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To0Os kasutatud lihendid

rrn - ribosomaalse RNA operon

ITS - internal transcribed spacer
RNaas — ribonukleaas

r-valgud — ribosomaalsed valgud
S-valgud — vaikese sublhiku valgud
L-valgud — suure subuhiku valgud
TP30 — 30S subdhiku valgud

TP50 — 50S subdihiku valgud

SDS - naatriumdodetsuulsulfaat
EDTA - etlleen-diamiin-tetraatsetaat
DTT - ditiotreitool

PNPaas — pollinukleotiidfosforiilaas
dNTP - desokslnukleotiidtrifosfaat
HEPES — N-2-hudroksuetudlpiperasiin-N’-2-etaansulfoonhape
GuSCN - guadiinium tiotstinaat

MOPS - 4 —morfoliinpropaansulfoonhape



Sissejuhatus

Ribosoomide biogenees on keeruline protsess, mis hélmab eubakteris
Escherichia coli puhul 54 valgu ja 3 rRNA koordineeritud sunteesi ja nende
assambleerumist 50S ja 30S sublhikuteks. Ribosoomide assambleerumine
algab juba rRNA slnteesiga ning temperatuuril 37°C 16ppeb mdne minutiga.

On naidatud, et klooramfenikooli juuresolekul kasvavates rakkudes
moodustuvad ribosomaalsed vahepartiklid. Tdendoliselt on sellisel juhul
assambleerumine hairitud kaudselt, tanu klooramfenikooli
peptidudltransferaasset reaktsiooni inhibeerivale méjule.

10 aastat tagasi naidati, et erltromutsiin inhibeerib spetsiifiliselt
ribosoomi 50S sublhikute moodustumist seondudes assambleerumise
intermediaadiga, peatades assambleerumise raja ning suunates peatatud
prekursorid degradatsioonile (Chittum & Champney, 1995) .

Kaesoleva t60 kirjanduslikus osas antakse luhike Ulevaade rRNA
protsessimisest, ribosoomide assambleerumisest ning erinevate
antibiootikumide mdjust ribosoomide biogeneesil.

T6O6 eksperimentaalses osas vorreldakse klooramfenikooli ja
erutromatsiini mdju ribosoomide assambleerumisele ning naidatakse, et
mdlemad antibiootikumid omavad méju nii 30S kui ka 50S partiklite
assambleerumisele.

Autori tanu kuulub kogu abivalmis laboriseltskonnale, eriti professor
Jaanus Remmele ja Lauri Peilil juhendamise eest ning dr. Tanel Tensonile

oluliste nduannete eest.



Kirjanduse Ulevaade

1. rrn operonide ehitus ja rRNA protsessimine

1.1. rrn operonide ehitus

Ribosomaalse RNA suure ja vaikese subuhiku geenid on organiseerunud 7
operoniks - rrnA, rrB, rC, rrD, rrnE, rrnG ja rrH (Lindahl & Zengel, 1986).
Operonidesse koondumine tagab rRNA sunteesi vordses koguses ja uhtse
kontrolli transkriptsiooni Ule.

Kdikidel rrm operonidel on U(ldjoontes vaga sarnane ehitus:
[tandeemsed promootorid P1 ja P2] - [16S rRNA] - [vaheala] - [tRNA] -
[vaheala] - [23S rRNA] - [5S rRNA] -[tandeemselt paiknevad terminaatorid T1
ja T2] (joonis 1). 16S rRNA ja 23S rRNA vahel véib soltuvalt operonist asuda
kas Uks vOi kaks tRNA-d. Varieeruv on ka 5S rRNA ja tRNA geenide arv 23S
rRNA jarel (Lindahl & Zengel, 1986). Speisseralasid nimetatakse jargnevalt:
promootorite ja 16S rRNA vaheline piirkond on liilderregioon, 16S rRNA ja
tRNA vahel asub ITS1 (Internal Transcribed Spacer), tRNA ja 23S rRNA
vahel ITS2 ning ITS3 seob 23S rRNA-d ja 5S rRNA-d.

Arvatakse, et 7 rRNA operoni olemasolu on hadavajalik rakkude kiireks
kohanemiseks uute keskkonnatingimustega. Selle illustreerimiseks sobib
Condoni ja kaastdodtajate poolt Iabi viidud eksperiment E. coli metsik-tiupi
rakkudega ning rakkudega, millel oli inaktiveeritud 1-4 rrn operoni (Condon et
al., 1995).

Neid rakke kasvatati minimaals66tmel logaritmilise kasvufaasi alguseni, lisati
siis sddtmesse toitaineid ja moddeti aega, mis kulus rakkudel uuesti
logaritmilise kasvu saavutamiseks. Selgus, et mida rohkem rrn operone oli
inaktiveeritud, seda rohkem aega kulus rakkudel ka uuesti logaritmilise faasi

saavutamiseks (Condon et al., 1995).
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Joonis 1. Seitsme E. coli rrn operoni struktuur. P1 ja P2 on tandeemsed promootorid,
16S rRNA, 23S rRNA, 5S rRNA ja tRNA geenid on tahistatud kastidega, samuti

sekundaarstruktuuri element RSL (ribosomal spacer loop) (Condon et al., 1995).

1.2. Esmane rRNA protsessimine

Prokartootides transkribeeritakse rRNA pika 30S eellasmolekulina, mis
sisaldab funktsionaalseid geeniprodukte — 16S, 23S ja 5S rRNA ning
tRNA(d)- ja nendega kllgnevaid lisajarjestusi.

E. colis on rRNA protsessimine kiire ja enamus rRNA-st on 16plikult
protsessitud, vaid 1-2% rakkudes olevast rRNA-st esineb pika prekursonina
(King & Schlessinger, 1983). Protsessimine on mitmeetapiline: primaarse
protsessingu tulemuseks on vahepealsete prekursorrRNAde moodustumine
pikast transkriptist, valmimise etapis toimub rRNA kipsete otste
moodustumine prekursorist.

Metsiktilpi rakkudes algab rRNA protsessimine enne kui
transkriptsioon rrn operonilt on Idpetatud (King & Schlessinger, 1983).
RNaaslll eraldab p16S rRNA, p23S rRNA, ptRNA ja p5S rRNA. RNaas Il
I6ikab kaheahelalisi RNA struktuure, mis moodustuvad 16S ja 23S rRNA



geenidega kulgnevate jarjestuste tulemusena (Bram et al., 1980; Young &
Steitz, 1978).

1.3. 23S rRNA protsessimine

23S rRNA valmimiseks on hadavajalik esmane 30S rRNA Idikamine
RNaaslll poolt, selle enstimi puudumisel 23S rRNA valmimine ebadnnestub
(King et al., 1984). RNaas IlII" tivedes esineb 23S rRNA prekursorite, mille
5’otsas on 20-97 lisanukleotiidi, heterogeenne populatsioon (King et al.,
1984).

RNaas Il I6ikamise tagajarjel moodustuvad protsessingu
intermediaadid, mille 3'otsas on 7 kuni 9 lisanukleotiidi ja 5’otsas on 3 vdi 7
lisanukleotiidi (Bram et al., 1980). Arvatakse, et 3’otsa lisanukleotiidid
eemaldatakse eksonukleolltiliselt (Sirdeshmukh & Schlessinger, 1985), kuid
5’otsa valmimine toimub tdéenaoliselt endonukleoluutiliselt ja vajab
valguslnteesile sarnaseid tingimusi (King et al., 1984; Srivastava &
Schlessinger, 1988).

23S rRNA 3’otsa valmimise eest vastutab RNaasT (Li et al., 1999a),
RNaasT puudumisel akumuleeruvad in vivo 23S rRNA 3’prekursorid.
Puhastatud RNaasT on vdimeline tapselt ja efektiivselt Ibpetama 23S rRNA
valmimise protsessi ka in vitro (Li et al.,, 1999a). Kuna RNaasT tlves
akumuleeruvad 23S rRNA prekursorid on lihemad kui algsed RNaas Il
|6ikamise produktid, peavad 23S rRNA 3’otsa Iihenemisel RNaasT" tlves
osalema teised eksoribonukleaasid (Li et al., 1999a). RNaasT Ibikab
efektiivsemalt ja tapsemalt ribosomaalsete partiklite koosseisus olevat rRNA-d
(Li et al., 1999a). Seega on rRNA protsessimisel olulisteks faktoriteks rRNA
oige konformatsioon ja/voi ineraktsioon ribosomaalsete valkudega.

23S rRNA 5'otsa valmimise eest vastutavat ensutuimi pole veel
identifitseeritud, kuid on lokaliseeritud RNaas Ill |6ikamissaidid 3 ja 7
nukleotiidi 23S rRNA 5 otsast lGlesvoolu (Sirdeshmukh & Schlessinger, 1985;
Liiv & Remme, 1998). Kui tdddelda RNaas III" tivest eraldatud 70S ribosoome
ja 50S subuhikuid RNaas lll-ga, siis on suurem osa 23S rRNA-st |6igatud

positsioonist —3. Ribosoomidest vdi subuhikutest fenooliga eraldatud ning



samuti ka in vitro sunteesitud rRNA puhul toimub Idikamine RNaas lll-ga
positsioonis —7 (Allas et al., 2003). Téenaoliselt juhib 16ikamist positsioonis —3
RNaas Il seondumine ribosoomile parast seda kui 50S subuhikud on juba
assambleerunud (Allas et al., 2003). RNaas Ill seondub nii 70S
ribosoomidele, kui ka 50S ja 30S partiklitele, kuid tema afiinsus 70S

ribosoomide suhtes on suurem (Allas et al., 2003).

1.4. 16S rRNA protsessimine

30S prekursormolekuli I1dikamisel RNaas Il poolt moodustub 16S rRNA
prekursor suurusega 17S, mille 5" otsas on 115 lisanukleotiidi ja 3'otsas on
33 lisanukleotiidi (Young & Steitz, 1978).

16S rRNA 5’otsa 115 lisanukleotiidi eemaldamisel osalevad RNaas E
ja RNaas G (varem oli nimetuseks CafA) Uhiselt (Li et al., 1999b). Kuna
kumbki ensiiiim ei to6ta efektiivselt teise puudumisel, on valja pakutud 5 otsa
valmimise kahe etapiline jarjestikuline mudel (Li et al., 1999b). Esmalt |6ikab
RNaask 17S rRNA 5’otsa genereerides produkti, millel on 66 lisanukleotiidi.
Jargmises kiires reaktsioonis l6ikab RNaasG Iihenenud molekuli 5 otsast,
mille tulemuseks on kips 16S rRNA 5’ots (Li et al.,, 1999b). RNaasG
puudumisel akumuleerub produkt, millel 5’otsas on 66 lisanukleotiidi (Li et al.,
1999b). Tingimustes, kus RNaasE |6ikamist ei toimu, I6ikab RNaasG ikkagi
17S rRNA 5’otsa, kuid reaktsioon on palju ebaefektivsem ja 16S rRNA
valmimine on jalgitav vaid madalal tasemel (Li et al., 1999b). RNaasG
puudumisel on RNaaskE vdimeline genereerima modned molekulid kupse
5’otsaga, kuid jallegi on reaktsioon aeglane ja lisaks moodustuvad sellel juhul
ka mittekorrektselt protsessitud 16S rRNAd, mille 5otsas on 4 vdi 5
lisanukleotiidi (Li et al., 1999b).

16S rRNA 3’otsa valmimine séltub mingil maaral 5 otsa protsessingu
efektiivsusest (Li et al., 1999b). Kui 16S rRNA klpse 5 otsa moodustumine on
aeglustatud voi taielikult blokeeritud, on kipse 3’otsa moodustumise tase
alanenud (Li et al., 1999b). Kuna 16S rRNA kupse 3’otsast ja +33 3 otsast

vahepealse pikkusega intermediaate pole taheldatud isegi kui 3’otsa



protsessimine on aeglustatud, siis tdendoliselt viib 3’otsa valmimist labi

senitundmatu endonukleaas (Li et al., 1999b).



2. Prokariiootse ribosoomi assambleerumine

2.1. Assambleerumine in vivo

Bakteri kuivmassist moodustavad 30% ribosoomid (Tissieres et al.,
1959 - nagu viidatud Nierhaus, 1991),lisaks kasutatakse 40% rakkude poolt
produtseeritud energiast ribosoomide biogeneesis (Nierhaus, 1991).

E.coli ribosoomide moodustumine hdlmab kolme ribosoomaalse RNA
ja 54 valgu koordineeritud sunteesi, rRNA-de protsessimist ja modifitseerimist
(algab juba transkriptsiooni kaigus ja I6petatakse ribosoomides) ning rRNA ja
valkude assambleerumist funktsionaalseteks sublhikuteks. Ribosoomide
assambleerumine in vitro on iseseisev, see tdhendab et pd&himébtteliselt on
kogu assambleerumiseks vajalik informatsioon peidus r-valkudes ja rRNAs.

30S sublhiku assambleerumisel in vivo esineb kaks eellaspartiklit:
p130 ja p230 (Lindahl, 1975). p130 partiklites on rRNAle seondunud ligikaudu
pooled S-valkudest ning antud partikli sedimentatsiooni koefitsent on 21S
(Nierhaus et al, 1973). Funktsionaalselt inaktiivne p,30 sisaldab kogu S-
valkude komplekti, erinedes 30S subtihikust vaid 16plikult protsessimata 16S
rRNA (sisaldab pikemaid 5 ja 3" otsi) poolest.

50S subuhiku in vivo assambleerumisel esineb kolm eellaspartiklit:
p150, p250 ja p350, sedimentatsiooni koefitsentidega vastavalt 34S, 43S ja
l&his-50S (Lindahl, 1975). Viimane prekursor sisaldab koiki L-valke ja on
metuleerivates tingimustes aktiivseks 50S sublhikuks konverteeritav.

Kdige rohkem on rakus leitud p350 ja p230 eellaspartikleid, 70%
totaalsest p23S rRNAst ja 80% p16S rRNAst asub nendes partiklites (Lindahl,
1975). Seega kulub enamus ribosoomi assambleerumiseks vajaminevast
ajast etapis, kus eellaspartiklid on saavutanud oma I6pliku sedimentatsiooni
koefitsendi (Lindahl, 1975).

Tdenaoliselt esineb ribosoomide assambleerumisrajas lisaks eelpool
nimetatutele vaikses koguses palju erinevaid lUhiealisi intermediaate, kuna nii
paljude valkude samaaegne seondumine rRNAle tundub ebatbenaoline
(Lindahl, 1975).
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2.2 Assambleerumine in vitro ehk rekonstruktsioon

Tanu rekonstruktsiooni meetodile on saadud palju olulist informatsiooni
ribosoomide assambleerumise kohta. Rekonstruktsioonil on vdimalik
puhastatud ribosoomaalsetest komponentidest saada funktsionaalseid
ribosoome. In vivo biogeneesis aitavad kdrget aktivatsioonienergiat lletada
mitteribosomaalsed faktorid kuid in vitro rekonstruktsioon vajab selleks kdrget
temperatuuri ja kdrget soolakontsentratsiooni. 1968. aastal rekonstrueerisid P.
Traub ja M. Nomura esimestena ribosoomi 30S subuhiku, 50S subthiku
rekonstrueerisid 1974. aastal K. H. Nierhaus ja F. Dohme.

30S sublhiku rekonstruktsioon on Uheastmeline reaktsioon Ule

eellaspartikli Rl (Traub & Nomura, 1968). Reaktsiooniskeem on jargmine:
16S rRNA + TP30 — {20mM Mg?*, 40°C, 20 min} — 30S

16S rRNA ja TP30 inkubeerimine 0°C juures viib Rlsg partikli tekkeni.
See partikkel peab labi tegema konformatsioonilise muutuse RIlzp*-ks ja
selleks inkubeeritakse reaktsiooni segu 20 minutit 40°C juures (Traub &
Nomura 1969). Seejarel saavad Rl3p*-le 0°C juures seonduda Ulejaéanud S-
valgud. Rl partikli valguline koostis on vaga sarnane p130S-ga.

50S subulhiku rekonstruktsioonil on 3 intermediaati: Rlso(1), Rls0*(1) ja
Rlso(2) (Nierhaus & Dohme, 1974; Dohme & Nierhaus, 1976).

Reaktsiooniskeem on kaheetapiline:

(23S + 5S) rRNA + TP50 — {4mM Mg**, 44°C, 20 min} — {20mM Mg**, 50°C,
90 min} — 50S

Rls0(1) ja Rlso*(1) sisaldavad samu komponente, kuid nende liikuvus
sahharoosigradiendis on erinev. Hilise assambleerumisetapi valkude
seondumiseks ja Rlsp(2) moodustumiseks peab toimuma konformatsiooni
muutus (Dohme & Nierhaus, 1976).
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2.3. Assambleerumise initsiaatorvalgud

Vastavalt rollile ribosoomi  rekonstruktsioonil on  ribosoomi
assambleerumise valgud jagatud kolme suurde rihma: assambleerumise
initsiaatorvalgud, varased assambleerumise valgud ja hilised
assambleerumise valgud.

In vitro andmetele pdhinedes on assambleerumise initsiaatorvalgud
defineeritud kui ribosomaalsed valgud, mis suudavad individuaalselt siduda
rRNAd ja on olulised aktiivse ribosoomi subihiku formeerumiseks (Nowothy &
Nierhaus, 1982). Peaaegu 2/3 ribosoomi valkudest on rRNAd siduvad, kuid
E.coli ribosoomi suurelt subUhikult leiti ainult kaks assambleerumise
initsiaatorvalku (L3 ja L24) ja vaikselt subuhikult samuti kaks (S4 ja S7)
(Nierhaus, 1991). Kaks on optimaalne arv initsiaatorvalkude jaoks,
tingimustes, kus vaba rRNA on suures Ulehulgas ja oleks ainult Uks
initsiaatorvalk, votaksid kdik r-valgud osa aktiivsete partiklite moodustamisest
ja ei jatkuks vabu valke regulatoorsete Ulesannete taitmiseks (Nierhaus,
1991). Kui initsiaatorvalke oleks liiga palju, tekiks palju poolikuid partikleid,
mis ei ole suutelised 16puni valmima, kuna puudub assambleerumiseks piisav
kogus ribosomaalseid valke (Nierhaus 1991).

Suurema sublhiku puhul on naidatud, et madalatel temperatuuridel
vdib valgu L24 puudumisel valk L20 vétta Ule valgu L24 assambleerumise
initsiaatorvalgurolli kusjuures L3 jaab endiselt teiseks initsiaatorvalguks
(Franceschi and Nierhaus, 1988). Kui ainult L3 on efektiivne initsiaatorvalk
(L24 puudumisel, temperatuuril 44°C), vaheneb aktiivsete 50S sublhkute

valmimine 10 protsendile (Franceschi and Nierhaus, 1988).

2.4. Varajased assambleerumise valgud

Rekonstruktsiooni intermediaatide Rls0*(1) ja Rlzp* formeerumise eest
vastutavad varajased assambleerumise valgud.

Puhastatud komponentidega rekonstruktsioonianaltusil leiti, et valgud
L4, L13, L20, L22 ja L24 on vajalikud ja piisavad Rls*(1) moodustumiseks

(Spillmann et al., 1977). Initsiatsioonivalk L3 omab stimuleerivat rolli, samas
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kui teised valgud ja 5S rRNA ei ole vajalikud. Nende valkude sidumissaidid
asuvad 23S rRNA 5’otsa laheduses (Nierhaus, 1991) ja nad on vdimelised
seostuma enne antud molekuli sinteesi I6petamist.

Ribosoomi 50S sublhiku valgud assambleeruvad Uksteise jarel
rRNAga juba rRNA slinteesi ajal - see nahtus andis aluse assambleerumise
gradiendi (assembly gradient) hipoteesile: rRNA slnteesi progress dikteerib
assambleerumise progressi (Nierhaus, 1991). Pakkimine in vivo algab juba
suhteliselt luhikese rRNA-ga, kuid in vitro rekonstruktsioonis on valmis
stnteesitud 23S rRNA-le koheselt kattesaadavad kdik 23 L-valku. See vdib
olla ka pdhjuseks, miks 50S subuhiku assambleerumine in vitro néuab 1,5
tunnist inkubeerimist 50° C juures, aga in vivo toimub ribosoomi biogenees
mdne minutiga 37°C juures (Nierhaus, 1991).

Rlspst Rlzp*ks transformatsiooni eest vastutavad valgud on S4, S7, S8
ja S19 (Held & Nomura, 1973). Assambleerumise gradienti pole 30S sublhiku
puhul taheldatud (Nierhaus, 1991).

2.5. 50S subhiku hilised assambleerumise komponendid

Kitsamas moistes on hilised assambleerumise komponendid 50S
subuhiku komponendid, mis mangivad otsustavat rolli assambleerumise
hilises protsessis, vaatamata sellele kas nende lisamine on oluline struktuuri
stabiliseerimisele ja/vbi osalevad nad otseselt ribosoomi funktsioonides.

Leitud on ainult kaks hilist assambleerumise valku - L15 ja L16
(Franceschi & Nierhaus, 1990). Kumbki valk eraldi kiirendab assambleerumist
2 - 4 korda, kuid lisaks kaituvad need valgud sunergistlikult, suurendades
assambleerumise kiirust 20 korda (Nierhaus, 1991).

Siia gruppi kuulub ka 5S rRNA. On naidatud, et 5S rRNA seondub r-
valkudega L18 ning L5 veel enne ribosoomidesse inkorporeerumist. Siiski on
aktiivseid partikleid véimalik konstrueerida ka ilma 5S rRNAta. 50S subuhiku
rekonstruktsioon ilma 5S rRNA-ta pdéhjustab assambleerunud sublhikute
peptidulltransferaasse aktiivsuse olulist vahenemist. Seda aktiivsust vodivad

osaliselt taastada ribosoomile suunatud antibiootikumide nagu makroliidid,
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ketoliidid vdi B grupi streptogramiin lisamine rekonstruktsioonisegusse
(Khaitovich et al., 1999).
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3. Klooramfenikooli mdju ribosoomide assambleerumisele

3.1. Klooramfenikool

Klooramfenikool avastati 1947. aastal, seda produtseeriva
Streptomyces venezuelae kultuurist. Klooramfenikool inhibeerib valgu
biosunteesi, seondudes ribosoomi suurema subuhiku
peptidilltransferaasesse tsentrisse.

Klooramfenikool ei sega tRNA fragmendi seondumist
peptiduultransferaasse tsentri P saiti, kuid voistleb tRNA seondumisega A
saiti, samuti puromditsiiniga (Spahn & Prescott, 1996). Arvatakse, et
klooramfenikool inhibeerib peptidilltransferaasset reaktsiooni segades tRNA
3’-CCA seondumist katallltilisse tsentrisse ilma tRNA seondumist
ndérgendamata.(Spahn & Prescott, 1996). Osa klooramfenikooli molekulist
voib lisaks mimikeerida peptiidsidet (Vester & Garrett, 1988).

Kui antibiootikum-ribosoom kompleksi tdéddelda modifitseerivate
kemikaalidega, kaitseb klooramfenikool 23S rRNA Iammastikaluseid A2059,
A2062, A2451, G2505 ja suurendab A 2058 aktiivsust (Moazed & Noller
1987). Kodik need nukleotiidid asuvad domeen V tsentraalses lingus.
Mutatsioonid, mis vahendavad klooramfenikooli resistentsust, asuvad nende
saitide laheduses positsioonides 2057, 2451, 2452, 2447, 2503 ja 2503
(Cundliffe, 1990) kuid mutatsioonid G2505C ja G2583U/C pdhjustavad
hldpersensitiivsust klooramfenikooli vastu in vitro translatsiooni siisteemides
(Saarma & Remme, 1992).

Resistentsust  antibiootikumi  ensumaatilise  inaktivatsiooni  [abi
vahendab tavaliselt klooramfenikoolatsetuultransferaas  (CAT). CAT
modifitseerib klooramfenikooli seda atsetlleerides, produktiks on 3-O-
atsetull-klooramfenikool, mis seondub ribosoomiga vaga norgalt ja ei oma

antibiootilist aktiivsust (llevaateks vt. Murray & Shaw, 1997)
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3.2. “Klooramfenikooli partiklid”

Kdérge klooramfenikooli kontsentratsiooni juures (100 pg/ml)
akumuleerub suur osa rRNA-st mittetdielike ribosomaalsete partiklitena (nn
“klooramfenikooli partiklid”), olulisel maaral ilmneb ka varem valmis
stinteesitud ribosoomide degradatsiooni (Nomura & Watson, 1959).

rRNA/valgu suhe nendes partiklites on varieeruv ja tavaliselt suurem
kui sama suhe valminud ribosoomis (Nomura & Watson, 1959, Dagley &
Sykes, 1959, Hosokawa & Nomura 1965, Yoshida & Osawa, 1968).
Klooramfenikooli partiklid kaovad Kkiirelt, kui antibiootikum on kultuurist
eemaldatud ja partiklites akkumuleerunud prekursor rRNA konverteeritakse
normaalseteks 30S ja 50S subuhikuteks ilma eelneva lagundamiseta
(Nomura & Hosokawa 1965). Seega viitavad tdendid sellele, et rRNA, mis
inhibitsiooni ajal akumuleerub on peatatud, rRNA normaalne prekursorvorm
(Sykes et al., 1977). Suurem osa partiklite valgulistest komponentidest tundub
olevat siunteesitud enne kui antibiootikumi inhibitsioon algab (Kurland &
Maaoe, 1962; Hosokawa & Nomura 1965, Yoshida & Osawa, 1968).

1960ndate 16pus ja1970ndatel uuriti intensiivselt, kas “klooramfenikooli
partiklid” on artefakt voi voiksid nad olla ribosomaalsete partiklite prekursorid.
Voéimalik, et kdrge klooramfenikooli kontsentratsiooni juuresolekul sinteesitud
rRNA eksisteerib rakus vaba rRNAna ja “klooramfenikooli partiklite” valgud
kombineeruvad rRNAga “kunstlikult” ekstraktsiooni kaigus (Yoshida & Osawa,
1968). Kui tdddelda kasvavaid rakke madala klooramfenikooli
kontsentratsiooniga (1 pug/ml), on rakkude kasv vaid osaliselt inhibeeritud ja
mittetaielike partiklite sintees on margatav korvuti normaalsete ribosoomi
sublihikutega (Osawa et al.,, 1969). Seega taheldati, et madala
klooramfenikooli kontsentratsiooni juures sinteesitud partiklid ei ole
samasugused artefaktid kui on vaidetavalt kdrge antibiootikumi
kontsentratsiooni juures sinteesitud partiklid (Osawa et al., 1969).

Oli levinud ka seisukoht, et sarnased partiklid voiksid esineda
normaalsel ribosoomide bioslnteesil (Kurland et al.,1962; Hosakawa &

Nomura, 1965). Meetodite arenedes hakati rohkem uurima klooramfenikooli
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partiklite valgulist koostist ja leiti, et see sarnaneb ribosomaalsete sublUhikute

omaga (Sykes et al., 1977), seega jai vimane seisukoht enam levinuks.

3.3. rRNA jaribosoomi valkude siintees klooramfenikooli juuresolekul

kasvavates rakkudes

On levinud arvamus, et kui toodelda rakke klooramfenikooli voi teiste
sobivate valgusunteesi inhibiitoritega, on rRNA suntees stimuleeritud
(Kurland & MaalZe, 1962). Kasvatades rakke 100 pg/ml klooramfenikooli
juuresolekul tduseb rRNA ja tRNA slnteesi tase kaks kuni kaheksa korda,
rRNA-d ja tRNA-d slinteesitakse suhteliselt samas proportsioonis (85:15) kui
eksponentsiaalses kasvufaasis olevates rakkudes (Shen & Bremer, 1977).
Samas vaheneb klooramfenikooliga téédeldud rakkudes mRNA slinteesi hulk
(Shen & Bremer, 1977).

Vastupidiselt varem ilmunud tédédele (Dennis, 1976; Kurland et al.,
1962; Shen & Bremer, 1977) leidsid R. J. Harvey ja A. L. Koch, et totaalse
rRNA stintees on inhibeeritud (Harvey & Koch, 1980). Nad pakkusid valja, et
klooramfenikoolist tingitud rRNA akumuleerumise inhibitsioon vdib olla tingitud
klooramfenikooli pidurdavast moéjust rRNA kipsemisele, mistéttu toimub
vastslinteesitud rRNA suurenenud degradatsioon statsionaarses kasvufaasis
(Harvey & Koch, 1980).Seega taheldati rRNA valmimise inhibitsiooni teise
klooramfenikooli mdjuna rRNA slnteesile (Harvey & Koch, 1980).
Klooramfenikooli juuresolekul toimub valguslintees ainult polUribosoomides,
mis sisaldavad Uksnes kupset rRNA-d (Harvey & Koch, 1980). rRNA
valmimise inhibitsioon on tdendoliselt valguslnteesi inhibitsiooni kaudne
tagajarg, kuna ei slinteesita piisavalt ribosoomaalseid valke, et konverteerida
koéik 16S rRNA eellasmolekulid 27S ribosomaalsesse prekursorpartiklitesse,
mis on vajalik 16S rRNA kipsemiseks (Harvey & Koch, 1980).

Tingimustes, kus klooramfenikooli téttu on stimuleeritud rRNA sinteesi
tase, on stimuleeritud ka r-valkude erinev slnteesi tase (Dennis, 1976). Selle
pdhjuseks voiks olla rRNA slnteesi tagasisidestusmehhanismi toimumine. On
teada, et paljud r-valkude operonid on reguleeritud translatsiooni repressor r-

valkude poolt. rRNA slnteesi stimuleerimine peaks eemaldama need r-
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valgud, millest enamus seonduvad rRNA-le otse, pdhjustades derepressiooni
r-valkude slnteesil nendelt operonidelt. Seda oletust on eksperimentaalselt
tdestatud mitmete r-valkude operonide kohta (Yamagishi & Nomura, 1988).
On teada, et vahemalt mdned r-valkudest degradeeritakse kiiresti, kui
nad slnteesitakse tingimustes, kus rRNA on Ulehulgas (Dodd et al., 1991).
Oletatavasti véivad mdned vabad r-valgud olla eriti tundlikud proteolltilisele
degradatsioonile (Fallon et al., 1979). Vdimalik, et lagundatakse r-valke, mis

ei suutnud ribosomaalsesse partiklisse inkorporeeruda (Dodd et al., 1991).
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4. 50S subihiku biogeneesi mdjutavad antibiootikumid

4.1. Eratromatsiini m6ju 50S subuhiku assambleerumisele Escherichia

coli rakkudes

ErtGtromutsiin A on esimene Kliinilises praktikas kasutatud makroliidide
hulka kuuluv antibiootikum. Erutromutsiin interakteerub
peptidudltransferaasse aktiivsusega seotud 50S sublhiku komponentidega
(Vogel et al., 1971). Eritromutsiin A ja teised makroliidide klassi kuuluvad
antibiootikumid on makrolaktoonsed uhendid ehk 14-, 15-, 16-Uhikulised
ringstruktuurid, millele on kinnitunud amino- ja neutraalsed suhkru korval
ahelad (joonis 2).

H. S. Chittum ja W. S. Champney pakkusid valja, et eritromutsiin vbiks
lisaks translatsiooni  hairimisele  pbhjustada ka 50S  subtlhiku
assambleerumise spetsiifilist inhibitsiooni (Chittum & Champney, 1995).
Kasvatades rakke eriitromtsiini juuresolekul ja markides RNA-d °H uridiiniga,
nagid nad vabade 50S subuhikute hulga vahenemist, kusjuures vabade 30S
subuhikute hulk jai samale tasemele ning uute partiklite teket
sahharoosgradiendi profiilil ei taheldatud.

Kuna 50S subihiku assambleerumisdefekt on olulisest vahenenud
erutromutsiini resistentsetes tlivedes, kus olid muteerunud L4 ja L22 valgud,
tundub tdenaoline, et need valgud vdiks osaleda selle antibiootikumi
seondumisel 50S subihikuga (Chittum & Champney, 1995).

Pakuti valja, et eritromutsiin segab L4 valgu seondumist 23S rRNAle
assambleerumise varases etapis, mille tagajarjeks voiks olla 23S rRNA
degradatsioon ja 23S rRNAst oligonukleotiidide akumuleerumine rakus
(Chittum & Champney, 1995).Selle mudeliga kooskdlas on ka tulemused:
erutromutsiiniga t6ddeldud rakkudes ei margatud 50S sublhiku prekursorit
uue piigina sahharoosigradiendil, kuid taheldati Glemaarast radioaktiivsust 3H-

ga margitud gradiendi kergemas osas.
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OH

Azithromycin Roxithromycin

Joonis 2. Nelja 14-liikmelise makroliidi struktuur.

RNaasE mutantses tuves on subuhikute assambleerumine suuremal
maaral mojutatud kui metsiktilpi tives, nimelt margati sahharoosgradiendil
258 ja 30S partikleid, 50S subuhikute hulk oli oluliselt vahenenud (Usary &
Champney, 2001). Leiti, et nii metsiktllpi tlves kui RNaasE mutantses tlves
esineb 30S regioonis nii 16S kui 23S rRNAd. 23S rRNAd leiti ka gradiendi
ulemistes regioonides, mis vdiks olla prekursorpartiklite RNA degradatsiooni
tulemuseks (Usary & Champney, 2001). 50S sublhikute prekursorite
akumuleerumine RNaasE mutantses tluves voiks olla pdhjustatud sellest, et
metsiktiUpi tlves on RNaaskE oluline peatunud 50S assambleerumise
intermediaatide degradatsioonil (Usary & Champney, 2001).

J. Usary ja W. S. Champney pakkusid valja mudeli 50S subuhiku
assambleerumise inhibitsooni kohta (Usary & Champney, 2001).
ErtGtromutsiini juuresolekul saab mingi hulk valmivatest 50S subuhikutest
valtida assambleerumise inhibitsiooni ja kipsevad normaalseteks 50S
partikliteks. Need partiklid on vdimelised siduma erutromutsiini ja seejarel

inhibeerima translatsiooni. Samas, mingi osa valmivatest 50S subUhikutest
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seob erutromutsiini ja nende assambleerumine ebadnnestub. Need peatatud
assambleerumise intermediaadid on substraadiks ribonukeaasidele nagu
RnaasE (Usary & Champney, 2001).

Eelpool mainitud artiklite autorid peavad oluliseks antibiootikumide
aktiivsuse eest vastutava struktuur-funktsiooni seoste uurimist (Usary &
Champney, 2001). Omandatud informatsioon vdiks viia uute ratsionaalselt
disainitud antibiootikumide arendamiseni (Usary & Champney, 2001).
Vastupidiselt valguslnteesi inhibeerivale bakteriostaatilisele efektile vdiks
kdrgel maaral bakteriotsiidseks osutuda antibiootikumid, mis seonduvad
eelistatult 50S prekursoritele ja peatavad efektiivselt ribosoomide

assambleerumise marklaud rakkudes (Usary & Champney, 2001).

4.2. Makroliide mdju 50S subihiku assambleerumisele Staphylococcus

aureuse rakkudes

1995. aastal avaldatud t66s naitasid W. S. Champney ja R. Burdine, et
makroliidid inhibeerivad 50S subulhiku formeerumist ka Bacillus subtilise ja
Staphylococcus aureuse rakkudes (Champney & Burdine, 1995). Selles t66s
jareldati, et makroliidide efekt ribosoomide assambleerumisele on vaga
spetsiifiline: seitse sarnast Uhendit mdjutavad assambleerumist S. aureuse
rakkudes, ainult kolm uuritud tGhenditest B. subtilise rakkudes ja kaks E. coli
rakkudes (Champney & Burdine 1995; Chittum & Champney 1995). Oluliseks
téendiks makroliide teise sihtmargi, 50S subihiku assambleerumise
inhibitsiooni, olemasolu kinnitamisel peeti tdhelepanekut, et assambleerumist
saab ennetada ka erutromutsiini resistentsetes tuvedes: E. coli kahes
ribosoomi valgu mutandis ja B. subtilise ermC tlives (Champney & Burdine
1995; Chittum & Champney 1995).

Asitromutsiin ja klaritromutsiin (joonis 2) on erttromutsiini derivaadid,
millel on suurem happestabiilsus, neid kasutatakse pohiliselt Gram-
positiivsete mikroorganismide poolt pdhjustatud nakkushaiguste ravil. On
naidatud, et translatsiooni inhibitsioon ja 50S sublhiku biosinteesi
inhibitsioon on ekvivalentsed sihtmargid nii erutromutsiini kui ka asitromutsiini

ja Klaritromutsiini puhul S. aureuse rakkudes (Champney & Burdine, 1996;
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Champney & Burdine, 1998a). Kvantitatiivselt on nendes rakkudes parim
inhibiitor klaritromutsiin, erdtromuitsiin on veidi vahem efektiivne, kuid
asitromatsiin oluliselt vahem efektiivne (Champney & Burdine, 1998a).

Et erinevust makroliide aktiivsuses siduda erinevusega nende
molekulide struktuuriga, viidi labi katsed, kus Uheksa erineva makroliidi
aktiivsust uuriti samal kontsentratsioonil (Champney & Burdine, 1998b).
Klaritromutsiin oli kdige efektiivsem inhibiitor nii valgusinteesil kui 50S
subuhiku assambleerumisel (Champney & Burdine, 1998b). Klaritromutsiin oli
ka ainus uuritud antibiootikumidest, millel oli efekt 30S subuhikute hulga
vahenemisel (Champney & Burdine, 1998b).

Postantibiootiline efekt (PAE) kirjeldab aega, mis on vajalik rakkude
inhibitsioonist paranemiseks parast antibiootikumi to6tlust. PAE sdltub sellest,
kui kaua on rakk olnud antibiootikumidele eksponeeritud ja kui suur on
antibiootikumi kontsentratsioon. Nii erGtromutsiini kui ka klaritromatsiini puhul
paranes translatsiooni vdime aeglasemalt kui uute 50S partiklite slntees
(Champney & Tober, 1999). Sellest jareldati, et taiskomplekt funktsionaalseid
ribosoomi sublhikuid on vaja rakkude toibumiseks enne kui maksimaalne

translatsiooni vdimekus taastub (Champney, 2003).

4.3. Makroliidide moju 50S subuhiku assambleerumisele Haemophilus

influenzae rakkudes

Haemophilus influenza valgusuntees on erutromutsiini
poolslinteetilisele derivaadile asitromutsiinile neli korda tundlikum Kkui
erutromatsiinile (Champney & Miller, 2002a).  Asitromutsiini puhul on
valguslnteesi inhibitsioon ja ribosoomi 50S subuhiku assambleerumise
inhibitsioon ekvivalentsed sihtmargid, kuid erGtromutsiini puhul tundub
valgusiintees olema tahtsam inhibitsiooni sihtmark (Champney & Miller,
2002a). Nendest tulemustest jareldati, et asitromitsiin seondub 50S
sublhikutele ja assambleerumise intermediaatidele vordse afiinsusega, kuid
erutromutsiini interaktsioon 50S sublhikuga on tugevam kui asambleerumise

intermediaadiga (Champney & Miller, 2002a).
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Asitromitsiiniga sarnaselt kaitub ka klaritromatsiin, mis inhibeerib
samuti 50S subuhiku slnteesi ja valgusunteesi ekvivalentselt, kuigi kimme
korda suurema kontsentratsiooni juures (Mabe et al., 2004). Fluritromutsiin ja
roksitromutsiin, mis on samuti erGtromutsiini poolstinteetilised derivaadid,
inhibeerisid eelistatult 50S sublihiku sinteesi, kusjuures ka 30S subthiku
slintees oli vahenenud (Mabe et al., 2004). Nendest tulemustest jareldati, et
makroliidide interaktsioon 50S sublhiku prekursoritega assambleerumise
peatamiseks vdib erineda H. influenzas varem taheldatud efektidest E. coli
rakkudes (Mabe et al., 2004).

4.4.16 -liikkmelise makroliidide, linkoosamiidide ja streptogramiin B
mdju 50S sublihiku assambleerumisele Staphylococcus aureuse

rakkudes

16-liikmelised makroliidid nagu spiramutsiin ja tulosiin, erinevad 14-
likmelistest makroliididest nagu erutromutsiin selle poolest, et neil on kaks
lisa ringi suUsiniku aatomeid ja erinevad suhkru koérvalahelad (Kirst, 1994;
joonis 3).

Linkoosamiidid (nt. linkomutsiin ja klindamutsiin) sisaldavad Uhendatud
5- ja 6-likmelisi ringe koos hadavajalike vaavlirihmadega ning
interakteeruvad 50S partikliga samamoodi kui makroliidid (LeGoffic, 1985;
joonis 3).

Streptogramiin antibiootikumid koosnevad A ja B tlipi molekulidest,
mis mdlemad on laiendatud ringstruktuurid ning oluliselt erinevad Uksteisest ja
makroliididest (joonis 3). Funktsionaalselt on streptogramiin B toime sarnane
makroliidide ja linkoosamiidide inhibitoorsele efektile (Chinali et al., 1988).
Streptogramiin A omab  oluliselt erinevat inhibitoorset aktiivsust
translatsioonile, soodustades konformatsioonilist muutust ribosoomis (Chinali
et al., 1984). A ja B streptogramiinide kombinatsiooni inhibitoorsed efektid
avalduvad translatsioonile sunergistlikult (Cocito et al, 1997).

Nende kolme antibiootikumide tllubi vahel esineb palju sarnasusi: nad
okupeerivad sarnaseid, kattuvaid, sidumiskohti 50S sublhikus (Tejedor &

Ballesta 1986), Uhte klassi kuuluvate molekulide sidumist saab valja térjuda
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teisse klassi kuuluvate molekulide ulehulgaga (DiGiambattista et al., 1987),

resistentsusmutatsioon Uhe Uhendi vastu bakteri rakus voib omada

ristresistentsust teiste klasside Uhendite

inhibitsiooni vastu (Leclercq &
Courvalin, 1991).
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Joonis 3. 16-liikmeliste makroliidide (spiramutsiinid, tdlosiin), linkoosamiidide
(linkomutsiin, klindamitsiin), streptogramiinide A (virginamutsiin M1, CP36926) ja B

ning klooramfenikooli struktuurid.
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16-liikmelised makroliidid, linkoosamiidid ja streptogramiin B omavad
sarnast inhibitoorset efekti ka 50S subuUhiku moodustumisele, ilma 30S
subuhiku stinteesi mdjutamata (Champney & Tober, 2000a).

Klooramfenikool, mis omab spetsiifilist inhibitoorset efekti ribosoomi
peptidulltransferaassele aktiivsusele ja erineb inhibitoorse efekti poolest
teistest uuritud antibiootikumidest, samuti streptogramiin A, omavad 50S ja
30S subuhikutele vdrdset inhibitoorset efekti (Champney & Tober, 2000a).
Tdendoliselt pole subuhikute slnteesi inhibitsioon kummagi uUhendi puhul
spetsiifiline vaid on tingitud ribosoomi valkude sunteesi vahenemisest
(Champney & Tober, 2000a).

4.5. Ketoliidide m&ju 50S ja 30S subihiku assambleerumisele

Ketoliidid on makroliidide slnteetilised derivaadid, milles on
makrolaktoonringi kolmandas positsioonis asuv kladinoos asendatud ketooni
funktsiooniga (joonis 4). Lisaks sisaldavad nad sarnaselt klaritromatsiiniga 6-
metoksU rihma. Nad seonduvad 50S partiklitele tugevamini kui makroliidid.
Ketoliidid omavad olulist antibakteriaalset aktiivsust suure hulga Gram-
positivsete ja  Gram-negatiivsete  organismide vastu  madalamal
kontsentratsioonil kui makroliidid. Ketoliidid ei indutseeri ermC geeni
ekspressiooni MLSg tlivedes ja on efektiivsed kasvuinhibiitorid nendes
resistentsetes organismides (Bonnefoy et al., 1997). MLSg fenotilp on
ristresistentsus kdigi kattesaadavate makrollidide, linkosamiidide ja grupp B
streptogramiinide vahel.

Kui uuriti 11  ketoliidi md&ju translatsioonile ja 50S subuhiku
assambleerumisele S. aureuses, siis 3 uuritud Ghenditest (A22, A51 ja A53)
omasid rakkudele nérka inhibitoorset efekti, 3 (A11, A23 ja A52) uhendit
omasid tagasihoidlikku inhibitoorset efekti ja 5 (A24, A54, A55, HMR3647 ja
HMR3004) Uhendit olid vaga efektiivsed inhibiitorid (Champney & Tober,
1998).

Viis efektiivsemat antibiootikumi alandasid rakkude kasvukiirust 8-10
korda. Lisaks 50S sublhiku moodustumise vahenemisele margati nende
ketoliidide puhul ka 30S subuhikute hulga vahenemist. 30S subuhiku
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formeerumise inhibitsiooni ei margatud, kui kasutati ketoliidide
kontsentratsiooni, mis podhjustas kasvukiiruse vahenemist 6 korda voi alla
selle (Champney & Tober, 1998).

Uhendite A54, A24, HMR3647 (telitromitsiin) ja HMR3004 suured
aromaatsed kdrvalahelad andsid oluliselt edasi nende Uhendite mdjukat
inhibitoorset aktiivsust ja tegid need vordseks vbi suuremaks inhibitsioonist,
mida taheldati klaritromutsiini puhul samal kontsentratsioonil (Champney et
al., 1998; Champney & Tober 1998). Nende Uhendite aromaatsed ringid
voiksid lubada tugevamat seondumist ribosoomi subuhikule interkaleerudes
RNA alustega vb6i moodustades ribosoomaalsete valkude aromaatsete
aminohapetega vesiniksidemeid (Champney & Tober, 1998). Kuna
maksimaalne inhibitoorne efekt, mida taheldati ketoliidi A55 puhul, on
unikaalne, tuleks uurida ka teisi ketoliidide omadusi (Champney & Tober,
1998).
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Joonis 4. Ketoliidide telitromutsiin (HMR-3647) ja ABT-773 struktuurid.



2001. aastal leidsid W. S. Champney ja C. L. Tober, et S. aureuse
vastu on kodige optimaalsemad disainitud antimkroobsed ained ABT-773 ja
HMR3004 (Champney & Tober, 2001). ABT-773 osutus efektiivseks ka
Streptococcus pneumoniae rakkude kasvu inhibeerimisel (Champney & Pelt,
2002a), kuid kolm korda suuremal kontsentratsioonil kui telitromutsiin
(HMR3647) (Champney & Pelt, 2002b). Arvatakse, et telitromitsiin ja
sarnased ketoliidid esindavad uut poolslnteetiliste antimikroobsete Uhendite
pdlvkonda, millel on kdérgem antibiootiline aktiivsus erinevate resistentsete

mikroorganismide vastu (Champney & Pelt, 2002b).

4.6. Teised 50S subthiku inhibiitorid

Evernimitsiin

Everninomitsiinid on polusahhariid-derivaadid, mis on isoleeritud
mikroorganismist Micromonospora carbonacea. S. aureuse rakkudes on
everninomitsiidide hulka kuuluv evernimitsin  (SCH27899) efektiivne
madalatel kontsentratsioonidel (Champney & Tober, 2000b). Erinevalt varem
uuritud makroliididest, leiti, et evernimitsiini eelistatud sihtmark rakus on
translatsiooni inhibitsioon, 13 korda rohkem antibiootikumi tuli lisada
s00tmesse, et saavutada ekvivalentset 50S subuhiku assambleerumise
inhibitsiooni (Champney & Tober, 2000b).
TAN-1057A

TAN-1057A on mikroorganism Flexibacter sp. poolt slinteesitav
naturaalne antibakteriaalne valgusinteesi inhibiitor (joonis 5). Ka selle
antibiootikumi puhul on naidatud rekkudes 50S subtlihiku assambleerumise
defekti (Champney et al.,, 2001). Huvtavad on postantibiootilise efekti
eksperimendi tulemused, valgusinteesi efektiivsuse ja rakkude arvukuse
taastamiseks parast antibiootikumi eemaldamist s66tmest kulus rohkem aega,
kui 50S partiklite hulga taastamiseks (Champney et al.,, 2001). Sellest
jareldati, et antibiootikumi 50S subuhikule seondumine vdib olla kergemini
pdoratav kui prekursorile seondumine (Champney et al., 2001). Alternatiivselt
voiksid inhibitsioonist vabanenud ribosoomid pihenduda eelitatult uute 50S
subuhiku valkude sunteesile, nii et kasv ei jatku enne, kui taielik komplekt 50S

subuhikuid on valminud (Champney et al., 2001).
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Linesoliid

Oksasolidinoon Uhend linesoliid on sunteetiline antimikroobne Ghend, mis on
efektivne paljude Gram-positivsete bakterite vastu, kaasa arvatud
organismide vastu, mis on resistentsed metitsilliinile ja erGtromutsiinile. On
naitatud, et translatsiooni inhibitsioon ja 50S sublhiku assambleerumise
inhibitsioon on linesoliidi vordsed sihtmargid S. aureuse rakkudes (Champney
& Miller, 2002b).

-
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Joonis 5. TAN-1057A ja linesoliidi struktuurid.
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Eksperimentaalne osa

1. T66 eesmark

Antibiootikumid  klooramfenikool ja erGtromitsiin  inhibeerivad
ribosoomide assambleerumist in vivo (Nomura & Watson 1959; Chittum &
Champney 1995).

Vaidetavalt inhibeerivad erUtromutsiin ja mitmed teised makroliidid
spetsiifiliselt 50S sublhiku assambleerumist (llevaateks Champney, 2003)
Mudeli kohaselt seondub antibiootikum 50S prekursorpartiklil spetsiifilisse
sidumiskohta, mis erineb valgusunteesi inhibitsiooni pd&hjustavast
seondumisest ribosoomiga.

Kasvatades rakke klooramfenikooli juuresolekul tekivad neis mitmed
erineva suurusega ribosomaalsed partiklid. Neid partikleid on pohjalikult
uuritud ja viimaste ilmunud tédde kohaselt on ribosoomi assambleerumise
defektid pdhjustatud kaudselt, peptidulltransferaasse aktiivsuse inhibeerimise
tagajarjel (Dodd et al., 1991).

Antud t66 eesmargiks oli vérrelda klooramfenikooli ja erGtromutsiini
moju ribosoomide assambleerumisele, selleks uuriti kummagi antibiootikumi
juuresolekul kasvatatud rakkude ribosomaalseid partikleid ja nendes partikites
sisalduvat rRNA-d.
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2. Materjalid ja meetodid

2.1. Ribosoomide eraldamine

Ribosomaalsete partiklite eraldamiseks kasutati E. coli tive MG1655
(Blattner et al., 1997). Rakke kasvatati kasvatati 2xYT (triiptoon 16 g/I, parmi
ekstrakt 10 g/l, NaCl 5 g/l) s66tmes optilise tiheduseni Agyp =0,2-0,3
temperatuuril 25°C ja 37°C. Lisati klooramfenikooli (I6ppkontsentratsioon 7
pg/ml) véi erGtromatsiini (100 pg/ml) ning kasvatati temperatuuril 25°C olevaid
kultuure veel 2 tund ja temperatuuril 37°C olevaid kultuure veel Uks tund.
Rakud tsentrifuugiti pdhja rootoriga GS-3 temperatuuril 4°C tingimustel 4000
rom 10 minutit. Rakud suspendeeriti 1 ml lGUsipuhvris (60mM KCI, 60mM
NH4Cl, 50mM Tris-HCI (pH 8), 6mM MgCl;, 6mM B-merkaptoetanool,16%
sahharoos), lisati lusotsiim (I6ppkontsentratsioon 1 mg/ml) ja DNaasi
(Idppkontsentratsioon 20U/ml). Rakud kulmutati temperatuuril -70°C 15
minutit, seejarel sulatati jaaveel 30 minutit. Kilmutamist ja sulatamist korrati
veel kaks korda. Seejarel tsentrifuugiti lGtsitud rakke 20 minutit 13 000 rpm
lauatsentrifuugis, supernatanti lahjendati ltusilahjenduspuhvriga (60 mM KCI;
60 mM NH.CIl; 10 mM Tris-HCI pH=8,0; 12 mM MgCI2; 6 mM -
merkaptoetanool) kaks korda. 2 ml lahjendatud lUsaati kanti 10-25% (w/w)
sahharoosigradiendile temperatuuriga 4°C ning ultratsentrifuugiti rootoriga
SW-28 (Beckman) tingimustel w?t = 2,8 x 10" kiirusega 23 000 rpm.

2.2. RNA eraldamine

Ribosomaalne RNA sadestati sahharoosigradiendi fraktsioonidest 0,7
mahu isopropanooliga ning saadud sade lahustati 200 ul LLP-s. Sellele lisati 1
ml 5 M guanidiinium tiotsanaadi (GuSCN), 4% Triton-X 100 lahust ning
inkubeeriti varistil 20 minutit toatemperatuuril. Jargnevalt lisati 25 pl raniliiva
(50% SiO, suspensioon destilleeritud vees) ning loksutati aktiivselt 10 min

toatempe-ratuuril, peale mida rani sadestati tsentrifuugides lauatsentrifuugis 1
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minut 6000 rpm juures. Sellele jargnes esimene pesu 1 ml 5 M GuSCN ning
teine pesu 1 ml 50% etanooliga, iga pesu jargselt sadestati rani fuugimisega.
rRNA elueeriti ranilt 50 pl dH,O’ga inkubeerides 5 min 55°C juures, raniliiv

eemaldati tsentrifuugimisega. Puhastatud rRNA sailitati —20°C juures.

2.3. Praimeri ekstensioon

23S rRNA 5 otsa pikkus maarati kasutades pdordtranskriptaasi
sbltuvat praimerekstensiooni reaktsiooni (Liiv and Remme, 1998). Praimerina
kasutati DNA oligonukleotiidi (5-CGCCTCTGACTGCCAGGG-3’), mis on
komplementaarne 23S rRNA nukleotiididega 31-48. Uhte reaktsiooni voeti 1
pmol rRNAd (1ul), 2 pmol praimerit (0,4 pl) ning 2 ul hibridisatsioonipuhvrit
HB (225 mM HEPES-KOH (pH 7), 450 mM KCI), rektsiooni maht viidi 9
mikroliitrini  topeltdestileeritud veega. Praimer seoti rRNAle langetades
temperatuuri 10 minuti jooksul 90°C -> 42 °C. Seejarel lisati igale reaktsioonile
3 ul ekstensioonisegu ning inkubeeriti 30 min 42°C juures. Ekstensioonisegu
sisaldas 1,2 ul revertaasi puhvrit RB (1.3 M TRIS-HCI (pH 8.5), 100 mM
MgClI2, 100 mM DTT), 0,8 ul dNTP(-C) segu (110 uM dATP, 110 uM dGTP,
110 uM dTTP, 6uM dCTP), 0,5 pl a-dCTP%*?*, 0,7 ul H20,ja 0,1 pl Seikagaku
revertaasi (23,5 U/ml). Seejarel lisat 1 pl chase segu (1 mM dNTP) ja 0,1 pl
Seikagaku revertaasi ning inkubatsioon 15 min 42°C juures. Ekstensiooni
reaktsioon peatati 120 pl stopplahuse (0,3M NaOAc/3 osa etanooli)
lisamisega, sademe eristamiseks lisati 3 pl dekstraani, nukleiinhapped
sadestati 15 minutit temperatuuril -70°C. Sade lahustati 12 pl formamiid-
STOPis (80% deioniseeritud formamiid, 10 mM EDTA (pH 8,0), 1mg/ml
ksuleen tstanool FF, 1 mg/ml broomfenool sinine). Proove kuumutati
temperatuuril 95°C kaks minutit ning proovid kanti 7% poluakritlamiidgeelile.
Elektroforees toimus pingel 2000V kuni marker (broomfenoolsinine) liikus
pdhja. Geel kuivatati vaakumkuivatis ning teostati autoradiograafia

rontgenfilmile.
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Plasmiidid BsB1067, mis sisaldas 23S rRNA geeni, sekveneerimine
viidi 18bi ensumaatilisel meetodil kasutades Sequenase Version 2.0 DNA

Sequencing Kit'i (Amersham Biosciences).

2.4. RNA dot-blot

16S ja 23S rRNA suhte maaramiseks erinevates ribosomaalsetes
partiklites kasutati RNA dot-blot hibridisatsiooni kahe erineva radioaktiivselt
margitud DNA oligonukleotiidiga, mis olid komplementaarsed vastavalt 16S ja
23S rRNA'dega. Sahharoosgradiendi tsentrifuugimisel saadud ribosoomide
fraktsioonidest eraldatud RNA proovid kanti Hybond-N*
habridisatsioonifiltritele. rRNAd voeti 0,2 pmol 50S sublhiku kohta ja koiki
teisi proove mahuliselt sama palju. rRNA denatureeriti lisades 20 ul
formamiidi, 6 ul formaldehtudi ja 4 ul 10xMOPS (0,2M MOPS (pH7,0), 20 mM
Na-atsetaat, 10 mM EDTA (pH 8.0) temperatuuril 65°C viis minutit. Proovid
jahutati jaal ja lisati vordne maht kilma 20xSSC lahust (3M NaCl, 0,3 M
Naatriumatsetaat), iga RNA proov kanti kahele filtrile vaakumblotteriga. rRNA
fikseeriti Hybond-N* hubridisatsioonifiltritele kasutades UV kiirgusega
ristsidumist  vastavalt  tootja soovitustele (Amersham-Pharmacia).
Hulbridisatsioonioligotel (5-GTTTGGGGTACGATTTGATG-3' 23S rRNA
anallusiks, 5-GCCAGCGTTCAATCTGAG-3' 16S rRNA analiusiks)

margistati 32P isotoobiga 5 otsad kasutades T4 pollnukleotiidkinaasi
(Sambrook et al, 1989). Prehtbridisatsioon toimus 4 tundi temperatuuril 50°C
hubridisatsioonilahuses, mis sisaldas 6,35 ml 20xSSC, 2,5 ml 50xDenhart
(1% wliv) Ficoll 400, 1 % (w/v) polGvinadlpurrolidoon, 1 % (w/v) veise
seerumalbumiin), 1, 25 ml 10% SDS ning 500 ul denatureeritud I16he sperma
DNAd, lahuse maht viidi 25 milliliitrini topeltdestilleritud veega. Seejarel lisati
kineeritud oligo ning hubridisatsioon toimus 12 tundi temperatuuril 50°C. Filtrit
pesti 5 minutit 2x SSC, 0.1% SDS (w/v) puhvris ja seejarel 10 minutit 1x SSC,
0.1% SDS (w/v) puhvris. Peale viimast pesu kaeti filtrid kilega ning teostati

autoradiograafia.
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3. Tulemused

Antud t66 eesmargiks oli vdrrelda ribosomaalsete partiklite
akumuleerumist erinevate antibiootikumide juuresolekul kasvatatud rakkudes.
Antibiootikumidest valiti eritromutsiin, kuna see oli esimene valguslnteesi
inhibiitor, mille aktiivsusena naidati ka spetsiifilist 50S subuhiku
assambleerumise inhibitsiooni (Chittum & Champney, 1995). Teiseks kasutati
klooramfenikooli, mille m&ju ribosoomi sublhikute assambleerumisele on
uuritud intensiivselt 1960ndatel ja 1970ndatel. Klooramfenikool maju
ribosoomi subuhikute assambleerumisele tuleneb tdendoliselt sekundaarse
efektina valguslnteesi inhibitsioonist (Dodd et al., 1991).

Esmalt kasvatati E. coli MG1655 tuve rakke 2xYT so6otmes
temperatuuril 37°C tiheduseni ODgpp=0,2-0,3, seejarel lisati erttromuitsiin,
klooramfenikool vdi kasvatati rakke ilma antibiootikumita veel tund aega (2-3
poolestusaega). Rakud lUUsiti ja ribosomaalsed partiklid lahutati 10-25%
sahharoosgradiendil.

On teada, et ribosoomi assambleerumise defekte on parem uurida
madalamatel temperatuuridel, sest siis on assambleerumine aeglase ja
prekursorpartiklid paremini jalgitavad. Temperatuuril 25°C kasvatati rakke
samades tingimustes kui temperatuuril 37°C, kuid peale antibiootikumi
lisamist kasvatati veel kaks tundi Uhe tunni asemel, kuna rakkude
poolestusaeg on temperatuuril 25°C ligikaudu kaks korda pikem.

Kdikidelt sahharoosgradientidelt koguti ribosomaalseid partikleid
sisaldavad fraktsioonid, mis seejarel sadestati isopropanooliga ja kogutud
partiklitest eraldati rRNA. Partiklte  rRNA koostist anallusiti dot-blot
meetodiga. Eraldatud RNA denatureeriti ja kanti kahele membraanile, Uks
neist hubridiseeriti kineeritud oligoga, mis oli 23S rRNA spetsiifiline, ja teine
16S rRNA spetsiifilise oligoga.

23S rRNA 5'otsa klpsusastet maarati praimerekstensiooni meetidil.
23S rRNA 5’otsas on RNaas lll Idikamissaidid positsioonides —3 ja —7 (Liiv &
Remme 1998). Téendoliselt toimub RNaaslll I6ikamine —3 positsioonis siis kui
50S subuhik on juba assambleerunud, 23S rRNA 16plik valmimine toimub

tdenaoliselt ribosoomil, selle |6ikamise eest vastutavat ensiimi pole veel
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identifitseeritud. Anallusimiseks valiti sahharoosgradiendi fraktsioonid, kus oli
vastavalt dot-blot hlbridisatsiooni tulemustele nadha 23S rRNA olemasolu.
Sahharoosgradiendi 70S piirkonnast valiti kdikide uuritud rakkude puhul 2
eelnevalt kogutud fraktsiooni ja ilma antibiootikumita kasvatatud rakkude 50S
piirkonnast 5 fraktsiooni ning antibiootikumi juuresolekul kasvatatud rakkude
50S ja 30S piirkonna vahelisest regioonist 8 fraktsiooni.

Joonisel 6 on nadha ilma antibiootikumita kasvatatud rakkude
ribosomaalsete partilite analtts. Paneelil A on analtdsitud temperatuuril 37°C
kasvanud rakke ja paneelil B temperatuurii 25°C kasvanud rakke.
Sahharoosgradiendi profiilili on mdélemal juhul hasti eristatavad 70S, 50S ja
30S ribosomaalsete partiklite regioonid. Vabade 70S ribosomide hulk on
suurem kui vabade 30S ja 50S subuhik hulk. Vabade 50S ja 30S suhe on 2:1,
mis oli oodatav tulemus, kuna 50S subtihik on 30S subtihikust ligikaudu kaks
korda suurem. Dot-blot hubridisatsiooniga tuvastati mélemal temperatuuril
kasvanud rakkudes 23S rRNA 70S ja 50S ribosomaalsetest partiklitest ning
16S rRNA 70S ja 30S ribosomaalsetes partiklites (joonis 6A ja 6B, keskmine
paneel).

Praimerekstensiooni tulemused joonisel 6A naitavad, et temperatuuril
37°C kasvanud rakkudes on 70S ribosoomides suurem osa 23S rRNAde
5’otsadest taielikult protsessitud. 50S sublhikutes esineb vaga vahesel
maaral ka 23S rRNA molekule, mille 5'ots on 3 voi 7 nukleotiidi vorra
pikemad. Temperatuuril 25°C kasvanud rakkude 70S ribosoomides on 3
lisanukleotiidiga 23S rRNA 5’ots esindatud veidi suuremal maaral Kkui
temperatuuril  37°C kasvanud rakkudes (joonis 6B, alumine paneel).
Madalamal temperatuuril kasvanud rakkudes on suuremal hulgal ka 3 ja 7
lisanukleotiidega 23S rRNAsid 50S subuhikutes.

Temperatuuri 37°C erlUtromutsiini juuresolekul kasvatatud rakkude
sahharoosgradiendi profiil on oluliselt erinev antibiootikumi puudumisel
kasvatatud rakkude sahharoosgradiend profiilist (joonis 7A). Siin ja edaspidi
on joonise taustal punktirjoonega ara margitud ilma antibiootikumita

kasvatatud rakkude sahharoosgradiendi profiil, et tulemused oleksid paremini
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Joonis 6. lima antibiootikumideta kasvanud rakkude ribosomaalsete partiklite jaotuvus
10-25% sahharoosgradiendil ja rRNA analtis. Rakke kasvatati temperatuuril 37°C (paneel
A) ja temperatuuril 25°C (paneel B) tiheduseni ligikaudu ODgg=1. Rakud luUsiti ja kanti 10-
25% sahharoosgradiendile ning ultratsentrifuugiti rootoriga SW-28 tingimustel w’t=2,8X10"".
Gradiendi profil moddetuna lainepikkusel OD,s on ndha joonise Ulemises osas.
Sahharoosgradient fraktsioneeriti ning kogutud fraktsioonidest eraldati rRNA, mida analtusiti
dot-blot meetodil, hibridseerides vaakumblotteriga membraanile kantud rRNAd 23S vai 16S
rRNA spetsiifilise oligoga (joonise keskel). Teatud proovidest maarati praimer ekstensiooni
meetodiga 23S rRNA pikkus, kasutades praimerit mis kinnitub 23S rRNA 5’otsa lahedusse
viidi 1abi podrdtranskriptsioon (joonise alumises osas). Saadud cDNA fragmendid lahutati 7%
PAAG geelil. Joonise alumises osas vasakpoolses aares on ara toodud antud piirkonna

nukleotiidne jarjestus.

jalgitavad. 50S ja 30S subuhikud ei ole selgelt eristatavad, on ilmunud
uued partiklid umbes 35S regioonis. 30S partiklite hulk on umbes 2 korda
suurem kui imaginaarsete 50S partiklite hulk.Dot-blot hiibridisatsioon naitab,
et 23S rRNA on esindatud alates 70S fraktsioonist kuni ~35S fraktsioonini ja
vahesel maaral ka ~30S partiklite regioonis (Joonis 7B, keskel). 16S rRNA on
pdhiliselt 70S ribosoomi ja ~30S partiklite regioonis, kuid vahesel maaral ka

~35S regioonis. Praimer ekstensioon analliis naitab, et 70S ribosoomid
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sisaldavad pohiliselt 16plikult protsessitud 23S rRNAd, kuid vahesel maaral ka
7 nukleotiidi pikemaid 23S rRNA molekule molekule (joonis 7A, all). 50S kuni
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Joonis 7. ErGtromitsiini juuresolekul kasvanud rakkude ribosomaalsete partiklite
jaotuvus 10-25% sahharoosgradiendil ja rRNA analiiiis. Rakke kasvatati temperatuuril
37°C (paneel A) ja temperatuuril 25°C (paneel B) tiheduseni ligikaudu ODgyp=0,2-03, lisati
erutromutsiin (Idppkontsentratsioon 100 pg/ml) ning kasvatati temperatuuril 37°C olevaid
kultuure veel Uks tund ja temperatuuril 25°C olevaid kultuure veel kaks tundi. Rakud lGdsiti ja
kanti 10-25% sahharoosgradiendile ning ultratsentrifuugiti rootoriga SW-28 tingimustel
w?t=2,8X10"". Gradiendi profil méddetuna lainepikkusel OD,s on naha joonise Ulemises
osas. Punktiirjoonega on margitud ilma antibiootikumita kasvatatud rakkude
sahharoosgradiend profiil, et tulemused oleks paremini jalgitavad. Sahharoosgradient
fraktsioneeriti ning kogutud fraktsioonidest eraldati rRNA, mida analldsiti dot-blot meetodil,
hubridseerides vaakumblotteriga membraanile kantud rRNAd 23S vdi 16S rRNA spetsiifilise
oligoga (joonise keskel). Teatud proovidest maarati praimer ekstensiooni meetodiga 23S
rRNA pikkus, kasutades praimerit mis kinnitub 23S rRNA 5’otsa lahedusse viidi labi
poordtranskriptsioon (joonise alumises osas). Saadud cDNA fragmendid lahutati 7% PAAG
geelil. Joonise alumises osas vasakpoolses aares on ara toodud antud piirkonna nukleotiidne

jarjestus.
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35S piirkonnas on esindatud kdiki kolme uuritava pikkusega rRNAsid. 50S
subuhiku piirkonnas on vordselt +1 ja —7 otsaga 23S rRNAd, vahemal maaral
on -3 otsaga rRNA-d. Taielikult protsessitud 23S rRNAde osakaal vaheneb
likudes ~35S partiklite regiooni poole ning ~35S partiklite regioonis on
peaaegu koik 23S rRNAst —7 vormis.

Temperatuuril 25°C erltromutsiini juuresolekul kasvanud rakkude
sahharoosgradiendi profiil erineb oluliselt temperatuuril 37°C erttromutsiini
juuresolekul kasvanud rakkude omast (vordle joonis 7A ja 7B). Vorreldes ilma
antibiootikumita teperatuuril 25°C kasvanud rakkudega on oluliselt
vahenenud vabade 50S subuhikute hulk ja tekkinud uued partiklid, mida vdiks
tahistada ~35S ja ~25S. ~50S partikleid on ligikaudu neli korda vahem Kkui
~358S ja ~258S partikleid. Dot-blot anallitsi pdhjal on 23S rRNA pbohiliselt 70S
ribosoomides, ~50S partiklites ja vahemal maaral ~35S regioonides (joonis
7B keskel). 16S rRNA on pohiliselt 70S, ~25S ja vahemal maaral ~35S
piirkonnas. Praimer ekstensioon naitab, et 70S ribosoomides on enamus 23S
rRNAde 5’otsad Idplikult protsessitud (joonis 7B, all). 50S regioonis on
vordselt esindatud 23S rRNAd pikkustega +1 ja —7, kuid mida lahemale ~35
piirkonnale, seda vahem on partiklites kipset 23S rRNA 5’otsa, ~35S
partiklites esineb ainult rRNA pikkusega —7.

Temperatuuril 37°C klooramfenikooli juures olekul kasvatatud
rakkudes akumuleeruvad partiklid, mida véiks tahistada ~50S, ~35S ja ~25S
(joonis 8A). ~35S partikleid esineb kdige suuremal hulgal, ~50S partikleid on
veidi vahem ning ~25S partikleid on kdige vahem. Dot-blot anallusi pdhjal on
23S rRNA pbdhiliselt 70S ja ~50S regioonis, 16S rRNA on pdhiliselt 70S ja
~258S partiklites (joonis 8A, keskel). ~35 partiklid on heterogeense koostisega,
neis esineb mdlemat rRNAd peaaegu vérdses koguses. Praimer ekstensiooni
tulemuste kohalselt esineb 70S ribosoomides enamus 23S rRNAst [6plikult
protsessitult, vahesel maaral esineb 23S rRNA 7 lisanukleotiidiga 5" otsas.
~50S piirkonnas esineb nii +1, -3 kui ka —7 pikkusega 23S rRNAd, kuid —7 on
kdige levinum. ~35S partiklitest on enamus 23S rRNAst —7 prekursor vormis
(joonis 8A, all).
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Joonis 8. Klooramfenikooli juuresolekul kasvanud rakkude ribosomaalsete partiklite
jaotuvus 10-25% sahharoosgradiendil ja rRNA analtiis. Rakke kasvatati temperatuuril
37°C (paneel A) ja temperatuuril 25°C (paneel B) tiheduseni ligikaudu ODgyp=0,2-03, lisati
klooramfenikool (Idppkontsentratsioon 7 pg/ml) ning kasvatati temperatuuril 37°C olevaid
kultuure veel ks tund ja temperatuuril 25°C olevaid kultuure veel kaks tundi. Rakud ldsiti ja
kanti 10-25% sahharoosgradiendile ning ultratsentrifuugiti rootoriga SW-28 tingimustel
w’t=2,8X10"". Gradiendi profiil méddetuna lainepikkusel OD,5 on naha joonise ulemises
osas. Punktiirjoonega on margitud ilma antibiootikumita kasvatatud rakkude
sahharoosgradiend profiil, et tulemused oleks paremini jalgitavad. Sahharoosgradient
fraktsioneeriti ning kogutud fraktsioonidest eraldati rRNA, mida analldsiti dot-blot meetodil,
hibridseerides vaakumblotteriga membraanile kantud rRNAd 23S vdi 16S rRNA spetsiifilise
oligoga (joonise keskel). Teatud proovidest maarati praimer ekstensiooni meetodiga 23S
rRNA pikkus, kasutades praimerit mis kinnitub 23S rRNA 5’otsa lahedusse viidi [&bi
poordtranskriptsioon (joonise alumises osas). Saadud cDNA fragmendid lahutati 7% PAAG
geelil. Joonise alumises osas vasakpoolses aares on ara toodud antud piirkonna nukleotiidne
jarjestus.

Temperatuuril 25°C klooramfenikooli juures olekul kasvatatud rakkude
sahharoosgradiendi profil sarnaneb sama antibiootikumiga kdérgemal
temperatuuril kasvatatud rakkude omaga (joonis 8B), muutunud on vaid

partiklite kogus. ~50S ja ~35S partikleid on ligikaudu vordses koguses ja
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~25S partikleid on kdige vahem Partikeid vdiks sarnaselt kutsuda ~50S, ~35S
ja ~258S partikliteks.

Sarnaselt eelneval temperatuuril kasvatatud rakkudega on 23S rRNA
70S ribosoomides, ~50S partiklites ja 16S rRNA 70S, ~35S ja ~25S partiklites
(joonis 8B, keskel). Praimerekstensiooni tulemuste kohaselt on 70S
ribosoomides pohiliselt kiips 23S rRNA ja ~35 partiklites —7 rRNA 5’otsga 23S
rRNA (joonis 8B, all). ~50S partiklites on esindatud +1, -3 ja —7 5’otsaga 23S
rRNA, kui =7 rRNAd on kdige rohkem.
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4. Arutelu

Kaesoleva t66 eesmargiks oli vorrelda klooramfenikooli ja eritromutsiin
mdju ribosoomi subuhikute biogeneesil. Saadud tulemused on vastuolus
toddega, mis naitavad, et erGtromatsiin inhibeerib 50S sublhikute
assambleerumist spetsiifiliselt (Chittum & Champney, 1995; Usary &
Champney, 2001).

S. Champney ja tema kaasttdlised nagid erltromutsiini juuresolekul
kasvatatud rakkude sahharoosgradiendi profiilil vabade 50S subuhikute hulga
vahenemist, kuid ei ndinud 30S subuUhikute vahenemist ega ka lisapartiklite
teket (Chittum & Champney, 1995). Kaesolevas t66s kirjeldatud tulemused
naitavad, et erGtromatsiin mdjutab ka 30S sublhiku teket ja antud
antibiootikumiga kasvatatud rakkudest eraldatud ribosomaalsete partiklite
sahharoosgradiendi profiill on margata prekursorpartiklite teke. Lisaks on
naha, et assambleerumise defekti maar on temperatuurist soltuv.

“Klooramfenikooli partiklid” on suhteliselt hasti kirjeldatud (Hosokawa
& Nomura 1965, Osawa et al.,, 1968), selles t66s saadud tulemused
kinnitavad varem avaldatud “klooramfenikooli partikilte” 30S ja 50S
subuhikutest erinevat liikumist sahharoosgradiendil. Temperatuuril 25°C
akumuleeruvad klooramfenikooli ja erGtromutsiin juuresolekul kasvatatud
rakkudes sarnase sedimentatsiooni koefitsendiga partiklid, erinevus on vaid
partiklite hulgas. Sarnasusi on ndha ka antibiootikumide juuresolekul
temperatuuril kasvatutud rakkude sahharoosgradientide profiilides, mdlema
antibiootikumi juuresolekul kasvatatud rakkudes esnievad ~35S partiklid.
ErtGtromutsiinga teperatuuril 37°C kasvatatud rakkude puhul pole selgesti
eralduvaid ~50S partikleid, kuid tdéenaoliselt on nende hulk nii vaike, et nad
kaovad ~35S partiklite varju. Vorreldes ilma antibiootikumita kasvanud
rakkudega on erutromatsiiniga temperatuuril 37°C kasvatatud rakkudes
oluliselt suurenenud 30S partiklite hulk.

Dot-blot anallusil selgus, et ka kummagi antibiootikumide juuresolekul
ja erinevatel temperatuuridel kasvavates rakkudes on rRNA koostis sarnane,
Kadikidel juhtudel on ~50S partiklites pohiliselt 23S rRNA, ~35S partiklites on
nii 23S rRNA kui ka 16S rRNA, ~25S partiklites on pohiliselt 16S rRNA.
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Klooramfenikooli juuresolekul kasvavates rakkudes on ka varem sarnaseid
tulemusi saadud (Osawa et al.,, 1968), kuid erUtromutsiinga kasvatatud
rakkudes on vaid nahtud, et 30S regioonis esineb suurenenud maaral 50S
sublhiku eellasi (Usary & Champney, 2001).

On naidatud, et “klooramfenikooli partiklites” esineb suurel maaral
protsessimata rRNAd (Harvey & Koch, 1980). Teatavasti on 23S rRNA
5’otsas RNaas Il I6ikamissaidid positsioonides —3 ja —7 (Liiv & Remme
1998). Toendaoliselt toimub RNaaslll 16ikamine —3 positsioonis siis kui 50S
subuhik on juba assambleerunud, 23S rRNA I6plik valmimine toimub
tdendaoliselt polisoomides selle Idikamise eesti vastutavat enstiimi pole veel
identifitseeritud.  Molemal temperatuuril  klooramfenikooli  juresolekul
kasvatatud rakkudes esines ~50S partikiltes nii +1, -3 kui ka —7 otsaga
molekule, kuid enim oli esindatud 7 lisanukleotiidiga vorm. ~35S partiklid
sisaldasid pohiliselt 7 lisanukleotiidiga vormi. Seega kinnitavad saadud
tulemused, et suurem osa ~50S ja ~35S partiklitest ei ole kipsed 50S
subuhikud.

ErGtromuUtsiiniga kasvatatud rakkudest eraldatud ~50S ja ~35S
partiklites sisaldub samuti suuremas hulgas [6plikult protsessimata 5’otsaga
23S rRNA. Kbdige enam on molekule, millel on 7 lisanukleotiidi, mis viitab
sellele, et suurem osa partiklitest pole 50S subuhikud vaid on selle eellased.

Palju t6id on avaldatud selle kohta, et makroliidid ja teised 50S
subuhikule seonduvad antibiootikumid inhibeerivad spetsiifiliselt 50S subuhiku
assambleerumist erinevates mikroorganismides (Ulevaateks vt. nt.
Champney, 2003). Antud t66 tulemused demonstreerivad, et eritromatsiin ei
inhibeeri 50S sublhiku assambleerumist spetsiifiliselt E. coli rakkudes, kuna
erutromatsiini juuresolekul kasvanud rakkudes on lisaks 50S prekursorile
olemas ka 30S subuhiku eellane

Vastupidiselt varem avaldatud t66del (Champney & Burdine, 1995,
Champney & Tober, 2000a), vbib antud tulemuste pdhjal oletada, et
“klooramfenikooli partiklid” ja “erGtromatsiini partiklid” on sarnase koostisega.
Sarnasus avaldub sahharoosgradiendi profiilides, partiklite rRNA koostises
ning erinevates partiklites esnieva 23S rRNA 5’otsa pikkuses. Kuna antud
td6os ei uuritud partiklite r-valgulist koostist ei saa vaita, et need partikit on ka

identse valgulise koostisega.
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Tdendoliselt inhibeerib klooramfenikool ribosomaalsete subuUhikute
assambleerumist kaudselt, tanu valguslnteesi inhibeerimisele. R-valkude
stintees on reguleeritud translatsiooni repressor r-valkude poolt. On teada, et
olukorras, kus rRNA slintees on suurem kui ribosomaalsete valkude suntees,
on enamus repressorvalkudest seondunud rRNAle, mis pdhjustab
derepressiooni r-valkude stinteesil nendelt operonidelt (Yamagishi & Nomura
1988). Selline olukord pdhjustab r-valkude erinevat slinteesitaset, mistéttu on
ribosoomide biogenees hairitud. Sarnane olukord tekib ka rakkude
kasvatamisel klooramfenikooli juuresolekul: rRNA suntees jatkub, kuid r-
valkude suntees toimub erineval tasemel, eeldatavalt moodustuvadki seetéttu
heterogeense koostisega “klooramfenikooli partiklid”.

Eratromatsiini inhibeeriv. mdju subuhikute assambleerumisele vdiks
toimida sarnaselt klooramfenikooliga, ténu valgusinteesi inhibitsioonile
toimub r-valkude slntees erineval tasemel, mistottu moodustuvad
heterogeense koostisega ribosomaalsed partiklid. Et paremini moista
“‘eritromatsiini partiklite” olemust, oleks oluline uurida ka nende partiklite
valgulist koostist ja vodrrelda seda “klooramfenikooli partiklite” valgulise

koostisega.
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Kokkuvote

Klooramfenikooli juuresolekul kasvanud rakkudes akumuleeruvad
mittetaielikult assambleerunud ribosomaalsed partiklitd. Téenaoliselt toimub
sellistes rakkudes valgusulnteesi inhibitsiooni tdttu r-valkude slintees erineval
tasemel ning ribosoomi subuhikute biogenees on hairitud (Dodd et al., 1991).

On naidatud, et vorreldes ilma antibiootikumita kasvatatud rakkudega
esineb erGtromutsiiniga kasvanud rakkudes oluliselt vahem vabu ribosoomi
50S subuihikud ja 30S subtihikute hulk ei ole muutunud. Vaidetavalt inhibeerib
eratromutsiin 50S sublhikute biogeneesi spetsiifiliselt, seondudes 50S
subuhiku prekursoritele ning takistades nende valmimist 50S subulhikuteks
(Chittum & Champney, 1995).

Antud t60 eesmargiks oli vorrelda klooramfenikooli ja erUtromatsiini
madju ribosoomide assambleerumisele. Tulemused naitavad, et erttromatsiini
juuresolekul kasvanud rakkudes ei toimu spetsiiflist 50S subulhikute
assambleerumise inhibtsioon erttromutsiini poolt, inhiberitud on mdlema
subuhiku assambleerumine.

Erdtromutsiini  juuresolekul temperatuuril 25°C kasvanud rakkudes
moodustuvad “klooramfenikooli partiklite” sarnased partiklid. Partiklite
ligikaudne sedimentasiooni koefitsent, rRNA koostis ning 23S rRNA 5’otsa
klpsusaste on sarnane.

Tdendoliselt on sarnaselt klooramfenikoolile ka erGtromdtsiini
inhibitoorne m&ju sublhikute assambleerumisele kaudne, mis avaldub tanu

valgusunteesi inhibtsioonile.
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Effect of antibiotics chloramphenicol and erythromycin on the ribosome

assembly in Escherichia coli

Triinu Siibak

Summary

Ribosomal precursor particles with reduced sedimentation coefficent
accumulate in the cells treated with chloramphenicol. Most likely it is a
consequence of protein synthesis inhibition due to differential r-protein
sunthesis (Dodd et al., 1991).

The lack of free ribosomal 50S subunits in the presence of
erythromycin has been previously reported (Chittum & Champney, 1995). The
total amount of free 30S subuint was not reduced in these experiments
(Chittum & Champney, 1995). It has been suggested that erythromycin has
specific inhibitory efect on 50S subunit biogenesis by binding to precursor
particles and preventing the maturation of 50S subunits.

The aim of current work was to examine the effect of these two drugs
on the ribosome assembly. The results of this work show, that the
erythromycin inhibits biogenesis of both ribosomal subunits, 30S and 50S, by
equal degree. Therefore erythromycin does not have specific inhibitory efect
on 508 subunit assebly in E. coli cells.

Particles similar to “chloramphenicol particles” accumulate in the cells
treated with erythromycin. The sedimentation coefficent, rRNA content and
maturation state of 23S rRNA 5’end are similar between ribosomal particles
accumulating in the presence of erythromycin or chloramphenicol.

The inhibitory effect of the erythromycin on subunit assembly is most
likely indirect and acts by inhibition of protein synthesis as in the case with

chloramphenicol.
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