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Rakuvaba valgusiinteesi rakendamine inimese neuroblastoomi SH-SY5Y rakuliinis
Liihikokkuvéte:

Bakalaureuse t60 eesmirk oli luua inimese neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y kasutades
mudelsiisteem erinevate RNA-d siduvate valkude ja komplekside uurimiseks, et neid oleks
voimalik vélja puhastada ja kasutada struktuuribioloogilistes uuringutes. T66 kdigus tootati
vélja metoodika SH-SY5Y rakuliinist translatsiooniekstrakti eraldamiseks ning ekstrakte
kasutades leiti in vitro valgusiinteesiks K*, Mg* ja mRNA optimaalsed tingimused.
Tulemustest selgus, et G3BP-2 seostus mRNA kiilge ja ei oma endonukleaasset aktiivsust.
Valgud G3BP-2 ja Caprin-1 langetasid koosmdjul valgusiinteesi aktiivsust rohkem kui ainult
G3BP-2-te kasutades, seejuures Caprin-1 valgusiinteesile mérgatavat moju ei avaldanud.
Western Blot meetod niitas, et translatsiooniekstraktile lisatud G3BP-2 ja Caprin-1 olid

uleesindatud 40S subiihikuid sisaldavas fraktsioonis.
Mirksonad: Ribosoom, neuroblastoom, RNA, valk

CERCS: Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees (P320)

Implementing the cell free translation in human neuroblastoma SH-SY5Y cell line
Abstract:

The aim of this thesis was to create a model from human neuroblastoma SH-SY5Y cell line for
studying different RNA-binding proteins and complexes, to purify and use them in structural
biology research. A method for extracting translation extracts from SH-SY5Y cell line was
created and extracts were used for optimizing K*, Mg? and mRNA conditions in in vitro
translation. The results showed that G3BP-2 binded to mMRNA without having endonuclease
activity. By combining G3BP-2 and Caprin-1 the translational activity decreased more than
using G3BP-2 alone while Caprin-1 did not have a noticable effect on translation. The western
blot analyses showed that G3BP-2 and Caprin-1 were found in the fraction containing 40S

ribosomal subunits when proteins were added to the translation extracts.
Keywords: Ribosome, neuroblastoma, RNA, protein

CERCS: Nucleic acids, protein synthesis (P320)
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KASUTATUD LUHENDID

DMSO - dimetiitilsulfoksiid (dimethyl sulfoxide)

DMEM/F12 — Dulbecco modifitseeritud kotka meedium: toitainete segu F-12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)

elF1 — eiikartiootne initsiatsioonifaktor 1 (eukaryotic initiation factor 1)
elF1A — ciikariiootne initsiatsioonifaktor 1 A (eukaryotic initiation factor 1 A)
elF2 — eiikartiootne initsiatsioonifaktor 2 (eukaryotic initiation factor 2)
elF2a — eiikariiootne initsiatsioonifaktor 2 a (eukaryotic initiation factor 2 o)
elF2B - eiikariiootne initsiatsioonifaktor 2 B (eukaryotic initiation factor 2 B)
elF3 — eiikartiootne initsiatsioonifaktor 3 (eukaryotic initiation factor 3)
elF4A — eiikariiootne initsiatsioonifaktor 4 A (eukaryotic initiation factor 4 A)
elF4B - eiikartiootne initsiatsioonifaktor 4 B (eukaryotic initiation factor 4 B)
elFAE — eiikariiootne initsiatsioonifaktor 4 E (eukaryotic initiation factor 4 E)
elF4F — eiikartiootne initsiatsioonifaktor 4 F (eukaryotic initiation factor 4 F)
elF4G — ciikartiootne initsiatsioonifaktor 4 G (eukaryotic initiation factor 4 G)
elF4H — eiikariiootne initsiatsioonifaktor 4 H (eukaryotic initiation factor 4 H)
elF5 — etikartiootne initsiatsioonifaktor 5 (eukaryotic initiation factor 5)
elF5B — eiikartiootne initsiatsioonifaktor 5 B (eukaryotic initiation factor 5 B)
EDTA - ctiileendiamiintetraatseethape (ethylenediaminetetraacetic acid)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

G3BP — Ras-GAP SH3 domeeniga seostuv valk (Ras-GAP SH3 domain binding protein)
HBSS — Hank’i balansseeritud soolalahus (Hanks' balanced salt solution)

HEPES - 4-(2-hidroksiietiiiil)-1-piperasiinetaansulfaat (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-
ethanesulfonic acid)

Met-tRNAM®; — metioniiniga aminoatsiileeritud initsiaator-tRNA (initiator tRNA amino-

acylated with methionine)



m’G — 7-metiiiilguanosiin (7-methylguanosine)

NRNAg — neuronite RNA graanul (neuronal RNA granul)

PABP — polii-A-seostuv valk (poly(A)-binding protein)

PB — protsessimise kehad (processing bodies)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

PMSF — feniitilmetiitilsulfoniiiilfluoriid (phenylmethylsulfonyl fluoride)

PN / STRP — penitsilliini-streptomiitsiini segu (penicillin-streptomycin mixture)

PVDF — poliiviniiiillideen fluoriid (polyvinylidene fluoride)

RBP — RNA-d siduv valk (RNA-binding protein)

SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat (sodium dodecyl sulfate voi sodium lauryl sulfate, SLS)

SDS-PAGE - naatriumdodetsiiiilsulfaat-poliiakriiilamiidgeeli elektroforees (sodium dodecyl

sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis)

SG - stressigraanulid (stress granules)

TAE — tris-atsetaat-EDTA (tris-acetate-EDTA)

TB — tris-boraat (tris-borate)

TBST - tris-puhverdatud soola ja Tween 20 segu (tris-buffered saline and Tween 20 mixture)
TCEP - tris(2-karbokstietiiiil)fosfiin (tris(2-carboxyethyl)phosphine)

TG — transpordi graanulid (transport granules)

UORF — iilesvoolu avatud lugemisraam (upstream open reading frame)

UTR — mittetransleeriv regioon (untranslated region)

60S — eukariiootne ribosoomi suur alaiihik (eukaryotic large ribosomal subunit)

40S — eukariiootne ribosoomi viike alaiihik (eukaryotic small ribosomal subunit)



SISSEJUHATUS

Selle t66 eesmérgiks oli uurida voimalusi, kuidas kasutada inimese neuroblastoomi SH-SY5Y
rakuliini in vitro valgusiinteesi katses, et hinnata RNA-d siduvate valkude (RBP) toimet
valgustinteesile. Lisaks valgusiinteesi aktiivsuse hindamisele, voimaldaks neuroblastoomi in
vitro translatsiooni silisteem puhastada valgusiinteesi komplekse, mida hiljem kasutada
struktuuribioloogilisteks uuringuteks. Toogrupp on eelnevalt uurinud neuronite RNA
graanuleid (nRNAg), mis on translatsiooniliselt inaktiivsed ribosoomide, mMRNA-de ja RBPde
kompleksid, transportimaks spetsiifilisi mMRNAsid aksodentriitidesse. Senised tulemused on
ndidanud, et nérilise ajukoest eraldatud nRNAg fraktsioon on heterogeenne. Nendes sisalduvate

valkude ja mRNA-de koostis on varieeruv.

Uheks vdimaluseks oleks siin NRNAg moodustamine eksperimentaalselt paremini
kontrollitavates tingimustes kasutades imetaja rakkude in vitro translatsioonisiisteemi. Seetdttu
on selles t66s keskendutud in vitro translatsioonisiisteemi véljatootamisele inimese

neuroblastoomi rakuliinist SH-SYS5Y eraldatud tsiitoplasmaatilisest ekstraktist.

Neuronite véljavenitatud keha ja pikkade jatkete tottu esineb nendes rakkudes lokaalne
valgustintees dendriitides ja aksonites stinapsite ldheduses. Rakutuumas siinteesitud mRNA-d
transporditakse rakutuumast jéitkete distaalsesse otsa, kasutades RNA graanuleid. Lisaks
ribosoomidele, mMRNA-dele ja RBP-le vajab nRNAg transport mootorvalke (diineiin, kinesiin)

ja tstitoskeleti komponente (aktiini filamendid ja mikrotuubulid).

Toorithm on eelnevalt identifitseerinud mitmeid nRNAg koosseisus olevaid RBP-e. Kdige
huvitavamad neist on G3BP-2 ja Caprin-1. Lisaks NnRNAg on teada, et need valgud osalevad

stressi graanulite moodustamisel, et ajutiselt kaitsta mMRNA-d stressitingimustes.

Kuna t66riihm on eelnevalt uurinud neuronite RNA graanuleid ja leidnud, et G3BP-2 voiks
otseselt seostuda ribosoomidega, et pérssida valgusiinteesi, oleks seega vajalik kasutada
neuronitel pohinevat siisteemi. Uurimaks G3BP-2 ja Caprin-1 valkude mdju valgusiinteesile on
t00s kasutatud inimese neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y. Rakuliin on neurobioloogias
laialdaselt kasutatav mudelsiisteem tulenevalt voimest diferentseeruda adren-, koliin- ja
dopamiinergilisteks neuroniteks. Sellise mudelsiisteemina leiab neuroblastoomi rakuliin

laialdast kasutamist erinevate neurodegeneratiivsete haiguste uurimisel.

Loputdd tulemused nditavad, et neuroblastoomi rakkudest eraldatud tsiitoplasmaatilist ekstrakti
on voOimalik kasutada in vitro translatsiooni silisteemina, kuna valgusiinteesi aktiivsused
kiitindivad samasse suurusjarku kui inimese embriionaalsetest neeru rakkudest HEK293FT

saadud ekstraktist.



Siinkohal tuleb mainida, et tiheks raskuseks on olnud inimese neuroblastoomi rakkudest
eraldatava materjali vihene kogus vdrreldes sarnastes tingimustes kasvatatud HEK293FT

eraldatava matejali hulgaga.

T66 teostati Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis biomeditsiinitehnoloogia suunal.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Translatsiooni initsiatsioon ja regulatsioon eukariiootides

Erinevalt enamikust teistest rakutlilipidest on neuronitele omane markimisvéarselt
viljavenitatud rakukuju. Selle tottu toimub enamiku valkude siintees neuronites mitte iiksnes
rakukehas, vaid ka rakukehast kaugel asuvates aksonites ja dendriitides. Sellist aksodendriitset
valgusiinteesi nimetatakse lokaalseks valgusiinteesiks, mis on oluline néiteks mélu kujunemisel

ja aksonite regenereerumisel (Willis ja Twiss, 2006).

Valgusiintees on energiakulukas ja on seetdttu rangelt reguleeritud. Keskne regulatsioonipunkt
on valgusiinteesi algusetapp ehk initsiatsioon, mille kulminatsioon on valgusiinteesiks aktiivse
80S ribosoomi moodustumine. mRNA 5’-otsast soltuva valgusiinteesi algatamise saab jagada
kahte osasse. Esimeses osas toimub 48S valgukompleksi moodustumine ja teises kompleksi
seostumine eukariiootse ribosoomi viikese alaithikuga (60S). Tegemist on tsiiklilise

protsessiga, mille kdigus kasutatakse uuesti ribosoomi alaiihikud ja initsiatsioonifaktorid.

(Jackson jt, 2010)

Translatsiooni initsiatsiooni esimeses etapis thinevad eukariiootse ribosoomi viikese
alaithikuga (40S) eukariiootne initsiatsioonifaktor 2 (elF2) -GTP- metioniiniga
aminoatsiileeritud initsiaator-tRNA (Met-tRNAMe) ternaarne kompleks elF2-GTP—Met-
tRNAM® | eukariiootne initsiatsioonifaktor 3 (eIF3), eukariiootne initsiatsioonifaktor 1 (eIF1),
initsiatsioonifaktor 1 A (elF1A) ning seeldbi moodustub 43S pre-initsiatsiooni kompleks
(Jackson jt, 2010). elF1 ja elF1A aitavad leida dige alguskoodoni ning koos elF3-ga elF2—
GTP-Met-tRNAMet seostuda (Jackson jt, 2010). elF3 stimuleerib elF2—-GTP—Met-tRNAM®
seostumist 40S ribosoomile ja 43S kompleksi MRNA-le seostumist ning takistab 40S ja 60S
ribosoomide {ihinemist (Jackson jt, 2010). eIF2 koosneb kolmest subiihikust a, B ja y ning on
vajalik translatsiooni initsiatsioonil tRNA sidumiseks 40S ribosoomiga (Jackson jt, 2010). elF2
a-subiihiku fosforiileerimine proteiinkinaasi abil on iiks translatsiooni pidurdav mehhanism
(Carroll jt, 1993), mis vdib juhtuda ekstrakti valmistamisel tekkiva rakustressi tottu (Muaddi jt,
2010). Selle takistamiseks on vdimalik lisada valku K3L, mis on kinaasile pseudosubstraadiks
(Carroll jt, 1993). Teine voimalus on kasutada valku GADD34, mis moodustab fosfataasiga
kompleksi voimaldades seeldbi eIF2a defosforiileerimist (Novoa jt,2001). On leitud, et in vitro
katsetes translatsioonile K3L ja/vdi GADD34 lisamine tdstab valgusiinteesi voimekust tdnu
elF2a fosforiileerimise langetamisele (Mikami jt, 2006). Valkude K3L ja GADD34 lisamine
oleks iiheks vdimaluseks inimese neuroblastoomi ekstrakti in vitro siisteemis valgusiinteesi

aktiivsuse tostmiseks.



43S alaiihiku seostumiseks mRNA-le on vaja initsiatsioonifaktorite kompleksi 4 F (elF4F) ja 4
B (elF4B) voi initsiatsioonifaktorit 4 H (e[F4H), mis vdoimaldavad mRNA 5’-otsa cap-
struktuurile seostumist ja lahtiharutamist suurendades elF4A helikasset aktiivsust (Jackson jt,
2010). elF4F-kompleksi moodustumisel osalevad ecukariiootsed initsiatsioonifaktorid 4 G
(eIF4G), initsiatsioonifaktor 4 E (eIF4E), polii-A-seostuv valk (PABP) ja elF4A, millest
viimasel on helikaasne aktiivsus (Jackson jt, 2010). eIF4E tase on tousnud kasvaja rakkudes,
samuti leidub elF4E-d kasvajarakus fosforiileeritult (Furic jt, 2010), kuid initsiatsioonifaktori
puudumisel langeb in vitro translatsioonil valgusiintees margatavalt (Gingras jt, 1999). elF4E-
d inhibeerivad elF4E sesotuvad valgud 1 ja 2, mis takistavad cap-struktuurile seostumist ja
seeldbi valgusiinteesi (Fadden jt, 1997). Valkude fosforiileerimine muudab eIF4E
kattesaadavaks ja tduseb valgusiinteesi voimekus (Fadden jt, 1997). Initsiatsioonifaktoril elF4G
on kaks isovormi, mille erinev hiidroliilisimine v3ib kaasa tuua translatsioon aktiivsuse languse
soltuvalt mRNA-st (Castello jt, 2006). PABP-i abil tuuakse mRNA 3’ polii-A ots valgusiinteesi
koha lahedusse (Jackson jt, 2010). mRNA seostub ldbi joonisel 1 kujutatud cap-struktuuri
elF4E-ga ja seeldbi kaasatakse kogu eIF4F kompleks (Jackson jt, 2010).

elF4F kompleks seostub 43S eel-initsiatsiooni kompleksiga ja moodustub 48S eel-initsitasiooni
kompleks, mis liigub médda mRNA 5’-mittetransleerivat ahelat, vabastades seda kdrgemat
jarku struktuuridest, et leida esimene optimaalne start koodon (AUG) (Jackson jt, 2010).
Optimaalne start koodon on defineeritud kui GCC(A/G)CCAUGG, kus puriin on -3
positsioonis ja guaniin +4 positsioonis (Kozak, 1987). Initsiatsioonfaktoriga elF2 koos tuuakse
kompleksi ka Met-tRNAMet (Jackson jt, 2010). eIF3 kaudu on omavahel seotud 408 alaiihik ja
elF4F—kompleks iiheks 48S-kompleksiks, mis iihinemise jarel asub médda mMRNA-d liikuma
5’-otsast AUG-koodoni suunas (Jackson jt, 2010). Kui ribosoom on leidnud optimaalse start
koodoni, siis toimuvad 48S initsiatsiooni kompleksis konformatsioonilased muutused ja
initsiaator Met-tRNAM®i laaditakse ribosoomi P-saiti (Jackson jt, 2010). Siinkohal tuleb
mainida, et ribosoomides on kolm tRNA sidumise saiti: A-sait ehk aminoatsiiiil-tRNA sidumise
sait, P-sait ehk peptidiitil-tRNA ja E-sait ehk tRNA viljumise sait (Jackson jt, 2010).
Initsiatsiooni  koodoni  leidmise  tulemusena on 48S  kompleks kohustatud
initsiatsiooniprotsessiga edasi minema, kus elF5 seostumine indutseerib elF2 GTPaasset
aktiivsust ja toimub osaline elF2-GDP eraldumine (Jackson jt, 2010).

Valgusiinteesi initsiatsiooni teises etapis toimub 60S ribosoomi alatihiku seostumine véikse
alatihikuga (Jackson jt, 2010). Seda protsessi vahendab initsiatsioonifaktor 5 B (elF5B), millel
on GTPaasne aktiivsus (Jackson jt, 2010). elF5B indutseerib faktorite elF1, elF1A ja elF3
eraldumist 48S kompleksist, mille tulemusel eraldub tdielikult elF2-GDP kompleks (Jackson
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jt, 2010). elF5B-seotud GTP hiidroliiiisil ei ole vaja 80S ribosoomide moodustamiseks, aga on

vaja faktori eraldumiseks ribosoomilt (Jackson jt, 2010).

Translatsiooni kontrollivad ka 5°- mittetransleerivad regioonid (UTR) (Hinnebusch jt, 2016).
5’-UTR abil leitakse dige startkoodon ning viiakse kokku mRNA ja ribosoomid valgusiinteesi
alustamiseks (Hinnebusch jt, 2016). Mittetransleerivas alas moodustuvad sekundaarsed
struktuurid acglustavad jarjestuse lugemist vdhendades seeldbi lugemisvigade tekkimist, kuid

soltuvad in vitro translatsioonil suuresti elF4A saadavusest (Hinnebusch jt, 2016).

1.2 Eukariiootne mRNA

Eukartiootsetel organismidel on sarnane mRNA iilesehitus. mRNA keskosas asub valku
kodeeriv ala, millest mdlemale poole jadvad UTR-id (Mignone jt, 2002). Jarjestuse 5’-otsas
asub cap-struktuur ning sellele jargnev mRNA jarjestus moodustab juuksendelastruktuuri. 5°-
UTR sisaldab veel iilesvoolu avatud lugemisraami (uORF) ja sisemist ribosoomi
sisenemiskohta (Mignone jt, 2002). Koik 5’-UTR struktuurid on vajalikud translatsiooni
regulatsiooniks. mRNA 3’-UTR sisaldab samuti erinevaid struktuure: zip koodi,
tsiitoplasmaatilist poliiadeniilatsiooni elementi, poliiadeniilatsiooni signaali ja polii-A saba, mis
on vajalikud nii translatsiooni kontrolliks, mMRNA lokalisatsiooniks kui molekuli stabiilsuseks
(Mignone jt, 2002). Uks oluline element eukariiootse mRNA juures on cap-struktuur ahela 5°-
otsas, mis jagatakse kolmeks: cap 0, cap 1 ja cap 2 (Banerjee, 1980) (joonis 1). Cap 0 puhul on
ahela otsas 7-metiiiilguanosiin (m’G), mis on iihendatud viimase nukleosiidi kiilge lbi
pooratud 5°-5’-trifosfaatsilla (Shuman, 2002). Erinevalt eukariiootidest ei esine struktuuri
prokartiiootidel ega arhedel, kuna nendes organismised puuduvad vastavad ensiitimid stuktuuri
loomiseks, kuid neid vaib leiduda osades viirustes (Shuman, 2002). Cap 1 korral metiileeritakse
ahela esimene transkribeeritav nukleotiid, cap 2 korral metiileeritakse teine (Banerjee, 1980).
Initsiatsioonifaktor elFAE seob mRNA cap-struktuuri kaudu eIF4F kompleksi kiilge, mis on
vajalik translatsiooni initsiatsiooniks (Jackson jt, 2010). Cap-struktuur aitab ribosoomi
seostumisel ning tdstab translatsiooni aktiivsust (Banerjee, 1980). Teine oluline element
MRNA-s on polii-A saba. 1970-ndatel leiti, et tsiitoplasmaatilise mRNA 3’-otsas on poli-A
saba, millelt ei toimu translatsiooni (Darnell jt, 1971). 3’-otsa mittetransleerivas alas asuvaid
aluspaaride muutuseid tunneb é&ra ensiiim, mis 10ikab selles kohas mRNA-d
poliiadeniileerimiseks (Tudek jt, 2018). Sobiv jarjestus voib liigiti varieeruda, olulised on ka
sellest iiles- ja allavoolu olevad jarjestused (Tudek jt, 2018). Ldike jarel lisatakse
liigispetsiifilise pikkusega polii-A saba, tdnu millelel liigutatakse mRNA-d rakus tuumast vélja

(Tudek jt, 2018). Polii-A saba pikkuv varieerub liigiti jdddes imetajatel ligikaudu 250
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nukleotiidi juurde, sest selle pikkuse saavutamisel muutub ensiiiimi ja seostunud valkudega
stinteesikompleks ebastabiilseks (Kiihn jt, 2009). Saba lisamine on vajalik transportvalkude
kinnitumiseks mMRNA-le (Tudek jt, 2018) ning PABP scostumise kaudu viiakse polii-A saba
translatsiooniks vajalike initsiatsioonifaktorite 1dhedusse (Jackson jt, 2010). Seetdttu on in vitro
valgusiinteesi toimumiseks oluline spetsiifilise polii-A saba lisamine valgusiinteesi
algatamiseks. Samuti aitab polii-A saba kaasa RNA-de lagundamisele suunamisele, selle
enncaegsele drahoidmisele ja RNA-de stabiliseerimisele (Tudek jt, 2018). mRNA
aktivatsiooniks translatsiooni initsiatsioonil on vajalik nii elF4F kompleksi seostumine cap-
struktuuri kaudu kui ka polii-A saba toomine valgusiinteesi alguspunkti 1dhedusse (Jackson jt,

2010).

7-metiilguanosiin mRNA
[ | I |
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Joonis 1. Cap-struktuur mRNA 5°-otsas. Joonisel on vasakul 7-metiililguanosiin. Paremal on
cap struktuur, milles cap 0 on mRNA 5’-otsa iile 5°-5’-trifosfaatsilla lisatud 7-metiitilguanosiin,

cap 1 on ahela esimene metiileeritud nukleotiid ja cap 2 on ahela teine metiileeritud nukleotiid.

1.3 mRNA transport neuronites RNA-graanulite abil

Neuronites on mRNA transport ja paiknemine kontrollitud mitmete mehhanismide abil.
Neuronite jitkete pikkuse tottu on oluline, et transportimise ajal hoitakse mRNA inaktiivsena,
vastasel juhul voib vales kohas siinteesitud valgul olla letaalne efekt, nagu seda on néitatud
mieliini aluselise valgu MBP puhul oligodendrotsiiiitides (Lyons jt, 2009). Allasurutud
translatsioonilise aktiivsusega MRNA-sid on vdimalik liigutada raku tuumast siinapsite
lihedusse kasutades aktiivset transporti (Bramham ja Wells, 2007). Uheks vdimaluseks on
nende iihinemine RNA-seotud valkudega (RBP), moodustades erinevat tiitipi nRNAg-d
(Bramham ja Wells, 2007). Lisaks mRNA-le ja RBP-dele on graanulite koosseisus ribosoomid,
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filamentide/mikrotuubulite valgud ja mootorvalgud (Bramham ja Wells, 2007). Rakkudes v&ib
leida erinevaid graanuleid: stressi graanulid (SG), transpordi graanulid (TG) ja protsessimise
kehad (PB), millest esimesed ja viimased moodustuvad rakus stressitingimustes (Bramham ja
Wells, 2007). Graanulites sisalduvate ribosoomide hulk langeb organismi arenedes, kuid ei kao
tdielikult (Elvira jt, 2006). Uhe neuroni NnRNAg-d vdivad sisaldada erinevaid valke ja erinevat
valku kodeerivat MRNA-d. Narilise ajust eraldatud nRNAg on erineva valkude ja mRNA
koostise tdttu heterogeensed (Fatimy jt, 2016). In vitro siisteemis oleks seega heterogeensust
voimalik vdhendada lisades ainult soovitud mRNA-sid. Graanulite koosseis on pidevas
muutumises raku vajaduste kohaselt (Sephton ja Yu, 2015). mMRNA-de hulk rakus jdi
Falkenbergi jt katsete tulemusel enamasti vahemikku 2—6 iihe graanuli kohta (Falkenberg jt,
2017). Batish jt kindlat tiilipi vdrvainetega méargistatud mRNA-dega tehtud katsete tulemused
nditavad, et iihes graanulis transporditakse korraga ainult {ihte mRNA molekuli (Batish jt,
2012). nRNAg liigutamise kiirus mootorvalkude abil méoda mikrotuubuleid on erinev ning
graanulid voivad iiksteisega kokku puutudes moodutada suuremaid graanulite kogumeid
(Fatimy jt, 2016).

Stressi tingimustes voivad moodustuda mitmel erineval viisil ja erineva koostisega SG. Nende
tekkimine on vajalik endogeense mRNA kaitsmiseks lagundamise eest ja seetdttu on oluline
SG normaalne moodustumine (Aulas jt, 2015). Uheks SG moodustumise pdhjuseks on elF2a
fosforiileerimine, mille jéarel tekib elF2-GTP puudus ja peatub valgusiinteesi initsiatsioon
(Panas jt, 2016). Teiseks vdimaluseks on eIF4F kompleksi inhibitsioon, mille tulemusel
sarnaselt eelmisele peatub valgusiinteesi initsiatsioon (Panas jt, 2016). Sellisel juhul ei saa 48S
ribosoomi, mRNA ja valkude kompleks moodustada 80S initsiatsioonikompleksi ning seetdttu
liituvad kompleksiga neid stabiliseerivad RBP-d (Panas jt, 2016). Uks oluline RBP on Ras-
GAP SH3 domeeniga seostuv valk (G3BP) molekulmassiga 68-kDa (Parker jt, 1996), millel on
kaks isovormi G3BP-1 ja G3BP-2 (Panas jt, 2012). Mdlemad valgud on vajalikud SG
moodumiseks (Matsuki jt, 2012). G3BP iileckspressioon voib soodustada Vvalgusiinteesi
peatumist ja SG tekkimist (Tourriere jt, 2003). G3BP mdlema isovormi C-terminaalses otsas
on RNA-d édratundev ja arginiini-gliitsiini rikas motiiv, mis aitavad valkudel mRNA-le
kinnituda ning tuumas lokaliseeruda (Irvine jt, 2004). Jéarjestuse N-terminaalses otsas on
konserveerunud tuuma transpordi faktori 2 sarnane doméain, mistdttu voib valk aidata kaasa
transpordile tuumas (Irvine jt, 2004). Jarjestuse keskosas varieeruvad proliini ja happerikkad
alad, mille kaudu seostumist ei toimu (lrvine jt, 2004). G3BP-l on rakus veel mitmeid
funktsioone poliisoomide moodustumisel, valgusiinteesi vahendamisel, RNA metabolismis ja

rasGAP signaalirajal (Irvine jt, 2004).
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Lisaks G3BP-le on ajus oluline nRNAg-de koosseisus ekspresseeritud RBP 680 aminohappe
pikkune Caprin-1 molekulmassiga 105 kDa (Shiina jt, 2005). Caprin-1 sisaldab G3BP-le
sarnaselt C-terminaalses otsas RNA-d &ratundvat ja arginiini-gliitsiini rikast ala (Shiina jt,
2005). Valgu N-terminaalses otsas on tuuma lokalisatsiooni ja ekspordi motiivid valgu
litkumiseks tuumast tsiitoplasmasse (Shiina jt, 2005). Valk on vajalik spetsiifiliste mMRNA-de
transpordiks rakukehast dendriitidesse ning mélu tekkimisel (Nakayama jt, 2017). Valgu
puudumisel ei moodustu tugevaid siinapseid neuronite vahel ning nérvirakud kasvatavad
ndrgemaid kontakte (Nakayama jt, 2017). Narilistel on tdheldatud heterosiigootsusest tuleneva
vihese Caprin-1 kodeeriva mRNA ja valgu koguse tottu autismi spektrumi hédireid (Ohashi jt,
2016). Valgule Caprin-1 vastupidist toimet omab G3BP-ga seostuv valk USP10, mis
konkureerib samale seondumissaidile G3BP-s (Kedersha jt, 2016). Caprin-1 soodustab ja
USP10 pidurdab stressigraanulite moodustumist, kuid SG moodustatakse ka ilma nende
valkudeta G3BP1 poolt (Kedersha jt, 2016).

NRNAg-te koostise ja nende paiknemise muutused vdivad viia mitmete neuronaalsete hdireteni.
Fragiilse X-i siindroomi puhul vaigistatakse X-kromosoomis geen FMR1, mille tulemusena ei
toodeta piisavas koguses valku FMRP (Garber jt, 2008). Valk on kdige enam ekspresseerunud
ajus (Garber jt, 2008) ja on iiks levinumatest RBP-dest RNA graanulites (Ravanidis jt, 2018).
FMRP aitab neuronites negatiivse kontrolli mehhanismiga reguleerida lokaalset valgusiinteesi
(Garber jt, 2008). Fatimy jt katsete tulemused niitasid, et FMRP valku esineb RNA graanulites
poliiribosoomidega vorreldes peaaegu kaks korda enam (Fatimy jt, 2016). Samuti esineb
NRNAg-tes rohkelt mootorvalke kodeerivaid mRNA-sid, mis voib viidata nende lokaalsele
stinteesile ja seega ka graanulite liikumise regulatsioonile (Fatimy jt, 2016). FMRP kaudu
toimuva kontrolli hdirumise tulemusena v3ib tekkida patsientidel parilik vaimne alaareng

(Garber jt, 2008).

1.4 Neuroblastoomi rakuliin SH-SY5Y

In vitro mudelsiisteemid on tdnapédeval kasutusel mitmetes valdkondades. Diferenteerumata
rakkude kasutamisel on iiheks eeliseks téielikult diferentseerunud rakkude ees voime suunatud
diferentsioonile ja paljuneda Kiiresti suures hulgas. Neurobioloogias laialdaselt kasutatav
inimese neuroblastoomi rakuliin SH-SY5Y on 1970. aastal luuiidi biopsiast eraldatud rakuliini
SK-N-SH alamrakuliin (Shipley jt, 2016). Rakuliini on vdimalik erinevaid meetodeid kasutades
diferentseerida adren-, koliin- ja dopaminergilisteks neuroniteks (Shipley jt, 2016). SH-SY5Y
rakke on kasutatud mudelsiisteemina niiteks Parkinsoni tove (Xie jt, 2010) ja Alzheimeri tove

uurimisel (Wang jt, 2019).
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Diferentseerumata SH-SY5Y liini rakud meenutavad oma liihikeste jatketega neuroblaste ning
timara kehaga rakud kasvavad Klastrites, milles voivad rakud kasvada iiksteise otsa (joonis 2a).
Diferenteerunud neuroblastoomi liini SH-SYS5Y rakud meenutavad pikkade jitketega
primaarseid neuroneid. Rakud paiknevad iiksikult ning rakukehad on rohkem piiramidaalsed
(joonis 2b). Diferentseerimiseks voib kasutada erinevaid rakkudele lisatavaid aineid.
Levinumateks neist on retinoolhappe, forboolestrite ja dibutiiriiiil tsiiklilise AMP lisamine, kuid
on voimalik vastavalt t66 sisule valida ka teisi diferentseerimise meetodeid. (Kovalevich ja

Langford, 2013)

Joonis 2. Faaskontrastmikroskoobi pildid SH-SY5Y rakuliinist. a) Diferentseerumata rakud,
10-kordne suurendus; b) Retinoolhappega diferentseeritud rakud, 10-kordne suurendus (Artur
Astapenka faaskontrastpilt, 2020).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To606 eesmirgid

Kéesoleva too eesmaérk on:

Inimese neuroblastoomi tsiitoplasmaatilisel ekstraktil pohineva in vitro translatsioonisiisteemi
viljatodtamine, et uurida erinevate RBP mdju valgusiinteesile ja komplekside moodustamist,

eesmaérgil neid vilja puhastada ja kasutada struktuuribioloogilistes uuringutes.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y kasvatamine

Neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y rakke kasvatati t60s kasutamiseks neli korda. T6s kasutati
vedela lammastiku aurus sailitatud 1 ml alikvoote inimese neuroblastoomi rakuliinist SH-SY5Y
(ATCC; REF: CRL-2266) 10% dimetiiiilsulfoksiidi (DMSQ) ja 10% veise loote seerumit (FBS)
(Corning; REF: 35-015-CV) sisaldusega Dulbecco modifitseeritud kotka meediumi toitainete
segu F-12 (DMEM/F12) (Corning; REF: 10-090-CVR) s66tmes. Rakud kiilvati 10 cm
1abimddduga rakukultuuri tassidele (ThermoScientific BioLite; REF: 130181; kultiveeritav ala
60,8 cm?), millele lisati 10 ml DMEM/F12 so6det. Sellele DMEM/F12 séétmele oli lisatud 1-
kordset penitsilliini-streptomiitsiini segu (PN / STRP) (SIGMA; REF: P4333), 1-kordset
GlutaMAX-i (Gibco; REF: 35050-061) ja 10% FBS-i. Rakke kasvatati 37 °C siisihappegaasi
(sisaldus 5%) inkubaatoris Sanyo MCO-19AIC(UV) CO- Incubator. Kuus kuni kaksteist tundi
pérast rakkude tassile kiilvamist kontrolliti faaskontrastmikroskoopi Eclipse TS100 kasutades
SH-SY5Y rakkude tassile kinnitumist ja seejarel eemaldati kogu varasem s66de. Tassile lisati
uus kogus 10 ml DMEM/F12 s6ddet, et vahendada DMSO m&ju rakkudele ja rakud asetati
samadesse tingimustesse kasvama. Rakukultuuri tassi vaadeldi pérast sootme vahetust
faaskontrastmikroskoobi all selleks, et olla kindel rakkude jatkuvas tassile kinnitumises. SH-
SY5Y rakke kasvatati kuni need olid saavutanud tassil 70-80% konfluentsuseni, mis tavaliselt
vottis aega 3 pdeva. Jargmiseks eemaldati tassilt kogu so6de ja pesti tassi 5 ml Hank’i
balansseeritud soolalahusega (HBSS) (BioWest; REF: L0607500) sootme jddkidest
vabanemiseks. HBSS lahus ei sisaldanud Ca- ega Mg-soolasid. SH-SY5Y rakkude tassilt
eemaldamiseks kasutati triipsiini ja etiileen-diamiintetraatseethappe (EDTA) (Corning; REF.
25-053-Cl) lahust. Tassile lisati 2 ml triipsiini-EDTA lahust ning tassi inkubeeriti 3 minutit 37
‘C kapis 5 %-lise COz juures. Triipsiini mdju peatamiseks lisati tassile 8 ml
DMEM/F12/PN/STRP/FBS soddet. Saadud rakke sisaldav lahus jagati nelja T75 rakukultuuri
pudeli (Thermo Scientific BioLite; REF: 130190; kultiveeritav ala 75 cm?) vahel, kus igasse
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pudelisse pipeteeriti 2 ml rakusoodet. Pudelisse lisati rakkudele juurde 13 ml
DMEM/F12/PN/STRP/FBS soddet ja rakke kasvatati samades tingimustes konfluentsuseni 70-
80%, mis tavaliselt vottis aega 3,5 pdeva. Soovitud konfluentsuse saavutamise jarel kiilvati
rakud edasi kiimnele 15 cm ldbimddduga tassile (Thermo Scientific BioLite; REF: 130183;
kultiveeritav ala 148 cm?). Selleks eemaldati uuesti soode aspiratsiooni abil ja pesti pudeleid 5
ml HBSS-iga. T75 pudelitest rakkude eemaldamiseks kasutati 4 ml tripsiini-EDTA lahust ning
inkubeeriti 3 minutit sarnaselt eelmisele etapile. Triipsiiniga to6deldud rakkudele lisati 11 ml
DMEM/F12 so6det. Igale 15 cm tassile pipeteeriti 4 ml saadud rakke sisaldavat lahust ja lisati
21 ml DMEM/F12/PN/STRP/FBS so6odet. SH-SY5Y rakke kasvatati eelnevate etappidega
sarnaselt 37 °C juures 90-100% konfluentsuse saavutamiseni, mis tavaliselt vottis acga 4 paeva.
Rakuekstraktide tegemiseks vahetati 12 tundi enne rakkude liiiisi vélja s6dde 50% ulatuses
viarske DMEM/F12/PN/STRP/FBS s66tme vastu. Rakkude liiiisimist on kirjeldatud jargmises

alapeatiikis.

2.2.2 Rakuvaba in vitro translatsiooni ekstrakti valmistamine

Neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y rakkude liiiisimiseks kasutati isotoonilist lahust. Rakke
kasvatati ja liitisiti t66 jaoks neljal korral. 15 cm rakukultuuri tassidelt eemaldati DMEM/F12
so0det seroloogilise pipeti abil kuni tassidele jéi alles 4 ml s66det. Tassile kinnitunud rakud
kraabiti tassilt maha plastikust spaatli abil. Rakud koguti tassile jaetud 4 ml s66tmes kahte 50
ml Falconi tuubi. Rakud tsentrifuugiti pdhja, kasutades nurkrootoriga (12071) lauatsentrifuugi
SIGMA 2-16PK 300 g ja 4 °C juures 5 min, ning rakkude pealt eemaldati s6ode. Rakusademele
lisati 3 ml [lidsipuhvrist. Puhvri  koostises olid 20 mM  4-(2-hiidroksiietiiiil)-1-
piperasiinetaansulfaat (HEPES, pH 7.5), 150 mM KOAc, 1 mM Mg(OACc)2, 2mM tris(2-
karboksiietiiiil)fosfiin (TCEP). 2 ml liiiisipuhvrit kasutades pesti rakke kaks korda ja iga pesu
ajal tsentrifuugiti rakud pohja nurkrootoriga SIGMA 1-14K lauatsentrifuugiga 2000 rpm ja 4
°C juures 2 min jooksul. Pdrast rakkude pesu lisati rakusademele samas ruumalas liitisipuhvrit.
See sisaldas Roche Complete Ultra EDTA-free Mini tablett (ROCHE cOmplete ULTRA
Tablets, Mini, EDTA-free; REF: 05 892 791001; 1 tablett 10 ml kohta), mis sisaldas proteaasi
inhibiitorite segu. Rakususpensiooni toddeldi jargnevalt 0,3 mg/ml lisoletsitiiniga (SIGMA;
REF: L4129-25MG), mille alglahus oli lahustatud metanoolis, 300 mg/ml. Suspensiooni
inkubeeriti 4 °C juures 2,5 min ja tsentrifuugiti SIGMA 1-14K lauatsentrifuugis 11 400 rpm ja
4 °C juures 45 s. Rakkudelt eemaldati vedelik ning voeti liles Roche tabletti sisaldavas
latisipuhvris ruumalas, mis oli 75 % rakumassi ruumalast. Seejarel lisati 50 pM vitamiin E
analoog Trolox (SIGMA; REF: 238813-1G), et neutraliseerida vabade radikaalide mdju, mida
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tekitas liisoletsitiin. Saadud rakususpensioonile lisati RNaasi inhibiitorit RiboLock 0,75 U/ml
(ThermoScientific; Catalogue number: EO0381; f.c. 100 U/ml), 1 ng/ul bestatiini, 100 pM
PMSF-i ja 1 U/ul RNaasi-vaba DNaas | (ThermoScientific; Catalogue number: EN0521; f.c. 1
mU/ul). Rakuliitisiks kasutati 1 ml ,,LuerLock* siistalt ndela suurusega 26 G. Rakulahus suruti
1abi noela 9 korda ning saadud liisaat jagati 50 pl kaupa 1,5 ml tuubidesse. Rakuekstrakti
kontsentratsiooni moddeti RNA sisalduse kaudu, kasutades NanoDrop 1000 spektrofotomeetrit

neelduvust A260. Rakuekstrakt kiilmutati vedelas ldammastikus ja séilitati -80 “C juures.

2.2.3 DNA amplifitseerimine PCR meetodil

To66s kasutatava mRNA siinteesiks vajalikku DNA-d amplifitseeriti rakendades poliimeraasi
ahelreaktsiooni (PCR). Soovitud lutsiferaasi kodeerivat jarjestust sisaldav geen oli kloneeritud
pUC19 vektorisse, kus geeni 5’- ja 3’-otsa oli viidud inimese tubuliini beta alatihiku isoform 2-
spetsiifiline mittetransleeriv jarjestus (konstrukt oli tehtud kolleegi, Abbas Mansouri poolt),
mida on kirjeldatud joonisel 3. PCR reaktsioonisegu valmistati 50 pul koguses 200 ul PCR
tuubidesse. Segu sisaldas 10 pl 5-kordset HF Phusion puhvrit (ThermoSci; REF : F-518), 1,25
ul 10 uM tub-1 praimerit, 1,25 pl 10 uM tub-p60 praimerit, 3,1 ul 4 mM dNTP, 0,23 ul 356
ng/ul tubulin-pUC19 vektorit, 33,4 ul UltraPure vett (Invitrogen; REF: 10977-035) ja 0,8 ul
Phusion DNA poliimeraasi (Thermo Scientific; REF: F-530S). Praimerite koostis on toodud
tabelis 1. PCR kéigus lisatakse tubuliin-lusiferaasi geenile polii-A saba. T6os kasutati PCR
masinat Eppendorf MasterCycler ep gradient S. Programm koosnes jargmistest tsiiklitest: 1
tsiikkel (40 s 98 °C juures); 35 tsiiklit (10 s 98 °C juures, 15 s 57 °C ja 45 s 72 °C juures); 1
tsiikkel (5 min 72 °C juures); 4 °C juures 1dpmatuseni. PCR reaktsiooni toimumise ajal
valmistati 1 %-ne Tris-atsetaat-EDTA (TAE) agaroosgeel, milles sisaldus 0,5 g SeaChem
agaroosi (Lonza; REF: 50004) ja 50 ml 1-kordset TAE puhvrit ning lahust kuumutati
mikrolaineahjus kuni agaroos lahustus puhvris tdielikult. Kui lahuse temperatuur oli joudnud
50°-60° C juurde, lisati sellele etiidiumbromiidi Idppkontsentratsioonis 0,5 pg/ml. Lahus valati
geeli vormi ning geelivann tédideti 1-korde TAE puhvriga. PCR reaktsioonist saadud proovidele
lisati 10 ul 6-kordset TriTrack DNA laadimisvéarvi (Thermo Scientific; REF: R1161). Lisaks
kanti geelile 5 ul GeneRuler 1 kb DNA Ladder markerit (Thermo Scientific; 1 pg/ul; REF:
SMO0311), millele lisati 1 pl 6-kordset TriTrack DNA laadimisvérvi. Geelelektroforeesi teostati
toatemperatuuril 100 V juures 30-40 minutit. DNA-d sisaldavad suurusmarkeri 3000 bp triibu
kaugusel olevad triibud geelitiikid, mis sisaldasid tubuliini-lusiferaasi DNA-d 16igati 314 nm
UV-lampi kasutades vidlja. DNA geelist eraldamiseks kasutati geeli eraldamise komplekti
GeneJET (Thermo Scientific; REF: K0691), kasutades tootja ettekirjutusi. Puhastamise jarel
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hinnati DNA sisaldust lahuses NanoDrop 1000 spektrofotomeetri abil modtes neelduvust
lainepikkusel 260nm ning eraldatud DNA-d siilitati DNA LoBind tuubis (Eppendorf; REF:
EP0030108051) -20 °C juures.

Tabel 1. T66s kasutatud praimerite primaarjarjestused.

Tub-1 praimer (IDT) AAGCTTTAATACGACTCACTATAGGCTCTCAG

Tub-p60 praimer (IDT) | TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTITTTITTTITTITTTTITTTITTTITTT
[TTTTTTTTTTTTTTTTCAATTCCCATTTATTTTTGGCTCT

TGGG
Tubuliini-lutsiferaasi mRNA
5'-UTR . 3'-UTR .
tubuliin (beeta, isovorm 2) Lutsiferaas tubuliin (beeta, isovorm 2) Polil-A saba
161nt 1653 nt 1091nt 60nt

Tubuliini-lutsiferaasi DNA

tub-1 tub-p60
— +—

5'.UTR . | | 3wum
tubuliin (beeta, isovorm 2) Lutsiferaas tubuliin (beeta, isovorm 2)

161nt 1653 nt 1091nt

4 T

Joonis 3. Reportervalku lutsiferaas kodeeriva mRNA funktsionaalsete osade skeem. Ulemine
paneel — t66s kasutatud mRNA funktsionaalsed osad. mRNA avatud lugemisraam sisaldab
valku lutsiferaas kodeerivat nukleotiidjérjestust. Lutsiferaasi kodeeriva jarjestusega piirneva 5’-
ja 3’-mittetransleeritava ala (5’-UTR ja 3’-UTR) jérjestused on identsed vastavate
mittetransleeritavate aladega klass I B-tubuliini isovormi mRNA-s. Alumisel paneelil on
kujutatud tubuliin-lutsiferaas mMRNA-le vastav matriits-DNA osa pUC19 vektoris. T7 —
bakteriofaagi T7 RNA poliimeraasi promootorjérjestus. ,,tub-1% ja ,,tub-p60“ — mRNA in vitro
transkriptsioonis  kasutatud DNA matriitsfragmendi PCR-amplifikatsioonil kasutatud

praimeritepaar.

2.2.4 mRNA in vitro transkriptsioon ja puhastamine

Alapeatiikis 2.2.3. kirjeldatud PCR meetodit kasutades paljundatud DNA pealt siinteesiti

valgusiinteesiks vajalik mRNA. Tubuliini-lusiferaasi mMRNA koostis on kirjeldatud joonisel 3.

In vitro transkriptsiooniks T7 RNA poliimeraasiga valmistati 100 pl reaktsioonisegu. Segu
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sisaldas 1,19 ug tubuliini-lutsiferaasi DNA-d, 10 ul 10-kordset T7 transkriptsioonipuhvrit, 2 pl
RNaasi inhibiitorit RiboLock (40 U/ul), 2,3 ul piirofosfataasi (NEB; REF: M03615), 6 ul T7
RNA poliimeraasi kontsentratsiooniga 0,0625 pg/uL, 5 ul 100 mM ditiotreitooli (DTT) ja 20
ul rNTP segu, kus iga rNTP oli kontsentratsiooniga 20 mM. T7 transkriptsiooni puhvris sisaldus
500 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM MgClz, 50 mM DTT ja 20 mM spermidiin. Saadud segu
inkubeeriti 37 °C kapis 3 tundi. Pérast transkriptsiooni tehti transkriptsioonisegule puhvri
vahetus, kasutades eelnevalt veega tasakaalustatud Zeba 7 kDa MWCO spinnkolonni (Thermo
Scientific; REF: 89882), et eemaldada madalmolekulaarsed iihendid. Kolonnile kantud
reaktsioonisegu tsentrifuugiti nurkrootoriga lauatsentrifuugis 1500 g ja 4 °C juures 2 minutit.
Sellele jargnes vahetatud puhvriga transkriptsioonisegu DNaas | (Promega; 1 u/ul; REF:
M6101) tootlus, mida lisati 5 pl koos 10 pl 10-kordse DNaas | reaktsiooni puhvriga. Puhver
sisaldas 400 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM MgSOs4 ja 10 mM CaClz. Segu inkubeeriti 30
minutit 37 °C juures. DNA lagundamise jérel puhastati mRNA kasutades rénidioksiidi 50 %-
list lahust (Honeywell Fluka, partiklite suurus 0,5-10 um, S5631-100G) voi Qiagen RNeasy
Minikit’i. RNA réanioksiidil puhastamise korral lisati 3,5-kordne ruumala RNeasy MiniKit’i
lahust RLT (Qiagen; REF: 74104) ja 2,5-kordne ruumala 96 %-st etanooli (Chem-Lab; REF:
CL00.0556.0250). Enne RNA lahuse panemist rdni dioksiidile tsentrifuugiti 40 pl 50 %-lisest
ranidioksiidi lahusest Axygen 2 ml tuubi pohja kasutades nurkrootoriga SIGMA 1-14K
tsentrifuugi tingimustel 6000 rpm, 4 °C ja 50 s. Seejérel lisati sadestatud RNA, RLT ja etanooli
segu ning inkubeeriti 4 °C juures 30 minutit segades end-over-end segajas. Ranidioksiidi kiilge
seostunud mRNA tsentrifuugiti 6000 rpm ja 4 °C juures 50 jooksul tuubi pdhja ja pesti kaks
korda kasutades 70 %-list etanooli. Seejarel sade kuivatati 40 °C juures, et aurustuks liigne
etanool, mis voiks segada jargnevaid etappe. Sademele lisati 75 pl UltraPure vett ja inkubeeriti
1 minut 37 °C juures. Rénilt eraldunud mRNA lahustus vette ja réni tsentrifuugiti tuubi pdhja
lauatsentriguugil 13 000 ja 4 °C juures 2 min. mRNA Kkoguse hindamiseks kasutati
spektrofotomeetrit NanoDrop 1000, millega moddeti lahuse neelduvust 260 nm juures.
Puhastatud mRNA-d siilitati DNA LoBind tuubis (Eppendorf; REF: EP0030108051) -20 °C

juures.

2.2.5 mRNA cap-struktuuri lisamine

Siinteesitud mRNA sisaldas jarjestuse 3’- otsas PCR kaigus lisatud polii-A saba, kuid mRNA
stabiliseerimiseks ja valgusiinteesiks tuli t66 kiigus mRNA 5°- otsa lisada m’G cap-struktuur
ja capl-struktuur, kus mRNA esimese positsiooni 2’-OH rithm on metiileeritud. Selleks kasutati

Vaccinia viirusel pohinevat cappimise siisteemi. Cappimiseks kasutati 50 pg tubuliini-
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lusiferaasi MRNA-d 68 ul vees, mida inkubeeriti 65 °C juures 3 min. Peale inkubeerimist pandi
mRNA lahus jééle ja lisati 10 ul 10-kordset reaktsioonipuhvrit (NEB; REF: B2080A), 5 ul 10
mM GTP (NEB; REF: N2080A), 5 ul 4 mM S-adenosiiiilmetioniini (NEB; REF: B9003S), 5
ul Vaccinia enstiiimi (NEB; REF: M2080S), 5 ul 50 U/ul metiitiltransferaasi (NEB; REF:
MO0366S) ja 2 ul 40 U/ul RNaasi inhibiitorit RiboLock. Saadud 100 pl segu inkubeeriti 37 °C
juures 1,5 tundi. Reaktsioonisegu puhastati kasutades komplekti RNeasy Mini Kit (Qiagen;
REF: 74104), milles voeti mRNA iiles komplektis sisalduvas 40 pul RNaasi-vabas vees. mRNA
sisalduse hindamiseks moddeti NanoDrop 1000 spektrofotomeetri abil lahuse neelduvust 260

nm juures. MRNA-d sisaldav lahus kiilmutati vedelas lammastikus ja sdilitati -20 "C juures.

2.2.6 Invitro rakuvaba valgusiintees

Neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y rakkude liitisimisel saadud ekstrakti kasutati rakuvabaks
valgusiinteesiks. Et vabaneda rakuekstraktis sisalduvast endogeensest mRNA-st, t66deldi
ekstrakti esmalt Micrococcal nukleaasiga, mille aktiivsus sdltub Ca?* ioonidest. Alapeatiikis
2.2.2. kirjeldatud meetodiga saadud rakuekstrakti toodeldi 0,0110 U/uL MNaasiga ning
vajaliku Ca?" sisalduse saavutamiseks lisati CaCl, 1dppkontsentratsioonis 0,365 mM.
Reaktsiooni peatamiseks lisati rakuekstraktile EGTA-d 16ppkontsentratsioonis 1,45 mM.
Paralleelselt valmistati PCR tuubidesse segu valgusiinteesi ldbiviimiseks vajalike
komponentidega. Lutsiferaasi reaktsiooni jaoks viidi 14bi in vitro translatsioonireaktsioon, kus
tthe punkti I6ppruumala oli 10 pl. Translatsioonisegu pipeteeriti suhtes 1:10 (1 ul) kogu
valgusiinteesi segusse. Translatsioonisegu sisaldas 20 mM fosfokreatiini, 35 U/pl
kreatiinkinaasi (ROCHE; REF: 10127566001), 0,1 mM spermidiini, 100 uM aminohapete segu
(Promega; Amino Acid Mixture, Complete; REF: L4461) ja 8,6 mM HEPES pH-ga 7,5.
Translatsioonisegule lisati ATP/GTP segu ldppkontsentratsioonini 1 mM ja 20 U/ul RNaasi
inhibiitorit SUPERase (Invitrogen; Catalog number: AM2694). mRNA-d (0,5-1,45 ug
reaktsiooni kohta), K* (78-213 mM), Mg?* (0,5-1,75 mM) ja valgusegu erinevaid
kontsentratsioone testiti maksimaalse valgusiinteesi aktiivsuse saamiseks. Reaktsioonisegusse
lisati pH 7,5 HEPES Ioppkontsentratsioonis 27,3 mM, spermidiini 16ppkontsentratsioonis 0,2
mM, putrestsiini 1dppkontsentratsioonis 0,1 mM ja TCEP-i 16ppkontsentratsioonis 2 mM.
Valgusiinteesi segu sisaldas ka translatsiooniks vajalike valkude segu. Segu koostises oli 40
uM K3L, 4 uM GADD34, 2 uM elF4E ja 8 uM PABP, mida pipeteeriti valgusiinteesi segusse
0,5 ul. Valgusiinteesiks sobiva Mg(OAc). kontsentratsiooni leidmiseks teostati valgusiintees
Mg(OAC):2 Ioplikel kontsentratsioonidel 0,5 mM, 0,75 mM, 1,25 mM ja 1,75 mM. Sobiva

KOAc kontsentratsiooni  leidmiseks  viidi  valgusiinteesi 1dbi KOAc  16plikel
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kontsentratsioonidel 78 mM, 100 mM, 130 mM, 160 mM, 190 mM ja 213 mM. Siinteesiks
sobiva mRNA sisalduse leidmiseks kasutati mRNA koguseid 0,5 pg, 0,9 ng, 1 ug, 1,38 pug ja
1,45 pg. Saadud valgusiinteesi segu inkubeeriti PCR masinas Eppendorf MasterCycler ep
gradient S 30°C juures 30 minutit. Sarnaselt SH-SY5Y rakuekstraktiga tehtud valgusiinteesile
kasutati voOrdlusena ka inimese embriionaalse neeru rakuliini HEK293FT rakuekstrakti.
Valgusiinteesi tulemuslikkuse kontrollimiseks kasutati lutsiferaasi reaktsiooni, mille kdigus
registreeriti reaktsioonil tekib kemoluminesents. Signaali mdddeti Promega Glomax 96
Microplate luminomeetriga (Promega; REF: E6521). Reaktsiooni on kirjeldatud jargmises

alapeatiikis.

2.2.7 Lutsiferaasi koguse méotmine translatsiooniproovist

Lutsiferaasi reagent Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega; REF: E2510) pipeteeriti
50 ul kaupa 96-kaevuga plaadile vastavalt proovide arvule ja igasse kaevu lisati 4 pl
inkubeeritud valgusiinteesi segu. Signaali tugevuse mootmiseks kasutati Promega Glomax 96

Microplate luminomeetri (Promega; REF: E6521) “Steady-Glo” programmi.

2.2.8 Geelinihe mRNA ja G3BP-2 kompleksi moodustumisel

Valgusiinteesiks kasutatava tubuliini-lutsiferaasi mMRNA ja G3BP-2 kompleksi moodustumise
kindlaks tegemiseks kasutati geelelektroforeesi. Selleks vajalik 1% agaroosgeel valmistati
lahustades SeaChem agaroos (Lonza; REF. 50004) 1-kordses Tris-boraat (TB) puhuvris.
Lahusele lisati etiiddiumbromiidi 16ppkontsentratsioonini 0,5 pg/mL kui lahus oli joudnud 50°-
60° C juurde. Saadud lahus valati geeli vormi ning geelivann tdideti 1-kordse TB puhvriga.
Geeli tardumise ajal valmistati 6 erineva kontsentratsiooniga 0 uM, 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM,
0,2 uM ja 0,6 uM G3BP-2-te sisaldavad proovid. Rekombinantne inimese G3BP-2 valk oli
puhastatud kolleegide poolt. G3BP-2 alglahusele lisati K3L puhvrit, mille abil valmistati
sobivad G3BP-2 lahjendused. K3L puhver sisaldas 10 mM HEPES-KOH pH-ga 7,5, 60 mM
KOAc, 5% glitserooli ja 0,5 mM TCEP-i. Tubuliini-lutsiferaasi mRNA-d lisati
reaktsioonisegusse loppkontsentratsioonis 0,1 pM. Segu valmistamisel lisati ithe reaktsiooni
kohta 0,2 ul RNaasi inhibiitorit RiboLock kontsentratsiooniga 40 U/ul, HEPES-KOH pH 7,5
1oppkontsentratsioonis 27,3 mM, KOACc 1oppkontsentratsioonis 165 mM, Mg(OAC).
16ppkontsentratsioonis 0,5 mM, spermidiini Ioppkontsentratsioonis 0,2 mM, putrestsiini
16ppkontsentratsioonis 0,1 mM ja TCEP-i 16ppkontsentratsioonis 2 mM. G3BP-2 lahjendustele

PCR tuubides lisati reaktisoonisegu ning inkubeeriti proove 30°C juures 15 minutit. Seejérel
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lisati proovidele 6-kordset laadimispuhvrit ja kanti geelivanni asetatud tardunud geeli
kaevudesse. Markerina kasutati RNA Ladder HR-i, mida inkubeeriti eelnevalt koos 2-kordse
laadimisvérviga 65°C juures 5 minutit. Agaroosgeel ja 1-kordne TB puhver jahutati 4°C juurde.
Geelelektroforeesi teostati 4°C, 50 V ja 25 mA juures 100 minutit. Geelist tehti pilt 60 minuti

ja 100 minuti méodumisel.

2.2.9 Suhkrugradiendi valmistamine

Erinevate valgusiinteesist saadavate fraktsioonide eraldamiseks kasutati suhkrugradienti, mis
valmistati translatsioonile eelneval péeval. Selleks valmistati 10 %-line ja 25 %-line
sahharoosilahus, milles sisaldus ka spermidiin 16ppkontsentratsiooniga 0,2 mM, 0,6 mM
putrestsiin, 0,5 mM TCEP, 150 mM K(OAc), 4 mM Mg(OAc)2 ja 20 mM Hepes-KOH. Kaks
SW41 tuubi tdideti 5,5 ml 25 %-lise sahharoosilahusega. Selle pinnale pumbati klaaspipeti abil
SPETEC PERIMAX 12/1 SM peristaltilist pumpa kasutades kiirusel 30 rpm 5,5 ml 10 %-list
sahharoosi lahust selliselt, et moodustusid kaks silmaga eristatavat vedelikukihti. Tuubid kaeti
parafilmiga ja asetati seisma horisontaalses asendisse, et kihid omavahel osaliselt seguneks.
Sellises asendis hoiti SWA41 tuube toatemperatuuril 4 tundi ning keerati seejérel tagasi

vertikaalsesse asendisse ja hoiti 4 °C juures iile6o.

2.2.10 Preparatiivses skaalas in vitro translatsiooni reaktsioon valkudega G3BP-2 ja
Caprin-1
Valgusiinteesiks kasutati HEK293FT ekstrakti, millele tehti MNaasi to6tlus sarnaselt
alapeatiikis 2.2.6. kirjeldatule. Sellele jargnes mRNA eelinkubatsioon valkudega G3BP-2 ja
Caprin-1. Eelinkubatsiooniks vajalikud komponendid segati kokku DNA LoBind tuubis. 15,7
ug mMRNA-Ie lisati 27,5 ul K3L puhvrit, 5,4 ul KOAc ja Mg(OACc): lahust (1713 mM KOAc, 1
mM Mg(OACc)2, 273 mM HEPES, 2 mM spermidiin, 1 mM putrestsiin, 20 mM TCEP), 5,4 ul
RNaasi inhibiitorit Superase, 0,95 ul valku G3BP-2 16ppkontsentratsioonini 3 uM ja 1,30 ul
valku Caprin-1 1dppkontsentratsioonini 2 pM. K-iooni kontsentratsioon segus oli 222 mM ja
Mg-ioonil 0,1 mM. Segu 16ppruumala oli 54 ul ja seda inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit.
Samal ajal valmistati translatsiooniks vajalik lahus. Sinna lisati 27 pl translatsioonisegu
(koostist on kirjeldatud alapeatiikis 2.2.6), 13,5 ul 20 mM ATP/GTP segu, 27 ul 10-kordset
KOACc lahust (470 mM KOAc, 273 mM HEPES, 2 mM spermidiin, 1 mM putrestsiin, 20 mM
TCEP), 135 pl MNaasiga toodeldud HEK293FT ekstrakti ja 13,5 ul valgusegu (40 uM K3L, 4
uM GADD34, 2 uM elF4E ja 8 uM PABP). Translatsiooni lahuse 1dppruumala oli 216 pl ning
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see segati kokku eelinkubatsiooniseguga saades 1oppruumala 270 ul. Valgu G3BP-2
16ppkontsentratsioon oli 600 nM ja valgu Caprin-1 Idppkontsentratsioon oli 400 nM. Saadud
lahust inkubeeriti 30 °C juures 30 minutit. Seejdrel tsentrifuugiti lahusest vélja suuremad
osakesed ning supernatant kanti 10-25 %-lisele suhkrugradiendile. Paralleelselt kanti teises
SW41 tuubis olevale sahharoosigradiendile 150 ul HEK293FT ekstrakt, mida ei t66deldud
MNaasiga ega kasutatud valgusiinteesiks. Gradienti tsentrifuugiti kasutades ultratsentrifuugi
Optima XE-90 Ultracentrifuge (Beckman Coulter, REF: B10049), milles tsentrifuugimise
tingimused olid 38 000 rpm, w?t oli 1,566 x 10! rad?/s, kestvus 2 tundi ja 45 minutit ning

tootemperatuuriks oli 4 °C.

Sahharoosigradiendis liikuvate komponentide visualiseerimiseks kasutati SPETEC PERIMAX
12/1 SM peristaltilist pumpa kiirusel 90 rpm, mis oli iihendatud seadmega BioRad ECONO UV
Monitor ja vdoimaldas registreerida lahuse neelduvust 260 nm juures tundlikkusega 0,5 AUFS.
Tulemus registreeriti arvutiprogrammi ,,WindDaq" abil. Saadud graafikust 1dhtuvalt koguti
labipumbatav vedelik 2 ml Eppendorf tuubidesse, kiilmutati vedelas [dmmastikus ja séilitati -

80 °C juures.

2.2.11 Valgu sadestamine sahharoosi fraktsioonidest

Valkude kontsentratsiooni suurendamiseks lahuses tehti alapeatiikis 2.2.10. kirjeldatud
meetodiga saadud fraktsioonides valkude sadestamine. Selleks lisati igast fraktsioonist saadud
2 ml Axygen tuubis 200 ul lahusele 800 pl metanooli ja 200 pl kloroformi ning lahuseid segati.
Saadud lahuseid inkubeeriti 4 °C juures jail 20 min. Seejérel tsentrifuugiti swing-out rootoriga
SIGMA 1-14K lauatsentrifuugis 16 100 g ja 4 °C juures 15 min. Tuubidest eemaldati pealmine
metanooli sisaldav faas kuni tuubidesse jdi 200 pl vedelikku. Sellele lisati 1500 pl metanooli ja
segati. Lahuseid tsentrifuugiti samades tingimustes 15 min. Tuubidest eemaldati vedelik
kallutades ning sadet kuivatati toatemperatuuril 4 min. Fraktsioonidest 1 ja 4 saadud sade voeti
tiles 20 pl 1-kordses SDS geeli laadimispuhvris. Fraktsioonidest 2, 3 ja 5 saadud sade voeti iiles
40 ul 1-kordses SDS geeli laadimispuhvris. Saadud kontsentreeritud fraktsioone kasutati

Western bloti kéigus ning seda on kirjeldatud alapeatiikis 2.2.12.

2.2.12 Valkude G3BP-2 ja Caprin-1 detekteerimine Western blot meetodil
Sahharoosigradienti kasutades saadud fraktsioonides olevate komponentide uurimiseks kasutati
Western blot meetodit. Lisaks fraktsioonidele kanti geelile vordluseks ka puhastatud valgud

G3BP-2 ja Caprin-1, et nende asukohta ja kontsentratsioone fraktsioonides hinnata. Valkudest
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tehti lahjendused, millele lisati 4 ul 6-kordset naatriumdodetsiiiilsulfaat (SDS) geeli
laadimispuhvrit. Uhes lahjenduses oli mdlema valgu kogus 50 ng ja teises 125 ng. Fraktsioonid
1 ja 4 kontsentreeriti ja lahustati 20 pl 1-kordses SDS geeli laadimispuhvris ning fraktsioonid
2, 3, ja 5 lahustati 40 pl 1-kordses SDS geeli laadimispuhvris vastavalt alapeatiikis 2.2.11.
Kirjeldatud meetodile. Saadud fraktsioone ja valgulahjendusi kuumitati 95 °C juures 5 minutit,
et valgud denatureeruks. Proovid kanti 1,5 mm paksusele 10 %-lisele valgu SDS-PAGE geelile
ning jooksutati 1-kordses SDS-PAGE puhvris 180 V juures 50 minutit. Poliakriiiilamiidgeelilt
kanti valgud Immobilon-P membraanile (Merck; IPVH08130), mille poori suurus oli 0,45 pm.
Selleks kasutati BioRad marja tilekande seadet 4 °C juures, kus lisajahutusena kasutati jaad
véltimaks iilekuumenemist. Geeli loputati 10 ml 1-kordse poliiviniiiillideen fluoriid (PVDF)
puhvriga, milles sisaldusid 3,05 g/l Tris, 14,4 g/l gliitsiin ja 25 ml/l metanool (SIGMA; REF:
34885-1L-M). PVDF puhvrisse kasteti ka Whatman filterpaberid, mida kasutati vdileiva
moodustamiseks. Vaileib moodustati laotades esmalt kolm filterpaberit, nende peale geel ja
selle peale membraan ning kolm filterpaberit. Kihid fikseeriti iilekande seadmesse 1-kordses
PVDF puhvris ja iilekandeks kasutati 80 V kestvusega 1 tund ja 25 minutit. Ulekande 15pus
ilmusid membraanile suurusmarkeri valkude bidndid. Membraani loputati 1-kordses tris-
puhverdatud soola ja Tween 20 segu (TBST) puhvris, mis sisaldas 50 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NacCl ja 0,05 % Tween-20. Blokeerimiseks kasutati 5 %-list piima (AppliChem; REF:
A0830,0500; rasvavaba piimapulber) lahust 1-kordses TBST puhvris, mida segati 1 tund
toatemperatuuril. Primaarsete antikehade seostumiseks valmistati 10 ml 0,5 %-list piimalahust
1-kordses TBST puhvris, millele lisati 3 ul anti-flag (SIGMA-ALDRICH; REF: SAB4301135)
ja 3 ul rpl7a/SURF3 (Bethyl; REF: A300-749A-T) primaarseid antikehasid. Membraani
inkubeeriti lahuses toatemperatuuril segades 50 minutit. Inkubeerimise jarel pesti membraani
kolm korda 2-minutiliste intervallidega 10 ml 1-kordses TBST puhvris. Pesemisele jargnes
inkubatsioon 10 ml 1 %-lises piimalahuses, millele lisati 3 pl sekundaarset peroksiidaasiga
konjugeeritud Goat Anti-Rabbit IgG (H +L) antikeha (Pierce; REF: 31466) ja 1 ul Strep-MAB-
Classic HRP antikeha (IBA; REF: 2-1509-001). Sekundaarsete antikehadega inkubeeriti
membraani 50 minutit orbitaalsegajas (60 rmp/min) segades toatemperatuuril. Membraani pesti
sarnaselt eelnevalt 2-minutiliste intervallidega kolm korda. Tulemuste néhtavaks tegemiseks
valmistati 2 ml ilmutuslahust, milleks segati omavahel 1 ml reagenti 1 ja 1 ml reagenti 2
(Amersham ECL Western Blotting Analysis system; REF: RPN2109). Membraan asetati
ilmutuslahusesse kilekaante vahel ning eksponeeriti kemoluminestsentsfilmile (GE Healthcare)

2,5 minutit.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 SH-SYS5Y rakuliini kasvatamine ja selle méju in vitro translatsioonile

Neuroblastoomi rakuliini SH-SY5Y rakke kasvatati translatsiooniekstrakti eraldamiseks
toogrupi poolt varem kirjanduse pohjal vilja tootatud protokolli kohaselt. Rakke kasvatati
ekstrakti eraldamiseks kokku neljal korral (kasvatus 1 - 4). Kasvatuste 1 ja 2 korral koguti rakud

ekstrakti eraldamiseks 90 % - 100 % konfluentsuse juures.

Uheks probleemiks translatsiooniekstrakti eraldamisel SH-SY5Y rakuliinist kasvatustes 1 ja 2
oli saadava materjali vihene kogus vorreldes sarnastes tingimustes kasvatatud HEK293FT
rakuliinist saadava ekstraktiga. Kasvatustes 1 ja 2 saadi SH-SY5Y rakkudest keskmiselt 4 A260
tthikut ekstrakti, sarnastes tingimustes kasvatatud HEK293FT rakkudest aga keskmiselt 93
tthikut ekstrakti. SH-SYSY rakkudest eraldatud ekstrakti vdhene kogus ei olnud piisav

edasisteks biokeemilisteks katseteks.

Uheks vdimaluseks eraldatava materjali kogust tdsta on kultiveeritavate rakkude arvu
suurendamine, kasvatades rakke 10 koekultuuri tassi asemel 15-1 voi isegi 20-1 tassil.
Rakkudega ldbi viidavate tegevuste puhul on aga oluline teha neid voimalikult kiiresti
véltimaks rakkude stressi. Seega tasside arvu suurendamisega kaasneks probleem nende
késitlemisel sdilitamaks rakkude stabiilset keskkonda ning tduseks ressursside kulu. Eraldatava
materjali hulga tdstmiseks eraldati kahes viimases katses (kasvatused 3 ja 4) ekstrakt seetdttu
ile 100 % konfluentsuseni kasvanud rakukultuurist. Kolmandas katses kasvatati SH-SY5Y
rakke esmalt 100 %-lise konfluentsuseni ja siis veel iiks lisapdev. Katses 4 kasvatati rakke 100
% konfluentsuse saavutamise jirel veel kaks lisapieva. Ule 100 %-lise konfluentsuse juures
vastavalt 1 v3i 2 pdeva kasvatatud rakkude kultuuris rakkude suremisele viitavaid tunnuseid
nagu rakkude suures koguses eraldumine kasvusubstraadilt ja/vdi sodtmes ,,hdljuvate* rakkude
arvu mirgatav suurenemine ei tdheldatud. Rakkude arvu tdstmine iile 100 % konfluentsuse
juures kasvatamisel teel tOstis eraldatud ekstrakti hulka ligi kolmekordselt (eraldatud ekstrakti
keskmine kogus 12 A260 tihikut) (tabel 2).
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Tabel 2. Rakuliini SH-SY5Y kasvatustest 1-4 saadud ekstrakti kogus A260 tihikutes. Katsetes
1 ja 2 kasvatati rakke 90 - 100 %-lise konfluentsuseni, katses 3 kasvatati rakke esmalt 100 %-
lise konfluentsuseni ja siis veel iiks lisapdev, katses 4 kasvatati rakke 100 %-lise konfluentsuse

saavutamise jdrel veel kaks lisapdeva.

SH-SY5Y kasvatused Ekstrakti kogus (A260 iihikut)
Kasvatus 1 4.8
Kasvatus 2 3,9
Kasvatus 3 14,5
Kasvatus 4 10,4

Erinevates kasvatustes eraldatud SH-SY5Y ekstraktide aktiivsust analiiiisiti eelnevalt K*- ja
Mg?*-ioonide kontsentratsiooni suhtes optimeeritud tingimustes reportervalgu lutsiferaas
siinteesil. Erinevate ekstraktide translatsiooniaktiivsuse vordlemiseks jagati siinteesitud
lutsiferaasi valgussignaali véirtus katsesse voetud ekstrakti hulgaga A260 tihikutes. Nii
arvutatud  eriaktiivsused  vOimaldavad  hinnata  iihesuguse koguse ribosoomide
valgusiinteesivdoimet erinevates ekstrakti preparatsioonides ja seega kasvatus- ning

eraldamistingimsute mdju ekstrakti kvaliteedile.

Nii SH-SY5Y kui toogrupi teiste liikmete poolt HEK293FT rakuliinist eraldatud
ekstraktipreparatsioonide eriaktiivsused varieerusid mérgatavalt (joonis 4). Samuti ei olnud
taheldatav selgelt tdlgendatav seos ekstrakti eriaktiivsuse ja kasvatamistingimuste vahel. Siiski
vOib tulemuste pdhjal véita, et SH-SY5Y rakkude kuni kahepdevane kasvatamine iile 100 %

konfluentsuse juures ekstrakti valgusiinteesivdoimele negatiivset moju ei avalda.

27



200
180
160
140
120
100
80
60
40

20
0 — L L

2 ) .3 4
Ekstrakti preparatsioon

W HEK293FT SH-SY5Y

x 100000

Eriaktiivsus (U-1)

Joonis 4. SH-SY5Y ja HEK293FT ekstraktide eriaktiivsused optimaalsetes in vitro
valgusiinteesi tingimustes. Graafikul on kujutatud SH-SY5Y ja HEK293FT ekstraktide
eriaktiivsused reaktsioonisegus, mida inkubeeriti 30 °C juures 30 min lutsiferaasi mRNA, 130-
160 mM K(OAc) vastavalt ekstraktide optimumile (tabel 3), 0,5 mM Mg?*, 1 mM aminohapete
segu ning ATP/GTP-regenereerimissiisteemi juuresolekul. HEK293FT tulemused on saadud

toogrupi varasematest katsetest.

Saadud tulemuste pohjal saab viita, et rakuliinist SH-SY5Y saadava ekstrakti koguse
suurendamiseks voib rakke kasvatada kuni kaks pdeva iile 100 %-lise konfluentsuse juures
sdilitades seejuures ekstraktide suhtelise aktiivsuse. Rakkude kasvatamiseks kasutatavate 15 cm
labimooduga tasside arvu suurendamist saab kaaluda edaspidiste ekstraktide valmistamise
korral kui soovitakse rakumassi veelgi suurendada. Rakkude kasvatamiseks kasutatava sootme
koguse suurendamist t66 kéigus ei kaalutud, sest neuroblastoomi rakud kinnituvad tassi pohjale

ja ei esine vabalt soGtmes.

2.3.2 Invitro rakuvaba valgusiinteesi tingimuste optimiseerimine SH-SY5Y ekstraktis
Ribosoomide valgusiinteesiaktiivsus soltub oluliselt K*- ja Mg?*-ioonide ning mRNA
kontsentratsioonist reaktsioonikeskkonnas. K™ ja Mg* on olulised ensiiiimide kofaktorid, samuti
aitavad nad stabiliseerida nukleiinhapet (Draper, 2004). Seetottu maérati iga ekstrakti korral
reportervalgu lutsiferaas siinteesiks optimaalne K*- Mg?*- ja mRNA kontsentratsioon. Selleks
testiti lutsiferaasi siinteesi rakuekstraktis K*-ioonide kontsentratsioonivahemikus 90 — 210 mM,
Mg?*-ioonide kontsentratsioonivahemikus 0,5 — 1,75 mM ning mRNA kontsentratsiooni
vahemikus 0,5 — 1,47 ng. Valgusiinteesi kdige suurem aktiivsus saavutati kui Mg?*
16ppkontsentratsioon oli valgusiinteesi korral 0,5 mM (joonis 5).
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Joonis 5. Mg?*-ioonide mdju SH-SY5Y ekstrakti translatsiooniaktiivsusele. Graafikul on
kujutatud reportervalgu lutsiferaas aktiivsus mikrokoki nukleaasiga eeltoodeldud, 0,19 A260
tihikut SH-SY5Y ekstrakti sisaldavas reaktsioonisegus, mida inkubeeriti 30 °C juures 30 min
lutsiferaasi mMRNA, 210 mM KOAc, 1 mM aminohapete segu ning ATP/GTP-

regenereerimissiisteemi juuresolekul Mg?* kontsentratsioonivahemikus 0,5 — 1,75 mM.

Optimaalse K* kontsrentratsiooni leidmiseks kasutati erinevaid KOAc kontsentratsioone.
Joonisel 6 on kujutatud ekstraktide suhtelised aktiivsused translatsioonil erinevate KOAcC
16ppkontsentratsioonide juures. Joonis 7 niitab kdigi ekstraktide keskmist aktiivsust koos

standardhilvega.
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Joonis 6. K*-ioonide mdju SH-SY5Y ekstrakti translatsiooniaktiivsusele. Graafikul on
kujutatud reportervalgu lutsiferaas aktiivsus mikrokoki nukleaasiga eeltdddeldud, 0,16 — 019
A260 tihikut SH-SY5Y ekstrakti sisaldavas reaktsioonisegus, mida inkubeeriti 30 min 30 C
juures lutsiferaasi mMRNA, 0,5 mM Mg(OAc)2, 1 mM aminohapete segu ning ATP/GTP

regenereerimissiisteemi juuresolekul K* kontsentratsioonivahemikus 78 — 213 mM.
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Joonis 7. K*-ioonide mdju SH-SY5Y ekstrakti translatsiooniaktiivsusele. Graafikul on
kujutatud reportervalgu lutsiferaas aktiivsus mikrokoki nukleaasiga eeltoodeldud, 0,16 — 0,19
A260 tihikut SH-SY5Y ekstrakti sisaldavas reaktsioonisegus, mida inkubeeriti 30 min 30 °C
juures lutsiferaasi mRNA, 0,5 mM Mg(OAc)2, 1 mM aminohapete segu ning ATP/GTP
regenereerimissiisteemi juuresolekul K* kontsentratsioonivahemikus 78 — 213 mM.
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Koigi ekstraktide puhul andsid korge suhtelise aktiivsuse KOAc 130 mM ja 160 mM
16ppkontsentratsiooniga valgusiinteesi lahused ja nendest leiti K optimumid koigi ekstraktide
jaoks (tabel 3). Ekstrakt 1 andis 130 mM ja 160 mM KOAc korral sarnase aktiivsuse,
ekstraktide 2 ja 3 jaoks oli optimum 160 mM ja ekstrakti 4 jaoks 130 mM KOAC juures.

Tabel 3. Rakuliini SH-SY5Y tsiitoplasmaatilise ekstraktidele vastavad K* optimaalsed
kontsentratsioonid in vitro translatsiooni lahuses. Ekstraktid olid mikrokoki nukleaasiga
eeltodeldud ja neid inkubeeriti 30 min 30 °C juures lutsiferaasi MRNA, 0,5 mM Mg(OAc)2, 1

mM aminohapete segu ning ATP/GTP regenereerimissiisteemi juuresolekul.

SH-SY5Y rakuekstraktid K* optimum
ekstrakt 1 130 mM - 160 mM
ekstrakt 2 160 mM
ekstrakt 3 160 mM
ekstrakt 4 130 mM

To66 tulemused niitavad, et in vitro translatsiooniks on optimaalsed tingimused sellised, kus
MRNA kogus on vahemikus 0,5-1 ug, K+ kontsentratsioon on 130-160 mM ning Mg2+
kontsentratsioon on 0,5 mM. T66grupi varasemad katsed nditavad, et sarnased tingimused on
vajalikud ka HEK293FT ekstraktiga in vitro translatsiooni katsetes. Ioonide korgemate
kontsentratsioonide juures voivad need segada translatsiooni toimumist. MRNA-le polii-A saba
ja cap-struktuuri lisamine on vajalikud translatsiooni initsiatsiooni toimumiseks (Jackson jt,

2010), mistdttu lisati mdlemad mRNA-le selle siinteesimisel.

233 G3BP-2 ja Caprin-1 pérsivad reportervalgu  siinteesi SH-SY5Y
translatsiooniekstraktis
RNA-seonduvad valgud G3BP-2 ja Caprin-1 méngivad keskset rolli erinevate ribosomaalsete
komplekside assambleerumisel nii stressigraanuliteks kui neuronaalseks RNA graanuliteks.
Kidesoleva t66 eesmirgiks ongi SH-SYS5Y rakuekstraktil pdhineva in  vitro
translatsioonisiisteemi véljatootamine ribosoom-G3BP-2/Caprin-1 komplekside eraldamiseks
elektronmikroskoopiliseks struktuurianaliilisiks. Seetdttu testiti jargnevates katsetes téogrupi
poolt varem prokariiootses siisteemis ekspresseeritud rekombinantse G3BP-2 ja Caprin-1

vodimet ribosoomidega seonduda.

Kuna G3BP-2 ja Caprin-1 korral on varasemalt niidatud ribosoomide aktiivsust pérssivat

toimet, analiiiisiti esmalt G3BP-2 ja Caprin-1 mdju reportervalgu lutsiferaas siinteesile SH-
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SY5Y translatsiooniekstraktis. K*-, Mg?*-ioonide ning mRNA Kkontsentratsiooni suhtes
optimeeritud tingimustes lisati translatsiooniekstraktile erinevas koguses G3BP-2-te voi
Caprin-1  ning  ekstrakti  valgusiinteesivoimet  hinnati  siinteesitud  lustiferaasi
luminsetsentsignaali pdhjal. G3BP-2 kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 50 —1200 nM,

Caprin-1 kontsentratsiooni vahemikus 100-600 nM.

Mblema valgu lisamisel translatsiooniekstraktile oli tdheldatav reportervalgu siinteesitaseme
langus, mis oli positiivses korrelatsioonis lisatud G3BP-2 ja Caprin-1 kontsentratsiooniga.
G3BP-2 korral ulatus maksimaalne valgusiinteesi parssiv toime 40 %-ni ilma G3BP-2-ta
kontrollproovi translatsiooniaktiivsusest (joonis 8), Caprin-1 korral aga 80 %-ni kontrollproovi

aktiivsusest (joonis 9).
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Joonis 8. Rekombinantse, Flag-affiinsuspeptiidi sisaldava G3BP-2 moju SH-SY5Y
translatsiooniaktiivsusele. Reportervalgu lutsiferaas MRNA-d (350 nM) eelinkubeeriti G3BP-
2-ga kontsentratsioonivahemikus 0 — 1200 nM 0,1 mM Mg2+ ja 210 mM K+ juuresolekul
toatemperatuuril 5 min. G3BP-2-eelinkubeeritud mRNA-le lisati 0,17 A260 tihikut SH-SY5Y
ekstrakti, 1 mM  aminohapete segu ning ATP/GTP regenereerimissiisteemi sisaldav

translatsioonisegu ning proovi inkubeeriti 30 min 30 C juures.
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Joonis 9. G3BP-2 ja Caprin-1 koosmdju SH-SY5Y translatsiooniaktiivsusele. Reportervalgu
lutsiferaas mMRNA-d (350 nM) eelinkubeeriti 600 nM G3BP-2 ja Caprin-1-ga
kontsentratsioonivahemikus 0 — 600 nM 0,1 mM Mg?" ja 210 mM K* juuresolekul
toatemperatuuril 5 min. G3BP-2/Caprin-1-eelinkubeeritud mRNA-Ie lisati 0,17 A260 iihikut
SH-SYSY ekstrakti, | mM aminohapete segu ning ATP/GTP regenereerimissiisteemi sisaldav

translatsioonisegu ning proovi inkubeeriti 30 min 30 C juures.

2.3.4 Rekombinantne G3BP-2 on voimeline seonduma lutsiferaasi mRNA-ga

G3BP-2 ja Caprin-1 valgusiinteesi pérssiv toime voib olla tingitud nii nende valkude
seondumisest transleeritava mMRNA-ga Kkui otsesest seondumisest transleerivate ribosoomide
vOi translatsiooni initsiatsiooni kompleksiga. Seetdttu analiiiisiti jirgnevates katsetes nii G3BP-
2 seondumist ,,vaba“ (s.t. ribosoomidega mitteseondunud) mRNA-ga kui G3BP-2 ja Caprin-1
seondumist erinevate ribosomaalsete kompleksidega translatsiooniekstraktis.

G3BP-2 seondumist reportervalgu lutsiferaasi mMRNA-ga analiiiisiti mMRNA elektroforeetilise
liikkuvuse muutuse pohjal nn. ,,gel-shift™ katsesiisteemis. Erinevas kontsentratsioonis G3BP-2-
ga eelinkubeeritud mRNA litkuvuse muutust vorreldes sama mRNA liikuvusega G3BP-2-te
mittesisaldavas kontrollproovis jélgiti elektroforeesil 1 % agaroosgeelis. Sellises siisteemis

erineb mMRNA-G3BP-2 kompleksi liikuvus G3BP-2-ga mitteseondunud mRNA liikuvusest.

100 minutilise elektroforeesi jarel 4 “C juures oli agaroosgeelis selgelt tiheldatav G3BP-2-ga
eelinkubeeritud mMRNA liikuvuse vdhenemine vorreldes kontrollprooviga. mRNA liikuvuse

viahenemine korreleerus eelinkubatsioonil kasutatud G3BP-2 kontsentratsiooniga (joonis 10).
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Saadud tulemus osutab, et G3BP-2 on voimeline reporter-mRNA-ga seonduma sdltumata

ribosoomide seondumisest MRNA-ga.
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Joonis 10. G3BP-2-ga eclinkubatsiooni moju lutsiferaasi mRNA elektroforeetilisele
lilkuvusele. 100 nM lutsiferaasi mMRNA-d inkubeeriti 10 — 600 nM G3BP-2-ga 0,5 mM Mg?
ja 165 mM K juuresolekul 30 C juures 15 min. mRNA-G3BP-2 kompleksi moodustumist
hinnati mRNA elektroforeetilise liikuvuse muutuse pdhjal 100 min elektroforeesi jarel 1 %

agaroosgeelils Tris-Boraat puhvris (pH 8.0) 50 /25 mA ja 4 C juures.

Oluline on siinjuures lisada, et G3BP-2-ga eelinkubeeritud proovide elektroforeesil ei
tdheldatud mRNA lagunemisele viitavate madalama molekulmassiga fragmentide esinemist.
Nimelt on kirjanduses andmeid, et G3BP-2 isovorm G3BP-1 omab fosforiileeritud kujul RNA
endonukleaasset aktiivsust (Tourriere jt, 2001). RNA degradatsioonile viitavate madalama
molekulmassiga fragmentide puudumine osutab seega G3BP-2 mirgatava endonukleaasse
aktiivsuse puudumisele ning vilistab voimaluse, et translatsioonikatsetes tdheldatud ekstrakti
valgusiinteesi aktiivsuse vdhenemine G3BP-2 lisamisel tuleneks G3BP-2 endonukleaassest
aktiivsusest.

2.3.5 G3BP-2 ja Caprin-1 on iileesindatud 40S subiihikute fraktsioonis

Kuigi ,,gel-shift“ katse tulemused kinnitavad G3BP-2 vdimet seonduda reportervalgu
lutsiferaas MRNA-ga, ei ole selle tulemuse pdhjal voimalik otsustada, kas translatsioonikatsetes
taheldatud G3BP-2 valgusiinteesi aktiivsust parssiv toime tuleneb G3BP-2 ribosoomidega
konkureerivast seondumisest MRNA-ga. On mdeldav ka stsenaarium, mille kohaselt G3BP-2
(ja Caprin-1) translatsiooni pérssiv toime ekstraktis tuleneb nende valkude otsesest
seondumisest kas transleerivate ribosoomide vdi translatsiooni initsiatsiooni kompleksidega.
Seetottu on vajalik analiilisida, kas ja milliste ribosoomi kompleksidega seonduvad G3BP-2 ja

Caprin-1 translatsiooniekstraktis.
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Analiiisimaks G3BP-2 ja Caprin-1 jaotumist erinevate ribosoomi komplekside vahel
translatsiooniekstraktis fraktsioneeriti G3BP-2 ja Caprin-1 sisaldav translatsiooniekstrakt 10 %
- 25 % sahharoosi gradiendis tsentrifuugimise teel. Sahharoosi gradiendis tsentrifuugimine
voimaldab teineteisest lahutada ribosoomi 40S ja 60S subiihikud, 80S ribosoomid ning
poliiribosoomid (joonis 11). Eraldatud fraktsioonidest on G3BP-2 ja Caprin-1 sisaldust seejarel

voimalik tuvastada/hinnata valguspetsiifiliste antikehadega Western Blot meetodil.
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Joonis 11. G3BP-2 ja Caprin-1-ga inkubeeritud HEK293FT translatsiooniekstrakti
fraktsioneerimine 10 % - 25 9% sahharoosi gardiendis. 7 A260 ihikut HEK293FT
translatsiooniekstrakti, millele oli lisatud 600 nM G3BP-2, 400 nM Caprin-1 ja 50 nM
lutsiferaasi mRNA, inkubeeriti 30 min 30 C juures ning tsentrifuugiti seejirel 246942 x g
juures 165 min (02 t = 1,566 x 1011 rad2/s) 1dbi 10 mL 10 % - 25 % sahharoosi gradiendi.
Joonisel on kujutatud RNA sisaldus tsentrifuugimise jarel piki gradienti (suunas gradiendi
pohjast pinna poole) A260 neelduvuse pohjal. Numbrid 1 — 5 téhistavad gradiendilt kogutud
fraktsioone, mida kasutati G3BP-2 ja Caprin-1 sisalduse médaramiseks Western Bloti abil. 1)
poliiribosoomid, 2) 80S ribosoomid, 3) ribosoomi 60S subiihikud, 4) ribosoomi 40 subiihikud,

5) ribosoomidega mitteseondunud materjal.

Tulenevalt SH-SYS5Y rakuekstrakti vdhesest kogusest ning fraktsioneerimiskatse
materjalikulukusest (ligi 7 A260 tihikut rakuekstrakti katse kohta), teostati t60s pilootkatse
HEK293FT rakuliini ekstrakti kasutades.

Sahharoosi gradiendi fraktsioonidest CHClz/MeOH sadestamise teel kontsentreeritud materjali
analiilis Western Blot meetodil osutab, et translatsiooniekstrakti lisatud G3BP-2 ja Caprin-1 on

tileesindatud 40S subiihikutele ja ribosoomidega mitteseondunud materjalile vastavas
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fraktsioonis ning alaesindatud 80S ribosoomidele ja poliisoomidele vastavates fraktsioonides
(joonis 12).
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Joonis 12. G3BP-2 ja Caprin-1 sisaldus HEK293FT ekstrakti sahharoosi gradiendi
fraktsioondies. Fraktsioonidest 1 — 5 (joonis 11) CHCI3/MeOH sadestamise teel
kontsentreeritud materjalist kanti 10 % SDS-PAGE geelile 6 pg totaalset valku sisaldavad
proovid (v.a. fraktsioon 1, kus geelile kanti 3 pg totaalset valku). Valkude iilekande jarel geelilt
PVDF membraanile tuvastati G3BP-2 ja Caprin-1 membraanil antikehade abil, mis on
spetsiifilised vastavalt Flag-affiinsuspeptiidi suhtes G3BP-2-s ja streptavidiin-affiinsuspeptiidi

suhtes Caprin-1-s. Nooltega on nédidatud valkudele vastavad triibud geelil.
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KOKKUVOTE

Kiesolevas to0s tootati vilja metoodika in vitro translatsiooniekstrakti eraldamiseks inimese
neuroblastoomi rakuliinist SH-SYS5Y. Eraldatud ekstrakti valgusiinteesiaktiivsust testiti
lutsiferaasi kodeerivast jarjestusest ning klass I tubuliini 5°- ja 3’-mittetransleeritavatest aladest
koosneva kiméddrse mRNA translatsioonil ning analiiiisiti stressigraanulite ja neuronaalsete
RNA graanulite moodustumises keskset rolli mangivate RNA-seoseliste valkude G3BP-2 ja
Caprin-1 mdju nimetatud mRNA translatsioonile SH-SYS5Y ekstraktis. Eraldi analiiiisiti t60s
G3BP-2 ja Caprin-1 jaotust erinevatesse ribosomaalsetesse fraktsioonidesse HEK293FT

rakuliinist eraldatud translatsiooniekstraktis.

SH-SYS5Y rakuliinist eraldatud ekstrakti eriaktiivsus oli vorreldav t66grupi poolt varem
HEK293FT rakuliinist eraldatud ekstrakti eriaktiivsusega. Sarnaselt HEK293FT ekstraktiga oli
ka SH-SY5Y ekstrakti korral tdheldatav eriaktiivsuse mérgatav koikumine preparatsiooniti. See
kodikumine ei korreleerunud rakkude kasvatustingimustega ning on seega oletatavasti seotud

varieeruvusega ekstrakti eraldamise protseduurides.

Peamise probleemina ilmnes t66s SH-SYSY rakuliinist eraldatud ekstrakti vdhene kogus
vorreldes sarnastes tingimustes Kultiveeritud HEK293FT rakkudest saadava ekstrakti
kogusega. Mdonevorra suurendas SH-SYS5Y rakuliinist eraldatud ekstrakti kogust rakkude kuni
kahepdevane kasvatamine iile 100 % konfluentsuse juures, mis ei ole {ildreeglina soovitatav,

kuid selline kasvatusmetoodika ei mojutanud eraldatud ekstrakti eriaktiivsust.

Toogrupi varasematele tulemustele tuginedes kasutati in vitro translatsiooniks K3L, GADD34,
elF4E ja PABP valgusegu, millest tulenevalt oli in vitro valgusiinteesi aktiivsus katsetes korge.
Leiti, et kdige suurema aktiivsuse annab 0,5 mM Mg?* ja K* Idppkontsentratsiooniga
vahemikus 130-160 mM. mRNA kogus peaks in vitro translatsiooni korral jidma vahemikku
0,5-1 pg. SH-SY5Y ekstraktiga tehtud katsed niitasid, et K* ja Mg?* kontsentratsioonid
langesid kokku samades tingimustes tehtud katsetes HEK293FT ekstrakti optimaalsete

kontsentratsioonidega.

Tulemustest selgus, et G3BP-2 seostub mRNA kiilge inkubeerides neid 30 °C juures 15 minutit.
Valgusiinteesi inhibeerivat moju avaldavad nii G3BP-2 iiksinda kui ka koos valguga Caprin-1,
kuid seejuures ei avalda Caprin-1 lisamine valgusiinteesi aktiivsusele erilist moju. Kahe valgu
mdjul langeb valgusiinteesi aktiivsus margatavalt enam kui ainult G3BP-2 mdjul. Western blot
analiiiisist selgus, et G3BP-2 ja Caprin-1 leidub in vitro translatsioonil HEK293FT ekstraktis
40S ribosoomide subiihikute fraktsioonis, mis on kooskolas kirjanduse andmetega (Kedersha
jt, 2016).
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Implementing the cell free translation in human neuroblastoma SH-SY5Y cell line
Annika Liiv

Summary

The objective of this thesis was to investigate opportunities for the use of the SH-SY5Y human
neuroblastoma cell line in in vitro translation experiments for assessment of the effect of RNA-
binding proteins on protein synthesis. In addition to the assessment of protein synthesis rates, a
neuroblastoma-based in vitro translation system would provide means for purification of

protein and complexes, which could thereafter be utilised in structural biology studies.

Team had previously studied the use of neuronal RNA granules for delivery of specific mnRNAs
to axodendrites and identified several RBPs present in RNA granules, of which G3BP-2 and
Caprin-1 are the most interesting due to being involved in the formation of stress granules for
the temporary protection of RNA under stress conditions.

Main problem when making cytoplasmic extract was the small amount of extract from SH-
SY5Y compared to HEK293FT grown under the same conditions. This was somewhat
overcome by overgrowing SH-SY5Y cells at the confluency of 100% for 1-2 days. This method

did not have negative effects on in vitro translation activity.

Based on the results from previous experiments protein mixture containing K3L, GADD34,
elF4E and PABP was added to the in vitro translation reaction which raised translational
activity significantly. The rate of synthesis was found to be greatest at 0.5 mM Mg2*, 130-160
mM K* and the amount of mRNA should fall between 0.5 and 1 pg. Similar results were
received when extracts of HEK293FT were used for the protein synthesis.

The results showed that the protein G3BP-2 binds to mMRNA, but does not break it down. Protein
synthesis is inhibited both by G3BP-2 alone as well as in combination with Caprin-1; however,
when only Caprin-1 is added, the rate of synthesis is not affected significantly. When the two
proteins are combined, the decrease in the rate of protein synthesis is considerably higher than
when only G3BP2 is present. The Western blot analysis showed G3BP-2 and Caprin-1 to be
over-represented in the fraction of 40S sub-units and material not bound to ribosomes in in vitro
translation in the HEK293FT extract.

In summary, it was established that cytoplasmic extracts prepared from neuroblastoma cells can
indeed be utilised as an in vitro translation system, as the corresponding protein synthesis rates
are within the same order of magnitude as in the case of extracts prepared from HEK293FT

human embryonic kidney cells.
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