



SW-708 +/- CsdA

50004
v 600
o, 4000 3 -~ SW-70S
5] _
< 20004 E. 4001 - SW-708 + CsdA
— [aT]
o 3]
g 2000 -~ SW-708 <
= < SW-70S + Csda = 2004
1000 + CsdA g
(o9
0 ° 0 4
0 10 20 30 5 10 20 30
aeg (min) aeg (min)
SW-508 +/- Csda
5000 ‘,Q 600
o, 4000 3 - SW-5085
5 = -+ SW-50S + Csda
< 30004 £ 400
— a7
g 2000- Z
. <ows0s + caan G 2%
i - = s
1000 -+ CsdA g .
0 és " 0 -
0 10 20 30 0 10 20 30
aeg (min) aeqg (min)
SW-308 +/- Csda
5000, 2 600-
o, 4000 E -~ SW-308
H Bl -+ SW-30S + Csda
< 3000 o 400
g :
£ 2000
e, - SW-308 2 200;
10004 -+ SW-30S + Csda £
-+ Csda P .
01 eo—= © 0ls
0 10 20 30 0 10 20 30
aeg (min) aeg (min)

Joonis 15.CsdA valguATPaasne aktiivst soolaga ,pestud* ribosoomiga. @A) SW-70S
ribosoomid (14 pmol/ 2) (B) SW-50S subihikud (13 pmol/ 2ulCYX SW-30S subthikud
(15 pmol/ 24l). Vasakpoolsetel graafikutel on totae hudroluusitudATP hulk pikomoolides.
SW-70S, SW-50S ja S\80S ribosoomidega hudrolutsitakse 3600 pmol, 38061 pa 240C
pmol vastavalt. Valgu juuresolekul &-70, SW-50 ja SWB0 ribosoomidega ATP hulk ¢
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4200 pmol, 2835 pmol ja 3200 pmol vastavalt. Kdigeerias (sisaldab CsdA valku) ATP
hidrolits 30-minutilises ajapunktis on 200 pmolreRgoolsetel graafikutel on ATP/SW-
ribosoomide pikomoolide suhe. Hudroluusitud ATP $AV-70S, SW-50S ja SW-30S
pikomoolide suhe on 250, 280 ja 150 uhikut vastavehlgu juuresolekul moodustab
hadroludsitud ATP ja SW-70S, SW-50S ja SW-30S pi&ohde suhe vastavalt 290, 211 ja
200 Uhikut.

Tulemustest jareldub, et soolaga ,pestud* 70S obosd ja 50S subuhikud (SW-70 ja SW-
50 vastavalt) stimuleerivad valgu ATP hudroltusingael maaral (200 — 300 pmol/pmol
vahel ribosoomi kohta). Soolaga puhastatud 30Shskibi{iSW-30) puhul on ATP hidroltts
natuke ndérgem ehk 150 — 200 pikomooli vahel. Gkagdrgselt on SW-70 ja SW-30
proovide ATP hudroladsi signaal tugevam CsdA vglguresolekul (joonis 15A, 1C). SW-
50S puhul on naha vastupidist efekti: SW-50 iseglhetimuleerib ATP hudrolGusi paremini,
kui CsdA valguga. Pole teada, mis vbiks pdhjustseliist tendentsi. Seega voib vaita, et
juhul kui soolaga “pestud” 70S ribosoomidele ja 38$buhikutele on lisatud valk, siis
nendega ATP hudroluts on efektivsem kui ilma vaigamiseta seerias (joonis 15A ja C,
parempoolsed graafikud). Hudroltusitud ATP hulgarsoemine nendes proovides viitab
sellele, et nii 70S ribosoomide kui ka 30S subltiikon vdimelised teatud maaral

stimuleerima CsdA enstimaatilist aktiivsust.

3.3.5 Soolaga “kooritud” ribosoomid

Otsides vastust kiusimusele, millises biogeneegiiet@sdA valk voiks osaleda, anallusiti
helikaasi ATPaasset aktiivsust ribosoomidega, mi&ksid peegeldada metsiktldpi
ribosoomide eellaste iseloomu (joonis 16). Selldmistati LiCl-ga ,kooritud® ribosoomid,

millistel on osa valke kange soolaga eemaldatudbés0% ribosomaalsetest valkudest).

Ribosoomide struktuurist moodustavad r-valgud Ublenkndiku ning selle etapi eesmargiks
oli ,koorida“ ehk eemaldada osa r-valkudest (Kaczeska ja Rydén-Aulin, 2007). Katses
kasutati kdérge kontsentratsiooniga LiCl soolagasgmeist®, mis p&hjustab ndrgalt seotud
ribosoomi valkude dissotseerumist ribosoomidestdidet al, 1975). 50S puhul kasutati 2M

LiCl ja 30S puhul 1M soola. Peale ,koorimist* 50&bshikuga jaavad seotuks valgud L1, L2,
L5, L6, L9, L10, L11, L15, L16, L18 ja L23. Vaikserm subuhiku struktuuris jaavad peale
~koorimist" jargmised r-valgud: S2, S3, S5, S9, S$03, S14 ja S20 (Pué al, 2010).
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Joonis 16.CsdA valguATPaasne aktiivst ,kooritud” 50S, 30S subuhikutega -50S, K-30S
vastavalt). A) Totaalne hadroltusitud ATP hulk ,kooritud* 50S8(pmol/2 ul) ja 30S (35
pmol/ 2i) ribosoomidega on 2090 pmol ja 1460 pmol. Konsedrias (sisaldab CsdA valk
oli ATP hudrolutsi hulk 200 pmol.B) Hudroluusitud ATP ja Ks0S, K-30S subihikute
pikomoolide suhe oli vastavalt 74 ja 40 pr

Andmete analliiis naitalet LiCl-ga ,pestud® ribosoomid (K0S ja K-30S) ei oma
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subihikuid vdib antud kontekstis kasitleda kui leiogesi vaheprodukte, sest ribosoomi
valkude lisamisega on vdimalik taastada nende 8imkbalne aktiivsus. Vottes arvesse
uldlevinud arusaama, mille kohaselt arvatakse, ®tACon 50S assableerumise valk, vdib
oletada, et K-50S saab peegeldada 50S subuhikmblesaumise eellaspartiklit (Pest al.,
2008). Seega voiksid K-50S ja K-30S imiteerida addaerumise vaheolekuid ning olla
CsdA helikaasi marklauaks.

CsdA valgu hudrolids suurenes kaks — neli kordaofiked” ribosoomide lisamisel (joonis
16). Antud tulemuste pdhjal saab jareldada, et Cduikaasi ATPaasset aktiivsust
stimuleerib kdige efektiivsemalt 50S subuhiku esglartikkel (K-50S), kuigi katsetes soolaga

.pestud” ribosoomidega (joonis 15) seda ei taheldat
3.3.6 Ribosoomide vahepartiklite stimuleeritav toine

Selle etapi eesmargiks oli uurida ribosoomide vantégite stimuleeritavat toime CsdA valgu
ATPaasse aktiivsusele. To6 kaigus kasutati CsdAgwatubstraatidena ribosoomide
subthikuid (50S ja 30S) ja akumuleerunud partikl@idS), mis eraldati Keio kollektsiooni
Escherichia coliJW 2781 ficsdA tuvest (Long ja Antoniewicz, 2014; Balea al, 2006).
Antud tives on deleteeritud geesdA mis kodeerib CsdA helikaasi. (Babaal, 2006).E.
coli tuve JW 2781 kasvatati 2 x YT s6otmes 15°C ja 1ff@es tiheduseni 1,0 — 1,5 .
Ribosoomid fraktsioneeriti 15% — 30% sahharoosigrati abil (joonis 8).
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Joonis 17.Ribosoomide profiilid erinevateE. coli tivedest.Ribosoomi partiklid eralda
15% -30% sahharoosi gradiendiga r tsentrifuugiti SW28 rootoris’t=3,02x13* radf-s ,
4°C. Ribosoomide partiklidvisualiseeriti labivooluspekrofotomeetri (260nm) UV900,
peristaatilise pumba Pfha isekirjutaj: Recorder 112 abilA) E. coli M15 (4csdA tive
kasvatati 18°C juuresptilise tiheduseni 1,5 (s00). (B) E. coli M15 (4csdA tlve kasvatati

15°C juuresptilise tiheduseni 1,2 (s00).

CsdA geeni puudumisel madalatel temperatuurion téheldatudribosoomide profiilide
muutust (Peikt al, 2008). Ribosoomi profiilide joonis osutab,E. coli M15 (dcsdA tivi,
mida kasvatati 1& juures, sisaldab palju rohkem 50S subuhikuid, sigaldivad endas ka
40S partikleid (joonis 17 15°C juures kasvatatu@. coli M15 (dcsd#) tive ribosoomide
profillides tekkisid selgestieristatavad 40S vahepartiklidmis on 50S subihiku
eellaspartiklid (Peiet al, 200¢). KunaCsdA valk on seotud ribosoomide biogeneesiga, it
kasAcsdAtuvest eraldatud 50S 40S partiklid on vBimelised stimulrima valgu ATPaasset

aktiivsust (joonis 18).
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Joonis 18. CsdA valgu ATPaasne aktiivsus 40S ja 50S vahepartiklite se@amnisel.
Vahepartiklid on eraldatuk. coli JW2781 {icsdA tuvest, mis kasvatati 15°C juugA) 40S
vahepartiklid (17 pmol/ @). (B) 50S subuhikud (14 pmol/ 2u Vasakpoolsetel graafikut
on totaale hudroludsitud ATP hulk pikomoolides 40S ja 50S vahepartiklite(
hidroltusitakse 10900 pmol ja 1700 pmol vastavellgu juuresolekul 40S 50S
vahepartiklitega hadroltusitud ATP hulk on 11600 gbma 2200 pmol vastaval
Kontrollseerias (sisaldab CsdA valku) ATP hiudrol@G-minutilises ajapunktis on 500 pm
Parempoolsetel graafikutel on ATP/vahepartiklitkopnoolide suhe. HudrolUusitudTP ja
40S, 50S pikomoolide suhe on vastavalt 620 ja 128lgu juuresolekul moodust:
hidroltusitud ATP ja 40S, 50S pikomoolide suheaxzdt 670 ja 160 Uhikt
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Graafikutel on néha, et nii 15°C juures akumuleadud0S ja 50S partiklid on vfimelised
stimuleerima valgu ATPaasset aktiivsust. Samaseabnseaduspéa, et valgu juuresolek voi
selle puudumine ei muuda hudroltusitud ATP hulkerfjs 18). Seega ei ole antud katsete
tulemuste pdhjal vdimalik véita, et ribosoomide la&sartiklid (D-40S ja D-50S
stimuleeriksid CsdA ATPaasset aktiivsust. Uks sefgisellele on, et mittespetsiifiline
ATPaas, millest tingitud tugev signaal 40S stimudfaesel, on seotud juba varasemate

ribosoomide eellaspartiklitega.

Naited makromolekulaarsetest kompleksidest osutaveid CsdA valk kasutab oma
substraatidena RNA-valk komplekse. Vdib oletadaCstlA osaleb ribosoomide biogeneesi
50S subihiku assambleerumises, aga pole tapselg,téas helikaas on kaasatud 30S
subiihiku assambleerumisse voi mitte. Kui vaadeld@ dahepartiklite stimuleerimist, siis
saab jareldada, et CsdA valk on seotud veel varaserntosoomi eellastega.

Kokkuvotteks vOib vaita, et eraldatud CsdA valk dmnktsionaalselt aktiivne, mida

kinnitavad ATP hudrolitsi mddtmise katsed. Too rulsed nditasid, et erinevad RNA ja
RNA-valk substraadid on vdimelised stimuleerima £s@lgu ATPaasset aktiivsust. Samas
ei saa antud katsete pdhjal vaita, et moni nensleisstraatidest omaks markimisvaarselt

kdrgemat CsdA valgu ATP hudrolidsi stimuleerivaitriet.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusettts pudti tuua selgust @attu rolli ribosoomide biogeneesis.
Eesmaérgi saavutamiseks analliusiti CsdA valgu ATseaaktiivsust erinevate RNA ja RNA-
valk kompleksite stimuleerimisel. Samuti uuriti @sdalgu seost ribosoomide biogeneesiga.
Toos kasutatud valk eralddEscherichia colitiivest M15[pREP4], mis sisald@QE60-csdA
plasmiidi ja ribosoomid eraldai. coli JW2781 fcsdA tlivest.

Afiinsuskromatograafia abil eraldati CsdA valk, lmiblemasolu kontrolliti geelelektroforeesi
abil. Valgu suurus oli umbes 73 kDa. Valgu ATPaasktivsuse analtilisimiseks kasutati
mitmeid RNA ja RNA-valk substraate ja ATP hudroliiéktiivsée adsorptsioonil pdhinevat
katsemetoodikat. ATPaasi ensumaatilist aktiivsusaliaisiti pilootkatse alusel polt(U)
MRNA ja tRNA substraatidega. Jargmiseks kontrolkis stnteetilised mRNA-d, mis on
nativse mMRNA analoogid, suudavad stimuleerida CgdAPaasset aktiivsust. Kuna CsdA
valk osaleb ribosoomide biogeneesis, kuid temaddpnktsioon pole teada, uuriti ATPaasse
aktiivsuse stimuleerimist 16S rRNA ja 23S rRNA-gaiti, et kdik uuritud RNA molekulid
omavad positiivset efekti ATP hidroludsile.

Selleks, et analltsida CsdA valgu rolli ribosoomlegeneesil, uuriti ATP hudroltusi
stimuleerimist metsiktilpi ribosoomidega. Selle skattulemused viisid jarelduseni, et
ribosoomid on vBimelised hudrolidsima ATP CsdA wualgsdltumatult, mille pdhjuseks voib
olla ekstraribosomaalste faktorite seondumine obosdega. Antud tulemusest lahtuvalt
uuriti jargmise etapina soolaga ,pestud” ribosooméle tulemusena vabanes ribosoomidest
umbes Uks kolmandik valke. Vabanenud valkudest imadé jai CsdA soltumatu ATP

hadroltids kdrgeks.

Jargnevalt tehti kontrollkatse, mille kdigus anaitilseda, kuidas ribosoomid stimuleerivad
ATPaasset aktiivsust sdltumata valgust CsdA. Selishks analtsiti CsdA helikaasi voimet
hiadroltudsida ATP 2M LiCl-ga ,kooritud“ ribosoomidag Tulemused naitasid, et LiCl-ga

.kooritud” ribosoomid ei oma mittespetsiifilist iisoomilt séltuvat ATP hidroltusi voimet.

LOpuks uuriti 50S subuhikute ja 40S vahepartikljie coli M15 (dcsdA tuvest) vBimet
stimuleerida valgu CsdA ATPaasset aktiivsust. Sdatllemuste pd&hjal vdib oletada, et

CsdA helikaas on seotud 50S prekursoritega niradp &ihasa assambleerumisele.
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Uurimuse katselise osa tulemuste anallils kinnitéke tpustitatud hipoteesi, mille kohaselt
on CsdA 50S subuhiku biogeneesis osalev RNA hadik8amuti on erinevad RNA ja RNA-

valk kompleksid vdimelised stimuleerima valgu ATBset aktiivsust.
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Purification of Escherichia coli RNA helicase CsdA and

characterization of its ATPase activity
Angelina Kulikovits

SUMMARY

The ribosome is a nucleoprotein particle, whiclrdsponsible for protein biosynthesis in
cells. Prokaryotic ribosomes are formed by two sitisu 30S and 50S. The small subunit is
made of 16S rRNA and 21 ribosomal proteins. The &@&init is composed of two rRNAs:

23S rRNA and 5S rRNA, and 33 proteins (KaczanovesicaRydén-Aulin, 2007).

The assembly of ribosomes is a complex of procesdesh are initiated during ribosomal
RNA transcription. The ribosome biogenesis involeesumber of extra-ribosomal factors
that are necessary for the effective and corresgrably of ribosomes. One of those factors is
a group of proteins called DEAD-box family (Wilsand Nierhaus, 2007). DEAD-box
proteins are RNA helicases, which include severatgins. CsdA is one of the DEAD-box

proteins, that participates in ribosome biogen@3isarallaiset al, 2004).

The aim of the present study was to analyze treeobCsdA protein in ribosomal biogenesis.
In order to accomplish the aim the ATPase actigitiRNA helicase was tested with different

RNA substrates. In addition, the function of Csdatpin in 50S subunit was analyzed.

It was found that ATPase activity of CsdA protesmionspecific and does not depend on the
nature of substrate. The analysis showed that Gs@&*RNA helicase that is involved in the
biogenesis of the 50S subunit. Different RNA and ARNotein complexes are able to

stimulate the activity of the protein ATPase.
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