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INFOLEHT

23S rRNA modifikatsioonide osa ribosoomide struktuuri stabiliseerimisel

Lihikokkuvote: Ribosoomid teostavad valgusiinteesi ning nende rRNA modifikatsioonid on
olulised ribosoomi korrektseks talitluseks ja struktuuriks. Kdesolev t66 keskendub 23S rRNA
modifikatsioonide rollile 50S alailihiku struktuurses stabiliseerimises. Eesmargiks oli luua in
vitro testsiisteem, et hinnata 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide maju
peptidiiltransferaassele aktiivsusele. Selleks anallilsiti metsiktiitipi ja modifikatsioonideta E.
coli tivedest (kus modifitseerivate ensliimide geenid olid inaktiveeritud) eraldatud 50S
alatihikute stabiilsust ning aktiivsust. Tulemused naitasid, et 23S rRNA modifikatsioonid on
kriitilised 50S alalihiku termostabiilsuse ja funktsionaalsuse sailitamiseks. Modifikatsioonide
puudumine muutis ribosoomid temperatuuritundlikumaks, viidates nende panusele
ribosoomi struktuuri kaitsmisel.

Marksonad: bakteriaalne ribosoom, 23S rRNA, rRNA modifikatsioonid

CERCS teaduseriala: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees
The part of 23S rRNA modifications in the stabilization of ribosome structure

Abstract: Ribosomes perform protein synthesis, and their rRNA modifications are important
for ribosome function and structure. This work investigates the role of 23S rRNA modifications
in the structural stabilization of the bacterial 50S subunit. Anin vitro test system was
developed to assess the impact of 23S rRNA V domain modifications on peptidyl transferase
activity. Stability and activity of 50S subunits from wild-type E. coli and strains deficient in
these modifications (with inactivated modifying enzyme genes) were analyzed. Results
demonstrated that 23S rRNA modifications are critical for maintaining 50S subunit
thermostability and functionality. Their absence rendered ribosomes more temperature-
sensitive, indicating these modifications contribute to ribosome structural protection.
Keywords: bacterial ribosome, 23S rRNA, rRNA modifications
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Kasutatud luhendid

aa-tRNA — aminoatsuul-tRNA

DPM — langunemist minutis (ingl k disintegrations per minute)
EF-G — elongatsioonifaktor G

EF-T — elongatsioonifaktor T

EF-Tu — elongatsioonifaktor Tu

EM — elektronmikroskoopia

EtOAc — etlililatsetaat

IF1 —initsiatsioonifaktor 1

IF2 —initsiatsioonifaktor 2

IF3 — initsiatsioonifaktor 3

LB — Luria-Bertani s66de

ME — modifitseerivad enstiimid

NMR — tuumamagnetresonants (ingl k nuclear magnetic resonance)
OD - optiline tihedus

OV puhver — overlay puhver

PTA — peptididltransferaasse aktiivsuse test

PTC — peptidiililtransferaanne keskus

RF1 — terminatsioonifaktor 1

RF2 — terminatsioonifaktor 2

RF3 — terminatsioonifaktor 3



RRF — ribosoomi taaskasutusfaktor
r-valk — ribosomaalne valk
S —Svedbergi thik

smFRET - Uksikmolekuli fluorestsents-resonantsenergialilekanne (ingl k single-molecule

Fluorescence Resonance Energy Transfer)

snoRNP — vadike tuumakese ribonukleoproteiin (small nucleolar ribonucleoprotein)
U — optilise neelduvuse thik 260 nm juures (ing. k unit)

WT — metsiktidp (ingl k wild type)

W — pseudouridiin

2xYT — kahekordne parmiekstrakti ja triiptooni s66de



Sissejuhatus

Ribosoomid on universaalsed makromolekulaarsed masinad, mis vastutavad valgusiinteesi
eest kdikides elusorganismides. Nende tapne ja efektiivne toimimine on rakkude eluvéime
seisukohalt kriitilise tahtsusega. Ribosoomid koosnevad ribosomaalsest RNA-st (rRNA) ja
valkudest ning nende struktuur ja funktsioon on evolutsiooniliselt kdrgelt konserveerunud.
rRNA molekulid ei ole osale ainult ribosoomi struktuurses toestuses, vaid osalevad aktiivselt
ka ribosoomi katalldtilistes funktsioonides. Parast transkriptsiooni labivad rRNA molekulid
mitmeid  posttranskriptsioonilisi  modifikatsioone, nagu  2’-O-metilatsioonid ja
pseudouridileerimised. Need modifikatsioonid on olulised ribosoomi korrektseks
biogeneesiks, struktuuri stabiliseerimiseks, funktsionaalsete keskuste, nagu
peptidilltransferaasi keskus (PTC), Gigeks talitluseks ning ribosoomi {(ldise funktsiooni
peenhdalestamiseks. Modifikatsioonid on lokaliseerunud funktsionaalselt tdhtsatesse
piirkondadesse, nditeks 23S rRNA V domeeni, mis moodustab suure osa PTC-st (Watson et al.,
2020). Vigased voi puuduvad modifikatsioonid vdivad pdhjustada haireid valguslinteesis,
ribosoomi ebastabiilsust ja tundlikkust erinevatele stressitingimustele, sealhulgas
temperatuurimuutustele. Hoolimata rRNA modifikatsioonide rohkusest ja nende
fundamentaalsest tahtsusest on paljude Uksikute modifikatsioonide tdapne roll ja nende
koosmdju ribosoomi struktuuri stabiliseerimisel ning funktsioneerimisel sageli veel ebaselge.
Sellealased puuduvad teadmised piiravad arusaamist ribosoomi bioloogiast ning raskendab
nditeks uute antibiootikumide valjatootamist, mis mille sihtmargiks on ribosoomi

funktsionaalselt olulised ribosoomi.

Kaesoleva bakalaureuset66 lldeesmark on valja t6otada ja optimeerida in vitro testslisteem,
mis vOimaldaks hinnata 23S rRNA V domeeni spetsiifiliste modifikatsioonide m&ju Escherichia
coli 50S ribosoomi alalihiku peptidiiltransferaasse keskuse funktsionaalsele aktiivsusele ja

struktuursele stabiilsusele.



Kirjanduse Ulevaade

1.1. Ribosoom

Ribosoomid on nukleoproteiinsed kompleksid, mis koosnevad rRNA-st ja ribosoomi valkudest
(r-valgud) (Traub & Nomura, 1968). Ribosoomi komponendid tagavad koos ribosoomi tapse
struktuuri ja funktsiooni, mis on evolutsiooniliselt konserveerunud. Nende llesanne on toota
valke matriits-RNA-It (mRNA) ehk viia labi translatsioon. Lisaks md&jutavad ribosoomid ka
siinteesitavate valkude voltumisprotsessi, mille mehhanismid pole veel taielikult teada (Streit

etal., 2024).

Ribosoomide struktuur ja funktsioon on kdigis kolmes elu domeenis (bakterid, arhed, ja
eukarioodid) sarnane ehk evolutsiooniliselt konserveerunud (Petrov et al., 2014). Siiski esineb
ka erinevusi: eukariiootide ribosoom moodustub 60S (suur) ja 40S (vaike) alalihikust, samas

kui bakterite ja arhede ribosoom moodustub 50S (suur) ja 30S (vaike) alatihikust.

Ribosomaalsete partiklite suurust tahistatakse Svedbergi tihikutes (S), mis naitab kui kiiresti
osake raskusvaljas liigub. (Svedberg & Nichols, 1923). Kuigi Svedbergi tGhikud ei ole aditiivsed,
peegeldavad need erinevusi alatihikute suuruses ja koostises. Erinevused ribosoomi partiklite
suuruses taksonite vahel on pdhjustatud rRNA molekulide suuruse ning ribosomaalsete
valkude (r-valkude) hulga ja tlilibi varieerumisest. Ribosoomide vordlusel leiduvate sarnasuste
ja erinevuste abil on vdimalik mdista nii evolutsioonilisi seoseid kui ka antibiootikumide

tundlikust.

Ribosoomide  struktuuri  uurimisel kasutatakse rontgenkiirte  difraktsiooni ja
elektronmikroskoopiat (EM). Vaiksemate molekulide uurimisel aatomite tasandil on véimalik
kasutada ka tuuma magnet resonantsi (NMR). Meetodite arenedes on paranenud
lahutusvdime, mille tulemusena on kirjeldatud jarjest vdiksemaid struktuurseid (ksusi
ribosoomides. EM ja rontgendifraktsiooni kaudu saadud tulemuste Ilahutusvdimet
kirjeldatakse mittestisteemse pikkusiihikuna ongstrém (A), mis vdrdub ihekiimnendikuga
nanomeetrist ehk 1 A = 10"°m. V&rdluseks C — H kovalentse sideme pikkus on keskmiselt 1,09

A. Tanapseval on NMR-i kasutatud 240 kilodaltoni suurusel valgul (RoRler et al., 2020) ning
8



ka ribosoomide uurimisel (Streit et al., 2024), kriio-EMiga on saavutatud 1,22 A ehk aatomite
tasandiline lahutusvéime (Nakane et al., 2020) ja rontgendifraktsiooni puhul on lahutusvoime
teoorias piiratud 1 A-ni réntgenkiirguse lainepikkuse téttu. Struktuuribioloogiliste meetodite,
eriti kriio-elektronmikroskoopia (kriio-EM) lahutusvdime pidev paranemine on olnud
vOtmetdhtsusega ribosoomi diinaamiliste olekute ja funktsionaalsete keskuste detailseks
kirjeldamiseks. Siiski jaab valjakutseks ribosoomi kui terviku ajalis-ruumilise diinaamika taielik
mdoistmine translatsiooni eri etappidel. Selleks on paljulubavad naiteks (ksikmolekuli
meetodid (nagu smFRET) (Ha et al., 1996), mis vdimaldavad jalgida konformatsioonilisi
muutusi reaalajas, kombineerituna arvutusliku modelleerimisega, et luua terviklik pilt

ribosoomi toost.

Sageli transleerivad mitu ribosoomi samaaegselt ihte mRNA molekuli. Selliseid struktuure
nimetatakse polisoomideks ehk poliiribosoomideks. Kiiresti kasvavates bakterirakkudes voib

umbes 90% ribosoomidest olla seotud poliisoomidesse (Flessel et al., 1967).

Vaikse aladhiku funktsionaalne eesmark on mRNA dekodeerimine, vahendades mRNA ja

koodon-antikoodon interaktsiooni dekodeerivas keskuses (Green & Noller, 1997).

Kui ribosoomi alatihikud tranlastsiooniks tihinevad, moodustuvad kolm olulist funktsionaalset
saiti: aminoatsill- (A-), peptidiil- (P-) ja valjumis- (E-) saidi. Need saidid tagavad, et mRNA ja
transport RNA-d (tRNA) liiguvad ribosoomis tdpselt ajastatult ning ruumiliselt organiseeritult
translatsiooni ajal (vt joonis 1). (Rheinberger et al., 1981) Nende saitide diinaamika on
translatsiooni tapsuse ja efektiivsuse seisukohalt kriitilise tdhtsusega. Edasised uuringud
voiksid keskenduda sellele, kuidas ribosoomi modifikatsioonid voi seostuvad faktorid
mojutavad tRNA-de liikumist ja paiknemist nendes saitides, kasutades naiteks
korglahutuslikku struktuurianalidsi ja kineetilisi meetodeid. Lisaks on oluline mdista, kuidas
erinevad tRNA isovormid vdi nende modifikatsioonid interakteeruvad nende saitidega erineva

afiinsusega.



Dekodeeriv
tsenter

Joonis 1. Bakteri 70S ribosoomi uldstruktuur. Joonisel on eristatud suur (50S, beez) ja vaike
(30S, roheline) alalihik, A (aminoatstl-), P (peptidudl-) ja E (valjumis-) sait. Veel on valja

toodud peptiduiltrasnferaasi keskus (PTC), dekodeeriv tsenter (DC) ja L1-haru (Kohandatud
allikast: Liu & Fredrick, 2016).
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1.2. Prokartootse ribosoomi struktuur
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Joonis 2. E. coli 50S ribosoomi 23S rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on kujutatud 23S rRNA
seitse struktuurset domeeni (nummerdatud 0-VI) ja 55 rRNA (heleroheline). Helesiniste
numbritega on tahistatud rRNA heeliksite asukohad ja pruunide numbritega nukleotiidide
positsioonid rRNA ahelas. (Allikas: Petrov et al., 2014).
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E. coli ribosoom on ligikaudu 2,5 megadaltonit. Sellest massist moodustavad umbes
kolmandiku 54 erinevat r-valku ja kaks kolmandiku rRNA. (Kaltschmidt & Wittmann, 1970;
Wada & Sako, 1987) Viike 30S alaiihik koosneb 1542 nukleotiidi pikkusest 16S rRNA molekulist
(Carbon et al., 1978) ja 21 r-valgust (Kaltschmidt & Wittmann, 1970). Suur 50S alalihik koosneb
120 nukleotiidi pikkusest 55 rRNA-st (Brownlee et al., 1967), 2904 nukleotiidi pikkusest 23S
rRNA-st (Brosius et al., 1980), mis omakorda moodustub 101 heeliksist ja koosneb

domeenidest 0-VI (Petrov et al., 2014) (vt joonis 2) ja 33 r-valgust (Hindennach et al., 1971).

50S alalihiku 23S rRNA V domeen moodustab peptidiiltransferaasse keskuse (PTC), mille
peamised komponendid on A-loop heeliksis 92, P-loop heeliksis 80 ja nukleotiidid
slinteesistava peptiidi valjumiskanali Gmbruses (Nissen et al., 2000). PTC-s on tahtis nukleotiid
A2451, mida peetakse katallittiliseks algeks (Muth et al., 2000). Ribosoomi katallittiline
keskus slinteesib kasvava valguahela kasutades substraadina aminoatsiilil-tRNA-d (aa-tRNA),
mille CCA otsas (3’ ots) on estersidemega seotud aminohape. (Lang et al., 2008) On naidatud,
et PTC struktuur eraldatud 50S alathikus on sarnane selle struktuuriga terves 70S ribosoomis.

(Monro, 1967; Noller et al., 1992, Nissen et al., 2000)

Ribosoomis on vaike ja suur alatihik omavahel ihendatud mitmete kontaktide ehk sildadega.
Need sillad koosnevad peamiselt RNA-RNA interaktsioonidest, aga ka RNA-valgu ja valk valku
kontaktidest. Ribosoomi sildades on tuvastatud 12 kanoonilist silda: Bla, Blb, B2a, B2b, B2c,
B3, B4, B5, B6, B7a. B7b, B8 (vt joonis 3). Sild B2a omakorda moodustub 50S-is asuva heeliks
69 (H69) ja 30S-is asuva heeliksite 44, 24 ja 45 interaktsioonide tulemusena. (Yusupov et al.,
2001)

A. Spirin oli esimene kes pakkus valja, et aladhikute liikumine Uksteise suhtes toimub
kontaktide paindlikkuse tottu (Spirin, 1969). Ribosoomi sillad vdimaldavad alaihikutel
translatsiooni kdigus Uksteise suhtes keerduda ligikaudu 10 kraadi pdrkratasliikumise (ingl
»ratcheting motion“) abil. See liikkumine aitab mRNA-I ja tRNA-I ribosoomist |dbi liikuda. Lisaks
alatihikute kooshoidmisele on sildadel seega oluline roll ka translatsiooni diinaamika

reguleerimisel. (Frank & Agrawal, 2000; Shasmal et al., 2010) Aladhikutevaheliste sildade
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diinaamika on seega translatsioonis oluline ja et paremini selgitada nende eesmarki on tarvis

edasi uurida sildade paindlikust ning stabiilsust mojutavate molekulaarseid faktoreid.

Tsentraalne kiihm
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Joonis 3. Ribosoomi 30S ja 50S alaiihikute sillad ja peamised struktuursed tunnused E.
coli ribosoomis. Ndidatud on alalihikute kokkupuutepind koos oluliste alalhikutevaheliste
sildadega (B1a, B1b, B2a, B2b, B2c, B3, B4, B5, B6, B7a, B7b, B8). Joonisel on tahistatud tRNA
sidumissaidid (A, P, E) ja mRNA asukoht (mRNA). Lisaks on esile toodud suuremad
struktuursed piirkonnad: 30S alatihikul pea (Pea), platvorm (Platvorm) ja kannus (Kannus) ning
50S alalhikul L1 haru (L1 haru), L7/L12 haru ja tsentraalne kiihm. (Kohandatud allikast: Liu &
Fredrick, 2016).

Ribosoomi alatihikutel eristatakse ka suuremaid struktuurseid piirkondi: 30S alaihikul pead,
platvormi, dlga ja kannust ning 50S alathikul L1 haru, L7/L12 haru ja tsentraalset kihmu (Liu
& Fredrick, 2016). (vt joonis 3).

Monovalent ja divalentsed ioonid, eriti kaalium (K*) ja magneesium (Mg2*), on ribosoomide
struktuuri, stabiilsuse ja funktsiooni seisukohalt olulised. Magneesiumioonid on hadavajalikud
ribosoomi alatihikute korrektseks assotsiatsiooniks (Ron et al,. 1968; Zitomer & Flaks, 1972)
ning nende puudus vdib viia ribosoomide lagunemiseni (McCarthy, 1962). Nii K* kui ka Mg?*
on ribosoomide struktuurse terviklikkuse sailitamiseks kriitilise tahtsusega, naiteks
kaaliumipuudus voib pdhjustada imetaja ribosoomi monomeeride transformeerumist,

aktiivsuse kadu ja suurenenud tundlikkust ribonukleaasidele (Naslund & Hultin, 1970). Need
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ioonid seonduvad rRNA-ga, vahendades interaktsioone nii struktuursete domeenide siseselt
kui ka nende vahel, ning on kontsentreeritud funktsionaalsetes keskustes rohutades nende
rolli keeruka RNA arhitektuuri stabiliseerimisel (Klein et al., 2004; Draper, 2004). Kuigi
mdolemat tllpi ioonid on vajalikud, on neil sageli erinevad rollid ja toimimiskohad, kusjuures
ka difuussed ioonid méangivad olulist osa Uldises RNA stabiliseerimises (Naslund & Hultin,

1970; Draper, 2004)

1.3 Translatsioon

Valgusiinteesi ehk translatsiooni tsikli vdib jagada nelja pohietappi: initsiatsioon,
elongatsioon, terminatsioon ja ribosoomi taaskasutus. Uhe translatsiooni tsiikli tulemusena
tekib valgu molekul. Slinteesitava valgu aminohappeline jarjestus maaratakse mRNA-s kolme
nukleotiidilise triplettide ehk koodonite p&hjal. Ribosoom loeb mRNA-d alati 5’ otsast 3’ otsa

suunas ning valk stinteesitakse N-terminusest C-terminuse suunas.

Bakteriter mRNA saab olla kas monotsistoorne vdi politsistoorne, enamasti

polistsistroone (Yanofsky & Ito, 1966). Eukariiootide mRNA on tavaliselt monotsistroone.

Kiiresti toimuva initsiatsiooni kadigus alalihikud moodustavad initsiatsiooni kompleksi, kus
initsiaator-tRNA seostatakse start koodoniga (tavaliselt AUG), millega leitakse lugemisraam
Ules. Prokarliootide initsiaator-tRNA (fMet-tRNA) erineb elongaator-tRNAst blokeeritud
aminorihma tottu, mis takistab tal elongaator-tRNA-na funktsioneerimast. (Adams &
Capecchi, 1966) Selle t6ttu on vaja metioniini ja tema koodoni jaoks eraldi initsiaator- ja
elongaator tRNA-d. Translatsiooni initsiatsioon on rangelt reguleeritud etapp, tagades
korrektse lugemisraami. Aktiivselt uuritakse, kuidas spetsiifilised mRNA struktuurid (nt IRES

elemendid eukariiootides) voi rRNA modifikatsioonid seda mdjutavad.

Initsiatsiooniks prokariiootides on vaja kolme initsiatsioonifaktorit (IF1, IF2, IF3) (Wahba et al.,
1969). IF1 takistab tRNA sisenemist A-saiti. IF3 takistab 50S alatihiku liiga varajast liitumist 30S
alatihikuga (Subramanian & Davis, 1970). mRNA-s olev Shine-Dalgarno, mis on start koodonist
Ulesvoolu, jarjestus aitab 30S alatihikul mMRNA-le digesti seonduda, interakteerudes 16S rRNA-

ga (Shine & Dalgarno, 1974). IF2 koos GTP-ga aitab esimesel tRNA-I (fmet-tRNAsmet) seonduda
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P-saiti startkoodonile ja soodustab ribosoomi subiihikute seondumist (Milén & Rodnina,
2012). Lisanduv tRNA eemaldab IF3 kompleksist, vdimaldades 50S alalhikul liituda
(Grigoriadou et al., 2007). 50S alathiku liitumine aktiveerib IF2 GTPaasi aktiivsuse, mis viib

GTP hiudroltusini ning IF2 ja IF1 vabanemiseni (Antoun et al, 2003).

Initsiatsioon laheb Ule elongatsiooniks kasutades elongatsioonifaktoreid EF-Tu, EF-T ja EF-G.
EF-Tu koos GTP ja aa-tRNA seonduvad A-saiti, kus tRNA antikoodon paardub mRNA koodoniga
(Nissen et al., 1995). EF-Tu hidroliisib GTP GDP-ks ja mélemad vabanevad (Rodnina et al.,
1995). Tekkinud peptiidsidemega tRNA liikatakse A-saidist P-saiti EF-G ja GTP toimel ning
enne P-saidis olnud tRNA on niiud E-saidis ja vabaneb (Rodnina et al., 1997). EF-G GDP-d
taaskasutatakse asendades GDP uue GTP vastu EF-Ts (Gromadski et al., 2002). Uhes sekundis
slinteesitakse tavaliselt 10-20 peptiidsidet (Young & Bremer, 1976) ning mille moduleerimisel

voivad tekkida probleemid nagu naiteks lugemisraami nihked vdi stop-koodoni tlelugemised.

Bakteritel on kaks | klassi terminatsioonifaktorit: RF1 tunneb ara UAA ja UAG koodonid, RF2
tunneb dra UAA ja UGA koodonid (Scholnick et al, 1968). Klass | faktorid, kannavad Gltsiin-
glutsiin-glutamiin (G-G-Q) motiivi, mis katallisib P-saidis olevat peptidlll-tRNA estersidet

lahti (Frolova et al., 1999).

Kui ribosoom jouab mRNA-| stoppkoodonini (UAA, UAG vdi UGA), seondub A-saiti klass |
terminatsioonifaktor (RF1 ja RF2) (Scholnick et al., 1968; Poole & Tate, 2000). Seejarel
seondub suurele alatihikule Il klassi terminatsioonifaktor RF3 koos GDP-ga, mis aitab RF1/RF2

vabaneda (Freistroffer et al., 1997).

Parast valguahela vabanemist peavad ribosoomi alalihikud, mRNA ja tRNA eralduma, et neid
saaks uuesti kasutada. Selleks seondub ribosoomi taaskasutusfaktor (RRF) koos EF-G-GTP-ga
ribosoomi A saidile, mis viib alatihikute lahknemiseni (Hirashima & Kaji, 1972; Kaji & Hirokawa,
2000). IF3 aitab seejarel eemaldada vabanenud 30S aladhikult deatsttl tRNA ja mRNA (Karimi
et al, 1999; Peske et al, 2005).
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1.4 Ribosoomi RNA modifikatsioonid

Tanapdevaks on teada 335 erinevat looduses esinevat keemilist RNA modifikatsiooni
(Cappannini et al., 2024) ning neid vdib jagada kolme laia klassi: pseudouridiileerimised,
metdlatsioonid ja lammastiku aluse modifikatsioonid. RNA modifikatsioone lisavaid ensliiime
on nimetatud ka kirjutajateks (ingl k writer) ja modifikatsioone eemaldavaid enstiiime on
nimetatud kustutajateks (ingl k eraser) (Ohira & Suzuki, 2024). Eukarliootides suunavad
vaikesed tuuma RNP kompleksid (snoRNP-d) saidispetsiifiliselt 2'-O-metiilatsioonide ja
pseudouridiinide slinteesi, samas kui teisi RNA modifikatsioone, sealhulgas ko&iki aluste
modifikatsioone, teostavad valgulised ensiiiimid (Kiss, 2002). Bakterites modifitseerivad RNA-
d samuti valgulised ensliiimid. Modifikatsioonid mdjutavad ka antibiootikumiresistentsust.
N&iteks A2503 C-8 metilatsioon (m® A2503) pdhjustab resistentsust mitme antibiootikumi
vastu, nende hulgas klooramfenikool, klindamitsiin ja linesoliid (Giessing et al., 2008; Tsai et

al., 2022).

Transkriptsiooni jargsed modifikatsioonid, millest suure osa moodustavad mitmesugused
metilileerimised ja uridiini isomerisatsioon pseudouridiiniks (W), on oluline aspekt
ribosoomide ja valkude slinteesimiseks. Valdav osa rRNA modifikatsioone asuvad

funktsionaalsetes piirkondades. (Taoka et al., 2018)
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Joonis 4. Uridiini (U) ja Pseudouridiini (W) struktuurid. Tavaparases uridiinis on uratsiili alus
seotud riboosi suhkruga N1 asendi kaudu C1’ glikosiidsideme kaudu. W moodustumisel see
side katkestatakse ning U p66rdub timber oma C6-N1 telje. Moodustub uus side uratsiili aluse
C5-asendi ja riboosi C1’-asendi vahel ehk tekib C5-C1’ sisinik-sisinik side. (Joonis kohandatud
allikast: Mengel-Jgrgensen & Kirpekar, 2002).
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W modifikatsiooni kirjeldati esimest korda Ule 70 aasta tagasi (Cohn & Volkin, 1951; Davis &
Allen, 1957). W moodustub uridiini (U) isomerisatsiooni kdigus, mida nimetatakse
pseudouridiileerimiseks (vt joonis 4). Tekkinud isomeer vdimaldab luua tdiendava
vesiniksideme, mis vdivad lokaalselt stabiliseerida RNA struktuuri ja mdjutada selle
interaktsioone teiste molekulidega. Seega W on funktsionaalselt oluline RNA biogeneesiks,
stabiilsuseks ja funktsiooniks ning kasutatud ka COVID-19 mRNA vaktsiinides kasutades m1W

kaitset enslimaatilise lagunemise eest (Nance & Meier, 2021).

NH,

N XN
o AL

O

OH OCH,4

Joonis 5. 2’-O-metiilatsiooni struktuur. Riboosi teise hapnikule on liitunud mettulrihm (-
CHs).

2’-O-metdlllatsioon (ka Nm v&i 2-O-Me) on (ks levinumaid posttranskriptsioonilisi RNA
modifikatsioone, mille kdigus lisatakse mettulriihm (-CHs) riboosi jaagi 2’ hiidroksadlrihmale
(vt joonis 5) (Ayadi et al., 2019). See modifikatsioon vdib esineda igal nukleotiidil (N) ja seda
leidub sageli erinevates RNA tiilipides, sealhulgas rRNA-s, tRNA-s ja vdikestes tuuma RNA-des
(snRNA) (Maden, 1990; Krogh et al., 2017, Marchand et al., 2017). Erinevalt aluse
modifikatsioonidest ei mdjuta 2'-O-metilatsioon otseselt Watson-Cricki aluspaaride
moodustumist (Hofler & Carlomagno, 2020). Siiski stabiliseerib 2’-O-metuilrihm riboosi C3'-
endo konformatsiooni, mis on iseloomulik A-vormi RNA heeliksitele ja pakitud nukleotiididele,
suurendades seeldbi RNA duplekside stabiilsust (Yildirim et al., 2014; Abou Assi et al., 2020).
Lisaks kaitseb 2'-O-metiilatsioon RNA-d ensiimaatilise hiidroliilisi eest ja muudab RNA ahela

paindlikkust (Monaco et al., 2018). Eukarliootides viivad rRNA 2'-O-metilatsiooni ldbi C/D box
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snoRNP kompleksid, kus snoRNA juhib modifikatsiooni spetsiifilistesse kohtadesse rRNA-s
komplementaarsuse alusel (Kiss-Laszl6 et al., 1996; Galardi et al., 2002). 2'-O-metilatsioonidel
on oluline roll ribosoomi biogeneesis, struktuuri stabiliseerimisel ja funktsioneerimisel,
mojutades translatsiooni tapsust ja efektiivsust (Liang et al., 2007; Erales et al., 2017). Samuti
on naidatud, et 2’-O-metulatsioonid mRNA-s vdivad suurendada mRNA stabiilsust ja méjutada

geeniekspressiooni (Li, 2024).

Lisaks kiipse ribosoomi funktsionaalsete osade mdjutamisele on rRNA modifikatsioonidel ning
neid slinteesivatel enstitimidel oluline roll ka ribosoomi biogeneesis. Ero et al. (2024) t66 toi
esile E. coli 23S rRNA-d modifitseerivate enstiimide (ME) kahetise rolli. Esiteks, need
enstlimid lisavad modifikatsioone. Teiseks, nad stimuleerivad ka aktiivselt 50S alathiku
korrektset kokkupanekut. Sellistes tilivedes ilmnesid defektid 50S alatihiku biogeneesis,
nditeks aeglustunud kiipsemine, ebakiipsete eelasosakeste kuhjumine ja funktsionaalsete 50S
alathikute vahenenud hulk. Ka katalGutiliselt inaktiivsed enstimid, mis ei slinteesi
modifikatsioone, olid voimelised ribosoomide kokkupanemist soodustama. See viitab, et lisaks
kataltittilisele rollile vOivad need enslliimid toimida ka spetsiifiliste
assambleerimisfaktoritena, aidates kaasa rRNA voltumisele vdi stabiliseerides kokkupaneku
vaheetappe. Hoolimata nende ensiiimide olulisusest ribosoomi valmimisel, on sageli ainult
Uhe modifikatsiooni puudumisel tekkiv kasvu-, biogeneesi- ja translatsioonidefekti mdju
minimaalne. See viitab modifikatsioonide summaarsele koosmadjule nii ribosoomi kiipsemises

kui ka funktsioonis. (Ero et al., 2024)

Saccharomyces cerevisiae pdhjal on ndidatud, et kdikide universaalselt konserveerunud H69-
s modifikatsioonide eemaldamine modjub rakkude kasvule parssivalt ning suurendab
vastuvotlikkust ribosoome sihtivate antibiootikumide vastu. Defekt on pdhjustatud halvema
tRNA-ribosoomi interaktsiooni ning muutunud ribosoomi struktuuri tottu, mis vahendab
translatsiooni efektiivsust. (Liang et al., 2007) Samuti on parmis naidatud, et konserveerunud
rRNA modifikatsioonide kadumine peptididlltransferaasi keskuses parsib valgusilinteesi ja

rakkude kasvu. (Leppik et al., 2024)
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Liiv et al. (2005), kasutas Escherichia coli mudelorganismina, et uurida H69-s asuvate
nukleotiidide olulisust modifitseerides rRNA primaarjarjestust. Ka E. coli puhul kinnitati H69

W1917 mutatsioonil (W1917C) negatiivset mdju kasvule ning vahenenud poliisoomide hulka.

(Liiv et al., 2005)

Joonis 6. Peptidiiiiltransferaasi keskuse (PTC) piirkond E. coli23S rRNA V
domeenis. Punasega on tdhistatud nukleotiidipositsioonid, mis on in vivo modifitseeritud ja
mille md&ju termostabiilsusele kadesolevas t66s uuriti. Helesinisega on esile toodud
kataltittiliselt oluline nukleotiid A2451, mis osaleb peptiidsideme slinteesis. Struktuur
illustreerib modifitseeritavate jaakide paiknemist PTC funktsionaalses keskuses. (Joonis
loodud programmiga ChimeraX (Meng et al., 2023) ja kohandatud struktuurist PDB ID: 4YBB)

E. coli 36-st modifitseeritud nukleosiidist asub 13 A2451 jaagist kuni 25 A kaugusel. Watson et
al. (2020) kirjeldavad neid 13 modifikatsiooni kui viit pseudouridiini (W2457, W2504, W2580,
Y2604, W2605), kolme 2'0O-metiilriboosi (Gm2251, Cm2498, Um2552), kolme metiileeritud
alust (m’G2069, m2G2445, m2?A2503), (hte dihGdrouridiini (D2449) ja (hte 5-

hudroksutsutidiini  (ho®C2501), kusjuures numeratsioon jargib standardset 23S rRNA
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jarjestust. (vt joonis 4). Loetletud modifikatsioonide ja neid kataltusivad valgud on kokku
vOetud tabelis 1.
Tabel 1. PTC ldheduses asuvad 23S rRNA modifikatsioonid E. coli's ja neid kataliilisivad

ensiitimid (Ero et al., 2024)

Ensiiim Modifikatsioon Positsioon Markused
RIUE Pseudouridiin (W) 2457
RluC Pseudouridiin (W) 2504
RluC Pseudouridiin (W) 2580
RIuF Pseudouridiin (W) 2604 N1 pole seotud H,0-ga (Noeske

et al., 2015)

RluB Pseudouridiin (W) 2605

RImB 2'-0O-metiilguanosiin 2251 P-lingus
(Gm)

RImM 2'-O-metidltsitidiin (Cm) 2498

RImE 2'-O-metidluridiin (Um) 2552

RImN 2-metuuladenosiin (m2A) 2503 A-lingus

RImKL N7-metiulguanosiin (m’G) 2069

(K domeen)

RImKL 2-metiillguanosiin (m2G) 2445

(L domeen)

RIhA 5-hiidroksitsitidiin (ho°C) | 2501

RIdA Dihiidrouridiin (D) 2449

Uuringud on ndidanud, et termofiilispetsiifilised modifikatsioonid on olulised nii tRNA kui ka
rRNA struktuuri stabiliseerimisel, mis omakorda aitab kaasa nende organismide (ldisele
termotolerantsusele (Ohira et al., 2022; Hori et al, 2018; Sas-Chen et al., 2020). Naiteks tRNA-

s on m>s2U54 modifikatsioon, 2-tiouridiini derivaat, mida leidub paljude termofiilide T-ahelas,
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naidanud, et see tdstab tRNA sulamistemperatuuri ligikaudu 3°C vdrra vdrreldes selle m>U54
analoogiga, otseselt suurendades selle termilist stabiilsust (Yokoyama et al., 1987; Horie et al.,
1985). Ka rRNA-s leitav N4-atsetliultsitidiin (ac*C) aitab kaasa RNA kaksikahelate stabiilsusele
korgetel temperatuuridel termofiilsetes rahedes (Sas-Chen et al., 2020). Seega, RNA

modifikatsioonid aitavad termilise stressiga toime tulla.

Kokkuvottes rRNA modifikatsioonid osalevad mitte ainult ribosoomi biogeneesis ja
funktsioonis, vaid ka struktuurseks stabiliseerimiseks. Et tuvastada 23S rRNA PTC ldheduses
asuvate  modifikatsioonide  moju  selle  termostabiilsusele  ja  seeldbi  ka
efektiivsusele, viiakse kdesolevas t60s labi biokeemilised katsed ning maaratakse ribosoomi

profiilid.
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2. Eksperimentaalosa

Kuigi on teada, et rRNA posttranskriptsioonilised modifikatsioonid mdjutavad ribosoomi, on

nende tdpsem toimemehhanism ja koosmdju ribosoomi talitlusele veel jaanud ebaselgeks.

Kdesoleva t60 eesmargiks oli vilja téotada ja optimeerida in vitro testsiisteem, mis

voimaldaks uurida spetsiifiliste 23S rRNA modifikatsioonide moju ribosoomi funktsioonile.

Selle eesmargi saavutamiseks teostati jargmised etapid:

e Kasutati laboris konstrueeritud 23S rRNA modifikatsioone kataltuusivate enstitimi defektsed
ning WT E. coli tiivesid. Rakkudest eraldati 70S ribosoomid, millest saadi 50S alalihikud
dissotsieerivates tingimustes.

e Optimeeriti 50S alathiku peptidiiltransferaasse (PTA) aktiivsuse maaramise tingimusi (50S
kontsentratsioon, reaktsiooniaeg, magneesiumioonide kontsentratsioon).

e Hinnati 23S rRNA V domeeni modifikatsioonideta (A9 ja A10) ja metsikt(ilipi 50S alatihikute
termilist stabiilsust kasutades sahharoosigradiendis profileerimise abil.

e Anallusiti modifikatsioonide puudumise ja termilise stressi mdéju 50S alathikute

peptidiiltransferaasele aktiivsusele.

22



2.1. Toos kasutatud materjalid

2.1.1. T66s kasutatud s6otmed, puhvrid ja lahused.

LB s66de: 1,0% (w/v) triptoon, 0,5% (w/v) parmiekstrakt, 0,5% (w/v) NaCl, 1,5% (w/v) agar
(Bertani, 1951)

2xYT soode: 1,6% (w/v) triptoon, 1% (w/v) parmiekstrakt, 0,5% (w/v) NaCl ( Sambrook et al.,
1989)

OV puhvrid: 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM KCI, 6 mM B-merkaptoetanool, mQ vesi. Puhvrid
erinesid Mg(OAc), kontsentratsiooni poolest, mis on naidatud puhvri nimes ([Mg?*] mM): OV-
10 10 mM Mg(OAc),, OV-8: 8 mM Mg(OAc),, OV-6: 6 mM Mg(OAc),, OV-4: 4 mM Mg(OAc)s,
OV-1: 1 mM Mg(OAc),, OV-0: Mg(OAc), puudus.

10-25% (w/v) sahharoosi gradiendi lahused: 50% (w/v) sahharoos, valmistatud vastavas OV
puhvris (OV-10 puhul 10 mM [Mg?*], OV-8 puhul 8 mM [Mg?*], OV-6 puhul 6 mM [Mg?*], OV-
4 puhul 4 mM [Mg?*], OV-1 puhul 1 mM [Mg?*]).

2.1.2. Toos kasutatud tiived
WT: E. coli MG1655 metsiktiipi tlivi, mida kasutati kontrollina.

A9: E. coliMG1655 derivaattlivi, mille genoomist on eemaldatud Uheksa 23S rRNA
modifikatsiooni eest vastutavat geeni (ArluC, ArimKL, ArlmN, ArimM, ArluE, ArluB, ArluF,
ArlmB, ArlhA) (Ero et al., 2024).

A10: E. coliMG1655 derivaattiivi, millel on lisaks A9 tlive deletsioonidele eemaldatud
ka rimE geen (ArluC, ArimKL, ArimN, ArlmM, ArlukE, ArluB, ArluF, ArimB, ArlhA, ArlmE) (Ero et

al., 2024). RImE ensliim vastutab Um2552 modifikatsiooni eest 23S rRNA-s.
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2.2. Metoodika

2.2.1 70S ribosoomide ja alathikute eraldamine

2.2.1.1. Rakkude kasvatamine

WT, A9 ja A10 valjakilvid tehti LB tardsootmele, millele oli lisatud deletsioonitliivede puhul
kanamiitsiini (50 pg/ml). Bakterikultuure inkubeeriti 37°C juures iiled6. Uks koloonia kasvatati
eelkultuurina 2xYT (100 ml), millele oli deletsioonitiivede puhul lisatud kanamdtsiini (25
pg/ml), Gledd loksutil (180 rpm, 37°C). Ule6dkultuuri optilise tiheduse (ODgoonm) pShjal tehti
lahjendus 2xYT-sse (2000 ml), et bakterikultuuri algtihedus oleks ODgoonm = 0,05. Kultuure
kasvatati loksutil (37°C, 180 RPM) kuni hilise eksponensiaalse faasini (ODeoonm = 1,5) ning rakud
koguti kokku ROTINA lauatsentrifuugis (4500 rpm, 20 min, 4°C, rootor Hettich 4723).

2.2.1.2. Rakkude liiiisimine

Rakud suspendeeriti 15 ml overlay-10 (OV-10) puhvris (vt. 2.1.), millele lisati DNAse |
(Idppkontsentratsioon 40 U/ml). Rakkude llusiks lisati klaaskuule (2 0,01 mm) ja need lUUsiti
kolme tsiikliga (3 x 60 sekundit, 4000 RPM, 4°C, Precellys 24 homogenisaator). Lisaat sadestati
lauatsentrifuugis (13000 RPM, 15-20 min, 4°C). Nukleiinhapete hulk mé&arati supernatandi

optilise tiheduse (Azsonm) pOhjal.

2.2.1.3. 70S ribosoomide eraldamine

Uhele 38 ml 10-25% (w/v) 10 mM [Mg?*] sahharoosi gradiendile (vt 2.1) kanti = 100 U liisaati
(vt 2.1). Sahharoosigradiente ultratsentrifuugiti (w?t = 2,8-10% rad-s*, 4 °C, rootor SW-
28). Lusaadi gradienti anallisiti UVis 920 (Azsonm) labivooluspektrofotomeetriga ning
ribosoomi profiil visualiseeriti REC112 isekirjutajaga. Saadud ribosoomide profiilide
kvantitatiivne analiis viidi 1abi Imagel) tarkvaraga 70S ribosoomile vastav gradiendi fraktsioon
koguti kokku ja ultratsentrifuugiti (w?t = 1,2-10*? rad-s™, 4 °C rootor Ti-50.2). Ribosoomide
sade lahustati 500 pl OV-1 (vt 2.1) dissotsieeruvas puhvris (4 h, 4 °C). 70S ribosoomide hulk

maarati supernatandi optilise tiheduse (A260nm) pohjal.
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2.2.1.4. 50S alatihikute eraldamine dissotsieerivates tingimustes

Uhele 38 ml 10-25% (w/v) 1 mM [Mg?**] dissotsieeruvale sahharoosi gradiendile (vt 2.1) kanti
=~ 100 U 70S ribosoome. Sahharoosi gradiente ultratsentrifuugiti (w?t = 2,8-10' rad-s?, 4 °C,
rootor SW-28). 70S alathikuid dissotsieeruvat gradienti anallisiti UVis 920 (A260nm)
labivooluspektrofotomeetriga ning 50S aladhikud visualiseeriti REC112 isekirjutajaga.
Eraldatud 50S fraktsiooni [Mg?*] tdsteti 1 mM-ilt 10 mM-le magneesiumatsetaadi (Mg(OAc))
lisamisega. 50S alatihikud ultratsentrifuugiti (w?t = 1,2-10* rad-s’%, 4 °C, rootor Ti-50.2). 50S
alatihikute sade lahustati 500 pl OV-10 puhvris (4 h, 4 °C). 50S alalihikute kontsentratsioon

maarati fotospektromeetriga (A260nm).

2.2.2. 50S alalihikute termostabiilsuse mddtmine sahharoosi gradiendiga

50S alathikutest (5 U) valmistati proovid 18ppmahuga 100 pl, milles [Mg?*] kontsentratsioon
oli kas 4 mM voi 10 mM. Selleks lisati alalihikutele esmalt vastav kogus OV-0 puhvrit ning
seejarel viidi proovid I6ppmahuni vastavalt kas OV-4 vdi OV-10 puhvriga (vt 2.1). 50S

alatihikuid inkubeeriti termotstikleris 30 min temperatuuridel 37 °C, 49 °C ja 60 °C.

Inkubeeritud 50S alathikute maht viidi 500 pl-ni vastava OV puhvriga ning kanti 10-25% (w/v)
vastava [Mg?*] kontsentratsiooniga sahharoosi gradiendile (vt 2.1). Proovid tsentrifuugiti (w?’t
= 2,8:10%! rad-s?, 4 °C, rootor SW-28). Termilise stressi labinud 50S alalihikute gradienti
analldsiti UVis 920 (Azeonm) labivooluspektrofotomeetriga ning ribosoomi profiil visualiseeriti

REC112 isekirjutajaga.

2.2.3. Peptiduiltransferaasse aktiivsuse test

Ribosoomi 50S subiihiku peptiidsideme sinteesivbimet maarati faktor sdéltumatu
puromiitsiinireaktsiooniga (Traut & Monro, 1964). PTA testi lldine skeem on kujutatud

joonisel 7.
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Joonis 7. PTA test. Testi pdhietapid on jargmised: (1) 50S ribosoomi alalihikute
eelinkubeerimine radioaktiivselt margistatud doonorsubstraadi ([3*S]fMet-tRNAfvet)
aktseptorsubstraadi (puromitsiin) juuresolekul (joonisel 30 min, 37°C); (2) peptiidsideme
siinteesi reaktsiooni kdivitamine metanooli (MetOH) lisamisega ja inkubeerimine (joonisel
30°C); (3) reaktsiooni peatamine kaaliumhudroksiidi (KOH) lisamisega ja inkubeerimine
(joonisel 15 min, 42°C); (4) moodustunud radioaktiivse produkti ([**S]fMet-puromiuitsiin)
ekstraheerimine etlllatsetaati (EtOAc) parast pH neutraliseerimist Tris-HCl-ga; (5)
ekstraheeritud [3*S]fMet-puromiitsiini koguse kvantifitseerimine stsintillatsiooniloenduriga,
mis peegeldab 50S alalhikute PTA aktiivsust.

2.2.3.1. Optimaalse 50S hulga mddramine

Optimaalse 50S ribosoomi alalihikute kontsentratsiooni maaramiseks varieeriti nende kogust
PTA testi reaktsioonisegus. PTA testis kasutati 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5 ja 10 pmol WT ribosoome ning
0,1,0,25,0,5, 1, 2,4 ja 6 pmol A9 ja A10 ribosoome. Uhe tehnilise replikaadi |IBppmaht oli 80
ul. Reaktsioonisegu sisaldas lisaks muudetavale kogusele 50S alalihikutele [3°S]fMet-tRNAfvet

eriaktiivsusega 5000 cpm/pmol, 1 mM puromdtsiini ning 37,5% (v/v) metanooli.

110 pl reaktsioonisegu eelinkubeeriti (ilma metanoolita) 30 minutit 37°C juures ning jaotati
kaheks alikvoodiks. Seejarel lisati 30 ul metanool ning reaktsioon viidi labi 30 min 30 °C.
Reaktsiooni peatati 10 pul 10 M KOH lisamisega ning inkubeeriti 42 °C 15 min. Segule lisati 200
ul Tris-HCl (pH 7,5) ning puromitsiin-[3>S]fMet ekstraheeriti segust 1 ml etlulatsetaadiga
(EtOAc) segades vorteksil 2000 RPM 2 min. Lahuse faasid eraldati lauatsentrifuugis 2000 RPM
2 min. Etlillatsetaadi faasist pipeteeriti 0,5 ml lahust radioaktiivsuseloendaja tuubi ja lisati 5
ml stsintsillatsiooni lahust. Produkti luminesents mdddeti (he minuti jooksul Perkin Elmer

Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800TR-ga.
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Edasisteks eksperimentideks valiti optimaalseks ribosoomi kontsentratsiooniks 4 pmol

reaktsiooni kohta.

2.2.3.2. Optimaalse reaktsiooniaja mddramine

Optimaalse reaktsiooniaja maaramiseks kohandati esialgset PTA testi protokolli (vt 2.2.3.1.),
varieerides reaktsiooniaega jargnevate ajapunktidega: 5, 15, 30, 45, 60 ja 120 min. Reaktsioon
viidi 1abi WT 50S alalihikutega. Edasisteks eksperimentideks valiti optimaalseks ajapunktiks 60

minutit.

2.2.3.3. Optimaalse [Mg?*] kontsentratsiooni médéramine
Optimaalse [Mg?*] kontsentratsiooni mdaramiseks kohandati esialgset PTA testi protokolli (vt
2.2.3.1.), varieerides [Mg?*] kontsentratsiooni jargnevate kontsentratsioonidega: 4, 6, 8 ja 10

mM. Reaktsioon viidi labi WT, A9 ja A10 alatihikutega.

2.2.3.4. 50S alaiihikute termostabiilsuse méotmine PTA testiga

Viimaks hinnati 50S alathikute termostabiilsust varieeruva [Mg?*] kontsentratsiooni
tingimustes optimiseeritud PTA testiga. Ribosoomide 50S alalhikutele rakendati termilist
stressi vastavalt meetodile 2.2.2 [Mg?*] kontsentratsioonidel 4, 6, 8 ja 10 mM. Reaktsioon viidi

l&bi WT, A9 ja A10 alatihikutega ning 10 mM [Mg?*] kontsentratsioonil.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Kdesoleva bakalaureusetod eksperimentaalse osa eesmadrk oli valja tootada in
vitro testsiisteem, mis vOimaldaks hinnata spetsiifiliste 23S rRNA V domeeni
modifikatsioonide mdju peptidiililtransferaase keskuse funktsioonaalsele aktiivsusele ehk
peptiidsideme siinteesi efektiivsusele. Aktiivsust kvantifitseeriti peptididltransferaase

aktiivsuse kaigus akumuleerunud [**S]fMet-puromdtsiini produkti tekke mddtmisega.

T66 kaigus eraldati ja puhastati metsiktidpi (WT) ning 23S rRNA V domeeni
modifikatsioonideta (A9 ja A10) E. colitivedest 70S ribosoomid ja nende 50S alalhikud.
Eraldatud ribosoomide assambleerumist hinnati sahharoosigradiendi profileerimisega, mis
visualiseerib ribosoomide ja alalhikute koguselist jaotumist vastavalt fraktsioonide profiilide

suurusele ja kujule.

Seejarel uuriti 50S alalihikute struktuurset termostabiilsust flsioloogilistes (37 °C),
kuumastressi (49 °C) ning denatureerivates (60 °C) tingimustes, varieerides magneesiumi
kontsentratsiooni. Nendes tingimustes toimunud vdimalikku lagunemist hinnati

sahharoosigradiendi profileerimisega.

Jargnevalt viidi |abi PTA testi tingimuste optimeerimine. Selleks maarati optimaalsed 50S
alatihikute kontsentratsioonid, reaktsiooniajad ja [Mg?'] kontsentratsioonid, et tagada

maksimaalne tundlikus ja usaldusvaarne testi tulemus.

Parast testslisteemi valideerimist ja optimeerimist uuriti PTC Iaheduses asuvate 23S rRNA
modifikatsioonide puudumise moju 50S alalihikute peptidiilltransferaassele aktiivsusele.
Peptididlltransferaasset aktiivsust analidsiti tingimustes, kus termilist stressi oli eelnevalt

moduleeritud erinevate [Mg?*] kontsentratsioonidega. (vt joonis 9)
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Joonis 8. Bakalaureuset6o eksperimentaalse osa skeem.

2.3.1. Ribosoomide eraldamine ja profileerimine

Selleks, et hinnata ribosoomi modifikatsioonide puudumise mdju 70S ribosoomide in vivo
biogeneesile, anallitsiti rakkude ribosoomi populatsiooni partiklite jaotust. Visualiseeriti

sahharoosigradiendis ultratsentrifuugimisel saadud 70S ribosoomide ning 50S ja 30S




aladhikute koguseid kirjeldavad profiilid. Nende andmete alusel hinnati ribosoomide

assambleerumist ja biogeneesi.

Koikide tlivede puhul olid eristatavad fraktsioonid, mis vastasid 70S ribosoomidele ning 50S ja
30S alalihikutele (vt joonis 9). WT tiive puhul oli 70S ribosoomide hulk suur ning vabu
alatihikuid oli minimaalselt. A9 tlive puhul oli taheldatav mdningane vabade 50S alalihikute
hulga suurenemine vorreldes WT tlivega. Suurimad erinevused ilmnesid A10 tive puhul, kus
70S ribosoomide kogus oli oluliselt vahenenud ning vabade 50S ja 30S alalihikute hulk
markimisvaarselt suurenenud (vt tabel 2). 70S/50S suhtarv langes WT puhul 13,95-It, A9 puhul
6,58-le ja A10 puhul 0,81-le.

70S 505  305S 705 508 30S 705 50S 305

A260nm Y

&
~ALL WT AS Al0 PEAL

Joonis 9. WT, A9 ja A10 ribosoomide analiilis in vivo. E. colitivede WT, A9 ja A10
rakukultuure kasvatati 2xYT s66tmes loksutil 37°C juures kuni hilise eksponentsiaalse faasini
(ODsoonm = 1,5). Rakud luusiti ning = 100 Azeonm Uhikut lUsaati kanti 10-25% (w/v)
sahharoosgradiendile OV-10 puhvris ning lahutati ultratsentrifuugimisel. Ribosoomide
profiilid visualiseeriti A260nm neelduvuse m&6tmisega. Kriipsjoontega on margitud 70S, 50S
ja 30S partiklite piikide asukohad. Y-teljel on optiline neelduvus 260 nm juures, X-teljel on
sedimentatsiooni suund.
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Tabel 2. WT, A9 ja A10 ribosoomide analiiiisil saadud fraktsioonide profiilide kvantitatiivsed

vaartused ning 70S/50S suhtarvud.

Tiivi 70S kogus* 50S kogus* 70S/50S suhtarv
WT 275442 19752 13,95

A9 119547 18171 6,58

A10 60455 74370 0,81

*Partiklite kogused on saadud profiilide joonealuse pindala leidmisel Imagel tarkvaraga.
Kogused on suhtelised, pdhinedes optilisel neeldumisel 260 nm juures.

Ribosoomide profiilid viitavad sellele, et 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide puudumine
mdojutab ribosoomide biogeneesi. WT tiive puhul vastas profiil ootusparasele mustrile, kus
valdav osa ribosoome esines funktsionaalsete 70S partiklitena. A9 tlive puhul taheldatud
vabade alalhikute hulga vahene suurenemine viitab teatud maaral hadiretele ribosoomide
moodustumisel voi 70S ribosoomide stabiilsuse vahenemisele. Seevastu A10 tive puhul, kus
lisaks A9 deletsioonidele on eemaldatud ka rlmE geen ja seega puudub Um2552

modifikatsioon 23S rRNA-s, ilmnesid ulatuslikud defektid ribosoomide assambleerumises.

See tulemus on kooskdlas varasemate uuringutega, mis on kasitlenud RImE deletsiooni mdju.
Naiteks on naidatud, et Um2552 metilatsiooni puudumisel akumuleeruvad vabad 50S ja 30S
sublihikud ning vaheneb poliisoomide ja 70S ribosoomide hulk (Biigl et al., 2000; Caldas et al.,
2000). Lisaks on taheldatud, et ArimE tiivedes kuhjuvad ka 50S subihiku eellaspartiklid, nagu
45S partiklid (Bugl et al., 2000), mis tugevat viitab hilistele defektidele 50S alatihiku
kiipsemisel. Arai et al. (2015) on nadidanud, et just Um2552 modifikatsiooni olemasolu on

kriitiline 50S assambleerumise hilisteks etappideks

Ka Ero et al. (2024) on kirjeldanud, et mitmete 23S rRNA modifitseerivate ensiiimide,
sealhulgas RImE, geenide inaktiveerimine E. coli's pdhjustab 50S alalihiku biogeneesi defekte,
sealhulgas ebakiipsete eelasosakeste kuhjumist. A10 tive puhul tdheldatud fenotidp, kus
vabade alalhikute osakaal on suur ja funktsionaalsete 70S ribosoomide hulk vaike, peegeldab
seega modifikatsioonide kumulatiivset tdhtsust ribosoomide efektiivsel moodustumisel.

Voimalik seletus on, et 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide, eriti Um2552 puudumine
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hairib rRNA korrektset voltumist ja/vGi interaktsioone ribosomaalsete valkudega.
Modifikatsioonid ja interaktsioonid r-valkudega suunavad protsessi, stabiliseerides lokaalseid
struktuure voi luues spetsiifilisi kontakte, ning nende puudumisel vdib rRNA valesti voltuda,
mis takistab ribosoomi alalihikute korrektset kokkupanekut ja funktsioneerimist. See viib
ebastabiilsete alalihikute tekkeni, mis ei suuda efektiivselt assotsieeruda 70S ribosoomideks.
Sama on osutanud ka Wang et al. (2020), leides et ArlmE tiives on 50S subihikute vGime

seonduda 30S subihikutega vahenenud.

Selleks, et edasi uurida modifikatsioonide moju ribosoomi funktsioonile PTC aktiivsusele, oli
vajalik eraldada 70S ribosoomidest funktsionaalsed 50S alalihikud. Esmalt puhastati 70S
ribosoomid ning seejarel dissotsieeriti need madala magneesiumikontsentratsiooni
tingimustes 50S ja 30S alatihikuteks. WT, A9 ja A10 tiivede eelnevalt eraldatud 70S ribosoomid
dissotsieerusid 1 mM [Mg?*] kontsentratsiooni juures ootusparaselt 50S ja 30S alatihikuteks.
Dissotsiatsiooniprofiilid on kdigi tiivede puhul suuremal maaral sarnased ning olulisi erinevusi
ei taheldatud 50S ja 30S fraktsioonide eraldumise efektiivsuses erinevate tiivede vahel. 50S

alatihikuid koguti kokku edasisteks anallilisideks. (vt joonis 10)
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Joonis 10. WT, A9 ja A10 ribosoomi alaiihikute preparatiivne eraldamine. = 100 Azsonm Uhikut
WT, A9 ja A10 70S ribosoomi kanti 10-25% (w/v) dissotsieeruvale sahharoosgradiendile OV-1
puhvris ning lahutati ultratsentrifuugimisel. Ribosoomide profiilid visualiseeriti
Azsonm Neelduvuse modtmisega. Kriipsjoontega on margitud 50S ja 30S partiklite piikide
asukohad. Y-teljel on optiline neelduvus 260 nm juures, X-teljel on sedimentatsiooni suund.

2.3.2. 50S alauhikute termostabiilsus

Selleks, et uurida, kuidas 23S rRNA modifikatsioonide puudumine mdjutab 50S alalihiku
termostabiilsust, viidi 1abi termilise stressi katsed. WT ja A9 tlivedest eraldatud 50S alathikuid
inkubeeriti erinevatel temperatuuridel (37 °C, 49 °C, 60 °C) ja kahel erineval
magneesiumioonide kontsentratsioonil (10 mM ja 4 mM [Mg?*]). Seejarel analliusiti nende

struktuurilist terviklikkust sahharoosigradiendi profileerimisega.

37 °C valiti filsioloogilise kontrolltingimusena, mis vastab E. coli optimaalsele
kasvutemperatuurile (Farewell & Neidhardt, 1998). 49 °C on ribosoomidein vitro
ribosoomi rekonstitutsiooni uuringutes kasutatud temperatuur ning kaesolevas t60s kasutati

modduka kuumastressi rakendamiseks (Nierhaus & Dohme, 1974). 60 °C valiti tugeva

33



kuumastressi tingimusena, kuna varasemad uuringud on naidanud, et sellel temperatuuril
algab 50S alathikute denaturatsioon (Nissley et al., 2023), vGimaldades seeldbi esile tuua

modifikatsioonide potentsiaalse stabiliseeriva efekti.

Magneesiumioonid on kriitilised rRNA negatiivselt laetud fosfaatidest koosneva selgroo
elektrostaatiliseks varjestamiseks (Misra & Draper, 2001; Hsiao & Williams, 2009). 10 mM
[Mg?*] valiti kui in vitro katsetes sageli kasutatav optimaalne kontsentratsioon. 10 mM tagab
ioonide puuduse valtimise ja seega ribosoomide struktuurilise terviklikkuse ja maksimaalse
stabiilsuse (Zitomer & Flaks, 1972). 4 mM [Mg?*] kontsentratsiooni kasutati, et uurida RNA
kditumist tingimustes, mis on endiselt RNA struktuuri stabiliseerivas millimolaarses
vahemikus, kuid kus RNA vdib avaldada suuremat tundlikkust teistele mdjuritele. (Draper,
2004) Seega, kasutades 10 ja 4 mM [Mg**] kontsentratsiooni on vdimalik p&hjalikumalt
hinnata termilise stressi otsest md&ju ja modifikatsioonide rolli RNA stabiilsusele erineva

[MgZ*]kontsentratsiooni tingimustes.
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Joonis 11. Termiliselt toodeldud WT 50S alaiihikute struktuurse terviklikkuse analiilisimine.
5 U (Az60nm) 50S alathikuid inkubeeriti 30 minutit temperatuuridel 37 °C (must joon), 49 °C
(sinine joon) ja 60 °C (punane joon). Termilise stressi labinud ribosoomid ultratsentrifuugiti
10-25% (w/v) sahharoosigradiendis (vt 2.2.2.). A: Katse viidi labi 10 mM [Mg?*] juures. B: Katse
viidi 1dbi 4 mM [Mg?*] juures. Kriipsjoontega on margitud 50S partiklite piikide asukohad.
Tarniga on tahistatud 70S ribosoomid. Y-teljel on optiline neelduvus 260 nm juures, X-teljel on
sedimentatsiooni suund.

WT 5085 alatihikute hulk plsis 10 mM [Mg?*] Ghtlasena testitud temperatuuridel, ndidates vaid
marginaalset 50S alalihikute hulga vahenemist 60 °C juures (vt joonis 11, paneel A). Lisaks
sisaldasid nad moningal maaral 70S ribosoome. Seda vdib seletada 50S fraktsiooni
mittetdieliku homogeensusega ehk see sisaldas viahesel maaral 30S aladhikuid, mis 10 mM
[Mg?*] kontsentratsioonil reassotsieerus 50S alatihikuga. 60 °C ja 4 mM [Mg?]

kontsentratsiooni juures oli WT 50S alatihikute hulga vdhenemine méargatavam (vt joonis 11,

35



paneel B). A9 50S alatihikute hulk 10 mM [Mg?*] juures (vt joonis 12, paneel A) oli vBrreldes
WT tlivega sarnane, mis viitab sarnasele termostabiilsusele. See on pdhjendatav sellega, et A9
tlves on sdilinud Um2552 modifikatsioon, mille puudumine on seotud ribosoomi biogeneesi
olulise hiirumisega (Ero et al., 2024). Kuid 4 mM [Mg?*] tingimustes ilmnes A9 alatihikute
puhul ilmnes marginaalne alaiihikute hulga vahenemine juba 49 °C juures 60 °C juures oli
taheldav 50S piigi marginaalne laienemine (vt joonis 12, paneel B). Kuigi vdhenenud 50S
alatihikute hulk osutab nende lagunemisele, oli piisaval hulgal intaktsed alathikuid.

A 37°C 49 °C 60 °C
505 508 508 A3
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Joonis 12. Termiliselt toodeldud A9 50S alaiihikute struktuurse terviklikkuse analiiiisimine.
5 U (A2s0nm) 50S alalhikuid inkubeeriti 30 minutit temperatuuridel 37 °C (must joon), 49 °C
(sinine joon) ja 60 °C (punane joon). Termilise stressi labinud ribosoomid ultratsentrifuugiti
10-25% (w/v) sahharoosigradiendis (vt 2.2.2.). A: Katse viidi Iabi 10 mM [Mg?*] juures. B: Katse
viidi 1dbi 4 mM [Mg?*] juures. Kriipsjoontega on maérgitud 50S partiklite piikide asukohad.
Tarniga on tahistatud 70S ribosoomid. Y-teljel on optiline neelduvus 260 nm juures, X-teljel on
sedimentatsiooni suund.

Samas on oluline markida, et sahharoosigradiendi analiitsid peegeldavad 50S alalihiku tldist

struktuurset stabiilsust ega pruugi taielikult kajastada lokaalseid muutusi PTC-s. Seega, kuigi
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alatihikute Uldine struktuur vdib olla sdilinud, ei anna see meetod taielikku pilti voimalikest

muutustest PTC aktiivsuses, mida uuritakse jargnevates katsetes.

2.3.3. PTA testi optimeerimine

Peptiidsideme slintees, mis toimub ribosoomi peptidiiltransferaasi keskuses, on
valgusiinteesi fundamentaalne protsess. Selle katallitilise aktiivsuse hindamiseks ja
uurimaks, kuidas 23S rRNA V domeeni modifikatsioonid seda mdjutavad, rakendati kdesolevas

toos in vitro peptiduiltransferaasi aktiivsuse testi.

See test tugineb Robert Traut'i ja Robin Monro poolt 1964. aastal kirjeldatud translatsiooni
faktoritest sdltumatule puromitsiinireaktsioonile ning on valitud meetodiks oma vdoimekuse
tottu otseselt moota PTC funktsionaalset aktiivsust. Testi seisneb radioaktiivselt margistatud
N-formuilmetioniini  ([>°S]fMet) llekandmises doonorsubstraadilt, fMet-tRNAfmet-It,
aminoatsul-tRNA (aa-tRNA) struktuurianaloogile puromitsiinile, mis seondub ribosoomi A-
saiti. PTC katallilisib seejirel peptiidsideme moodustumist P-saidis paikneva [3°S]fMet-
tRNAfmet ja A-saiti seondunud puromdiitsiini vahel. Erinevalt normaalsest peptiidsidemest aa-
tRNA-ga, ei ole tekkinud [3°S]fMet-puromdtsiini produkt vdimeline stabiilselt ribosoomiga
seotuks jddma ning dissotsieerub, vdimaldades selle ekstraheerimisel [3°S] signaali
kvantitatiivset mootmist ja seeldbi PTC aktiivsuse hindamist. (vt joonis 13) (Traut & Monro,

1964, Monro 1967)
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Joonis 13. Puromiitsiini struktuur ning selle funktsioon. A: Vasakul on kujutatud [3°S]fMet-
tRNAfMet, kus aminohape formuiilmetioniin (margistatud 3°S-ga) on seotud tRNA terminaalse
adenosiini riboosijadgiga ester sideme kaudu. Paremal on puromiditsiin, mis on aminoatsil-
tRNA struktuurne analoog. Puromiitsiinis on aminohappele sarnane O-metidltirosiini jaak
seotud modifitseeritud adenosiiniga amiidsideme (peptiidsideme) kaudu, mis on stabiilsem
kui ester side. B: Normaalse valguslinteesi elongatsiooni kdigus siseneb aa-tRNA ribosoomi A-
saiti. Parast peptiidsideme moodustumist, millega kasvav polipeptiidahel kantakse P-saidi
tRNA-It A-saidi aa-tRNA-le, toimub translokatsioon. See protsess liigutab peptidttl-tRNA P-
saiti ja vabastab A-saidi uueks aa-tRNA-ks. Puromiitsiileerimise kdigus seondub puromditsiin,
ribosoomi A-saiti. Seal osaleb see peptiidsideme moodustumises, mille tulemusena kantakse
P-saidi peptidlill-tRNA-It kasvav pollpeptiidahel puromitsiinile, moodustades peptididil-
puromditsiini. Kuna puromdiitsiinil puudub translokatsiooniks ja edasiseks sidumiseks vajalik
tRNA struktuur ning selle amiidside on stabiilne, ei saa peptidiil-puromitsiin osaleda
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jargnevates elongatsiooni etappides. See pdhjustab enneaegset translatsiooni
termineerumist. (Kohandatud allikast: Aviner, 2020)

Selleks, et tagada testi maksimaalne tundlikkus ja tulemuste usaldusvaarsus ning selgelt
eristada modifikatsioonide vdimalikku rolli PTC funktsioonis, viidi Iabi PTA testi tingimuste
optimeerimine. Optimeerimine keskendus kolmele olulisele reaktsiooni mdjutavale
parameetrile: 50S ribosomaalse alatihiku kogus, reaktsiooniaeg ning [Mg?*] kontsentratsioon,

mis on teadaolevalt kriitilised ribosoomi struktuuri ja funktsiooni seisukohalt.

2.3.3.1 Optimaalse 50S hulga mddramine

Esmalt maarati PTA testis kasutatav optimaalne WT, A9 ja A10 50S alalihikute hulk jaoks.
Eesmark oli leida kontsentratsioonivahemik, kus enslimaatiline aktiivsus on proportsionaalne
50S alatihikute hulgaga ja substraatide puromitsiini ning [3*S]fMet-tRNAfmet kontsentratsioon

ei oleks limiteerivad.

WT 50S alaiihikute puhul tdaheldati produkti akumuleerimist kuni kontsentratsioonini 5 pmaol,
misjarel produkti hulk jdoudis platooni (vt joonis 14, paneel A). A9 ja A10 mutanttiivede puhul
oli produkti akumuleerumine samuti kontsentratsioonist séltuv, kuid oluliselt madalamal
tasemel kui WT tive puhul. Erinevalt WT tilvest ei joudnud A9 ja A10 tiivede produkti hulk
testitud kontsentratsioonivahemikus platooni, vaid naitas jatkuvat kasvu ka kdige kdrgemate
testitud 50S kontsentratsioonide juures (vt joonis 14, paneel B ja C). Edasisteks katseteks valiti
50S aladhikute kontsentratsiooniks 4 pmol reaktsiooni kohta. Valitud kontsentratsioon asub
koikide tivede puhul lineaarses piirkonnas ja garanteerib, et signaal oleks voimalikult tugev
ning substraatide puromutsiini ning [3°S]fMet-tRNAmet kontsentratsioon ei oleks limiteerivad.
Oluline on markida, et juba selles optimeerimise etapis ilmnes mutanttiivede (A9 ja A10)
vaiksem aktiivus vorreldes WT-ga, mis viitab modifikatsioonide rollile PTC funktsionaalsuses

ka standardtingimustes.
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Joonis 14. PTA testi soltuvus 50S alaiihikute kogusest. Peptidiililtransferaase aktiivsuse
maadramiseks varieeriti 50S ribosoomi alatihikute kogust reaktsioonisegus. A: Reaktsioon viidi
WT 50 alailihikutega kogustes 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5 ja 10 pmol. B: Reaktsioon viidi 1dbi A9 50S
alatihikutega kogustes 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ja 6 pmol. C: Reaktsioon viidi Iabi A10 50S
alatihikutega kogustes 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ja 6 pmol. Reaktsioonisegud sisaldasid lisaks
varieeritavale 50S kogusele [3*S]fMet-tRNAfmet-i (5000 cpm/pmol) ja 1 mM puromiitsiini.
Parast 30 minutilist eelinkubatsiooni 37°C juures (ilma metanoolita), kdivitati reaktsioon
37,5% (v/v) metanooli lisamisega ja inkubeeriti 30 minutit 30°C juures. Reaktsioon peatati 10
M KOH-ga (inkubeeriti 15 min 42°C juures). Produkt, [3*S]fMet-puromdtsiin, ekstraheeriti
etlllatsetaati ja kvantifitseeriti vedelikstsintillatsiooniloenduriga. Y-teljel on radioaktiivse
produkti teke (DPM), X-teljel on kasutatud 50S alalihikute kogus (pmol). n=2
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2.3.3.2. Optimaalse reaktsiooniaja médramine

Jargmisena optimeeriti PTA reaktsiooniaeg, kasutades 4 pmol WT 50S alathikuid (vt joonis
15). Tulemused naitasid, et peptidllltransferaasi aktiivsus kasvas ajas, saavutades
maksimumi 45-60 minuti méodudes, misjarel aktiivsuse tdus saavutas platoo. Edasisteks
katseteks valiti reaktsiooniajaks 60 minutit, sest see tagas ensliimi produkti piisava hulga

usaldusvaarseks kvantifitseerimiseks.

10000

8000

6000

DPM

4000

2000

0 50 100 150
Aeg (min)

Joonis 15. PTA testi soltuvus reaktsiooniajast. PTA test viidi labi vastavalt metoodikale
kirjeldatud joonise X (lk 34) juures, kasutades 4 pmol WT 50S alalihikuid. Reaktsiooni
ajapunktideks oli 5, 15, 30, 45, 60 ja 120 minutit. Y-teljel on radioaktiivse produkti teke (DPM),
X-teljel on reaktsiooniaeg (min). n=2

2.3.3.3. Optimaalse [Mg?*] kontsentratsiooni médéramine

[Mg?*] kontsentratsioon on kriitilise tahtsusega ribosoomi struktuuri ja PTC funktsiooni jaoks.
Seetdttu maarati optimaalne [Mg?*] kontsentratsioon PTA testis WT, A9 ja A10 tuivede 505
alatihikutele. WT ribosoomide puhul tdheldati optimaalset aktiivsust vahemikus 6-10 mM
[Mg?*] ja marginaalset langust 4 mM [Mg?*] juures. A9 ja A10 mutanttiivede ribosoomid
naitasid Gldiselt madalamat aktiivsust kdikidel testitud [Mg?*] tasemetel, kuid nende aktiivsus
oli samuti kdrgem 6-10 mM [Mg?*] juures vdrreldes 4 mM [Mg?*] kontsentratsioonil. (vt joonis
16) Tulemused on kooskdlas varasemate andmetega, et magneesiumioonid on kriitilised
ribosoomi katalldtilise keskuse korrektse struktuuri ja funktsiooni tagamiseks (Klein et al.,

2004; Draper, 2004). Erinevused mutantide ja WT vahel vdéivad viidata sellele, et
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modifikatsioonide puudumine mdjutab ribosoomi interaktsiooni magneesiumioonidega.

Seega, PTA test ei ole uuritud tingimustes magneesiumist oluliselt sdltuv.
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Joonis 16. PTA testi sdltuvus [Mg?*] kontsentratsioonist. PTA test viidi ldbi vastavalt
metoodikale kirjeldatud joonise X (lk 34) juures, kasutades 4 pmol WT (sinine), A9 (must) vOi
A10 (must) 50S alathikuid ja reaktsiooniajaks valiti 60 minutit. Katses varieeriti [Mg?*]
kontsentratsiooni (4, 6, 8 ja 10 mM). Y-teljel on radioaktiivse produkti teke (DPM), X-teljel on
[Mg?*] kontsentratsioon (mM). n=2

2.3.3.4. Modifikatsioonide (ildine méju PTC aktiivsusele PTA testides

Vorreldes WT, A9 ja Al10 tiivede 50S alathikute PTC aktiivsust erinevates reaktsiooni
tingimustes ilmnes selge trend. A9 tiive ribosoomide aktiivsus oli oluliselt madalam kui WT
ribosoomidel. A10 tive, millel on lisaks A9 deletsioonidele ka rImE geeni deletsioon (mis
kodeerib Um2552 metiilaasi), aktiivsus oli omakorda veelgi madalam kui A9 tiivel. Need
tulemused naitavad, et uuritavatel modifikatsioonidel on kumulatiivne positiivne mdju PTC
aktiivsusele. Paljud neist modifikatsioonidest (vt tabel 1) asuvad PTC keskuse laheduses vdi on
selle funktsioneerimisega seotud piirkondades. Nende puudumine vGib otseselt hairida
peptididltransferaasi  kataltdtilist mehhanismi, substraatide (tRNA-de) korrektset
seondumist vOi positsioneerimist A- ja P-saitidel, vbi mdjutada ribosoomi diinaamikat
translatsioonil. Varasemad uuringud on samuti ndidanud, et modifikatsioonide kadumine PTC-
s parsib valgusinteesi ja rakkude kasvu (Leppik et al., 2024) ning mdjutab ribosoomi

biogeneesi ja aktiivsust (Ero et al., 2024). Seega kinnitavad saadud tulemused, et 23S rRNA
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modifikatsioonide puudumine A9 ja eriti A10 tiivedes vahendab oluliselt 50S alatihikute PTC

aktiivsust.
2.3.4. Termiliselt toodeldud 50S alatihikute aktiivsus

Et hinnata modifikatsioonide rolli ribosoomi termostabiilsuses, uuriti erinevatel [Mg?*]
kontsentratsioonidel termilise stressi méju WT, A9 ja A10 50S alathikute PTC aktiivsusele PTA
testis (vt joonis 17). Ribosoomi struktuuri ja funktsiooni stabiilsus, sealhulgas termiline
stabiilsus, on valguslinteesi tapsuse ja efektiivsuse tagamiseks oluline. rRNA modifikatsioonid,
mis on sageli koondunud ribosoomi funktsionaalselt olulistesse piirkondadesse nagu PTC,
mangivad olulist rolli rRNA &iges voltumises, struktuuri stabiliseerimises ja ribosoomi
biogeneesil (Decatur & Fournier, 2002). On naidatud, et RNA modifikatsioonid, nagu
pseudouridileerimine ja 2'-O-metiileerimine, vdivad suurendada RNA termilist stabiilsust ja
mdojutada ribosoomi konformatsioonilist paindlikkust (Davis, 1995; Kawai et al., 1992.
Magneesiumioonid on samuti olulised ribosoomi struktuuri stabiliseerimiseks,
neutraliseerides rRNA negatiivselt laetud fosfaatrihmade tdukumist ja soodustades
korrektset voltumist (Misra & Draper, 2001; Hsiao & Williams, 2009). Seetéttu voib
modifikatsioonide puudumine muuta ribosoomid tundlikumaks magneesiumioonide
kontsentratsiooni muutuste ja termilise stressi suhtes, mis omakorda voib mdjutada PTC
katalGatilist aktiivsust (Ero et al., 2024). Varasemad uuringud on ndidanud, et mitmete 23S
rRNA modifikatsioonide puudumine, eriti PTC piirkonnas, voib pohjustada ribosoomi
koostamise defekte ja vahendada peptidilltransferaasi aktiivsust, eriti madalamatel
temperatuuridel. (Ero et al., 2024; Leppik et al., 2024) Kaesolevas t60s uuritaksegi nende
faktorite koosmdju, hinnates modifikatsioonide panust 50S alaihiku termostabiilsusesse ja

funktsionaalsusesse erinevates magneesiumioonide kontsentratsioonides.

WT 50S alaiihikud néitasid parast inkubeerimist ootusparaselt labivalt kérget aktiivsust. Siiski
taheldati 60 °C juures ja 4 mM [Mg2+] kontsentratsioonil aktiivsuses marginaalset langust (vt
joonis 17). See tahelepanek on kooskdlas termiliselt toodeldud WT ribosoomide varasema
profiiliga (vt joonis 17, paneel A). A9 tlive 50S alatihikud olid termilisele stressile oluliselt

tundlikumad. 37 °C on aktiivsus vorreldav WT aktiivsusega. Parast 49 °C inkubeerimist langes
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A9 aktiivsus drastiliselt 4 mM [Mg?*] kontsentratsioonil. 60 °C juures oli A9 ribosoomide
aktiivsus labivalt madalam vdrreldes teiste temperatuuridega ja 4 mM [Mg?*] on mdju PTC

aktiivsusele kdige suurem. (vt joonis 17, paneel B)

A10 tive 50S alatihikud osutusid kdige termotundlikumaks. Nende aktiivsus 37 °C juures oli
juba marginaalselt madalam vorreldes WT ja A9-ga. Parast 49 °C ja 60 °C inkubeerimist oli
aktiivsus oluliselt madal (vt joonis 17, paneel C). Need tulemused naitavad selgelt, et 23S rRNA
modifikatsioonid on kriitilise tahtsusega mitte ainult ribosoomi struktuurilise stabiilsuse (nagu
ndidatud sahharoosiprofiilidega), vaid ka selle funktsionaalse aktiivsuse sailitamiseks termilise
stressi tingimustes. WT ribosoomide puhul, kuid mutanttiivede puhul oli see efekt oluliselt
vaiksem, mis viitab modifikatsioonide otsesele rollile ribosoomi struktuuri stabiliseerimisel
kdorgendatud temperatuuridel. Modifikatsioonid vdivad lokaalselt stabiliseerida rRNA
struktuuri v8i mdjutada veemolekulide paiknemist RNA (imber, mis aitavad kaasa kdrgema
struktuuri sailimisele korgematel temperatuuridel. Kokkuvottes on modifitseerimata
ribosoomid (A9, A10) oluliselt tundlikumad termilisest stressist tingitud PTC aktiivsuse

kaotusele, mis rohutab modifikatsioonide rolli ribosoomi termostabiilsuses.

44



A 10000

WT
8000 | g7oc
49 °C
s 6000
% 60 °C
4000
2000
0
3 7 11
[Mg2+] (mM)
B 10000
37°C A9
8000
6000
>
& 4000
49 °C —
.7
2000 60 °C /
0
3 5 7 9 11
[Mg2+] (mM)
C 10000
A10
8000
s 6000 37°C @= /
a
2 4000
2000 000
0 60 °C @ e —
4 gMg2+] (mM) 8 10

Joonis 17. Termilise stressi ldbinud 50S alaiihikute PTC aktiivsuse sOltuvus [Mg2+]
kontsentratsioonist. WT (A), A9 (B) voi A10 (C) 50S aladhikuid (4 pmol) eelinkubeeriti 30
minutit erinevatel temperatuuridel (37 °C — must joon; 49 °C — sinine joon; 60 °C — punane
joon). Seejarel viidi 1dbi PTA test vastavalt metoodikale kirjeldatud joonise X (lk 34) juures,
reaktsiooniajaga 60 minutit ning varieerides [Mg?*] kontsentratsiooni (4, 6, 8 ja 10 mM). Y-
teljel on radioaktiivse produkti teke (DPM), X-teljel on [Mg2+] kontsentratsioon (mM). n=2
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Kaesoleva bakalaureuseto6 eksperimentaalses osas selgusid mitmed olulised tulemused 23S
rRNA modifikatsioonide rolli kohta. Esiteks, modifikatsioonide puudumine, eriti A10 tiives,
hairis oluliselt ribosoomide biogeneesi, mida naitas vabade alalihikute kuhjumine. Teiseks,
modifikatsioonideta 50S alatihikud (A9 ja A10) olid termiliselt vahem stabiilsed. Kolmandaks,
optimeeritud in vitro PTA testid demonstreerisid, et modifikatsioonide puudumine vahendas
markimisvaarselt 50S alathikute peptidilltransferaasset aktiivsust, kusjuures A10 tivi oli
kdige enam mdojutatud ning termiline stress slivendas aktiivsuse kadu. Need leiud viitavad
modifikatsioonide tahtsusele ribosoomi struktuurse terviklikkuse ja funktsionaalse aktiivsuse

sadilitamisele.

Kdesolev uurimist6o [6i in vitro siisteemi 23S rRNA modifikatsioonide rolli hindamiseks
ribosoomi stabiilsuses ja funktsioonis. Edasised uuringud keskenduvad Uksikute
modifikatsioonide panuse uurimisele PTC-s, et selgitada nende spetsiifilisi mdju ribosoomi
biogeneesis, struktuuri stabiliseerimisel ja katalldtilises aktiivsuses. Lisaks saab arendatud in
vitro slisteemi laiendada rRNA modifikatsioonide ja ribosoomi sihtivate antibiootikumide

koosmdju uurimiseks.

46



Kokkuvote

Ribosoomi rRNA modifikatsioonid mangivad olulist rolli ribosoomide struktuuri korrektsel
voltumisel, stabiilsusel ja funktsioneerimisel. Kdesoleva bakalaureuseté6 peamiseks
eesmargiks olivdlja to6tada ja optimeerida in vitro testslisteem, mis vdimaldaks edaspidi
uurida spetsiifiliste E. coli 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide md&ju 50S ribosoomi
alatihiku PTC funktsionaalsele aktiivsusele. Selle eesmargi saavutamiseks analldsiti WT, A9 ja

A10 E. coli tuvedest eraldatud 50S alathikuid.

Kaesoleva t06 olulisemad jareldused on jargmised:

e 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide puudumine, eelkdige A10 puhul, pShjustab olulisi
defekte ribosoomide biogeneesis. See viljendus vabade 50S ja 30S alalhikute
akumuleerumises ning funktsionaalsete 70S ribosoomide hulga markimisvaarses
vahenemises.

e TOOtati valja ja optimeeritiin vitro PTA test edasiteks katseteks. Selleks maarati
reaktsiooniks optimaalsed 50S alathiku kogused, reaktsiooniajad ja magneesiumioonide
kontsentratsioonid

e Sahharoosigradiendi profileerimisega hinnati 50S alalhikute termostabiilsust.

o WT 50S alathikud osutusid termiliselt stabiilseteks.
o A9 ja eriti A10 aladhikud naitasid suuremat tundlikust temperatuurile madalama
magneesiumioonide kontsentratsiooni (4 mM) juures.

e 23S rRNA V domeeni modifikatsioonide puudumine vdhendas oluliselt 50S alalhikute
peptidliltransferaasset aktiivsust vorreldes WT-ga. A10 ribosoomide katallitiline
aktiivsus oli madalam kui A9 tuvel.

o Termilise stressi labinud A9 ja eriti A10 50S alalihikute PTA aktiivsus langes drastilisemalt

kui WT aladhikutel, eriti madalamatel magneesiumioonide kontsentratsioonidel.

Kokkuvottes naitasid t66 tulemused, et 23S rRNA V domeeni modifikatsioonid aitavad
sailitada E. coli 50S ribosoomi alalhiku struktuurilist ja funktsionaalset stabiilsust, eriti
stressitingimustes. Valjatootatud in vitro siisteem voimaldab edaspidi tapsemalt uurida
Uksikute rRNA modifikatsioonide panust ribosoomi funktsiooni.
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Resimee

The part of 23S rRNA modifications in the stabilization of ribosome structure
Andres Reintam

Summary

Ribosomes are essential macromolecular machines responsible for protein synthesis in all
living organisms. Their precise function and structural integrity are crucial, and post-
transcriptional modifications of rRNA play a significant role in these aspects. These
modifications, particularly in functionally important regions like the peptidyl transferase
center (PTC), can influence ribosome biogenesis, stability, and catalytic activity (Ero et al.,
2024; Leppik et al., 2024; Liang et al., 2007). The primary aim of this thesis was to develop and
optimize an in vitro test system to assess the impact of 23S rRNA V domain modifications on

the functional activity of the peptidyl transferase center in the E. coli 50S ribosomal subunit.

To investigate these aspects, wild-type (WT) E. coli strains and mutant strains (A9 and A10),
the latter lacking multiple 23S rRNA modifications in domain V (Ero et al., 2024), were used.
70S ribosomes and 50S subunits were isolated and purified from these strains. The biogenesis

of ribosomes was initially assessed by sucrose gradient profiling.

This revealed that the absence of modifications, particularly in the A10 strain (lacking an
additional Um2552 modification compared to A9), led to significant defects in ribosome
assembly, characterized by an accumulation of free 30S and 50S subunits and a reduction in
70S ribosomes. These observations are consistent with previous studies highlighting the
impact of specific modifications like Um2552 and the cumulative effect of multiple missing
modifications on ribosome assembly and maturation (Bugl et al., 2000; Caldas et al., 2000;
Arai et al., 2015; Ero et al., 2024). The thermostability of isolated 50S subunits was then
examined under different temperatures (37°C, 49°C, and 60°C) and magnesium ion
concentrations (4 mM and 10 mM [Mg?*] using sucrose gradient centrifugation. While WT 505

subunits remained relatively stable, the A9 and particularly the A10 subunits showed
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increased sensitivity to thermal stress, especially at lower [Mg?*] concentrations, indicating

that these rRNA modifications contribute to the structural integrity of the 50S subunit.

Furthermore, the peptidyl transferase activity of the 50S subunits was assessed using the
developed in vitro puromycin reaction (PTA test), a method established for measuring PTC
functional activity independent of translation factors (Traut & Monro, 1964; Monro, 1967).
The PTA test conditions, including 50S subunit concentration, reaction time, and [Mg?*]
concentration, were optimized. The results demonstrated that the absence of 23S rRNA
modifications significantly impaired the catalytic activity of the PTC. The A9 and A10 mutant
subunits exhibited considerably lower activity compared to WT. When subjected to heat
stress prior to the PTA assay, the activity of modification-deficient 50S subunits (A9 and
especially A10) decreased more dramatically than that of WT subunits, particularly at lower

[Mg?*] concentrations.
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