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INFOLEHT
23S rRNA domeeni V modifikatsioonide tihtsus valgusiinteesis

Liihikokkuvdte: Ribosoomi funktsiooniks on valkude siintees aminohapetest. Escherichia coli
ribosoom koosneb kahest subiihikust - 30S ja 50S. Suure (50S) subiihiku 23S rRNA domeenist
V moodustub PTC, mis kataliiiisib peptiidsideme teket siinteesitava peptiidahela ja aminohappe
vahele. Enamus 23S rRNA-s asuvatest modifikatsioonidest on koondunud PTC-sse ning
arvatakse, et nad on vajalikud ribosoomi peenhdiletastamiseks. Eraldiseisvalt pole iikski
modifikatsioon eluks hddavajalik. Kiesolevas t60s iseloomustatakse 23S rRNA domeeni V
modifikatsioonide puudumise efekti valgu biosiinteesile. Kdigi 11 modifikatsiooni kaotamine
pOhjustab suurenenud inaktiivsete 50S ja 30S subiihikute hulga rakus ning viga madala valgu
biosiinteesi taseme. Voib spekuleerida, et modifikatsioonid PTC-s on vajalikud nii subiihikute

assotsiatsiooniks kui ka 50S subiihiku peptidiitiltransferaasseks aktiivsuseks.
CERCS teaduseriala: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees
Mirksonad: ribosoom, valgusiintees, PTC, rRNA modifikatsioonid
23S rRNA domain V modified nucleotides importance in protein synthesis

Abstract: Ribosomes are the sites in a cell in which protein synthesis takes place. Prokaryotes
have 70S ribosomes, each consisting of a small (30S) and a large (50S) subunit. Peptide bond is
formed on the large subunit within the peptidyl transferase center (PTC), which is entirely made
of 23S rRNA domain V. Most of the modifications in 23S rRNA are clustered in PTC and are
thought to participate in the fine-tuning of the ribosome. So far no modification has been found
to be essential for cells life. In present masters thesis | describe the effect of deleting all
modification enzymes from E.coli genome that account for the modifications in 23S rRNA
domain V on protein biosynthesis. Deletion of all 11 modifications from PTC causes an increase
in the amount of inactive 50S and 30S subunits and also very low protein synthesis level. It can
be speculated that modifications in PTC are neccessary for 50S subunits peptidyl transferase

activity and efficient subunits association into functional 70S ribosome.
CERCS research specialization: P320 Nucleic acids, protein synthesis
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Kasutatud lihendid

aa-tRNA - aminoatsiiiil-tRNA

Amp - ampitsilliin

A-sait - aminoatsiiiil-tRNA sait

bp - basepair (ing.kl aluspaar)

D - dihiidrouridiin

E.coli - Eschericia coli ehk soolekepike

E-sait - exit-sait

H3U - triitiumuridiin

ho°C - 5-hiidroksiitsiitidiin

HPLC - korgsurvevedelikkromatograafia (ing.kl. high-pressure liquid chromatography)
Km - kanamiitsiin

LLP - Litisilahjendus puhver

LP - litisipuhver

P-sait - peptidiiiil-tRNA sait

PT - peptidiiiiltransferaas

PTC - peptidiiiiltransferaasne tsenter

S - Svedbergi iihik, sedimentatsioonikoefitsient
SAM - S-adenosiiiilmetioniin

SD - Shine-Dalgarno jarjestus valgusiinteesi initsieerimiseks
SRL - sartsiin-ritsiin ling

TCA — trikloor dédikhape

U - unit (ing.kl. iihik)

¥ — pseudouridiin



Sissejuhatus

Ribosoom on koigi elusrakkude tsiitoplasmas esinev ribonukleiinhappest (RNA) ja
ribosomaalsetest valkudest koosnev kompleks, mille funktsiooniks rakus on valkude siintees
aminohapetest. Ribosoom koosneb kahest subiihikust. Escherichia coli viike (30S) subiihik
vastutab mRNA dekodeerimise eest ning suur (50S) subiihik kataliiiisib peptiidsideme teket.
Viike subiihik koosneb 16S ribosomaalsest RNA-st (rRNA) ning 21 ribosomaalsest valgust.
Suur subiihik koosneb 58 ja 23S rRNA-st ning 33 ribosomaalsest valgust.

rRNA-d on korgelt struktureeritud ja modifitseeritud molekulid. E.coli 70S ribosoomis on 36
modifitseeritud nukleotiidi, mis asuvad peamiselt funktsionaalselt tihtsates regioonides —
peptidiiiiltransferaasses tsentris (PTC) ja dekodeerivas tsentris. PTC vastutab peptiidsideme
kataliilisi eest kasvava peptiidahela ja aminohappe vahele. Ribosoomi 23S rRNA jaotatakse
sekundaarstruktuuri alusel seitsmeks domeeniks. Domeenist V moodustub PTC. PTC-s asuvad
enamus 23S rRNA modifikatsioonidest ning spekuleeritakse, et need modifikatsioonid on
vajalikud valgusiinteesi peenhdélestamiseks. Varasemalt on ndidatud, et eraldiseisvalt pole
tikski modifikatsioon eluks hiddavajalik. Koikidest seni uuritud modifikatsiooniensiitimidest
omab kdige suuremat fenotiiiibilist efekti RImE deletsioon ja vastava ensiilimi silinteesitava

modifikatsiooni Um2552 puudumine.

Kiesoleva magistritod kirjanduse {iilevaates antakse {iilevaade ribosoomi struktuurist ja
funktsioonist, 23S rRNA-s asuvatest modifikatsioonidest ning modifikatsiooniensiiiimidest.
Eksperimentaalses osas iseloomustatakse 23S rRNA domeeni V modifikatsioonide puudumise

moju valgu biosiinteesile.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Prokariiootse ribosoomi struktuur

Ribosoom on ribonukleoproteiin kompleks, mis vastutab rakus valkude biosiinteesi ehk
translatsiooni eest. Kogu kataliiiitilise funktsiooni eest vastutab ribosomaalne RNA (rRNA),
seega on ribosoomi ndol tegu ribosiitimiga (Yusupov et al. 2001). Prokariiootses rakus koosneb
ribosoom kahest subiihikust: vdiksemast 30S subiihikust, mis vastutab mRNA dekodeerimise
eest, ning suuremast 50S subiihikust, mis kataliiiisib peptiidsideme teket (Joonis 1) (VanLoock
et al. 2000). Suur ja viike subiihik iihinevad translatsiooni alustades funktsionaalseks 70S

ribosoomiks.

E.coli-s moodustab ligikaudu % ribosoomist ribosomaalne RNA: viikeses subiihikus 16S
rRNA, mis koosneb 1542 nukleotiidist, ning suures subiihikus 23S rRNA ja 5S rRNA, mis
koosnevad vastavalt 2904 ja 120 nukleotiidist (Wittmann 1976; Dunkle & Cate 2012). 5 E.coli
ribosoomist moodustavad ribosomaalsed valkud (r-valgud), mida on véikeses subiihikus 21 (S-
valgud, nimetustega S1-S21) ning suures subiihikus 33 (L-valgud, nimetustega L1-L.36) (Joonis
1) (Melnikov et al. 2012).

E.coli-s on 30S ja 50S subiithikud iihendatud funktsionaalseks 70S ribosoomiks 12
subiihikutevahelise silla abil, millest 6 on RNA-RNA interaktsiooniga sillad, 5 RNA-valk sillad
ning 1 valk-valk interaktsiooniga sild (Yusupov et al. 2001). Bakterirakus on 70S ribosoomi
tekkimisel olulised erinevad valgulised faktorid, kuid in vitro on subiihikud v&imelised
tihinema ka ilma faktoriteta (Liu & Fredrick 2016).
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Joonis 1. Bakteri ribosoomi komponendid. Ribosomaalsed valgud (erivérviliselt) ja rRNA-d (hallilt) on
kujutatud eraldi suure subithiku ja viikese subithiku kontekstis. Suur ehk 50S subiihik koosneb 33-st
ribosomaalsest L-valgust (,,L*, ing.kl. large) ja 23S ning 5S ribosomaalsest RNA-st. Viike ehk 30S subiihik
koosneb 21-st ribosomaalsest S-valgust (,,S*, ing.kl. small) ning 16S ribosomaalsest RNA-st. Joonis kohandatud
Rya Ero doktorit6ost (Ero 2012).

Peale ribosomaalse RNA sisaldavad rakud veel kaht valgusiinteesiks olulist RNA-d. mRNA
(messenger RNA) kannab DNA-It kopeeritud nukleotiidse informatsiooni ribosoomi, kus see
dekodeeridakse 3 nukleotiidi ehk 1 koodon korraga tRNA (transport tRNA) abil valgu
aminohappeliseks jarjestuseks (Brimacombe & Stiege 1985). tRNA-le on seondnud aminohape,
mis tRNA antikoodoni jamRNA koodoni interakteerumisel lisatakse kasvava peptiidahela otsa.

Ribosoomil on 3 peamist tRNA seondumiskohta, mida nimetatakse vastavalt selle jargi millist
tRNA-d nad seovad - aminoatsiiiil-sait (A-sait), peptidiitil-sait (P-sait) ning exit-sait (E-sait)
(VanLoock et al. 2000). Translatsiooni alguses seondub P-saiti initsiaator-tRNA, mille jarel A-
saiti seondub aminoatsiiiil-tRNA. tRNA-d liiguvad translokatsiooni kdigus ribosoomi A- v3i
P-saidist vastavalt P- ja E-saiti. Aminoatsiileerimata tRNA viljub E-saidist (Agirrezabala &
Frank 2009). P-saiti seondub vaid initsiaator-tRNA ning A-saiti seonduvad aminohappeid

kandvad aa-tRNA-d, mis valgusiinteesi kdigus liiguvad labi ribosoomi suunaga A—P—E-sait.

Koik tRNA-d on tertsiaarstruktuuris sarnase L-kujulise ehitusega. tRNA antikoodon ling
aluspaardub mRNA-ga, seega osaleb dekodeerimises, ning tRNA 3’ ots kannab aminohapet
(Agmon et al. 2005). Korrektse tRNA 3° CCA ots asetub 50S subiihiku



peptidiililtransferaassesse tsentrisse ja interakteerub PTC-s G2251 ja G2252 nukleotiididega

(Selmer et al. 2006). Selline interaktsioon on oluline peptiidahela iilekande voimaldamiseks.

1.2. Translatsioon

508 subiihik sisaldab endas peptidiiiiltransferaasset tsentrit (PTC), mis kataliiiisib translatsiooni
kédigus peptiidahela iilekannet P-saidis oleva peptidiiiil-tRNA kiiljest A-saidis asuva
aminoatsiiiil-tRNA kiilge. Selle tulemusel pikeneb siinteesitav valk iihe aminohappe vdrra.
Viikeses (30S) subiihikus on dekodeeriv tsenter, mis dekodeerib mRNA-I oleva nukleotiidse

jarjestuse aminohappeliseks valgu jarjestuseks (Gulen et al. 2016).

Translatsiooni initsiatsiooniks on vajalikud faktorid IF1, IF2 ja IF3. Initsiatsioonifaktor 1 (IF1)
seondub 30S subiihiku A-saiti ning takistab enneaegset aminoatsiiiil-tRNA seondumist. IF2
seondub intsiaator-tRNA-ga ning aitab selle seondada ribosoomi P-saiti. IF1 moduleerib ka
initsiatsioonifaktor 2 (IF2) aktiivsust — IF2 affiinsus ribosoomi suhtes tduseb kui IF1 on
ribosoomiga seondunud (Brock et al. 1998). Initsiatsioonifaktor 3 (IF3) seondub 16S rRNA-le
ning ei lase subiihikutel enneaegselt 70S ribosoomiks tithineda (Brock et al. 1998).

Bakterirakus holmab valgusiinteesi initsiatsioon endas interaktsiooni mRNA-I asuva Shine-
Dalgarno (SD) jarjestuse ja 16S rRNA-I asuva anti-SD vahel. Seega skanneerib 30S pre-
initsiatsioonikompleks, mis koosneb 30S subiihikust, kolmest initsiatsioonifaktorist ning
MRNA-st, antud mMRNA-d kuni leiab SD jarjestuse (Ramakrishnan 2002). SD ja anti-SD
interakteerumisel tuntakse &ra valgusiinteesi alguspunkt ning paigutatakse ribosoomi P-saiti
initsiaator-tRNA fMet-tRNA™et Seejirel eralduvad IF1 ja IF3, samas kui IF2 osaleb 50S
subiihiku diges paigutumises kompleksile (Laursen et al. 2005). 50S subiihiku seondumisel
hiidroliitisitakse IF2-1 GTP, mis pdhjustab IF2 konformatsiooni muutuse. Seejérel eraldub 1F2

ribosoomilt, mille tulemuseks on 70S initsiatsioonikompleks.

Kui on moodustunud initsiatsioonikompleks, mis koosneb 50S-st, 30S-st, mMRNA-st ja fMet-
tRNA-st P-saidis (Joonis 2a), algab elongatsioonitsiikkel koos esimese aminoatsiiiil-tRNA (aa-
tRNA) seondumisega ribosoomi A-saiti (Joonis 2b). aa-tRNA seotakse ribosoomiga ternaarses
kompleksis GTPaasiga EF-Tu ja GTP-ga. Kui on toimunud korrektne koodon-antikoodon
paardumine, hiidroliiiisib EF-Tu GTP, pohjustades sellega iseenda dissotseerumise ribosoomilt.
Jargnev tRNA 3’aktseptordla suure subiihiku PTC-sse paigutumine viib peptiidahela
ilekandele — P-saidi tRNA-It A-saidi tRNA-le (Joonis 2c¢) (Agirrezabala & Frank 2009).



Peale peptiidsideme teket asub P-saidis deatsetiileeritud tRNA ning A-saidis peptidiiil-tRNA.
Jargmise tRNA seondumiseks on tarvis vabastada A-sait. Vastavalt Moazed ja Nolleri
translokatsiooni hiibriidolekute mudelile toimub tRNA-de translokatsioon kahes etapis
(Moazed & Noller 1989). Esimeses etapis liiguvad tRNA-de aktseptorotsad suure subiihiku
suhtes A- ja P-saidist vastavalt P- ja E-saiti, kuid tRNA-de antikoodon-otsad jaavad viikese
subiihiku A- ja P-saidiga esialgu endiselt seotuks. Sellist liikumist nimetatakse ribosoomi 30S
subiihiku ,,ratchet* litkkumiseks 50S subtihiku suhtes. Selle tulemusena on tRNA-de antikoodon
struktuurid vastavalt A- ja P-saitides viikeses subiihikus, kuid tRNA aktseptorotsad suures
subiihikus interakteeruvad vastavalt P- ja E-saitidega (Joonis 2d). Esimene etapp toimub
spontaaselt kohe peale peptiidsideme teket ja peptiidahela tilekannet A-saidi tRNA-le. Sellist
tRNA-de positsiooni nimetatakse hiibriidolekuks. Teises etapis seondub ribosoomiga
elongatsioonifaktor EF-G. Elongatsioonifaktori EF-G GTP hiidroliiiis viib 16pliku tRNA
translokatsioonini (Joonis 2e).

Koiki kolme elongatsiooni etappi (dekodeerimine, peptiidahela iilekanne, translokatsioon)
korratakse kuni kogu mRNA jérjestus on loetud ning terminatsiooni méirav stopp koodon on
véikese subiihiku dekodeeriva tsentri poolt dra tuntud (Agirrezabala & Frank 2009). Bakteris
on terminatsiooni koodoni &dra tundmiseks kaks terminatsioonifaktorit — RF1 ja RF2. Mdlemad
tunnevad dra koodoni UAA, kuid RF1 tunneb lisaks &ra terminatsioonikoodoni UAG ning RF2
koodoni UGA. RF1 vdi RF2 seondumine A-saiti stop koodoni dra tundmisel viib peptiidahela
hiidroliitisini ja vabanemiseni P-saidi tRNA kiiljest (Ramakrishnan 2002). Vastsiinteesitud
peptiidahel véljub ribosoomist tunneli kaudu, mis algab PTC-s ja 1abib 50S subiihiku. Tunneli
seinad koosnevad enamasti rRNA-st, kuid ka ribosomaalsete valkude mitteglobulaarsetest
osadest. Tunneli seintes on enamasti hiidrofiilsed laenguta riihmad, mis vodimaldavad

koikvoimalikele erinevatele peptiididele 1dbipdasu (Nissen et al. 2000).
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Joonis 2. Translatsiooni elongatsiooni mudel. a) Initsiatsioonijargne ribosoom. Ribosoom on dra tundnud
translatiooni alguskoha, ribosomaalsed subiihikud on {ihinenud ja ribosoomi P-saidis on initsiatsiaator tRNA ehk
fMet-tRNA™et ) Esimene aa-tRNA seondub ribosoomi A-saiti. Koodon-antikoodoni sobivuse korral viib EF-Tu
GTP hiidroliilisini, mis omakorda pdhjustab EF-Tu vabanemise. c) Translokatsiooni-eelne ribosoom. aa-tRNA
sobivuse korral jargneb tRNA akommodatsioon ja peptiidsideme iilekanne. d) Hiibriidolek. 30S subiihiku
,ratchet® liilkumine viib tRNA-d A/P ja P/E hiibriidolekusse, kus tRNA-de antikoodon ,,juuksendel struktuurid
on vastavalt A- ja P-saitides viikeses subiihikus, kuid tRNA aktseptorotsad suures subiihikus interakteeruvad
vastavalt P- ja E-saitidega €) GTPaas EF-G kataliiiisib 16pliku translokatsiooni, mis vabastab A-saidi jargnevaks
aa-tRNA jaoks (joonis kohandatud artiklist Agirrezabala & Frank 2009).
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1.3. Ribosoomi peptidiiiiltransferaasne tsenter

Ribosoomi peptidiiiiltransferaasne tsenter (PTC) on ribostitim, mis Kataliiiisib peptiidsideme
stinteesi. PTC moodustub tiielikult 23S rRNA domeenist V ning selle aktiivsaidis, kus
nukleofiilne reaktsioon toimub, pole ~15A raadiuses ribosomaalseid valke leitud (Noller 1991;
Nissen et al. 2000).

Peptiidsideme tekkeks on vajalik peptidiiiil-tRNA ja aminoatsiitil-tRNA Gige paigutumine
ribosoomi P- ja A-saiti. A- ja P-saidi tRNA-de 3’ CCA aktseptor-otsi hoiavad &iges
orientatsioonis interaktsioonid aktiivsaidi lahedal asuvate 23S rRNA nukleotiididega — tRNA
nukleotiidid C74 ja C75 interakteeruvad P-saidis 23S rRNA nukleotiididega G2251 ja G2252
ning A-saidis interakteerub tRNA nukleotiid C75 23S rRNA nukleotiidiga C2553 (Nissen et al.
2000). Lisaks interakteerub tRNA 3’ terminaalne nukleotiid A76 nii A- kui ka P-saidis vastavalt
23S rRNA nukleotiididega G2583 voi A2450 (Nissen et al. 2000).

Peptiidahel on estersidemega seotud tRNA nukleotiidi A76 3°-O kiilge (Strobel & Cochrane
2007). Peptiidahela tilekanne holmab P-saidi tRNA ja peptiidahela vahel oleva estersideme
aminoliitisi A-saidi tRNA-le kinnitunud aminohappe oa-aminorithma poolt (Joonis 3).
Nukleofiilne A-saidi oa-aminoriihm riindab P-saidi peptidiiiil-tRNA Karboniiiilsiisinikku.
Reaktsiooni tulemusel kandub P-saidi peptiidahel A-saidi aminoatsiiiil-tRNA kiilge ning

peptiidahel pikeneb iihe aminohappe vorra (Beringer & Rodnina 2007).

Erlacher et al. mudeli jargi on 23S rRNA domeeni V nukleotiidi A2451 2°-OH vajalik PTC
kataliiiitilise reaktsiooni ldbiviimiseks (Erlacher et al. 2006). Teised aktiivsaidis asuvad
konserveerunud nukleotiidid nagu A2602, U2586 voi U2506 ei ole kriitiliselt vajalikud
peptidiiiiltrasferaasse reaktsiooni toimumiseks. Lisaks on nididatud, et aminorithmaga voivad
vesiniksidemeid anda ning seega aminorithma reaktiivsust tdsta ka P-saiti seondunud tRNA
nukleotiid A76 ning 23S rRNA nukleotiidi A2451 ldammastikaluse N3 (Moore & Steitz 2003).

Tépset mehhanismi ja positsiooni, mis reaktsiooni 14bi aitavad viia, pole senini teada.

12
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Joonis 3. Peptidiiiiltransferaasne reaktsioon. Nukleofiilne A-saidi a-aminorithm (punaselt) atakeerib P-saidi
peptidiitil-tRNA (siniselt) karboniiiilsiisinikku. Reaktsiooni tulemusel kandub P-saidi peptiidahel A-saidi
aminoatsiitil-tRNA kiilge ning peptiidahel pikeneb iihe aminohappe vorra. Roheliselt margitud E-sait, tumehallilt
30S subiihik, helehallilt 50S subiihik ning musta joonena dekodeeritav mRNA (Beringer & Rodnina 2007).

1.4. Ribosomaalne RNA

1.4.1. Ribosomaalse RNA (rRNA ) struktuur ja siintees

rRNA-d on korgelt struktureeritud ja modifitseeritud molekulid. Ribosomaalse RNA
sekundaarstruktuur koosneb lithikestest heeliksisarnastest elementidest, mis on iihendatud
tiheahelaliste silmustega — ,,juuksendel struktuuridega. Algselt arvati, et ribosomaalsed valgud
vastutavad ribosoomi funktsionaalsuse eest ning rRNA-d on vaid ,,tellingud, mis r-valgud
Oigesti paigutavad. Koos avastusega, et 16S rRNA 3’ otsas asuv mRNA start koodonist 5’
suunas asuva alaga komplementaarne ala on vajalik translatsiooni initsiatsiooniks (Shine &

Dalgarno 1974), hakati uurima ribosomaalse RNA vdimalikku kataliiiitilist funktsiooni.

16S rRNA jaotatakse sekundaarstruktuuri alusel viieks domeeniks: 5° domeen, tsentraalne (C),
3> mazoorne (3’M), 3’ minoorne (3’m) ning neid kdiki perifeerseid domeene iihendavaks A
domeeniks (Joonis 4a) (Gulen et al. 2016). 16S rRNA iga sekundaarstuktuuri domeen, v.a. 3’
minoorne domeen, moodustab ribosoomi tertsiaarstruktuuris morfoloogilise elemendi: pea
(16S rRNA 3> mazoorne domeen), keha (5’ domeen), platvorm (tsentraalne domeen) (Joonis
3c¢) (Wimberly et al. 2000; Stagg et al. 2003). 16S rRNA 3’ otsas asub anti Shine-Dalgarno
(anti-SD) jarjestus (5)A-C-C-U-C-C(3"), kus toimub 16S rRNA interaktsioon mRNA
translatsiooni initsiatsiooni alguspunktist (AUG) 5’ suunas asuva SD jérjestusega (5')G-G-A-
G-G-U(3') (Shine & Dalgarno 1974).

23S rRNA jaotatakse sekundaarstruktuuri alusel seitsmeks domeeniks: I, 11, 111, 1V, V, VI ning

neid koiki ithendavaks tsentraalseks O domeeniks (Joonis 4b) (Petrov et al. 2013). Kontrastiks
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30S subiihikule on suure subiihiku (23S rRNA) ribosoomi tertsiaarstruktuuris omavahel tihedalt
interakteerunud. 23S rRNA moodustab tertsiaarstruktuuris iihe suure gloobuli, millel on kolm
kithmu — L1 kithm, tsentraalne ja L7/L12 kithm (Joonis 4d) (Yusupov et al. 2001). Erinevalt
viikese subiihiku struktuursetest elementidest on suure subiihiku elemendid vordlemisi
liikumatud. Vaid nimetatud kithmud liiguvad 3A ulatuses (Gao et al. 2003). 5S rRNA-d vdib
tinglikult pidada ribosoomi suure subiithiku kaheksandaks domeeniks, kuna see on
funktsionaalse 50S subiihiku oluline komponent ja moodustab 50S tertsiaarstuktuuris suure osa
subiihiku tsentraalsest kithmust. 5S rRNA interakteerub 23S rRNA domeenidega Il ja V ning
osaleb peptidiiiiltransferaasse tsentri korrektses voltumises 50S subiihiku assambleerimise

kéigus (Khaitovich & Mankin 1999).
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a) 16S sekundaarstruktuur b) 23S ja 5S sekundaarstruktuur

¢) 16S rRNA tertsiaarstruktuur d) 23S ja 5S rRNA tertsiaarstruktuur

Tsentraalne kithm

3" minoorne doméin

Joonis 4. 16S, 23S ja 5s rRNA sekundaarstruktuurid (a & b) ja tertsiaarstruktuurid (¢ & d). a) 16S rRNA
5" domeen mirgitud kollaselt, tsentraalne (C) punaselt, 3’mazoorne (3’M) siniselt, 3’ minoorne (3’m) roheliselt
ning domeene tihendav A domeen mérgitud mustalt (Gulen et al. 2016). b) 23S ja 5S rRNA sekundaarstruktuurid.
Joonisel on mérgitud domeenid | (lilla), 11 (sinine), I11 (tumeroosa), IV (kollane), V (heleroosa), VI (tumeroheline)
ja 5S rRNA (heleroheline) ja tsentraalne domeen 0 (oranz) (Petrov et al. 2013). ¢) 16S rRNA tertsiaarstruktuur.
Joonisel mérgitud 3’ mazoorsest domeenist tekkiv pea punaselt, 5’ domeenist tekkiv keha siniselt, tsentraalsest
domeenist tekkiv platvorm lillalt ning 3’ minoorne domeen kollaselt. d) 23S ja 5S rRNA tertsiaarstruktuur.
Domeen | on kujutatud siniselt, domeen 1l ja 5S rRNA sinakasroheliselt, domeen Il roheliselt, domeen IV

kollaselt, domeen V punaselt, domeen V1 lillalt (Yusupov et al. 2001).
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Bakterirakk optimiseerib oma kasvukiirust vastusena keskkonnatingimustest. Kasvukiirus on
suuresti mdjutatud ribosoomide arvust rakus, mis eksponentsiaalselt kasvavas rakus on
ligikaudu 70 000 ning aeglaselt kasvavas rakus vdhem kui 20 000 ribosoomi raku kohta (Maeda
et al. 2015). E.coli genoom sisaldab 7 ribosomaalse RNA operoni. Operoni alguses on kaks
promootorit (P1 ja P2), millest P1 voimaldab ribosomaalset RNA-d kodeeriva DNA Kiire
stinteesi eksponentsiaalses faasis ning P2 vastutab siinteesi eest statsionaarses faasis (Maeda et
al. 2015). K&ik 7 E.coli rRNA operoni sisaldavad kolme rRNA geeni (16S, 23S ja 5S rRNA)
ning vdhemalt iiht tRNA geeni (Paul et al. 2004). E.coli-s siinteesitakse kdik 3 rRNA-d iihe
primaarse transkriptina, mille kiipsemine hakkab juba enne kui kogu transkripti slinteesimine
on 1dpetatud ning RNA sekundaarstruktuur tekib kohe kui vastav RNA osa on transkribeeritud
(Williamson 2003). Selleks, et tekiks kaks subiihikut peab siinteesitud rRNA transkript ldbima
mitmeid posttranskriptsioonilisi stidmusi nagu primaarsest transkriptist erinevate RNA-de
16ikamine ning nende RNA-de 5’ ja 3’ otste 16ikamine, nukleotiidide modifitseerimine ja

korrektne voltumine.

Ribosomaalse RNA modifitseeritud nukleotiidid siinteesitakse modifikatsiooniensiiiimide
poolt. Modifikatsioonid ei teki ribosoomi biogeneesi kdigus liheaegselt, vaid neid siinteesitakse
erinevates ribosoomi kiipsemise etappides. Tuginedes sellele, millises ribosoomi
assambleerumise etapis vastavad modifikatsioonid siinteesitakse, saab  tinglikult
modifikatsioonid jagada varasteks, keskmisteks ja hilisteks. Varajaste puhul tunneb
modifikatsiooniensiilim &ra vastsiinteesitud RNA ning hiliste puhul peaaegu tdielikult
assambleeritud subiihiku — ehk iihel juhul tunneb ensiilim &ra primaarjérjestuse, teisel juhul

ruumilise struktuuri (Siibak & Remme 2010).

1.4.2. 23S rRNA domeenid

Escherichia coli 23S ribosomaalne RNA koosneb 2904 nukleotiidist, mis moodustavad
sekundaarstruktuuris eristuvad 7 domeeni. Kaheksandaks domeeniks vaib tinglikult pidada 5S
rRNA-d. Jargnevas peatiikis antakse iilevaade 23S rRNA domeenidest, keskendudes enim t66

temaatikas tahtsal kohal olevale domeenile V.

Domeen 0 asub 23S rRNA sekundaarstruktuuri keskmes ja ithendab omavahel kdiki 23S rRNA
domeene (Joonis 4b). Domeen 0 koosneb 23S rRNA nukleotiidest 562586, 12511270, 1648—
1678, 1990-2057 ja 2611-2625 (Petrov et al. 2013). Domeen 0 peamiseks funktsiooniks on

teiste 23S rRNA domeenide ithendamine ja peptidiililtransferaasse tsentri A- ning P-saidi
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regiooni Qiges orientatsioonis hoidmine. Lisaks moodustub 23S rRNA domeenist 0 osa

peptiidahela viljutamistunnelist (Petrov et al. 2013).

Domeen | koosneb nukleotiididest 1-561 ja 2895-2904 (Petrov et al. 2013).
Tertsiaarstruktuuris asub domeen | bakteriaalse suure subiihiku tagakiiljes, L1 kithmu all (Ban
et al. 2000). Tertsiaarstruktuuris interakteeruvad domeeniga | ribosomaalsed valgud L4, L15e,
122, L24 ja L29. On teada, et valk L.24 méangib olulist rolli ribosoomi assambleerimises — L24
ning ka L3 on teadaolevalt ainsad valgud, mis on vodimelised initsieerima 50S subiihiku
assambleerimise (Nierhaus 1980; Klein et al. 2004).

Domeen |1 koosneb nukleotiididest 587—-1250 (Petrov et al. 2013). Domeen 1l on 23S rRNA
domeenidest suurim ning moodustab tertsiaarstruktuuris 50S subiihiku tagakiilje. Sellel on
tertsiaarstruktuuris 3 viljaulatuvat osa: iiks on L7/L12 kithmu rRNA osa, mis interakteerub
translatsiooni elongatsioonifaktoritega; teine on heeliks 38, mis on kdige pikem harudeta
element 23S rRNA-s; kolmas osa moodustub heeliksitest 32-35 ja interakteerub otseselt viikese
ribosomaalse subiihikuga (Ban et al. 2000) ning moodustab 70S ribosoomi stabiliseeriva
subiihikutevahelise silla B4 (Maivali & Remme 2004).

Domeen 11l moodustub nukleotiididest 1271-1647 (Petrov et al. 2013). Tegu on kompaktse
globulaarse domeeniga, mis moodustab vaatega subiihikutevahelise kontaktpinna poolt 50S
subiihiku tertsiaarstruktuuris (Joonis 4d) koige alumise osa. Kdige rohkem interakteerub
domeen I11 tertsiaarstruktuuris domeeniga II ning erinevalt kodigist teistest domeenidest ei oma

tihtki interaktsiooni domeeniga V (Ban et al. 2000).

Domeen IV, nukleotiidid 1679-1989 (Petrov et al. 2013), moodustab 50S-i kokkupuute pinna
30S-iga. Selles domeenis asub heeliks 69, mis interakteerub 16S rRNA-ga moodustades
subiihikutevahelise silla B2a (Ban et al. 2000). Selles heeliksis asuvad pseudouridiinid
positsioonides 1911, 1915 ja 1917, mis siinteesitakse pseudouridiini siintaasi RluD poolt. RluD
poolt siinteesitavate pseudouridiinide puudumisel on rakkudel pikenenud generatsiooniaeg ja

esineb subiihikute assambleerimise defekt (Gutgsell et al. 2005).

Domeen V, nukleotiidid 2058-2610 (Petrov et al. 2013), moodustab ribosoomis
peptidiiiiltransferaasse tsentri. See asub tertsiaarstruktuuris domeenide Il ja IV vahel ning
sisaldab endas mitmeid konserveerunud modifitseeritud nukleotiide. Domeeni V saab
tertsiaarstruktuuris jagada kolmeks peamiseks osaks: esimene algab heeliksiga 75 ja moodustab

ribosomaalsele valgule L1 seondumiskoha; teine koosneb heeliksitest 80-88 ja moodustab
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tsentraalse kithmu RNA-st koosneva pohiosa; kolmas sisaldab heelikseid 89-93, kiilindib
ettepoole domeenini VI ja aitab stabiliseerida elongatsioonifaktorite seondumiskohta
ribosoomis (Ban et al. 2000). On niidatud, et E.coli domeeni V moned nukleotiidid
interakteeruvad siinteesitavate valkudega ja aitavad kaasa valkude korrektse struktuuri
moodustumisele (Samanta et al. 2008). Domeenis V asub A-ling (Joonis 5), mis interakteerub
aa-tRNA-ga A-saidis. A-ling on korgelt konserveerunud ning sisaldab modifikatsiooni
Um2552 (Blanchard & Puglisi 2001). Lisaks asub domeenis P-ling (Joonis 5), mis seondub P-
saidis oleva tRNA 3’ otsas asuva CCA jirjestusega. P-ling sisaldab modifikatsiooni
positsioonis G2251 (Blanchard & Puglisi 2001). Domeenis V asub 25-st 23S rRNA-s asuvast

modifikatsioonist 13 modifikatsiooni (Joonis 5).
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Joonis 5. Domeeni V modifikatsioonid. Punaste ringidega mérgitud modifikatsioonid 23S rRNA domeenis V,
margitud ka modifikatsiooni tiiiip antud positsioonis. Siniste numbritega méargitud heeliksid. Lisaks margitud A-

ja P-lingud (Petrov et al. 2013).
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Domeen VI, nukleotiidid 2626-2894, on 23S rRNA kdige vdaiksem domeen (Ban et al. 2000).
Selle domeeni koige olulisem osa on sartsiin-ritsiin ling (SRL), mis on vajalik
translatsioonifaktorite seondumiseks ja faktorite GTP hiidroliitisiks. SRL on sihtmargiks
tsiitotoksiinidele a-sartsiin ja ritsiin - a-sartsiin hiidroliiiisib fosfodiestersideme nukleotiidide
G2661 ja A2662 vahel ning ritsiin eemaldab puriini nukleotiidilt A2660 (Shi et al. 2012). Lisaks

on ndidatud, et SRL on oluline element 50S subiihiku assambleerimises (Lancaster et al. 2008).

1.5. rRNA modifikatsioonid

Ribosomaalse RNA modifitseerimine on {ildlevinud koigi elus organismide seas ja
modifitseeritud nukleotiidide osakaal RNA-s on seotud organismi kompleksusega (Sergiev et
al. 2012). Escherichia coli 70S ribosoomis on 36 modifitseeritud nukleotiidi, mis asuvad
peamiselt kahe subiihiku kokkupuutepinnal tRNA seondumis-saitides, seega funktsionaalselt

tahtsates regioonides — PTC-s ja dekodeerivas tsentris (Jiang et al. 2016).

Bakteris on kolm peamist rRNA modifikatsioonitiilipi: pseudouridiinide () siinteesimine
uridiinist (U), riboosi 2’-hiidroksiiiilriihma metiilatsioonid ja ldmmastikaluse metiilatsioonid
(Decatur & Fournier 2002). Lisaks on leitud ka dihiidrouridiin (D), mis tekib uratsiilaluse
redutseerimisel (Yu et al. 2011), ja 5-hiidroksiitsiitidiin (ho®C), mis on tsiitosiini stabiilne
okstidatsiooniprodukt (Zahn et al. 2011). E.coli 16S rRNA-s on 1 pseudouridiin ja 10
metiileeritud nukleotiidi, 23S rRNA-s on 10 pseudouridiini ja 14 metiilatsiooni. 23S rRNA-S
on lisaks veel 5-hiidroksiitsiitidiin ning dihiidrouridiin (Ofengand & Del Campo 2004).

E.coli rRNA modifikatsioonidest pole iikski eraldi eluks hddavajalik, kuid on vajalikud
ribosoomi funktsiooni ja struktuuri peenhéélestamiseks (Sergiev et al. 2012). On niidatud, et
mdne teatud rRNA modifikatsioonid on seotud antibiootikumide resistentsuse voi resistentsuse
kadumisega (Polikanov et al. 2015). 23S rRNA enamus modifikatsioone on klasterdunud PTC-
sse, kus arvatakse, et aitavad aminoatsiiiil-tRNA aminohapet kandvat aktseptor-lingu suure
subtihiku A-, P- voi E-saiti siduda (Ofengand & Del Campo 2004; Jiang et al. 2016).

1.5.1. Pseudouridiin (V)

Pseudouridiin ehk 5-ribosiiiiluratsiil on struktuursetes RNA-des (tRNA, rRNA, snRNA,
snoRNA) koige sagedasemalt esinev modifikatsioon. Eukariiootides on pseudouridiini leitud

ka mRNA-st (Schwartz et al. 2014). ¥ erineb teistest nukleotiididest eelkdige selle poolest, et
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omab C-C gliikosiidset sidet tavaparase C-N sideme asemel aluse ja riboosi vahel. C-C side on
oma loomult paidlikum kui C-N side ja arvatakse, et see lubab suuremat konformatsioonilist
painduvust kui uridiin (Charette & Gray 2000).

Pseudouridiini siinteesimise kdigus katkeb uridiini N1-C1° gliikosiidne side, ldmmastikalus
keeratakse 180° iile kujutletava N3-C6 telje, mille tagajérjel uratsiili C5 positsioon moodustab
sideme riboosi C1°-ga ning uratsiili N1 postsioonist tekib uus vesiniksideme doonor (Joonis 6)
(Charette & Gray 2000). ¥ on voimeline andma vesiniksidemeid enda N1 positsiooni ja nii
enda kui ka naabernukleotiidi suhkurfosfaatriihmadega 1dbi veemolekuli (Davis 1995). See

vOimaldab stabiliseerida rRNA tertsiaarstruktuuri.

d
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Uridiin (U) Pseudouridiin (V)

Joonis 6. Pseudouriidiini siintees. Uratsiilaluse (vasakul) N1 postitsioon (noolega margitud) on riboosi C1’
positsiooniga seotud 1dbi gliikosiidsideme. Isomeerimise kidigus keeratakse alus iile N3-C6 kujutletava telje 180°
(mérgitud vasakul ringikujulise noolega). Pseudouridiini puhul (paremal) on uratsiilaluse positsioon C5 (noolega
téhistatud) seotud gliikosiidsidemega riboosi C1’-ga. Sellega tduseb nukleotiidi vesiniksideme andmise vdime —

pseudouridiinil on 2 vesiniksideme doonorit, uridiinil aga 1 (Charette & Gray 2000).

1.5.2. Metiilatsioon

Ribosomaalse RNA metiilatsioonide peamised rollid on niditeks rRNA valmimise
moduleerimine, rRNA struktuuri stabiliseerimine ja translatsiooni kiiruse moduleerimine. On
ndidatud, et E.coli rakkudel, millest on deleteeritud 16S rRNA spetsiifiline metiilaas KsgA
(RsmA), on suurenenud raaminihete esinemine ning dekodeerimise tdpsus vidhenenud
(O'Connor et al. 1997). Metiilatsioonid suurendavad alustevahelist stacking-ut oma
hiidrofoobsuse tottu ning lisaks voivad tekitada RNA-s struktuurseid muutusi — néiteks
blokeerides vesiniksidemeid (Helm 2006). On niidatud, et metiilatsioonid vdivad olla seotud
ka antibiootikumi resistentusega (Long & Vester 2008; Stojkovic et al. 2016).
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1.6. 23S rRNA domeeni V modifikatsiooniensiiiimid

Jargnevas peatiikis antakse tilevaade teadaolevate 23S ribosomaalse RNA domeenis V asuvate

modifikatsioone slinteesivate enstiimide kohta.

1.6.1. Metiiiiltransferaasid

E.coli 23S rRNA domeeni V metiilatsioone siinteesivad 5 metiiiiltransferaasi: RImKL
(M2G2445 ja m’G2069), RImB (Gm2251), RImM (Cm2498), RImMN (m?A2503), RImE
(Um2552) (Lovgren & Wikstrom 2001; Toh et al. 2008; Punekar et al. 2012; Wang et al. 2012;
Avrai et al. 2015).

E.coli metiilatsiooni reaktsioonid on kataliilisitud S-adenosiitilmetioniin (SAM) sodltuvate

metiitiltransferaaside poolt, seega kasutatakse metiiiilriithma doonorina SAM-i (Martin &

McMillan 2002).
RImKL

E.coli geen ycbY kodeerib dimeerset metiiiiltransferaasi RImKL, mis siinteesib 23S rRNA
modifikatsioonid m?G2445 ja m’G2069 (Wang et al. 2012). N-terminus vastutab m?G siinteesi
eest, C-terminus m’G metiilatsiooni eest. RIMKL ko-sedimenteerub koos varajases
assambleerumise faasis oleva 50S subiihikuga (Kimura et al. 2012). Seega voib arvata, et tegu
on oluliste modifikatsioonidega, mis votavad osa 50S biogeneesist varajases faasis. Siiski ei
teki ArImKL rakkudel pikenenud generatsiooniaega (ka madalal temperatuuril) ega pole néha

ribosoomi assambleerumise defekte (Kimura et al. 2012).
RImB

Metiiiiltransferaas RImB siinteesib modifikatsiooni Gm2251 (Lovgren & Wikstrom 2001), mis
asub 23S rRNA kdrgelt konserveerunud P-ling piirkonnas. ArlmB mutandil ei erine kasvukiirus
rimB+ tiivest ning ribosoomi assambleerimise defekti pole tdheldatud (Lovgren & Wikstrom

2001). RImB-I pole seni leitud ribosoomi biogeneesis ega funktsioonis olulist rolli.
RImM

RImM Kkataliitisib 2’0 metiilatsiooni 23S rRNA postisioonis 2498 (Cm2498) (Punekar et al.
2012). ArlmM tiivi on veidi ndrgema elumusega kui metsiktiilipi tiivi. On ndidatud, et RlmM

on aktiivne valguvabal 23S rRNA-I, kuid mitte tiielikult assambleerunud 50S subiihikul voi
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70S ribosoomil. See viitab, et tegu on ribosoomi assambleerimise varajase etapi
modifikatsiooniga (Siibak & Remme 2010; Punekar et al. 2012).

RImN

E.coli 23S rRNA nukleotiidi A2503 metiileerib metiiiiltransferaas RImN (Toh et al. 2008).
Modifitseeritud nukleotiid m?A asub funktsionaalselt olulises piirkonnas — vastsiinteesitud
peptiidahela véljutamistunneli alguses. RIMN knockout tiivi on ndrgema eclumusega Kkui
metsiktiiipi tiivi (Toh et al. 2008).

RIME

RImE kataliiiisib uridiini 2°O-metiilatsiooni (Um2552) 23S rRNA A-lingus positsioonis 2552
(Arai et al. 2015). Metiiiiltransferaas RImE on korgelt konserveerunud kdigis eludomeenides
ning seega voib arvata, et on tegu funktsionaalselt olulise ensiitimiga. 2’O-metiilatsiooni
puudumine positsioonis 2552 viib 2 korda pikenenud generatsiooniajani nii optimaalsel
temperatuuril +37°C kui ka +30°C ja +42°C juures (Caldas et al. 2000), suurenenud
stopkoodoni ldbilugemiseni ja vdhenenud programmeeritud +1 ja -1 raamivahetuseni (Widerak
et al. 2005). Seega on Um2552 vajalik translatsiooni tdpsuse optimeerimiseks. Lisaks viib
metiilatsiooni puudumine vabade 30S ja 50S subiihikute akumuleerumisele ning 70S
funktsionaalsete ribosoomide fraktsiooni vdhenemiseni (Caldas et al. 2000). Kiill aga on
ndidatud, et kahe véikese GTPaasi Obg ja EngA iileekspressioon RImE deletsioonitiives taastab
70S ribosoomide stabiilsuse ning iihtlasi kompenseerib deletsioonist pdhjustatud kasvudefekti
(Tan et al. 2002).

1.6.2. Pseudouridiini siintaasid

Pseudouridiini siintaasid vastutavad RNA-s kdige tihedamalt esineva posttranskriptsioonilise
modifikatsiooni kataliiisimise eest. Need ensiiiimid kataliilisivad kohtspetsiifilist uridiini
isomeriseerimist ning tunnevad oma marklaud nukleotiidid &ra nii jarjestus- Kkui ka
struktuurpdhiselt (Hamma & Ferre-D'Amare 2006). Lisaks on leitud, et bakterirakus ei vaja
pseudouridiini siintaasid kataliilisi 14bi viimiseks kofaktoreid ega energiat, kuigi on vastutavad

nii sihtmargi dra tundmise kui ka W kataliiiisi eest (Arluison et al. 1998).
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RIUE

Pseudouridiini siintaas RIuE modifitseerib 23S rRNA nukleotiidi U2457 pseudouridiiniks (Pan
et al. 2007). Selle modifikatsiooni deleteerimisel pole nédhtud efekti raku fenotiiiibile (Del
Campo et al. 2001).

RIuC

Erinevalt teistest mainitud pseudouridiini siintaasidest on RluC-l 23S rRNA-s 3 sihtmaérki —
nendeks on U955, U2504 ja U2580 (Conrad et al. 1998). Conrad et. al niitasid oma td0s, et
antud ensiilimi geeni deleteerimine ei mdjuta raku generatsiooniaega rikkas ega ka

minimaals66tmel (Conrad et al. 1998).
RluB

Pseudouridiini siintaas RluB kataliiiisib pseudouridiini E.coli 23S rRNA postitsiooni 2605 (Del
Campo et al. 2001). W2605 pole hddavajalik ning selle puudumine ei mdjuta raku

generatsiooniaega rikkas s66tmes (Del Campo et al. 2001).
RIuF

RIuF modifitseerib pseudouridiiniks 23S rRNA uridiini positsioonis 2604 (Alian et al. 2009).
rluF geeni muteerimine ja deletsioon ei mdjuta E.coli raku kasvu, kuigi RIuF ensiiiimi poolt
stinteesitav modifikatsioon on konserveerunud ning seega arvatavasti omab valgusiinteesis

olulist seniteadmata rolli (Sunita et al. 2006).

Eelnevalt mainitud pseudouridiini siintaas RluB modifitseerib spetsiifiliselt U2605, kuid on
leitud, et RIuF on véimeline vdhesel méiiral modifitseerima ka oma primaarse sihtmirgi U2604
korval olevat nukleotiidi U2605 (Alian et al. 2009). RIuB ja RIuF-i ndol on tegu homoloogidega
ja nende domeenide struktuurid on indentsed. Czudnochowski et al. niitasid, et RIUF
seondumine sihtmérk-lingule kutsub esile RNA lingu iimberpaigutamise nii, et tekib raaminihe
ja aktiivsaiti liigub U2604 (Czudnochowski et al. 2014). RIuB puhul ei teki sellist

timberkorraldust ning aktiivsaiti jadb U2605.
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2. Eksperimentaalne t66

2.1. Too eesmirk

Kuna 23S rRNA enamus modifitseerituid nukleotiidide asuvad domeenis V, millest moodustub
peptiidsidet kataliitisiv PTC, sai kdesoleva magistritod eesmérgiks vilja selgitada nende
modifikatsioonide puudumise mdju valgu biosiinteesile. Piistitati hiipotees, et 23S rRNA

domeeni V modifikatsioonid on olulised ribosoomi peenhdéletastamiseks.

Pistitatud hiipoteesi testimiseks konstrueeriti kolm E.coli tiive: ARImE, mille genoomist
puudub modifikatsiooniensiiiim RImE ja ensiiiimi poolt siinteesitav modifikatsioon Um2552;
A8, milles puuduvad modifikatsiooniensiiimid RluB, RIuC, RIuF, RIuE, RImB, RImKL,
RImM, RImN, mis kollektiivselt siinteesivad 23S rRNA domeeni V 10 modifikatsiooni; ning
tivi A9, kus lisaks eelnevalt mainitule 8-le ensiiiimile on puudu ka modifikatsiooniensiitim
RIME. Deletsioonitiivedest eemaldatud modifikatsioonieniiimid ning nende siinteesitud

modifikatsioonid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Kdesoleva t66 raames deleteeritud E.coli 23S rRNA domeeni V modifikatsioone siinteesivad enstiitimid
koos modifitseeritava nukleotiidi positsiooniga. A8 tiive puhul on genoomist puudu tabelis esitatud esimese 8

modifikatsiooniensiilimi geen, A9 puhul k3ik nimetatud.

Modifikatsiooniensiiiim MOdiﬁI_(at_Sioo_n koos
positsiooniga
RiuB Y2605
RIuC Y2504, $2580
RIuF 2604
RIUE w2457
RImB Gm2251
RImKL m’G2069, m?G2445
RImM Cm2498
RImN m?A2503
RImE Um2552

24



2.2. Materjal

2.2.1. Kasutatud bakteritiived, praimerid ja plasmiidid:

Tabel 2. T66s kasutatud bakteritiived

, ArrmJ786: :kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

Tiivi Genotiiiip Allikas
MG1655 F-, A~ ilvG-, rfb-50, rph-1 (Blattner et al. 1997)
IW3146-2 F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A° (Baba et al. 2006)

MG1655 A7 (4rluB
ArluC ArluF ArvimB
ArlmKL ArimM ArlmN)

F- 2- ilvG- rfb-50 rph-1, ArluB777, AriuC753,
ArluF789, ArimB730, ArlmL764, AygdE733,
AyfgB763

(Truu 2016)

E.coli DH5aApir

F- endAl hsdR17 (rm+ ) supE44 thi-1 recAl gyrA96
reld1 A(lacZYA-argF)U169 deoR nupG
»80lacZAM15 Apir

(Martinez-Garcia &
de Lorenzo 2011)

F-, A- ilvG-, rfb-50, rph-1, ArluB777, ArluC753,

A8 ArluF789, AvrimB730, ArlmL764, AygdE733, Kéesolev t66
AyfgB763, ArluE723
F-, A- ilvG-, rfb-50, rph-1, AriuB777, ArluC753,
A9 ArluF789, ArlmB730, ArlmL764, AygdE733, Kéesolev t66
AyfgB763, ArluE723, ArrmJ786
ARIME F-, A~ ilvG-, rfb-50, rph-1, ArrmJ786: :kan Kaiesolev too
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Tabel 3. T66s kasutatud praimerid

Praimer 5°-3" jéarjestus
RIuB dir GAGTCGTTTACT
RIuB rev GAACTGGCACAT
RIuC dir GGATGGACACGGAAACGGC
RIUC rev CGCTAATCGCGCTGTGTCAG
RIUE dir GTTTGCGTCCTGCGATACGG
RIUE rev GGTTTCATCGGCTTCCAGATG
RIuF dir GCACATTGCTTCTGGAAAGTG
RIUF rev CAATCAACGCCTGAGATTTTC
RImB dir CCCTCTTTAAAA
RImB rev TCATATATTATT
RImE dir GCTTGAGCGGATGTGCCAGAC
RIME rev GCACAACGGCAATGACCAGC
RImKL dir GTTTGGCCCTGGGTTATGCTCG
RImKL rev GCCGTTGCGGCCCACCAGAC
RImM dir CTTTATTGCCTGGCGCTGTCC
RImM rev GGAAGCCCGCATCGGGCATC
RImN dir CAAACGTGGCATCCGTGCGCC
RImN rev TTGCATCGTTACATACTGCC
pPEMG dir GTAAAACGACGGCCAGT
PEMG rev AACAGCTATGACCATG
P1f AGGGATCCCCGCCACCAACCGGAGTGG
Pir CTTCTCGCCGCATTATAGCCTAATAACGCG
p2f GGCGAGAAGTGACAGATTAAGG
P2r TGTCTAGACAAGGCGGCGTATTCTATC
C6 CTTGGGCGGTATCAGCCTG

Tabel 4. T66s kasutatud plasmiidid

(pJP5603IScelv2)

Plasmiid Iseloomustus Allikas
SW (I-Scel) I-Scel restriktaasi ekspresseeriv helper (Martinez-Garcia &
P plasmiid, Amp resistentsus de Lorenzo 2011)
PEMG lacZa geeni, multikloneerimis-saiti ja I-Scel (Martinez-Garcia &

restriktsioonisaite sisaldav Km resistentne

suitsiidplasmiid

de Lorenzo 2011)

PEMG (pJP56031Scelv2) plasmiidi I-Scel
PEMG-ARIUE 16ikesaitide vahele kloneeritud rluE geeni Kiesolev t56

flankeerivad alad
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2.2.2. Kasutatud sootmed ja puhvrid:

Tabel 5. To6s kasutatud so6tmed

Soode Koostis Allikas
- . . (Sambrook, Fritsch
o - 10, . 0
2xYT vedelsoode 1,6% triiptoon; 1% parmiekstrakt; 0,5% NaCl & Maniatis, 1989)
12— 1 0 1] . 0, a 1 . 0 .
Luria Berf[.a}.nl (LB) 1% triiptoon; 0,5% parmiekstrakt; 0,5% NaCl; (Bertani 1951)
agarsdode 1,5% agar
'SOtooggggzklmlse 1% triiptoon; 0,1% pérmickstrakt; 1% NaCl | (Siibak et al. 2009)
MOPS + 0,5% 1xMOPS soolad; 0.2 % sorbitool; 1,32 mM (Neidhardt et al.
gliikoos vedelsdode KoHPO,, 0.2 pg/ml tiamiin; 0,5% gliikoos 1974)

Tabel 6. T66s kasutatud puhvrid

Puhver

Koostis

10x PCR puhver

750mM TrisHCI pH 8,8; 200mM NH32SO4; 0.1% tritonX 100; 5% ficoll 400;
10mM tartasiin

HPLC puhver A

0,01M NH4H2POQ4; 2,5% metanool; pH 5,3

HPLC puhver B

0,01M NH4H2POQO4; 20% metanool; pH 5,1

HPLC puhver C

0,01M NH4H2PO4; 35% atsetonitriil; pH 4,9

Ix LP

60mM KCI; 60mM NH4Cl; 50mM Tris HCI pH 8; 6mM MgOAc; 6mM (-
merkaptoetanool; 16% sahharoos

1x LLP (1ImM Mg)

60 mM KCI; 60 mM NH.Cl; 10mM Tris HCI pH 8; ImM MgOAc; 6mM -
merkaptoetanool

1x LLP (6mM Mg)

60 mM KCI; 60 mM NH4CI; 10mM Tris HCI pH 8; 6mM MgOAc; 6mM -
merkaptoetanool

1x LLP (12mM Mg)

60 mM KCI; 60 mM NH4CI; 10mM Tris HCI pH 8; 12mM MgOAc; 6mM B-
merkaptoetanool

5X RT-HB 225 mM K-HEPES pH 7; 450 mM KCI

10X RT-RB 1,3 M Tris pH 8,5; 100 MM MgCI2; 100 mM DTT
RT-STOP 75 mM Na-atsetaat; 70% etanool

dNTP (-C) 110 uM dATP; 110 uM dGTP; 110 uM dTTP; 6 uM dCTP
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2.3. Metoodika

2.3.1. E.coli tiivede konstrueerimine

E.coli tiivede konstrueerimiseks kasutati Victor de Lorenzo laboris vilja tootatud protokolli

(Martinez-Garcia & de Lorenzo 2011) ning bakteriofaagi P1 transduktsiooni (Sternberg 1990).

2.3.1.1. A8 tiive konstrueerimine de Lorenzo meetodil

rluE geeni deleteerimiseks genoomist viidi 1abi kolm PCR reaktsiooni. PCR1 ja PCR2 viidi ldbi
paralleelselt, mille kdigus amplifitseeriti praimeripaare P1f ja P1r ning P2f ja P2r kasutades
E.coli MG1655 genoomist kaks 500bp pikkust ala (Joonis 6, PCR1&2). Saadud 500bp pikkused
geeni flankeerivad alad on voimalik ,.kokku kleepida® PCR3 reaktsioonis ehk sewing PCR-is.
Selleks kasutati eelnevas etapis saadud fragmente, mis on osaliselt komplementaarsed, ning
praimereid P1f ja P2r (Joonis 6, PCR3). Koik nimetatud PCR-i reaktsioonisegud sisaldasid 1x
Phusion Master Mix-i (Thermo Scientific), 2U Phusion DNA poliimeraasi (2U/ul) (Thermo
Scientific), 30pmol praimereid (dir ja rev) ning maatritsina kas MG1655 genoomset DNA-d
(PCR1&2 puhul) voi PCR1-st saadud deleteeritavat geeni flankeerivaid fragmente (sewing
PCR). Reaktsioonimaht viidi 50ul-ni mQ veega. PCR1, PCR2 ja PCR3 tingimused on toodud
lisas 1.

28



. P2f
BamHi P11 » Deleteeritav geen ———
P

- — < Xbal

PIr P2r
“Osaliselt komplementaarne

praimeriga P2f
PCR1&2 BamHI Xbal
500 bp 500 bp
BamHI P1f ﬁxw
PCR3

BamHlI Xbal

Joonis 6. Knockout fragmendi kloneerimine. Praimeritega P1f, P1r, P2f ja P2r amplifitseeriti E.coli MG1655
genoomist kaks 500bp pikkust ala (PCR1&2). Saadud 500bp pikkused geeni flankeerivad alad on véimalik ,,kokku
kleepida“ PCR3 reaktsioonis ehk sewing PCR-is kasutades praimereid P1f ja P2r. Praimerid P1f ja P2r sisaldavad
vastavalt BamHI ja Xbal restriktsioonisaitide jéirjestusi, mis voimaldas PCR-is siinteesida soovitud DNA 16igu,
mille otstes olid plasmiidi kloneerimiseks vajalikud restriktsioonisaidid. Saadakse deleteeritavat geeni

flankeerivatest aladest koosnev restriktsioonisaitidega fragment.

Sewing PCR-i tulemusena saadakse deleteeritavat geeni timbritsevadest aladest koosnev
fragment, millel on otstes restriktsioonisaidid. Saadud fragment t6odeldi restriktaasidega
BamHI ja Xbal, ligeeriti suitsiidvektorisse pEMG (KmR) ja transformeeriti plasmiidi
paljundamiseks E.coli tiivesse DH5apir. Korrektse plasmiidi olemasolu kontrolliti koloonia
PCR-iga praimeritega pEMG rev ja dir. Selleks suspendeeriti 10ul mQ vees 1 koloonia ning
ltisiti 5Smin jooksul +95°C juures. Seejérel lisati 15ul reaktsioonisegu, mis on toodud lisas 2.
Koloonia PCR tingimused on toodud lisas 3. pEMG-ARIUE plasmiid eraldati koloonia PCR-i

jargi positiivseks osutunud DH5aApir rakkudest FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini Kit-iga.

Triin Truu magistritoos konstrueeritud A7 (ArluB AriuC ArluF ArvimB ArlmKL ArlmM ArlmN)
rakud muudeti kompetentseteks RbCI meetodil (Sambrook, Fritsch & Maniatis 1989) ning
transformeeriti pPEMG-ARIUE plasmiidiga. Rakke kasvatati 2xYT vedels66tmes +37°C juures
3h ning seejérel plaaditi Km (25ug/ml) sisaldavale agarsootmele. Antud rakkudes ei ole pPEMG-
ARIUE plasmiid voimeline replitseeruma ning inserteerub bakteri genoomi homoloogilise
rekombinatsiooni teel — tulemuseks saadi kointegraatsed rakud, millel kontrolliti korrektset
insertsiooni asukohta koloonia PCR-iga.

29



Saadud kointegraat-rakud muudeti RbCl meetodil kompetentseks ning transformeeriti pSW (l-
Scel) plasmiidiga (AmpR). Ampitsilliini resistentseid kolooniaid kasvatati iiledd 2xYT
vedelsootmes +37°C ampitsilliini juuresolekul (200pg/ml) ning I-Scel nukleaasi ekspressioon
plasmiidilt pSW (I-Scel) indutseeriti 1,5mM 3-metiiiilbensoaadi lisamisega. Genoomi
integreerunud pEMG-ARIUE plasmiidi kadumist I-Scel nukleaasi mojul kontrolliti Km

(25ug/ml) sisaldaval agarsootmel.

pSW (I-Scel) plasmiidi eemaldamiseks rakkudest passeeriti +37°C juures kasvanud iile66
kultuuri 3 korda edasi 2xYT vedelsootmesse. pSW plasmiidi kadumist kontrolliti Amp
agarsootmel. Amp tundlikutele kolooniaid kontrolliti koloonia PCR-iga, kus kontrolliti
jargmiste geenide puudumist E.coli genoomist — rluB, rluC, rluF, rimB, rimKL, rimM, rimN,

rluE vastavate praimeritega.

2.3.1.2. A9 bakteritiive konstureerimine P1 transduktsiooniga

Virske P1 viirusliisaadi saamiseks kasutati MG1655 bakteritiive. Selleks tehti 20-kordne
lahjendus tile66 +37°C juures 2ml 2xYT vedelso6tmes kasvanud MG1655 kultuurist uute 2ml
2XYT-sse, mis sisaldas transduktsiooni efektiivsuse tostmiseks CaCl, (16ppkontsentratsioonis
5mM). Rakke kasvatati +37°C juures kuni ODeggo~0,5 ning seejdrel inokuleeriti 100ul P1
lisaadiga. Rakke kasvatati +37°C juures 4h, peale mida lisati rakkude liitisimiseks Kloroformi:
lisati 200ul kloroformi, segati intensiivselt 10min ning kasutati lauatsentrifuugi 13000rpm
3min, et liiisunud rakud koos kloroformiga sadestada. Kloroformtootlust korrati 2 korda.

Virske viirusliisaat sdilitati +4°C juures.

Doorortiivena kasutati KEIO kollektsiooni tiive JW3146-2 (ArlmE::Km), milles oli rimE geen
asendatud Km resistentsuskassetiga, ning retsipienttiivena eelnevalt de Lorenzo metoodikaga
saadud A8 tiive. Retsipienttiive kasvatamisel lisati so6tmesse lisaks CaCly ja MgCl
(Ioppkontsentratsioonis 10mM). Restipiendi nakatamisel doonortiives saadud bakteriofaagiga
kasvatati bakterikultuuri P1 bakteriofaagiga vaid 30min eelnevalt kirjeldatud 4h asemel ning
edasine rakkude nakatamine peatati 0,3M naatriumtsitraadi lisamisega.

Rakud, millel transduktsiooni kiigus oli rImE modifikatsiooniensiiiimi geen asendatud
kanamiitsiini resistentsuskassetiga, selekteeriti Km sisaldaval agarsodtmel. Oige tiive
olemasolu ehk 9 ensiitimi geeni (rluB, rluC, rluF, rimB, rimKL, rimM, rimN, rlug, rimE)

puudumist genoomist kontrolliti koloonia PCR-iga.
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2.3.1.3. ARImE tive konstrueerimine P1 transduktiooniga

ARIME iiksikmutandi konstrueerimiseks kasutati P1 transduktsiooni nagu kirjeldatud eclnevalt.
Doonoriivena kasutati KEIO kollektsiooni ArImE::Km tiive JW3146-2 ning retsipienttiivena
metsiktiiiipi tiive MG1655. Oige tiive olemasolu kontrolliti koloonia PCR-iga praimeritega

RImE dir ja rev.

2.3.2. Tiivede generatsiooniaja miaidramine

E.coli tiived kasvatati +37°C juures 2ml MOPS vedelsootmes tile6d. Kultuurist tehti 20-kordne
lahjendus 2ml MOPS vedelsootmesse, millest 200ul kanti 96 kaevuga mikroplaadile.
Rakukultuuride ODgoo moodeti mikroplaadilugejas BMG Labtech POLARstar Omega ja

generatsiooniajad arvutati kasvukdverate eksponentsiaalselt kasvavast osast valemiga 1.

Valem 1. Generatsiooniaja arvutamise valem. k = keskmise kasvukiiruse konstant; x1 = algne populatsiooni

suurus; x2 = populatsiooni suurus ajahetkel t; t = x1 ja x2 vaheline aeg; t (gen) = generatsiooniaeg

_ In(x2) — In (x1)

0,301 x t
1
t (gen) = T

2.3.3. Rakkude liiiisimine ja ribosoomide fraktsioneerimine

2.3.3.1. E.coli rakkude kasvatamine ja liisimine

Uks koloonia inokuleeriti 2ml 2xYT vedelsdédtmesse ning kasvatati iiledd loksutis +37°C
juures. Uledd kasvanud kultuur lahjendati 500ml 2xYT sddtmesse ning kasvatati kuni
ODs00~1,0-1,5. Rakud koguti tsentrifuugis Sorvall RC5B Plus 6min jooksul 4000rpm juures
ning resuspendeeriti Iml 1x lidisipuhvris (LP), millele lisati liisotsiiim ja DNaas I
(I6ppkontsentratsioonid vastavalt 2mg/ml ja 40U/ml). Rakud liitisiti mehhaaniliselt 0,1mm
klaaskuulidega Bertin Precellys24 homogeniseerijas tootja poolt ette ndhtud protokolli jargi
(6000rpm; 3x60 sek). Liitisunud rakukestad ja klaaskuulid sadestati lauatsentrifuugis 13000rpm
15min  ning saadud supernatandi nukleiinhappe sisaldus moodeti  Nanodrop

spektrofotomeetriga (Thermo Scientific) lainepikkusel 260nm.

2.3.3.2. Subiithikute lahutamine sahharoosgradiendis ja dissotsieeritud subiihikute puhastamine
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Eelmises punktis saadud rakuliisaadist kanti ~80U (Aze0) 15%-40% sahharoosgradiendile (1x
LLP 12mM Mg) ning ultratsentrifuugiti ultratsentrifuugis Beckman Coultier L90K rootoriga
SW28 (20h, ®?t=3,2x10'! rad?s*; 20000rpm). Ribosoomi fraktsioonid visualiseeriti
nukleiinhappe sisalduse jérgi labivoolu-spektrofotomeetriga (GE Healthcare Monitor UVis-
920) lainepikkusel 260nm, peristaatilise pumbaga ning isekirjutajaga (LKB Bromma 2210
recorder).

70S ribosoomist 50S ja 30S subiihikute dissotsieerimiseks aga formeeriti 22% sahharoosgradient
kiilmutus-sulatus meetodil ja ultratsentrifuugiti nagu Kirjeldatud eelnevalt. Sahharoosgradiendist
(12mM Mg) korjati 70S fraktsioon ning sadestati ultratsentrifuugimise teel rootoriga Ti45 1x LLP-
s (ImM Mg) 24h jooksul (w?t=1,0x10%? rad?-st; 32000rpm). Seejdrel resuspendeeriti sadestatud
70S subiihikud 1x LLP-s (ImM Mg) ning eraldati 50S ja 30S subiihikud kiilmutus-sulatus
sahharoosgradiendis (ImM Mg). Gradiendilt korjati 50S subiihikute fraktsioon, mis omakorda
sadestati ultratsentrifuugi rootoris Ti45 (12mM Mg) 24h jooksul tingimustel ©?t=1,0x10* rad?-s"
1 32000rpm. Dissotsieeritud 50S subiihikud resuspendeeriti 1x LLP-s (12mM Mg), kiilmutati

vedelas lammastikus ning siilitati -80°C juures.

2.3.4. Ribosomaalse RNA nukleosiidse koostise analiiiis HPL.C-ga

2.3.4.1. rRNA puhastamine ribosoomisdest

Ribosomaalse RNA puhastamiseks 3U-st (Aze0) SOS dissotsieeritud subiihikutest lisati proovile
vordne maht fenooli (pH 5.5) ning segati toatemperatuuril vortexil 3min. Valkude sade
tsentrifuugiti  lauatsentrifuugiga fenoolfaasi 13000rpm 3min. Vesifaas kanti uute
reaktsioonituubi ning fenooltd6tlust korrati 2 korda. Peale kolme fenooltddtlust lisati vesifaasile
vordne maht kloroformi, tehti vortex 3min, tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 13000rpm 3min ning
vesifaas kanti uute reaktsioonituubi. rRNA sadestati 70% etanoolis -20°C iile66, misjarel
sadestati tsentrifuugimise teel lauatsentrifuugis 13000rpm 15min. RNA sade kuivatati +37°C

juures ning resuspendeeriti mQ vees. RNA kontsentratsioon mdddeti A2eo Nanodrop-il.

2.3.4.2. Proovide HPLC-ks ettevalmistamine ja HPLC tingimused

~2U (A260) puhastatud rRNAd hiidroliiiisiti ensiimaatiliselt nukleosiid-5’-monofosfaatideks
10ul P1 nukleaasiga (200U/ml) 0,6mM ZnSOs lahuses iile66 +37°C juures. Nukleotiidi
fosfaatrithmad eemaldati peale P1 nukleaasi to6tlust 1U aluselise fosfataasiga FastAP (Thermo
Scientific) 1-kordses FastAP puhvris (Thermo Scientific) 3h jooksul temperatuuril +37°C.
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RNA nukleosiidide koostise méaidramiseks kasutati Gehrke ja Kuo meetodit, Shimadzu
Prominence HPLC siisteemi, kolonni Supelcosil LC-18-S (25 cm x 4.6 mm, 5 um) ning Gerhke
ja Kuo meetodil (Gehrke & Kuo 1989). Nukleosiidide kogus maédrati neelduvuse jargi
lainepikkustel 260 ja 280nm.

2.3.5. Praimerekstentsioon

Kuna 23S rRNA-s on kaks m?G nukelotiidi, siis kontrolliti kas puuduolev iiks m?G on ikka
metiiiiltransferaas RImKL poolt siinteesitav m?G. Kontrollimiseks kasutati praimeri
pikendamise reaktsiooni, kuna m2G modifikatsioon tekitab siinteesil pddrdtranskriptaasi

peatumise.

Esimeses etapis segati kokku annealing mix 16ppmahus 9ul. See sisaldas 2pmol 23S rRNA
praimerit C6, 2ul 5X HB puhvrit, 2pmol puhastatud rRNA-d. Proovid kuumutati 90°C-ni,
misjdrel jahutati see aeglaselt 47°C-ni, et voimaldada praimeril seonduda. Seejérel lisati 1,2ul
10X RB puhvrit; 0,8ul dNTP(-C)-d; 0,2ul o®*P dCTP-d ning 0,2ul Promega
poordtranskriptaasi. Siinteesitava ¢cDNA margistamine radioaktiivsete nukleotiididega viidi
1dbi 42°C juures 30min jooksul 1d0ppruumalas 12 ul. DNA ahela pikendamiseks lisati 2l chase
mix-i (ImM dNTP) ning inkubeeriti 42°C 15min. Reaktsioon peatati 120pul RT STOP-mix-i
lisamisega, mille jarel sadestati DNA -20°C juures iile6o ja tsentrifuugides 4°C juures 13
000rpm 15 min. Supernatant eemaldati ning nukleiihappe sade kuivatati 37°C juures 10min
ning lahustati 10ul formamiid stop (FS) puhvris. Proovid denatureeriti +95°C ning fragmentide
lahutamiseks kanti 1ul praimerekstensioonil saadud materjali 7% UUREA-PAA geelile ja
elektroforeesiti 2000V. Geel eksponeeriti Imageri kassetis ja pilt skaneeriti Taiphoon
Scanneriga. Geelelektroforeesiks valmistati 100 ml 7% poliiakriiiilamiidgeeli lahust, mis

sisaldas nukleiihappe denatureerimiseks 8M uureat.
Antud katse viis 1abi Margus Leppik.

2.3.6. Totaalse rRNA ja valgusiintees in vivo

Rakke kasvatati 2ml isotoop-mirkimise sootmes +37°C juures {iile6d. Seejdrel tehti
bakterikultuuri 20-kordne lahjendus uuesti 2ml samasse s66tmesse ning kasvatati +37°C juures
kuni ODeoo~0,4. Seejirel lisati valgusiinteesi uurimiseks proovidele 2ul EasyTag™ [*°S]-
metioniini (1175Ci/mmol; 43,48 TBg/mmol) (Perkin EImer) ning RNA siinteesi analiilisimiseks
10p! 1mM UTP-d ja 2ul H3U (30Ci/mmol) (Hartmann Analytic). 10min, 20min, 40min, 60min
ja 80min moddudes tosteti 100ul vastava isotoobiga bakterikultuurist 1ml 5% TCA sisse, mis
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liiiisib rakud ja sadestab valgud ning RNA. [*®*S]-metioniini proovid kuumutati 95°C juures
5min, et hiidroliiisida tRNA-d ning vabastada tRNA-de kiiljest peptiidahelad. Sadestunud valk
ja RNA Kkoguti Kklaasifiibrist filtrile vaakumfiltreerimise teel. Filtritele lisati 5ml
sintsillatsioonivedelikku Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer) ning proovide radioaktiivsus
moddeti  PerkinElmer Tri-Carb 2800TR Liquid Scintillation Analyzer sintsillatsiooni

analiisaatoriga.

2.3.7. Peptidiiiiltransferaasse aktiivsuse miiramine in vitro

Peptidiiiiltransferaasse tsentri aktiivsuse maéadramiseks in vitro voeti 20pmol (Azeo)
dissotsieeritud 50S subiihikuid, 40pmol [35S]f-Met-tRNAM! ja viidi reaktsioonimaht 200pl-ni 1x
LLP-ga (6mM Mg). Subiihikud aktiveeriti 20min jooksul +37°C juures. Reaktsiooni
labiviimiseks temperatuuridel +30°C voi +42°C inkubeeriti proovi antud temperatuuril enne
reaktsiooni initsieerimist veel 5min.

Reaktsioon initsieeriti 30% metanooli ning 1,6mM puromiitsiini lisamisega. Initsieerimise jérel
tosteti 3,6pmol subiihikuid sisaldavat proovi 1M KOH sisse 20sek, 40sek ja 60sek moodumisel
initsieerimisest. Reageerimata [**S]f-Met-tRNAM®' hiidroliiiisiti 1M KOH-s inkubeerides
+37°C juures 20min. pH neutraliseerimiseks lisati 200ul 1M HEPES (pH 7,0) puhvrit. N-
formiiiil-metiontiiil-puromiitsiin kompleksi ekstraheerimiseks lisati reaktsioonisegule 1ml
etiitilatsetaati (AppliChem). 5ml sintsillatsioonisegusse Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer)
kanti etiililatsetaadi faasist 500ul. Proovide radioaktiivusus mdodeti PerkinElmer Tri-Carb

2800TR Liquid Scintillation Analyzer sintsillatsiooni analiisaatoriga.
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2.4. Tulemused

2.4.1. Bakteritiivede konstrueerimine ja kontrollimine

Antud t66 eesmérgiks oli kirjeldada E.coli 23S ribosomaalse RNA domeenis V asuvate
modifitseeritud nukleotiidide puudumise moju translatsioonile. Selleks konstrueeriti tiivi A8
(driuB ArluC ArluF ArvimB ArimKL ArlmM ArimN ArluE), Kust metsiktiiiipi bakteritiive
MG1655 genoomist on deleteeritud 4 pseudouridiini siintaasi ning 4 metiiiiltransferaasi (Tabel
1). Algtiivena kasutati Triin Truu magistrito raames konstrueeritud A7 tiive, kust on genoomist
deleteeritud 7 ensiitimi (Truu 2016) — AriuB, ArluC, ArluF, ArimB, ArlmKL, ArlmM ja ArlmN.
Triin Truu magistritod raames ei dnnestunud E.coli bakterigenoomist deleteerida pseuouridiini
stintaasi rluE, kuna P1 transduktsiooni kdigus kandub doonortiivelt retsipienttiivele edast
~100kb suurune DNA 16ik. Kuna rluE ja rluC geenid asuvad genoomis teineteisest 50kb
kaugusel, siis kandusid neid valke kodeerivad geenid alati retsipienttiivesse edasi koos. Seetdttu
kasutati kdesolevas to0s rluE deleteerimiseks ehk A8 rakkude konstrueerimiseks Victor de

Lorenzo protokolli nagu kirjeldatud meetodites (Martinez-Garcia & de Lorenzo 2011).

Lisaks konstrueeriti tiivi A9, kust on deleteeritud koik 23S rRNA-s auvad modifikatsioonid ehk
lisaks eclnevale kaheksale enstitimile veel iiks — positsiooni 2552 modifikatsiooni Um siinteesiv
metiiiltransferaas RImE. Kuna on teada, et eraldiseisvalt on  RImE puudumisel
kasvufenotiiiibile ning ribosoomiprofiilile suurim efekt, siis kasutati A8 tiive kontrollina,
eristamaks RImE poolt pohjustatud fenotiilibilisi efekte iilejddnud modifikatsioonide
puudumisest tingitud efektidest. A9 tiive konstrueerimiseks kasutati algtiivena eelnevalt
konstrueeritud A8 tiive ning P1 transduktsiooni. Selleks kasutati KEIO kollektsiooni ArlmE
tive JW3146-2 (Baba et al. 2006), kus rlmE geen on asendatud kanamiitsiini
resistentsuskassetiga. P1 transduktsiooni kdigus asendatakse doonortiivest viiruspartiklitesse

kaasa pakitud kanamiitsiini resistentsuskassetiga rImE geen retsipienttiives.

Konstrueeritud bakteritiivedes A8 ja A9 kontrolliti koigi deleteeritud modifikatsiooniensiiiimide
geenide puudumist genoomist koloonia PCR-iga. Lisaks kontrolliti nende ensiilimide poolt
stinteesitavate modifikatsioonide puudumist 23S rRNA-st HPLC-ga nagu kirjeldatud

meetodites. HPLC analiiiisiks kasutati 70S ribosoomist dissotsieeritud 50S subiihikuid.

Jooniselt 7 selgub, et kromatogrammis puuduvad m’G, Gm ja m?A modifikatsioonile vastavad
piigid, mis viitab, et vastavad modifikatsioonid on A8 ja A9 tiivedest tdielikult puudu. See

tulemus kinnitab, et neid modifikatsioone siinteesivad RImKL, RImB ja RImN on tiivede
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genoomist deleteeritud. Lisaks on kromatogrammilt ndha, et A9 tiives on deleteeritud

metiililtransferaasi RImE poolt modifitseeritav Um, mis A8 tiivest pole deleteeritud.

23S rRNA sisaldab kahte m?G modifikatsiooni ning neid siinteesivad kaks erinevat ensiitimi —
RImKL ning RImG. A8 ning A9 tiivedest on deleteeritud RIMKL, mis on heas kooskdlas
joonisega 7, mille jirgi m?G modifikatsiooni piik on vihenenud poole vorra. RImG poolt
siinteesitud m2G1835 (Zhang et al. 2012) peaks 23S rRNA-s endiselt alles olema. Kuna
koloonia PCR ei kinnitanud tdielikult RImKL puudumist genoomist, siis kontrolliti RImKL
poolt modifitseeritud m?G puudumine ka praimerekstentsiooniga, mille tulemused on toodud
lisas 8. m?G modifikatsioon pdhjustab poliimeraasi seiskumise praimeri pikendamise
reaktsioonis, mida on néha ka lisast 8 MG1655 puhul. Tiivede A8 ja A9 puhul on reaktsioon

jatkunud, mis viitab m?G puudumisele.

Joonisel 7 on ka néha, et modifikatsioon Cm on A8 tiivest tdielikult puudu. A9 tiives on niha
Cm ja m’G piigi vahele tekkinud piiki, mis on metsiktiiiipi tiive suhtes nihkunud ning seega on
alust arvata, et tegu on tundmatu saastusega. A9 tiive koloonia PCR kinnitas, et
modifikatsiooniensiiim RImM, mis siinteesib modifikatsiooni Cm, on tiivest deleteeritud. Kuna
A9 tiivi on konstrueeritud A8 tiivest, millel on kromatogrammil Cm piik puudu, siis on alust

arvata, et ka A9 tiives on modifikatsioon jitkuvalt puudu.
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Joonis 7. 23S ribosomaalse RNA HPLC kromatogramm. rRNA nukleosiidide analiitisimiseks kasutati Gehrke
ja Kuo protokolli (Gehrke & Kuo, 1989). Joonisel mérgitud tiive MG1655 (MG) kromatogramm musta varvi, A8
punast vérvi ja A9 23S rRNA HPLC kromatogramm siniselt. Piikidele mérgitud nukleosiidid: C, U, G, A on
standartsed nukleosiidid, X ja Z on proovide to6tlemisest tulenevad tundmatud komponendid. Punase kirjaga on
tahistatud modifitseeritud nukleosiidid, mis vastavad modifikatsioonidele, mida kataliitisivate valkude geenid on
rakkude genoomist eemaldatud (va. A8 puhul Um). Musta kirjaga tdhistatud koik tilejadnud modifitseeritud

nukleosiidid.

2.4.3. Bakteritiivede kasvukoverad ja generatsiooniajad

23S rRNA modifikatsioonide puudumise moju kasvufenotiiiibile hinnati MOPS
minimaals66tmes mikroplaadilugejaga BMG Labtech POLARstar Omega 14 tunni jooksul
temperatuuril +37°C. Joonisel 8 on toodud metsiktiitipi MG1655, A8 ja A9 kasvukoverad, kust
on selgelt ndha, et metsiktiitipi MG1655 ja deletsioonitiivede kasv samal s66tmel samadel
tingimustel on véga erinev. A9 tiive kasvukiirus on metsiktiilipi MG1655-ga vdrreldes
markimisvidrselt langenud. A8 tiive kasvukiirus ndib olevat sarnane metsiktiitibiga, kuid néha

on pikemat lag-faasi, mis v4ib olla pdhjustatud ka véiksemast inokulumi hulgast.
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Joonis 8. MG1655, A8 ja A9 tiivede kasvukdverad +37°C juures. Graafiku y-teljel on ODeggo, graafiku x-teljel

on aeg minutites. Bakterikultuuri tihedust mdddeti iga 7 minuti tagant 14h jooksul.

Saadud kasvukoverate eksponentsiaalsele faasist arvutati tiivedele generatsiooniajad, mis on
toodud joonisel 9. Varreldes metsiktiitipi MG1655-ga on A8 generatsiooniaeg umbes 14 minuti
vorra pikem. A9 tiivel on aga vorreldes MG1655-ga generatsiooniaeg pikenenud 4,6 korda
(Joonis 9). Seega omab kaheksa 23S rRNA domeeni V modifikatsiooniensiiiimi deleteerimine

rakule vihest mdju, samas kui 9 ensiilimi deleteerimine pohjustab aeglase kasvu fenotiiiibi.
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Joonis 9. MG1655, A8 ja A9 rakkude generatsiooniajad temperatuuril +37°C. Generatsiooniajad on arvutatud

valemi jargi (Valem 1) kasutades joonisel 8 olevaid andmeid.
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2.4.4. Ribosoomide fraktsioneerimine sahharoosgradiendis

Selgitamaks 23S ribosomaalse RNA domeeni V modifikatsioonide moju 70S ribosoomi
moodustumisele in vivo, formeeriti rakkude ribosoomide ja vabade (50S ja 30S) subiihikute
hulga analiitisimiseks 15%-40% sahharoosgradient (12mM Mg). Rakuliisaat ultratsentrifuugiti
1abi sahharoosgradiendi nagu kirjeldatud peatiikis 2.3.3.2.

Joonisel 10 on toodud MG1655, ARImE, A8 ja A9 tiivedest parit ribosoomide
sahharoosgradiendi profiil. On néha, et MG1655 ja A8 ribosoomiprofiilid on vdga sarnased —
neil on palju aktiivselt transleerivaid ribosoome (poliisoomid ja 70S ribosoomi fraktsioon) ning
véhe vabu 508 ja 30S subiihikuid. Kiill aga on margata nii A9 kui ka ARImE tiive puhul oluliselt
tousnud vabade mittetransleerivate subiihikute osakaalu ning on vdhenenud aktiivsete
ribosoomide osakaal (Joonis 10), mis viitab 50S subiihiku aeglasele assambleerumisele voi
ribosoomi subiihikute aeglasele assotsieerumisele. Kokkuvotlikult viitavad antud tulemused
sellele, et ARIME deleteerimisel E.coli genoomist on suurim efekt ribosoomiprofiilile ning
tilejadnud 10 modifikatsiooni deleteerimine 23S rRNA domeenist V omab ribosoomiprofiilile
vihest mdju. Vihenenud 70S ribosoomide hulk rakus viitab vdiksemale valgusiinteesi tasemele,

mille pohjuseid analiiiisiti edaspidi nii in vivo kui ka in vitro meetodeid kasutades.
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Joonis 10. Ribosoomide 15%-40% sahharoosgradiendi profiilid. Toodud on metsiktiiipi MG1655,
iksikmutandi ARImE, A8 ja A9 tiivedest eraldatud ribosoomide profiilid. Mérgitud on poliisoomide, 70S
ribosoomi ja vabade ehk 50S ning 30S subiihikute piigid.

Tan et. al on ndidanud, et ARIME tiives kahe viikese GTPaasi ObgE ja EngA iileekspressioon
kompenseerib RIME deletsioonist pohjustatud kasvudefekti ning stabiliseerib  70S
funktsionaalse ribosoomi (Tan et al. 2002). Uurimaks, kas ka konstrueeritud A9 tiives GTPaasid
RImE deletsioonist pdhjustatud fenotiiiibi kompenseerivad, kloneeriti GTPaasid plasmiidi
pBAD ja ekspresseeriti ning analiiiisiti ribosoomide profiili. Plasmiidid pBAD-ObgE ja pPBAD-
EngA konstrueeriti meie laboris juhendaja Margus Leppiku poolt. Joonisel 11 on toodud ObgE-
d ja EngA-d ekspresseerivate A9 rakkude ribosoomide profiilid vorrelduna GTPaase
mitteekspresseeriva A9 ribosoomiprofiiliga. Profiilipildilt on ndha, et A9 tiives suurenenud
vabade inaktiivsete subiihikute ja vdhenenud funktsionaalsete 70S ribosoomide hulk on
GTPaase ckspresseerides antud fenotiilipi veelgi voimendanud — nii EngA kui ka ObgE
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ekspressioon rakus viib veelgi suuremale vabade subiihikute hulgale ning selle arvelt
viahenenud 70S ribosoomi fraktsioonile. See tulemus on vastuolus Tan et al. tulemustega, et
EngA ja ObgE ekspressioon kompenseerib RImE deletsioonist pohjustatud fenotiiiibi.
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Joonis 11. Ribosoomide 15%-40% sahharoosgradiendi profiilid. Joonisel ndidatud A9 ning pBAD plasmiidilt

ObgE-d vdi EngA-d ekspresseerivate A9 rakkude ribosoomprofiilid. Mérgitud poliisoomide, 70S ribosoomi ja

vabade ehk 50S ning 30S subiihikute piigid.

2.4.5. Totaalne valgusiintees in Vvivo
Totaalse valgu biosiinteesi taseme madramiseks +37°C juures viidi 1dbi in vivo rakukultuuri

mirkimine isotoopiga [*°S]-metioniin, mille sisenemisel rakkudesse hakatakse isotoopmirgitud

metioniini siinteesitavatesse valkudesse liilitama.

Radioaktiivse markega valkude TCA-s sadestamine vdimaldab mdota radioaktiivse mérke
lilitumist siinteesitavatesse valkudesse ja seega vdimaldab mdodta reaktsioonis siinteesitud
valgu kogust in vivo. Valgu biosiinteesi katse viidi 1dbi nelja tiivega: metsiktiiiipi MG1655,
tiksikmutant ARImE, A8 ja A9. Joonisel 12 on néha, et ARImE ning A8 tiivede valgusiinteesi
tase on vordlemisi sarnane. Seega voib jireldada, et raku valgu biostlinteesi voimet vihendab
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tihe modifikatsiooni ehk RImE poolt siinteesitud Um2552 puudumine sama palju kui tilejdédnud
8 modifikatsiooniensiitimi kaotamine PTC-st. Kiill aga on nidha RImE ja iilejddnud 8
modifikatsiooniensiiiimi kaotamise kumulatiivset negatiivset efekti A9 tiive ndol, kus 80 minuti
jooksul on vorreldes teiste tiivedega valkudesse liilitunud kordades vihem 3°S-metioniini
(Joonis 12). Antud tulemuste alusel voib jareldada, et PTC-s asuvad modifikatsioonid on
valgusiinteesis olulised ning suurimat efekti omab metiitiltransferaas RImE poolt siinteesitud
modifikatsiooni Um2552 puudumine. Antud katset on korratud kahel korral ning esitatud on
iiks ndide. Molemal kordusel on ndha sama tendents, teise korduse tulemused on toodud lisas
4.
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Joonis 12. In vivo valgu biosiintees +37°C juures. Graafikul toodud nelja tiive - metsiktiitipi MG1655,

iiksikmutant ARImE, A8 ja A9 %S-metioniini valkudesse liilitamise sirged.

Kontrollimaks ega madal valgusiinteesi tase pole pohjustatud raku iildisest madalast
metabolismist, analiiiisiti in vivo Ka totaalse RNA siinteesi taset. Kontrolliti kas valgusiintees
on madal seetottu, et rakus on vahenenud RNA siintees, mis pohjustab omakorda valgusiinteesi
viahenemise rakus, voi on madal valgusiintees pohjustatud modifikatsioonide puudumisest

PTC-s. Jooniselt 13 vdib ndha, et vorreldes metsiktiivega MG1655 on kdigi kolme
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deletsioontiive totaalse RNA siintees madalam, madalaim A9 tiives. RNA ja valgusiinteesi
suhted arvutati ning sellest selgus, et MG1655 puhul oli RNA siinteesitase valgusiinteesi
tasemest ~1,7 korda korgem, kuid A9 puhul oli 5 korda kdrgem. ARIME puhul oli RNA
slinteesitase kdrgem ~3 korda ning A8 tiivel ~3,5 korda. Ka antud katset on korratud 2 korda

ning ndhtud tendents on sama. Teise korduse graafiku esitatud lisas 5.
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Joonis 13. In vivo RNA siintees +37°C. Graafikul toodud nelja tiive - metsiktiitipi MG1655, iiksikmutant ARImE,
A8 ja A9 H3U RNA-sse liilitamise sirged.

2.4.6. Peptidiiiiltransferaasne (PT) aktiivsus in vitro

Peptidiitiltransferaasse ehk peptiidsideme kataliitisimise aktiivsuse mdotmiseks 70S
funktsionaalsetest ribosoomidest dissotsieeritud 50S subiihikutel in vitro kasutati [*°S]-fMet-
tRNA ja puromiitsiini reaktsiooni. Puromiitsiin on antibiootikum, mis sarnaseb oma struktuuri
poolest aa-tRNA 3’CCA otsaga, seega on PTC vdimeline libi viima [*S]-fMet-i iilekannet A-
saidis asuvale puromiitsiinile. Reaktsioonist tekkinud [*S]-fMet-puromiitsiini kompleksi hulga
voib vordsustada PTC kataliilisivoimega, seega on voimalik PTC aktiivsust modta radioaktiivse

produkti tekke jargi.

In vitro peptidiiiiltransferaasset aktiivsust uuriti temperatuuridel +37°C, +30°C ja +42°C.
Radioaktiivse produkti teket moddeti 20, 40 ja 60 sekundi méddudes. Aja moddudes peaks ka

lineaarselt tdusma PTC aktiivsust miérkiva [**S]-fMet-puromiitsiini kompleksi hulk. +37°C
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juures viidi katset 1dbi 3 korda, millest on iiks nédide toodud vilja joonisel 14. Oluline on jargida
sirgete lineaarset tGusu, mis on iga tiive kohta vilja toodud samavarvilise punktiirjoonega.
Sellele tuginedes voib jireldada, et A8 ja ARImE tiivedest dissotsieeritud 50S subiihikute sirgete
tousud joonisel 14 on samad ehk PTC on neil tiivedel samavéirselt voimeline peptiidsidet
stinteesima (Joonis 14). Kiill aga on A9 tiivest dissotsieeritud 50S subiihikute puhul niha
markimisvaarset PTC aktiivsuse langust. See tulemus korreleerub ka eelnevalt 1dbi viidud in
vivo totaalse valgusiinteesi katsega. Labiviidud in vivo ja in vitro katsete tulemustest v3ib
jareldada, et MG1655 metsiktiiiipi tiivest deleteerides vaid metiiiiltrasferaas RImE voi kdik
tilejadnud 8 modifikatsioonienstitimi (AriuB ArluC ArluF ArlmB ArimKL ArlmM ArlmN ArlUE)
avaldab ribosoomi peptidiiiltransferaassele aktiivsusele sarnast efekti. A9 tiivel on

peptidiiiiltransferaasne aktiivsus vorreldes teiste tiivedega viga madal.
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Joonis 14. [**S]-fMet-puromiitsiini reaktsiooni graafik (+37°C). Katse viidi léibi metsiktiitipi MG1655, ARImE,

A8 ja A9-ga. Punktiirjoonega tdmmatud sirgete lineaarsed tdusud.

50S subiihikute peptidiiiiltransferaasset aktiivsust analiilisiti ka temperatuuridel +42°C koigi
neljast tiivest dissotsieeritud subiihikutega ning +30°C juures vaid metsiktiivega MG1655 ning
A9 tiivega. Nendel temperatuuridel analiitisiti PT aktiivsust 1 kordus. Joonisel 15 on néha, et
+42°C juures on A8 tiive 50S dissotsieeritud subiihikute PT aktiivsus pigem sarnane metsiktiive
MG1655-ga kui ARImE-ga nagu vdis ndha +37°C juures. A9 tiive tdus on jiatkuvalt madal. Sama

vOib ndha ka jooniselt 16, kus on katse ldbi viidud temperatuuril +30°C juures tiivedega
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MG1655 ning A9. Kokkuvdtlikult vaib 6elda, et MG1655 metsiktiiiipi tiivest deleteerides vaid
metiitiltrasferaas RImE v0i koik {lejadanud 8 modifikatsiooniensiiimi omab raku
peptidiitiltransferaassele  aktiivsusele  sarnast  efekti. RImE ja  ilejddnud 8
modifikatsioonensiiimi puudumine avaldab rakule negatiivset kumulatiivset moju — A9

rakkude PT aktiivsus on viga madal.
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Joonis 15. [*°S]-fMet-puromiitsiini reaktsiooni graafik (+42°C). Katse viidi libi metsiktiilipi MG1655, ARImE,

A8 ja A9-ga. Punktiirjoonega tdmmatud sirgete lineaarsed tousud.
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Joonis 16. [**S]-fMet-puromiitsiini reaktsiooni graafik (+30°C). Katse viidi libi metsiktiiiipi MG1655 ja A9-

ga. Punktiirjoonega tdmmatud sirgete lineaarsed tdusud.
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Lisaks eraldati A9 tiive poliisoomide fraktsioonist 50S subiithikud ning analiiiisiti
peptidiililtransferaasse tsentri aktiivsust in vitro. Poliisoomidest dissotsieeritud A9 tiive 50S
subiihikuid kasitleti kui kontrolli. Poliisoomid on aktiivselt transleerivad ribosoomid ning seega
kontrolliti ega 70S ribosoomidest dissotsieeritud 50S subiihikute PT aktiivsus pole madal, kuna
selles ribosoomide fraktsioonis esineb 50S subiihikuid, mis on kataluiitiliselt defektsed. A9 tiive
poliisoomidest dissotsieeritud 50S subiihikute peptidiiiiltransferaasne aktiivsus on graafikuna
toodud lisas 7 metsiktiiiipi MG1655, ARImE, A8 ja A9 tiive 70S ribosoomist dissotsieeritud
508 subiihikute vordluses. Kuigi A9 poliisoomidest dissotsieeritud 50S subiihikute PT aktiivsus
on veidi kdrgem kui A9 tiive 70S ribosoomidest dissotsieeritud 50S subiihikute PT aktiivsus,
kuid madalam kui metsiktiiiipi, ARImE voi A8 tiivel, voib siiski kokkuvdtlikult jareldada, et
modifikatsioonid ribosoomi PTC-s on vajalikud peptiidsideme kataliilisiks. Suurim efekt PT
aktiivsusele on modifikatsioonil Um, mida siinteesib metiililtransferaas RImE, kuid iilejaanud

modifikatsioonidel on samuti véga oluline roll.
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2.5. Arutelu

Modifitseeritud nukleotiidid on koondunud rRNA funktsionaalselt olulistesse aladesse, kus
nende roll pole kaugeltki selge. Enamus 23S rRNA modifikatsioonidest asub domeenis V, mis
moodustab peptidiiiiltrasferaasse tsentri. Arvatakse, et eraldiseisvalt on modifikatsioonid
vajalikud ribosoomi peenhiélestamiseks. Green ja Noller niitasid, et in vitro transkribeeritud
23S rRNA pole véimeline assambleeruma funktsionaalseks 50S subiihikuks (Green & Noller
1996). Nad identifitseerisid 80 nukleotiidi pikkuse ala PTC-s, milles asuvad modifitseeritud

nukleotiidid on hiddavajalikud ribosoomi funktsionaalsuse tagamiseks.

Kéesoleva t00 eesmirgiks oli vilja selgitada 23S rRNA domeenist V moodustuva PTC
modifikatsioonide puudumise mdju valgu biosiinteesile. Selleks konstrueeriti tiived ARIME, A8
(ArluB ArluC ArluF ArlmB ArlmKL ArimM ArlmN ArlUE), A9 (ArluB ArluC ArluF ArlmB
ArlmKL ArimM ArlmN ArlUE ArlmE) ja ARImE.

T66 tulemustest selgub, et koigi 23S rRNA-s asuvate modifikatsioonide puudumisel pikeneb
rakkude generatsiooniaeg 4,6 korda (Joonis 9, A9 tiivi). A8 tiivel suureneb rakkude
generatsiooniaeg umbes 35% vorra ehk 14 minutit. Suurim efekt kasvukiirusele on
modifikatsioonil Um2552, mida siinteesib modifikatsiooniensiiiim RImE. On niidatud, et ainult
RImE puudumisel tGuseb generatsiooniaeg 2 korda (Caldas et al. 2000). Tiive A9 ~5 korda
tousnud generatsiooniaeg on siiski pohjustatud koigi modifikatsioonide puudumise
kumulatiivsest negatiivsest efektist, mitte ainult RImE poolt modifitseeritud Um2552

puudumisest.

Tiivedest eraldatud ribosoomide fraktsioneerimine sahharoosgradiendis selgitas A9 bakteritiive
umbes viis korda tdusnud generatsiooniaja pohjuse. A9 ribosoomiprofiil nditab, et
funktsionaalsete 70S ribosoomide hulk on langenud ning selle arvelt tdusnud vabade 50S ja
30S subiihikute hulk, mis viitab langenud valgusiinteesi tasemele rakus. Sarnane A9
ribosoomiprofiilile on ARImE tiive profiil, kuid A8 tiivest eraldatud ribosoomiprofiil sarnaneb
metsiktiiiipi MG1655-ga — palju poliisoome ja 70S ribsoome ning véhe vabu subiihikuid, seega
toimub rakus aktiivne translatsioon. Antud tulemuste alusel voiks spekuleerida, et kuigi A9
fenotiiiibi pdhjustab koigi modifikatsioonide iiheaegne puudumine, siis suurima panuse A9 tiive
fenotiitibi  kujunemisele on pohjustanud RIME puudumine, sest ilejddnud 8

modifikatsiooniensiiiimi puudumine ei avalda raku ribosoomiprofiilile moju.
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Ullatavalt vdimendas GTPaaside ObgE ja EngA ekspressioon rakus veelgi A9 tiives nihtud
suurt vabade subiihikute ning véikest 70S ribosoomide hulka. Nii ObgE-d kui ka EngA-d
ekpresseerivad A9 tiive rakkude ribosoomi profiilidel on néha védga suurt vabade inaktiivsete
50S ja 30S subiihikute ning vdga madalat 70S ribosoomi hulka. Voib spekuleerida, et ObgE ja
EngA osalevad subiihikute assotseerumisel. Voimalik, et EngA ja ObgE ei lase 50S
subtiihikutel, mis pole voimelised transleerima, assotseeruda 30S-iga ja seega moodustada 70S-
i. Kiill aga iihinevad need subiihikud, mis on vdimelised transleerima. ObgE ja EngA
ekpressioon on A9 rakkudes pohjustanud suurenenud vabade subiihikute hulga, seega pole

voimeline kompenseerima nahtud fenotiiiipi sarnaselt ARImE tiives nihtule (Tan et al. 2002).

Konstrueeritud tiivedel analiiiisiti in vivo totaalse valgu biosiinteesi taset isotoobiga [*°S]-
metioniin. Tulemustes on toodud ldbiviidud kahest kordusest {iks ndide. Teine ndide on toodud
lisas 4, kuna isotoobi lisamine erinevates kordustes veidi erinevatel bakterikultuuri tihedustel
tekitas tulemustes kdikumise. Néhtav tendents on aga sama. Tulemustes on nédha, et ARImE
ning A8 tiivede valgusiinteesi tase on vordlemisi sarnasel tasemel. Seega vdib jareldada, et raku
valgu biosiinteesi vdimet mdjutab ithe modifikatsiooni puudumine sama palju kui iilejdénud 8
modifikatsiooniensiitimi poolt siinteesitava 10 modifikatsiooni kaotamine PTC-st. Koigi 11
modifikatsiooni puudumine PTC-s pdhjustab rakkudes madala valgusiinteesi taseme. 80 minuti
jooksul on A9 tiives vorreldes teiste tiivedega kordades vihem [3°S]-metioniini valkudesse

lilitunud. Sellest vaib jareldada, et PTC-s asuvad modifikatsioonid on valgusiinteesis olulised.

Seejarel kontrolliti ka rakkude totaalse RNA taset, et ndha kas madal valgusiinteesi tase in vivo
on pohjustatud raku metabolismihdiretest voi ribosoomi t66 hdirumisest modifikatsioonide
puudumise tottu. Vorreldes metsiktiivega MG1655 on kdigi kolme deletsioontiive totaalse RNA
slinteesi tase veidi madalam, kdige madalam RNA siinteesi tase on A9 tiives. Parema iilevaate
saamiseks arvutati RNA ja valgusiinteesi suhted CPM ja DPM arvude jargi ning sellest selgus,
et MG1655 puhul oli RNA siinteesitase valgusiinteesi tasemest ~1,7 korda korgem, kuid A9
puhul oli ~5 korda kdrgem. Seega voib ndha, et valgusiintees on A9 rakkudes kordades
madalam vorreldes MG1655-ga, mis viitab sellele, et valgusiinteesi madal tase on pdhjustatud
ribosoomi funktsiooni defektidest. V5ib spekuleerida, et antud madala valgusiinteesi taseme
tottu rakkudes siinteesitakse ka vihe RNA poliimeraasi, mille tottu slinteesitakse rakus RNA-d

normaalsest vahem.

In vivo valgusiinteesi tulemused korrelleeruvad hésti ka labiviidud in vitro katsetega, kus

kasutati PT aktiivsuse mddtmiseks [*°S]-fMet-tRNA ja puromiitsiini reaktsiooni. Antud Katset
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temperatuuril +37°C viidi 1dbi 3 kordust, kuid kuna korduste jooksul langes teadmata pohjustel
aktiivsete ribosoomide arv, siis ei saa kolme eksperimenti iihele graafikule panna. Seetdttu on
kahe teise eksperimendi absoluutarvud toodud lisas 6. Kdigil kolmel kordusel on ndha siiski
sarnane tendents. Puromiitsiini ja [3°S]-fMet-tRNA Kkatsest on niha jillegi ARIME ja A8
sarnasusi — nende tiivede reaktsioonide sirgetel on antud katses sama tdus ehk siis PT aktiivsus
on neil vordne. A9 tiivest dissotsieeritud 50S subiihikutel aga on vdrreldes teiste tiivedega
markimisvaarselt madalam tous, mis viitab madalale PT aktiivsusele. Lisaks A9 tiive 70S
funktsionaalsest ribosoomist dissotsieeritud 50S subiihikutele analiiiisiti PT aktiivsust ka A9
poliisoomide fraktsioonist dissotsiceritud 50S subiihikutel. See sai kontrolliks, kuna on
voimalik, et poliisoomide fraktsioonis on aktiivselt transleerivad ribosoomid ning 70S
subtihikutest dissotsieeritud 50S subiihikute PT aktiivsus on madal, sest 70S ribosoomidel
esineb assambleerumise defekte. Seega 70S ribosoomid voivad olla inaktiivsed ning aktiivsed
transleerivad ribosoomid asuda poliisoomide fraktsioonis. Tulemustest aga avaldus, et
poliisoomidest dissotsieeritud 50S subiihikute PT aktiivsus oli kiill veidi parem kui A9 tiive
70S-st dissotsieeritud 50S subiihikutel, kuid siiski markimisvéérselt madalam kui metsiktiitibil
vOi ARImE ja A8 tiivedel. Sama tendents oli ndha ka temperatuuridel +30°C ja +42°C. See

Kinnitab, et modifikatsioonid PTC-s on peptiidsideme siinteesiks vajalikud.

Green ja Noller on néitanud, et 6 PTC-s asuvat modifikatsiooni on hidavajalikud 50S subiihiku
assambleerumiseks ning nad jareldasid sellest, et modifikatsioonid PTC-s on olulised eelkdige
50S subiihiku aktiivtsentri assambleerimiseks (Green & Noller 1996). Antud t66 tulemustest
voib ndha, et metsiktiiiipi tiivest deleteerides vaid 1 modifikatsioon (ARIME) voi koik tilejadnud
10 modifikatsiooni (A8 tiivi) avaldab raku peptidiiiiltransferaassele aktiivsusele vordvadrset
negatiivset efekti. A9 tiivel on peptidiiiiltransferaasne aktiivsus vorreldes ARIME ja A8
tivedega vdga madal, A9 rakkude generatsiooniaecg on kasvanud 4,6 korda vdrreldes
metsiktiilibiga ning ribosoomi profiililt ndha palju vabu subithikuid ja vidhe 70S
funktsionaalseid ribosoome. Kuigi ribosoomi profiili jirgi on ARImE tiivel palju vabu
subithikuid ja  vidhe funktsionaalseid 70S ribosoome ning A8 tiive ribosoomide
fraktsioneerimise profiil vdga sarnane metsiktiilibile, siis valgu biosiinteesi voime on neil
sarnane. Caldas et al. spekuleerisid, et modifikatsioon Um suurendab valgusiinteesi aktiivsust
ning tugevdab subiihikutevahelist interaktsiooni. Kéesoleva t60 tulemustele tuginedes vdib
spekuleerida, et RImE poolt siinteesitud modifikatsioon Um on vajalik pigem 50S subiihikute

assotsiatsioonil. Ulejiinud 8 modifikatsiooniensiiiimi poolt siinteesitud modifikatsioonid on
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olulised pigem 50S subiihiku funktsionaalsuses ehk peptiidahela siinteesis. See seletaks ka A9

tiivel ndhtud fenotiiiibi, mis summeeris nii ARIME kui ka A8 fenotiiiibi.

Kuna tipselt pole teada kuidas RImE siinteesitav modifikatsioon Um ribosoomi subiihikute
assambleerimist mojutab, tuleb seda uurida edasistes katsetes. Kokkuvotlikult avaldub
tulemustest, et 23S rRNA domeeni V modifikatsioonid on olulised ribosoomi
peenhiilestamisel — nii peptidiililtransferaasse tsentri aktiivsuse tagamisel kui ka subiihikute

assotsiatsioonil.

50



Kokkuvote

Modifitseeritud nukleotiidid asuvad 23S rRNA funktsionaalselt olulises piirkonnas PTC-s.
Kuigi uuritud on modifikatsioonide rolli ribosoomis juba kiimneid aastaid, siis teada on nende
kohta vdhe. Kéesoleva magistritoé teemaks oli uurida kdigi 23S rRNA modifikatsioonide
puudumise moju ribosoomi valgu Dbiosiinteesile.  Tulemustest véljendub, et
peptidiililtransferaasse tsentri modifikatsioonide iiheaegne puudumine E.coli genoomist
pohjustab 4 korda pikenenud generatsiooniaega. Selle pohjustele vihjab rakkude
ribosoomprofiil, kus on néha oluliselt vihenenud 70S ribosoomide ning suurenenud vabade
50S ja 30S subiihikute hulka A9 rakkudes. See tulemus nditab, et rakus on vihenenud
translatsioonitase ning defektid ribosoomi subiihikute omavahelises interakteerumises ehk
assotsieerumises.

In vivo katsetega naidati, et koigi 11 PTC-s asuva modifikatsiooni puudumisel on rakkude valgu
biosiinteesi tase vdga madal. Deleteerides iiks modifikatsiooniensiiim (RImE) rakkude
genoomist omas samavéadrset efekti rakule nagu {ilejddnud 8 modifikatsiooniensiiiimi
deleteerimine. Seega vdib Gelda, et suurim efekt A9 tiive fenotiilibi véljakujunemisele on
metiiiiltransferaasi RImE puudumine, mis siinteesib modifikatsiooni Um2552. Sama oli niha
ka in vitro katsetes, kus A9 tiivel v3is ndha vdga madalat peptidiiiiltrasferaasset aktiivsust nii
optimaalsel temperatuuril +37°C kui ka temperatuuridel +30°C ja +42°C. Kuigi
metiiiltransferaasi RImE puudumisel on A9 raku fenotiilibi kujunemisele suurim moju, on ka
iilejaanud 8 modifikatsiooniensiiiimi deleteerimisel translatsiooni peenhdiletamisele arvestatav
moju.

Tuginedes kdesoleva t60 tulemustele voib spekuleerida, et modifitseeritud nukleotiidid 23S
rRNA domeenis V on olulised ribosoomi peptidiililtransferaasse aktiivsuse tagamiseks ning

subiihikute assotsieerimisel 70S funktsionaalseks ribosoomiks.
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Summary

Ribosomes are responsible for protein biosynthesis from amino acids in all living cells. It
consists of 2 subunits — 30S and 50S. 23S rRNA is located in the larger 50S subunit and its
domain V contains the peptidyl transferase center (PTC) in which peptide bond formation takes
place. All RNA-s are posttranscriptionally modified. Modified nucleotides are mainly clustered
into 23S rRNAs PTC. Although the role of modifications has been studied for quite some time,
still very little is known about them. The main theme of present masters thesis was to study the

effect of losing all 11 modifications from PTC on protein biosynthesis in E.coli cells.

Deletion of all modifications led to 4 times longer generation time when compared to wild type
strain MG1655. This phenomenon might be explained by decrease of functional 70S ribosomes
and polysomes and also with larger amount of non-translating 50S and 30S subunit fractions
that can be seen in A9 stains ribosome profile. This shows that the rate of translation in cells is

decreased and there are defects in 30S and 50S subunit association.

Deletion of all 11 modifications from found in PTC led to very low protein synthesis in vivo.
Deletion of only RImE or deletion of other 8 modification enzymes had similar effects on cells
protein synthesis — lower than wild type, but higher than A9. So the cumulative negative effect
of deleting all modification enzymes from E.coli strains is mostly caused by deletion of
methyltransferase RIME. The same was observed in vitro with puromycin and [*°S]-fMet-
tRNA. 50S subunits dissociated from A9 stains 70S ribosomes had very low peptidyl transferase
activity in optimal +37°C and also +30°C and +42°C. Although deletion of methyltransferase
RIME has the biggest effect on seen phenotype in A9 cells, other 8 modification enzymes have

a considerable effect on fine-tuning of the ribosome.

Based on the results shown in present masters thesis, it can be speculated that modifications in
23S rRNA domain V are essential for ensuring ribosomes peptidyl transferase acticity and also

for subunit association into actively translating 70S ribosomes.
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6. Lisad

Lisa 1. PCR1&2 ja PCR3 tingimused

Etapp Temperatuur (°C) | Aeg (sekundites) Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 98 30 1
Denaturatsioon 98 10
Praimerite seondumine 52 30 30
Elongatsioon 72 60 (PCR3 puhul 90)
Loplik elongatsioon 72 300 1

Lisa 2. Koloonia PCR-i reaktsioonisequ koostis.

Reaktsioonisegu

Mabht (iihe reaktsiooni kohta)

10x PCR puhver 2,5ul
25mM MgCl, 2ul
10mM dNTP 0,5ul
Taq poliimeraas (5U/pl) 1ul
Praimer (dir) 30pmol
Praimer (rev) 30pmol
mQ vesi Kuni 15pl

Lisa 3. Koloonia PCR-i tingimused

Etapp Temperatuur (°C) Aeg (sekundites) Tsiiklite arv
Algne denaturatsioon 94 180 1
Denaturatsioon 94 30
Praimerite seondumine 54 60 30
Elongatsioon 72 90
Ldplik elongatsioon 72 300 1
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Lisa 4. Totaalne valgu biostintees +37°C
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Lisa 5. Totaalne RNA siintees +37°C
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Lisa 6. Peptidiiiiltransferaasne aktiivsus +37°C juures

20 sek 40 sek 60 sek
MG1655 (1) 1341 3202 5339
ARIME (1) 527 422 1476
A8 (1) 606 1732 2509
A9 (1) 435 329 1135
MG1655 (2) 246 475 625
ARIME (2) 235 298 328
A8 (2) 130 141 190
A9 (2) 102 157 173

Lisa 7. Peptidiiiiltransferaasne aktiivsus +37°C (MG1655, ARIME, A8, A9 ja A9 poliisoomidest
dissotsieeritud 50S-iga)
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Lisa 8. m?G méiiramine praimerekstensiooniga 23S rRNA praimeriga C6

m?>G2445
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