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Infoleht

Ribosoomivalkude vahetus Escherichia coli rakkudes
Kaspar Reier

Ribosoomid viivad ldbi valkude siinteesi kdikides elusorganismides. Muutused ribosoomi
struktuuris on haruldased ning nende mojud tema efektiivsusele on tugevad. Valguvahetuse
jalgimine in vivo tingimustes on vajalik selleks, et mdista selle rolli eluslooduses. Kéesoleva
t00 raames kirjeldatakse meetodit, mille abil ndidatakse ribosoomivalkude vahetust erinevates
rakkude kasvufaasides in vivo tingimustes. T66 pdhjal jareldatakse, et enamus ribosoomivalke

on voimelised vahetuma ribosoomides.
Mairksonad: ribosoom, valkudevahetus, in vivo, mass-spektromeetria, SILAC

CERCS kood: P320; Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

Ribosome protein Exchange in Escherichia coli cells

Kaspar Reier

Ribosomes catalyze protein synthesis in all living organisms. Changes in ribosome structure
are rare and their effect on the ribosome efficiency is strong. Observing protein exchange in
vivo conditions is necessary, in order to understand its role in life. In this thesis I describe a
method, which is used to show protein exchange in different cells growth phases under in
vivo conditions. I conclude that majority of ribosome protein are able to exchange in

ribosomes.
Keywords: Ribosome, Protein exchange, in vivo, mass-spectrometry, SILAC

CERCS code: P320; Nucleic acids, protein synthesis
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2 KASUTATUD LUHENDID

MS — Massi-spektromeetria

RNA — (inglise keeles ribonucleic acid) Ribonukleiinhape

rRNA — ribosomaalne ribonukleiinhape

mRNA — (inglise keeles messenger ribonucleic acid)

PTC — (inglise keeles peptidyl transferase center) Peptidiililtransferaasne tsenter
PNK — (inglise keeles Polynucleotide Kinase) poliinukleotiidi kinaas

NTD — (inglise keeles N-terminal domain) N-terminaalne domeen

CTD — (inglise keeles C-terminal domain) C-terminaalne domeen

ESI — (inglise keeles electrospray ionization) Elektropihustusionisatsioon

EI — Elektron ionisatsioon

LTQ — (inglise keeles linear trap quadrupole) Lineaarne kvadrupool-ioonldks
LC — (inglise keeles Liquid Chromatography) Vedelik-kromatograafia

LC-MS — (inglise keeles Liquid Chromatography Mass spectrometry)

SILAC (inglise keeles — Stable Isotope Labeling by Amino acids in a cell Culture)

UTP - (inglise keeles Uridine-5'-triphosphate) Uridiin-5’-trifosfaat



3 SISSEJUHATUS

Ribosoomid on valk-RNA kompleksid, mis esinevad koigis elusorganismides, kus nad viivad
1abi valkude bioslinteesi ehk translatsiooni. Escherichia coli ribosoom sisaldab endas 3
ribosomaalset RNA-d ning 54 ribosomaalset valku. Ribosoomi struktuur on klassikalise
arusaama jargi vdga stabiilne ning vihe muutuv. Samas on néidatud, et raku elutingimuste
muutumisel on vodimalik ribosoomide valgulise koostise muutumine. Valgulise koostise

muutus vOib endas sisaldada nii valkude modifikatsiooni kui ka valkudevahetust.

Valkudevahetust ribosoomides on uuritud varasemalt nii in vitro kui ka in vivo tingimustel.
Nende andmete pdhjal on ndidatud vahetuse vdimalikus, kuid mitte selle mdju ribosoomidele.
Sellest tulenevalt on muutunud oluliseks mitte ainult valguvahetuse jilgimine, vaid ka selle

mdju kirjeldamine ribosoomide funktsionaalsusele.

Selle t06 teemaks on ribosoomivalkude vahetuse jélgimine ning iseloomustamine in vivo
tingimustel. Magistritod eesmargiks on leida meetod ribosoomivalkude vahetuse jalgimiseks
in vivo tingimustel ning 1idbi selle kirjeldada valguvahetust ribosoomides. Eesmérgi
saavutamiseks analiilisitakse ribosoomide valgulise koostise muutusi ajas, erinevates raku

kasvufaasides.

Magistritoo kirjanduse lilevaade on jagatud kaheks peatiikiks. T66 esimeses peatiikis antakse
iilevaade ribosoomi struktuuri, funktsioon ning ribosomaalsete valkude omadustest. Teises
osas kisitletakse mass-spektromeetrial pdhinevat proteoomikat ning selle eritehnika, SILAC,

kasutamist selles t60s.



4 VALDKONNA ULEVAADE
4.1 Ribosoom

Ribosoom on RNA-valk kompleks, mis viib 1dbi peptiidahela siinteesi aminohapetest, mRNA
jarjestuse alusel. (Noller ja Nomura, 1996) Escherichia coli ribosoomi 1abimodt on ligikaudu
250 ongstromi (Schuwirth et al., 2005) ning tema molekulmass on 2,5 MDa (Ramakrishnan ja
Moore, 2001). Ribosoom koosneb kahest alamiihikust: suur alamiihik 50S ja viike alamiihik
30S, mis koos mRNA, tRNA ning translatsioonifaktoritega, moodustavad funktsionaalse
ribosoomi 70S-i (Hennelly et al., 2005; Ramakrishnan, 2002). 30S, 50S ja 70S on svedbergi
tthikud, mis iseloomustavad partikli sedimentatsiooni kiirust tsentrifugaaljouviljas.
Prokartiootsetes 70S ribosoomides on RNA-valk suhe ligikaudu 2:1-le ja koosneb 3-st RNA
molekulist: 5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA ning 55 r-valgust (Wilson ja Nierhaus, 2005;
Wittmann, 1982).

.— 50S r-valgud

. — 308 r-valgud

B - 16S rRNA

- 23S rRNA

Joonis 1. Escherichia coli 70S ribosoomi ruumiline struktuur. Punaselt 50S alamiihiku r-
valgud, heleroheliselt 30S alamiihiku r-valgud, tumeroheliselt 30S alamiihiku 16S rRNA ning
mustalt 50S alamiihiku 23S rRNA. Joonis kohandatud struktuurist (PDB - 4YBB) (Noeske et
al., 2015).



4.1.1 50S alamiihik

Suur alamiihik sisaldab endas 5S ja 23S rRNA-d ning 33 r-valku (Wittmann, 1982). R-valgud
koos rRNA-ga on vajalikud 50S tertsiaalstruktuuri moodustumiseks ning selle
konformatsiooni stabiliseerimiseks (Klein et al., 2004). 23S rRNA on 2904 nukleotiidi
pikkune jdrjestus (Wittmann, 1982), mis jagatakse sekundaarstruktuuri alusel 6-ks domeeniks.
23S rRNA-s ei ole individuaalsed domeenid jaotunud iihtlaselt {ile rRNA jirjestuse, vaid
moodustuvad ainult ruumilises konformatsioonis (Ban et al., 2000). Lisaks esineb 50S ka 5S
rRNA (Wittmann, 1982). 5S rRNA koosneb 120 nukleotiidist ning teda defineeritakse
monikord kui 50S rRNA 7-nda domeenina (Wittmann, 1982). Ribosoomi suures alamiihiku
valke nimetatakse L1-L36 (inglise keeles Large liih. L). 50S-is esineb 32 r-valku iihes
korduses ning r-valku L7/L12-te neljas korduses (Wilson ja Nierhaus, 2005). Algul defineeriti
L8 ja L26 eraldi valkudena, kuid tegelikkuses on L8 sama mis (L7/L12)4L10 kompleks ning
L26 on ribosoomi viikse alamiihiku valk S20 (Wittmann, 1974).

508 tertsiaalstruktuuris eristatakse kolme elementi: L1-haru, tsentraalne kiihm ning L11-haru.
(joonis 2) (Schuwirth et al., 2005; Yusupov et al., 2001). Tsentraalne kithm, mis sisaldab
endas 5S rRNA-d ning r-valke L5, L18, L25 ja L31, asub alamiihikude kokkupuutepinnalt
vaadatuna tipselt 50S peal. Sellest kesksest struktuurist ldhtuvalt vasakule jdéb L1-haru, mis
koosneb L1 valgust ning paremale L11-haru, mis sisaldab valke L11, L10 ning tetrameeri

(L7/L12)4 (Joonis 2) (Selmer et al., 2006; Yusupov et al., 2001).



Joonis 2. 50S struktuursed elemendid. E.coli 50S alamiihik vaatega alamiihikute vaheliselt
platoolt. Vilja toodud struktuursed iiksused: L1-haru (kollane), L11-haru (roheline) ja
tsentraalne kithm (punane). Joonega ndidatud PTC (oranz) paiknemine 50S-is. Joonis

kohandatud struktuurist (PDB - 4YBB) (Noeske et al., 2015).

Ribosoomis kataliilisib peptiidsideme moodustumist 50S-is asuv peptidiililtransferaasne
tsenter (inglise keeles peptidyltransferase center liih. PTC). PTC asub 50S alamiihiku keskel
(joonis 2). PTC avastamisel arvati, et kataliiiitilist rolli méngivad valgud ja rRNA on
struktuuri stabiliseeriva rolliga. Tédnapédeval on arvamus vastupidine: kataliiiitilist rolli méngib
hoopis rRNA ning valkudel on peamiselt struktuurse konformatsiooni hoidmise roll. Selline
muutus ribosoomi uurijate seas tulenes kataliiiitiliste RNA-de avastamisest. (Chambliss et.al,
1980) Samas arvestades kui tihedalt on omavahel seotud RNA ning valgud ribosoomis, on

vOimatu vaadata kahte taiesti tiksteisest eraldi.

50S alamiihikus on L11-haru otsas paiknev (L7/L12)4L10 kompleks, mille iilesandeks on
siduda ribosoomi timbritsevast keskkonnast translatsioonifaktoreid. (Helgstrand et al., 2007)
Lisaks sellele paikneb selle L11 haru all sartsiin-ritsiin ling, mis osaleb GTPaaside

aktivatsioonil translatsiooni kdigus (Rodina et al., 2000). Escherichia coli-s koosneb
9



(L7/L12)4L10 kompleks kahest L7/L12 dimeerist, mis on seotud ribosoomivalgu L10-ga
(Osterberg ja Sjdberg, 1977). (L7/L12)4,L10 kompleks puhul on niidatud L7/L12 dimeeride

vahetumist ribosoomide vahel. (Deroo et al., 2012)

L7/L12 NTD

Joonis 3. L7/L12L10 kompleksi hiipoteetiline struktuur. Vaade 50S-le alamiihikute
kokkupuute pinnalt. Vasakul toodud valgud L1 ja L9, paremal ndidatud L11, koos
(L7/L12)4L10 kompleksi modelleeritud paiknemisega. Joonis kohandatud artiklist
(Gordiyenko, et al., 2008).

50S alamiihikus paikneb PTC algav tunnel, mida mddda siinteesitav peptiidahel ribosoomist
véljub. Viljumistunneli pikkus on ligikaudu 100 A ning 1ibimddt 25 A (Kaczanowska ja
Ryden-Aulin, 2007). Tunneli seinad sisaldavad nii rRNA-d kui ka r-valke ning on mitte-
kleepuvate omadustega, et vdimaldada kdikide peptiidahelate viljumine. Samas, teatud
tingimustel, on vdimalik peptiidide kinnihoidmine tunnel poolt, et tagada siinteesi

regulatsiooni. (Gabashvili et.al, 2001; Moore ja Steitz, 2003).
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4.1.2 30S alamiihik

Viike alamiihik sisaldab endas 16S rRNA-d ning 21 r-valku (Wittmann, 1982). 16S rRNA on

1542 nukleotiidi pikk ning jagatakse 30S alamiihiku tertsiaalstruktuuri alusel nelja domeeni.

Dekodeeriv
ante

Joonis 4. 30S eristuvad struktuursed elemendid. E.coli 30S alamiihik vaatega alamiihikute
vaheliselt platoolt. Joonisel toodud vilja morfoloogilisemalt suuremad piirkonnad: keha,
platvorm ja pea ning véiksemad struktuursed liksused: kael, kannus, nokk ja olg. Lisaks
sellele on ndidatud dekodeeriva tsentri paiknemine 30S alamiihikus. Joonis kohandatud

struktuurist (PDB - 4YBB) (Noeske et al., 2015).

16S rRNA sekundaarstruktuuri neli domeeni nimetatakse 5°, keskmine, 3’ mazoorne ja 3’
minoorne domeen. Need domeenid omakorda jaotuvad joonisel 4 toodud suuremate

struktuursete elementide vahel: 5’ ja 3’minoorne domeen moodustavad keha, keskmine
11



domeen moodustab platvormi ning 3’ mazoorne domeen on peas (Wimberly et al., 2000).
Lisaks on joonisel 4 toodud ka viiksemad 30S struktuuris eristuvad elemendid: kael, kannus,

nokk ja 6lg (Wimberly et al., 2000).

30S alamiihik tdidab ribosoomi t60s kahte tdhtsat rolli: mRNA sidumine ja korrektse koodon
anti-koodon interaktsiooni tagamine (Wimberly et al., 2000; Yusupova et al., 2001).
Kodeeritava mRNA seondumine 30S-ile on vahendatud 14bi Shine-Dalgarno jirjestuse, mis
paikneb mRNA 5’ UTR-s ning anti-Shine-Dalgarno jarjestuse, mis asub 16S rRNA 3’otsas
(Kaczanowska ja Ryden-Aulin, 2007; Yusupova et al., 2001). mRNA korrektne paigutumine
30S on vajalik dige lugemisraami médramiseks ning initsatsioonikompleksi moodustumiseks
translatsioonis. Koodon — antikoodon interaktsiooni kvaliteedikontroll toimub dekodeerimis-
tsentris, mille paiknemine 30S-is on néidatud joonisel 4 (Kaczanowska ja Ryden-Aulin, 2007,
Selmer et al., 2006). Korrektne koodon — antikoodon seondumine on vajalik valgu dige
aminohappelise jérjestuse tagamiseks (Kaczanowska ja Ryden-Aulin, 2007; Selmer et al.,

2006).

4.1.3 Ribosomaalsed valgud

Ribosoomivalkude  iiheks peamiseks iilesandeks on  stabiliseerida  ribosoomi
tertsiaalstruktuuri. Praeguseks on teada koikide ribosoomivalkude aminohappeline jarjestus
ning nende ruumiline paiknemine ribosoomis (Wittmann, 1982; Ban et al., 2000; Wimberly et
al., 2000). Ribosoomivalkude molekulmassid jadavad enamjaolt alla 33kDa ehk tegemist on
véikeste valkudega. Erandiks siinjuures on viikese alamiihiku valk S1, mille molekulmass on
~61,2kDa (Wilson ja Nierhaus, 2005). Aminohapetest on enim esinevad r-valkudes arginiin ja
liisiin, mis moodustavad 20% koigist aminohapetest r-valkudes (Noller ja Nomura, 1996).
Sellest tulenevalt on enamik ribosoomivalkudest aluselised ja positiivse laenguga. Positiivse
laenguga aminohapete rohkus r-valkudes on kooskdlas nende struktuurse funktsiooniga,
milleks on negatiivselt laetud rRNA fosfaatselgroo stabiliseerimine. Erandiks on siin juures
valgud S1, S6, ja L7/L12, mis on ainsad happelise omadustega ribosomaalsed valgud ning
mille primaarjdrjestus sisaldab rohkem kui 10% glutamiinhapet (Wilson ja Nierhaus, 2005;

Wittmann, 1982).

Ribosoomi ruumilise konformatsiooni pdhjal saab jagada r-valgud kolme riihma:
globulaarsed, struktuuritu jdtkega globulaarsed ning struktuuritud valgud. Ribosoomivalkude
globulaarsed domeenid asuvad peamiselt ribosoomi pinnal ning struktuuritud domeenid

paiknevad rRNA vahel, kus nad saavutavad oma Idpliku konformatsiooni, interakteerudes

12



ning stabiliseerides rRNA fosfaat selgroogu (Ban et al., 2000). Globulaarsed ja struktuuritud
domeenid erinevad ka aminohappelises koostises: globulaarsed domeenid sisaldavad
glutamiinhapet (9,9%), alaniini (9,8%), valiini (9,5%) ja asparagiinhapet (8,6%) ning
struktuuritud domeenid enamjaolt gliitsiini (13,7%), arginiini (15,9%) ja liisiini (12,7%).
Siinjuures tuleb mainida, et ka globulaarsetes domeenides leidub arginiini ja liisiini kokku ligi

12% (Klein et al., 2004).

4.1.4 Ribosoomide biogenees

Ribosoomide biogenees on mitme etapiline protsess, mis holmab kolme rRNA ja 54 r-valku,
rRNA-de ja valkude modifikatsiooni ja nende assambleerumist korrektses jirjekorras.
Ribosoomid vdtavad enda alla ligikaudu 30% rakkude kuivmassist ja biogenees kasutab
umbes 40% raku poolt toodetud energiast. (Liiv, 1998) Prokariiootsete ribosoomide
biogeneesiks on vaja 60 biomolekuli koekspressioon ning nende korrektne assambleerumine,
mis on reguleeritud mitmete regulatsioonimehhanismidega (Nomura et al., 1984; Zengel ja
Lindahl, 1994; Condon et al., 1995). E.coli-s on varasemalt ndidatud, et ribosoomivalk L24 on
vajalik 50S alamiihiku biogeneesi initsiatsioonis optimaalsetel temperatuuridel (Herold ja
Nierhaus, 1987). Selle deleteerimisel on tugev efekt raku kasvule ldbi raskendatud 50S

assambleerimise (Herold et al., 1986).

4.1.5 Alamuhikute vahelised sillad

Funktsionaalsetes 70S ribosoomides on 50S ja 30S omavahel seotud iiksteisega lébi
alamiihikute vaheliste sildade, mis jagatakse oma interaktsioonide poolest kolme gruppi:
RNA-RNA sillad, RNA-valk sillad ning valk-valk sillad (Gao et al., 2003). Kdige jdigema
interaktsiooniga on RNA-RNA sillad, mis asuvad peamiselt tsentraalselt alamiihikute vahel
(Gao et al, 2003) Jiikuselt teisena tulevad RNA-valk sillad, mis paiknevad rohkem
perifeersemalt ning ldbivad suuremaid konformatsioonilisi muutusi (Zhang jt., 2009).
Kolmandaks sillatiilibiks on valk-valk sillad. E.coli-1 70S ribosoomides on ainult iiks valk-

valk sild, mis on vahendatud L31 ning S13 valgu poolt ning asub ribosoomis perifeerselt (Gao

it., 2003).

4.1.6 Ribosoomivalkude vahetus

Escherihia coli proteoomis on suur osakaal ribosoomivalkudel (Ishihama et al., 2008).
Individuaalsete ribosoomivalkude kogus rakus on iihesugune, vilja arvatud valkude L7/L12 ja

L10 puhul. Klassikalise arusaama jargi on ribosoomide koostis rakkudes enamjaolt
13



muutumatu (Robertson et al., 1977). Samas niidati juba 1977 aastal avaldatud toddes, et osad
valgud on voOimelised ribosoomide vahel vahetuma in vivo (Robertson et al., 1977;
Subramanian ja van Duin, 1977). Nende valkude tuvastamise juures oli erinevaid tulemusi:
Robertsoni uurimisgrupp leidis, et vahetuvate valkude alla kuuluvad S21, L9 ja L33,
Subramaniani grupp, et ainult valk L9 on vahetuv in vivo tingimustel. Siinjuures tuleb dra
mainida, et mdlemad grupid kasutasid sarnaseid, kuid eristatavaid ldhenemisi kiisimuse
lahendamiseks (Robertson et al., 1977; Subramanian ja van Duin, 1977). Lisaks sellele
ndidati, et paljud ribosoomivalgud olid nii kergesti vahetuvad, et ribosoome ei olnud voimalik
puhastada rakkudest ilma nende vahetuseta (Robertson et al., 1977; Subramanian ja van Duin,
1977). Nendeks valkudeks defineeriti, kas S1, S2, L7/L.12, L10 ja L33, voi S1, S2, L7/L12,
L10, L11 ning L26 vastavalt uurimisgrupile (Robertson et al., 1977; Subramanian ja van

Duin, 1977).

2009 aastal J. Remme ja kolleegide poolt avaldatud t66s uuriti ribosoomivalkude vahetust nii
in vitro kui ka in vivo tingimustel. /n vivo katsetes niitasid nad ribosoomi valkudevahetust
rakkudes, mis olid kasvatatud siigavasse statsionaarsesse kasvufaasi. Sealt eraldatud rakkudes
nigid nad, et valgud L1, L5, L10, L11, L30, L31, S2 ja S5 vahetusid suurel méddral ning
valgud L9, L13, L15, L16, L17, L19, L22, S4 ja S9 vahetusid vihesel mééral (Pulk et al.,
2010). Lisaks sellele, vaadeldi samas t60s valkudevahetust ka in vitro tingimustel. Tulemused
nendes katsetes nditasid, et valgud L1, L9, L10, L11, L7/L12, L20, L31 ja L33 vahetusid
ribosoomides in vitro (Pulk et al., 2010). Lisaks sellele ndidati, et r-valkude keemilisel
modifitseerimisel sai sellisel moel inaktiveeritud ribosoomide translatsioonilist aktiivsust

taastada, lisades puhastatud r-valkude segu ribosoomidele (Pulk et al., 2010).

Valkudevahetust on uuritud ka ribosoomide biogeneesi ajal. 2010 aastal avaldati t60, kus
ndidati, et ribosoomide biogeneesil kasutati nii de novo siinteesitud ribosoomivalke kui ka
juba funktsioneerivates ribosoomides paiknevaid ribosoomivalke (Sykes et al., 2010). T6ds
niidati, et 30S alamithiku biogeneesi vaheproduktis 21S oli rikastatud ['°N] mirgitud

valkudega, mida leidus ainult eelnevalt assambleeritud alamiihikutes (Sykes et al., 2010).
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4.2 Proteoomika ja mass-spektromeetria

4.2.1 Proteoomika

Proteoom on kdikide genoomis, rakus, koes voi organismis ekspresseeritavate valkude kogum
(Wilkins, 1995; Wilkins et al., 1996). Teadusharu, mis tegeleb proteoomide uurimisega,
kutsutakse proteoomikaks (Wilkins et al., 1996). Proteoomika alla kuulub valkude struktuuri,
lokalisatsiooni, modifikatsiooni, kontsentratsiooni ning interaktsioonide uurimine. Uks enim
kasutatud uurimismeetodeid proteoomikas on mass-spektromeetria (MS). MS-i abil on
voimalik uurida kompleksseid valkude segusid, mis on raskendatud teiste proteoomikas
kasutavate meetodite abil. Tdnu sellele on MS kasutamine kogunud populaarsust

proteoomikute seas. (Shao and Lam, 2016).

Proteoomikas kasutatakse valkude uurimiseks kahte podhimdtteliselt erinevat 1dhenemist: top-
down ja bottom-up. Top-down lihenemisel uuritakse terviklike valke. (Catherman, 2014)
Bottom-up proteoomika juhtumil aga lagundatakse valgud proteoliiiisi teel peptiidideks, mida
kasutatakse edasiseks analiilisis (Han et al., 2008; Walther ja Mann, 2010). Mdlemal

lahenemisel on omad eelised ja puudused:

e fop-down proteoomika:
o on voimalik uurida véikseid valke, mille proteoliiiitiline lagundamine e1 ole
voimalik vo1 maistlik
o on raske kasutada kompleksete valgusegude puhul.
o sdilib kogu info modifikatsioonide kohta
o on kasutatav kuni 30kDa valkude puhul, tingimuste optimeerimisel kuni
60kDa
e bottom-up proteoomika
o sobib paremini keerukate segude uurmiseks shot-gun meetodil
o peptiide on kergem fraktsioneerida ning kromatograafiliselt lahutada kui
taispikki valke
o on tdpsem valkude kvantifitseerimisel kui fop-down proteoomika
o el ole vdoimalik identifitseerida kdiki modifikatsioone valkudes
o suure tdendosusega ei ole vdimalik saada valgu jirjestuse 100% kaetust

identifitseeritud peptiidega
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4.2.2 Mass-spektromeetria

Mass-spektromeetria (MS) on meetod, mille kdigus moddetakse laenguga osakeste (ioonid)
mass/laeng (m/z) véértus (Sparkman, 2000). MS abil on voimalik eristada osakesi nende m/z
vaartuste abil, alustades aatomi isotoopidest ning l1opetades keerukate biomolekulidega. Kuigi
MS kasutatakse tdnapdeval enamasti kui analiiiitilise detektorina, on ndited ka selle
kasutamisest osakeste eraldamiseks tiksteistest (Parkins, 2005). MS-i on kasutatud osakeste
analiiiisiks juba 20 sajandi esimesest poolest, kuid muutus relevantseks bioloogiliste

molekulide puhul alles 20 sajand I6pus.

4.2.2.1 Mass-spektromeetri ehitus

Mass-spektromeetri t66s on olulised kolm elementi: ionisatsiooniallikas, massianaliisaator
ning detektor (joonis 5). Kuna MS instrumendid erinevad paljuski, siis edasises keskendume
masina ehitusele, mida kasutati selles t6s (joonis 5). Selleks, et osakest oleks voimalik uurida
mass-spektromeeria abil, on vajalik osakese ioniseerimine (Sparkman, 2000). Ionisatsiooni-
allikaid on palju ning jagatakse nende ionisatsioonienergia jérgi kaheks: karmid (inglise
keeles ,, hard ) ja pehmed (inglise keeles ,, soft “). Enim levinud karmiks ionisatsiooniallikaks
on elektron ionisatsioon (EI) ning pehmeks elektropihustus-ionisatsioon (inglise keeles
electrospray ionization, lilhendatult ESI) (Edmonds and Smith, 1990). Karmide
ioniseerimismeetodite puhul kasutatakse korgemaid ionisatsioonienergiad, millega kaasneb
keerukate molekulide fragmentatsioon (Sparkman, 2000). Pehmed ionisatsioonimeetodid
rakendavad madalaid ionisatsioonienergiaid, mis aitavad sdilitada keerukamate molekulide
struktuuri (Edmonds and Smith, 1990). Bioloogilised molekulid on komplekse struktuuri ning
korge molekulmassiga osakesed, mille tdttu ei ole soovitatav nende uurimiseks kasutada

karme ionisatsioonimeetodeid.

Ténapdeval on ESI iiks enim kasutatavaid pehme ionisatsioonimeetodidest (Fenn et al., 1989).
ESI-t kasutati esimest korda bioloogiliste molekulide ioniseerimiseks 1984. aastal (Yamashia
and Fenn, 1984). ESI sobib bioloogiliste molekulide ionisatsiooni meetodiks mitmel pShjusel.
Esiteks tekivad ESI kdigus enamasti mitmelaengulised ioonid, mis on vajalikud suuremate
molekulmassiga osakeste detekteerimiseks MS-i abil (Yamashia and Fenn, 1984). Teiseks on
ESI vdimeline tootama atmosfdédri rohu juures, mis vOimaldab tema abil {ihendada otse
vedelikkromatograafia ja mass-spektromeetria seadmed. Kolmandaks on ESI abil vdimalik

ioniseerida lahuses olevaid molekule, mis on tdiesti hddavajalik valkude uurimisel MS-i abil,
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sest valke on ddrmiselt keeruline viia gaasilisse faasi, ilma keemiliste modifikatsioonideta.

Koik need kolm omadust on tdhtsad valkude uurimiseks MS-i abil.

Tonisatsioonallikas

P PR Y=
Nt

Il Hﬁﬂ
— ll_:L
Orbitrap :“:ﬂ

v H

Joonis 5. LTQ-Orbitrap massispektromeetri iilesehitus. Uuritav aine ioniseeritakse ning
suunatakse lineaarsesse kvadrupool-ioonloksu (LTQ) (massianaliisaator). LTQ-st suunatakse
sobiva m/z véirtusega ioonid C-1oksu, kus neid hoiustatakse enne nende suunamist orbitrap-i

(massianaliisaator/detektor). Joonis kohandatud tootja (Thermo Scientific) brosiiiirist.

Ionisatsiooniallikast edasi liigub analiiiisitav osake massianaliisaatorisse. Massianaliisaatorid
on seadmed, mis modddavad osakese mass/laeng (m/z) vairtust. Massianaliisaatorid on
seadmed, mis rakendavad elektri- vo1 magnetvélja selleks, et detekteerida osakese (m/z)
vadrtust. Osakese mass ja laeng mdjutavad tema litkumist elektri/magnetviljas. Seega, kui
teame viljade parameetreid ning oskame detekteerida muutusi nendes, on vodimalik
identifitseerida osakeste m/z vairtusi. Selles t60s kasutati LTQ (inglise keelest Linear Trap

Quadrupole) ja Orbitrapi massianaliisaatoried sisaldavat hiibriid-instrumenti.

Jooniselt 5 on niha, et ioonid liiguvad peale ioniseerimist kdigepealt LTQ-sse. LTQ on
kvadrupool-ioonldks, kus toimub ioonide kogumine, fragmenteerimine ning filtreerimine.
Edasi liiguvad ioonid C-1dksu, milles hoiustatakse ioone enne nende {iihtselt suunamist
orbitrapi. Orbitrap on korge lahutusvdimega ja suure massitdpsusega massianaliisaator, kus
toimub ioonide detekteerimine ning kvantfitseerimine 1dbi nende vonkesageduse ja amplituudi
modtmise. looni vonkesagedusest ja amplituudist tuletatakse Fourier integraalteisenduste abil

1oonide m/z véértused ja suhtelised intensiivsused (Makarov et al., 2006).

4.2.3 Valkude analiiiis mass-spektromeetrias

Valgud on suured biomolekulid, mida on ilma eelneva proteoliiiitilise tootluseta enamasti

raske uurida MS-i abil. Joonisel 6 on toodud iildine t6dskeem valkude uurimiseks, kasutades
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bottom-up ldhenemist ning mass-spektromeetriat. Esimeseks etapiks on uuritavast proovist
valkude eraldamine. Edasi viiakse 14bi valkude proteoliiiitiline t66tlus, mille kéigus 1digatakse
valgud siistemaatiliselt peptiidideks. Selles etapis on iiheks enim kasutatud proteaasiks
triipsiin, kuna ta on kergesti puhastatav ja korge spetsiifilisusega, ldigates peptiide ainult
aminohapete arginiin ja liisiin karboksiiiil-terminaalsest otsast. Samas on kasutavate
proteaaside nimekiri pikem, soltuvalt ndutud spetsiifikast. (Tsiatsiani and Heck, 2015) Kui
valgud on proteoliiitiliselt tdoddeldud, eraldatakse peptiidid {iiksteisest kasutades
poordfaasvedelik-kromatograafiat. Siinjuures tulevad mangu ESI kasulikud omadused: nimelt
on voOimalik ithendada ESI vahendusel mass-spektromeeter otse vedelik-kromatograafia
kolonni taha, ioniseerida eraldatud peptiidid reaalajas ja suunata edasi koheselt MS-i.
Vastavat mass-spektromeetriat  nimetatakse LC-MS-iks  (inglise  keelest  Liguid
Chromatography — Mass Spectrometry liih. LC-MS). Peptiidide puhul aga esineb koheselt
jargnev probleem: peptiid kiill ioniseeritakse ning mdddetakse tema massi ja laengu suhe m/z,
aga enamasti ei ole see piisav, et liheselt identifitseerida peptiide kompleksetest segudest.
Sellest tulenevalt kasutatakse jarjestikulist MS-i (inglise keelest Tandem-MS). Jarjestikune-
MS tdiendab tavapérast mass-spektromeetriat nii: esmalt mdddetakse ioniseeritud peptiidi m/z
vadrtus (MS;). seejirel fragmenteeritakse seesama peptiidd ning méératakse tekkinud
fragmentide m/z suhted ning intensiivsused (MS,). Selle tulemusena tekib peptiidile
spetsiifiline fragmenteerumismuster. MS/MS andmetest peptiidide identifitseerimiseks viiakse
14bi andmebaasiotsing saadud fragmenteerumismustri vastu. Valkude uurimisel kasutatakse
jarjestikust-MS, mitte ainult peptiidide identifitseerimiseks ja kvantifitseerimiseks

andmebaasiotsingu vahendusel, vaid ka de novo sekveneerimiseks (Lu and Chen, 2004).
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Joonis 6. MS/MS tooskeem valkude uurimiseks. Etapid jargnevalt: (1) Valkude eraldamine
rakkudest, (2) valkude lahutamine ja puhastamine 1D elektroforeesi niitel, (3) valkude
proteoliiiitiline lagundamine peptiidideks, (4) peptiidide lahutamine, kasutades vedelik
kromatograafiat ning ioniseerimine kasutades ESI-t, (5) ioniseeritud peptiidi m/z védrtuse
midramine, (6) peptiidi fragmenteerimine, (7) fragmentide m/z viddrtuse miiramine, (8)
fragmentatsiooni mustrianaliiiis peptiidide identifitseerimiseks, voimaldab peptiidi de novo

sekveneerimist. Joonis kohandatud (E.Barillot, et al., 2012)

4.2.4 Kvantitatiivne massi-spektromeetria

Kui valkude identifitseerimine MS-abil on enamasti lihtsasti teostatav, siis valgu koguse
madramine proovis on mirksa keerulisem. Kvantitatitvse MS-i abil on vdimalik mddta
valkude suhtelisi ning absoluutseid koguseid segudes (Nikolov, 2012) Absoluutsel

kvantifitseerimisel on tulemuseks valgu tidpne kogus proovis (Nikolov, 2012). Selle
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saavutamiseks on vajalik sisestandardi ja kalibreerimiskovera kasutamine. Sisestandardina
kasutatakse uuritava peptiide, mis on margitud siinteetiliste isotoopidega, lisades neid
uuritavasse proovi enne LC-MS/MS-i. Selle tulemusena elueeruvad nii méirgitud kui ka
uuritavas proovis olevad peptiidid tihel ajal ning analiiiisitakse koos MS-is. Selleks, et saada
uuritava peptiidi absoluutsed kogused proovis, vorreldakse saadud peptiidide intensiivsust
sisestandardi omaga. Sellest arvutatakse uuritava peptiidi kogus proovis, kasutades eelnevalt
koostatud sisestandardi kalibreerimiskdverat. Samas ei kasutata absoluutset kvantifitseerimist
laialdaselt, sest nduab suuremat tédpsust MS-i aparatuurilt, mis ei ole saavutatav keerukamate
valgu proovide analiilisiks. Suhtelisel kvantifitseerimisel vorreldakse valke referentsprooviga

ning esitatakse uuritava valgu koguse muutus selle suhtes (Ong ja Mann, 2005).
4.2.4.1 Mdrgisevaba kvantifitseerimine

Mirgisevaba kvantifitseerimine mass-spektromeetria abil on kasulik meetod keerukate
valgusegude kirjeldamiseks. Uheks mirgisevaba kvantifitseerimise eeliseks on selle vdimekus
analiilisida korraga kiimneid erinevaid proove (Mallick ja Kuster, 2010), teiseks on selle
lihtsus ning hind vorreldes keerukate ning kallite mirgistamisprotokollidega (May et al.,
2011). Mairgisevaba kvantifitseerimise tidpsus soOltub proovide puhastamiseks kasutatud
meetodite efektiivsusest, ionisatsiooniefektiivsusest (maatriks-efekt) vms. (Chen, 2008).
Arvestades margisevaba kvantifitseerimise madalat tdpsust ja tundlikust sobib ta eelkdige

suuremate muutuste uurimiseks (Mallick ja Kuster, 2010).
4.2.4.2 Stabiilse isotoopmdrke abil kvantifitseerimine

Selleks, et kvantifitseerida valkude koguseid MS-i abil, on enamasti vajalik valkude mass-
mirgistamine. Enamus valkude mérkemeetodeid mass-spektromeetrias kasutavad aatomite
stabiilseid isotoope, mille aatommass erineb tavapédrasest ning mille esinemissagedus
looduses on viike. Peamised valkude mérgistamisel kasutatud isotoobid on ’H, B¢, PN ja
0. Isotoopidega mirgistamisel luuakse kahest proovist identsete valkude vahel massinihe.
Massinihe identsete peptiidide vahel vOiks olla vdhemalt 4 daltonit, et véltida looduslikest
isotoopidest (®c, o) tingitud piikide kattumist. (Ong ja Mann, 2005). Stabiilsete isotoopide
inkorporeerimiseks on mitmeid viise, kuid iiks hdlpsamatest mehhanismidest on mérke

metaboolne liilitamine proteoomi koosseisu (Ong ja Mann, 2005).

SILAC (inglise keeles — Stable Isotope Labeling by Amino acids in a cell Culture) on

isotoopmérget kasutav kvantifitseerimismeetod, mida kirjeldati esimest korda 2002 aastal
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(Ong et al.,, 2002). Meetodi pohimote seisneb stabiilsete isotoopide suhtes rikastatud
aminohapete kasutamises, mille tottu maérgitud aminohappe aatommass erineb looduses
esinevast. See erinevus on detekteeritav mass-spektromeetrias kui massinihkena, mille
tulemusel on voimalik eristada peptiide vastavalt sellele, millise massiga aminohapet nad

sisaldavad (joonis 7).

SILAC meetodi eelduseks on teatud aminohapete suhtes auksotroofsete rakutiivede
kasutamine, mis on vdimelised omistama vastavaid aminohappeid ainult véliskeskkonnast.
Selle tulemusel on vodimalik inkorporeerida raku valkude koosseisu stabiilseid isotoope
sisaldavaid aminohappeid. Aminohapete mirkimisel kasutatakse peamiselt *H, °C ja "N iso-
toope. SILAC aminohapete puhul on tdhtis, et aminohapete vaheline massinihe oleks
vihemalt 4 Da, et viltida looduses esineva siisiniku isotoopide piikide kattumist (Ong ja
Mann, 2006). SILAC-i juures mangib tdhtsat rolli mitte ainult mérke lillitumine valkudesse,
vaid ka nende enslimaatiline t60tlus enne MS-i. Sellest tulenevalt kasutatakse enamasti
aminohappeid, mis peale proteoliiiitilist tootlust oleksid igas peptiidis esindatud vdhemalt

ihes korduses (Ong et al.,2002).

Klassikaline SILAC katse vajab iilesehituselt rakukultuuri paralleelset kasvatamist kahel
s06tmel (joonis X). Rakukultuuri A kasvatatakse looduses enam levinud isotoopidega
margitud aminohapete juuresolekul ning rakukultuuri B ,raskete® isotoopidega mérgitud
aminohapete arginiin ([°CJ¢His["N]40,) ja lisiin ([°CJl¢H14['°N],0,)) juures. Vastavalt
uuritavale kiisimusele, muudetakse rakukultuuris A kasvutingimusi ja katse Idppfaasis,
segatakse rakukultuurid omavahel. Sellise iilesehituse juures on voimalik véltida proovide

tootlemisel meetodist tingitud kvantifitseerimise vigu (Ong et al., 2002).
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Joonis 7. Klassikaline SILAC katse iilesehitus. Rakukultuuri A inkubeeritakse ,,kergete* (
['2C] ja ['*N] isotoope sisaldavaid arginiin ja liisiin) aminohapetega ning Rakukultuuri B
,raskete” ([°C] ja ['’N] isotoopidega mirgitud arginiin ja liisiin) aminohapetega s66tmes.
Proovid segatakse ning vajadusel puhastatakse uuritavad valgud. Valke toodeldakse
proteoliiiitiliselt ning lahutatakse iiksteisest HPLC abil. Erinevalt margitud peptiidid
elueeruvad kolonnilt samaaegselt ning on MS-s m/z jérgi eristatavad. (joonis kohandatud

artiklist Steen and Mann, 2004).
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5 EKSPERIMENTAALNE OSA

5.1 To6 eesmirk
Selle magistritod eesmirkideks on:

1. Leida meetod ribosoomivalkude vahetuse vaatlemiseks funktsionaalsetes
ribosoomides in vivo
2. Teha kindlaks, kas ja millised ribosoomivalgud vahetuvad ribosoomides, mis on

puhastatud elusrakkudest.

Eesmirkide saavutamiseks uuritakse SILAC mirke muutust rakkudes aja jooksul, kasutades

mass-spektromeetriat.
To60 esimeses pooles kirjeldatakse meetodi:

e Ulesehitust
e Tingimusi

e Meetodi kvantitatiivne ning statistiline kontroll

To0 teises osas vaadeldakse:

e SILAC maérke muutust 70S ribosoomides, mis parinevad defineeritud rakkude
kasvufaasist

e Hinnatakse individuaalsete ribosoomivalkude vahetuskiirust 1abi mérke muutuse ajas
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5.2 Materjal ja metoodika
5.2.1 Baktertiived ja plasmiidid

Selles to0s kasutati eelnevalt meie laboris konstrueeritud Escherichia coli MG1655 SILAC (F-
, A~ rph-1, AlysA, AargA) tiive.

Plasmiididest kasutati meie laboris, pBAD mychisC pohjal konstrueeritud, pBAD-t-ARA
(pBAD promootor, araC, Amp", rrnB)

5.2.2 Reagendid ning kitid

Lisotsiiim (Applichem); DNAas I (VWR Amresco); Streptavidin sefaroos (streptavidin
sefarose high performance, GE Healthcare); Biotiin (Applichem); B-merkaptoetanool
(Calbiochem); QIAquick Nucleotide Removal Kit; AMV revertaas(+ RT-HB puhver)
(Promega); PNK-kit (74 polynucleotide kinase) (MBI Fermentas); dNTP (Solis Biodyne);
ddNTP (Solis Biodyne); puhver PN (Qiagen)

5.2.3 Kontsentraatorid

e Sartorius Vivaspin 500

e Receiver Columns 20 um, Macherey-Nagel
5.2.4 Puhvrid ja lahused

Litisipuhver (20 mM Tris pH 7,5; 100 mM NH4Cl; 10 mM Mg(OAc),; 0.25 mM EDTA; 6
mM B-Merkaptoetanool; 2 mg/ml Liisotsiiiim; 40 U/ml DNA-aas)

OV-10+f (20 mM Tris pH 7,5; 100 mM NH4Cl; 10 mM Mg(OAc),; 6 mM -
Merkaptoetanool)

OV-1+ B (20 mM Tris pH 7,5; 100 mM NH4CI; 1 mM Mg(OAc),; 6 mM B-Merkaptoetanool)

OV-10+KClI (20 mM Tris pH 7,5; 100 mM NH4Cl; 10 mM Mg(OAc),; 6 mM B-Merkapto-
etanool; 300 mM KCl)

OV-10+Biotiin (20 mM Tris pH 7,5; 100 mM NH4CI; 10 mM Mg(OAc),; 6 mM B-Merkapto-
etanool; 50 mM biotiin; pH 7,0[NaOH])

10xTBE (0,9 M Tris; 0,9 M Boorhape; 10 mM EDTA)
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5.2.5 So606tmed

Selles t60s kasutati modifitseeritud MOPS vedels6odet: 1x MOPS soolad; 0,2% sorbitool;
1,32 mM K,;HPOy; 0,2 pg/ml tiamiin (Neidhart et al., 1974) Aminohapped lisati s66tmesse
individuaalselt, 1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml. MOPS(H) s66tme puhul lisati stabiilsete
isotoopidega mirgitud arginiin (R10) (["*CleH4['°N140,) ja liisiin (K8) ([*ClsH 4['°N],0»).
MOPS(M) sé6tmesse lisati stabiilsete isotoopidega mirgitud arginiini (R6) ([°Cl¢H14N4O5) ja
lissiini (K4) (C¢H;o[*H]4N,0,). MOPS(L) s66tmes olid mérketa arginiin (RO) ja lisiin (KO).

Luria-Bertan (LB) agarsodde (1% triiptoon, 0,5% péarmiekstrakt, 0,5% NaCl, 1,5% agar)
(Bertani, 1951) Resistentse baktertiive kasvatamisel lisatud ampitsiliini Idppkontsentratsioonis

100 pg/ml.

MOPS(H) agarsodde (Ix MOPS soolad; 1,32 mM K2HPO4; 0,2% sorbitool; 0,2 pg/ml
tiamiin; [20x] 0,1 mg/ml aminohapped, arginiin (R10), liisiin (K8); 1,5% vesiagar)

5.2.6 Seadmed

e Loksuti INFORS HT multitron

e Perkin Elmer Liquid Scintillation analyzer Tri-Carb 2800TR

e Lauatsentrifuug Heraeus Biofuge Fresco

e Lauatsentrifuug Hettich Rotina 420

e Libivooludetektor Monitor UVis-920

e Ultratsentrifuug Beckman Coulter Optima L-90K Ultracentrifuge

5.2.7 ,Raske* sdilituskultuuride tegemine

Escherichia coli MG1655 SILAC + pBAD-t ARA rakud kiilvati 2 ml MOPS(R)
vedelsootmesse ning kasvatati 37 °C iiledo. Jargmisel hommikul tehti 1000x lahjenduskiilv
virskesse MOPS(H) vedelsodtmesse ning kasvatati 37 °C juures. Ohtul tehti uus 1000x
lahjenduskiilv virskesse MOPS(H) vedelsootmesse ning kasvatati 37 °C juures {iledo.
Jargneval hommikul tehti 1000x lahjenduskiilv virskesse MOPS(H) vedels66tmesse ning
kasvatati 37 °C juures iile6d. Ohtul plaaditi rakukultuurid MOPS(H) agarsédtmele ning
kasvatati 37 °C juures 1iledd. Jargneval hommikul tehti agarsootmelt kiilv virskesse
MOPS(H) vedelsdotmesse ning kasvati kuni ODggo=1,0. Rakukultuurid segati 1:1 50%

gliitserooliga, kiilmutati vedelas ldmmastikus ning hoiustati -80 °C juures.

25



5.2.8 Valkude margistamine rakkudes

E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakud kiilvati 2 ml MOPS(H) vedels66tmesse ning
kasvatati 37 °C juures iiledd. Jirgmisel hommikul tehti lahjenduskiilv 800 ml MOPS(H)
soOtmesse nii, et algne ODgpp=0,02. Rakke kasvatati 37 °C juures kuni ODgop~0,2. Rakud
koguti tsentrifuugides (4757 g/12 minutit), eemaldati supernatant ning rakusade suspendeeriti
800 ml véarskes MOPS(L) so6tmes (ampitsiliin Cigpp=0,1 mg/ml; gliikoos cigpp=0,2%)
rakukultuur jagati 200 ml kaupa alikvootideks ning kasvatati 37 °C juures. 40, 80, 120 ja 720
minuti méodudes voeti iiks alikvootidest, mdddeti ODgg ning koguti rakud tsentrifuugides

(4754 g/20 min). Rakusade kiilmutati vedelas lammastikus ja hoiustati -80°C juures.
5.2.9 70S ribosoomide eraldamine rakkudest

Rakud suspendeeriti liiiisipuhvris, hoiti 4 °C juures 30 minutit ning liiiisiti precelllysis
homogenisaatoriga (6000 rpm x 60 sek x3). Liisaat klaariti tsentrifuugides 16060 g/20

minutit, mdddeti ODye ning fraktsioneeriti 10-25% sahharoosigradiendil.

Gradiendilt koguti 70S fraktsioon, moddeti fraktsiooni ruumala ja OD,g. 70S fraktsioonist
sadestati 70S ribosoomid tsentrifuugides Ti50 rootoriga tingimustel: w’t — 1,2%¥10'%
Ribosoomi sade lahustati tiles 1xOV-10+f puhvris. Puhvri kogus wvaliti nii, et
ldppkontsentratsioon oleks ligikaudu 0,5 U/ul. Moddeti ODygp ribosoomilahuses ning

hoiustati -80 °C juures.
5.2.10 70S+tag ribosoomide kromatograafiline puhastamine

70S+tag ribosoomide eraldamine viidi ldbi kolonni hoidikutes (Macherey-Nagel Receiver
Columns 20 um). 70S ribosoomid segati 3:1 suhtes streptavidiin-sefaroos kolonnile. Segu
hoiti over-end segajal 4 tundi 4 °C juures. Peale seda pesti kolonni 5 korda 0,5 ml OV-10+
puhvriga. Kolonnile lisati 0,4 ml OV10+biotiin puhvrit, hoiti over-end segajal 30 minutit.
Kolonnilt elueeriti 70S+tag ribosoomid ning moddeti ODygp. Saadud eluendil viidi 14bi

puhvrivahetus (vivaspin 500, Sartorius) tsentrifugaalfiltril jargnevalt:

1. 23S+tag ribosoomide lahuse ruumala viidi 0,5 ml-ni 1xXOV10+KCl puhvriga, kanti
tsentrifugaalfiltrile ning tsentrifuugiti (16060 g/25 min) kuni retendanti filtril =50 pl.

2. Retendandile tehti 10 kordne lahjendus (Vispp=500 pl) OV10+KCl puhvriga ning
tsentrifuugiti (16060 g/25 min) kuni retendanti filtril =50 pl.
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Etappi 2 korrati kolm korda ning peale viimast tsentrifuugimist, tdsteti retendant uude protein

lobind eppendorfi ja moddeti lahuse OD,g.
5.2.11 Proovide ettevalmistamine massi-spektromeetria jaoks

Segati kokku 1:1-le suhtes 0,5 U 70S+tag ribosoome ja 0,5 U ,keskmise* méirkega valke
sisaldavaid 70S ribosoome. Seejérel lisati proovidesse TCA-d, 1oppkontsentratsiooniga 10%
ning hoiti 4 °C juures iile66. Proove tsentrifuugiti 16060 g/45 minutit, eemaldati supernatant
ning pesti sadet 2 korda 0,5 ml 70% atsetooniga. Peale igat pesu tsentrifuugiti proove 16060
g/45 minutit. Pérast viimast pesu, kuivatati ribosoomi sadet 37 °C juures 5 minutit ning

hoiustati -20 °C juures.
5.2.12 Massi-spektromeetria andmete to6tlus ning analiiiis

MS/MS andmetest peptiidide identifitseerimiseks kasutati parameetreid: identifitseeritava
peptiidi m/z hélve - £7 ppm; peptiidi maksimaalne laeng - 2+; lubatud vahelejddnud 1digete
arv — 1, ensliiim — triipsiin; fikseeritud modifikatsioonid — karbamido-metiiiil (C); varieeruvad
modifikatsioonid - oksiideerumine (M), aminohapped arginiin [*CJe[°Ny], liisiin [*Cle[°N,],
arginiin [°Cle, lisiin [*Hs]; MS/MS hilve — 0,02 Da. Otsing viidi 14bi andmebaaside
UniprotKB E.coli MG1655 K-12, mis sisaldas koiki tiives leiduvate valkude jérjestusi (alla
laectud 27.03.2012) ning contaminants, mis sisaldas MS-is enimlevinud kontaminantide
jarjestusi. Otsingu 14bi viimisel kasutati ka Decoy andmebaasi. MS/MS andmete t66tlus viidi
1dbi vabavara programmis Skyline V.3.1.0.7316-s.t66tlusel kasutati parameetreid: lubatud
mitte-1dikamiste arv — 0; lubatud peptiidide pikkuste vahemik — 5-25 aminohapet. To6tlusel
jéeti vilja ka peptiidid, mis sisaldasid tsiisteiini ja/vdi metioniini. Peptiidid, mis sisaldasid
arginiini (CgH14N4O,) voi liisiini (CgH14N4O,) tdhistati tdhega L (inglise keelest: Light -
Jkerge®). Peptiidid, mis sisaldasid arginiini ([°CJeH[°NJ40.) vdi  liisiini
([13C]6H14[15N]202), tahistati  tdhega H ning 10puks peptiidid, mis sisaldasid arginiini
([PCleH14sN40,) voi lisiini (CeH o[*H]4sN,05), tihistati tdhega M. Andmetest saadud
peptiidide intensiivsuste pdhjal arvutati peptiidide L/M ja H/M suhted.

5.2.13 23S+tag rRNA ekspressiooni ja repressiooni kontroll

5.2.13.1 Rakkude kasvatamine

E.coli MG1655 SILAC +pBAD-t ARA rakke kasvatati MOPS(L) so6tmes, kuhu lisati

ampitsiliini (cispp=0,1 mg/ml) ja arabinoosi (cispp=0,2%). Optilise tiheduse ODgpp=0,5 juures
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tsentrifuugiti rakud pohja 4757 g/12 min ning suspendeeriti MOPS(L) so6tmes (ampitsiliin
[copp=0,1 mg/ml], gliikkoos [cispp=0,2%]). Rakke koguti 0, 2 ja 24 h peale sootmevahetust.
Rakud tsentrifuugiti pdhja 4757 g/20 min ning rakusade kiilmutati -80 °C juures.

5.2.13.2 Ribosoomide eraldamine

Rakusade suspendeeriti liilisipuhvris, liiisiti precellysis homogenizator-iga (6000 rpm x 60
sek x3) ning mdddeti OD,¢. Liisaat kanti 10-25% sahharoosigradiendile 100 U kaupa ning
tsentrifuugiti Beckmann SW-28 rootoris tingimustel: w’t —3,4¥10'" ja 21000 rpm-i .

Gradiendist koguti 70S ribosoomide fraktsioon, mdddeti ruumala ja ODye. 70S fraktsioonist
sadestati 70S ribosoomid, tsentrifuugides Ti50 rootoris tingimustel: wit — 1,2*1012, kiirusel
36000 rpm. Ribosoomisade lahustati iiles 1xOV-10+p puhvris. Puhvri kogus valiti nii, et
16pp-kontsentratsioon oleks ligikaudu 0,5 U/ul. Mdddeti ribosoomilahuse OD,g, killmutati

vedelas lammastikus ning hoiustati -80 °C juures.
5.2.13.3 rRNA eraldamine 70S ribosoomidest

Voeti 1-2 U eelnevalt eraldatud 70S ribosoome, lahjendati 1xOV-10+f puhvris kuni
Vigpp=200 pl. Lahjendusele lisati 800 ul puhvrit PN(Qiagen), segati 20 minutit, peale mida
lisati 20 pl 50% réni suspensiooni. Lahust segati 10 minutit ning tsentrifuugiti 16060 g/5
minutit. Supernatant aspireeriti ja sadet pesti 2 korda 70% etanooliga. Peale viimast pesu lisati
sademele 40 pl H,O-d (MQ) ning hoiti toatemperatuuril 5 minutit. Segu tsentrifuugiti 16060

g/5 minutit, supernatant tosteti uude tuubi ning moddeti ODy¢p.
5.2.13.4 Praimeri mdrgistamine

Valmistati  reaktsioonisegu  (50ul)  23S+tag rRNA  spetsiifilise  praimeri (5’
CAAAAGGTACGCAGT 3’) mirgistamiseks **P-CTP-ga.

Tabel 1. praimer 5' mirgistamine alfa->*P-tsiitosiiniga

Reagent Varulahus Ciopp (50 pl)
Praimer 15 pmol/pl 2 pmol/ul
**P-CTP 10 uCi/pl 2 uCi/pl
PNK puhver 10 kordne 1 kordne
PNK 10 U/ul 0,8 U/ul
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Reaktsioonisegu inkubeeriti 37°C juures 90 minutit, pdrast mida eraldati segust praimer

kasutades QIAquick Nucleotide Removal Kit-i.
5.2.13.5 minisekventsi reaktsioon

Reaktsiooni 1dbi viimiseks segati kdigepealt kokku An (annealing) — reaktsioonisegu (10 pl) —
kineeritud praimer (cispp=0,05 pmol/pl), IRNA (cispp=0,1 pmol/ul), revertaasi puhver (cigpp=1
kordne). Segu kuumutati 93 °C-ni ning siis jahutati aeglaselt 37 °C-ni. Jahtumise ajal segati
kokku E (exstension) segu (9 ul): revertaasi puhver (cispp=1 kordne) ning AMV revertaas

(ciopp=0,44 U/ul). Jargmiseks segati kokku 2 reaktsioonisegu:

ddATP reaktsioonisegu ddGTP reaktsioonisegu
Reagent Kogus(10 pl) Reagent Kogus (10 pl)
An segu Sul An segu Sul
E segu 4 ul E segu 4 ul
dATP 0,625 mM dGTP 0,625 mM
ddATP 0,125 mM ddGTP 0,125 mM

Reaktsioonisegusi inkubeeriti 42 °C juures 30 minutit. 30 minuti mé6dudes peatati reaktsioon
lisades 120 pl STOP lahust (etanool [cispp=72%], NaOAc [cispp=0,33 M]), segati ning pandi -
20 °C juurde iileds. Valmistati 12% UPAAG (akriililamiid-bis-akriiiilamiid segu [19:1]
[Clopp=12%], uurea [cispy=6 M], 1 kordses TBE puhvris). 12% UPAAG-ile lisati Temed (10 pl,
100 ml geeli kohta) ning valati vormi. Geelil lastud poliimeriseeruda tiledd. Jargmisel paeval
tehti geelile preforees (2000 V/1 h) ning pesti geelihambaid. Proovid vdeti -20 °C juurest,
tsentrifuugiti DNA pohja (16060 g/15 minutit), eemaldati supernatant ning lahustati sade iiles
10 pl formamiid STOP lahuses (80 % deioniseeritud formamiid, 10 mM EDTA, 0,25%
broomfenool sinine). igat proovi kanti geelile 1 pl ning viidi 1ébi elektroforees (2000 V/4 h).
DNA fragmendid visualiseeriti phosphoimageriga (7yphoon trio) ja analiiiisiti /mageQuant

programmiga
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5.3 Tulemused
Enne t60 alustamist piistitati kaks eesmaérki:

1. Leida meetod ribosoomivalkude vahetumise jilgimiseks ribosoomides in vivo tingimustel
2. Teha kindlaks, kas ja millised ribosoomivalgud vahetuvad ribosoomides, mis on

puhastatud elusrakkudest

Too eksperimentaalse osa skeem eesmérkide saavutamiseks on toodud joonisel 8. Esmalt
kasvatati E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakke MOPS(H) (,,raske®) s66tmes, kuni
optilise tiheduseni 0.2, kui wuuriti valkudevahetust eksponentsiaalses, voi 0.8, kui
statsionaarses kasvufaasis. MOPS(H) soode sisaldas stabiilsete isotoopidega maérgitud
arginiini ([°Cl¢H;4[ "N]40,) ja lisiini ([CJ¢H14[°N],05). Selleks, et indutseerida plasmiidilt
23S+tag rRNA siintees, lisati MOPS(H) sO66tmesse arabinoosi (0,2%). Selle tulemusena
assambleeriti 50S alamiihikud, mis sisaldasid streptavidiini spetsiifilist ,,tag“-i. Seejérel tehti
s00tmevahetus viarske MOPS(L) (,,kerge*) so0tme vastu, mis sisaldas ilma isotoopmérketa
arginiini (C¢H4N4O;) ja liisiini (C¢H4N4O,). Selleks, et represseerida plasmiidilt 23S+tag
rRNA siintees, lisatt MOPS(L) s66tmesse lisarepressoriks gliikoosi (0,2%). S66tmevahetuse
motteks oli saavutada olukord, kus kdik enne sddtmevahetust siinteesitud ribosoomivalgud
sisaldasid stabiilsete isotoopidega mérgitud arginiini ja liisiini ning koik 23S+tag rRNA-d
sisaldavad ribosoomid périneksid enne sodtmevahetust. Rakke kasvatati, erinevate perioodide
viltel peale sOotmevahetust, koguti valitud ajapunktides ning eraldati 70S ribosoomid
sahharoosigradiendil. 70S ribosoomide fraktsioonist puhastati 10 mM magneesiumi juures

afiinsuskromatograafia abil streptavidiini spetsiifilist tag-i omavad 70S ribosoomid (70S+tag).

Kuna t66 eesmérgi tditmiseks oli vaja vorrelda omavahel erinevates ajapunktidest eraldatud
ribosoomide isotoopmaérgete sisaldust, siis oli vajalik sisemise standardi olemasolu proovides.
Selleks kasvatati E.coli MGI1655 SILAC rakke MOPS(M) (,,keskmine®) s66tmes kuni
ODg00~4,0. Rakud koguti ning eraldati 70S ribosoomid, mida kasutati sisemise standardina
koikides MS-i katsetes. MOPS(M) sodde sisaldas stabiilsete isotoopidega maérgitud arginiini
([13C]6H14N4Oz) ja liisiini (C6H10[2H]4N202), mis erinesid oma molekulmassi poolest
MOPS(H) kasutatud arginiinist ja liisiinist. Selle tulemuseks olid 70S ribosoomid, mis
sisaldasid ainult "keskmise" mirkega ribosoomivalke ning olid eristavad {ilejddnud

ribosoomivalkudest mass-spektromeetria abil.
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E.coli MG1655 SILAC + pBAD-t ARA (MOPS(H) ja MOPS(L) so6tmes kasvatatud) tiivest
eraldatud 70S ja 70S+tag ribosoomidele lisati 1:1 suhtes sisemist standardit. Jargnevalt tehti
proteoliiiitiline to6tlus ribosoomide segule, kasutades peptidaasi triipsiin. Triipsiin 1dikab
valke iga arginiini voi liisiini tagant ehk koik korrektselt 16igatud peptiidid sisaldavad ainult
iihte arginiini voi liisiini. Peptiidid lahutati HLPC-ga ning ioniseeriti ESI abil. loniseeritud
peptiidid identifitseeriti ning kvantifitseeriti kasutades jérjestikust mass-spektromeetriat
(tandem-MS). MS andmete abil arvutati valkude L/M ja H/M suhted, kus L (inglise keeles —
light) tahistab ,kerget marget, H (inglise keeles — heavy) ,rasket” marget ning M (inglise
keeles medium) ,keskmist“ maérget sisaldavate peptiide suhtelisi intensiivsusi. Sellest
tulenevalt kirjeldavad vastavad suhted mairgitud valkude koguseid ,keskmise® méirkega

valkude suhtes.

Kuna 70S+tag ribosoomid moodustavad viikese osa 70S ribosoomide populatsioonist, siis oli
vajalik kontrollida, kas 70S+tag ribosoomides esinevad ,,kerge™ ja ,raske” mirkega valkude
suhtelised kogused on samad, mis iilejadnud 70S ribosoomides. Selleks oligi vajalik proov,
kus oli segatud kokku 1:1 suhtes 70S ribosoomid enne eraldamise etappi streptavidiin-
sefaroos kolonnil ning ,.keskmise* mérkega r-valke sisaldavad 70S ribosoomid. Selles proovis
analiiiisiti samamoodi mairkega r-valkude suhtelisi koguseid, mida vorreldi 70S+tag
ribosoomide proovis saadud andmetega. Selle tulemusena kontrolliti, kas 70S+tag
ribosoomidest saadud andmete pdhjal saab teha jareldusi kogu 70S ribosoomides toimunud

muutuste kohta.

To6 eksperimentaalseks véljundiks oli vaadelda ,kerge* ja ,raske” mérke sisalduse muutust
ribosoomivalkudes, mida kirjeldasid véirtused L/M ja H/M. Kuna igasse proovi lisati
konstantne kogus ,,keskmise* (M) mirkega 70S ribosoome, siis oli voimalik vorrelda mérke
koguse muutust valkudes selle suhtes. Suhete L/M ja H/M abil arvutati margete osakaalud
erinevates r-valkudes. Kuna rRNA spetsiifiline tag esines ainult 23S rRNA-s, siis uuriti selle

t00 raames ainult suure alamiihiku valke.
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Joonis 8. T66 eksperimentaalne skeem. Etapp 1 — rakke kasvatati MOPS(H) s66tmes, kus
siinteesiti 23S+tag rRNA-d ning ainult ,raske” mairkega valke, kuni s66tmevahetuseni
MOPS(L) so6tmesse, milles oli 23S+tag rRNA siintees plasmiidilt represseeritud ning
stinteesiti ainult ,.kerge” mirkega valke. Etapp 2 — rakke kasvatati MOPS(L) s66tmes ning
rakud koguti valitud ajapunktidel. Etapp 3 — rakkudest eraldati 70S ribosoomid
sahharoosigradiendil. Etapp 4 - 70S ribosoomidest eraldati streptavidiini spetsiifilise tag-iga
70S+tag ribosoomid. Etapp 5 - 70S+tag ja 70S ribosoomid segati kokku 1:1 suhtes ,,keskmist*
mirget sisaldavate ribosoomidega. Etapp 6 — valmistatud segudes analiiiisiti isotoopmaérgete

suhteid ribosoomivalkudes HPLC-MS/MS teel.
5.3.1 Eksperimendiks vajaliku rakutiive konstrueerimine

Meetodi vilja tootamisel kasutati eelnevalt meie laboris konstrueeritud E.coli MG1655 SILAC
tiive. Tiives oli deleteeritud genoomist geenid lysA4 ja argA, mis oli vajalik selleks, et viltida
aminohapete arginiin ja liisiin de novo siinteesi rakkudes. Lisaks sellele oli vajalik 23S+tag

rRNA kontrollitud ekspressioon plasmiidilt. Selleks transformeeriti E.coli MG1655 SILAC
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tiive pBAD-t ARA plasmiidiga. pBAD-t ARA oli pBAD mychisC plasmiidist konstrueeritud
variant, mis sisaldas endas arabinoos indutseeritavat promootorit, ampitsiliini
resistentsusgeeni ning mutantset 77nB operoni. RrnB operon sisaldas endas 23S rRNA geeni,
kuhu oli mutageneesi abil sisse viidud streptavidiini spetsiifiline tag. Selle abil oli voimalik

puhastada tag-i sisaldavaid ribosoome teistest ribosoomidest.
5.3.2 pBAD-t ARA ekspressioonisiisteemi iseloomustamine

Selleks, et 1dbi viia ribosoomivalkude vahetuskatset, on vajalik kontrollida 23S+tag rRNA
slinteesi repressiooni ja ekspressiooni. Analiiiisiks piisava koguse 23S+tag rRNA saamiseks
oli vajalik kdrge ekspressiooni tase, samas valkude liilitamise analiilis on voimalik juhtumil
kui 23S+tag siintees on represseeritud. Ekspressiooni ja repressiooni efektiivsuse
kontrollkatse skeem on toodud joonisel 9 ning tulemused tabelis 2. E.coli MG1655 SILAC +
pBAD-t ARA rakke kasvatati MOPS(L) s66tmes, kuhu oli lisatud arabinoosi (0,2%) selleks, et
indutseerida plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees. Rakke kasvatati kuni ODgpp~0,5 ning viidi
1dbi s66tmevahetus viarske MOPS(L) so6tme vastu, kust puudus arabinoos ning kuhu oli
lisatud gliikoosi (0,2%) selleks, et represseerida plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees. Seega
toimus enne sd0tmevahetust 23S+tag rRNA silintees ning peale vahetust selle repressioon.
Rakud koguti 0, 2 ning 24 h peale s66tmevahetust, liilisiti ning eraldati 70S ribosoomid
sahharoosigradiendil. 70S ribosoomidest eraldati rRNA ning viidi labi 23S/23S+tag rRNA
spetsiifiline praimer-ekstensiooni reaktsioon a-*P-CTP abil mirgitud praimeriga.
Reaktsioonisegu produktid eraldati 12% uurea-PAAG elekrtoforeesi teel ning kvantifitseeriti
23S ja 23S+tag rRNA spetsiifiliste produktide osakaal. Selle tulemusena oli voimalik jélgida
23S+tag rRNA koguse suhtelist muutust vorreldes 23S rRNA-ga. Seega, kui 23S+tag rRNA
spetsiifiliste produktide osakaal alguses on liiga madal (n<5%), siis tdhendab see, et
ekspressioon on liiga nork. Kui 23S+tag rRNA spetsiifiliste produktide osakaal viheneb ajas
peale sootmevahetust, siis toimib repressioon histi, kui osakaal aga touseb, siis tdhendab see

promootori lekkimist.
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Joonis 9. pBAD-t ARA ekspressioonisiisteemi iseloomustamise katse skeem. Etapp 1 —
kasvatati rakke MOPS(L) sootmes, kus indutseeriti plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees
(punane). ODgpp=0,5 juures viidi 1dbi sootmevahetus MOPS(L) vastu, kus represseeriti
23S+tag rRNA siintees plasmiidilt (roheline). Etapp 3 — rakud koguti Oh, 2h ja 24h peale
sO0tmevahetust ning eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. Etapp 4 — 70S
ribosoomidest eraldati rRNA ning viidi ldbi 23S/23S+tag spetsiifiline praimer-ekstensiooni

reaktsioon, koos a->’P-CTP abil mirgitud praimeriga. Etapp 5 — Reaktsioonisegu produktid
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lahutati 12% uurea-PAAG elektroforeesil. Etapp 6 — uurea-PAAG geelil kvantifitseeriti [**P]
kogus 23S rRNA ja 23S+tag rRNA spetsiifilistes produktides.

Tabel 2. 23S rRNA+tag sisaldus ribosoomides peale repressiooni

rRNA Oh 2h 24h
23S+tag 25.89% 20.23% 32.80%
23S-tag 74.12% 79.78% 67.20%

Tabelis 2 on toodud 23S rRNA ja 23S+tag rRNA osakaal 70S ribosoomides Oh, 2h ja 24h
peale so6tmevahetust. Oh (ODgpp~0,5) punktis on 23S+tag rRNA sisaldavate 70S ribosoomide
osakaal =26% ehk 23S+tag rRNA siintees on piisav +tag ribosoomide eraldamiseks. 2h
(ODgp9~2,3) peale sodtmevahetust on 23S+tag rRNA osakaal 70S ribosoomide populatsioonis
~20%. 24h (ODgyp=3,4) peale sootmevahetust on 23S+tag rRNA osakaal 70S ribosoomides
~30%. Kahe viimase ajapunkti viértuste lahti motestamise juures on tdhtis moista — kui
plasmiidilt ei leki 23S+tag rRNA-d, siis selle kogus ei tohiks rakkudes suureneda. Samas
toimub peale repressiooni edasi 23S rRNA siintees, mille tottu peaks 23S+tag rRNA osakaal
708 ribosoomides vihenema. Tabelis toodud andmetest on niha, et 23S+tag ribosoomide hulk
touseb 24h punktis, aga 2h punktis on langenud =5% vorra. Sellest tulenevalt saab jireldada,
et pBAD-t ARA plasmiidilt lekib »#nB operon rakkude joudmisel statsionaarsesse kasvufaasi.
Kahjuks ei ole voimalik selle katse andmetest jareldada, kas plasmiid lekib rakkude

eksponentsiaalses kasvufaasis.

5.3.3 Valkudevahetus ribosoomide eraldamise kéigus

Ribosoomide eraldamine liisaadist on ajakulukas meetod, mis vottis siin t6ds toodud
meetodite abil aega ligikaudu 48 tundi. Eraldamise meetod hdlmab endas: rakkude liilisimine
(1 h), sahharoosigradiendil eraldamise (=17 h), ribosoomide sadestamise (=21 h), ribosoomide
lahustamine puhvris (=4 h) ning 16puks 70S+tag ribosoomide eraldamine streptavidiin-
sefaroos kolonnil (=5 h). Seega oli vaja kontrollida, kas ja missugused ribosoomivalgud
vahetuvad ribosoomide eraldamise kdigus. Juhtumil, kui valgud vahetuvad ribosoomide
puhastamise protsessi kéigus, ei ole voimalik analiilisida nende vahetust in vivo tingimustel.
Selleks kasvatati E.coli MG1655 SILAC ja E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakke
vastavalt MOPS(H) ja MOPS(L) sootmes. Sellest tulenevalt oli E.coli MG1655 SILAC
rakkudes ainult ,,raske” markega valgud ning E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakkudes
ainult , kerge* mérkega valgud. Lisaks sellele ekspreseeriti E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t
ARA rakkudes plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, lisades MOPS(H) s66tmesse arabinoosi
(0,2%). Mdlemaid kultuure kasvatati paralleelselt kuni optilise tiheduseni =2,0. Rakud koguti,
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segati kokku 1:1 suhtes ning eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. 70S
ribosoomidest puhastati streptavidiin-sefaroos kolonnil 70S+tag ribosoomid. 70S+tag
ribosoomid segati omakorda kokku 1:1 suhtes , keskmise® mirkega valke sisaldavate 70S
ribosoomidega ning analiiiisiti HPLC-MS/MS abil. MS andmetest arvutati margete suhted
H/M ja L/M, mis iseloomustavad ,,raske* (inglise keeles ,,Heavy* — H) ja ,,kerge* (inglise
keeles ,,Light* - L) mirkega valkude suhtelist kogust ,,keskmise* (inglise keeles ,,medium* —
M) mairkega valkude suhtes. Suhete L/M ja H/M abil arvutati H/M kovaritatsioon iga

H

individuaalse r-valgu jaoks: Mkovarlatswon =7~ . H/M kovariatsioon niitab ,raske*
_+_
M M

mirkega valkude suhtelist osakaalu ,,kerge™ ja ,,raske* mirkega valkude seas. Kuna 70S+tag
ribosoomid périnesid MG1655 SILAC+pBAD-t tiivest, kus siinteesiti ainult ,,kerge* mérkega
valke, siis oli ,raske” méirke esinemine nendes ribosoomides voimalik ainult siis, kui
ribosoomivalgud vahetuvad eraldamise kéigus. Valkudevahetust kirjeldati ldbi maérke
osakaalu muutuse ribosoomides. Valgud, mille ,raske* mirke osakaal oli iile 0.1 70S+tag
ribosoomides, loeti vahetuvaks. Eksperimendi skeem toodud joonisel 10 ning tulemused

joonisel 11.
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Joonis 10. Katse skeem — valguvahetus ribosoomide eraldamise kdigus rakkudest. Rakke
kasvatati paralleelselt MOPS(L) (arginiin (CgH4N4Oy), lisiin (CeH1aN4O) — ,kerged™
mirked) (roheline) ja MOPS(H) (arginiin (["°Cl¢H 4["N]40,), liisiin ([*CleH4[°N],05) —
»rasked mérked) so6tmes (punane) kuni optilise tiheduseni =2,0. ,,Rasket” mérget sisaldavad
valgud illustreeritud joonisel roheliselt ning ,kerget maérget sisaldavad punaselt. Rakud
koguti, mdddeti optiline tihedus ning segati ODgo védrtuste pohjal kokku 1:1 suhtes. Rakud
liitisiti ning eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. 70S fraktsioonist puhastati 70S+tag
ribosoomid ning moddeti OD,49. 70S+tag ribosoomid segati OD,¢ vaddrtuste pohjal 1:1 suhtes
kokku ,keskmise* mirkega valke sisaldavate 70S ribosoomidega (lilla) ning analiiiisiti

HPLC-MS/MS abil.
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Joonis 11. Valkudevahetus ribosoomide eraldamise kdigus. Joonisel on ndidatud andmed
katsest, kus segati kokku erineva madrkega valke sisaldavad rakud, eraldati 70S-+tag
ribosoomid ning analiilisiti mérke osakaalu muutust nendes. Y-teljel on toodud MS andmete
pohjal arvutatud H/M kovariatsioon, mis nditab ,,rasket” mirget omavate valkude osakaalu
70S+tag ribosoomides. *-tdhistatud valkude puhul esines osakaalude arvutamiseks ainult iiks
peptiid. 70S+tag ribosoomid sisaldasid enne kokku segamist ainult ,,kerge* mirkega valke,
seega oli ,raske” mirke osakaal nendes 0. Sellest tulenevalt loeti kodik valgud, mille H/M
kovariatsioon jéi alla 0.1, mittevahetuvateks ning koik valgud mille H/M kovariatsioon oli iile

0.1, vahetuvateks.

Joonisel 11 on niidatud ,,raske* mérkega valkude osakaal 70S+tag ribosoomides. Jooniselt on
ndha, et enamuse ribosoomivalkude ,,raske* méarke osakaal jii alla 0,1. Samas oli 6 valku,
mille ,,raske* mérke osakaal oli iile 0,1 — L1, L7/L12, L9, L10, L11 ja L33. Sellest tulenevalt
loeti need valgud vahetuvateks ribosoomide eraldamise kdigus. Kuna need valgud vahetuvad
ribosoomide eraldamise kdigus, siis ei ole vOimalik eristada vahetust, mis toimub

ribosoomides in vivo ning vahetust, mis toimub eraldamise kédigus nende puhul.

Ribosoomid on puhastamise protsessi kdigus erinevates keskkondades: algul liisaadis, siis
sahharoosigradiendil ning I6puks streptavidiin-sefaroos kolonnil. Selleks, et kindlaks teha mis

valgud, millises puhastamise etapis vahetuvad, viidi l&dbi kontrollkatse. Katses kasutati
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eelnevalt puhastatud ribosoome, mis olid homogeensed ,,kerge* voi ,,raske mérke suhtes.
Selleks kasvatati E.coli MG1655 SILAC ja E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakke
vastavalt MOPS(H) ja MOPS(L) sootmes. Selle tulemusena oli E.coli MG1655 SILAC
rakkudes ainult ,,raske* mérkega valgud ning E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA rakkudes
ainult , kerge* mirkega valgud. Lisaks sellele indutseeriti E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t
ARA rakkudes plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, lisades sdOtmesse arabinoosi (0,2%).
Molemaid kultuure kasvatati paralleelselt kuni optilise tiheduseni =2,0. Rakud koguti ning
eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. Jargnevalt jagunes katse kaheks: esmalt segati
puhastatud ribosoomid 1:1 suhtes kokku ning hoiti 4°C juures 43h, peale seda segati eelnevalt
puhastatud ribosoomid uuesti 1:1 suhtes kokku ning viidi koheselt 1dbi 70S+tag ribosoomide
puhastamine modlemas segus. 70S+tag ribosoomide eraldamisel hoitakse ribosoome Sh
streptavidiin sefaroos kolonnil. Esimest segu hoiti 43h 4°C juures selleks, et imiteerida acga
mis kulub 70S ribosoomide eraldamiseks sahharoosigradientidel. Teine segu oli kontrolliks
70S+tag ribosoomide eraldamise etapile streptavidiin-sefaroos kolonnil. Eraldatud 70S+tag
ribosoomid segati omakorda 1:1 kokku ,keskmise mirkega wvalke sisaldavate 70S
ribosoomidega ning analiilisitit HPLC-MS/MS-iga. MS andmete t66tlus viidi ldbi analoogselt

eelneva katsega. Katse skeem on toodud joonisel 12 ning tulemused joonisel 13.
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Joonis 12. Eksperimendi skeem. Valkudevahetus ribosoomide puhastamise protsessi kdigus.
Rakke kasvatati paralleelselt MOPS (H) (arginiin ([°CJ¢Hi4["N]40,) ja liisiin
([*Cl6H4[°N],0,) — ,rasked* mirked) (punane) ja MOPS (L) (arginiin (C¢H;4N405) ja liisiin
(CcH14N4O,) — ,.kerged* mirked) (roheline) so6tmetes kuni optilise tiheduseni =2,0. ,,Rasket*
marget sisaldavad valgud illustreeritud joonisel roheliselt ning ,kerget* maérget sisaldavad
punaselt. Rakud liiiisiti, eraldati 70S ribosoomid, mis segati 1:1 suhtes kokku ning hoiti 43
tundi 4°C juures (43 h) vdi segati kokku vahetult enne 70S+tag ribosoomide eraldust (0 h).
Segudest puhastati 70S+tag ribosoomid, mis segati omakorda kokku 1:1 suhtes ,,keskmise*
mirkega valke sisaldavate ribosoomidega (lilla) ning analiitisiti HPLC-MS/MS-iga.
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Joonisel 13 on toodud andmed katsest, kus uuriti valkudevahetust ribosoomide puhastamise
protsessi kdigus 48 h (43 h + 5 h) jooksul. Joonisel on nididatud ,,raske™ méarkega valkude
osakaalu muutus (H/M kovariatsioon) 70S+tag ribosoomides. Sellelt on néha, et valgu L33
H/M kovariatsioon on ligikaudu 0,5 — see tdhendab, et vaadeldud L33 valkudest pooled
sisaldasid ,rasket” maérget ning iilejaddnud pooled ,kerget maérget. Sellist olukorda
nimetatakse tasakaalu seisundiks, mille puhul edasist vahetust ei ole enam voimalik jélgida.
Valkude L1 ja L9 puhul on H/M kovariatsioon 0.2, seega ei olnud need valgud veel joudnud
tasakaalu seisundisse 48h jooksul. Kuna ,raske” méirke osakaalu muutus aja jooksul ei
kirjelda ainult vahetumist, vaid ka selle kiirust, siis saab jireldada, et valgud L1 ja L9

vahetuvad aeglasemalt kui L.33 puhastatud ribosoomide vahel 48h jooksul.
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Joonis 13. Valkudevahetus puhastatud ribosoomides 48 h (43+5) jooksul. Joonisel on
ndidatud andmed katsest, kus segati kokku erineva médrkega valke sisaldavad ribosoomid,
hoiti 4°C juures 43 h, eraldati 70S+tag ribosoomid (5 h) ning analiiiisiti mirke osakaalu
muutust nendes. Y-teljel on toodud MS andmete pdhjal arvutatud H/M kovariatsioon, mis
nditab ,,rasket* mirget omavate valkude osakaalu 70S+tag ribosoomides. 70S+tag ribosoomid
sisaldasid enne kokku segamist ainult ,,kerge* mirkega valke, seega oli ,,raske* mirke osakaal
nendes 0. Sellest tulenevalt loeti koik valgud, mille H/M kovariatsioon jdi alla 0.1,

mittevahetuvateks ning koik valgud mille H/M kovariatsioon oli iile 0.1, vahetuvateks.
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Joonis 14. Valkudevahetus puhastatud ribosoomides 5 h jooksul. Joonisel on néidatud
andmed katsest, kus segati kokku erineva mérkega valke sisaldavad ribosoomid, puhastati
70S+tag ribosoomid ning analiilisiti mirke osakaalu muutust nendes. Y-teljel on toodud MS
andmete pohjal arvutatud H/M kovariatsioon, mis nditab ,,rasket mirget omavate valkude
osakaalu 70S+tag ribosoomides. 70S+tag ribosoomid sisaldasid enne kokku segamist ainult
kerge* mirkega valke, seega oli ,,raske marke osakaal nendes 0. Sellest tulenevalt loeti kdik
valgud, mille H/M kovariatsioon jéi alla 0.1, mittevahetuvateks ning kdik valgud mille H/M

kovariatsioon oli iile 0.1, vahetuvateks.

Joonisel 14 on toodud andmed katsest, kus uuriti valkudevahetust ribosoomide puhastamise
protsessi kdigus 5 h jooksul. graafikul on ndidatud ,,raske* mérkega valkude osakaalu muutus
(H/M kovariatsioon) 70S+tag ribosoomides. Sellelt on ndha, et L33 on ainuke valk, mille
,raske* mérke osakaal on iile 0,1. H/M kovariatsioon on ligikaudu 0,4 valgu L33 jaoks, mis
tadhendab et 5h jooksul ei ole ta jdudnud veel tasakaalu seisundisse, aga on suurel mééral juba

vahetunud. See tdhendab, et puhastatud ribosoomides, 5 h jooksul, vahetub ainult valk L33.

Tanu sellele, et molemas eksperimendis kasutati ,.keskmise® mérkega valke sisaldavaid
ribosoome, kui sisemise standardina, oli vdimalik vdrrelda joonisel 11, 13 ja 14 toodud
andmeid tiksteisega. Jooniste 11, 13 ja 14 vordlusel oli ndha, et valgud L7/L12, L10 ja L11
vahetuvad ribosoomides eraldamise kéigus liisaatidest, kuid mitte puhastatud ribosoomides 48

vOi 5 h jooksul. Sellest saab jareldada, et raku liisaatides on midagi, mis vahendab vdi viib
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labi valkude L7/L12, L10 ja L11 vahetumist ribosoomides. Valgud L1 ja L9 vahetusid
sarnaselt ribosoomide eraldamise katses ja puhastatud ribosoomide katses 48 h jooksul.
Samas ei vahetunud nad puhastatud ribosoomides 5 h jooksul. Seega vahetuvad
ribosoomivalgud L1 ja L9 soltumata sellest, kas and on liisaadis voi puhvris. Ainuke valk, mis
kditus tihtemoodi koikides katsetes, oli L33. L33 puhul saab jidreldada, et tema vahetus
ribosoomides toimub kiiresti olenemata kas ta viibib liisaatidest eraldamise proovides voi

puhastatud ribosoomide proovides.
5.3.4 De novo siinteesitud ribosoomivalkude liilitumine vanadesse 70S ribosoomidesse

Selleks, et jélgida dsja siinteesitud ribosoomivalkude vahetumist, juba assambleeritud 70S
ribosoomidesse rakukultuuri erinevates kasvufaasides, viidi ldbi kaks valguvahetuse katset:

de novo slinteesitud valkudevahetus statsionaarses ning eksponentsiaalses kasvufaasis.

5.3.4.1 Valkudevahetus statsionaarses kasvufaasis

Valguvahetuse uurimiseks statsionaarses kasvufaasis kasvatati E.coli MG1655 SILAC+pBAD-
t ARA rakke MOPS(H) s66tmes, kus indutseeriti plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, lisades
sootmesse arabinoosi (0,2%). Kuna MOPS(H) so6ode sisaldas stabiilsete isotoopidega
mirgitud arginiini ([°CJ¢Hi4["N]402) ja lisiini ([°CJgHu["N],0,), siis kdik rakud
siinteesisid ainult ,raske* mirkega valke. Lisaks sellele toimus MOPS(H) s66tmes ka
70S+tag ribosoomide assambleerimine. Optilise tiheduse <0,8 juures viidi 1dbi s66tmevahetus
MOPS(L) s66tme vastu, kus represseeriti plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, asendades
arabinoosi lisarepressori gliilkoosiga (0,2%). Téanu séotmevahetusele, ei olnud enam vdimalik
»raske* mirkega valkude siintees, vaid slinteesiti ainult ,.kerge* mérkega valke. Teoorias ei
toimunud enam ka 70S+tag ribosoomide assambleerimist, samas arvestades eelnevalt ldbi
viidud kontrollkatset, oli teada et pBAD-t ARA plasmiid lekib rakukultuuri joudmisel
statsionaarsesse kasvufaasi. Rakud koguti 0, 2, 24, 48, 72 tundi peale s66tmevahetust ning
nendest eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. 70S ribosoomidest puhastati 70S+tag
ribosoomid streptavidiin-sefaroos kolonnil. 70S+tag ribosoomid segati 1:1-le kokku
»keskmise* mirkega valke sisaldavate 70S ribosoomidega ning analiiiisiti méirgete sisaldust r-
valkudes HPLC-MS/MS-iga. MS andmete pohjal arvutati r-valkude L/M ja H/M suhted,

millest omakorda arvutati ,kerge“ mirkega valkude osakaal vaadeldud valkudes:

L/M

,kerge“osakaal = T

Saadud véirtus iseloomustab ,kerge“ mairkega valkude

suhtelist osakaalu 70S+tag ribosoomides. Enne sodtmevahetust sisaldasid kdik 70S+tag

ribosoomid ainult ,raske mirkega ribosoomivalke. Seega juhtumil, kui 70S+tag
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ribosoomides esineb ,,kerget™ mérget sisaldavaid ribosoomivalke, on toimunud valguvahetus.
Samas tuli arvesse votta, et pBAD-t ARA plasmiid lekib rakkude statsionaarses kasvufaasis.
Osakaalude juures tuli arvestada, et kui valkude osakaal jouab védrtuseni 0.5, siis ei ole enam

voimalik valguvahetust jdlgida, sest sellisel juhtumil ei Katse skeem on toodud joonisel 15 ja

mem

tulemused joonisel 16.

/MQ_I?S(H), KUNI OD,,,~0,8
SOOTMEVAHETUS MOPS(L) VASTU
RAKUD KOGUTAKSE 2h, 24h, 48h JA 72h
MOPS(H) 23S+TAG; R10; K8

| MOPS(L) 23S-TAG; RO; K0

y

70S+TAG RIBOSOOMID

(M-H) 70S RIBOSOOMID

o

Joonis 15. De novo siinteesitud ribosoomivalkude liilitumine vanadesse 70S ribosoomidesse
statsionaarses kasvufaasis — katseskeem. Rakke kasvatati MOPS(H) s66tmes (punane), mis
sisaldas stabiilsete isotoopidega maérgitud arginiini ja liisiini, kuni optilise tiheduseni =<0,8.
Sootmevahetus viidi 1dbi MOPS(L) so6tme vastu (roheline), mis sisaldas ilma isotoop
mirketa arginiini ja lisiini. ,,Rasket” mérget sisaldavad valgud illustreeritud joonisel
roheliselt ning ,kerget™ mérget sisaldavad punaselt. Rakud koguti 0, 2, 24, 48 ja 72h peale
sootmevahetust, eraldati 70S ribosoomid, millest puhastati 70S-+tag ribosoomid. 70S+tag
ribosoomid segati kokku 1:1 suhtes ,,keskmise* mérkega valke sisaldavate 70S ribosoomidega

(lilla) ning analiiiisiti HPLC-MS/MS-s. 70S+tag ribosoomid sisaldasid enne sédtmevahetust
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ainult ,,raske* mirkega r-valke ehk peale s66tmevahetust mdodeti ,,kerge* markega r-valkude

sisalduse muutust 70S+tag ribosoomides.

Joonisel 16 on toodud de mnovo siinteesitud ribosoomivalkude liilitumine 70S+tag
ribosoomidesse statsionaarses kasvufaasis. Jooniselt puuduvad ribosoomivalgud L1, L7, L9,
L10, L11 ja L33, sest need valgud vahetuvad ribosoomide eraldamise kdigus (vt. peatiikk
5.3.3) ning valgud L14, L17, L23, L25, L27, L29, L30, L31A, L31B, L34, L35, L36A ja
L36B, sest nende puhul oli MS andmetes identifitseeritavate peptiidide arv liiga viike (n<1).
Graafiku X-teljel on toodud ,.kerge* mérke osakaal 70S+tag ribosoomide valkudes. pBAD-¢
ARA plasmiid lekib statsionaarses kasvufaasis, seega on seletatav ajapunktides 24, 48 ja 72 h
koikide ribosoomivalkude ,kerge* mérke osakaalu tdus. Kuna promootori lekkimine mdjutab
koiki r-valke iihesuguselt, siis on vOimalik vaadata osakaalu muutuse kiirust, et tuletada
ribosoomivalkude vahetumist. Esimeses ajapunktis (Oh) on néha, et ,,kerge” mirke osakaal on
ribosoomivalkudes 0. See tdhendab, et wvahetult peale sodtmevahetust olid 70S+tag
ribosoomides ainult ,,raske” mérkega r-valgud. Ajapunktis 2 h on ndha koikide vaadeldud
valkude ,.kerge* médrke osakaalu tdusu. See tdhendab, et enne statsionaarset kasvufaasi voib

toimuda valkudevahetus ribosoomides in vivo tingimustel.

45



11
1L
[

| T T T T S O O O O

1
[N

=

ﬁ—«
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

"kerge" marke osakaal
Joonis 16. Ribosoomi valkudevahetus statsionaarses kasvufaasis. Graafikul on toodud
andmed katsest, kus kasvatati rakke MOPS(H) s66tmes, milles siinteesiti 70S+tag ribosoome,
kuni OD600~0,8-ni, viidi 14bi sootmevahetus MOPS(L) vastu, kus represseeriti 70S+tag
ribosoomide silintees. Rakud koguti valitud ajapunktides ning puhastati 70S+tag ribosoomid.
Katses vaadati ,kerge“ mirkega r-valkude osakaalu muutust 70S+tag ribosoomides
statsionaarses kasvufaasis. Joonisel on ndidatud individuaalsete ribosoomivalkude ,kerge*
mérke osakaal 70S+tag ribosoomides 0, 2, 24, 48 ja 72 h peale so6tmevahetust. Y-teljel on
toodud r-valgud, mis grupeeritud ajapunktide kaupa. Muutused mirke osakaalus kirjeldavad

valkude vahetust 70S+tag ribosoomidesse.
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5.3.4.2 Valkudevahetus eksponentsiaalses kasvufaasis

Jargmiseks vaadeldi valguvahetust eksponentsiaalses kasvufaasis. Katse skeem on toodud
joonisel 17 ja tulemused joonisel 18. Selleks kasvatati E.coli MG1655 SILAC+pBAD-t ARA
rakke MOPS(H) s66tmes, kus indutseeriti plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, lisades
sO0tmesse arabinoosi (0,2%). Kuna MOPS(H) soode sisaldas stabiilsete isotoopidega
mirgitud arginiini ([°CJeHi4["N]402) ja lisiini ([PCJgHu["N],0,), siis koik rakud
stinteesisid ainult ,raske* mairkega valke. Lisaks sellele toimus MOPS(H) s66tmes ka
70S+tag ribosoomide assambleerimine. Optilise tiheduse ~0,2 juures viidi 1dbi so6tmevahetus
MOPS(L) sootme vastu, kus represseeriti plasmiidilt 23S+tag rRNA siintees, lisades
s00tmesse lisarepressorit gliikoosi(0,2%). Tadnu s66tmevahetusele, ei olnud enam vdimalik
»raske* mirkega valkude siintees, vaid siinteesiti ainult ,,kerge* mérkega valke. Teoorias ei
toimunud enam ka 70S+tag ribosoomide assambleerimist, samas arvestades eelnevalt 1dbi
viidud kontrollkatseid, oli teada et pBAD-t ARA plasmiid lekib rakkude joudmisel
statsionaarsesse kasvufaasi. Rakud koguti 40, 80, 120 ja 720 minutit peale sddtmevahetust
ning nendest eraldati 70S ribosoomid sahharoosigradiendil. 70S ribosoomidest puhastati
70S-+tag ribosoomid streptavidiin-sefaroos kolonnil. 70S+tag ribosoomid segati 1:1-le kokku
,keskmise* markega valke sisaldavate 70S ribosoomidega ning analiiiisiti HPLC-MS/MS-iga.
MS andmete pohjal arvutati r-valkude L/M ja H/M suhted, millest omakorda arvutati , kerge*

L/—M. Saadud vaartus
L/M+H/M

mirkega valkude osakaal vaadeldud valkudes ,.kerge“osakaal =
iseloomustab ,kerge* mérkega valkude suhtelist osakaalu 70S+tag ribosoomides. Enne
sootmevahetust sisaldasid kdik 70S+tag ribosoomid ainult ,,raske markega ribosoomivalke.
Seega juhtumil, kui 70S+tag ribosoomides esineb ,kerget“ maérget sisaldavaid
ribosoomivalke, on toimunud valguvahetus. Samas tuli arvesse votta, et puudusid andmed

pBAD-t ARA plasmiidi repressiooni efektiivsuse kohta rakkude eksponentsiaalses kasvufaasis.
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MOPS(H), KUNI OD,,;~0,2

SOOTMEVAHETUS MOPS(L) VASTU

RAKUD KOGUTAKSE 40MIN, 80MIN, 120MIN JA 720MIN
MOPS(H) 23S-TAG; R10; K8

MOPS(L) 23S+TAG; R0; KO

70S RIBOSOOMID+TAG (M-H) 70S RIBOSOOMID

Joonis 17. De novo siinteesitud ribosoomivalkude liilitumine vanadesse 70S ribosoomidesse
eksponentsiaalses kasvufaasis. Rakke kasvatati MOPS(H) sd6tmes (punane), mis sisaldas
stabiilsete isotoopidega maérgitud arginiini ja liisiini, kuni optilise titheduseni =0,2.
Sootmevahetus viidi 1abi MOPS(L) s66tme vastu (roheline), mis sisaldas ilma isotoopmérketa
arginiini ja liisiini. ,,Rasket* mérget sisaldavad valgud illustreeritud joonisel roheliselt ning
kerget“ marget sisaldavad punaselt. Rakud koguti 40, 80, 120 ja 720 minutit peale
sootmevahetust, eraldati 70S ribosoomid, millest omakorda puhastati 70S+tag ribosoomid.
70S+tag ribosoomid segati kokku 1:1 suhtes ,,keskmise* méarkega valke sisaldavate 70S

ribosoomidega (lilla) ning analiiiisitit HPLC-MS/MS-s.
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Joonis 18. Ribosoomi valkudevahetus eksponentsiaalses kasvufaasis. Graafikul on toodud
andmed katsest, kus kasvatati rakke MOPS(H) s66tmes, milles siinteesiti 70S+tag ribosoome,
kuni OD600~0,2-ni, viidi 1dbi so6tmevahetus MOPS(L) vastu, kus represseeriti 70S+tag
ribosoomide siintees. Rakud koguti valitud ajapunktides ning puhastati 70S+tag ribosoomid.
Katses vaadati ,kerge“ mirkega r-valkude osakaalu muutust 70S+tag ribosoomides
eksponentsiaalses kasvufaasis. Joonisel on nididatud individuaalsete ribosoomivalkude
»kerge miérke osakaal 70S+tag ribosoomides 40, 80, 120 ja 720 minutit peale
so0tmevahetust. Y-teljel on toodud r-valgud, mis grupeeritud ajapunktide kaupa. Muutused

mirke osakaalus kirjeldavad valkude liilitumist 70S+tag ribosoomidesse.
49



Joonisel 18 on ,kerge* mirkega r-valkude osakaalu muutus 70S+tag ribosoomides 40, 80,
120 ja 720 minutit peale sdotmevahetust. Jarjekordselt puuduvad jooniselt r-valgud L1,
L7/L12, L10, L11 ja L33, sest need valgud vahetuvad ribosoomide eraldamise kéigus. Lisaks
sellele puuduvad graafikult r-valgud L.29, L31A, L31B, L32, L36A ja L36B, sest nende puhul

el olnud piisavalt kvantifitseeritavaid peptiide MS andmete analiilisiks (n<1).

Graafiku 18 X-teljel on toodud ,,kerge* marke osakaal 70S+tag ribosoomivalkudes. Jooniselt
on niha, et 40, 80, 120 ja 720 minuti ajapunktides tduseb valkude L2, L3, L4, LS, L6, L13,
L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L21, L22, .23, L24, L25, L27, L28, L30, L34 ja L35
,kerge* mirke osakaal. Sellest saab jareldada, et kdik need valgud vahetuvad ribosoomides
sarnase kiirusega. Samas eelnevatest katsetest on teada, et pBAD-t ARA plasmiid lekib
rakkude joudmisel statsionaarsesse kasvufaasi, mille tottu on vajalik kontrollida pBAD-t ARA
plasmiidi repressiooni eksponentsiaalses kasvufaasis, selleks, et kinnitada siin toodud

jareldusi.

5.3.5 Erineva mérkega valkude osakaal proteoomis

Valguvahetuse eksperimendis toimub sootmevahetus, mille kidigus Idpetatakse ,raske*
mirkega valkude siintees ning alustatakse ,.kerge* méarkega valkude siinteesiga. See tdhendab,
et vahetult peale sd6tmevahetust on rakkudes iilekaalus ,raske” markega valgud, kuid aja
moddudes suureneb ,.kerge* mérkega valkude hulk. Selline mérke jaotuse muutus proteoomis
mojutab mairkespetsiifilist valkudevahetust. Selleks, et vaadelda mirgete jaotumist
ribosoomivalkudes, oli vajalik kindlaks miédrata mirgete osakaal r-valkude proteoomis.
Selleks voeti proovid rakukultuuridest, mida kasutati ribosoomivalkude vahetuse jalgimiseks
eksponentsiaalses kasvufaasis (vt. peatiikk 5.3.1). Rakud koguti ajapunktides 40, 80, 120 ja
720 minutit peale so6tmevahetust. Rakud liitisiti, moddeti valgusisaldus (ODygp) igas proovis,
voeti vastavalt valgusisaldusele sama kogus liisaati ning lisati 45,8ng ,.keskmise* mérkega
valke sisaldavaid 70S ribosoome. Proove analiiiisiti HPLC-MS/MS-iga. Katse skeem toodud

joonisel 19 ning tulemused joonisel 20 ja 21.
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RAKUD KOGUTAKSE 40MIN, 80MIN, 120MIN JA 720MIN
MOPS(H) 23S+TAG; R10; K8
MOPS(L) 23S-TAG; RO0; KO0

MOPS(H), KUNI OD,,,~0,2
SOOTMEVAHETUS MOPS(L) VASTU

(M-H) 70S RIBOSOOMID

)

Joonis 19. Erineva mérkega valkude osakaal proteoomis — katse skeem. Rakke kasvatati
MOPS(H) sootmes (punane), mis sisaldas ,,stabiilsete isotoopidega mérgitud arginiini ja
lisiini ning kus indutseeriti 23S+tag rRNA siintees, kuni optilise tiheduseni =0,2. Viidi libi
Sootmevahetus MOPS(L) so6tme (roheline) vastu, mis sisaldas ilma isotoopmérketa arginiini
ja lusiini ning kus represseeriti 23S+tag rRNA siintees. Selle tulemusel oli rakkude
proteoomis nii ,raske” mérkega valgud (punane) ja ,kerge“ mirkega valgud (roheline).
Rakud koguti 40, 80, 120 ja 720 minutit peale sd6tmevahetust, liiiisiti ning moddeti liisaatide
valgusisaldus. Vastavalt valgusisaldusele segati liisaatidesse (45,8 ng/1 pg kohta) , keskmise*
markega valke sisaldavaid ribosoome (lilla) ning analiiiisitt HPLC-MS/MS abil.
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Joonis 20. ,Kerge* mirkega ribosoomivalkude koguse muutus proteoomis. Graafikul on

toodud andmed katsest, kus rakke kasvatati rakke MOPS(H) s66tmes, viidi ldbi

sootmevahetus MOPS(L) vastu, koguti rakud ning moddeti ,,kerge* mirke suhtelist kogust

ning selle muutust rakkudes. Graafikul X-teljel on toodud L/M suhe, mis nditab ,kerge*

marke kogust ,keskmise® mirkega valke sisaldavate 70S ribosoomide suhtes. Punase

noolega on toodud vélja L31B tulbad ning rohelise joonega L7/L.12 ja L10 tulbad.
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Joonisel 20 on toodud ribosoomivalkude kerge mirke koguse muutus ,.keskmise® mérkega
valke sisaldavate 70S ribosoomide suhtes, mis on esitatud L/M suhtena. Joonisel ei ole
ribosoomivalke L21, L.23, L27, L.28, L31A, L33, L34, L35, L36A ja L36B-d, sest nende
puhul oli liiga védhe identifitseeritavaid peptiide (n<1) MS analiiiisiks. Proovid on voetud
peale s06tmevahetust ehk olukorras, kus ,,raske* mérkega valkude silintees ei ole vdimalik
ning slinteesitakse ainult ,kerge“ mirkega valke. Seega kirjeldab L/M suhe peale

sO6tmevahetust slinteesitud valkude suhtelisi koguseid proteoomis.

Jooniselt 20 ndha, et enamike ribosoomivalkude kogused, ajapunktide raames, on iihesugused.
Erandiks on ribosoomivalgud L7/L12 ja L10, mille kogused on vorreldes teiste r-valkudega
korgemad, ning L31B, mille kogus rakkudes tduseb aja moddudes. Jooniselt ndha kdikide
vaadeldud valkude koguse muutus aja jooksul. Valgu koguste muutus on siinjuures
mirkespetsiifiline ja graafikult on niha, et , kerge* mérkega r-valkude kogus jouab 80 minutit
peale s06tmevahetust platoole. See tdhendab, et sellest ajapunktist edasi ,kerge” mirkega
ribosoomivalkude kogus proteoomis enam ei suurene. Erandiks on siinjuures valk L31B,
mille kogus tduseb rakkude liikumisel statsionaarsesse kasvufaasi. 720 minuti punktis on
ndha, et ,kerge“ méirkega ribosoomivalkude tase proteoomis vdheneb. See tdhendab, et

rakkude joudmisel statsionaarsesse kasvufaasi lagundatakse r-valke teatud mééral.
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Joonis 21. "raske" mirkega ribosoomivalkude taseme muutus rakkudes. Graafikul on toodud
andmed katsest, kus rakke kasvatati rakke MOPS(H) s66tmes, viidi 1dbi so6tmevahetus
MOPS(L) vastu, koguti rakud ning mdoddeti ,,raske” mirke suhtelist kogust rakkudes.
Graafikul X-teljel on toodud H/M suhe, mis nditab ,,raske* mérke kogust , keskmise* mérkega
valke sisaldavate 70S ribosoomide suhtes. Punase noolega on toodud vilja L31B tulbad ning
rohelise joonega L7/L12 ja L10 tulbad.
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Joonisel 21 on toodud ,,raske* marke muutus ribosoomivalkude proteoomis. Sarnaselt joonis
20-ga, ei ole joonisel 21 toodud ribosoomivalke L21, L.23, L.27, L.28, L31A, L33, L34, L35,
L36A ja L36B-d, sest nende puhul oli liiga vdhe identifitseeritavaid peptiide (n<l) MS
analiiiisiks. Proovid on voetud peale s66tmevahetust ehk olukorras, kus ,raske® mairkega
valke ei ole enam vodimalik juurde silinteesida ning siinteesitakse ainult ,kerge* mairkega
valke. Sellest tulenevalt kirjeldab H/M suhe ,raske* mérkega ribosoomivalkude kadumist
rakkudest. Jooniselt 21 on ndha, et sarnaselt ,kerget“ maérget sisaldavate valkudega, on
koikide ,,raske* mérkega ribosoomivalkude tase rakkudes, ajapunktide raames, tihesugune.
Jarjekordselt on erandiks valgud L7/L12 ja L10, mida on 40, 80 ja 120 minuti ajapunktides
rohkem kui teisi r-valke. Sammuti on néha, et koikide ,,raske” markega ribosoomivalkude

kogus viheneb iihesuguselt ning jouab 720 minuti punktis iihtlasele tasemele.

Erandiks siin on valk L31B, mille ,,raske* mérke kogus ajas ei muutu. Siin tuleb aga arvesse
votta kahte tingimust: eelnevalt on ndidatud, et L31B ei siinteesita enne rakukultuuri joudmist
statsionaarsesse kasvufaasi ning so6tmevahetuse hetkel olid rakud varajases eksponentsiaalses
kasvufaasis. Selletottu on ,,raske* markega L31B valgu kogus siin katses muutumatu ning MS
andmete pohjal, voib nédidatud kogust lugeda detektsiooni veapiiriks. Arvestades, et koikide
valkude suhtelised kogused on 720 minuti ajapunktis samad, siis saab jireldada, et selles

ajapunktis ei ole enam rakkudes ,,raske* mérkega ribosoomivalke.
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Joonis 22. Ribosoomivalkude mirke osakaalu muutus rakkudes. Graafikul kasutatud andmeid
jooniselt 20 ja 21, selleks et arvutada mirgete osakaal ribosoomivalkudes. Y-teljel toodud
mirke osakaal ribosoomivalkude proteoomis. X-teljel ajapunktid peale sd6tmevahetust, kus
voeti proovid rakukultuurist. Joonisel halliga ,,raske* mirke osakaal ning valgega ,kerge*

marke osakaal.

Kasutades andmeid joonistelt 20 ja 21, on vOimalik arvutada mérgete osakaal kdigis
ribosoomivalkudes. Mirgete kogusest tulenevalt on vdimalik hinnata valguvahetuse
kallutatust , kergelt™ voi ,,raskelt mérgitud valkude suhtes. Joonisel 22 on toodud mérgete
osakaal kdikides moddetud ajapunktides. Siinjuures on tulpade korgused defineeritud kui L/M
suhte osakaal L/M ja H/M suhete summast ning veapiirid kirjeldavad erinevate
ribosoomivalkude varieeruvust selle suhtes. Jooniselt on niha, et 40 minutiks on ,kerge*
marke osakaal ligikaudu pool — see tdhendab, et , kerge* ja ,,raske mirkega ribosoomivalke
on 40 minutiks vordselt. 80 minutit peale so6tmevahetust on ,kerget mérget juba 4 korda
rohkem kui ,rasket”, millest tulenevalt toimub valguvahetus ribosoomides suunatult juba
»Kerget” marget sisaldavate valkude poole. 720 minuti punktis on , kerge* mirkega valkude
osakaal 0,9. Arvestades joonisel 21 toodud H/M suhteid, saab jareldada et 720 minutit peale

sootmevahetust on koik valgud ,,kerge* mérkega.
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5.4 Arutelu

Klassikalise arusaama jargi on ribosoomid RNA-valk kompleksid stabiilsed ning véhe
muutuvad, sest muutused ribosoomides vodivad modjutada nende poolt ldbiviidavat
translatsiooni efektiivsust. Sellest tulenevalt peetakse muutusi ribosoomides haruldaseks ning
tavaliselt kaugel nende funktsionaalsetest tsentritest. Samas on néidatud ribosoomi valkude
voimekust vahetuda ribosoomides. Selles t66s uuriti r-valkude vahetust, selleks et uurida selle

téhtsust ning tdhendust ribosoomides.

Ribosoomivalkude vahetust on eelnevalt ndidatud valkude L1, L7/L.12, L9, L10, L11 ja L33
puhul in vitro tingimustel (Pulk et al., 2010). Need tulemused langevad kokku siin t66s tehtud
jéreldustega, r-valgud L1, L9, L10, L11, L7/L12 ja L33 vahetuvad ribosoomide eraldamise
protsessi kdigus. Samas ei vahetunud kdik mainitud valgud samades tingimustes ning sama
kiiresti. Valgud L7/L12, L10 ja L11 vahetusid ribosoomide vahel ainult nende eraldamisel
rakkudest, kuid mitte eelnevalt puhastatud ribosoomides aja jooksul. Selle tottu on vdimalik,
et nende valkude vahetuseks on vajalik mingi faktor, mis on olemas rakkudest eraldamise
lahuses, kuid mitte puhastatud ribosoomide lahuses. Valgud L1 ja L9 vahetusid nii rakkudest
eraldatud proovides kui ka eelnevalt puhastatud ribosoomide proovides, aga nende vahetus
toimus pika aja jooksul. Valk L33 oli ainuke, kes vahetus nii rakkudest eraldamise kdigus kui

ka eelnevalt puhastatud ribosoomides ning seda lithikese aja jooksul.

L7/.12 ja L10 moodustavad kompleksi (L7/L.12)4L.10, mis asub ribosoomi pinnal ning aitab
siduda translatsioonifaktoreid ribosoomidele. See kompleks omakorda on seotud ribosoomi
kiilge ldbi valgu L11. Eelnevalt on niidatud, et in vitro tingimustes vahetuvad L7/L12
dimeerid ribosoomide vahel (Hamel et al., 1972; Kischa et al., 1971). Kuna (L7/L12)4L10
kompleks osaleb translatsioonifaktorite sidumisel ribosoomidele, on vdimalik, et tema vahetus
mingib rolli seondumise ldbiviimisel. Nimelt on kaks vd&imalust, kuidas (L7/L12)4L10
kompleks saab siduda faktoreid ribosoomile: esimese puhul on ta seotud ribosoomide kiilge
ning seob translatsioonifaktoreid ,,m66da minnes®, teine voimalus on see, et ta dissotseerub
ribosoomilt, seob faktorid endale ning liigub tagasi ribosoomile. Tulemused siin t66s viitavad
vilmase mudeli vdimalikkusele. See aga viitab sellese, et (L7/L12),L10 vahetus on
kataliiiisitud seni defineerimata faktori poolt. Valgu L11 puhul on teada, et osaleb stringent
response vastuse tekitamisel rakkudes ning tema tsentraalses rollis antibiootikumi
thiostrepton-i resistentsuse tekitamises. Molemad mainitud faktid aga ei anna aru milleks
peaks see valk vahetuma. Vastus peitub arvatavasti ikkagi (L7/L12)4L10 kompleksis, mis on

seotud ribosoomi kiilge osaliselt 1ébi L11.
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Valgud L1 ja L9 on sammuti ribosoomi perifeerias asuvad valgud, mis ei ole seotud tugevalt
ribosoomiga. Valkude L1 ja L9 puhul on niidatud, et nad ei ole hddavajalikud translatsiooni
1abi viimiseks ning rakutiived ilma nende valkudeta on eluvoimelised (Dabbs, 1986; Herr et
al., 2001). L1 arvatakse, et ta osaleb tRNA eemaldamisel ribosoomi E-saidist. L1 puhul on
ndidatud, et tema geeni deleteerimisel rakkudest viheneb ribosoomide véimekus siinteesida
poliipeptiide 40-60%. Samas lisades selliselt tiivest eraldatud ribosoomidele puhastatud L1
valku, taastub nende originaalne translatsiooniline vdoimekus (Wilson ja Nierhaus, 2005).
Seega juhtumil kui L1 valk on saanud kahjustada ribosoomides, siis on tema vahetusega

voimalik taastada ribosoomi algne translatsiooni efektiivsus.

L9 on struktuurselt huvitav valk, mis sisaldab kahte RNA siduvat globulaarset domeeni, mis
on omavahel seotud pika heeliksiga. Tema puhul on tdheldatud modju ribosoomide
»libisemisele®. Efekti kirjeldati esimesena T4 geen 60 mRNA puhul, kus ribosoomid peavad
»libisema“ iile 50 nukleotiidse 10igu mRNA selleks, et jdtkata translatsiooni. Ribosoomides,
kus ei olnud olemas valku L9 toimus ,libisemine* 3,5% efektiivsusega vorreldes

ribosoomidega, kus oli valk L9 (Adamski et al., 1996).

L33 on viike globulaarne valk, mille puhul on teada, et tema deletsioon ei oma efekti ei
ribosoomi assambleerimisel ega funktsioneerimisel (Maguire ja Wild, 1997). Samas on valgu
L33 vahetust mérgatud mitmetes valguvahetuse toddes. Siin t66s avaldatud tulemuste pdhjal
on vOimalik 6elda, et valk L33 on ,,tdeline* vahetuja ribosoomides. See tdhendab, et tema

vahetus on mdjutatud ainult tema dissotsatsiooni- ja assotsiatsiooni-konstandi poolt.

In vivo uuringud varieeruvad oma tulemustelt, mis vo0ib olla pdhjustatud erinevatest
eksperimentaalsetest 1dhenemistest valguvahetuse uurimiseks. Sellest tulenevalt on arvatud, et
ribosoomivalkude vahetus voib olla tingimuslik. /n vivo on nididatud ribosoomivalkude L1,
L5, L9, L10, L11, L13, L15, L16, L17, L19, L22, L30, L31, S2, S4, S5 ja S9 vahetus sligavas
statsionaarses kasvufaasis. Kuna nendel tingimustel on rakkude elutegevus, ning 14bi selle ka
ribosoomide poolt ldbiviidav translatsioon minimaalne, siis valguvahetuse jadlgimine sellistel
tingimustel annab infot vahetuse toimumise, kuid mitte selle mdju kohta elutegevusele. Sellest
tulenevalt ka selle t60 eesmédrk leida wviis, kuidas kirjeldada ribosoomides toimuvat

valguvahetust rakkude elu kdigus.

Selles t60s avaldatud tulemustest jdreldati, et ribosoomivalgud L2, L3, L4, L5, L6, L13, L14,
L15, L16, L17, L18, L19, L20, L21, L22, 1.23, L24, L25, L27, L28, L30, L34 ja L35

vahetuvad ribosoomides sarnase kiirusega, in vivo tingimustel. Vottes arvesse, et valgud
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erinevad nii oma interaktsioonide poolest rRNA kui ka suuruse poolest, siis peaks vahetust
14bi viiv mehhanism olema ka koiki valke holmav. Varasemalt on nididatud, et 30S alamiithiku
assambleerimisel kasutatakse juba valmis alamiihikutes paiknevaid valke (Sykes et al., 2010).
Seega on hiipoteetiliselt voimalik olukord, kus juba assambleeritud ribosoome uuesti ,,lahti
pakitakse* ning selle kédigus toimub valgulise koostise muutus. Samas tdhendab see seda, et
valkudevahetus ribosoomides oleks mojutatud ribosoomide biogeneesi aktiivsusest. Eelnevalt
on ndidatud, et ribosoomide biogenees ei ole lihesuguse aktiivsusega kdikides kasvufaasides.
Sellest tulenevalt peaks valkudevahetuse kiirus ning aeg olema korrelatsioonis biogeneesi

aktiivsusega rakkudes. Sellist korrelatsiooni selles t60s avaldatud tulemustes ei tdheldatud.

Kuna koik valgud kéitusid sarnaselt eksponentsiaalse kasvufaasi katses, siis on seda tulemust
voimalik seletada ka pBAD-t ARA promootori lekkimisega. Kontroll-katses néidati, et rakkude
statsionaarses kasvufaasis, stlinteesitakse pBAD-t ARA plasmiidilt 23S+tag rRNA-d ka
lisarepressori juuresolekul. Kahjuks ei ole vdimalik selle kontroll-katse jérgi delda, kuidas
toimib pBAD-t ARA plasmiidi repressioon rakkude eksponentsiaalses kasvufaasis. Seega on
nii jdrelduse kinnitamiseks kui ka timberliikkamiseks vajalik kontroll katse, mis niitaks

pBAD-t ARA promootori repressiooni efektiivsust rakkude eksponentsiaalses kasvufaasis.

Ribosoomivalkude proteoom rakkudes on kogumik nii valkudest, mis on ribosoomidega
seotud, kui ka valkudest, mis ei ole seondunud ribosoomile. Labi selle on voimalik kirjeldada
valkude kogust, mass-spektromeetria abil, lksteise suhtes kui ka korrektse standard
olemasolul voi mérkevaba kvantifitseerimist kasutades, kogu raku proteoomis. Varasemalt on
niidatud, et proteoomis on ribosoomivalkude tase iihesugune, viljaarvatud valkude L7/L12 ja
L10 puhul. Selles t66s ndidatud andmetest oli néha, et ribosoomivalkude kogused rakus ei
erinenud Uksteisest markimisvairselt. Ainsad kaks erandit siin juures olid r-valgud L7/L12 ja

L10. Seega on selles t60s ndidatud andmed korrelatsioonis eelnevalt avaldatud tulemustega.

Selles t60s kasutatud eksperimentaalne ldhenemine ribosoomi proteoomi uurimiseks
rakkudes, voOimaldab lisaks ribosoomivalkude koguste kvantifitseerimisele ka uurida
ribosomaalsete valkude siinteesi- ja degradatsioonikiirust soltuvalt rakkude kasvufaasist.
Ribosoomivalkude siinteesi- ja degradatsiooni on keeruline vaadelda eraldi in vivo
tingimustel. Selles t60s kasutatud eksperimentaalne ldhenemine on iiks vodimalikest

meetoditest valkude translatsiooni ning lagundamise uurimiseks in vivo tingimustel.
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6 KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritod eesmarkideks oli leida meetod, mis vdimaldaks uurida ribosoomides
toimuvat valkudevahetust in vivo tingimustes ning iseloomustada r-valkude vahetust selle
kaudu. Nende saavutamiseks kasutati Escherichia coli MG1655 (F-, A-, rph-1, AlysA, AargA),
teise nimega E.coli MG1655 SILAC tiive, millesse oli transformeeritud pBAD-t ARA (pBAD
promootor, araC, Amp", rrnB) plasmiid. Tulemuseks oli tiivi, kus ei olnud vdimalik arginiini
ja lisiini de novo siinteesida ning plasmiidilt oli vdimalik indutseerida voi represseerida
margitud 23S rRNA-d. Kuna rRNA spetsiifiline tag esines ainult 23S rRNA-s, siis sellest

tulenevalt uuriti ainult 50S alamiihiku valke.

Too0 raames kasvatati E.coli MG1655 SILAC+ pBAD-t ARA rakke algul so66tmes, kus
indutseeriti 23S+tag rRNA siintees ning r-valgud sisaldasid stabiilsete isotoopidega mirgitud
aminohappeid. Peale seda viidi 1dbi s66tmevahetus, mille tulemusel represseeriti 23S+tag
rRNA siintees plasmiidilt ning siinteesitavad r-valgud ei sisaldanud enam mérgitud
aminohappeid. Sellest tulenevalt moddeti mérgitud ja mitte-mérgitud valkude suhtelist kogust

23S-+tag sisaldavates ribosoomides ning 14bi osakaalu muutuste kirjeldati valkudevahetust.

Meetodit kasutades kirjeldati ribosoomi 50S alamiihiku r-valkude vahetust erinevatel
tingimustel. Meetodi abil niidati, et valgud L1, L9, L10, L7/L12, L11 ja L33 vahetusid
ribosoomide eraldamise kéigus, millest tulenevalt e1 olnud voimalik vaadelda valguvahetust
nende puhul in vivo tingimustel. Lisaks sellele ndidati, et valgud L7/L12, L10 ja L11
vahetuvad ainult ribosoomide eraldamisel liisaatidest, aga valgud L1, L9 ja L33 vahetuvad ka

puhastatud ribosoomides.

Selle t60s ldbiviidud in vivo katsetest jareldati, et valgud L2, L3, L4, L5, L6, L13, L14, L15,
L16, L17, L18, L19, L20, L21, L22, L23, L24, L25, L27, L28, L30, L34 ja L35 on
voimelised vahetuma ribosoomides, eksponentsiaalses kasvufaasis. Lisaks sellele ndhti, et
valkude vahetuskiirus ei erinenud valkude vahel. See tihendab, et enamus ribosoomi
koostises olevatest valkudest on vdimelised vahetuma ning valkudevahetus toimub sarnase

kiirusega koikide vaadeldud valkude jaoks.
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Ribosomal protein exchange in Escherichia coli cells

Kaspar Reier
7 SUMMARY

The ribosome is a large ribonucleoprotein particle that is responsible for protein synthesis in
every organism. Escherichia coli ribosome consists of 3 ribosomal RNA-s and 54 ribosomal
proteins. According to the classical viewpoint, ribosome is very stable and less likely to
change both conformationally and functionally. However it has been experimentally shown
that changes in growth conditions can induce changes in r-protein composition of ribosome,

including protein modifications and/or protein exchange.

The aim of the present study is to observe and characterize ribosomal protein exchange in
E.coli cells under in vivo conditions. In order to achieve that, we developed a method that has
a minimal influence on the vital functions of bacterial cells and used it to characterize protein
exchange in the large subunit of ribosomes. The method was based on SILAC to detect

changes in protein composition of ribosomes, using mass-spectrometry.

In this study, we conclude that ribosomal proteins L1, L7/L12, L9, L10, L11 and L33
exchange under in vitro conditions during ribosome purification from the cells. Due to that,
this method cannot be used to characterize exchange for mentioned proteins under in vivo
conditions. In addition to this, it was shown that proteins L1, L9 and L33 exchange in all
stages of purification with different speed, while L7/L12, L10 and L11 exchange only when

extracted form lysates.

From in vivo experiments we were able to conclude that proteins L2, L3, L4, L5, L6, L13,
L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L21, L22, L.23, .24, .25, L.27, L28, L30, L34 and L35
can exchange in exponential growth phase. The speed of the exchange was similar for all

proteins.
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