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INFOLEHT

Saccharomyces cerevisiae kontrolltiive sobivuse hindamine ribosomaalse valgu eS6 rolli

uurimiseks IRES-vahendatud translatsioonis

Valgusiintees on eukariiootsetes rakkudes keerukalt reguleeritud protsess. Juba ainuiiksi
translatsiooni initsiatsioon klassikalise mehhanismi korral sdltub mitmete faktorite olemasolust
ning ribosoomi alaiihikute omavahelisest interaktsioonidest. Ribosoomi alatihikute vahelised
sillad on vajalikud translatsiooni efektiivsuse tagamisel. Tingimustes, kus ressursid muutuvad
rakus limiteerivaks, on klassikaline translatsiooni initsiatsioon inhibeeritud. Alternatiivsetes
tingimustes vOib toimuda sisemise ribosoomi seondumise koha (IRES) vahendatud
translatsiooni initsiatsioon, mis ei ole klassikalise translatsiooni initsiatsiooni tingimustest
piiratud. Kéesoleva t60 eesmirk oli hinnata kontrolltiive sobivust ribosomaalse silla eB13
moodustumises osaleva valgu eS6 rolli uurimiseks IRES-vahendatud translatsioonis. Selleks
médrati Saccharomyces cerevisiae kontrolltiive rakkude kasvukiirus ning IRES-vahendatud

translatsiooni initsiatsiooni efektiivsus.
Mairksonad: Saccharomyces cerevisiae, translatsioon, IRES, ribosoom
CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

Assessing the suitability of Saccharomyces cerevisiae control strain for studying the role

of the ribosomal protein eS6 in IRES-mediated translation

Protein synthesis is a complex regulated process in eukaryotic cells. The initiation of translation
by the classical mechanism alone depends on the presence of several factors and the interactions
between ribosomal subunits. The bridges between ribosomal subunits are necessary to ensure
the efficiency of translation. Under conditions where resources become limiting in the cell,
classical translation initiation is inhibited. Under alternative conditions, internal ribosome
binding site (IRES) mediated translation initiation can occur, which is not limited by the
conditions of classical translation initiation. The aim of this work was to assess the suitability
of the control strain to investigate the role of the protein eS6, which participates in the formation
of the ribosomal bridge eB13, in IRES-mediated translation. For this purpose, the growth rate
of the cells of the Saccharomyces cerevisiae control strain and the efficiency of IRES-mediated

translation initiation were determined.
Mairksdnad: Saccharomyces cerevisiae, translation, IRES, ribosome

CERCS kood: P320 Nucleic acids, protein synthesis
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KASUTATUD LUHENDID

elF — eukariiootsed initsiatsioonifaktorid (ingl eukaryotic initiation factors)
Fluc — Firefly lutsiferaasi geen

IGR — geenidevaheline piirkond (ingl intergenic region)

IRES — sisemine ribosoomi seondumise koht (ingl internal ribosome entry site)
ORF - avatud lugemisraam (ingl open reading frame)

PIC — pre-initsiatsioonikompleks (ingl pre-initiation complex)

PK — pseudosolm (ingl pseudoknot)

PTC — peptidiitiltransferaasi keskus (ingl peptidyl transferase centre)

Rluc — Renilla lutsiferaasi geen

SC — stinteetiline tdiss6dde (ingl synthetic complete)

SLA — suhteline lutsiferaasi aktiivsus

SL — juuksendelastruktuur (ingl stem-loop)

UTR — mittetransleeruv ala (ingl untranslated region)

YPD — piarmiekstrakti, peptooni ja gliilkoosi sisaldav soode (ingl yeast extract, peptone,

dextrose)



SISSEJUHATUS

Valgusiintees ehk translatsioon on koikides rakkudes hiddavajalik protsess, mis tagab pohiliste
rakuprotsesside ~ toimumise  ning  vdimaldab  rakkudel  kohaneda  muutuvate
keskkonnatingimustega ja reageerida stressile. Translatsioon koosneb peamiselt kolmest
etapist: initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon. Klassikalise translatsiooni kdige
piiravamaks etapiks on initsiatsioon, kuna see eeldab 5" cap-struktuuriga mRNA olemasolu,
mRNA skaneerimist, mitmete initsiatsioonifaktorite seondumist ning funktsionaalse
ribosoomikompleksi moodustamist. Ribosoomi alaiihikute korrektse seondumise tagavad
alaiihikute vahelised sillad, mis stabiliseerivad ribosoomi struktuuri ja osalevad ka

translatsiooni regulatsioonis (Kisly jt., 2019).

Raku optimaalsete kasvutingimuste halvenemisel reguleeritakse eluks mittevajalike valkude
stinteesi translatsiooni initsiatsiooni etapis, piirates initsiatsioonifaktorite kéttesaadavust
(Palam jt., 2011). Kuigi klassikaline translatsiooni initsiatsioon on sellistes tingimustes
inhibeeritud, saab siiski toimuda alternatiivne translatsiooni initsiatsioon. Uheks alternatiivse
initsiatsiooni mehhanismi néiteks on sisemise ribosoomi seondumise koha (IRES) (ingl internal
ribosome entry site) poolt vahendatud translatsioon. IRES-vahendatud translatsioon ei eelda
mRNA 5" cap-struktuuri ega mRNA-l skaneerimist ning saab toimuda vaid wvalitud

translatsiooni initsiatsioonifaktorite osalusel (Nakashima ja Uchiumi, 2009).

Kiesolev t60 uurib ribosoomi eukartioodi-spetsiifilise silla moodustamises osaleva valgu eS6
rolli IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsioonis. T60 loob aluse tulevastele uuringutele, mis
késitlevad lahemalt eukartioodi-spetsiifilist silda eB13 ning selle silla moodustamises osalevat
ribosomaalset valku eS6. T66 eesmirk on hinnata, kas Saccharomyces cerevisiae tiivi, mille
genoomist on eemaldatud ribosoomi valgu eS6 paraloogid RPS64 ja RPS6B ning milles
kompenseeritakse RPS6A4 ekspressiooni plasmiidilt, on sobilik kontrolltiiveks tulevastes
analiiiisides ribosomaalse valgu eS6 rolli uurimiseks IRES-vahendatud translatsioonis. Selleks
madrati S. cerevisiae kontrolltiive rakkude kasvukiirus ja IGR IRES-vahendatud translatsiooni

initsiatsiooni aktiivsus.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ulevaade eukariiootsest ribosoomist

Translatsioon ehk valgusiintees toimub rakus pidevalt ning see muutub vastavalt raku
vajadustele ja keskkonnatingumustele (Monticolo jt., 2021). Translatsiooni toimimiseks vajab
rakk riboenstitime ehk ribosoome, mis on keskse tdhtsusega valgusiinteesi kataliiiisimisel. Koik
ribosoomid koosnevad suurest ja viiksest alaiihikust, mis omakorda koosnevad rRNA-dest ja
ribosomaalsetest valkudest (Ben-Shem jt., 2011; Gerhalter jt., 2026; Kisly ja Tamm, 2023).
Saccharomyces cerevisiae 80S ribosoom koosneb 40S ja 60S alaiihikust (Joonis 1) (Ben-Shem
jt., 2011). 40S alaiihik koosneb iihest rRNA molekulist ja 33 ribosoomaalsest valgust ning 60S
alatihik koosneb kolmest rRNA molekulist ja 46 valgust (Ben-Shem jt., 2011; Pietras jt., 2024).

Ribosoomi 408 alaiihik jagatakse struktuurselt seitsmeks domeeniks: pea (ingl head), keha (ingl
body), platvorm (ingl platform), nokk (ingl beak), vasak jalg (ingl left foot), parem jalg (ingl
right foot) ja 0lg (ingl shoulder) (Melnikov jt., 2012; Rabl jt., 2011; Spahn jt., 2001). Ribosoomi
60S alaiihik koosneb kolmest peamisest struktuursest domeenist: keskmine kithm (ingl central
protuberance), L1-kihm (ingl LI-stalk) ja P-kithm (ingl P-stalk) (Ben-Shem jt., 2011;
Melnikov jt., 2012; Spahn jt., 2001). mRNA sisenemis- ja véljumistunnel paiknevad vastavalt
408 ja 60S alaiihikus (Kisly ja Tamm, 2023; Rabl jt., 2011). Kahe alaiihiku vahel asuvad tRNA
seondumissaidid (A, P, ja E) — A-sait seob valgusiinteesi kdigus aminoatsiiiil-tRNA-d, P-sait
seob translatsiooni kdigus tRNA-d, mis osalevad mRNA-ga koodon-antikoodon paardumises,

ja E-sait on tRNA vabanemiskoht ribosoomist (Graifer ja Karpova, 2015).

Ribosoomi 40S ja 60S alatihikutes asuvad ribosoomi funktsionaalsed keskused. 40S alaiihiku
funktsionaalseks keskuseks on dekodeerimise keskus, kus méairatakse seonduv aminoatsiiiil-
tRNA (Graifer ja Karpova, 2015; Rabl jt., 2011; Susorov jt., 2025). Seetottu on 40S alatihiku
peamine funktsioon mRNA-ga seondumine ja tRNA-mRNA korrektse paardumise tagamine
startkoodonil (Graifer ja Karpova, 2015; Susorov jt., 2025). Peptidiiiiltransferaasi keskus ehk
PTC on 60S alaiihiku funktsionaalseks keskuseks, kus kataliiiisitakse kasvava poliipeptiidahela

peptiidsideme moodustumist vastavalt mRNA koodonitele (Kisly ja Tamm, 2023).

Terviklik 80S ribosoom moodustub alaiihikute vaheliste kontaktide ehk sildade loomisel (Ben-
Shem jt., 2011). S. cerevisiae ribosoomis on kokku 17 alatihikute vahelist silda, millest viis on
omased eukariiootidele (eB8, eBll, eBl12, eBI3 ja eB14) (Ben-Shem jt, 2011).

Molekulaarbioloogia dppetoolis on varasemalt uuritud neist kolme: eB12, eB13 ja eB14.



40S

Joonis 1. Saccharomyces cerevisiae 80S ribosoom. Helesinisega on eristatud ribosoomi 60S
alatihik ja halliga ribosoomi 40S alaiihik. Kollasega on eristatud valk eS6, sinisega eL.24 ja
oranziga ul3. Joonise tegemisel on kasutatud S. cerevisiae 80S ribosoomi struktuuri (PDB
koordinaadid 4V88) (Ben-Shem jt., 2011) ning PyMOL programmi (Schrodinger, LLC, 2024).
Autor: Analiis Veeremaa.

1.1.1. Ribosoomi sild eB13 ja ribosomaalne valk eS6

Eukartiootidele spetsiifiline ribosoomi sild eB13 moodustub 40S alatihiku valgu eS6 ning 60S
alatihiku valkude uL3 ja eL24 interaktsioonil (Joonis 1) (Ben-Shem jt., 2011). eB13 silla
olulisust on varem uuritud, kasutades S. cerevisiae tiive, mille ribosoomides ei teki eB13 silda
valgu eL.24 C-terminaalse deletsiooni tottu (Kisly jt., 2019). Leiti ka, et sild eB13 ja selle
moodustamises osalev valk eL24 on olulised translatsiooni initsiatsiooni ja elongatsiooni
etappides ning vajalikud nende etappide efektiivseks toimumiseks (Kisly jt., 2019). eB13 silla
valgu elL24 deletsiooniga rakkudes vdheneb globaalne translatsioon 40% vorra, mis néditab

eB13 silla korrektse moodustumise tihtsust translatsioonis (Kisly jt., 2019).

eB13 sillas asuv valk eL.24 interakteerub palju ka ribosomaalse valguga eS6, mis on spetsiifline
eukartiootidele ja arhedele (Joonis 1 ja 2) (Kisly ja Tamm, 2023). Struktuurselt paikneb eS6
408 alatihiku paremas ja vasakus jalas (Joonis 1) (Rabl jt., 2011). eS6 valk on 236 aminohapet
pikk ning koosneb kolmest domeenist: N-terminaalne osa, vahepealne regioon ja C-terminaalne
a-heeliks (Joonis 2). eS6 valku kodeerivad kaks paraloogset geeni, RPS6A4 ja RPS6B (Byrne ja
Wolfe, 2005). Kuigi eS6A ja eS6B aminohappejirjestused on identsed, erinevad nende post-



translatsiooniliste modifikatsioonide mustrid (Saccharomyces Genome Database, 2026).
Ribosoomi valgu eS6 kohta on avaldatud vihe teadustulemusi. Uuritud on eelkdige eS6 C-
terminaalses o-heeliksis paiknevaid post-translatsiooniliselt modifitseeritavaid seriine
positsioonidel 232 ja 233 (Joonis 2). Analiiiisides S. cerevisiae tiive rakke, kus eS6 seriinid 232
ja 233 olid asendatud alaniinidega, leiti, et seriine fosforiiiilitakse rapamiitsiini sihtmirgi
komplekside (TOR) (ingl target of rapamycin) TORCI1 ja TORC2 poolt (Yerlikaya jt., 2016).
TOR-kompleksid tagavad rakkude kohanemise keskkonnatingimustega, reguleerides
transkriptsiooni ja muid kasvuga seotud protsesse (Yerlikaya jt., 2016). Seriinide S232 ja S233

modifitseerimise tdpne funktsioon on aga endiselt ebaselge.
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Joonis 2. Saccharomyces cerevisiae ribosoomi valgu eS6 struktuur. eS6 jaotub struktuurselt
kolmeks domeeniks: N-terminaalne osa, vahepealne piirkond ja C-terminaalne o-heeliks.
Oranziga on eristatud aminohapped, mis interakteeruvad valguga ul3 ja sinisega on eristatud
aminohapped, mis interakteeruvad valguga el.24. Lillaga on eristatud aminohapped S232 ja
S233, mida modifitseeritakse post-translatsiooniliselt. S. cerevisiae ribosoomi eS6 valgu
struktuur ennustati AlphaFold 3 abil (Abramson jt., 2024). Struktuur visualiseeriti kasutades
PyMOL programmi (Schrédinger, LLC, 2024). Autor: Analiis Veeremaa.



1.2.Translatsioon

Translatsiooni toimumiseks vajavad rakud ribosoome, transleeritavat mRNA-d ja erinevaid
translatsioonis osalevaid faktoreid. Translatsioon koosneb mitmest erinevast etapist:
initsiatsioon, elongatsioon, terminatsioon ja ribosoomide taaskasutus (Hershey jt., 2012).
Nende etappide kédigus seondub ribosoom mRNA-ga, siinteesib poliipeptiidahela ning vabaneb
seejarel mRNA-It. Kdigi etappide korrektseks toimumiseks on vajalikud translatsioonifaktorid,
mis  jagunevad initsiatsioonifaktoriteks  (elF),  elongatsioonifaktoriteks  (eEF),
terminatsioonifaktoriteks (eRF) ja taaskasutusfaktoriteks (Melnikov jt., 2012). Léhtudes
translatsiooni initsiatsiooni mehhanismist, saab translatsiooni jagada kaheks: klassikaline ehk
cap-sdltuv initsiatsioon ja alternatiivne initsiatsioon. Mehhanismi valik s6ltub suuresti mRNA

struktuurist ning sellest, milliseid translatsioonifaktoreid vajatakse.

1.2.1. Eukariiootne mRNA

Eukariiootne mRNA koosneb 5’ cap-struktuurist, 5° mittetransleeruvast alast (UTR) (ingl
untranslated region), avatud lugemisraamist (ORF) (ingl open reading frame), 3" UTR-ist ja
polii(A)-sabast (Babendure jt., 2006; Biziaev jt., 2024; Calvo jt., 2009; S. F. Mitchell jt., 2010).
Tavaliselt sisaldavad eukariiootsed mRNA-d ainult ithte ORF-i (Iacono jt., 2005).

5" cap-struktuur koosneb 7-metiililguanosiinist, mis vahendab ribosoomi seondumist mRNA-
le elF-te kaudu (Mitchell jt., 2010). Polii(A)-saba koosneb jérjestikest adenosiinidest ning
sellega seonduvad polii(A)-siduvad valgud ehk PABP perekonna valgud (ingl poly(A)-binding
protein) (Biziaev jt., 2024). Polii(A)-saba kaitseb mRNA-d degradeerimise eest ning osaleb
translatsiooni regulatsioonis koos PABP-valkudega (Biziaev jt., 2024). Edukaks translatsiooni
protsessiks peab ribosoom &dra tundma mRNA-I oleva startkoodoni ning terminatsiooniks

stoppkoodoni (Calvo jt., 2009).

1.2.2. Klassikaline translatsiooni initsiatsioon

Klassikalise translatsiooni initsiatsiooni protsessi jagatakse omakorda erinevateks etappideks:
kolmikkompleksi (ingl ternary complex) moodustumine, pre-initsiatsioonikompleksi (PIC)
(ingl pre-initiation complex) moodustumine, mRNA suletud silmuse struktuuri teke, mRNA
skaneerimine ning 80S initsiatsioonikompleksi (IC) moodustumine (Joonis 3) (Melnikov jt.,

2012).
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Initsiatsiooni algul moodustub kolmikkompleks, mis koosneb elF2-GTP-st ja Met-tRNA;-st
(Kapp ja Lorsch, 2004). Kolmikkompleks seondub ribosoomi 40S alaiihikuga, peale mida
seonduvad elF1, elF1A, elF3 ja elF5, moodustades 43S PIC-i (Asano jt., 2000; Pisarev jt.,
2007). elF2 positsioneerib Met-tRNA; 40S alaiihiku P-saiti (Kapp ja Lorsch, 2004).
Paralleelselt 43S PIC moodustumisega seondub mRNA 5° cap-struktuurile eIF4F kompleks,
mis koosneb elF4A, elF4E ja e[F4G-st (Craig jt., 1998; Tarun ja Sachs, 1996; Wells jt., 1998).
elF4A on vajalik mRNA 5" UTR-is olevate struktuuride lahutamiseks, eI[F4E seondub mRNA
5" cap-struktuuriga ning elF4G seondub polii(A)-sabaga 14dbi PABP-valkude, moodustades
mRNA suletud silmuse struktuuri (Craig jt., 1998; Imataka jt., 1998; Kumar jt., 2016). 43S PIC
seondub mRNA-ga elF4F kompleksi vahendusel ning moodustub 48S PIC (Wells jt., 1998).
Startkoodoni tuvastamiseks skaneerib 48S PIC avatud konformatsioonis mRNA-1 5°-3" suunas
kuni esimese sobivas kontekstis AUG-koodonini (Merrick ja Pavitt, 2018). Koodon-antikoodon
paardumise jarel indutseeritakse elF2-GTP hiidroliiiis eIF5G poolt (Algire jt., 2005; Merrick ja
Pavitt, 2018). Selle tulemusel vabanevad kompleksist eI[F2-GDP, fosfaat (P;)ja elF1, mille jarel
muutub 48S PIC konformatsioon suletuks (Algire jt., 2005; Merrick ja Pavitt, 2018). Jargnevalt
seondub 48S PIC-ga elF5B-GTP, mille hiidroliiiisi toimel liitub kompleksiga 60S alatihik
(Marintchev jt., 2003). Vabanevad eI[F5B-GDP ja eIlF1A ning moodustub 80S IC, mis on valmis

alustama elongatsiooni etappi (Marintchev jt., 2003).
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Joonis 3. Klassikaline translatsiooni  initsiatsioon  eukarliootides. 43S  pre-
initsiatsioonikompleks (PIC) (ingl pre-initiation complex) moodustub kolmikkompleksist
(eIF2-GTP ja Met-tRNA;) ning eukariiootsetest initsiatsioonifaktoritest (elF) 1, 1A, 3 ja 5.
Paralleelselt toimub mRNA suletud silmuse struktuuri teke elF4F kompleksi seondumisega
mRNA cap-struktuurile. eIF4F koosneb elF4E, elF4A ja elF4G-st. 43S PIC seondub mRNA-
ga 1abi elF4F kompleksi ning moodustub 48S PIC. 48S PIC skaneerib mRNA-d kuni esimese
sobivas kontekstis paikneva startkoodonini. Toimub koodon-antikoodon paardumine, mille
jérel 48S PIC muutub suletud konformatsiooni, mille kdigus vabanevad kompleksist eIF2-GDP,
fosfaat (P;) ja elF1. 60S alaiihiku seondumine kompleksile indutseeritakse elFSB-GTP
hiidroliiiisi toimel. Vabanevad eIFSB-GDP ja elF 1A ning moodustub elongatsioonikompetentne
80S initsiatsioonikompleks (IC). Modifitseeritud artiklist Blanchet ja Ranjan, 2022.
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1.2.3. Alternatiivne translatsiooni initsiatsioon

Klassikaline translatsiooni initsiatsioon soOltub mitmetest initsiatsioonifaktoritest, eeldab
mRNA 5° cap-struktuuri olemasolu ja mRNA-I skaneerimist (Joonis 3) (Melnikov jt., 2012).
Seetdttu on see rakule piirav ja energiakulukas protsess. Stressitingimustes on translatsiooni
initsiatsiooniks vajalike faktorite kdttesaadavus sageli limiteeritud ja klassikaline translatsiooni
initsiatsioon seega inhibeeritud (Faye ja Holcik, 2015; Landry jt., 2009; Uchida jt., 2002).
Sellisel juhul saab translatsioon edukalt jitkuda alternatiivsete translatsiooni initsiatsiooni
mehhanismide kaudu, mille iiheks néiteks on sisemise ribosoomi seondumise koha (IRES) (ingl
internal ribosome entry site) vahendatud translatsioon (Merrick ja Pavitt, 2018; Tidu ja Martin,

2024).

IRES on mRNA-s esinev kompleksne struktuur, mille vahendusel saab translatsioon alata 5’
cap-struktuurist sdltumatult (Yamamoto jt., 2015). IRES-struktuuriga mRNA on voimeline
ribosoomiga seonduma kasutades vaid valitud elF-e (Abaeva jt., 2023). Soltuvalt IRES-i tiiiibist
voivad translatsiooniks olla vajalikud ka IRES-spetsiifilised abistavad faktorid (ITAF) (ingl
IRES trans-acting factors), mis vahendavad ribosoomi seondumist IRES struktuuriga mRNA-
le (Abaeva jt., 2020; Evans jt., 2003; S. A. Mitchell jt., 2003; Pickering jt., 2003; Yamamoto jt.,
2015). Seega, olukorras kus cap-sdltuv translatsiooni initsiatsioon on stressitingimuste tottu
inhibeeritud, saab IRES-vahendatud translatsioon siiski alata (Faye ja Holcik, 2015; Landry jt.,
2009; Uchida jt., 2002). Kuigi mRNA-ga seondumise mehhanismi ja selles osalevad faktoreid

jatkuvalt uuritakse, viitavad olemasolevad teadmised mitmele voimalikule toimemehhanismile.

1.2.1. IGRIRES

IRES-struktuure esineb nii eukariiootsetes kui ka viiruslikes RNA-des (Hashem ja Frank, 2018;
Landry jt., 2009; Leppek jt., 2018). Viiruslikud IRES-id jaotatakse vastavalt struktuuri,
abistavate faktorite voi elF-de vajaduse alusel kuueks tiilibiks (Abaeva jt., 2023; Li jt., 2024).
Tiiip 6 IRES-eid nimetatakse geenidevahelise piirkonna IRES-teks (IGR IRES) (ingl intergenic
region), kuna need paiknevad viiruse genoomis kahe geeni vahel (Nakashima ja Uchiumi,
2009). IGR IRES-jdrjestused on omased Dicistroviridae sugukonna viirustele, mille genoom
on pluss-suunaline iiksikahelaline RNA (ssRNA) (Nakashima ja Uchiumi, 2009). Nende
viiruste genoomis on kaks ORF-i, mille translatsioon toimub kahe erineva IRES-1 vahendusel:
esimene ORF siinteesitakse 5° UTR-is paikneva IRES-i vahendusel, teine ORF siinteesitakse
aga geenidevahelise IGR IRES-i vahendusel (Nakashima ja Uchiumi, 2009).
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1.2.2. IGR IRES struktuur

IGR IRES-jédrjestus on ligikaudu 200 nukleotiidi pikk (Mailliot ja Martin, 2018). Struktuurselt
jagatakse IGR IRES kolmeks regiooniks, mis kdik moodustuvad pseudosdlme (PK) (ingl
pseudoknot) ja juuksendelastruktuuride (SL) (ingl stem-loop) kombinatsioonidest (Joonis 4)
(Jan ja Sarnow, 2002a; Nakashima ja Uchiumi, 2009). Regioon I moodustub PKII-st ja kahest
juuksendelastruktuurist SL2.1 ja SL2.3 (Joonis 4). Regioon II moodustub PKIII-st ja regioon
III PKI-st (Joonis 4). Funktsiooni jdrgi jagatakse IGR IRES kaheks domeeniks: ribosoomiga
seondumise domeen ja tRNA mimikeerimise domeen (Joonis 4) (Hertz ja Thompson, 2011).
Regioon I ja II moodustavad ribosoomiga seonduva domeeni ning interakteeruvad valkudega
eS25, uS7 ja S11 (Abaeva jt., 2020; Costantino ja Kieft, 2005; Fernandez jt., 2014; Hertz ja
Thompson, 2011; Landry jt., 2009). Regioon III moodustab omaette PKI-domeeni, mis
mimikeerib koodon-antikoodon interaktsiooni translatsiooni initsiatsioonis (Au jt., 2015;
Costantino ja Kieft, 2005). Vastupidiselt klassikalisele initsiatsioonile, mis kasutab AUG-
startkoodonit, kasutavad enamik IGR IRES-id startkoodonina alaniini koodoneid (GCU, GCC,
GCA ja GCQG) (Abaeva jt., 2023; Hertz ja Thompson, 2011).

Tiitip 6 IGR IRES-id jaotatakse omakorda struktuuri alusel a- ja b-klassideks (Joonis 4)
(Nakashima ja Uchiumi, 2009). A-klassi IGR IRES-idel on vdrreldes b-klassiga liihem 5°-
terminaalne jéarjestus ja pikemad PKII struktuuri jérjestused (Hertz ja Thompson, 2011;
Pfingsten jt., 2007). Lisaks puudub a-klassi IGR IRES-idel b-klassile iseloomulik
juuksenodelastruktuur SL3 regiooni III piirkonnas (Hertz ja Thompson, 2011; Pfingsten jt.,
2007).
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Joonis 4. 6a ja 6b klassi IGR IRES-de sekundaarstruktuurid. IGR IRES moodustub
pseudosolme (PK) (ingl pseudoknot) ja juuksendelastruktuuride (SL) (ingl stem-loop)
kombinatsioonist (Jan ja Sarnow, 2002a; Nakashima ja Uchiumi, 2009). IGR IRES-struktuur
jaguneb funktsiooni alusel kaheks domeeniks: ribosoomiga seondumise domeen ja PKI-
domeen. Ribosoomiga seondumise domeen sisaldab PKII-, PKIII-, SL2.1- ja SL2.3-struktuure
ning b-klassis ka SL3-struktuuri. PKI domeen sisaldab PKI struktuuri. Starkoodonina
kasutavad IGR IRES-id enamasti alaniini koodonit (GCU). Sinisega on eristatud mutatsioonid
IGR IRES-jdrjestuses, mille tottu PKI-struktuuri ei moodustu. Halli ja mustana on vastavalt
eristatud a-klassi ja b-klassi IGR IRES-te sekundaarstruktuure. Punaste kastidega on eristatud
IGR IRES klasside vahelised erinevused sekundaarstruktuuris. Modifitseeritud artiklist Hertz
ja Thompson, 2011.

1.2.3. IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsioon

IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsioon algab IRES-domeeni seondumisega
ribosoomi 40S alaiihikuga, moodustades 40S-IGR IRES kompleksi, milleks pole vaja elF-e
(Joonis 5) (Fernandez jt., 2014; Wilson, Pestova, jt., 2000). PKI-struktuur asetub ribosoomi A-
saiti ilma mRNA-I skaneerimiseta, imiteerides koodon-antikoodon interaktsiooni (Au ja Jan,
2012; Fernandez jt., 2014). Seejérel seondub kompleksiga 60S alaiihik ning moodustub 80S
ribosoomikompleks (Petrov jt., 2016). Jargnevalt seondub 80S ribosoomi A-saiti eEF1-GTP-
tRNAA®  (Wilson, Powell, jt., 2000). Toimub pseudotranslokatsioon, mis on
translokatsioonilaadne protsess, mille jooksul liigub tRNA v&i tRNA-d mimikeeriv struktuur
tthest saidist teise peptiidsideme moodustumiseta (Wilson, Pestova, jt., 2000).
Pseudotranslokatsiooni kidigus liigub IGR IRES-struktuuri PKI-domeen P-saidist E-saiti ja
tRNAA Jiigub A-saidist P-saiti (Joonis 5) (Fernandez jt., 2014; Wilson, Pestova, jt., 2000).

Peale seda vabaneb ribosoomi A-sait jargneva tRNA seondumiseks ning ribosoom on valmis
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elongatsiooni etapiks. Kuigi IGR IRES-vahendatud translatsiooni pohimehhanism on
iildjoontes kirjeldatud, ei ole kdik selle detailid tdielikult selged. Seda mehhanismi on vorreldud

klassikalise translatsiooni initsiatsiooniga mitmete erinevate mudelite alusel.

5 —%ﬁcu —l
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805 nbosoomuiga

Seondumine
608 alaiihikuy—
aatRNA - eEF1A/GTP R4 80S
5" = ¥

;% tRNA seondumine
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Pseudotranslokatsioon

Joonis 5. IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsioon. Esmalt seondub geenidevahelise
piirkonna sisemine ribosoomi seondumise kohaga (IGR IRES) (ingl intergenic region internal
ribosome entry site) mRNA 40S alaiihikuga, mille jérel seondub 60S alaiihik. Alternatiivselt
voib IGR IRES struktuuriga mRNA seonduda ka otse assambleeritud 80S ribosoomiga. Kui
IGR IRES on seondunud 80S ribosoomiga, seondub ribosoomi A-saiti tRNA** GTP hiidroliiiisi
toimel, peale mida toimub pseudotranslokatsioon. Pseudotranslokatsiooni kdigus liigub PKI-
domeen P-saidist E-saiti ning tRNA¥? liigub A-saidist P-saiti. Vabanenud ribosoomi A-saiti
saab niitid seonduda tRNA, mis on translatsiooni elongatsiooni etapi alustamise eelduseks.
Modifitseeritud artiklist Pisarev jt., 2005.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirk

Klassikaline translatsiooni initsiatsioon eeldab mRNA 5" cap-struktuuri olemasolu ning
mitmete translatsiooni initsiatsioonifaktorite osalust (Joonis 3). Stressitingimustes aga on
initsiatsioonifaktorite kéttesaadavus limiteeritud, mistottu on klassikaline translatsioon
inhibeeritud (Komar ja Hatzoglou, 2011). IGR IRES-vahendatud translatsioon seevastu ei soltu
initsiatsioonifaktorite olemasolust ega skaneerimisest mRNA-I — ribosoom seondub mRNA-ga
otse ning parast pseudotranslokatsiooni alustatakse translatsiooni elongatsiooni etappi (Jackson
jt., 2010). Molekulaarbioloogia dppetoolis on IRES-vahendatud translatsiooni varasemalt
uuritud ning on leitud, et ribosoomi eukariioodispetsiifiliste sildade eB12 ja eB13 puudumisel
on IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsioon aktiivsem vdrreldes metsiktiilipi rakkudega
(avaldamata andmed). Sellest tulenevalt valiti uurimiseks S. cerevisiae ribosoomi eB13 silla
moodustamises osalev valk eS6. Uurimaks, milline roll on ribosoomi valgul eS6 IRES-
vahendatud translatsiooni initsiatsioonis, loodi selle to6 raames S. cerevisiae Kontrolltiivi
Arps6AB-pA (Arps6A Arps6B [pRPS6A]), mille konstrueeris prof. Tiina Tamm. Kontrolltiive
Arps6 AB-pA genoomist on deleteeritud eS6 valku kodeerivad paraloogsed geenid RPS64 ja
RPS6B, mida kompenseeriti RPS6A4-d ekspresseeriva plasmiidiga. Kontrolltiivi voimaldab

tulevikus uurida eS6 valgu rolli IRES-vahendatud translatsioonis.
Kéesoleva t06 eesmark:

a) Mairata S. cerevisiae tiive Arps6 AB-pA rakkude kasvukiirus rikkas ja selektiivsdotmes;
b) Madrata erinevatest viirustest parit IGR IRES-jérjestuste vahendatud translatsiooni

initsiatsiooni aktiivsused S. cerevisiae tiives Arps6 AB-pA.

2.2.Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud tiived

To0s kasutatud S. cerevisiae tived:

- TYSC309 ehk metsiktiitip (WT) [MATa ura3-52 leu2Al his34200 trplA36 Aarg4
Alys1] (Kisly jt., 2019)
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- TYSC968 ehk  kontrolltivi  (Arps6AB-pA) [MATa ura3-52 leu2A1
his34200 trplA36 Aarg4d Alysl Arps6A:: kanMX6/Arps6B:: kanMX6 [pRS315-
RPS6A]] (konstrueeritud prof. Tiina Tamm poolt)

2.2.2. Kasutatud sootmed

S. cerevisiae rakkude kasvatamisel kasutati:

- YPD (ingl yeast extract, peptone, dextrose) sdodet (1% Bacto parmiekstrakt, 2% Bacto
peptoon, 2% gliikoos)

- Selektiivset SC-Ura (ingl synthetic complete) tdissdodet (0,67% parmi lammastikaluste
segu, 2% gliikoos, 0,2% aminohapete segu (puriinid ja piirimidiinid), millest puudus
uratsiil)

- Selektiivset SC-His tdissoddet (0,67% parmi ldmmastikaluste segu, 2% gliikoos, 0,2%
aminohapete segu (puriinid ja piirimidiinid), millest puudus histidiin)

- Selektiivset SC-Leu tdissoodet (0,67% parmi ldmmastikaluste segu, 2% gliikoos, 0,2%

aminohapete segu (puriinid ja piirimidiinid), millest puudus leutsiin)
Tardsootmete valmistamiseks lisati sootmele 2% agarit. S. cerevisiae rakke kasvatati
temperatuuril 30 °C.
2.2.3. Kasutatud plasmiidid

Tabel 1. T66s kasutatud plasmiidid ja nende péritolu.

Plasmiidi nimi Péritolu Markergeen

pRPS315 Labori kollektsioon LEU2

Kabhe lutsiferaasi reportersiisteemil pohinevad plasmiidid:

pRS426-CrPV Labori kollektsioon URA3
pRS426-CrPV (APKI cc-gg) Labori kollektsioon URA3
pSRT338-PSIV (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3

pSRT338-PSIV (APKI cu-ga) (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3

pSRT338-SINV-1 (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3

pSRT338-SINV-1 (APKI cc-gg) | (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3

pSRT338-KBV (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3

pSRT338-KBV (APKI cc-gg) (Hertz ja Thompson, 2011) HIS3
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2.2.4. 8. cerevisiae rakkude transformeerimine liitiumatsetaadi (LiOAc) meetodil

S. cerevisiae tiivede TYSC309 (WT) voi TYSC968 (Arps6 AB-pA) tliksikkoloonia kiilvati YPD
vedelsdotmesse ning kasvatati iile6o loksutades (180 rpm) 30°C juures. Kultuur lahjendati
jargmisel hommikul virskesse YPD sootmesse ning rakke kasvatati eksponentsiaalse
kasvufaasini (ODesoo = 0,6-0,8). Rakud koguti tsentrifuugimise teel (2100 g, 2 min, RT) ning
pesti 25 ml steriilse H>O ja 25 ml LiOAc-TE lahusega (100 mM LiOAc, 1 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5)). Rakud suspendeeriti 300 pl LiOAc-TE lahuses ning suspensioonile lisati
50 pg denatureeritud 16he spermi carrier DNA-d. 50 pl kompetentsetele rakkudele lisati
ligikaudu 0,45 pug plasmiidset DNA-d (SINV-1, SINV-1 cc-gg, KBV, KBV cc-gg, PSIV, PSIV
cu-ga, CrPV voi CrPV cc-gg) ning segu inkubeeriti toatemperatuuril 15 min. Seejérel lisati 300
ul PEG-LiOAc-TE (40% PEG 4000, 1x LiOAc-TE) ja inkubeeriti veel 15 min RT.
LTransformatsioonisegule lisati 30 ul dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO), proov segati vortexil ning
inkubeeriti 42 °C juures 10 min. Rakud koguti tsentrifuugimise teel (860 g, 3 min, RT) ja
suspendeeriti 200 pl steriilses H2O-s. Transformandid kiilvati vastava auksotroofse markeriga
selektiivsootmega plaadile: CrPV ja CrPV cc-gg plasmiidide puhul sé6tmele, millest puudus
uratsiil; PSIV, PSIV cu-ga, KBV, KBV cc-gg, SINV-1 ja SINV-1 cc-gg puhul s66tmele, millest
puudus histidiin. Kasvukiiruste hindamiseks kiilvati pRS315 plasmiidiga transformeeritud
metsiktiilipi rakud (WT-p) ja Arps6AB-pA rakud selektiivsdotmele, millest puudus leutsiin.

Transformante inkubeeriti 30 °C juures 3 kuni 5 péeva.

2.2.5. 8. cerevisiae rakkude kasvukiiruse mootmine

WT-p voi Arps6AB-pA iiksikkoloonia kiilvati 3 ml YPD vdi SC-Leu vedels66tmesse ning
kasvatati lile66 30 °C juures loksutades (180 rpm). Hommikul lahjendati kultuur vérskesse
sootmesse kuni ODeoo = 0,15. Rakkude kasvukiirus moddeti mikrotiiterplaadilugejaga
(POLARstar Omega, BMG LABTECH), kasutades ldbipaistvat 96-kannulist mikrotiiterplaati
(Cellstar). Optilise tiheduse modtmised tehti lainepikkusel 600 nm, kasutades 120 pl kultuuri
igas kannus. Mootmised tehti 30 °C juures 20 h véltel. Mddtmisprogramm koosnes 20
minutilistest tsiiklitest, mis holmas 100 s loksutamist, mille jirgnes 25 s ooteaeg. Optilise
tiheduse mootmiste taustvairtuste madramiseks kasutati YPD ja SC-Leu vedelsd6tmeid ilma
rakkudeta. WT-p ja Arps6 AB-pA rakkude kasvukiiruse hindamiseks nii YPD kui ka SC-Leu

vedelsdotmes analiiiisiti kuut bioloogilist replikaati.
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2.2.5.1. 8. cerevisiae rakkude kasvukiiruste andmete analiiiis

Kultuuride optiliste tiheduste pdhjal méédratud kasvukoverate analiiiis viidi 14bi kasutades
Microsoft Excel programmi. Esmalt lahutati iga kultuuri optilise tiheduse modtmetest maha
taustviirtus, mis madrati YPD ja SC-Leu vedelsootmete kontrolliproovidest. Generatsiooniajad
arvutati eksponentsiaalses kasvufaasis mdodetud optiliste tiheduste pdhjal, kus logaritmiliselt
skaalalt leiti kasvukdvera sirgjooneline 161k ning selle sirge suurim tous kasutati kasvukiiruse
miramiseks. Generatsiooniajad WT-p ja Arps6 AB-pA tiive rakkudel arvutati valemi jargi: In=
2/tdus. Kasvukoverad esitati igas ajapunktis moddetud optilise tiheduse keskmiste véartuste
jargi. Véartustele arvutati ka standardhdlved. Statistiline olulisus méadrati kasutades Student’i t-

testiga, kus p < 0,05.

2.2.6. 8. cerevisiae rakkude IGR IRES-vahendatud translatsiooni aktiivsuste mootmine

S. cerevisiae Arps6 AB-pA iiksikkoloonia kiilvati 3 ml-sse SC-Ura voi SC-His vedels6dtmesse
ning kasvatati iile66 30 °C juures loksutades (180 rpm). Hommikul lahjendati kultuurid 15 ml
virskesse sodtmesse ja kasvatati kuni ODsoo = 0,8. Jargnevad katseetapid modifitseeritud ning
pohinevad Promega Dual-Luciferase Reporter Assay Systems protokollist. Renilla ja Firefly
lutsiferaaside aktiivsused mdddeti mikrotiiterplaadilugejaga (Infinite M200 PRO, TECAN)
kasutades wvalget 96-kannulist mikrotiiterplaati (Greiner BIO-ONE). Moddtmised tehti
temperatuuril 25 °C integratsiooniajaga 10 000 ms. Iga kultuuri kohta koguti iiks ODeoo lihik
rakke tsentrifuugimise teel (16 000 g, RT, 30 s), millele lisati 100 pl iihekordset passiivset
lutisipuhvrit. Proove segati vortexil 15 s ja inkubeeriti RT 1 min. Firefly lutsiferaasi aktiivsuse
(Fluc) mddtmiseks kanti mikrotiiterplaadi iihte kannu 8 pl rakuliisaati, millele lisati 40 pul LARIT
substraati. Reaktsioonisegust valmistati seejérel liitisipuhvrisse 1000-kordne lahjendus. Renilla
lutsiferaasi aktiivsuse (R/uc) mootmiseks kanti uude mikrotiiterplaadi kannu 48 pl lahjendatud
reaktsioonisega, millele lisati 40 ul Stop and Glow reagenti ja moddeti. Iga plasmiidi kohta

analiilisiti vidhemalt 12 bioloogilist replikaati.

2.2.6.1. S. cerevisiae rakkude IGR IRES-vahendatud translatsiooni aktiivsuste andmete

analiiiis

Renilla ja Firefly lutsiferaaside mootmiste analiilis viidi 1dbi Microsoft Excel programmis.
Firefly (Fluc) aktiivsuste normaliseerimiseks jagati vdértused Renilla (Rluc) véértustega, saades
tulemuseks suhtelise lutsiferaasi aktiivsuse (SLA). Modtmistulemustest ekstreemsete vadrtuste

tuvastamiseks kasutati interkvartiilse ulatuse meetodit (ingl Interquartile Range (IQR) method).

20



Jargnevalt arvutati normaliseeritud védrtustele keskmised ja standardhélbed. Metsiktiitipi IGR
IRES-jdrjestustele méératud suhtelised aktiivsused esitati normaliseeritult CrPV metsiktiitipi
IGR IRES-jdrjestustele miératud aktiivsuste suhtes. Mutantsetele IGR IRES-jérjestustele
madratud suhtelised aktiivsused normaliseeriti vastava viiruse metsiktiitipi IGR IRES-
jarjestusele madratud aktiivsuste suhtes. Statistiline olulisus médrati kasutades Student’i t-

testiga, kus p < 0,05.

2.3.Tulemused

2.3.1. S. cerevisiae plasmiidikompensatsiooniga rakkude kasvu hindamine

S. cerevisiae ribosoomi eB13 silla loomises osaleva valgu eS6 rolli hindamine IRES-
vahendatud translatsiooni initsiatsioonis eeldab funktsionaalset S. cerevisiae tiive, milles on
voimalik ekspresseerida modifitseeritud pikkusega ribosoomi eS6 valku. Selle eesmargi
saavutamiseks loodi S. cerevisiae tiivi Arps6AB-pA, mille genoomist on deleteeritud RPS64 ja
RPS6B paraloogsed geenid (konstrueeritud prof. Tiina Tamm). Kuna S. cerevisiae Arps6A
Arps6B  topeltmutant ei ole eluvdoimeline, kompenseeriti eS6 puudus plasmiidilt
ekspresseeritava RPS6A4 geeniga (pRS315-RPS6A). S. cerevisiae tiive Arps6 AB-pA rakkude
kasvukiiruse vordlemisel metsiktiilipi rakkude kasvukiirusega vdimaldab hinnata, kas
plasmiidkompensatsiooniga tiivi sobib edasisteks analiilisideks ribosoomi valgu eS6 rolli
uurimisel ning kas Arps6AB-pA sobib kontrolltiiveks mutantse pagariparmitiive vastu, mille

rakkudes ekspresseeritakse modifitseeritud pikkusega eS6 valku.

Kiesoleva t60 esimene eesmirk oli middrata Arps6AB-pA rakkude kasvukiirused rikkas
s06tmes (YPD) ja selektiivsdotmes, milles puudus leutsiin (SC-Leu). Kasvukiiruse mddtmisel
oli kaks alaeesmirki. Esiteks, hinnata kuidas mojutab rakkude kasvu eS6 ekspressiooni
kompenseerimine plasmiidilt. Teine alaecesmdrk oli vélja selgitada, kuidas mojutab
selektiivsodtmes kasvatamine Arps6AB-pA rakkude kasvukiirust. Kontrollina kasutati
metsiktiilipi rakke, millesse oli transformeeritud RPS6A4-d ekspresseeriva plasmiidi tiihi vektor

(WT-p).
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Joonis 6. S. cerevisiae tivede rakkude kasv vedelsdotmetes. Optiline tihedus moddeti
lainepikkusel 600 nm (ODeoo). Andmed on esitatud ilma taustvédrtusteta optiliste tiheduste
keskmistena. WT-p rakud ja Arps6 AB-pA rakud on eristatud vastavalt musta ja punasega. YPD
ja SC-Leu s66de on tdhistatud vastavalt kolmnurga ja ringi stimboliga. n= 6.

Arps6 AB-pA ja WT-p tiivede rakkude kasvukoverad on omavahel véga sarnased (Joonis 6).
Rikkas so0tmes kasvanud WT-p ja Arps6AB-pA rakkudel on tendents alustada
eksponentsiaalset kasvufaasi varem kui selektiivsodtmel kasvanud rakkudel (Joonis 6). Nii
Arps6AB-pA kui WT-p tiive rakud joudsid mdlemas s66tmes platoole samaaegselt (Joonis 6).
Kasvukoverate abil maddrati molema tiive rakkude generatsiooniaeg rikkas (YPD) ja
selektiivsootmes (SC-Leu). Generatsiooniajad arvutati valemi In= 2/tdus alusel, kus tdus
madrati kasvukoverate logaritmilisel skaalal lineaarse 10igu suurima tousu jargi. Rikkas
sootmes oli WT-p rakkude generatsiooniaeg 91,4 +/- 3,03 min ja Arps6AB-pA rakkudel 103,4
+/- 4,7 min (Tabel 2). Seega on Arps6AB-pA rakkude generatsiooniaeg YPD s66tmes vorreldes
WT-p rakkudega YPD sootmes 1,14 korda aeglasem (Joonis 7). Selektiivsdotmes oli
generatsiooniaeg WT-p rakkudel 164,8 +/- 11,8 min ja Arps6 AB-pA rakkudel 145,1 +/- 19,4
min (Tabel 2). Arps6 AB-pA tiive rakud kasvasid SC-Leu sd6tmes 1,14 korda kiiremini kui WT-
p rakkudega SC-Leu s66tmes (Joonis 7). SC-Leu selektiivsootmes aeglustus nii WT-p kui

Arps6AB-pA tiive rakkude kasv vorreldes WT-p rakkude kasvuga YPD sé6tmes.
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Tabel 2. S. cerevisiae rakkude keskmised generatsiooniajad.

Rakud ja s66tmed Keskmine | +/-stdev
(min)
WT-p YPD 91,4 3,03
Arps6AB-pA YPD 103.,4 4,7
WT-p SC-Leu 164,8 11,8
Arps6AB-pA SC-leu 145,1 19.4

Analiitisist jareldub, et Arps6 AB-pA rakkude kasvukiirus rikkas sodtmes on védga sarnane W'T-
p ehk metsiktiilipi rakkude kasvukiirusega. Lisaks on Arps6 AB-pA rakkude kasvukiirused WT-
p rakkudega vdrreldavad ka selektiivsodtmes (Joonis 7). Selle alusel leiti, et Arps6AB-pA tiivi
on sobilik edasisteks analiilisideks eS6 valgu rolli selgitamiseks IRES-vahendatud

translatsioonis.
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Joonis 7. S. cerevisiae tiivede rakkude generatsiooniajad rikkas- ja selektiivsdotmes.
Generatsiooniajad arvutati valemi In= 2/tdus alusel, kus tdous maddrati kasvukoverate
logaritmilisel skaalal lineaarse sirge suurima tdusu jérgi. Andmed on esitatud
generatsiooniaegade keskmiste ja standardvigadega. WT-p ja Arps6 AB-pA rakud on eristatud
vastavalt musta ja punase vérviga. Statistiline erinevus méérati kasutades Student’i t-testi, kus
p <0,0001 (****). n=6.
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2.3.2. IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni aktiivsuse mairamine S.

cerevisiae Arps6AB-pA tiives in vivo

Olles valideerinud S. cerevisiae kontrolltiive Arps6AB-pA sobivuse edasisteks analiilisideks,
jatkati t60 teise eesmadrgiga, milleks oli IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni
aktiivsuse midramine S. cerevisiae Arps6AB-pA tlives. Piistitati kaks alaeesmarki: kinnitada,
kas Arps6 AB-pA tiivi voimaldab IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni ning
médrata erinevate IGR IRES-jérjestuste aktiivsused Arps6AB-pA tiive rakkudes. IGR IRES-
vahendatud translatsiooni uurimiseks kasutati kahel lutsiferaasil pdhinevaid reporterplasmiide
(Joonis 8). Rakkudes siinteesitakse mRNA, kus on Renilla (Rluc) ja Firefly (Fluc) lutsiferaasi
geenide vahel IGR IRES-jérjestus. Renilla siintees on 5" cap-soltuv, samas kui Firefly siintees
toimub IGR IRES-vahendatud. Fluc-jarjestus ei sisalda AUG koodonit, tagades, et Fluc
translatsioon toimub vaid IGR IRES-vahendatult (Joonis 8). Erinevate reporterplasmiidide

omavaheliseks vOrdlemiseks normaliseeriti Fluc véédrtused Rluc viirtustega.

Analiiiisi valiti neli IGR IRES jérjestust kahest erinevast klassist (Joonis 4). A-klassist uuriti
CrPV (Criket paralysis virus) ja PSIV (Plautia stali intestine virus) IGR IRES-jarjestusi (Sasaki
jt., 1998; Wilson, Powell, jt., 2000). B-klassist uuriti SINV-1 (Solenopsis invicta virus 1) ja
KBV (Kashmir bee virus) IGR IRES-jérjestusi (Hertz ja Thompson, 2011; Valles jt., 2004).
Reporterplasmiidid transformeeriti Arps6AB-pA tiive rakkudesse ning mdodeti Rluc ja Fluc
aktitvsused. Suhtelise lutsiferaasi aktiivsuse (SLA) pohjal miirati erinevate IGR IRES-te
aktiivsused. Tulemused normaliseeriti CrPV IGR IRES-jérjestusele méératud suhtelise

aktiivsuse suhtes.

A AAlUG
m’G .. ,
WT .w Rluc Fluc }&(A)n
B AAlUG
m'G .. .
APKI @ Rluc Fluc i (),

Joonis 8. Kahel lutsiferaasil pohinevate reporterite skeem. Reporterid sisaldavad 5" cap
struktuuri, Renilla (Rluc) ja Firefly (Fluc) lutsiferaasi kodeerivaid jérjestusi, geenidevahelise
piirkonna sisemist ribosoomi seondumise kohta (IGR IRES) (ingl intergenic region internal
ribosome entry site), 5 ja 3’ mittetransleeruvaid alasid (UTR) (ingl untranslated region) ja
polii(A)-saba. IGR IRES-struktuur paikneb kahe kodeeriva jdrjestuse vahel ning sellelt
alustatakse ainult Fluc jérjestuse siinteesi. Fluc jirjestus ei sisalda AUG-koodonit, tagades, et
Fluc siintees toimuks ainult IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni kaudu.
Reporterid sisaldavad kas metsiktiiiipi (WT) IGR IRES-jirjestust (A) vdi mutantset IGR IRES-
jarjestust (B), kus ei teki PKI-struktuuri (APKI). Modifitseeritud autorilt Analiis Veeremaa.
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IGR IRES-te aktiivsused Arps6AB-pA rakkudes jaotusid kaheks. CrPV IGR IRES-iga sarnase
aktiivsusega olid PSIV ja SINV-1 IGR IRES-id. CrPV IGR IRES-st madalama aktiivsusega oli
KBV, mis erines CrPV-st 2,5 korda. Analiiiisi tulemused niitavad, et Arps6AB-pA tiivi
voimaldab IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni. Lisaks viitavad andmed, et IRES-
vahendatud translatsiooni initsiatsiooni aktiivsused ei tulene nende kuuluvusest a- voi b-klassi.
Kui klassikuuluvus oleks méédrav, oleksid SINV-1 ja KBV (a-klass) aktiivsuse tasemed pidanud
olema ithtmoodi statistiliselt oluliselt aktiivsemad voi vdhemaktiivsemad CrPV ja PSIV (b-
klassi) tasemetest (Joonis 9).
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Joonis 9. IGR IRES-vahendatud translatsiooni efektiivsus Arps6AB-pA rakkudes. CrPV, PSIV,
SINV-1 ja KBV geenidevahelise piirkonna sisemiste ribosoomi seondumise kohtade (IGR
IRES) (ingl intergenic region internal ribosome entry site) jirjestusi sisaldavatelt
reporterplasmiididelt moddeti Firefly (Fluc) ja Renilla (Rluc) luminestsentsi védrtused. Fluc
véadrtused normaliseeriti Rluc véirtuste suhtes, saades suhtelise lutsiferaasi aktiivsuse (SLA).
Andmed on esitatud SLA keskmiste ja standardvigadega. IGR IRES-tele méératud aktiivsused
on normaliseeritud CrPV suhtes. A- ja b-klassi IGR IRES-id on eristatud vastavalt oranZi ja
rohelise vérviga. Statistiline olulisus méaérati kasutades Student’i t-testi, kus p < 0,0001 (***%*),
n>12.

Kontrollimaks, et translatsioon Firefly jarjestuselt toimub IGR IRES-vahendatult, kasutati
kontrollplasmiide, mille IGR IRES-jérjestustes esinesid mutatsioonid, mis takistavad PKI-
struktuuri moodustumist (Joonis 8). PKI struktuuri on aga IGR IRES-vahendatud translatsiooni
jaoks hddavajalik (Au jt., 2015; Costantino ja Kieft, 2005). CrPV cc-gg, SINV-1 cc-gg ja KBV
cc-gg jarjestuste puhul ei moodustu PKI-struktuuri cc-gg mutatsiooni tottu. PSIV cu-ga
jarjestuses ei moodustu PKI-struktuuri cu-ga mutatsiooni tottu. Kontrollplasmiidid

transformeeriti Arps6 AB-pA tiive rakkudesse ning moddeti Rluc ja Fluc vairtused, mille pdhjal
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arvutati SLA. Mutantsetele IGR IRES-jdrjestus tele (APKI) méératud aktiivsused normaliseeriti

vastava IGR IRES metsiktiiiipi jarjestusele méiédratud aktiivsuse suhtes.

Koikidel analiiiisitud juhtudel oli APKI IGR IRES-te aktiivsus oluliselt madalam kui vastava
metsiktiitibi IGR IRES-jédrjestustele méératud aktiivsus (Joonis 10). Vdrreldes vastava
metsiktiilipi jarjestusega oli CrPV cc-gg IGR IRES aktiivsus 308 korda madalam, PSIV cu-ga
33,5 korda madalam, SINV-1 cc-gg 63 korda madalam ja KBV cc-gg 6 korda madalam (Joonis
10). Kuigi KBV APKI IGR IRES taustaaktiivsus oli teiste analiiisitud APKI IGR IRES-ga
vorreldes korgem, kinnitavad analiiiisi tulemused, et PKI struktuur on hddavajalik IRES-

vahendatud translatsiooni initsiatsiooniks (Joonis 10).
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Joonis 10. IRES-vahendatud translatsiooni efektiivsus APKI mutatsiooniga IGR IRES
jarjestustel. CrPV, PSIV, SINV-1 ja KBV geenidevahelise piirkonna sisemiste ribosoomi
seondumise kohtade (IGR IRES) (ingl intergenic region internal ribosome entry site) jarjestusi
sisaldavate reporetrplasmiididelt, milles oli rikutud pseudosdlme I struktuuri (APKI), moddeti
Firefly (Fluc) ja Renilla (Rluc) luminestsentsi viddrtused. PKI-struktuuri teke katkestati
jargnevate mutatsioonidega: CrPV, SINV-1 ja KBV IGR IRES PKI-struktuuri jérjestustes
muudeti cc nukleotiidid gg nukleotiidideks, PSIV IGR IRES PKI-struktuuri jdrjestustes
muudeti cu nukleotiidid ga nukleotiidideks. Fluc viirtused normaliseeriti R/uc vairtuste suhtes,
saades suhtelise lutsiferaasi aktiivsuse (SLA). Andmed on esitatud SLA keskmiste ja
standardvigadega ning on normaliseeritud vastava IGR IRES jérjestuse metsiktiiiibi suhtes. A-
ja b-klassi IGR IRES-id on eristatud vastavalt oranZi ja rohelise virviga. Y-teljel on kujutatud
suhteline lutsiferaasi aktiivsus. n > 12.
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2.4. Arutelu

Molekulaarbioloogia Oppetoolis on varasemalt uuritud ribosoomi eukariioodi-spetsiifiliste
sildade eB12 ja eB13 puudumise moju IRES-vahendatud translatsioonile. Leiti, et ribosoomi
sildade eB12 ja eB13 puudumisel suureneb IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni
efektiivsus vorreldes metsiktiilibiga (avaldamata tulemused). Sellest tulenevalt valiti antud t66
raames edasi uurimiseks ribosoomi eukariioodi-spetsiifiline sild eB13, tédpsemalt selle
moodustumises osalev valk eS6. Ribosoomi valgu eS6 rolli hindamine IRES-vahendatud
translatsioonis pdhines S. cerevisiae kontrolltiivel Arps6AB-pA, mille genoomist on
deleteeritud eS6 valku kodeerivad paraloogid RPS6A ja RPS6B ning eS6 siintees on
kompenseeritud RPS6A4-d ekspresseeriva plasmiidiga (konstrueeritud prof. Tiina Tamm poolt).
Kéesoleva t60 peamine eesmérk oli valideerida Arps6AB-pA tlive sobivus edasisteks
analiiiisideks eS6 rolli uurimiseks IRES-vahendatud translatsioonis. Selleks piistitati todle kaks
eesmirki: Arps6 AB-pA rakkude kasvukiiruse méddramine rikkas (YPD) ja selektiivsdotmes

(SC-Leu) ning IGR IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni aktiivsuse méddramine.

Arps6AB-pA  rakkude kasvukiiruseid vorreldi metsiktiilipi rakkudega, kuhu oli
transformeeritud RPS6A-d ekspresseeriva plasmiidi tithi vektor (WT-p). Kasvukiiruste
hindamisest selgus, et YPD s66tmes oli Arps6AB-pA rakkude generatsiooniaeg 1,14 korda
aeglasem WT-p rakkudest YPD-s (Joonis 7). SC-Leu so66tmes oli Arps6AB-pA rakkude
generatsiooniaeg vastupidiselt 1,14 korda kiirem vorreldes WT-p rakkudega SC-Leu sdo6tmes
(Joonis 7). Erinevus generatsiooniaegade vahel on marginaalne. See nditab, et kuigi eS6
ekspressiooni kompenseeritakse plasmiidilt, kasvavad Arps6AB-pA rakud véga sarnaselt
metsiktiitipi rakkudele. S. cerevisiae metsiktiiiibi rakkudes ekspresseritakse eS6 mdlemat
paraloogi, nii RPS6A-d kui RPS6B-d. Mdlema paraloogi ekspressiooni tasemeid on varem
moddetud rikkas ja minimaalsd6tmes metsiktiitipi rakkudes — RPS6A4 ekspressiooni tase on 66
486 (molekuli/rakus) ja RPS6B ekspressiooni tase on 18 914 (molekuli/rakus) (Ho jt., 2018).
Seega on RPS6A ribosoomi valgu eS6 pohiline ja enam ekspresseeritav isoform ning selle
ekspressioon vOib juba olla piisav, et tagada metsiktiitipi rakkudele sarnane kasvukiirus. Samuti
on eS6 valgu ekspressioon plasmiidilt Arps6AB-pA kontrolltiives RPS6A natiivse promootori
all, mistdttu on tdendoliselt sdilinud genoomiga vorreldav ekspressioonitase. See teadmine
toetab, et Arps6 AB-pA rakkude kasvukiirus sarnaneb metsiktiiiipi rakkude omale. Tiivi hinnati

sobivaks edasisteks analtitisideks antud to0s.

T60 teine eesmark oli méddrata Arps6 AB-pA tiive rakkudes IGR IRES-vahendatud translatsiooni

initsiatsiooni aktiivsus. Toosse valiti nelja viiruse IGR IRES-jérjestused: CrPV (Criket
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paralysis virus), PSIV (Plautia stali intestine virus), SINV-1 (Solenopsis invicta virus 1) ja
KBV (Kashmir bee virus). IGR IRES-te aktiivsuse médramiseks kasutati kahel lutsiferaasil
pOhinevat reportersiisteemi (Joonis 9). Reportersiisteemis on Renilla ja Firefly geenid, mille
vahel on IGR IRES jérjestus. IGR IRES aktiivsused méérati suhtelise lutsiferaasi aktiivsuse
alusel. Saadud tulemused kinnitavad, et Arps6AB-pA tiives toimub IGR IRES-vahendatud
translatsiooni initsiatsioon ning aktiivsused varieerusid IGR IRES-jérjestuste vahel. CrPV IGR
IRES aktiivsusega olid sarnased PSIV ja SINV-1 IGR IRES-id ning CrPV-st madalaima
aktiivsusega oli KBV IGR IRES, mis erines CrPV-st 2,5 korda (Joonis 9). Varasemalt on samu
IGR [RES-jdrjestusi analiiisitud S. cerevisiae metsiktliipi tlives, kasutades sama
reportersiisteemi (Hertz ja Thompson, 2011). Hertz ja Thompson leidsid, et analiiiisitud IGR
IRES-jérjestustest olid PSIV, SINV-1 ja KBV rohkem kui kaks korda aktiivsemad CrPV IGR
IRES-st (Hertz ja Thompson, 2011). Erinevused kiesolevas t60s saadud ja Hertz ja Thompson
poolt avaldatud tulemuste vahel vdisid tuleneda IGR IRES-te aktiivsuste médramisest
erinevates tiivedes. Hertz ja Thompson (2011) méérasid IGR IRES-te aktiivsused metsiktiitipi
S. cerevisiae tiives (MATa his3A leu2A0 met1540 ura340). Kéesolevas to0s kasutati aga S.
cerevisia Arps6AB-pA tiive (MATa ura3-52 leu2A his34200 trplA36 Aarg4 Alysl Arps6A::
kanMX6/Arps6B:: kanMX6 [pRS315-RPS6A]). Loplikke jéreldusi aga teha ei saa, kuna CrPV,
PSIV ja SINV-1 aktiivsuste veapiirid on kiesolevas toos kiillaltki korged ning vajavad
kordusmootmisi, et tendentsist aru saada. Analiitisi valitud IGR IRES-id kuuluvad kahte
struktuuriklassi— a ja b (Joonis 4). Peamised erinevused IGR IRES-te klasside vahel esinevad
just ribosoomiga seondumise domeenis, mistottu voib oletada, et IGR IRES-te aktiivsus vdib
olla mdjutatud struktuurist. To6s analiiiisitud IGR IRES-st kuuluvad a-klassi CrPV ja PSIV
ning b-klassi SINV-1 ja KBV. IGR IRES-te aktiivsuste analiilisi tulemused ei viita aga sellele,
et a- ja b-klasside vahelised struktuursed erinevused mdjutavad IGR IRES aktiivsuseid, see on

ka kooskolas Hertz ja Thompsoni (2011) poolt avaldatud tulemustega (Joonis 9).

Tulevastes analiiiisides tuleks poorata rohkem tidhelepanu teguritele, mis voivad mdjutada IGR
IRES-vahendatud translatsiooni aktiivsuseid. Niiteks on leitud, et teatud initsiatsioonifaktorite
iileekspressioon suurendab IGR IRES-vahendatud translatsiooni suhtelist aktiivsust
mitmekordselt (Cao jz., 2026). Samuti leiti, et IGR IRES-struktuuri omavaid mRNA-sid
lagundatakse sageli nonsense-vahendatud mRNA lagundamise siisteemi (NMD) poolt (Cao jt.,
2026). Seda voib juhtuda, kui mRNA-I esineb mitu ORF-i vdi kui translatsioon ORF-1 peatub
enneaegselt. Seetdttu tuleks edasistes analiilisides hinnata ka initsiatsioonifaktorite ja NMD

moju ning voimalusel neid minimeerida, et vihendada modtmiste veapiire.
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To66 tildeesmérk oli kinnitada Arps6 AB-pA sobivus kontrolltiivena tulevaste analiitiside jaoks
ning saadud tulemused seda ka kinnitavad. Arps6AB-pA tiive olemasolu kontrolltiivena
voimaldab teha tulevasi uuringuid ribosoomi €S6 valgu rolli uurimiseks IGR IRES-vahendatud
translatsiooni initsiatsioonis ja selle regulatsioonis. Ribosoomi eS6 valku on varasemalt uuritud
S. cerevisiae rakkudes, kus keskenduti valgu eS6 post-translatsioonilistele modifikatsioonidele.
Nimelt fosforiitilitakse eS6 valgu C-terminaalse a-heeliksi seriine S232 ja S233 nii RPS64 kui
RPS6B paraloogis (Yerlikaya jt. 2016). Analiiiisi eesmirk oli mdista, mis funktsioon on S.
cerevisiae ribosomaalse valgu eS6 232. ja 233. seriinide fosforiiiilimisel (Yerlikaya jt. 2016).
Selle uurimiseks ekspresseeriti S. cerevisiae rakkudes ribosoomi eS6 valku, mille 232. ja 233.
seriinid olid asendatud alaniinidega (Yerlikaya jt., 2016). Yerlikaya jt. (2016) uurimuses ei
identifitseeritud eS6 fosforiitilimise tépset funktsiooni. Kiill aga leiti, et S232A ja S233A
mutatsioonide korral kogunes mRNA-de 5'UTR piirkonda vdhem ribosoome vdrreldes
metsiktiiibiga (Yerlikaya jt., 2016). Uurimaks, kas ja kuidas mojutab seriinide S232 ja S233
fosforiitilimine  IRES-vahendatud translatsiooni, saab luua pagariparmitiive, kus

ekspresseeritakse eS6 valku ilma vastavate seriinideta.

Ribosoomi eS6 valk esineb lisaks eukariiootide ka arhede ribosoomides (Kisly ja Tamm, 2023).
Arhe Pyrococcus furiosus eS6 valk on tunduvalt lithem (125 aminohapet) kui S. cerevisiae eS6
(236 aminohapet) (Lisa 1, Joonis 11) (Saccharomyces Genome Database, 2026; The UniProt
Consortium, 2026). Kui S. cerevisiae rakkudes ekspresseerida P. furiosus’e pikkusele vastavat
eS6 varianti, sidilib ainult valgu N-terminaalne osa (Lisa Im Joonis 11). Kuna eB13 silla
moodustamisel loob eS6 kontakti nii uL3 kui ka eL.24-ga, sdilivad 125 aminohappelise variandi
puhul kontaktid vaid uL3 valguga. Seega voib tekkida probleeme eB13 silla moodustumisega.
Sellise mutantse S. cerevisiae tiive loomine, kus ekspresseeritakse 125 aminohappe pikkust eS6
valku, vdimaldaks uurida, kuidas eS6 pikkuse vdhendamine ja eB13 silla moodustamise

hiirimine mojutavad IRES-vahendatud translatsiooni initsiatsiooni.
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KOKKUVOTE

Translatsiooni initsiatsiooni etapp on eukariiootsetes rakkudes keeruline protsess, mis soltub
paljude faktorite koostoimimisest ja jark-jargulistest komplekside seondumisest. Sisemise
ribosoomi seondumiskoha (IRES) vahendatud translatsiooni initsiatsioon seevastu ei eelda
koikide klassikaliseks initsiatsiooniks vajalike tingimuste tditmist. Uurimaks, mis roll on
Saccharomyces cerevisiae ribosomaalse silla eB13 moodustamises osaleva valgul eS6 IRES-
vahendatud translatsioonis, konstrueeriti kontrolltiivi Arps6AB-pA (konstrueeris prof. Tiina
Tamm). Kontrolltiive Arps6AB-pA genoomist deleteeriti eS6 valku kodeerivad paraloogid
RPS6A ja RPS6B ning eS6 siintees kompenseeriti plasmiidilt ekspresseeritava RPS6A4-1t
(pRS315-RPS64). Kéesoleva to0 eesmirk oli méérata S. cerevisiae kontrolltiive Arps6AB-pA
sobivus tulevasteks analiilisideks ribosomaalse valguga eS6, et méédrata eS6 roll IRES-
vahendatud translatsioonis. Selleks madrati Arps6AB-pA rakkude kasvukiirus rikkas ja

selektiivsodtmes ning IGR IRES-vahendatud translatsiooni aktiivsus.

Esmalt miirati Arps6 AB-pA rakkude generatsiooniaeg rikkas ja selektiivsdotmes ning tulemusi
vorreldi metsiktiiiipi rakkudega, kuhu transformeeriti RPS6A4 plasmiid tiihi vektor (WT-p).
Tulemused néitavad, et Arps6AB-pA ja WT-p rakkude generatsiooniaegade erinevused on
marginaalsed (Joonis 7). WT-p rakkude generatsiooniaeg rikkas s66tmes (YPD) oli 91,4 +/-
3,03 min ja Arps6AB-pA rakkudel 103,4 +/- 4,7 min ning SC-Leu so6tmes oli WT-p rakkude
generatsiooniaeg 164,8 +/- 11,8 min ja Arps6AB-pA rakkudel 145,1 +/- 19,4 min (Tabel 2).
Tulemused néitavad, et YPD-s on Arps6AB-pA rakkude generatsiooniaeg 1,14 korda pikem
vorreldes WT-p rakkudega, samas kui SC-Leu sO6tmes on Arps6AB-pA rakkude
generatsiooniaeg 1,14 korda kiirem kui WT-p rakkudes SC-Leu s66tmes (Joonis 7). Tulemuste

alusel otsustati, et Arps6 AB-pA tiivi sobib tulevateks analiilisideks kédesolevas to0s.

Jargnevalt miérati Arps6AB-pA rakkudes IGR IRES-vahendatud translatsiooni efektiivsus,
kasutades kahel lutsiferaasil pohinevat reportersiisteemi. Analiilisi valiti neli Dicistroviridae
sugukonna viiruste IGR IRES-jérjestust: CrPV (Criket paralysis virus) ja PSIV (Plautia stali
intestine virus), mis on struktuuri alusel jaotatud IGR IRES-te a-klassi ning SINV-1 (Solenopsis
invicta virus 1) ja KBV (Kashmir bee virus), mis on struktuuri alusel jaotatud IGR IRES-te b-
klassi (Hertz ja Thompson, 2011; Sasaki jt., 1998; Valles jt., 2004; Wilson, Powell, jt., 2000).
Analiitisist selgus, et CrPV IGR IRES aktiivsuse tasemega on sarnased PSIV ja SINV-1 IGR
IRES-i aktiivsustele ning need ei erine iiksteisest statistiliselt. CrPV IGR IRES-st erines ainult
KBV IGR IRES, mille tulemus oli CrPV IGR IRES aktiivsustest 2,5 korda madalam (Joonis
9). Andmed viitasid, et erinevused IGR IRES-te aktiivsustest ei tulene IGR IRES-te
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kuulumisest a- vo1 b-klassi, mis on kooskdlas ka varasemate uuringutega (Hertz ja Thompson,
2011). Lisaks kinnitasid APKI-struktuuri mutantide analiitisid, et PKI-struktuur on hidavajalik
IRES-vahendatud translatsiooniks ning, et Arps6 AB-pA tiivi vdimaldab IGR IRES-vahendatud

translatsiooni initsiatsiooni (Joonis 9 ja 10).

Kasvukiiruse vordlemisest metsiktiiiipi rakkudega ning IGR IRES-vahendatud aktiivsuste
analiiiisist selgus, et Arps6AB-pA tiivi on sobilik kasutamiseks tulevastes analiilisides, mis
keskenduvad ribosomaalse silla eB13 moodustamises osalevale eS6 valgule ning selle rollile
IRES-vahendatud translatsioonis. Edasisteks analiiiisideks saaks luua S. cerevisiae mutante, mis
ekspresseerivad modifitseeritud pikkusega eS6 valku (125 aminohapet). See annaks vdimaluse
hinnata eS6 mdju IRES-vahendatud translatsioonile ning selgitada eS6 C-terminaalsete

seriinide positsioonidel 232 ja 233 modifitseerimise funktsiooni.
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SUMMARY

Assessing the suitability of Saccharomyces cerevisiae control strain for studying the role

of the ribosomal protein eS6 in IRES-mediated translation
Deelia Maivel

Translation, or protein synthesis, is a complex and tightly regulated cellular process. The
regulation of translation occurs mainly through the initiation step, which in classical translation
depends on several translation initiation factors and the 5 cap structure of the mRNA. In
contrast, internal ribosome binding site (IRES) mediated translation initiation does not require
a 5’ cap structure and relies on fewer initiation factors compared to the classical translation
mechanism. To investigate the role of the Saccharomyces cerevisiae ribosomal protein eS6 in
IRES-mediated translation, a control strain Arps6AB-pA was used (constructed by Prof. Tiina
Tamm). In the control strain, eS6 encoding paralogs RPS64 and RPS6B were deleted from the
genome and eS6 synthesis was compensated by RPS6A4 expression from a plasmid (pRS315-
RPS6A). The aim of this study was to determine the suitability of the S. cerevisiae control strain
Arps6 AB-pA for to determine the function of eS6 in IRES-mediated translation. For that
purpose, the growth rate of Arps6 AB-pA cells in rich and selective media was determined, and

the IGR IRES-mediated translation activity was measured.

First, the generation time of Arps6AB-pA cells in rich (YPD) and selective media (SC-Leu)
were determined and compared with wild-type cells transformed with an empty RPS6A4 vector
plasmid (pRS315). The results show that the differences in the generation time of Arps6AB-pA
and WT-p cells are marginal (Figure 7). In YPD, the generation time of WT-p cells was 91.4 +/-
3.03 min and in Arps6 AB-pA cells 103.4 +/- 4.7 min (Table 2). Generation time of WT-p cells
in SC-Leu medium was 164.8 +/- 11.8 min and in Arps6 AB-pA cells 145.1 +/- 19.4 min (Table
2). These results show that the generation time of Arps6AB-pA cells in YPD was 1.14 times
longer than WT-p cells in YPD, while Arps6AB-pA cells in SC-Leu medium were 1.14 times
faster than WT-p cells in SC-Leu medium (Figure 7).

Next, the relative activities of IGR IRES-mediated translation of Arps6AB-pA cells was
determined using a dual-luciferase reporter system. Four IGR IRES sequences from the
Dicistroviridae family viruses were selected: CrPV (Cricket paralysis virus) and PSIV (Plautia
stali intestine virus), which are structurally classified into class a, and SINV-1 (Solenopsis
invicta virus 1) and KBV (Kashmir bee virus), which are structurally classified into class b
(Hertz ja Thompson, 2011; Sasaki jt., 1998; Valles jt., 2004; Wilson jt., 2000). The result from

the analysis showed, that CrPV IGR IRES activity is similar to PSIV and SINV-1 in IGR IRES
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and they do not differ statistically from each other. Only the KBV IGR IRES differed from
CrPV, which resulted in a 2.5-fold lower activity than the CrPV IGR IRES (Figure 9). The
activity levels of IGR IRES did not correlate with their classification into class a or b, which is
also consistent with previous studies (Hertz ja Thompson, 2011). Furthermore, analyzes of
APKI mutants confirmed that the PKI structure is essential for IRES-mediated translation
initiation (Figures 9 and 10). The results confirmed that the Arps6 AB-pA strain allows IGR

IRES-mediated translation initiation (Figure 9).

Comparison of growth rate with wilt-type cells and analysis of IGR IRES-mediated activities
demonstrated that the Arps6AB-pA strain is suitable for use in future studies focusing on the
ribosomal protein eS6. In the future, S. cerevisiae mutants expressing a modified length of eS6
protein could be generated. This would provide an opportunity to assess the involvement of eS6
on IRES-mediated translation and to clarify the functional significance of the serine

modifications located at the end of the a-helix of €S6.
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TANUSONAD

Olen véga tanulik koigile, kes on mind selle t66 valmimise jooksul toetanud.

Eelkdige soovin tdnada oma juhendajat Analiis Veeremaad tema asjatundliku tagasiside ja
kannatlikkuse eest. Tema teadmised ja nduanded sellel t66 teema uurimisel olid vaga kasulikud

ning aitasid kaasa tulemuste tdlgendamisele ja t66 valmimisele.

Tanan Molekulaarbioloogia Oppetooli vOimaluse eest seda teemat uurida ning ka

molekulaarbioloogia labori to6tajaid, kelle nduanded ja abi aitasid kaasa t60 teostamisele.

Suur tdnu kuulub ka minu perele ja lihedaste nende toetuse ning kaasaelamise eest. Nende

igapdevane toetus motiveerisid mind andma endast parima iga paev.

Aitéh Teile koigile!
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LISA 1

Joonis 11. (A) Saccharomyces cerevisiae 80S ribosoom modifitseeritud pikkusega eS6 valguga.
Helesinisega on eristatud ribosoomi 60S alaiihik ja halliga ribosoomi 40S alaiihik. Kollasega
on eristatud eS6 valk, sinisega e.24 valk ja oranziga ul3 valk. (B) S. cerevisiae ¢S6 valgu
struktuur, mis vastab arhe Pyrococcus furiosus eS6 valgu pikkusele (125 aminohapet). (C) S.
cerevisiae taispikk eS6 valk (236 aminohapet). Oranziga on eristatud aminohapped, mis
interakteeruvad uL3 valguga ja sinisega aminohapped, mis interakteeruvad eL24 valguga.
Lillaga on eristatud eS6 C-terminaalsed seriinid positsioonidel 232 ja 233, mida
modifitseeritakse post-translatsiooniliselt. Jooniste tegemisel on kasutatud S. cerevisiae 80S
ribosoomi struktuuri (PDB koordinaadid 4V88) (Ben-Shem jt., 2011) ning PyMOL programmi
(Schrodinger, LLC, 2024). Autor: Analiis Veeremaa.
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