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KASUTATUD LUHENDID

E.coli — Escherichia coli

IF (1,2,3) — initsiatsioonifaktor (1,2,3)

RF — vabastajafaktor (release factor)

EF-Tu — elongatsioonifaktor (elongation factor Tu)
EF-G — elongatsioonifaktor (elongation factor G)
MRNA — messenger-RNA

rRNA — ribosomaalne RNA

tRNA — transport RNA

r-valk — ribosomaalne valk

Zn?* - tsink

PTC — peptidiiiiltransferaasi tsenter

wt — metsiktiivi, MG1655

kan, Km — kanamiitsiin

mQ — milli Q



SISSEJUHATUS

Ribosoom, mis koosneb kahest subiihikust, vastutab valgu siinteesi eest. Ribosoomi molemad
subilihikud koosnevad ribosomaalsest RNAst ja ribosomaalsetest valkudest. Translatsioon
ribosoomides koosneb kolmest etapist: initsiatsioonist, elongatsioonist ja terminatsioonist.
Initsiatsioonil toimub ribosoomi kahe subiihiku omavaheline seondumine, mRNA-I valku
kodeeriva jirjestuse alguse leidmine ja lugemisraami fikseerimine. Elongatsiooni kéigus toimub
peptiidahela siintees ribosoomi poolt, kuni joutakse mMRNA-l asuva stoppkoodonini.
Terminatsioonil tuntakse stoppkoodon dra terminatsioonifaktorite poolt, mille tagajérjel
vabastatakse ribosoomist nii siinteesitud valk, mRNA kui ka tRNA ja toimub ribosoomi
subiihikute dissotsieerumine.
Selles to6s uurime kahte ribosoomivalku, nendeks on L31 ja L36, mdlemad on ribosoomi suure
subiihiku valgud. L31 ja L36 on erilised, kuna on leitud, et need molemad esinevad ribosoomi
koostises kahes erinevas vormis, nii A kui B vormis, mida kutsutakse paraloogideks. Kédesoleva
t00 eesmirk oli teada saada, kas ribosoomidel, kust on puudu L31 ja L36 iiks voi mdlemad
valkude paraloogid, esineb mingeid fenotiitibilisi erinevusi.
Eesmairgiks oli iseloomustada bakteritiivesid, milles on deleteeritud L31 nii iiks kui ka mdlemad
paraloogsed geenid ning bakteritiivesid, milles on deleteeritud L36 iiks voi molemad paraloogsed
geenid. To6os kasutatavad erinevad tiived on konstrueeritud molekulaarbioloogia laboris erinevate
inimeste poolt. Osalesin valkude L31B/L36B deletsiooniga bakteritiive konstrueerimisel.
Uurisime deletsioonitiivede kasvu erinevatel kasvutingimustel ja erinevates kasvufaasides
vorrelduna metsiktiitipi tiivega, mis vdimaldasid uurida nende valkude deletsiooni efekti
erinevates kasvutingimustes. Oluline oli vélja selgitada, mis eeliseid annab rakukultuurile ihe voi

teise valgu olemasolu ribosoomis.

Ribosoom, ribosomaalne valk L31, ribosomaalne valk L36, translatsioon, valkude vahetus



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ribosoom

Ribosoom on histi organiseeritud diinaamiline makromolekul, mis vastutab geneetilise
informatsiooni korrektse translatsiooni eest, see toimub kiiresti ning véga tdpselt (Green &
Noller, 1997). Ribosoom koosneb kahest erineva suurusega subiihikust, mis omakorda koosnevad
rRNAst ja valkudest (Ramakrishnan, Road, Kingdom & Heel, 2002). Uhe kolmandiku ribosoomi
massist moodustavad ribosoomi valgud ja kaks kolmandikku rRNA (Mears et al., 2002).
Translatsiooni initsiatsiooni kdigus ribosoomi subiihikud liituvad ja eralduvad, kui algab
terminatsioon (Selmer et al., 2006).
E.coli ribosoom on 2,4-MDa ribonukleoproteiini kompleks, mis koosneb 58st valgust ja kolmest
ribosomaalsest rRNAst. Need valgud ja rRNA koonduvad kaheks erineva suurusega
astimmeetriliseks partikliks, viikseks ribosoomi subiihikuks (30S) ja suureks ribosoomi
subithikuks (50S) (Dunkle & Cate, 2013). Viike ja suur subiihik koonduvad valgusiinteesi
initsiatsiooni kdigus kokku terviklikuks ribosoomiks (70S) (Byrgazov, Vesper, & Moll, 2013).
Viiksem subiihik vahendab initsiatsiooni etappi ja sisaldab seondumissaite kolmele
initsiatsioonifaktorile (IF1, IF2 ja IF3) ning samuti sisaldab info dekodeerimise keskust, kus
MRNA koodonid paarduvad neile vastava tRNA antikoodonitega (Gualerzi & Pon, 1990).
Viikese subiihiku koostises olevaid valke nimetatakse S-valkudeks (S1-S21), “S* tuleb inglise
keelsest ~ sonast small, mis tidhendab  vidikest (Dunkle &  Cate, 2013).

3(\
Eestvaade Tagantvaade
Joonis 1. Viikese subiihiku morfoloogilised elemendid nii eest- kui ka tagantvaates. (Wimberly

et al., 2000).



Viikese subiihiku kuju on suuresti maaratud (16S rRNA) RNA sekundaarstruktuuri poolt, mis
moodustab kolm morfoloogilist elementi, milledele on tinglikult antud nimed — pea (16S 3’
domeen), platvormi (16S tsentraalne domeen) ja keha (16S 5° domeen) (Joonis 1.) (Byrgazov et
al., 2013). Suure subiihiku koostises olevad valgud on nimetatud L1-L36, “L* tuleb inglise
keelsest sonast large, mis tdhendab suurt (Dunkle & Cate, 2013). Suur subiihik sisaldab
peptidiiiiltransferaasset tsentrit (PTC), kus kataliilisitakse valgusiinteesi kaigus peptiidsideme
moodustumist. Suur subiihik annab seondumissaidid elongatsioonifaktoritele ja sisaldab tunnelit,
mille kaudu véiljub PTC-s siinteesitud peptiidahel ribosoomist tsiitoplasmasse (Byrgazov et al.,
2013). Valkude nimetamise skeem pdhineb nende liikuvusel elektroforeesi toimel
kahedimensionaalses geelis (Dunkle & Cate, 2013). E.coli ribosoomi viike subiihik koosneb
suuremas osas 16S rRNA-st (1542 nukleotiidi) ning suur subiihik koosneb suuremas osas nii 5S
rRNA-st (120 nukleotiidi) kui ka 23S rRNA-st (2904 nukleotiidi) (Cannone et al., 2002).
Eukariiootide (H. sapiens) ribosoomi véike subiihik ehk 40S-alaiiksus koosneb 18S rRNA-st ja
33 ribosoomivalgust, suur subithik ehk 60S-alaiiksus sisaldab aga kolme rRNA-molekul, 5S
rRNA-d, 5,8S rRNA-d, 28S rRNA-d ning 47 erisugust poliipeptiidi (G. Yusupova & Yusupov,
2014).

1.1.1 Prokariioodi ja eukariioodi ribosoomide vordlus

Vaatamata ribosoomide konserveeruvusele on ribosoomides sisalduvate RNA ja valkude suhe elu
erinevates domeenides vdga varieeruv. Ribosomaalse RNA ja valgu suhe voib variceruda 2:1
bakterite ribosoomides kuni 1:3 mdnedes mitokondriaalsetes ribosoomides, ilma, et oleks erilisi
erinevusi ribosoomide molekulmassides (Melnikov et al., 2012). Nii 70S kui ka 80S ribosoomid
on asiimmeetrilised, koosnedes rohkem kui 50st erinevast valgust ja kolmest v4i neljast RNA
ahelast (Melnikov et al.,, 2012). Struktuursetest uuringutest on selgunud, et bakterite ja
eukartiootide ribosoomidel on sarnane struktuurne tuumik, mis koosneb 34-st konserveerunud
valgust (15 viikeses subiihikus, 19 suures subiihikus) ja 4400-st RNA alusest (Melnikov et al.,
2012). 70S ribosoom koosneb 20st bakteri spetsiifilisest valgust (6 vidikeses subiihikus ja 14
suures subtihikus). 80S ribosoom koosneb 46-st eukariioodi spetsiifilisest valgust (18 viikeses
subtihikus ja 28 suures subtihikus) (Melnikov et al., 2012).
30S ja 40S subiihikute iildine struktuur on véga konserveerunud, samuti sisaldavad need
tihesuguseid morfoloogilisi elemente, mida tinglikult nimetatakse - pea (head), keha (body) ja

platvorm (platform) (Melnikov et al., 2012). mRNA ja kolm tRNA seondumissaiti (A, P ja E)
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asuvad subiihikute nendel pindadel, mille kaudu ribosomaalsed subiihikud omavahel
initsiatsiooni kiigus kontakteeruvad (G. Z. Yusupova, Yusupov, Cate, & Noller, 2001). Uldiste
struktuuride vordlemisel on ilmne, et ulatuslikud erinevused bakterite ja eukariiootide
ribosoomide struktuurides paiknevad ribosoomi tsiitoplasma poolsel kiiljel. Need erinevused on
ilmselt seotud sellega, et eukariiootsetes rakkudes on translatsiooni initsiatsioon palju keerulisem
ja nduab oluliselt rohkem lisafaktoreid (Melnikov et al., 2012).
Prokariioodi ja eukariioodi ribosoomid kasutavad erinevaid strateegiaid leidmaks mRNA-I
startkoodonit, kust saaks alguse translatsioon. Bakterites on startkoodoni valik maératud Shine-
Dalgarno jirjestuse poolt, mis tagab MRNA startkoodoni korrektse asetuse véikesel subiihikul
(Melnikov et al., 2012). Eukariiootides voib startkoodon asuda mitusada nukleotiidi eemal
kohast, kus mRNA on kinnitunud viikesele subiihikule, vajalik on 5°-3° suunaline mRNA
skanneerimine, et leida iiles dige valgusiinteesi alguspunkt (Jackson, Hellen, & Pestova, 2010)
(Aitken & Lorsch, 2012). 50S ja 60S subiihikutel on sarnane kroonilaadne kuju (Melnikov et al.,
2012). Suure subiithiku pinnal asuvad kolm (A, P ja E) tRNA seondumissaiti ja
peptidiitiltransferaasi tsenter, kus toimub peptiidsideme moodustamine (Dunkle & Cate, 2013).
Translatsiooni kdigus véljub kasvav peptiidahel tunneli kaudu tsiitoplasmasse ja seal toimub tema
protsessimine ja voltumine. Tunnel algab PTC-st ja 1opeb suure subiihiku sellel poolel, mis ei
kontakteeru 30S-ga (Melnikov et al., 2012). Bakterites on tunneli seinad moodustatud peamiselt
23S rRNA konserveerunud osadest, sisaldades ka L4 ja L22 valgulisi silmuseid ning bakteri
spetsiifilist valku L23 (Zaman, Fitzpatrick, Lindahl, & Zengel, 2007). Eukariiootides on tunneli
seinad moodustatud peamiselt 28S rRNA konserveerunud osadest, sisaldades ka L4 ja L22
valgulisi silmuseid ning eukariioodi spetsiifilist valku L39e (Melnikov et al., 2012). Nii 50S kui
ka 60S subiithikutes on peptiidahela tunneli ahenemine seotud valkudega L4 ja L22.
Eukariiootides on tunnel Kitsam, kui prokartiootides, mis on pdhjustatud insertsioonidest valgus
L4 (Melnikov et al., 2012). Kuigi erinevuste pdhjused pole teada, arvatakse, et eukariiootide
kitsam tunnel on vajalik selleks, et blokeerida makroliidide seondumist tunnelisse, mis takistavad
valmiva peptiidi péddsu tunneli kaudu tsiitoplasmasse ja pdhjustab seeldbi translatsiooni
inhibitsiooni (Zaman et al., 2007). Eukariioodi 80S kristallstruktuurid néditavad, et need
ribosoomid pole mitte ainult suuremad kui bakterite omad, vaid sisaldavad ka unikaalseid

struktuurseid elemente, millest paljusid pole veel uuritud (Melnikov et al., 2012).



1.2 Translatsioon

Translatsiooni ribosoomides saab laias laastus jagada kolme pShietappi, nendeks on initsiatsioon
e. algatamine, elongatsioon e. pikendamine ja terminatsioon e. 1opetamine (Schmeing &
Ramakrishnan, 2009)(Joonis 2.). Tegelikult on olemas veel neljaski etapp, ribosoomi

dissotsieerumine subiihikuteks, et translatsiooniring saaks uuesti alata (Byrgazov et al., 2013).
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Joonis 2. Translatsioon bakteriaalsetes ribosoomides.
Joonisel on ndidatud translatsiooni pdhietapid ning vajalikud faktorid, mis aitavad seda 1dbi viia

(Schmeing & Ramakrishnan, 2009).

Ribosoomil on kolm kohta, kus tRNA seondub mRNA-ga, neid kohti kutsutakse A, P ja E
saitideks. Need kolm tRNA seondumissaiti asuvad viikese ja suure subiihiku vahelisel pinnal
(Dunkle & Cate, 2013). A sait on seondumissait aminoatsiiil-tRNA jaoks, P sait on
seondumissait peptidiitil-tRNA jaoks ja E sait on sait, mille kaudu vabastatakse tRNA
ribosoomist, kui kasvav poliipeptiidahel liigutatakse peptidiiiil-tRNA juurest aminoatsiiiil-tRNA

juurde ehk siis A saiti, kus luuakse side seal asuva tRNA-ga (Vila-Sanjurjo, 2013).
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Initsiatsioon bakterites holmab interaktsiooni 30S subiihiku 16S rRNA ja mRNA-I oleva Shine-
Dalgarno jarjestuse vahel. Shine-Dalgarno jérjestus on komplementaarne 16S rRNA 3’ otsaga,
mida kutsutakse Anti Shine-Dalgarno jérjestuseks. Initsiatsioon vajab toimumiseks kolme
initsiatsioonifaktorit — IF1, IF2 ja IF3 (Gualerzi & Pon, 1990). IF3 seondub tugevasti 30S
subiihikuga ja aitab viltida viimase enneaegset seondumist 50S subiihikuga, IF3 aitab ka
initsiaator-tRNA valikul, kuna see destabiliseerib teiste tRNAde seondumist ribosoomi P saiti
(Hartz, Binkley, Hollingsworth, & Gold, 1990). IF3 aitab ka terminatsiooni viimase sammuna
eemaldada deatsetiileeritud tRNA viikesest subiihikust, enne kui subiihikut taaskasutatakse uue
valgu siinteesi initsiatsiooniks (Karimi, Pavlov, Buckingham, & Ehrenberg, 1999). IF2 on
GTPaas, mis soodustab subiihikute assotsiatsiooni moodustamaks 70S initsiatsiooni kompleksi.
Initsiatsioonikompleks saab moodustuda vaid peale IF3 vabanemist 30S subiihikult. IF3 vabaneb,
kuna initsiaator-tRNA ja startkoodoni interaktsiooni tulemusena toimuvad véikeses subiihikus
konformatsioonilised muudatused, mis pdhjustavad IF3 vabanemise ning suur subiihik saab
seonduda viikese subiihikuga (Antoun, Pavlov, Lovmar, & Ehrenberg, 2006). IF2 seondumist
ribosoomiga vahendab IF1. 30S-1F1 kompleksi kristallstruktuurist selgub, et IF1 seondub 30S
subithiku A saiti, see Kkaitseb A saiti liiga varase tRNA seondumise eest (Carter, 2001).
Kokkuvottes, IF1 seondub A saiti, IF2 seondub iile A saidi, P sait on hdivatud initsiaator-tRNA
poolt ja IF3 hoivab E saidi. Seega koik tRNA saidid on hdivatud, ilmselt on see kdik vajalik
selleks, et 30S subiihik saavutaks dige konformatsiooni valgu siinteesi alustamiseks (Tomsic et
al., 2000).
Elongatsioonitsiikli alguses asub ribosoomi P saidis peptidiiil-tRNA, mille kiiljes on aminohape,
ja A sait on tithi. Aminoatsetiiiil tRNA tuuakse A saiti kolmikkompleksis EF-Tu ja GTP-ga
(Ramakrishnan et al., 2002). Korrektne koodoni ja antikoodoni interaktsioon pohjustab
ribosoomis konformatsioonilised muutused, mis stabiliseerivad tRNA seondumist ja paédstavad
EF-Tu kaasabil valla GTP hiidroliitisi (Rodnina & Wintermeyer, 2001). Dekodeerimisele jargneb
peptiidsideme moodustamine, mille tulemusena pikeneb poliipeptiidahel ithe aminohappe vorra
(Ramakrishnan et al., 2002). Peptiidsideme moodustamine, mis hdlmab P saidis oleva tRNA
deatsetiileerimist ja peptiidahela iilekandmist A saiti on siis sisuliselt spontaanne (Ramakrishnan
et al., 2002). Peale peptidiiiili transferaasi on ribosoomi P saidis deatsetiileeritud-tRNA ja A
saidis peptidiiiil-tRNA. Translokatsiooni viib 1dbi EF-G, mis on GTPaas. EF-G kataliiiisitud
translokatsiooni abil liiguvad tRNA ja mRNA ribosoomi suhtes iihe koodoni vorra edasi

(Ramakrishnan et al.,, 2002). Translokatsiooni tulemusena on ribosoom valmis uueks
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elongatsioonitsiikliks, mis hdlmab deatsetiileeritud tRNAd E saidis, peptidiiiil tRNA-d P saidis ja
tihja A saiti, mis on valmis vastu votma uut kolmikkompleksi (tRNA + EF-Tu + GTP)
(Ramakrishnan et al., 2002).
Valgusiinteesi terminatsioon algab siis, kui stoppkoodon on joudnud ribosoomi A saiti. Bakterites
tunnevad stoppkoodoneid dra kaks erinevat terminatsioonifaktorit — RF1 ja RF2 (Kisselev &
Buckingham, 2000). Mdlemad terminatsioonifaktorid tunnevad dra UAA koodonit, RF1 tunneb
lisaks sellele dra UAG koodoni ja RF2 UGA koodonit (Ramakrishnan et al., 2002). RF1 ja RF2
seondumine ribosoomi A saidis kindla stoppkoodoniga viib peptidiiiil-tRNA hiidroliitisini ja
vabastab peptiidahela P saidi tRNA kiiljest (Das & Varshney, 2006). Ei ole selge, kas RF1/RF2
kataliitisivad ise peptiidi vabanemise peptidiiil-tRNA kiiljest voi indutseerivad ribosoomi poolt
kataliitisitavat terminatsiooni (Ramakrishnan et al., 2002). Vajalik on ka RF3, mis vabastab
vastavalt kas RF1 voi RF2 ribosoomide koosseisust parast poliipeptiidahela eemaldamist tRNAIt
(Freistroffer, Pavlov, MacDougall, Buckingham, & Ehrenberg, 1997). Peale poliipeptiidahela
vabastamist jadb ribosoomi mRNA ja P saiti deatsetiileeritud tRNA, selline kompleks tuleb lahti
votta selleks, et valmistada ribosoom ette uueks valgusiinteesiks (Ramakrishnan et al., 2002).
Selles protsessis on vajalikud RRF (ribosome recycling factor e. ribosoomi timberto6tlemise
faktor) ja EF-G. Hiljutised uuringud néitavad, et RRF ja EF-G viivad ribosoomi dissotsiatsioonini
GTP hiidroliiiisi kaudu (Karimi et al., 1999).

1.3 Ribosomaalsed valgud

Paralleelselt tdhelepanuvéirsele edule, mis on saavutatud ribosoomi struktuuri mdistmisel, on
genoomika areng vdimaldanud uurida ribosomaalsete valkude geene nii prokariiootsetes kui ja
eukartiootsetes genoomides (Lecompte, Ripp, Thierry, Moras, & Poch, 2002). Analiiiisid
kinnitavad, et enamik bakteriaalseid r-valkude geene on koondunud genoomis paari operoni, mis
voimaldab nende ekspressiooni efektiivsemat regulatsiooni, ja need geenid on harva
duplitseeritud (Makarova, Ponomarev, & Koonin, 2001). Eukariiootsed r-valkude geenid on
hajutatud kromosoomide vahel ja eukariiootne genoom sisaldab palju r-valkude geenide
duplikatsioone (Lecompte et al., 2002).
E.coli ribosoomi viikeses subiihikus on 21 r-valku ja suures subiihikus on 33 r-valku (Wilson &
Nierhaus, 2005). Eukariiootidel on 78 r-valku, 32 neist on vdikese subiihiku ja 46 suure subiihiku
valgud. Eukartiootides leidub 11 eukariioodi spetsiifilist r-valku, mida ei leidu ei arhedes ega

bakterites, 4 viikeses subiihikus ja 7 suures subiihikus (Lecompte et al., 2002). Arhedel on 68
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ribosomaalset valku, 28 r-valku on viikeses subiihikus ja 40 r-valku on suures subiihikus. Uks r-
valk on arhedel spetsiifiline, seda ei leidu ei bakterites ega ecukariiootides, ja see asub suures
subiihikus (Lecompte et al., 2002). Bakteritel on 57 ribosomaalset valku, 23 r-valku on véikses
subtiihikus ja 34 on suures subiihikus. 23 r-valku on bakteri spetsiifilised, neid ei leidu ei arhedes
ega eukariiootides, 8 véikeses subiihikus ja 15 suures subiihikus (Lecompte et al., 2002).
Eluslooduse kolmel domeenil (eukariiootidel, arhedel ja bakteritel) on 34 r-valku, mis on
konserveerunud, 15 neist asub véikses subiihikus ja 19 suures subiihikus (Joonis 3.) (Lecompte et
al., 2002) (Koonin, Wolf, Yutin, & Puigbo, 2012). Uldiselt on ribosomaalsed valgud viga
aluselised, voib oletada, et nende tildiseks funktsiooniks voib olla rRNA negatiivse laengu, mis
on pohjustatud rRNA selgroos olevate fosfaatjadkide poolt, tasakaalustamine (Wilson &
Nierhaus, 2005). Osadel r-valkudel, niditeks S16, L15, L16, L20 ja L24, on selge ja kindel
funktsioon ribosoomi subiihikute assotsiatsioonil, kuid nad muutuvad mittevajalikuks, kui
ribosoom on tdielikult kokku pandud (Nierhaus, 1991). Ribosomaalsed valgud on ebaiihtlaselt
jaotunud tile ribosoomi. Kodige silmatorkavam on see viikese subiihiku puhul, kus ainult iiks valk
(S12) on leitud kiiljel, mis seondub suure subiihikuga, koik teised valgud paiknevad 30S
subiihiku tsiitoplasmapoolsel kiiljel. Enamik r-valke on leitud viikese subiihiku pea (16S 3’
domeen) piirkonnast (Joonis 1.) (Wilson & Nierhaus, 2005). Suure subiihiku kiilg, mis seondub
véikese subiithikuga on samuti r-valkude vaene, kuid peptiidi valjumistunnelis on rikkalikult r-
valke (Wilson & Nierhaus, 2005).

Eukariioot: 78 Arhe : 68

3 -z AE: 33
(32/46) E: 11 (1320

(4:7)

Joonis 3. Ribosomaalsete valkude jagunemine kolme evolutsiooniliselt erineva domééni vahel

(Wilson & Nierhaus, 2005)(Lecompte et al., 2002).
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1.3.1 Ribosomaalne valk L31

Ribosoomivalk L31 on konserveerunud bakterite hulgas, L31 ribosoomi valku on leitud kahes
vormis (A ja B). Bacillus subtilis’es on nididatud, et L31 valgu kaks vormi seonduvad
ribosoomiga erinevatel kasvutingimustel (Nanamiya & Kawamura, 2010). Oletatakse, et L31
paraloogsete valkude erinev seondumine ribosoomiga on tingitud tsingi olemasolust keskkonnas.
Tsink kontrollib mdnede ribosoomivalkude geenide transkriptsiooni, nende hulka kuulub ka
geen, mis kodeerib valku L31B (Panina, Mironov, & Gelfand, 2003). Tsink kontrollib L31B
transkriptsiooni transkriptsioonifaktor ZUR abil. ZUR on repressor, mis seondub L31B
promootorile tsingi juuresolekul, seega L31B geen tsingi juuresolekul ei avaldu. Paraloogide
vahel esineb eripira, L31A sisaldab CxxC (Zn?* sdrme motiiv, mis sisaldab kahte paari tsiisteiini)
motiivi, mis arvatakse siduvat tsinki, L31B-I see motiiv puudub. Jarelikult L31A seob tsinki ja
L31B ei seo tsinki (Nanamiya & Kawamura, 2010). Limiteeritud tsingi tingimustes vahetatakse
L31A, mis sisaldab iihte tsingi aatomit molekuli kohta, vélja L31B vastu, mis ei sisalda tsinki
(Nanamiya & Kawamura, 2010). On vilja pakutud, et valkude vahetamine aitab kaasa tsingi
homdostaasile, kui tsingi kogus on keskkonnas piiratud. Valkude vahetus voib suurendada tsingi
ioonide kéttesaadavust teistele tsinki siduvatele valkudele rakus. (Nanamiya & Kawamura, 2010).
Ribosoomid sisaldavad valku L31 A vdi B vormis erinevates kasvufaasides. Néitena voib tuua
B.subtilis’e, millel on tuvastatud, et eksponentsiaalses faasis sisaldavad 50S subiihikud peamiselt
paraloogi L36A ja statsionaarses faasis sisaldavad 50S subiihikud peamiselt paraloogi L36B.
Seevastu L31B valgu paraloogi leidus nendes ribosoomi fraktsioonides, mis olid eraldatud
rakkudest statsionaarses kasvufaasis (Nanamiya & Kawamura, 2010). Pole vilistatud, et
konkreetsed ribosoomiga liitunud valgud reguleerivad ribosoomi aktiivsust. Kaldutakse arvama,
et moned ribosoomi valgud omavad ekstra-ribosomaalseid funktsioone ning vdimaldavad
bakteritel toime tulla erinevate kasvutingimustega (Nanamiya & Kawamura, 2010). Samuti on
toendoline, et need valgud on vajalikud sidumaks monda ribosoomseotud faktorit erinevate
kasvufaaside ajal. Kaugeltki mitte kdigi ribosoomi valkude funktsioonid pole veel teada

(Nanamiya & Kawamura, 2010).
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1.3.2 Ribosomaalne valk L36

Kuigi korgelt konserveerunud funktsionaalsed piirkonnad ribosoomis koosnevad peamiselt RNA-
st, on ka paljud ribosoomi valgud viga konserveerunud. Seega osa ribosomaalseid valke omavad
ilmselt ribosoomi funktsioneerimiseks olulist funktsiooni (Maeder & Draper, 2005). Valgud
voivad holmata RNA valestivoltumise ennetamist kokkupaneku (assembly) kidigus, RNA
konformatsioonimuutuste edendamist translatsiooni kaigus ja ribosoomi {ildise struktuuri
stabiliseerimist (Maeder & Draper, 2005). L36 on iiks nendest aluselistest valkudest, mis on
bakterites, kloroplastides ja mitokondrites korgelt konserveerunud. E.coli ribosoomis leiduv valk
L36 on kdige vdiksem bakteri ribosoomi valk, koosnedes vaid 38st aminohappejaagist (Ikegami,
Nishiyama, Matsuyama, & Tokuda, 2005). Ribosoomid koosnevad 50-80 valgust ja kolmest-
neljast RNA molekulist. Umbes 30 aluselist valku on seotud ribosoomi suure subiihikuga,
arvatavasti on need valgud vajalikud rRNA korrektseks kokku pakkimiseks (Maeder & Draper,
2005). Tsink kontrollib L36B transkriptsiooni transkriptsioonifaktor ZUR abil. ZUR on
repressor, mis seondub L36B promootorile tsingi juuresolekul, mis takistab transkriptsiooni
alustamist. Jarelikult L36B geen tsingi juuresolekul ei avaldu. L36A, nagu L31A-gi, sisaldab
CxxC (Zn2+ sorme motiiv, mis sisaldab kahte paari tsiisteiini) motiivi, mis arvatakse siduvat
tsinki, L36B-1 see motiiv puudub (Nanamiya & Kawamura, 2010). Jarelikult L36A seob tsinki ja
L36B ei seo tsinki. Arvatakse, et L36 kditub nagu alternatiivne ribosoomi valk, mis vahetab
algupdrase L36A valgu vilja limiteeritud tsingi tingimustes L36B valgu vastu (Panina et al.,
2003). L36A eemaldamine ribosoomist pdhjustab bakterirakkude temperatuuritundlikkuse
fenotiiiipi ja translatsiooni kéigus ribosoomide puudulikku translokatsiooni (Ikegami et al., 2005).
Samuti pdhjustab L36A eemaldamine ulatuslikke héireid rRNA tertsiaarstruktuuris (Maeder &
Draper, 2005). Samuti voib selle valgu eemaldamine mojutada ka elongatsioonifaktorite
seondumist ribosoomidega. L36A vaib anda tertsiaarstruktuurile termodiinaamilise stabiilsuse ja
arvatakse ka, et L36A-I on oluline roll 23S rRNA struktuuri organiseerimisel (Maeder & Draper,
2005). Toos Ikegami et. al 2005 on viidetakse, et kuigi L36 on laialdaselt konserveerunud nii
bakterites, kloroplastides kui ka mitokondrites, pole see oluline ei valgusiinteesis ega ribosoomi
terviklikkuses, kuid mingib suurt rolli bakteri kiires kasvus. Tuleb maérkida, et Ikegami ja
kaastootajad ei ndinud efekti, ilmselt selle pérast, et nad ei ole analiiiisitud B valke, mistottu pole
ilmselt efekti tinu sellele, et nende katsetes asendab L36B paraloog L36A paraloogse valgu.

Arhedel ja eukartiootidel puudub L36, ilmselt on see kompenseeritud rRNA stabiilsema
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tertsiaarstruktuuri abil voi on L36 puudumine kompenseeritud alternatiivsete valk-RNA

interaktsioonidega mujal ribosoomis (Maeder & Draper, 2005).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To66 eesmirgid

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli iseloomustada bakteritiivesid, milles on deleteeritud L31 nii iiks kui
ka molemad paraloogsete valkude geenid ning bakteritiivesid, milles on deleteeritud L36 iiks voi
mdlemad paraloogsete valkude geenid. Eesmérgiks oli vilja selgitada, millistel tingimustel iiks

vOi teine paraloogne valk on raku elutegevuseks oluline.
2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Toos kasutatud tiived, plasmiidid ja sootmed

Tabel 1. Toos kasutatud bakteritiived.

Tiivi Kommentaar

E.coli MG1655 wt
Genotiiiip: F* 1" ilvG- rfb-50 rph-1

(http://www.genome.wisc.edu/)

E. coli MG1655 A31A Sisaldab 31A geeni asemel kanamiitsiini resistentsuse kassetti

E.coli MG1655 A36A Sisaldab 36A geeni asemel kanamiitsiini resistentsuse kassetti

E.coli MG1655 A31A36A Sisaldab 31A ja 36A geenide asemel kanamiitsiini resistentsuse

kassetti
E.coli MG1655 A31B Sisaldab 31B geeni asemel kanamiitsiini resistentsuse kassetti
E.coli MG1655 A36B Sisaldab 36B geeni asemel kanamiitsiini resistentsuse kassetti

E.coli MG1655 A31B36B Sisaldab 31B ja 36B geenide asemel kanamiitsiini resistentsuse

kassetti
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Sootmed:

MOPS vedelsoode (1x MOPS sool (0,2190mM NH4CI, 27,6mM K;SO4, 2mM CaCl; » 2H,0,
250mM MgCl,, 500mM NaCl), 1,32mM K;HPQO,, 0,2ml tiamiini (1 mg/ml), 2g sorbitooli, 20
erinevat aminohapet (Idppkontsentratsiooniga 100 ug/ml)).
SOC soode (2% Bacto triiptooni (Difco), 0,5% parmiekstrakti (Difco), 10mM NaCl, 2,5mM
KClI, 10mM MgCl,, 10mM MgSQy, 20mM gliikoosi).
SOB so6de (2% Bacto triiptooni (Difco), 0,5% péarmiekstrakti (Difco), 10mM NacCl, 2,5mM KCI,
10mM MgCly, 10mM MgSOy,).
Tardsootmetena kasutati LB soodet (1% triiptoon, 1% NaCl, 0,5% Bacto parmickstrakt) ja LB
s0odet, mis sisaldas kanamiitsiini (l0ppkontsentratsiooniga 50ug/ml). Tardsoodet valmistati

lisades LB s66tmele agarit 15 g/l.

Kasutatud plasmiidid:

pKD13 — FRT saitide vahel asub kanamiitsiini resistentsusgeen (Datsenko & Wanner, 2000).
pKD46 — Lambda Red rekombinaasi ekspressiooniplasmiid. pKD46 plasmiid tootati vilja
selleks, et rekombinatsiooni 14bi viia, sisaldab arabinoosi poolt indutseeritud exo, bet, gam ja
orf60a geene temperatuuritundlikus vektoris, mis piisib alles 30°C juures, kuid kaotatakse 42°C
juures (Datsenko & Wanner, 2000).

Kasutatud PCR praimerid:
H1P1 -5 - CGATGAGCAT GTATCTTTAT CGTTATGTTA TAACATAACA
CGTAAAAATG ATGATTCCGG GGATCCGTCG ACC -3’

H2P2 - 5°- CAAATATCG TTAATCCGTC GAATTTTG AATCAACGTT TTTTCTTACG
ACCTGTAGGC TGGAGCTGCT TCG -3’

PCR-i (poliimeraasi ahelreaktsiooni) produkte kontrolliti geelelektroforeesiga. PCR
reaktsioonisegule lisati 1/6 mahtu 6X laadimisvarvi ning proov kanti etiidiumbromiidi (0,25
ug/ml) sisaldavale agaroosgeelile 0,5X TAE puhvris (25 mM Tris-atsetaat; 0,5 mM EDTA pH
8,2).

Koik t60s kasutatud elektroforeesid viidi 1abi 1% agaroosgeelis 0,5X TAE puhvris pingel 120
volti ja DNA visualiseeriti UV-valguses (200-400 nm).
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2.2.2 MG1655 A31B36B tiive konstrueerimine

2.2.2.1 PCR praimerite disainimine geeni deletsiooniks

L31B ja L36B valku kodeerivad geenid on E.coli genoomis jarjestikku ja kattuvad iihe
nukleotiidi ulatuses (The EcoGene database, www.ecogene.org)(www.ncbi.nlm.nih.gov). Geeni
deletsioon viidi 1abi nagu kirjeldatud Baba et al., 2006.
Praimerid, mida kasutati geeni deletsiooniks olid 50 nukleotiidi ulatuses homoloogsed
piirkonnaga, mis jdi mérklaudgeenidest (L31B/L36B) kas iiles-voi allavoolu ning millele jérgnes
20 nukleotiidi pikkune jérjestus, mis oli komplementaarne kanamiitsiini resistentsuse geeni (kan)
jarjestusega vastavalt tiles-voi allavoolu (H1P1 ja H2P2)(Joonis 4.).
Valgu N terminaalne (DNA 5’ ots) praimer koosnes 50 nukleotiidi pikkusest jérjestusest, mis jéi
sihtmédrk geenist {ilesvoolu ning mis sisaldas maérklaudgeeni initsiatsioonikoodonit.
Mairklaudgeenist ~ {ilesvoolu jddva geeni 50 nukleotiidi pikkune jarjestus koos
initsiatsioonikoodoniga moodustavad kokku H1 (Joonis 4.). H1-le tuli lisada iilesvoolu veel 20
nukleotiidi pikkune kan jarjestust, 5’-ATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’(P1). Valgu C
terminaalne (DNA 3’ ots) praimer koosnes 29 nukleotiidi pikkusest jarjestusest, mis jai meid
huvitavast mérklaudgeenist allavoolu, ning lisaks sihtmdrk geeni C-terminaalse osa 21-st
nukleotiidist, mis sisaldas endas ka terminatsioonikoodonit - moodustavad kokku H2 (Joonis 4.).
H2-le tuleb allavoolu lisada wveel 20 nukleotiidi pikkune Kkan jarjestus, 5°-
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3(P2) (Joonis 4.).

P
H\:})FRT FRT
[:[:[ [ Kanamitsiini resistentsu}]j:]
H
P2 -

N

H1 1
— o
[ Geen A [ L31BL36B 4l Geen C 1
Met 1
d g
H2
FRT FRT
[ Geen A "'I_r[ | Kanamitsiini resistentsus » | [ Geen C |
e

Joonis 4. Praimerite konstrueerimine geenide deletsiooniks bakterigenoomist rekombinatsiooni
teel (Baba et al., 2006).
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2.2.2.2 DNA fragmentide amplifikatsioon PCR meetodil ja DNA puhastamine agaroosgeelist

PCR reaktsioon vajas 50ul segu jaoks 2,5U Taq poliimeraasi (TaKaRa Ex Taq, Takara Shuzo
Inc.), 1-2pg puhastatud pKD13 plasmiidset DNA-d, 1,0 uM mdlemat praimerit ja 200 uM dNTP-
d. PCR-i jaoks viidi 14bi 30 tsiiklit (TPersonal Thermocycler, Biometra) 90°C 30sek, 59°C 30sek,
72°C  2min ja peale viimast tstklit lisaks tdiendavalt veel 72°C  2min.
Saadud PCR produktid elektroforeesiti agaroosgeelis, puhastati geelist Gel Extraction Kit’i
(Fermentas) abil vastavalt tootja poolt antud protokollile. Agaroosgeelist puhastatud DNA
fragmente 15igati restriktsiooniensiilimi Dpnl-ga (Fermentas) vastavalt tootja poolt ettendhtud
puhvris  1,5h temperatuuril 37°C. Restriktsiooni ldbinud DNA elektroforeesiti uuesti

agaroosgeelis, produkt puhastati samamoodi nagu eelnevalt.

2.2.2.3 Elektrokompetentsete rakkude ettevalmistus

5ml-sse LB s66tmesse inokuleeriti rakke LB plaadilt, millele olid kiilvatud E.coli rakud, mis
sisaldasid pKD46 plasmiidi. Uks E.coli koloonia ja inkubeeriti 5 tundi kuni iiledd 37°C juures
loksutil. Ettekasvatatud bakterikultuur (5ml) kiilvati iimber 500ml-sse varskesse LB s66tmesse ja
rakke kasvatati 37°C juures loksutil (200-300 pooret/minutis) kuni optilise tiheduseni (ODggo)
0,5-0,6. Jargnevalt jahutati rakke 10-15 minutit jadl, misjarel rakud tsentrifuugiti ornalt pShja
tsentrifuugimise teel 4200 podret/minutis 20 minutit temperatuuril 2°C, kasutades Beckman GSA
rootorit. Peale supernatandi eemaldamist suspendeeriti rakud 5ml-s jddkiilmas mQ-s. 5ml-le
suspensioonile tuli lisada veel algkultuuri kogusega vordne kogus jddkiilma mQ-d (5ml) ja
seejérel korralikult segada. Rakud tsentrifuugiti pdhja tsentrifuugimisel 4500 pooret/minutis 2°C
juures 10 minutit. Peale tsentrifuugimise 10ppu tuli supernatant kiiresti eemaldada, taaskord
lisada 5ml mQ-d ja rakud selles suspendeerida ning tsentrifuugida veelkord 4500 p66ret/minutis
2°C juures 10 minutit. Peale tsentrifuugimise 10ppu tuli supernatant kiiresti eemaldada, lisada
Iml mQ-d ja rakud selles suspendeerida. Rakud tosteti eelnevalt jahutatud 1,5ml-sse eppendorf
tuubi ja tsentrifuugiti (Heraeus Fresco) 4000 pooret/minutis 4°C juures 10 minutit. Supernatant
eemaldati, hinnati rakkude mahtu ning rakkude suspendeerimiseks lisati rakusademega vdordses

hulgas jadkiilma mQ-d. Rakke hoiti kuni elektroporatsioonini jaal.

2.2.2.4 Transformatsioon elektroporatsiooni meetodil
40ul-le kompetentsetele rakkudele (kirjeldatud eelmises alapealkirjas) lisati 10 ng plasmiidset

DNA-d, segu segati kokku jaal. Kompetentsete rakkude ja plasmiidse DNA segu viidi jadkiilma
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0,2-cm kiivetti (Bio-Rad, Inc.) ja lisati 50-400ng PCR abil amplifitseeritud DNA-d. Rakke
elektroporeeriti 2,5kV, 25mF ja 200 oomi juures, peale elektroporatsiooni lisati kiivetti
viivitamatult 1ml SOC soddet. Kiivetis olev segu pipeteeriti epsi, inkubeeriti 2h 37°C juures ja

seejérel kiilvati 1/10 materjalist kanamiitsiini tassile ning inkubeeriti 37°C juures iiled6.
2.2.3 Konkurentsikatsed MG1655 ja deletsioonitiivede vahel

2.2.3.1 Ellujddmus statsionaarses kasvufaasis

Katse alustamiseks tuli erinevad tiived sailituskultuurist plaatidele kiilvata ning kasvatada 37°C
juures iile6d. MG1655 kiilvati LB tassile ja deletsioonitiived kiilvati kanamiitsiini tassile.
Jargmisel péeval kiilvati igalt plaadilt iiks koloonia 2ml MOPS s66tmesse (deletsioonitiivedele
lisati MOPS so6tmesse selektsiooniks ka kanamiitsiini, 10ppkontsentratsiooniga 25ug/ml) ning
kasvatati 37°C juures iile6d. Wt ja deletsioonitiive iiledokultuurist kiilvati varskesse 2ml MOPS
sootmesse 50ul kultuuri ja kasvatati loksutil temperatuuril 37°C. Iga kolme pdeva tagant voeti
kultuurist proov, lahjendati seda (lahjendused toodud tabelis 2 ja 3) ja kiilvati 100ul nii LB kui ka
kanamiitsiini tassidele, tasse inkubeeriti temperatuuril 37°C iile66 ning seejdrel loeti tassidele
tekkinud kolooniad. Kanamiitsiini tassil selekteeriti elujoulised deletsioonitiived, LB tassil

moodustasid koloonia kdik elujdulised bakterirakud.

2.2.3.2 Deletsioonide efeke tsiiklilise kasvu tingimustes

Katse alustamiseks tuli erinevad tiived séilituskultuurist plaatidele kiilvata ning kasvatada 37°C
juures ile66. MG1655 kiilvati LB tassile ja deletsioonitiived kiilvati kanamiitsiini tassile.
Jargmisel péeval kiilvati igalt plaadilt iiks koloonia 2ml MOPS so6tmesse (deletsioonitiivedele
lisati MOPS sootmesse selektsiooniks ka kanamiitsiini, kontsentratsiooniga 25upg/ml) ning
kasvatati 37°C juures iile66. Wt ja deletsioonitiive tiledokultuurist kiilvati varskesse 2ml MOPS
sootmesse 50ul kultuuri ja kasvatati loksutil temperatuuril 37°C. Jargmisel péeval kiilvati 2ul
iledd kasvanud kultuurist virskesse 2ml MOPS sootmesse ja kasvatati iiledd. Bakterikultuuri
lahjendati iga 24tunni jdrel, kiimnel pédeval. Iga kahe pédeva tagant voeti kultuurist proov,
lahjendati (lahjendused toodud tabelites 4 ja 5) seda ja kiilvati 100ul nii LB kui ka kanamiitsiini
tassidele, tasse inkubeeriti temperatuuril 37°C iile66 ning seejirel loetleti tassidele tekkinud
kolooniad. Kanamiitsiini tassil selekteeriti elujoulised deletsioonitiived, LB tassil moodustasid

koloonia kdik elujoulised bakterirakud.
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2.2.4 Tasside pildistamine
Tasside pildistamiseks kasutati digitaalkaamerat (Seiko Epson Photo PC 3100Z, 3,3Mpix) ja pilte
toodeldi programmiga Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated).
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2.3 Tulemused

2.3.1 MG1655 A31B36B tiive konstrueerimine

L31B ja L36B geenide deleteerimiseks kasutati homoloogilist rekombinatsiooni.
Homoloogiliseks rekombinatsiooniks kasutati PCR meetodil siinteesitud DNA fragmente,
elektrokompetentseid rakke ja rekombinaasi plasmiidi. Selleks, et MG1655 tiivest geenid
selektiivselt deleteerida, transformeeriti kompetentseid E.coli rakke rekombinaasi plasmiidi
(pKD46) ja PCR-i abil amplifitseeritud DNA seguga. Peale elektroporatsiooni lisati rakkudele
SOC sooddet ning inkubeeriti 2h 37°C juures, et vdimaldada plasmiidilt rekombinaasi
ekspressiooni. Peale inkubeerimist kiilvati 1/10 materjalist kanamiitsiini plaadile, kus kolooniaid
annavad ainult need rakud, kuhu on geeni asemele integreerunud kanamiitsiini
resistentsuskassett. Geenideletsiooni kontrolliti PCR-i ja geelelektroforeesi abil. Minul kahjuks ei
onnestunud deletsioonitiive konstrueerimine. MG1655 + A31B36B deletsioonitiivi Onnestus

konstrueerida Kai Virumiel.

2.3.2 Ellujidmus statsionaarses kasvufaasis
Konkurentsikatsed viidi 1dbi eraldi koigi deletsioonitiivede ja MG1655(wt) vahel. Elujoulisi
deletsioonitiivesid selekteeriti kanamiitsiini tassil, LB s66tmel moodustasid koloonia koik

elujoulised bakterirakud. Katsed viidi ldabi kahe sdltumatu paralleelina.
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2.3.2.1 L31B ja L36B valgu geenide deleteerimise maju bakterite kasvule statsionaarses faasis

Statsionaarses kasvufaasis ellujadmuse katse tulemused on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Statsionaarses kasvufaasis ellujaamuse tulemused (loetletud kolooniad). LB tasside
kolooniad néditavad koigi eluvdoimeliste rakkude arvu. Kanamiitsiini tassil moodustavad koloonia

deletsiooni sisaldavad elujoulised rakud.

Valjakulv 3.pdev 6.pdev 9.pdev 12.paev 15.pdev
Lahjendus 10° 10* 10* 10* 10*
Wt + A31B36B
1)LB 1240 2920 1880 900 188
1)Km 1364 1724 1940 640 8
2)LB 1320 3280 2960 1240 127
2)Km 1464 3000 1640 676 1
Wt + A31B
1)LB 2188 2160 3400 1160 504
1)Km 884 876 2200 1192 0
2)LB 1800 3360 2840 596 541
2)Km 420 395 2360 1920 34
Wt + A36B
1)LB 936 2320 2280 588 89
1)Km 1320 3000 2020 908 1
2)LB 2000 2960 2080 2120 440
2)Km 117 1516 2100 1108 29

Esimese 12 pédeva jooksul oli plaatidele kiilvatud kolooniate arv liiga suur, et ndha erinevust
deletsiooni ja wt tiive vahel (Tabel 2. 3.-12.pdev). Kui LB tassil on juba iile 500 koloonia, siis
pole eluvdimeliste rakkude arvu eristamine enam voimalik. Nendes Kkatsetingimustes ei olnud
voimalik erinevust tuvastada enne 15.pdeva. 15.pdeval loendati Km tassidel oluliselt vihem
kolooniaid vorreldes LB tassil olevate kolooniatega (Tabel 2. 15.pdev), mis viitab sellele, et valgu
deletsioonitiivede eluvdoime on statsionaarses faasis 15.pdevaks oluliselt vdhenenud. Sellest
jéreldub, et ilmselt statsionaarses kasvufaasis ei ole L31B kui ka L36B valgud hidavajalikud,
kuid nende olemasolu aitab bakterirakkudel taluda statsionaarset kasvufaasi. 15.pdeval oli
kolooniate arv langenud ka LB tassidel, kuid Km tasside kolooniate arv oli oluliselt rohkem

vahenenud.
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2.3.2.2 L31A ja L36A valgu geenide deleteerimise moju bakterite kasvule statsionaarses faasis

Statsionaarses kasvufaasis ellujagdmuse katse tulemused on toodud tabelis 3.

Tabel 3. Statsionaarses kasvufaasis ellujadgmuse tulemused (loetletud kolooniad). LB tassidele
tekkinud kolooniad niitavad koigi kiilvatud eluvdimeliste rakkude arvu. Kanamiitsiini tassil

kasvavad vaid deletsiooni sisaldavad elujoulised rakud.

Viljakdlv 3.paev 6.pdev 9.pdev
Lahjendus 10a5 10a5 10a4
Wt ja A31A
1)LB 1136 1880 2280
1)Km 1680 992 1640
2)LB 2028 1476 3360
2)Km 1480 1140 2320
Wt ja A36A
1)LB 1664 1292 1640
1)Km 1000 159 46
2)LB 1304 1440 1440
2)Km 524 272 40
Wt ja A31A36A
1)LB 1352 1200 1840
1)Km 66 11 26
2)LB 688 628 1360
2)Km 1312 680 1280

L31A ja L36A valgu deletsioonitiivede eluvoime oli vdhenenud vdrrelduna wt tiivega.
Statsionaarses faasis kasvatades on eri deletsioonitiivede efektid erinevad (Tabel 3. 3.-9.pédev).
Erinevused esinevad ka deletsioonitiivede paralleelide vahel (Tabel 3. 3.-9.pdev). Suurimat
defekti pohjustab L36A valku kodeeriva geeni ning korraga mdlema A valku kodeeriva geeni
deletsioon (Tabel 3.). Olenemata varieeruvustest voib jdreldada, et statsionaarses kasvufaasis

kasvatades on L31A kui ka L36A valgud hidavajalikud.
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2.3.3 Deletsioonide efekt tsiiklilise kasvu tingimustes
Konkurentsikatsed viidi 14bi eraldi koigi deletsioonitiivede ja MGI1655(wt) vahel.
Deletsioonitiivesid selekteeriti kanamiitsiini tassil, LB s66tmel moodustasid koloonia koik

elujoulised bakterirakud. Katsed viidi lébi kahe sdltumatu paralleelina.

2.3.3.1 L31A ja L36A valgu geenide deleteerimise maoju bakterite kasvule tsiiklilise kasvu

tingimustes

Tulemused tstiklilise kasvu mdjust bakterite kasvule on toodud tabelis 4, joonistel 5 ja 6 ning

lisades 1.

Tabel 4. Tsiiklilise kasvu mdju bakterite kasvule (loetletud kolooniad). LB tasside kolooniad
nditavad koigi eluvdimeliste rakkude arvu. Kanamiitsiini tassil kasvavad vaid deletsiooni

sisaldavad elujoulised rakud.

Valjakilv 2.paev 4.pdev 6.paev | 8.paev |10.paev
Lahjendus 10° 10° 10° 10° 10°
Wt + A31A36A
1)LB 3560 2464 2232 2680 4160
1)Km| 44 0 0 0 0
2)LB| 1400 1384 2268 3160 3160
2)Km 1096 1560 416 163 7
Wt + A31A
1)LB| 2596 2760 2636 6080 2920
1)Km 3440 3120 1752 2240 299
2)LB| 1840 2840 1740 3240 2760
2)Km 2600 2520 1908 2640 1412
Wt + A36A
1)LB| 1240 1916 1692 3480 2172
1)Km 284 22 2 0 0
2)LB| 2800 1700 2312 3040 1632
2)Km 74 0 0 0 0

Katse alguses (Tabel 4. 2.pdev)(Joonis 5, 6 ja lisa 1) oli juba ndha suurt erinevust deletsiooni ja
wt tiive vahel. L31A ja L36A valgu deletsioonitiivede eluvdoime oli oluliselt vdhenenud
vorrelduna wt tiivega. Tsiikliliselt kasvatades on eri deletsioonitiivede efektid erinevad (Tabel 4.
2.-10.pdev)(Joonis 5, 6 ja lisa 1). Erinevused esinevad ka deletsioonitiivede paralleelide vahel

(Tabel 4. 2.-10.pdev). Suurimat defekti pohjustab L36A valku kodeeriva geeni ning korraga
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mdlema A valku kodeeriva geeni deletsioon (Tabel 4. Joonis 5, 6 ja lisa 1). Olenemata
varieeruvustest vOib jireldada, et tsiikliliselt kasvatades on L31A kui ka L36A valgud
hidavajalikud.

2.3.3.2 L31B ja L36B valgu geenide deleteerimise moju bakterite kasvule tsiiklilise kasvu

tingimustes

Tulemused tsiiklilise kasvu mdjust bakterite kasvule on toodud tabelis 5, joonisel 7 ning lisades 2

ja3.

Tabel 5. Tsiiklilise kasvu moju bakterite kasvule (loetletud kolooniad). LB tassidel kasvanud
kolooniad niitavad koigi eluvdimeliste rakkude arvu. Kanamiitsiini tassil kasvavad vaid

elujoulised deletsiooni sisaldavad rakud.

Viljakdlv 2.pdev 4.pdev |6.paev 8.pdev 10.paev
Lahjendus 10a5 10a5 10a5 10a5 10a5
Wt ja A31B
1)LB 920 1256 1200 1280 1600
1)Km 728 64 660 141 1280
2)LB 900 796 1400 904 1376
2)Km 848 119 1320 90 201
Wt ja A36B
1)LB 912 1004 604 1396 2160
1)Km 824 12 656 2 32
2)LB 1728 1948 1760 1560 1135
2)Km 1320 1732 1640 1120 1120
Wt ja A31B36B
1)LB 964 1040 1120 1096 2480
1)Km 123 214 900 1004 2088
2)LB 784 1528 1400 924 3080
2)Km 131 249 776 344 1748

Katse tulemustest on néha, et tsiiklilise kasvu korral oli L31B ja L36B valgu deletsioonitiivede
eluvdoime vihenenud vorrelduna wt tiivega (Tabel 5.). Tsiikliliselt kasvatades on eri
deletsioonitiivede efektid erinevad (Tabel 5. 2.-10.pdev)(Joonis 7, lisa 2 ja 3). Erinevused
esinevad ka deletsioonitiivede paralleelide vahel (Tabel 5. 2.-10.pdev). Suurimat defekti

pOhjustab L36B valku kodeeriva geeni deletsioon.
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wt + A31B

Joonis 5. Konkurentsikatse tulemused A31B geeni deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel. Erinevatel
paevadel tehti lahjendused, mdlemale plaadile kiilvati sama kogus bakterikultuuri. Tasse

kasvatati samades tingimustes. LB tassil kasvas nii wt kui deletsioonitiivi, kanamiitsiini tassil
kasvas ainult deletsioonitiivi.
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wt + A31B36B

Joonis 6. Konkurentsikatse tulemused A31B36B geenide deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel.
Erinevatel pédevadel tehti lahjendused, mdlemale plaadile kiilvati sama kogus bakterikultuuri.
Tasse kasvatati samades tingimustes. LB tassil kasvas nii wt kui deletsioonitiivi, kanamiitsiini

tassil kasvas ainult deletsioonitiivi.
28



A31A36A

Joonis 7. Konkurentsikatse tulemused A31A36A geenide deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel.
Erinevatel pédevadel tehti lahjendused, mdlemale plaadile kiilvati sama kogus bakterikultuuri.
Tasse kasvatati samades tingimustes. LB tassil kasvas nii wt kui deletsioonitiivi, kanamiitsiini
tassil kasvas ainult deletsioonitiivi.
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2.4 Arutelu

Varem labi viidud katsed Bacillus subtilis 'ega on ndidanud, et ribosoomivalkude L31 kui ka L36
nii A kui ka B vormide esinemine ribosoomis soltub tsingi olemasolust keskkonnas (Nanamiya &
Kawamura, 2010). Valkude L31 ja L36 A vormid sisaldavad CxxC motiive, mis arvatakse
siduvat tsinki, B vormidel need motiivid puuduvad ja ilmselt nad ei seo tsinki (Panina et al.,
2003). Eksponentsiaalse kasvu viltel tsinki sisaldavas so6tmes sisaldab ribosoom valgu L31 A
paraloogi, millel on tsinki siduv motiiv. Aktiivne ZUR repressor valk seondub tsingi olemasolul
L31B promootoril olevale jarjestusele, mis kannab nime "~"ZUR box " ja see represseerib L31B
ekspressiooni (Nanamiya & Kawamura, 2010). "ZUR box'" jarjestus on véga konserveerunud
nendes geenides, mis on ZURi poolt reguleeritud, nditeks — L31B ja L36B valkude geenid
(Nanamiya & Kawamura, 2010). Eksponentsiaalse kasvu 16puks (joudes statsionaarsesse faasi),
kui s66tmest on tsink otsakorral, ei saa ZUR enam promootorile seonduda, kuna pole piisavas
koguses tsingi ioone - L31B ekspressioon ei ole enam pérsitud (Nanamiya & Kawamura, 2010).
Virskelt siinteesitud L31B omab ribosoomi suure subiihiku suhtes palju korgemat afiinsust
vorreldes L31A-ga ehk teisisonu valk L31B vahetab valgu L31A vilja. L31A vabastatakse 50S
subiihikust ja degradeeritakse tundmatu proteaasi poolt (Nanamiya & Kawamura, 2010).
Kiesoleva t60 eesmirk oli L31 ja L36 valgudeletsioonide abil vilja selgitada, millise eelise
annab iihe voi teise valgu olemasolu E.coli rakkudele erinevates kasvutingimustes. Selles t60s
uuriti deletsioonitiivede elujoulisust erinevates E.coli rakkude kasvutingimustes vorreldes wt
tiivega. Konkurentsikatsed viidi 1dbi nii tsiikliliselt kasvatades kui ka statsionaarses kasvufaasis
kasvatades.

Statsionaarses kasvufaasis kasvatades esimesel 12.pdeval B valkude deletsioonide poolt
pohjustatud kasvudefekte ei tuvastatud (Tabel. 2). Siiski ei saa me vilistada, et L31B ja L36B
valkude deletsiooni poolt pohjustatud kasvudefekt vois puududa meie poolt valitud
katsetingimuste tSttu. Kuna LB plaatidele plaaditud bakterikultuuri lahjendused olid liiga
véikesed, siis on voimalik, et efekt oli olemas, kuid jdi liiga viikesest lahjendusest pohjustatud
liigse arvu kolooniate varju. Kui tassidel on juba iile 500 koloonia, siis pole eluvdimeliste
rakkude arvu eristamine enam vdimalik, tulemus pole relevantne. Olenemata sellest, kas meie
katsetingimused olid optimaalsed v&i mitte, saame siiski véita, et B valgud ei ole bakterirakkude
elujoulisuse seisukohalt hddavajalikud, kuna selektsiooniplaadilt loendati enne 15.pdeva palju
kolooniad, mis niitab seda, et rakud on jatkuvalt suhteliselt elujoulised. Rakkude elujoulisuse

vahenemist saab tdheldada alles 15. paevast (Tabel 2.). Sellest jareldub, et ilmselt statsionaarses
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kasvufaasis ei ole L31B kui ka L36B valgud hidavajalikud, kuid nende olemasolu aitab
bakterirakkudel taluda statsionaarsest kasvufaasist tingitud mdjusid. Voimalik, et L31 ja L36 B
valgud on vajalikud selleks, et rakud suudaksid toime tulla statsionaarses kasvufaasis tekkiva
oksiidatiivse stressiga.
Erinevalt L31 ja L36 B paraloogide deletsioonist, omavad A paraloogide deletsioonid
statsionaarses kasvufaasis kasvatades rakkude elujoulisusele erinevat moju (Tabel 3. 3.-9.pdev).
Suurimat kasvudefekti on niha, kui puudu on L36A valk voi mdlemad A valgud. 9.pdevaks on
L36A ja modlema A valgu deletsioonikolooniad oluliselt vdhem vdrrelduna wt tiivega. L31A
valgu eemaldamine nendes katsetingimustes efekti ei andnud. Vodimalik, L31A valgudeletsioon ei
oma statsionaarses kasvufaasis efekti voi on see efekt viike ja jadb meie katsetingimustes
markamata. L36A valgudeletsiooni efekti statsionaarses kasvufaasis tuleb veel kontrollida.
Topeltdeletsiooniga bakteritiive elujoulisuse tulemus viitab ka pigem sellele, et L31A valgu
deletsioon ei pdhjusta suurt defekti statsionaarses faasis, kuid voimendab natuke defekti, mille
pohjustab L36A valgu deletsioon (Tabel 3.). Tuleb ka mainida, et erinevused esinesid ka L31A ja
L36A deletsioonitiivede paralleclide vahel (Tabel 3. 3.-9.pdev), mis vdib olla pohjustatud meie
poolt valitud katsetingimuste poolt. Olenemata varieeruvustest voib siiski jdreldada, et
statsionaarses kasvufaasis kasvatades on L31A kui ka L36A valgud hidavajalikud rakkude
kasvamiseks.

Tsiiklilise kasvatamise korral oli juba katse alguses nidha suurt erinevust valkude L31 ja L36 A
vormide deletsiooni ja wt tiive vahel (Tabel 4. 2.pdev)(Joonis 7, lisa 2 ja 3). Deletsioonitiivede
kolooniaid oli juba teisel paeval viaga vahe vorrelduna wt tiivega, mis nditab seda, et A valkude
deletsioon mojutab bakteri eluvoimelisust tsiiklilise kasvu korral. Suurimat defekti pdhjustas
L36A valku kodeeriva geeni ning korraga mdlema A valku kodeeriva geeni deletsioon (Tabel 4.
Joonis 7, lisa 2 ja 3). Kui eemaldatud oli ainult L31A valku kodeeriv geen, siis see erilist efekti ei
pOhjustanud, tdendoline seletus sellele on, et kusagil genoomis vais olla tekkinud kompenseeriv
mutatsioon voi selle valgu deletsioon ei pdhjusta tsiiklilise kasvu tingimustes efekti.
Topeltdeletsiooniga bakteritiive elujoulisuse tulemus viitab pigem sellele, et L31A valgu
deletsioon ei pohjusta suurt defekti tsiikliliselt kasvatades, kuid voimendab natuke defekti, mille
pOhjustab L36A valgu deletsioon. Et kontrollida L31A valgu deletsiooni mdju rakkude kasvule
tsiiklilise kasvu tingimustes, tuleb teha tidiendavaid katseid. Olenemata varieeruvustest
katseseeriate vahel voib jareldada, et tsiiklilistes kasvutingimustes on L31A kui ka L36A valgud

bakterirakkude eluvdoime seisukohalt hiadavajalikud.
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Katsetulemustest on ndha, et tsiiklilise kasvatamise korral oli L31B ja L36B valgu
deletsioonitiivede eluvoime vihenenud vorrelduna wt tiivega (Tabel 5.). Sellest jareldub, et nende
valkude eemaldamine mdjutab bakterite elujoulisust tsiiklilistes kasvutingimustes. Tsiikliliselt
kasvatades olid L31B ja L36B deletsioonitiivede efektid erinevad (Tabel 5. 2.-10.pdev)(Joonis 5,
6 ja lisa 1). Suurimat defekti pdhjustas L36B valku kodeeriva geeni deletsioon. Peab mainima, et
erinevused esinevad ka deletsioonitiivede paralleelide vahel (Tabel 5. 2.-10.pdev), mis voivad
olla pohjustatud meie poolt valitud katsetingimuste poolt. Kuna 10.pdevaks (Tabel 5.) on B
deletsioonitiivede kolooniaid rohkem kui A deletsioonitiivede kolooniaid (Tabel 4.) néitab see
seda, et L31B ja L36B valgud pole tsiiklilistes kasvutingimustes rakkudele vajalikud, et
elujoulised piisida.
Statsionaarses kasvufaasis kasvatades ei tulnud efektid nii kiiresti vélja kui tsiiklilise kasvatamise
korral, mis néitab, et L31A ja L36A valgud on olulised adapteerumisel. L31B ja L36B valkude

omadusi tuleb veel uurida.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t00 eesmargiks oli iseloomustada bakteritiivesid, milles on puudu(deleteeritud) valgu
L31 nii iks kui ka mdlemad paraloogsed geenid ning bakteritiivesid, milles on
puudu(deleteeritud) wvalgu L36 iiks vO6i molemad paraloogsed geenid, erinevates
kasvutingimustes.

Deletsioonitiivede ja wt tiive vahel viidi 1dbi konkurentsikatsed. Konkurentsikatsed viidi 14bi
seetOttu, et ndha, kas deletsioonitiived on vdimelised konkureerima wt tlivedega erinevates
kasvutingimustes. Uuriti deletsioonitiivede eluvéimelisust nii statsionaarses kasvufaasis kui ka
tsiikliliselt kasvatades vorrelduna wt tiivega, need tingimused voimaldasid uurida nende valkude
deletsiooni efekti rakkude eluvoimele erinevates kasvutingimustes. Oluline oli vilja selgitada,
mis eeliseid annab rakukultuurile tiihe Vo1 teise valgu olemasolu ribosoomis.
Kéesoleva t06 tulemused nditasid, et tsiikliliselt kasvatades ei ole valgud L31B kui ka L36B
hédavajalikud raku elutegevuseks, kuid nende olemasolu aitab rakkudel paremini hakkama saada.
Valgud L31A kui ka L36A on tsiikliliselt kasvatades hddavajalikud, nende eemaldamine mojub
rakkudele elulemusele negatiivselt, rakkude eluvdoime on vorreldes metsiktiiiibiga tugevasti
héiritud ning deletsioon pohjustab aja jooksul eluvdimeliste rakkude kadumise ehk siis
metsiktiitipi rakud konkureerivad valgudeletsiooniga rakud rakukultuurist vélja. Statsionaarses
faasis ei ole valkude L31B ega L36B deletsioonidel olulist m&ju raku elutegevusele, kuid ilmselt
nende valkude olemasolu aitab rakkudel paremini taluda statsionaarsest kasvufaasist tingitud
okstidatiivset stressi. Valkude L31A ja samuti ka L36A olemasolu on vajalik, et statsionaarses
kasvufaasis eluvdoimeline piisida. L31 ja L36 valkude A paraloogide puudumine ribosoomist viib
aja jooksul eluvoimelisuse kadumiseni nii tsiikliliselt kasvatamise kui ka statsionaarselt

kasvatamise korral.
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Paralogous ribosomal proteins L31/L.36 and their characterization in
Escherichia coli
Heili Anni

Summary

MRNA is decoded into a protein in a cytoplasmic organelle called ribosome. Ribosome consists
of two subunits — small and large: 30S and 50S in prokaryotes and 40S and 60S in eukaryotes.
Subunits are asymmetric and made of ribosomal proteins and rRNA. Ribosome contains three
binding sites tRNAs, termed the aminoacyl-tRNA site (A site), peptidyl-tRNA site (P site) and
exit-tRNA site (E site). These three binding sites are located in the interface between 30S and
50S subunits. Translation in ribosomes consists of three stages — initation, elongation and
termination. First step is initiation, which in bacteria involves the interaction between 30S subunit
and Shine-Dalgarno sequence, that is located in bacterial mMRNA. Start of initiation needs three
initiation factors (IF1, IF2 and IF3). Next step is elongation, this is the stage where protein chain
is being extended until the stopcodon reaches into the A site. In bacteria two different
terminationfactors (RF1 and RF2) recognize the stopcodons. After termination synthesized
protein and also both mMRNA and tRNA are released from the ribosome and ribosome is being
dissociated into two subunits.
In this work, we studied the effect of deletion of two ribosomal proteins, L31 and L36, both
proteins (L31 and L36) are located in the large subunit. L31 and L36 are special because both of
them are presented in ribosome in two forms — A and B, these forms are called paralogs.
The aim of this study was to find out whether the ribosomes, where one or both paralogous
proteins of L31 and L36 have been removed, can compete with wildtype cells in different growth
conditions.

We carried out two competition growth tests between wildtype and deletion strains. We studied
how deletion strains can manage in stationary growth phase and in cyclic growth compared to
wildtype. Test results showed that in cyclic growth proteins L31B and L36B are not essential for
survival of the deletion strain but L31A and L36A are essential to maintain the viability. In
stationary growth phase proteins L31B and L36B are not essential for survival but help to tolerate
the stress in the stationary growth phase. Proteins L31A and L36A seem to have important role in

stationary growth phase.
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LISAD

LISA 1 Konkurentsikatse tulemused A36B geeni deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel

wt + A36B
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LISA 2 Konkurentsikatse tulemused A31A geeni deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel

wt + A31A
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LISA 3 Konkurentsikatse tulemused A36A geeni deletsiooniga tiive ja wt tiive vahel

wt + A36A

2.paev

4.paev

6.paev

8.paev

10.péev
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