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INFOLEHT

Pagariparmi ribosoomi subUhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ja eBl14 roll

aminohapete naljaga toimetulekul

Ribosoomid on konserveerunud rRNA-valk komplesid, mis viivad labi translatsiooni.
Ribosoomi funktisoneerimiseks on olulised ribosoomi subuhikutevahelised sillad, mis
vahendavad subUhikutevahelist liikumist. Antud t66s selgitati pagariparmi ribosoomi
sublhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ja eB14 funktsiooni aminohapete néljaga
toimetulekul, reinitsiatsioonil uORFe sisaldaval mMRNA-I ning ribosoomisildade eB12, eB13
ja eB14 kooperatsiooni aminohapete néljaga toimetulekul ning reinitsiatsioonil UORFe
sisaldavalt mRNAIt.

Marksonad: ribosoom, subihikutevahelised sillad, aminohapetenélg
CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees

The role of Saccharomyces cerevisiae intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 during

amino acid starvation

Ribosomes are conserved rRNA-protein complexes that conduct translation. Ribosomal
intersubunit bridges are essential for the functionality of the ribosome. Ribosomal intersubunit
bridges mediate the movement of the ribosomal subunits. In the current thesis the function
and cooperation of the eukaryote specific bridges eB12, eB13 and eB14 was described during

amino acid starvation conditions and translation of UORF containing mRNAs.
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CERCS code: P320 Nucleic acids, protein synthesis



KASUTATUD LUHENDID .....cocoiiviiieeiicte ettt bbb )

SISSEIUHATUS L.ttt ettt bt e he et e e s hb e et e e sbe e e ke e s bbeebeesaneebeeanneas 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE.........ccoioiieeeeeeeeteeeteses s e s st ses st s st sesenaseeans 7
1.1 Ulevaade Saccharomyces Cerevisiae rboSO0MISE ...........cocoevevveevererereeceeeiees e eneeeees 7
1.1.1 Rib0SOOMI PONISTIUKIUUL ... 7
1.1.2 Rib0SOOMI 40S SUDUNTK......cuiiiiiiieiieiiietee e 8
1.1.3 Rib0SO0MI 60S SUDUNIK......cuiiiiiiieiieieiee e 9
1.2 Ribosoomi subtihikutevahelised Sillad .............ccoooiiiiiiiiii 10
1.2.1 Eukartioodispetsiifiling Sild €BL2...........cccoiiiiiiiieiee e 11
1.2.2 Eukarioodispetsiifiling Sild BL3..........cccooiiiiiiiieee e 13
1.2.3 Eukarioodispetsiifiling Sild @BLA..........cccooiiiiiiiiieiee e 14
1.3 TranSIatSIOON S. CEIBVISIABS. .......ueiuieeeeeitesteste sttt ettt sttt nb bbbt 15
1.3.1 Translatsiooni iNitSIatSIO0N S. CEIBVISIAES .........cieiieieierierie sttt 15
1.4 Translatsiooni KONtroll PagariparmmisS. ... 17
1.4.1 GCNA4 translatsiooni KONroll...........cc.oooiiiiiiiiee e 18
EKSPERIMENTAALOSA ..ottt sttt b ettt sbe et e et e et e e nneeenns 22
2.1 TOO BESIMAIGIT ...ttt bbbttt b bbb bt nnas 22
2.2 Materjal Ja MELOOUIKA..........ooiiiiiiie e 22
2.2.1 AQCN2 tUVE KONSIIUBETIMINE ......viiieieiiiee sttt e 24
2.2.2 Funktsionaalse HIS3 100KUSE taaStamine ............cooeriiirininieiee e 25
2.2.3 THIK-KUIV c.cooc ettt 25
2.2.5 Miniprep RNA eraldamine pagariparmi rakkudest ............ccocoevviiieninencnisiseeees 26
2.2.6 DINAAS | TOOTIUS ......eeeeeeiecieeie ettt et e sneestaeneeeneenne e 27
2.2.7 cDNA siintees ja kvantitatiivne reaalaja PCR .........c.cccoovviieiiiie e 27
2.3 TUIEMUSEM JA AIULEIU ..ottt esne e aeeneennees 29
2.3.1 Agcn2 mutandi histidiininélja tundlikkuse analidis tilk-kilv meetodil .............ccooovevvenenen, 29



2.3.2 Ribosoomi subuhikutevahelise silla eB12, eB13 v0i eB14 mutantide histidiininélja

tundlikkuse analuls tilk-KUlV Metodil ... 30
2.3.3 Valgu eL24 mutantide histidiininalja tundlikkuse analtis tilk-kilv meetodil .................... 31

2.3.4 Ribosoomi subuhikutevaheliste sildade eB12 ja eB14 mutandi histidiininélja
tundlikkuse analitis tilk-KUIv meetodil ...........coooiiiie e 32

2.3.5 Valgu eL24 ja ribosoomi subuhikutevahelise silla eB14 mutandi histidiininalja

tundlikkuse anallits tilk-KUlV meetodil ...........cocvoiiiiiiie e 33
2.3.6 Renilla ja Firefly lutsiferaaside reportersiSteem .........ccviveiverieiieeneeie e seeree e ee e 33
2.3.7 Lutsiferaaside reporteri aktiivsuse analtitis eL24 mutantides...........ccccoovevveresienieenesieennn, 35

2.3.8 Lutsiferaaside reporteri aktiivsuse analuls valgu eL24 mutandi ja ribosoomi eB14

SHHAMUTANTIS ...t bbbt e bbb bbbt 37
2.3.9 mRNA taseme kontroll qRT-PCR mMeetodil............ccooiiiiiiiiiiiiieceee e, 38
2.4 ATULEIU ...ttt bbbttt b ettt 42
KOKKUVOTE ...ttt 46
SUMMARY ettt b e ae e e bt e e a bt ekt e e Rt e e bt e en b e e b e e e Rt e e nbeeenbeenreeenee e 48
TANUSONAD ...ccooiiiieiieeeiseeess st 50
KASUTATUD KIRJANDUS ...t ettt et e e nnee s 51
LISAD ettt Rt b e e R ettt e Rt e e beeaReeebeenreeebeenneens 58
LISA 1. T60s kasutatud parmi SOOtMete KOOSEISE ........cc.vcveiierieeieiiee e 58
LISA 2. TOOS Kasutatud Praimericl ..........ooeoeiiieniiiieieee s 59
LISA 3. To0s kasutatud plasmiidid ...........ccoeiiiiiiiiiieie s 61
LISA 4. Rakkude kasv SC-TRP SeleKtilVSOOtMEL. ........ccccoiriiiiiiirieieieee e 62
LISA 5. Kahe lutsiferaasi reporteri SKEEM .........oiiiiiieieieiesc e 63
L H T L T SENT S et n e e e r e s e neennee s 64



KASUTATUD LUHENDID

3AT — 3-aminotriasool

DMSO - dimettiul-sulfoksiid

EDTA — etileendiamiintetraatsetaat

elF — eukaruiootne initsiatsioonifaktor

ES6S — eukartioodispetsiifiline rRNA lisasegment 6S

FLuc — Firefly lutsiferaas

GAAC - uldine aminohapete kontroll (ingl. k general amino acid control)

0ORF — pohi lugemisraamist 5’ suunas algav, kuid pohilugemisraamiga kattuv avatud
lugemisraam (ingl. k overlapping open reading frame)

ORF — avatud lugemisraam (ingl. k open reading frame)

PCR — polimeraasi ahelreaktsioon (ingl. k polymerase chain reaction)

PIC — preinitsiatsioonikompleks (ingl. k preinitiation complex)

PMSF - fenutlmetddlsulfontulfluoriid

gRT-PCR - kvantitatiivne reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon

RLA — suhtelised lutsiferaasi aktiivsused (ingl. k relative luciferase activities)

RLuc — Renilla lutsiferaas

TLS — mRNA 5’ liiderjarjestus

UORF — pohi lugemisraamist 5’ suunas asuv avatud lugemisraam (ingl. k upstream open
reading frame)

WT — metsiktiup (ingl. k wild type)



SISSEJUHATUS

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud rRNA-valk kompleksid, mis viivad labi
valkude biosunteesi (Ramakrishnan, 2002). Pagariparmi ribosoom koosneb kahest subtihikust:
vaikesest 40S subihikust ning suurest 60S subthikust. Ribosoomi subihikute vahelist
interaktsiooni ning subuhikutevahelist litkumist vahendavad ribosoomi subihikutevahelised
sillad (Zhou et al., 2013; Ben-Shem et al., 2010).

Ribosoomi subiihikutevahelised sillad jaotatakse konserveerunud sildadeks ning bakteri-,
arhe- ja eukaruoodispetsiifilisteks sildadeks. Konserveerunud sillad paiknevad ribosoomi
konserveerunud pdhistruktuuris, bakteri-, arhe- ning eukariioodispetsiifilised sillad paiknevad
valdavalt ribosoomi solvendipoolsel pinnal (Ben-Shem et al., 2011). Pagariparmi ribosoomis
on 17 subihikutevahelist silda, neist sildadest 12 on konserveerunud. Eukartioodispetsiifilisi

sildu on pagariparmi ribosoomis 5.

Kéesolevas to0s késitleti lahemalt pagariparmi ribosoomi subthikutevahelisi sildu eB12,
eB13 ja eBl14. Ribosoomi sillad eB12 ja eB13 on dinaamilised sillad, mis paiknevad
ribsoomi pinnal. Ribosoomi subuhikutevahelise silla eB12 pohikontaktid moodustuvad valgu
eL19 ja 18S rRNA ES6S vahel. Ribosoomi silla eB13 pdhikontaktid moodustuvad valgu
eL24, eS6 ja 18S rRNA h10 vahel. Ribsoomi subuhikutevaheline sild eB14 on ainus
eukartoodispetsiifiline sild, mis paikneb ribosoomi keskosas. Ribosoomi silla eB14

pdhikontaktid moodustuvad eL41 ja konserveerunud 18S rRNA vahel.

Antud t06 eesmargiks on uurida, kuidas mdjutab ribosoomi eukartioodispetsiifiliste
subuhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ning eB14 puudumine aminohapete naljaga
toimetulekut ning reinitsiatsiooni uORFe sisaldavalt mRNAIt. Lisaks uuritakse, kuidas
toimub ribosoomi sildade eB12, eB13 ja eB14 kooperatsioon histidiinindlja korral ning

reinitsiatsioonil.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ulevaade Saccharomyces cerevisiae ribosoomist

1.1.1 Ribosoomi péhistruktuur

Ribosoomid on universaalselt konserveerunud ensutimid, mis viivad labi valkude biosiinteesi
ehk translatsiooni. Translatsiooni kéigus lllitatakse aminohapped peptiidahelasse vastavalt
MRNA nukleotiidsele jarjestusele (Ramakrishnan, 2002). Pagariparmi 80S ribosoom koosneb
vaikesest 40S ja suurest 60S subihikust, mis omakorda koosnevad rRNAdest ja valkudest.

Ribosoomil on konserveerunud pohistruktuur. Ribosoomi konserveerunud pdhistruktuur on
olemas koikides elusorganismides: bakterites, arhedes ja eukartiootides (joonis 1). Ribosoomi
konserveerunud pdhistruktuur koosneb 34 valgust ja kolmest konserveerunud rRNAst (joonis
1), millel viiakse labi mRNA dekodeerimist ja peptiidsideme moodustamist. Lisaks kuulub
konserveerunud pd&histruktuuri ka peptiidi véljumise tunnel. Konserveerunud valkudest 15
asuvad vaikeses ja 19 suures subiihikus (Schmeing ja Ramakrishnan, 2009; Wilson ja Doudna
Cate, 2012). Enamjaolt asuvad konserveerunud pohistruktuuri kuuluvad rRNA ja valgud
ribosoomi sees ning konserveerunud pdhistruktuuri katavad eukarlioodi ribosoomis
eukartoodispetsiifilised valgud, valkude eukartioodispetsiifilised domeenid ning rRNA
lisasegmendid (Ben-Shem et al., 2011).

Bakter Konserveerunud Madalam eukartoot
T. thermophilus voi E coli pdéhistruktuur S. cerevisiae

54 valku 34 valku 79 valku
3 rRNAd 3 rRNAd 4 rRNAd

Joonis 1. Bakteri ja eukartoodi ribosoomi vordlus. Kdikidel ribosoomidel on konserveerunud
pohistruktuur, mis moodustub rRNAst (helesinine) ja valkudest (roosa). Bakteri- ja
eukartoodispetsiifilised rRNA lisasegmendid, 5.8S rRNA ja 25 ja 28S rRNA on kujutatud
siniselt, valgud punaselt (modifitseeritud Melnikov et al., 2012 jargi).



1.1.2 Ribosoomi 40S subihik

Eukartoodi ribosoomi vaike, 40S subtihik koosneb 33 valgust ja 18S rRNAst. Nendest
valkudest on universaalselt konserveerunud 15, eukariioodis ja arhes konserveerunud 12 ning
6 valku on eukartioodispetsiifilised (Ban et al., 2014). Konserveerunud valkudel on
eukartoodispetsiifilised domeenid ning 18S rRNA sisaldab lisaks konserveerunud
jarjestustele eukartoodispetsiifilisi lisasegmente (Rabl et al., 2011). Seet6ttu on eukarloodi
ribosoomi 40S subuhik prokartootsest 30S subihikust 500 kDa vdrra suurem (Dresios et al.,

2006, Clemons et al., 1999).

Eukartoodi ribosoomi vaikese subiihiku kuju on maaratud 18S rRNA tertsiaarstruktuuri poolt.
Olemas on pea, kael. platvorm, keha, nokk, 0lg, parem jalg ja vasak jalg (joonis 2)
(Schluenzen et al., 2000; Rabl et al., 2011).

Joonis 2. Eukariioodi ribosoomi vaike, 40S subiihik. Konserveerunud pohistruktuuri rRNA
on kujutatud valgelt, valgud kollaselt. Eukariioodispetsiifilised osad on kujutatud punaselt
(modifitseeritud Melnikov et al. 2012 jargi).

Ribosoomi vdikesel subihikul asub mMRNA tunnel, mis on vajalik mMRNA
sekundaarstruktuuride lahtiharutamiseks. Lisaks asuba ribosoomi vaikesel subihikul

dekodeeriv tsenter (Rabl et al., 2011).



1.1.3 Ribosoomi 60S subiihik

Eukartoodi ribosoomi suur, 60S subuhik koosneb kolmest rRNA molekulist ning 46st
valgust. Neist valkudest 16 on konserveerunud, 20 on olemas arhedes ja eukartiootides ning 6
on eukaruoodispetsiifilised. Lisaks on enamikul valkudest eukariioodispetsiifilised domeenid
(joonis 3. Erinevalt prokariiootsest 50S subuhikust on 60S subuhikus 3 rRNA molekuli: 58S,
5,8S ja 25S rRNA.

25S ja 5,8S rRNA jarjestused on homoloogised prokartiootse 23S rRNA jarjestustega
sisaldades eukaruoodispetsiifilisi lisasegmente. Eukartioodi 5S rRNA on homoloogne
prokaruootse 5S rRNAga. Ténu valkude eukaruoodispetsiifilistele domeenidele ja rRNA
lisasegmentidele on 60S subtihik prokariiootsest 50S subuhikust 700 kDa vorra suurem
(Klinge et al, 2011).

Keskmine valjaulatuv osa
P-haru kohal

asuv klaster

uL1-haru
alune klaster

L24e

Joonis 3. Eukartioodi ribosoomi suur, 60S sublhik. Konserveerunud pdhistruktuuri rRNA on
kujutatud valgelt, valgud kollaselt. Eukartioodispetsiifilised osad on kujutatud punaselt.
Valgud eL19, eL.24 ning eL41 on joonisel vélja toodud, kuna neid kasitletakse edasipidises
t00s pikemalt (modifitseeritud Melnikov et al. 2012 jargi).

Ribosoomi suurel subihikul on konserveerunud kroonikujuline vorm, mis koosneb

keskmisest valjaulatuvast osast uLl-harust ja P-harust (joonis 3). 60S subihikus asub
9



peptidlulitransferraasne keskus, kus katalulsitakse peptiidsideme moodustumist: 25S rRNAI
asuvad tRNA sidumissaidid (A, P ja E). Translatsiooni elongatsiooni kaigus liigub kasvav
peptiidahel suures subuhikus asuvasse peptiidi valjumise tunnelisse (Klinge et al., 2011).

1.2 Ribosoomi subihikutevahelised sillad

Translatsiooni ajal toimub ribosoomi subdhikute litkumine teineteise suhtes, mis on vajalik
MRNA ja tRNA liigutamiseks (Zhou et al., 2013). Rontgenkristallograafia (ingl. k X-ray
cristallography) abil on kirjeldatud pagariparmi ribosoomil 17 subuhikutevahelist silda. Neist
sildadest 12 on konserveerunud ning 5 on eukartioodispetsiifilised (joonis 4). Konserveerunud
sillad paiknevad ribosoomi konserveerunud pohistruktuuris, eukartoodispetsiifilised sillad
aga ribosoomi pinnal (Ben-Shem et al., 2011).

B1blc
B7a Bia
B2b L
B2¢ Py eB14

B7blc < BA
eB8 -« ‘ 55

\3 B8

B4 — AN 86
eB11

eB12 eB13

Joonis 4 Ribosoomi subihikutevahelised sillad. Suur, 60S subihik vasakul, véike, 40S
sublihik  paremal.  Sinisega on  kujutatud  konserveerunud sillad, punaselt
eukaruoodispetsiifilised sillad (Ben-Shem et al., 2011).

Ribosoomi subiihikutevahelised sillad jaotatakse interaktsioonitidipi arvestades kolme riihma:
rRNA-rRNA, rRNA-valk ja valk-valk tulpi sildadeks. Valdavalt on rRNA-rRNA tudpi sillad
konserveerunud. Konserveerunud sillad on olemas kdikides eludomeenides (Ben-Shem et al.,
2011).

Eukartoodispetsiifilised sillad moodustuvad enamjaolt eukartioodispetsiifilistest valkudest,
valkude eukartioodispetsiifilistest domeenidest ning eukarioodispetsiifilistest rRNA
lisasegmentidest. Erinevalt Dbakteritest on eukariioodis subihikutevaheliste sildade

moodustumises pohiroll valkudel (Ben-Shem et al., 2011).
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Eukaruoodispetsiifiline sild eB8 paikneb mRNA valjumistunneli laheduses, uL1 all. Sild eB8
pdhikontakt moodustub eukartoodispetsiifilise valgu eS1 ning 25S rRNA ES31 h79 vahel
(Spahn et al., 2001). Eukartoodispetsiifiline valk eS1 on kodeeritud kahe paraloogse geeni
RPS1A ning RSP1B poolt. RPS1B deletsioon p&hjustab generatsiooniaja pikenemist
kolmandiku vdrra, RPS1A deletsiooni korral on generatsiooniaja tbus vaiksem. Mdolema

paraloogi deletsioon on letaalne (Steffen et al., 2012).

Eukaruoodispetsiifilise silla eB11 pdhikontaktid moodustuvad vaikese subihiku valgu eS8
ning 18S rRNA ES3S ja 25S rRNA ES41L vahel (Ben-Shem et al., 2011). Valk eS8 on
kodeeritud kahe paraloogse geeni RPS8A ning RPS8B poolt. Uhe paraloogi deletsioon ei
pdhjusta generatsiooniaja muutust, mdlema paraloogi deletsioon on aga letaalne (Steffen et
al., 2012).

Edaspidi késitletakse pagariparmi subiihikutevahelisi sildu eB12, eB13 ja eB14, kuna antud

t00s on uuritud just nende sildade rolli ribosoomi funktsioneerimisel.

1.2.1 Eukaruoodispetsiifiline sild eB12
Ribosoomi subiihikutevahelise silla eB12 pb&hikontakt moodustub suure subihiku valgu eL19
C-terminaalse heelksi ja eukartioodispetsiifilise 18S rRNA lisasegmendi 6 (ES6S) vahel
(joonis 5). eB12 on dunaamiline sild, mille konformatsioon muutub translatsiooni kaigus.
Enne translokatsiooni on L19e interakteerunud S17uga, pdrast translokatsiooni interakteerub
eL19 aga S7ega (Ben-Shem et al., 2010).

Suure sublhiku valk L19e on elutdhtis valk, mis on kodeeritud kahe paraloogse geeni,
RPL19A ja RPL19B poolt (Song et al., 1996). Uhe paraloogi deletsioon ei ole rakule letaalne
(Song et al., 1996; Giaever et al., 2002). Siiski, rakkudel, millel puudub (ks paraloogidest, on
1,5 korda aeglasem kasv kui metsiktidpi rakkudel (Steffen et al., 2012; Kisly et al., 2016).
Valk eL19 koosneb kolmest struktuursest domeenist: N-terminaalsest globulaarsest

domeenist, keskmisest osast ning pikast C-terminaalsest heeliksist (Klinge et al. 2011).
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Heeliks E ES6S

Joonis 5. eB12 silla struktuur. eL19 eukaruoodispetsiifiline C-terminaalne alfaheeliks on
kujutatud oranzilt, aminohapped, mis moodustavad kontakte ES6S-ga on kujutatud oranzide
pulkadena. Heeliks ES6S on kujutatud siniselt. Lisaks on toodud eL19 interaktsioon eS7-ga.
Paremal nurgas on kujutatud subuhikutevaheline sild ribosoomi pinnal (modifitseeritud Ben-
Shem et al., 2011 jargi).

Valk eL19 on oluline ribosoomi suure subuhiku biogeneesis. On leitud, et eL19 on vajalik
27SB pre-rRNA ldikamiseks 7S pre-rRNAKs ja 25,5S pre-rRNAks. Rakkudes, milles puudub
eL19 oli 27SB pre-rRNA Idikamine oluliselt aeglasem kui metsiktiiupi rakkudes (Poll et al.,
2009; Kisly et al., 2016). Lisaks on uuritud eB12 silla mdju 80S ribosoomi formeerumisele.
Rakkude kasvatamisel, millel puudub eB12, 20° C juures leiti lisaks aeglasele kasvule ka
ribosoomi profiilide analtutsimisel 60S subuhikute kuhjumine. See viitab ribosoomi
funktsionaalsuse vahenemisele. Lisaks 60S subuhikute kuhjumisele in vivo leiti, et eB12 silla
puudumine po6hjustab vahenenud 80S ribosoomi moodustumist ka in vitro. Kasutades
translatsiooni inhibiitoreid neomiitsiin ja paromomitsiin leiti, et rakud, millel puudub sild
eB12 on neomditsiinile ja paromomuitsiinile tundlikud. On spekuleeritud, et ribosoomid, millel
puudub eB12, teevad translatsiooni kédigus rohkem vigu (Kisly et al., 2016).
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1.2.2 Eukaruoodispetsiifiline sild eB13

Pagariparmi ribosoomi subiihikutevahelise silla eB13 pdhikontakt moodustub valgu eL24 C-
terminaalse osa ja vaikese subiihiku valgu eS6 ning 18S rRNA heeliks 10 interaktsioonil
(joonis 6) (Ben-Shem et al., 2011).

408

Joonis 6. Sublhikutevaheline sild eB13. elL24 ulatub vélja suurest subuhikust ning
interakteerub eS6ga. 18S rRNA ning valgu aminohappejaédgid, mis votavad osa silla
moodustumisest, on kujutatud punaselt. Suure subiihiku rRNA ning valgu aminohappejéagid,
mis votavad osa silla moodustumisest on kujutatud oranzilit. All paremal olev joonis kujutab,
kus asub sild eB13 (Ben-Shem et al., 2011).

Eukartoodispetsiifiline valk eL24 on kodeeritud kahe paraloogse geeni RPL24A ja RPL24B
poolt. Valk L24e koosneb N-terminaalsest osast, mis asub suurel, 60S subuhikul, linkerist,
mis asub véikese, 40S subiihiku sees ning C-terminaalsest sabast, mis asub 40S subihiku
pinnal (Ben-Shem et al., 2011). eL24 ei ole eluks h&davalik valk, kuid selle puudumine rakus
pikendab rakkude generatsiooniaega metsktttbiga vorreldes kiimnendiku vorra (Steffen et al.,
2012). Samas leidsid Dresios et al., et RPL24A ja RPL24B puudumine pikendab rakkude

generatsiooniaega 30% (Dresios et al., 2000).

Dresios et al. leidsid, et eL24 puudumise korral vaheneb rakkudes 80S ribosoomide hulk, mis
viitab sellele, et eL24 vdib omada rolli 40S ja 60S subuhikute interaktsioonil (Dresios et al.,
2000). Arabidopsis thalianas on uuritud eL24B funktsiooni translatsioonil kasutades AelL.24B
mutanti. Zhou et al., leidsid et eL24-1 on oluline roll translatsiooni reinitsiatsioonil uORFe
sisaldavatelt mRNAdelt (Zhou et al., 2010). On leitud, et eL24 puudumise korral on hiired
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metsiktiibiga vorreldes 20% vaiksemat kasvu. Antud fenotlupi kutsutakse Bst hiirteks (ingl.
k Belly Spot and Tail) (Barki¢ et al., 2009). Lisaks on leitud, et eL24 puudumine kaitseb hiiri
teatud kasvajate eest inhibeerides 5’ 7-metlulguanosiinmitsisdltumatut translatsiooni
initsiatsiooni. Inimese rinnavahi koeproovi vordlemisel tavalise rinna koeprooviga leiti, et

kahes kolmandikus vahirakkudest oli eL24 ekspressioon kdrgem (Wilson-Edell et al., 2014).

1.2.3 Eukarioodispetsiifiline sild eB14

Eukarloodispetsiifiline sild eB14 on ainuke eukartoodispetsiifiline sild, mis asub ribosoomi
keskosas. Sild eB14 moodustub valgust elL41l, mille alfaheeliks on Umbritsetud
konserveerunud 18S rRNAga (joonis 7). eL41 on suure subuihiku valk, mis ulatub vaikeses
sublihikus asuvasse taskusse. Antud tasku moodustub 18S rRNA h27st, h45st ja h44st. eL41
on palju tugevamini seotud véikese subuihikuga kuigi tegu on suure subiihiku valguga (Ben-
Shem et al., 2011).

Joonis 7. Sild eB14. Lilla varviga on kujutatud valk eL41, kuldselt on kujutatud 18S rRNA
h27, h44 ja h45. Sild eB14 moodustub elL41st, mis interakteerub h27, h44 ja h45ga
(modifitseeritud Wilson ja Doudna Cate, 2012 jargi).

Suure subuhiku valk eL41 on kodeeritud kahe paraloogse geeni RPL41A ja RPL41B poolt.
eL41 on véikseim eukartioodispetsiifiline valk koosnedes vaid 25 aminohappest, millest 17 on
arginiini- ning lusiinijd4gid (Dresios et al., 2002). On néidatud, et eL41 puudumisel on
rakkude generatsiooniaeg on sarnane metsiktulbile (Steffen et al., 2012). Dresios et al.
naitasid kasutades nii eL41 mutanti kui eL41, eL39 ja eL24 kolmikmutanti, et eL4l
puudumine poOhjustab moddukat translatsiooni tapsuse tdusu. Kuna elL4l asub
peptidudltransferraasse keskuse lahedal, mojutab see ka peptidulltransferraasset aktiivsust
(Dresios et al., 2003). Lisaks on naidatud, et eL41-l1 on roll spontaanse translokatsiooni
arahoidmisel  ning eL41 puudumisel suureneb rakkudes ribosomaalne -1 raaminihe
(Meskauskas et al., 2003; Dresios et al., 2002).
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1.3 Translatsioon S. cerevisiaes

Translatsioon on tsikliline protsess, mille kéigus lisatakse aminohapped vastavalt mMRNA
jarjestusele kasvavasse peptiidahelasse (Jackson et al., 2010). Translatsioon jagatakse nelja
etappi: initsiatsioon, elongatsioon, terminatsioon ja kofaktorite taaskasutus (Dever ja Green,
2012).

1.3.1 Translatsiooni initsiatsioon S. cerevisiaes

Eukartoodi translatsiooni initsiatsiooni kéigus formeerub elongatsioonivalmis 80S ribosoom.
Translatsiooni initsiatsiooni 18puks on initsiaator-tRNA P-saidis paardunud startkoodoniga.
Translatsiooni initsiatsiooniks on vaja 9 eukartiootset initsiatsioonifaktorit ning translatsiooni
intistiatsioon koosneb neljast etapist: 43S preinitsiatsioonikompleksi (PIC) moodustumine
(joonis 8 A), mRNA aktivatsioon (joonis 8, B), 48S PIC moodustumine (joonis 8, C) ja 60S
sublhiku Ghinemine 48S PICile (joonis 8, D) (Pestova et al., 2007).

Eukarlioodis algab translatsiooni initsiatsioon 43S PIC moodustumisega (joonis 8). 43S PIC
moodustumiseks on vajalik ternaarse kompleksi moodustumine (ternaarse kompleksi
moodustumist kasitletakse pikemalt alapeatiikis 1.4.1). 43S PIC koosneb ribosoomi 40S
subtihikust, sellele seondunud ternaarsest kompleksist ning elF3 ja elF5
initsiatsioonifaktoritest (joonis 8) (Pestova et al., 2007).

Samal ajal 43S PIC moodustumisega toimub mRNP moodustumine. mMRNP moodustumist
nimetatakse ka MRNA aktivatsiooniks. mMRNP moodustumise kéigus seondub mRNAle
elF4E, moodustunud kompleksile seonduvad seejérel elF4A, elF4B, elF4AG ja PABP. Pérast
PIC moodustumist seondub 43S PIC varem formeerunud mRNPle 5° 7-
metdidlguanosiinmitsile moodustades seeldbi 48S PICi (joonis 8, 3b). 48S PICi
moodustumise kadigus lahutavad mRNA 5° terminaalse tertsiaarstruktuuri lahti

initsiatsioonifaktorid elF4A, elF4B ja elF4F (Hinnebusch ja Lorsch, 2012).
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Joonis 8. Translatsiooni initsiatsioon S. cerevisiaes. Translatsiooni initsiatsioon koosneb
neljast etapist: 43S PIC moodustumine (A), mRNA aktivatsioon (B), 48S PIC moodustumine
(C) ja 60S subiihiku seondumine 48S PIC-ile (D). Translatsioon algab ternaarse kompleksi
moodustumisest (1), ternaarne kompleks seondub 40S subdihikule (2) ja samal ajal seonduvad
mRNAIle elF4 faktorid ja PABP moodustamaks mRNP (3a), preinitsiatsioonikompleks
seondub mRNPIe (3b), seejarel toimub skanneerimine (4) ja startkoodoni aratundmine (5).
Parast startkoodoni &ratundmist seondub suur subtihik (6) ning moodustub 80S
preinitsiatsioonikompleks (7) (modifitseeritud Aitken ja Lorsch, 2012 jargi).
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MRNA seondumise jarel algab skanneerimine (joonis 8, 4). Skanneerimise kaigus liigub 43S
PIC mRNAI 5 — 3’ suunal esimese startkoodonini. Startkoodoni &ratundmisel hudrolGtsub
elF2ga seotud GTP ning vabanevad initsiatsioonifatorid. Seejarel liitub 48S PIC-iga 60S
subihik ning formeerub 80S PIC (joonis 8, 7) (Hinnebusch ja Lorsch, 2012).

1.4 Translatsiooni kontroll pagariparmis

Geeniekspressiooni  kontrollitakse pohiliselt transkriptsiooni regulatsiooni labi. Lisaks
transkriptsioonilisele  kontrolllile toimub  geeniekspressiooni regulatsioon ka post-
transkriptsiooniliselt. N&iteks labi mMRNA taseme ja translatsiooni kontrolli (McCarthy, 1998).
Translatsiooni kontrollimine erinevatelt mRNAdelt on oluline valkude ekspressioonitaseme

reguleerimiseks (McGeachy ja Ingolia, 2016).

Eukartoodis skanneerib preinitsiatsioonikompleks translatsiooni initsiatsioonil mRNA 5’
otsast kuni startkoodonini. 5’ liiderjarjestus ehk TLS vdib seetdttu mdjutada translatsiooni
MRNAIt (joonis 9).

Juuksendela-
struktuur

|

5' mTGppN

Joonis 9. Elemendid mRNAI, mis mdjutavad ORFi translatsiooni. 7-metttlguanosiinmiits
mRNA 5’ otsas ja polii(A) saba mRNA 3’ otsas aitavad kaasa translatsiooni initsiatsioonile.
Sekundaarstruktuurid nagu juuksendelastruktuur blokeerivad translatsiooni initsiatsiooni.
UORFid toimivad pdhi-ORFi translatsiooni repressoritena vahendades translatsiooni p&hi-
ORFilt.

Pdhilugemisraami ehk pdhi-ORFi (ingl. k open reading frame) translatsiooni inhibeerivad
erinevad jarjestused TLSis. Naiteks juuksendelastruktuur blokeerib translatsiooni
initsiatsiooni, UORFid aga vahendavad skanneerivate PICide joudmist p&hi-ORFi
startkoodonini (joonis 9) (Johnstone et al., 2016; Arribere ja Gilbert, 2013).

Avatud lugemisraamid, mis asuvad pohi-ORFist mRNA 5’ suunas jagatakse UORFideks ja
0ORFideks. Avatud lugemisraame, mis algavad pohi-ORFist 5’ suunas ning 16ppevad enne
pdhilugemisraami, nimetatakse UORFideks. Avatud lugemisraamid, mis algavad p&hi-ORFist
5’ suunas, kuid kattuvad osaliselt pohilugemisraamiga, nimetatakse 0ORFideks (joonis 10)
(Johnstone et al., 2016).
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Joonis 10. UORFi ja 0ORFi skemaatiline joonis. Nii UORF (llemine) kui oORF (alumine)
vdhendavad translatsiooni p&hilugemisraamilt (modifitseeritud McGeachy ja Ingolia, 2016

jargi).

1.4.1 GCN4 translatsiooni kontroll

Pagariparmis kodeerib GCN4 geen transkriptsioonifaktorit, mis reguleerib tile 30 aminohappe
biosiinteesiraja geeni ekspressiooni. Seetdttu on Gcnd-l oluline roll stressivastuses
aminohapete nélja korral (Natarajan et al., 2001). Lisaks on ndidatud, et Gcn4-1 on roll
stressivastuses gliikoosinéljale ning oksldatiivsele stressile (Yang et al., 2000; Mascarenhas
et al., 2008).

Susteem, mille abil toimub GCN4 translatsiooni kontroll pagaripédrmis, on universaalne.
GCN4 ortoloogi imetajates, ATF4 translatsiooni kontroll toimub sarnaselt pagariparmile (Lu
et al., 2004). GCN4 mRNA translatsioon on reguleeritud pika 5’ liiderjdrjestuse poolt, mis
sisaldab 4 uORFi (joonis 11). Imetajates on ATF4 translatsioon reguleeritud aga Gihe uORFi
ning Ghe oORFi poolt. Atf4 on rakustressi vastuseks vajalike geenide transkriptsioonifaktor
(\Vattem ja Wek, 2004).

GCN4 on uuritud nii selle regulatoorse funktsiooni kui 5’ mittetransleeritavas alas asuvate
UORFide tdttu. GCN4 translatsiooni on uuritud kasutades GCN4-lacZ siisteemi. Sellise
konstrukti kasutamisel leiti, et GCN4 regulatsioon toimub translatsiooni tasemel (Hinnebusch,
1985). GCN4 translatsiooni reguleerivad neli uORFi mRNA 5’ mittetransleeritavas alas.
UORFide funktsiooni on selgitatud mutatsioonide viimisel uORFidesse voi UORFide
deletsioonil. uORFide deletsiooni vOi mutatsiooni korral tduseb rakus Gen4 hulk. Nii néidati,
et UORFid inhibeerivad GCN4 translatsiooni (Hinnebusch, 1984).
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Joonis 11. GCN4 mRNA translatsiooni regulatsioon. GCN4 mRNA translatsioon on
reguleeritud nelja uORFi poolt. Piisaval kolmikkompleksi konsentratsioonil toimub
initsiatsioon esimeselt UORFilt ning pérast translatsiooni 16ppu toimub reinitsiatsioon. Need
ribosoomid, mis I6petavad translatsiooni uUORFidelt 2 kuni 4 ei saa aga jatkata translatsiooni
vahendades seeldbi ribosoomi véimalust jduda GCN4 lugemisraamini, kuna uORF4 jarel on
ribosoomi dissotseeriv element. Aminohapete nalja korral on ternaarse kompleksi
konsentratsioon ebapiisav ning reinitsiatsiooni 2.-4. uORFilt ei toimu. Seetdttu j6uavad
skanneerivad ribosoomid pdhi-ORFini ning toimub initsiatsioon (Holcik ja Sonenberg, 2005).

On ndidatud, et 5’ otsast lugedes on UORF4 piisav GCN4 ekspressiooni mahasurumiseks,
kuna uORF4 jarel on mRNAI ribosoomi dissotseeriv element. Lisaks on néidatud, et UORF1
on vajalik uUORF4 ekspressiooni maha suruva mgju vahendamiseks. Selline uORF1 mdju on
vajalik GCN4 ekspresseerimiseks aminohapete nélja korral (Mueller ja Hinnebusch, 1986).
Lisaks on néidatud GCN4 translatsioonilise kontrolli olemasolu vorreldes ribosoome GCN4
MRNA-I: rakkude viimisel rikkast so6tmest minimaalsodtmesse kasvab poliisoomide arv
mRNAI (Tzamarias, 1989).

GCN4 mRNA translatsioonil skanneerib 48S PIC mRNA 5’ liiderjérjestusel. uORF1
startkoodonile joudes toimub translatsiooni initsiatsioon. Pérast translatsiooni terminatsiooni
jaavad umbes pooled 40S subtihikud mRNAIle ning jatkavad skanneerimist. Kui keskkonnas
on piisavalt aminohappeid, on ternaarse kompleksi konsentratsioon piisav. Seetottu
inkorporeeritakse ternaarne kompleks 40S subuhikule kiiresti. Nii formeerub 48S kompleks,
mis on vOimeline reinitsiatsiooni labi viima (joonis 11) (You et al., 2011). Reinitsiatsioon
ning translatsioon uORFidelt on aga ebaefektiivne, kuna pérast iga translatsioonitsiklit
dissotseerub mRNAIt umbes 50% ribosoomidest. Seetottu toimivad uUORFid translatsioonilise

barjaarina (Kozak, 1983; Hinnebusch, 2005).
19



Aminohapete nélja korral fosforuleerib Gen2 kinaas elF2a, mistdttu véheneb rakus GTP-
seoselise elF2 konsentratsioon (joonis 12) (Hinnebusch, 2005). elF2-GTP konsentratsiooni
vahenemise tottu langeb rakus ka ternaarse kompleksi konsentratsioon. Ternaarse kompleksi
vaiksema konsentratsiooni korral ei toimu reinitsiatsiooni 2.-4. uUORFilt ning skanneeriv 48S
PIC jouab pdhi-ORFini ning toimub translatsiooni initsiatsioon GCN4 startkoodonilt (joonis
11) (Grant et al., 1994).

Gen2 elF2aP-GDP/elF5

/QB—-\) &/ , ’
PW aSer51-P XDF

elF2-GDP/' O
\ 4
elF2B \ 4 y

elF2aP-GDP/

e elF2B
Ternaarne
¥ WLOL GEF blokeeritud

\ 4

elF2-GTP clfes

Joonis 12. elF2 regulatsioon ja elF2 tsikkel. Lillalt on kujutatud 40S subihik, halli
kolmnurgana elF2, sinise ovaalina on kujutatud elF2a seriin 51 fosforllatsioon, punase
ringiga on kujutatud GDP, rohelise ringiga on kujutatud GTP, beezilt on kujutatud eIF2B.
Translatsiooni initsiatsiooniks on vajalik ternaarne kompleks, mis seondub 40S subhikule.
Pdrast startkoodoni dratundmist toimub GTP hudrollus ning elF2 dissotseerub. Seejarel on
vajalik elF2 taaskasutus. Aminohapete nalja korral fosfortileerib Gen2 elF2a, mistottu elF2 ei
ole vBimalik taaskasutada, kuna fosforiileeritud elF20 seondub elF2B-le nii, et see ei saa
enam toimida nukleotiidi vahetusfaktorina (modifitseeritud Dever et al., 2016 jargi).

elF2-GTP konsentratsiooni vahenemise tottu langeb rakus ka ternaarse kompleksi
konsentratsioon. Ternaarse kompleksi vaiksema konsentratsiooni korral ei toimu
reinitsiatsiooni 2.-4. uORFilt ning skanneeriv 48S PIC j6uab pdhi-ORFini ning toimub
translatsiooni initsiatsioon GCN4 startkoodonilt (joonis 11) (Grant et al., 1994).
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Sellist stressivastust aminohapete naljale nimetatakse pagaripdrmis uldiseks aminohapete
kontrolliks. Aminohapete nélga on vdimalik indutseerida inhibeerides aminohapete
bioslinteesi. Aminohapete bioslinteesi on rakus vdimalik inhibeerida antimetaboliitide voi
biosiinteesi raja ensutimi mutatsiooniga (Niederberger et al., 1981). Lisaks on ndidatud, et
uldise aminohapete kontrolli vastust on véimalik initseerida ka rakkude viimisel rikkast

s0otmest minimaals66tmele (Driscoll-Penn et al., 1984).

Ulegenoomsed uuringud on niidanud, et Gcndp indutseerib lisaks aminohapete
biosiinteesiraja geenidele ka vitamiinide prekursorite, peroksiisoomi komponentide,
mitokondriaalsete kandjavalkude, aminohapete transpordivalkude ning autofaagia valkude
biosiinteesi. Sellist indutseerimist v6ib seletada nende molekulide potentsiaalse funktsiooniga

tosta rakus aminohapete konsentratsiooni (Natarajan et al., 2001).
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EKSPERIMENTAALOSA

2.1  Too0 eesmargid

Ké&esolev magistritd6 on osaks suuremast projektist, mille eesmargiks on uurida ribosoomi
sublhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ja eB14 rolli ribosoomi funktsioneerimisel ning
selgitada sublhikutevaheliste sildade kooperatiivsust. Ribosoomi subuhikutevahelised sillad
eB12, eB13 ja eB14 on eukartioodispetsiifilised sillad. Sillad eB12 ning eB13 asuvad
ribosoomi solvendipoolsel pinnal, sild eB14 on aga ainuke eukartoodispetsiifiline

subtihikutevaheline sild, mis asub ribosoomi keskosas.

Ké&esoleva to0 eesmarkideks on:

1. Selgitada, kuidas mdjutab pagariparmi ribosoomi sublhikutevaheliste sildade eB12,
eB13 ning eB14 puudumine rakkude kohanemist aminohapete néljaga

2. Uurida, kuidas ribosoomi suhiihikutevahelised sillad eB12, eB13 ja eB14 mdjutavad
ribosoomide reinitsiatsioonivdimet uORFe sisaldavalt mRNAIt

3. Analliisida  ribosoomi  subilihikutevaheliste sildade eB12, eB13 ja eBl4

kooperatiivsust reinitsiatsioonil
2.2 Materjal ja metoodika
Kasutatud pagariparmi tived on toodud tabelis 1. Kasutatud s66tmed on toodud lisas 1. T60s

kasutatud praimerid on toodud lisas 2. Kasutatud plasmiidid on toodud lisas 3.

Tabel 1. T66s kasutatud pagariparmi tived.

Tuve nimi Genotuup Péaritolu
kollektsioonis
3642 MATa his341 leu240 ura340 metl5A0 Agen?2 EUROSCARF
Labori
TYSC92 MATa ura3-52 leu2Al
kollektsioon
MATa ura3-52 his34200 trp1A36 leu2A1 Aarg4 Labori
TYSC309 ]
Alysl kollektsioon
MATa ura3-52 his34200 trp1436 leu2A1 Aarg4 Labori
abori
TYSC360 Alysl Arpl19A::kanMX6 Arpl19B::kanMX6 )
kollektsioon
[PRS315-rpl19;-146]
MATa ura3-52 his34200 trp1A36 leu2A1 Aargd Labori
TYSC488 _
Alys1 Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 kollektsioon
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MATa ura3-52 his34200 trp1A436 leu2A41 Selles t60s
TYSC514 .
Aarg4 Alysl Agen2::natMX6 valmistatud
MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aargs Alysl Selles t6os
TYSC531 )
Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6 valmistatud
MATa ura3-52 his34200 trp1A436 leu2A1 Aarg4 Labori
TYSC532 :
Alysl Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 kollektsioon
Selles t60s
TYSC538 MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aargs Alysl )
valmistatud
MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aargs Alysl Selles t6os
TYSC559 )
Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 valmistatud
MATa ura3-52 his34200 trplA36 leu2A1 Aarg4 Labori
abori
TYSC561 Alysl Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 )
kollektsioon
Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6
MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aargs Alysl
Selles t60s
TYSC567 Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 )
valmistatud
Arpl24A::hphMX6 Arpl24B::hphMX6
MATa ura3-52 his34200 trp1A436 leu2A1 Aarg4
Alys1 Arpl19A::kanMX6 Arpl19B::kanMX6 Labori
TYSC572 _
Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 [pRS315- kollektsioon
rpl19:.146]
MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aarg4 Alysl Selles t6os
TYSC577 )
Agen2::natMX6 valmistatud
MATa ura3-52 trp1436 leu2A1 Aarg4 Alysl
Arpl19A::kanMX6 Arpl19B::kanMX6 Selles t60s
TYSC596 )
Arpl41A::natMX6 Arpl41B::natMX6 [pRS315- valmistatud

rpl191.146]
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2.2.1 Agcn2 tive konstrueerimine

Agen deletsioonikasseti amplifitseerimiseks viidi 1abi kaheetapiline PCR reaktsioon. 4gcn2
deletsioonikasseti amplifitseerimiseks vajalike DNA fragmentide sinteesimiseks kasutati
koos praimereid GCN2_DEL forw ja pYM_check rev vdi pFA6a_check forw ja
GCN2_DEL _rev (joonis 13; lisa 2). PCR viidi labi kasutades Pfu polimeraasi ning umbes 100
ng Agcn2 tive (3642) genoomset DNAd. GCN2_DEL_forw ja pYM_check rev praimerite
abil amplifitseeriti fragment pikkusega 401 nukleotiidi, pFA6a_check forw ja GCN2_del_rev
praimerite abil amplifitseeriti fragment pikkusega 282 nukleotiidi (joonis 13).
Reaktsioonisegu analtdsiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil (Bio-Rad Laboratories
PowerPac basic ja Biometra Compact XS/X horisontaalne geelelektroforeesi siisteem).
Saadud fragmendid puhastati geelist Favorgen FavorPrep GEL/PCR kitiga. Saadud produktid
nimetati GCN2 5-UTR ja GCN2 3-UTR.

Agen  deletsioonikasseti  amplifitseerimiseks viidi labi overlap-PCR. Amplifitseerimiseks
kasutati koos praimereid GCN2_DEL_forw, GCN2_DEL _rev ning GCN2 5-UTR ja GCN2 3-
UTR fragmente (joonis 13). Overlapp-PCR viidi labi 50ul reaktsioonisegus kasutades 2,5U
Pfu poliimeraasi, umbes 100 ng pFA6a-natMX6 plasmiidset DNAd. Reaktsioonisegusse lisati
DMSOd |8ppkonsentratsiooniga 5%. Overlap-PCR abil saadi fragment pikkusega 1627
nukleotiidi. Reaktsioonisegu analiiisiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil (Bio-Rad
Laboratories PowerPac basic ja Biometra Compact XS/X horisontaalne geelelektroforeesi
slisteem). Saadud fragment puhastati geelist Favorgen FavorPrep GEL/PCR kitiga ning
transformeeriti pagariparmi tiivesse TYSC309 LiOAc meetodil (Knop et al., 1999).
Transformantide kontrolli jaoks eraldati rakkudest genoomne DNA LiOAc-SDS meetodil
(Looke et al., 2011). Kontroll-PCRIil kasutati pFA6a_check forw ja GCN2_check rev
praimereid vdi GCN2_check_forw ja pYM_check _rev praimereid (joonis 13; lisa 2).

Saadud fragment oli pFA6a_check forw ja GCN2_check rev praimereid kasutades 482
nukleotiidi pikk ning GCN2_check _forw ja pYM_check rev praimereid kasutades 863
nukleotiidi pikk. Uus tlvi nimetati TYSC514.

GCNZ _del forw pFA6Ga_check forw
GCNZ_check_forw
kanMX4
GCNZ2 _check_rev
b p— -« -«
pPYM _check_rev GCNZ2 _del rev

Joonis 13. Kaheetapilise PCR reaktsioonil kasutatud praimerite seondumiskohad Agcn2
mutandi kanMX4 markergeeni sisaldavas lookuses.
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2.2.2 Funktsionaalse HIS3 lookuse taastamine

HIS3 lookuse taastamiseks eraldati tlivest TYSC92 genoomne DNA LiOAc-SDS meetodil
ning HIS3 lookus amplifitseeriti kasutades HIS3_forw ja HIS3_rev praimereid (lisa 2). PCR-i
segu anallidsiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil ning saadud fragment oli pikkusega
1439 nukleotiidi, mis puhastati geelist Favorgen FavorPrep GEL/PCR Kitiga. Eraldatud
fragment transformeeriti pagaripdrmi tuvedesse kasutades LiOAc meetodit (tabel 2).
Transformandid  selekteeriti  SC-HIS  so6tmel, integratsiooni kontrolliks eraldati
transformantidest genoomne DNA kasutades LiOAc-SDS meetodit ning viidi ldbi PCR
kasutades HIS3 _check _forw ja HIS3_check rev praimereid (lisa 2).

Reaktsioonisegu analiisiti 0,8% agaroos-TBE geelelektroforeesil. Funktsionaalse HIS3 geeni
taastamisel oli amplifitseeritud fragment pikkusega 892 nukleotiidi. Uued tiived on toodud
tabelis 2.

Tabel 2. Funktsionaalse HIS3 taastamine

his34200 tavi HIS3 tuvi
TYSC309 TYSC538
TYSC514 TYSCS577
TYSC360 TYSC516
TYSCA488 TYSC531
TYSC532 TYSC599
TYSC561 TYSC567
TYSCS572 TYSC596

2.2.3 Tilk-kllv

Tilk-kilv meetodi puhul kulvati so6tmele tédpne arv eksponentsiaalses kasvufaasis olevaid
rakke. Selleks inokuleeriti pagariparmi tksikkoloonia SC-HIS vedels66tmesse ja kasvatati
30°C juures uledo. Seejarel mdddeti rakukultuuri tihedus ODgoonm juures. Kultuure lahjendati
nii, et 5 pl kultuuris oli 5000 rakku. Jargnevalt tehti neli lahjendust kus 5 pl sisaldus 2500
rakku, 500 rakku, 50 rakku ja 10 rakku. lgast lahjendusest kilvati 5 ul tilgana SC-HIS, SC-
TRP v6i SC-HIS+30mM 3AT stotmetele. Rakke kasvatati 30°C juures SC-HIS ja SC-TRP
s0otmetel 2 66pdeva, SC-HIS+30mM 3AT sootmel 3 60péeva. Tassid pildistati kasutades
digitaalkaamerat (Seiko Epson Photo PC 3100Z, 3,3 Mpix) ja pilte t66deldi programmiga
Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated). Katset korrati vahemalt 2 korda.
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2.2.4 Lutsiferaasidel pdhinev reportersiisteem

Lutsiferaasidel pdhineva reportersusteemi katse labiviimiseks transformeeriti funktsionaalse
HIS3 lookusega pagariparmi tivedesse plasmiid pVW31 (Steffen et al. 2008). Kahe
lutsiferaasi testi jaoks inokuleeriti (ksikkoloonia SC-URA-HIS selektiivséotmesse, mis
sisaldas 40mM leutsiini ning kasvatati (le6d 30°C juures. Uletd kasvanud rakukultuuri
lahjendati ning kasvatati eksponentsiaalse kasvufaasini. Rakullisaadi valmistamiseks kasutati
4 ml rakukultuuri, rakud koguti tsentrifuugimise teel Rotina 420R tsentrifuugis (3 min
3200rpm  4°C) (Swingout rotor Cat. No. 4723). 5ml rakukultuurile lisati 3AT-d
I6ppkonsentratsiooniga 40mM ning kasvatati 30°C juures 5 tundi, misjarel rakullsaadi
valmistamiseks eraldati 4 ml rakukultuuri. Rakud koguti tsentrifuugimise teel (3 min 3200rpm
4°C) Rotina 420R tsentrifuugis. Rakke pesti 900ul 1x PBS(14mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10mM
Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4) millele oli lisatud fenullmettdlsulfonidlfluoriidi (PMSF)
I6ppkonsentratsiooniga 1mM (PBS+PMSF). Rakkudele lisati 300l PBS+PMSF ja klaaskuule
(dm 0,2mm) ning ludsiti Precellys 24 (Bertin Technologies) homogenisaatoriga, kasutatades
parmirakkude lidsimise programmi (6000rpm 3x60 sekundit 60 sekundiliste vahedega).
Rakulusaati tsentrifuugiti lauatsentrifuugis (5 min 5000rpm 4°C). Supernatant viidi uude
1,5ml tuubi ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis (5 min 5000rpm 4°C). Supernatanti kasutati
lutsiferaaside aktiivsuste mddtmisteks. Firefly ja Renilla lutsiferaaside aktiivsuste médtmiseks
kasutati Dual Luciferase Assay System (Promega). Firefly lutsiferaasi aktiivsuse modtmiseks
lisati 5ul rakulusaadile 50ul LARII reagenti ning lutsiferaasi aktiivsus mdddeti kasutades
Tecan Infinite M200 Pro luminomeetrit. Renilla lutsiferaasi aktiivsuse mdotmiseks lisati
rakulusaadi ja LARII segule 50ul Stop&Glo reagenti ning lutsiferaasi aktiivsust moddeti
kasutades luminomeetrit.

Saadud andmete analtilisimiseks kasutati Microsoft Excel programmi. Tulemused esitati kujul
FLuc/RLuc ehk RLA-na. Katset korrati véhemalt 3 korda.

2.2.5 Miniprep RNA eraldamine pagariparmi rakkudest

5ml SC-URA-HIS+40mM LEU vedels66tmesse inokuleeriti pagariparmi tiksikkoloonia ning
kasvatati (ile66 30°C juures. Uledd kasvanud rakukultuurid lahjendati 50ml SC-URA-
HIS+40mM LEU s66tmesse ODgoonm=0,35ni ning kasvatati 30°C juures eksponentsiaalse
kasvufaasini. Eksponentsiaalse faasi rakkudele lisati 3AT-d l6ppkonsentratsiooniga 40mM.
RNA eraldamiseks kasutati 14ml eksponentsiaalse faasi rakukultuuri ning 3AT juuresolekul
kasvatatud rakukultuuri. Rakud eraldati tsentrifuugimisel (3 min 3200rpm 4°C) Rotina 420R
tsentrifuugis. Rakke pesti RNA puhvriga (50mM Tris(HCI) pH 7.4, 100mM NaCl, 10mM

EDTA) ning rakud kilmutati vedelas lammastikus ja sdilitati -85°C juures.
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RNA eraldamiseks sulatati rakud jaal ning rakkudele lisati 120l RNA puhvrit ja klaaskuule
(dm 0,2mm) ning rakud ludsiti fldsikalisel meetodil kasutades Vortex Genie Disruptor
taispooretel 3 minutit. Seejarel lisati 450l RNA puhvrit, mis sisaldas 1,3%SDSi ning 450ul
fenooli pH5,0. Rakke ludsiti kasutades Vortex Genie Disruptor taispooretel 3 minutit.
Lisaadid Klaariti tsentrifuugimisel (10 min 13 000rpm  4°C) lauatsentrifuugis. RNA
eraldamiseks viidi labi fenool-kloroformi t66tlus. RNA sadestamiseks lisati 0,1 mahtu 5M
NaCl lahust ja 2,5 mahtu 96% etanooli. RNA sadestati -85°C juures iiledo.

RNA tsentrifuugiti lauatsentrifuugis (10 min 13 000 rpm 4°C). Supernatant eraldati ning sadet
pesti 70% etanooliga. Sadet kuivatati 30°C juures 4 minutit. Sade resuspendeeriti 50l H,O-s.
RNA konsentratsiooni mdddeti NanoDrop2000-ga (Thermo Scientific).

2.2.6 DNaas I to6tlus

DNaas | tdotluse jaoks lahjendati RNA lahused 1ug/pl-ni. DNaasi to6tlus viidi labi
reaktsioonisegus I6ppmahuga 40ul, mis sisaldas 5pg RNAd, 1x DNaasi reaktsiooni puhvrit,
millele oli lisatud MgCl, (Thermo Fisher), 4U RNaasivaba DNaas | (Thermo Fisher) ning
0,8U Ribolocki (Thermo Fischer). Reaktsioonisegu inkubeeriti 37°C juures 30 minutit,
seejarel lisati reaktsiooni peatamiseks 4ul 25mM EDTA-d ning inkubeeriti 65°C juures 10
minutit. Reaktsioonisegu viidi jaéle ning lisati 110pl H,O-d ja 15pul 3M NaOAc. RNA
puhastamiseks lisati 1 maht fenoolkloroformi, segati vortexil ning tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis (5 min 13 000 rpm 4°C). Veefaas viidi uude tuubi ning lisati 2,5 mahtu 96%
etanooli. RNA sadestati -85°C juures (le66. Parast sadestamist tsentrifuugiti segu
lauatsentrifuugis (15 min 13 000 rpm 4°C). Sadet pesti 70% etanooliga ning kuivatati 30°C
juures 10 minutit. RNA lahustati 5,25ul H,0O-s.

2.2.7 CcDNA suntees ja kvantitatiivne reaalaja PCR

cDNA siinteesimise jaoks kasutati praimerite segu, kus igat praimerit oli 20pmol. Seejarel
segati kokku 1,5pg DNaas I-ga toddeldud RNA-d, praimerite segu ning H,O I6ppmahuga 8pl.
RNA denatureerimiseks inkubeeriti RNAd 65°C juures 5 minutit, mis seejarel jahutati jaal.
Reaktsioonisegu segati kokku 16ppmahus 20ul, mis sisaldas 1x puhvrit, 1mM dNTPd, 160U
revertaasi ning 5,2ul H,O-d, praimereid ning denatureeritud RNAd. Reaktsioonisegu
inkubeeriti 42°C juures 60 minutit. Reaktsioon seisati inkubeerides reaktsioonisegu 70°C
juures 10 minutit, misjarel reaktsioonisegu viidi jééle.

Kvantitatiivse poordtranskriptaasi PCR (QRT-PCR) viidi labi cDNA-dega, mida lahjendati 80
korda H,0O-s. Reaktsioon viidi l&bi I16ppmahus 10ul, mis sisaldas 4ul cDNA-d, 1x gPCRI

master mix-i (Thermo Scientific) ning UBC6, ARP6, FLuc vdi GCN4 spetsiifilisi reverse ja
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forward praimereid |6ppkonsentratsiooniga lpmol/ul (lisa 2). cDNA, DNaasi to6tluse
kontrollid ning H,O pipeteeriti 384 kaevuga plaadile (384 well plate, ABI compatible type,
Bioplastics BV). Kdiki proove analtisiti kolme paralleelina. PCR viidi labi kasutades ABI
Prism 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) masinat. Reaktsiooni
labiviimiseks kasutati jargnevat programmi: 95°C 15 min, seejarel 40 tsuklit: 95°C 15 sek ja
60°C 1 min.

Tulemuste analliusiks kasutati vordleva Ct meetodit (Schmittgen ja Livak, 2008) ning GCN4
ja FLuc ekspressioonitase normaliseeriti UBC6 ja ARP6 ekspressioonitasemete suhtes.
Saadud andmete analtitisimiseks kasutati Microsoft Excel programmi.

Katset viidi labi 1 kord kasutades iga tiive 3 paralleelse rakukultuuri cDNAsid.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Agcn2 mutandi histidiininalja tundlikkuse analtts tilk-kilv meetodil

Uldise aminohapete stressi vastusel on oluline roll transkriptsioonifaktor Gen4-l. GCN4
translatsiooni reguleerivad neli 5’ liiderjérjestuses asuvat uORFi. Aminohapete nalja korral
aktiveeritakse pagariparmis kinaas Gen2. Gen2 aktivatsiooniks on vajalik laadimata tRNAde
kuhjumine rakus (Ramirez et al. 1992). Gen2 aktivatsioonil fosforiileeritakse elF2a. Seetdttu
ei moodustu rakus piisavalt ternaarset kompleksi. Ternaarse kompleksi vahenenud
konsentratsiooni korral transleeritakse GCN4 mRNA (Grant et al., 1994).

Varasemalt on teada, et Agcn2 tuvi on tundlik aminohapete néljale, kuna elF2a-t ei
fosforlleerita ning seetdttu ei ekspresseeru aminohapete néljaga toimetulekuks vajalik valk
Gend (Hinnebusch ja Natarajan, 2002). Seepdrast kontrolliti konstrueeritud 4gcn2 tlve 3-
aminotriasooli (3AT) tundlikkust. 3AT-d kasutatakse histidiinindlja tekitamiseks: 3AT
inhibeerib rakus histidiini slinteesi (Natarajan et al. 2001). 3AT tundlikkuse uurimiseks on
vajalikud pagariparmi tiived, mis on histidiini prototroofid, kuna histidiininalg indutseeritakse
histidiini biostnteesi inhibeerimisega. Seepérast taastati koéikides uuritavates tuvedes
funktsionaalne HIS3 (tabel 2).

3AT tundlikkust kontrolliti tilk-kulvi meetodil. Selleks kasvatati rakke ledd 30°C SC-HIS
selektiivsodtmes. Vastavatest rakukultuuridest tehti lahjendused ning igast lahjendusest
kilvati  5ul  selektiivsootmele SC-HIS vdi  SC-HIS, millele oli lisatud 3AT
I6ppkonsentratsiooniga 30mM. Rakke kasvatati SC-HIS selektiivsdotmel vahemalt 2 66paeva
30°C juures, 3AT-d sisaldaval selektiivsdotmel kasvatati rakke 3 66péaeva 30°C juures (joonis
14).

SC-HIS SC-HIS + 30mM 3AT

Agcn2 B

Joonis 14. Metsiktiiibi (TYSC531) ja 4gcn2 deletsioonmutandi (TYSC577) 3AT tundlikkuse
analus tilk-kilv meetodil. Rakke kasvatati 2-3 60pédeva selektiivsootmetel SC-HIS vdi SC-
HIS, millele oli lisatud 3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 30mM.

Tilk-ktlv anallidsi tulemusel selgus, et nii metsikttdpi kui 4gen2 tived kasvavad SC-HIS
selektiivsodtmel. Lisaks leiti, et histidiini ndlja korral moodustuvad metsiktiubil kolooniad
sarnaselt SC-HIS sd6tmel kasvavatele rakkudele. Agcn2 rakud ei moodusta SC-HIS+30mM

3AT selektiivsootmel kolooniaid, kuna Agcn2 tuves ei toimu GCN4 translatsioon
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histidiininalja korral (joonis 14). Sellest jareldati, et konstrueeritud Agcn2 tlve fenotulp

vastab varem kirjeldatud fenottlbile (Hinnebusch ja Natarajan, 2002).

2.3.2 Ribosoomi subuhikutevahelise silla eB12, eB13 v0i eB14 mutantide histidiininalja
tundlikkuse anallus tilk-kilv meetodil

Antud t60 Uheks eesmargiks on leida, kuidas mdjutavad pagariparmi ribosoomi
sublhikutevahelised sillad eB12, eB13 ja eB14 rakkude vdimet tulla toime aminohapete
néljaga. Aminohapete néljaga toimetulekut uuriti tilk-ktlvi meetodil. Tilk-kulvi 1&biviimiseks
kasutati tlvesid, mille ribosoomidel oli puudu vastavalt eB12, eB13 vdi eBl14 sild.

Kontrolliks kasutati metsiktulpi ja Agcn2 tive.

Ribosoomi subtihikutevahelise silla eB13 moodustumises osaleb valk eL24, mis ei ole eluks
hadavajalik. Seetbttu on vOimalik mdlema eL24 kodeeriva geeni RPL24A ning RPL24B
deletsioon. Kd&esolevas t60s on kasutatud AelL24 tive, millesse transformeeriti pRS314,
PRS314-eL24(145 vOi pRS314-eL24 plasmiidid. Saadud transformante nimetati vastavalt
AelL24, AeBl3 ja AelL24+el24. Plasmiidi pRS314 selektsiooniks kasutati TRP1
selektsioonimarkerit. Tuves A4eB13 ekspresseeritakse eL24 aminohapped 1-65 plasmiidilt
pRS314-eL24(145y ning tuves AeL24+elL24 ekspresseerub plasmiidilt pRS314-eL24
metsiktilpi valk eL24 Kuna SC-HIS s6étmel plasmiidi selektsioon puudub, kilvati rakud ka
SC-TRP selektiivsootmele (lisa 4). SC-TRP selektiivsodtmel kasvab Agcn2 tivi metsiktilbist
oluliselt aeglasemalt (Zaborske et al., 2010), seetbttu viidi edasised katsed labi SC-HIS
sootmeid kasutades.

Tilk-ktlv analidsi labiviimiseks kilvati 5ul Gle6d kasvanud lahjendatud rakke SC-HIS, SC-
TRP v0i SC-HIS selektiivsodtmele, millele oli lisatud 3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 30mM,.
Rakke inkubeeriti 30°C juures SC-HIS ja SC-TRP selektiivsdotmetel 2 66péeva ning SC-HIS

so6tmel, kuhu oli lisatud 3AT-d, 3 66pdeva (joonis 15).

Tuved, millel puudub eB12, eB13 vdi eB14 subuhikutevaheline sild, ei ole histidiininaljale
tundlikud, kuna rakud kasvavad 3AT-d sisaldaval s66tmel sarnaselt metsiktidpi rakkudega
(joonis 15). Antud tulemustest vdib jareldada, et silla eB12, eB13 vdi eB14 puudumine ei

mdjuta GCN4 translatsiooni aminohapete nélja korral.
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SC-HIS+30mM 3AT

AN -

WT
Agcn2
AeB12
AeB13

AeB14

Joonis 15. Ribosoomi sublhikutevaheliste sildade mutantide A4eB12(TYSC516),
AeB13(TYSC531) vbi 4eBl14(TYSC599) histidiininalja tundlikkuse anallis tilk-kilv
meetodil. Rakke kasvatati 2-3 60pdeva selektiivséotmetel SC-HIS vdi SC-HIS, millele oli
lisatud 3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 30mM.

2.3.3 Valgu eL.24 mutantide histidiininélja tundlikkuse analtius tilk-kilv meetodil
Tilk-kilv analiisi tulemused nditasid, et tivi, milles puudub sild eB13, ei ole histidiininaljale
tundlik. Antud tlves oli aga plasmiidilt ekspresseeritud eL24 N-terminaalne globullaarne
domeen. Uurimaks eL24 mdju aminohapete naljaga toimetulekuks viidi labi tilk-kulv analliis
kolme erineva tiivega: 4eL.24, 4eB13 ning 4eL24+eL24. Kontrollina kasutati metsiktuipi ning
Agen2 tive. Tilk-kulv analiidsi l&biviimiseks kulvati rakud SC-HIS, SC-TRP vdi SC-
HIS+30mM 3AT selektiivsédtmetele (joonis 16). Rakkude kasv SC-TRP sé6tmel on toodud
lisas 4.

SC-HIS+30mM 3AT

WT
Agcn2
Ael24
AeB13

Ael24+el24

Joonis 16. Valgu eL24 mutantide AelL24(TYSC531+pRS314), A4eB13(TYSC531+
PRS314+eL241.65)) ning delL24+elL.24(TYSC531+ pRS314+elL24) histidiinindlja tundlikkuse
anallius tilk-kilv meetodil. Rakke kasvatati 2-3 60péeva selektiivsoétmetel SC-HIS vdi SC-
HIS, millele oli lisatud 3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 30mM.
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Tuvi 4eL24 on tundlik histidiinindljale, kuna SC-HIS+30mM 3AT selektiivsootmel on
rakkude kasv oluliselt aeglasem vdrreldes rakkude kasvuga SC-HIS s66tmel (joonis 16).
Seeparast vOib oletada, et eL24 N-globullaarne domeen on oluline GCN4 ekspressiooniks

aminohapete nalja korral.

2.3.4 Ribosoomi subihikutevaheliste sildade eB12 ja eBl14 mutandi histidiininalja
tundlikkuse analtius tilk-kilv meetodil

Tilk-kalv analtiusi tulemustel leiti, et eB12, eB13 vdi eB14 silla puudumine ei mojuta rakkude
3AT tundlikkust. Seepdrast uuriti, kuidas mojutab kahe silla puudumine rakkude
histidiininalja tundlikkust. Histidiininélja tundlikkust uuriti tilk-kilvi meetodi abil. Tilk-kilv
analutsi labiviimiseks kasutati 4eB12, deB14, AeB124eB14, metsiktlibi ning Agcn2 rakke.
Rakud kulvati SC-HIS voi SC-HIS+30mM 3AT selektiivsodtmetele (joonis 17).

SC-HIS+30mM 3AT

WT
Agcn2
AeB12

AeB14

AeB12AB14

Joonis 17. Ribosoomi subiihikutevaheliste sildade mutandi AdeBil24eB14 (TYSC572)
histidiinindlja tundlikkuse analiiiis tilk-killv meetodil. Rakke kasvatati 2-3 60péeva
selektiivsodtmetel SC-HIS voi SC-HIS, millele oli lisatud 3AT-d IGppkonsentratsiooniga
30mM.

Ribosoomi sillamutant AeBi124eB14 moodustab SC-HIS+30mM 3AT sd6tmel kolooniaid
sarnaselt SC-HIS so6tmele (joonis 17). Seega ei ole tivi AdeBi124eB14 histidiinindljale
tundlik. Antud tlvi on aeglase kasvu fenotitbiga, kuid see ei ole pdhjustatud histidiini néljast.
Antud tulemustest vOib jareldada, et rakkudes, milles puuduvad sillad eB12 ja eBl14

ekspresseerub aminohapete nalja korral GCN4 sarnaselt metsiktubile.
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2.3.5 Valgu eL24 ja ribosoomi subihikutevahelise silla eB14 mutandi histidiininélja
tundlikkuse analtius tilk-kilv meetodil

Antud t60s leiti, et silla eB12, eB13 vdi eB14 puudumine ei mojuta rakkude histidiininalja
tundlikkust. Samas, 4elL24 tivi on tundlik histidiininaljale. SeetGttu uuriti, kas tivi, millel
puuduvad eL24 ning eB14 vdi sillad eB13 ja eB14 on histidiinindljale tundlikumad Kui
mutandid, millel puudub eB12, eB13 vdi eB14 sild. Tilk-kilv analtisi labiviimiseks kasutati
tlvesid 4eB13, deBl14, AelL244eB14, AeB134eB14. Kontrollina kasutati metsiktlipi ning
Agen? tive. Rakud kilvati SC-HIS vdi SC-HIS+30mM 3AT selektiivsdotmetele (joonis 18).

Kasv SC-TRP sootmel on toodud lisas 4.

SC-HIS SC-HIS + 30mM 3AT

WT

N

Agcn2
AeB13
AeB14
Ael24/eB14

AeB13AeBi14

Joonis 18. Valgu eL24 ja ribosoomisilla eB14 mutantide deL244eB14(TYSC567+pRS314) ja
AeB134eB14(TYSC567+pRS314+eL24(1.65)) histidiininalja tundlikkuse analtius tilk-kilv
meetodil. Rakke kasvatati 2-3 60pédeva selektiivsootmetel SC-HIS ja SC-HIS, millele oli
lisatud 3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 30mM.

Tilk-kdlv analliisi tulemusena leiti, et rakud, millel puudub valk eL24 on histidiininaljale
tundlikud (joonis 18, Adel244eB14). Samas ei ole histidiinindljale tundlik tavi, millel on
puudu ribosoomi subihikutevahelised sillad eB13 ja eB14 (joonis 18, deB134eB14). Antud
tulemustest voib jéreldada, et GCN4 ekspressiooniks aminohapete nélja korral on oluline
eL.24 N-terminaalne globullaarne domeen. Seetdttu kasutati edaspidiste eksperimentide
labiviimisel tivesid AelL24, AeB13, Ael24+elL24, AeBl14, Ael244eBl14, AeBl134eB14, WT

ning Agcen2.

2.3.6 Renilla ja Firefly lutsiferaaside reportersisteem
Tilk-kulv analtdsi tulemuste Kkinnitamiseks on vOimalik kasutada kahe lutsiferaasi
reportersiisteemi. Antud reportersiisteem pVW31 koosneb konstitutiivselt ekspresseeritavast

Renilla lutsiferaasist ning Firefly lutsiferaasist, mille ette on viidud GCN4 promootor ning 5’
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liiderjarjestus (lisa 5) (Steffen et al. 2008). Ké&esoleva reportersiusteemi abil on véimalik
moota Firefly ja Renilla lutsiferaaside aktiivsuseid. Kuna Firefly lutsiferaasi ekspressioon on
reguleeritud GCN4 promootori ning 5’ liiderjérjestuse poolt, ekspresseerub Firefly lutsiferaas
sarnaselt GCN4-le. Antud reportersusteemi abil on lihtne uurida, kas histidiininéljale tundliku
tive fenotlilp on pBhjustatud vahenenud Gcn4 ekspressioonitasemest. Tilk-kilvi tulemusel
leiti, et tivi Agen2 3AT-d sisaldaval so6tmel kolooniaid ei moodustanud: Agcen?2 tlvi on
tundlik 3AT-le kuna antud tuves ei toimu elF2a fosforllatsiooni. Seepdrast ei ekspresseerita

stressitingimustes GCN4 ning rakud ei suuda aminohapete stressiga kohaneda.

Kahe lutsiferaasi reportersiisteemi katse jaoks kasvatati tived WT ning 4gcn2, millesse oli
varem transformatsiooni kaigus viidud pVW31 plasmiid, tle66 30°C juures SC-URA-HIS
so6tmes, millesse oli lisatud leutsiini 18ppkonsentratsiooniga 40mM. Leutsiini liig s66tmes
surub maha dldist aminohapete stressivastust ning seeldbi muudab rakud 3AT-le
tundlikkumaks (Lee et al., 2007). Rakullsaatide valmistamiseks kasutati 4ml
eksponentsiaalses kasvufaasis olevaid rakke. Histisiinindlja indutseerimiseks lisati rakkudele
3AT-d I6ppkonsentratsiooniga 40mM ning rakke kasvatati 30°C juures 5 tundi. Pérast
histidiinindlja indutseerimist eraldati 4 ml rakukultuuri rakulisaadi valmistamiseks.
Rakulusaatidest mdddeti Firefly (FLuc) ja Renilla (RLuc) aktiivsused. Tulemused esitati kujul
FLuc/RLuc ehk RLA-na (ingl. k relative luciferase activities) (joonis 18).

Enne 3AT lisamist rakukultuurile on RLA vaartus WT puhul on keskmiselt 4,3+2,059x10°,
Parast 3AT lisamist on RLA keskmiselt 15,5+6,74x10°°. Seega tduseb 3AT lisamisel reporteri
aktiivsus rakkudes umbes 3 korda. Samas, Agcn?2 tives sellist muutust ei toimu: nii enne 3AT
lisamist kui parast 3AT lisamist on reporteri ekspressioon vorreldes WT ekspressiooniga véga
madal. Antud tulemus on korrellatsioonis varem avaldatud tulemustega, kus naidati, et Agcn2

tives ei ekspresseerita aminohapete nélja korral GCN4 (Hinnebusch ja Natarajan, 2002).
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Joonis 19. Lutsiferaasidel pGhineva reporteri analliis metsiktiiibi ja Agen2 rakkudes. Sinised
tulbad tahistavad FLuc/RLuc vééartusi enne 3AT lisamist, oranzid tulbad tdhistavad
FLuc/RLuc véartusi parast inkubeerimist 40mM 3AT-ga. Rakke kasvatati SC-URA-HIS
s0otmes, millele oli lisatud leutsiini Idppkonsentratsiooniga 40mM. Tulemused on toodud
RLAnNa, n téhistab vdikseimat analtitsitud rakukultuuride arvu.

Saadud tulemustest vdib jareldada, et FLuc ja RLuc lutsiferaasidel pdhinev reportersiisteem
tootab ning seda saab kasutada jargnevates Kkatsetes, et uurida, kas del24 tuve tundlikkus
aminohapete ndljale on pohjustatud vahenenud GCN4 translatsioonitasemest.

2.3.7 Lutsiferaaside reporteri aktiivsuse analliis eL24 mutantides

Tilk-kdlv analtlsi tulemused naitasid, et tuvi, milles puudub valk eL24, on tundlik
histidiininaljale. Tuvi 4eL24 oli vorreldes metsiktiubiga SC-HIS+30mM 3AT s66tmel
oluliselt aeglasema kasvuga. Seetbttu pustitati hiipotees, et antud fenotlip on seotud GCN4
translatsiooni regulatsiooniga. Antud hipoteesi kinnitamiseks viidi l&bi katse lutsiferaasidel

pdhineva reportersusteemiga.

Lutsiferaasidel pdhineva reportersiisteemi katse jaoks kasutati reporterplasmiidi sisaldavaid
tivesid WT, Agcn2, Ael24, AeB13 ning AdelL24+el.24. RakulUsaat valmistati nagu eelnevalt
Kirjeldatud. Rakullsaatidest mdddeti FLuc ja RLuc aktiivsused. Tulemused esitati RLA-na
(joonis 20).
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Joonis 20. Lutsiferaaside reporteri analiitis eL24 mutantides. Sinised tulbad t&histavad
FLuc/RLuc vaartusi enne 3AT lisamist, oranzid tulbad tdhistavad FLuc/RLuc véirtusi pérast
inkubeerimist 40mM 3AT-ga. Rakke kasvatati SC-URA-HIS so6tmes, millesse oli lisatud
leutsiini I8ppkonsentratsiooniga 40mM. Tulemused on toodud RLAnNa, n tahistab vaikseimat
analudsitud rakukultuuride arvu.

Eksponentsiaalse kasvufaasi rakukultuuride del24, AeB13 ja AeL24+el.24 RLA vaartused on
sarnased metsiktlubile (joonis 20). Parast 3AT lisamist on delL24 tive RLA sarnane 3AT
juuresolekul kasvatatud metsiktibile (joonis 20). Sellest vGib jareldada, et Adel24 tlives
toimub GCN4 ekspressioon sarnaselt metsiktiibile ning tundlikkus 3AT-le ei ole pdhjustatud

vahenenud GCN4 ekspressioonist.

Tuvedes 4eB13 ja AelL24+eL.24 on enne 3AT lisamist RLA véartus sarnane metsiktiibi RLA
vadrtusega. Pérast histidiininalja indutseerimist on tlivede AeBl3 ja AelL24+elL.24 RLA
vorreldes indutseerimata rakkudega tdusnud. AdeB13 tlves on induktsioon keskmiselt 5-
kordne ning AdelL24+elL24 tuves on induktsioon keskmiselt 10-kordne (joonis 20). VVorreldes
metsiktliibi RLA-ga on 4eB13 tlives RLA vaartus 3AT lisamise jarel 2,5 korda kdrgem ning
Ael24+el.24 tives 2,6 korda kdrgem. Kuna antud reportersusteemis ekspresseerub FLuc
sarnaselt GCN4-le vdib kéesolevatest tulemustest jareldada, et 4eB13 ja AeL24+el24 tlivedes

GCN4 ekspressioonitase kdrgem kui metsikttupi rakkudes.
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2.3.8 Lutsiferaaside reporteri aktiivsuse anallits valgu eL.24 mutandi ja ribosoomi eB14
sillamutandis

Tilk-kilvi katsete tulemused néitasid, et tivi, milles puudub eL24 valk ning ribosomaalne sild
eB14, on tundlik histidiininéljale (joonis 18). SeetGttu pistitati hiipotees, et eL24 on oluline
GCN4 ekspressioonil ning rakkudes, milles puudub eL24 on GCN4 ekspressioonitase
madalam kui metsiktlupi rakkudes. Lutsiferaasidel pdhinevat reportersiisteemi kasutades leiti,
et delL24 tives on aminohapete nélja korral GCN4 ekspressioon sarnane metsiktlipi
rakkudega. Seeparast uuriti, kas GCN4 ekspressioon on metsiktulbile sarnane ka tlves, kus
puuduvad nii eL24 kui eB14.

Lusiferaasidel pdhineva reportersiusteemi katse jaoks kasutati reporterplasmiidi sisaldavad
tivesid WT, Agcn2, AeB13, AeB14, AelL244eB14 ning AeB134eB14. Rakullsaadid valmistati
nagu eelnevalt kirjeldatud. Rakullsaatidest mdddeti FLuc ja RLuc aktiivsused. Tulemused
esitati RLA-na (joonis 21).
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Joonis 21. Lutsiferaaside reporteri analiis valgu eL24 ja ribosoomisilla eB14 mutandis.
Sinised tulbad tahistavad FLuc/RLuc vaartusi eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes, oranzid
tulbad tahistavad FLuc/RLuc véartusi pérast inkubeerimist 40mM 3AT-ga. Rakke kasvatati
SC-URA-HIS st6tmes, kuhu oli lisatud leutsiini 1dppkonsentratsiooniga 40mM. Tulemused
on toodud RLAnNa, n tahistab véikseimat analudsitud rakukultuuride arvu.

Enne 3AT lisamist olid tivede AeB13, AeB14 ning AeBl134eB14 RLA véartused sarnased
metsiktiibi RLAIle (joonis 21). AelL244eB14 rakulisaadi RLA oli aga metsiktuibi RLA
vadrtusest madalam 2,8 korda (joonis 21). del.244eB14 rakuliisaadi RLA oli vorreldes 4gcn2
RLA vdéartusega 1,8 korda kdrgem (joonis 21). Kuigi AdelL244eB14 on aelgase kasvu
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fenotulibiga, siis antud RLA vaartus ei saa olla pdhjustatud kasvufenotiiibi poolt, kuna kdik

rakukultuurid kasvatati eksponentsiaalse kasvufaasini.

Parast 3AT lisamist oli tive deB13 RLA vaartus metsiktiibi RLA vaartusest kdrgem 2,5
korda (joonis 21). Antud tulemusest v@ib jareldada, et GCN4 ekspressioonitase on
histidiininélja korral deB13 tlives kdrgem kui metsiktuibis. Histidiinindlja indutseerimise
jarel on RLA véértused tlivedes AdeBi4 ning AdeBl34eBl4 sarnased metsiktliibi RLA-Ie,
millest vdib jareldada, et antud tlivedes on GCN4 ekspressioonitase histidiininalja korral

sarnane GCN4 ekspressioonitasemele metsiktibis.

Tuve AeL244eB14 RLA véartus on pérast hisitidiinindlja indutseerimist madalam kui
metsiktilbis. RLA véartus delL.244eB14 tiives pérast 3AT lisamist on 2,2 korda madalam kui
metsiktiibi keskmine RLA (joonis 21). Seega on GCN4 ekspressioon tiives delL.244eB14 2
korda madalam kui metsiktlibis. Antud tulemus korrelleerub ka tilk-kulvi analtisil saadud
tulemusega: tivi delL244eBi14 on tundlik histidiininéljale. Antud tundlikkus voib olla
pdhjustatud vahenenud GCN4 ekspressioonist, mille tdttu ei toimu rakkudes stressivastuseks

vajalike geenide ekspressiooni.

2.3.9 mRNA taseme kontroll gRT-PCR meetodil

Lutsiferaasidel pdhinevat reportersiisteemi kasutades leiti, et delL.244eB14 tlives on reporteri
aktiivsus 2 korda madalam kui metsiktutbis. Analtitisimaks, kas reporteri aktiivsuse erinevus
metsiktidbist on tingitud madalamast transkriptsioonitasemest vO0i madalamast mRNA

translatsioonitasemest, viidi 1abi gRT-PCR, mille abil on v6imalik md6ta mRNA taset.

gRT-PCRI l&biviimiseks kasvatati tived Adel24, Ael.24+el.24, Ael.244eB14, WT ning Agcn2
eksponentsiaalse kasvufaasini. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudele lisati 3AT-d
I6ppkonsentratsiooniga  40mM ning kasvatati 30°C juures 5 tundi. RNA eraldati
eksponentsiaalses kasvufaasis olevatest ning 3AT juuresolekul kasvanud rakkudest. RNAle
viidi 18bi DNaas | t66tlus ning sunteesiti cDNA. gRT-PCRi kontrollidena kasutati
koduhoidjageene UBC6 ning ARP6. Reporteri mRNA taseme mdodtmiseks kasutati FLuc
spetsiifilisi praimereid ning tsitoplasmas oleva GCN4 mRNA taseme mdotmiseks kasutati
GCN4 spetsiifilisi praimereid. FLuc spetsiifiliste praimerite abil on voimalik mdota reporteri
FLuc mRNA taset ning GCN4 spetsiifiliste praimerite abil genoomist transkribeeritavat

GCN4 mRNA taset. Tulemused esitati normaliseerituna metsiktiibi suhtes (joonis 22).
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Joonis 22. FLuc mRNA taseme analuilis qRT-PCR meetodil. Tulemused on normaliseeritud
metsiktiibi suhtes. Sinised tulbad téhistavad mRNA tasemeid enne aminohapetenélja
indutseerimist 3AT lisamisega, oranzid tulbad tdhistavad mMRNA tasemeid pérast
aminohapetenélja industseerimist 3AT lisamisega.

gRT-PCR analudsi tulemusel leiti, et metsiktlibis tduseb mRNA tase histidiini nélja
indutseerimisel 3AT lisamisega 1,2 korda (joonis 22). Lisaks leiti, et tlives 4gcn2 on FLuc
MRNA tase eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes 35% madalam kui metsiktltbis ning pérast
histisiinindlja indutseerimist 80% madalam kui metsiktiubis (joonis 22). Tulves 4elL24 on
FLuc mRNA tase enne aminohapete nélja indutseerimist sarnane metsikttibile kuid pérast
3AT lisamist on tuves AelL24 FLuc mRNA tase 20% madalam (joonis 22). Tilves
Ael.24+el.24 FLuc mRNA tase enne ning parast histidiininalja indutseerimist 3AT lisamisega

ei muutu (joonis 22).

Tuves del.244eB14 on FLuc mRNA tase eksponetsiaalse kasvufaasi rakkudes 60% madalam
kui metsiktlubis. Parast 3AT lisamist tduseb FLuc mRNA tase tlives del.244eB14, kuid jaab
madalamale kui metsiktulbi tase (joonis 22). Antud tulemustest voib jareldada, et reporteri

madal aktiivsus histidiininalja korral ei ole pdhjustatud madalast MRNA tasemest.

Kahe lutsiferaasi reportersiisteem ekspresseerub sarnaselt GCN4-le, kuna Firefly lutsiferaasi
ekspressioon on reguleeritud GCN4 5’ liiderjérjestuse ning promootori poolt. Kontrollimaks,
kas tlvedes Ael24, Ael24+el24, Ael.244eB14, ning Agcn2 on GCN4 mRNA tasemed

sarnased metsiktiibi mRNA tasemega, viidi l&bi gRT-PCR analliis nagu eelnevalt
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kirjeldatud. GCN4 mRNA taseme mddtmiseks kasutati praimereid GCN4 _forw ning

GCN4_rev. Tulemused esitati normaliseerituna metsiktutbi suhtes (joonis 23).
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Joonis 23. GCN4 mRNA taseme analliiis qRT-PCR meetodil. Tulemused on normaliseeritud
metsiktlilbi suhtes. Sinised tulbad téhistavad mMRNA tasemeid enne aminohapetenélja
indutseerimist 3AT lisamisega, oranzid tulbad tdhistavad mRNA tasemeid pérast
aminohapetenélja industseerimist 3AT lisamisega.

gRT-PCR analtusi tulemusel leiti, et metsiktlibis tduseb GCN4 mRNA tase histidiininalja
indutseerimisel 1,6 korda (joonis 23). Lisaks leiti, et tiives 4gcn2 on GCN4 mRNA tase
eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes sarnane metsiktlibiga (joonis 23). Histidiininalja

indutseerimisel langeb GCN4 mRNA tase tlives 4gcn2 4 korda (joonis 23).

Tuves 4delL24 on GCN4 mRNA tase eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes kdrgem Kkui
metsiktiibis. Aminohapete nalja indutseerimise korral GCN4 mRNA tase erinevalt
metsiktlubist margatavalt del.24 tiives ei tduse. Tives AdelL24+elL.24 on GCN4 mRNA tase
enne ning pérast 3AT lisamist vOrreldes metsiktiibiga 15% madalam (joonis 23). Antud
tulemusest vdib jareldada, et tlves del.24+el.24 toimub GCN4 transkriptsiooni regulatsioon
sarnaselt metsiktlibiga.

Tuves delL244eB14 tduseb on GCN4 transkriptsioonitase histidiinindlja indutseerimisel tase
2,7 korda (joonis 23). Antud tulemustest vOib jareldada, et tive delL244eB14 3AT-tundlikkus

ei ole pdhjustatud madalast GCN4 mRNA tasemest histidiininélja korral.
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Reporteri FLuc ning GCN4 transkriptsioonitaseme vordlemisel voib jareldada, et FLuc ning
GCN4 transkriptsiooni regulatsioon histidiinindlja korral on sarnane metsiktuibis, 4gcn2,
AelL24 ning AelL244eB14 tivedes. Tlves Adel.24+elL24 on FLuc ja GCN4 transkriptsiooni
regulatsioon histidiininalja korral erinev: GCN4 transkriptsiooni regulatsioon on sarnane

metsiktidbile, reporteri regulatsioon Adel24-le (joonis 22; joonis 23).
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2.4 Arutelu

Antud t60 on Uheks osaks suuremast projektist, mille eesmérgiks on selgitada ribosoomi
eukaruoodispetsiifiliste subthikutevaheliste sildade eB12, eB13 ning eB14 tahtsust ribosoomi
funktsioneerimisel ning ribosoomi sildade kooperatiivsust. Kéaesoleva t66 kaigus uuriti
sublhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ning eB14 olulisust aminohapete néljaga

toimetulekul ning funktsiooni reinitsiatsioonil UORFe sisaldaval mRNAI.

Reinitsiatsiooni uurimiseks UuORFe sisaldavalt mRNAIt on kasutusel kaks erinevat
reportersiisteemi: GCN4-lacZ ning GCN4-FLuc. GCN4-lacZ reporter koosneb GAL1,10
promootorist, GCN4 5° liiderjarjestusest ning LacZ geenist. Erinevalt GCN4-FLuc
reportersiisteemist ei soltu GCN4-lacZ reportersiisteemi transkriptsioonitase rakkudes
aminohapete néljast, kuna GCN4-lacZ transkriptsioon sdltub galaktoosi olemasolust. Seet6ttu
on GCN4-lacZ reporteri mRNA tase rakkudes pidevalt kdrge. GCN4-lacZ reportersusteemi
normaliseerimiseks kasutatakse totaalse valgu mddtmist rakuliisaadist. Seetdttu on antud
meetod ajakulukam. Lisaks on B-galaktosidaasi pooleluiga kdrgem kui lutsiferaasi pooleluiga,
mistottu on raskem uurida induktsioonist p&hjustatud reporteri aktiivsuse tdusu (McNabb et
al., 2005).

Antud t60s kasutatud GCN4-FLuc reporter koosneb konstitutiivselt ekspresseeritavast Renilla
lutsiferaasist ning GCN4 promootori ning 5’ liiderjarjestuse jérel asuvast Firefly lutsiferaasist.
GCN4-FLuc reportersusteemi FLuc mRNA taseme kontroll toimib sarnaselt genoomis oleva
GCN4 transkriptsiooniga, kuna FLuc transkriptsioon on reguleeritud GCN4 promootori poolt.
Lutsiferaasidel pohinev reportersiisteemi analliiis kiirem, kuna koheselt on vdimalik mddta
molema lutsiferaasi aktiivsusi. Lisaks on GCN4-FLuc reportersisteemi abil vOimalik
tdpsemalt uurida induktsioonist pdhjustatud geeniregulatsiooni (McNabb et al., 2005).
Lutsiferaasidel pdhineva reportersisteemi abil on véimalik uurida GCN4 ekspressioonitaset,
kuna FLuc ekspresseerub sarnaselt GCN4-le.

Uurimistod esimeses etapis konstrueeriti Agcn2 tuvi. Varasemalt on teada, et 4gcn2 tivi on
tundlik aminohapete néljale, kuna antud tives ei ekspresseerita GCN4 (Hinnebusch ja
Natarajan, 2002). Konstrueeritud Agcn2 tive histidiinindlja tundlikkuse analtitsimiseks
indutseeriti histidiinindlg 3AT-ga, mis on imidasoolglitseroolfosfaadi dehidrataasi (His3)
antimetaboliit. Aminohapete nélja tundlikkuse analutsimisel leiti, et Agcn2 on tundlik
histidiininaljale. Metsiktlupi rakud ei olnud histidiininéljale tundlikud kuna moodustasid

3AT-d sisaldaval s6otmel kolooniaid sarnaselt SC-HIS sd6tmele (joonis 14). Seega
42



korrelleerusid histidiininalja tundlikkuse analtlsil saadud tulemused varem Kirjeldatud

metsiktidbi ja 4gcn2 fenotliibiga (Hinnebusch ja Natarajan, 2002).

Tilk-kdlv analtisi tulemuste kinnitamiseks kasutati antud t66s lutsiferaasidel p&hinevat
reportersiisteemi. Lutsiferaasidel pdhineva reportersiisteemi abil leiti, et histidiininélja
indutseerimisel 3AT lisamisega ei tbuse Agcn2 tuves reporteri ekspressioon (joonis 19).
Antud tulemus korrelleerub histidiinindlja tundlikkuse analiilisi ning kirjanduses toodud
tulemustega (Yang et al., 2000; Rolfes ja Hinnebusch, 1993). Selgitamaks, kas tlive 4gcn2
reporteri madal ekspressioon on pohjustatud madalast mMRNA tasemest, viidi 1abi gqRT-PCR
anallius. qRT-PCRIi tulemusel leiti, et nii reporteri kui genoomse GCN4 mRNA tase tuves
Agen2 on madalam kui metsiktiubis. Varasemalt on néidatud, et histidiininélja
indutseerimisel tbuseb tives 4gcn2 GNC4 transkriptsioonitase (Hinnebusch, 1985). Candida
albicansis néidati, et histidiinindlja indutseerimisel tduseb GCN4 transkriptsioonitase tives
Agen2 kuni 15 korda. Samas on néidatud, et C. albicansis on GCN4 ekspressiooni
regulatsioonil oluliselt suurem roll mMRNA taseme regulatsioonil (Sundaram ja Grant, 2014).

Seega on antud t66 tulemused vastuolus varem avaldatud tulemustega.

Metsiktliubi rakkudes tousis reporteri aktiivsus histidiininalja indutseerimisel keskmiselt 3
korda. Varasemates toodes on GCN4 ekspressioonitaseme méaramiseks kasutatud GCN4-lacZ
reporterit. GCN4-lacZ reporterit kasutades on 3AT lisamiselt reporteri aktiivsus tdusnud 14
korda (Rolfes ja Hinnebusch, 1993). Kuigi kahe lutsiferaasi reportersiisteem on GCN4-lacZ
reportersiisteemist tundlikum, on antud t66s reporteri aktiivsus metsiktiubis 4,7 korda
madalam kui GCN4-lacZ reporteri aktiivsus. Antud erinevus vOib tuleneda promootorite
erinevusest: GCN4-lacZ reportersiisteemi mRNA transkriptsioon on reguleeritud GAL1,10
promootori poolt, lutsiferaasidel pdhineva reportersusteemi MRNA transkriptsioon on
reguleeritud GCN4 promootori poolt (Mueller ja Hinnebusch, 1986; Steffen et al., 2008).

Selgitamaks, kas metsikttlbi rakkude reporteri madal aktiivsus vorreldes varasemate
tulemustega on pdhjustatud madalamast MRNA tasemest, viidi 1&bi gRT-PCRi analtils. gRT-
PCRi tulemusel leiti, et reportersisteemi mRNA tase tduseb metsiktiiubis histidiininélja
korral 1,2 korda ning GCN4 mRNA tase 1,6 korda. Histidiinindlja indutseerimisel ei tduse
reporteri transkriptsioon sarnaselt GCN4 transkriptsioonile, kuna reporterplasmiid on korge
koopiaarvuga plasmiid. Albrecht et al. leidsid, et plasmiidilt ekspresseeruva GCN4 mRNA
tase tduseb metsiktlubis histidiini nélja indutseerimisel 6 tunni jooksul 2 korda. Lisaks leiti,

et GCN4-lacZ mRNA tase tdusis histidiinindlja korral 6 tunni jooksul 10 korda (Albrecht et
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al., 1998). Natarajan et al. nditasid, et histidiinindlja indutseerimisel 1 tunni jooksul GCN4
transkriptsioonitase ei tduse, histidiininélja indutseerimisel 2 tunni jooksul tduseb aga GCN4
MRNA tase 2 korda. Seega korrelleeruvad antud t66 tulemused osaliselt varem avaldatud
tulemustega, kuna GCN4 ja reporteri transkriptsiooni taseme tdus histidiinindlja korral on

vOrreldes varem avaldatud tulemustega madalam.

Valk eL24, mis osaleb eB13 ning B6 sildade moodustumises, et ole eluks hadavajalik valk
(Ben-Shem et al., 2011; Steffen et al., 2012). Seet6ttu on véimalik uurida deL24 mutandi
3AT-tundlikkust. 3AT-tundlikkuse analttsimisel leiti, et tivi 4eL24 on aminohapete naljale
tundlik (joonis 16). Lisaks on nalja indutseerimisel 3AT-ga 4deL24 reporteri aktiivsus sarnane
metsiktulbiga (joonis 20). Valgu eL24 N-terminaalne domeen moodustab kaks kontakti ka
konserveerunud subuhikutevahelises sillas B6 (Ben-Shem et al., 2011). Seega vdib Adel24
histidiininalja tundlikkus olla pdhjustatud ka silla B6 puudumisest. Antud tulemuste pdhjal
vOib jareldada, et histidiini néljaga toimetulekuks on vajalik eL24 N-terminaalne domeen ning
tive Ael24 histidiininélja tundlikkus ei ole pdhjustatud vahenenud GCN4 ekspressioonist.
MRNA tasemete pdhjal vdib jareldada, et tlves AdeL24 toimub GCN4 ekspressiooni
regulatsioon translatsiooni tasemel: reporteri aktiivsus histidiinindlja korral oli sarnane

metsiktulbile kuigi mMRNA tase tiives 4elL24 on madalam kui metsiktudbis.

Histidiininalja tundlikkuse analtdsil leiti, et tivi deL24+eL.24 moodustab 3AT-d sisaldaval
sodtmel kolooniaid sarnaselt metsiktlibiga (joonis 15). Reporteri aktiivsuse analutsimisel
leiti, et histidiinindlja korral on reporteri aktiivsus Adel24+elL24 tuves korgem kui
metsiktidbis (joonis 20). mMRNA tasemete uurimisel leiti, et tlives deL24+elL.24 toimub GCN4
MRNA taseme regulatsioon sarnaselt metsiktitbile (joonis 23), kuid reporteri mRNA tase
histidiinindlja korral ei tbuse (joonis 22). Kdesolevate tulemuste pdhjal voib jareldada, et
tives del24+elL.24 on GCN4 ekspressioon kdrgem kui metsiktilpi rakkudes. Lisaks toimub
histidiininélja korral GCN4 transkriptsiooni regulatsioon sarnaselt metsikttibiga, kuid GCN4

ja FLuc transkriptsiooni regulatsioon on erinev.

Ribosoomi suure subiihiku valgu eL24 funktsiooni on uuritud ka harilikus mudrloogas: eL24
ning elF3h mutantide uurimisel leiti, et eL24 on oluline reinitsiatsioonil uUORFe sisaldavatel
mRNAdel. Valgu eL24 mutandis on valguekspressioon uORFe sisaldavalt mRNAIt oluliselt
madalam kui funktsionaalse eL24-ga rakkudes (Zhou et al. 2010). Lisaks on leitud, et eL24

mutantides on represseeritud auksiini signalisatsioon (Nishimura et al., 2005). Auksiini
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signalisatsioon on elL24 mutandis represseeritud, kuna paljude auksiini signalisatsiooniga

seotud geenide ekspressioon on reguleeritud uORFide poolt (Zhou et al., 2010).

SeetOttu pistitati hlipotees, et eL24 on ka pagariparmis vajalik reinitsiatsioonil. Valgu eL.24
mutantides deB13 ja AeL24+elL.24 on eL.24 N-terminaalne domeen vOi metsiktulpi eL24 valk
ekspresseeritud madala koopiaarvuga plasmiidilt. Kuna tlivedes 4eB13 ning del24+elL.24 on
reporteri ekspressioon parast 3AT lisamist kdrgem kui metsiktidbis, v6ib oletada, et eL24 N-
terminaalse domeeni nork Uleekspressioon pdhjustab paranenud reinitsiatsioonivdimet, mille
tottu tduseb reporteri aktiivsus. Antud hlpoteesi kinnitab ka mRNA tasemete analtils: tuves
Ael.24+el.24 on reporteri MRNA tase histidiininélja korral madalam kui metsiktlubis (joonis
22), kuid reporteri aktiivsus on vorreldes metsiktttibiga oluliselt kdrgem (joonis 20). Seega

reguleeritakse reporteri ekspressiooni translatsiooni tasemel.

Antud t06 eesmérgiks oli uurida ribosoomi subdihikutevaheliste sildade kooperatiivsust.
Histidiinindlja tundlikkuse analtisil leiti, et tuvi delL244eB14 on histidiinindljale tundlik
(joonis 18). Antud tulemus on korrellatsioonis deL24 kasvufenotulbiga (joonis 16). Reporteri
aktiivsus tlves delL244eB14 on nii enne kui pérast histidiininélja indutseerimist madalam kui
metsiktudbis (joonis 21). Kuna reporteri aktiivsus oli vorreldes metsiktulbiga madalam,
uuriti, kas madal reporteri aktiivsus on tingitud madalast FLuc transkriptsioonitasemest.
MRNAde taseme analtlsil leiti, et tlves AdelL24A4eBl14 toimub FLuc transkriptsiooni
regulatsioon sarnaselt metsiktiiibile (joonis 22). Saadud tulemuse pdhjal v@ib jareldada, et
histidiininéljaga toimetulekuks on vajalik eL24 N-terminaalne domeen ning reporteri madal
ekspressioon histidiinindlja korral ei ole pdhjustatud madalast FLuc mRNA tasemest.
Histidiinindlja tundlikkus tlves Ael244eBi14 vOib olla pohjustatud ka 3 ribosoomi
sublhikutevahelise silla  puudumisest: tives Ael244eBi14 puuduvad ribosoomi
subthikutevahelised sillad eB13, eB14 ning B6.

Reporteri aktiivsus tlivedes 4eB14 ning deB134eB14 on parast histidiinindlja indutseerimist
3AT-ga sarnane metsiktiubile (joonis 21). Antud tulemustest vOib jareldada, et GCN4
ekspressioonitase tlvedes deBI14 ning deB134eB14 on sarnane metsiktulbile. (joonis 21)
ning silla eB14 puudumine vahendab tives AeBl34eBi14 leekspresseeritud elL24 N-

terminaalse domeeni efekti GCN4 ekspressioonile.
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KOKKUVOTE

Ké&esolevas t60s uuriti ribosoomi eukartoodispetsiifiliste subtihikutevaheliste sildade eB12,
eB13 ja eB14 olulisust histidiinindljaga toimetulekul ning reinitsiatsioonil uUORFe sisaldavalt
mMRNAIt. Lisaks analtlsiti ribosoomi subuhikutevaheliste sildade eB12, eB13 ja eBl4
kooperatiivsust aminohapete néljaga toime tulekul ning reinitsiatsioonil uORFe sisaldavalt
mRNAIt. Histidiininélja indutseerimiseks kasutati 3AT-d, mis on imidasoolglutseroolfosfaadi
dehiidrataasi inhibiitor, reinitsiatsiooni analulsimiseks kasutati Renilla ja Firefly

lutsiferaasidel pGhinevat reportersusteemi.

TOO esimeses osas konstrueeriti kontrolltuvi Agen2. Agen2 tive kontrollimisel tilk-kulvi
meetodil ning lutsiferaasidel pdhineva reportersiisteemiga leiti, et Agen2 tivi on tundlik
histidiininéljale ning reporteri aktiivsus tiives Agcn2 on madal. Saadud tulemused olid
korrellatsioonis  varasemate tulemustega. Lisaks analliisiti  eukartioodispetsiifiliste
ribosoomisildade eB12, eB13 ning eB14 olulisust histidiininaljaga toimetulekul tilk-kilv
meetodil. Tilk-kilv meetodi tulemusel leiti, et ribosoomisillad eB12, eB13 ning eB14 ei
mdjuta aminohapete néljaga toimetulekut. Lutsiferaaside reportersiisteemiga leiti, et tlives
AeB13 on reporteri aktiivsus kdrgem kui metsiktulbis ning tuves 4eB14 on reporteri aktiivsus
sarnane metsiktudbile. Antud tulemustest jareldati, et GCN4 ekspressioonitase on tlives

AeB13 kdrgem kui metsiktlubis.

Lisaks leiti, et tived, kus on puudu ribosoomi sillad eB12 ja eB14 véi sillad eB13 ja eB14, ei
ole tundlikud aminohapete naljale. Antud tulemuste pohjal jareldati, et ribosoomi
subuhikutevahelised sillad eB12 ja eB13 v0i eB13 ja eB14 ei oma kooperatiivset efekti
histidiinindljaga toimetulekule. Reporterstisteemi katse abil leiti, et tlives 4eB134eB14 on
reporteri aktiivsus sarnane metsiktiubile. Antud tulemuste pdhjal jareldati, et tlves

AeB134eB14 on GCN4 ekspressioon histidiinindlja korral sarnane metsiktitbiga.

Ribosoomi subuhikutevahelise silla eB13 pbhikontaktid moodustab valk eL24. Valk eL.24 ei
ole eluks hé&davajalik valk, seetdttu oli v6imalik uurida eL24 mdju histidiinindljaga
toimetulekule. eL24 mdju histidiinindljaga toimetulekule uuriti tilk-kilv meetodil, mille
tulemusel leiti, et tlved del24 ning AeL.244eB14 on tundlikkud histidiininéljale. Lutsiferaasi
reportersiisteemiga leiti, et tlves Adel24 on reporteri aktiivsus sarnane metsiktudbiga, tlves

AelL244eB14 on reporteri aktiivsus madalam kui metsiktiiubis. Antud tulemuste pdhjal
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jareldati et tuve AelL244eBl14 3AT-tundlikkus on pohjustatud GCN4 madalamast
ekspressioonitasemest.

Kéesolevate tulemusete kontrollimiseks m&ddeti tivedes Agcn2, del24, Ael24+el.24 ning
Ael.244eB14 reporteri FLuc ning GCN4 transkriptsioonitaset. mMRNA tasemete anallsimisel
leiti, et tlvedes Adel24+elL24 ning delL244eB14 toimub GCN4 transkriptsiooni regulatsioon
sarnaselt metsiktiubile. Reporteri transkriptsiooni regulatsioon erineb tlivedes Ael24+el.24
ning deL244eB14: tiives AdeL24+el24 reporteri transkriptsioon histidiininadlja korral ei tduse,
tlves delL244eB14 toimub transkriptsiooni regulatsioon sarnaselt metsiktutbile. Tlves Agcn2
on nii reporteri kui GCN4 transkriptsioon vorreldes metsiktiiibiga madalam. Tlives Adel24 ei
mdjuta aminohapete nalg reporteri ja GCN4 transkriptsioonitaset.
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SUMMARY

The role of Saccharomyces cerevisiae intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 during

the amino acid starvation

Kristiina Raja

The ribosome is a large complex which consists of rRNA and r-proteins and conducts protein
translatsion. Ribosome consists of two subunits: small 40S subunit and large 60S subunit. It
has been shown that ribosome functionality depends on ribosome subunit rotation. Ribosome
intersubunit bridges play an important role in the regulation of subunit rotation. Ribosome
intersubunit bridges are divided into 3 groups by the interaction type: rRNA-rRNA, rRNA-
protein and protein-protein bridges. rRNA-rRNA intersubunit bridges are mostly conserved
among all life domains. Eukaryote specific intersubunit bridges are mostly rRNA-protein or
protein-protein bridges. Conserved itersubunit bridges locate in the conserved core structure
of the ribosome. Compared to conserved intersubunit bridges eukaryote specific intersubunit

bridges are located in the periphery of the ribosome.

This thesis is a smaller part of a bigger project that studies the function of intersubunit bridges
eB12, eB13 and eB14. The main connections of intersubunit bridge eB12 are formed by
eukaryote specific protein eL.19. eL.19 is coded by two paralogous genes RPL19A and RPL19.
eL19 is an essential protein: deletion of both eL19 coding genes is lethal. The main
connections of intersubunit bridge eB13 are formed by eukaryote specific protein eL24. eL24
IS a nonessetial protein: del24 mutant is viable. The main connections of intersubunit bridge
eB14 are formed by eukaryote specific protein eL41. eL41 is a nonessential protein: deletion
of both eL41 coding genes is nonlethal. The intersubunit bridge eB14 is the only eukaryote
specific bridge that is located in the conserved core structure.

The literature review of the thesis gives an overview about the structure and function of
Saccharomyces cerevisiae ribosome, eB12, eB13 and eB14 intersubunit bridges. In addition,
the literature review gives an overview about translation initiation and it’s regulation through

mRNAs that contain uORFs in the 5° leader sequence.

During this study, a control strain Agcn2 was constructed and it’s phenotype in histidine

starvation conditions was analysed. In addition, a dual luciferase reporter system was used to
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assess the activity of reporter. It was shown that Agcn2 strain is sensitive to histidine
starvation conditionds and the reporter acitvity in the strain is low. The phenotype and
reporter activity of the newly constructed Agcn2 strain correlated with the results described

previously in the literature.

The wildtype strain’s phenotype and reporter activity was assessed as well. It was show that
wildtype strain is not sensitive to histidine starvation conditions and the reporter activity rised
3-fold after histidine starvation. The results showed that the phenotype and and reporter

activity correlated with the previous results described in the literature.

The first aim of this thesis was to study the function of eukaryote specific intersubunit bridges
eB12, eB13 and eB14 during amino acid starvation conditions. It was discovered that
intersubunit bridges eB12, eB13 and eB14 are not essential for coping with amino acid

starvation conditions.

The protein eL24 which forms the connections in the intersubunit bridge eB13 is a
nonessential protein. The function of eL24 during amino acid starvation was studied by spot-
test analysis. It was discovered, that eL.24 is essential for coping with amino acid starvation
conditions. In addition, the expression of reporter was analysed. It was discovered that the
reporter activity is similar to the reporter activation in wildtype. Although the expression of
the reporter activity is similar to the wildtype, transcriptional levels of GCN4 and the reporter
were assessed. It was shown that the reporter and GCN4 transcription regulations are similar
in AelL24 strain.

The second aim of this thesis was to study the coopetation of intersubunit bridges eB12 and
eB14 or eB13 and eB14 during amino acid starvation. Fistly, the intersubunit bridge mutants
were analysed by spot-test method. Secondly, the mutants were analysed with luciferase
reporter system. It was discovered that intersubunit bridge mutants AdeB124eB13 and
AeB134eB14 do not demonstrate any sensitivity to 3AT. Because eL24 is a nonessential
protein, the phenotype of AdelL244eB14 was studied by spot-test analysis. The reporter
activation was analysed and it was discovered that AeL244eB14 mutant is sensitive to amino
acid starvation conditions. In addition, the reporter activation in deL244eB14 mutant was
lower than in wildtype strains. After the assessment of reporter and GCN4 mRNA levels it
was conlcuded that the transcriptional regulation of both mRNAs is similar to the regulation

of wildtype and the lower activity of reporter is caused by decreased GCN4 expression.
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LISAD

LISA 1. T6o6s kasutatud parmi séétmete koostised

Tadrsd6tme s66tme jaoks lisati vedelséotmesse agarit 20g/l kohta.

S6ode S66tme koostis
YPD Bacto peptoon 2%, Bacto parmiekstrakt 1%, gliikoos 2%
SC-HIS 0,2% aminohapete, puriinide ja pudrimidiinide segu, millest puudub
histidiin, 0,67% péarmi lammastikaluste segu, 2% glikoos
SC-TRP 0,2% aminohapete, puriinide ja purimidiinide segu, millest puudub
triiptofaan, 0,67% parmi lammastikaluste segu, 2% gliikoos
SC-URA-HIS | 0,2% aminohapete, puriinide ja parimidiinide segu, millest puuduvad

uratsiil ja histidiin, 0,67% parmi lammastikaluste segu, 2% glukoos
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LISA 2. Téos kasutatud praimerid

Nimi

5°-3’ jarjestus

Milleks kasutati

GCN2_del_forw

TAGGAAGCAGTTGAGTAGCTGATTT

Deletsioonikasseti

paljundamine

GCN2_del_rev

GGAATATGTATAAGAAAGGTGACCTACC

Deletsioonikasseti

paljundamine

GCN2_check_forw

CTCTATCCAGAACTCAAGATTACAGAC

Transformantide
kontroll PCR
meetodil

GCN2_check_rev

GCTAGTCAAACTTCTGAATGAAAGC

Transformantide
kontroll PCR
meetodil

pFA6a_check_forw

CTCGACATCATCTGCCCAGATG

Transformantide
kontroll PCR

meetodil

Transformantide

pYM_check_rev GCGCACGTCAAGACTGTCAAGG kontroll PCR
meetodil
Lookuse
HIS3_forw CCACGACGCTTTGTCTTCATTCAACG - o
amplifitseerimine
Lookuse
HIS3_rev AACCATTCTCGTTGTTGTCGTTGATGC

amplifitseerimine

HIS3 check forw

CGCTGTTGGTGCCGTAGACATATTCG

Transformantide
kontroll PCR

meetodil

HIS3 check rev

CTATGTGTAAGTCACCAATGCACTC

Transformantide
kontroll PCR
meetodil

UBC6_forw

CAGGAAAATGTAGAGACATTAGAAAAGAG

MRNA taseme
kontroll gPCR
meetodil

UBC rev

GCTTGTTCAGCGCGTATTCTGTC

MRNA taseme
kontroll gPCR

meetodil
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ARPG6_forw

ACTACAAAGGCAATTACCCACAGATTG

MRNA taseme
kontroll gPCR

meetodil

ARPG_rev

CGGGACCATGCTCATAGTATTCTTC

MRNA taseme
kontroll gPCR
meetodil

GCN4_forw

TGACGAATCGAGACTGGATCATCT

MRNA taseme
kontroll gPCR
meetodil

GCN4 _rev

TTTGCAACTTTCTCGCACGAGAAC

MRNA taseme
kontroll gPCR
meetodil

FLuc_forw

AAGCGAAGGTTGTGGATCTGGATA

MRNA taseme
kontroll gPCR

meetodil

FLuc rev

ATGTCTCCAGAATGTAGCCATCCA

MRNA taseme
kontroll gPCR

meetodil
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LISA 3. Toos kasutatud plasmiidid

Plasmiidi nimi

Milleks kasutati

Paritolu

pFAGa-natMX6

Agcen2 deletsioonikasseti amplifitseerimine

Knop et al. 1999

PRS314

Ael24 kontroll

Sikorski ja  Hieter,
1989

PRS314-eL24 . ¢s)

AeB13 tlive konstrueerimine

Konstrueeritud 1. Kisly

poolt

PRS314-eL24

eB13 tive WT kontroll

Konstrueeritud I. Kisly
poolt

pPVW31

Lutsiferaasi reporter

Steffen et al. 2008
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LISA 4. Rakkude kasv SC-TRP selektiivséotmel.

SC-TRP

A

WT
Agcn2
AeB12
AeB13

AeB14

SC-TRP
WT

Agcn2
Ael24

AeB13

Ael24+el 24

C SC-HIS SC-TRP
WT o P i

Agcn2

AeB13

AeB14

Ael24AeB14

AeB13AeB14

Paneelil A on toodud WT, Agcn2 ja ribosoomi sillamutantide 4eB12, 4eB13 ja 4eB14 kasv
SC-HIS ja SC-TRP so6tmetel. Paneelil B on toodud WT, Agcn2 ja eL24 mutantide Ael24,
AeB13 ja AelL.24+eL24 kasv SC-HIS ja SC-TRP sd6tmetel. Paneelil C on toodud WT, Agcn2
ning ribosoomi sillamutantide deB13, AeB14, AeL244eB14 ja AeB134eB14 kasv SC-HIS ja
SC-TRP so6tmetel.
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LISA 5. Kahe lutsiferaasi reporteri skeem

I Peoxz Tecn r Pocns Toc
RLuc 1 L—{ UORF1 [+ uORF2 [H UORF3 H UORF4 — FLuc i
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