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INFOLEHT

23S rRNA modifikatsioonide roll valgusiinteesis

Triin Truu

Valgusilintees on keeruline protsess, mille mdistmiseks on ribosoomi struktuuri ja tema
funktsioneerimist juba aastakiimneid uuritud. Kuigi teadmised on ldinud detailsemaks, ei ole
siiski kdik valkude slinteesi puudutavad aspektid teada. Kdesolevas t66s demonstreeritakse
23S rRNA domeeni V modifikatsioonide puudumise mdju valgusiinteesile. Sellest lahtuvalt
tOestatakse, et peptidiulltransferaasse piirkonna modifikatsioonid ei ole ribosoomi funktsio-

neerimiseks hdadavajalikud, kuid osalevad translatsiooniprotsessi peenhadalestamisel.

MarksGnad: ribosoom, 23S rRNA, PTC, modifikatsioonid, valgusiintees

CERCS kood: P320; Nukleiinhappeslintees, proteiinisiintees

The role of 23S rRNA modifications in protein synthesis

Triin Truu

The process of protein synthesis is complicated and not yet fully understood. Although
research in this field has been ongoing for decades the fine details behind assembling a
functional ribosome lie behind the structure of the ribosome. In this thesis | demonstrate the
importance of the modifications in the PTC region of the 23S rRNA. RNA modifications in the
domain V of the 23S rRNA are not essential for assembling a functional ribosome. Instead they

participate in the fine-tuning of the ribosome and therefore the translational process.
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KASUTATUD LUHENDID

Amp - ampitsilliin

Cam — klooramfenikool

GAC — GTPaasne keskus (ingl. k GTPase associated centre)
IPTG — isopropul B-D-1-tiogalaktoptiranosiid

FRT — Flp-rekombinaasi sihntmark jarjestus (Flp recombination target)
LLP — luusilahjenduspuhver

MOPS — 3-morfolinopropaansulfoonhape

ONPG — orto-nitrofeniiiil-B-galaktosiid

PTC — peptidliltransferaasne tsenter

SRL — sartsiin-ritsiin ling

TBE — tris-boorhape-EDTA puhver

Tc — tetratsukliin

TCA —triklorodadikhape (ingl. k. trichloroacetic acid)

U — Ghik (Unit)

wt — metsiktttp (wild type)



SISSEJUHATUS

Ribosoom on kompleksne masinavark, mis katalllsib aminohapete liitmist funktsionaalseteks
valkudeks. Uheks levinumaks mudelorganismiks valgusiinteesi uurimisel on Escerichia coli,
kelle ribosoomid koosnevad 54 ribosomaalsest valgust ning 5S, 16S ja 23S ribosomaalsetest

RNAdest.

Valgusiinteesiks oluline kataltdtiline aktiivsus on 23S rRNA domeenis V asuval
peptididltransferaassel tsentril (PTC), kus toimub aminohapetevahelise paptiidsideme
siintees. 23S rRNA domeen V sisaldab suuremat osa 23S rRNA modifikatsioone, milleks on
pseudouridiinid ja metliilmodifikatsioonid. 20 aastat tagasi avaldasid Harry Noller ja Rachel
Green t00, milles pustitasid hipoteesi, et 23S rRNA peptididltransferaasset piirkonda
moodustavas RNA ahelas on 80-nukleotiidne jarjestus, milles asuvad modifikatsioonid on
ribosoomi funktsioneerimiseks hadavajalikud (Green & Noller, 1996). Hetkel on Uldsuse
arvamus, et modifikatsioonide rolliks on ribosoomi peenhaédlestamine. Varasematest to6dest
on teada, et eraldiseisvana ei pohjusta domeeni V modifikatsioonide puudumine fenotidbilisi

efekte. Erandiks on metiltransferaasi RImE poolt siinteesitav Um2552.

Kadesolevas magistritod kirjanduslikus osas antakse Ulevaade ribosoomist, translatsiooni
elongatsioonist ning tdapsemalt peptididltransferaassest tsentrist, domeenis V asuvatest
modifikatsioonidest ja ribosoomile seonduvate antibiootikumide mdjust valguslinteesile. T66
eksperimentaalses osas selgitatakse 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide puudumise mdju

valgusiinteesile.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Ulevaade Escherichia coli ribosoomist

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud ensiitimid, mis viivad labi valkude biosiinteesi.
Erinevalt teistest rakulistest polimeraasidest on ribosoomid RNAI pShinevad enstiimid, mille
RNA ja valgu suhe on bakteritel ligikaudu 2:1. Ribosoomi katallitilise funktsiooni eest
vastutab ribosomaalne RNA (rRNA) (Melnikov et al., 2012; Yusupov et al., 2001). Bakteri
ribosoom koosneb vaikesest 30S ja suurest 50S partiklist (Joonis 1). 30S alatihik koosneb 16S
rRNAst (1542 nt) ja 21 ribosoomi valgust (S1-S21) ning 50S alatihik koosneb 23S rRNAst (2904
nt), 5S rRNAst (120 nt) ja 33 ribosoomi valgust (L1-L36) (Joonis 1) (Melnikov et al., 2012;
Wittmann, 1976). 30S ja 50S alatihikud moodustavad tiheskoos translatsiooniliselt aktiivse 70S
ribosoomi partikli. 70S partikli moodustumiseks on vajalikud sublihikutevahelised sillad, mis

30S ja 50S partiklite kokkupuutepindasid koos hoiavad (Yusupov et al., 2001).
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Joonis 1. Bakteriaalse ribosoomi komponendid. r-valgud ja rRNAd on kujutatud eraldi ning suure ja
vaikese ribosomaalse subilihiku koosseisus. rRNA on kujutatud hallina ja r-valgud on kujutatud
mitmevarvilisena. Joonis kohandatud Rya Ero doktoritddst (Ero, 2012).

1.1. Ribosomaalne RNA

16S rRNA, 30S subihiku pohilise komponendi, sekundaarstruktuuris eristuvad neli suurt
domeeni, milleks on tsentraalne domeen (C), 5’ domeen (5’), 3’ mazoorne domeen (3’M) ning
3’ minoorne domeen (3’'m) (Joonis 2A). Neid nelja domeeni ihendab domeen A (Gulen et al.,

2016), mida peetakse ka vaikese subihiku evolutsiooniliseks eellaseks (Petrov et al., 2015).
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30S tertsiaarstruktuuris (Joonis 2B) on vdimalik sekundaarstruktuuril kujutatud domeene

selgelt eristada (Gao et al., 2003; Wimberly et al., 2000).

16S rRNA sekundaaraarstruktuur 16S rRNA tertsiaarstruktuur
Joonis 2. 16S rRNA sekundaar- ja tertsiaarstruktuurid. (A) 16S rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on
naidatud 16S rRNA sekundaarstruktuuris eristatavad elemendid tsentraalne domeen (C ) (punane),
3’mazoorne (3’M) domeen (sinine), 3’'minoorne (3’'m) domeen (roheline), 5" domeen (kollane) ning
tsentraalne A domeen (must). (B) 16S rRNA tertsiaarstruktuur. Sekundaarstruktuuril kujutatud
domeenid C, 3’'M, 3’'m, 5’ ja A on tahistatud samade varvidega nagu naidatud paneelil A (Gulen et al.,
2016).

2013. aastal restruktureerisid Petrov et al. suure sublhiku 23S rRNA sekundaarstruktuuri
markimisvaarselt (Joonis 3) (Petrov et al., 2013). Varasemat, flilogeneesi pdhjal kujutatud 23S
rRNA sekundaarstruktuuri keskset osa kujutatakse tiheahelalise ringina, millest hargnesid kuus
eristatavat domeeni (LISA 1) (Noller et al., 1981). Mudeli restruktureerimise aluseks véeti 23S
rRNA tertsiaarstruktuur, mis véimaldas rRNA struktuuri korrektsemalt maarata ja sekundaar-
struktuuri domeene tapsemini defineerida. Tanu sellele naidati, et varasemalt (iksikahelalise
ringina tuntud 23S rRNA keskosa on ribosoomis samuti korgelt struktureeritud. Seega
defineeriti see domeen 0-na, mis koiki Glejadanud domeene (I, I, 1ll, IV, V, VI) Gthendab (Joonis
3A) (Petrov et al., 2013). Erinevalt 16S rRNAst, mille tertsiaarstruktuuris moodustavad viis
sekundaarstruktuuri domeeni eristatavad morfoloogilised elemendid (Joonis 2B), on 23S rRNA
tihedalt labipdimunud monoliitne struktuur. See tahendab, et 50S alalihiku Gkski
sekundaarstruktuuri domeen pole tertsiaarstruktuuri silmas pidades teistest selgelt eristatav

(Joonis 3B) (Ban et al., 2000).
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Joonis 3. 23S rRNA sekundaar ja tertsiaarstruktuurid. (A) Tertsiaarstruktuuri pdhjal
restruktureeritud 23S rRNA sekundaarstruktuur. Joonisel on margitud domeenid, | (helelilla), Il
(sinine), Il (tumeroosa), IV (kollane), V (heleroosa), VI (tumeroheline) ja 5S rRNA (heleroheline) ja
hiljuti defineeritud domeen 0 (beez) (Petrov et al., 2013). (B) 23S rRNA tertsiaarstruktuur
moodustab monoliitse struktuuri. Sekundaarstruktuuril kujutatud domeenid on varvitud vastavalt
paneelil A ndidatule (PDB ID: 3R8S).

1.2. Translatsiooni elongatsiooni mudel

Vaike subihik sisaldab dekodeerivat tsentrit, kus toimub korrektse aminoatsiileeritud tRNA
(aa-tRNA) selektsioon tdnu komplementaarsusele mRNA koodoni ja tRNA antikoodoni vahel
(Clemons et al., 1999). Suur subihik sisaldab peptididltransferaasset tsentrit, mis kataltlsib
uute aminohapete liitmist kasvavale poliipeptiidahelale. Peamine mudel translatsiooni
elongatsioonitsiiklist koosneb kolmest suurest sammust (Joonis 4). Esiteks seondub
aminoatsileeritud tRNA kompleksis EF-Tu ja GTPga ribosoomi A-saiti (Joonis 4B). Korrektne
koodon-antikoodon interaktsioon pShjustab ribosoomi “’suletud” konformatsiooni tekke, mis
omakorda stabiliseerib tRNA seondumise (Ogle et al., 2002). Seejarel toimub GTP hidrolids,
mida vahendab elongatsioonifaktor EF-Tu (Ramakrishnan, 2002). EF-Tu vahendatud GTP
hidrolldsi jargselt vabaneb viimase kiljest tRNA aminoatsiil osa ja liigub 50S sublihiku A-
saiti, peptidliltransferaassele tsentrile Iahemale (Joonis 4C) (Schmeing et al., 2009). Teiseks
reageerib A-saiti seondunud aa-tRNA a-amino riihm P-saidis oleva peptidiul-tRNA
karbonillse stsinikuga, et saaks moodustuda peptiidside. Peptiidsideme tekkimine on

spontaanne ja ei vaja lisafaktoreid. Vabanenud peptiidahel kantakse lle A-saidis olevale
10



tRNAle, mille tulemusena jaab P-saiti deatstill-tRNA ja A-saiti peptidiiil-tRNA, mis on
omakorda Uhe aminohappe vdrra pikem. Elongatsioonitsiikkel [8peb peptidildl-tRNA
translokeerumisega A-saidist P-saiti ja deatstll-tRNA liikumisega P-saidist E-saiti, kus ta
seejarel ribosoomist dissotsieerub. Translokatsiooni toimumisele aitab kaasa elongatsiooni-
faktor EF-G, mis on samuti GTPaas. Translokatsiooni ajal liigub mMRNA-tRNA kompleks edasi
kolme nukleotiidi ehk ihe koodoni vorra, see voimaldab A-saiti seonduda uuel aa-tRNA-I

(Ramakrishnan, 2002).
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Joonis 4. Translatsiooni elongatsiooni skeem. (A) Kui fMet-tRNA™¢t on ribosoomi P-saiti seondunud,
(B) siis saab ribosoomi viaikese subihiku A-saiti seonduda aminoatsill-tRNA. Korrektne koodon-
antikoodon paardumine vallandab EF-Tu GTP hiidrollisi ning EF-Tu vabaneb. (C) aa-tRNA nihkub 50S
A-saiti ning spontaanselt toimub ka peptiidsideme teke. P-saiti jadb deatslll-tRNA ning A-saiti
peptiditl-tRNA. (D) Ratchet liikumise tulemusena asetuvad deatsiill-tRNA ja peptididl-tRNA 3’otsad
50S subihikus vastavalt E- ja P-saitidesse (P/E ja A/P hubriidolek). EF-G GTP hidroliils vGimaldab
translokatsiooni toimumist ning (E) deatstil-tRNA ja peptididl-tRNA  paigutuvad post-
translokatsioonilises ribosoomis vastavalt E ja P-saitisesse. Joonis kohandatud (Agirrezabala ja Frank,
2009).
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2. 23S rRNA domeenid

Jargnevas peatiikis antakse lihillevaade 23S rRNA domeenidest O, I, I, lll, IV ja VI. T66

temaatikast lahtuvalt keskendutakse detailsemalt domeenile V.

E.coli 23S rRNA koosneb 2904 nukleotiidist, mis sekundaarstruktuuris moodustab seitse
domeeni. Kaheksanda domeenina loetakse 50S subihikus 5S rRNAd (Joonis 3). Varem
defineeriti rRNA domeeni kui suurt lingu, mis sisaldab omakorda vaiksemaid linge ja
biheelikseid (Noller et al., 1981). Petrov et al. defineeris 2013. aastal domeeniks kompaktse ja
globulaarse struktuuri, mis on vdimeline iseseisvalt voltuma ja mida stabiliseerib

domeenisisene molekulaarsete interaktsioonide vorgustik (Petrov et al., 2013).

Domeen O

Domeen 0 (23S rRNA nukleotiidid 562-586, 1251-1270, 1648-1678, 1990-2057, 2611-2625),
mille Petrov et al. sekundaarstrukuuri mudelis imber defineerisid, moodustub heeliksitest
253, 2643, 26, 61, 72 ja 73 (Joonis 3A). Heeliksid 25a ja 26a moodustati varasemas sekundaar-
struktuuris Uksikahelatena kujutatud RNA ahelatest. Heeliks 26 positsioneeriti Umber
domeenist Il, heeliks 61 domeenist IV ja heeliksid 72 ning 73 domeenist V. Tsentraalse
domeenina moodustab domeen 0 50S partikli tuumiku ja Ghendab koiki teisi 23S rRNA
domeene. Domeenil 0 tundub olevat ka teine struktuuriline roll. Ta sisaldab vagu, mis hoiab
peptidiiiltransferaasse tsentri A- ja P-piirkondi iiksteisele ldhedal. Uhtlasi osaleb domeen 0
peptiidahela valjumistunneli alguse moodustamises. Domeen O sisaldab Uht RNA

modifikatsiooni: m®A2030 (Golovina et al., 2012; Petrov et al., 2013).

Domeen |

Domeen | sisaldab heelikseid 1-24 (nt 1-561, 2895-2904) (Joonis 3A) (Petrov et al., 2013).
Domeen | paigutub 50S partikli selgmisse (solvendi poolsesse) piirkonda ja moodustab
tertsiaarstruktuuris kontakte domeenidega I, Ill, IV ja V (Yusupov et al., 2001). 23S rRNA
domeeniga | seotud L4 valk seondub ribosoomile biogeneesi varajastes etappides ja osaleb
peptiidahela valjumistunneli moodustamises (Schuwirth et al., 2005). E. coli 23S rRNA

Domeenis | ei ole teada ihtegi RNA modifikatsiooni (Petrov et al., 2013).

Domeen |l
Domeeni Il moodustavad heeliksid 25, 27-46 (nt 587-1250) (Joonis 3A) (Petrov et al., 2013).
See domeen on 23S rRNA suurim domeen ja moodustab suurema osa 50S subiihiku selgmisest

piirkonnast. Domeen |l moodustab tertsiaarstruktuuris kontakte domeenidega lll, IV, V ja VI
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(Yusupov et al., 2001). Domeen |l sisaldab elongatsioonifaktorite seondumise piirkonda GAC
ehk GTPaasset tsentrit. GAC on kdrgelt konserveerunud ja vajalik valguslinteesi kiiremaks
toimumiseks. Domeenis 1l on neli RNA modifikatsiooni: m'G745, W746, m°U747 ja W955
(Conrad et al., 1998; Gustafsson ja Persson, 1998; Madsen et al., 2003; Wrzesinski et al., 1995).

Domeen llI

Domeen Ill (nt 1271-1647) sisaldab heelikseid 47-60 (Joonis 3A) (Petrov et al., 2013).
Moodustades kompaktse globulaarse domeeni paigutub domeen Il 50S sublhiku alumisse
piirkonda. Enim kontakte moodustab domeen Il tertsiaarstruktuuris domeeniga IlI, kuid
interakteerub ka domeenidega I, IV ja VI. Domeeniga V interaktsioonid peaaegu puuduvad
(Ban et al., 2000). Naiteks Trypanosoma brucei mitokondriaalsel rRNAI puudub tildse domeen
lll, mis voib viidata, et selle domeeni lilesannetega saavad hakkama ka abistavad r-valgud

(Sloof et al., 1985). Domeen llI sisaldab modifikatsiooni m®A1618 (Sergiev et al., 2008).

Domeen IV

Domeen IV tekib heeliksitest 62-71 (nt 1679-1989) (Joonis 3A) (Petrov et al., 2013) ja see
moodustab suurema osa 50S subulhiku kokkupuutepinnast 30S subiihikuga (Ban et al., 2000).
Seetdttu on domeen IV 23S rRNA pdhiline subihikutevaheliste sildade moodustaja. Domeen
IV sisaldab kuut modifikatsiooni: m?G1835, W1911, m3W1915, W1917, m°U1939 ja m>C 1962.
Kolm neist (W1911, m°>W1915, W1917) paiknevad heeliksis 69 ja on fiilogeneetiliselt kdrgelt

konserveerunud (Campo et al., 2005; Ofengand, 2002).

Domeen V

Domeen V (Joonis 5) moodustub nukleotiididest 2058-2601 ning sisaldab heelikseid 74-93
(Joonis 3A) (Petrov et al., 2013). Domeen V paigutub tertsiaarstruktuuris 50S partikli keskele
domeenide IV ja Il vahele ning interakteerub ka domeenidega | ja VI (Ban et al., 2000). Uks
olulisematest valkudest, millega 23S rRNA interakteerub on L1. Selle valgu puudumisel
vaheneb E. coli rakkudes valgusiinteesi tase 40-60%. Pohjuseks voib olla peptididl-tRNA
norgem seondumine ribosoomile ja vahenenud EF-G-sdltuv GTPaasne aktiivsus (Subramanian
& Dabbs, 1980). Kristallograafilised ja kriio-elekronmikroskoopilised andmed viitavad, et L1
valk on ribosoomi struktuuris vaga liikuv ja selle funktsioon on kontrollida deatstleeritud tRNA
eemaldamist ribosoomi E-saidist (Agrawal et al., 2000; Harms et al., 2001; Yusupov et al.,

2001).
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Domeenis V paikneb ribosoomi kdige olulisem piirkond — peptidiililtransferaasne tsenter.

Aminoatsill-tRNA sidumisel ribosoomi osaleb A-ling, mille moodustab heeliks-lingu 92 ling

(Joonis 5). P-ling seondub peptidiiiil-tRNAga ning selle moodustab heeliks-ling 80 (Joonis 5).

P-lingu laheduses paikneb E-piirkond
(ingl. k E-site), kus deatsuleeritud
tRNA ribosoomist valja dissotsieerub

(Moazed ja Noller, 1989).

Domeenis V paikneb enamus 23S

rRNA modifikatsioone: m’G2069
(Wang et al, 2012), Gm2251
(Lovgren ja  Wikstrom, 2001),

m2G2445 (Lesnyak et al., 2006),
hu2449 (O’Connor, 2001), w2457
(Del Campo, Kaya ja Ofengand,
2001), Cm2498 (Purta et al., 2009),
mdC2501 (Andersen, Porse ja
Kirpekar, 2004), m2A2503 (Toh et al.,
2008), W2504 (Conrad et al., 1998),
Um2552 (Caldas et al., 2000), W2580
(Conrad et al., 1998), W2604 ja
Y2605 (Del Campo et al., 2001)

(Joonis 5).
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Joonis 5. 23S rRNA domeen V. Joonisel on kujutatud A- ja P-lingud, E-piirkond ning kdik domeeni V
modifikatsioonid. Joonis kohandatud (Petrov et al., 2013).

Domeen VI

Domeen VI (nt 2667-2914), 23S rRNA kdige vaiksem domeen, moodustub heeliksitest 94-97

(Joonis 3A). Domeeni VI stabiliseerivad ribosoomivalgud ja interaktsioonid domeeniga V.

Lisaks moodustuvad kontaktid domeenidega I, lll ja IV (Ban et al., 2000). Domeeni VI kdige

olulisem piirkond on heeliks 95 (nt 2649-2674). Seal paikneb kdrgelt konserveerunud sartsiin-

ritsiin ling (SRL), mis aktiveerib EF-G GTPaasse aktiivsuse (Clementi et al., 2010). SRL on

marklaud ribotoksiinidele, mis on véimelised hiidroliitisima sartsiin-ritsiin lingu moodustavat
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rRNAd. SRLi hiidroliiiis pohjustab ribosoomide inaktivatsiooni. Escherichia coli domeenis VI ei

ole 23S rRNA modifikatsioone (Fischer et al., 2015).

3. Peptidiiiltransferaasne tsenter

Ribosoomi koéige fundamentaalsemat funktsiooni — peptiidsideme silinteesi — viib labi
peptidiiltransferaasne tsenter. Juba 60-ndatel pakkus Francis Crick valja, et valkudel pShinev
elutegevus vdis alguse saada RNA maailmas ning primitiivne valgusiinteesimehhanism voiski
ainult RNAI p&hineda (Crick, 1968). Sarnase hiipoteesi pustitas ka Harry Noller, kuid lisas, et
funktsionaalsete valkude siintees ei saanud olla eesmark omaette. Vaikesed peptiidahelad
vOisid tdiustada olemasolevate RNAde stabiilsust ja funktsiooni (Noller, 2004), mis vdis

omakorda anda olemasolevale eluvormile eeliseid.

Peptiidsideme katallitsi eest vastutab tksnes suur subihik (Monro, 1967). Suure alatihiku
kristallstruktuuri uurimisel on leitud, et peptididltransferaasne (PT) funktsioon on 23S rRNAI
(Zhang et al., 1998), mitte valkudel nagu Ulejadanud ensiimaatilistes reaktsioonides tavaks
(Smith et al., 2008). Seda nditas ka Noller et al. ja hiljem Khaitovich et al., et suures osas
valkudevabal 50S partiklil sailib peptidiiltransferaasne aktiivsus (Khaitovich et al, 1999;
Noller, Hoffarth ja Zimniak, 1992). Peptidilltransferaasne tsenter moodustub 23S rRNA
domeeni V korgelt konserveerunud siimmeetrilisest tsentraalsest rongast (Joonis 6B), mida
Umbritseb Uldjuhul asliimmeetriline ribosoomi struktuur. Proto-ribosoomiks nimetatud
piirkonna kolmedimensionaalne struktuur on isegi olulisem, kui jarjestuse konserveerumine.
Substraatide 0Oige positsioneerimine on peptiidsideme tekkeks kdige olulisem, kuid
konserveerumine peegeldab substraadi sidumiskohtade olulisust ribosoomis. Tsentraalsem
osa simmeetriapiirkonnast moodustab taskukujulise struktuuri, mille vastaskiilgedes asuvad

23S rRNA A- ja P-lingud (Joonis 6A) (Agmon et al., 2005; Davidovich at al., 2009).
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Joonis 6. Bakteriaalne peptidiilltransferaasne tsenter (PTC). (A) 23S ja 5S rRNAd on hallid, r-valgud on
sinised, PTC ring on punane ja A ning P lingud rohelised. (B) 23S rRNA domeen V, millele on margitud
peptidudltransferaasse ringi asukoht ning A- ja P-lingud. Paneel A (PDB ID:3R8S), paneel B kohandatud
(Petrov et al., 2013).

Simmeetriapiirkond (Joonis 7A) moodustub 180 nukleotiidist ning koosneb kdikides
eludomeenides universaalselt voi Gile 90% konserveerunud nukleotiididest (Doris et al., 2015).
Naiteks kolm olulise funktsiooniga konserveerunud nukleotiidi on G2251 ja G2252 P-lingus
ning G2553 A-lingus. G2252 ja G2553 moodustavad siimmeetrilised Watson-Crick G-C
aluspaarid universaalselt konserveerunud CCA jarjestusega vastavalt P- ja A-saidi tRNAde 3’
otstes (Hansen et al., 2002; Kim ja Green, 1999; Samaha, Green ja Noller, 1995). See vihjab, et
A-saidi tRNA 3’ ots orienteerub 180° Umber, kui translokeerub P-saiti (Joonis 7B). tRNA 3’ otsa
roteeruv osa — C74-A76 — puutub kokku domeeni V nukleotiididega, mis moodustavad
peptidliltransferaasse tsentri tasku. tRNA 3’ otsa roteeruva osa liikumine PTC tasku
nukleotiidide abiga voimaldab aminohappe lilekannet kasvavasse peptiidahelasse (Agmon et
al., 2003). Lisaks tRNA korrektsele positsioneerimisele PTC-s pakuvad Bashan et al. vilja, et
tRNA 3’ otsa spiraalne roteerumine paigutab slinteesitava peptiidahela valjumistunneli suhtes

Oigesti, voimaldades kasvaval peptiidil efektiivselt ribosoomist valjuda (Bashan et al., 2003).
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Joonis 7. Peptidiiltransferaasse tsentri simmeetriapiirkond. (A) Margitud on PTC
simmeetriapiirkonda kaheks jaotav moétteline joon ning A- ja P- lingud. Simmeetriapiirkonda
poolitaval teljel on margitud ka piirkonnad (Tunnelisse), kus paiknevad peptiidi valjumistunneli algust
moodustavad nukleotiidid. Joonis kohandatud (Petrov et al., 2013; Agmon et al., 2003). (B) tRNA 3’
otsa rotatsiooni kujutav skeem PTC tasku simmeetriapiirkonnas. tRNA 3’ otsad on kujutatud
banaanikujulisena. Nende vahel on kujutatud slimmeetriapiirkonda poolitav motteline piir.
Peptidldltransferaasse tsentri tasku sein on kujutatud ribadena. Selguse mottes on jaetud kujutamata
PTC tasku esiseina nukleotiidid A2602 ja U2585, mis moodustavad kontakte tRNAga roosade
tapikestega margitud piirkonnas. Joonis kohandatud (Agmon et al., 2005).

Kuigi enamus peptitilltransferaassest tsentrist 10A raadiuses asetsevatest nukleotiidest on
konserveerunud, siis 100% konserveerunud on neist ainult seitse. Neli neist paiknevad PTC
tasku seinal: G2061, A2451, C2452 ja C2573, mis interakteeruvad tRNA roteeruva 3’ otsaga
(Agmon et al., 2005). Peptidiililtransferaasse tsentri ldheduses asub ka enamus 23S rRNA
modifikatsioone. E. coli 23S rRNA A-lingus paikneb konserveerunud G2553 korval korgelt
konserveerunud modifitseeritud nukleotiid Um2552. P-lingu konserveerunud nukleotiid
G2251 on 2’0 metileeritud (Gm2251) (Caldas et al., 2000; Lovgren ja Wikstrom, 2001).
Ulejaanud modifikatsioonid asuvad PTC taskut moodustaval peptidiililtransferaassel réngal
vOi sellest hargnevatel heeliksitel (Del Campo, Kaya ja Ofengand, 2001; Lesnyak et al., 2006;
Purta et al., 2009; Toh et al., 2008).

4. RNA modifikatsioonide lildiseloomustus

Tanapaevaks on leitud Gle 100 erineva RNA modifikatsiooni (Rozenski, Crain ja McCloskey,
1999). rRNA |[6plikuks valmimiseks on tarvis mitmeid ldmmastikaluste v&i ribooside
modifikatsioone. E. coli ribosomaalne RNA sisaldab 36 modifikatsiooni, kuid naiteks parmi
ribosoom sisaldab umbes sadat ja inimese ribosoom tile kahesaja modifikatsiooni (Decatur ja

Fournier, 2002; Ofengand ja Fournier, 1998). RNA modifikatsioone on vdimalik jagada neljaks
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grupiks (Grosjean, 2005). Esimesse gruppi kuulub uridiini isomerisatsioon pseudouridiiniks (5’-
ribostill-uratsiil; W), teise grupi moodustavad lammastikaluse metilatsioonid, deaminatsioon
inosiiniks, reduktsioon dihidrouridiiniks ja kolmandasse gruppi kuuluvad 2’-hiidroksiitlriihma
metilatsioonid. Neljanda grupi moodustavad haruldasemad komplekssed modifikatsioonid
(Chow, Lamichhane ja Mahto, 2007). Lisaks on Siibak ja Remme andmete jargi vGéimalik
modifikatsioone grupeerida nende ajalise tekkimise jargi ribosoomi assambleerumise kaigus:

varased, hilised ja keskmised (Siibak & Remme, 2010).

4.1. rRNA modifikatsioonid

Koikidest modifikatsioonidest esineb rRNAdes enim pseudouridiine ja metilatsioone (Maden
ja Hughes, 1997; Maden, 1990). Arhede ja eukarliootide ribosoomid sisaldavad
modifikatsioonidest enim pseudouridiine (Dennis, Omer ja Lowe, 2001; Kiss, 2001), kuid
bakterite ribosomaalne RNA sisaldab enim lammastikaluse metilatsioone (Cantara et al.,
2011). Ribosoomi vdike subiihik vdib monedes organismides funktsioneerida ka ilma
pseudouridiinideta samal ajal kui mdne organismi vadike sublhik sisaldab pea 40
pseudouridiini. Arvatakse, et Uldiselt vajab suur sublihik optimaalseks funktsioneerimiseks
vahemalt Ght pseudouridiini, kuid vdib sisaldada 50-60 pseudouridiini (Ofengand et al., 2001).
E. coli 23S rRNA sisaldab kokku kiimme pseudouridiini, millest pooled asuvad

peptidiililtransferaasse tsentri laheduses.

Lammastikaluse modifikatsioone on E. coli vdikeses subuhikus kiimme ja suures subthikus
neliteist. Peamised nukleosiidi metiilatsioonmodifikatsioonid on C-, N-, voi O-metulatsioonid.
Lisaks on suures subihikus metileeritud pseudouridiin, dihiidrouridiin ja 5-hidroksitsatidiin
(Caldas et al., 2000; Hamma ja Ferré-D’Amaré, 2006; Havelund et al., 2011; O’Connor et al.,
2001). Sagedasemad metiilatsioonid on nditeks N2 positsioonist metileeritud guanosiin (m;G
vOi N2-metlitilguanosiin) ja riboosi 2’-hidroksiitilriihma metiilatsioon (Nm). E. coli viiest N2-
metiiilguanosiinist kaks asub 23S rRNAs. Uks asub domeeni IV heeliksis 68 (m2G1835), mis on
heeliksi 69 ja seega ka subiihikutevaheliste sildade B2b ja B2c |ldheduses. Teine modifikatsioon
asub domeeni V heeliksis 74 (m2G2445), mis hargneb valja PTC tsentraalsest rdngast (Lesnyak
et al., 2006; Sergiev et al., 2006). 2’-hidrokstilrihma metilatsioone on E. coli ribosomaalses
RNAs kokku neli. Kolm neist asuvad 23S rRNAs (Cm2498, Gm2251, Um2552) ning (iks 16S
rRNAs (m*Cm1402) (Caldas et al., 2000; Lovgren ja Wikstrom, 2001; Purta et al., 2009).

Tavaliselt paiknevad rRNA modifikatsioonid enim konserveerunud funktsionaalsetes

piirkondades ning moned modifikatsioonid on ise evolutsiooni kaigus konserveerunud
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(Brimacombe et al, 1993; Caldas et al, 2000). Modifitseeritud nukleotiidide
kontsentreerumine funktsionaalsetesse tsentritesse viitab modifikatsioonide vajalikkusele
ribosoomi funktsioneerimisel. Enim konserveerunud pseudouridiinid paiknevad 23S rRNA
heeliksis 69 (W1911, W1915, W1917), mis osaleb subilihikutevaheliste sildade moodustamisel ja
asub A- ning P-saidi tRNAde vahel (Ofengand et al., 2001).

Ribosoomi suure subuihiku funktsioneerimiseks on modifikatsioonid olulisemad kui vaikese
sublihiku puhul. Rachel Green ja Harry Noller pakkusid vélja hipoteesi, et domeeni V
peptidilltransferaasse tsentri piirkonnas paikneb 80-nukleotiidne piirkond (nt 2445-2623)
(Joonis 5), mille modifikatsioonid on ribosoomi funktsioneerimiseks hadavajalikud. In vitro
sinteesitud 23S rRNA, mis ei sisalda Uhtegi modifikatsiooni, ei suuda assambleeruda
funktsionaalseks subtihikuks (Green & Noller, 1996). Samas naitasid Green ja Noller moned
aastad hiljem, et Bacillus stearothermophiluse in vitro konstrueeritud modifikatsioonideta 23S
rRNAI, sdilis peptidliltransferaasne aktiivsus, kuigi see oli 10x vahenenud (Green & Noller,
1999). Eelmainitud 80-nukleotiidse piirkonna sees paikneb seitse modifikatsiooni: m,G2445,
D (dihGdrouridiin) 2449, W2457, Cm2498, m2A2503 ja W2504 (Green & Noller, 1996) ning
hiljuti avastatud oh>C2501 (Joonis 5) (Havelund et al, 2011). Lisaks asuvad
peptidiililtransferaasse tsentri ldheduses ning A- ja P-lingudes (lejddanud domeeni V

modifikatsioonid (m’G2069, Gm2251, Um2552, W2580, W2604, W2605) (Sergiev et al., 2011).

Modifikatsioonide keemilised omadused ei viita spetsiifilistele funktsionaalsetele omadustele,
kuid on selge, et nukleotiidide modifitseerimine vdib endaga kaasa tuua mitmeid rRNA
struktuurseid muutuseid. Naiteks pseudouridiinidel on N-1 positsioonis vaba vesiniksideme
doonor, mis vdimaldab stabiliseerida rRNA tertsiaarstruktuuri (Noeske et al., 2015). Riboosi
2’-hidrokstdlrihma metilatsioonid suurendavad RNA stabiilsust hiidrolidsi suhtes (Helm,
2006) ning vesiniksideme doonori eemaldamisega tekib vdimalus hidrofoobseteks
kontaktideks (Sergiev et al., 2011). Alusmetilatsioonid suurendavad ldmmastikaluste
stackingut (Yarian et al., 1999). Erinevad tulemused viitavad, et enamasti pole individuaalselt
rRNA modifikatsioonidel valgusiinteesile suurt efekti. Siiski on spekuleeritud, et
modifikatsioonide kaotamine rRNAst omab kumulatiivset efekti, seega vdivad
modifikatsioonid rolli mangida translatsiooni peenregulatsioonil (ingl.k fine-tuning) (Decatur

ja Fournier, 2002; Ofengand ja Fournier).
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4.2. E. coli 23S rRNA domeeni V modifikatsiooniensiimid ja modifikatsioonid

Domeeni V pesudouridiinid ja nende slintaasid

Pseudouridiine slinteesivad pseudouridiinisiintaasid. Need enstiimid kataltusivad
kohtspetsiifiliselt rRNA ahelas uridiini jadkide isomerisatsiooni pseudouridiinideks.
Pseudouridiinistintaasid ei vaja uridiini isomerisatsiooniks lisaenergiat ega -faktoreid. Selleks,
et W-slintaasid juhuslikust U nukleotiidist RNA ahelas pseudouridiini ei sinteesiks on
substraadi dratundmine vaga oluline (Koonin, 1996). Eukarlootide ja arhede rRNA
modifitseerimiseks on lisaks slintaasile tarvis ka abistavaid snoRNAsid, mille abil saavutatakse
enstlumi kdrge spetsiifilisus dige nukleotiidi suhtes (Kiss, 2001). Eubakterite pseudouridiini
slintaasid saavutavad spetsiifilisuse nii jarjestusliku kui strukuurse informatsiooni pdhjal. E.
coli enstiimide pohjal on pseudouridiini slintaasid jagatud viide gruppi: RIUA, RsuA, TruA, TruB
ja TruD (Kaya & Ofengand, 2003; Koonin, 1996). Tavaliselt on iga pseudouridiini
sliinteesimiseks individuaalne ensiiim, kuid mdned pesudouridiinisiintaasid siinteesivad
RNAsse rohkem kui tihe pseudouridiini. Naiteks RIuC ja RluD slinteesivad 23S rRNAs kolme
pseudouridiini (Conrad et al., 1998; Leppik et al., 2007). Lisaks on RIUA vdimeline uridiini
isomeriseerima nii rRNAI kui tRNAI (Raychaudhuri et al., 1999).

Escherichia coli 23S rRNA domeeni V pseudouridiine siinteesivad RluB, RIuC, RIUE ja RIuF.
(Conrad et al., 1998; Del Campo et al., 2001). RluB katalisib pseudouridiini siinteesi 23S rRNA
positsioonis U2605 ning viimase kdrval positsioonis U2604 katalllsib pseudouridiini stinteesi
RIuF, mis on RluB homoloog. Lisaks leidsid Del Campo et al., et RIuF ei oma taielikku
spetsiifilisust positsiooni U2604 suhtes, vaid vdib vahesel maaral modifitseerida ka U2605.
Sama t66 raames identifitseeriti ka modifikatsiooniensiiim RIUE, mis katalllsib
pseudouridiini stinteesi 23S rRNA positsioonis U2457. Nende enslilimide deletsioonid ei
pOhjusta muutuseid rakkude generatsiooniaegades. Ka ArluB ArluF topeltmutandil ei ole
keskmistel temperatuuridel taheldatud fenotlitbilisi defekte vorreldes metsiktidpi tlivega
(Del Campo et al., 2001). Samas pohjustab ArluB kilmatundlikkuse fenotidpi. Lisaks
akumuleeruvad madalatel temperatuuridel vabad 30S ja 50S partiklid ning vaheneb 70S
partiklite osakaal rakkudes. Sellegipoolest pole veel taiesti selge, kas defekt tuleneb RIuB poolt
siinteesitava modifikatsiooni puudumisest v6i omab RluB rakus ka mingit muud funktsiooni
(Jiang et al., 2007). Naiteks voib RIuB olla faktor 23S rRNA korrektseks pakkimiseks. RIUE kohta
on teada, et in vitro substraadiks saab olla vaba 23S rRNA, kuid in vivo substraat pole veel

kindlaks maaratud (Del Campo et al., 2001). RluB, RIUE ja RIuF katallilsivad modifikatsioonide
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siinteesi ribosoomi varajases kokkupakkimise faasis (Siibak ja Remme, 2010), seega on

toendoliselt nende ensliimide substraadiks suures enamuses valkudevaba 23S rRNA.

RluC on pseudouridiinisiintaas, mis katallilisib 23S rRNAs kolme uridiini isomeriseerumist
pseudouridiiniks positsioonidel U955 (domeen Il), U2504 (domeen 0) ja U2580 (domeen V)
(Conrad et al., 1998). rluC deletsioonitlivel ei esine kasvudefekte (Conrad et al., 1998). Samas,
pseudouridiin positsioonis 2504 suurendab raku resistentsust mitmetele antibiootikumidele,
naiteks tiamuliinile, klindamutsiinile ja linesoliinidele. Kuigi rluC geeni vdib leida mitmete a-
proteobakterite genoomist, siis ei ole see geen universaalselt konserveerunud. Kasvudefekti
puudumine viitab samuti, et need pseudouridiinid ei ole ribosoomi funktsioneerimiseks
hadavajalikud. (Toh ja Mankin, 2008). Sarnaselt teistele domeeni V pseudouridiinisiintaasidele
siinteesib ka RIuC modifikatsioone ribosoomi varajases assambleerimise faasis (Siibak &

Remme, 2010).

Domeeni V metlulmodifikatsioonid ja metidltransferaasid

23S rRNA domeeni V metiitimodifikatsioone siinteesivad viis metiiltransferaasi: RImB, RImE,
RImKL, RImM ja RImN (Caldas et al., 2000; Lovgren ja Wikstrom, 2001; Purta et al., 2009; Toh
et al., 2008; Wang et al., 2012). Uldjuhul koosnevad metiiiiltransferaasid kahest domeenist.
Kuna metiiltransferaasid kasutavad metuilrihma doonorina S-adenosuil-L-metioniini
(SAM), siis sisaldavad nad SAM-i siduvat domeeni. SAM-i siduv jarjestus on norgalt
konserveerunud, kuid koik metliltransferaasid seovad kofaktorit samas ekvivalentses
positsioonis. Teine, substraati siduv domeen on samuti vaga varieeruv (Martin ja McMillan,

2002).

RImB katalllsib 2’-O-metilatsiooni P-lingu universaalselt konserveerunud positsioonis
G2251. Saccharomyces cerevisiae mitokondriaalsed ribosoomid ei ole funktsionaalsed kui
rakus puudub vastav metilltransferaas. Funktsionaalsuse defekt ei teki aga modifikatsiooni
puudumisest, vaid RImB analoogil Pet56p ensiiimil endal on tdendoliselt mingi teine
funktsioon ribosoomi assambleerimisel. Lisafunktsioon vdib tuleneda Pet56p N-terminaalse
osa 143-aminohappelisest pikendusest, mis puudub E. coli RImB-| (Lovgren ja Wikstrom, 2001;
Sirum-Connolly ja Mason, 1993). E. coli kasvukiirus ArImB tivel ei erine metsiktldpi tlivest.
Samuti ei ole ArImB tiivi vorreldes rimB* tliivega vahem konkurentne ja valgu puudumisel ei
ole wild type rakud voimelised neid kasvukeskkonnast vidlja konkureerima (Lovgren ja

Wikstrom, 2001). Erinevalt domeeni V pseudouridiinidest katallusitakse Gm2251 ribosoomi
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assambleerimise keskmises faasis (Siibak ja Remme, 2010). Seega vdib RImB vajada mingit

konkreetset 23S rRNA struktuuri voi valk-rRNA kompleksi.

RImE on metidltransferaas, mis kuulub kuumasokivalkude perekonda, ja katallitisib 2’-O-
riboosi metilatsiooni positsioonis U2552 (Caldas et al., 2000). Um2552 on universaalselt
konserveerunud nukleotiid peptidiililtransferaasse tsentri A-lingus (Moazed & Noller, 1989).
Lisaks on RImE ise konserveerunud kdigis kolmes eludomeenis (Caldas et al., 2000). Kuna rimE
deletsioon E. colis suurendab translatsiooni defekte, on uridiini metilatsioon 23S rRNA
positsioonis 2552 ilmselt vajalik translatsiooni tdpsuse optimeerimiseks. Vorrelduna
metsiktildbiga pdhjustab Um2552 metilatsiooni puudumine kaks korda pikemat
generatsiooniaega rikkas so6tmes temperatuurivahemikus 10-42°C. Kuigi RImE on kuumasoki
valk, siis on ensiiiim raku fiisioloogia seisukohast oluline temperatuurist sdltumatult. Uhtlasi
akumuleeruvad RImE deletsioonitlives vabad 45S, 50S ja 30S subihikud ning
proportsionaalselt vaheneb funktsionaalsete 70S ribosoomide hulk (Bugl et al., 2000; Caldas
et al., 2000). Siibak ja Remme tegid kindlaks, et RImE modifitseerib oma substraati ribosoomi
assambleerumise hilises etapis (Siibak & Remme, 2010). Hiljuti tGestati, et rImE deletsioonist
pohjustatud akumuleeruv 45S partikkel on kipse 50S ribosomaalse subihiku eellaspartikkel.
Sealjuures naidati, et RImE substraadiks on pigem 45S prekursor ning U2552 metiilatsioon on
vajalik 50S partikli kiiremaks 10puni valmimiseks (Arai et al., 2015). Kahe vdikese GTPaasi, Obg
ja EngA, lleekspressioon kompenseerib RImE puudumisest tingitud kasvudefekte (Tan, Jakob

ja Bardwell, 2002).

RImKL on bifunktsionaalne metiultransferaas, mis katalGisib m’G2069 ja m?2G2445
modifikatsioonide lisamist E. coli 23S rRNAsse (Wang et al., 2012). RImKL siinteesib
modifikatsioone 50S partikli varajases assambleerumisjargus (Siibak ja Remme, 2010; Wang
et al., 2012). Oma struktuurilt on RImKL teistest RNA metuilltransferaasidest erinev, kuna on
aminohappeliselt jarjestuselt umbes kaks korda pikem. Kui tavaliselt koosnevad
metllltransferaasid kahest domeenist, siis RImKL koosneb neljast domeenist (Wang et al.,
2012). Arvatakse, et E. coli RImKL metidltransferaas on kahest erinevast ensiimist
evolutsiooni kdigus kokku liitunud enstiim. Ensllmi fuseerumise teooriat toetab ka fakt, et
RImL funktsiooni omab ensiiiimi N-terminaalne domeen, mis kataliilisib m2G2445 siinteesi,
ning RImK funktsiooni tdidab C-terminaalne domeen, mis katalltsib omakorda m’G2069
siinteesi (Kimura et al., 2012). m?G2445 on 23S rRNA jirjestustes kdrgelt konserveerunud
(Cannone et al., 2002) ja paikneb PTC tsentraalselt rongalt haruneva heeliksi 74 tives. rimKL
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geeni deletsioon pohjustab vorreldes metsiktiilipi tiivega veidi aeglasemat kasvukiirust, seega
vOib jareldada, et RImKL poolt katalllsitavad modifikatsioonid omavad rolli translatsiooni

peenhadletamisel (Lesnyak et al., 2006).

RImM kataltitsib 2’-O-riboosi metiilatsiooni 23S rRNA positsioonis C2498 (Cm2498) (Purta et
al., 2009). RImM on véimeline modifikatsiooni siinteesima valkudevabal 23S rRNAI, kuid mitte
70 ribosoomi partiklitel. Ribosoomi eellaspartiklite analiils selgitas, et RImM metileerib 23S
rRNAd ribosoomi assambleerimise keskmises faasis (Purta et al., 2009; Siibak ja Remme,
2010). ArlmM tivi on veidi ndrgema fitnessiga kui kontrolltiivi. See tdhendab, et mutanttiivi
ei suuda konkureerida metsiktltpi tivega (Purta et al., 2009). Arvatakse, et kuna 2’0
metilatsioon lisab hudrofoobsust, voimaldab see RNA tertsiaarstruktuuri stabiliseerida
(Sergiev et al., 2011), mis viitab jallegi, et 23S rRNA modifikatsioon osaleb 50S partikli

struktuuri voi translatsiooni optimeerimisel.

RImN on ensiiiim, mis metileerib nukleotiidi A2503 nii, et tekib m?2A2503 (Kowalak, Bruenger
ja McCloskey, 1995; Toh et al., 2008). Staphylococcus aureus sisaldab RImN homoloogi Cfr, mis
metiileerib samuti 23S rRNA nukleotiidi A2503 (E. coli nomenklatuuri jargi). Erinevalt RImNist
metuleerib Cfr adeniini kaheksanda susiniku (C8) juurest, moodustades m8A2503 (Giessing et
al., 2009). S. aureuses tekitab Cfr poolt katalttsitud modifikatsioon PhLOPSa fenotiilbi ehk
resistentsuse fenikoolide (nt. klooramfenikool), linkosamiidide (nt. klindamutsiin),
oksasolidinoonide (nt. linesoliid), pleuromutiliinide (nt. tiamuliin) ja streptogramiin A
antibiootikumide (nt. virginiamutsiin M1) vastu. Kdik need antibiootikumid on meditsiinis voi
veterinaarmeditsiinis olulised (Long et al., 2006). Ka Clostridium difficilest leiti Cfr valgule
sarnase funktsiooniga ensiim, mis E. colis ekspresseerides vahendas rakkude tundlikkust
antibiootikumide klindamdtsiin ja linesoliid suhtes (Hansen ja Vester, 2015). E. coli ArImN tivel
vaheneb tundlikkus kahekordselt tiamuliini, hligromtsiin A ja sparsomdtsiini vastu vérreldes
wild type tlivega. E. coli kasvukiirusele ei ole aga modifikatsiooni puudumisel positsioonis
A2503 suurt moju. Kasvu konkurentsikatsetes siiski ilmnes, et vorreldes kontrolltiivega on
mutanttiive fitness veidi madalam (Toh et al., 2008). Sarnaselt enamusele domeeni V
modifikatsiooniensilimidele katallitisib ka RImN A2503 metiilatsiooni 50S partikli varajases
assambleerimise etapis (Siibak ja Remme, 2010). Seega vdib RImN funktsioon olla nii

tundlikkuse vahendamisel antibiootikumide suhtes kui translatsiooni peenh&alestamine.
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5. Ulevaade valgusiinteesi inhibeerivatest antibiootikumidest

Evolutsiooniliselt on ribosoom kujunenud iheks peamiseks antibiootikumide sihtmargiks (Toh
ja Mankin, 2008). Aktinomitseetide gruppi kuuluvad Gram positiivsed bakterid toodavad
enamuse teadaolevatest antibiootikumidest, mille sihtmargiks on bakteri ribosoom (Cundliffe,
1989). Lisaks looduslikele antibiootikumidele piitiavad teadlased valja arendada ka siinteetilisi
antibiootikume, kuna looduslike antibiootikumide vaarkasutamisest on tekkinud

antibiootikumiresistentsed bakterittived (Walsh, 2003).

Antibiootikume tootvatel bakteritel on evolutsiooni kdigus valja arenenud mehhanismid
enesetapu valtimiseks. Levinud enesekaitse mehhanismideks on naiteks aktiivne
antibiootikumide transport rakust valja, antibiootikumi molekuli modifitseerimine ja ka
rRNAde modifitseerimine antibiootikumi sihtmarkkohtades. Paljud patogeensed bakterid on
need kaitsemehhanismid ule vétnud, mis kujutab ohtu kliinilises meditsiinis infektsioonide

ravimisel (Liu ja Douthwaite, 2002).

Uheks rRNA modifikatsioonidega seotud antibiootikumide resistentsuse niiteks on eelpool
mainitud rRNA spetsiifilise modifikatsiooniensilimi RImN homoloogi Cfr poolt kataltdsitud
modifikatsioon, mis pdhjustab mitmete antibiootikumide vastu tundlikkuse vahenemist voi
resistentsuse teket (Hansen ja Vester, 2015; Long et al., 2006). Antibiootikumide laialdase
kasutuse tottu on tekkinud selektiivne surve. Horisontaalse geenililekandega tekib juurde neid
Stapphylococcuse bakteritlivesid, mis on omandanud cfr geeni ning on muutunud mitmetele
veterinaarmeditsiinis kasutatavatele antibiootikumidele resistentseks (Wendlandt et al.,
2015). Ka mitmeid 16S rRNA metllatsioone on seostatud resistentsuse suurenemisega
erinevate antibiootikumides suhtes. Uldjuhul kataliiiisivad selliseid modifikatsioone
eksogeensed metuiltransferaasid, mille geene kannavad erinevad resistentsusega seotud

plasmiidid (Wachino ja Arakawa, 2012).

5.1. 30S subiihiku funktsioneerimist inhibeerivad antibiootikumid

30S subihiku peamine lilesanne on dekodeerimine ehk tRNAde selekteerimine vastavalt
koodon-antikoodon aluspaardumise interaktsioonile. SeetGttu on 16S rRNA monede
antibiootikumide (aminogliikosiidid ja tetratsikliinid) sihtméargiks (Long ja Vester, 2008).
Peamiselt seonduvad need antibiootikumid 16S rRNA nukleotiididega, mis asuvad mRNA ja

tRNA seondumispiirkondade ldheduses, inhibeerides initsiatsiooni. Teise variandina
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seonduvad antibiootikumid nende nukleotiidide ldhedusse, mis osalevad rRNA struktuurilistes

Umberkorraldustes dekodeerimise ajal (Wilson, 2014).

Aminoglikosiidide klassi kuuluvad antibiootikumid (naiteks kanamitsiin) seonduvad 16S rRNA
dekodeerivas tsentris heeliksiga 44 (h44). Need antibiootikumid vahendavad translatsiooni
kaigus tRNA selektsiooni tapsust (Davies ja Davis, 1968) ning inhibeerivad spontaanset ja EF-
G katalUusitavat translokatsiooni (Cabanas et al., 1978; Peskeet al., 2004). Lisaks seonduvad
aminoglikosiidid ka 23S rRNA heeliksiga 69 (Scheunemann et al., 2010) ning takistavad
ribosomaalsete subihikute normaalset dissotsieerumist ja taaskasutamist (Borovinskaya et
al., 2007). Teteratsiikliinide klassi kuuluvate antibiootikumide (naiteks doksitstkliin)
peamiseks seondumispaigaks 30S subiihikus on A-saidi tRNA antikoodon heeliks-ling. Seetottu
takistatakse aa-tRNAde korrektset positsioneerumist A-saiti (Pioletti et al., 2001). Lisaks on
tetratsikliinidel ndérgemaid seondumiskohti ka 23S rRNA peptidiiltransferaasse roénga
piirkonnas. Kuigi tetratsiikliinide seondumine 23S rRNAle on sarnane klooramfenikoolile, siis

ei pohjusta see in vitro peptidillitransferaasi reaktsiooni inhibeerimist (Oehler et al., 1997).

5.2. 508 subihiku funktsioneerimist inhibeerivad antibiootikumid

50S subihiku funktsioone inhibeerivad peamiselt makroliidide klassi kuuluvad
antibiootikumid  (naditeks  erltromdutsiin), linkosamiidid  (nditeks  klindam{tsiin),
oksasolidinoonid (naiteks linesoliid) ja klooramfenikool. Need antibiootikumid riindavad
peptidliltransferaasset tsentrit ja inhibeerivad peptiidsiteme teket, takistades tRNAde
korrektset paigutumist suure sublihiku A- ja P-saiti. Lisaks on antibiootikumide sihtmargiks ka
peptiidahela valjumistunnel, mille kaudu blokeeritakse siinteesitava peptiidahela valjumine

ribosoomist (Wilson, 2014).

Makroliidide klassi kuuluvad antibiootikumid seonduvad PTC Iahedusse slinteesitava peptiidi
valjumistunnelisse. Seega takistavad makroliidid peptiidahela slinteesi, p0Ohjustades
peptidlill-tRNA drop-offi koos liihikese (6-10 aminohapet) sinteesitud peptiidahelaga
(Kannan ja Mankin, 2011; Tenson, Lovmar ja Ehrenberg, 2003). Erlitromtsiin kontakteerub
nukleotiididega A2058 ja A2059 23S rRNA peptidiiltransferaasses ringis ning moodustab
nende nukleotiididega kokku kolm vesiniksidet. Makroliididele resistentsete bakterite 23S
rRNA positsioonist A2058 on leitud enim mutatsioone, mis on tdenaoliselt resistentsuse tekke
poOhjuseks (Schlunzen et al.,, 2001). erm geenide poolt kodeeritavad metiiltransferaasid

mono- v8i dimetileerivad 23S rRNA A2058 (naiteks m®,A), mis pdhjustab lisaks makroliididele
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resistentsust ka linkosamiididele ja B tilpi streptogramiinidele (Douthwaite, Fourmy ja

Yoshizawa, 2005).

Linkosamiidide klassi kuuluvad antibiootikumid interakteeruvad 50S subiihiku A- ja P-saitidega
(Kallia-Raftopoulos, Kalpaxis ja Coutsogeorgopoulos, 1994). Klindamutsiin moodustab
vesiniksideme nukleotiidiga A2058 (Steiner, Kuechler ja Barta, 1988). Lisaks
peptidiillitransferaasi reaktsiooni inhibeerimisele podhjustab klindamiitsiin sarnaselt
makroliididele ka tRNA drop-offi. Uldjuhul akumuleeruvad klindamiitsiini toimel rakkudes di,

tri- ja tetrapeptidttl-tRNAd (Tenson et al., 2003).

Oksasolidinoonide esindaja linesoliid on silinteetiline antibiootikum ning inhibeerib
valgusilinteesi Gram-positiivsetes bakterites, seondudes ribosoomi peptidiililtransferaassesse
tsentrisse. Gram-negatiivsed bakterid, nagu naiteks Escherichia coli, on linesoliidi suhtes
loomuomaselt resistentsed, Gram-negatiivsed bakterid sisaldavad rakumembraanis
pumpasid, mis ei lase linesoliidil rakus akumuleeruda ja seega ei saa pohjustada valgusiinteesi
inhibitsiooni (Schumacher et al., 2007). Linesoliid seondub A-saiti (Wilson et al., 2008) ja
takistab tRNA korrektset positsioneerimist A-saiti (Ippolito et al., 2008). On ndidatud, et
mitmed housekeeping modifikatsioonid on seotud nii linesoliidi kui teiste antibiootikumide

resistentsusega (Long ja Vester, 2012).

Sarnaselt teistele valgusiinteesi inhibeerivatele antibiootikumidele, mis seonduvad 50S
subihikule, seondub ka klooramfenikool peptidiiltransferaasse tsentri A-saiti (Bulkley et al.,
2010; Moazed ja Noller, 1987). Klooramfenikool kontakteerub ribosoomiga labi 23S rRNA
nukleotiidi C2452. Lisaks aitab klooramfenikoolil ribosoomile seonduda ka ribosoom-seoseline
kaaliumi ioon, mida koordineerivad omakorda nukleotiidid G2447, C2501 ja C2061 (Bulkley et
al., 2010). Resistentsusmehhanismid klooramfenikoolile sisaldavad nii antibiootikumi
enslimaatilist inaktivatsiooni labi atsetlileerimise kui molekuli transporti rakust valja ning

mutatsioone 23S rRNA geenis (Schwarz et al., 2004).
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EKSPERIMENTAALOSA

1. T66 eesmark

Kdesoleva t60 eesmargiks oli vdlja selgitada, millist mdju omab 23S rRNA domeeni V
modifikatsioonide Uheaegne puudumine valgusiinteesile. Sellest lahtuvalt pdstitati t66
hipotees, mille kohaselt on Escherichia coli modifikatsioonid vajalikud valgusiinteesi

peenhadalestamiseks.

Probleemi uurimiseks konstrueeriti E. coli tiived, millest puuduvad 23S rRNA domeeni V

modifikatsioonid. Konstrueeritud tivesid kasutati nii in vitro kui in vivo analliiside tegemiseks.

2. Materijal ja metoodika

2.1. Echerichia coli tived, plasmiidid ja viirus

Tabel 1. Eksperimentide teostamiseks kasutatud E. coli tived.

Tiive nimi Genotiilip Allikas
Blattner et al.,
MG1655 F" A" ilvG- rfb-50 rph-1
1997
MG1655 ( ArluC, Triin Tr
( F A" ivG- rfb-50 rph-1 ArluC753 ArlmL764 AyfgB763 n rad
ArlmKL, ArimM, bakalaureuse
AygdE733::kan o
ArlmN::kan) too
L. M. Leppiku
MG1655 (ArluC) F* A" ilvG- rfb-50 rph-1 ArluC753 L
kingitus
W1261-3 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A° Baba et al.,
, ArluB777::kan, rph-1,A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
R F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A", rph- Baba et al.,
1, A(rhaD-rhaB)568, ArluF789::kan, hsdR514 2006
IW4138-1 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrB-3), A", rph- Baba et al.,
1, A(rhaD-rhaB)568, ArlmB730::kan, hsdR514 2006
ARG F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A-, Baba et al.,,
ArrmJ786::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
JW0931-1 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A-, Baba et al.,
ArlmL764::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
WN2777-1 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A” Baba et al.,
, AygdE733::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
JW2501-1 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A” Baba et al,,
, AyfgB763::kan, rph-1,A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
SRR F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB- Baba et al.,,
3), Alacl785::kan, A", rph-1,A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 2006
MG1655 (Alacl
( F A" ilvG- rfb-50 rph-1, Alacz, Alacl::kan) A. Liivi kingitus
AlacZ::kan)
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E. coli tivi MG1655 (ArluB, ArluC, ArluF, ArlimB, ArlmE, ArlmKL, ArimM, ArlmN::kan) valmis
minu bakalaureusetdé tulemusena. MG1655 (Ar/uC) valmistas M. Leppik (TUMRI). E. coli tiivi
MG1655 (Alacl AlacZ::kan) valmistas A. Liiv (TUMRI). KEIO kollektsiooni tiived (JW1261-3,
JW3982-1, JW4138-1, JW3146-2, JW0931-1, JW2777-1, JW2501-1, JW0336-1) kingiti T.
Tensoni laborist (TUTI).

Tabel 2. Escherichia coli tiivede transformeerimiseks kasutatud plasmiidid.

Plasmiid Olulised geenid ja omadused Allikas
Cherepanov ja
Wackernagel, 1995;
Datsenko ja Wanner,

Ampitsilliini (AmpR®) ja klooramfenikooli (Cam®)
pCP20 resistentne plasmiid temperatuuritundliku
replikatsiooniga ja FLP rekombinaasi geeniga

2000
$G25 Tetratsikliini (Tc) resistentsusgeeni sisaldav plasmiid, = O’Connor & Dahlberg,
P sisaldab wild type lacZ geeni 1993
pSG25 derivaat . . " L O’Connor ja Dahlberg,
Funktsionaalse LacZ slintees nduab -1 raaminihet
pSG12DP (-1) 1993
pSG25 derivaat . . . . O’Connor ja Dahlberg,
Funktsionaalse LacZ slintees nGuab +1 raaminihet
pSGlac7 (+1) 1993
. Plasmiid sisaldab UGA nonsense mutatsiooni, .
pSG25 derivaat . . B . O’Connor ja Dahlberg,
funktsionaalse LacZ stintees nduab STOP-koodoni
pSG3/4 . . 1993
tlelugemist
. Plasmiid sisaldab UAG nonsense mutatsiooni, .
pSG25 derivaat ) . ~ ) O’Connor ja Dahlberg,
funktsionaalse LacZ stintees nduab STOP-koodoni
pSG163 . . 1993
Glelugemist

Tivede konstrueerimisel kasutati transduktsiooni labiviimiseks P1 bakteriofaagi (Sternberg,

1990).

2.2. S66tmed

Tabel 3. Rakukultuuride inkubeerimiseks kasutatud s66tmed.

So66tme nimetus Koostis Allikas
Sambrook,
2xYT vedels66de 1.6% trliptoon, 1% parmiekstrakt, 0.5% NaCl Fritsch ja

Maniatis, 1989

Luria-Betani (LB) 1% triptoon, 0.5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl, 1.5% .
Bertani, 1951

agarsoode agar
MOPS minimaal - 1xMOPS soolad, 0.2 % sorbitool, 1.32 mM K,HPO,4, 0.2 Neidhardt, Bloch
vedelsdode pg/ml tiamiin ja Smith, 1974
.. . Sambrook,
M9 minimaal- 1x M9 soolad, 2 mM MgS0,, 0.4 % glikoos, 0.1 mM Fritsch ja
vedels66de CacCl

Maniatis, 1989
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S6otmetele lisati vastavalt bakteritlive resistentsusele antibiootikumi kanamiutsiin (Km)
(Amresco) loppkontsentratsioonis 25 upg/ml  v6i  tetratstkliini  (Tc)  (Sigma)
I6ppkontsentratsioonis 10 pg/ml. FLP rekombinatsioon viidi labi LB-Amp tardso6tmel

ampitsilliini (Amp) 1dppkontsentratsiooniga 200 pg/ml.

2.3. Puhvrid, reagendid ja enstiimid

Nimetus Koostis ‘

1.2% RDbCI, 0.99% MnCl;*4H;0, 0.15% CaCl,*2H.0, 30 mM
KAc (pH=7.5), 10.5% gliitserool

Puhver RF2 10 mM MOPS, 0.12% RbCl, 1.1% CaCl>*2H.0, 15% gliitserool

750 mM TrisHCI pH 8.8, 200 mM NH2SO4, 0.1% tritonX 100,
5% ficoll 400, 10 mM tartasiin

90 mM Tris, 90 mM boorhape, 1 mM EDTA,

1x TBE puhver (10x TBE puhvri pH 8.3)

Liiiisilahjenduspuhver 20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4Cl, 1 mM MgOAc, 6 mM
LLP1 -merkaptoetanool

20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4Cl, 6 mM MgOAc, 6 mM

Puhver RF1

10x PCR puhver

LLP6 -merkaptoetanool
20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4Cl, 10 mM MgOAc, 6 mM
LLP 10
-merkaptoetanool
LLP 12 20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4Cl, 12 mM MgOAc, 6 mM
-merkaptoetanool
LLP 15 20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4ClI, 15 mM MgOAc, 6 mM
[-merkaptoetanool
LLP20 20 mM Tris, 60 mM KCI, 60 mM NH4CI, 20 mM MgOAc, 6 mM
-merkaptoetanool
60 mM Na,HPO4*7H,0, 40 mM NaH2PO4*H,0, 10 mM KClI, 1
Z-puhver mM  MgSO4s*7H,0, 50 mM pB-merkaptoetanool (lisatakse
puhvrile vahetult enne kasutamist), pH 7.0
Fosfaatpuhver 60 mM NaxHPO4*7H20, 40 mM NaH2PO4*H-0, pH 7.0
Puhver A 0.01 M NH4H2PO4, 2.5% metanool (LiChrosolv), pH 5.3
Puhver B 0.01 M NH4H2PO4, 20% metanool, pH 5.1
Puhver C 0.01 M NH4H2PO4, 35% atsetonitriil (LiChrosolv), pH 4.9

Tagq DNA poliimeraas oli lahke kink Prof. J. Sedmanilt (TUMRI). Lisotsiiim on firmalt
AppliChem, DNase | firmalt Amresco, nukleotiidid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) firmalt Solis
Biodyne, B-merkaptoetanool firmalt Calbiochem. Marker 1kb DNA Ladder firmalt Solis
Biodyne, fMet-tRNA valmistas A. Liiv (TUMRI), puromiitsiin (Sigma), FAST AP fosfataas ja 10x
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FAST AP puhver (Thermo Scientific), P1 nukleaas (Sigma), ONPG (orto-nitrofeniil-B-galaktoos)

(Sigma).

2.4. Praimerid

Tabel 4. Konstrueeritud tlivede valideerimisel kasutatud PCR praimerid.

Praimeri nimi 5’23’ jarjestus
RluB DIR GAGTCGTTTACT
RluB REV GAACTGGCACAT
RImB DIR CCCTCTTTAAAA
RImB REV TCATATATTATT
RIuC DIR GGATGGACACGGAAACGGC
RIuC REV CGCTAATCGCGCTGTGTCAG
RImE DIR GCTTGAGCGGATGTGCCAGAC
RImME REV GCACAACGGCAATGACCAGC
RIuF DIR GCACATTGCTTCTGGAAAGTG
RIuF REV CAATCAACGCCTGAGATTTTC
RImKL DIR GTTTGGCCCTGGGTTATGCTCG
RImKL REV GCCGTTGCGGCCCACCAGAC
RImM DIR CTTTATTGCCTGGCGCTGTCC
RImM REV GGAAGCCCGCATCGGGCATC
RImN DIR CAAACGTGGCATCCGTGCGCC
RImN REV TTGCATCGTTACATACTGCC

2.5. Escherichia coli tivede konstrueerimine ja kontrollimine

Escherichia coli tiived konstrueeriti P1 bakteriofaagi vahendatud transduktsiooni (Sternberg,

1990) ning FLP rekombinatsiooni meetoditel (Datsenko ja Wanner, 2000).

2.5.1. Varske bakteriofaagi P1 viiruslisaadi valmistamine

Varske P1 viiruslisaat, mis sisaldas elujoulist viirust, valmistati wt MG1655 bakteritlive
vedelkultuuris. MG1655 tlives transduktsiooni teel kromosomaalse geeni vahetamiseks Km
resistentsuskasseti vastu kasutati edaspidiste viirusllisaatide valmistamiseks KEIO
kollektsiooni tivesid JW1261-3 (ArluB::kan), JIW4138-1 (ArimB::kan), IN3146-2 (ArlmE::kan),
JW3982-1 (ArluF::kan) (Baba et al., 2006) voi MG1655 (Alacl::kan). Rakkude IlGlsimine

viiruspartiklite eraldamiseks toimus rakukultuuride kloroformtoétlusega.

2.5.2. Transduktsioon
Transduktsiooni l|abiviimiseks kasvatati E. coli retsipienttiived 2xYT vedels66tmes kuni
ODes0o=1.5, seejarel koguti rakud tsentrifuugimise teel lauatsentrifuugis Heraeus fresco (3000

rpm, 5min) ja rakusademelt eemaldati supernatant. Rakud suspendeeriti 2xYT s66tmes, mis
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sisaldas CaCl, ning MgCl, (I6ppkontsentratsioonid vastavalt 10 mM ja 5 mM). Retsipenttivi
nakatati viiruslisaadiga ning inkubeeriti 30 min 37°C juures. Edasine rakkude nakatumine
viirusega peatati naatriumtsitraadi lisamisega (I6ppkontsentratsioonis 0,3 M). Rakud koguti
kokku tsentrifuugimise teel lauatsentrifuugis ja suspendeeriti uuesti 1ml 2x YT vedelso6tmes.
Rakud, mille geen oli P1 transduktsiooni kdigus asendatud kanamditsiini resistentsuskassetiga

selekteeriti LB+Km (25 pg/ml) tardsé6tmel.

2.5.3. Transformatsioon

Genoomi, kindla geeni asemele, viidud kanamdtsiini resistentsuskasseti eemaldamiseks
kasutati pCP20 vahendatud FLP rekombinatsiooni (Datsenko ja Wanner, 2000).
Bakterirakkude kompetentseks muutmiseks kasutati RbCl meetodit (Maniatis, Fritsch ja
Sambrook, 1982). Uleté kasvanud vedelkultuuridest tehti 20x lahjendused ning inkubeeriti
2xYT+Km vedelsootmes temperatuuril 37°C kuni ODgoo=0,6. Rakud koguti tsentrifuugimise teel
ning resuspendeeriti 1 ml RF1 puhvris. Seejarel inkubeeriti rakke 20 minutit jaal. Rakud koguti,
suspendeeriti 200 ul RF2 puhvris ja inkubeeriti jaal 30 minutit. Plasmiidse DNA
transformeerimiseks bakterirakkudesse lisati kompetentsetele rakkudele 60 ng pCP20
plasmiidset DNAd. Rakke inkubeeriti jaal 30 minutit. Transformeerimine tehti
kuumasokimeetodil temperatuuril 42°C, 60 sekundit. Varskelt transformeeritud rakke
inkubeeriti 2xYT vedels66tmes 37°C juures 1h, et kanamtsiini resistentsusgeen jouaks enne

LB-Km tards66tmele kandmist ekspresseeruda.

2.5.4. Plasmiidse antibiootikumiresistentsuse geeni eemaldamine

pCP20 on AmpR ja CamR resistentne temperatuuritundliku replikoni ja kdrgel temperatuuril
indutseeritava FLP siinteesiga plasmiid (Cherepanow ja Wackernagel, 1995). Ampitsilliinile
resistentsed transformandid selekteeriti LB+Amp tardséotmel 30°C juures. pCP20 plasmiidi
eemaldamiseks inkubeeriti bakterirakke mitteselektiivsel LB tardsé6tmel temperatuuril 37°C.

Plasmiidi kadumist kontrolliti LB+Amp ja LB+Km tardsootmel.

2.5.5. Konstrueeritud E. coli tiivede kontrollimine

Koloonia-PCR

Konstrueeritud E. coli tiived kontrolliti koloonia-PCR meetodil. Bakterikolooniad suspendeeriti
10 pl MQ-vees ja rakud ltUsiti 5 min temperatuuril 95°C. Lilsunud rakususpensioonidele lisati

15 pl reaktsioonisegu (Tabel 5).
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Tabel 5. PCR reaktsioonisegu koostis

Reaktsioonisegu 1 reaktsiooni maht

MQ H,0 7 ul
10x PCR puhver 2,5 ul
25 mM MgCl, 2 ul
10 mM dNTP 0,5 pl
Taq DNA polumeraas (5U/pl) 1l
Praimer (dir) 15 pmol
Praimer (rev) 15 pmol
KOKKU 15 ul

Tabel 6. Koloonia-PCR reaktsiooni tingimused.

Etapp Temperatuur Aeg (sek) Tsiiklite arv
1 Algne denaturatsioon 94 C 180 1
2 Denaturatsioon 94 C 30
3 Praimerite seondumine 56°C 40 32
4 Elongatsioon 73C 120
5 Loplik elongatsioon 73 C 420 1

Geenide deletsiooni hinnati koloonia PCR-i reaktsioonil tekkinud DNA fragmentide pikkuste
jargi 1% agaroosgeelelektroforeesil 1X TBE puhvris. DNA fragmentide visualiseerimiseks
kasutati etiidiumbromiidi fluorestsentsi UV valguses. DNA fragmentide pikkuste hindamiseks

kasutati 1kb DNA markerit.

x-gal test

LacZ geeni puudumist kontrolliti x-gal testi abil. LB tardséotmelt inokuleeriti tks koloonia
kahes korduses 1 ml 2xYT vedelso6tmesse, millest Ghele lisati 1 mM Idppkonsentratsioonis
IPTGd. Rakud kasvatati 37°C juures kuni ODeoo=1.0. 1 ml rakukultuuridele lisati 15 pl kloroformi
ja x-galaktoosi (Ioppkontsentratsioon 0.03 mg/ml). Proove segati intensiivselt
toatemperatuuril 15 minutit. LacZ geeni intaktsust hinnati sinise varvi tekkimise jargi

rakukullisaadis.

2.6. Escherichia coli tivede kasv ja generatsiooniaegade maaramine

E. coli koloonia inokuleeriti 2 ml MOPS vedels6otmes kahes korduses ja kasvatati
temperatuuril 37°C (ile6. Uleddkultuuridest tehti 20x lahjendused MOPS vedelséétmesse,
inkubeeriti temperatuuril 37°C 1.5-2 h ning rakukultuur lahjendati ODgoo=0.05ni.
Rakkukultuuride ODgoo moddeti kaheksas korduses 100 mikroliitrist rakukultuurist 96 kaevuga

plaadilt mikroplaadilugejas POLARstar Omega (BMG Labtech).
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2.7. Ribosoomide lahutamine ja kogumine sahharoosgradiendi abil

2.7.1. Ribosoomide kasvatamine E. coli tlvedes ja rakkude [Uis
Uks koloonia inokuleeriti 2 ml 2xYT vedelsédtmesse. Uleédkultuurid lahjendati otse 100 ml
varskesse 2xYT s06tmesse ja inkubeeriti loksutis kuni ODggo=1. Bakterirakud koguti Rotina 420

tsentrifuugiga tsentrifuugimise teel 4000 rpm 10 min.

Rakusade resuspendeeriti 1x ludsilahjenduspuhvris (1x LLP 12), millele lisati lisotsiim
(Cispp=2 mg/ml) ning DNaas | (Cizpp=40 U/ml). Rakumembraanide mehhaaniliseks llilisimiseks
kasutati Precellys 24 homogenisaatorit vastavalt tootja juhistele (6000 rpm, 3x60 sek, 0,1 mm
klaaskuulidega).  Klaaskuulid ja  membraan-kromosomaalne  kompleks sadestati
lauatsentrifuugis 13 000 rpm 15 minutit. Nukleiinhappe koguse hindamiseks rakullsaadis
maooddeti supernatandi optiline tihedus NanoDrop (Thermo Scientific) spektrofotomeetriga

lainepikkusel 260 nm.

2.7.2. Ribosoomaalsete partiklite puhastamine

Ribosoomide ja sublhikute puhastamiseks kasutati ribosoomide lahutamist sahharoosi-
gradiendis. Sahharoosigradient formeeriti 22% sahharoosilahusest (1x LLP 12 puhvris)
kiilmutamise-sulatamise meetodil. Ribosoomi partiklite lahutamiseks kanti sahharoosi-
gradiendile ~70U (A2e0) rakullisaati (1x LLP 12 puhvris) ja ultratsentrifuugiti Beckman Coultier
L90K ultratsentrifuugi rootoris SW28, w?t=3.4x10*rad-s?, 24000 rpm 12h temperatuuril 4°C.
Ribosoomi fraktsioonide visualiseerimiseks kasutati labivoolu-spektrofotomeetrit GE
Healthcare Monitor UVis-920 (OD2e0), peristaltilist pumpa ning isekirjutajat LKB Bromma 2210

recorder. Ribosoomi partiklid koguti sahharoosigradiendist eraldi.

Sahharoosi kontsentratsiooni vahendamiseks lisati kogutud gradiendi fraktsioonidele ~2x
maht 1x LLP 12 puhvrit ning ribosoomi partiklid koguti ultratsentrifuugimise teel rootoris 45Ti,
w?t=1.0x10*rad-s, 37000 rpm 18.5h temperatuuril 4°C. 70S ribosomaalsed partiklid lahustati
1x LLP 1 puhvris, dissotsieerimaks neid vabadeks 30S ja 50S partikliteks. 30S ja 50S partiklid

suspendeeriti 1x LLP 12 puhvris ning kiilmutati vedelas lammastikus ja hoiustati -80°C juures.

Dissotsieeritud 30S ja 50S partiklid lahutati eelpool naidatud tingimustel, aga 1 mM MgOAc
Idppkontsentratsioonil. Sahharoosigradiendist kogutud dissotsieeritud 30S ja 50S partiklid

sadestati, lahustati ja hoiustati samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud.
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2.7.3. Ribosoomaalsete partiklite jaotus sahharoosigradiends analtsiks

Ribosoomide ja subilihikute jaotumise analiiisimiseks sahharoosi gradiendis kasutati
rakullsaadi tsentrifuugimist lineaarses 15% kuni 40% sahharoosigradiendis 1x LLP 12 puhvris.
Ribosoomi partiklite lahutamiseks kanti sahharoosi gradiendile 30U rakuliisaati (1x LLP 12
puhvris) ja ultratsentrifuugiti w?t=2.8x10%rad-s!, 24000 rpm 12h, temperatuuril 4C.
Ribosoomi fraktsioonide visualiseerimiseks kasutati labivoolu-spektrofotomeetrit (OD2so),

peristaltilist pumpa ning isekirjutajat.

2.8. rRNA nukleosiidse koostise analtitis HPLC (high-performance liquid chromatography)

meetodiga

2.8.1. rRNA puhastamine

HPLC anallilisiks puhastati rRNA ribosomaalsetest partiklitest fenool-kloroform meetodil.
Valkude eemaldamiseks ribosomaalsetest partiklitest lisati 3U (Aze0) proovile vérdne maht
fenooli (pH 5.5) ning segati intensiivselt toatemperatuuril 3 minutit, misjarel tsentrifuugiti
valkude sade fenooli faasi lauatsentrifuugis 13000 rpm 3 minutit. Vesifaas kanti uude
reaktsioonituubi ja fenooltdotlust korrati veel kaks korda. Peale fenoolt6otlust lisati rRNA
lahuse vesifaasile fenooli eemaldamiseks vérdne maht kloroformi, segati 3 minutit ning
tsentrifuugiti 13000 rpm 3 minutit. Vesifaas kanti uude reaktsioonituubi ning rRNA sadestati
70% etanoolis +4°C juures 30 minutit ja tsentrifuugides lauatsentrifuugis 13000 rpm 15
minutit. Supernatant aspireeriti ning rRNA sade kuivatati temperatuuril 37°C 5 minutit.
Puhastatud rRNA elueeriti 80 ul MQ vees. RNA kontsentratsioon maarati NanoDrop

spektrofotomeetriga (Azeo).

2.8.2 rRNA nukleosiidse kompositsiooni analiis
rRNA nukleosiidide analtlsimiseks kasutati Gehrke ja Kuo poolt véiljatodtatud meetodit

(Gehrke & Kuo, 1989).

rRNA nukleosiidide enslimaatiliseks hidroliiisiks nukleosiid-5’monofosfaatideks toodeldi 2U
(A260) rRNAd P1 nukleaasiga 0.6 mM ZnSO4 lahuses, inkubeerides le66 temperatuuril 37°C.
Fosfaatrihmade eemaldamine nukleosiidi kiljest toimus 37°C juures 3h 1U bakteriaalse

aluselise fosfataasiga FAST AP 1x FAST AP puhuvris.

rRNA nukleosiidse kompositsiooni maaramiseks kasutati Shimadzu Prominence HPLC

ststeemi, kolonni Supelcosil LC-18-S (25 cm x 4.6 mm, 5 um) ning Gerhke ja Kuo poolt valja
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tootatud analilsiprogrammi (Gehrke ja Kuo, 1989). Nukleosiidide neeldumisprofiilid maarati

lainepikkustel 260 nm ja 280 nm.
Erinevate rRNA nukleosiidide kompositsioon valjendus piikide pindaladena.

2.9. In vitro peptidudlitransferaasse aktiivsuse madramine
In vitro peptidldlitransferaasi (PT) reaktsiooni aktiivsuse maaramiseks teostati E. coli

dissotsieeritud 50S subihikutega [3°S]f-Met-tRNAMet ja puromutsiini reaktsioon.

2.9.1 f-Met-tRNA™Me.puromitsiini reaktsioon
E. coli MG1655 70S partiklitest dissotsieeritud 50S subihikuid aktiveeriti 20 minutit 49°C
juures. Reaktsioon teostati 50 pl reaktsioonisegus, mis sisaldas 1x LLP, 0.1U 50S subtihikuid, 2

pmol f-Met-tRNAMet ja puromtsiini IBppkontsentratsiooniga 1,6 mM.

Reaktsioon initsieeriti 30 pl metanooli lisamisega ning segu inkubeeriti 10 minutit
temperatuuril 25°C termo-segajas ThermoMixer C (Eppendorf). Reaktsioon peatati 10 ul 10 M
KOH (AppliChem) lisamisega ning segu inkubeeriti 20 minutit 42°C juures. Reaktsioonisegu
neutraliseerimiseks lisati 200 pl 1M KH;POa4. Reaktsioonisegust N-formidl-metionail-
puromitsiini ekstraheerimiseks lisati reaktsioonisegule 1 ml etiillatsetaati (AppliChem). 5 ml
sintsillatsioonisegusse Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer) lisati etlilatsetaadi faasist 500 pl
ning radioaktiivusus moddeti sintsillatsioonianallisaatoriga PerkinElmer Tri-Carb 2800TR

Liquid Scintillation Analyzer.

2.10. Invitro translatsioon
E. coli puhastatud ja dissotsieeritud ribosomaalsete partiklite translatsioonilise aktiivsuse

maaramiseks kasutati in vitro polii(U)-s6ltuvat poliifendiiilalaniini [poli(Phe)] slinteesi.

2.10.1. Poli(U)- sBltuv polii(Phe) slintees

Reaktsiooni labiviimiseks segati kokku kaks reaktsioonisegu, reaktsioonisegu A [1x LLP 12, 30
pg polt(U) matriits-RNA ning 10 pmol 50S ja 15 pmol 30S subtihikud) ja B [60 ug totaalset E.
coli tRNAd (Boehringer Mannheim), 2 mM ATP, 1 mM GTP, 8 mM fosfoenoolpliruvaat, 1 pg
puruvaadi kinaas (Sigma), 50 pM [**C]-Phe (280 dpm/pmol; Amersham), 2 uM EF-Tu (Sigma),
0.4 uM EF-G (Sigma) ja 0.3 uM fenidlalanill-tRNA siintetaas (PheRS) (Sigma)].
Reakstioonisegusid A ja B inkubeeriti eraldi 37°C 15 minutit AccuBlock Digital Dry Bath

(Labnet) termoblokis. Eelinkubatsiooni kaigus toimus reaktsioonisegus A ribosoomi
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subiihikute seondumine polii(U) matriitsiga ja reaktsioonisegus B toimus tRNAP" laadimine

fentdlalaniniga.

Reaktsiooni aktiveerimiseks segati segud A ja B kokku ning inkubeeriti temperatuuril 37°C 10
minutit. Reaktsioon peatati 1 ml 5% trikloroatseethappega (TCA), et hiidroliitsida [*°S]Phe-
tRNAPPe, Pirast proovide jahutamist filtreeriti proovid Whatman GF/C klaaskiudfiltrile ning
proovides sisalduv radioaktiivsus moddeti 5 ml PerkinElmer Optiphase Hisafe 3
sintsillatsioonisegus PerkinElmer Tri-Carb 2800TR Liquid Scintillation Analyzeriga [**C]

detekteerimise protokolliga.

2.11. Invivo translatsiooni tapsususe modtmine

E. coli tivede in vivo translatsioonitapsuse modtmiseks transformeeriti tliivedesse erinevad
pSG plasmiidid, pSG25, pSG12DP (-1), pSGlac7 (+1), pSG3/4, pSG163 (O’Connor ja Dahlberg,
1993).

Transformeeritud E. coli tived inokuleeriti kahes korduses 2 ml MOPS vedels66tmesse ning
inkubeeriti loksutis Ule6d temperatuuril 37°C. Rakukultuur lahjendati kuni ODgoo=0.08,
misjarel inkubeeriti rakke loksutis 37°C kuni ODeoo=0.5. Rakukultuuri lahjendmist korrati
samadel tingimustel ning rakukultuuri inkubeeriti kuni ODepo=0.5-0.7. Piisava tiheduseni
kasvanud rakukultuuri inkubeeriti jaal 10 minutit, misjarel lisati 800 pl Z-puhvrile 200 pl

rakukultuuri ning mikrotiiterplaadil mdddeti ODeoo.

Ulejaanud rakulahus liiisiti kloroformija 0.1% SDS-ga (I8ppkontsentratsioon 0.003%). Seejarel
inkubeeriti neljas korduses 100 ul rakuliisaati mikrotiiterplaadis 30°C 10 minutit, misjarel
maoodeti reaktsioonieelne ODayo. B-galaktosidaasi reaktsiooni méotmiseks lahustati ONPG (4
mg/ml) 0.1 M fosfaatpuhvris. Reaktsioon kaivitati 20 ul ONPG lahuse lisamisega. Reaktsiooni
inkubeeriti 30°C juures 15 minutit ja reaktsiooni peatamiseks lisati 50 ul stopp lahust (1M

NaCOs). Seejarel mbéddeti reaktsioonijargne ODaao.

2.12. Kasvu inhibitsiooni eksperimendid

E. coli tuvede kolooniad inokuleeriti kahes korduses 2 ml M9 minimaalvedels66tmesse.
Uleddkultuurid lahjendati 2 ml M9 vedelsédtmesse kuni ODepo=0.02. Seejirel lisati
antibiootikumid [rifampitsiin (0-200 pg/ml) (Sigma), kanamutsiin (0-10 pg/ml) (Amresco),
streptomitsiin (0-20 pg/ml) (Sigma), klooramfenikool (0-16 pg/ml) (Sigma), eritrom{tsiin (0-
400 pg/ml) (Sigma)] ning inkubeeriti 37°C juures 15h. ODeoo m&Gdeti mikrotiiterplaadi
lugejaga POLARstar Omega (BMG Labtech). Nende katsetega opereeris phD Aivar Liiv.
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3. Tulemused

3.1. Konstrueeritud Escericia coli tived

23S rRNA domeeni V modifikatsioonide koosmd&ju uurimiseks valgusiinteesile konstrueeriti
kdesoleva to0 raames erinevaid E. coli tivesid, kus puuduvad 23S rRNA domeeni V
modifikatsiooniensilimid. Koik konstrueeritud tlived valmistati bakteriofaag P1 vahendatud

transduktsiooni ning FLP rekombinaasi vahendatud rekombinatsiooni meetoditel (ptk. 2.3).

Magistritoos kasutati algse retsipienttlivena minu bakalaureuset6os konstrueeritud E. coli
tive MG1655 (ArluC ArimKL ArlmN ArlmM) (Triin Truu bakalaureuset66), millest deleteeriti
samm-sammuliselt geenid rluF, rimB, rluB ja rImE. K&ik KEIO kollektsiooni tiived (JW1261-3,
JW3982-1, JW4138-1, JW3146-2), mida kasutati transduktsiooni doonortlivedena, sisaldasid
modifikatsiooniensllimi geeni (rluB, rluF, rimB, rImE) asemel kanamtsiini resistentsuskassetti
(kan). KmR® geen paikneb parmi Flp-rekombinaasi sihtmarkjarjestuse FRT vahel (Baba et al.,
2006), mis vBimaldab pCP20 plasmiidilt kodeeritava FLP abil transformeeritud E. coli tlivest

KmR resistentsuskasseti eemaldada (Cherepanov & Wackernagel, 1995).

Kdesoleva  t660 raames ei  Onnestunud  transduktsiooni teel deleteerida
modifikatsiooniensllimi RIUE (tulemused naitamata). r/uE ja rluC geenid on E. coli genoomis
Uksteisest ~50 kb kaugusel (Zhou ja Rudd, 2013), mistottu kanduvad need doonortiivest
retsipienttlivesse P1 transduktsioonil koos. RIUE geeni deleteerimiseks ei piisa P1

transduktsioonist ja selle geeni eemaldamiseks tuleb edaspidi kasutada teisi meetodeid.

Konstrueeritud tlived kontrolliti koloonia-PCR meetodil. Koloonia-PCRiks kasutati ptk. 2.2.4
vélja toodud oligonukleotiide. Geeni deletsiooni hinnati PCR-i reaktsiooni produktina tekkinud

DNA fragmentide pikkuste jargi (LISA 2).

Tabelis 7 on valja toodud kdesoleva t66 raames konstrueeritud E. coli tlived. MG A8 ja MG A9
erinevus seisneb RImE poolt siinteesitud modifikatsiooni Um olemasolus (MG A8) voi selle

puudumises (MG A9).

Tabel 7. Konstrueeritud E. coli tived

Tiive nimi Genotiilip

MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArimB F A ilvG- rfb-50 rph-1 ArluB777, ArluC753,

MG A8 ArlmKL ArimM ArlmN) ArluF789, ArlimB730, ArimL764, AygdE733,
AyfgB763
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F A" ilvG- rfb-50 rph-1 ArluB777, ArluC753,
MG A9 MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmE | ArluF789, ArlmB730, ArrmJ786, ArimL764,
ArlmKL ArlmM ArimN) AygdE733, AyfgB763
F A ilvG- rfb-50 rph-1 ArluB777, ArluC753,
MG A9 MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArimB ArlmE  ArluF789, ArimB730, ArrmJ786, ArimL764,
Alacz ArlmKL ArlimM ArimN AlacZ Alacl::kan) AygdE733, AyfgB763, AlacZ4787(::rrnB-
3), Alacl785::kan

Konstrueeritud MG A8 ja MG A9 (tabel 7) valmistati generatsiooniaegade modtmiseks,
ribosoomide anallitisimiseks ja fraktsioneeritud ribosoomide edasiseks kasutamiseks HPLC
analtusil ning in vitro peptididlitransferaasi ja translatsiooni aktiivsuse maaramiseks.

Konstrueeritud tlvi ja MG A9 AlacZ valmistati in vivo translatsiooni tapsuse mdotmiseks.

3.1.1. Konstrueeritud tivede valideerimine HPLC meetodil

Konstrueeritud tlvesid kontrolliti ka deleteeritud modifikatsioonienstiimide poolt
siinteesitavate rRNA modifikatsioonide puudumise suhtes, kasutades HPLC meetodit.
Paralleelselt analliisiti konstrueeritud tiivede MG A8 ja MG A9 (tabel 7) 23S rRNAd. 23S rRNA
sisaldab kokku 17 modifikatsiooni, millest 11 asuvad domeenis V (Ofengand ja Del Campo,

2004).

Erinevate rRNA nukleosiidide kompositsioon viéljendus HPLC kromatogrammis piikide
pindaladena (joonis 8). Piikidealuste pindalade normaliseerimiseks ja nukleosiidide hulga
suhte valjendamiseks vorreldes E. coli MG1655 23S rRNA nukleosiidse kompositsiooniga

kasutati jargnevat valmit:
Yin

S = X
[Average (ﬁ) Yol

kus S on modifitseeritud nukleosiidi pindala suhe wt tlive nukleosiidi pindalasse, Xin —
mittemodifitseeritud mutantse rRNA nukleosiidi piigialune pindala, X2, — mittemodifitseeritud
wt rRNA nukleosiidi piigialune pindala, Y1, — modifitseeritud mutantse rRNA nukleosiidi

piigialune pindala, Y2,n — modifitseeritud wt rRNA nukleosiidi piigialune pindala.
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Joonis 8. 23S rRNAde HPLC analiils. Joonisel on MG 1655 23S rRNA ja MG A9 23S rRNA piigid
lainepikkusel 260 nm. Piikide aluseid pindalasid kasutatati nukleosiidide suhete valjendamiseks. Vilja
on toodud ka 23S rRNA standardnukleosiidid (C, U, G, A) ning modifikatsioonid (v.a W). X véljendab
fenooli saastust proovis.

Modifikatsioonide ja neid siinteesivate ensliimide lihtsamaks jalgimiseks on esitatud tabel 8.

Tabel 8. 23S rRNA domeeni V modifikatsioonid ja nendele vastavad modifikatsioonienstitimid

Modifikatsioon ja Modifikatsiooniensiiiim Allikas
tema asukoht
23S rRNAs
w2605 RluB (Del Campo, Kaya ja
Ofengand, 2001)
w955
w2504, RluC (Conrad et al., 1998)
W2580
Y2457 RIUE (Del Campo, Kaya ja
Ofengand, 2001)
Y2604 RIuF (Del Campo, Kaya ja
Ofengand, 2001)
Gm2251 RImB (Lovgren ja Wikstrom,
2001)
Um2552 RImE (Caldas, Binet, Bouloc,
Costa, et al., 2000)
m’G2069, RImKL (Lesnyak et al., 2006;
m2G2445 Wang et al., 2012)
Cm2498 RImM (Purta et al., 2009)
mZ2A2503 RImN (Toh et al., 2008)
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Joonis 9. Tiive MG A8 23S rRNA HPLC analiiis. Valja on toodud mutanttiive MG A8 funktsionaalsetest
ribosoomidest dissotsieeritud 50S subiihiku 23S rRNA erinevate nukleosiidide suhe vérreldes MG1655
23S rRNA nukleosiididega. X-teljel on vélja toodud erinevad 23S rRNA nukleosiidid ning Y-teljel
suhtarvud.

Konstrueeritud tiives MG A8 puuduvad kaheksa 23S rRNA domeeni V modifikatsiooni: viis
pseudouridiini (W), Gm, m’G, m?G, Cm ja m?A. Siinkohal tuleb markida, et kuna RluC katalGusib
23S rRNAs kolme pseudouridiini slinteesi, siis ainult tiks neist paikneb domeenis V. Joonisel 9
on nadha, et MG A8 nukleotiidide suhe voérreldes metsiktllpi tlivega on vastavates

positsioonides muutunud (joonis 9).

HPLC tulemustest selgub, et pseudouridiine on vorreldes kontrollribosoomidega alla 40%
(joonis 9). E.coli 23S rRNAs sisaldab looduslikult kokku kiimme pseudouridiini, millest tiks on
lisaks metileeritud (Ofengand ja Del Campo, 2004). Analtitsitud tlivest on deleteeritud kolm
pseudouridiinisintaasi (RluB, RluC, RIuF), mis slinteesivad kokku viis pseudouridiini. Seega
nditavad tulemused Uheselt, et kdigi kolme deleteeritud pseudouridiinisiintaasi poolt

slinteesitavad modifikatsioonid on rRNA-st puudu.

Jooniselt 9 selgub ka, et modifikatsioonid Cm, m’G, Gm ja m?A on 23S rRNA nukleotiidses
kompositsioonis taielikult puudu. See tulemus kinnitab samuti, et analiisitud tivest
deleteeritud modifikatsiooniensiiiimid, RImM, RImKL (RImK), RImB ja RImN, mis vastavaid

modifikatsioone siinteesivad (Ofengand ja Del Campo, 2004), on bakteritiivest puudu.

Vérreldes kontrolltiive 23S rRNAga on joonisel 9 niha, et modifikatsiooni m?G hulk on poole
vOrra vahenenud. Seda tadpi modifikatsiooni siinteesivad 23S rRNAs kaks erinevat
metidltransferaasi — RImKL (RImL) ja RImG. Mdlemad neist sinteesivad ihe m?G

modifikatsiooni (Lesnyak et al., 2006; Sergiev et al., 2006). Kuna RImKL on konstrueeritud
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tlvest deleteeritud, siis peab ka modifikatsiooni hulk vorreldes metsiktiitipi tlivega poole

vOrra vdiksem olema ja antud tulemus kinnitab modifikatsiooniensiiiimi puudumist rakust.
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Joonis 10. Tive MG A9 23S rRNA HPLC analiits. MG A9 funktsionaalsetest ribosoomidest
dissotsieeritud 50S subtihiku 23S rRNA erinevate nukleosiidide suhe vorrelduna MG1655 23S rRNA
nukleosiididega. X-teljel on vélja toodud erinevad 23S rRNA nukleosiidid ning Y-teljel suhtarvud.

Konstrueeritud tiives MG A9 on lisaks eelmainitud modifikatsiooniensiilimidele puudu ka
RImE. RImE vastutab uridiini riboosi 2’-hlidroksillrihma metilatsiooni (Um2552) (joonis 10)
eest. MG A9 tlives on eeldatavalt puudu Uheksa 23 S rRNA domeeni V modifikatsiooni
puuduma. Joonise 9 Um piigi puudumine kinnitab, et lisaks modifikatsioonidele, mis olid
puudu MG A8 tiives (joonis 8), on MG A9 rakkudest puudu ka modifikatsioon, mida slinteesib
RImE.

3.2. Generatsiooniajad
E. coli tivede kasvukiirus mdodeti MOPS minimaalvedels66tmes ning generatsiooniajad
arvutati jargmise valemi pohjal:

_Inx,) = In(x,)

0.301 =t
1
tgen = E

k — keskmise kasvukiiruse konstant, Xo — algne populatsiooni suurus, X: — populatsiooni suurus

ajahetkel t, t — Xt ja Xo vaheline aeg, tgzen — generatsiooniaeg.
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Joonis 11. E. coli tiivede MG1655 wt, MG A8 ja MG A9 generatsiooniajad.

Joonisel 11 on naidatud E. coli tivede MG 1655 wt, MG A8 ja MG A9 (tabel 7)
generatsiooniajad. Metsiktllpi rakkude generatsiooniaeg on keskmiselt 30 minutit. MG A8
keskmine generatsiooniaeg on metsiktilpi tivest kaks korda aeglasem, umbes 64 minutit
(joonis 11). MG A9 generatsiooniaeg on vorreldes metsiktllpi tivega neli korda aeglasem ehk

keskmiselt 120 minutit (joonis 11).
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3.3. Ribosoomide gradiendiprofiilid

A B
705
s Metess O 4 _ MG A8
wt '
&
a =
O o :
Poltisoomid | :
40% | 15% 40% B 15%
C | D _
4 MGa9 4 MG 49
(+kan) (-kan)
g &
=) =
o o
40% 15% a0% 15%

Joonis 12. Ribosoomide profiilid 15%-40% sahharoosigradiendis. Néidatud on poliisoomid, 70S, 50S ja
30S partiklite asukohad. Kujutatud on (A) MG1655 wt, (B) MG A8, (C) MG A9 (+kan) ja (D) MG A9 (-kan)
poliisoomide ja ribosomaalsete partiklite profiile.

Vorreldes MG 1655 tilve 50S partiklitega (joonis 12A) on konstrueeritud tive MG A8 (joonis
12B) 50S vabade subiihikute osakaal veidi suurenenud. Konstrueeritud tlivest MG A9 on
joonisel 12 naidatud kaks erinevat gradiendiprofiili (paneelid 12C ja 12D), millest Ghes on
kanamtsiini resistentsuskassett rImE geeni asemel alles (+kan) (joonis 12C) ning teises on
kanamtsiini resistentsuskassett eemaldatud (-kan) (joonis 12D). MG A9 (+kan) [MG1655
(ArluB  ArluC ArluF  ArlmB  ArlmKL ArlmM  ArlmN  ArlmE::km)] ribosoomiprofiil on
kontrollprofiilist suures osas erinev (joonis 12A ja C). MG A9 (+kan) 70S partiklite osakaal on
drastiliselt vdhenenud. Selle vorra on suurenenud vabade 50S ja 30S partiklite hulk, mis viitab

50S partiklite aeglasele voi vigasele assambleerimisele. Lisaks on ndha ka polisoomide
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proportsiooni vahenemist vorreldes wt tlivega. See tuleneb tGenaoliselt sellest, et MG A9 50S

subuhikute voime moodustada funktsionaalseid ribosoome on markimisvaarselt vihenenud.

Joonisel 12D naidatud konstrukti MG A9 (-kan) [MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL
ArlmM ArImN ArlmE)] ribosoomiprofiil on wt tlivele sarnasem kui joonisel 12C paiknev MG
A9+Km tive profiil. MG A9 (-kan) 70S partiklite osakaal on suurenenud vérreldes MG A9 (+kan)
70S ribosoomidega, kuid siiski on ndha palju vabu 50S partikleid (joonis 12D). Poliisoome on
vorreldes wt tlivega vahem (Joonis 12A ja D). Siinkohal tuleb kindlasti mainida, et tivi MG A9
(+kan) on tivest MG A9 (-kan) lihemat aega LB plaadil seisnud, mistottu on MG A9 (+kan)
tivel olnud vahem aega kompenseerivate mutatsioonide tekkeks. Seega gradiendiprofiilil
nahtav erinevus on seletatav vdikeste kompenseerivate GTPaaside Obg ja EngA ekspressiooni

(Tan et al., 2002) vbi kompenseerivate mutatsioonidega.

3.4. In vitro peptidldlitransferaasne aktiivsus

Peptiduiltransferaasse aktiivsuse mddtmiseks kasutati [3°S]-fMet-tRNA ja puromdtsiini
reaktsiooni vastavalt meetoditele peatiikis 2.7. Peptiduiltransferaasi reaktsioonis tekib fMet-
puromditsiin. Joonisel 13 on ndidatud MG 1655, MG A8 ja MG A9 50S partiklite PTC aktiivsuse

sOltuvust erinevatel Mg kontsentratsioonidel (6 mM, 10mM, 15 mM, 20 mM MgOAc) (joonis

13).
= 0.6+ -~ MG 1655
g -=- MG 48
= —&— MG A9
= 0.4+
5
£
4
3 0.2
=
[+ ]
2
= OU T T T T
0 5 10 15 20

MgOAc kontsentratsioon

Joonis 13. E. coli tiivede MG1655, MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL ArlmM ArlmN) ja MG1655
(ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL ArlmM ArimN ArlmE) PTC aktiivsuse soltuvus Mg-ioonide
kontsentratsioonist.

Joonisel 13 on naha, et peptidilltransferaasne aktiivsus séltub Mg-ioonide kontsentrat-
sioonist peaaegu poordvordeliselt. Vaiksematel Mg kontsentratsioonidel on PTC aktiivsem,

ning Mg kontsentratsiooni kasvades muutub PTC aktiivsus vdiksemaks. Katseid korrati
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erinevatel inkubatsioonitemperatuuridel (50°C, 52°C, 54°C, 56°C), kuid PTC aktiivsuse ja

temperatuuri vahelist seost ei leitud (LISA 4)

Lisaks on ndha, et vorreldes kontrolltiive 50S sublihikutega on MG A9 PTC aktiivsus tervikuna
madalam vorreldes Ulejaanud 50S subihikutega (Joonis 13). Selle tapsemaks valjendamiseks
on naidatud ka suhtegraafik (joonis 14), mis naitab selgelt, et vorreldes metsiktilpi
ribosoomidega vaheneb mutanttiive ribosoomide peptiditltransferaasne aktiivsus, soltuvalt
Mg ioonide konsentratsioonist, suhteliselt rohkem. Naiteks 6 mM Mg juures on mutanttlve
MG A9 50S partiklite PTC aktiivsus 0.8, ehk 80% metsiktllipi tlive peptidiilltransferaassest
aktiivsusest. 20 mM Mg juures on mutanttiive 50S partiklite PTC aktiivsus vorreldes

metsiktllpi partiklitega 0.2, ehk 80% madalam.

0.6

0.4+

0.2

00 T T T L)

Mg kontsentratsioon

Joonis 14. MG A9 [MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL ArlmM ArlmN ArlmE)] ja wild type tiive
peptidldlltransferaasse  aktiivsuste suhted erinevatel temperatuuridel. X-teliel on Mg
kontsentratsioonid (mM) ning y-teljel on suhtarvud.

3.5. Invitro translatsiooni aktiivsus
In vitro translatsioonianaltusiks kasutati in vitro [*4C]-margistatud polufentdlalaniini siinteesi

poll-uridiini  matriitsilt, mille produkti (polii(Phe)) hulk detekteeriti TCA sademes

sintsillatsiooni anallisaatori abil.

46



—8— MG 1655 wt
-i- MG 48

~&—~MG A9

Polii(Phe) (pmol)

0 T L) T
0 1 5 10

Reaktsiooni aeg (min)

Joonis 15. E. coli MG1655 wt, MG A8 ja MG A9 in vitro valguslinteesi aktiivsus. X-teljel on margitud
reaktsiooniajad minutites ning y-teljel on margitud reaktsiooniprodukti, polti(Phe), kontsentratsioon
pikomoolides (pmol) Reaktsioonis on kasutatud 10 pmol 50S subihikuid.

Joonisel 15 on ndha, et produkti tekib juurde lineaarselt ajast séltuvalt. Reaktsiooni esimene
mootmispunkt oli ajapunktis 0, seejarel 1, 5 ja 10 minutit. Anallilsides kasutati kdikidel
juhtudel wt rakkudest puhastatud 30S subuhikuid, et valtida sekundaarseid efekte, mis on
tingitud 30S sublhikute ebakorrektsest protsessitusest. Joonisel 15 on ndha, et MG wt tlve
70S ribosoomidest dissotsieeritud 50S partiklite poli(U) s6ltuva poli(Phe) reaktsiooni
kimnendaks minutiks tekib 50S partiklite kohta umbes 55 pmol polii(Phe). MG A8
dissotsieeritud 50S partiklite kohta tekib reaktsiooni kiimnendaks minutiks umbes 40 pmol
poli(Phe). Konstrueeritud mutanttiive MG A9 dissotsieeritud 50S partiklite kohta tekib

reaktsioonis 10 minutiga umbes 30 pmol polii(Phe).

3.6. In vivo translatsiooni tapsus on segane

In vivo translatsioonitdapsuse anallitsiks konstrueeriti mutanttived MG A8 AlacZ ja MG A9
AlacZ (tabel 7), millest oli lisaks modifikatsioonienstiimidele deleteeritud ka lacZ geen. lacZ
kodeerib LacZ B-galaktosidaasi slinteesi, mis kuulub lac operoni ning katallilisib laktoosi
lagundamist gliikoosiks ja galaktoosiks (Juers, Matthews ja Huber, 2012). Antud analliUsi
teostamiseks kasutati laktoosi analoogi ONPG (orto-nitropheniiil-B-galaktosiid), kuna LacZ
hiidroluisib ONPG galaktoosiks ja orto-nitrofenidliks. Viimane neist on tugeva kollase
varvusega, mida on voimalik detekteerida lainepikkusel 420 nm (Neidhardt, Bloch ja Smith,

1974).

Translatsiooni tédpsuse uurimiseks transformeeriti E. coli tiivedesse MG A8 AlacZ ja MG A9
AlacZ erinevad plasmiidid (ptk. 2.2.1). Plasmiidi pSG25 ja tema derivaate kasutati
translatsiooni tdapsuse hindamisel séltuvalt orto-nitrofentili optilise tiheduse muutusest

(ODa420). PSG25 kodeerib wild type LacZ valku, kuid tema derivaatidelt funktsionaalse LacZ
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siinteesiks peab ribosoom (iles nditama translatsioonilist ebatapsust, naiteks raaminihkeid ja

stopp-koodoni tlelugemist.

Joonisel 16 on kujutatud nitrofenili ja rakukultuuri optiliste tiheduste suhet, mis valjendab
LacZ beeta-galaktosidaasi aktiivsust rakkude hulgast sdltumatult. Mida suurem on reaktsiooni
produkti optiline tihedus (ODa2o) kindlal rakukultuuri tihedusel, seda suurem on olnud beeta-
galaktosidaasi aktiivsus. Seega vdib tuletada, et seda rohkem on rakud sisaldanud ka beeta-

galaktosidaasi.
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Joonis 16. In vivo translatsioonitdapsus beeta-galaktosidaasi meetodil. X-teljel on ndidatud erinevad
kasutatud plasmiidid. (-1) ja (+1) tahistavad vastavalt miinus voi pluss raaminihet ja (UGA) ning (UAG)
tahistavad vastava STOP-koodoni ldbilugemise vajadust funktsionaalse valgu siinteesimiseks. y-teljel
on kujutatud OD420/ODgoo suhe. Vorreldud on MG1655 wt ja MG A9 AlacZ tivede B-galaktosidaasi
aktiivsuseid.

Antud katse kontrolltiivena kasutati MG 1655 (AlacZ Alacl::km) ning anallisitava tlivena
kasutati MG A9 AlacZ. Vorreldes MG A9 AlacZ tive wt tlivega, on pSG25 plasmiidilt
stinteesitud wild type LacZ aktiivsus veidi madalam (joonis 16). Samas on suurenenud LacZ
aktiivsus plasmiidide korral, kus ribosoomis peab toimuma funktsionaalse valgu
stiinteesimiseks -1 (pSG12DP) ja +1 (pSGlac?7) raaminihe ning UAG stopp-koodoni (ile lugemine
(pSG163).

MG wt ja MG A9 tlivede omavahelist suhet on kujutatud joonisel 17.
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Joonis 17. MG1655 ODa420/0Deoo ja MG A9 AlacZ (ArluB ArluC ArluF ArimB ArlmKL ArlmM ArlmN ArlmE)
OD420/0Dgoo suhe. X-teljel on vdrreldavad plasmiidid ning y-teljel suhtarvud.

Joonisel 17 on kujutatud MG1655 tiives saadud LacZ aktiivsuste (ODa20/ODe0o) suhtes
vorreldud mutanttive LacZ aktiivsuseid (ODa20/ODeoo). Jooniselt 17 saab tuletada, et LacZ
aktiivsus mutanttives on naiteks UAG stopp-koodoni lle lugemisel 25x suurem. See on
indikaator, et konstrueeritud mutanttiive ribosoomid teevad mitu korda rohkem UAG stopp-
koodoni lle lugemise viga kui wild type ribosoomid. Sarnast, kuid viaiksema mastaabiga efekti

on nadha ka teiste translatsioonivigade toimumisel.

3.7. Antibiootikumide tundlikkus

Konstrueeritud tlivede MG A8 ja MG A9 antibiootikumide tundlikkust testiti kanam{tsiini ja
streptomitsiini suhtes, mis seonduvad peamiselt 30S subihikuga, ning klooramfenikooli ja
erlitromdtsiini suhtes, mis seonduvad peamiselt 50S subiihikule. Kontroll-antibiootikumina

kasutati rifampiini, mis inhibeerib RNA siinteesi (Wilson, 2014).

Tabelis 9 on valja toodud erinevate antibiootikumide kontsentratsioon, mis vahendab
bakterikultuuride optilist tihedust poole vérra ehk pool maksimaalsest inhibitoorsest

kontsentratsioonist (1C50).
LISAs 3 on vdlja toodud ka bakterikultuuride inhibitsioonikdverad.

Tabel 9. Wild type ning mutanttiivede IC50 erinevate antibiootikumide suhtes.

IC 50 (ug/ml)
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Rifampiin
Kanamiitsiin
Streptomiitsiin
Klooramfenikool

Erlitromitsiin

11.5

4.5
1.2
181

50

11

1.8
11
58

11
4.7

1.1
38



ARUTELU

Ribosomaalne RNA sisaldab konserveerunud funktsionaalsetes piirkondades erinevaid RNA
modifikatsioone. 50S sublhiku rRNA peptiduiltransferaasset tsentrit moodustavad
piirkonnad sisaldavad suurema osa 23S rRNA modifikatsioonidest (Ofengand ja Del Campo,
2004). Modifikatsioonide roll ribosoomis ei ole veel taiesti selge. Green ja Noller pakkusid
1996. aastal vidlja, et E. coli 23S rRNA sisaldab 80-nukleotiidset piirkonda, mille

modifikatsioonid on ribosoomi funktsionaalsuse jaoks hdadavajalikud (Green & Noller, 1996).

Aastaid on spekuleeritud, et modifikatsioonidel on mitmeid rolle. Eraldiseisvatena pakutakse
modifikatsioonide rolliks ribosoomi peenhdalestamist (ingl.k fine-tuning), mis Uheskoos
voimenduvad. Lisaks on nadidatud ka seoseid antibiootikumide tundlikkuse ja

modifikatsioonide vahel (Long et al., 2006; Toh et al., 2008).

1. 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide puudumine pohjustab aeglasemat kasvu

Kaesoleva magistritoo tulemustest selgub, et peaaegu kéigi Escherichia coli 23S rRNA domeeni
V modifikatsioonide puudumisel vaheneb bakterirakkude kasvukiirus neljakordselt (joonis 11).
Eriti vOimendab generatsiooniaja pikenemist RImE poolt slinteesitava modifikatsiooni
Um2552 puudumine A-lingus. Ilma Um2552 puudumisest tingitud efektita, on MG A8 tiive
kasvukiirus kaks korda aeglasem kui metsiktidpi tivel. Seejuures tuleb markida, et vorreldes
metsiktllbiga pohjustab ainuliksi Um2552 puudumine 23S rRNAs kaks korda aeglasemat
kasvukiirust (Caldas et al., 2000). Seega ei tulene MG A9 4x kasvukiiruse vdahenemine ainult
RImE puudumisest, vaid see vdimendub kdigi kdesoleva t66 raames deleteeritud

modifikatsioonide koosmadjul.

Aeglase kasvukiiruse pohjustele heidab valgust ribosoomide sahharoosgradiendi analiilis
(joonis 12). Nimelt on MG A9 domeeni V (iheksa modifikatsiooni puudumisel esialgne
ribosoomide profiil metsiktllipi ribosoomide profiilist vdaga erinev. Funktsionaalseid 70S
ribosoome on oluliselt vahem kui metsiktlitipi tlives (Joonis 12C ja D). Vahenenud ribosoomide
vorra on aga suurenenud vabade 50S ja 30S partiklite osakaal rakus. Kuna funktsionaalseid
ribosoome on viahe, siis on ka pollisoome oluliselt vahem, mis viitab vdiksemale valgusiinteesi
tasemele. Keskmistel temperatuuridel on konkreetsel kasvukiirusel ribosoomide hulk rakus
konstantne ning peptiidahela elongatsioon ja rakkude kasvukiirus vordelises seoses. Seega

sOltub neil tingimustel rakkude kasvukiirus translatsiooni tasemest (Farewell ja Neidhardt,
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1998). Magistritod tulemused on kooskdlas rakkude kasvukiiruse ja funktsionaalsete

ribosoomide hulga seosega.

RImE puudumisel on MG A9 inaktiivsete vabade 50S partiklite (tulemused naitamata) osakaal
normaalsest suurem (joonis 12C ja D). Kuna RImE poolt siinteesitav modifikatsioon kaivitab
50S subtihiku hilise assambleerimise faasi (Arai et al., 2015), on alust spekuleerida, et vabade
sublihikute suur hulk on pdhjustatud I6plikult assambleerumata 50S subihikutest. Seega on
Um2552 oluline ribosoomi I6plikuks valmimiseks ja funktsionaalsuse saavutamiseks. Um2552
puudumine koos teiste modifikatsioonidega 23S rRNA domeenis V ei ole rakkudele letaalne.
Ribosoomide biogeneesis tekivad funktsionaalsed 70S ribosoomid ja polisoomid, kuigi
vaiksemas hulgas, viitab see et, ajapikku saavutab 50S partikkel funktsionaalsuse ka ilma

Um2552 modifikatsioonita.

Eluvormidele omaselt toimub ka konstrueeritud mutantiives MG A9 adapteerumine tekkinud
olukordadega. Andmed viitavad, et MG A9 tlives tekivad ajas kompenseerivad mutatsioonid,
mis kajastuva ka sahharoosi gradiendi profiilides (Joonis 12C ja D). Kuna analoogset
kompensatsiooni on naidatud ka ArimE tlives, kus vdikeste GTPaaside Uleekspressioon taastab
fenotllbilisi defekte (Tan, Jakob ja Bardwell, 2002) ei ole alust arvata, et tegemist on
kanamdiitsiini kasseti poolt pdhjustatud fenotiibilise erinevusega. Lisaks vdivad fenotlibi

taastumisele kaasa aidata ka kompenseerivad mutatsioonid mujal genoomis.

Ka MG A8 tlivi naitab Ules vaikest fenotllbilist efekti, nimelt on selle tlive generatsiooniaeg
kaks korda pikem (joonis 11) ning ribosoomigradiendi profiililt selgub, et 50S vabade partiklite
osakaal on veidi suurenenud vorreldes wt tiivega (joonis 12B). Varasemate andmete pdhjal on
teada, et 23S rRNA domeeni V modifikatsiooniensiiimide individuaalsel deleteerimisel omab
febnotiilbilist efekti vaid RImE deletsioon (Caldas et al., 2000). Kdesoleva t66 tulemused
nditavad, et erinevatel rRNA modifikatsioonidel on kooperatiivne toime. Eraldivottes
modifikatsioonide puudumisel fenotidibiline md&ju puudub, kuid mitme modifikatsiooni
samaaegne puudumine vahendab oluliselt funktsionaalsete ribosoomide taset rakkudes ja
seeldbi ka kasvukiirust. See toetab hipoteesi, et rRNA modifikatsioonid on osa ribosoomi

funktsiooni peenhailestusest ja nende kadumine omab kumulatiivset efekti.

2. In vitro PTC aktiivsus sdilib ka 50S partiklite tootlemisel
In vitro peptidiiltransferaasne aktiivsus on MG A9 tive 50S subihikus madalam kui MG A8

vOi wt tuve PTC aktiivsus. Siiski sdilib 50S partiklitel peptidllltransferaasne aktiivsus erinevatel
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temperatuuridel (LISA 4) ja Mg kontsentratsioonidel (Joonis 13). Kuigi PTC aktiivsus erinevatel
tingimustel sailib, on seos Mg ioonide kontsentratsiooni ja PTC aktiivsuse vahenemise vahel.
Mida suurem on Mg kontsentratsioon, seda vaiksemaks muutub PTC aktiivsus nagu juba
varem teada oli (Petropoulos et al., 2004). See vdib viidata, et Mg ioonide llehulk takistab
peptidiilitransferaasi toimumist kuna p&hjustab ribosoomi struktuuri suuremat
stabiliseeritust ja vahendades sellega vajalike konformatsioonilste muutuste toimumise
tdendosust. Kuna tRNA roteerumine PTC taskus on oluline aminohappe ulekandeks
slinteesitavale petiidahelale (Agmon et al., 2005), siis vdib Mg-ioonide struktuuriline
inhibitsiooni olla seotud tRNA 3’ CCA otsa roteerumise takistamisega. Ka PTC aktiivsuse
maadramise katsest selgub, et peamiselt pdhjustab PTC vaiksemat aktiivsust erinevatel Mg-
ioonide kontsentratsioonil Um2552 puudumine A-lingust, kuna MG A8 tiive PTC aktiivsus on

sarnane metsiktllpi tive PTC aktiivsusele.

PTC aktiivsuse katsetest selgus ka, et pooletunnine inkubatsioon kdrgel temperatuuril (50°C-
56°C) ei pbhjusta PTC aktiivsuse markimisvaarset vahenemist (LISA 4). Seega on 50S partikli
peptidiililtransferaasne tsenter oma olemuselt piisavalt robustse ehitusega, et olla stabiilne
ning temperatuurist séltuvat PTC kahjustust selles temperatuurivahemikus ei toimu. Seega
tundub, et modifikatsioonid ei oma PTC struktuuri stabiilsusest ldhtuvalt suurt maju
peptidlilitransferaasi aktiivsusele. Teiselt poolt on aga alamodifitseeritud ribosoomide

peptidiiltransferaasne keskus (MG A9) tundlikum magneesiumi pdhjustatud inhibitsioonile.

In vitro valgusiinteesi protsessiivsus on mdlemal mutanttiivel vaiksem kui metsiktttpi tivel
(joonis 15). Kui 50S partikli peptidiilltransferaasse reaktsiooni aktiivsuse puhul ei olnud wild
type ja MG A8 tiivedel suuri erinevusi, siis modifikatsioonide puudumine 23S rRNA domeenist
V pohjustab poll(U) séltuva polifentilalaniini stinteesikiiruse vahenemist vorrelduna wt
ribosoomidega. Kuna potentsiaalselt ei saa tegemist olla peptididlitransferaasi reaktsiooni
enda defektiga, siis vOib spekuleerida, et probleemid on kas valgusiinteesi initsiatsiooni- voi
elongatsioonifaasis. Samas vOib aeglasem translatsioon olla pohjustatud aktiivsete

ribosoomide vadiksemast osast kogu ribosoomide populatsioonis.

MG A9 ribosoomide veelgi aeglasema valgusiinteesi kiiruse, vorrelduna MG A8
ribosoomidega, peamiseks faktoriks voiks olla PTC madalam aktiivsus, kuid ei saa kindlasti
valistada ka initsiatsiooni voi elongatsiooni protsessiga seotud vdimalikke probleeme.
Edasised katsed peavad nditama, mis on tapselt madalama translatsioonitaseme pdhjus, kas

aeglasemad ribosoomid vai funktsionaalsete ribosoomide vaiksem osakaal.
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3. Domeeni V modifikatsioonide puudumine soodustab translatsioonilisi vigu

Looduses on valguslintees optimeeritud kiiruse ja tapsuse suhtes. Valgusiintees peab olema
piisavalt kiire ja samas ka piisavalt tdpne. Keskmiselt teeb bakteriaalne ribosoom 104 — 103
viga Uhe koodoni kohta (Kurland, 1992). Kiiruse ning tapsuse tasakaal on oluline bakteriraku
kohasuse (fitnessi) hoidmiseks. Kui rakk teeb valgusiinteesil palju vigu, siis voivad tekkida
peptiidahelad, mis pole voimelised funktsionaalseks valguks voltuma. Sellised valgud vdivad
vOtta alternatiivseid struktuure ja olla rakule toksilised (Kohanski et al., 2008). Teisalt on
naidatud, et translatsioonilised vead véivad rakule teatud tingimustes kasulikuks osutuda (Fan

et al,, 2015).

PTC piirkonnaga seotud modifikatsioonidest on varem naidatud, et Um2552 puudumine
pOhjustab vigade tdusu valgusiinteesi kaigus (Caldas et al., 2000). MG A9 ribosoom teeb
translatsioonil vigu (joonis 16 ja 17), millest kdige sagedasem on UAG stopp-koodoni ile
lugemine. Vaiksemas mastaabis teeb ribosoom ka -1 kui +1 raaminihet ja UGA ile lugemist.
Seejuures on veidi vahenenud ka wild type LacZ siintees vorreldes metsiktidpi tlivega, mis on

samuti seletatav vigade tekkimisega translatsiooni kdigus.

Tavaliselt toimub lugemisraamis stopp-koodoni esinemisel mMRNAs translatsiooni
terminatsioon. Erinevalt teistest koodonitest tunnevad tavaliselt stopp-koodoni éra
terminatsioonifaktor RF1 vdi RF2, mis suunavad peptiidi vabanemist ribosoomilt.
Terminatsiooni supressioon ehk stopp-koodoni dle Ilugemine toimub siis, kui
terminatsioonifaktorite asemel seondub mRNA koodonile mdni tRNA. UAG stopp-koodoni tile
lugemise puhul toimub aatRNA seondumine efektiivsemalt kui RF-1 poolt suunatud

terminatsioonisiindmus (Nakamura ja Ito, 1998).

23S rRNA domeeni V enamuse modifikatsioonide puudumine tundub olevat seotud
translatsioonilise tapsuse vahenemisega. Kahjuks ei véimalda kdesolevad tulemused eristada,
kui suur osa translatsiooni vigadest on pohjustatud modifikatsiooni Um2552 puudumisest ja
kui suur osa Ulejaanud modifikatsioonide puudumisest. Selle suhte vilja selgitamiseks on
oluline analliisida ka MG A8 translatsioonivigade suhet metsiktliipi tlivega.
Translatsioonitdpsuse vdahenemine on ilmselt (ks poOhjustest, miks enamuse

modifikatsioonide puudumisel ilmneb mutandil neli korda aeglasem kasvufenotiilip.
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4. PTC modifikatsioonid vahendavad tundlikkust eriitromiitsiinile

Bakterite kasvu inhibeerimisel on valgusiinteesi mehhanism (ks peamisi sihtmarke.
Antibiootikumide mdju valtimiseks on mitmeid mehhanisme, millest (iks on ka rRNA sihtmark-
nukleotiidide modifitseerimine (Liu ja Douthwaite, 2002). Enamasti on antibiootikumidele
tundlikkuse vdahenemise vdi resistentsuse tekkimisega seotud erinevad metiilatsioonid. E. coli

23S rRNA domeen V sisaldab kokku kuut rRNA metilatsiooni (Ofengand ja Del Campo, 2004).

Domeeni V modifikatsioonide iheaegse puudumise mdju antibiootikumide tundlikkusele ei
ole varem wuuritud. 50S subuhiku tundlikkuse valja selgitamiseks A saiti rindavate
antibiootikumide suhtes kasutati antibiootikume ertitromutsiin ja klooramfenikool (tabel 9).
Kuigi klooramfenikool seondub ribosoomi A-saiti, siis on tavaliselt resistentsusmehhanismid
seotud antibiootikumi molekuli ensiimaatilise inaktiveerimise voi rakust valja pumpamisega.
Sellest tulenevalt leiti kdesoleva t66 raames, et modifikatsioonide puudumine ei mdjuta
ribosoomide tundlikkust klooramfenikoolile (tabel 9). Samas on mdlemad mutanttiived
tundlikumad erttromitsiini suhtes. MG A8 on metsiktilpi tivest kolm korda tundlikum ning
MG A9 4.5 korda tundlikum. Erinevalt klooramfenikoolist seondub erltromutsiin peptiidahela

valjumistunneli juurde ja blokeerib siinteesitava peptiidahela valjumise ribosoomist.

Arvestades asjaolu, et ka magneesium inhibeerib mutantseid ribosoome rohkem kui
metsiktllbi ribosoome, siis viitab MG A8 ja MG A9 (litundlikkus eritromutsiinile ribosoomi
peptidiilltransferaase tsentri sturktuuri muutusele. See on kooskdlas rRNA modifiktsioonide

struktuurse rolliga peptdidiitiltransfraasse tsentri organiseerimisel.

Kuigi aminogliikosiidid kanam{itsiin ja streptomiitsiin seonduvad peamiselt 30S partikliga, on
neil siiski kontakte ka 50S partikliga (Scheunemann et al., 2010). Streptomditsiini kohta on
naidatud, et peamised kontaktid 50S subihikus toimuvad rRNAga (Melancon & Brakier-
Gingras, 1985). Streptomutsiini korral on MG A9 tive tundlikkus kaks korda madalam kui wild
type tlvel. Streptomitsiini kohta on nadidatud, et peamised kontaktid 50S subihikus toimuvad
rRNAga ja potentsiaalselt isegi peptidiililtransferaasse tsentri ldheduses (Melancon & Brakier-
Gingras, 1985). See tdhendab, et modifikatsioonide puudumisel muutub
peptidilltransferaasse piirkonna struktuur piisavalt palju, et (heksa puuduoleva
modifikatsiooni korral muutub E. coli MG A9 streptomiutsiinile vahem tundlikuks. See v6ib
viidata modifikatsioonide vdi modifikatsioonide poolt mdjutatud 23 rRNA struktuuri

muutumisele niisuguseks, et streptomutsiini efekt MG A9 tiives valgusiinteesile nérgeneb.
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Seega vastupidiselt erltromdtsiinile muudavad 23S rRNA domeeni V modifikatsioonid
Uheskoos ribosoomi streptomiitsiinile veidi tundlikumaks. Samas tulenevalt MG A9 vaga
aeglasest kasvukiirusest tuleks antibiootikumide tundlikkusega seotud katseid korrata ka
teistes kasvutingimustes ja teiste ribosoomi seonduvate antibiootikumidega, millel vdiks olla

potentsiaalne kontakt 23S rRNA domeenis V paiknevate modifikatsioonidega.
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KOKKUVOTE

Kaesoleva t66 eesmark oli vilja selgitada 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide puudumise
moju valgusiinteesile. PTC piirkonna modifikatsioonide puudumine pdhjustab rakkude
generatsiooniaja neljakordset pikenemist. Selle pdhjuseks vdib olla in vitro katsetes valja
selgitatud valguslinteesi aeglasem kiirus, kuid on vdimalik, et efekt tuleneb aktiivsete
ribosoomide alampopulatsiooni madalamast osakaalust vorreldes wild type ribosoomidega.
Uheksa modifikatsiooni puudumisel on 50S partiklite peptidiiiltransferaasne aktiivsus
madalam kui metsiktilpi 50S subuhikute aktiivsus. Lisaks panustab fenotibi
valjakujunemisse ka translatsiooniliste vigade suurem toimumise sagedus. Eriti aktiivselt
toimub UAG stopp-koodoni (lelugemine, peale selle teevad mutantsed ribosoomid

transleerimisel ka raaminihke vigu rohkem kui referentstiive ribosoomid.

Fenotiibi kujunemisel on suurima efektiga modifikatsiooni Um2552 puudumine. Teiste
modifikatsioonide (iheaegne puudumine omab vadiksemat efekti, kuid on siiski
markimisvdarne. Modifikatsioonide puudumisel ei ole suurt mdju PTC struktuurilisele
stabiilsusele. V&ib-olla on nende mdju olulisem elongatsiooni initsiatsiooni faasile ning tRNA
interaktsioonidele PTC tasku seina nukleotiididega ja seega korrektsele positsioneerumisele
PTC taskus. Uhtlasi vdivad modifikatsioonid osaleda PTC nukleotiidse struktuuri

moduleerimises ja mdjutada tundlikkust erinevatele antibiootikumidele.

E. coli 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide mdju translatsiooni peenhaalestamisele on
arvestatav. Sellegipoolest ei ole nad ribosoomi funktsioneerimiseks hadavajalikud, nagu

pakkusid 1996. aastal valja Harry Noller ja Rachel Green.
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The role of 23S rRNA modifications in protein synthesis

Triin Truu

SUMMARY

Ribosomes are responsible for the protein synthesis in all kingdoms of life. In order for the cell
to survive and strive - proteins, the building blocks of all cellular and non-cellular organisms,

must be synthesized efficiently. Therefore, ribosome has to be efficient.

The heart of the ribosome lies in the 50S subunit where the ribozyme lives. 23S rRNA domain
V contains the peptidyl transferase centre (PTC) which catalyzes peptide chain elongation and
therefore protein synthesis. Many modified nucleosides are clustered in the PTC area which
have been proposed to have an effect on protein synthesis. Geen and Noller hypothesized the
excistence of 80 nucleotide area in domain V of 23S rRNA in which the modifications are
essential (Green and Noller, 1996). From previous work it has been shown that single deletion
of a modification has no effect on Escherichia coli phenotype (Del Campo et al., 2001; Lovgren

and Wikstrom, 2001).

In this work it is demonstrated that the modifications in the PTC area are not essential for the
ribosome to function. Instead they fine-tune the ribosome for efficient translation. Deletion
of most of the domain V modifications in 23S rRNA has an effect on the overall activity of
peptidyl transferase reaction. In vitro protein synthesis is slower than with wild type
ribosomes. Growth of mutant bacteria is 4-fold slower than wild type E. coli. Also
modifications in domain V help keep the ribosome less faulty. Deletion of domain V
modification caused more translational mistakes, for example UAG stop codon readthroug
and frameshifting. Some evidence is supporting the fact that PTC area modifications help keep

ribosome less sensitive to ribosome targeting antibiotics.

Even though a lot of work has been done with understanding the importance of the 23S rRNA
domain V modifcations there are still some aspects to learn. For example the speed of protein
synthesis could shed some light whether modification free PTC has problems with initiation or

some other translation phases.
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Escherichia coli

235 ribosomaalne RNA

Joonis 18. E. coli fiilogeneesi jargi tuletatud 23S rRNA sekundaarstruktuur (Noller et al., 1981).
Erinevate varvidega on kujutatud domeenid I, 11, lll, IV, V, VI ja 55 rRNA. Joonis kohandatud (Petrov et
al., 2013).
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LISA 2

Konstrueeritud tive valideerimine. Ndide PCR reaktsioonil tekkinud fragmentidest.

* o QR e - 1500 nt
sl - S === - 870 nt

# T v - 300 nt

1 2 3 4 5 6 7

Joonis 19. Konstrueeritud tivede MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmE ArlmKL ArlmM ArlmN
ArlmE) ja MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL ArlimM ArlmN) valideerimine. DNA fragmentide
pikkuse maaramiseks kasutati markerit (1 kb DNA Ladder), mille rajal 1 on ulevalt alla margitud
fuksiaroosa tarniga DNA fragmendid pikkustega 1500 nt, 700 nt ja 300 nt. Radadel 2-7 on PCR
reaktsiooni labiviimiseks kasutatud rImE praimereid. Kontrolltivedena on kasutatud vastavalt
radadel 2 ja 3 E. coli MG 1655 wt, mis sisaldab wt rImE geeni (870 nt), ning JW3146-2 (ArlImE::Km),
mis sisaldab rimE geeni asemel KmR-kassetti (1500 nt). Radadel 4 ja 5 on kontrollitud E. coli tiive
MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArimB ArlmKL ArImM ArlmN ArlmE) kaks erinevat kolooniat, mis ei sisalda
rImE geeni (300 nt). Radadel 6 ja 7 on kontrollitud E. coli tive MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB
ArlmKL ArlmM ArlmN) kaks erinevat kolooniat, mis sisaldavad rimE geeni 870 nt).
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LISA 3

. Rifampitsiin 05 -+ MG 1655 wt
0.4 . ArluB ArluC ArluF ArimB
g 2 0.8 ArlmKL ArImM ArlmN
@)
O 1 —¥ 0.2 - ArluB ArluC ArluF ArlmB
o1 ArlmKL ArlmM ArlmN ArlmE
0+ T — : T oo
0 50 100 150 200
pg/mi
ErGtromutsiin Klooramfenikool
3 -0.5 3 - 0.5
-0.4 - 0.4
g 2 0.3 g 2
coD y - lDD - 0.3
® -0.2 O - 0.2
14 1
— 0.1 = 0.1
0 . ; : 0.0 o Io.o
0 100 200 300 400 0 2 4 6 8 10 12 14 16
pg/mi pg/mi
Kanamutsiin Streptomutsiin

O DSOO

0 T T T T 0.0 0 T T T 0.0
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20
pg/ml pug/ml

Joonis 20. Bakterikultuuride inhibitsioonikdverad. wild type tlve ja MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB
ArlmKL ArlmM ArlmN) ning MG1655 (ArluB ArluC ArluF ArlmB ArImE ArlmKL ArlmM ArlmN ArlmE)
tiivede kasvu inhibitsioon valgusiinteesi inhibiitoritega. Uledékultuurid lahjendati optilise tiheduseni
ODe0o=0.02. Antibiootikumid lisati vastavalt x-teljel ndidatud kontsentratsioonidele. Kultuure
inkubeeriti 15h ning mdddeti ODgoo.
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LISA 4
MG 1655
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Joonis 21. PTC reaktsiooni sdltuvused inkubatsioonitemperatuuridest. X-teljel on inkubatsiooni

temperatuurid, y-teljel fMet-puromitsiini produkti kontsentratsioonid (pmol). Vilja on toodud
MG1655, MG A8 ja MG A9 PTC aktiivsused erinevatel temperatuuridel 50, 52, 54 ja 56°C.
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