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KASUTATUD LUHENDID
CAM - Kloramfenikool

Ery - Erlitromditsiin

GAC — GTPase-associated centre, GTPd hiidroliiiisiv reaktsioonikeskus
MSA — Multiple Sequence Alignment, mitme jérjestuse joondus

NRD — Nonfunctional rRNA Decay, rRNA lagunemisprotsess pagariparmis
PAP | — Polii(A) poliimeraas I

pnp — PNPaasi kodeeriv geen

PNPaas — Poliinukleotiidfosforiilaas

REP element — umbes 35-40 nt pikk korduv ekstrageenne palindroomne jérjestus
RNAP — RNA poliimeraas

rnb — RNaas Il kodeeriv geen

rnr — RNaas R kodeeriv geen

r-valgud — Ribosoomi valgud

rrn operon — rRNA geene sisaldav operon

S — svedberg, sedimentatsioonikiiruse iihik

ybeY — YbeY kodeeriv geen



SISSEJUHATUS

Ribosoomid on olulised rakuorganellid, sest viivad 14bi valkude siinteesi ehk translatsiooni.
Valgud on aga organismide ehituskivid ning funktsioonide tditjad. Ilma valke juurde
stinteesimata pole organismidel vdimalik kasvada ega paljuneda. Ribosoomid ise koosnevad
nii valkudest kui ka RNAst ning ribosoomide tootmisele kulutatakse rakkudes palju energiat
ja ressursse. Enne rakujagunemist peab ribosoomide arvukus kasvama, et tagada normaalne

elutegevus.

Seega voiks loogikapohiselt arvata, et ribosoomid, mille tootmise alla on kord juba nii palju
ressursse pandud, on stabiilsed. Ometi on avastatud, et teatud tingimustel lagundatakse
rakkudes ka neid (iilevaated Deutscher, 2009; Maivili et al., 2013). Ribosoomide
lagundamise pohjuseid on kiillaltki pohjalikult uuritud mudelorganismis Escherichia coli,
kuid tdpset mehhanismi pole Onnestunud veel vilja selgitada. On avastatud mitmeid
eksoribonukleaase, mis lagundavad rRNA (ribosomaalse RNA) fragmente, kuid
endoribonukleaas(id), mis voiks(id) teha rRNAsse esimesed 10iked, pole teada (Basturea et
al., 2011; Deutscher, 2009).

Uks eksoribonukleaasidest, mille osalust ribosoomide lagundamisel on mérgatud, on RNaas R
(Basturea et al., 2011). RNaas R-i puhul on erakordne selle vdime lagundada
sekundaarstruktuuridega RNAd (nagu seda on rRNA) ilma helikaaside abita (Cheng ja
Deutscher, 2002). YbeY on endoribonukleaas, mis koostoos RNaas R-ga osaleb ribosoomide
kvaliteedikontrolli mehhanismis (Jacob et al., 2013). Peale selle leidub ka andmeid, mis
viitavad vOimalusele, et YbeY vdib olla endonukleaas, mis initsieerib ribosoomide

lagundamise (Anton Paier, avaldamata andmed, TUTI, Eesti).

Kéesolevas to0s esitatakse pohjalik iilevaade ribonukleaasidest RNaas R ja YbeY ning nende
funktsioonidega seotud elutegevuse protsessidest Escherichia coli’s, et lihtsustada nende
ensiiimide rollide olulisuse ja keerukate interaktsioonide mdistmist rakus. Eksperimentaalses
osas uuritakse, kuidas mdjub RNaas R-i ja YbeY puudumine ribosoomide lagundamisele
Escherichia coli’s ning kas valgusiinteesi inhibeerivate antibiootikumide kloramfenikooli ja
eriitromiitsiini lisamine mojutab seda protsessi. Peale selle uuritakse, kas ribosoomide
lagundamine vdib olla osa nende antibiootikumide toimemehhanismist rakkude kasvu

inhibeerimisel.

Marksonad: Antibiootikumid, ribosoomide lagundamine, rRNA protsessimine, RNaas R,
YbeY



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ribosoomid Escherichia coli’s

Ribosoomid on rakuorganellid, mis viivad 14bi translatsiooni ehk valkude siinteesi
aminohapetest (Watson et al., 2004). Ribosoom koosneb suurest ja viikesest alamiihikust,
mille moodustavad ribosomaalne RNA (rRNA) ja ribosomaalsed valgud (r-valgud).
Escherichia coli’s (E. coli) koosnevad 70S ribosoomid suurest ehk 50S alamiihikust ja
viikesest ~ehk  30S  alamiihikust.  Ribosoomiosakesed on  nimetatud nende
sedimentatsioonikiiruse jargi tsentrifuugimisel. Sedimentatsioonikiirus arvestab nii osakese
massi kui ka kuju ning selle {ihikuks on svedberg (S). 50S alamiihik koosneb 5S ja 23S rRNA
molekulidest ja 34 r-valgust. 30S alamiihik koosneb 16S rRNA molekulist ja 21 r-valgust.
Kuigi ribosoomide koostises on rohkem valke kui RNA molekule, moodustab ribosoomi
massist (umbes 2,5 MDa) peaaegu kaks kolmandikku rRNA (Kaczanowska ja Rydén-Aulin,
2007). r-valgud on viikese molekulmassiga, nditeks véikese alamiihiku valkude keskmine
molekulmass on umbes 15 kDa. Kuna aga 16S ja 23S rRNAd on viga pikad molekulid, on

neil ka suur molekulmass (tabel 1).

Tabel 1. rRNA molekulide ligikaudne pikkus ja molekulmass.

Tunnus/Molekul 16S rRNA 23S rRNA | 5S rRNA

Pikkus (nt) 1540 2900 120
Molekulmass (kDa) 508 957 40

1.1.1. Translatsioon Escherichia coli’s

Translatsioon toimub tinu kolme tRNA seondumissaidi, kolme reaktsioonikeskuse, iihe
tunneli ja iihe kanali olemasolule ribosoomides. A, P ja E saidid asuvad kahe alamiihiku
kokkupuutepinnal. A saidiga seondub aminoatsiiiil-tRNA, P saidiga peptidiitil-tRNA ja
peptiidahelast vabastatud tRNA lahkub ribosoomist E saidi kaudu. Dekodeeriv keskus asub
ribosoomi 30S alamiihikus. Seal toimuvad interaktsioonid mRNA koodonite ja tRNAde
antikoodonite vahel, mistottu on vdimalik RNA jérjestuse kodeerimine Vvalgu
aminohappeliseks jérjestuseks. 50S alamiihikus asub peptidiiiltransferaasi keskus, kus
kataliilisitakse peptiidsideme teke peptiidahela ning tRNAga seotud aminohappe vahel.
Ribosoome on kutsutud ka ribosiitimideks (Cech, 2000), sest peptidiiiiltransferaasi keskus
koosneb tdielikult rRNAst, mitte r-valkudest. Enamik r-valke asetsevad ribosoomide
vélispinnal, mitte sisemuses. Ent 50S alamiihikus asub ka GAC (GTPase-associated centre)

reaktsioonikeskus, mille moodustavad nii 23S rRNA kui ka r-valgud L11 ja L12. Selles
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keskuses kataliilisitakse GTP hiidroliilisi, mis on vajalik paljude translatsioonifaktorite t60ks
(Voorhees et al., 2010). mRNA sisenemiseks ja véiljumiseks on ribosoomi véikeseS
alamiihikus kitsas kanal, mille keskel on ala, kus mRNA on tRNAdele ligipddsetav.
Translatsiooni kdigus tekkiva peptiidahela véljumiseks ribosoomist on olemas tunnel, mis
asub 50S alamiihikus. Mdlemat isecloomustab kitsas kuju, mis piirab neid ldbivate ahelate

sekundaarstruktuuride teket (Watson et al., 2004).

Ribosoomide 30S ja 50S alamiihikud moodustavad iihtse 70S ribosoomi vaid translatsiooni
toimumise ajal. Joudeolekus on ribosoomi alamiihikud dissotsieerunud ning need liituvad
alles pérast seda, kui viikese alamiihikuga on seondunud mMRNA ja initsiaator-tRNA.
Viimane lisab bakterites valgu esimeseks aminohappeks alati formiitilmetioniini.
Translatsioon kulgeb mRNA ahela 5’ otsa poolt 3’ otsa suunas ning peptiidahela N-terminuse
poolt C terminuse suunas, sest aminohappeid lisatakse peptiidahela C-terminusele.
Prokartiootides toimub translatsioon kiirusega 2...20 aminohapet sekundis, mis vastab umbes
transkriptsiooni Kiirusele 50...100 nukleotiidi sekundis. Translatsioon 16peb, kui ribosoomi A-
saiti satub stopp-koodon. Ldpetatud peptiidahel vabastatakse ribosoomist ning ribosoomi
alamiihikud eemalduvad teineteisest. Seejdarel on dissotsieerunud alamiihikud voimelised

alustama uut translatsioonitsiiklit, seondudes uue mRNAga (Watson et al., 2004).

Prokariiootide translatsiooni eripdra eukariiootidega vorreldes seisneb selles, et ribosoomid
asuvad rakus RNA poliimeraasiga (RNAP) samas ruumis ehk translatsioon teatud mRNAIt
saab toimuda samaaegselt selle mRNA transkriptsiooniga. Need protsessid vdivad toimuda
korvuti, sest prokariiootides puudub tuum. Samalt mRNAIt v3ib korraga transleerida mitu
ribosoomi. Uhe mRNAga seotud mitut ribosoomi kutsutakse poliiribosoomiks vdi
poliisoomiks. Uks ribosoom vdtab enda alla umbes 80-nukleotiidilise ala mRNA-I, kuigi on

otseses kontaktis vaid umbes 30 nukleotiidiga (Watson et al., 2004).

1.1.2. Ribosoomide siintees

Ribosoomide 16S, 23S ja 5S rRNA molekulid transkribeeritakse Escherichia coli’s seitsmelt
peaaegu identselt rrn operonilt iihe transkriptina. rRNA t66tlemine algab enne seda, kui terve
transkript valmis on. Samaaegselt hakkavad tekkima lokaalsed sekundaarstruktuurid, r-valgud
seostuvad rRNAga oma seondumiskohtades, rRNAd modifitseeritakse keemiliselt ning seda
1dikavad RNaasid, et tekiksid 16S, 23S ja 5S rRNA molekulid (Kaczanowska ja Rydén-Aulin,
2007).

Escherichia coli’s on 19 r-valkude operoni, kus esineb peale r-valkude geenide ka teisi

translatsiooniga seotud valkude geene, nditeks elongatsioonifaktorite EF-G, EF-Tu ja EF-Ts
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geenid (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007). Samuti on nendes operonides RNAP
alamiihikute a, B ja B’ geenid. Kui rRNA hulka rakus reguleeritakse pohiliselt transkriptsiooni
tasemel, siis r-valkude hulk rakus soltub rRNA kogusest ning regulatsioon toimub
translatsiooni tasemel autogeense tagasiside teel. Autogeense tagasiside mehhanism toimib
teatud r-valkude voime tottu seonduda peale rRNA ka ennast kodeeriva mRNAga.
Seostumine nii rRNA kui ka mRNAga on vdimalik tdinu rRNA seondumiskohtadega sarnaste
jérjestuste ja sekundaarstruktuuride olemasolule mRNAs. Kui rRNA molekule, millega r-
valgud seonduda saavad, on vihem kui valmis r-valke, siis takistavad teatud r-valgud edasist
translatsiooni r-valkude operonidelt. Nad seostuvad operoni mone esimese geeni jarjestusega
nii, et ribosoomid ei saa mMRNAga seonduda ja translatsiooni alustada. Need repressorvalgud
teevad seda vaid siis, kui rakus on r-valke, mis ei saa seonduda rRNAga, sest kdik
olemasolevad rRNA molekulid on juba seostunud iithe koopiaga igast r-valgust (Watson et al.,
2004). Ent autogeenne tagasiside regulatsioon ei toimu koikide r-valkude operonide puhul.
Nende r-valkude, mis ei seondu otseselt rRNAga, operonide ekspressiooni reguleeritakse

toendoliselt transkriptsiooni tasemel ning valkude lagundamisega (Wikstrom et al., 1988).

1.1.2.1. rRNA protsessimine

E. coli genoomis on seitse peaaegu identset rrn operoni (rrnA, rrnB, rrnC, rrbD, rrE, rrnG
ja rrnH), millelt rRNAd transkribeeritakse. Igas operonis on olemas 16S, 23S ja 5S rRNA
geenid (vt joonis 1). Peale selle leidub eri operonides ka erinevate tRNAde geene. Igalt rrn
operonilt siinteesitakse iiks transkript, mille pikkus on keskmiselt 5500 nukleotiidi (Jin et al.,
2012).

165 fENA P .
3.5 kiloaluspaari

Joonis 1. E. coli rrn operonide iildine ehitus. Mustad kastid kujutavad rRNA ja tRNA geene.
rRNA transkriptil on kaks promootorit (P1 ja P2) ning terminaatorid (T). Rohelised ja
punased siimbolid kujutavad rrn operoni regulaatorelemente: punaste ruutudega on margitud
regulaatorvalkude H-NS ja Lrp seondumisala ning roheliste ringidega regulaatorvalgu Fis
seondumisala, roheline ristkiilik tdhistab UP elementi, punane ring guaniini ja tsiitosiini rikast
diskriminaator-regiooni, roheline kolmnurk antiterminatsioonisiisteemi ning punased
pustkriipsud transkriptsiooniliste pauside ala (Jin et al., 2012).

On avastatud, et RNaas III 1dikab selle transkripti endoribonukleoliiiitiliselt osadeks (Young
ja Steitz, 1978; Bram et al., 1980) kohe, kui saab tekkida vajalik sekundaarstruktuur 16S

rRNA geeniga kiilgnevate alade vahel, mis on komplementaarsed (vt joonis 2). See 16ikamine
8



toimub enne terve operoni transkripti teket (Gegenheimer ja Apirion, 1975) ning péarast seda
kordub sama protsess 23S rRNA geeni puhul. Tulemuseks on 17S, p23S ja 9S molekulid, mis
on vastavalt 16S, 23S ja 5S rRNAde eellased, mille molemas otsas on peale kiipse molekuli
jarjestuse ka lisanukleotiide (Young ja Steitz, 1978; Bram et al., 1980).

16S rRNA molekuli valmimisel on mitu etappi. RNaas III 1dige jatab 17S eellasmolekulile 5’
otsa 115 lisanukleotiidi ning 3’ otsa 33 lisanukleotiidi (Young ja Steitz, 1978). 3’ otsast
eemaldavad iileliigsed 33 nukleotiidi neli eksoribonukleaasi: RNaas Il, RNaas R, RNaas PH
ja PNPaas (poliinukleotiidfosforiilaas)(Sulthana ja Deutscher, 2013). Endoribonukleaas
RNaas E teeb 1dike 5° otsa jérjestusse, jéttes alles veel 66 nukleotiidi. Need eemaldab
endoribonukleoliiiitilise 16ikega RNaas G (Li et al., 1999a;Wachi et al., 1999). RNaas IlI
16ikab algset rrn operoni transkripti 23S rRNA geeni imber, jittes 5’ otsa alles kas 7 voi 3
lisanukleotiidi ning 3° otsa 7 kuni 9 lisanukleotiidi (King et al., 1986). 23S rRNA 3’ otsast
eemaldab tleliigsed nukleotiidid eksoribonukleaas RNaas T (Li et al., 1999b), kuigi kdige
véalimised ndib eemaldavat hoopis RNaas PH (Gutgsell ja Jain, 2012). 5’ otsa valmimise
labiviijat pole tuvastatud. 5S rRNA 9S eellasmolekuli 16ikab endoribonukleaas RNaas E, kuid
jatab kiipsele molekulile nii 3° kui ka 5* otsa kolm lisanukleotiidi (Misra ja Apirion, 1979).
RNaas T eemaldab need selle 3’ otsast nagu 23S eellase puhulgi (Li ja Deutscher, 1995).

Samamoodi pole teada, milline ensiitim osaleb 5S rRNA molekuli 5’ otsa valmimisel.

16S
RNaas G
66 nt 33 nt SNMPETM 4—RNaas T 7—»

RNaas E— RNaas 111 == RNaas PH 3 nt 4-RNaas T

RNaas I1 7 nt] 7 nt RNaas E-» 3 nt
115 nt [—JRNaas R RNaas [11-p 4-RNaas E
RNaas PH — ¢« RNaas 111
RNaas LII-p[ " |PNPaas 9 nt
4—RNaas II1 <4—RNaas 111
5 . T Tt TRy

Joonis 2. E. coli rRNA transkripti protsessimissaidid (Deutscher, 2009, tdiendatud uuemate
andmetega).

1.1.3. Ribosoomide lagundamine
rRNAd ja tRNAd kutsutakse stabiilseks RNAks, sest vorreldes mRNAga on nende pooleluiga

pikem. Ribosoomide tootmine on rakule energiakulukas protsess - sellele kulub nii



transkriptsiooni kui ka translatsiooni tasemel palju ressursse. Ometi niib, et rakkudes

lagundatakse teatud tingimustel ka rRNAd. Seda vdivad pdhjustada mitmed asjaolud.

1.1.3.1. Vead ribosoomide kokkupanekul

Ribosoomide ehituse keerukust arvestades vOib eeldada, et rRNA protsessimine,
modifitseerimine ning r-valkudega seondumine ei moodu alati veatult ning tekkida vaib
ribosoome voi ribosoomide eellasi, mis ei suuda korralikult funktsioneerida (Maivéli et al.,
2013). Gausing (1977) on ndidanud, et rRNA transkribeerimise Kkiirus on alati suurem Kkui
valmis rRNA kuhjumise kiirus. Seda efekti voib eriti ndha aeglase kasvukiiruse juures, kus
vaid umbes 30% siinteesitud rRNAst iihendatakse ribosoomide koostisesse. Seega on
jareldatud, et tilejadnud rRNA rakkudes lagundatakse. Valesti kokku pandud ribosoomide
lagundamine algab endonukleoliiiitilisest 16ikest seni tundmata ensiiiimi poolt (Basturea et al.,
2011), seejdrel lagundamise vaheproduktid poliiadeniileeritakse (Maes et al., 2011) ning need
on substraadiks PNPaasile ja RNaas R-le (Basturea et al., 2011). Arvatavasti lagundab
puudulikke rRNAsid E. coli’s ka degradosoom, mis koosneb endoribonukleaasist RNaas E-st,
PNPaasist, RNA helikaasist RhIB ning gliikoliiiitilisest ensiitimist enolaasist. Sellele viitab
degradosoomi ja ribosoomide (ning poliisoomide) stabiilsete komplekside olemasolu (Tsai et
al., 2012). Samuti on degradosoomist leitud rRNA fragmente, tRNA fragmente aga mitte
(Bessarab et al., 1998).

1.1.3.2. Inaktiivsed ribosoomid

Niib, et ribosoomide kokkupanek voib toimuda Korrektselt ka siis, kui rRNAs on
mutatsioonid, mis muudavad ribosoomid translatsiooni-vGimetuks.  Pagariparmis
Saccharomyces cerevisiae lagundatakse spetsiifiliselt sellised inaktiivsed ribosoomide
alamiihikud. Sellele protsessile on antud nimi NRD — Nonfunctional rRNA Decay (LaRiviere
et al., 2006). Ent E. colis pdhjustavad vaid osad samasugused mutatsioonid ribosoomide
lagundamist. Peamise erinevusena lagundatakse E. colis aga modlemat alamiihikut, nii
mutantset kui ka metsiktiilipi subiihikut (Anton Paier, kisikiri, TUTI, Eesti). Jacob ja
kaasautorid (2013) on avastanud kvaliteedikontrollimehhanismi, mis toimib E. colis 70S

ribosoomide tasemel. Seda protsessi kirjeldatakse kdesolevas td0s peatiikis 1.3.4.4.

1.1.3.3. Stress

Huvitaval kombel lagundatakse rakkudes teatud stressitingimuste korral ka téiesti korrektselt
kokku pandud ja téotavaid ribosoome (iilevaade Maivili et al., 2013). Kui rakud on fiitisiliselt
kahjustatud nii, et periplasmast padseb tsiitoplasmasse RNaas I, lagundab see ribosoomid

viga efektiivselt (Deutscher, 2009). Nailjatingimustes toimub rRNA lagundamine mitme
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etapina. Esmalt 1oigatakse rRNA endonukleoliiiitiliselt veel tundmata endoribonukleaasi poolt
fragmentideks ning seejirel eemaldavad eksoribonukleaasid RNaas PH, RNaas Il ja RNaas R
need 16plikult (Deutscher, 2009; Basturea et al., 2011). Moned tdahelepanekud viitavad sellele,
et endonukleoliiiitilisi 15ikeid voib teha nditeks RNaas LS (Otsuka ja Yonesaki, 2005).

Ribosoomide lagundamine ei pruugi alati paddida rakkude surmaga. Basturea ja kaasautorid
(2012) on oletanud, et arseeni olemasolust tingitud ribosoomide lagundamine E. coli’s, mis
kasvas fosforivabas sOdtmes, tagas vajaliku fosfori hulga viikese rakkude populatsiooni
ellujdamiseks. Seega ndib, et kui heades kasvutingimustes v3ib ribosoomide vidhesus rakkude
kasvu piirata (Scott et al., 2010), siis kehvades kasvutingimustes voib iileliigsete
funktsioneerivate ribosoomide lagundamine osutuda heaks ellujddmise strateegiaks. Tundub,
et t06kolblike ribosoomide lagundamine ei toimu vaid darmuslikes tingimustes, vaid ka kasvu
aeglustumisel. Seda on nididanud eksperimendid mittepidevate kultuuridega, kus on
tdheldatud rohkem kui poolte ribosoomide lagundamist iileminekul eksponentsiaalsest
kasvufaasist statsionaarsesse (Piir et al., 2011). Samas on ribosoomid stabiilsed, kui rakud on

statsionaarses faasis voi kasvavad eksponentsiaalses faasis konstantse kasvukiirusega (Piir et
al., 2011).

Stressi saab ka kunstlikult esile kutsuda antibiootikumide abil. Mdned antibiootikumid
segavad ribosoomide kokkupanekut, niiteks eriitromiitsiin ja Kloramfenikool segavad 50S
alamiihikute kokkupanekut ning neomiitsiin 30S alamiihikute kokkupanekut (Chittum ja
Champney, 1995; Sykes et al., 1977; Foster ja Champney, 2008). Selle tulemusel suureneb
ribosoomide degradatsioon (Silvers ja Champney, 2005). Uuritud on ribosoomide
lagundamisel osalevate RNaaside nullmutante. PNPaasi ja RNaas Il nullmutandid on
asitromiitsiini (erlitromiitsiini analoog) suhtes hiipertundlikud (Silvers ja Champney, 2005).
Kahjuks ei ole sellistes tingimustes uuritud Arnr tiive, kust puudub RNaas R. E. coli
metsiktiiiipi tiive kasvatamisel kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolekul on avastatud, et
tekivad ribosoomide lisapartiklid, mis sisaldavad nii 23S kui ka 16S rRNA molekulide osasid
(Siibak et al., 2009). Need andmed viitavad faktile, et kuigi erlitromiitsiin ja kloramfenikool
seonduvad ribosoomi 50S alamiihikuga (vastavalt peptiidi valjumistunnelis ja
peptidiitiltransferaasi keskuses), pOhjustavad nad kaudselt defekte ka 30S alamiihiku
kokkupanekul. Ka Usary ja Champney (2001) on uurinud eriitromiitsiini moju E. colile. Nad
on avastanud, et RNaas E, mida arvatakse osalevat rRNA lagundamisel degradosoomis
(Bessarab et al., 1998), puudumisel kuhjub eriitromiitsiiniga to6ddeldud rakkudes rohkem

rRNA fragmente, kui selle olemasolul.
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1.2. RNaas R Escherichia coli’s

Ribonukleaas R ehk RNaas R on eksoribonukleaas, mis 10ikab RNA ahelat 3’ otsast 5’ otsa
suunas. RNaas R valku kodeerib rnr geen (siinoniiiimid vacB, yjeC). E. coli RNaas R-i pikkus
on 813 aminohapet ning selle arvutuslik molekulmass on 92 109 Da (Cheng et al., 1998).
Selle aminohappeline jirjestus on leitav Swiss-Prot andmebaasist ligipddsunumbri P21499
abil. RNaas R on RNaas Il homoloog ning mdlemad kuuluvad RNR valguperekonda, mille
litkkmeid leidub nii bakterite kui eukariiootide seas (Zuo ja Deutscher, 2001). RNaas R erineb
RNaas Il-st, sest suudab lagundada sekundaarstruktuure sisaldavat RNAd, kaasa arvatud
rRNAd (Cheng ja Deutscher, 2002). RNaas R nullmutandi kasv ei ole aeglasem kui
metsiktliiipi tiivel, ent tiivi, kust on puudu nii RNaas R kui ka poliinukleotiidfosforiilaas
(PNPaas), ei suuda kasvada. See viitab nende kahe ensiiiimi kattuvale funktsioonile (Cheng et
al., 1998). RNaas R interakteerub ribosomaalse valgu S12 D88 konserveerunud linguga
(Strader et al., 2013). Ribosoomide fraktsioneerimisel sahharoosigradiendis on leitud, et
RNaas R liigub pohiliselt koos 30S alamiihikuga, kuigi teda leidub veidi ka 50S alamiihikute
ja 70S ribosoomide fraktsioonides (Malecki et al., 2014).

1.2.1. RNaas R-i ehitus

On ennustatud, et RNaas R on monomeerne valk (Cheng ja Deutscher, 2002). RNaas R
kristallstruktuur ei ole médratud, ent homoloogia alusel RNaas II-ga on loodud RNaas R
struktuuri mudel (Barbas et al., 2008).

RNaas R sisaldab S1 domeeni, mis aitab sellel seonduda RNAle (Bycroft et al., 1997). Lisaks
sellele on RNaas R-il ka keskel nukleaasne domeen (RNB domeen), kaks kiilmasoki domeeni
(CSD1 ja CSD2) valgu N-terminaalses otsas ning vidga aluseline regioon valgu C-
terminaalses otsas, mis sisaldab palju liisiinijadke (Vincent ja Deutscher, 2009a)(vt joonis 3).
Kuna S1 domeen sarnaneb oma ehituselt viga CSD domeenidele, voib Gelda, et RNaas R-il
on kolm kiilmasoki domeeni (Awano et al., 2010). CSD domeenid ja S1 domeen aitavad
kaasa substraat-RNA sidumisele ja efektiivsele kataliiiisile selle lagundamisel (Vincent ja
Deutscher, 2009a; Matos et al., 2009). Katsetulemused viitavad sellele, et CSD domeenid
voivad osaleda pigem substraadi algsel sidumisel ning S1 domeen selle digesti orienteerimisel
ja stabiliseerimisel kataliiiitilises vaos (Matos et al., 2009). Liisiinirikas domeen RNaas R-i C-
terminaalses otsas vOib olla seotud vdimega lagundada kaksikahelalist RNAd (Matos et al.,
2011).
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1 84 151 216 643 730 813

CsD1  CSD2 Nukleaasne domeen 81  Aluseline
regioon

Joonis 3. RNaas R domeenne ehitus (Vincent ja Deutscher, 2009a jérgi). CSD domeenid on
kiilmasoki domeenid ja S1 domeen on algselt tuvastatud r-valgus S1 ning see on sarnane
kiilmasoki domeenidele. Numbrid tidhistavad aminohappeid.

RNaas R-i ribonukleaasse aktiivsuse seisukohast on olulised kolm aspartaadijadki. Katseliselt
on leidnud kinnitust, et D272 ja D280 mutandid ei suuda RNA substraate lagundada. D278
muteerimine viib vdhesema substraadi lagundamiseni (Awano et al., 2010). Ka Matos ja
kaasautorid (2009) on ndinud, et D280N mutant suudab kiill RNA substraadile seonduda, kuid
mitte seda lagundada. Seevastu RNaas R-i Arg572 muteerimine liisiiniks (nagu RNaas II-S)
viib pikemate 10pp-produktide tekkeni  ning mutantse RNaas R-i peatusteni RNA
sekundaarstruktuure lagundades. Seega vOib R572 olla oluline aminohappejadk RNA
substraadi sidumisel (Vincent ja Deutscher, 2009b). Pikemate 15pp-produktide teket on
nédhtud ka Tyr324 muteerimisel alaniiniks (Matos et al., 2009).

1.2.2. RNaas R on eksoribonukleaas

Cheng ja Deutscher (2002) on vilja arendanud kiire RNaas R-i puhastamise meetodi.
Puhastatud RNaas R-i omadusi uurides leidsid nad kinnitust faktile, et RNaas R on
protsessiivne eksoribonukleaas, mis 16ikab RNAd 3’ otsast 5’ otsa suunas, vabastades 5’-
nukleosiidmonofosfaate. RNaas R-i t66 tulemusena voib RNA molekulist alles jaada di- voi
trinukleotiid, mis lagundatakse rakus arvatavasti oligoribonukleaasi poolt. RNaas R ei suuda
lagundada DNA ahelaid ega kaksikahelalisi RNA:RNA voi RNA:DNA ahelaid (isegi siis
mitte, kui on olemas 4 nukleotiidi pikkune eenduv iiksikahel)(Cheng ja Deutscher, 2002).
Selleks, et RNaas R kaheahelalist RNA ahelat lagundada suudaks, peab selle 3’ otsas olema
viahemalt 7 nukleotiidi pikkune iiksikahelaline RNA ahel, et RNaas R sellega seonduda
suudaks. Need andmed viitavad sellele, et RNaas R-ga tugevalt seondumiseks peab RNA
iksikahelaline osa ulatuma piisavalt kaugele ensiiiimi sisse (Vincent ja Deutscher, 2006).
Samas on Matos ja kaasautorid (2009) avastanud, et RNaas R-i nukleaasne domeen {iksi
suudab lagundada kaheahelalist RNAd ka ilma eenduva iiksikahela olemasoluta. See voib
tdhendada, et CSD ja S1 domeenid aitavad metsiktiiipi RNaas R-il vélja valida
lagundamiseks sobivaid RNA ahelaid. Néib, et RNaas R vajab just S1 domeeni olemasolu
tottu kaheahelalise RNA 3’ otsa {iheahelalist eenduvat jérjestust, et seda lagundada (Matos et

al., 2011).
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Matos ja kaasautorid (2011) on RNaas Il ja RNaas R-i eri domeenide vahetamisel avastanud,
et RNaas R-i S1 ja nukleaasne domeen médravad RNA lagundamise 16pp-produktide pikkuse
(kaks nukleotiidi), kuigi tdendoliselt mojutavad seda ka RNAd siduvad domeenid. RNaas R-i
S1 domeeni olemasolul RNaas Il-s oli mutantne ensiitim véimeline lagundama kaksikahelalist
RNAGJ, kui sellel oli olemas 3’ otsas iiksikahelaline RNA. Kui sellest mutantsest valgust aga
deleteeriti veel C-terminaalsest liisiinirikkast regioonist kolm viimast ennustatud heeliksit, ei
olnud mutantne RNaas II enam iildse voimeline kaksikahelalist RNAd lagundama. Seega voib
arvata, et C-terminaalse regiooni liisiinirikastel heeliksitel v3ib ka RNaas R-is sarnane roll

olla, kuigi seda on nukleaasse domeeni aktiivse osaluse tottu keeruline detekteerida.

RNaas R suudab hésti 1digata siinteetilist Polii(A) RNA ahelat ning 16S ja 23S rRNAd, ent
16ikab kehvemini 5S rRNAd ja tRNAd. On avastatud, et RNaas R ei vaja RNA molekuli
l1oikamiseks selle 3’ otsa hiidroksiiiilriihma: see suudab lagundada ka molekule, mille 3’ otsas

on fosfaatriithm (Cheng ja Deutscher, 2002).

1.2.3. RNaas R on helikaas

Asjaolu, et RNaas R suudab lagundada rRNAd, samas kui tema homoloog RNaas Il seda ei
suuda, viitab sellele, et RNaas R suudab efektiivsemalt lagundada sekundaarstruktuuride
rohket RNAd kui RNaas Il (Cheng ja Deutscher, 2002). Selle pohjuse on avastanud Awano ja
kaasautorid (2010), kes Kirjeldasid RNaas R helikaasset aktiivsust. Nad hakkasid selle
olemasolu vdimalikkust uurima pérast seda, kui selgus, et RNaas R suudab kiilmasoki ajal
(15°C) komplementeerida kiilmasoki valgu helikaas CsdA funktsioone. RNaas R on
teadaolevalt ainus ribonukleaas, mis seda teha suudab. RNaas R-i helikaasne aktiivsus ei sdltu
ribonukleaasse aktiivsuse olemasolust (Awano et al., 2010). Helikaasse aktiivsuse asukoha
kohta on vasturddkivaid andmeid. Awano ja kaasautorid (2010) on réhutanud CSD2 ja teiste
kiilmaSoki domeenide vajalikkust helikaasse aktiivsuse olemasolu jaoks. Samas on Vincent ja
Deutscher (2009a) ndinud, et sekundaarstruktuuridega RNA lagundamiseks piisab ka vaid
nukleaasse domeeni olemasolust. Ka Matos ja kaasautorid (2011) on joudnud jéareldusele, et
kaksikahelalise RNA lagundamine soltub nukleaasse domeeni olemasolust, kuid nad viidavad
ka, et RNaas II kontekstis on vaja liisiinirikast jarjestust RNaas R-i C-terminaalsest otsast
(koos S1 domeeniga), et muuta vdimalikuks iiksikahelalise 3’ otsaga kaksikahelalise RNA
lagundamine RNaas II poolt. Selle avastuse pohjal on nad vilja pakkunud hiipoteesi, et RNaas
R-i C-terminaalse otsa liisiinirikas regioon osaleb kaheahelalise RNA ahela lahti keeramisel,

nii et helikaasne aktiivsus paikneb hoopis seal.
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1.2.4. RNaas R-i funktsioonid

E. coli’s on RNaas R-I oluline osa RNA metabolismis. Oma eksoribonukleaasse aktiivsuse
tottu osaleb see erinevat tiiipi RNA molekulide lagundamisel. Samuti on RNaas R-il téhtis
roll trans-translatsiooni protsessis, mis voimaldab defektsetele mRNAdele kinni jaédnud

ribosoomidel neist vabaneda. Peale selle osaleb RNaas R ka 16S rRNA kiipsemisel.

1.2.4.1. 16S rRNA valmimine

Sulthana ja Deutscher (2013) on méidranud 16S rRNA 3’ otsa valmimise mehhanismi ning
avastanud, et RNaas R on iiks neljast eksoribonukleaasist, mis on vdimelised 16S rRNA
eellase 3’ otsa ldikama. Kuigi varem arvati, et selles protsessis voiks osaleda hoopis
endoribonukleaas, sest 16ikamise vaheprodukte ei suudetud tuvastada, on niitid nihtud, et nii
RNaas II, RNaas R, RNaas PH kui ka PNPaas suudavad seda protsessiivselt 1dbi viia. 16S
rRNA 3’ otsa kiipsemiseks piisab vaid neist ithe olemasolust. Neist kdige efektiivsemalt
16ikavad 16S rRNA eellast RNaas II ja RNaas R. PNPaas on veidi vidhem efektiivne Kkui
eelmised, kuid ainult RNaas PH olemasolu rakus lopeb vaid umbes 50% 16S rRNA
normaalse protsessimisega. Ometi ei ole teada, kuidas suudavad protsessiivsed RNaasid just
oiges kohas RNA lagundamise 15petada, nii et tekib téiesti korrektne 16S rRNA molekul.

1.2.4.2. mRNA lagundamine

mRNA lagundamine on oluline vite valkude hulga reguleerimiseks rakus. Arvatakse, et see
algab endonukleoliiiitilise 10ikega RNA ahela sees, millele jidrgneb lagundamine
eksoribonukleaaside RNaas Il ja PNPaasi poolt. Cheng ja Deutscher (2005) on avastanud, et
selles protsessis osaleb sekundaarstruktuure sisaldavate mMRNAde puhul ka RNaas R. Nad on
ndidanud RNaas R-1 osalust korduvaid ekstrageenseid palindroomseid jarjestusi (REP
elemente) sisaldavate MRNAde lagundamisel. REP elemendid on u 35-40 nukleotiidi pikad
jarjestused, mida leidub E. coli genoomis sadades koopiates, enamasti transkribeeritavates
regioonides. Kui mitu REP elementi asub ldhestikku, nagu néditeks araBAD operonis, siis
moodustavad need transkribeerimisel juuksendelastruktuure, mida RNaas Il ei suuda

lagundada, kuid PNPaas (helikaasi abiga) ja RNaas R suudavad.

RNaas R osaleb ka OmpA mRNA lagundamisel statsionaarses faasis (Andrade et al., 2006).
OmpA on E. coli vilismembraani valk A. RNaas R nullmutandis oli OmpA hulk
statsionaarses faasis neli korda suurem kui metsiktiiiipi tiives ning OmpA mRNA oli kaks
korda stabiilsem. Sellist efekti ei ndhtud monede teiste mRNAde juures, nii et voib arvata, et
RNaas R reguleerib mRNA hulka vaid teatud kindlate transkriptide puhul. Kuigi on avastatud,
et OmpA transkripti hulga regulatsioonis statsionaarses faasis osalevad ka RNaas E, PAP |
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(Polii(A) poliimeraas I) ja PNPaas, tundub, et neil on selles protsessis erinevad rollid, sest
vastavate ensiiimide nullmutantides on ndha efekte, mida teised ensiilimid téiclikult ei

kompenseeri.

Ka rpsO mRNA lagundamisel on ndhtud RNaas R-i osalust (Andrade et al., 2009). rpsO geen
kodeerib ribosoomi valku S15. Pohiline rada, millega rpsO mRNAd hévitatakse, algab RNaas
E poolt tehtud endoribonukleoliiiitilise 16ikega, ent kui RNaas E rakust puudub voi on rpsO
transkript muteerunud nii, et RNaas E seda dra ei tunne, kéivitub teine lagundamisrada, mis
soltub polii(A) jérjestuse olemasolust rpsO mRNA 3’ otsas. Siis on rpsO transkripti

lagundamisel néhtavasti kdige suurem roll RNaas R-1, kuigi vdike osa on ka PNPaasil.

CsdA on arvatav helikaas, mis on konserveerunud nii bakterites kui ka inimeses. Arvatakse, et
see osaleb ribosoomide biogeneesis, mMRNAde lagundamises, translatsiooni initsiatsioonis ja
geeniregulatsioonis (http://www.uniprot.org/uniprot/POA9P6). Awano ja kaastoolised (2007)
on uurinud ldhemalt CsdA valgu funktsioone kiilmasoki (15°C) ajal, kus ilma selleta ei suuda
bakterid kasvada. Nad on joudnud jareldusele, et kiilmasokis rakkudes on vajalik CsdA osalus
MRNA lagundamises ning et selleks on vaja selle helikaasset aktiivsust. Huvitaval kombel
avastasid nad, et RNaas R suudab osaliselt seda funktsiooni CsdA nullmutandis
komplementeerida. Globaalsed transkriptide profiilid 15°C juures kasvanud AcsdA ja Arnr
tivedest on nédidanud, et leidub nii mRNAsid, mille hulka mdlemad ensiiimid samamoodi
mdjutavad, kui ka selliseid MRNAsid, mida reguleerib vaid RNaas R voi CsdA (Phadtare,
2012).

1.2.4.3. Ribosoomide kvaliteedikontroll

Kuna kaksikmutatsiooniga ArnrApnp tiivi ei ole eluvdimeline (Cheng et al., 1998),
kontrollisid Cheng ja Deutscher (2003) RNaas R-i ja PNPaasi puudumisest tingitud efekte
Arnr ja pnp® (temperatuuritundlik PNPaasi geen) tiive abil. Leiti, et 31°C juures, kus PNPaas
oli rakus olemas, rakud kasvasid, ent 42°C juures ei suutnud rakud jaguneda ning surid. Parast
nelja tundi 42°C juures oli 70S ribosoomide hulk rakkudes drastiliselt langenud ning
ribosoomide kokkupanemine héiritud. Rakkude RNA uurimisel avastati, et umbes pérast
kahte tundi 42°C juures ilma RNaas R-i ja PNPaasita hakkas kuhjuma tavalisest lithemaid
rRNA molekule nii, et aja moddudes kasvas puudulike molekulide hulk ning véhenes
normaalsete rRNAde kogus. 16S rRNA niis olevat lithem 3’ otsast ning 23S rRNA defektseid
molekule oli tavalisest lithemaid nii 3 kui ka 5’ otsast. Sama ei tdheldatud ei metsiktiilipi
tiives ega pnp“ Arnr tiives 31°C juures. Seega on Cheng ja Deutscher (2003) vilja pakkunud
mehhanismi, mille kohaselt RNaas R ja PNPaas lagundavad rakkudes tekkivad defektsed
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rRNA molekulid nii, et need ei sega RNA metabolismi ja translatsiooni. Selle mudeli jargi
tdidavad RNaas R ja PNPaas selles protsessis sama funktsiooni, iihe ensiiiimi kadumisel ei

héiru veel puudulike rRNAde lagundamine.

Jacobi ja kaasautorite (2013) poolt on avastatud ribosoomide kvaliteedikontrolli rada, kus
RNaas R koostoos YbeY-ga lagundab 70S ribosoome, millel on puudulik 30S alamiihik, vt
lahemalt alapeatiikist 1.3.4.4.

1.2.4.4. Ribosoomide lagundamine

Néljastressis toimub ribosoomide lagundamine teistsuguse mehhanismi abil kui kasvavate
rakkude defektsete rRNAde lagundamisel kvaliteedikontrolli rajas (Basturea et al., 2011). On
vorreldud pnp®ArnbArnr tiive RNAd, kust on 42°C juures puudu nii PNPaas, RNaas 11 kui ka
RNaas R, metsiktiiiipi tiive RNAga nii gliitkoosi olemasolul s6dtmes kui ka selle puudumisel,
mis tekitab niljastressi. Seejuures on avastatud, et pnp“ArnbArnr tives toimub mélemal
tingimusel lilhemate rRNA molekulide fragmentide kuhjumine, kuid eri tingimustel on
tekkivad fragmendid erinevad. Seda vdib pohjustada erinevate endoribonukleaaside osalemine
eri protsessides voi erinev nukleaaside juurdepaés 1dikekohtadele ribosoomide alamiihikutes
eri tingimustel. Pulsimédrke analiiiisi (pulse-chase analysis) pohjal on tehtud kindlaks, et
ndljastressis rakkudes lagundatakse ribosoome, mis olid olemas enne stressi algust, ent
ribosoomide kvaliteedikontrolli kidigus lagundatakse virskelt siinteesitud puudulikke
ribosoome nende biogeneesi kidigus (Basturea et al., 2011; Cheng ja Deutscher, 2003).
Niljastressis rakkudes osalevad ribosoomide lagundamisel pdhiliselt RNaas II ja RNaas R,
kuid konstantse kasvu tingimustes osalevad ribosoomide kvaliteedikontrollirajas RNaas R ja
PNPaas, nagu on ndidanud ka Cheng ja Deutscher (2003). Peale selle nditab nende
lagundamisprotsesside erinevust ka RNaas PH oluline roll ribosoomide lagundamisel
néljastressis, samas kui ribosoomide kvaliteedikontrolli rajas see ei osale (Basturea et al.,
2011).

1.2.4.5. Trans-translatsioon

Trans-translatsioon on protsess, mille kdigus padstetakse mRNAle kinni jddnud ribosoomid
vabaks. Selleks on kindlasti vaja tmRNAd, millel on nii transpordi- kui ka informatsiooni-
RNA omadused, ning valku SmpB, mis aitab sellel ribosoomile seonduda. Trans-
translatsiooni kaigus siinteesitakse vigase peptiidi C-terminaalsesse otsa aminohapete
jarjestus, mis suunab selle valgu lagundamisele. On niidatud, et ka RNaas R puhastub vilja
koos tmRNA ja SmpB-ga (Karzai ja Sauer, 2001). Cairrao ja kaasautorid (2003) on ndinud, et
RNaas R nullmutandis stabiliseerub kiilmasoki ajal (10°C) tmRNA eellasmolekul, samas kui
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metsiktiiiipi tiives ja RNaas R-i kodeeriva plasmiidiga Arnr tiives seda ei toimu. Need andmed
viitavad sellele, et RNaas R osaleb kiilmasoki ajal kiipse tmRNA molekuli valmimisel. Kuid
RNaas R osaleb ka otseselt trans-translatsioonil, lagundades defektseid mRNAsid, mille
kiilge ribosoomid kinni on jaanud (Richards et al., 2006; Ge et al., 2010). Selleks on vajalik
aktiivse trans-translatsiooni toimumine ehk puudulike mMRNAde lagundamiseks on rakus vaja
peale RNaas R-i ka tmRNAd ja SmpB valku. RNaas R lagundab nii mRNAsid, millel ei ole
lugemisraamisisest stoppkoodonit, kui ka neid, millele ribosoom jddb peatuma mitme
jarjestikkuse haruldase koodoni olemasolu tottu. Normaalseid mRNAsid RNaas R selle
protsessi kédigus ei lagunda (Richards et al., 2006). Ge ja kaasautorid (2010) on kindlaks
teinud, et puudulike mMRNAde lagundamiseks trans-translatsiooni kdigus on vaja, et RNaas R
seonduks ribosoomiga oma liisiinirikka C-terminaalse regiooni kaudu. tmRNA ja SmpB on
vajalikud just selles etapis, sest nende olemasoluta ei tunne RNaas R defektsetele mMRNAdele
kinni jadnud ribosoome dra. Seega on avastatud, et trans-translatsiooni protsessis on olemas
ka kolmas téhtis komponent - puudulike mMRNA molekulide lagundamine, et need ei saaks
uuesti t06voimelisi ribosoome kinni piilida ja normaalset translatsiooni segada. Selles

protsessis on otsustav roll RNaas R-il.
1.2.5. RNaas R-i regulatsioon

1.2.5.1. RNaas R-i mRNA valmimine

KiilmaSoki tingimustes transkribeeritakse rnr geen operonist koos kiilgnevate geenidega
(Cairrao et al., 2003). yjeB geen asub rnr geenist iilesvoolu ning yifH ja yifl geenid allavoolu.
37°C juures on tuvastatud aga ainult yjeB ja rnr geene sisaldava transkripti olemasolu. Seda
arvesse vottes on Cairrdo ja Arraiano (2006) oletanud, et 37°C juures peab toimuma
mingisugune post-transkriptsiooniline siindmus, mille tdttu valmib just selline kotranskript.
Nad on avastanud, et sellise transkripti valmimise eest vastutab peamiselt RNaas E ning niib,
et ka RNaas G voib osaleda vaheproduktide lagundamisel parast seda, kui RNaas E on algsed
16iked teinud (Cairrao ja Arraiano, 2006).

1.2.5.2. Kasvufaasi ja keskkonna mdju

RNaas R-i hulk kasvab statsionaarses faasis vidhemalt kaks korda, vorreldes eksponentsiaalse
kasvufaasiga (Andrade et al., 2006; Chen ja Deutscher, 2005). RNaas R-i aktiivsus kasvab nii
statsionaarsesse faasi joudmisel kui ka kaua statsionaarses faasis viibides. See voib olla
seotud aeglasema kasvukiirusega, sest ka aeglasemalt kasvavates eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkudes on RNaas R-i rohkem ja selle aktiivsus suurem (Chen ja Deutscher, 2005). RNaas
R-i hulga kasv statsionaarses faasis ei ole tingitud rnr transkriptide suuremast kogusest.
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Vastupidi, RNaas R-i mRNA hulk vdheneb umbes 85% vorra (Chen ja Deutscher, 2010).
Chen ja Deutscher (2010) on avastanud, et RNaas R-i hulka rakkudes erinevates
kasvufaasides reguleeritakse tema stabiilsuse kaudu ning seda ei mdjuta RpoS ega (p)ppGpp
olemasolu rakkudes. Eksponentsiaalses faasis on RNaas R-i pooleluiga umbes 10 minutit,
kuid statsionaarses faasis on RNaas R-i hulk stabiilne ega vdhene vidhemalt nelja tunni
jooksul. RNaas R on samamoodi stabiilne ka minimaals6otmes kasvades ning kiilmasoki

tingimustes.

Ka niéljastressis olevates rakkudes tduseb RNaas R-i aktiivsuse tase (Chen ja Deutscher,
2005). RNaas R-i aktiivsuse kasvu néhti nii siisiniku-, lammastiku- kui ka fosforinéljas
rakkudes, vastavalt 1,4; 2 ja 4 korda. Tundub, et rakkude vastus igale tingimusele vdib olla

spetsiifiline, kuna eri toitainete puudumisel on RNaas R-i hulga kasv erinev.

RNaas R on kiilmasoki valk. Pérast rakkude viimist 10°C juurde kasvab RNaas R-i hulk neis
umbes seitse kuni kaheksa korda ning hiljem uuesti 37°C juurde viies RNaas R-i hulk
vaheneb. Esimese tunni jooksul kiilmasoki tingimustes kasvab rnr transkripti kogus umbes
100 korda, kuid kiilmaSokiga kohanemise ajal see jillegi viheneb. Ka transkriptide pooleluiga
kasvab 2,7 minutilt 37°C juures 93 minutile 10°C juures, seega on rnr transkriptid kiilmasoki
tingimustes stabiilsemad kui 37°C juures. RNaas R-i olulisust kiilmasoki tingimustes néitab
ka Arnr tiive fenotiilip: rakkude kolooniad on maérgatavalt vdiksemad kui kolooniad
metsiktiitipi tiives ning Arnr tiives, kus RNaas R on plasmiidilt ekspresseeritud (Cairrdo et al.,
2003). Sarnaseid tulemusi on ndinud ka Chen ja Deutscher (2005).

Kuumasoki mdju RNaas R-le ei ole nii mérgatav kui kiilmaSoki oma (Chen ja Deutscher,
2005). 42°C juures ei tousnud RNaas R-i aktiivsus rakkudes eriti ja 45°C juures tdusis see
umbes kaks korda. Ometi ei pruugi see efekt olla spetsiifiline vastus kuumasokile, vaid hoopis

aeglasemale kasvukiirusele 45°C juures.

1.2.5.3. tmRNA ja SmpB roll RNaas R-i regulatsioonis

Peale selle, et RNaas R aitab trans-translatsiooni kdigus defektseid MRNA molekule
lagundada, aitab selles protsessis osalemine ka tal endal lagundamist véltida. Nimelt on
selgunud, et eksponentsiaalses kasvufaasis ribosoomidega seondunud RNaas R on tiiesti
stabiilne, samal ajal kui rakus vabalt esineva RNaas R-i pooleluiga on vaid umbes kaks
minutit (Liang ja Deutscher, 2013). Eelnevalt nidhtud pooleluiga 10 minutit tuleneb seega
nende kahe vormi erinevast stabiilsusest. Eksponentsiaalses kasvufaasis on ribosoomidega
seondunud umbes 80% kogu RNaas R-i hulgast ning selleks interaktsiooniks on vajalik
tmRNA ja SmpB osalus ning trans-translatsiooni toimumine. Selleks ei ole vaja RNaas R-i
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kataliititilist aktiivsust — ka mutantne RNaas R, mis ei ole vdoimeline puudulikku mRNAd
lagundama, suudab ribosoomile seonduda ning on seejures stabiliseeritud. RNaas R
interakteerub ribosoomile seondudes otse ribosoomivalguga S12. Liang ja Deutscher (2013)
on oletanud, et RNaas R on kogu trans-translatsiooni protsessi jooksul seotud tmRNAga ja

SmpB valguga ning jadb nendega seotuks ka parast selle 10ppu ja ribosoomist eraldumist.

Vaba RNaas R-i lithike pooleluiga eksponentsiaalses faasis on tingitud spetsiifilisest
lagundamismehhanismist, mida vahendavad samuti tmRNA ja SmpB valk (Liang ja
Deutscher, 2013). Nimelt seonduvad tmRNA ja SmpB RNaas R-i C-terminaalse regiooniga
(Liang ja Deutscher, 2010), kui RNaas R-i tiks teatud liisiinijadk, Lys-544, on atsetiileeritud
ensiitimi Pka (YfiQ) poolt (Liang et al., 2011). tmRNA ja SmpB seondumine sinna
stabiliseerib omakorda interaktsioone RNaas R-i N-terminaalse regiooni ja Lon ja HsIUV
proteaaside vahel, mis viivad RNaas R-i proteoliiiisini (Liang et al., 2011; Liang ja Deutscher,
2012b).

Statsionaarses faasis ei ole RNaas R ribosoomidega seotud (Liang ja Deutscher, 2013), kuid
on tiiesti stabiilne. See tuleneb Lys-544 atsetiileeriva ensiiimi Pka (YfiQ) puudumisest
statsionaarse faasi ajal (Liang ja Deutscher, 2012a). Seega ei atsetiileerita Lys-544 ning
tmRNA ja SmpB ei seondu tugevalt RNaas R-ga ega ole soodustatud ka RNaas R-i proteoliiiis
Lon ja HslUV proteaaside poolt (Liang et al., 2011; Liang ja Deutscher, 2012b). Ka
kiilmasoki ajal puudub rakkudest Pka, seetdttu on RNaas R siis stabiilne (Liang ja Deutscher,

2012a). Hetkel ei ole teada, kuidas on Pka hulk rakus reguleeritud.

1.2.6. RNaas R-i homoloogid teistes organismides

Mbodnes organismis on olemas mitu RNR perekonda kuuluvat RNaasi, mones aga vaid iiks.
Niiteks inimese patogeenis Salmonella typhimurium on kaks RNR perekonda kuuluvat
eksoribonukleaasi, millest iiks on RNaas II homoloog, teine aga RNaas R-i homoloog
(Domingues et al., 2009). Samas Streptococcus pneumoniae’s on iseloomustatud vaid iiks
RNR perekonna liige, mis suudab sekundaarstruktuuriga RNAsid lagundada ja on seega
RNaas R-i homoloog (Domingues et al., 2009). S. pneumoniae’s indutseeritakse RNaas R
kiilmasoki tingimustes (Moreira et al., 2012). Mycoplasma’st on samuti leitud vaid iiks
eksoribonukleaas, RNaas R. Seega vdib see saada miikoplasmavastaste ravimite sihtmérgiks
(Zuo ja Deutscher, 2001). Mycoplasma genitalium’i RNaas R-il on nii E. coli RNaas Il kui ka
RNaas R-i omadusi ja see suudab nii RNAd protsessida kui ka lagundada (Lalonde et al.,
2007). Niteks protsessib see tRNAde 3’ otsa, tundes &ra nii jarjestuste kui ka struktuuride

motiive (Alluri ja Li, 2012). Huvitaval kombel on see tundlik riboosi metiileerimise suhtes
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(Lalonde et al., 2007). Ka halofiilsetele arhedele on RNaas R véga oluline, sest see on neis
ainus olemasolev eksoribonukleaas. Haloferax volcanii RNaas R on eriline ensiiiim, sest 37°C
juures kaitub see nagu RNaas Il E. coli’s: on tundlik RNA sekundaarstruktuuride suhtes ning
vabastab nelja nukleotiidi pikkusi 10pp-produkte. Ent 42°C juures, Haloferax volcanii
optimaalse kasvutemperatuuri juures kditub see nagu RNaas R ja suudab
sekundaarstruktuuridega RNAd lagundada. Seega on see esimene kirjeldatud ensiitim, mille

eksoribonukleoliiiitiline aktiivsus soltub temperatuurist (Matos et al., 2012).

RNaas R on paljudes bakterites seotud virulentsusega. Naiteks on Shigella liikides vacB
geeni, mis kodeerib RNaas R-i (Cheng et al., 1998), olemasolu vajalik virulentsusgeenide
ekspressiooniks, ilma selleta kaob nende vOimekus siseneda infektsiooni kéigus
epiteelirakkudesse (Tobe et al., 1992). Aeromonas hydrophila RNaas R on kiilmasoki valk,
mis on sellele organismile vajalik kasvuks 4°C juures. RNaas R nullmutandi liikuvus vdheneb
ning see on hiire letaalsusmudelis vihem virulentne kui metsiktiilipi tiivi. Seega vOib arvata,
et RNaas R moduleerib mingil maéral A. hydrophila’s virulentsust (Erova et al., 2008).
Helicobacter pylori RNaas R-i mRNA hulk rakus tduseb madalamatel temperatuuridel ja
korgema pH tingimustes. See osaleb kemotaksise, liikuvuse ja apoptoosi indutseerivate
geenide posttranskriptsioonilises regulatsioonis, mojutades nii H. pylori virulentsust (Tsao et
al., 2009). Samas on avastatud, et Brucella abortus’es, zoonootilises patogeenis, ei mdjuta
RNaas R-i puudumine virulentsust (Miyoshi et al., 2007), nii et RNaas R-i rolli virulentsuse

regulatsioonis peaks arvatavasti iga organismi puhul eraldi kindlaks méadrama.

RNaas R osaleb RNA metabolismis erinevates organismides eri moel. On avastatud, et
Pseudomonas syringae RNA lagundamisel osaleb RNaas R PNPaasi (nagu E. coli’s) asemel
degradosoomis (Purusharth et al., 2005). Kuigi P. syringae RNaas R ei ole kiilma poolt
indutseeritud, on see hddavajalik kiilmaSokis ellu jaamiseks (Purushart et al., 2007) ning on
psiihrofiilne ensiitim (Sulthana et al., 2011). Selles organismis ndib RNaas R osalevat 16S ja
5S rRNA 3’ otsa protsessimises (Purushart et al., 2007). Fakultatiivses rakusiseses patogeenis
Legionella pneumophila on RNaas Il perekonnast olemas vaid RNaas R ning selle roll on
tadhtsam just kiilmaSoki tingimustes, ilma selleta hakkavad kuhjuma sekundaarstruktuuridega
RNA lagundamise vaheproduktid. Huvitaval kombel kasvab RNaas R nullmutandis ka
kompetentsuse reguloni ekspressioon, mis ei soltu varasemalt teadaolevatest regulaatoritest
(Charpentier et al., 2008). Pseudomonas putida RNaas R maéngib olulist rolli mRNAde
lagundamisel 30°C juures, kus on selle organismi optimaalne kasvutemperatuur, kuigi selle
puudumine ei vihenda P. putida kasvukiirust. Huvitaval kombel on RNaas R nullmutandi

litkkuvus suurem kui metsiktiiiipi tiivel. See on kooskodlas transkriptoomi uuringutega, millest
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on ndha, et RNaas R osaleb paljude viburiaparaadiga seotud transkriptide lagundamisel
(Fonseca et al., 2008). RNaas R-i homoloog on olemas ka Arabidopsis thaliana
kloroplastides, kus see osaleb 16S, 23S ja 5S rRNAde valmimisel (Bollenbach et al., 2005).
Koos PNPaasiga osaleb RNaas R ka kloroplasti mRNAde 3’ otste valmimisel (Germain et al.,
2012).

Ka teistes organismides peale E. coli on leitud andmeid RNaas R-i ja tmRNA-SmpB seotuse
kohta. Streptococcus pneumoniae’s on ndhtud, et SmpB valgu hulk reguleerib RNaas R-i
hulka rakkudes ning rnr ja smpB kotranskribeeritakse (Moreira et al., 2012). Caulobacter
crescentus’es on avastatud, et tmRNA hulk soltub rakutsiikli faasist: varrega rakkudes
(stalked cells) lagundab RNaas R vaba tmRNA, mis ei ole SmpB valguga seotud. Muidu
kaitseb SmpB-ga seondumine tmRNAd RNaas R-i poolt lagundamise eest (Hong et al.,
2005). Peale selle on nédhtud, et C. crescentus’es on tmRNA-SmpB ja RNaas R tsiitoplasmas
ruumiliselt lahutatud (Russell ja Keiler, 2009). Prokariiootses mudelorganismis Bacillus
subtilis’es asub rnr geen ssrA ja smpB geenidega samas Klastris, kuid selle osaluse kohta
trans-translatsioonil ei ole andmeid (Shin ja Price, 2007). RNaas R-i nullmutandil ei ole erilist
fenotiitipi (Shin ja Price, 2007), kuid on siiski ndhtud, et RNaas R suudab mRNAsid
lagundada (Oussenko et al., 2005). Campos-Guillén ja kaasautorid (2010) on oletanud, et
RNaas R vaib B. subtilis’es osaleda tRNA®Y kvaliteedikontrollis.
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1.3. YbeY Escherichia coli’s

YbeY on véga konserveerunud endoribonukleaas, mis kuulub YbeY valguperekonda. YbeY
valku kodeerib geen ybeY. E. coli YbeY pikkus on 155 aminohapet ning molekulmass 17 526
Da. Selle aminohappeline jarjestus on kattesaadaval Swiss-Prot andmebaasis ligipadsunumbri
POA898 abil. YbeY valguperekond (Pfam andmebaasis UPF0054 valguperekond) on
bakterites vidga konserveerunud. YbeY homolooge leidub enamikus bakterite hdimkondades
ning isegi eukartiootides. YbeY kuulub ka minimaalsesse bakteri tuumikgenoomi, mis on
madratud bioinformaatiliste vdotetega, vorreldes koige véiksemate rakuliste parasiitide ja
mudelorganismide genoome (Gil et al., 2004). YbeY nullmutant kasvab vorreldes metsiktiitipi

tiivega acglasemalt ning on tundlikum erinevate stressitingimuste suhtes (Jacob et al., 2013).

1.3.1. YbeY ehitus

E. coli YbeY kolmemddtmeline Kristallstruktuur on méératud lahutuvusega 2,7 A. Selle
uurimisel on avastatud, et YbeY struktuur koosneb kuuest a-heeliksist ja neljast B-lehest
jarjekorras B-a-a-p-a-B-p-a-a-o (Vt joonis 4). Samuti on leitud, et YbeY sisaldab metalliiooni,
mida koordineerivad His114, His118 ja Hisl24. Arvatava neljanda sideme annab
metalliioonile ilmselt vee molekul. Seega on YbeY metalloproteiin. Esialgsete tulemuste jargi
on metalliiooniks Ni**, ent tuleb arvestada, et tetrahedraalne geomeetria Ni** ja His-tiiiipi
ligandide vahel on ebatavaline ning stéhhiomeetria on véiksem kui 1:1(Zhan et al., 2005).
Swiss-Proti andmebaasis on homoloogia alusel metalliiooniks ennustatud hoopis Zn** (Yeh et
al., 2005).

Joonis 4. YbeY valgu tertsiaarstruktuur (Zhan et al., 2005). Sinine kera tdhistab metalliiooni
asukohta.

Peale selle on uuritud ka YbeY aminohappelist jarjestust, kasutades mitme jarjestuse joonduse
meetodit (MSA - Multiple Sequence Alignment). Leiti, et metalli siduvad histidiini jadgid ja
nendega kiilgnevas 10hes paiknevad Arg59, Lys61, Asn66 ja Ser69 jddgid on erinevates
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organismides identsed vOi esineb seal vdga vidhe asendusi. Seega arvati, et need
aminohappejdigid voivad olla funktsionaalselt olulised (Zhan et al., 2005). Selle jarelduse
toestamiseks ekspresseeriti YbeY nullmutandis plasmiididelt tilehulgas YbeY valku, millel
olid eri tiivedes erinevad punktmutatsioonid. Avastati, et kasvu ei suutnud komplementeerida
tiived, kus His114 ja Arg59 olid muudetud alaniiniks. Ent see ei pruugi tdhendada, et teised
konserveerunud jadgid ei ole in vivo YbeY funktsioonide tditmiseks nii olulised kui His114 ja
Arg59. Nende kasvu komplementeeriv funktsioon voib olla oluline metsiktiiiipi tiives oleva
tavalise YbeY hulga puhul (Davies et al., 2010). Hiljuti on avastatud, et His114 ja Arg59 on

olulised YbeY RNaasse aktiivsuse seisukohast (Jacob et al., 2013).

1.3.2. YbeY on endoribonukleaas

Kuna YbeY omab metallohiidrolaasilaadset struktuuri, otsustati kontrollida hiipoteesi, et
YbeY on RNaas, mis osaleb otse RNA 1dikamisel (Jacob et al., 2013). Selleks viidi 14bi in
vitro katsed siinteetiliste oligonukleotiididega, mis imiteerivad 16S rRNA protsessimata
eellasmolekuli 3° otsa. Avastati, et YbeY on vOimeline ldikama iiksikahelalist RNAd ja
juuksenoelastruktuure (mitte juuksendela tiivest), kuid mitte kaheahelalist RNAd. YbeY
16ikab RNAd eelistatult uratsiili jdagi jarel nukleotiidahela keskelt — seega on YbeY
endoribonukleaas. Produktidele jadvad 1dikekohtade 5’ otsa hiidroksiiilrihm ja 3’ otsa
fosfaatriithm. YbeY on vdimeline 16ikama oligonukleotiide, mis on pikemad kui 10 nt, kuid 7-
nukleotiidilist substraati see enam 1digata ei suuda. YbeY RNaasne aktiivsus siilib ka 45°C
juures, kuid 65°C juures hakkab see juba vdhenema. YbeY RNaasse aktiivsuse jaoks on
olulised aminohappejdiakide H114 ja R59 olemasolu. YbeY suudab in vitro lagundada viga
efektiivselt rRNAd ja mRNAd, kuid mitte tRNAd (Jacob et al., 2013).

1.3.3. YbeY on kuumasoki valk

YbeY geeni ybeY deletsioon metsiktiiiipi tlivest toob kaasa vdga pleiotroopse fenotiiiibi.
YbeY nullmutandi kasv aeglustub rikkal sodtmel ning see on tundlik erinevate
stressitingimuste suhtes, néiteks B-laktaamsete antibiootikumide juuresolu, temperatuuri tdusu

ja oksiidatiivse stressi suhtes (Davies et al., 2010).

Kuumasoki ajal reguleerib E. coli rakkudes transkriptsiooni alternatiivne sigma-faktor ¢32.
032 mdjualuse reguloni uurimisel avastati, et ka ybeY kuulub kuumaSokist mdjutatavate
geenide hulka, seega on YbeY kuumasoki valk (Nonaka et al., 2006). Rasouly ja kaasautorite
tehtud t60st (2009) ndhtub, et metsiktiilipi tiive mutantne vorm, milles puudub YbeY
aktiivsus, on vaga tundlik temperatuuri tousu suhtes. Seega sarnaneb YbeY tuntud kuumasoki

valkudele, mille funktsioonid muutuvad rakkude jaoks hidavajalikuks, kui temperatuur
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touseb. Lisaks uuriti, millist protsessi YbeY kuumasoki ajal rakkudes mojutab. Kuna YbeY
nullmutandis ei leitud suuremat valguagregaatide hulka kui metsiktiiiibis ega ka suurenenud
chaperonide ja proteaaside ekspressiooni, ei ole YbeY tdenidoliselt seotud valkude
kvaliteedikontrolli rajaga. Kiill aga avastati, et kui ekspresseerida nii metsiktiiiipi tiives Kui
YbeY nullmutandis plasmiidilt LacZ valku, siis YbeY nullmutandis oli selle hulk mérgatavalt
vaiksem kui metsiktiiiipi tiives ning valku oli nullmutandis kuumasoki ajal (42°C) tunduvalt
viahem kui 37°C juures. LacZ transkripti leidus eri tiivedes aga samaviirsetes kogustes. Seega
jareldati, et YbeY on rakkudele oluline just translatsiooni, mitte transkriptsiooni seisukohast
ning mdjutab translatsiooni ka tavatingimustes, kuid eluliselt tdhtsaks muutub kuumasoki
tingimustes. Seda jdreldust toetas ka avastus, et 37°C juures on YbeY nullmutantides
poliisoomide hulk véiksem kui metsiktiiiipi tiives, mis tdhendab, et selles tiives on aktiivset
translatsiooni vdhem (Rasouly et al., 2009; Davies et al., 2010). Hilisemad katsed lutsiferaasi
transleerimisega in vitro siisteemis on nididanud, et AybeY tiive translatsiooni masinavérki
kasutades tekkis lutsiferaasi umbes 8 kuni 9 korda vihem kui metsiktiiiipi tiive translatsiooni
masinavarki kasutades (Rasouly et al., 2010).

1.3.4. YbeY véimalikud funktsioonid

YbeY valgust on veel suhteliselt vihe teada. Viimasel ajal on hakatud seda intensiivsemalt
uurima, sest arvatakse, et YbeY suure konserveeruvusega kéib kaasas ka rakkude elutegevuse
seisukohast oluline funktsioon. Senimaani on leitud palju seoseid YbeY ning rRNA
metabolismi vahel, kuid tdpseid mehhanisme veel kirjeldatud ei ole. Jargnevalt on kirjeldatud
tahtsamaid protsesse, milles YbeY arvatakse osalevat, ning tdendusmaterjali, mis sellele
viitab. Tuleb siiski tddeda, et tulemustesse tuleks suhtuda ettevaatlikult seni, kuni on ldbi

viidud rohkem katseid, et YbeY rolli nendes protsessides tdpsemalt kirjeldada.

1.3.4.1. rRNA transkriptsiooni antiterminatsioon

Antiterminatsiooni toimumist on vaja selleks, et viltida RNAP ning transkriptsiooni
peatumist terminaatoralade ja —faktorite (nditeks Rho-faktor) tottu ning tagada allavoolu
geenide ekspressioon. Selles protsessis osalevad antiterminatsioonifaktorid, mis voivad
regulatoorse signaali ajel aidata RNAPl mdoduda iihestainsast terminaatorist voi hoopis
suurendada RNAP protsessiivsust. rRNA geenide transkriptsioonil rrn operonilt osalevad
antiterminatsioonifaktorid NusA, NusB ja NusG koos r-valkudega S4 ja S10, mis takistavad

transkriptsiooni peatumist Rho-sdltuval terminaatoril (Santangelo ja Artsimovitch, 2011).

Grinwald ja Ron (2013) on uurinud rRNA antiterminatsiooni LacZ geeni mRNA

mudelsiisteemis, kasutades erineva pikkusega rrn operoni promootorjérjestusi ja vorreldes
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LacZ transkriptide hulka metsiktiitipi tiives ja YbeY nullmutandis. Juhul kui promootoris oli
olemas antiterminatsiooniala, toimus AybeY tiives umbes 100-kordne transkriptsiooni
viahenemine vorreldes metsiktiilipi tiivega. Transkriptide stabiilsus seejuures ei vdhenenud.
Need tulemused toetavad hiipoteesi, et YbeY osaleb antiterminatsiooni reguleerimises

(Grinwald ja Ron, 2013).

YbeY osalemine rRNA transkriptsiooni antiterminatsioonil voib seletada ka selle vajalikkust
kuumasoki puhul (Grinwald ja Ron, 2013). rRNA korrektseks valmimiseks ja voltumiseks on
vajalik optimaalne transkriptsiooni Kkiirus, sest need protsessid toimuvad samaaegselt.
Temperatuuri toustes tduseb ka transkriptsiooni elongatsiooni kiirus ning seega on

antiterminatsiooni korrektne toimumine véga vajalik, et tagada normaalsete transkriptide teke.

1.3.4.2. Translatsioon

YbeY on seostatud translatsiooniga. On leitud, et YbeY ei ole rakus otseselt seotud
ribosoomidega, vaid asub S100 fraktsioonis, mis sisaldab translatsiooni initsiatsiooni-,
elongatsiooni-, vabanemis- ja taaskasutusfaktoreid ja tRNAde siintetaase. Ometi on YbeY
nullmutandist saadud S100 fraktsioon translatsioonil peaaegu sama aktiivne kui metsiktiitipi
tiive oma. AybeY tiivest saadud ribosoomide kasutamisel in vitro iikskdik kumma S100
fraktsiooniga 10peb aga viiksema efektiivsusega translatsiooniga. Metsiktiiiipi tiive ja AybeY
tiive ribosoomi alamiihikute ja S100 fraktsioonide eri kombinatsioone in vitro translatsioonil
uurides leiti, et ebaefektiivsemat translatsiooni AybeY tiives pdhjustavad puudulikud 30S
alamiihikud (Rasouly et al., 2010). Samale jareldusele on joudnud ka Davies ja kaasautorid
(2010), kes on uurinud pdhjalikumalt YbeY puudumise mdju rRNA protsessimisele. Nad on
avastanud, et lisaks poliisoomide hulga vdhenemisele kasvab ka raaminihete ja nonsense-
koodonite ldbilugemiste arv, mis tdhendab, et translatsiooni aktiivsus ja kvaliteet on
vihenenud. Peale selle on leitud YbeY nullmutandist rohkem vabu 30S ja 50S alamiihikuid,
mis viitab osade alamiihikute defektsusele — need ei suuda iihineda funktsionaalseks 70S
ribosoomiks. Sellele viitavad ka andmed, mis niitavad, et YbeY nullmutandis leidub 30S
alamiihiku fraktsioonis mirgatavalt vaihem IF2, mis aitab 30S ja 50S alamiihikul iiksteisega

seonduda, kui metsiktiiiipi tiives (Davies et al., 2010).

1.3.4.3. rRNA protsessimine

YbeY nullmutandi rRNA vordlemisel metsiktiiiipi tiive omaga leiti, et seal kuhjub 17S
rRNAd, mis on 16S rRNA eellasmolekul, ning 16S* rRNAd, mis on lithem kui 16S rRNA ja
mille tekkepohjused ei ole veel selged. 16S* rRNA molekul vdib olla nii 17S kui ka 16S
valesti protsessimise voi lagundamise produkt (Davies et al., 2010.) Niib, et 16S* rRNAI
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puudub 3’ otsast kiipse 16S rRNA 3’ otsa nukleotiidne jérjestus, sest sellega
komplementaarne 33-nukleotiidiline proov ei seondu hiibridisatsioonil 16S* rRNAga (Jacob
et al.,, 2013). Nii 17S kui 16S* rRNAd leiti 30S alamiihikute koosseisust, ent 70S
ribosoomidest leiti ainult 17S rRNAd (Davies et al., 2010). Arvatakse, et 17S rRNA takistab
ribosoomi osana translatsiooni (Wireman ja Sypherd, 1974), nii et 17S osalus 70S
ribosoomide moodustamisel YbeY nullmutandis voib seletada translatsiooni efektiivsuse
vahenemist. Kuna 16S* rRNAd 70S ribosoomidest ei leitud, jareldati, et see ei ole voimeline
alamiihikute seondumisel osalema ning on seega mittefunktsionaalne molekul. Samamoodi
leiti YbeY nullmutandist ka 23S ja 5S mitteprotsessitud eellaseid, ent YbeY puudumine
mojutas negatiivselt siiski kdige enam 16S rRNA protsessimist. Seega jareldati, et YbeY
osaleb otseselt voi kaudselt rRNA molekulide valmimisprotsessis (Davies et al., 2010).
Sellele viitab ka fakt, et in vitro translatsiooniprotsessile, kus osaleb AybeY tiivest périt
translatsioonimasinavérk, puhastatud YbeY valgu lisamisel ei taastu metsiktiiiibile omane
translatsiooniline efektiivsus (Rasouly et al., 2010). Hilisemad katsed on ndidanud, et
kuumasoki ajal (45°C) kaob umbes tunni jooksul AybeY tiives 16S rRNA, kuid 17S ja 16S*
rRNA hulk jadb umbkaudu samaks (Jacob et al., 2013).

YbeY ja teiste rRNA valmimisel osalevate RNaaside vaheliste vdimalike interaktsioonide
olemasolu uurimiseks on uuritud tiivesid, kust oli puudu kas mdni muu RNaas voi vastav
RNaas ja YbeY (Davies et al., 2010). Kdige negatiivsemat moju 16S rRNA valmimisele 17S
molekulist omas AybeY tiivi. Kui lisaks YbeY puudus ka RNaas III aktiivsus, ei tekkinudki
17S rRNAd — tekkisid 16S* ja 18S* rRNA molekulid. AybeY Arnr mutandi puhul, kus lisaks
YbeY puudus ka RNaas R, vihenes 16S rRNA hulk tunduvalt ning selle vorra kasvas nii 17S
kui ka 16S* kogus. See voib nididata, et YbeY puudumisel ei valmi 16S rRNA 0Jigesti ning
tekivad vadrmolekulid, mida RNaas R normaalsetel tingimustel lagundab. Nii AybeY Arnr kui
AybeY Apnp mutantide puhul mérgati vdga vdhest hulka normaalset 16S rRNA 3’ otsa. See
voib viidata faktile, et RNaas R ja PNPaas osalevad 16S rRNA molekuli 3’ otsa valmimisel
nii, et nende t66d moduleerib YbeY. Huvitavaks muudab selle avastuse asjaolu, et nende
tivede kasvukdverate uurimisel leiti aeglasem kasv ja pikem lag faas vaid AybeYArnr
mutandil, kusjuures AybeYApnp mutant kasvas sama hédsti kui AybeY mutant ning Arnr
mutant sama hésti kui metsiktiilipi tlivi. Seega vOib arvata, et YbeY ja RNaas R
interakteeruvad rakkudes ka muude protsesside kui 16S rRNA valmimise kéigus, nditeks

rRNA kvaliteedi kontrollis.

Hiipoteesile, et YbeY osaleb otseselt 16S rRNA 3’ otsa protsessimises, on leitud ka

vastuolulisi andmeid. Sulthana ja Deutscher (2013) néitasid, et 16S rRNA 3’ otsa valmimisel
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osalevad eksoribonukleaasid RNaas II, RNaas R, RNaas PH ning poliinukleotiidfosforiilaas
(PNPaas). 16S rRNA 3’ kiips ots tekib neist iikskoik millise ensiiiimi olemasolul. Nende
ensiiiimide puudumisel on niha 16S eellast, millel on olemas kdik 33 nt, mis on tekkinud rrn
operoni algse transkripti 16ikamisel RNaas III-ga. Siit on Sulthana ja Deutscher jareldanud, et
on ebatGendoline, et YbeY I0ikaks otseselt 16S eecllast, sest siis oleks ndha monda

vaheprodukti.

Ometi on ndhtud, et YbeY on 16S rRNA 3’ otsa valmimiseks vajalik (Davies et al., 2010).
Seega voib tema roll viljenduda hoopis 16S rRNA protsessimise diges ajalises ja ruumilises
regulatsioonis. Néiteks ei ole selge, kuidas suudab RNaas II lagundada 16S rRNA eellase 3’
otsa, kui tal ei ole helikaasset aktiivsust nagu RNaas R-il ja PNPaasil (tdnu eraldiscisvale
helikaasile), et lahti harutada rRNAs leiduvaid sekundaarstruktuure. Samuti ei teata, kuidas
16S rRNA 3’ otsa valmimisel osalevad eksoribonukleaasid just diges kohas peatuvad, eriti kui
moned neist on protsessiivsed ensiitimid (Sulthana ja Deutscher, 2013). Seega ei ole YbeY

tdpsed toimemehhanismid rRNA protsessimisel veel teada.

1.3.4.4. Ribosoomide kvaliteedikontroll

Jacob ja kaasautorid (2013) on avastanud uue ribosoomide kvaliteedikontrollimehhanismi,
mis toimib E. coli’s 70S ribosoomide tasandil. Selle kvaliteedikontrolli mudeli (vt joonis 5)
valmimiseni on viinud katsed metsiktiilipi ja AybeY tiivedest eraldatud 30S alamiihikute ja
70S ribosoomidega. AybeY tiive 30S alamiihikud sisaldasid vahem kiipset 16S rRNAd kui
metsiktiitipi tiive omad ja kiiremalt liikuvaid RNAsid ning 70S ribosoomides leidus 17S
rRNAd, vihem kiipset 16S rRNAd ning samuti kiiremalt liikuvaid RNA molekule, mis ei ole
16S, seega ei olnud tegu normaalsete 30S alamiihikutega. Erinevate t66tluste puhul (YbeY,
RNaas R, molemad RNaasid ja RNaas R kombineerituna mutantse YbeY valguga) in vitro oli
ndha, et metsiktiilipi tiive 30S ja 70S ning AybeY tiive 30S rRNAd ei lagundatud.
Lagundamine toimus vaid YbeY nullmutandi 70S ribosoomide puhul, kui reaktsioonisegusse
lisati nii RNaas R kui YbeY. Kui koos RNaas R-ga kasutati YbeY valku, kuhu olid sisse
viidud mutatsioonid HI14A ja HI124A, siis lagundamist ei toimunud. See tdhendab, et

ribosoomide kvaliteedikontrolli toimumise jaoks on vajalik YbeY kataliiiitiline aktiivsus.

Selle protsessi puhul on oluline see, et YbeY ja RNaas R suudavad lagundada nii
mittetransleerivaid 70S ribosoome kui ka defektseid ribosoome, mis suudavad poliisoomidel
transleerida, kuigi nende ribosoomide 30S alamiihik on defektne (Jacob et al., 2013). Isegi kui
50S alamiihik on korrektselt kokku pandud ning to6tab korralikult, lagundatakse ka see, Kui
see on seostunud defektse 30S alamiihikuga. Jacob ja kaasautorid (2013) on vilja pakkunud
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kaks hiipoteesi: kas normaalne 50S alamiihik lagundatakse, sest see on defektse 30S
alamiihiku vigase struktuuri tottu sellega valesti seostunud vOi on see pérast vigase 30S

alamiihiku lagundamist destabiliseeritud.

E. coli YbeY+ E. coli YbeY-
505 305 508 308
Ribosoomi subiihikud Ribosoomi subiihikud

2, @
3058 "li'
RNaas
YbheY
-« @l = ol
YbeY
wr Ihe

YbeY

RNaas R XXXXXX

YbeY

“RNaasie XXXXXX

Joonis 5. YbeY ja RNaas R koostd6 ribosoomide kvaliteedikontolli mudelis 70S ribosoomide
tasemel. Lagundatakse vaid puuduliku 30S alamiihikuga 70S ribosoome (Warner, 2013).

1.3.4.5. Ribosoomide lagundamine

Arvatakse, et ribosoomide lagundamisel kehvade keskkonnatingimuste tottu vdib
degradatsiooniprotsessi alustada endoribonukleaas (Deutscher, 2009). See teeb esimese 1dike
ribosoomide RNAs, mille jarel saavad eksoribonukleaasid rRNA fragmendid 16puni
lagundada. Senini ei ole vastavat endoribonukleaasi tuvastatud. Jacob ja kaastoolised (2013)
on oletanud, et YbeY vodib olla endoribonukleaas, mis koostoos RNaas R-ga lagundab
defektseid ribosoome. Ka Anton Paieri katsed (avaldamata andmed, TUTI, Eesti) on
ndidanud, et ribosoomid, mida metsiktiilipi tiives lagundatakse, stabiliseeritakse YbeY
nullmutandis. Hiipoteesi, et YbeY voib osaleda ribosoomide lagundamisel enne RNaas R-i ja

teisi eksoribonukleaase, uuritakse ka kdesoleva t66 eksperimentaalses osas.

1.3.5. YbeY homoloogid teistes organismides

YbeY on bakterite seas vidga konserveerunud valk. Selle homolooge on leitud ka
eukariiootidest. YbeY homoloogide kristallstruktuur on méératud veel hiipertermofiilist
Aquifex aeolicus (Oganesyan et al., 2003) ja inimese patogeenist Haemophilus influenzae
(Yeh et al., 2005).

SMc01113, YbeY homoloogi olemasolu stimbiootilises bakteris Sinorhizobium meliloti on

hidavajalik siimbioosi toimumiseks. See sarnaneb jarjestuselt ja struktuurilt eukariiootide
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Argonaudi valkude MID domeenile. Niib, et sellel YbeY homoloogil on S. meliloti’s oluline
roll geeniregulatsioonis, tipsemalt sRNAde regulatsioonis, nagu voib ka jireldada selle
sarnasusest Argonaudi valkudega (Pandey et al., 2011; Pandey et al., 2014).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Ribosoomide lagundamine on keeruline protsess, mille tdpset mehhanismi pole senini
kindlaks tehtud. Uks tundmatutest teguritest on oletatav endonukleaasne aktiivsus, mis vdiks
initsieerida ribosoomide lagundamise, nii et tekivad rRNA fragmendid, mida omakorda
saavad lagundada eksoribonukleaasid (Deutscher, 2009). Hiljuti on hakatud intensiivselt
uurima endoribonukleaasi YbeY, mis mojutab ka rRNAde metabolismi (Rasouly et al., 2009;
Davies et al., 2010; Jacob et al., 2013). Anton Paieri tulemused (avaldamata andmed, TUTI,
Eesti) on ndidanud, et tiives, milles puudub YbeY, stabiliseeruvad mutantsed ribosoomid,
mida tavaliselt lagundatakse. Seetdttu on alust arvata, et YbeY voib olla paistikuks, mis

vallandab ribosoomide lagundamise.

Kiaesolevas t00s kasutatakse eelnevast erinevat Katsestisteemi, et uurida ribosoomide
lagundamist E. colis eksoribonukleaasi RNaas R ja endoribonukleaasi YbeY puudumisel.
Uuritakse ka valgusiinteesi inhibeerivate antibiootikumide kloramfenikooli ja eriitromiitsiini

mdju ribosoomide lagundamisele vastavates tiivedes.
Meie t606 laiem teaduslik eesmirk on vastata kiisimusele

= Kas YbeY voib olla endoribonukleaas, mis initsieerib ribosoomide lagundamise,

16igates rRNAst fragmente, mida edasi lagundavad eksoribonukleaasid?
Eksperimentaalsete kiisimustena, mis aitavad eelnevale kiisimusele vastust leida, kiisitakse

= Kas ribonukleaaside RNaas R ja YbeY puudumine mdjutab ribosoomide lagundamist?

» Kas antibiootikumide kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolu mojutab RNaas R-i
ja YbeY rolli ribosoomide lagundamisel?

» Kas antibiootikumide voime ribosoomide lagundamist soodustada voib olla osa nende

toimemehhanismist rakkude kasvu inhibeerimisel?
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Bakteritiived, oligonukleotiidid ja so6tmed

Koikides eksperimentides kasutati Keio isogeenset tiive BW25113 [rmB3, AlacZ4787,
hsdR514, A(araBAD)567, A(rhaBAD)568, rph-1], mis on K-12 derivaat (Baba et al., 2006).
Edaspidi kutsume seda tiive lihtsuse huvides Keio metsiktiitipi tiiveks (Keio WT) . RNaas R
tivi ning YbeY" tiivi on Keio WT tiivega isogeensed, vilja arvatud mutatsioonid Arnr ja
AybeY. Rakke kasvatati LB so6tmel.

rRNA olemasolu tuvastamiseks kasutati kahte tiilipi oligonukleotiide, millele on
konjugeeritud fluorestseeruvad {ihendid Cy5 ja fluorestsiin. Cy5 detekteeritakse otseselt selle
enda fluorestsentsi abil. Fluorestsiinile on aga seotud spetsiifiline antikeha, millega seotud
reaktsioonide abil on oligonukleotiidi asukohta vdimalik detekteerida kemoluminestsentsi

abil. Koik oligonukleotiidid on ostetud firmast Metabion ning &ra toodud tabelis 2.

Tabel 2. Kéesolevas t66s kasutatud oligonukleotiidid.

Oligonukleotiid | Seondumispaik Jérjestus

23S-190-Fluo | 23S rRNA nt 163- | 5’-Fluo-GGT TCG CCT CAT TAA CCT ATG
184 G-3’

16S-1220-Fluo | 16S rRNA nt 1995- | 5’-Fluo-GCC CTG GTC GTA AGG GCC ATG
1223 ATG ACT TG-3’

23S-h25-Cy5 23S rRNA nt 527- | 5’-Cy5-CGC CTA AGC GTG CTC CCA CTG
551 CTT G-3°

EUB338-Cy5 | 16S rRNA nt 338- | 5°-Cy5-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’
356

2.2.2. Antibiootikumide minimaalse inhibitoorse kontsentratsiooni méiramine

Katsealused tiived (RNaas R™ ja YbeY™ ning kontrolliks Keio metsiktiitipi (Keio WT) tiivi)
inokuleeriti 3 ml LB sd6tmesse ning kasvatati 37°C juures loksutil iile6o, sellest tehti 50x
lahjendus (60ul tiledokultuuri 3 ml LB sd6tmesse) ning kasvatati 1 tund 37°C juures loksutil.
Seejdrel tehti LB sootmesse kahekordne lahjenduste rida antibiootikumidest kloramfenikool
(CAM) ja eriitromiitsiin (Ery) (40 pg/ml...0,039 pg/ml) ning neid kanti 100 pl 96-kaevulise
mikrotiiterplaadi kaevudesse. Kd&ige viimasesse veergu kanti ilma antibiootikumita LB
soodet. Bakterikultuurist tehti 2000x lahjendus (10 pl bakterikultuuri 20 ml LB s66tmesse)
ning sellest 100 pl kanti mikrotiiterplaadi igasse kaevu. Mikrotiiterplaat sisestati
mikrotiiterplaatide lugejasse Synergy MX (BioTek) ning rakke kasvatati 20 tundi 30°C juures,
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kusjuures kultuuride optiline tihedus moddeti iga 15 minuti tagant. Katse viidi 1dbi vaid iiks
kord. Minimaalseks inhibitoorseks kontsentratsiooniks loeti kdige vidiksem antibiootikumi

kontsentratsioon, mille juures bakterikultuuri tihedus ei olnud iiletanud optilist tihedust 0, 1.

2.2.3. Kasvukoverate mootmine 37°C juures

Uuritavate tiivede (Keio WT, RNaas R ja YbeY") kasvukdverad maédrati samamoodi
ettevalmistatud mikrotiiterplaadi proovide jargi, nagu seda oli tehtud antibiootikumide
minimaalse inhibitoorse kontsentratsiooni madramisel. Erinevalt eelnevast aga ei sisaldanud
need antibiootikume ning rakke kasvatati 24 tundi 37°C juures. Keio WT ja YbeY" tiivede
kasvukoverad arvutati kolme eksperimendi keskmisena, RNaas R™ tiive kasvukdver kahe

eksperimendi keskmisena.

2.2.4. Ribosoomide lagundamise uurimise katsesiisteem

Ribosoomide lagundamise uurimiseks kasutati RNaas R’, YbeY™ ja Keio WT tiivesid ning
lagundamise mustreid vorreldi kolmel eri tingimusel: kasv ilma antibiootikumide juuresoluta
ning kasv kloramfenikooli ning eriitromiitsiini olemasolul s66tmes. Katsed toimusid 30°C
juures, sest eelkatsed nditasid, et 30°S juures oli lagundamise efekt selgemini jdlgitav kui

37°C juures.

Keio WT, RNaas R™ ja YbeY" virsketelt plaatidelt inokuleeriti igast tiivest kolm kolooniat
kolme katseklaasi, mis sisaldas 3 ml LB sdddet ning neid kasvatati 37°C juures loksutil {iledo.
Uleddkultuurist tehti 250x lahjendus 400 ml LB sddtmesse ning neid kasvatati 30°C juures
kuni nende optiline tihedus oli umbes 0,3. Seejdrel lisati igast tiivest lihele kultuurile
kloramfenikooli, teisele kultuurile erilitromiitsiini ning kolmas kasvas edasi ilma
antibiootikumi juuresoluta s66tmes. Kloramfenikooli 10ppkontsentratsioon so6tmes oli 7
pug/ml ning eriitromiitsiinil 100 pg/ml, need antibiootikumide kontsentratsioonid peaksid
avaldama ribosoomide lagundamisele sarnast mdju (Siibak et al., 2009). Kultuure kasvatati
veel 2 tundi 30°C juures; seejdrel lisati sootmesse jadd, et see voimalikult kiiresti jahtuks ning
ribosoomide hetkeolukord sdiliks, ja rakud fuugiti 10 minuti jooksul 5 krpm kiirusel fuugis
RC5B Plus (Sorvall, rootor SLA-1500) pdhja. Supernatant eemaldati ning rakud suspendeeriti
liisipuhvris (LP puhver, vt lisa 1) ning lidisiti rohu abil masinaga MicroFluidizer EmulsiFlex
C3 (Avestin). Seejdrel fuugiti liisaate 30 minuti jooksul 13 krpm Kiirusel fuugis RC5B Plus
(Sorvall, rootor SS-34), et need klaaruksid. Igat liisaati lisati umbes 2 ml
sahharoosigradientidele, mis olid eelnevalt ettevalmistatud. Selleks oli valmistatud 22%
sahharoosi lahus 1x LLP puhvris (vt lisa 1) ning see ultratsentrifuugitopsides -80°C juures

kiilmutatud. Sulades moodustus sahharoosigradient. Liisaatidega gradiente fuugiti 17 tundi
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20,4 krpm (0*t=2,8e11) juures ultratsentrifuugis Optima L-90K (Beckman Coulter, rootor
SW28). Fraktsioonid, mis sisaldavad erinevaid ribosoomi osakesi, eraldati kolmest masinast
koosneva siisteemi abil. Sinna kuulus pump (Pump P-1, Amershan Biosciences), mis pumpab
gradiendi proovi labi spektrofotomeetri; spektrofotomeeter (Econo UV Monitor, BIO-RAD),
mis mdodab proovi optilist tihedust; ning isekirjutaja (Model 1327 Econo-Recorder, BIO-
RAD), mis selle optilise tiheduse visualiseerib. Eraldatud fraktsioone uuriti edasi Northern
bloti meetodil (vt 2.2.6.).

2.2.5. Ribosoomide fraktsioonide ettevalmistamine Northern bloti jaoks

lgale fraktsioonile lisati 2,5 mahtu 96% etanooli ning RNAI lasti sadeneda iile6o -20°C
juures. Seejérel fuugiti proove 45 minutit 4 krpm juures fuugis 4K15 (Sigma) (rootor 11150)
ning pesti 10 ml 70% etanooliga, misjarel fuugiti taas sama fuugiga kiirusel 4 krpm 10
minutit. Seejarel eemaldati etanool ja RNA sade voeti tiles 200 ul MQ vees. Lisati 400 pl 1x
LLP lahust (ka 200 pl liisaatidele, mis olid seni kiilmutatult -20°C juures). Igale proovile (nii
fraktsioonidele kui liisaatidele) lisati 600 pl fenooli (pH=6,0) 1% SDS-s, raputati Vortexil
ning fuugiti 10 minutit kiirusel 13,2 krpm 4°C juures fuugides 5415 R (Eppendorf, rootor
F45-24-11) ja 1-14K (Sigma, rootor 12094)(samad parameetrid ka jargmistel fuugimistel).
Saadud vesifaasile lisati 600 ul fenooli ja kloroformi (1:1) segu ning korrati raputamist
Vortexil ja fuugimist. Taas eraldati vesifaas ning sellele lisati iiks maht kloroformi, raputati
Vortexil ning fuugiti. Seejarel lisati vesifaasile 2,5 mahtu 96% etanooli ning RNAI lasti
sadeneda 1-2 tundi -20°C juures. Seejirel proove fuugiti ning sadet pesti 1 ml 70% etanooliga,
misjdrel toimus taas fuugimine. Etanool eemaldati ning RNA suspendeeriti 50 pl MQ vees,
RNA lahuste optiline tihedus moddeti 260 nm juures spektrofotomeetriga Ultrospec 7000 (GE
Healthcare) ning arvutati iga lahuse kontsentratsioon.

2.2.6. Northern blot

Northern blot on meetod, mida kasutatakse teatud RNA molekulide tuvastamiseks kogu RNA
hulgast. See toimub tdnu spetsiifiliste oligonukleotiidide hiibridiseerumisele uuritava RNAga
ning nendele oligonukleotiididele lisatud {ihenditele, mis vdimaldavad neid tuvastada
fluorestsentsi vdi kemoluminestsentsiga. Kogu eraldatud RNA lastakse laiali denatureerival
geelil ning kantakse sellelt iile nailonmembraanile. Hiibridisatsioonil erinevate
oligonukleotiididega on vOimalik tuvastada, kui suur uuritav RNA on, sest vastavalt oma
pikkusele jooksevad erinevad RNA molekulid geelil erinevale kaugusele. Kéesolevas t66s on
kasutatud modifitseeritud Northern bloti protokolli, mis on vilja todtatud Kasari ja

kaasautorite (2010) poolt Trayhurn et al. (1994) jargi.
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2.2.6.1. Geelelektroforees

Geelelektroforeesil kasutati 1,5% denatureerivat agaroosgeeli, mis sisaldas 1x MOPS puhvrit
(vt lisa 1) ja 2% formaldehiitidi. Proove, mis sisaldasid max 3 ug RNAd (6,6 ul), 5,4 ul
formaldehiiiidi, 3 pl 10x MOPS puhvrit ja 15 pl formamiidi, denatureeriti lisaks 15 minutit
55°C juures. Seejérel pandi need kiiresti jaile, et sekundaarstruktuurid uuesti ei moodustuks,
ning lisati 6 pl varvi Bromophenole Blue Agarose Dye (1:6)(0,25% bromofenoolsinine ja
40% sahharoos). Samamoodi toimiti markeritega RiboRuler High Range RNA Ladder ja
RiboRuler Low Range RNA Ladder (Thermo Scientific), ent kogused olid kolmandiku vorra
vaiksemad. Elektroforeesi puhver oli 1x MOPS puhver. Elektroforeesi esimese tunni jooksul

lasti geeli pingel 60 V ning seejérel pingel 85 V.

2.2.6.2. RNA iilekanne membraanile

Klaaskausi peale, milles oli 10x SSC lahus (vt lisa 1), asetati klaasplaat, millele pandi
omakorda kaks Whatman 3M paberi riba. Need olid piisavalt laiad, et sinna mahtus tdielikult
peale geel, ning nii pikad, et nende otsad ulatusid 10x SSC lahusesse. Geel 10igati nii vdikseks
kui voimalik ning geelitiikk, milles olid markerid, pandi umbes tunniks loksuma 50 ml MQ
vette, kuhu oli lisatud 3 ul Sybr Gold (Invitrogen) virvi. Geeli loputati esmalt 15 minuti véltel
MQ vees ning seejirel 2x 5 minutit 10x SSC lahuses. Geel asetati tagurpidi Whatmani paberi
ribadele ning geeli peale pandi sama suur positiivselt laetud nailonmembraani (Roche) tiikkk
ja kaks Whatman paberi tiikki, mis olid tehtud mérjaks esmalt MQ vees ning seejirel 10x SSC
lahuses. Koige peale asetati umbes 7-8 cm paksune paberrdtikute kiht, klaasplaat ning
monesajagrammine raskus. RNA iilekanne geelilt membraanile kapillaarjoudude mdjul
toimus {ile66. RNA kinnitati membraanile UV kiirguse abil masinas UV Stratalinker 1800

(Stratagene)(Autocrosslink programm).

2.2.6.3. Hiibridisatsioon

Membraane prehiibridiseeriti 40 ml hiibridisatsioonipuhvriga (vt lisa 1) ilma
oligonukleotiidideta vdhemalt 3 tundi 62°C juures hiibridiseerimismasinas Hybrigene
(Techne). Seejérel lisati oligonukleotiidid (Fluo oligonukleotiide 1 ul (100 pmol) ja Cy5
oligonukleotiide 5 ul (50 pmol)) ning hiibridisatsioon toimus iiled 62°C juures. Uhe
hiibridisatsiooni kdigus lisati nii Fluo kui ka Cy5 oligot, mis seonduvad sama rRNA molekuli
eri jarjestustele, et vorrelda erinevate detektsioonimeetoditega saadavaid pilte (vt alapeatiikk

2.2.7.).
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2.2.6.4. Membraani pesu

Membraani pesti 3x 5 minutit roostevabas karbis pesupuhvriga (vt lisa 1) 43°C juures.
Seejarel tehti detektsioon Typhooniga (loe lahemalt alapeatiikist 2.2.7.). Sellele jargnes 30-
sekundiline loputus 1x MAB+Tween lahusega ning membraani loksumine 1x MAB+Block
lahuses 1,5 tunni jooksul (vt lisa 1). Seejarel lisati lahusele 3 pl Anti-Fluorescein-AP Fab
Fragments antikeha (Roche), millele on konjugeeritud aluseline fosfataas, ning selles
inkubeeriti membraani 30 minutit. Jargnes 50-100 ml loputus ja kahekordne 20-minutiline
pesu umbes 250 ml 1x MAB+Tween lahusega. Enne CDP-Star kemoluminestsentse
substraadiga (Sigma) t66tlust hoiti membraani 3 minutit 100 ml 1x detektsioonipuhvris (vt
lisa 1).

2.2.7. Signaali detekteerimine

Membraani hoiti pdrast 3 minutit 1x detektsioonipuhvris umbes 15 minutit CDP-Star
kemoluminestsentse substraadiga (1-1,5 ml) kile vahel. Substraadi 1dikamisel aluselise
fosfataasi poolt tekkinud valgust salvestati kahel moel. Esiteks ilmutati pilt filmile ning

seejarel tehti digitaalne pilt kaameraga ImageQuant RT ECL (GE Healthcare).

Cy5 oligonukleotiidid, mis olid hiibridiseerunud RNAle membraanil, eraldasid
fluorestsentsvalgust, mida oli vdimeline detekteerima Typhoon TRIO (Amersham
Biosciences). Tulemuseks oli digitaalne pilt. 23S-h25-Cy5 oligonukleotiidi puhul oli
PMT=450, EUB338-Cy5 puhul PMT=500.

Erinevaid detektsioonimeetodeid ja oligonukleotiide kasutati seetodttu, et saada ammendav pilt
ribosoomide lagundamise kohta. Kuigi filmile ilmutamine on vdga tundlik meetod — piisavalt
pika ilmutamisaja jooksul on ndha ka vidiksemad kogused uuritavat RNAd -, Kipub
tugevamate vodtide signaal {ile voimenduma ja seetottu vaheneb ldhedaste vootide eristatavus.
Samas ei ole ndorgemaid voote digitaalsel detektsioonil mdnikord ndha. 23S rRNA
tuvastamiseks kasutati paralleelselt 23S-h25-Cy5 ning 23S-190-Fluo oligonukleotiide. 16S
rRNA  tuvastamiseks kasutati paralleelselt EUB338-Cy5 ning 16S-1220-Fluo
oligonukleotiide.

2.2.8. Membraani puhastamine oligonukleotiididest
Selleks, et membraani saaks hiibridiseerida jérgmiste oligonukleotiididega, pidi selle
eelnevatest puhastama. Puhastuslahus (vt lisa 1) kuumutati keemiseni ning membraani
loksutati kuumas puhastuslahuses 10 minutit. Seda etappi korrati. MQ veega loputamise jarel
sai membraani taaskasutada hiibridisatsioonil v0i seda talletada kilekaante vahele suletuna
10x SSC lahuses +4°C juures tulevaseks kasutamiseks.
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2.3. Tulemused
Selleks, et uurida ribonukleaaside RNaas R ja YbeY rolli ribosoomide lagundamisel, kasutati
tiivesid, millest vastavad RNaasid puuduvad, ning vorreldi tulemusi Keio metsiktiiiipi tiive

tulemustega.

2.3.1. Kasvukoverad 37°C juures

Keio metsiktiiipi tiive ning RNaas R™ ja YbeY" tiivede kasvukdverad 37°C juures LB s66tmes
kasvades on dra toodud joonisel 6. Saadud andmed kattuvad kirjanduse andmetega (Davies et
al., 2010). On ndha, et RNaas R’ tiivi kasvab umbes sama kiiresti kui Keio metsiktiiiipi tiivi,

kuid YbeY" tiivi alustab kasvamist hiljem — selle tiive puhul on lag-faas pikem.
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Joonis 6. Uuritavate tiivede (Keio WT, YbeY", RNaas R’) kasvukdverad 37°C juures LB
sootmes. Katse algab nullpunktis 4000x lahjendusest 1h 37°C juures kasvanud 3 ml kultuurist,
mis on omakorda 50x lahjendus iile66 kultuurist. Keio WT ja YbeY' tiivede kasvukdverad on
leitud kolme, RNaas R™ tiive kasvukdver kahe eksperimendi keskmisena. x-teljel on aeg
tundides, y-teljel optiline tihedus moddetuna 600 nm juures.

2.3.2. Ribosoomide lagundamine

Keio metsiktiitipi tiive kontrollproovis ilma antibiootikumita (vt joonis 7, paneelid A ja D) on
1. fraktsioonis disoomid, 2. fraktsioonis 70S ribosoomid ja 50S alamiihikud, mida ei
onnestunud Tlksteisest eraldada, ning 3. fraktsioonis on 30S alamiihikud. Neljas,
pinnafraktsioon, sisaldab lahustunud osakesi, nditeks valke ja lithemaid oligonukleotiide.
Vorreldes kontrolliga on antibiootikumide juuresolul kasvanud proovides nidha enam rRNA
fragmente, mis annavad tunnistust rRNA lagunemisest. Rakkudes, mis on kasvanud
antibiootikumide juuresolul (joonis 7, paneelid B ja E, C ja F), on tekkinud ribosoomide
lisapartiklid, mis koosnevad suurel madral rRNA laguproduktidest. Siibak ja kaasautorid
(2009) on ndinud kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolul ribosoomide profiilides

sarnaseid efekte ning on nimetanud 30S ja 50S piikide vahel sedimenteeruvad lisapartiklid,
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Joonis 7. Keio metsiktiilipi tiive ribosoomide profiilid sahharoosigradiendis A) ilma
antibiootikumita, B) kloramfenikooli olemasolul (7 pg/ml) ja C) eriitromiitsiini olemasolul
(100 pg/ml) LB so6tmes. Paneelidel D, E ja F on kujutatud vastavate proovide fraktsioonide
Northern blot meetodil saadud rRNA mustrid.

mis sisaldavad peamiselt 23S rRNAd, 40S osakesteks ning 30S alamiihikutest aeglasemalt
sadenevad lisapartiklid 20S osakesteks. Need on kooskolalised meie tulemustega (joonis 7,
paneel B, fraktsioonid 7 ja 9). Kloramfenikooliga proovis (joonis 7, paneelid B ja E) on néha,
et 23S rRNA laguproduktide suurus vidheneb: fraktsioonis 7 on rohkem suuremaid
laguprodukte, mida fraktsioonis 9 enam ei ole, kuid seevastu on fraktsioonides 8 ja 9 rohkem
viaiksemaid 23S laguprodukte. Loikekohad eri fraktsioonide vahel ei nii erinevat.
Fraktsioonides 8 ja 9 on ndha ka 16S rRNA laguprodukte ning kiipsest 16S rRNAst kdrgemal
asuvat vooti, mille ndol on ilmselt tegu 16S rRNA translatsiooniliselt inaktiivse
eellasmolekuliga, mida ei leidu aktiivsete ribosoomide fraktsioonides. Eriitromiitsiini mdju
rRNA lagundamise mustrile (joonis 7, paneelid F) ndib olevat iildjoontes sarnane
kloramfenikooli omale, kuigi ribosoomi profiilides (paneelid B ja C) osakeste jaotus erineb,
niiteks on eraldatud nii trisoomid (11) kui ka disoomid (12). Huvitaval kombel leidub nii
kontrollproovis kui ka antibiootikumidega proovides veidi iile 1000 nukleotiidi pikkune
lisavoot, mida leidub igas fraktsioonis, kus on 23S rRNA, ning seda ka teiste tiivede
proovides. Selle 23S rRNA fragmendi olemasolu pdhjus pole meile teada, kuid selle
esinemise universaalsus meie katsetes (sOltumatult tiivest voi antibiootikumi olemasolust)
ning olemasolu translatsiooniliselt aktiivsetes fraktsioonides viitab sellele, et tdendoliselt on

tegemist rakkude voi fraktsioonide toGtlemise kéigus tekkinud eksperimentaalse artefaktiga.
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Joonis 8. RNaas R tiive ribosoomide profiilid sahharoosigradiendis A) ilma antibiootikumita,
B) kloramfenikooli olemasolul (7 pg/ml) ja C) eriitromiitsiini olemasolul (100 pg/ml) LB
sootmes. Paneelidel D, E ja F on kujutatud vastavate proovide fraktsioonide Northern blot
meetodil saadud rRNA mustrid.

Ka RNaasR™ tiive ilma antibiootikumideta proovis on ribosoome lagundatud vdhem kui
antibiootikumidega proovides (joonis 8). IIma antibiootikumideta kasvanud rakkudest (joonis
8, paneelid A ja D) on dnnestunud eraldada disoomid (1), kuid taas pole olnud v&imalik
eristada 70S ribosoome ja 50S alamiihikuid (fraktsioonid 2 ja 3). Fraktsioon 4 sisaldab
pohiliselt 30S alamiihikuid, kuid toimunud on ka vdhene 23S rRNA iilekanne 3. fraktsioonist.
Pinnafraktsioonis (5) ei ole mérgata rRNA viikeste laguproduktide kuhjumist. RNaasR™ tiive
antibiootikumidega proovide ribosoomide profiilid sarnanevad Keio WT tiive vastavatele
profiilidele. RNaas R tiive kloramfenikooliga (paneelid B ja E) ja eriitromiitsiiniga (paneelid
C ja F) proovides on eristatavad laguproduktidest moodustunud lisapartiklid, mis sisaldavad
pohiliselt 23S rRNA, aga vdhemal médral ka 16S rRNA fragmente (fraktsioonid 8, 9,14 ja
15). Tundlikumat meetodit kasutades tehtud piltidel on nédha, et tegelikult leidub ka 15.
fraktsioonis 16S laguprodukte nagu Keio WT tiive vastavas fraktsioonis (15) (vt joonis 10,
lisa 2). Ka RNaas R’ tiives on koikides proovides eristatav veidi iile 1000 nt suurune 23S
rRNA lisafragment. Antibiootikumidega proovides on nidha 16S rRNA eellast lisavoddina
kiipse 16S rRNA vo66di kohal sarnaselt Keio WT tiivele (paneel E, fraktsioonid 8 ja 9; paneel
F, fraktsioon 15) ning ka siin ei leidu seda ootuspéraselt aktiivsete ribosoomide

fraktsioonides.
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Keio WT ja RNaas R tiivede kloramfenikooliga ja eriitromiitsiiniga to0deldud proovide
pinnafraktsioonides (kuid mitte antibiootikumideta kontrolli omades) esines tegelikult ka
vihesel miidral vidikseid rRNA laguprodukte, mis olid tuvastatavad ilmutatud filmil parast

CDP-Star t66tlust (vt joonis 10, lisa 2).

A 2 3 4 5 B 7 8 9 10 C 13 14 15
YbeY~ YbeY" YbeY™
Kontroll CAM Ery

Joonis 9. YbeY" tiive ribosoomide profiilid sahharoosigradiendis A) ilma antibiootikumita, B)
kloramfenikooli olemasolul (7 pg/ml) ja C) eriitromiitsiini olemasolul (100 pg/ml) LB
sootmes.

YbeY" tiive ribosoomide profiilide erinevus antibiootikumide juuresolul Keio WT ja RNaas
R tiivede omadest on ilmne (joonis 9). Kuigi ilma antibiootikumideta kontrollproovis (paneel
A) ei ole suudetud tdielikult eraldada 70S ribosoome (2) ja 50S alamiihikuid (3), on kodik kolm
pilti (paneelid A, B ja C) omavahel vorreldavad ning antibiootikumide lisamine (paneelid B ja
C) ei ndi olevat tekitanud ribosoomide lisaosakesi nagu Keio WT ja RNaas R’ tiivedes
(joonised 7 ja 8). Kdigil YbeY™ tiive kolmel profiilil vastab esimene piik disoomidele, teine
piik 70S ribosoomidele, kolmas piik 50S alamiihikule, neljas piik 30S alamiihikule ning viies
piik  kujutab pinnafraktsiooni. Vaorreldes Keio WT tive ilma antibiootikumita
kontrollprooviga, on YbeY" tiive kontrollproovis vihem nii poliisoome kui ka 70S ribosoome.
Seda on ndinud ka Rasouly ja kaasautorid (2009). Kuigi YbeY" tiive ribosoomide profiilid on
reprodutseeritavad, on kahe eri eksperimendi fraktsioonide uurimisel Northern bloti
meetodiga saadud andmetes moningad vastuolud ning seetottu pole enne katse kordamist ning

olukorra selgumist YbeY" tiive ribosoomide lagundamise mustreid esitatud.

2.3.3. Antibiootikumide minimaalsed inhibitoorsed kontsentratsioonid

Kloramfenikooli ja eriitromiitsiini minimaalsed inhibitoorsed kontsentratsioonid Keio WT,
RNaas R ja YbeY" tiivedes mééarati 30°C juures 20-tunnise kasvukdverate mootmise kdigus
(vt tabel 3). Minimaalseks inhibitoorseks kontsentratsiooniks loeti kdige viiksem
antibiootikumi kontsentratsioon, mille juures bakterikultuuri tihedus ei {iletanud optilist
tihedust 0,1. Katse tulemusel selgus, et rnr ja ybeY geenide deletsioonid ei muuda E. coli’t

tundlikumaks kloramfenikooli suhtes. Samas muudab ybeY geeni puudumine E. coli
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tundlikumaks eriitromiitsiini suhtes.

Need tulemused koos andmetega ribosoomide
lagundamise kohta kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolul ei kinnita meie hiipoteesi,
mille kohaselt kloramfenikooli voi eriitromiitsiini voime rakkude kasvu inhibeerida soltub

ribosoomide lagundamise soodustamisest nende antibiootikumide poolt.

Tabel 3. Antibiootikumide minimaalsed inhibitoorsed kontsentratsioonid uuritavates tivedes
(Keio WT, RNaas R ja YbeY") 30°C juures.

Tuvi Kloramfenikool | Eriitromiitsiin
(ng/ml) (ng/ml)
Keio WT 2,5 40
RNaas R 2,5 40
YbeY" 2,5 10
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2.4. Arutelu

Antud t66s on uuritud ribosoomide lagundamist tiivedes, kust puuduvad ribonukleaasid
RNaas R ja YbeY. RNaas R’ tiives méargati moningate rRNA laguproduktide kuhjumist ja
Keio WT tiivele sarnaste ribosoomide lisapartiklite teket kloramfenikooli ja eriitromiitsiini
juuresolul. YbeY" tiives antibiootikumide lisamine ribosoomide lisapartiklite teket esile ei
kutsunud. Antibiootikumide minimaalsed inhibitoorsed kontsentratsioonid néitasid aga

vorreldes Keio WT tiivega YbeY™ tiive suurenenud tundlikkust erlitromiitsiini suhtes,.

Kéesolevas t60s on leitud kinnitust kirjanduse andmetele (nt Davies et al., 2010), mille
kohaselt RNaas R’ tiive kasvukiirus on vdga sarnane metsiktiilipi tiive omaga, kuid YbeY tiivi
kasvab aeglasemalt. Mdlemad ribonukleaasid osalevad rakkudes RNA metabolismis ning neid
on seostatud rRNA protsessimise, ribosoomide kvaliteedikontrolli ja lagundamisega. Voib
oletada, et nende ensiiimide puudumisest tingitud erinevusi kasvukiiruses voiks seletada
sellega, et RNaas R-i funktsioonid kattuvad teiste eksoribonukleaaside omadega, nditeks 16S
rRNA protsessimisel ja ribosoomide lagundamisel, ning seetottu kompenseeritakse RNaas R-i
puudumist (Sulthana ja Deutscher, 2013; Basturea et al., 2011). Samas ei ole kirjanduses
teada antud iihestki valgust peale YbeY enda, mis suudaks AybeY tiives YbeY aktiivsust
komplementeerida. Davies ja kaasautorid (2010) on esitanud ka AybeYArnr tive
kasvukovera, mille kasvukiirus on tdhelepanuviirselt viiksem kui eelnevalt mainitud tiivedel.

Kindlasti pakub tulevikus meie laborile huvi uurida ka AybeY Arnr tiive ribosoomide profiile.

Vorreldes eri tiivede puhul antibiootikumide minimaalseid inhibitoorseid kontsentratsioone
ning ribosoomide profiile eriitromditsiini juuresolul, voib nidha ootamatut seost. Nimelt néib
YbeY" tiive kasv olevat erlitromiitsiini suhtes tundlikum kui Keio WT vdi RNaas R’ tiive
kasv, ent ribosoomide profiilides see ei kajastu. YbeY™ tiive ribosoomide profiilid
antibiootikumidega proovides on sarnased ilma antibiootikumita kontrollile, samas kui Keio
WT ja RNaas R’ tiivedes tekivad antibiootikumide lisamisel rRNA fragmente sisaldavad
ribosoomide lisapartiklid. See voib tdhendada, et YbeY on vajalik nende lisapartiklite tekkeks
ning antibiootikumid mdjutavad YbeY  tlive kasvu negatiivselt mone muu rakulise protsessi
kdigus. Meie andmete pohjal on kloramfenikooli minimaalne inhibitoorne kontsentratsioon
koikides uuritud tiivedes 2,5 pg/ml. See tdhendab, et RNaas R-i ega YbeY puudumine ei
muuda E. colit kloramfenikooli suhtes tundlikumaks. Sellele vastupidist on oma t&0s
tadheldanud Frazier ja Champney (2012), kes on ndinud nelja erineva tiive, kust puudub mdni
ribonukleaas (RNaas I1l, RNaas E, RNaas G ja RNaas PH), kasvu suurenenud tundlikkust
aminogliikosiidsetele antibiootikumidele neomiitsiin ja paromomiitsiin. Selline erinevus voib

tuleneda uuritud antibiootikumide toimemehhanismide erinevusest.
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Antibiootikumid kloramfenikool ja eriitromiitsiin inhibeerivad E. coli translatsiooni, kuid
peale selle takistavad ka korrektset ribosoomide kokkupanekut (Siibak et al., 2009). Vead
ribosoomide kokkupanekul viivad aga suurema hulga rRNA lagunemiseni (Frazier ja
Champney, 2012). Kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolul tekivad E. colis ribosoomide
lisapartiklid, mis sisaldavad rRNA fragmente. Need lisapartiklid erinevad ribosoomide
alamiihikutest ka valgulise koostise poolest (Siibak et al., 2011). RNaas R on
eksoribonukleaas, mis on voimeline lagundama sekundaarstruktuuridega RNAd ning selle
osalust on ndidatud rRNA lagundamisel nii ribosoomide vigase kokkupaneku vaheproduktide
lagundamisel kui ka rakkude stressi ajal (Basturea et al., 2011). Seega peaksid RNaas R-i
puudumisel kuhjuma rakkudes fragmendid, mille lagunemisel ta tavatingimustel osaleb. Meie
analiiiisides ndib RNaas R’ tiive ribosoomide fraktsioonides laguprodukte olevat rohkem kui
Keio metsiktiitipi tiive omades. Véga suuri kontraste aga ei esine ning seda voib seletada
teiste, RNaas R-i funktsioone dubleerivate eksoribonukleaaside olemasoluga rakkudes
(PNPaas, RNaas Il, RNaas PH)(Basturea et al., 2011).

Kui meie hiipotees, et YbeY endonukleaasne aktiivsus 16ikab rRNA fragmentideks enne
nende 10plikku lagundamist eksoribonukleaaside nagu RNaas R poolt, vastab toele, peaksid
YbeY" tiive ribosoomide profiilid nditama teistsugust pilti kui Keio WT ja RNaas R tiivede
profiilid. Kui YbeY on ainus endoribonukleaas, mis rRNA lagundamisel osaleb, siis ei tohiks
YbeY" tiives tekkida vdiksemaid rRNA fragmente, kuid oleks loomulik, et kuhjuksid rRNA
valesti protsessitud eellased. Kui YbeY on vaid iiks mitmest endonukleaasist, mis selliseid
16ikeid teeb, voiks selle puudumisel leiduda ka rRNA laguprodukte. Meie YbeY™ tiive
ribosoomide profiilid viitavad esimesele stsenaariumile, sest antibiootikumide juuresolul ei
leidu rRNA laguproduktidest ribosoomide lisapartikleid, mida leidub Keio WT ja RNaas R
tiivede proovides. Naib, et YbeY voib olla oluline selliste lisapartiklite tekkimisel. Samas on
YbeY" tiive ribosoomide sahharoosigradiendi fraktsioonide analiiiis Northern blotil andnud
meile vastuolulisi andmeid (andmeid ei ole esitatud), mis ei vilista ka teist vOimalust.

Kindlasti peab enne 16plike jérelduste tegemist eksperimenti YbeY" tiivega kordama.

Edasised uurimissuunad meie tooriihmas kdtkevad endas kindlasti YbeY rolli uurimist
ribosoomide lagundamisel. Huvitav oleks uurida, kas ArnrAybeY tiive aeglane kasv kajastub
kuidagi ka ribosoomide profiilides ning kas selle pohjus voib peituda vigases ribosoomide
lagundamises. Peale selle tasuks lahemalt uurida ka RNaas LS’ tiive ribosoomide profiile, sest
kirjanduses (Otsuka ja Yonesaki, 2005) on seda endoribonukleaasi seostatud 23S rRNA

metabolismiga.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s uuriti ribosoomide lagundamist ribonukleaaside RNaas R ja YbeY
puudumisel E. colis. Peale selle vaadeldi antibiootikumide kloramfenikooli ja eriitromiitsiini,
mis inhibeerivad valgusiinteesi ja mille tottu tekivad vead ribosoomide kokkupanekul, mdju
nendele protsessidele. Keio WT, RNaas R ja YbeY" tiivede antibiootikumideta kasvanud
kultuuride ribosoomide profiilid olid kiillaltki sarnased, kuigi YbeY™ tiives leidus vdhem
aktiivselt transleerivaid ribosoome. Kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolul kasvanud
Keio WT ja RNaas R’ tiivede ribosoomide profiilid niitasid aga ribosoomide lisapartiklite
teket. Northern blot meetodil saadud rRNA mustritest oli niha, et lisapartiklitesse kuuluvad
peale kiipsete 23S ja 16S rRNA molekulide ka nende fragmendid. Need andmed viitavad
ribosoomide intensiivsemale lagundamisele kloramfenikooli ja eriitromiitsiini juuresolul
nendes tiivedes. YbeY tiive ribosoomide profiile antibiootikumide lisamine ei mdjutanud, mis
annab alust arvata, et endonukleaas YbeY méngib rolli ribosoomide lisapartiklite tekkes.
Ometi ei saa lugeda tdestatuks meie hiipoteesi, et YbeY on endoribonukleaas, mis on vajalik
rRNA fragmentide tekkeks ribosoomide lagundamise protsessis, sest Northern bloti meetodil
saadud rRNA mustrites kahest eri eksperimendist leidus vastuolusid. Seega on vaja teha
sellele kiisimusele vastuse vilja selgitamiseks tdiendavaid katseid. Peale selle avastati, et
uuritavate tiivede kasvu tundlikkuse suurenemisel kloramfenikooli ja eriitromiitsiini suhtes ei
ole positiivset seost ribosoomide lagundamise elavnemisega. Seetottu ei ole alust viita, et
ribosoomide lagundamise soodustamine on osa kloramfenikooli ja eriitromiitsiini

toimemehhanismist E. coli kasvu inhibeerimisel.
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On the Roles of Ribonucleases RNase R and YbeY in Ribosome

Degradation in Escherichia coli

Sille Hausenberg

SUMMARY

Ribosomes are important organelles in the cells because they conduct protein synthesis.
Proteins are necessary building blocks of the organism and they are needed for growth and
reproduction. Ribosomes are made of ribosomal RNA (rRNA) and ribosomal proteins and
their amount has to increase before the division of the cell. Therefore a lot of resources and
energy are used to produce ribosomes. However, it has been discovered that in a number of
conditions ribosomes are degraded (review in Deutscher, 2009; Maivili et al., 2013). The
causes for ribosome degradation have been studied in a model organism, Escherichia coli but
the exact mechanisms remain unknown. A rise in rRNA fragments has been observed in the
absence of certain exoribonucleases and therefore these enzymes have been held responsible
for degradation of these fragments (Basturea et al., 2011). However, the identity of
endoribonucleases which are responsible for the first cuts in rRNA has remained a mystery
(Deutscher, 2009).

In this work, we have conducted research on the roles of two ribonucleases, RNase R and
YbeY in ribosome degradation. RNase R is an exoribonuclease which has been shown to
participate in the ribosome degradation caused both by both defects in ribosome assembly and
starvation (Basturea et al., 2011). It is distinct from other exoribonucleases in E. coli due to its
ability to degrade RNA with secondary structures (Cheng and Deutscher, 2002). YbeY is an
endoribonuclease which has been shown to participate in a quality control mechanism of 70S
ribosome in cooperation with RNase R (Jacob et al., 2013). Furthermore, there is a hypothesis
that YbeY might be the endonuclease that initiates ribosome degradation. We have tested this
hypothesis by comparing the ribosome profiles and patterns from Keio wild type, RNase R’
and YbeY™ strains and studying the effects of protein synthesis inhibiting antibiotics

chloramphenicol and erythromycin on them.

We have discovered that the presence of chloramphenicol and erythromycin enhances
ribosome degradation in RNase R’ strain as has been already shown to be the case in Keio

wildtype strain (Siibak et al., 2009). There are additional ribosomal particles that do not
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correspond to 70S ribosomes and 30S or 50S subunits in the ribosome profiles of these two
strains in the presence of antibiotics. These particles contain degradation products of 23S and
16S rRNAs as seen from the rRNA patterns obtained by hybridization with rRNA specific
oligonucleotides and Northern blotting. However, the antibiotics do not seem to have any
effect on ribosome degradation in YbeY" strain according to the ribosome profiles. The
antibiotic-treated samples are similar to the control without antibiotic and the generation of
additional ribosomal particles is not detected. This seems to indicate that YbeY is involved in
the induction of these particles and therefore might be the endonuclease that initiates
ribosome degradation. Nevertheless, this is not our final conclusion since we have observed
some contradictions in the data of rRNA patterns from different experiments. Thus, it is
necessary to conduct more experiments in order to clear this subject. In addition to the
previous experiments, we also measured the minimal inhibitory concentrations of
chloramphenicol and erythromycin in Keio wildtype, RNase R™ and YbeY" strains. We
discovered that removal of RNase R and YbeY does not make cell growth more sensitive to
chloramphenicol, but removal of YbeY does increase the sensitivity to erythromycin. We
have concluded that the promotion of ribosome degradation does not seem to be a part of the
cell growth inhibiting mechanism of these antibiotics since the increase in sensitivity does not

correspond to the enhancement of ribosome degradation.
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LISA1

LP puhver

60 mM KCI

60 mM NH,CI

50 mM Tris puhver pH=7,9

6 mM MgCl,

5 mM B-merkaptoetanooli (lisada 1x LP
puhvrile vahetult enne kasutamist)

10x LLP puhver

250 mM Tris puhver pH=7,9

1M KCI

100 mM MgCl,

Hoida +4°C juures.

5 mM B-merkaptoetanool (lisada 1x LLP
lahusele vahetult enne kasutamist)

10x MOPS puhver

200 mM MOPS

Panna paika pH=7,0 2N NaOH abil.

50 mM naatriumatsetaat

20 mM EDTA

Filtreerida ldbi 0,2 pm pooriga filtri.
Séilitada toatemperatuuril ja Kkaitsta valguse
eest.

20x SSC lahus

3 M NaCl

0,3 mM naatriumtsitraat

Panna paika pH=7,0 HCl abil. Filtreerida 14bi
0,2 um pooriga filtri. Autoklaavida.

Séilitada toatemperatuuril.

10x Detektsioonipuhver

0,5 M TRIS alus

1 M NaCl

Panna paika pH=9,5, kasutades selleks
kontsentreeritud HCI.  Autoklaavida ja
séilitada +4°C juures.

Hiibridisatsioonipuhver

0,5 M naatriumfosfaatpuhver pH=7,2
7% SDS

Pesupuhver

20 mM naatriumfosfaatpuhver pH=7,2
1% SDS

10x MAB puhver

1 M maleiinhape

1,5 M NacCl

Panna NaOH kasutades paika pH=7,5.
Filtreerida 1dbi 0,2 um pooriga filtri.
Autoklaavida. Silitada +4°C juures.

1xMAB+Tween lahus

755 ml 1x MAB lahusele lisada 2,26 ml
Tween20. Hoolikalt segada.

10x Block lahus

10% blokeerimisreagenti (Roche (Cat. No. 11
096 176 001)) lahustada 1x MAB puhvris.
Soojendada +65°C, segada magnet-segajal.
Autoklaavida, et tdielikult lahustuks. Hoida 10
ml kaupa -20°C juures.

1x MAB+Block lahus

Vahetult enne kasutamist lisada 45 ml 1x
MAB Ilahusele 5 ml sulanud Block lahust.
Segada.

Puhastuslahus

1% SDS
5 mM EDTA (pH=8)
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LISA 2

Keio WT, 23S-190-Fluo Keio WT, 16S-1220-fluo
Ilma AB CAM Ery Ilma AB CAM Ery
1 2345678 910111213141516 1 2345678 910111213141516

b

C D =
RNaas R~, 23S-190-Fluo RNaas R™,16S-1220-Fluo
Ilma AB CAM Ery Ilma AB CAM Ery
1 23 45 6 7 8 910111213 141516 1 2 3 45 6 7 8 910111213 141516
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Joonis 10. Northern blotil saadud rRNA mustrid kontrollproovidest ning kloramfenikooli ja
eriitromiitsiiniga t66deldud proovidest. A) Keio WT tiive 23S rRNA fragmendid (23S-190-
Fluo oligonukleotiid). B) Keio WT tive 16S rRNA fragmendid (16S-1220-Fluo
oligonukleotiid). C) RNaas R tiive 23S rRNA fragmendid (23S-190-Fluo oligonukleotiid).
D) RNaas R tiive 16S rRNA fragmendid (16S-1220-Fluo oligonukleotiid). Roheliste
nooltega on margitud pinnafraktsioonid. Punaste nooltega on mirgitud pdhilised 16S rRNA
laguprodukte sisaldavad fraktsioonid eriitromiitsiini sisaldavates proovides. Fraktsioonide
numbrid vastavad joonistel 7 ja 8 kasutatud fraktsioonide tdhistusele.
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