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Infoleht

Ribosoomi alatihikutevaheliste eukartoodi spetsiifiliste sildade eB12, eB13 ja eB14 roll

IRES sobltuva translatsiooni initsiatsioonil S.cerevisiae naitel

Valgu biosuntees ehk translatsioon on keeruline protsess, mis on tahtis rakkude elutegevuse osa.
Seda protsessi teostavad ribosoomid. Ribosoomide struktuuri ja funktsiooni uuritakse juba
ammu, aga paljudele kusimustele ei ole veel vastust leitud. Selles t66s uuritakse kuidas
ribosoomi alathikutevahelised eukartioodi spetsiifilised sillad eB12, eB13 ja eB14 mdjutavad

IRES s6ltuvat translatsiooni initsiatsiooni pagariparmis Saccharomyces cerevisiae.

Mérksbnad: Saccharomyces cerevisiae; ribosoom; eukartioodi spetsiifilised sillad; translatsiooni

initsiatsioon.

CERCS kood: P320; Nukleiinhappestintees, proteiinisiintees.

The role of eukaryote specific intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 in IRES

dependent translation initiation in S.cerevisiae

Protein biosynthesis or translation is a complicated process, which is an important part of cell life
cycle. Ribosomes catalyze translation process. Structure and function of ribosomes are studied

for years, but there are still a lot of unanswered questions. In this work the influence of eukaryote
specific bridges eB12, eB13 and eB14 on IRES-dependent translation initiaion in Saccharomyces

cerevisiae was investigated.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; ribosome; eykaryote specific bridges; translation

initiation.
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Kasutatud luhendid

7-MGM — 7-metutlguanosiinmiits, ingl k 7-Methylguanosine cap
BUT - tert-butddl hudroperoksiid

CrPV —ingl k cricket paralysis virus

CUM — kumeen hudroperoksiid

dsRNA —ingl k double strand RNA

eGFP — ingl k enhanced green fluorescent protein

elF — eukartiootne translatsiooni initsiatsiooni faktor , ingl k eukaryotic initiation factor
elF2A — eukariiootne initsiatsiooni faktor 2A

EMCV - ingl k encephalomycoarditis virus

ES — lisasegment, ingl k expansion segement

FACS — ingl k fluorescence-activated cell sorting
FMDV - ingl k foot-and-mouth disease virus

GSH — glutatioon

HCV - hepatiit C viiruse

IF2 — initsiatsiooni faktor 2

IRES — ingl k Internal Ribosome Entry Site

ITAF —ingl k IRES trans-acting factors

MEN — menadioon

met-tRNA; — initsieeriv metlil tRNA

mMRFP — ingl k monomeric red fluorescent protein
MRNA — informatsiooni-mRNA

ORF — avatud lugemisraam, ingl k Open reading frame
PIC — preinitsiaooni kompleks, ingl k preinitiation colplex
PKI — ingl k pseudoknot |

RLU —ingl k Relative light unit

rRNA — ribosomaalne RNA

SSRNA —ingl k single strand RNA

TC — ternaarne kompleks

TOR - ingl k target of rapamycin

tRNA — transport RNA

WT — metsiktlup



Sissejuhatus

Translatsioon on valgu biosunteesi protsess, mille tildine mehhanism on konserveerunud arhedes,
bakterites ja eukartiootides. Lisaks konserveerunud mehhanismile on kirjeldatud spetsiifilisi
erinevusi elu domeenide vahel. Kdige rohkem lahknevusi translatsiooni toimimise mehhanismis
on selle esimeses etapis — initsiatsioonis. Selleks, et madrata korrektne avatud lugemisraam
(ORF, ingl k Open reading frame) on vdga oluline leida ja alustada translatsiooni digest
strartkoodonist. Eukartioodil eristatakse translatsiooni initsiatsioonil kahte mehhanismi: mRNA
5"-otsa 7-metadlguanosiinmitsist (7-MGM, ingl k 7-Methylguanosine cap) s6ltuv ja 7-MGM
sOltumatu. IRES (ingl k Internal Ribosomal Entry Site) on 7-MGM sdltumatu translatsiooni
initsiatsiooni mehhanism. Enamik tdnaseks annoteeritud mRNA molekulidest, mis sisaldavad
IRES elemente, kodeerivad valke, mis on olulised rakkude kasvus, diferentseerumises,

apoptoosis, hiipoksia ja kuumasokki vastuses (Chatterjee ja Pal, 2009; Hellen et al., 2001).

Translatsiooni kataltitisivad kahest alatihikust koosnevad ribostiumid ehk ribosoomid. Valkude
biostinteesi toimumiseks on vajalik mdlema alatihiku diinaamiline koos pusimine. Ribosoomi
alatihikuid hoiavad koos alalihikutevahelised sillad. Eristatakse konserveerunud ja elu domeeni
spetsiifilisi alaihikutevahelisi sildasid. Eukartiootses pagariparmi ribosoomis on kirjeldatud 17
alauhikutevahelist silda, millest 5 on eukartioodi spetsiifilised (Ben-Shem et al., 2010; Melnikov
etal., 2012).

Ké&esoleva t60 eesmérgiks on uurida, kuidas ribosoomi alatihikutevahelised eukartioodi
spetsiifilised sillad eB12, eB13 ja eB14 mdjutavad IRES sdltuvat transaltsiooni initsiatsiooni

ning oksudatiivse stressiga toimetulekut Saccharomyces cerevisiae ribosoomi naitel.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1. Ribosoomi ehitus.
Ribosoomid on kahest alauhikust koosnevad ribosutmid, mis katalutsivad pollpeptiidahelate
stinteesi ehk translatsiooni. Alauhikute koosseisu kuuluvad ribosomaalsed RNA (rRNA)
molekulid ja ribosomaalsed valgud. Ribosoomide koostis varieerub erinevate elu domeenide
vahel (tabel 1). K&esoleva t60 raames antakse Ulevaade bakterite (Escherichia coli nditel) ja

madalamate eukartootide (pagariparmi Saccharomyces cerevisiae naitel) ribosoomide ehitusest.

Pro- ja eukarlootide ribosoomidel on iseloomulik konserveerunud p&histruktuur, mille
molekulmass on ~2.0 MDa. Konserveerunud pohistruktuuri koosseisu kuuluvad rRNA
molekulid ja ribosomaalsed valgud. Konserveerunud stidamiku suure alatihiku koosseisu kuulub
19 valku, 5S ja 23S rRNA; véikese alaiihiku koosseisu kuulub 15 valku ja 16S rRNA (joonis 1,
tabel 1) (Ben-Shem et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Melnikov et al., 2012).

Tabel 1. Erinevate elu domeenide ja konserveerunud pdhistruktuuri ribosoomi alatihikute
koostis.

Suur alathik Viike alaiihik
rRNA valgud | rRNA valgud
Konserveerunud stidamik
(~2.0 MDa) 5S ja 23S 19 16S 15
5S ja pikem 23S pikem 16S
vorreldes vorreldes
Bakteriaalne ribosoom konserveerunud konserveerunud
E.coli néitel (~2.3 MDa) stidamikuga 33 stidamikuga 21
Madalamate eukartiootide
ribosoom S.cerevisiae
naitel (~3.3 MDa) 5S, 5.8S ja 25S 46 18S 33




Bakter Uhine siidamik Madalamad eukaritoodid
(T.termophilus voi E.coli) (S.cerevisiae)

Joonis 1. Ribosoomide pdhistruktuur on konserveerunud elu domeenide vahel. Vasakpoolsel
joonisel on toodud bakteriaalne ribosoom, parempoolsel madalamate eukartiootide ribosoom ja
keskmisel Ghine sidamik. Tumedama sinisega on véarvitud domeenide spetsiifilised rRNA
molekulid, helesinisega konserveerunud rRNA molekulid, tumedama punasega domeenide
spetsiifilised valgud ja helepunasega konserveerunud valgud. Varviline skaala néitab
konserveerunud ja domeenide spetsiifilise rRNA ja valkude osakaalu. Muudetud Melnikov et al.,
2012 jargi.

Bakteriaalse ribosoomi uurimiseks kasutatakse mudelorganismina Escherichia coli ribosoomi,
mille molekulmass on ~2.3 MDa. E.coli 50S suur alaiihik koosneb kahest rRNA molekulist (5S
ja 23S) ja 33 ribosomaalsest valgust. VVorreldes konserveerunud siidamikuga on suures alatihikus
valgumolekule 14 vorra ronkem ja 23S rRNA molekul on pikem. E.coli ribosoomi 30S vaike
alatihik koosneb tihest rRNA molekulist (16S) ja 21 ribosomaalsest valgust. VVorreldes
konserveerunud stidamikuga on véikeses alatihikus valgumolekule 6 vorra rohkem ja 16S rRNA
on pikem (joonis 1, tabel 1) (Ben-Shem et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Melnikov et al.,
2012).

Eukartootse ribosoomi uurimiseks kasutatakse mudelorganismina Saccharomyces cerevisiae
ribosoomi, mille molekulmass on ~3.3 MDa. S.cerevisiae 60S suur alatihik koosneb kolmest
rRNA molekulist (5S, 5.8S ja 25S) ja 46 ribosomaalsest valgust. S.cerevisiae ribosoomi 40S
vaike alathik koosneb hest rRNA molekulist (18S) ja 33 ribosomaalsest valgust (joonis 1, tabel
1) (Ben-Shem et al., 2011).



Struktuursed ja kompositsioonilised erinevused pdhjustavad lahknevusi sedimentatsiooni
kiiruses tsentrifuugaaljouvaljas ja ribosoomi suuruses. Pagariparmi 80S ribosoom on 40%
suurem kuibakteriaalne 70S ribosoom . Erinevused on pdhjustatud sellega, et pagariparmi 80S
ribosoomi koostisesse on lisandunud uued struktuursed elemendid: 5,8S rRNA molekul 60S
suures alauhikus ja teistel rRNA molekulitel on lisandunud rRNA lisasegmendid (ES, ingl k
expansion segement); eukartioodi spetsiifilised ribosomaalsed valgud ja valkude domeenid (tabel
1) (Ben-Shem et al., 2010).

1.1.1. Alathikutevahelised sillad

Translatsiooni toimumiseks on vaja alatihikute diinaamiline koos piisimine, mis on vahendatud
ribosomaalsete sildade kaudu (joonis 2). Alalihikutevahelisi sildu moodustavad kontaktid rRNA
ja ribosomaalsete valkude vahel. Eristatakse kolme thtipi kontakte: rRNA-rRNA, rRNA-valk ja
valk-valk kontaktid. Ribosoomi alauhikutevahelised sillad koosnevad thest vGi rohkemast arvust

kontaktidest ning sildu vBivad moodustada eri tliupi kontaktid (Ben-Shem et al., 2011).

Pollpeptiidahela stinteesi ajal toimub ribosoomi konformatsiooni muutus. Alathikute rotatsioon
on vajalik mRNA dekodeerimise, mRNA ja tRNA translokeerimise, translatsiooni
termineerimise, ribosoomide retstkleerimise jt protsesside toimumiseks. Translatsiooniga
kaasneb ribosoomi alatihikute kontaktide moodustumine ja katkemine (Wilson ja Doudna Cate,
2012).

Ben-Shem et al. on uurinud pagariparmi S.cerevisiae 80S ribosoomi kristallstruktuuri. Nad
kirjeldasid kontakte, mis moodustuvad ribosoomi pre- ja post-translokatsioonilises
konformatsioonides. Translatsiooni ajal toimub mRNA ja tRNA translokeerimine, millega
kaasneb vaikese alatihiku rotatsioon. Pre- ja post-translokatsioonilises konformatsioonides
alauhikute omavaheline paigutus ja nende vaheliste kontaktide arv sildades varieerub (tabelid 2-
6). Eristatakse pisivaid ja dunaamilisi kontakte. Plsivad kontaktid on kirjeldatud m&lemas
konformatsioonis, diinaamilised ainult Ghes konformatsioonis. Pre-translokatsiooni oleku
konformatsioonis paikneb vaike alalihik 4° nurga all vorreldes suure alatihikuga ja véikese
alathiku pea domeeni podrlemise maar on 15,5°. Post-translokatsiooni oleku konformatsioonis
paikneb véike alalihik 9° nurga all vorreldes suure alaiihikuga ja véikese alatihiku pea domeeni

pOorlemise méér on 10,5° (Ben-Shem et al., 2011).
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Pagariparmi ribosoomis on kirjeldatud 12 konserveerunud ja 5 eukartioodi spetsiifilist silda
(joonis 2) (Ben-Shem et al., 2011).

B1bl/c

B7a
Bla B2b
B2a B7blc
IR eB14 B2c
s M eB8
B5
B8 B4
B6
eB12
SEA el ALY eB1
; e S (AP eB13

eB12 NP i

Joonis 2. Pagariparmi ribosoomi alaiihikutevahelised sillad. VVasakul on toodud pagariparmi
ribosoomi suur alathik ja paremal pagariparmi ribosoomi véike alauhik. Sinisega on toodud
konserveerunud sillad; punasega on toodud eukartioodi spetsiifilised sillad. Muudetud Ben-Shem
etal., 2011 jérgi.

1.1.2. Konserveerunud sillad

Alalhikutevahelisi sildu moodustavad sama vai erinevat tlipi kontaktid. Allpool on toodud
konserveerunud sildade klassifikatsioon vastavalt sildu moodustavate kontaktide tltpidele:
valk-valk (tabel 2); rRNa-rRNA (tabel 3); rRNA-valk (tabel 4) ja segatlupi (tabel 5)
konserveerunud sillad (Ben-Shem et al., 2011).

1.1.2.1. Valk-valk tuupi konserveerunud sild

Ainus valk-valk kontaktidega sild on Blb/c. Selle silla moodustavad pre-translokatsioonilises
konformatsioonis suure alatihiku valk uL18 ja vaikse alathiku valgud uS15 ning uS19; post-
translokatsioonilises konformatsioonis jaab alles ainult iks kontakt suure alathiku valgu uL18 ja
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vaikese alauhiku valgu uS15 vahel (tabel 2). B1b/c paikneb Glalpool P-saiti ja on oluline

translatsiooni tdpsuse tagamisel (Ban et al., 2014; Ben-Shem et al., 2011).

Tabel 2. Valk-valk tltpi konserveerunud silla kontaktid.

Kontakti komponent

Kontaktide arv pre-

Kontaktide arv post-

Sild translokatsioonilises |translokatsioonilises
ribosoomis ribosoomis
60S 40S
Blb/c |uL18 uS15 2 1
uL18 uS19 6 puudub

1.1.2.2.rRNA-rRNA tuupi konserveerunud sillad
Ainult rRNA-rRNA kontakte sisaldavad sillad on B2a, B2b, B2c, B3 ja B7a (tabel 3) (Ban et al.,
2014; Ben-Shem et al., 2011; Petrov et al., 2014; Schuwirth et al., 2005; Yusupov et al.,2001).

rRNA-rRNA tiipi konserveerunud sillad on stabiilsed ja on leitavad ribosoomi pre- ja post-

translokatsioonilises konformatsioonis. B7a silla moodustavad 2 kontakti. B2c silla moodustavad

ribosoomi pre-translokatsioonilises konformatsioonis 4 kontakti ja post-translokatsioonilises

konformatsioonis 2 kontakti. B2a ja B3 sildu moodustavad rohkem kui 15 kontakti (tabel 3).

Tabel 3. rRNA-rRNA tlupi konserveerunud sildade kontaktid.

Kontaktide arv pre-

Kontaktide arv

Kontakti komponent C
Sild P translokatsioonilises plosi ..
. . translokatsioonilise
lsmsaais ribosoomis
60S 25S rRNA | 40S 18S rRNA 9
B2a IV domeen 3' minoorne domeen | 15 15
5 (katkeb Uks
kontakt 18S rRNA
tsentraalne ja 3' 3' minoorse
B2b IV domeen minoorne domeenid | 6 domeeniga)
B2c IV domeen tsentraalne domeen 4 2
B3 IV domeen 3' minoorne domeen | 17 18
B7a IV domeen tsentraalne domeen 2 2
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1.1.2.3. Valk-rRNA tuupi konserveerunud sillad
Sillad B6, B7b/c ja B8 on valk-rRNA tulpi pisivad sillad (tabel 4) (Ban et al., 2014; Ben-Shem
et al., 2011; Petrov et al., 2014; Schuwirth et al., 2005; Yusupov et al., 2001).

Tabel 4. rRNA-valk tipi konserveerunud sildade kontaktid.

Kontakti komponent Kontaktide arv pre- | Kontaktide arv post-
Sild translokatsioonilises | translokatsioonilises
60S valk 40S rRNA ribosoomis ribosoomis
18S 3' minoorne
B6 elL.24 domeen 2 2
18S tsentraalne
B7b/c | uL2 domeen 6 4
18S tsentraalne
elL43 domeen 1 5
B8 elL14 18S 5" domeen 4 5

1.1.2.4. Segatiilpi konserveerunud sillad

Bla, B4 ja B5 sildade koosseisu kuuluvad k6ik kolme tlitipi kontaktid (tabel 5) (Ban et al., 2014;
Ben-Shem et al., 2011; Petrov et al., 2014; Schuwirth et al., 2005; Yusupov et al.,2001).

Bla on dinaamiline sild ja moodustub ainult ribosoomi pre-translokatsioonilises
konformatsioonis. B4 ja B65 on pusivad sillad ja on leitavad post- ja pre-translokatsioonilistes

konformatsioonides.
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Tabel 5. Segatiipi konserveerunud sildade kontaktid.

_ Kontakti komponent Kontaktide_ arv pre- Kontaktide_ arv post-
Sild translokatsioonilises | translokatsioonilises
60S 40S ribosoomis ribosoomis

25S 11
domeen eS19 1 puudub
25S 11 18S 3'minoorne
Bla domeen domeen 2 puudub
25S 11 18S tsentraalne
domeen domeen 6 7
255 11
domeen uS19 1 4
B4 el.30 uS19 1 puudub
18S5'ja
3 minoorne
elL14 domeenid 5 5
255 1V 18S 3' minoorne
B5 domeen domeen 1 2

1.1.3. Eukartoodi spetsiifilised sillad

Eukartiootne ribosoom on 40% suurem kui bakteriaalne ribosoom ja alatihikutevaheline
kontaktpiirkond on umbes kaks korda suurem, mis p&hjustab suurema sildade arvu perifeersetes
piirkonnades (Ben-Shem et al., 2010; Wilson ja Doudna Cate, 2012). Eukartiootses ribosoomis
on aladihikute vahel 17 silda, millest 5 on eukartioodi spetsiifilised: eB8, eB11, eB12, eB13 ja
eB14 (tabel 6) (Ben-Shem et al., 2011).

Pre-translokatsioonilises konformatsioonis moodustavad eukartioodi spetsiifilise silla eB8 kaks
kontakti 40S vaikese alalihiku valgu eS1 ja 60S suure alauhiku 25S rRNA V domeeni ES31a
vahel (tabel 6). Post-translokatsioonilises konformatsioonis lisanduvad interaktsioonid 40S
vaikese alaiihiku valgu eS1 ja 60S suure alatihiku eL43 valgu vahel (tabel 6). Eksperimentaalselt
on leitud, et 40S véikese alauhiku eS1 valk interakteerub hepatiit C viiruse (HCV) IRES (ingl k

internal ribosome entry site) struktuuriga (Babaylova et al., 2009).

Pre-translokatsioonilises konformatsioonis moodustavad eukartioodi spetsiifilise silla eB11 kuus
kontakti 40S véikese alalihiku valgu eS8 ja 60S suure alatihiku 25S rRNA VI domeeni

lisasegmenti ES41 vahel ning tks kontakt 60S suure alauhiku 25S rRNA Il domeeni ja 40S
14



vaikese alauhiku valgu eS8 vahel (tabel 6). Post-translokatsioonilises konformatsioonis katkeb
25S rRNA 11 domeeni ja eS8 vaheline kontakt (tabel 6) (Ben-Shem et al., 2011).

Tabel 6. Eukartoodi spetsiifiliste sildade kontaktid.

Kontakti komponent

Kontaktide arv pre-

Kontaktide arv post-

Sild translokatsioonilises | translokatsioonilises
ribosoomis ribosoomis
60S 40S
25S rRNA
eB8 lisasegment ES31a est 2 puudub
el43 eS1 2 2
25S rRNA
eB11 lisasegment ES41 eS8 6 S
25S rRNA 11 domeen | eS8 1 puudub
eB12|elL19 eS17 3 puudub
18S rRNA
elL19 lisasegment ES6 13 14
elL19 eS7 puudub 2
eB13|uL3 eS6 3 2
eL24 eS6 8 11
el24 18S 3' minoorne ouudub 3
domeen
elL.24 18S 5" domeen puudub 7
eB14 | eLa1 18S tsentraalne 10 10
domeen
elL41 18S 3' minoorne 18 19

domeen

Kdesolevas t66s uuriti eukartioodi spetsiifilisi sildasid eB12, eB13 ja eB14.

1.1.3.1.Eukarioodi spetsiifiline sild eB12
Eukartoodi spetsiifiline sild eB12 asub alalihikutevahelise konaktpiirkonna perifeerses alas.

eB12 pohistruktuuri madrab 60S suure alathiku eL19 valgu C-terimnaalse a-heeliksi

interaktsioon 40S vaikese alatihiku 18S rRNA tsentraalse domeeni lisasegmendiga ES6. Pre-

translokatsioonilises konformatsioonis moodustab eL19 valk lisakontakti 40S véikese alatihiku

valguga eS17. Post-translokatsioonilises konformatsioonis moodustub selle asemel interaktsioon
40S véikese alalihiku valguga eS7 (joonis 2, tabel 6) (Ban et al., 2014; Ben-Shem et al., 2011).




Suure alatihiku ribosomaalne valk eL19 on kodeeritud kahe paraloogi poolt RPL19A ja RPL19B.
Nende geenide poolt kodeeritud valgud on identsed (Song et al., 1996). Mdlema paraloogi
deleteerimine on letaalne. RPL19B deleteerimine pdhjustab rakkude aeglasemat kasvu (Song et
al., 1996; Steffen et al., 2012). Bakteri ribosoomis puudub eL.19 valgu homoloog (Lecompte jt.,
2002). Imetajate valk eL.19 ja arhede (H. marismortui) valk L19 on pagariparmi valgu eL.19
homoloogid (Ban et al., 2014; Song et al., 1996).

Uuringud néitavad, et eukartioodi spetsiifiline sild eB12 méangib olulist rolli alatihikute
littumisel. eL19 mutantsed 60S alatihikud ei ole vBimelised moodustada 80S ribosoomi in vitro
ning reassotsieerumist ei mdjuta Mg®* kontsentratsioon. eL.19 deletsioonimutandid, kus on
deleteeritud eB12 silda moodustav regioon, on aeglasema kasvuga, tundlikud paromomautsiini ja

neomutsiini suhtes ja suurema hiperosmootse stressi taluvusega (Kisly et al., 2016).

40S

Joonis 3. Eukartioodi spetsiifilise silla eB12 struktuur. Halliga on toodud 60S suur alauhik;
roosaga on toodud 40S véike alathik. Punasega on toodud valk eL.19, kollasega valk eS7, lillaga
valk eS17, sinisega 18S rRNA lisasegment ES6S. Joonis on valmistatud PyMOL tarkvaraga
kasutades Ben-Shem et al., 2011 avaldatud kristallstruktuuri.

1.1.3.2. Eukartoodi spetsiifiline sild eB13

Eukartoodi spetsiifiline sild eB13 asub samuti alatihikutevahelise kontaktpiirkonna perifeerses
alas. eB13 pohistruktuuri maarab 60S suure alatihiku eL24 valgu C-terimnaalse a-heeliksi
interaktsioon véikese alatihiku valguga eS6. Pohistruktuuri aitavad stabiliseerida kontaktid 40S
vaikese alauhiku valgu eS6 ja suure alatihiku valgu uL3 vahel. Post-translokatsioonilises
konformatsioonis lisanduvad interaktsioonid 60S suure alathiku valgu eL.24 ja 40S vaikese
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alatihiku 18S rRNA 3 minoorse ja 5~ domeenide vahel (joonis 3, tabel 6) (Ban et al., 2014; Ben-
Shem et al., 2011).

Suure alalihiku valk eL24 on kodeeritud kahe paroloogi RPL24A ja RPL24B poolt (Baronas-
Lowell ja Warner, 1990). Nende paraloogide poolt kodeeritud valgud erinevad (ksteisest viie
aminohappejéégi poolest (Baronas-Lowell ja Warner, 1990). eL.24 ei ole eluks hadavajalik
(Baronas-Lowell ja Warner, 1990). Mdlema eL24 kodeeriva geeni deleteerimisel rakkude
pooldumisaeg pikeneb (Steffen et al., 2012). Bakteri ribosoomis ei ole eL24 valgu homoloogi
(Lecompte et al., 2002). Pagariparmi eL24 j&rjestus on homoloogiline L2 valguga imetajates
(Ban et al., 2014). Arhede ribosoomi koostises on eL24 valk, millel puudub C-terminaalne a-
heeliks (Armache et al., 2013).

On leitud, et eL.24 mutantses tuves 60S suur alaiihik seob initsiatsiooni kompleksi madalal

tasemel ja selle tagajarjel rakkudes akumuleerub 43S PIC (Ban et al., 2014; Dresios et al., 2006).

ul.3

- el.24

h10

Joonis 4. Eukartioodi spetsiifilise silla eB13 struktuur. Halliga on toodud 60S suur alathik;
roosaga on toodud 40S véike alatihik. Punasega on toodud valk eL.24, rohelisega valk eS6, lillaga
18S rRNA h10, sinisega valk uL3. Joonis on valmistatud PyMOL tarkvaraga kasutades Ben-
Shem et al., 2011 avaldatud kristallstruktuuri.
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1.1.3.3.Eukarioodi spetsiifiline sild eB14

eB14 on ainuke eukartioodi spetsiifiline sild, mis paikneb alatihikutevahelise kontaktpiirkonna
tsentraalses alas dekodeeriva tsentri lahedal. eB14 pdhistruktuuri mééravad kontaktid 60S suure
alatihiku ribosomaalse valgu eL41 ja 40S véikese alalihiku 18S rRNA heeliksite h27, h44, h45
vahel . Sild sdilib pre- ja post-translokatsioonilistes ribosoomi konformatsioonides (joonis 4,
tabel 6) (Ban et al., 2014; Ben-Shem et al., 2011).

60S suure alauhiku valk eL41 on kodeeritud kahe paroloogi poolt RPL41A ja RPL41B ning ei ole
eluks hédavajalik (Yu ja Warner, 2001). Valgu deletsioon ei mdjuta rakkude generatsiooniaega
(Dresios et al., 2003; Steffen et al., 2012). Bakteri ribosoomis ei ole eL41 valgu homoloogi
(Lecompte et al., 2002). Pagariparmi eL41 jarjestus on homoloogiline L41 valguga imetajates
(Ban et al., 2014; Ben-Shem et al., 2011). Arhede (H.marismortui) ribosoomi koostises on
homoloogiline eL41 valk (Armache et al., 2013).

60S

h27

clL4]
hd4

h45

408

Joonis 5. Eukartioodi spetsiifilise silla eB14 struktuur. Halliga on toodud 60S suur alauhik;
roosaga on toodud 40S véike alatihik. Punasega on toodud valk eL41, rohelisega 18S rRNA h27,
lillaga 18S rRNA h144, sinisega 18S rRNA h45. Joonis on valmistatud PyMOL tarkvaraga
kasutades Ben-Shem et al., 2011 avaldatud kristallstruktuuri.

On leitud, et valgu eL41 puudumine mdjutab peptidultransferraasset aktiivsust (Dresios et al.,

2003; Dresios et al., 2006). Rakkudes, kus puudub eL41 on suurenend ka -1 programmeeritud
ribosomaalne raamihke toimumine (Meskauskas et al., 2003).
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1.2.Translatsioon

1.2.1. Translatsiooni tldiseloomustus

Translatsioon on biostinteesi protsess, mille jooksul dekodeeritakse mMRNA nukleotiidses
jarjestuses talletatud geneetiline informatsioon valkude aminohappeliseks jarjestuseks. Stintees
on katallitsitud ribosoomide poolt. Translatsiooni protsessis saab eristada kolm etappi:
initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon. Initsiatsioon tihendab endas reaktsioone, mis
toimuvad enne polupeptiidahelas olevate aminohapete liitmist. Initsiatsiooni 16pus moodustub
funktsionaalne ribosomaalne kompleks, kus P saidis asuvad startkoodon ja initsieeriv mettil-
tRNA (met-tRNA)). Elongatsiooni kéigus toimub aminoatsiiil-transport-RNA (tRNA)
seondumine, peptiidsidemete moodustumine ja ribosoomi translokatsioon. Translatsiooni
terminatsioon toimub, kui ribosoomi A-saiti jouab terminaatorkoodon. Protsess 16peb
informatsiooni-RNA (mRNA) molekuli vabanemisega ja ribosoomi lagunemisega alatihikuteks.
Iga translatsiooni protsessi etapp on vahendatud vastavate initsiatsiooni-, elongatsiooni- voi

terminatsioonifaktoritega (Melnikov et al. 2012; Sonenberg ja Hinnebusch, 2009).

Bakterite translatsiooni initsiatsioonil seondub vaike alatihik kohe startkoodonile. Protsess on
vahendatud bakteriaalsete initsiatsioonifaktoritega. Startkoodoni identifitseerimise protsess on
vahendatud Shine-Dalgarno jarjestusega, mis paikneb startkoodonist Glesvoolu. 16S rRNA 3
otsas paikneb anti-Shine-Dalgarno jarjestus, mis interakteerub komplementaarse MRNA Shine-
Dalgarno jarjestusega. Selline protsess tagab korrektse startkoodoni identifitseerimise ja aitab
valtida translatsiooni initsiatsiooni operoni sisemist metioniini kodeeritavast koodonist
(Melnikov et al. 2012; Sonenberg ja Hinnebusch, 2009).

Eukartootse ribosoomi koosseisu kuulub 16S rRNA asemel 18S rRNA. 18S rRNA jarjestuses
puudub anti-Shine-Dalgarno jarjestus, mis p&hjustab lahknevusi translatsiooni initsiatsiooni
mehhanismides bakteriaalsetes ja eukarlootsetes rakudes. Tapsemalt eukartiootse rakku

translatsiooni initisiatsiooni kirjeldatakse jargmistes peattikkides.

Erinevatel keskkonnatingimustel vajab rakk erinevate valkude transleerimist. Stressi korral
(naiteks mitoos, apoptoos, viirusnakkus, hiipoksia) surutakse tldine translatsioon maha ning rakk
vajab stressiga toimetulekuks spetsiifiliste valkude transleerimist (Hellen et al., 2001). Lisaks, on
vaja reguleerida valkude kogust rakus ning selleks kasutatakse erinevaid mehhanisme. Uks

vOimalus on reguleerida translatsiooni taset l1&bi erinevate initsiatsiooni mehhanisme.
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Eukartuootses rakkus eristatakse kanoonilist 7-MGM (7-MGM, ingl k 7-Methylguanosine cap)

sOltuvat ja 7-MGM s6ltumatut mehhanisme.

1.2.2.

Eukariootse raku kanooniline translatsiooni initsiatsioon

Eukartootses rakus osaleb translatsiooni initsiatsioonis vahemalt 12 erinevat eukariiootset

initsiatsioonifaktorit (elF, ingl k eukaryotic initiation factor). Protsessi vdib jagada jargmisteks

etappideks (joonis 6):

1.

mRNA 5’ otsas paiknevale 7-MGM struktuurile moodustub elF4F kompleks mitmest
elFist: elF4A, elF4AB, elF4G, elFAE. 7-MGM sidumisega aktiveeritakse mRNA.

Samal ajal toimub elF2 ternaarse kompleksi (TC) moodustumine.

elF3 ja elF5 vahendusel seob TC met-tRNA; ja moodustub 43S preinitsiatsiooni
kompleksi (PIC, ingl k preinitiation complex).

PIC seob aktiveeritud mRNA ja algab mRNA skaneerimine.

Startkoodonil (AUG) hidrollusitakse elF2 seotud GTP ja moodustub 48S kompleks, kus
met-tRNA; on seotud strartkoodoniga P saidis.

Vabastatakse osa elF. Seejarel toimub elF5B vahendusel suure alalihiku liitmumine 48S
kompleksile. Vabastatakse ulejaanud elF.

Translatsiooni initsiatsiooni 16puks moodustub funktsionaalne 80S kompleks, kus P
saidis asuvad startkoodon ja met-tRNA; (Dever et al., 2016; Jackson et al., 2010;
Hinnebusch ja Lorsch, 2012).
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Joonis 6. Kanoonilise eukartiootse translatsiooni initsiatsiooni skeem. elF4F kompleks seob
MRNA 7-MGM struktuuri ja aktiveerib mRNA. Toimub TC moodustumine ja seejarel 43S PIC
moodustumine. 43S PIC seob aktiveeritud mRNA ja algab mRNA skaneerimine. Kui
startkoodon on leitud, toimub GTP hidroliius ja 48S kompleksi moodustumine. Osa elF lahkub
ja toimub alatihikute assotsieerumine. Seejérel lahkuvad Ulejdénud elF. Initsiatsiooni 16puks on
moodustunud funktsionaalne 80S ribosoom, kus P saidis asuvad startkoodon ja met-tRNA,.
Muudetud Jackson et al., 2010 jargi.
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1.2.3. 7-metutlguanosiinmutsi-séltumatu translatsiooni initsiatsiooni mehhanism

7-MGM sbltumatu translatsiooni initsiatsiooni mehhanism on IRES (ingl k Internal Ribosome
Entry Site), mis on mRNA cis-regulatoorne element. Selline translatsiooni regulatoorne
mehhanism on eriti oluline olukorras, kus rakkudes on uldine translatsiooni maha surutud ja ei
saa toimuda initsiatsioon 7-MGM s6ltuval viisil. PGhjuseks voib olla see, et 7-MGM struktuur on

mRNA 5’ otsast dra Idigatud voi seotud regulatoorsete elementidega.

Esimesed tahelepanekud IRES struktuurist parinevad Dorner et al. t00st, kus uuriti polioviiruse
translatsiooni in vitro. Dorner et al. pakkusid, et polioviirused kasutavad enda poliproteiinide
stinteesiks peremehe kanoonilisest translatsiooni initsiatsioonist erinevat mehhanismi (Dorner et
al., 1984). Hiljem pakuti, et MRNA sisemised sekundaarstruktuurid véivad siduda ribosoome
MRNA 5”-otsa 7-MGM s6ltumatul viisil (Jang et al., 1988; Pelletier ja Sonenberg, 1988). Hiljuti
on naidatud, et 7-MGM s6ltumatu valgu slinteesi initsiatsioon vdib toimuda
sekundaarstruktuuridele lisaks ka spetsiifilistest polti(U) motiividest ja 18S rRNA

komplementaarsetest elementidest (Weingarten-Gabbay et al., 2016).

Tanapéeval eristatakse viiruseliseid, eukartiootseid ja stinteetilisi IRES elemente. Mokrejs et al.
koostasid andmebaasi, kus on annoteeritud eksperementaalselt kinnitatud IRES struktuurid
(Mokrejs et al., 2006; Mokrejs et al., 2010).

1.2.4. Viiruselised IRES elemendid

Viirused kasutavad peremeesraku ribosoome ja valke oma pollproteiinide stinteesiks.
Peremeesraku ressursside kasutamiseks on viirused voimelised inhibeerima raku uldist
translatsiooni. Selleks, kasutavad viirused mitmeid mehhanisme. Viirused sunteesivad valke, mis
seovad elF4E. Initsiatsioonifaktor elF4E seob mMRNA 7-MGM struktuuri aktiveerides peremehe
MRNA. Kui elF4E on seotud viiruseliste valkude poolt, siis ei moodustu mRNA-d aktiveerivat
kompleksi ja peremehe mMRNA-d ei transleerita. Viirused, kelle genoomiks on +ssRNA (ingl k
single strand RNA), on vdimelised inhibeerima peremehe 7-MGM sdltuvat translatsiooni
initsiatsiooni. Kuna peremehe Gldine translatsioon on mahasurutud, siis kasutavad viirused IRES
sOltuvat translatsiooni initsiatsiooni mehhanismi enda pollproteiinide stinteesiks (Walsh ja
Mohr, 2011). Viiruseliseid IRES elemente jagatakse neljaks tiitibiks sdltuvalt nende
funktsionaalsest eripérast ja struktuurist (joonis 7) (Hellen et al., 2009; Walsh ja Mohr, 2011).
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IRES tidp | ja tadp 11 vajavad initsiatsiooniks kdiki eukartiootseid initsiatsioonifaktoreid valja
arvatud elF4E, sest nad ei vaja 7-MGM sdltuvat mMRNA aktivatsiooni. Tulbid erinevad IRES
elementide mMRNA sekundaarstruktuuri poolt. IRES tlup | on kirjeldatud +ssRNA viirustel
(nditeks polioviirus ja rinoviirus). IRES tlip 11 on kirjeldatud FMDV (ingl k foot-and-mouth
disease virus) ja EMCV (ingl k encephalomycoarditis virus) viirustel (joonis 7) (Hellen et al.,
2009; Walsh ja Mohr, 2011).

IRES tutp 111 korral seondub 43S kompleks kohe mRNAle ja vajab ainult PIC
initsiatsioonifaktoreid (elF2, elF3, elF5). IRES tutp 111 on kirjeldatud hepatiit C viirusel (joonis
7) (Hellen et al., 2009; Walsh ja Mohr, 2011).

IRES tidp IV ei vaja initsiatsioonifaktoreid ja initsieerivat tRNA-d translatsiooni
initsiatsiooniks. IRES-e domeen mimikeerib koodon-antikoodon paardumist ja seondub
ribosoomi P-saiti. IRES tudp 1V on kirjeldatud CrPV (ingl k cricket paralysis virus) viirusel
(joonis 7) (Hellen et al., 2009; Walsh ja Mohr, 2011).
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Joonis 7. Erinevat tltpi viiruseliste IRES elementide sekundaarstruktuurid ja vajalikud faktorid.
Varvilised kujundid on ribosoomi véike alaiihik 40S ja erinevad eukartiootsed
initsiatsioonifaktorid. Joonise vasakul pool on toodud IRES elementide struktuurid vastavalt
nende thdbile (1, I1, 111 ja IV); paremal pool on toodud eri tudpi ITAF (ingl k IRES trans-
activating factors) vajadus IRES s6ltuvaks initsiatsiooniks. Muudetud Walsh and Mohr, 2011
jargi.
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1.2.5. Eukaruootsed IRES elemendid

Lisaks viiruselistele IRES sekundaarstuktuuridele on annoteeritud eukartiootsed IRES
elemendid. Eukariiootsetes rakkudes on eelistatud 7-MGM sdltuv translatsiooni initsiatsioon ja
7-MGM sbltumatu initsiatsioon toimub vaga madalal tasemel. Selleparast on raske uurida IRES

soltuva translatsiooni initsiatsiooni eukartiootses rakkus.

Hiljuti kirjeldati 583 rakulist IRES elementi. Weingarten-Gabbay et al. disainisid raamatukogu
55 000 oligonukleotiidist. Oligonukleotiidide ekspressioonitaseme mdotmiseks tehti suure
labilaskvusvdimega bitsistroonse reporteri analliis, mis péhines FACS (ingl k fluorescence-
activated cell sorting) meetodil ja suure labilaskvusvBimega DNA sekveneerimise meetodil.
Oligonukleotiidide raamatukogu kloneeriti plasmiidi kahe reporteri vahele: mRFP (ingl k
monomeric red fluorescent protein) ja eGFP (ingl k enhanced green fluorescent protein). Saadud
plasmiididega nakatati kopsu kartsinoomi rakke H1288, integreeriredes igasse rakku tihe
reporterplasmiidi. Esimeses etapis sorteeriti vilja eGFP* populatsioone. eGFP” signaal naitab, et
rakkudes on 7-MGM sdltumatu translatsiooni initsiatsiooni aktiivsus. Teises etapis kasvatati
eGFP” populatsioone veel (ihe nadala ja analuidsiti nende eGFP™ aktiivsust. Viimases etapis jagati
populatsioonid mitmesse riihma 7-MGM sdltumatu translatsiooni initsiatsiooni aktiivsuse taseme
jargi (Weingarten-Gabbay et al., 2016).

Lisaks, teostasid Weingarten-Gabbay et al. slistemaatilist mutageneesi, mille tulemusena
kirjeldati kaks funktsionaalset IRES Klassi: struktureeritud (sekundaarstruktuuriga IRES
elemendid) ja struktureerimata (polti(U)-motiivid) (Weingarten-Gabbay et al., 2016).

S.cerevisiae geenid, mille puhul on tdestatud IRES sdltuv translatsiooni initsiatsioon, on
TIF4631 (Verge et al., 2004) ja URE2 (Komar et al., 2003). K&esoleva t66 eksperimentaalses
osas kasutatakse reporterit, mis on konstrueeritud URE2 mRNA baasil.

1.25.1. URE2

UREZ2 on eluks mittehddavajalik geen, mis paikneb Saccharomyces cerevisiae 14.kromosoomis.
UREZ2 deletsioon p6hjustab aeglasema kasvu fenottipi (Deutschbauer et al., 2005). URE2
kodeerib valku, mis reguleerib lammastiku katabolismi v6i okstidatiivse stressi vastust
(Courchesne et al., 1988; Rai ja Cooper, 2005).
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Kui keskkonnas on saadaval optimaalsed lammastiku allikad (nt glutamiin, asparagiin), siis
Ure2p valk moodustab kompleksi GATA transkriptsioonifaktoriga GIn3. See kompleks
blokeerib nn vaeste lammastiku allikate (nt arginiin, urea) assimilatsiooni reguleerivate geenide
transkriptsiooni. Tulemuseks ekspresseeritakse optimaalse lammastiku allikate assimilatsiooni
reguleerivaid geene (Wickner et al., 2000). On naidatud, et TOR (ingl k target of rapamycin)
signaalirada reguleerib geeni ekspressiooni lammastiku nélja korral. Tapne stressiga toimetuleku

mehhanism ei ole kirjeldatud (Cardenas et al., 1999).

Ure2p valgu teine funktsioon on okstidatiivse stressi vastuse regulatsioon. Ure2p kristallstruktuur
néitab, et valk moodustab homodimeeri ja selle struktuur sarnaneb glutatiooni-S-transferaasile.
Glutatioon-S-transferaas katal(usib redutseeritud glutatiooni (GSH) seondumist ligandile. GSH
on antioksiidant ja on voimeline siduma reaktiivseid hapnikutihendeid rakus. Ure2p,
mimikeerides glutatiooni-S-transferaasi, reguleerib okslidatiivse stressiga toimetulekut (Bousset
et al., 2001; Coschigano ja Magasanik et al., 1991).

URE2 mRNA molekulilt transleeritakse 7-MGM s6ltuval viisil taispikk valk (354 aminohapet) ja
IRES s6ltuval viisil lihem valk (260 aminohapet) (joonis 8) (Komar et al., 2003). Ure2p
taispikal valgul on kaks funktsioonalset domeeni: priooni moodustav N-terminaalne domeen ja
GIn3 siduv C-terimnaalne domeen (Masison et al., 1995). Taispikk Ure2p vdib moodustada
amuloidseid fibrille, mis on prioonsete omadustega. Prioonses vormis valk muudab Ure2p
natiivset vormi inaktiivseks ja pdhjustab [URE3] fenotiipi (Baxa et al., 2002). De novo
prioonsete valkude moodustamise mehhanism ei ole veel selge. IRES sdltuval viisil transleeritav
Iihem Ure2p valk on 260 aminohapet (94-354) pikk ja sellel puudub priooni moodustav N-
terminaalne domeen (joonis 8). Ure2p valgu ltihem versioon on vGimeline parandama prioonses
vormis oleva valgu poolt pdhjustatud [URE3] fenotulpi (Komar et al., 2003; Wickner et al.,
2000).
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Joonis 8. URE2 mRNA. PMD téhistab priooni moodustavat N-terminaalset domeeni. Halliga on
tahistatud transkriptsioonifaktori GIn3 siduv C-terminaalne domeen. Punktiirjoonega on
tahistatud URE2 IRES element. Paksu noolega on tahistatud eelistatud translatsiooni
startkoodon; peenema noolega on tahistatud sisemine startkoodon. Muudetud Komar et al., 2003
jérgi.

Reineke et al. nditasid, et URE2 IRES sekundaarstruktuur koosneb 4 elemendist ja algab 65
koodonist (joonis 8, joonis 9). Minimaalne URE2 IRES on 104nt pikk A-rikkas IV element, kus
94. positsioonil asub sisemine startkoodon. I, Il ja 1l elemendid inhibeerivad URE2 IRES

sOltuvat initsiatsiooni (joonis 9) (Reineke et al., 2008).
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Joonis 9. URE2 IRES sekundaarstruktuur. Joonisel on toodud 4 elementi. Elemendid I, 11 ja Il1
inhibeerivad URE2 IRES sdltuvat translatsiooni initsiatsiooni. IV element on URE2 minimaalne
IRES, mis on vajalik 7-MGM sdltumatu translatsiooni initsiatsiooniks. Kastiga on méargistatud
sisemine startkoodon. Muudetud Reineke et al., 2008 jargi.
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Ké&esolevas t60s kasutati reporterplasmiidi, kus URE2 jarjestuse esimesed kaks strartkoodonit
(joonis 8, joonis 12) on muteeritud ja tdispika valgu transleerimine 7-MGM sdltuval viisil ei
toimu. Kontrolliks kasutakse plasmiidi, kus 94. startkoodon on muteeritud CTT leutsiini
kodeerivaks koodoniks (joonis 12) ja IRES soltuv translatsiooni initsiatsioon ei toimu.

On néidatud, et elF2A (eukarlootne initsiatsioonifaktor 2A) deleteerimine S. cerevisiae rakkudes
suurendab Ure2p 7-MGM sdltumatu translatsiooni initsiatsiooni toimumist. elF2A seob véikest
alatihikut AUG-sdltuval viisil sarnaselt bakteriaalsele initsiatsioonifaktorile 2 (IF2). elF2A
toimel seondub PIC kohe mRNA startkoodonile (Reineke et al., 2008).
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2. Eksperimentaalosa

2.1.T60 eesmargid
Kdesoleva t66 eesmarkideks on:
1. Uurida, kuidas mdjutab ribosoomi alalihikutevaheliste eukartioodi spetsiifiliste sildade
eB12, eB13 ja eB14 puudumine IRES sdltuvat translatsiooni initsiatsiooni.
2. Analusida eukartioodi spetsiifiliste sildade eB12, eB13 ja eB14 kooperatiivsust IRES
sOltuval translatsiooni initsiatsioonil.
3. Uurida, kuidas sillad eB12, eB13 ja eB14 mdjutavad S.cerevisiae rakkude toimetulekut

oksudatiivse vOi raskemetalli poolt tekitatud stressiga.

2.2.Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud tived, plasmiidid, praimerid ja rakkude kasvutingimused

S.cerevisiae tlived on konstrueeritud S288C tiive baasil. S.cerevisiae tlvesid kasvatati
temperatuuril 30° C. Vedelstotmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil (180 p&6ret/min).
Taardsd66tme valmistamiseks lisati vedelsodtmele 2% agarit. To0s kasutatud tlived on toodud
tabelis 7. T60s kasutatud plasmiidid on toodud lisas 1. T66s kasutatud praimerid on toodud lisas
2.

Tabel 7. T66s kasutatud pagariparmi tiived

Tlve nr Nimi Genotulp Paritolu

MATa ura3-52 leu2A1 his34200 Labori
Sc309 WT trplA36 Aarg4 Alysl kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aarg4 Alysl

Arpl19A::kanMX6

Arpl19B::kanMX6 Labori
Sc360 AeB12 [PRS315-rpl19 1.146] kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargd Alysl Valmistatud
Sc466 AelF2A AelF2A::natMX6 selles t60s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aarg4 Alysl Labori
Sc488 Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 | kollektsioon

29



MATa ura3-52 leu2A1 his34200
trplA36 Aarg4 Alysl Arpl
19A4::kanMX6 Arpl 19B::kanMX6
Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6

[PRS315-rpl19 1-146] Labori
Sc511 AeB12AeB13 [PRS314-rpl24 165 kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aarg4 Alysl Labori
Sc532 AeB14 Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 | kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargs Alysl

Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 | Labori
Sc561 AeB13AeB14 Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 | kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trp1436 Aargd Alysl

Arpl19A::kanMX6 Arpl19B::kanMX6

Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 | Labori
Sc572 AeB12AeB14 [PRS315-rpl19 1.146] kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargd Alysl

Arpl19A::kanMX6 Arpl19B::kanMX6 | Valmistatud
Sc579 AeB12AelF2A AelF2A::natMX6 selles t60s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aarg4 Alysl

Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 | Valmistatud
Sc580 AelF2A::natMX6 selles to0s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargd Alysl

Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 | Valmistatud
Sc581 AeB14AelF2A AelF2A::kanMX6 selles t60s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200 Labori
Sc592 AURE2 trplA36 Aarg4 Alysl Aure2::kanMX6 | kollektsioon

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargs Alysl

Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6

Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 | Valmistatud
Sc598 AelF2A: :kanMX6 selles t60s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aarg4d Alysl

Arpl19A: :kanMX6 Arpll9B.: :kanMX6

Arpl41A4::natMX6 Arpl41B::natMX6

AelF2A::hphMX6 Valmistatud
Sc600 AeB12AeB14AclF2A | [pRS315-rpl19 1.146] selles t60s

MATa ura3-52 leu2A1 his34200

trplA36 Aargd Alysl
AYGRO054W AelF2A::kanMX6 EUROSCARF
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2.2.2. elF2A deletsioonimutantide valmistamine

elF2A deletsioonimutandid valmistati tiive AYGR054W kasutades. AYGR054W genoomne
DNA eraldati LIOAc-SDS meetodiga (Ldoke et al., 2011). KanMX6, hphMX6 vdi natMX6
antibiootikumi resistentsuskasseti amplifitseerimise esimeses etapis valmistati PCR meetodil 2
DNA fragmenti: elF2A_DEL_5 jaelF2A_DEL_3. elF2A_DEL 5 paljundamiseks kasutati
praimereid elF2A_DEL_FORW japYM_CHECK_REV. elF2A_DEL _3 puhul kasutati
praimereid elF2A_DEL_REV ja pFA6A_CHECK_FORW (joonis 10, lisa 2). Antibiootikumi
resistentsuskasseti amplifitseerimise teises etapis teostati tlekattuv PCR (Higuchi et al., 1988).
Ulekattuva PCR reaktsioonisegu maht oli 50pl, mis sisaldas 1x PCR puhvrit (100mM Tris-HCI
(pH 8,85); 25mM KCI; 5mM (NH,)2SO4; 2mM MgS0O,), 2,5mM MgCl,; 0,2mM dNTP; 2,5U
Pfu DNA poliimeraasi (Biokeemia laboris puhastatud); 0,055M DMSO; 1ul pFA6a-kanMX®,
pFAGa-hphMX6 voi pFA6Ga-natMX6 antibiootikumi resistentsuskassetti sisaldavat plasmiidset
DNA-d, 15pmol elF2A_DEL_FORW, 15pmol elF2A_DEL REV, 4ul eIF2A DEL 5, 1ul
elF2A_DEL_3 praimereid. PCR produkti eraldamiseks geelist kasutati GEL/PCR Purification
Mini Kit (FavorPrep).

KanMX6 antibiootikumi resistentsuskasseti integreerimiseks transformeeriti PCR produkt
AeBl14AelF2A (Sc581) vbi Sc598 pagariparmi S.cerevisiae tiivesse. NatMX6 antibiootikumi
resistentsuskasseti integreerimiseks transformeeriti PCR produkt AelF2A (Sc466),
AeB12AelF2A (Sc579) vdi Sc580 pagariparmi S.cerevisiae tivesse. HphMX6 antibiootikumi
resistentsuskasseti integreerimiseks transformeeriti PCR produkt AeB12AeB14AelF2A (Sc600)
pagariparmi S.cerevisiae tlivesse. Pagariparmi S.cerevisiae rakke transformeeriti kasutades
LiOAc meetodit (Knop et al., 1999). Pérast transformatsiooni kasvatati rake tile6é YPD
vedels6otmes temperatuuril 30° C (1% Bacto parmiekstrakt, 2% Bacto peptoon, 2% gliikoos).
Seejarel koguti rakud tsentrifuugimise teel Rotina 420R tsentrifuugis (3 min, 3200rpm, 4°C)
(Swingout rotor Cat. No. 4723) ja kulvati YPD tards66tmetele, mis sisaldasid erinevaid
antibiootikume: G418 genetitsiin 16ppkontsetraatsiooniga 200ug/ml, hiigromiitsiin
I6ppkontsetraatsiooniga 300ug/ml vai nourseotritsiin 16ppkontsetraatsiooniga 100ug/ml. Kasseti
korrektse integreerimise kontrolliks teostati koloonia PCR kasutades elF2A_CHECK_FORW ja
pYM_CHECK_REV vii elF2A_CHECK_REV ja pFA6a_CHECK_FORW praimereid (joonis
10, lisa 2).
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elF2A_DEL_FORW pFA6a_CHECK_FORW

IF2A CHECK FORW
e kanMX6
hphMX6
natmxe elF2A_CHECK_REV
- « [ E—
pYM_CHECK_REV elF2A_DEL_REV

Joonis 10. ZelF2A mutantide valmistamisel kasutatud praimerite seondumiskohad.

2.2.3. eL24 mutantide valmistamine

eL.24 deletsioonimutandid valmistati pagariparmi tlvedesid Sc488, Sc580 v6i Sc598 kasutades.
Pagariparmi rakke transformeeriti kasutades LIOAc meetodit (Knop et al., 1999). Ael.24 tlive
saamiseks transformeeriti tiivesse Sc488 plasmiid pRS314 , AeB13 tiive saamiseks
transformeeriti sellesse tlivesse plasmiid pRS314-eL.241.¢5), +eL.24 tuve saamiseks
transformeeriti Sc488 rakkudesse plasmiidi pRS314-eL.24.

AeL24AelF2A tiive saamiseks transformeeriti tiivesse Sc580 plasmiid pRS314, AeB13AelF2A
tive saamiseks transformeeriti sellesse tlivesse plasmiid pRS314-eL.241.65), +eL24AelF2A tlive
saamiseks transformeeriti Sc580 rakkudesse plasmiid pRS314-eL.24 .

AelL24AeB14 tlive saamiseks transformeeriti tiivesse Sc598 plasmiid pRS314 ja
AelL24AeB14AelF2A tuve saamiseks transformeeriti sellesse tlivesse plasmiid pRS314-eL24;;.
65). KOik transformandid selekteeriti SC-TRP (0,67% parmi lammastikaluste segu; 2% gliikoos;

0,2% aminohapete segu, kus puudub truptofaan) agarit sisaldaval s66tmel.

2.2.4. IRES sodltuva translatsiooni initsiatsiooni analtitis kasutades bitsistronset
reportersisteemi

Viiruselise IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni modtmiseks kasutati bitsistronset

reportersusteem, mis pohines PGK1 promootoril, Renilla lutsiferaasil, CrPV IGR IRES-el ja

Firefly lutsiferaasil (joonis 11). Kontrolliks kasutati plasmiidi pRS316-CrPV IGRmut (joonis

11), mis sisaldas muteeritud CrPV IGR IRES elemendi, kus sekundaarstruktuuri PKI (ingl k

pseudoknot 1) ei ole funktsionaalne (Landry et al., 2009).
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(A)
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L4 —_—
PGK1 Renilla CrPV Firefly URA3
promootor lutsiferaas IGRIRES lutsiferaas
B

F'..—."— .- —

PGK1 Renilla  CrPV IGRmut Firefly URA3
promootor ‘Jutsiferaas IRES lutsiferaas

Joonis 11. Reporterplasmiidide pRS316-CrPV IGR IRES (A) ja pRS316-CrPV IGRmut IRES
(B) skeemid. Lillaga on toodud PGK1 promootor, kollasega Renilla lutsiferaasi geen, rohelisega
CrPV IGR IRES voi muteeritud CrPV IGR IRES jérjestus, oranziga Firefly lutsiferaasi geen,
punasega URA3 geen. Joonis on valmistatud kasutades SnapGene tarkvara.

Plasmiidide transformeerimiseks pagariparm rakkudesse kasutati LIOAc meetodit (Knop et al.,
1999). Lutsiferaaside aktiivsuse mdotmiseks kasvatati rakke ja valmistati rakultisaadid kahte
erinevat meetodit kasutades. Esiteks, Uksikkoloonia inokuleeriti 2ml SC-URA (0,67% parmi
lammastikaluste segu, 2% gliikoos, 0,2% aminohapete segu, kus puudub uratsiil)
selektiivsodtmesse ja kasvatati tile66 30°C juures. Saadud kultuurid lahjendati (ODgop=0,4) ja
kasvatati 10 ml SC-URA selektiivs66tmes eksponentsiaalse kasvufaasini. 4-5ml kultuurist koguti
rakud tsentrifuugimise teel (Rotina 420R tsentrifuugis, 3min, 3200rpm, 4°C) . Rakke pesti 1ml
PBS+PMSF lahusega (14mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO,, 1,8mM KH,PO4, 1mM
PMSF). Seejéarel lisati 300l PBS+PMSF lahust ja 200l klaaskuule (d=0,25-0,5mm). Rakke
lUdsiti Precellys 24 (Bertin Technologies) homogenisaatoriga (6000rpm, 3x60s, paus 60s, 4°C).
Rakullisaat tsentrifuugiti Rotina 420R tsentrifuugis (5000rpm, 2x5 min, 4°C). Supernatanti
kasutati lutsiferaaside aktiivsuste mdotmisteks. Firefly ja Renilla lutsiferaaside aktiivsuste
mdbtmiseks kasutati Tecan Infinite M200 Pro luminomeetrit ja Dual Luciferase Assay System

(Promega). 5pl rakulisaadile lisati 50pl LARII reagenti ja mdodeti Firefly lutsiferaasi aktiivsust.
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Saadud segule lisati 50ul Stop&Glo reagenti ning mdddeti Renilla lutsiferaasi aktiivsust.
Tulemused esitati kujul Firefly/Renilla RLU (ingl k Relative light unit). Katset korrati vdhemalt

kaks korda kolme bioloogilise replikaadiga.

Teiseks, Uksikkoloonia inokuleeriti 2ml SC-URA selektiivsodtmesse ja kasvatati tile66. Saadud
kultuurid lahjendati (ODgo=0,08) ja kasvatati 10ml selektiivséotmes 30°C juures
eksponentsiaalse kasvufaasini. 1,5ml kultuuri tsentrifuugiti Rotina 420R tsentrifuugis (3min,
3200rpm, 4°C). Rakkudele lisati 100ul PLB (Promega) lahust, segati Vortexil 15s ja inkubeeriti
1min 45s. Firefly ja Renilla lutsiferaaside aktiivsuste médtmiseks kasutati Tecan Infinite M200
Pro luminomeetrit ja Dual Luciferase Assay System (Promega). 4pl rakuliisaadile lisati 40pl
LARII reagenti ja moddeti Firefly lytsiferaasi aktiivsust. Seejarel rakullsaat lahendati 1000x
100ul vees. 4pul lahjendatud lisaadile lisati 20l LARII reagenti ja 20pl Stop&Glo reagenti ja
mdaddeti Renilla lutsiferaasi aktiivsust. Katset korrati vahemalt kolme bioloogilise replikaadiga.

Andmete analiiisiks kasutati Student t-testi (0=0,05).

2.2.5. Eukaruootse IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni analtitis kasutades -
galaktosidaasi reportersusteemil pdhineva meetodi
URE2 IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni médtmiseks kasutati reportersiisteemi, mis
pdhines GAL1/10 promootoril, skaneerimist takistaval juuksendela struktuuril, URE2 IRES-el ja
lacZ geenil (joonis 12). B-galaktosidaasi aktiivsus méérati S.cerevisiae rakkudest, mis sisaldasid
plasmiide p281-4-AUG ja p281-4-CTT. p281-4-AUG plasmiidis on URE2 IRES-es olev AUG
koodon funktsionaalne. p281-4-CTT plasmiidis on AUG startkoodon asendatud CTT koodoniga,
mis ei vdimalda IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni toimumist.
Uksikkolooniad kasvatati 10ml selektiivsootmes SM Glc (0,67% parmi lammastikaluste segu,
2% galaktoos, 0,2% aminohapete segu (leutsiin, histidiin, triptofaan, arginiin ja lisiin voi
leutsiin, histidiin, arginiin ja lisiin) 20tundi 30°C juures. Rakkude kogumiseks vedelkultuurid
tsentrifuugiti Rotina 420R tsentrifuugis (3 min, 3200rpm, 21°C). Rakkudele lisati 120ml
selektiivsoodet SM Gal (0,67% parmi lammastikaluste segu, 2% galaktoos, 0,2% aminohapete
segu (leutsiin, histidiin, triptofaan, arginiin ja ltsiin voi leutsiin, histidiin, arginiin ja lisiin) ja
kasvatati 20tundi 30°C juures. 5ml kultuuri tsentrifuugiti Rotina 420R tsentrifuugis (3min,
3200rpm, 21°C). Kogutud rakkudele lisati 200l BB puhvrit (100mM Tris-HCI pH8.0, 20%

glutserool, 1ImM DTT) ja kiirkilmutati vedelas lammastikus. Kilmutatud rakke hoiti véhemalt
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1tund -80 °C juures. Rakud sulatati jaél ja lisati 100ul BB puhvrit, 4ul 200mM PMSF ja 200ul
(d=0,25-0,5mm) klaaskuule. Rakud ltusiti 4°C juures segades Vortexil 3x2min. Liisaadile lisati
100pl BB puhvrit ja tsentrifuugiti Rotina 420R tsentrifuugis (10min, 13000rpm, 4°C). Valgu
kontsentratsiooni mdotmiseks kasutati Coomasie (Bradford) Protein Assay kit (Thermo
scientific). Rakulisaat lahjendati 10x100ul vees. Md6tmiseks kasutati Sul rakkulisaati
lahjendust ja 250ul Coomasie (Bradford) Protein Assay Reagent (Thermo scientific). OD
mdddeti 590nm juures kasutades mikrotiterplaati lugeja POLAR StarOmega (BMG LABTECH).
B-galaktosidaasi aktiivsuse mdotmiseks lisati 450ul Z-puhvrile (60mM Na2HPO4, 40mM
NaH2PO4, 10mM MgS0O4, 50mM B-merkaptoetanool, 0,0005% SDS, pH 7) 50ul rakuliisaati ja
inkubeeriti 5min 30°C juures. Seejarel lisati 100l ONPG lahust ja inkubeeriti 40min 30°C
juures. Reaktsioon peatati 250l 1M Na2CO3 lisamisega. Mdotmiseks kasutati 200ul reaktsiooni
lahust ja B-galaktosidaasi aktiivsus moddeti lainepikkusel 420nm kasutades mikrotiiterplaadi
lugejat POLAR StarOmega (BMG LABTECH). Andmete analtlsiks viidi labi Student t-testi
(0=0,05). Katset korrati vihemalt kaks korda kolme bioloogilise replikaadiga.

(A)

— " — e *
ST — — - — -

GAL 1/10 muteeritud ATG locZ
promootor  startkoodonid

juuksendela
struktuur

(B)

—"' = .. ===

== F 0 oy
GAL 1/10 muteeritud CTT lac?
promootor  startkoodonid

juuksendela
struktuur

Joonis 12. Reporterplasmiidide p281-4-ATG ja p281-4-CTT skeemid. Lillaga on vérvitud
GAL1/10 promootor, sinisega juuksendela struktuur, halliga muudetud 1. ja 2. strartkoodid,
punasega URE2 geen, kollasega lacZ geen. (A) p281-4-ATG. ATG margistab sisemist
strartkoodonit. (B) p281-4-CTT. CTT margistab muteeritud sisemist startkoodonit. Joonis on
koostatud sekveneerimise tulemuste baasil kasutades SnapGene tarkvara.
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2.2.6. Mutantide stressitaluvuse analtius tilk-kilv meetodil

Mutantide stressitaluvust analtiisiti tilk-kilv meetodiga. Selleks inokuleeriti iksikud kolooniad
4ml YPD vedels06tmesse ja kasvatati tle66 30°C juures. Saadud kultuurid lahjendati
(OD600nM=0,25-0,4) ja kasvatati 10ml YPD vedels66tmes eksponentsiaalse kasvufaasini.
Kultuuridest tehti lahjendused, mis sisaldasid 10°, 5 x 10°, 10%, 1000 v&i 200 rakku 1ml kohta.
Igast lahjendusest kiilvati 5ul YPD agar tassidele. Tassid sisaldasid kas 0,03mM CdCl,, 1mM
tert-buttdl hudroperoksiidi (Aldrich), 3,5mM H,0, (Lachner), 0,04mM menadiooni (Aldrich)
vOi 0,3mM kumeen hidroperoksiidi (Aldrich). Kuna menadioon lahjustub DMSO lahuses, siis
kasutati kontrollina ka so6det, mis sisaldas 0,022M DMSO-d. Lisaks tehti kontrollkilvamised
SC-TRP (0,67% parmi lammastikaluste segu, 2% glikoos, 0,2% aminohapete segu, kus puudub
triiptofaan) tardsé6tmetele. Rakke kasvatati 30°C juures 2-3 pdeva. Katset korrati vahemalt kaks
korda.

Pildistamiseks kasutati kaamerat Seiko Epson Photo PC 3100Z, 3,3 Mpix. Piltide t66tlemiseks
kasutati programm Adobe Photoshop CS6 ja Adobe Illustrator CS6.
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2.3.Tulemused

2.3.1. Viiruselise IRES soltuva translatsiooni initsiatsiooni analliiis kasutades
bitsistroonset reportersusteemi
Viiruselise IRES soltuva translatsiooni initsiatsiooni analtitsiks ké&esolevas t60s rakendati
bitsistroonset reportersiisteemi, mida on varasemalt pagariparmis kasutatud (Landry et al., 2009;
Thomson et al., 2001). Reporterplasmiidis pRS316-CrPV IGR on Renilla lutsiferaasi
translatsioon 7-MGM sdltuv ja Firefly lutsiferaasi translastioon IRES s6ltuv (joonis 9). Kahe
reporteri vahel asub CrPV IGR IRES jarjestus, kus IGR domeen mimikeerib koodon-antikoodon
paardumist ja seondub ribosoomi P-saiti initsieerides translatsiooni 7-MGM s6ltumatul viisil.
Reporterplasmiidis olev IRES elemendi aktiivsusest s6ltub Firefly lutsiferaasi translatsioon ja
seega saab Firefly lutsiferaasi aktiivsuse jargi hinnata IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni
taset. Kanoonilise, 7-MGM sdltuva translatsiooni initsiatsiooni taset saab hinnata Renilla
lutsiferaasi aktiivsuse maaramisel. Katsetes kasutati kontrolliks plasmiidi pRS316-CrPV
IGRmut, kus IGR sekundaarstruktuuri PKI (ingl k pseudoknot 1) on muteeritud ja selle
tulemusena IGR IRES ei ole funktsionaalne (Landry et al., 2009). Reporterplasmiid ja
kontrolliks kasutatud plasmiid transformeeriti metsiktibi (WT, Sc309) rakkudesse.

Lutsiferaaside aktiivsuse mddtmiseks kasvatati rakke ja valmistati rakullisaadid kahte erinevat
meetodit kasutades. Tulemused on esitatud kujul Firefly RLU/Renilla RLU (RLU, ingl k
Relative light unit). Andmete analttsiks viidi l&bi Student t-testi (0=0,05). Viiruselise IRES
sOltuva translatsiooni aktiivsuse mdotmise tulemused kasutades meetodi 1 on toodud joonisel 14.
Esimese meetodi tulemused nditavad, et IGR IRES s6ltuv translatsioon toimub véga madalal
tasemel, keskmine Firefly RLU/Renilla RLU metsiktiiibi rakkudes on (0,69+0,57)x10™.
Kontrollina kasutatud reporterplasmiidi, mis sisaldab IGRmut IRES jérjestust, keskmine Firefly
RLU/Renilla RLU metsiktiibi rakkudes on (0,58+0,42)x10 (joonis 13).

Teise meetodi tulemused nditavad, et IGR IRES sdltuv translatsioon toimub samuti vaga madalal
tasemel. Keskmine Firefly RLU/Renilla RLU metsiktiiibi rakkudes on (1,84x+0,6)x107.
Kontrollina kasutatud reporterplasmiidi, mis sisaldab IGRmut IRES jérjestust, keskmine Firefly
RLU/Renilla RLU metsiktiibi rakkudes on (0,64+0,26)x107 (joonis 14).

Madlemat meetodit kasutades toimus CrPV IGR IRES translatsiooni initsiatsioon vaga madalal
tasemel. Lisaks, esimest meetodit kasutades reporterplasmiidi pRS316-CrPV IGR lutsiferaaside
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RLU suhe ei erine kontrollplasmiidi pRS316-CrPV IGRmut lutsiferaaside RLU suhest. Seet6ttu
otsustati Renilla ja Firefly lutsiferaasidel pdhinevat reportersiisteemi edaspidises t66s mitte

kasutada.

Meetod 1
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IGR IRES IGRmut IRES

Firefly RLU/Renilla RLU (1x10%)
o
~

n>6

Joonis 13. Viiruselise IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni analliis metsiktidbi rakkudes
kasutades bitsistroonset reporterstisteemi ja 1. meetodit. Tulemused on esitatud kujul Firefly
RLU/Renilla RLU. n tahistab véiksemat analtisiks kasutatud kultuuride arvu.

Meetod 2
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Firefly RLU/Renilla RLU (1x103)

Joonis 14. Viiruselise IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni anallitis metsiktiibi rakkudes
kasutades bitsistroonset reportersiisteemi ja 2. meetodit. Tulemused on esitatud kujul Firefly
RLU/Renilla RLU. n tahistab véiksemat analiitisiks kasutatud kultuuride arvu.
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2.3.2. Eukaruootse IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni analtits kasutades -
galaktosidaasi reportersusteemi
Eukariiootse IRES soltuva translatsiooni initsiatsiooni médramiseks kasutati 3-galaktosidaasi
aktiivsuse modtmisel pdhinevat reportersiisteemi. Plasmiidis p281-4-ATG paikneb lacZ geeni
ees URE2 IRES ning selles jarjestuses asuvalt funktsionaalselt AUG koodonilt initsieeritakse
translatsioon IRES sdltuvalt (joonis 12). URE2 IRES-est tlesvoolu paiknev juuksendela
struktuur takistab 7-MGM s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni toimumist. Seega saab -
galaktosidaasi aktiivsus méaaramise abil hinnata IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni taset.
Kontrolliks kasutati plasmiidi p281-4-CTT, kus AUG startkoodon on asendatud CTT koodoniga,

mis ei vBimalda IRES s@ltuva translatsiooni initsiatsiooni toimumist (joonis 12).

Plasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT transformeeriti S.cerevisiae tivedesse WT (Sc309) ja
AelF2A (Sc466). Eelnevalt on ndidatud, et elF2A deleteerimisel URE2 IRES sdltuva
translatsiooni tase tbuseb (Reineke et al., 2008). Milleri tGhikute arvutamiseks mdddeti llisaatides
totaalse valgu kontsentratsioon ja médarati B-galaktosidaasi aktiivsus. Andmete anallitsiks
kasutati Student t-testi (a=0,05). Saadud tulemused nditavad, et deleteerides elF2A on URE2
IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon 1,8 korda kdrgem kui metsiktltbis (joonis 15, ATG).
Mdlemas tiives jadb muteeritud AUG koodoniga IRES-e aktiivsus madalaks, mis nditab, et just
see AUG startkoodon on oluline translatsiooni initsiatsioonil (joonis 15, CTT). Saadud
tulemused on koosk®dlas eelnevalt avaldatud andmetega (Reineke et al., 2008). URE2 IRES-el
pohinevat reportersisteemi kasutati IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni analtitisiks

ribosoomi alathikutevaheliste sildade deletsioonimutantides.
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Joonis 15. Eukariiootse IRES s@ltuva translatsiooni initsiatsiooni analuitis metsiktdbi (WT) ja
AelF2A rakkudes. ATG tahistab funktsionaalse URE2 IRES-ega plamiidi p281-4-ATG; CTT
tahistab mittetddtava URE2 IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT. Tulemused on toodud Milleri
uhikutes. n tahistab vaiksemat analtitisiks kasutatud kultuuride arvu.

2.3.2.1. Ribosoomi alalihikutevahelise silla eB12 olulisus IRES sdltuval translatsiooni
initsiatsioonil

Eukartoodi spetsiifiline sild eB12 asub ribosoomi alaiihikutevahelise konaktpiirkonna

perifeerses alas ja selle pdhistruktuuri méarab 60S suure alatihiku eL19 valgu C-terminaalse o-

heeliksi interaktsioon 40S vaikese alatihiku 18S rRNA tsentraalse domeeni lisasegmendiga ES6

(joonis 3). Mutandis AeB12 on parmigenoomist deleteeritud eL.19 kodeerivad geenid ning

plasmiidilt ekspresseerub eL.19 variant, millel puudub silda moodustav jérjestus.

eB12 puudumise mdju uurimiseks IRES sdltuva translatsiooni initsiatsioonile transformeeriti
plasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT S.cerevisiae tiivedesse WT (S5¢309), AeB12 (Sc360),
AelF2A (Sc466) ja AeB12AelF2A (Sc579). Saadud tiivede rakuliisaatidest mdodeti totaalse

valgu kontsentratsioon, madrati B-galaktosidaasi aktiivsuse ning arvutati Milleri tGhikud.

Katsetulemused néitavad, et mutandis AeB12 on IRES s6ltuv translatsioon langenud 20%
vorreldes metsiktiiibi rakkudega (joonis 16, AeB12). Mutandi AeB12AelF2A IRES s6ltuv
translatsioon on langenud 30% vorreldes metsiktliubiga ja on 60% vaiksem vorreldes AelF2A

tlvega (joonis 16, AeB12AelF2A). Tulemustest jareldub, et eB12 silla puudumisel vaheneb
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IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon ning elF2A deletsiooni positiivne mdju URE2 IRES

soltuvale translatsiooni initsiatsioonile kaob.
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Joonis 16. Eukariiootse IRES s@ltuva translatsiooni initsiatsiooni analtitis metsiktidibis ja
mutantides: AeB12, AelF2A ja AeB12AelF2A. ATG téhistab funktsionaalse URE2 IRES-ega
plamiidi p281-4-ATG; CTT tahistab mittetdotava URE2 IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT.
Tulemused on normaliseeritud p281-4-ATG plasmiidi sisaldava metsikttiubi suhtes. n t&histab
vdiksemat analtiisiks kasutatud kultuuride arvu.

2.3.2.2. eL.24 olulisus IRES sdltuval translatsiooni initsiatsioonil

Pagariparmi valk eL24 on kodeeritud kahe paroloogi RPL24A ja RPL24B poolt ning ei ole eluks
hadavajalik. Seega on voimalik konstrueerida parmitavi, kelle ribosoomides puudub eL24
(Sc488). Eukariioodi spetsiifiline sild eB13 asub ribosoomi alaiihikutevahelise kontaktpiirkonna
perifeerses alas ja selle pdhistruktuuri méarab 60S suure alalihiku eL.24 valgu C-terimnaalse -
heeliksi interaktsioon véikese alathiku valguga eS6. Mutandis AeB13 on genoomist deleteeritud
eL.24 kodeerivad geenid ning plasmiidilt ekspresseerub eL24 variant, millel puudub silda

moodustav jarjestus.

Valgu eL24 vdi silla eB13 olulisuse uurimiseks IRES s6ltuval translatsiooni initsiatsioonil
transformeeriti plasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT S.cerevisiae tlivedesse Sc488 ja Sc589.

Lisaks reporterplasmiididele transformeeriti nendesse tiivedesse ka plasmiidid, millelt
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ekspreseerus metsiktudpi eL24 (t&histatud +eL24) vOi eL.24 variant, mis ei ele vdimeline silda
moodustama (tahistatud AeB13). Kontrolltiivedena kasutati WT (Sc309) ja AeIF2A (Sc466)
tlvesid. Rakuliisaate analtiusiti eelpool kirjeldatud meetodeid kasutades. Andmete anallitsiks
kasutati Student t-testi (a=0,05).

Katsetulemused néitavad, et mutantides AeL24 ja AeB13 on IRES sdltuv translatsiooni
initsiatsioon langnud 20% vorreldes metsiktulbiga (joonis 17; AeL24, AeB13). Samuti oli IRES
sOltuva translatsiooni initsiatsioon langenud tlives, milles ekspreseerus metsiktttpi eL24 (joonis

17; +eL.24). Andmete anallils néitas, et saadud tulemused ei erine Uskteisest statistiliselt.

Mutantide AeL24AelF2A ja AeB13AelF2A IRES sdltuv translatsiooni initsiatsiooni on sarnane
metsiktilbiga, aga jadb 30% madalamaks kui mutandis AelF2A (joonis 17; AeL24AelF2A,
AeB13AelF2A). Ka AeL.24AelF2A rakkudes, kus metsiktiipi eL24 ekspresseerus plasmiidilt,
translatsiooni initsiatsioon ei taastunud (joonis 17, +eL24AelF2A). Saadud tulemused néitavad,
et valgu eL.24 ning silla eB13 puudumisel vaheneb IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsioon ja

elF2A deleteerimisel tekkinud positivne mdju URE2 IRES s6ltuvale translatsioonile sailib.
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Joonis 17. IRES s6ltuva translatsiooni tase metsiktiilbis ja mutantides: AeL24, AelF2A ja
AelL24AelF2A. AeB13 tuvi sisaldab lisaks pRS314 24,65 ja selles puudub eB13 sild, eL24 tiivi
sisaldab pRS314 24A plasmiidi. ATG tahistab funktsionaalse URE2 IRES-ega plamiidi p281-4-
ATG; CTT tahistab mittetdotava URE2 IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT. Tulemused on
normaliseeritud p281-4-ATG plasmiidi sisaldava metsiktilbi suhtes. n tahistab vaiksemat
analtitisiks kasutatud kultuuride arvu.

2.3.2.3. Ribosoomi alatihikutevahelise silla eB14 olulisus IRES s6ltuval translatsiooni
initsiatsioonil

eB14 on eukaruoodi spetsiifiline sild, mis paikneb alathikutevahelise kontaktpiirkonna

tsentraalses alas ja selle phistruktuuri maaravad kontaktid valgu eL41 ja 18S rRNA heeliksite

h27, h44, h45 vahel (joonis 5). Valk eL41 on kodeeritud kahe paroloogi poolt RPL41A ja

RPL41B ning ei ole eluks h&davajalik. eL41 kodeerivate geenide deletsioonil saadud tlives Sc532

ei moodustu ribosoomi alatihikute vahel silda eB14.

Silla eB14 olulisuse uurimiseks IRES sdltuvale translatsiooni initsiatsioonile transformeeriti
plasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT S.cerevisiae tiivedesse: WT (Sc309), AeB14 (Sc532),
AelF2A (Sc466) ja AeB14AelF2A (Sc581). Saadud tiivede rakuliisaatides méarati f3-

galaktosidaasi aktiivsus, mdddeti totaalse valgu kontsentratsioon ning arvutati Milleri Ghikud.
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Katsetulemused naitavad, et mutandis AeB14 on IRES sdltuva translatsiooni initsiatsioon
langenud 20% vorreldes metsiktiiiibiga (joonis 18, AeB14). AeB14AelF2A mutandis on IRES
sOltuva translatsiooni initsiatsioon langenud 20% vorreldes AelF2A tiivega (joonis 18,
AeB14AelF2A). Sellest voib jareldada, et eB14 deletsioonimutandis elF2A deleteerimisel sailib
positiivne mdju IRES sdltuvale translatsioonile ja eB14 silla puudumine mdjutab véhesel maaral

IRES sOltuvat transatsiooni initsiatsiooni.
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Joonis 18. IRES s6ltuva translatsiooni tase metsiktiiibis ja mutantides: AeB14, AelF2A ja
AeBl4AelF2A. ATG tahistab funktsionaalse URE2 IRES-ega plamiidi p281-4-ATG; CTT
tahistab mittetdotava URE2 IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT. Tulemused on toodud p281-4-
ATG plasmiidi sisaldava metsiktiive suhtes. n téhistab véaiksemat anallitisiks kasutatud kultuuride
arvu.

2.3.2.4. eB12 ja eB14 sildade m&ju IRES sdltuvale translatsioonile
Lisaks Uksikute ribosoomi alathikutevaheliste sildade olulisuse uurimisele analiisiti ka kahe
silla puudumise mdju URE2 IRES sdltuvale translatsiooni initsiatsioonile. Sildade eB12 ja eB14
puudumise moju uurimiseks transformeeriti reporterplasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT
S.cerevisiae tlivedesse AeB12AeB14 (Sc572) ja AeB12AeB14AelF2A (Sc600). Kontrolltivedena
kasutati WT (Sc309) ja AelF2A (Sc466) tiivesid. Rakullisaate analliusiti eelpool kirjeldatud
meetodeid kasutades.
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Katsetulemused néitavad, et mutantides AeB12AeB14 ja AeB12AeB14AelF2A puudub IRES
sOltuv translatsiooni initsiatsioon (joonis 19; AcB12A¢B14, AeB12AeB14AelF2A). Nendes
tivedes moddetud IRES-e aktiivsused on samasugused kui kontrollina kasutatud muteeritud
IRES-e aktiivsused. Sellest jareldub, et ribosoomid, milledel puuduvad sillad eB12 ja eB14 ei ole

vOimelised IRES elemendilt valgu siinteesi alustama.
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Joonis 19. IRES s6ltuva translatsiooni tase metsiktiiibis ja 4eB124eB14 deletsioonimutandis.
ATG tahistab funktsionaalse URE2 IRES-ega plamiidi p281-4-ATG; CTT tahistab mittetootava
URE2 IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT. Tulemused on toodud p281-4-ATG plasmiidi sisaldava
metsiktlive suhtes. n tihistab vdiksemat analtiiisiks kasutatud kultuuride arvu.

2.3.2.5. Valgu eL.24 mutantide ja silla eB14 puudumise mdju IRES sdltuvale translatsiooni

initsiatsioonile

Kuna ribosoomi valk eL.24 ei ole eluks hddavajalik, siis on vdimalik uurida kuidas mdjutavad
IRES s6ltuvat translatsiooni initsiatsiooni valgu eL24 ja silla eB14 puudumine vdi sildade eB13
ja eB14 puudumine. Selleks transormeeriti reporterplasmiidid p281-4-ATG ja p281-4-CTT
S.cerevisiae tlivedesse Sc580 ja Sc598. Lisaks reporterplasmiididele transformeeriti nendesse
tlvedesse ka plasmiid, millelt ekspreseerus eL.24 variant, mis ei ele vGimeline silda moodustama
(tahistatud AeB13). Kontrollidena kaustati metsiktutpi (Sc309) ja AelF2A (Sc466) tivesid.
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Katsetulemused néitavad, et valgu eL.24 ja silla eB14 puudumisel ei toimu rakkudes IRES
sOltuvat translatsiooni initsiatsiooni (joonis 20; AeL.24AeB14, AeL.24AeB14AelF2A). Sildade
eB13 ja eB14 puudumisel langeb IRES sdltuva translatsiooni tase 30% vorreldes metsiktudbiga.
Nende sildade puudumisel ei suurenda elF2A deletsioon IRES s6ltuvat translatsiooni
initsiatsiooni oluliselt (joonis 20; AeB13AeB14, AeB13AcB14AelF2A). Tulemustest saab
jareldada, et ribosoomid, milledel puuduvad valk eL.24 ja sild eB14, ei ole vGimelised IRES

elemendilt valgu siinteesi alustama.
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Joonis 20. IRES sdltuva translatsiooni tase metsiktitbis ja mutantides: AeL24AeB14, AelF2A ja
Ael24AeB14. AeB13AeB14 tuvi sisaldab pRS314 24, g5 ja selles puudub eB13sild. ATG
tahistab funktsionaalse URE2 IRES-ega plamiidi p281-4-ATG; CTT téhistab mittetddtava URE2
IRES-ega plasmiidi p281-4-CTT. Tulemused on toodud p281-4-ATG plasmiidi sisaldava
metsiktiive suhtes. n t&histab véaiksemat analliusiks kasutatud kultuuride arvu.

2.3.3. Eukaruoodi spetsiifiliste sildade mutantide stressitaluvuse analtus tilk-kilv
meetodil

Eelnevalt on teada, et Ure2p valk osaleb raskemetalli vOi okstdatiivse stressi vastuses

(Courchesne et al., 1988; Rai ja Cooper, 2005). Pustitati hlipotees, et stressi korral surutakse

pagariparmi rakkudes Gldine translatsioon maha ja Ure2p téispikka valku 7-MGM sdltuval viisil
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ei transleerita. Transleeritakse Ure2p lihem valk IRES s@ltuval viisil. Juhul, kui k&esolevas t60s
uuritud ribosoomi alathikutevahelised sillad on olulised IRES sdltuva translatsiooni
initsiatsioonil, siis stressi tingimustes vdib sildade puudumine mimikeerida Aure2 mutandi

fenotlupi.

Katsetingimuste kontrollimiseks kasutati mutanti Aure2 ja metsiktilpi tiive. Analiiisiks kasutati
CdCly, tert-buttdl hudroperoksiidi, H,O,, menadiooni v8i kumeen hudroperoksiidi. Metsiktiupi
tlvi kasvab sarnaselt rikkal ja analulisiks kasutatud stressi tekitavaid kemikaale sisaldaval
sootmel (joonis 21). Mutant Aure2 kasvab rikkal s66tmel (YPD) aeglasemalt kui metsiktup.
Samasugust fenotlupi on Aure2 puhul kirjeldatud ka suurte mutandi kollektsioonide
kasvukiiruste anallitsil (Yoshikawa et al., 2011). Rakud, mille genoomist on deleteeritud UREZ2,
ei ole vBimelised kasvama sootmetel, mis sisaldasid kas 0,03mM CdCl,, 1mM tert-buttul
hidroperoksiidi, 3,5mM H,0,, 0,04mM menadiooni voi 0,3mM kumeen hudroperoksiidi (joonis
21). Kuna menadioon lahjustub DMSO lahuses, siis kasutati kontrollina ka s6ddet, mis sisaldas
0,022M DMSO-d. Ainult DMSO lisamine sd6tmesse ei mdjuta mutandi Aure2 kasvu (lisa 4).
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Joonis 21. Metsiktidipi rakkude ja mutandi Aure2 raskemetalli v3i oksldatiivse stressi
tundlikkuse analtiis tilk-kilv meetodil. Rakke kasvavati 2-3 paeva 30°C juures rikkal s6otmel,
mis sisaldas kas 0,03mM CdCl,, 1mM tert-buttiil hidroperoksiidi (BUT), 3,5mM H,0,, 0,04mM
menadiooni (MEN) v6i 0,3mM kumeen hidroperoksiidi (CUM).

Sildade deletsioonimutantide raskemetalli vOi oksudatiivse stressi tundlikust analtisiti tilk-kilv
meetodiga. Tundlikuse analulsiks kasutati tasse, mis sisaldasid kas CdCl,, tert-buttiil
hiidroperoksiidi, H,O,, menadiooni v6i kumeen hiidroperoksiidi. Kuna menadioon lahjustub
DMSO lahuses, siis kasutati kontrollina ka soéddet, mis sisaldas 0,022M DMSO-d. Ainult DMSO

lisamine s66tmesse ei mdjutanud uuritud mutantide kasvu (lisa 4).

Tuved, kus puudub kas eB12 (Sc360), eB13 (Sc488, kus ekspresseerub vastav eL.24 valgu
variant) voi eB14 (Sc532) sild, ei ole tundlikkud CdCl, ja oskudatiivset stressi pohjustavate
kemikaalide suhtes (joonis 22). Samuti ei ole tundlik tivi, kus on deleteeritud elF2A
initsiatsioonifaktor (joonis 22). Seega ei mdjuta eB12, eB13, eB14 vdi elF2A puudumine

rakkude vdimet tulla toime raskemetalli vdi okslidatiivse stressiga.

Valgu eL24 mutantide fenottipide analtiisimiseks transformeeriti tiivesse AeL24 plasmiidid,
mis ekspresseerisid kas metsiktiupi eL24 valku vdi eL.24 varianti, millel puudub eB13 silda

moodustav regioon. Plasmiidi olemasolu kontrolliti selektsioonitassidel SC-TRP (lisa 3). Saadud
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tlvede tundlikkust analtdsiti tilk-kilv meetodil. Selgus, et rakud, kus puudub eL24 on tundlikud
H,0, suhtes (joonis 23). Rakud, kus puudub eB13 sild v&i kus ekspresseerub metsiktiitpi eL24,
kasvavad H,0, sisaldaval so6tmel sarnaselt YPD s66tmega. Raskemetalli CdCl; ja teiste
oksudatiivse stressi tekitajate olemasolu kasvukeskkonnas ei mdjutanud eL24 mutantide kasvu.
Katsetulemusest vaib jareldada, et eL24 valgu olemasolu on oluline H,0, poolt tekitatud stressiga

toimetulekuks.

Analliusiti ka mutantide, kus puuduvad valk eL24 ja sild eB14 voi sillad eB13 ja eB14,
tundlikkust raskemetalli CdCl, voi okslidatiivse stressi suhtes (joonis 24). Katsetulemused
naitavad, et rakud, kus on deleleeritud eL24 valk ja eB14 sild kasvavad H0, sisaldaval s66tmel
aeglasemalt kui rikkal s66tmel. Raskemetalli CdCl; ja teiste oksudatiivse stressi tekitajate

lisamine uuritud mutantide kasvu ei mgjutanud.
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Joonis 22. Metsiktlupi rakkude ja mutantide Aure2, AeB12, AeB13, AeB14 voi AelF2A
raskemetalli voi oksudatiivse stressi tundlikkuse analtis tilk-kilv meetodil. Analiidsil kasutati
rikka tards66tmega tasse, mis sisaldasid kas 0,03mM CdCl,, 1mM tert-butiitl htiidroperoksiidi
(BUT), 3,5mM H,0,, 0,04mM menadiooni (MEN) vdi 0,3mM kumeen hidroperoksiidi (CUM).
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BUT CUM

Joonis 23. Raskemetalli voi okstidatiivse stressi tundlikkuse analtits tilk-kilv meetodiga.
Analidsiti AeL24 ja AeB13 mutante. Anallisil kasutati rikka tardsé6tmega tasse, mis sisaldasid
kas 0,03mM CdCl,, ImM tert-buttdl hidroperoksiidi (BUT), 3,5mM H,0,, 0,04mM menadiooni
(MEN) v6i 0,3mM kumeen hidroperoksiidi (CUM).

51



AeB13

AeB13
AeB14

Ael24
AeB14

AeB14

AeB13

AeB13
AeB14

Ael 24
AeB14

AeB14

AeB13
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Joonis 24. Raskemetalli voi oksudatiivse stressi tundlikkuse analus tilk-kilv meetodiga.
Analidsiti AeB14, AeB13, AeL24AeB14 mutante. AeB13AeB14 tiives ekspresseeritakse
plasmiidi pRS314 24,45 mis sisaldab eL24 geeni esimesed 65 nukleotiidi ja selles tuves puudub
eukartioodi spetsiifilise sild eB13. Analidsil kasutati rikka tardsddtmega tasse, mis sisaldasid kas
0,03mM CdCl,, 1mM tert-buttul hudroperoksiidi (BUT), 3,5mM H,0,, 0,04mM menadiooni
(MEN) v6i 0,3mM kumeen hidroperoksiidi (CUM).
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2.4.Arutelu

Pagariparmi 80S ribosoomi kristallstruktuuri jargi on kirjeldatud 17 alathikutevahelist silda,
millest 5 on eukartioodi spetsiifilised (Ben-Shem et al., 2011). K&esolev t66 on Uks osa
suuremast uurimsiprojektist, kus vaadeldatakse eukartoodi spetsiifiliste sildade eB12, eB13 ja
eB14 olulisust ribosoomi funktsioneerimisel. TG0 esimeses osas uuriti nende kolme eukartioodi
spetsiifilise silla mdju IRES sbltuvale translatsiooni initsiatsioonile. TO0 teises osas analusiti

nende sildade olulisust raskemetalli v6i oksudatiivse stressiga toimetulekul.

IRES s6ltuvat translatsiooni initsiatsiooni on véhe uuritud ning selle tdpne toimemehhanism ja
tingimused ei ole veel selged. Eukariiootsetes rakkudes on eelistatud 7-MGM sbltuv
translatsiooni initsiatsioon ning 7-MGM sdltumatu translatsiooni initsiatsioon toimub madalal
tasemel. Selleks, et uurida 7-MGM so6ltumatu translatsiooni initsiatsiooni kasutakse erinevaid

reportesiisteeme.

Kdesolevas t60s kasutati viiruselise IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni uurimiseks
plasmiidi, mis sisaldas CrPV IGR IRES struktuuri (joonis 11). Varasemalt on seda
reportersuisteemi pagariparmis kasutatud (Landry et al., 2009; Thomson et al., 2001). CrPV IGR
domeen mimikeerib koodon-antikoodon paardumist ja seondub ribosoomi P-saiti konkureerides
peremeesraku mMRNA-dega (Wickner et al., 2013). Pagriparmi nakatavad dsRNA genoomiga
viirused. Nendre viiruste mRNA 5’ otsas on 7-MGM struktuur, mistdttu on viiruseliste
poliproteiinide translatsiooni initsiatsioon 7-MGM sdltuv (Jan, 2006). Antud t66s ei suudetud
korrata CrPV IGR reporterplasmiidiga saadud juba avaldatud tulemusi. Katsetes kasutati
erinevaid protokolle rakkude kasvatamiseks, rakuliisaadi valmistamiseks ja lutsiferaaside
aktiivsuse mootmiseks. Vaatamata sellele jai IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni tase vaga
madalaks. V@ib oletada, et kasutatud viiruseline IRES element ei ole loomulikult transleeritav
pagariparmis. Voimalik, et IGR struktuur ei saa efektiivselt konkureerida pagariparmi rakuliste
MRNA-dega, kui Gldine translatsioon rakkudes ei ole maha surutud. VVdga madala IRES sdltuva
translatsiooni taseme ja suure standarthdlbe tottu otsustati edaspidises t60s kasutada URE2 IRES-

el pdhinevat reportersiisteemi.

Eukartootse IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni méaramiseks kasutati URE2 mRNA baasil
konstrueeritud reportersiisteemi. URE2 on pagariparmi geen, mille mRNA-I on kirjeldatud
funktsionaalne IRES struktuur (Komar et al., 2003). T60s kasutatud reporterplasmiidis p281-4-

ATG paikneb lacZ geeni ees URE2 IRES ning selles jarjestuses asuvalt funktsionaalselt AUG
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koodonilt initsieeritakse translatsioon IRES s6ltuvalt (joonis 13). URE2 IRESest iilesvoolu
paiknev juuksendela struktuur takistab 7-MGM sdltuva translatsiooni initsiatsiooni toimumist.
Seega saab hinnata 3-galaktosidaasi aktiivsus méaramise abil IRES sdltuva translatsiooni
initsiatsiooni taset. Kontrolliks kasutati plasmiidi p281-4-CTT, kus AUG startkoodon on
asendatud CTT koodoniga, mis ei vBimalda IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni toimumist
(joonis 13).

Eelnevalt on teada, et elF2A deleteerimisel URE2 IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsiooni tase
tduseb (Komar et al., 2005). Antud t66s saadud tulemused nditasid, et rakkudes, kus on
deleteeritud elF2A, on URE2 IRES sdltuv translatsiooni initsiatsioon 1,8 korda kérgem kui
metsiktilbis. Saadud tulemused on kooskdlas avaldatud andmetega (Reineke et al., 2008).
URE2 IRES-el pdhinevat reportersiisteemi kasutati IRES sdltuva translatsiooni initsiatsiooni

anallisiks ribosoomi alalihikutevaheliste sildade deletsioonimutantides.

AeB12, AeB13 ja AeB14 mutantidel on IRES sdltuv translatsiooni initsiatsioon langenud 20%
vorreldes metsiktulbi rakkudega (joonised 16-18). Katsetulemustest jareldub, et tihe
alatihikuvahelise ribosomalse silla deleteerimisel IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon on

viiendiku vdrra vahenenud.

AeB13AelF2A ja AeB14AelF2A mutantides oli IRES sdltuv translatsiooni initsiatsioon kérgem
kui AeB13 ja AeB14 mutantide rakkudes (joonis 17, joonis 18). Samas, AeB12AelF2A mutandi
IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon on langenud 10% vdrreldes vorreldes AeB12 mutandi
rakkudega (joonis 16). Katsetulemustest jareldub, et eB13 ja eB14 deletsioonimutandis elF2A
deleteerimisel séilib positiivne mdju IRES sdltuvale translatsiooni initsiatsioonile ning eB12

deletsioonimutantides positiivne moju kaob.

Mutantides AelL.24, AeB13 ja AeL.24AelF2A, AeB13AelF2A on IRES s6ltuv translatsiooni
initsiatsioon langnud 20% vorreldes kontrolltivedega. IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon ei
taastu kontrolltivede tasemele kui eelmainitud mutantides ekpsresseerida plasmiidilt metsikttipi
elL.24. Kasutatud plasmiid sisaldas RPL24A geeni. VOimalik, et efektiivseks IRES sdltuva
translatsiooni initsiatsiooni toimumiseks on vajalik rakkudes funktsionaalne paraloog RPL24B

vOi mblema geeni ekspressioon.
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Kui deleteerida sillad eB12 ja eB14 vdi valk eL24 ja sild eB14, siis IRES s6ltuv translatsiooni
aktiivsus kaob (joonis 19). Saadud tulemused néitavad, et eB14 muutub oluliseks IRES séltuval

translatsiooni initsiatsioonil, kui ribosoomides puudub eB12 sild v6i eL24 valk.

Sildade eB13 ja eB14 deletsioonimutantides langeb IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon 30%
vorreldes metsiktiibi rakkudega (joonis 20). Mutantides, kus puudus kas eB13 vdi eB14 sild
langes IRES s6ltuv translatsiooni initsiatsioon samuti 20-30% (joonis 17, joonis 18). Sellest vdib
jareldada, et eB13 ja eB14 sildadel puudub kooperatiivne moju IRES sdltuvale translatsiooni

initsiatsioonile.

T60 teises osas analtitisiti alatihikutevaheliste sildade deletsioonimutantide raskemetalli voi
oksudatiivse stressi tundlikust tilk-kilv meetodiga. Eelnevalt on teada, et Ure2p valk osaleb
raskemetalli poolt tekitatud stressi vOi oksudatiivse stressi vastuses (Courchesne et al., 1988; Rai
ja Cooper, 2005). Pustitati hupotees, et juhul, kui k&esolevas t66s uuritud ribosoomi
alauhikutevahelised sillad on olulised IRES s6ltuva translatsiooni initsiatsioonil, vib stressi
tingimustes sildade puudumine mimikeerida Aure2 mutandi fenotliupi. Rakkude kasvu analliisiti
rikkal s66tmel, mis sisaldas kas CdCly, tert-buttitil hiidroperoksiidi, H,O,, menadiooni voi
kumeen hudroperoksiidi. Kontrolliks kasutati Aure2 tiive, mis ei ole vdimeline kasvama valitud

kemikaale sisaldavatel sdotmetel (joonis 21).

Tilk-kulv analliisi katsetulemused néitavad, et eB12, eB13, eB14 ja elF2A deletsioonimutandid
ei ole tundlikkud CdCl; ja oskudatiivset stressi pohjustavate kemikaalide suhtes (joonis 22).
Seega ei mojuta eB12, eB13, eB14 voi elF2A puudumine rakkude véimet tulla toime
raskemetalli vOi okslidatiivse stressiga. Mutandi, kus puudus valk eL.24 ja sild eB14 uurimisel
selgus, et see tuvi on tundlik ainult H,0, suhtes (joonis 24). Samas ei olnud sellel mutandil IRES
sOltuva translatsiooni aktiivsust. Seega ei leidnud pustitatud hiipotees téestamist. Vdimalik, et
stressi korral transleeritakse pagariparmi rakkudes Ure2p valku 7-MGM s6ltuval viisil ja tanu

sellele suudavad rakud toime tulla ebasoodsate keskkonnatingimustega.

Rakud, kus puudub valk eL24 v6i valk eL24 ja sild eB14 on tundlikud H,0, suhtes. Samas,
rakud, kus plasmiidilt ekspresseerub metsiktlupi eL24 vdi eL.24 variant, millel puudub C-
terminaalne a-heeliks, mis on vajalik eB13 silla moodustamiseks, kasvavad H,0, sisaldaval
sootmel sarnaselt YPD s66tmega (joonis 23, joonis 24). eL.24 valk osaleb 2 silla moodustamisel:
eukartioodi spetsiifilise silla eB13 (tabel 6) ja konserveerunud silla B6 (tabel 4). B6 silla
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moodustamisel osalevad eL.24 aminohapped Arg43 ja Arg47 (Ben-Shem et al., 2011). Seega,
tlves kus on deleteeritud valk eL.24 puuduvad sillad B6 ja eB13 ja selline tvi on H,0, suhtes
tundlik. Molekulaarbioloogia laboratooriumis konstrueeriti plasmiid, milles eL24 valgus silda B6
moodustavad aminohapped Arg43 ja Arg47 on muteeritud alaniinideks. Selle plasmiidi
transformeerimisel tlivesse, kus puudub eL24 valk, selgus, et B6 silla puudumine ei mdjuta
rakkude kasvukiirust (Molekulaarbioloogia labori avaldamata andmed). Selgitamaks, kas H,0,
tundlikkus on pdhjustatud konserveerunud silla B6 puudumisest, on vaja l&bi viia lisakatseid.
Pdhjus, miks fenotlup avaldub ainult kasutades H,0, aga mitte teiste katses kasutatud
kemikaalide mdjul, vdib olla selles, et tekkivate vaba radikaalide kontsentratsioon on erinev ja

on reguleeritud erinevate detoksifitseerimise mehhanismide kaudu (Rai ja Cooper, 2005).

56



Kokkuvote

Kéesolevas to6s uuriti, kuidas ribosoomi alalihikutevahelised eukartioodi spetsiifilised sillad
eB12, eB13 ja eB14 mdjutavad IRES sdltuvat transaltsiooni initsiatsiooni ja raskemetalli voi
oksUdatiivse stressiga toimetulekut Saccharomyces cerevisiae ribosoomi néitel. Lisaks analusiti

sildade eB12, eB13 ja eB14 kooperatiivsust IRES s6ltuval translatsiooni initsiatsioonil.

TG0 esimeses osas uuriti nende kolme eukartioodi spetsiifilise silla mdju IRES sdltuvale
translatsiooni initsiatsioonile. URE2 IRES-el pdhinevat reportersiisteemi kasutades leiti, et
AeB12, AeB13 ja AeB14 mutantidel on IRES sdltuv translatsiooni initsiatsioon langenud 20%
vorreldes metsiktiiibi rakkudega. Sellest vdib jareldada, et Ghe alalihikuvahelise ribosomalse
silla deleteerimine oluliselt ei mdjuta IRES s6ltuvat translatsiooni initsiatsiooni. T60s ndidati, et
eB13 ja eB14 deletsioonimutandis sailib elF2A deleteerimise positiivne mdju IRES s6ltuvale

translatsiooni initsiatsioonile ning eB12 deletsioonimutandis see positiivne mdju kaob.

Kui ribosoomides puuduvad sillad B12 ja eB14 voi valk eL24 ja sild eB14, siis kaob IRES s6ltuv
translatsiooni aktiivsus. Sildade eB13 ja eB14 deletsioonimutandis langeb IRES soltuv
translatsiooni initsiatsioon 30% vdrreldes metsiktiibi rakkudega, mis on sarnane eB13 voi eB14
sillamutantide analtisil saadud tulemustega. Voib jareldada, et eB12 ja eB14 vdi eL.24 ja eB14
kooperativsus on hadavajalik IRES sdltuval translatsiooni initsiatsioonil ning eB13 ja eB14

sildadel kooperatiivne mdju puudub.

T60 teises osas analliusiti sildade eB12, eB13 ja eB14 olulisust raskemetalli vGi okstidatiivse
stressiga toimetulekul. Tilk-kilv analiiisi tulemused néitavad, et eB12, eB13 voi eB14
deletsioonimutandid ei ole tundlikkud CdCl, vdi oskuldatiivse stressi pdhjustavate kemikaalide
suhtes. Seega ei mdjuta eB12, eB13 vdi eB14 puudumine rakkude vdimet tulla toime

raskemetallide vdi oksUidatiivse stressiga.

Deletsioonimutandid, kus puudub valk eL.24 voi valk eL.24 ja sild eB14, on tundlikud H,0,
suhtes. Samas, rakud, kus plasmiidilt ekspresseerub metsiktidipi eL24 voi eL24 variant, mis ei
ole véimeline moodustama eB13 silda, ei ole H,0, suhtes tundlikud. Sellest voib jareldada, et

eL.24 valgu N-terminaalne domeen on oluline H,0, poolt tekitatud stressiga toimetulekuks.
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Summary

The role of eukaryote specific intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 in IRES

dependent translation initiation in S.cerevisiae
Jekaterina Nebogatova

Ribosomes are rRNA and ribosomal protein complexes that carry out protein synthesis.
S.cerevisiae 80S ribosome consists of two subunits: small (40S) subunit and large (60S) subunit.
During translation ribosome subunits are rotating relatively to each other. In S.cerevisiae
ribosome there are 17 intersubunit bridges, where 5 of them are eukaryote specific. This work is
a part of bigger project which is focused on eukaryote specific bridges eB12, eB13 and eB14.
The main components of the intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 are proteins eL19, eL24
and eL41, respectively.

There are canonical and non-canonical mechanisms of translation initiation in eukaryotic cells.
This work is focused on a non-canonical translation initiation mechanism, which is mediated by
an internal ribosomal entry site (IRES). Reporter system used in this study is based on URE2
IRES element. Ure2p is bifunctional protein that regulates nitrogen catabolite repression and
oxidative stress response. Full-length protein is synthesized in cap-dependent canonical way.

IRES-dependent translation initiation leads to synthesis of truncated protein form.

The literature review gives an overview of the structure of ribosomes and intersubunit bridges.
Also, canonical and IRES-dependent translation initiation are described. The last part of the

literature review describes function and structure of URE2.

The first aim of the experimental part was to characterize the role of eukaryote specific
intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 in IRES-dependent translation initiation. It was
discovered that IRES dependent translation initiation was decreased by 20% in cells carrying
AeB12, AeB13 and AeB14 mutation when compared to wild type cells. Also it was discovered
that AelF2A increases IRES-dependent translation initiation in AeB13 and AeB14, and has no

influence on cells carrying AeB12 mutation.

The second aim of this study was to analyze cooperativity of eukaryote specific intersubunit

bridges eB12, eB13 and eB14 in IRES-dependent translation initiation. The present study shows,
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that IRES-dependent translation initiation is decreased by 30% in cells with deletion of eB13 and
eB14 bridges when compared to wild type cells. Interestingly, AeB12AeB14 and AeL.24AeB14
mutants show no IRES-dependent translation initiation activity. It can be speculated that the
coopertive influence of eB12 and eB14 or eL24 and eB14 is crucial to initiate translation in

IRES-dependent way.

The third aim was to analyse the importance of the eukaryote specific intersubunit bridges eB12,
eB13 and eB14 in oxidative or heavy metal stress response. Spot-test analysis showed, that cells
carrying AeB12, AeB13 or AeB14 mutation are not sensitive to oxidative or heavy metal stress.
In addition, cooperative influence of eB13 and eB14 in oxidative or heavy metal stress response
was not reported. Analysis revealed that AeL24 or AeL24AeB13 mutants are H,0, sensitive.
Presence of eL24 protein or truncated eL24 variant that lacks eB13 formating C-terminal
sequence in the ribosomes restored wild type-like phenotype. It can be speculated, that N-

terminal domain of eL24 protein plays crucial role in H,0, stress response.
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LISAD

LISA 1. T60s kasutatud plasmiidid

Nimi Marker | Insert Paritolu
URE2 IRES

p281-4-ATG URA3 (ATG)-lacZ Komar et al., 2003
p281-4-CTT URA3 Il;EIZE 2 IRES (CTT)- Komar et al., 2003
pRS314 TRP1 Sikorski ja Hieter, 1989
pRS314-eL241.65y | TRP1 Konstrueeritud I. Kisly poolt
pRS314-eL.24 TRP1 Konstrueeritud I. Kisly poolt

Konstrueeritud 1. Kisly poolt kasutades
PRS316-CIPVIIGR | ypa3  |CrPVIGRIRES | plasmiidi pSRT209 (Landry et al.,
IRES

2009).

i Konstrueeritud 1. Kisly poolt kasutades

PRS316-CrPV URA3 CrPV IGR plasmiidi pSRT210 (Landry et al.,

IGRmut IRES

muteeritud IRES

2009).

pFA6a-kanMX6 kanMX6 Knop et al., 1999
pFA6a-hphMX6 hphMX6 Knop et al., 1999
pFAGa-natM X6 natMX6 Knop et al., 1999
LISA 2. Té6s kasutatud praimerid

Nimi Jarjestus

elF2A_DEL_FORW

CAGCTTCATAGCGATTTATTTTCAGTGTACG

elF2A_CHECK_FORW

GAAACTCAGGCAGTTAATGTTGTGTCC

elF2A DEL_REV

GTGACACTCCATATTCATTTATTGCCTG

elF2A_CHECK_REV

GAAATTCACCGCCAAGTAGGAGGAACCAC

pYM_CHECK_REV

GCGCACGTCAAGACTGTCAAGG

PFA6A_CHECK_FORW

CTCGACATCATCTGCCCAGATG
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LISA 3. Metsiktulpi rakkude ja mutantide Aure2, AeB12, AeB13, AcB14, AelF2A Acl.24 ja
AeB13AeB14, AeB13 vdi AcL.24AeB14 kasv SC-TRP so6tmel.

£eB12

AeB13

AeB14

AelF2A

Aure?

el24

Ael 24

AelB13

AeB14

AeB13

AeB13
AeB14

Ael24
AeB14
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LISA 4. Metsiktulpi rakkude ja mutantide Aure2, AeB12, AeB13, AcB14, AelF2A, +el.24,
Ael.24 ja AeB13AeB14, AeB13 voi AeL.24AeB14 kasv rikkal s66tmel, mis sisaldas 0,022M
DMSO-d.
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