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Liihikokkuvéte. Ribosoom on keeruline ja suur kompleks, mis koosneb RNA-st ja
valkudest. Ribosoom on leitud koikidest identifitseeritud organismidest. Bakteri ribosoomi
suur subiihik koosneb 23S rRNA-st, 5S rRNA-st ja r-valkudest. Kidesolevas t60s selgitatakse,
23S rRNA domeenis 1l 1130 piirkonna moju ribosoomile, suunatud punktmutageneesi abil.
Kasvukiirus viheneb 23S rRNA mutatsioonide variantidel. Punktmutatsioonid pohjustavad
50S subiihiku assambleerimise defekti ja poliisoomide vahenemise. Lisamutatsioon A1067T
pOhjustab suuremad defektid ribosoomile. Mutatsiooniga 23S rRNA hulk ribosoomi

fraktsioonis on suurem 50S subiihikus.
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Abstract. Ribosome is a complicated and a large complex, which consists of the RNA
and proteins. Ribosome has been identified in all organisms. Large subunit of the bacterial
ribosome is composed of the 23S rRNA, 5S rRNA and r-proteins. In this work | use site-
directed mutagenesis to study the influence of the 1130 region of 23S rRNA, which is located
in domain Il on the ribosome. Growth rate decreases in expression of the 23S rRNA mutation
variants in the cells. Site-directed mutations have an influence on the 50S subunit asembly.
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Kasutatud liithendid

30S- prokariioodi ribosoomi véike subiihik

50S- prokariioodi ribosoomi suur subiihik

70S- prokariioodi ribosoom

Amp- ampitsiliin

ddNTP- didesokstinukleotiidid

FS- formamiidi stop

GAC- GTPaasi tsenter

HB- hiibridisatsiooni puhver

IPTG- isopropiiiiltio-p-D-galaktosiid

LLP- liiisi lahjenduspuhver

PNK- T4 poliinukleotiid kinaas

PTC- peptidiiiiltransferaasne tsenter

RB- reaktsiooni puhver

RIUC- ribosoomi suure subiihiku pseudouridiini siintaas C
RIuD- ribosoomi suure subiihiku pseudouridiini siintaas D
rRNA- ribosomaalne RNA

RT- poordtranskriptaas

RT-STOP- poordtranskriptaasi stop

SRL- sarcin-ricin ling

U- {ihik (optiline tihedus A260)

B-ME- 2-merkaptoetanool



Sissejuhatus
Ribosoom on keeruline ja suur kompleks, mis koosneb RNA-st ja valkudest.
Ribosoom on leitud koikidest identifitseeritud organismidest. Bakteri ribosoom koosneb
kahest ebavdrdse suurusega subiihikust: viikesest 30S subiihikust, mis vastutab mRNA
dekodeerimise eest ja suurest 50S subiihikust, mis kataliilisib peptiidsideme moodustumist.
Molemad subiihikud koosnevad ribosomaalsetest RNA-st (rRNA) ja ribosoomalsest valkudest
(r-valk) (VanLoock jt., 2000).

Translatsioon on protsess, mille jooksul ribosoom tdlgendab mRNA-s oleva
nukleotiidse jérjestuse valgu aminohappeliseks jérjestuseks (Lafontaine ja Tollervey, 2001).
Valgusiinteesi voib jagada alametappideks: translatsiooni initsiatsioon, elongatsioon,

terminatsioon ja ribosoomi taaskasutamine (Frank ja Spahn, 2006).

Oma bakalaureusetdo raames identifitseerisin positsioonid, millesse kimddrne ensiiim
RIuCD siinteesib pseudouridiinid. Kiméérne valk oli konstrueeritud RIuC N-terminaalsest
domeenist ja RIuD C-terminaalsest domeenist. Osades positsioonides tuvastasime, et
pseudouridiine on oluliselt rohkem partiklites, mis ei ole korektselt assambleeritud 50S
subiihikuks vorrelduna funktsionaalsete 70S partiklitega. Selline pseudouridiinide interferents
23S rRNA-s vdimaldab piistitada hiipoteesi, mille alusel positsioonid, milles leidsime
pseudouridiinide interferentsid on olulised ribosoomi biogeneesi seisukohast (Garber, 2014).
Kuna on teada, et pseudouridiinid voivad stabiliseerida rRNA struktuure, siis on alust
spekuleerida, et ebaspetsiifilselt siinteesitud pseudouridiinid vdivad olla pdhjuseks, miks
RIuCD pdhjustab 50S subiihiku assambleerumise defekte (Garber, 2014). Uheks
huvipakkuvaks regiooniks 23S rRNA struktuuris on 1130 piikond. Selle regiooni ldhedal on
GTPaasi tsenter ja ,,U-poore”, kus mutatsioonid vdivad pdhjustada ribosomaalse aktiivsuse

langevust (Baranov jt., 1998).

Kéesoleva t60 eesmargiks oli iseloomustada 23S rRNA domeeni Il 1130 regiooni
suunatud mutageneesi abil, et kontrollida hiipoteesi, mille jérgi selles rRNA piirkonnas
bakalaureuse t60 raames leitud interfereeruvad pseudouridiinid, pohjustavad defekte

ribosoomi 50S partikli biogeneesiks.



Kirjanduse iilevaade

1.1 Ribosoomi struktuur

Ribosoom vastutab valgusiinteesi eest kdikides elurakkudes. Valgusiintees on kogu
elutegevuse alus. Ribosoom tdlgib mRNA-s sisalduva nukleotiidse jarjestuse valgu
aminohappeliseks jarjestuseks. Eukariiootne ribosoom on suurem vorreldes prokariiootse
ribosoomiga ja see tdhendab, et eukariiootsed ribosoomid koosnevad suuremast arvust r-

valkudest ja on kompleksemad, kui prokariiootsed ribosoomid (Frank, 2000).

On teada, et ribosoom on kdige suurem looduslik ribosiiiim, mis omab siinteetilist
aktiivsust (Rodnina jt., 2006). Bakteri rakus on umbes 20000 ribosoomi, mis moodustuvad
tihe neljandiku kogu raku massist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22335/#A4167).
E. coli ribosoomi mass on umbes 2700 kDa, diameeter 200 A ja sedimentatsiooni koefitsient
70S  (http://mwvww.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22335/#A4167) (Svedberdi iihikutes), mis
iseloomustab osakeste sedimentatsiooni tsentrifuugimise teel. Sedimentatsioon sodltub
molekuli massist ja tema geomeetrilisest vormist.
(https://www.nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/translation/svedberg_unit.html).
Funktsionaalne 70S ribosoom sisaldab kahte subtihikut: suurt (50S) ja viikest (30S) (joonis 1
A ja B). 30S subiihik koosneb 21 erinevast valgust (S1 — S21) ja 16S RNA molekulist, mis on
~1500 nt pikk. 50S subiihik sisaldab 34 valku (L1 — L34) ja kahte RNA molekuli, 23S (~2900
nt) ja 5S (~120 nt) RNA-d (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22335/#A4167).

Peale rRNA sisaldavad rakud veel kahte valgusiinteesiks vajalikku RNA-d, need on
»messenger RNA (mRNA) ja transport RNA (tRNA). mRNA pohiliseks funktsiooniks on
viia DNA-s talletatud informatsioon ribosoomi, tRNA transpordib valgusiinteesiks vajalikud
aminohapped ja rRNA {iiheks funktiooniks on vahendada mRNA ja tRNA omavahelist
interaktsiooni, et toimuks korrektne valgusiintees (Brimacombe ja Stiege, 1985)
(http://www.britannica.com/EBchecked/topic/502158/ribosomal-RNA-rRNA). Valgusiinteesi
jooksul liiguvad mRNA ja tRNA kindlat teed mooda 1dbi ribosoomi (Noller jt., 2002).
Translatsiooni protsess on kiire, iihe sekundi jooksul lisatakse siinteesitavasse peptiidi 10-20

aminohapet iihe ribosoomi kohta (Wilson jt., 2002).
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Joonis 1. Ribosomaalsed subiihikud ja nende struktuur. A: Joonisel on nididatud 30S
subiihik, kus on tdhistatud viikse subiihiku eristatavad morfoloogilised elemendid: pea,
platvorm, keha ja 0lg. Sirge joonega on tdhistatud dekodeerimis tsenter. B: Joonisel on 50S
subiihik, ndidatud on L1, tsentraalne ja L7/L12 kilhmud. Sirge joonega on téhistatud
peptidiitiltransferaasne tsenter. Joonistel on rRNA hall ja ribosomaalsed valgud sinised. Joonis
on kohandatud artiklist Kaczanowska ja Ryde n-Aulin, 2007.

Ribosoomis on kolm tRNA seondumissaiti, mida tuntakse vastavalt sellele, millist
tRNA-d need seovad. A ja P sait on afiinsed vastavalt aminoatsiiiil ja peptidiiiil tRNA suhtes
ja E sait on afiinne deatsiileeritud tRNA suhtes (joonis 2) (Noller jt., 2002; Wilson jt., 2002).
tRNA seondumissaidid on olemas mdlemas subiihikus (joonis 2) (Wilson ja Nierhaus, 2003;
Marquez jt., 2002; Janssen jt., 2012). Seondumissaidid on vdga olulised tRNA jaoks ja veel
mangivad nad rolli translatsioonis (Noller jt., 2002). Kuidas see mehhanism tdpsemalt to6tab

on kirjeldatud translatsiooni elongatsiooni peatiikis.



Joonis 2. tRNA seondumissaidid ribosoomis. Joonisel on kujutatud tRNA seondumissaitide
(A, P ja E) paiknemine ribosoomi molemas subiihikus (joonisel tdhistatud vastavalt 30S ja
50S). Joonisel on lisaks ndidatud mRNA ja kasvav poliipeptiid. A-saidi tRNA on niidatud
lillana, P-saidi tRNA rohelisena ja E-saidi tRNA kollasena. Joonis on kohandatud artiklist
Lafontaine ja Tollervey, 2001.

1.1.1 Ribosoomi viikese subiihiku struktuur

Prokartiootne ribosoomi viike subiihik sisaldab 16S rRNA-d ja temale vastavaid
valke. 16S rRNA sekundaarstruktuuris on eristatavad neli pohilist domeeni: 5° domeen,
tsentraalne domeen (C), 3’ suur domeen (3’M) ja 3’ vdike domeen (3’m) (lisa 1) (Wittmann,
1982; Xu ja Culver, 2010). 5’ domeen sisaldab 16S rRNA heelikseid 1-18; tsentraalne
domeen sisaldab heelikseid 19-27; 3 suur domeen heelikseid 28-43 ja 3’ viike domeen
heelikseid 44 ja 45 (Wimberly jt., 2000). 30S tertsiaarstruktuuris on eristunud morfoloogilised
elemendid, mille moodustavad 16S rRNA sekundaarstruktuuris erinevad domeenid. Keha
moodustub 16S rRNA 5’ domeen, platvormi moodustab tsentraalne domeen, pea moodustab

3’suur domeen (joonis 3).



Joonis 3. 16S rRNA tertsiaarstruktuur 30S ribosomaalses subiihikus. Joonisel on
kollasega mirgitud 3 suur domeen, mis moodustab 30S subiihiku pea; punane on 5’ domeen,
mis moodustab keha ja roheline on tsentraalne domeen, mis moodustab platvormi. Sinisega
on mérgitud h44, mis asub 3’ viikses domeenis. Joonis on kohandatud artiklist Wimberly jt.,
2000.

30S subiihikus on mitmeid 12S rRNA heelikseid, millel on translatsiooni seisukohast
olulinbe roll. Naiteks heelikseid 23 ja 24 (lisa 1), mis asuvad 30S subiihiku tsentraalses
domeenis, on hidavajalikud struktuurid tRNA seondumiseks P-saiti ja subiihiku
assotsieerumiseks 50S subiihikuga. Tsentraalses domeenis on veel heeliks 27 (lisa 1), mis on
oOluline translatsiooni tépsuse seisukohast (Clemons jt., 1999). 3° viikeses domeenis asub
heeliks 44 (lisa 1), mis on 16S rRNA koige pikem heeliks ja see vastutab enamuse 30S
subiihiku poolsete subiihikute vaheliste kontaktide eest (Wimberly jt., 2000; Ramakrishnan,
2008).

Nagu eelpool mainitud, sisaldab 30S subiihik 21 valku. Nende interaktsioonid 16S
rRNA-ga on vajalikud funktsionaalse subiihiku moodustumiseks (Talkington jt., 2005; Xu ja
Culver, 2010). 16S rRNA ja valkude assambleerimise uuringud on néidanud, et 30S subiihiku
assambleerimise protsessi saab jagada kolmeks etapiks: varajane, keskmine ja hiline etapp.
Varajases etapis interakteeruvad 16S rRNA-ga valgud S4, S7, S8, S15, S17 ja S20, keskmises
etapis valgud S5, S6, S9, S11, S12, S13, S16, S18 ja S19 ja hilises etapis valgud S2, S3, S10,

S14 ja S21 (joonis 4). Koikides etappides ribosomaalsete valkude assotsieerumine 16S rRNA-
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ga pohjustab 16S rRNA konformatsioonilisi muutuseid, mis on vajalikud 16pliku

funktsionaalse 30S struktuuri moodustumiseks (Xu ja Culver, 2010).

—5'-I Keha Platvorm Pea Ii
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“83

Joonis 4. 30S subithiku valkude assambleerimise kaart. Joonisel on skeem, mis nditab s-
valkude assambleerimise jérjekorda. Noolte vérvidega on ndidatud, milliste 30S subiihiku
morfoloogiliste elementide tekkimiseks vastavate valkude interaktsioonid vajalikud on: keha
(punane), platvormi (rohelised) ja pea (sinised). Joonis on kohandatud artiklist Xu ja Culver,
2010.

1.1.2 Ribosoomi suure subiithiku struktuur

50S subithik koosneb 23S rRNA-st ja 5S rRNA-st (lisa 2) ja nendega
interakteeruvatest valkudest (Ban jt., 2000; Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007). 23S rRNA
sekundaarstruktuur koosneb kuuest domeenist (I-VI) (lisa 2), mis on tertsiaarstruktuuris
omavahel vidga tihedalt interakteerunud (tdpsemalt on domeenide struktuur Kirjeldatud
allpool). Ribosoomi suur subiihik kujutab endast massiivset ja paindmatut struktuuri,
vorreldes 30S-ga. 50S subiihikust vélja ulatuvad 3 kithmu (joonis 1B), L1 kithm vasakul,
L7/L.12 kiihm paremal ja tsentraalne kithm keskel, vaadates subiihikutevahelise pinna poolt

(joonis 1B) (Zhao jt., 2004).
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L1 kithm koosneb 23S rRNA heeliksitest 76-78 ja r-valgust L1. L1 interakteerub E-
saidis oleva tRNA-ga ja on spekuleeritud, et L1 kithm on vajalik tRNA dissotseerimiseks
ribosoomist (Gao jt., 2003; Nikulin jt., 2003; Valle jt., 2003). E. coli ribosoomi L7/L12 kithm
(joonis 1B) koosneb valgust L10 ja neljast koopiast valgust L7/L12 ning see vastutab
translatsiooni faktorite seondumise eest ribosoomile (Briones jt., 1998; Gao jt., 2003;
Helgstrand jt., 2006). 23S rRNA heeliksid 43 ja 44 (1051-1108 nt) koos L11 valguga
moodustavad GTPaasse tsentri (GAC), mis tagab GTPaassete ribsomaalsete faktorite
seondumise ribosoomile (Li jt., 2006). Tsentraalne kithm asub L1 ja L7/L12 kithmu vahel ja
kontakteerub translatsiooni kaigus 30S subiithiku peaga (Yusupov jt., 2001). E. coli-s
tsentraalne kithm koosneb 5S rRNA-st, 23S rRNA, domeenide Il ja VV osadest ning L5, L18,
L25 ja L31 ribosomaalsetest valkudest (Gao jt., 2003; Zhao jt., 2004).

Peptidiiiiltransferaasne tsenter (PTC) on ribosoomi kataliiiitiline tsenter, mis méngib
keskset rolli valgusiinteesimises. PTC on 50S subiihiku osa (joonis 1B). Peamine PTC
funktsioon on kovalentselt siduda aminohapped poliipeptiidideks peptiidsidemete kaudu
(Polacek ja Mankin, 2005; Beringer ja Rodnina, 2007). PTC-st saab alguse 100A pikkune ja
keskmiselt 15A 1dbimddduga tunnel (kulgeb 1ibi subiihiku subiihikute vahelise pinna poolt
tahapoole), mille kaudu ribosoomist véljub kasvav peptiid. Tunneli moodustab pdhiliselt 23S
rRNA domeen V (Nissen jt., 2000).

Suure subiihiku assambleerimine on sarnane 30S subiihiku assambleerimisega, aga
50S partikli moodustumises osaleb rohkem valke, mis viitab sellele, et see protsess on
keerulisem (Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007). 23S rRNA on kaks korda suurem kui 16S
rRNA ja 23S rRNA peab 50S subiihiku moodustumiseks korrektselt interakteeruma veel 5S
rRNA-ga, samal ajal kui 16S rRNA-I 30S subiihiku moodustumisesk on vaja interakteeruda
ainult valkudega. Funktsionaalne 50S subiihik on vdimalik rekonstrueerida puhastatud
ribosomaalsetest komponentidest (5S ja 23S rRNA ning r-valgud). Rekonstruktsiooni protsess
koosneb neljast etapist, millele on vaja kindlaid reaktsiooni tingimusi. Esiteks, inkubeerides
23S rRNA, 5S rRNA ja L-valke, (joonis 5, iilevalpool roosat joont) moodustub Rlso(1)
partikkel, mis sedimenteerub 33S-na. Temperatuuri tdstmine 44°C-ni  pdhjustab
konformatsioonilised muutused, misjirel moodustub partikkel (RI*s0), mis sedimenteerub
41S-na. Ulejainud L-valkude lisamine viib selleni, et moodustub Rlso(2), mis sedimenteerub
48S-na. Lopliku konformatsiooni moodustumiseks on vaja struktuurseid muutuseid, mis

tekkivad partiklite kuumutamisel 50°C juures ja kdrgel 20mM Mg konsentratsioonil (joonis
12



5). Selliste uuringute abil on kindlaks tehtud, et valgud L3 (interakteerub 23S rRNA IV
domeeniga) ja L24 (interakteerub 23S rRNA | domeeniga) alustavad assambleerimise
protsessi ja on hiadavajalikud korrektseks 50S partikli assambleerimise alustamiseks (Herold
ja Nierhaus, 1987).

5] 23S rRNA | 3

o
Valgud, mis on vajalikud
RI*s5 moodustumiseks

Valgud, mis on olulised
5SS rRNA

iihendumiseks

| 8S

Rig (1)
Riy(2)

Joonis 5. 50S subiihiku assambleerimise kaart. Joonisel on kujutatud ribosomaalseid valke,
mis on vajalikud 50S subiihiku moodustumiseks. OranZi vérviga nooled tdhistavad tugevat
seondumist suure ribosomaalse subiihikuga ja mustad tdhistavad ndrka seondumist. Roosa
joon eristab kahte assembleerimise vaheolekut Rlso(1) ja Rlso(2). Joonis on kohandatud
artiklist Kaczanowska ja Rydén-Aulin, 2007.

23S rRNA sisaldab kuut domeeni. Domeen | (nt 1-561, 2895-2904), mis sisaldab
heelikseid 1-25. Domeen | asub 50S partikli tagakiiljes, L1 kithmu taga ja all (joonis 6). On
teada, et need valgud, mis seonduvad 23S rRNA 5’ terminaalse osaga assambleeruvad varem,
kui need mis seonduvad 3’osaga (Klein jt., 2004). See tdhendab, et 50S subiihiku
assambleerimine algab 23S rRNA domeenist |I. Domeeniga | interakteeruvad jargmised
valgud: L4, L15e, L22, L24, L29 ja L24. On teada, et L24 mangib kriitilise rolli ribosoomi
assambleerimises (Klein jt., 2004). Domeen | interakteerub tertsiaarstruktuuris tugevasti
domeenidega I, V ja VI-ga (Petrov jt., 2013).
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Domeen 11 (nt 587-1250) on 23S rRNA kuuest domeenist koige suurem ja see asub
pigem 50S partikli tagapooles (joonis 6). Selles domeenis on kolm viljaulatuvat osa. Uks
nendest (heelikseid 42-44) moodustab osa 23S rRNA L7/L12 kithmust, mis interakteerub
elongatsiooni faktoritega. Heeliks 41-42 ja nukleotiidid 1137-1138 ja 1005-1006 (lisa 2) on
olulised ,,U-po6rde* moodustamisel, mis on vajalik GTPaasse tsentri (H43-44) (Li jt., 2006)
korrektseks lokalisatsiooniks tertsiaarstruktuuris (Baranov jt., 1998). Lisaks eelnevale asub
23S rRNA-s 1130 regioon, mis 3D struktuuri jargi asub PTC ldhedal (Petrov jt., 2013).
Mutatsioonid selles piirkonnas vdivad pdhjustada ribosoomi aktiivsuse langust (Baranov jt.,
1998). Teise viljaulatuva osa moodustab H38. See asub 50S partikli tagapooles ja asub 50S
tertsiaarstruktuuris 5S rRNA ja domeeni V vahel. Kolmanda viljaulatuva osa moodustavad
heelikseid 32-35, mis annavad subiihikute assotsieerimisel kontakte viikese subiihikuga (Ban
jt., 2000). 23S rRNA domeen Il interakteerub tugevasti domeenidega IlI, IV, V, VI ja |
(Petrov jt., 2013).

A

Joonis 6. 23S rRNA sekundaarstruktuuris eristuvate domeenide lokalisatioon 50S
subiihiku tertsiaarstruktuuris. Joonisel on kujundatud 23S rRNA sekundaarstruktuuri
domeenid pakituna 50S subiihiku tertsiaarstruktuuri. Halliga on varvitud domeen I; helesinine
on domeen II; oranz - domeen IlI; roheline - domeen IV; punane - domeen V ja lilla - domeen
VI. 5S rRNA on tdhistatud roosa virviga. A: Vaade subiihikutevahelisi kontakte
moodustuvalt poolet. B: Vaade solvendi poolt (paneelil A oleva joonise vaade keeratud 180°).
Joonis on kohandatud artiklist Ban jt., 2000.

Domeen Il (nt 1271-1647) on kompaktne globulaarne domeen, mis asub 50S
subtihiku L1 kithmu regiooni all (joonis 6). Domeeni moodustavad 23S rRNA H47-60.

Domeen 11l ndeb vilja nagu neljatipuline tarn, mille tipud moodustavad heelikseid 48, 52, 57
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ja 58. Tertsiaarstruktuuris interakteerub domeen Il kdige rohkem domeeniga II. Samuti
kontakteerub domeen 111 23S rRNA domeenidega I, IV ja VI (Ban jt., 2000).

Domeen IV (nt 1679-1989) asub 50S subiihiku keskel (joonis 6) ja see annab
translatsiooni ajal palju interaktsioone 30S subiihikuga. Domeen IV sisaldab heelikseid 61-71
ja see on 23S rRNA regioon, millega ei seondu iikski valk. Koige huvitavam heeliks 1V
domeenis on H69. Heeliks 69 asub domeeni keskel ja interakteerub 16S rRNA heeliksiga
(h44) (joonis 3) viikeses ribosomaalses subiihikus, moodustades subiihikuvahelise silla B2a
(Ban jt., 2000; Liu ja Fredrick, 2015). Selles heeliksis asuvad pseudoridiinid positsioonides
1911, 1915 ja 1917, mille modifitseerimise eest vastutab pseudouridiini siintaas RIuD (Gutsell
jt., 2005). RIuD on vidga oluline, kuna rluD geeni deleteerimine pohjustab rakkude aeglase
kasvu fenotiiiipi ja subiihikute assambleerimise defekti (Ofengand jt., 2001; Gutgsell jt., 2005).
Kdige rohkem moodustab 23S rRNA domeen IV kontakte domeenidega 11, V ja VI (Petrov jt.,
2013).

Domeen V (nt 2058-2610) paikneb 50S tertsiaarstruktuuris domeenide IV ja Il vahel ja
asub 508 subiihiku keskel (joonis 6). Domeeni moodustavad 23S rRNA heelikseid 72-93 (Ban jt.,
2000). 23S rRNA domeenis V asub ribosoomi peptidiiiltransferaasne tsenter ja PTC on
translatsioonis keskse tihtsusega (,,siida®) (Hury jt., 2006). Struktuuri jargi voib domeeni V
jagada kolmeks regiooniks: esimene regioon algab heeliksiga 75 ja moodustab seondumissaidi L1
valgule; teine, mis koosneb heeliksitest 80-88, moodustab koos 5S rRNA ja osaga 23S rRNA
domeenist Il tsentraalse kithmu; kolmas regioon sisaldab H89-93 ja aitab stabiliseerida ribosoomi
elongatsiooni faktorite seondumissaiti (Ban jt., 2000). Domeen V kontakteerub koikide teiste 23S
rRNA domeenidega (Petrov jt., 2013).

Domeen VI (nt 2667-2914; H95-101) on kdige viiksem 23S rRNA domeen, mis
paikneb kohe 50S subiihiku L7/L12 kithmu all (joonis 6) (Ban jt., 2000). Domeenis VI asub
heeliks 95 (nt 2653-2667), mida tuntakse ka sarcin-ricin linguna (SRL). SRL méngib rolli
elongatsiooni faktorite seondumises ribosoomiga (Ban jt., 2000; Miyoshi ja Uchiumi, 2008).
SRL tépne funktsionaalne roll ei ole péris selge, aga Shi jt., 2012 leidis, et mutatsioonid SRL
piirkonnas pohjustavad valgusiinteesi inaktiveerumise ja on seetottu rakule letaalsed. Koige
rohkem interakteerub 23S rRNA domeen VI domeeniga V (Petrov jt., 2013).
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1.2 Translatsioon

Translatsioon ehk valgusiintees on protsess, mis on tsentraalse tdhtsusega rakku
funktsioneerimisel ja on viga konserveerunud kdikides elusorganismides. See on
molekulaarbioloogia pdhidogmast viimane etapp, informatsiooni iilekandes DNA-st
valkudesse (Zouridis ja Hatzimanikatis, 2007). Translatsioon on mitmeetapiline ja keeruline
protsess, mille toimumiseks on lisaks ribosoomile vaja veel mitmete GTP-d hiidroliiiisivate
valkude osavott erinevates translatsiooni protsessi etappides (Wimberly jt., 2000).
Translatsiooni protsess koosneb: ribosoomi seondumisest mMRNA nukleotiidsele initsiatsiooni
jarjestusele, mis alati asub mRNA 5’otsas; ribosoomi liikumisest {ihe koodoni kaupa mooda
MRNA-d translokatsiooni ajal ja 16puks peale ribosoomi joudmist MRNA terminatsiooni
koodonini poliipeptiidi ja ribosoomi vabastamine (Arnstein ja Cox, 1992). 30S subiihiku
tilesanne on mRNA jirjestuse dekodeerimine, kontrollides mRNA koodoni dige
aluspaardumise tRNA antikoodon jarjestusega. 50S subiihik kataliiiisib peptiidsideme
moodustumist (Wimberly jt., 2000). Translatsioon on vdga tdpne ja kiire protsess (Wilson ja
Nierhaus, 2003). 140 aminohappe pikkuse valgu siinteesimiseks kulub vaid umbes 20
sekundit (Arnstein ja Cox, 1992).

Oluline etapp valgusiinteesil on peptidiiiiltransferaasne (PT) reaktsioon, mille jooksul
kantakse peptiidahel peptidiiil-tRNA-It, mis asub ribosoomi P-saidis (joonis 2), iile
aminoatsiiiil-tRNA-le, mis asub ribosoomi A-saidis. Selle protsessi tulemusena moodustub
uus peptiidside ja valguahel pikeneb ithe aminohappe vorra. Selleks, et peptidiiiiltransferaasi
protsess toimuks, on vaja, et doonor ja aktseptor tRNA lingud paikneksid korrektselt suure
ribosomaalse subiihiku PT tsentris P- ja A-saitides (Bocchetta jt., 1998).

Trasnlatsiooni jooksul toimuvad ribosoomis erinevad konformatsioonilised muutused.
Ribosoomi viikese subiihiku heeliks 44, pea, 6lg ja platvorm (joonis 3) niitavad iiles suurt
konformatsioonilist liikuvust (Frank ja Spahn, 2006). 30S subiihiku pea p66rab ribosoomi
subiihikute assotsiatsiooni, tRNA selektsiooni ja translokatsiooni jooksul. Vorreldes 30S
subiihikuga nditab 50S subiihik tles viikest molekulisisest liikuvust. Suure ribosomaalse
subtihiku koige litkuvamad komponendid on L7/L12 kiithm, L1 kithm, GTP-aasne tsenter ja
valgu L9 C-terminaalne domeen (Frank ja Spahn, 2006).
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1.2.1 Translatsiooni initsiatsioon

Initsiatsiooniks bakteris on vajalik 30S subiihiku interaktsioon mMRNA Shine-Dalgarno
jarjestusega, mis on komplementaarne 16S rRNA 3’otsaga (Ramakrishnan, 2002).
Valgusiinteesi initsiatsioon E. coli-s nduab ribosoomi, mRNA, fMet-tRNA™e initsiaator
faktorite (IF1, IF2, IF3) ja GTP koordineeritud koost6od. On ndidatud, et GTP ei mojuta 1F2
interaktsiooni fMet-tRNA-ga ja GTP-d ei ole vaja 30S initsiatsiooni kompleksi
moodustumiseks, mis moodustub ka GDP juuresolekul (La Teana jt., 1996). Kui vaadata
translatsiooni initsiatsiooni protsessi tdpsemalt, siis initsiatsiooni jooksul moodustub kolm
pOhilist kompleksi: 30S pre-initsiatsiooni kompleks (pre-30SIC), 30S initsiatsiooni kompleks
(30SIC) ja lopuks 70S initsiatsiooni kompleks (70SIC) (joonis 7). Pre-30SIC koosneb 30S
subiihikust, mRNA-st ja initsiatsiooni faktorist 3 (joonis 7). Pre-30SIC kompleksis ei ole
fuiisilist interaktsiooni mMRNA ja fMet-tRNA™e vahel. Selleks, et moodustuks 30S
initsiatsiooni kompleks (30SIC), toimub konformatsiooniline muutus pre-30SIC-s, mis viib
selleni, et toimub esimene interakstioon mMRNA koodoni ja initsiaator-tRNA antikoodoni
vahel 30S subiihiku P-saitis. Kui 30SIC-ga liitub 50S subiihik moodustub 70S initsiatsiooni
kompleks. 70SIC moodustumisega on ribosoom valmis edasi minema elongatsiooni faasi
(joonis 7), sisaldades mRNA ja fMet-tRNA™e interakstiooni 70S subiihiku P-saidis
(Myasnikov jt., 2009). Kui 70S kompleks on moodustunud ja initsiatsiooni faktorid
vabastatakse ribosoomist, tekkinud kompleks on valmis korduvaks elongatsioonitsiikliks (Wu
jt., 1996).

fMet-tRNAMet F
IF1 |

IF2:GTP \‘ Tosie
mRNA
AUG *** IF3 IF1 GDP
Uan "‘ \‘
|F3 ‘ <Liz \A GDP
.................... —p L}
GDP+Pi
30S pre-IC 30SIC

Joonis 7. Prokariiootne translatsiooni initsiatsiooni skeem. Joonisel on kujutatud kolme
pohilise initsiatsiooni kompleksi moodustumist. Esimene on 30S subiihiku pre-initsiatsiooni
kompleksi moodustumine (30S pre-I1C), teine on 30S initsiatsiooni kompleksi moodustumine
(30IC) ja viimaseks 70S initsiatsiooni kompleksi moodustumine (70IC). K&ik initsiatsiooni
faktorid on vastavalt tdahistatud. Joonis on kohandatud artiklist Myasnikov jt., 2009.
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Initsiatsiooni protsessist votavad osa 3 initsiatsiooni faktorid IF1, IF2 ja IF3. Igal
initsiatsiooni faktoril on oma iilesanne (Ramakrishnan, 2002). IF1 on kolmest initsiatsiooni
faktorist koige vdiksem (Pon ja Gualerzi, 1984). IF1 on monomeerne valk, mis koosneb 71
aminohappe jaagist. IF1 on véga konserveerunud element prokariiootses translatsiooni
aparaadis. On leitud, et IF1 esineb ka monede taimede kloroplastides (Sette jt., 1997). On
spekuleeritud, et IF1 vastutab IF2 ja IF3 faktorite aktiivsuse eest (Pon jt., 1979). Arnstein ja
Cox jareldasid aastal 1992, et IF1 stimuleerib ribosoomi dissotsiatsiooni ja IF2 aktiivsust.
Jargnevad uuringud on Kinnitanud IF2 faktori sdltuvust IF1-st. IF2 aktiivsus langeb, kui IF1
puudub ja vastupidi kasvab, kui IF1 on olemas (Sette jt., 1997; Brock jt., 1998).

Translatsiooni initsiatsiooni faktor 2 (IF2) on kdige suurem initsiatsiooni faktor ja ta
on E. coli elutegevuseks viga vajalik. IF2 taseme vdhendamine rakkudes alla 50%
normaalsest tasemest mdjutab rakkude kasvu, pohjustades aeglase kasvu fenotiiiipe (La Teana
jt., 1996). Cole ja teised konstrueerisid tiived, kus IF2 kodeeriv geen, infB oli lac promootori
kontrolli all, mis voimaldas muuta IF2 taset, muutes sootmes IPTG kontsentratsiooni.
Tulemused néitasid, et IPTG olemasolul kasvab rakk normaalse kiirusega ja vastupidi, IPTG
puudumisel kasvukiirus on oluliselt vahenenud (Cole jt., 1987). IF2 omab kahte vormi: IF2a
(97kDa) ja IF2pB (79kDa). Mdlemad vormid on kodeeritud infB geeni poolt ja on vajalikud
maksimaalse raku kasvukiiruse tagamiseks (Vornlocher jt., 1997). IF2 seondub 30S
subiihikule ja soodustab fMet-tRNA™e seondumist 30S pre-1C-ga, samuti stimuleerib IF2
30S ja 50S subiihikute assotsiatsiooni (Tomsic jt., 2000; Myasnikov jt., 2009).

IF3 koosneb 180 aminohappest ja on kodeeritud infC geeni poolt (Garrett jt., 2000).
IF3 koosenb kahest domeenist (C- ja N-terminaalne domeen) (Brock jt., 1998). Varasemad
uuringud viitavad sellele, et pohiline IF3 seondumisregioon 30S subiihikuga asub C-
terminaalses domeenis ja viikese interaktsiooni koht on N-terminaalses domeenis, aga IF3
domeenide funktsioonid pole veel paris selged (Garrett jt., 2000). IF3 funktsioon
translatsiooni initsiatsioonis on aidata siduda mMRNA-d viikese ribosoomi subiihikuga
(Arnstein ja Cox, 1992).

Koik initsiatsiooni faktorid annavad interaktsioone rRNA-ga (peamiselt 16S rRNA-ga)
ja nende tdpsem seondumiskoht 16S rRNA struktuuris on viaga huvipakkuv kiisimus. Moazed
ja teised selgitasid, kuidas erinevate translatsiooni initsiatsiooni faktorite olemasolu md&jutab

ribosoomi (16S rRNA-d). Tulemused naitasid, et [F2 faktori ei oma spetsiifilist interaktsiooni
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kohta 16S rRNA-s, aga IF1 ja IF3 seonduvad positsioonile G530, A1408, A1493, A1492,
G700, U701, G703, G791, U793, A819, G859 ja G1487. Tulemustest jéareldati, et faktori
seondumine nendele nukleotiidile tagab dige translatsiooni initsiatsiooni alguse (Moazed jt.,
1995).

1.2.2 Translatsiooni elongatsioon

Ribosomaalse elongatsiooni tsiikkel koosneb kolmest etapist: uue aminoatsiiiil-tRNA
sidumine vastavalt dekodeerimis tsentris asuvale mMRNA koodoni jarjestusele, peptiidsideme
moodustumine ja translokatsioon (joonis 8) (Dinos jt., 2005). Poliipeptiidi siinteesimise Kiirus
in vivo on 20 aminohapet sekundis ja in vitro 5 aminohapet sekundis. Elongatsiooni kdigus on
véga olulised kaks faktorit: elongatsiooni faktor Tu (EF-Tu) ja elongatsiooni faktor G (EF-G)
(Frank ja Spahn, 2006; Rodnina ja Wintermeyer, 2016). Elongatsiooni esimene etapp on
dekodeerimine ja korrektse tRNA A-saiti kinnitamine. Aminoatsiiiil-tRNA siseneb ribosoomil
kolmikkompleksina elongatsiooni faktori EF-Tu ja GTP-ga. Selles protsessis on olulised 16S
rRNA heeliks 44 asuvad nukleotiidid A1492 ja A1493, mis kontrollivad koodoni ja
antikoodoni vahelise interaktsiooni geomeetriat. Lisaks nendele nukleotiididele on leitud, et
E. coli viikeses ribosomaalses subiihikus on ribosomaalne valk S12, mis méngib rolli
translatsiooni tdpsuses (Arnstein ja Cox, 1992). Teiseks etapiks on peptiidsideme
moodustumine. Peptiidahel kantakse peptidiiiil-tRNA-It, mis asub P-saidis, iile aa-tRNA-le,
mis asub A-saidis (Joonis 8). Sellele jargneb kolmas etapp, translokatsioon (Arnstein ja Cox,
1992). A-saidis peale esimest peptiidsideme moodustumist on dipeptidiiiil-tRNA ja
deatsiileeritud tRNA on P-saidis. See tihendab, et mdlemad saidid on kinni ja selleks, et oleks
voimalik uue aminoatsiiil-tRNA A-saiti sidumine on vajalik mRNA-tRNA kompleksi
liilkumine {ihe koodoni vorra, et vabastada A-sait (joonis 8). tRNA-mRNA kompleksi
liilkumine toimub A - P saiti ja P - E saiti (Arnstein ja Cox, 1992). Translokatsiooniline
liikumine nduab EF-G-d ja on vaja GTP hiidroliiiisi (Rodnina ja Wintermeyer, 2016). Terve
MRNA-tRNA kompleksi litkumine {ihe koodoni vorra edasi on praegu veel pole 16puni selge
(Noller jt., 2002; Achenbach ja Nierhaus, 2013).
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Joonis 8. Translatsiooni elongatsiooni tsiikkel. Ulemises osas on kujutatud kuidas
aminoatsiiiil-tRNA seondub kompleksis EF-Tu ja GTP-ga ribosoomi A saiti. Edasi, kantakse
peptiid ahel iile peptidiiiil-tRNA-It A-saidi tRNA-le, jéttes deatsetiileeritud tRNA P-saiti. EF-
G Kkataliiiisib peptidiiil-tRNA translokatsiooni A-saidist ja deatsetiileeritud tRNA P-saidist
vastavalt P ja E-saiti. Joonis on kohandatud artiklist Achenbach ja Nierhaus, 2013.

1.2.3 Translatsiooni terminatsioon

Translatsiooni elongatsiooni tsiikli reaktsioonid on konserveerunud, aga terminatsiooni
faasi protsessid erinevad eukartiootides ja bakterites. Elongatsiooni kdigus mairab mRNA
koodon dra korrektse tRNA antikoodoni komplementaarsuse jérgi, samas translatsiooni
terminatsiooni kdigus tunneb stop koodoni dra valk. Terminatsiooni faktorid on jagatud
kaheks grupiks: esimene grupp dekodeerib stop koodoni ja Kkataliilisib peptiidsideme
vabastamine P-saidi peptidiiiil-tRNA kiiljest, samal ajal kui teine grupp on G-valgud, mis
vahendavad esimese grupi terminatsiooni faktorite vabastamist ribosoomist (Connell ja
Nierhaus, 2000).
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Uhe kolmest terminaator koodoni (UAA, UAG vdi UGA) jdudmine ribosoomi A- saiti
pOhjustab aminoatsiiiil-tRNA asemel valgulise terminatsiooni faktori seondumiste ribosoomi.
Prokariiootides vastutavad translatsiooni terminatsiooni eest kaks faktorit RF1 ja RF2, mis
tunnevad dra STOP koodoneid (Frank ja Spahn, 2006). RF1 tunneb dra UAA ja UAG koodoni
ning RF2 tunneb dra UAA ja UGA koodoni (Arnstein ja Cox, 1992). RF1 ja RF2 ribosoomi
seondumine ja terminatsioon on RF3 faktori kontrolli all, mis té6tab kompleksis GTP-ga ja
vastutab RF1 ja RF2 dissotsieerumise eest ribosoomist (Arnstein ja Cox, 1992). RF3 sisaldab
GTP seondumismotiivi, mis sarnaneb EF-Tu ja EF-G seondumismotiiviga ja kuulub RF3
suure G-valku perekonnale. Veel on teada, et RF3 toOstab stop signaali dekodeerimise
efektiivsust (Garrett jt., 2000).

1.2.4 Ribosoomi taaskasutamine

Teine  terminatsiooni  faktori  klass (RF3) suurendab  esimest  klassi
terminatsioonifaktorite  dissotsiatsiooni  ribosoomist, pohjustades ribosoomi  post-
terminatsioonilise oleku, kus ribosoomis on mMRNA ja P-saidis deatsetiileeritud tRNA.
Selleks, et saaks toimuda uus initsiatsioon, on vajalik subiihikute dissotsiatsioon, kaheks
vabaks subiihikuks (30S ja 50S). Ribosomaalsete subiihikute dissotsicerimiseks seondub
ribosoomile RRF (ribosomal recycling factor) kompleksis EF-G-ga (Frank ja Spahn, 2006;
Borg jt., 2016). RRF on vidga oluline prokariiootides, kuna ilma RRF-ta initsieeritakse
translatsioon kohe peale stop koodonit uuesti (Selmer jt., 1999). Peale subiihikute
dissotsatsiooni seondub 30S subiihikuga initsiatsiooni faktor IF3, mis takistab enneaegselt
70S ribosoomi uuesti moodustumist. Millal tdpselt deatsetiileeritud tRNA ja mRNA
dissotseerivad 70S ribosoomist on veel teadmata (Borg jt., 2016).
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Too eesméark

Valgusiintees on protsess, mis on tsentraalse tdhtsusega rakku funktsioneerimisel ja on
viga konserveerunud koikides elusorganismides. See on molekulaarbioloogia pdhidogmast
viimane etapp, informatsiooni iilekandes DNA-st valkudesse (Zouridis ja Hatzimanikatis,
2007). Efektiivseks translatsiooni 1dbi viimiseks on vaja, et ribosoomi subiihikud pannakse

oigesti kokku.

Ensiiimi RIuCD ekspresseerimine E. coli rakkudes pdhjustab 50S subiihiku
assambleerimise defekti. Ensiiim RIuCD on kimédidrne ensiiim, mis koosneb RluC N-
terminaalsest domeenist ja RIuD C-terminaalsest domeenist. RIUCD siinteesib
ebaspetsiifiliselt pseudouridiine 23S rRNA-sse. Kuna on teada, et pseudouridiinid voivad
stabiliseerida rRNA struktuure, siis on alust spekuleerida, et ebaspetsiifilselt siinteesitud
pseudouridiinid vdivad olla pohjuseks, miks RluCD pdhjustab 50S subiihiku assambleerumise
defekte. Oma bakalaureuset66 raames identifitseerisin positsioonid, millesse RluCD siinteesib
pseudouridiinid. Osades positsioonides tuvastasime, et pseudouridiine on oluliselt rohkem
partiklites, mis ei ole korrektselt assambleeritud vorrelduna funktsionaalsete 70S partiklitega.
Selline pseudouridiinide interferents 23S rRNA-s voimaldab piistitada hiipoteesi, mille alusel
positsioonid, milles leidsime interferentsid on olulised ribosoomi biogeneesi seisukohast
(Garber, 2014).

Kiesoleva t00 eesmadrgiks oli kontrollida hiipoteesi, mille jirgi rRNA piirkonnad
1128, 1130 ja 1132, millest leiti bakalaureuse t66 raames interfereeruvad pseudouridiinid, on
olulised ribosoomi 50S partikli biogeneesiks.
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2.2 Materjal ja metoodika

E. coli tiived

E. coli XL-1 blue (F" proAB laclqZAM15 Tn10 Tet")

E. coli M15 (F-, ®80AlacM 15, thi, lac-, mtl-, recA+ , KmR) Qiagen
Plasmiid

Plasmiid ptBsB sisaldab BstEll-BamHI fragmenti rrnB operonist, mille ekspressioon on tac
promootori kontrolli all. Plasmiid ptB on plasmiidi ptBB derivaat, mis sisaldab tervet rrnB
operoni, mille ekspressioon on tac promootori kontrolli all (Leppik, 2007), plasmiidist on
eemaldatud iiks BamHI restriktsiooni sait. Mdlemal plasmiidil on 23S rRNA heeliks-lingu 25
regiooni on lisatud streptavidiini siduvat ligandi kodeeriv DNA fragment (Leppik, 2007).

Kasutatud praimerid. Punasega on méargitud suunatud mutageneesi praimerite mutatsiooni

koht.

Praimeri nimi Oligonukleotiidi jirjestus 5° — 3’
Oligod suunatud mutageneesi libi viimiseks

G1128C dir 5’-CGGCCTGCGCGGAACATGTAACGGGGC-3°
G1128C rev 5’-GCCCCGTTACATGTTCCGCGCAGGCCG-3’
G1128A dir 5’-CGGCCTGCGCGGAAAATGTAACGGGGC-3’
G1128A rev 5’-GCCCCGTTACATTTTCCGCGCAGGCCG-3’
G1128T dir 5’-CGGCCTGCGCGGAATATGTAACGGGGC-3’
G1128T rev 5’-GCCCCGTTACATATTCCGCGCAGGCCG-3’
U1130A dir 5’-GGCCTGCGCGGAAGAAGTAACGGGGC-3’
U1130A rev 5’-GCCCCGTTACTTCTTCCGCGCAGGCC-3’
U1130G dir 5’-GGCCTGCGCGGAAGAGGTAACGGGGC-3’
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U1130G rev 5’-GCCCCGTTACCTCTTCCGCGCAGGCC-3’
U1130C dir 5’-GGCCTGCGCGGAAGACGTAACGGGGC-3°
U1130C rev 5’-GCCCCGTTACGTCTTCCGCGCAGGCC-3’
U1132A dir 5’-CTGCGCGGAAGATGAAACGGGGCTAAAC-3’
U1132A rev 5’-GTTTAGCCCCGTTTCATCTTCCGCGCAG-3’
U1132G dir 5’-CTGCGCGGAAGATGGAACGGGGCTAAAC-3’
U1132G rev 5’-GTTTAGCCCCGTTCCATCTTCCGCGCAG-3’
U1132C dir 5’-CTGCGCGGAAGATGCAACGGGGCTAAAC-3’
U1132C rev 5’-GTTTAGCCCCGTTGCATCTTCCGCGCAG-3’

Praimerid, mida kasutati PCR-iks ja sekveneerimiseks

CD1 5’-AGCGGCGATGACCCCCTTAGAG-3
C2 5’-GTCGGTTCGGTCCTCCAG-3’

C3 5’-AGTAACACCAAGTACAGG-3

MINI TAG 5’-CAAAAGGTACGCAGT-3’

2xYT Soode

1,6% triiptoon, 1% parmiekstrakt, 0,5% NaCl.

2.2.1 Kloneerimine

PCR reaktsioonideks kasutati Phusion™ poliimeraasi (ThermoFisher) ja Tag DNA
poliimeraasi (TUMRI iildise ja mikroobibiokeemia dppetool). PCR reaktsioonid viidi ldbi
Biometra Uno Il termotsiikleris ja vajalikud oligonukleotiidid telliti firmast DNA Technology.
K&ik DNA restriktsioonid ja ligatsioonid viidi 1dbi ThermoFischer Scientific ensiiiimidega,

vastavalt tootja poolt ette ndhtud tingimustele.
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Uurimistoo jaoks oluliste punktmutatsioonide sisse viimiseks 23S rRNA geeni kasutati
suunatud mutageneesi (joonis 9). Selle meetodiga viidi mutatsioonid 23S rRNA Il domeeni,
kus positsioonis 1128, muudeti G nukleotiid A, C ja U nukleotiidiks, positsioonis 1130,
muudeti U nukleotiid A, C ja G nukleotiidiks ja positsioonis 1132, muudeti U nukleotiid
muudeti A, C ja G nukleotiidiks.
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Joonis 9. Suunatud mutageneesi skeem. Joonisel on skemaatilised kujutatud huvi pakkuva
mutatsiooni viimine ptBsB plasmiidilt kodeeritavasse 23S rRNA geeni suunatud mutageneesi
meetodil. Tarniga on tdhistatud mutatsioon, mis asub 23S rRNA Il domeenis. Sac | ja Sal | on
restriktatsiooni ensiiiimid. CD1 ja C3 on praimerid. PCR I ja PCR II téhistab kloneerimise
kahte etappi, mis olid vajalikud mutatsiooni viimiseks kloneeritavasse fragmenti.
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DNA fragmentide amplifitseerimine PCR meetodil. Suunatud mutagenees toimus
kahes osas, nagu kujutatud joonisel 9. Suunatud mutageneesi PCR-i reaktsioonid viidi 1abi
10ppmahus 50 pl kasutades 2U Phusion DNA poliimeraasi (ThermoFisher), tootja poolt ette
nahtud puhvris. Reaktsioonisegu sisaldas 1 ng ptBsB plasmiidset DNA-d, 2 mM MgCly, 0,1
mM dNTP, 20 pmol praimereid. PCR reaktsioon viidi 14bi jargmistel tingimustel: 4 min,
95°C; jargmisena 30 tsiiklit: 40 s, 95 °C; 40 s, 54 °C; 1 min 20 s, 72 °C. Peale viimast tsiiklit

inkubeeriti reaktsioonisegu lisaks 5 min, 72 °C, et DNA siintees kindlasti 10ppenud oleks.

Korrektse suurusega PCR produktide identifitseerimiseks ja puhastamiseks lahutati
PCR-i produktid 0,8% agaroosgeelelektroforeesil (MetaPhor™) 1xTBE puhvris. DNA
fragmendid puhastati agaroosgeelist kahe PCR-i reaktsiooni vahel ja puhastati enne
restriktsiooniensiitimidega to6tlust, FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit-iga vastavalt

tootja poolsele juhendile. DNA kontsentratsioon mdddeti NanoDrop-iga, (A260 nm).

Restriktsioon. Soovitud mutatsioone sisaldavaid DNA fragmente ja plasmiidi ptBsB
restrikteeriti Sac 1 ensiiimiga 1 tund, +37 °C. Restrikatsioonisegust puhastati puhvri
vahetamiseks DNA FavorGene protokolli jargi. Puhastatud DNA-d restrikteeriti edasi Sal I-
ga, samadel tingimustel nagu eelnevalt. Plasmiidne DNA lahutati agaroosgeelelektroforeesil

ja puhastati nagu kirjeldatud eelpool.

Ligatsioon. Restriktsiooniensiiimidega to6deldud PCR-i  produktid ligeeriti
plasmiidiga. Reaktioonisegu (20 ul) 1x T4 ligaasi puhvris, mis sisaldas 2 pg plasmiidi keret, 2
ug PCR produkti, 25 mM heksamiin-koobalt(l11)kloriidi ja 5U T4 ligaasi (Thermo Scientific).
Ligatsioon kestis 60 min toatemperatuuril.

Plasmiidse =~ DNA transformatsioon bakterirakkudesse. RbCl  meetodil
kompetentseks muudetud E. coli rakususpensioon sulatati jdal ja lisati 10 ul ligatsioonisegu
voOi 10 ng plasmiidset DNA-d ning inkubeeriti 40 min j4él. Peale inkubatsiooni tehti rakkudele
kuumasokk 1 min, +42 °C, pdrast mida hoiti rakke 3 minutit jaidl. Ligatsiooniseguga
transformeerimise puhul lisati rakkudele 1 ml 2xYT s66det ja inkubeeriti 1 tund, +37 °C.
Rakud sadestati tsentrifuugimise teel lauatsentrifuugis 3 min (4000 rpm, 4 °C). Rakusademelt
eemaldati supenatant. Rakud resuspendeeriti 150 pul 2xYT sootmes ja kiilvatati LB + Amp

(200 pg/ml) tardsootmele. LB tasse inkubeeriti iile 66, +37 °C.
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Plasmiidide kontroll ja puhastamine rakukultuurist. Tassidelt valiti 10 kolooniat,
mis suspendeeriti 10 ul MQ vees. Rakkude litisimiseks kuumutati rakususpensiooni 5 min,
95°C. Litsunud rakkudele lisati 15 pl reaktsioonisegu, mis sisaldas: 2,5 ul 10x
ensiiimipuhvrit (750 mM Tris (pH 8,8), 200 mM NH2S04, 0,1% TX-100, 5% ficoll 400, 10
mM tartasiin), 1ImM MgCl2, 10 pmol praimereid C2 ja CD1, 0,1 mM dNTP-d, 5U Taq DNA
poliimeraasi (TUMRI iildise ja mikroobibiokeemia dppetool). Esmane DNA denatureerimine
toimus 3 min, 94 °C, peale mida toimus PCR reaktsiooni 25 tsiiklit jargmistel tingimustel: 30
S, 94°C; 40 s, 55°C; 1 min, 73 °C. Peale tsiiklite 1dppu inkubeeriti reaktsioonisegu tdiendavalt
5 min, 72 °C. PCR-i produktid lahutati elektroforeesil 2% agaroosgeelis 1XTBE puhvris.
Positiivseks osutunud kolooniad (need, kelle on streptavidiini siduvat ligandi) inokuleeriti
2ml 2xYT Amp 100 pg/ml sédtmesse ja kasvatati iiledd, +37°C loksutis. Uleddkultuurist
puhastati plasmiidne DNA FavorPrep Plasmid DNA Extraktion Mini Kit-i protokolli jérgi.
Plasmiidide  intaktsust  kontrolliti ~ vastavalt ~ Aval  restriktsiooni ja  0,8%
agaroosgeelelektroforeesil ning 23S rRNA jarjestust muteeritud piirkonna sekveneerimise

meetoditega.

23S rRNA mutatsiooni viimiseks ptBsB plasmiidist ptB plasmiidi, kasutati BamHI-
Sacl fragmendi viimist plasmiidist ptBsB, plasmiidi ptB (joonis 10). Restriktsioonid,

ligatsioonid ja DNA fragmentide puhastamine toimus nagu kirjeldatud eelnevalt.
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Joonis 10. Mutatsiooni sisaldava DNA fragmendi viimine plasmiidi ptB. Joonisel on
skemaatilisest kujutatud mutatsiooni iileviimine plasmiidist ptBsB plasmiidi ptB. Tarniga on
tahistatud mutatsiooni koht 23S rRNA geenis. BamH I ja Sac I tdhistavad restriktatsiooni
saite, mille vahele DNA 15ik ligeeriti. Tulemuseks on ptB plasmiid, milles rrnB opperon
sisaldab muteeritud 23S rRNA-d.
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2.2.2 Bakterirakkude generatsiooniaja miiramine

LB tassilt inokuleeriti kaks kolooniat vedelsdotmesse 2xYT+Amp (100 ug/ml) ja
kasvatati iile 66 loksutis (180 rpm, +37 °C, INFORS HT Multitron). Uleddkultuurist tehti 20x
lahjendus uude 2ml 2xYT s66tmesse (Amp 100 pg/ml), ja jatkati kasvatamist 1,5 tundi. Peale
1,5 tundi inkubatsiooni tehti rakukultuurist 10x lahjendus vérskesse 2xYT s60tmesse Amp
100 upg/ml) ja jétkati kasvatamist veel 1 tunniks. Plasmiidilt kodeeritavate rRNA-de
ekpressioon indutseeriti IPTG lisamisega loppkonsentratsioonis ImM. ODgoo mdoddeti iga
seitsme minuti jarel mikrotiiterplaadilugejas (BMG polarstar) 96 kannuga mikrotiiterplaadilt

150 ul-st rakukultuurist, temperatuuril +37 °C. Generatsiooniaja arvutamiseks kasutati valemit

(valem 1)
_logN, —logN,
- log2 (t, —t;)
Valem 1. Valem generatsiooniaja arvutamiseks. G — generatsiooniaeg; Nt -

eksponentsiaalse faasi 16pppunkt; No — eksponentsiaalse faasi algpunkt; t: — ajapunkt, mis
iseloomustab eksponentsiaalse faasi 16ppu ja to — ajapunkt, mis iseloomustab eksponentsiaalse
faasi algus.

2.2.3 Rakkude kasvatamine ja liiiis

LB plaadilt kiilvati 1 bakterikoloonia 2 ml 2xYT so6tmesse (Amp 100 pg/ml) ja
inkubeeriti loksutis iiledd temperatuuril +37°C. Uledd kasvanud bakterikultuur kiilvati iimber
100 ml 2xYT so6tmesse, mis sisaldab antibiootikumi Amp (100 pg/ml). Rakukultuur
kasvatati tiheduseni 0,1-0,2 (ODeoo), misjérel lisati IPTG (Ioppkontsentratsioon 1 mM), et
indutseerida plasmiidilt kodeerivate rRNA-de ekspressioon ja bakterikultuuri kasvatamist
jatkati 2 tunndi. Rakud sadestati tsentrifuugimise teel 4500 rpm 7 minutit, +4°C (Sorvall
RC5B plus, Sorvall GSA rotor) ja kogutud rakud resuspendeeriti 4 ml-s 1XLLP-s (60 mM
KCI, 60 mM NH4CI, 10 mM Tris HCI pH 8, 12 mM MgOAc, 6 mM B-ME), lisati Dnaas
10ppkontsentratsiooniga 25 U/ml ja lisotsiiiim 16ppkontsentratsiooniga 2 mg/ml. Rakkude
luiisimiseks kasutati homogenisaatorit (Precellys 24) vastavalt tootja protokollile (Garber,
2014). Rakukestade ja klaaskuulide eemaldamiseks rakuliisaadist tsentrifuugiti liisaati 13000

rpm 18 minutit, +4°C (Heraeaus fresco) ja supernantant tosteti uude reaktsioonituubi.
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2.2.4 Ribosomaalsete partiklite eraldamine sahharoosigradiendist

Ribosoomi partiklid lahutati sahharoosigradiendist ultratsentrifuugimise teel. Selleks
valati SW28 tuubidesse gradiendi segaja abil lineaarsed 15% - 40% sahharoosigradiendid.
Igale gradiendile kanti 30-50 U (A260) (1000 pl) rakuliisaati ja tsentrifuugiti
ultratsentrifuugis 19700 rpm, ~17 tundi (0?=2,8x10'), temperatuuril +4°C. Gradiendi
profiilide visualiseerimiseks kasutati labivooluspektrofotomeetrit (time constant=2, abs-
range=1, A=254 nm) (Garber, 2014), peristaaltilist pumpa ja isekirjutajat (GE Healthcare).
Gradiendist koguti eraldi poliisoomide (tetra-, tri- ja disoom), 70S, 50S ja 30S ribosomaalsete

partiklite fraktsioonid.

2.2.5 Ribosomaalsete subiihikute sadestamine

Ribosomaalsete partiklite sadestamiseks lisati kogutud gradiendifraktsioonidele 2,5x
mahtu etanooli ja 0,3M Idppkonsentratsioonis NaOAc pH 5,5 ning inkubeeriti temperatuuril -
20°C tile6o. Partiklid sadestati tsentrifuugimise teel 1 tund 4500 rpm (Rotina 420R) (Garber,
2014). Ribosoomi sademelt eemaldati supernatant ja sadet kuivatati temperatuuril +37°C, 10
minutit. Ribosoomid lahustati 1XLLP-s ja rRNA konsentratsioon méadrati NanoDrop-i
spektrofotomeetriga (A260). Ribosomaalsed partiklid sailitati temperatuuril -85°C.

2.2.6 rRNA puhastamine ribosomaalsetest partiklitest

3U (A260) ribosoomi lahuse 1oppruumala viidi 200 pl-ni 1xLLP-ga. rRNA
ekstraheerimiseks lisati lahusele 800 pl puhvrit PM (Quiagen) ja segati véristajal 20 minutit
toatemperatuuril. rRNA sidumiseks lisati segule 15 ul 50%-list Réni suspensiooni ja jétkati
véristajal 10 minutit toatemperatuuril. Réni sadestati lauatsentrifuugis 13000 rpm 1 minut,
+4°C ja eemaldati supernatant. Sadet pesti 2 korda 70% etanooliga ja kuivatati 10 minutit
temperatuuril +37 °C (Garber, 2014). RNA elueeriti réni kiiljest 20 pl (poliisoomid ja 30S) v&i
50 ul (708, 50S) MQ veega temperatuuril +37 °C, 3 minutit. Réni sadestati lauatsentrifuugis
13000 rpm, 3 minutit ja rRNA vesilahus viidi uude reaktsioonituubi. RNA konsentratsioon

lahuses médrati spektrofotomeetriga (NanoDrop) A260.
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2.2.7 Praimeri kineerimine

Minisekveneerimisreaktsiooni jaoks vajalik praimer Kineeriti juhendaja poolt.
Reaktiooniks vdeti 112 pmol mini TAG oligonukleotiidi, 10 pl y¥P ATP (Hartmann
Analytic), 5 ul 10x PNK puhver, PNK 20U (MBI Fermentas) ja reaktsioonisegu viidi MQ
veega 50 pl-ni. Seejirel inkubeeriti reaktsioonisegu 1,5 tundi, +37 °C ja puhastati Qiagen
Nucleotide removal Kit-i protokolli jargi. Kineeritud praimer elueeriti kolonnilt 50 pul MQ

veega.

2.2.8 Minisekveneerimine

Praimeriekstentsiooniks voeti 2 pmol rRNA-d, lisati 2 pl hiibrisatsiooni puhvrit (HB)
(225 mM K-HEPES pH7, 450 mM KCI) ja 1 pmol kineeritud praimerit. Reaktsiooni
10pprumala viidi MQ-ga 10 pl-ni. RNA denatureerimiseks ja praimetite seondumiseks RNA-
le kuumutati reaktsioonisegu +90°C, 1 minut ja jahutati aeglaselt temperatuurini +37°C.
Reaktsioonisegud tosteti peale jahutamist jédle ja jagati vOrdselt kahe reaktsioonituubi vahel
(A ja G) ja lisati 2 pl 10x RT-RB (500 mM Tris-HCI (pH 8,3), 750 mM KCI, 30 mM MgCl,),
3U AMV poordtranskriptaasi  ja reaktsioonisegu maht viidi 9 pl-ni. Molemale
reaktsioonisegule lisati vastavalt 1 pl ddA segu (125 mM dNTP (vilja arvatud dATP) ja 0,25
mM ddATP) voi 1 pl ddG segu (125 mM dNTP (vélja arvatud dGTP) ja 0,25 mM ddGTP).
Reaktsioonisegu inkubeeriti 30 minutit, +42°C, misjérel peatati reaktsiooni 120 ul RT-STOP-i
lahusega (1 osa 300 mM NaOAc ja 3 osa 96% etanooli). Nukleiihape sadestati -20°C {ile66. ja
tsentrifuugimise teel 13000 rpm 15 minutit, +4°C. Sademelt eemaldati supernatant, kuivatati
10 minutit +37°C ja sade lahustati 10 pl formamiidi STOP-is (FS) (80 % deioniseeritud
formamiid 10 mM EDTA, 0,25% broomfenool sinine) proove denatureeriti +90°C, 5 minutit.
Fragmentide lahutamiseks kanti 2 pl praimerekstensioonil saadud materjali 10% UUREA-
PAA geelile (1xXTBE, 8M UUREA, 10% akriitilamiid-bis-akriitilamiid (19:1)) ja elektroforeesiti
pingega 2000V. DNA fragmendid visualiseeriti phosphoimageriga (Typhoon trio) ja
analiiiisiti ImageQuant programmiga. Streptavidiini siduvat ligandi abil on vdimalik tuvastada
nii metsiktiitibi kui ka mutatsioonide variante bindide intensiivsus ja vorrelda saadud
tulemused. Tulemused niitavad palju on mutatsiooniga ptBsB plasmiidilt kodeerivat 23S

rRNA-d ribosoomi fraktioonis.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Mutantseid 23S rRNA variante sisaldavate plasmiididekonstrueerimine

Hiipoteesi, mille jargi muutused 23S rRNA 1130 piirkonnas vdivad pohjustada 50S
ribosomaalse subiihiku assambleerimis defekti, kontrollimiseks kloneeriti ptBsB ja ptB
plasmiididesse 23S rRNA geenid, mis sisaldasid punktmutatsioone G1128C, G1128A,
G1128U, U1130C, U1130A, U1130G, U1132C, U1132A ja U1132G. Punktmutatsioonide
genereerimiseks kasutati suunatud mutageneesi nagu kirjeldatud meetodite osas. 23S rRNA
sisaldas lisaks genereeritud mutatsioonile ka afiinsuspuhastamiseks vajalikku streptavidiini
siduvat ligandi 23S rRNA heeliksis 25, mis voimaldab vajadusel soovitud punktmutatsiooni
sisadavad 50S subiihikud ribosoomide segapopulatsioonist vdlja puhastada. Konstrueeritud
plasmiidide intaktsust analiiiisiti Ava | restriktsiooniga. Plasmiidide jérjestused kontrolliti

sekveneerimisega.

Lisaks konstrueeriti ptBsB plasmiid, mis sisaldas 23S rRNA varianti kus lisaks
analiilisitavale punkmutatsioonile oli lisatud teine mutatsioon positsioonis A1067T mis asub

samuti 23S rRNA domeenis Il. Selles konstruktis puudus streptavidini siduvat ligand.
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2.3.2 23S rRNA 1130 regiooni mutatsioonide mdju rakkude kasvufenotiiiibile

Mutatsioonide moju hindamiseks kasvufenotiiiibile, ekspresseeriti punktmutatsiooni
sisaldavat 23S rRNA-d E. coli XL-1 blue voi M15 rakkudes. Kontrolliks ekspresseeriti 23S
rRNA-d, mis ei sisaldanud 1130 piirkonna mutatsioone, kuid sisaldas streptavidiini siduva
ligandi jarjestust. ODgoo moddeti 7-minutilise intervaliga ja generatsiooniaeg arvutati nagu
Kirjeldatud meetodites. Generatsiooniaeg oli maédratletud kui ajavahemik, mille jooksul
bakterikultuuri tihedus kahekordistub. Saadud tulemused on toodud tulpdiagrammina
jooniselll ja 12. Joonisel 11 on ndha, et XL-1 rakkude, kus ekspresseeritakse wt 23S rRNA-
d, generatsiooniaeg on 38 minutit ja koikide mutantsete rRNAde ekpresseerimine toob kaasa
1,2 kuni 1,5 kordse generatsiooniaegade tdusu. Sellest voib jareldada, et kdigi kidesolevas to0s
konstrueeritud 23S rRNA varaintide ekspresseerimine mdjub rakkude elutegevusele
inhibeerivalt. K&ige suuremat kasvufenotiilipi niitavad iiles rakud, milles ekspresseeriti
U1130A ja U1132C mutatsiooni kandvaid 23S rRNA-sid (joonis 11). 23S rRNA mutatsioon
UI130A pohjustab suuremate rakukultuuride lahjenduste puhul rakkude jagunemise
lakkamise ja rakkude surma (tulemused niitamata), mis viitab tdsistele probleemidele
valgusiinteesis. Mutantsete 23S rRNA-de ekspresseerimine ptB plasmiidilt M15 rakkudes
omab vorreldes ptBsB-ga tagasihoidlikumat efekti, pdhjustades 1 kuni 1,2 kordset
generatsiooniaegade tousu (joonis 12). Ainus erand on mutatsioon U1130C, mille puhul
pikeneb generatsiooniaeg 1,5 korda (joonis 12). Tulemused niitavad, et 23S rRNA 1130

piirkonna mutatsioonid omavad efekti rakkude kasvule .
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Joonis 11. Mutatsiooni kandva 23S rRNA ekspresseerimise plasmiidilt ptBsB, mdju
E.coli tiive XL-1 kasvule. Joonisel on tulpdiagramm kus on nididatud E.coli rakkude
generatsiooniajad, milles ekspresseeriti ptBsB plasmiidilt 23S rRNA variante, mis sisaldasid
mutatsioone 1130 regioonis. Joonisel on nédidatud veapiirid 3 katse pohjal.
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Joonis 12. Mutatsiooni kandva 23S rRNA ekspresseerimise plasmiidilt ptB, méju E. coli
tiive M15 kasvule. Joonisel on tulpdiagramm, kus on nididatud E. coli rakkude
generatsiooniajad, milles ekspresseeriti ptBsB plasmiidilt 23S rRNA variante, mis sisaldasid
mutatsioone 1130 regioonis. Joonisel on ndidatud veapiirid 3 katse pohjal.
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2.3.3 23S rRNA 1130 piirkonna mutatsioonide méju ribosoomiprofiilidele

Ribosoomiprofiilide analiitisimiseks ekspresseeriti 23S rRNA variante E. coli XL-1
blue voi M15 rakkudes plasmiididelt ptBsB voi ptB. Rakke kasvatati ja liitisiti ning 40U
lisaati tsentrifuugiti 1dbi sahharoosigradiendi, nagu Kirjeldatud meetodite osas. Kontrolliks
kasutati plasmiidi, millelt ekspresseeriti wt 23S rRNA-d, mis sisaldas streptavidiini siduvat
ligandi (joonis 13). Joonisel 13 on néha, et 23S rRNA variantide U1130A, U1130G, U1132C
ekspressioon plasmiidilt ptBsB pohjustab vabade 50S subiihikute piigi olulist suurenemist
(joonis 13 rida 3 ja 4). Antud tulemus viitab, et need mutatsioonid pohjustavad 50S
assambleerumise defekte, kuna 50S ei ole voimeline moodustama 70S ribosoomi. Lisaks on
ndha, et poliisoomide piigid on oluliselt vdhenenud, eriti 23S rRNA variantide G1128U,
U1130C ja U1132A puhul (joonis 13 rida 2, 3 ja 4). Poliisoomide vdhenemine on mark

sellest, et rakkudes on vdhenenud valgusiinteesi tase.

Joonisel 14 on ndha, et 23S rRNA variantide G1128C, G1128U, U1130A
ekspressioon plasmiidilt ptB M15 rakkudes pdhjustab 50S ribosoomide fraktsiooni drastilist
viahenemist sahharoosigradientides. Joonisel 14 on ndha, et 23S rRNA variante
ekspresseerimisel vaid U1132C 50S piik on veidi suurenud vorreldes metsiktiiiibiga.
Poliisoomide fraktsioonid on sarnased kontroll profiilidega (joonis 14), mis lubab eeldada, et
translatsioon toimub aktiivselt ja fenotiiiibiline efekt on tagasihoidlikum vdrreldes 23S rRNA

variantide ekspressiooniga ptBsB plasmiidilt XL-1 tiives (joonis 13).

Analiiiisimiseks, kas mitme mutatsiooni tekkimine tihes 23S rRNA domeenis
pohjustab kumulatiivset fenotiiiibilist efekti, analiilisiti ka 23S rRNA, mis sisaldab lisaks
eelpool kisitletud mutatsioonidele tiostreptooni resistentsus mutatsiooni A1067T 23S rRNA
Il domeenis, ekspressioonist tingitud efekti sahharoosigradiendi profiile. Joonisel 15 on néha,
et enamikel mutantidel on mérkimisvddrne erinevus vdrreldes metsiktiiiibiga (joonis 15).
Poliisoomide fraktsioonid viitavad, et kdikidel 23S rRNA variantidel, vélja arvatud G1128U
ja Ul130G (joonis 15 rida 2 ja 3), on translatsiooni tase vdhenenud. Markimisvéérse 50S
fraktsiooni suurenemist on ndha 23S rRNA variantidel G1128A ja U1130A, mis viitab
suurele defektile 50S assambleerimises, kuna 50S ei ole vOimeline moodustama

funktsionaalse 70S ribosoomi.

34



solt']soomld solﬁsoomid

OD 260

sedimentatsiooni suund g
Joonis 13. XL-1 rakkude ribosoomiprofiilid. 23S rRNA variante ekspresseeriti plasmiidilt
ptBsB. Ribosoomipartiklid lahutatud lineaarses 15%-40% sahharoosigradiendis. Vertikaalsed
katkendjooned téhistavad ribosomaalsete partiklite (30S, 50S, 70S ja poliisoomid) asukohti.
Esimeses reas on tumeda joonega ndidatud wt ribosoomiprofiil (rida 1). Teises reas on 23S
rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis G1128 (C, A ja U). Kolmandas reas
on 23S rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis U1130 (C, A ja G).
Neljandas reas on 23S rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis U1132 (C, A
jaG).
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Joonis 14. M15 rakkude ribosoomiprofiilid. 23S rRNA variante ekspresseeriti plasmiidilt
ptB. Ribosoomipartiklid on lahutatud lineaarses 15%-40% sahharoosigradiendis. Vertikaalsed
katkendjooned tédhistavad ribosomaalsete partiklite (30S, 50S, 70S ja poliisoomid) asukohti.
Esimeses reas on tumeda joonega ndidatud wt ribosoomiprofiil (rida 1). Teises reas on 23S
rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis G1128 (C, A ja U). Kolmandas reas
on 23S rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis U1130 (C, A ja G).
Neljandas reas on 23S rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone positsioonis U1132 (C, A
jaG).
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Joonis 15. M15 rakkude ribosoomiprofiilid. 23S rRNA variante koos lisa mutatsiooniga
A1067T ekspresseeriti plasmiidilt ptBsB. Ribosoomipartiklid lahutatud lineaarses 15%-40%
sahharoosigradiendis. Vertikaalsed katkendjooned tdhistavad ribosomaalsete partiklite (30S,
50S, 70S ja poliisoomid) asukohti. Esimeses reas on tumeda joonegandidatud wt
ribosoomiprofiil (rida 1). Teises reas on 23S rRNA variandid, mis kannavad mutatsioone
positsioonis G1128 (C, A ja U). Kolmandas reas on 23S rRNA variandid, mis kannavad
mutatsioone positsioonis U1130 (C, A ja G). Neljandas reas on 23S rRNA variandid, mis
kannavad mutatsioone positsioonis U1132 (C, A ja G).
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2.3.4 Plasmiidilt ekspresseeritud 23S rRNA jaotus ribosomaalsetes fraktioonides.

E. coli rakkudes XL-1 blue ekspresseeriti G1128C, G1128A, G1128U, U1130C,
U1130A, U1130G, U1132C, U1132A, U1132G 23S rRNA variante, et tuvastada, kui palju
plasmiidselt DNA-It ekspresseeritud 23S rRNA-d sisaldavad erinevad ribosoomide
populatsioonid. Sahharoosigradiendist koguti eraldi ribosoomide fraktsioonid 70S, 50S ja
poliisoomid 23S rRNA analiitisimiseks kasutati praimeri mini TAG pikendamise reaktsiooni,
mis voimaldas jarjestuse erinevuse jargi tuvastada streptavidiini ligandi jarjestuse mutatsiooni
kandvates 23S rRNA-des. Saadud tulemused vorreldati kontrolli vastu ja saadud tulemused on
toodud tulpdigrammina joonisel 16 koos veapiiriga. Joonisel on néha, et G1128C, G1128A,
G1128U, U1130C, U1132A ja U1132G (joonis 16 B, C ja D), et 50S-is on mutatsiooniga 23S
rRNA hulka on rohkem ja see arv on suurenud umbes 1,5 korda poliisoomide fraktsioonist.
See voib tdhenda, et 50S-i assambleerimine on defektne, mis vOib pohjustada subiihikute
interaktsiooni jooksul translatsiooni defekte. G1128A, U1132C mutantidel on 50S-is suurem
arv, aga mitte nii palju kui teistel (joonis 16 B ja D). Markimisvédarne tulemus on saadud
U1130C-s, kus 70S fraktsioonis 23S rRNA hulk on viga suur.

38



60
50
w |
® L
30
20 4 37 40
10
0
. poly 70S 50S |
: wt
Ribosoomi fraktsioon
B 70
60
50
40
® T
30
20
34
0
pon 70S 50S pon 70S 50S i poly 70S 508 |
1128C 1128A 1128U
Ribosoomi fraktsioon
C 70
60
50
40
. o
30
20 Al <=
31
10 20
0
. poly 70S 50 poly 705 poly 70S 50S
' 1130C ' 1130A 1130G
Ribosoomi fraktsioon
D 70
60
50
40
ES -
30 e 8 _
20 43
== 32
26 2/
10
0
poly 70S SOS poly 70S poly 70S 50S
i | e —
1132C 1132A . 1132G

Ribosoomi fraktsioon

Joonis 16. Plasmiidilt ekspresseeritud 23S rRNA jaotus ribosomaalsetes fraktioonides.
23S rRNA-sid ekspresseeriti plasmiidilt ptBsB-t E. coli XL-1 blue rakkudes. Plasmiidilt
kodeeriva 23S rRNA hulk ribosoomifraktsioonides maéirati praimeriektensiooniga. A: wt
tive. B, C ja D paneelis on 1128, 1130 ja 1132 positsioonide punktmutatsioonide variante.
Hall tulp tdhistab poliisoomide (poly) fraktsiooni, tumesinine tulp 70S fraktsiooni ja must 50S
fraktsiooni. Joonisele on mérgitud katse sisesed veapiirid.
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2.4 Arutelu

Kéesoleva t66 eesmargiks oli iseloomustada 23S rRNA domeeni Il 1130 regiooni
suunatud mutageneesi abil. 1130 regioon on huvi pakkuv piirkond. 1130 piirkonna l&hedal on
GTPaasi tsenter ja ,,U-poore” (Baranov jt., 1998), kus mutatsioonid vdivad pdhjustada
ribosomaalse aktiivsuse viahenemist. 1130 piirkond asub tertsiaarstruktuuri PTC tsentri
lahedal (Petrov jt., 2013), mille mutatsioonid vodivad pdhjustada vigu peptiidsideme

moodustamisel.

Joonisel 11 nididatud tulemused viitavad, et mutatsioone kandva 23S rRNA
ekspresseerimine plasmiidilt ptBsB mojutab E. coli tiive XL-1 kasvu, kuna mutatsiooni
kandvate 23S rRNA variantide ekspressioonist tingitud generatsiooniaeg erineb metsiktiiiibist.
Mirkimisvddrne erinevus on 23S rRNA variandis U1130A (joonis 11). Lisaks pdhjustab
U1130A monikord suuremate rakukultuuride lahjenduste puhul rakkude jagunemise
lakkamist ja rakkude surma, mis viitab tosistele probleemidele valgusiinteesis. Vaadates 23S
rRNA variante G1128A ja U1130A, on niha, et generatsiooniaeg on pikem, vorreldes teiste
samas positsioonis olevate 23S rRNA variantidega (G1128C, G1128U, U1130C ja U1130G),
generatsiooniaja erinevus on umbes 7 minutit (joonis 11). See vdimaldab spekuleerida, et A
nukleotiid pdhjustab positsioondes 1128 ja 1130 suuremat defekti rakkude kasvule. 23S
rRNA variandid U1132C, U1132A ja U1132G pdhjustavad raku kasvudefekte,
generatsiooniaeg on umbes 50 minutit, mis on 1,3 korda pikem kui metsiktiitibil, mis pooldub
iga 38 minuti jérel. Saadud tulemused lubavad jareldada, et punktmutatsioonid 1130 regioonis

mdjutavad kasvufenotiiipi.

Mutatsioone kandva 23S rRNA ekspresseerimine plasmiidilt ptB mdjutab E. coli tiive
M15 kasvu (Joonis 12), kuna mutatsioonide variantide generatsiooniaeg erineb metsiktiiiibist
(joonis 11 ja 12). Erinevus voib olla selles, et plasmiidiga on 23S rRNA variantide G1128C ja
U1130C generatsiooniajad on 1,2 ja 1,5 korda pikemad, kui metsiktiiiibil. Pohjuseks vdib olla
see, et rakul on raske kasvada (joonis 12). Koikide mutantide kasvukiirus on vihenenud, mis
voimaldab spekuleerida, et selle regiooni mutatsioonid pShjustavad ribosoomaalse aktiivsuse
defekti.

Ribosoomiprofiilide analiilisimiseks ekspresseeriti 23S rRNA variante E. coli XL-1
voi M15 rakkudes plasmiididelt ptBsB voi ptB. ptBsB plasmiidilt kodeeritavate erinevate

punktmutatsioonidega 23S rRNA mdju ribosoomidele on toodud joonisel 13.

40



Gradiendiprofiilis on néha, et 50S subiihiku pindala on suurenenud vorreldes metsiktiiiibi 50S
subiihiku pindalga (joonis 13 rida 2, 3 ja 4), eriti, U1130A, U1130G ja U1132C 23S rRNA
variantides. Pohjuseks voib olla see, et mutatsiooni sisaldav 23S rRNA pannakse valesti
kokku, pdhjustades sellega korvalekaldeid normaalsest ribosoomi assambleerimise rajast.
Kuna ribosoomi assambleerimise protsess jargib kindlat rada (Dohme ja Nierhaus, 1976),
voib eeldada, et kui varajases assambleerimise faasis toimub viga, siis edasine
assambleerimise protsess ldheb samuti valesti. Need tulemused on heas korrelatsioonis
kasvufenotiiiibi tulemusega, kus 23S rRNA variantide U1130A, U1130G ja U1132C
generatsiooniaeg on umbes 10 minutit tdusnud. Huvitav on see, et U1130A, U1130G ja
U1132C 23S rRNA variantidel on poliisoomide profiil nagu metsiktiilibis, mis tdhendab, et
translatsioon on aktiivne. Kui vaadata poliisoomide profiile, siis on ndha, et G1128C,
G1128A, G1128U, U1130C, U1132A ja U1132G poliisoomide fraktsioonid on oluliselt
vahenenud (joonis 13 rida 2, 3 ja 4). Poliisoomid on ribosoomi kompleksid, mis on seotud iihe
MRNA molekuliga. Poliisoomide suurus on korrelatsioonis translatsiooni aktiivsusega, mis
tahendab, et kui poliisoomide fraktsioonid on suured, siis translatsioon on aktiivne (Zouridis
ja Hatzimanikatis, 2007). Nende andmete pdhjal spekuleerin, et nendel mutantidel ei toimu

aktiivset valgusiinteesi.

ptB plasmiidilt kodeeritavate erinevate punktmutatsioonidega 23S rRNA mdju
ribosoomidele on toodud joonisel 14. Kui vaadata ribosoomi fraktsioonide pindalasid, on
néha, et 50S subiihiku fraktsioon on suurem vdrreldes metsiktiiiibi 50S subiihiku pindalaga,
ainult 23S rRNA variandis U1132C (joonis 14 rida 4). Pohjuseks vdib olla 50S subiihiku
assambleerumise defekt. Enamasti koikidel mutantidel on ribsoomide fraktsioonide piigid
samal kohal nagu metsiktiiiibis ja nende ribosoomide fraktsioonid ei ole nihkunud ega
suurenenud. Poliisoomide profiilist voib jareldada, et translatsioon on aktiivne vorreldes
ptBsB plasmiidilt kodeeriva 23S rRNA variantide G1128C, G1128A, G1128U, U1130C,
U1132A ja U1132G (joonis 13 rida 2, 3 ja 4) polisoomide profiilidega ja vorreldes
metsiktiiibiga. Plasmiidilt ekspresseeritud 23S rRNA jaotust ribosomaalsetes fraktioonides
kontrolliti praimeriekstensiooniga ja saadud tulemused viitavad sellele, et mutatsiooniga 23S

rRNA-d ribosoomi fraktsioonis on véga vihe (tulemused nditamata).

Lisaks 1130 piirkonna punktmutatsioonidele lisati ptBsB plasmiidilt kodeeriva 23S
rRNA variandile lisa mutatsioon A1067T, mida ekspresseeriti M15 tiives. Sahharoosigradient

néitas (joonis 15), et suurim defekt 50S assambleerimisele on 23S rRNA variantidel G1128A
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ja U1130A (joonis 15 rida 2 ja 3), mille 50S on sama voi korgem kui 70S piik, mis viitab
sellele, et assambleerimise protsessis on tosised vead, ja selleparast ei saa moodustuda
funktisonaalne 70S. Ulejaanud 23S rRNA variandid niitavad ka defekte, kuna ribosoomi
fraktsioonide piigid erinesid metsiktiiiibi ribosoomi piigist. Poliisoomide fraktsioonid
puuduvad, kui vorrelda metsiktiilibiga poliisoomide fraktsioonidega, mis vOib niita, et
translatsioon ei ole aktviivne. Need tulemused néitavad, et valgusiinteesi tase on iilimadal,
vorreldes ptBsB plasmiidilt kodeeriva 23S rRNA variantide sahharoosigradientidega (joonis

13), kus poliisoomide fraktsioonid on vdhenenud, aga mitte puudu.

Saadud andmed lubavad jireldada, et koik 23S rRNA 1130 piirkonna variandid
mdjutavad ribosoomi, kuna on néha, et sahharoosigradiendi profiilid erinevad metsiktiiiibist.
Nii ptBsB kui ptB plasmiidilt kodeeritava 23S rRNA variandid kui ka 23S rRNA variandid
milles on lisa mutatsioon A1067T, pohjustavad probleeme ribosoomis ja translatsiooni
aktiivsuses. Enamasti kdikidel mutantidel esineb 50S subiihiku assambleerumise defekte ja
kui 50S assambleerumise protsess juba algusest on valesti ldinud, siis see mojutab edasi
translatsiooni. Lisaks on teada, et 50S tsentraalse kithmu moodustamisest votavad osa 23S
rRNA nii Il kui ka VV domeenid, r-valgud ja 5S rRNA (Gao jt., 2003; Zhao jt., 2004). Selle
informatsiooni pdhjal oletan, et punktmutatsioonid 23S rRNA domeeni Il 1130 piirkonnas
voivad pohjustada vigu domeenide Il ja V interaktsioonides, mis viivad selleni, et
funktsionaalne 50S ei saa moodustuda, eriti kui domeenis 1l esineb kaks mutatsioonid korraga
(joonis 15).

Jooniselt 16 on néha, et poliisoomides on vihe mutatsiooni sisaldavat 23S rRNA-d,
70S fraktsioonis on samamoodi. Aga 23S rRNA variandis U1130A 70S fraktsioonis on palju
mutatsiooniga 23S rRNA-d. PSdhjused, miks U1130A mutatsiooni sisaldav rRNA varaint
akumuleerub ribosomaalses 70S fraktsioonis ei ole praegu selge (joonis 13 rida 3). 23S rRNA
variantides G1128C, G1128U, U1130C, U1132A ja U1132G 23S rRNA-d on rohkem seal,
kus esineb suurem 50S subiihiku assambleerimise defekt. See tdhendab, et kui vaadata
poliisoomide ja 70S fraktsioone ja vorrelda saadud katsest mutatsiooniga 23S rRNA hulka
50S fraktsioonis, on ndha, et mutatsiooniga 23S rRNA-d on 50S subiihikus rohkem Kkui
poliisoomides ja 70S fraktsioonis. Mutatsiooniga 23S rRNA jaotus metsiktiilibis ja mutantidel
on erinev. Vorreldes metsiktiiiibiga, kus 23S rRNA hulk on tihtlane (joonis 16 A), mutantidel
on jaotus ebaiihtlane. Mutatsioonide variantide 23S rRNA hulk ei ole iihtlaselt jaotunud,

erinevus on 1,2 kuni 1,9 korda suurem 50S fraktsioonides vorrelduna poliisoomidega. Need
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tulemused on korrelatsioonis sahharoosigradiendi  tulemustega, kui on suurem
assambleerumise defekt 50S subiihikus, siis on 50S subiihiku fraktsioonis suurem hulk
mutatsiooniga 23S rRNA-d. Nende tulemuste pdhjal oletan, et 50S subiihikus esineb

assambleerimise defekt.

Vottes kokku antud t66s kogutud andmed jareldan, et 23S rRNA 1130 piirkonna
punktmutatsioonid maéngivad rolli 50S subiihiku assambleerimisel ja translatsioonis.
Analiiisitud 23S rRNA variandid pdhjustavad defekte ribosoomis, mis pdhjustavad hiljem
probleemid translatsioonis.
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Kokkuvote
E. coli 23S rRNA 1130 piirkond, mis asub domeenis Il, on viga huvitav
uurimisobjekt. See on huvi pakkuv piirkond, sest 50S subiihiku tsentraalne kithm sisaldab
rRNA-d, r-valku ja lisaks veel domeeni Il ja V. Lisaks domeen Il on tugevas interaktsioonis
domeeniga V, kus asub PTC (Gao jt., 2003; Zhao jt., 2004). 23S rRNA 1l domeeni piirkond
1130 on GTPaasse tsentri ldhedal (Li jt., 2006). Spekuleerin, et mutatsioonid selles piirkonnas
pOhjustavad ribosomaalse aktiivsuse vahenemist. Kiesoleva t66 raames piiiti vélja selgitada,

kasutades suunatud mutageneesi, kas 1130 piirkond mojutab ribosoomi biogeneesi.
Antud t606 tulemuste jargi voib teha jargmised jareldused:

1. Kasvufenotiiiibi analiiiis niitas, et rakud ei kasva sama kiirusega nagu
metsiktiitip. ptBsB plasmiidilt kodeeritud 23S rRNA variantide ekspressioon
pOhjustab suuremat generatsiooniaja defekti kui ptB plasmiidilt kodeeritud 23S
rRNA variandid. Eriti mutatsiooni variant U1130A, mis on suuremates

rakukultuure lahjendusel eluvoimetu.

2. Ribosoomide analiiiis sahharoosigradiendis kinnitas kasvufenotiiiibili tulemusi.
ptBsB plasmiidilt kodeeritava 23S rRNA erinevad variandid niitasid suurema
defekti vorreldes ptB plasmiidiga. 50S subiihiku assambleerimine on héirinud
(eriti U1130A, U1130G ja U1132C mutatsioonide varintidel ptBsB plasmiidilt
ja U1132C mutatsiooni variandis ptB plasmiidilt), sest 50S fraktsioonid on
suurenenud vorreldes metsiktiiiibiga. Poliisoomide profiili vihenemine viitab
sellele, et ei toimu aktiivne translatsioon. Lisa A1067T mutatsiooniga
mutatsioonide variandid néitasid, et koikidel mutantidel on hairitud 50S

assambleerumine ja lisaks on poliisoomide fraktsioonid vdhenenud.

3. Mutatsiooni sisaldavate 23S rRNA jaotus erinevates ribosoomi fraktsioonides
nditas, et suurem arv mutatsiooniga 23S rRNA-d on 50S subiihiku

fraktsioonis.
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Mutagenesis analasys of the 23S rRNA tertiary interaction region

Natalja Garber

Summary
Ribosome is a complicated and a large complex, which consists of the RNA and
proteins. Ribosome has been identified in all organisms. Bacterial ribosome consits of two
subunits small 30S and large 50S. Large subunit of the bacterial ribosome is composed of the
23S rRNA, 5S rRNA and r-proteins. 23S rRNA is composed of six domains, which interact
with the r-proteins and the 5S rRNA, to make the functional 50S subunit. In 23S rRNA in
domain Il 1130 region, which is located close to GTPase center, in which mutations can lead

to the decrease of the ribosomal activity (Baranov jt., 1998).

Translation or protein synthesis is a process that is central in cellular function and
moreover is conserved among all living organisms. In the ,,central dogma*“ of molecular
biology it is the last step, in which information is trasfered from DNA to protein (Zouridis ja
Hatzimanikatis, 2007).

The aim of this study was to analyse the effect of the mutations, in 1130 region, which
is located in 23S rRNA domain 11, on the ribosome. The main results of this study are:

1. Both plasmid’s carriing mutations showed defects in the growth phenotype.
Especially 23S rRNA mutants G1128A and U1130A, which were expressed
from ptBsB plasmid, and mutant U1130C, which was expressed from ptB
plasmid.

2. Results from centrifugation of the sucrose gradient showed: 23S rRNA mutants
from ptBsB plasmid U1130A, U1130G and U1132C have influence to 50S
subunit assembly, but their polysome's fractions did not show the decrease of
the translation rate. 23S rRNA mutant U1132C from ptB plasmid showed 50S
subunit assembly defect. Introduction of Extra mutation A1067T showed

serious problems in translation activity and ribosome assembly.
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3. Distribution of 23S rRNA with mutations in the different ribosomal fraction
showed that the number of incorrectly assembled 23S rRNA was more in 50S

subunit fraction.
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Lisad

Lisa 1
Escherichia coli vidikse ribosomaalse RNA subithiku sekundaarstruktuur
(http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html). Sekundaarstruktuuri 5, tsentraalne

(C), 3’ suur (3’M) ja 3’ viike (3’m) domeen on vastavalt tahistatud.
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Lisa 2.

Escherichia  coli  suure ribosomaalse rRNA  subiihiku  sekundaarstruktuur
(http://apollo.chemistry.gatech.edu/RibosomeGallery/). Sekundaarstruktuuri kuus domeenid: |
(violetne); 11 (helesinine); 111 (lilla); 1V (kollane); V (roosa); VI (tumeroheline) ja 5S rRNA
(heleroheline) on vastavalt téhistatud.
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