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Mitokondriaalsed DNA metiiiiltransferaasid kui potentsiaalsed mitokondriaalse

nukleoidiga assotsieerunud valgud ja nende roll mtDNA siilitamises

Mitokondrite talitlus on otseselt seotud mitokondriaalse DNA-ga (MtDNA), mis esineb
kompleksis spetsiifiliste valkudega, moodustades kompaktseid struktuure — nn nukleoide.
Mitokondriaalne DNA helikaas Twinkle ja transkriptsioonifaktor A (TFAM) kuuluvad
nukleoidi “tuumikvalkude” hulka ning on olulised mtDNA sdilitamises. MtDNA metabolism
vOib olla reguleeritud epigeneetiliste mehhanismide kaudu. Seni avaldatud andmed nii
mtDNA metiilatsiooni kui ka metiilatsiooni eest vastutavate DNA metiiiiltransferaaside
(DNMT) kohta on endiselt vastuolulised. Kiesoleva t66 kdigus on ndidatud DNA
metiitiltransferaaside — DNMT1 ja DNMT3A - esinemine HEK293e rakkude
mitokondriaalses fraktsioonis. T60 kéigus ilmnes, et DNMT1 ja DNMT3A hulk rakus muutub
vihesel maddral vastusena kahe mitokondriaalse nukleoidiga assotsieerunud valgu
mahasurumisele. Siiski selgus, et HEK293e rakuliini mtDNA NCR piirkonna tsiitosiini
metiilatsioon on, kui iildse, tithine ning suure tdendosusega ei oma regulatoorset tihtsust

mitokondriaalses geeniekspressioonis ja/voi DNA siilitamises.

Mairksonad: Mitokonder, nukleoid, epigeneetika, mtDNA metiilatsioon, DNMT1/3A
CERCS teaduseriala: P320: Nukleiinhappesiintees, valgusiintees P310: Valgud, ensiimoloogia

Mitochondrial DNA methyltransferases - potential nucleoid associated proteins and

possible functions in mtDNA maintenance

Proper functioning of mitochondria is linked to the presence of mitochondrial DNA (mtDNA)
which is present in compact complexes with specific proteins termed nucleoids. The mtDNA
helicase Twinkle and the transcription factor A (TFAM) belong to the “core-components® of
nucleoids and have important functions in mtDNA maintenance. The metabolism of mtDNA
may be regulated through epigenetic mechanisms. However, data on mtDNA methylation and
DNA methyltransferases to date are, at least in parts, contradictive. In the course of the
current project it could be shown that the DNA methyltransferases DNMT1 and DNMT3A
are present in mitochondrial fractions from HEK293e cells. Both proteins slightly responded
to knock-downs of nucleoid proteins, whereas clear signs of mtDNA methylation in the NCR
or changes to it did not occur. Methylation apparently might not have regulatory functions in

mitochondrial gene expression and/or DNA maintenance.

Key words: Mitochondria, nucleoid, epigenetics, mtDNA methylation, DNMT1/3A
CERCS: P320: Nucleic acids, protein synthesis P310: Proteins, enzymology
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KASUTATUD LUHENDID

5(h)mC — 5-(hiidroksii)metiiiltsiitosiin

ALS — amiiotroofne lateraalne skleroos

BrU — 5-bromo-2’deoksiiuridiin

COX Il — tsiitokroom c oksiidaasi II subiihik

DMEM - Dulbecco modifitseeritud Eagles meedium

DNMT — DNA metiiiiltransferaas

ECL — ingl enhanced chemiluminescence, véimendatud kemiluminestsents
ESC — embriionaalsed tiivirakud

HEK293 — ingl human embryonic kidney cells, inimese embriionaalsed neerurakud
HSP60 — ingl heat shock protein, kuumasoki valk 60 kDa

MeCP — metiileeritud tsiitosiini siduvad valgud

MMP — maatriksi-metalloproteaasid

mtDNA — mitokondriaalne DNA

mMtSSB — iiheahelalist DNA-d siduv valk

NDNA — tuuma DNA

NCR — mitokondriaalse DNA mittekodeeriv piirkond

PBS - ingl phosphate buffered saline, fosfaatpuhverdatud soolalahus
PMSF - feniitilmetaansulfoniiiilfluoriid

POLG — DNA poliimeraas y

POLRMT — mitokondriaalne RNA poliimeraas

RNAI — RNA interferents

ROS — ingl reactive oxygen species, reaktiivsed hapnikuiihendid

SAM - S-adenosiililmetioniin

SDS-PAGE — naatriumdodetsiiiilsulfaat-poliiakriiiilamiid geelelektroforees
SSC - ingl saline sodium citrate, naatriumtsitraadi soolalahus

TBST — Tris-puhverdatud soolalahus Tween 20 lisandiga

TET — ingl ten-eleven translocation enzyme, metiiiiltsiitosiini dioksiigenaas
TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A

TFBM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor B

TOMA40 — ingl translocase of the outer membrane, vialismembraani translokaas 40 kDa

VDACL1 — mitokondriaalne poriin, pingest sdltuv anioonselektiivne kanal 1



SISSEJUHATUS

Eukariiootse raku mitokondrid moodustavad omalaadse infrastruktuuri, kus kehtivad omad
“méangureeglid”. Mitokondrites toimub replikatsioon ning valkude (Ibrahim jt., 1973) ja RNA
molekulide siintees (Clayton, 2000). Mitokondrid on ainukesed loomse raku organellid lisaks
rakutuumale, mis sisaldavad parilikkusainet — mitokondriaalset DNA-d (mtDNA) (Nass ja
Nass, 1963). MtDNA on asendamatu mitokondri korrektseks funktsioneerimiseks, eelkdige
energia tootmise seisukohalt. MtDNA on kaetud spetsiifiliste valkudega, moodustades
nukleoidiks nimetatava struktuuri, mis kindlustab head keskkonda mtDNA replikatsiooni,
transkriptsiooni ja reparatsiooni toimumiseks (Hensen jt., 2014). MtDNA siilitamine ja
metabolism on tihedalt seotud mitokondriaalse helikaasi Twinkle ja mitokondriaalse
transkriptsioonifaktori A (TFAM) funktsiooniga, kuna mdlema valgu kadumine rakus
pohjustab kiiret mtDNA koopiaarvu langust (Kang jt., 2007; Tyynismaa jt., 2004), hairides
seeldbi mitokondrite normaalset talitlust (Li jt., 2012).

Organismi fenotiilibi méadravad &ra ihelt poolt geneetiline informatsioon, teiselt poolt
keskkonnatingimused. Neid integreerivaks liiliks on muuhulgas epigeneetilised mehhanismid,
mis reguleerivad geeniekspressiooni DNA primaarjarjestust muutmata (Jones ja Takai, 2001).
Geeniekspressiooni aktiivsuse reguleerimise kaheks pohiliseks molekulaarseks mehhanismiks
peetakse kromatiini pakitusastme ja DNA metiilatsiooni taseme muutmist vastavalt raku
vajadustele (Jaenich ja Bird, 2003). DNA metiileerimist viivad ldbi selleks spetsialiseerunud
ensiiimid — DNA metiiiiltransferaasid (DNMT-d) (Klose ja Bird, 2006). Mitokondriaalne
epigeneetika tousis tdhelepanu keskpunkti suhteliselt hiljuti, pdrast seda, kui leiti, et
mitokondrite alatalitlus on seotud rea raskete haigusseisunditega, eelkdige miiopaatiate ja
(Chesnut jt., 2011) ja neurodegeneratiivsete haigustega (Coskun jt., 2012), samuti mitmete
kasvajatega (Ferreira jt., 2015). Lisaks sellele on tdnapdeval itha rohkem hakatud radkima

mitokondri olulisusest siidame-veresoonkonna patogeneesis (Tsutsui jt., 2011).

Imetajate mtDNA metiilatsiooni esinemine ja selle roll mitokondriaalse geeniekspressiooni
regulatsioonis ja iildises mitokondri metabolismis on endiselt tdis vastuolusid ja kiisiméarke
(Bianchessi jt., 2016; Liu jt., 2016). Kéesolevas uurimistoés uurisin  DNA
metiililtransferaaside — DNMT1 ja DNMT3A — levimust embriionaalsetes neerurakkudes
HEK293e ja seda just mitokondriaalse lokalisatsiooni fookuses. Rakendades biokeemilise
fraktsioneerimise meetodeid uurisin mitokondriaalseid valke ja voimalikke muutusi nende

hulgas vastusena siRNA-vahendatud Twinkle ja TFAM valgu ekspressiooni mahasurumisele
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(knock-down). Lisaks sellele uurisin mtDNA CpG metiilatsiooni taset ja selle voimalikke
muutusi TFAM ja Twinkle knock-down tingimustel, keskendudes regulatoorse téhtsusega

mtDNA mittekodeeriva piirkonna (ingl non-coding region, NCR) analiiiisimisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Mitokondri iseloomustus
1.1.1. Mitokondri ehitus ja funktsioon

Mitokondrid on eukariiootse raku kahe membraaniga imbritsetud tsiitoplasmaatilised
organellid, mis moodustavad raku energeetilise aluspdhja (Saraste, 1999). Mitokondreid
iseloomustab plastilisus, iihes rakus voib samal ajal esineda nii sfédrilisi kui ka filamentseid
vorme, organellide diameeter jaab suurusvahemikku ~0,5-1 pum, pikkus kuni 7 um (Krauss,
2001). Mitokondrite {ilesehitus jaotub neljaks kompartmendiks: véilismembraan,
sisemembraan, membraanidevaheline ruum ja sisemembraaniga piiritletud maatriksi ruum
(Kotiadis jt., 2014; Krauss, 2001). Mitokondri sissmembraanis on hulgaliselt sissesopistisi
ehk kristasid, mis suurendavad membraani kogupindala (Kotiadis jt., 2014). Igat
kompartmenti iseloomustab spetsiifiline valkude, sh ensiiimide komplekt. Naiteks,
mitokondri vilismembraanis asuvad pingest soltuvad poriinkanalid (ingl voltage dependent
anion channel, VDAC), valgu impordi eest vastutavad translokaasid (ingl translocase of the
outer membrane, TOM) ning signaalradade retseptorid. Sisemembraanis lokaliseeruvad
mitokondriaalse hingamisahela valgukompleksid, mitokondri maatriks sisaldab rohkelt
mitokondri metabolismi seisukohalt olulisi valke (nt tsitraaditsiikli valgud, aminohapete ja

lipiidide metabolismiga seotud valgud) (Taylor jt., 2003).

Mitokondrid moodustavad raku sees diinaamilise vOrgustiku, pidevalt muutuva koosluse.
Organellide jagunemine, kokkusulamine, liikumine tsiitoskeleti vahendusel — koik need
protsessid on olulised mitokondrite korrektseks funktsioneerimiseks (Westermann, 2008;
Legros jt., 2004). Uhes rakus on tavaliselt sadu kuni tuhandeid organelle, antud number
varieerub liigiti, koe- ja rakutiiiibiti, muutusi esineb ka organismi arengu ning vananemise

kéigus (Cole, 2016).

Mitokondrid tididavad rea elutdhtsaid funktsioone. Kdige enam tuntakse neid raku aeroobse
metabolismi keskustena, kus toimub orgaaniliste ainete, siisivesikute, lipiidide ja valkude,
lagundamisel tekkinud redutseeritud tihendite (nt NADH/NADPH ja FADH/FADPH)
oksilideerimine ning vabanenud elektronide iilekanne molekulaarsele hapnikule piki raku
hingamisahelat. Hingamisahel koosneb neljast mitokondri sisemembraanis asuvast ja mitmest
subiihikust koosnevast valgulisest kompleksist (I-IV), mida modda elektronide transpordiga

kaasneb  prootonite  pumpamine  mitokondri  maatriksist  1dbi  sisemembraani

8



membraanidevahelisse ruumi. Protsessi kéigus tekib sisemembraani kahe kiilje vahel
prootongradient. Prootonite liikumisel 1dbi F1Fo-ATP siintaasi, hingamisahela V kompleksi,

vabaneb elektrokeemiline energia, mida salvestatakse ATP kujul (Saraste, 1999).

Lisaks ATP siinteesile on mitokondrid asendamatud mitmes ainevahetuslikus protsessis, mis
ei ole otseselt seotud energia tootmisega. Nimelt, mitokondrites toimub rasvhapete [-
oksiidatsioon, nukleotiidide ja aminohapete metabolism (Taylor jt., 2003), samuti uurea
tsilkkel, mille kédigus kahjutustakse ja elimineeritakse  organismile  toksilisi
lammastikuiihendeid (Zorov jt., 1997). Mitokonder on oluline heemi ja steroidide allikas
(Zorov jt., 1997) ning tagab raku kaltsiumi homdostaasi (Gunter jt., 2004). Mitokondrid
tdidavad ka rida regulatoorseid tilesandeid. Mitokondrid tdidavad rakus omalaadset ,,sensori‘
funktsiooni ning moduleerivad rakulist vastust viliskeskkonna stressoritele (Manoli jt., 2007).
On nididatud, et mitokondrites toodetud madalates kontsentratsioonides reaktiivsed
hapnikuiihendid (ingl reactive oxygen species, ROS) kiituvad signaalmolekulidena (nt NO,
H.0,), mille vahendusel toimub nii rakusisene kui ka rakkudevaheline kommunikatsioon,
sealjuures suurenenud ROS hulk kiivitab programmeeritud rakusurma ehk apoptoosi (Giorgio
jt., 2005). Mitokondrid kaitsevad rakku oksiidatiivse stressi eest, sisaldades valgulisi
antiokstidante (Valle jt., 2005). Mitokondritel on oma osa tuuma DNA (ingl nuclear DNA,
nDNA) ekspressiooni regulatsioonis (Castegna jt., 2015), muuhulgas reguleerivad nad ka

iseenda taastootmist (Ott ja Herrmann, 2010).

1.1.2. Mitokondri péritolu ja evolutsioon

Mitokondri péritolu teema on pdlvinud suurt huvi ja tdhelepanu tdanu mtDNA olemasolule.
Mitokondrid on ainukesed loomse raku organellid, mis sisaldavad nukleiinhapet. Koos
sekveneerimistehnoloogia arenguga tuli suur hulk uusi andmeid, mis vdimaldasid selgitada
mitokondriaalse genoomi piritolu ja evolutsiooni protsesse (Gray jt., 2001). Uhiselt
aktsepteeritud endosiimbioosi teooria kohaselt on mitokonder kahe elu iihtesulamise tulemus.
Arvatakse, et tuumaga eukarliootne peremeesrakk ,haaras“ enda sisse bakterist
endostimbiondi (Lang jt., 1999), mis evolutsioonilises mdttes osutus mdlema osapoole jaoks
kasulikuks ning tdstis nende kohanemisvoimet tol ajal valitsevate keskkonnatingimuste
juures. Edaspidise evolutsiooni kdigus omandas prokariiootne rakk kindlaid funktsioone ning
muutus peremeesraku organelliks. Fiilogeneetilised analiiiisid erinevate organismigruppide

vahel néitasid, et a-proteobakterid on ldhimas suguluses mitokondritega (Gray jt., 2001; Lang



jt., 1999), seega eukariiootse raku mitokondrid ei ole midagi muud, kui kaasaegse o-

proteobakteri eellase jarglased, mis evolutsiooni kdigus on “lihtsustunud” tdnapdeva kujuni

(Adams ja Palmer, 2003; Lang jt., 1999).

1.1.3. Mitokondriaalne genoom

Mitokondriaalse genoomi evolutsiooni kirjeldavateks marksonadeks on reduktsioon ja jérk-
jarguline autonoomsuse vidhenemine, mida iseloomustab {iisna silmapaistev geeni- ja
liigispetsiifiline variatsioon. Kaasaegse mitokondri DNA on jaotunud kahe kompartmendi
vahel: vidike hulk geene sisaldub mitokondrites mtDNA rdngasmolekuli (mitme koopia)
koosseisus ning suurem osa (~99%) mitokondri ,,ehitusplokkide® tootmiseks vajalikust
informatsioonist siilitatakse tuuma DNA-s (Adams ja Palmer, 2003). MtDNA ei allu Mendeli
parandumisseadustele, kuna iga uus organism saab oma mtDNA vaid emaliini pidi (Chinnery
jt., 2012). MtDNA geenide produktid koos tsiitoplasmast imporditud RNA (nt 5SrRNA,
RNaas MRP, RNaas P) (Sripada jt., 2012) ja valkudega varustavad mitokondreid nende
isikliku DNA replikatsiooni, transkriptsiooni, mRNA protsessimise (Clayton, 2000) ja
valgusiinteesi siisteemidega (Ibrahim jt., 1973; McLean jt., 1958), mida viivad 1dbi vastavalt
mitokondri-spetsiifiline DNA poliimeraas y (POLG), iihesubiihikuline RNA poliimeraas
(POLRMT) koos mitokondri-spetsiifiliste transkriptsioonifaktoritega ning mitokondriaalsed
tRNA molekulid ja ribosoomid. Lisaks sellele on mitokondrites oma reparatsioonisiisteem —

lammastikaluse véljaldikereparatsioon (ingl base excision repair, BER) (Canugovi jt., 2010).

Hulkraksete organismide mtDNA on pea alati rongasmolekuli kujul. Erandiks on teatud
Cnidaria hdimkonna ainudossed, kelle mitokondrid sisaldavad lineaarset genoomi (Boore,
1999). Erinevalt nDNA-st, mis sisaldab rohkelt mittekodeerivaid jérjestusi, on loomade
mitokondrite genoom véga inforikas ning ei sisalda retrotransposoone, nagu LINE-1 ja Alu
elemente (Byun ja Baccarelli, 2014). Uuringust, mille viisid 1dbi Lynch jt (2006), selgus, et
mitokondri mittekodeeriva DNA osakaal on vaid 0,05-0,1, samal ajal kui eukariiootide nDNA

vastavaks niitajaks on 0,64-0,68.

Loomade mitokondriaalse genoomi suurus langeb vahemikku 14-20 kb (Lynch jt., 2006).
Inimese mtDNA on 16 569 bp suurune kaheahelaline rongasmolekul, milles eristatakse
guaniinirikast rasket ja tsiitosiinirikast kerget DN A-ahelat (vastavalt H- ja L-ahel) (Ferreira jt.,
2015). Molemad ahelad on transkriptsiooniliselt aktiivsed. Sarnaselt teiste eukariiootide

mtDNA-le kodeerib inimese mtDNA 37 geeni: 22 translatsioonis osalevat tRNA ja kaks
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mitokondriaalse ribosoomi rRNA (12S rRNA ja 16S rRNA) ning 13 oksiidatiivses
fosforiileerimises osaleva valgulise subiihiku geeni (joonis 1) (Kauppila jt., 2016; Van Oven
ja Kayser, 2008; Boore, 1999). Transkriptsiooni kéigus siinteesitakse poliitsistroonne MRNA,
millest edaspidi 16igatakse vilja kiipsed mRNA, tRNA ja rRNA molekulid RNaas P poolt
(Hensen jt., 2014; Sripada jt., 2012). MtDNA ei sisalda introneid, mistottu mitokondrites
puudub RNA splaissimismehhanism (Adams ja Palmer, 2003).

rep origin H-strand

'

BamHI 12sRNA

16sRNA
16000

/
2000

ND5 \14000
Hs mtDNA ND1
4000

12000 16569 bps

ND4 6000 ND2
10000 ~
/ 8000
|

ND4L

W D3
‘ COX3_ATP6 coxi
\“ATPS

1<%

rep origin L-strand

Joonis 1. Inimese mtDNA skeem. Inimese mtDNA on kaheahelaline rdngasmolekul suurusega ~16,6
kbp. Mdlemad ahelad on transkriptsiooniliselt aktiivsed. Skeemil on samuti kujutatud restriktaas
BamHI 13ikesait. ATP — ATP siintaasi (VI ja VIII) subiihik; COX — tsiitokroom ¢ oksiidaasi (I-111)
subiihik; CYTB — tsiitokroom b oksiidaas; ND — NADH dehiidrogenaasi (I-VI, IVL) subiihik; 12S ja
16S RNA — vastavalt 12S rRNA ja 16S rRNA geenid; rep origin H-strand — raske ahel replikatsiooni
origin (Oy); rep origin L-strand — kerge ahela replikatsiooni origin; CYTB ja 12S rRNA geeni vahele
jaab mtDNA mittekodeeriv piirkond (NCR), kuhu sisse jadvad kolmeahelaline D-ling, rep origin H-
strand ja molema ahela promootorid; rRNA ja valke kodeerivate geenide vahel asuvad tRNA

geenijérjestused (skeemil kujutamata).

Viheste eranditega on pea kogu mittekodeeriv DNA kontsentreerunud ~1000 bp suuruses nn
mittekodeerivas piirkonnas (ingl non-coding region, NCR) (joonis 1) (Holt and Reyes, 2012).
NCR sisse jddb lithike kolmeahelaline DNA ala, mis moodustub H-ahela siinteesi
termineerumise tulemusena < 1 kb pérast initsiatsiooni. Seda piirkonda nimetatakse D-linguks
(ingl displacement loop), mis on iihtlasi mitokondriaalse genoomi regulatsioonipiirkonnaks,

kuhu sisse jaddvad mtDNA H-ahela replikatsiooni origin (Oy) ning molema ahela promootorid
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(Clayton, 2000). Brown ja Clayton (2002) t66 tulemused nditasid, et D-ling aitab kaasa
mtDNA avatud struktuuri siilitamisele ning on oluline mtDNA koopiaarvu reguleerimises,
soodustades replikatsiooni initsiatsiooni ja elongatsiooni. Enamus inimeste mtDNA

variatsioonidest langeb NCR piirkonda, kontsentreerudes kolme hiipervariaabelpiirkonda

(Lutz jt., 2000).

Vaatamata sellele, et koik mitokondriaalse replikatsiooni masinavirgi valgud — POLG,
heksameerne DNA helikaas Twinkle ja tiheahelalist DNA siduv valk (mtSSB) (Hensen jt.,
2014) — on kodeeritud tuumas, ei lange mtDNA siinteesi initsiatsioon rakutsiikliga kokku.
Kasutades 5-bromo-2’deoksiiuridiini DNA siinteesi markerina, nditasid Magnusson jt (2003)
erinevate rakutiitipide peal dra, et mtDNA siintees toimub hajusalt iile kogu mitokondriaalse
vorgustiku ning mtDNA siintees vOib toimuda igal ajahetkel sdltumata rakutsiikli faasist
(Magnusson jt., 2003). Mitokondriaalse genoomi replikatsioon on otseselt seotud
transkriptsiooniaparaadiga, kuna mtDNA kopeerimine algab spetsiifilise RNA-praimeri
stinteesiga  (Clayton, 2000). Ténapédeval eksisteerib kolm mudelit mitokondriaalse
replikatsioonimehhanismi Kirjeldamiseks. Koige esimesena oli pakutud nn asiinkroonne
mudel, mille jargi replikatsioon algab H-ahela siinteesiga spetsiifilisest saidist ning kestab
kuni kaks-kolmandikku mtDNA rdngasmolekulist on kopeeritud, alles siis kdivitub L-ahela

stintees, mida seni kaitses mtSSB (Clayton, 2000). Seda mudelit on hiljem tidiendatud ning
nimetatud RITOLS (ingl RNA Incorporated Through Out the Lagging Strand) replikatsiooni

mudeliks. Antud mudel sarnaneb pdhijoontes eelnevaga, erinev on L-ahela siintees, mille
kéigus L-ahela vastu inkorporeeritakse komplementaarne RNA. Kolmanda mudeli jérgi
mdlema mtDNA ahela siintees toimub samaaegselt ja vastassuunaliselt (siinkroonse ja

bidirektsionaalse replikatsiooni mudel) (Holt ja Reyes, 2012).

1.1.4. mtDNA organisatsioon

Inimese mtDNA ei esine ,,paljal* kujul, vaid on pakitud kompaktseks valk-DNA kompleksiks
— mitokondriaalseks nukleoidiks (lborra jt., 2004), mis on iihtlasi MtDNA parilikkusiihik
(Spelbrink, 2010). Uhes mitokondris vdib esineda kuni mitusada nukleoidi (Kasashima ijt.,
2011). Nukleoidi valgud loovad omalaadse mikrokeskkonna, mis lisaks mtDNA pakkimisele
ja kaitsele agressiivsete faktorite (nt nukleaasid, ROS) eest (Kauppila jt., 2016) tagab sobiva
keskkonna mMtDNA metaboolsete protsesside toimumiseks, nagu replikatsioon ja
transkriptsioon, samuti reparatsioon ja mtDNA siilitamine (Hensen jt., 2014). Mitmes
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teadust6os on leitud, et iga nukleoid sisaldab keskmiselt 2-10 mtDNA molekuli (Legros jt.,
2004; Iborra jt., 2004). Seevastu hiljuti ilmunud Kukat jt (2011) t66s, kus kasutati suurema
lahutusvoimega STED mikroskoopiat (ingl Stimulated Emission Depletion Microscopy), tehti
kindlaks, et nukleoidi geneetiline komponent on varasemalt Gigeks peetust vdiksem —
keskmiselt 1,4 mtDNA molekuli nukleoidi kohta.

Nukleoidi struktuur on kihiline ja pidevalt muutuv. Osa nukleoidi valke on vahetus kontaktis
mMtDNA-ga, mistottu neid arvatakse nn nukleoidi tuumikvalkude hulka (Gilkerson jt., 2013).
Siia kuuluvad mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A (TFAM), mtDNA replikatsioonis
osalev iiheahelalist DNA-d siduv valk (mtSSB) ja helikaas Twinkle (Garrido jt., 2003;
Spelbrink jt., 2001). Vaatamata sellele oli hiljuti ndidatud, et ~50% nukleoididest on Twinkle
suhtes negatiivsed (Rajala jt., 2014). Teatud valgud seonduvad nukleoidiga valk-valk
interaktsioonide abil, sealjuures osa valkudest assotsieeruvad nukleoidiga liihiajaliselt,
tditmaks oma funktsiooni vastavalt vajadusele. Need valgud osalevad nukleoidi
moodustamises ja struktuuri sidilitamises, samuti nukleoidide segregatsioonis, MtDNA
replikatsioonis, transkriptsioonis ja reparatsiooni protsessides. Hensen jt (2014) defineerivad
selliseid valke kui mitokondriaalse nukleoidiga assotsieerunud valke (ingl mitochondrial
nucleoid associated proteins). Viimaste hulka kuuluvad néditeks mitokondriaalse membraani
AAA+ valk ATADS3 ja prohibitiin (He jt., 2012), samuti POLG (Spelbrink, 2010) ning
mitokondriaalne transkriptsiooni terminatsioonifaktor MTERF2 (Pellegrini jt., 2009).

Rebelo jt (2009) nditasid, et nukleoidi valk-mtDNA interaktsioone iseloomustab
diinaamilisus.  Transfekteerides rakke bakteriaalsete jarjestus-spetsiifiliste  metiiiil-
transferaasidega ning sarnaseid jérjestusi &ratundvate metiilatsiooni suhtes tundlike
restriktaasidega, demonstreerisid t66 autorid, et valkude poolt pidevalt hdivatud mtDNA alad
(transkriptsiooni terminatsiooni ala) olid stabiilselt kaitstud metiilatsiooni eest. Teiste
regulatoorselt oluliste piirkondade (molema ahela promootorid, L-ahela replikatsiooni origin)
metiilatsiooni tase varieerus, mis viitab nukleoidi valgulise koosluse muutlikkusele (Rebelo
jt., 2009). Eristatakse mitut nukleoidide populatsiooni, mis erinevad iiksteisest valgulise
koosseisu poolest soltuvalt mtDNA metabolismi vajadustest. Nimelt, ithes mitokondris
esinevad samaaegselt transkriptsiooniliselt — aktiivsed nukleoidid, sisemembraani
kolesteroolirikka alaga tugevalt seondunud replikatiivsed nukleoidid, mis sisaldavad Twinkle
valku, ning vabal kujul maatriksis olevad nn mittereplikatiivsed (ingl non-replicative)
nukleoidid, milles puudub Twinkle (Gerhold jt., 2015; Rajala jt., 2014). Arvatakse, et mtDNA
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D-ling soodustab mtDNA pakkimist ning osaleb nukleoidi seondumises mitokondri

sisemembraanile (Bianchessi jt., 2016).

TFAM, HMG (ingl High Mobility Group) perekonna valku, peetakse mtDNA metabolismi ja
sdilitamise seisukohalt {iheks olulisemaks nukleoidi komponendiks. Sellel multi-
funktsionaalsel valgul on mtDNA metabolismis tdita mitu asendamatut rolli: (1) reguleerib
mtDNA koopiaarvu (Kang jt., 2007); (2) osaleb mtDNA replikatsioonis (Pohjoismaiki jt.,
2006); (3) pakib mtDNA-d (Alam jt., 2003; Kaufman jt., 2007); (4) koos mitokondriaalse
transkriptsioonifaktoriga B (TFBM) reguleerib mitokondriaalset geeniekspressiooni (Clayton,
2000); (5) reguleerib mtDNA segregatsiooni mitokondri jagunemise kéigus (Kasashima jt.,
2011). Moned aastad tagasi Canugovi jt (2010) teostatud in vitro katsete tulemused niitasid,

et TFAM moduleerib mtDNA reparatsiooniprotsesse BER-siisteemi poolt.

Imetajate mitokondriaalne 5°—3° DNA helikaas Twinkle sarnaneb oma struktuuri ja
funktsiooni poolest bakteriofaag T7 praimaas/helikaas valguga (Spelbrink jt., 2001).
Mutatsioonid Twinkle geenis viivad mtDNA deletsioonideni, mis viitab selle olulisusele
mtDNA replikatsioonis (Tyynismaa jt., 2004; Spelbrink jt., 2001). Sarnaselt TFAM valguga
mangib Twinkle olulist rolli mtDNA siilitamises ja mtDNA koopiaarvu regulatsioonis, sest
Twinkle valgu RNAI (ingl RNA interference) vahendatud siinteesi pérSsimine pdhjustab
olulist mtDNA viahenemist ehk depletsiooni (Tyynismaa jt., 2004). Koos POLG ja mtSSB
valkudega moodustab Twinkle mitokondrite minimaalse replikatsiooniaparaadi ehk
replisoomi, mis on tdestatud Korhonen jt (2004) poolt in vitro. Twinkle on tugevalt seotud
mitokondri sisemembraaniga, kus arvatavasti moodustab omalaadse replikatsiooni platvormi
(Gerhold jt., 2015; Rajala jt., 2014).

1.2.  Genoomi epigeneetiline regulatsioon
1.2.1. Rakutuuma epigenoom

Hulkrakse organismi rakud on geneetiliselt iihesugused — iga tuumaga rakk sisaldab sama
kromosoomide komplekti. Sellegipoolest erinevused geneetilise materjali avaldumises loovad
rikka mitmekesisuse erinevalt diferentseerunud rakutiitipide néol, kus esineb suur varieeruvus
nii tlesehituses kui ka funktsioonis. Lihtsustatult 6eldes toimub geneetilise materjali (sh
mittekodeeriva RNA) avaldumise regulatsioon kahel tasandil — geneetiliste ja epigeneetiliste
mehhanismide kaudu. Esimese puhul mingib pearolli DNA ise, st geeniekspressiooni

regulatsioon toimub vastavalt DNA nukleotiidses jérjestuses kodeeritud juhistele. Teise puhul
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méngib DNA jirjestus teisest rolli, kuna see jddb muutumata ning regulatsioon toimub
vastusena sise- ja vilissignaalidele n-6 DNA molekuli ,vilispinna“ kovalentse
modifitseerimise kaudu (Jones ja Takai, 2001). Viimane on diferentsiaalse geeniekspressiooni
pohiline regulatsioonimehhanism. Aastal 2005 ilmunud Fraga jt suuremahulises t66s ilmnes,
et nDNA epigeneetilised modifikatsioonid on iiheks pdhjuseks, miks monosiigootsed
kaksikud, kellel on sama genotiilip, ei ole fenotiilibi poolest identsed, sealjuures epigeneetiline
erinevus kasvas vanusega (Fraga jt., 2005). Kdige enam on uuritud kahte epigeneetilist
mehhanismi — DNA metiilatsiooni ja histoonide posttranslatsioonilisi modifikatsioone
(fosforiileerimine, atsetiileerimine, metiileerimine, ubikvitiniileerimine, sumoiileerimine)
(Jaenich ja Bird, 2003). Siiski, rakutuuma epigenoomi kujundamise voimalusi on tunduvalt
enam, nagu niiteks DNA hiidroksiimetiileerimine ja ATP-soltuv kromatiini remodelleerimine
(Kietzmann jt., 2017; Handy jt., 2011), samuti mittekodeeriva RNA (ingl non-coding RNA)
vahendatud mehhanismid, kus kdige enam on uuritud lithikesi (~22 bp) miRNA molekule
(ingl microRNA), mida seostatakse transkriptsioonijirgsel tasandil toimuva jdrjestus-
spetsiifilise geeniekspressiooni inhibeerimisega, ning pikki (iile 200 bp) mittekodeerivaid
RNA molekule (ingl long non-coding RNA, IncRNA), mis on asendamatud X-kromosoomi
inaktivatsioonis ja soospetsiifilises geenivermimises (imprinting) (Morris ja Mattick, 2014).
Epigeneetilised muutused ja sellest tulenev fenotiilip voivad sdilida mitme mitootilise
rakujagunemise viltel ning kanduda jargnevatele pdlvkondadele meiootilise jagunemise jérel,

seega sellel on teatud potentsiaal parandumiseks (Klosin jt., 2017).

DNA metiilatsioon on replikatsioonijdrgne metiitilrithma lisamine tsiitosiini lammastikaluse 5-
positsioonis oleva siisiniku juurde (5-metiiiiltsiitosiin, SmC) ning imetajate nDNA puhul
esineb enamasti CpG kontekstis (tsiitosiin, millele jargneb fosfodiestersidemega ithendatud
guaniin) iile terve genoomi (Feng jt., 2010). Umbes 70-80% inimese DNA CpG saitidest on
metiileeritud (Kim, 2005). Erandiks on CpG saared (ingl CpG islands) — lithikesed CpG
dinukleotiidide klastrid, mis sageli jadvad promootorite piirkonda (Jaenisch ja Bird, 2003).
DNA metiileerimine on eelkdige seotud geeniekspressiooni pérssimisega, mis on oluline
potentsiaalselt kahjulike transponeeruvate elementide vaigistamises ja seeldbi genoomi
terviklikkuse sdilitamises, Samuti embriiogeneesis, rakkude diferentseerumises ja
transkriptsioonilise ,taustmiira“ vdhendamises (Jaenisch ja Bird, 2003). X-kromosoomi
inaktivatsioon ja soospetsiifiline geenivermimine on samuti reguleeritud DNA metiilatsiooni
kaudu (Suetake jt., 2004; Jones ja Takai, 2001). Metiilatsioon mdjutab DNA kattesaadavust

transkriptsiooni masinavérgile ja teistele DNA metabolismis osalevatele valkudele. Lisatud
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metiiiilrihmad moodustavad fiiiisilise barjaari, mis takistab DNA-valk interaktsioonide teket.
Soltuvalt sellest, kas metiileerimise alla langeb positiivne vOi negatiivne regulatoorne
element, geeniekspressioon kas vastavalt aktiveeritakse voi surutakse maha (Jones ja Takai,
2001). Transkriptsiooni parssimisele aitavad kaasa metiileeritud CpG siduvad valgud (ingl
methyl-CpG binding protein; MeCP), mis virbavad kromatiini konformatsiooni muutvaid
valke, nagu nditeks histoonide deatsetiilaase, inhibeerides ndnda metiileeritud geenide
avaldumist (Ng jt., 1999).

Organismi teatud arenguetappidel toimub ulatuslik epigeneetiline reprogrammeerimine.
Imetajate sugurakkude eellasrakkude (ingl primordial germ cells) kiipsemise kédigus
demetiileeritakse nende genoom eesmérgiga kustutada vanemaspetsiifiline imprinding. Teine
demetiilatsiooni laine toimub pdrast munaraku viljastamist (v.a imprinditud geenides), millega
taastatakse rakkude pluripotentsus. Pérast sugurakkude diferentseerumist ning embriio
implantatsiooni emaka limaskestale algab aktiivne remetiilatsioon, millega taastatakse
soospetsiifiline monoalleelne geeniekspressiooni muster (Jirtle ja Skinner, 2007; Mayer jt.,
2000).

Jackson-Grusby jt (2001) niitasid hiire embriionaalsete tiivirakkude (ingl embryonic stem
cells; ESC) ja fibroblastide peal, et DNA hiipometiilatsioon héirib normaalset
geeniekspressiooni mustrit, pérsib rakkude proliferatsiooni ning kaivitab p53-vahendatud
apoptoosi. Vaatamata sellele taluvad diferentseerumata ESC-d ja kasvajarakud
hiipometiilatsiooni iisnagi histi ning ténaseks on tehtud kindlaks, et nDNA 5mC taseme
langus on tihedalt seotud pahaloomuliste kasvajate tekkega (Ehrlich, 2009). Muutused
metiilatsiooni tasemes voivad pohjustada tuumori supressorgeenide inaktivatsiooni ning

aktiveerida onkogeene, soodustades sellega kasvaja teket (Gal-Yam jt., 2008).

Kuni hiljutise ajani arvati, et 5mC on ainuke stabiilne epigeneetiline modifikatsioon imetajate
genoomis. Siiski selgus, et 5SmC on vaid {ks epigeneetilise regulatsioonisiisteemi
komponentidest. Antud nimekiri tiienes DNA demetiileerimise kidigus moodustuvate 5mC
oksiidatsiooni ~ vaheproduktidega, nimelt  5-hiidroksiimetiiiiltsiitosiini ~ (5hmC),  5-
formiiiiltsiitosiini (5fC) ja 5-karboksiimetiiiiltsiitosiini (5caC) modifikatsioonidega (Ito jt.,
2011). Kui kahe viimase modifikatsiooni roll genoomi metabolismis pole veel teada, siis
5hmC kohta on ilmunud hulgaliselt toid, mis toestavad 5ShmC olulisust organismi arengu ja
diferentseerumise regulatsioonis (Dawlaty jt., 2014; Dawlaty jt., 2013). Kriaucionis ja Heintz
(2009) kirjeldasid 5hmC esinemist Purkinje ja granulaarrakkude nDNA-s, kus selle osakaal

moodustas vastavalt 0,6% ja 0,2% koikidest nukleotiididest. Stroud jt (2011), kes seadsid
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eesmargiks kaardistada ShmC modifikatsioone embriionaalse tiiviraku genoomis, kasutades
selleks  immunopretsipitatsiooni  meetodit ~ kombinatsioonis  massiivse  paralleelse
sekveneerimisega (ingl massively parallel sequencing), leidsid, et 5ShmC esines rohkelt enhancer
ja geeni keha (ingl gene body) piirkonnas, samuti valk-DNA (nt transkriptsioonifaktorite Oct4
ja Nanog) interaktsiooni saitides. Antud tulemuste baasil jareldati, et 5hmC voib kisitleda

taisvaartusliku epigeneetilise signaalina (Stroud jt., 2011).

1.2.2. DNA metiilatsiooniga seotud mehhanismid rakutuumas

Tuumas viivad DNA metiileerimist 1abi selleks spetsialiseerunud ensiiiimide perekond, DNA
metiitiltransferaasid (DNMT). Eristatakse kolme DNMT isovormi: DNMT1, -3A ja -3B.
DNMT1 on nn prolifereeruvate rakkude isovorm, mis tunneb dra hemimetiileeritud DNA
jarjestust ning vastutab metiilatsioonimustri séilitamise eest nii replikatsiooni- kui ka
reparatsioonijargselt (Klose ja Bird, 2006). DNMT3A ja DNMT3B modifitseerivad nii
hemimetiileeritud kui ka modifitseerimata DNA-d ning viivad 1dbi DNA de novo
metiileerimist (Okano jt., 1999), tagades geneetilise materjali avaldumise plastilisust. Lisaks
on leitud, et DNMT3A ja -3B metiileerivad ka neid tsiitosiine, millele ei jargne guaniin — nn
mitte-CpG saidid (ingl non-CpG sites) (Jang jt., 2017). DNMT-d kasutavad metiiiilriihma
doonorina kofaktorit S-adenosiiiilmetioniini (SAM) (Kim, 2005). DNMT3L on oluline
kofaktor, mis reguleerib DNMT3A ensiimaatilist aktiivsust (Suetake jt., 2004). Lisaks sellele
esineb rakkudes DNMT?2 isovorm, mille aktiivsus on eelkdige seotud RNA, tdpsemalt tRNA
molekulide tootlusega (Schaefer and Lyko, 2010). Siiski, kombineerides HPLC ja TLC
kromatograafilisi meetodeid Hermann jt (2003) demonstreerisid, et ka DNMT2 niitab DNA
metiililtransferaasset aktiivsust, kuigi vorreldes teiste DNMT isovormidega on see oluliselt
tagasihoidlikum ning DNA jérjestuse spetsiifiline, mis annab alust arvata, et DNMT2 voib

tdita spetsiifilist iilesannet rakutuumas.

Kahekiimne esimese sajandi esimese dekaadi 10pus ilmusid esimesed kirjeldavad andmed 2-
oksoglutaraat (20G) - ja Fe(ll)-soltuva ensiitimi ten-eleven translocation 1 (TET1) kohta, mis
viib 14bi aktiivset DNA demetiilatsiooni, okstideerides 5mC 5hmC-ks (Tahiliani jt., 2009)
ning konverteerides 5ShmC edasi 5fC ja 5caC-ks (Ito jt., 2011). DNA demetiilatsioonitsiikli
viimase sammu, s.o 5caC eemaldamise kohta on pakutud erinevaid vdimalusi: (1) passiivne
5caC eemaldamine replikatsiooni kéigus; (2) karboksiililrihma eemaldamine 5caC

nukleotiidilt timiin-DNA gliikosiilaasi ja BER reparatsioonimehhanismi osalusel (Kohli ja
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Zhang, 2013; He jt., 2011); (3) otsene 5caC dekarboksiileerimine (Schiesser jt., 2012).
Viimasega taastatakse geneetilise materjali aktiivsus. Eristatakse kolme TET valgu varianti:
TETL, -2 ja -3. Dawlaty jt (2013) uurimuses selgus, et iiksiku TET1 vdi TET2 geeni suhtes
defitsiitsete hiirte  ECS genoomis esines 40-60% 5hmC hulga langus, TET1/2-
kaksikmutantsete hiirte puhul esines tiielik ShmC depletsioon. Tulemustest jareldati, et TET1
ja TET2 on pdhilised TET perekonna ensiilimid, mis osalevad ShmC modifikatsioonide
tekkes ja sdilitamises EC rakkudes. Aasta hiljem demonstreeriti, et Tet1/2/3-defitsiitsete hiirte
ECS Sgenoomis toimus 5hmC kontsentratsiooni drastiline vdhenemine, mis héiris ECS
diferentseerumist endo- ja mesodermaalseteks rakkudeks (Dawlaty jt., 2014). DNA
demetiileerimise hdired pdhjustavad iilegenoomset 5mC kontsentratsiooni tdusu (sh
promootorite piirkonnas), mille represseeriv toime transkriptsioonile takistab teatud
arenguetapil kriitiliselt oluliste geenide avaldumist, pohjustades organismi arenguhdireid ja
loote eluvdimelisuse langust (Dawlaty jt., 2013). Vaatamata sellele, ei ole TET valgud
ainukesed DNA metiilatsioonimustri kustutajad. Moned aastad tagasi ndidati, et DNMT3A ja
DNMT3B-1 on ShmC dehiidroksiimetiilaasi aktiivsus (Chen jt., 2012).

1.2.3. Keskkonna roll DNA metiilatsioonis

Epigeneetilisi mehhanisme voib késitleda omalaadse ,,liilitina“, mille abil kontrollitakse, et
geneetiline materjal avalduks digel ajal ja diges kohas vastusena eksogeensetele signaalidele.
Muutused metiilatsioonimustris v3ivad héirida korrektset geeniekspressiooni programmi ning
pOhjustada patoloogiate teket. Viimaste aastakiimnete jooksul on ilmunud hulgaliselt t6id, kus
on uuritud keskkonna mdju organismile molekulaarsel tasandil. Islandis 1abiviidud pikaajalise
uurimuse tulemused néitasid, et DNA epigenoom v3ib elu jooksul muutuda (Bjornsson jt.,
2008). Tanaseks on tehtud kindlaks, et inimese elustiili valikud kujundavad
geeniekspressiooni. Saksamaal Zeilinger jt (2013) ldbiviidud uuringus vorreldi suitsetajate ja
mittesuitsetajate vereproovide nDNA metiilatsiooni mustrit. Selgus, et 187 CpG saidi
metiileerimises esines statistiliselt oluline erinevus. Antud muutused esinesid geenides, mis
olid seotud muuhulgas organismi arengu, immuunvastuse ja vereloomega, samuti
kardiovaskulaar- ja reproduktiivsiisteemi funktsiooniga ning kasvaja tekkega (Zeilinger jt.,
2013). Sarnaseid tulemusi on kirjeldatud ka Breitling jt (2011) t66s, kus lisaks iildisele
metiilatsioonimustri  muutumisele leiti, et suitsetajatel esines statistiliselt oluline
verehiilibimise regulatsioonis osaleva F2RL3 (coagulation factor Il receptor-like 3) geeni

hiipometiilatsioon. Oma ,jilje* DNA epigenoomile jiatavad ka muud kaitumuslikud
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riskifaktorid, nagu niiteks fiiiisiline aktiivsus ja soomisharjumused (Fraga jt., 2005), lisaks
sellele erinevad saasteained ja UV-kiirgus, temperatuur, oksiidatiivne stress ja vanus (Byun ja
Baccarelli, 2014). Ronn jt (2013) vordlesid 23 terve mehe rasvarakkude DNA metiilloomi
enne ja pérast pooleaastast trenni tegemist. Leiti, et muutustest olid haaratud 7663 geeni, sh
18 iilekaalulisusega seotud ja 21 tiilip 2 diabeediga seotud geeni. Uldiselt oli muutunud 1/3

metiilatsiooni muutustest haaratud geenide ekspressiooni tase (Ronn jt., 2013).

1.2.4. Mitokondriaalne epigeneetika

Epigeneetiliste mehhanismide paikapidavust on seni Onnestunud tdestada eelkdige tuuma
genoomi kontekstis. Vaatamata sellele, et mitokondriaalne epigeneetika tousis tdhelepanu
objektiks suhteliselt hiljuti, voib olemasolevate andmete pohjal jareldada, et nii mitokondri
talitlus kui ka mMtDNA metabolism alluvad samuti epigeneetiliste mehhanismide

regulatsioonile (Castegna jt., 2015).

Viimaste aastate jooksul on ilmunud andmed regulatoorsete RNA molekulide esinemise kohta
mitokondrites. Lung jt (2006) koostasid hiire maksa- ja neerurakkudest -eraldatud
mitokondriaalsete transkriptide pShjal CDNA raamatukogu ning leidsid kuus potentsiaalset
mtDNA-kodeeritud ncRNA transkripti, neist neli olid komplementaarsed mitokondriaalse D-
lingu eri piirkondadega ja kaks vastasid NADH dehiidrogenaasi IV ja VI subiihiku geeni
jarjestustele antisense orientatsioonis. Siiski, enamus tuvastatud ncRNA molekulidest olid
kodeeritud tuuma genoomis ja seega (valistades voimalikke artefakte) olid suure tdendosusega
imporditud mitokondritesse (Lung jt., 2006). Wang jt (2015) demonstreerisid samuti mitme
mMIRNA (miRNA-124a, -107 ja -23A) kui ka miRNA protsessimises osalevate valkude Dicer
ja Argonaute lokalisatsiooni roti hipokampuse mitokondrites. Uurimisto6 kéigus leiti, et
ajutraumast tingitud nérvikoe kahjustused pdhjustasid miRNA vihenemist mitokondriaalses
fraktsioonis, viidates sellega mitokondrite osalusele miRNA ekspressiooni regulatsioonis
vastusena ajukahjustustele (Wang jt., 2015). Arvatakse, et erinevate ncRNA-de osalus nii
mitokondri metabolismis kui ka mitokondrite vahendatud raku ainevahetuslikes protsessides
voib olla diinaamiline ja rakutiitibi-spetsiifiline ning varieeruda vastavalt raku metaboolsetele
vajadustele vdi erinevate patofiisioloogiliste seisundite korral (Sripada jt., 2012). Vaatamata
sellele vajab antud teema edasist uurimist, et selgitada ncRNA funktsionaalset tdhtsust

mitokondriaalses metabolismis.
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Mitokondriaalses genoomis on 435 CpG saiti ning 4747 tsiitosiini, mis ei esine CpG
kontekstis (Maekawa jt., 2004). Vorreldes tuuma genoomiga on antud nditajad oluliselt
tagasihoidlikumad (Byun ja Baccarelli, 2014). MtDNA ei sisalda nDNA mdistes
reeglipdraseid CpG saari, iiksikud CpG saidid on jaotunud {ihtlaselt tile kogu genoomi
(Bianchessi jt., 2016; Byun ja Baccarelli, 2014). Véttes arvesse mtDNA spetsiifikat kujunes
vélja arvamus, et suure tdendosusega 5mC modifikatsioonidel puudub regulatoorne tihtsus
mitokondriaalsele genoomile (Byun ja Baccarelli, 2014). Siiski, selline arusaam osutus
ekslikuks ning tanaseks on tehtud kindlaks, et MtDNA on metiileeritud, kuid milline on selle

roll ja tdhtsus MtDNA ,,elus®, on seni veel selgitamisel (Castegna jt., 2015).

Viimase aastakiimne jooksul on kogutud kinnitavaid andmeid ShmC esinemise kohta
mitokondriaalses genoomis. Metiilatsiooni uurimise ,,kuldstandardiks“ peetav DNA bisulfit-
konversiooni meetod ei voimalda eristada SmC ja ShmC modifikatsioone, mistdttu Shock jt
(2011) ning Bellizi jt (2013) kasutasid selleks  modifikatsiooni-spetsiifilist
immunopretsipitatsiooni meetodit ning leidsid, et ShmC v3ib olla seotud mitokondriaalse
replikatsiooni ja geeniekspressiooni moduleerimisega. Sarnaseid tulemusi on saadud Sun jt
(2013) uurimuses, kus uuriti ShmC esinemist hiire E14 embriionaalsete rakkude tuuma ja
mitokondri genoomis. Selgus, et mtDNA sisaldab rohkelt 5ShmC modifikatsioone. Dzitoyeva
jt (2012) wuurisid hiire eesmise ajukoore ja viikeaju rakkude mtDNA epigeneetiliste
modifikatsioonide suhtes, nimelt SmC ja ShmC voimalike muutuste seost vanusega. ELISA
(ingl enzyme-linked immunosorbent assay) meetodi abil ndidati, et eesmise ajukoore rakkude
mtDNA 5hmC, kuid mitte 5mC, ja vanuse vahel esines negatiivne korrelatsioon, s.t organismi
vananemine pdohjustas ShmC kontsentratsiooni vdhenemist. Jérjestuse-spetsiifiline mtDNA
5hmC analiitis, mis pohines mtDNA gliikosiileerimisel ja sellele jirgneval ensiimaatilise
restriktsiooni ja qPCR kombinatsioonil, nditas analoogset diinaamikat. Seevastu viikeaju
Purkinje rakkude mtDNA puhul esines vastupidine seos, s.t vanuse kasvades kasvas ka 5hmC
hulk mtDNA koosseisus. Tédiendavaks leiuks oli mitme mtDNA geeni transkriptsioonilise

aktiivsuse muutumine vanemate hiirte seas.

Enamus olemasolevatest andmetest mtDNA metiilatsiooni kohta kajastavad 5mC esinemist

CpG kontekstis. Naiteks, tihes varasemas uurimistdos, kus hiire mtDNA metiilatsiooni

hindamiseks kasutati metiilatsiooni suhtes tundlikke endonukleaase ja mMtDNA

hiibridisatsiooni radioaktiivsete proovidega, leiti, et 3-5% mtDNA tsiitosiini nukleotiididest

olid metiileeritud, kusjuures modifikatsioonidest olid haaratud ainult CpG saidid (Pollak jt.,

1984). Teine sarnane tO60 nditas, et ~2-5% mMtDNA molekulide CCGG saitidest olid
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metiileeritud (Shmookler Reis ja Goldstein, 1983), mis oli identne Maekawa jt (2004)
avaldatud tulemustega. Siiski hiljuti Bellizi jt (2013) ldbiviidud uurimus, milles keskenduti
MtDNA D-lingu metiilatsioonimustri uurimisele, nditas hoopis, et domineeriv osa 5mC esines
mitte-CpG saitides. Sarnased tulemused saadi ka Bianchessi jt (2016) uuringus, kus mtDNA
silmapaistvaks erisuseks oli 5mC esinemine mitte CpG saarte kontekstis, sarnaselt tuuma
genoomile, vaid eelistatavalt CH dinukleotiidide (kus H=T, C vo6i A) kohal. Lisaks sellele
leiti, et kuigi mtDNA kahe ahela metiilatsioonis esines asiimmeetriat, joonistus vélja ka teatud

seaduspdra — 5mC klasterdumine (Bianchessi jt., 2016).

Vaatamata eespool kirjeldatud tulemustele, on hiljuti avaldatud ka tdiesti vastupidiseid
tulemusi. Hong jt (2013) uurisid inimese HEK293 ja HTC116 rakuliinist ning vererakkudest
ekstraheeritud mtDNA-d 5mC ja 5hmC modifikatsioonide suhtes. Eesmirgi saavutamiseks
rakendati mtDNA bisulfit-konversiooni ja teise pdlvkonna sekveneerimise meetodit (ingl
next-generation sequencing). Uuriti nelja spetsiifilist mtDNA piirkonda (12S ja 16S rRNA,
COXIl ja ATPG6), lisaks sellele teostati iilegenoomne mtDNA analiitis. T66 kidigus ei
tuvastatud ei 5mC ega 5hmC esinemist mtDNA-s, mille alusel jireldati, et CpG
metiileerimisel pole mingit funktsiooni mtDNA metabolismis (Hong jt., 2013). Hiljuti
publitseeritud Liu jt (2016) teadustoos vorreldi tsirkulaarse ja BamHI restriktaasiga
lineariseeritud mMtDNA bisulfit-konversiooni efektiivsust ja seeldbi ka piirosekveneerimise
tulemusi. Bisulfit-konversiooni kdigus muutub metiiilrithmaga mittekaitstud tsiitosiini
nukleotiid uratsiiliks. Need tsiitosiinid, mis bisulfitiga t6otlemisel ei muutu uratsiiliks,
interpreteeritakse kui metiileeritud. To6 tulemustest ilmnes, et vererakkude, kuid mitte
stiljeproovi, MDNA rdngjas struktuur avaldab negatiivset toimet konversioonile, mis
omakorda pdhjustab mtDNA metiilatsiooni taseme iilehindamist. Antud t66s hinnati mMtDNA
keskmiseks metiilatsiooni tasemeks alla 2%, millest jdreldati, et metiilatsioonil puudub

funktsionaalne tahtsus mitokondriaalse geeniekspressiooni regulatsioonis (Liu jt., 2016).

1.2.5. Mitokonder kui DNA metiiiiltransferaaside sihtpunkt

Intensiivne uurimistoé mitokondriaalse epigeneetika vallas pole siiani andnud selgepiirilist
vastust mtDNA metiilatsioonimehhanismide kohta, nimelt, kas ja milline kolmest vGimalikust
DNMT isovormist vastutab mtDNA epigeneetilise modifitseerimise eest. Shock jt (2011)
demonstreerisid mitokondriaalse DNMT1 (mtDNMT1) isovormi esinemist hiire

embriionaalsetes fibroblastides ja inimese HCT116 rakuliinis ning selle liikumist
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mitokondritesse. Lisaks sellele selgus, et mtDNMT1 seondub mtDNA D-lingu, rRNA ja
valku kodeerivate geenide piirkonda (Shock jt., 2011). Dzitoyeva jt (2012) demonstreerisid
samuti mtDNMT1 transkriptide esinemist niarvikoe rakkudes, kuigi selle kontsentratsioon
vahenes vanusega. Antud t66s ei detekteeritud DNMT3A signaali mitokondrites ning seda
kasutati hoopis mitokondriaalse fraktsiooni puhtuse kvaliteedikontrolli markerina. Wong jt
(2013) uurimuses néidati immunoblottimise meetodi abil DNMT3A esinemist hiire nérvikoe,
skeletilihaste ja testiste rakkude ning inimese ajukoore mitokondrites. DNMT1 signaali ei
tuvastatud, kuid arvati, et DNMTT1 voib olla seotud mitokondri vélismembraaniga (\Wong jt.,
2013). Bellizi jt (2013) kasutasid samuti immunoblottimise meetodit uurimaks DNMT ja TET
valkude lokalisatsiooni inimese HeLa rakkude ja hiire 3T3-L1 rakukultuuri mitokondriaalsete
valkude fraktsioonides. To6 autorid detekteerisid DNMT1 ja DNMT3B signaali nii inimese
kui ka hiire rakkude mitokondrites. Lisaks sellele leiti, et inimese mitokondrid sisaldasid
TET1 ja TET2 isovormi, hiire rakkudes detekteeriti ainult TET1 signaali. DNMT3A ja TET3
valkude signaale ei tuvastatud uuritud proovimaterjalides. Vaatamata erinevate DNMT
isovormide esinemisele mitokondriaalses fraktsioonis, jdi siiski arusaamatuks nende roll
mtDNA epigeneetilises modifitseerimises, kuna DNMT1, -3A ja -3B-defitsiitsetes rakkudes
mtDNA metiilatsioon ei kadunud dra (Bellizi jt., 2013). Samas Shock jt (2011) néitasid, et
mtDNMT1 iileekspresseerimine mojutas mtDNA transkriptsioonilist aktiivsust geeni-

spetsiifilisel viisil.

1.3. Mitokondriaalsed haigused

Mitokondriaalse vorgustiku ,,mdjuala® on tunduvalt suurem kui ithe raku modtmed.
Rakkudevahelise kommunikatsiooni reguleerijatena mojutavad nad terve organismi
fiisioloogiat, mistottu mitokondrite funktsioonihdiretega on seotud suur hulk patoloogiaid, sh
neurodegeneratiivsed ja metaboolsed haigused. Hinnanguliselt kannatab mutantse mtDNA
etioloogiaga haigusseisundite all ~0,01-0,02% populatsioonist (Elliott jt., 2008; Schaefer jt.,
2008), samal ajal kui patogeensete mutatsioonide esinemissagedus mtDNA-s on tunduvalt
suurem ning kiitindib 0,5%-ni (Chinnery jt., 2012). Lahknevus genotiiiibi ja fenotiiiibi vahel
on tingitud mitokondriaalsest heteroplasmiast — néhtusest, mil iihes rakus esineb metsiktiitipi
mtDNA korval ka mutantseid variante (Li jt., 2012). Iga rakk sisaldab tuhandeid mtDNA
koopiaid, mis tdhendab, et iga mtDNA variandi osakaal rakus v3ib varieeruda vahemikus 0,1—
99,9%. Mutatsiooni fenotiilibiline avaldumine, s.t haiguse siimptomite teke ja nende

raskusaste, on madratud metsiktiiipi ja mutantse mtDNA suhte poolt, seetdttu
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mitokondriaalseid haigusi iseloomustab varieeruv penetrantsus ja kliiniline pilt, kus oma osa
mangivad mtDNA iseloomustav ,,pudelikacla efekt”, s.0 iga laps saab emalt vaid juhusliku
alamhulga mitokondritest, ning keskkonnafaktorid (Chinnery jt., 2012). Rakk tolereerib iisna
korget mutantse mtDNA osakaalu (~60-90%) ning siimptomite tekleks on vajalik, et
mutantse mtDNA hulk iiletaks teatud piirméara (Chan, 2006).

Mitokondriaalsed haigused on geneetilist péritolu ning vdivad olla pdhjustatud
mutatsioonidest nii tuumas kodeeritud mitokondriaalsetes geenides kui ka mtDNA sees
(Chan, 2006). Elu jooksul akumuleerub mtDNA-sse iiha rohkem mutatsioone, vananedes voib
jalgida kuni viiekordset punktmutatsioonide (ingl single nucleotide polymorphism, SNP)
sageduse tousu (Kennedy jt., 2013). Sarnane tendents leiab aset ka mitokondriaalse
heteroplasmia korral, mis 70 aasta pikkuse eluperioodi jooksul suureneb 1,7 korda
(Sondheimer jt., 2011). Mitokondriaalsete haiguste alla koondatakse koik patoloogilised
seisundid, mis on tingitud mitokondri funktsioonihiiretest, eelkdige hingamisahela
defektidest. Kdige enam on ohustatud korge energiavajadusega koed ja organid, mistottu
domineeriv osa mitokondriaalsetest haigustest on seotud lihas- ja ndrvikoe kahjustustega. Siia
kuuluvad niiteks Leber’i parilik optiline neuropaatia ja dominantne optiline atroofia (Carelli
jt., 2004), samuti progresseeruv viline oftalmopleegia (Goffart jt., 2009) ja miioklooniline
epilepsia koos punaste narmendavate lihaskiududega (MERFF) (Chan, 2006). Ka Alzheimeri
ja Parkinsoni tobi on tihedalt seotud mitokondrite alatalitlusega (Coskun jt., 2012). Tdnaseks
on avaldatud mitmeid pohjalikke iilevaateid mtDNA depletsioonide ja mutatsioonide rollist
kasvajaliste protsesside tekkes ja progressioonis (Ferreira jt., 2015; Ehrlich, 2009).
Mutatsioonid ja/vdi metiilatsioonimustri muutused mtDNA geenides voivad hédirida nende
transkriptsiooni ning muuta seelébi mitokondrite metabolismi. Mitokondrites toimub mitme
tuuma epigeneetilise regulatsioonimehhanismi seisukohalt olulise metaboliidi, nagu SAM ja
atsetliiil-CoA, siintees, seega mitokondri alatalitluse puhul v&ib hdiruda normaalne nDNA

epigeneetiline muster, pdhjustades sellega pahaloomuliste kasvajate teket (Ferreira jt., 2015).

Viimastel aastatel on iiha rohkem hakatud rddkima mitokondri olulisusest siidame-
veresoonkonna haiguste tekkes. Oksiidatiivne stress voib pohjustada poordumatuid miiokardi
kahjustusi (stidamelihase kontraktiilsuse védhenemine, apoptoosi kadivitamine, siidame
fibroblastide proliferatsiooni  stimuleerimine ja maatriksi-metalloproteaaside (MMP)
aktiveerimine) ning viia siidamepuudulikkuse tekkeni (Tsutsui jt., 2011). Ide jt (2001)
demonstreerisid miiokardi infarkti (MI) hiire mudeli peal, et MI hiirte mitokondrites vahenes

TFAM valgu ja mtDNA hulk vastavalt 35% ja 44% vdorra, samal ajal kui ROS
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kontsentratsioon oli neli korda suurem vorreldes kontrollidega (sham hiired). Lisaks sellele
leiti, et mtDNA geenide transkriptide, kuid mitte tuumas kodeeritud siidame a-aktiini ja
mijosiini raske ahela mRNA hulk oli langenud 30-50% vorra. Sarnast pilti ndhti ka
mitokondriaalse hingamisahela ensiimaatilise aktiivsuse hindamisel, kus komplekside I, 11 ja
IV funktsioonid olid méarkimisvéirselt langenud, seevastu kompleks II ja tsitraadi siintaasi
aktiivsustes sellist muutust ei tdheldatud. Valgusmikroskoopia abil leiti, et kuigi MI hiirte
miiotsiiiitide morfoloogia ja ultrastruktuur olid normaalsed, mitokondrite suurus ja arv olid
suurenenud. Toetudes saadud tulemustele t66 autorid jareldasid, et ROS, mtDNA kahjustuste
(sh mtDNA koopiaarvu viahenemise) ja mitokondriaalse hingamisahela funktsioonihiire vahel
esineb seos (mis vdib omakorda pohjustada tdiendava ROS tootmise), mis vdib méngida

olulist rolli siidamehairete tekkes ja progressioonis (lde jt., 2001).

Mitokondriaalsete haiguste sagedaseks leiuks on mtDNA depletsioon (Coskun jt., 2012; Li jt.,
2012; Goffart jt., 2009). MtDNA koopiaarvu regulatsioonis méngivad pearolli TFAM (Kang
jt., 2007) ja helikaas Twinkle (Tyynismaa jt., 2004), sest mdlema valgu RNAI vahendatud
slinteesi mahasurumine pdhjustab olulist mtDNA viahenemist. lkeda jt (2015) niitasid
transgeense hiire mudeli peal, et TFAM ja Twinkle iileekspressioonist tingitud mtDNA
koopiaarvu  suurenemine {ile metsiktiilipi hiirtes moddetud véairtuste avaldas
kardioprotektiivset toimet. Nimelt, korge mtDNA kontsentratsiooniga hiirtes tdheldati
viahenenud miiokardi hiipertroofiat, sh miiotsiiitide morfoloogilisi muutusi, ning leebemaid
stidame funktsioonihdireid, samuti vihenes metalloproteaaside MMP-2 ja MMP-9 aktiivsus.
Lisaks sellele leiti, et TFAM ja Twinkle iileekspressioon limiteeris vabade radikaalide hulka

nii transgeensete hiirte kui ka H9¢2 roti kardiomiioblastide mitokondrites (Ikeda jt., 2015).

Ténapdeval keskendutakse mtDNA metiilatsiooni uurimisele, selgitamaks, kas sellel on
mingit flisioloogilist tdahtsust ning kas mtDNA epigeneetilised modifikatsioonid voiksid olla
seotud patofiisioloogiliste mehhanismidega. Chesnut jt (2011) néditasid NSC34 katsemudeli
peal immuunohistokeemilise analiilisi abil, et motoneuroneid haarava ALS (amiiotroofne
lateraalskleroos) diagnoosiga patsientide motoorse ajukoore rakkude eri kompartmentides, sh
mitokondriaalses fraktsioonis, esineb statistiliselt oluline DNMT1, DNMT3A ning 5mC
immuunoreaktiivsuse tous. Lisaks sellele leiti, et osa mitokondrite DNA-st oli metiileeritud.
T66 autorid jareldasid, et epigeneetilised mehhanismid véivad méngida méaaravat rolli ALS
patogeneesis, vahendades neuronite apoptoosi (Chesnut jt., 2011), kus nagu varasemalt oli
juba mainitud méngivad suurt rolli mitokondrid (Giorgio jt., 2005).
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Hiljuti avaldatud Kietzmann jt (2017) iilevaateartiklisse on kogutud kaasaja teadmised
epigeneetiliste  mehhanismide kohta, ROS otsese ja/vdi kaudse toime kohta DNA
(de)metiilatsioonile, histoonide modifikatsioonile, samuti siidame funktsioonile. T66 autorid
pohjendavad, miks ja kuidas mitokondriaalne epigeneetika voib mojutada mtDNA koopiaarvu
ning panustada oksiidatiivse stressi tekkesse, soodustades seeldbi siidamehaiguste teket.
Shock jt (2011) niitasid, et oksiidatiivse stressi transkriptsioonifaktori NRF1 ja selle kofaktori
PGCla transfektsioon rakkudesse pohjustas ~5-kordset DNMT1 kontsentratsiooni tdusu
mitokondrites, mis omakorda mojutas mtDNA transkriptsioonilist aktiivsust. Antud
tulemused néitavad, et mtDNA ekspressiooni tase ja seega ka mitokondri talitlus on tundlikud

okstidatiivse stressi suhtes.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1.T66 eesmirk

Selgitamaks epigeneetiliste mehhanismide potentsiaalset rolli mtDNA metabolismis piistitati
jargmised tilesanded:
1) selgitada DNMT1 lokalisatsiooni mitokondriaalses fraktsioonis
2) selgitada DNMT3A lokalisatsiooni mitokondriaalses fraktsioonis
3) selgitada HEK293e rakkude mtDNA CpG metiilatsiooni osakaalu, keskendudes
mittekodeeriva ala (NCR) analiiiisimisele
4) uurida voimalikke muutusi DNMT1, DNMT3A ja mtDNA metiilatsiooni tasemes
TFAM ja Twinkle knock-down tingimustel

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Rakuliin ja kasvutingimused

T66 eesmirkide saavutamiseks kasutati inimese embriionaalsete neerurakkude HEK293e (ingl
human embryonic kidney cells) rakuliini. HEK293 rakuliinid ekspresseerivad neuronitele
iseloomulikke valke, nagu niiteks erinevaid neurofilamendi subiihikuid ja a-interneksiini,
meenutades nonda neuraalseid rakuliine (Shaw jt., 2002). Rakke kasvatati antibiootikumi-
vabas Na-piiruvaadiga, aminohapetega ja vitamiinidega rikastatud korge gliikoosisisaldusega
Dulbecco modifitseeritud Eagles meediumis (DMEM) (sisaldab L-glutamiini 4,5 g/L)
(Lonza), millele oli lisatud veise looteseerumi (ingl fetal bovine serum, FBS)
10ppkontsentratsiooniga 10% (nn tdissodde). Rakke inkubeeriti 5% CO, ja 37°C juures

veeauruga kiillastunud atmosfairis. To0s kasutati rakke passaaziga alla 20.

2.2.2. RNA interferents, rakkude transfekteerimine siRNA-ga

Uurimaks mitokondriaalsete valkude, TFAM ja Twinkle, vdimalikku rolli mtDNA
metiileerimises ja selle sdilitamises, kasutati RNAi-vahendatud (ingl RNA interference)
spetsiifilist valgusiinteesi inhibeerimist (knock-down). Transfekteerimisele eelnevalt kasvatati
HEK?293e rakke seroloogilistel tassidel 1abimddduga 10 cm. Twinkle knock-down’i puhul oli
rakkude tihedus transfekteerimise alustamise hetkeks 20-30%, TFAM knock-down’i puhul
40-50%. Rakkude transfekteerimiseks kasutati DharmaFECT1 transfektsioonireagenti (GE
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Healthcare Dharmacon Inc.). Transfektsiooni Twinkle ja TFAM siRNA-ga (GE Healthcare
Dharmacon Inc.) teostati vastavalt tootja ettekirjutustele, kasutades 25 nM siRNA-d iihe tassi
kohta. Enne katse alustamist kontrolliti transfektsioonireagenti tsiitotoksilisuse suhtes,
inkubeerides rakke protokolli jérgi valmistatud reaktsioonisegus, millele oli lisatud vaid
DharmaFECT1 reagent, kuid mitte SIRNA, 96 h. Selle aja jooksul hinnati
valgusmikroskoobiga rakkude elulisust ja morfoloogiat. Liihidalt kokkuvottes: eraldi tuubides
lahjendati siRNA (Tuub 1) ja DharmaFECT]1 reagent (Tuub 2) seerumivabas DMEM s66tmes
(mdlema 1oppruumala 1 ml) ning inkubeeriti 5 min toatemperatuuril (RT). Seejérel tdsteti
Tuub 1 sisu Tuub 2 sisse, suspendeeriti ning inkubeeriti 20 min RT. Rakkude transfektsiooni
reaktsioon viidi 1abi 16ppruumalas 10 ml. Enne siRNA segu lisamist asendati rakkude s6ode
ettevaatlikult 8 ml varske antibiootikumi-vaba DMEM tdiss66tmega. Rakke kultiveeriti 5%
CO; ja 37°C tingimuste juures 24 h, seejarel transfektsioonimeedium eemaldati ning lisati 10
ml virsket tdissoodet. Rakke analiiiisiti 72 h (Twinkle) ja 96 h (TFAM) pérast transfektsiooni
algust. Transfektsiooni kestus sdltus valgu hulgast rakus ja transfektsiooni mojust mtDNA
koopiaarvule. Kontrollidena kasutati HEK293e rakke, milledele lisati transfektsioonisegu
asemel 2 ml seerumivaba DMEM soodet, iilejadnud kasvutingimused olid samad. Igat

katseskeemi korrati vdhemalt kolm korda (bioloogilised replikaadid).

2.2.3. Mitokondrite isoleerimine, subfraktsioneerimine digitoniiniga

Hindamaks transfektsiooni efektiivsust eraldati HEK293e rakkude mitokondrid vastavalt
Rajala jt (2014) avaldatud artikli protokollile. Rakud koguti, sadestati 5 min 300x g 4°C
juures, pesti kiilma 1xPBS lahusega, seejdrel resuspendeeriti hiipotoonilises 0,1X
homogeniseerimispuhvris (4mM Tris—HCI, pH 7,8; 2,5mM NaCl; 0,5mM MgCl,), millele oli
lisatud proteaasi inhibiitor PMSF (2,5 mM) (AppliChem-BioChemica) ning inkubeeriti 6 min.
Paisunud rakud purustati mehaaniliselt klaasist Elvehjem homogenisaatori abil. Kohe pérast
rakkude purustamist viidi homogenaadi keskkond isotooniliseks 10x homogeniseerimispuhvri
ja 1,2 M sorbitoolilahuse lisamisega. Mitokondrite isoleerimiseks rakendati diferentsiaalset
tsentrifuugimist: rakutuumade ja teiste rakujddnuste eemaldamiseks tsentrifuugiti
homogeniseeritud rakususpensioon 5 min 1200x g 4°C juures, supernatant tdsteti uude tuubi
ning korrati tsentrifuugimist samade parameetrite juures, supernatant tosteti taas kord uude
tuubi. Seejdrel sadestati mitokondreid 10 min 14 000x g 4°C juures, supernatant eraldati,
mitokondrite sade (edaspidi ’pellet’) resuspendeeriti ettevaatlikult supernatandiga vordses

ruumalas kiilmas 1xPBS (0,137 M NaCl; 0,27 mM KCI; 0,81 mM Na,HPO4; 1,76 mM
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KH,PO,) lahuses. Totaalse mitokondriaalse valgu kontsentratsioon maéarati Bradford’i

meetodi abil (Thermo Scientific™ Coomassie (Bradford) Assay Kit).

Mitokondrite subraktsioneerimine digitoniiniga (ug valk : pg digitoniin) teostati eesméargiga
vabastada mitokondri eri kompartmentides olevad valgud, sh nukleoidid. Digitoniini madalaid
kontsentratsioone kasutatakse mitokondrite vélismembraani 1ohkumiseks (mitoplastide
saamiseks), korgete kontsentratsioonide juures permeabiliseerub ka sisemembraan, millega
vabastatakse membraanseoselised ja maatriksivalgud (Gerhold jt., 2015; Rajala jt., 2014).
Litisimiseks digitoniiniga voeti 100 pg mitokondriaalset valku, paralleelselt sellega voeti
sama palju valku kontrolliks (nn pesu), millega hinnati mitokondrite isoleerimise kvaliteeti,
s.0 mitokondrite terviklikkust enne to6tlemist digitoniiniga. Eelnevalt méarati sobiv valgu ja
digitoniini suhe digitoniini titreerimisega. Mitokondreid liitisiti 10 min j&dl, seejarel
tsentrifuugiti (Eppendorf 5430 R) 10 min 14 000x g 4°C juures. Pellet ja supernatant eraldati,
molemale lisati SDS 1oppkontsentratsiooniga 1% ning inkubeeriti 30 min RT, seejdrel voeti
igast proovist sobiva suurusega alikvoodid mtDNA analiiisimiseks Southern blot meetodiga

ja valkude analiilisimiseks Western blot meetodi abil.

2.2.4. Western blot analiiiis

Mitokondriaalsete valkude detekteerimiseks Western blot meetodil voeti 20 pg valku, lisati 5
pul 5x SDS laadimispuhvrit ja keedeti 5 min 95 °C juures. Valke lahutati SDS-PAGE
(naatriumdodetsiitilsulfaat-poliiakriitilamiid geelelektroforees) meetodil 12% poliiakriiiil-
amiidgeelis (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell). DNMT1 ja DNMT3A detekteerimiseks
voeti 60 pg valku, mida sadestati jadkiilma atsetooniga (vt lisa 1) -20 °C juures vdahemalt 30
min ning tsentrifuugiti 20 min 14 000x g 4 °C juures. Mitokondriaalsete valkude pellet
resuspendeeriti 1x SDS laadimispuhvris, keedeti 5 min 95 °C juures ning lahutati SDS-PAGE
meetodil 7,5% geelis. Suurusmarkerina kasutati PageRuler Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Geelilt kanti valgud nitrotselluloosmembraanile (Amersham
Hybond™-N*, HE Healthcare Life Sciences), kasutades Bio-Rad Mini Trans-Blot® Cell
aparatuuri. Membraanid blokeeriti 1x TBST (0,15 M NaCl; 50 mM Tris pH 7,5; 0,1%
Tween20) baasil valmistatud 5% rasvavaba piimalahusega 15-30 min ja loputati 1x TBST-ga,
millele jargnes inkubatsioon primaarse antikeha lahusega [3% BSA 1x TBST-s (w/v)].

Tabelis 1 on esitatud t66s kasutatud antikehad ja nende kirjeldus.
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Tabel 1. Uurimist6os kasutatud antikehad ja nende kirjeldus.

Kirjeldus

Valk Tiiiip (peremeesloom, TOOtJa.’ Lahjendus Mirkused
AN kataloogi nr
isotiiiip)
Twinkle Primaarne Hiir Suom_alalnen- 1:1000 mitokondriaalse
Wartiovaara .
nukleoidi marker
Tstitokroom ¢
vor ® okstidaasi II
COXIl | Primaarne olﬁgﬁéme aﬁi’gg’;‘sg 1:5000 subiihik:
polu sisemembraani
marker
Mitokondriaalne
: Kiiiilik, Abcam® , transkriptsiooni-
TFAM Primaarne poliiklonaalne ab119684 1:10000 faktor A;
MmtDNA marker
Kuumasoki valk
i Santa Cruz " EIS(O k(??; I
. iir, . ) mitokondriaalse
HSP60 Primaarne monoklonaalne BIOtECh;;(;;% Inc. 1:1000 maatriksi marker:
SC- valgu laadimise
kontroll
Uheahelalist DNA
: Kiiiilik, Sigma-Aldrich _ siduv valk;
mESSB Primaarne poliiklonaalne HPA002866 1:3000 mitokondriaalse
nukleoidi marker
_— Santa Cruz Véilisrlnekmbriarlli
TOM40 | Primaarne Kiilik, Biotechnology Inc. | 1:1000 | Uranslokaas40;
poliiklonaalne 11414 véalismembraani
sC- marker
Pingest soltuv
| Hii  Santa Cruz v
VDAC1 Primaarne ’ Biotechnology Inc. 1:1000 - CoL
monoklonaalne $c-390995 vilismembraani ja
MAM struktuuride
marker
) DNA
: Kiiilik, Abgent _ .
DNMT1 Primaarne poliiklonaalne AP21131A-EV 1:1000 metuultrilnsferaas
) DNA
: Kiiilik, Abgent _ .

DNMT3A Primaarne poliiklonaalne AP21073A-EV 1:1000 metuult;a:sferaas
L. Vector . .
Anti-hiir Sekundaarne Hobune Laboratories 1:10 000 Primaarse a_ntl_keha
(HRP) detekteerimine

P1-2000
Anti- Vector Primaarse antikeha
kuulik Sekundaarne Kits Laboratories 1:10 000 detekteerimine
(HRP) P1-1000
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Pérast inkubeerimist primaarse antikehaga membraane pesti 1x TBST lahusega ning
inkubeeriti maéidardika peroksiidaasiga konjugeeritud (ingl horseradish peroxidase-
conjugated) sekundaarse antikehaga (valmistatud 5% piimalahuses lahjendusega 1:10 000) 1
h RT, millele jargnes pesu 1x TBST-ga. Signaali detekteerimiseks kasutati kommertsiaalset
Bio-Rad Clarity™ ECL Western Blotting Substrate kitti. Signaale visualiseeriti

radiograafiliselt rontgenfilmile.

2.2.5. Southern blot radioaktiivse hiibridisatsiooniga

mtDNA alikvoote lahjendati 20 korda 2xSSC lahusega (300 mM NaCl; 30 mM CgHs
Na3O7¢2H,0) ning keedeti 15 min 95 °C juures (Biosan Thermo Block TDB-120).
Denatureerimaks mtDNA iiheahelaliseks, proovid asetati kohe pérast keetmist jad peale ning
inkubeeriti vihemalt 3 min. Dot-blotteri (Bio-Rad Bio-Dot™) abil kanti proovid eelnevalt
2xSSC puhvriga pestud positiivselt laetud nailonmembraanile (Amersham Hybond-N+, HE
Healthcare Life Sciences), igat proovi kolmes korduses (triplet), ning korrati pesu 2xSSC
puhvriga. DNA ristsidumist (ingl crosslinking) teostati kasutades UV-kiirgust 120 mJ/cm?
(Herolab UV Crosslinker).

Nailonmembraanile kantud DNA eelhiibridiseeriti Church hiibridisatsioonipuhvris [0,25 NaPi
pH 7.2; 1 mM EDTA pH 8,0; 0,5% (w/v) BSA, 7% (w/v) SDS] 15 min 65°C juures (Techne
Roller-Blot Hybridizer HB-3D). Hiibridisatsioon viidi 1abi Churh puhvris, millele oli lisatud
tsiitokroom b (CYTB)-spetsiifiline [a-**P] dCTP-mirgistatud proov vihemalt 3 h 65°C juures.
Radioaktiivne mérge siinteesiti enne hiibridisatsiooni alustamist PCR meetodi abil
(reaktsiooni ruumala 20 pl) (vt tabel 2), mirge sadestati isopropanooli abil ja lisati

hiibridisatsioonipuhvrisse.

Tabel 2. DNA hiibridisatsiooni radioaktiivse proovi siinteesimise PCR segu.

2mm | XX v [o-2P]
Komponent 10xPCR | 25 mM dNTP- CYTB CYTB :I'aq CYTB 4CTP ddH,0
puhver | MgCl, 4CTP forward | reverse | poliimeraas | template 50100
praimer | praimer P
Kogus (ul) 2 2 2 1 1 0,3 1 3 77
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Mittehiibridiseerunud proovi eemaldamiseks pesti membraani Church wash puhvriga [40 mM
NaPi pH 7,2; 1ImM EDTA pH 8,0; 5% (w/v) SDS]. Membraan eksponeeriti fosfoekraani
(Storage Phosphor Screen, GE Healthcare Amersham Biosciences) vahel 12 h,

hiibridisatsiooni signaale detekteeriti Typhoon TRIOPhosphoimager masina abil.

2.2.6. Proteinase K protection assay DNMT lokalisatsiooni miadramiseks

Selgitamaks DNMT1 ja DNMT3A lokalisatsiooni mitokondriaalses fraktsioonis, teostati
Proteinase K protection assay analiilis vastavalt Wortmann jt (2012) artikli protokollile.
Vahetult enne katse alustamist isoleeriti varske mitokondrite fraktsioon HEK293e rakkudest,
mitokondrite pellet resuspendeeriti kiilmas 1x PBS lahuses. Uhe reaktsiooni jaoks vdeti 100
pg mitokondriaalset valku. Saadud materjal jagati pooleks ning mitoplastide (mitokondrid,
milledel puudub vilismembraan) saamiseks liilisiti iks 0sa mitokondritest digitoniiniga suhtes
1 pg valku : 0.5 pg digitoniini (vt 2.4.). Jargnevalt inkubeeriti mitokondreid ja mitoplaste 15
min jaa peal, lisades proteinaas K erinevatel kontsentratsioonidel (1 ja 10 pg/ul), Triton X-
100 detergendi juuresolekul (1oppkonts. 1%) voi ilma, reaktsiooni Idppruumala (100 ul)
tihtlustati 1x PBS-ga (vt tabel 3). Reaktsiooni peatamiseks lisati PMSF-i (200 uM) ja 5x SDS
laadimispuhver ning keedeti 5 min 95°C juures. Proovid lahutati SDS-PAGE meetodil 12% ja
7,5% akriitilamiidgeelides. DNMT-de lokalisatsioon maérati Western immuunoblot meetodi
abil (vt tabel 2).

Tabel 3. Proteinase K protection assay skeem.

Mitokondrid Mitoplastid
Reaktsioonisegu nr 1 5 3 4 1 2 3 4
Proteinaas K (1 pg/ul) 0 1 10 | 10 0 1 10 | 10
Komponent Triton X-100 (1%) - - - + - - - +
1xPBS Reaktsiooni 16ppruumala 100 pl

2.2.7. mtDNA ekstraheerimine ja EpiTYPER analiiiis

MtDNA eraldamiseks mitokondritest kasutati fenool-kloroformi meetodit (lisa 2).
Mitokondriaalse valgu suspensiooni ruumala viidi ,mugava®“ ruumalani DNA
ekstraheerimispuhvriga (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 25 mM EDTA pH 8,0; 75 mM NacCl),
seejérel lisati SDS-i (1%) ja RNase A ensiitimi (100 ug/ul) ning inkubeeriti 1 h 37°C juures.
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Nukleaaside inaktiveerimiseks lisati seejdrel 10 pl proteinaas K ensiitimi (20 mg/ml) ning
inkubeeriti 45 min kuni 1 h 37°C juures. Jargnevalt lisati iks maht T19Eq; puhvrit (10 mM
Tris pH 7,5; 0,1 mM EDTA) ja kolm mahtu fenool-kloroformi segu (pH 7,5), segati jouliste
lilgutustega kuni lahus muutus piimjaks, inkubeeriti 2-5 min ning tsentrifuugiti 5 min 7000
rpm juures (Sigma 1-14). Ulemine vedelfaas tdsteti uude tuubi ilma vahefaasi kaasa
haaramata ning korrati fenool-kloroformi to6tlust seni, kuni iilemine vedelfaas oli selge ja
labipaistev. Viimane pesu tehti puhta kloroformiga. Ekstraheeritud mtDNA-le lisati 2,5 mahtu
96% etanooli ning jdeti -20°C juurde sadenema {ile60, seejdrel tsentrifuugiti 10 min 14000x g
RT ja eemaldati supernatant. MtDNA pesemiseks lisati 500 pl 80% etanooli ning korrati
tsentrifuugimist. Ohu kies kuivada saanud mtDNA pellet resuspendeeriti 20 pl 10 mM Tris
lahuses. Saadud mMtDNA esialgset puhtusastme hindamist ja kontsentratsiooni (ng/ul)
moodtmist teostati Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 spektrofotomeetril (Thermo Fisher
Scientific). MtDNA kvaliteedi hindamiseks teostati elektroforees 0,5% agaroosgeelis, millele
oli lisatud etiidiumbromiid (6 ul/100ml), 1x TAE puhvris (40 mM Tris, 20 mM &adikhapet, 1
mM EDTA, pH 7,6). Suurusmarkerina kasutati 1 kb DNA Ladder Ready to Load (Solis
BioDyne). Geel pildistati UVIpro Gold Gel Documentation System (UVltec) abil, UVIpro

tarkvara kasutades (UVltec).

MtDNA proovid lineariseeriti BamHI restriktaasiga (1 pg mtDNA kohta voeti 3 {ihikut
restriktaasi) 1 h 37 °C juures [mtDNA sisaldab vaid iihte BamHI 16ikesaiti (joonis 1) (Liu jt.,
2016)]. Reaktsioon viidi 1dbi 20 pl-s. Seejérel eraldati DNA fenool-kloroformi to6tlusega ning
sadestati. Sadestatud mtDNA kontsentratsiooni ja puhtusastet hinnati Thermo Scientific™
NanoDrop 2000 spektrofotomeetril, kvaliteedi kontrollimiseks lahutati 0,5% agaroosgeelis.
mtDNA proovide metiilatsiooni analiitis kuni toorandmete véljastamiseni teostati Agena
Bioscience GmbH poolt, kasutades kvantitatiivsel mass-spektromeetrial pohinevat
EpiTYPER® meetodit. MtDNA metiilatsiooni tuvastamiseks rakendati DNA bisulfit-to6tlust,
milleks kasutati EZ DNA Methylation-GoldKM Kit’i. Bisulfitiga (HNO3') to6tluse kdigus
metiitilrihmaga mittekaitstud  tsiitosiin ~ konverteeritakse uratsiiliks, mida jidrgneva
amplifikatsiooni  kidigus  detekteeritakse  tiimiinina  (T).  Metiilatsiooni  taseme
kvantifitseerimiseks arvutatakse C/T suhe bisulfitiga t66deldud ja tootlemata sekventside

vahel.
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2.3.Tulemused ja arutelu

2.3.1. DNMT1 ja DNMT3A lokaliseeruvad Twinkle knock-down rakkude

mitokondriaalses fraktsioonis

Rakutuumas vastutavad DNA 5mC modifikatsioonide eest nn séilitus-metiiiiltransferaas
DNMT1 ja kaks de novo metiiiiltransferaasi — DNMT3A ja DNMT3B (Klose ja Bird, 2006;
Okano jt., 1999), mille aktiivsus sdltub metiiiilriihma doonorina kasutatavast SAM kofaktorist
(Kim, 2005). Mitokondrites on samuti tuvastatud mitokondriaalse DNMT1 isovormi (Shock
jt., 2011) ja DNMT3A (Wong jt., 2013) esinemist, millele omistatakse mtDNA metiileerimise
funktsiooni. Siiski on avaldatud ka vastupidiseid tulemusi (Liu jt., 2016; Hong jt., 2013).
Mitokondriaalne helikaas Twinkle kuulub nukleoidi ,,tuumikvalkude hulka, seob mtDNA-d,
reguleerib mtDNA replikatsiooni ja seeldbi ka mtDNA koopiaarvu (Korhonen jt., 2004;
Spelbrink jt., 2001). Tyynismaa jt (2004) néitasid, et Twinkle hulga vdhenemine transgeenses
hiires pdhjustas olulist mtDNA depletsiooni, samal ajal kui Twinkle iileekspressioon viis
mtDNA koopiaarvu suurenemiseni. Twinkle kuulub membraanseoseliste valkude hulka.
Hiljuti on niidatud, et Twinkle seondub suure afiinsusega mitokondri sisemembraani
kolesteroolirikka piirkonnaga, kus osaleb replikatsiooniplatvormi moodustamises (Gerhold jt.,
2015). Lahtudes eespool kirjeldatust on selge, et Twinkle kui ka DNMT1 ja DNMT3A
funktsioon on tihel voi teisel viisil seotud mtDNA metabolismiga ja seega on vdimalik, et

nende kolme valgu vahel on teatud seos.

Kéesolevas t66s uuriti DNMT1 ja DNMT3A esinemist HEK293e rakkude mitokondriaalses
fraktsioonis ja voimalikku seost nende aktiivsuse ja Twinkle funktsiooniga. Eesmérgi
saavutamiseks transfekteeriti HEK293e rakke Twinkle suhtes spetsiifilise (C10orf2) siRNA-
ga, vihendamaks valgu taset rakus, sealjuures vilditi mtDNA tiielikku kadumist. Valgu
ekspressiooni ja mtDNA hulga hindamiseks vastavalt Western blot ja Southern blot analiiiisi
abil, eraldati nii kontrollidena kasutatavatest HEK293e rakkudest kui ka transfekteeritud
rakkudest mitokondriaalsete valkude fraktsioon. Nigemaks, millise nukleoidide
populatsiooniga, kas replikatiivsete ja/voi mittereplikatiivsete nukleoididega (Rajala jt. 2014),
DNMT1 ja DNMT3A kolokaliseeruvad, liisiti mitokondreid digitoniiniga (S.0 mitokondrite
subfraktsioneerimine) eesmairgiga eraldada nukleoidide kogumeid vastavalt nende
lahustuvusele (vt alapeatiikk 2.3.3.). Digitoniini madalaid kontsentratsioone kasutatakse
mitokondrite  vélismembraani  I6hkumiseks  (mitoplastide = saamiseks),  kdorgete

kontsentratsioonide juures permeabiliseeritakse ka sisemembraani, millega vabastatakse
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membraanseoselised ja maatriksivalgud. Kahte eelmainitud nukleoidide populatsiooni saab
eristada mitokondri sisemembraanile tugevasti seondunud Twinkle esinemise alusel: Twinkle
on iseloomulik replikatiivsetele nukleoididele ja seega on antud DNA-valk kogum
membraanseotud ja lahustumatu ning jadb pellet fraktsiooni (Gerhold jt., 2015; Rajala jt.,
2014). Erinevad mitokondri fraktsioonid lahutati SDS-PAGE meetodil, millele jargnes
valgulise koostise analiilis Western blot meetodil, kasutades spetsiifilisi antikehi. Antud
projekti kdigus ei mdddetud absoluutset mtDNA koopiaarvu. MtDNA esinemist, vihenemist
voi kadu hinnati kvalitatiivselt Southern blot analiiiisi tulemuste pohjal. Tripletitena
nailonmembraanile kantud mtDNA proovid hiibridiseeriti CYTB-spetsiifilise [a-**P] dCTP-
margistatud radioaktiivse méirkega ning eksponeeriti fosfoekraani vahel. Hiibridisatsiooni

signaale registreeriti Typhoon TRIOPhosphoimager masina abil.

Joonisel 2 kujutatud Western blot analiiiisi tulemused néitavad, et vorreldes kontrollidega on
Twinkle knock-down rakkudes mitokondriaalse helikaasi signaal mérkimisvadrselt norgem,
mis kinnitab transfektsiooni Onnestumist ja Twinkle hulga vdhenemist transfekteeritud
rakkudes. Southern blot tulemustest selgus, et 72 tundi kestnud Twinkle knock-down
pohjustas kerget, aga mirgatavat mtDNA vidhenemist, kuid tdieliku mtDNA depletsioonini ei
joutud (joonis 2, mtDNA). Antud leid on kooskolas varasemalt avaldatud t6ode tulemustega,
kus Twinkle mahasurumisega kaasnes mtDNA depletsioon (Goffart jt., 2009; Tyynismaa jt.,
2004). Valgu laadimise kontrollina kasutatud maatriksivalk HSP60 (kuumasoki valk 60 kDa)
ja viélismembraani poriin VDACI (pingest soltuv anioonselektiivne kanal 1) kinnitavad, et
mitokondriaalsete valkude lahutamisel SDS-PAGE meetodi abil oli igat proovi (s.0
mitokondriaalset valku) kantud vordses koguses. COXII (tsiitokroom c oksiidaasi II subiihik)
kasutati mitokondri sisemembraani markerina. Mitokondrite liilisimise efektiivsuse
hindamiseks vorreldi HSP60 ja COXII jaotumist pellet ja supernatandi fraktsioonide vahel,

sealjuures mdlema valgu signaalid kinnitavad, et liilisimine toimus korrektselt.

Varasemalt on leitud, et maatriksivalk TFAM kolokaliseerub mtDNA-ga ja vastupidi,
mistottu TFAM on vidga hea mtDNA marker (Rajala jt., 2014). Western blot detektsioonid
nditavad, et TFAM-i kontsentratsioonid kontrollrakkude ja transfekteeritud rakkude vahel on
vorreldavad, kuigi Twinkle knock-down rakkudes on tdheldatav véhene signaali ndrgenemine,
mis voib olla seotud Twinkle kadumisest tingitud mtDNA koopiaarvu vdhenemisega (joonis
2). COXII moningane vdhenemine transfekteeritud rakkudes on samuti vastavuses mtDNA

koopiaarvu langusega, kuna COXII on kodeeritud mitokondri genoomis (joonis 1).
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HEK293e Twinkle knock-down

pesu liiiis pesu liitis

P | s P | s |[Pp|s| P |s

mtDNA
Twinkle
(6(0).41|
HSP60
TFAM
VDACI1
DNMT1
DNMT3a

Joonis 2. Twinkle knock-down rakkude mitokondriaalse fraktsiooni valkude ja mtDNA analiiiis.
Transfekteeritud rakkude mtDNA on vihenenud (kuid mitte tdielikult kadunud), mis on kooskdlas
Twinkle valgu mérkimisvéaérse depletsiooniga. MtDNA markervalk TFAM ja sisemembraani marker
COXII on knock-down rakkudes samuti vdhenenud. HSP60 ja VDACI kinnitavad, et kontrolli
(HEK293e) ja knock-down proove kanti SDS-PAGE analiitisimiseks geelile vordselt. Nii kontrollides
kui ka transfekteeritud rakkudes on selgelt nigha DNMTI1 ja DNMT3A signaalid. Twinkle —
mitokondriaalne helikaas Twinkle, COXII — tsiitokroom ¢ oksiidaasi II subiihik, HSP60 — kuumasSoki
valk 60, TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A, VDAC1 — mitokondriaalne poriin, pingest
soltuv anioonselektiivne kanal 1; DNMT1/3A — DNA metiiiltransferaas 1/3A; pesu — 1x PBS-ga
pestud mitokondrid (mitokondrite terviklikkuse kontroll); liiiis — digitoniiniga liiisitud mitokondrid.

Joonisel olevad tulemused on representatiivsed vihemalt kolme bioloogilise korduse suhtes.

Too kdigus detekteeriti nii  kontrollrakkude kui ka Twinkle knock-down rakkude
mitokondriaalses fraktsioonis mdlema uuritud DNMT signaalid. Paistab, et Twinkle knock-
down rakkudes on DNMT1 signaal mdnevorra ndrgem vorreldes kontrollidena kasutatud
HEK?293e rakkudega. On néha, et liitisimata rakkudes (nii HEK293e kui ka Twinkle knock-
down) on DNMT1 detekteeritav nii pellet’is kui ka supernatandis. Pdrast mitokondrite
luisimist kaob DNMT1 signaal pellet’ist, supernatandis signaal siilib, kuid norgeneb. Antud
leid viitab DNMTL1 assotsiatsioonile mitokondri vélismembraaniga. Hinnates DNMT3A
signaali paistab, et Twinkle knock-down rakkudes on see kergelt vihenenud, mis on paremini
margatav digitoniiniga liitisitud mitokondrite vordlemisel. Lisaks sellele on néha, et kuigi
parast digitoniiniga t66tlemist suurem osa DNMT3A-st koondub supernatandi fraktsiooni,
sailib DNMT3A signaal ka pellet’is (joonis 2). See omakorda viib mottele, et DNMT3A
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liigub mitokondrite sisse. Mdlema DNMT signaali ndrgenemine Twinkle knock-down
rakkudes lubab oletada, et nii DNMT1 kui ka DNMT3A on kuidagi seotud Twinkle valguga.

2.3.2. DNMT1 ja DNMT3A on detekteeritavad TFAM knock-down rakkude
mitokondriaalses fraktsioonis

On nédidatud, et imetaja rakkude mtDNA metabolism ja koopiaarv on otseselt seotud TFAM
funktsiooniga ja selle hulgaga (Kang jt., 2007). TFAM on {iks peamisi nukleoidi valke, mis
osaleb mitokondriaalse replikatsiooni, transkriptsiooni ja reparatsiooni protsesside
regulatsioonis. Nagu ka teised HMG perekonna valgud on ka TFAM voimeline siduma ja
painutama mMtDNA-d ning tditma sel viisil struktuurset funktsiooni. TFAM moodustab
omalaadse nukleoidi karkassi, mille iimber ja sisse on médhitud mtDNA, tagades ndnda
mtDNA stabiilsuse (Kaufman jt., 2007; Alam jt., 2003). Rebelo jt (2009) demonstreerisid, et
nii TFAM f{ileekspressioon kui ka selle siinteesi parssimine viib mtDNA kadumiseni. TFAM
korgest kontsentratsioonist tingitud mMtDNA topoloogia muutumine ning tavalisest
kompaktsemaks pakkimine vihendab mtDNA kittesaadavust replikatsiooni masinavérgile
(Rebelo jt., 2009; Kaufman jt., 2007). Kuna mtDNA replikatsiooni initsiatsioon on tihedalt
seotud transkriptsiooniga, mille kdigus siinteesitakse RNA-praimer, siis on vdimalik, et
TFAM, pdhiline mitokondriaalne transkriptsioonifaktor, vdib moduleerida mtDNA hulka
rakus (Pohjoismaéki jt., 2006).

Niagemaks DNMT1 ja DNMT3A voimalikku seost TFAM valguga, rakendati taaskord RNAI
meetodit, millega suruti maha TFAM siinteesi. Ulejiinud tookiik oli sama, mis Twinkle
knock-down puhul: mitokondreid liitisiti digitoniiniga, rakkude valgulist kooslust analiiiisiti

Western blot meetodi abil, mtDNA hindamiseks kasutati Southern blot meetodit.

Vaatamata sellele, et sSiRNA efekt on mooduv ja TFAM-i kontsentratsioon rakkudes on véga
korge, on joonisel 3 ndha, et 96 h kestnud TFAM knock-down pohjustas TFAM valgu
kontsentratsiooni vidhenemist, sealjuures mtDNA depletsiooni ei ole. HSP60 ja VDAC1
signaalide jdrgi on ndha, et kontrollide ja transfekteeritud rakkude mitokondrite erinevate
fraktsioonide puhul oli analiiisimiseks vdetud vordne kogus materjali. HSP60 ja COXII on
jaotunud pellet ja supernatandi vahel oodataval kujul, mis niitab, et liiiis digitoniiniga toimus
oigesti. Transfekteeritud rakkudes on Twinkle signaal mdnevdrra viahenenud, mis voib viidata

algavale mtDNA depletsioonile. Vahesele mtDNA koopiaarvu langemisele voib osutada ka
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COXII signaali tugevuse ndrgenemine digitoniiniga liitisitud TFAM knock-down supernatandi
fraktsioonis (joonis 3).

HEK293e TFAM knock-down

pesu liiis pesu liiis
P | S P | S P | S P | S
mtDNA | @ ® » 0 -
Twinkle
COXII
HSP60
TFAM
VDAC1
DNMT1
DNMT3a

Joonis 3. TFAM knock-down rakkude mitokondriaalse fraktsiooni valkude ja mtDNA analiiiis.
Vorreldes kontrollidega on TFAM knock-down rakkudes TFAM vihenenud, mtDNA koopiaarvu
vahenemist ei ole. HSP60 ja VDACT signaalid kinnitavad, et iga fraktsiooni analiitisimiseks oli voetud
vordne kogus mitokondriaalset valku. HSP60 ja COXII jaotumine pellet ja supernatandi vahel néitab,
et liilis digitoniiniga toimus digesti. Twinkle signaali ndrgenemine TFAM knock-down rakkudes ning
COXIT moningane vidhenemine viitvad algavale mtDNA depletsioonile. Kontrollides ja
transfekteeritud rakkudes on selgelt ndha DNMT1 ja DNMT3A signaalid. Twinkle — mitokondriaalne
helikaas Twinkle, COXII — tsiitokroom ¢ oksiidaasi II subiihik, HSP60 — kuumas$oki valk 60, TFAM —
mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A, VDAC1l - mitokondriaalne poriin, pingest soltuv
anioonselektiivne kanal 1; DNMT1/3A — DNA metiitiltransferaas 1/3A; pesu — 1x PBS-ga pestud
mitokondrid (mitokondrite terviklikkuse kontroll); liiiis — digitoniiniga liiisitud mitokondrid. Joonisel

olevad tulemused on representatiivsed kolme bioloogilise korduse suhtes.

Korduvalt teostatud TFAM knock-down Katsete tulemused nditasid nii DNMT1 kui ka
DNMT3A esinemist rakkude mitokondriaalses fraktsioonis, sealjuures molema DNMT
signaal oli detekteeritud ka kontrollrakkudes (joonis 3). Kontrolli ja TFAM siRNA-ga
transfekteeritud rakkude vordlemisel paistab silma DNMT1 signaali moningane tugevnemine
TFAM knock-down rakkudes, kuigi liiisimine digitoniiniga pohjustas sarnaselt Twinkle
knock-down’ga DNMT1 kadumist pellet’i fraktsioonist. DNMT3A puhul on jélgitav sarnane
,muster nagu ka Twinkle knock-down rakkudes: mitokondrite liitisimine digitoniiniga
pohjustab DNMT3A iimberpaigutumist supernatandi fraktsiooni, kuigi teatud hulk valku

sdilib ka pellet’is, mis viitab DNMT3A lokalisatsioonile mitokondrite sees. TFAM valgu
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mahasurumisega kaasneb kerge DNMT3A vihenemine, mis viitab nende kahe valgu

omavahelisele seosele.

Saadud tulemused néitavad, et DNMT1 ja DNMT3A on seotud mitokondritega, siinjuures on
oluline markida, et mdolemad DNMT-d reageerivad Twinkle ja TFAM hulga muutustele
HEK293e rakkudes. DNMT1 kadumine nii kontrollrakkude kui ka transfekteeritud rakkude
digitoniiniga liitisitud mitokondrite pellet’i fraktsioonist nditab, e¢ DNMTL1 ei ole seotud
mitokondri sisemembraaniga tugevasti seondunud replikatiivsete nukleoididega. DNMT3A
mérkimisvadirne vihenemine pellet’is parast liiisimist seab samuti kahtluse alla DNMT3A ja
replikatiivsete nukleoidide vaheliste interaktsioonide esinemise. Arvestades DNMT
funktsioone rakutuumas, kus DNMTL1 tunneb &ra hemimetiileeritud DNA jdrjestust ning
vastutab metiilatsioonimustri séilitamise eest nii replikatsiooni- kui ka reparatsioonijargselt
(Klose ja Bird, 2006), sealjuures DNMT3A viib 1dbi DNA de novo metiileerimist (Okano jt.,
1999), olid kéesoleva t66 tulemused mdnevorra ootamatud ning seadsid kiisimdrgi alla

DNMT1 ja DNMT3A funktsiooni mitokondrites.

2.3.3. CpG metiilatsiooni puudumine TFAM knock-down, Twinkle knock-down
ja kontrollrakkude mtDNA mittekodeerivas piirkonnas

DNMT1 ja DNMT3A esinemine mitokondriaalses fraktsioonis innustas uurima, millist
funktsiooni nad seal tdidavad. Selleks méidrati mtDNA metiilatsiooni taset, keskendudes
mtDNA NCR piirkonna (joonis 1) CpG metiilatsiooni méadramisele. NCR sisse jdav
mitokondriaalne D-ling, mis on iihtlasi pShiline mitokondriaalse genoomi regulatsiooni-
keskus, on mtDNA replikatsiooni ja transkriptsiooni initsiatsiooniregioon (Holt ja Reyes,
2012; Clayton, 2000). Mdlema, nii genoomi H-ahela siinteesi initsiatsiooniks kui ka L-ahela
poliitsistroonse transkripti siinteesiks vajalik RNA-praimer saab alguse samast initsiatsiooni

saidist L-ahelal, mis asub D-lingu piirkonnas (joonis 1) (Holt ja Reyes, 2012).

MtDNA 5mC taseme vordlemiseks kontrolli (HEK293e), Twinkle knock-down ning TFAM
knock-down rakkude vahel, maédrati iga Kkatseskeemi kolmest bioloogilisest replikaadist
eraldatud mtDNA NCR CpG metiilatsiooni tasemed. Iga katse korral eraldati mtDNA fenool-
kloroformi meetodi abil, millele eelnes mtDNA t66tlus RNaas A ja proteinaas K ensiitimiga,
et puhastada mtDNA vastavalt RNA-st ja mtDNA-le seondunud valkudest (vt alapeatiikk
2.3.7.). Muuhulgas inaktiveerib proteinaas K tsiitosoolseid nukleaase, mis vdivad

degradeerida mtDNA-d. Ekstraheeritud mtDNA Kontsentratsiooni (ng/ul) mdodeti spektro-
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fotomeetriliselt, mtDNA kvaliteedi hindamiseks teostati elektroforees 0,5% agaroosgeelis (vt
alapeatiikk 2.3.7.).

Varasemalt on ndidatud, et DNA bisulfitiga to6tluse efektiivsus soltub DNA molekuli
struktuurist. Nimelt, DNA rongjas struktuur pohjustab ebatéielikku bisulfit-konversiooni, mis
omakorda viib metiilatsiooni tulemuste iilehindamiseni (Liu jt., 2016). Arvestades eespool
mainituga, 10igati kontrollidest, Twinkle knock-down ja TFAM knock-down rakkudest
eraldatud mtDNA rongasmolekuli bisulfitiga to6tluse efektiivsuse tdstmiseks BamHI
restriktaasiga lineaarseks lahti (Liu jt., 2016). Lineariseeritud mtDNA ekstraheeriti ning
sadestati. Loigatud mtDNA kontsentratsiooni ja puhtusastet moddeti spektrofotomeetril, vilja

puhastatud mtDNA kvaliteeti hinnati agaroos-geelelektroforeesi meetodil.

Edaspidine mtDNA proovide t66tlus kuni toorandmete viljastamiseni teostati Agena
Bioscience GmbH poolt, kus proove toddeldi bisulfitiga, seejdrel analiiiisiti kvantitatiivsel
mass-spektromeetrial pohineva EpiTYPER® meetodi abil. Bisulfitiga tootlemise kaigus
metiileerimata tsiitosiin (C) konverteeritakse uratsiiliks, mida jargneva amplifikatsiooni
kdigus detekteeritakse tlimiinina (T). Metiilatsiooni taseme kvantifitseerimiseks arvutatakse
C/T suhe bisulfitiga téodeldud ja tootlemata sekventside (referents) vahel. NCR piirkonna
amplifitseerimiseks vajalikud parisuunalised (forward) ja vastassuunalised (reverse)
praimerid disainiti SEQUENOM EpiDesigner programmi abil (http://www.epidesigner.com).
Voimalike variantide hulgast valiti kdige optimaalsemad praimerite paarid, s.t need praimerid,
millede programmi poolt arvutatud skoor oli kdige suurem ning lubas saada PCR abil
voimalikult pikad amplikonid, mis sisaldaksid vdimalikult palju potentsiaalseid CpG saite,
kattes sealjuures kogu NCR piirkonna ja sellega kiilgnevaid piirkondi. Lisas 3 on esitatud
graafik EpiDesigner programmi poolt genereeritud praimeripaaride abil siinteesitavate
amplikonidega. Kédesolevas t6os analiiiisiti nelja amplikoni — Amp7, Amp9, Amp20 ja Amp23

— metiilatsiooni taset. Vastavate amplikonide praimerite jarjestused on esitatud lisas 4.

Tsiitosiini metiilatsiooni signaal oli detekteeritud 16 NCR piirkonna sisse jaavas CpG saidis
(lisa 5), neist viis jaid Amp7 amplikoni sisse, viis olid Amp9 jérjestuses ja kuus olid kaetud
Amp23 amplikoniga. Iga CpG positsiooni kohta oli teostatud 0-, 50- ja 100-punkti positiivne
kontroll, (s.0 vastavalt 25%, 50% ja 100% standardid). Koik véartused, mis jadvad alla
positiivse kontrolli O-punkti védartuste interpreteeritakse kui mittemetiileeritud positsioonid,
100-punkti positiivne kontroll vastab téiesti metiileeritud positsioonile, 50-punkti vaartused
peegeldavad keskmist CpG metiilatsiooni taset. Bisulfit-konversiooni efektiivsuse

hindamiseks tehti korvale ka negatiivne kontroll metiileerimata DNA proovidega.
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Vastavalt SEQUENOM EpiDesigner programmile sisaldab Amp20 amplikon 20
potentsiaalset CpG saiti, kuid kdesolevas t60s pole iihegi kohta registreeritud metiilatsiooni
signaali. Selgus, et PCR siinteesi kdigus ei onnestunud amplifitseerida Amp20 praimeripaari
(lisa 4) vahele jaavat mtDNA ala, mistottu antud piirkond jéi analiitisimata. Amp20 jarjestuse
baasil tehtud vordlusanaliiiis nditas, et antud amplikon langes kokku mtDNA kolmeahelalise
D-lingu piirkonnaga, mis vdiski olla PCR amplifikatsiooni ebadnnestumise pdhjuseks.
Ténaseks on avaldatud mitmeid uurimistdid, kus on tuvastatud SmC esinemist mtDNA D-
lingu piirkonnas. Néiteks, Wong jt (2013) kasutasid mtDNA metiilatsiooni analiiiisimiseks
bisulfit-piirosekveneerimise meetodit ning leidsid, et D-lingu 5mC osakaal oli ~4-6%. Bellizi
(2011) t66 tulemused néitasid, et ~17% D-lingu piirkonna CpG nukleotiidipaari tsiitosiinidest
olid metiileeritud, ka Bianchessi jt (2016) ja Shock jt (2011) kirjeldasid NCR piirkonna
metiilatsiooni  esinemist. Kiesoleva projekti raames planeeritakse jitkata mtDNA
metiilatsiooni uurimisega ning koostdds Agena Bioscience GmbH meeskonnaga disainida

uued praimerid Amp20 jaoks.

Amp7 sisaldas viite potentsiaalset CpG saiti ning erinevate CpG positsioonide metiilatsiooni
osakaal varieerus TFAM knock-down puhul 4-10,7%, Twinkle knock-down rakkudes 3,3% ja
11,7% vahel, kontrollides 3,3-9,3% (lisa 5). Uhe CpG positsiooni puhul (CpG3) 5mC signaali
ei detekteeritud. Amp7 keskmine metiilatsiooni tase TFAM knock-down rakkudes oli 7,9%,
Twinkle knock-down rakkudes oli 7,7%, kontrollidena kasutatud HEK293e rakkudes oli
vastavaks suuruseks 6,8% (joonis 4). Uhegi CpG positsiooni metiilatsiooni osakaal ei

tiletanud sellele méaératud 0-punkti vadrtust, mis néitab, et seal puudus metiilatsioon.

Amp9 amplikoni jérjestuses tuvastati samuti viis CpG saiti, kuigi kahe positsiooni — CpG3 ja
CpG4 — signaale ei olnud voimalik eristada, mistdttu neid késitleti kui tihte. TFAM knock-
down mtDNA NCR erinevate CpG positsioonide metiilatsiooni osakaal jdi vahemikku 4,7—
12,7%, Twinkle knock-down rakkudes 3,7-9,3%, kontrollrakkudes vastavalt 1,3-9,3% (lisa
5). Amp9 keskmine 5mC tase oli TFAM knock-down rakkudes 6,7%, Twinkle knock-down
rakkudes 5,6%, transfekteerimata HEK293e rakkudes 4,8% (joonis 4). Teatud Amp9 CpG
positsioonide metiilatsiooni signaal iiletas 0-punkti taseme: TFAM knock-down rakkudes olid
CpG2, CpG3:4 ja CpG5 positsiooni metiilatsiooni signaalid veidi tile 0-punkti véirtuste
(vastavalt 12,7% vs 6%; 4,7% vs 4% ja 4,7% vs 3%), Twinkle knock-down rakkudes
registreeriti tugevamaid 5mC signaale CpG2 ja CpG5 saidi puhul (vastavalt 9,3% vs 6% ja
3,7% vs 3%), ka kontrollrakkudes {iletasid kahe positsiooni — CpG2 ja CpG3:4 —
metiilatsiooni vadrtused 0-punkti (9,3% vs 6% ja 4,7% vs 4%). Siiski, arvestades 50-punkti
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vaartusi, mis oli koikide Amp9 CpG positsioonide jaoks ~60%, hinnati Amp9 metiilatsiooni

taset tiithiseks.

100%

90%

80%

70%

60%
mTFAMk-d

50%

Twinklek-d

40% mKontroll

30%

% CpG metiilatsioon

20%

10%

H'E E'a mls
0% -

Amp7 Anmp9 Amp23

Joonis 4. TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollrakkude mtDNA NCR eri
piirkondade (Amp7, Amp9 ja Amp20) keskmised 5mC esinemissagedused. TFAM siRNA ja
Twinkle siRNA-ga transfekteeritud ning transfekteerimata HEK293e kontrollrakkudest eraldatud
mtDNA lineariseeriti BamHI restriktaasiga. Seejérel toodeldi mtDNA proovid bisulfitiga ja analiiisiti
5mC suhtes kvantitatiivsel mass-spektromeetrial pohineva EpiTYPER® meetodi abil. Keskenduti
NCR piirkonnale, mida amplifitseeriti nelja spetsiifilise praimeripaari abil. Saadud amplikonide —
Amp7, Amp9 ja Amp23 — pdhjal méddrati mtDNA NCR eri piirkondade keskmised metiilatsiooni
tasemed (vt 2.4.3.). D-linguga kokkulangeva Amp20 amplikoni PCR siintees ebadnnestus, mistdttu
antud piirkond jai analiitisimata. TFAM k-d — TFAM knock-down; Twinkle k-d — Twinkle knock-
down; Kontroll — transfekteerimata HEK239e rakud. Joonisel olevad tulemused on representatiivsed

kolme bioloogilise korduse suhtes.

Amp23 amplikoni sisse jai kuus CpG saiti. CpG4 kohta andmed puuduvad, kuna signaali ei
detekteeritud. CpG7 suhtes jaadi kriitiliseks, kuna antud positsiooni positiivsete kontrollidena
kasutatud 0- ja 50-punkti proovide (vastavalt metiileerimata ja keskmise metiilatsiooni
tasemega proov) puhul saadi ebaadekvaatseid tulemusi, mistottu antud positsiooni
analiiisitulemusi ei voetud arvesse. CpG7 jaab NCR piirkonnast vilja ning asub 12S rRNA
geeni sees. Kuigi kidesolevas t60s jaadi selle positsiooni suhtes kriitilisteks, on {iihes
varasemalt teostatud uurimuses tidheldatud, et ajukoe ja testiste rakkudest eraldatud mtDNA
16S rRNA geeni SmC osakaal oli vorreldes D-lingu piirkonnaga mirkimisvairselt kdrgem
(Wong jt., 2013). TFAM knock-down rakkudes jai Amp23 5mC osakaal eri CpG saitide vahel
vahemikku 1-10,3%, Twinkle knock-down rakkudes jdi see 0-12% vahele, HEK293e
rakkudes varieerus 1% ja 10% vahel (lisa 5). Keskmine Amp23 5mC tase erines TFAM
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knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollrakkude vahel minimaalselt, mida on néha
vastavatest nditajatest — 5,2%, 5,4% ja 5,1% (joonis 4). Kuigi nii transfekteeritud kui ka
kontrollrakkudes olid CpG2 positsiooni metiilatsiooni vaértused veidi (~3%) iile minimaalse

metiilatsiooni piirmééra, tdlgendatakse antud tulemusi siiski kui metiilatsiooni puudumist.
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Joonis 5. TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollrakkude mtDNA NCR keskmine
5mC osakaal. Keskmine NCR metiilatsiooni tase TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja
kontrollide rakkudest eraldatud mtDNA-s oli vastavalt 6,6%, 6,2% ja 5,6% (+ standardviga),
sealjuures piirmédr, millest alates v3ib metiilatsiooni signaali pidada positiivseks oli 9,3%. TFAM k-d
— TFAM knock-down; Twinkle k-d — Twinkle knock-down; Kontroll — transfekteerimata HEK239¢
rakud. Joonisel olevad tulemused on representatiivsed kolme bioloogilise korduse suhtes.

Keskmine NCR metiilatsiooni tase TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollidest
eraldatud mtDNA-s oli vastavalt 6,6% (SEM + 1%), 6,2% (SEM + 1%) ja 5,6% (SEM =+ 1%)
(joonis 5), sealjuures piirmiér, millest alates v3ib metiilatsiooni signaali pidada positiivseks
oli keskmiselt 9,3%. Arvestades Amp7, Amp9 ja Amp23 madalaid metiilatsiooni signaale,
voib jireldada, et HEK293e rakuliini mtDNA NCR piirkonna tsiitosiini metiilatsioon on, kui
iildse, tiihine ning ei oma regulatoorset tihtsust mtDNA metabolismis. Samas mtDNA D-
linguga kattuv Amp20 amplikon jdi kédesolevas t60s analiiiisimata, kuna PCR kéigus antud
mtDNA piirkonna amplifikatsioon ebadnnestus. Vdimalik, et mtDNA on metiileeritud

muudes mtDNA piirkondades, mida antud t66s ei vaadeldud.

Siiski, kéesoleva t660 mtDNA CpG metiilatsiooni tulemused ei vilista MtDNA
transkriptsioonilise aktiivsuse reguleerimist epigeneetiliste mehhanismide kaudu. Lisaks 5mC
modifikatsioonidele on tinaseks avaldatud andmeid ka teiste epigeneetiliste mehhanismide
kohta, nagu niiteks ShmC (Dzitoyeva jt., 2012; Shock jt., 2011) ning miRNA vahendatud
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geeniekspressiooni regulatsioon (Wang jt., 2015; Lung jt., 2006). MtDNA on sarnaselt tuuma
kromosoomidega kompaktselt pakitud nukleoidi valkude poolt, eclkdige TFAM abil (vt
alapeatiikk 1.1.4.). See omakorda lubab oletada, et ka mtDNA metabolismi epigeneetiline
regulatsioon voib toimuda nukleoidi valkude posttranslatsioonilise modifitseerimise kaudu,
kuigi tdnaseni puuduvad Kinnitavad andmed selle kohta. Spekuleerides edasi sellel teemal on
voimalik, et mtDNA geeniekspressiooni moduleerimine vdib toimuda sarnaselt rakutuumas
toimuvale kromatiini remodelleerimise mehhanismile, kus mtDNA-ga seondunud valkude
liigutamisega piki DNA molekuli reguleeritakse geneetilise materjali kéttesaadavust mtDNA

metabolismis (replikatsioon, transkriptsioon ja/vai reparatsioon) osalevatele valkudele.

Vaatamata sellele jadb arusaamatuks, millist funktsiooni tdidavad mitokondrites DNMT1 ja
DNMT3A, kui saadud tulemuste pohjal on néha, et vidhemalt mtDNA regulatsioonipiirkonnas
metiilatsiooni ei esine. Viimast vdivad mingil mééral seletada Chen jt (2012) in vitro katsete
tulemused, milledest selgus, et de novo metiiiiltransferaasidel DNMT3A ja DNMT3B on
lisaks DNA metiileerimise aktiivsusele ka tdiesti vastupidine funktsioon, nimelt dehiidroksii-
metiileerimise vOoime, millega taastatakse DNA mittemetiileeritud seisund. Lisaks sellele on
leitud, et suur osa 5mC-dest esinevad hoopis CH dinukleotiidi kontekstis (kus H=T, C v&i A)
(Bianchessi jt., 2016; Bellizi jt., 2012) (mida kdesoleva projekti raames pole uuritud), kus
olulist rolli voib mangida DNMT3A (Jang jt., 2017).

On ndidatud, et mtDNA epigeneetiline muster varieerub raku- ja koetiiibiti (Wong jt., 2013),
muutub organismi vananemise (Sun jt., 2013) ja isegi raku nn replikatiivse vananemise (ingl
replicative senescence) kiigus (Bianchessi jt., 2016). On teada, et inimese elustiili valikud
kujundavad samuti geeniekspressiooni, pdhjustades muutusi epigeneetilises programmis
(Ronn jt., 2013; Zeilinger jt., 2013; Breitling jt., 2011; Bjornsson jt., 2008; Fraga jt., 2005).
Muutused DNA epigenoomis voivad pohjustada patoloogiate teket (Kietzmann jt., 2017;
Chesnut jt., 2011) ning kiivitada rakkude transformatsiooni kasvajaliste protsesside suunas
(Ferreira jt., 2015; Ehrlich, 2009). DNA metiilatsiooni tase sdltub muuhulgas DNA-valk
kontaktide arvust, s.t DNA kittesaadavusest metiililtransferaasidele (Rebelo jt., 2009). Kdik

need teadmised on heaks argumendiks jatkata mitokondriaalse epigeneetika uurimisega.
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2.3.4. DNMT1 on assotsieerunud mitokondri vilismembraaniga, DNMT3A

lokaliseerub mitokondri membraanidevahelises ruumis

DNMT1 ja DNMT3A esinemine mitokondriaalses fraktsioonis ja sellega vastuolus olev
metiilatsiooni puudumine mtDNA-s tekitas kiisimusi juurde. Jargmise sammuna otsustati
selgitada, millises mitokondri kompartmendis asuvad DNMT1 ja DNMT3A. Liikudes
vdljaspoolt  sissepoole  jaotub  mitokondri  ehitust  jargmiselt:  vélismembraan,
membraanidevaheline ruum, sisemembraan ja sisemembraaniga iimbritsetud maatriks
(Krauss, 2001). Igat kompartmenti iseloomustab kindel valguline profiil (Taylor jt., 2003).
Selgitamaks DNMT1 ja DNMT3A lokalisatsiooni mitokondri sees, viidi 1ébi Proteinase K
protection analiiiis vastavalt Wortmann jt (2012) protokollile (vt 2.3.6.). Katse pohimdte
seisneb mitokondrite t66tlemises erinevate proteinaas K (laia toimespektriga seriini proteaas)
kontsentratsioonidega mitteioonse detergendi Triton X-100 juuresolekul voi ilma (katse
skeem on esitatud tabelis 3). Triton X-100 on ndrk mitteioonne detergent, mis sobib
mitokondri membraanide ja membraanivalkude lahustamiseks, kuigi membraanide
solubiliseerumine ei ole tdielik (Aasumets, 2015). Valgu kittesaadavus proteinaas K-le sdltub
valgu asukohast mitokondris, seega rakendades erinevaid proteinaas K kontsentratsioone
samaaegsel detergendi juuresolekul voi selle puudumisel, on voimalik selgitada huvipakkuva
valgu lokalisatsioon. Katses kasutati intaktseid mitokondreid (pesu) ja vélismembraanita
mitokondreid ehk mitoplaste. Viimaste saamiseks liiiisiti mitokondreid digitoniiniga suhtes 1

ug valku : 0,5 g digitoniini. Katse tulemusi analiiiisiti Western blot meetodiga.

Joonisel 6 on esitatud Proteinase K protection katse tulemused. Esimesed neli tulpa kujutavad
intaktsete mitokondrite to6tlemise tulemusi, tilejddnud neli tulpa nditavad vastavaid tulemusi
mitoplastide kohta. Iga tulba koha peal on kolmekohaline kood, kus esimene positsioon
téhistab lisatud proteinaas K kontsentratsiooni (1pg/ul), teine positsioon néitab digitoniiniga
luiisimist mitoplastide saamiseks, kolmas positsioon tahistab Triton X-100 detergendi lisamist

(Ioppkonts. 1%) voi selle puudumist.

Tulemustest on ndha, et mitokondri vélismembraani markeri TOM40 (mitokondri
vilismembraani translokaas) signaali jirgi on hésti eristatavad intaktsed mitokondrid
(esimesed neli tulpa) ja digitoniiniga t66deldud mitoplastid (viimased neli tulpa), sealjuures
signaali tugevus korreleerub proteinaas K kontsentratsiooniga. Lisatud detergent lahustab
osaliselt mitokondri fosfolipiidset kaksikkihti ning vabastab ndonda membraanivalke, mis

muutuvad kittesaadavaks proteoliiiitilisele ensiitimile. Tulemuseks on signaali norgenemine
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vdi kadumine. Uhe teise vilismembraani valgu, VDACI, signaal piisis suhteliselt stabiilsena
koikides reaktsioonides, ka digitoniiniga litisitud mitoplastide puhul. On ndidatud, et VDACI
osaleb MAM struktuuride (ingl mitochondria-associated membrane) — mitokondriaalse ja
endoplasmaatilise retiikulumi membraanide kontaktsait — moodustamises (Gerhold jt., 2015).
Siit tulenevalt on VDACI signaali pilisimine ootuspédrane, kuna MAM struktuurid, mida
Triton X-100 detergendiga ei ole vdimalik tdielikult lahustada, kaitsevad VDACI proteinaas

K proteoliititilise toime eest.

Proteinaas K 0 1 10 10 0 1 10 10
(ng/nl)
Digitoniin - - - - + + + +

Triton X-100

coxIa
HSP60
VDAC1
TFAM
TOMA40
DNMT1
DNMT3a

Joonis 6. Mitokondriaalsete valkude proteinaas K analiiiis. DNMT1 ja DNMT3A valkude Western
blot detektsioonid digitoniiniga t66tlemata (1.—4. tulp) ja t66deldud (5.-8. tulp) mitokondrites ehk
mitoplastides. Nii mitokondreid kui ka mitoplaste inkubeeriti proteinaas K erinevate
kontsentratsioonide juures (0—10 pg/ul) koos Triton X-100-ga (16ppkonts. 1%) voi ilma. Tulemused
nditavad, et DNMT1 on assotsieerunud mitokondri vélismembraaniga, DNMT3A lokaliseerub
membraanidevahelises ruumis. COXIIl, HSP60, VDAC1, TFAM ja TOM40 kasutati vordlustena
tulemuste interpreteerimisel. COXII — tsiitokroom ¢ oksiidaasi II subiihik, HSP60 — kuumasoki valk
60, TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A, VDAC1 — mitokondriaalne poriin, pingest
sOltuv anioonselektiivne kanal 1; DNMT1/3A — DNA metiiltransferaas 1/3A.

Maatriksis viga korgetes kontsentratsioonides esinevate HSP60 ja TFAM puhul on jilgitav
sarnane muster: (1) intaktse vdlismembraaniga mitokondrites on mdlemad valgud kaitstud
proteinaas K proteoliiiitilise toime eest kahe membraani taha, mida peegeldab tugev valgu
signaal ka kdrgema proteinaasi kontsentratsiooni juures; (2) mitoplastide puhul leiab aset

sama tendents, kuigi vorreldes tervete mitokondritega on signaal monevdrra ndrgem; (3)
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detergendi lisamine pdhjustab drastilist valgu hulga vdhenemist. Sarnast pilti ndeme ka

sisemembraani valgu COXII puhul.

Huvitavaks leiuks oli DNMT1 signaali muster, millest ilmneb, et DNMT1 ei liigu mitokondri
sisse, vaid on pigem assotsieerunud mitokondri valismembraaniga. Viimast kinnitab DNMT1
signaali puudumine proteinaas K-ga toodeldud intaktsete mitokondrite ja mitoplastide
valgufraktsioonides. Saadud tulemused on viga sarnased Wong jt (2013) ldbiviidud uurimuse
tulemustega, kus DNMTL1 signaali pole samuti tuvastatud ei hiire narvi- lihas- ega testiste
rakkudest isoleeritud mitokondrites, sealjuures proteinaas K todtluse tulemuste pohjal t66
autorid jéreldasid, e¢ DNMT1 vdib olla seotud mitokondri védlismembraaniga (Wong jt.,
2013). Vaatamata sellele erinesid antud tulemused Shock jt (2011) poolt esitatud andmetest,
kus oli nididatud mitokondriaalse DNMTI1 isovormi, millel tuvastati mitokondriaalne

signaalpeptiid, esinemist mitokondriaalses fraktsioonis ning selle seondumist mtDNA-le.

Shock jt (2011) kasutasid valgu maérgistamist fluorestseeruva GFP-markega ning valgu
lokalisatsiooni uuriti  konfokaalmikroskoopia abil. Antud meetod nditab kill valgu
kolokalisatsiooni mitokondritega, kuid ei voimalda eristada, kas valk siseneb mitokondri sisse
vOi jadb seotuna mitokondri vélispinnale (Shock jt., 2011). Siiski, DNMT]1 diinaamika ja selle
hulk mitokondri erinevates kompartmentides vajab edasist uurimist, rakendades tundlikumaid
meetodeid ja/véi kasutades korgemaid mitokondriaalse valgu kontsentratsioone, et
detekteerida ka madalates kontsentratsioonides mitokondrites olevaid valke. Voimalik, et
DNMT1 lokalisatsioon mitokondrites voib soltuda vélissignaalidest voi raku metaboolsetest
vajadustest. Arutledes antud teemal edasi, on vdimalik, et mitokondri védlismembraan voib
olla DNMTL1 jaoks omalaadse platvormina, kus DNMT1 osaleb teatud signaalkompleksi
moodustamises, mis omakorda vdib mingida olulist rolli mitokondriaalse geeniekspressiooni
regulatsioonis. Kuigi DNMT1 eelistab substraadina DNA-d, vdib oletada, et mitokondrites
tdidab DNMT1 ka muid funktsioone, nagu niiteks osaleb mitokondrisse transporditavate
valkude ja/vdoi RNA molekulide modifitseerimises. Ei ole vélistatud, et mitokondriaalsetel
valkudel vodivad olla erinevad ja kohati soltumatud funktsioonid, siinkohal vdib olla ka
DNMT valkudel muid funktsioone. Parmirakkudes on niiteks nédidatud, et tsitraaditsukli
ensiiimil akonitaasil on lisaks tsitraadi isomerisatsiooni aktiivsusele ka tdiesti ootamatu
lisafunktsioon: akonitaas seob ja pakib mtDNA-d, osaledes seelibi mtDNA siilitamises
(Chen jt., 2005). Sarnaseid omadusi on Kirjeldatud ka parmirakkudes hargnenud ahelaga
aminohapete siinteesi eest vastutava ensliiimi Ilv5S kohta, mis samuti osaleb mtDNA
pakkimises soltuvalt parmiraku metaboolsest seisundist (Chen ja Butow, 2005).
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DNMT3A puhul on nidha, et intaktse vélismembraaniga mitokondrites on valgu signaal
detekteeritav ka kdrgema proteinaasi kontsentratsiooni juures ning see kaob alles pérast Triton
X-100 lisamist. DNMT3A signaal kaob ka mitoplastides kohe pédrast proteinaasi lisamist
(joonis 6). Antud tulemused viitavad DNMT3A lokalisatsioonile mitokondri membraanide-

vahelises ruumis.

Kumbki DNMT-dest ei lokaliseeru selgelt mitokondri maatriksis, kus asub DNMT poéhiline
substraat — mtDNA, vaid on eraldatud sellest mitokondri sisemembraani abil. Tekib kiisimus,
millist funktsiooni tdidavad DNMT1 ja DNMT3A mitokondrite sees, kui DNA metiileerimine
on takistatud fiitisilise barjaariga. Antud leid ajendas uurima, kas DNMT3A on mingil viisil
seotud mitokondriaalsete nukleoididega. Selleks lahutati SDS-PAGE meetodi abil oma
toogrupi kaaslase Koit Aasumetsa poolt valmistatud ja lahkelt jagatud HEK293e rakkudest
jodiksanooli  gradiendis pubhastatud mitokondrite eri  fraktsioonide valke 12%
poliiakriiiilamiidgeelis, valgud immobiliseeriti nailonmembraanile ning teostati Western blot
analiitisi.  Ultratsentrifuugimist ~ jodiksanooli  gradiendis, mille kédigus lahutuvad
membraanijddgid, valgud ning mtDNA tiheduse jérgi erinevatesse fraktsioonidesse,
kasutatakse eesmirgiga lahutada nukleoide mitokondrite liisaadist (membraanirikas pellet ja
lahustunuid valke sisaldav supernatant eraldi), et edaspidi uurida nukloidide koostist (Rajala
jt., 2014).

Digitoniin P Digitoniin S

\ \

(12345678910\\(12345678910\
DNMT3a
HSP60 | ;

Joonis 7. HEK293e mitokondrite jodiksanooli gradiendi Western blot detektsioonid. Jodiksanooli

gradiendis ultratsentrifuugimisega lahutatud digitoniiniga lilisitud mitokondriaalsete fraktsioonide
Western blot analiiiisi tulemused néitasid, et pellet’i 8. fraktsioonis, kuhu liigub mtDNA, (Gerhold jt.,
2015; Rajala jt., 2014) DNMT3A signaal praktiliselt puudub, seevastu esineb pellet’i 5. fraktsioonis.
Digitoniin P — pérast digitoniiniga to6tlemist eraldatud mitokondriaalne pellet (nn membraani
fraktsioon, s.0 sisemine ja vélimine membraan); Digitoniin S — pérast digitoniiniga to6tlemist

eraldatud mitokondriaalne supernatant (lahustunud maatriksivalgud).
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Mitmes hiljuti avaldatud t66s Kirjeldati, et mitokondri sisemembraaniga seotud mtDNA ning
paljud nukleoidi valgud (Twinkle, mtSSB, POLG, TFAM) kontsentreeruvad jodiksanooli
gradiendi pellet’i 8. fraktsioonis (nn nukleoidi fraktsioon), mis esindab tdendoliselt
mitokondri sisemembraanile seondunud replikatiivsete nukleoidide populatsiooni (Gerhold jt.,
2015; Rajala jt., 2014). Kéesoleva t66 Western blot detektsioonide tulemused néitasid, et
pellet’i 8. fraktsioonis DNMT3A signaal praktiliselt puudub (joonis 7), mis tdhendab, et
DNMT3A on oma pohilisest substraadist, MtDNA-st, eemal. Huvitavaks leiuks osutus
DNMT3A liikumine mitokondriaalse pellet’i 5. fraktsiooni (joonis 7). Gerhold jt (2015)
uurimistoos el kirjeldatud Twinkle ja mtSSB esinemist jodiksanooli gradiendis
fraktsioneeritud mitokondriaalse liisaadi pellet’i 5. fraktsioonis, ka TFAM ja mtDNA
signaalid olid seal viga ndrgad. Siiski, hiljuti Koit Aasumetsa poolt teostatud uurimiskatsete
tulemused nditasid, et kuigi domineeriv osa mtDNA-st kontsentreerus pellet’i 8. fraktsioonis
(sarnaselt Gerhold jt., 2015 ning Rajala jt., 2014 esitatud andmetele), liiguvad mitmed
nukleoidiga assotsieerunud valgud (Twinkle, TFAM, mtSSB ja ATAD3) pellet’i 5.
fraktsiooni, kuhu kéesoleva t66 Western blot tulemuste jargi liigub ka DNMT3A. Lisaks
sellele koondusid pellet’i 5. fraktsiooni translatsiooni masinavirgi valgud AIKBhl ja
FASTKD2 (magistritod, Koit Aasumets). Nukleoidi valkude, DNMT3A, AIkBhl ja
FASTKD2 kolokaliseerumine pellet’i 5. fraktsioonis annab alust oletada, et antud valgud
voivad osaleda seni tundmatu funktsiooniga kompleksi moodustamises. Véimalik, et need
valgud méngivad teatud rolli mitokondriaalse translatsiooni regulatsioonis. Siiski, hetkel
olemasolevate teadmiste pohjal ei ole voimalik teha kindlaid jareldusi ning mitokondriaalse
pellet’i 5. fraktsiooni funktsionaalne tiahendus peaks selguma edasiste katsete kiigus. See

omakorda voib-olla heidaks valgust ka DNMT-de funktsioonile mitokondrites.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t606 kiigus on nididatud mitokondriaalsete DNA metiiiiltransferaaside — DNMTL1 ja
DNMT3A - esinemine HEK293e rakkude mitokondriaalses fraktsioonis. T66 kaigus ilmnes,
et DNMT1 ja DNMT3A hulk rakus muutub véhesel méairal vastusena kahe mitokondriaalse
nukleoidiga assotsieerunud valgu — mitokondriaalse helikaasi Twinkle ja mitokondriaalse
transkriptsioonifaktori A (TFAM) — RNAi-vahendatud mahasurumisele, viidates nende

valkude omavahelisele seosele.

MtDNA regulatoorselt olulise mittekodeeriva ala (NCR) keskmine CpG metiilatsiooni tase
TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollrakkudes oli vastavalt 6,6% (SD + 3,5%),
6,2% (SD + 3,5%) ja 5,6% (SD =+ 3%), sealjuures piirméér, millest alates voib metiilatsiooni
signaali pidada positiivseks oli keskmiselt 9,3%. Arvestades madalaid metiilatsiooni signaale,
voOib jareldada, et HEK293e rakuliini mtDNA NCR piirkonna tsiitosiini metiilatsioon on, kui
tildse, tithine ning suure tdendosusega ei oma regulatoorset tihtsust mitokondriaalses

geeniekspressioonis.

Rakendades erinevaid proteinaas K kontsentratsioone samaaegsel Triton X-100 detergendi
juuresolekul voi  selle  puudumisel selgus, et DNMT1 on seondunud mitokondri
valismembraaniga, sealjuures DNMT3A liigub mitokondri membraanidevahelisse ruumi.
Antud tulemused niitavad, et DNMT1 ja DNMT3A on fiiiisiliselt eraldatud oma pohilisest
substraadist, s.0 MtDNA-st, mis on kooskolas madalate mtDNA CpG metiilatsiooni
vadrtustega. Vajab nditamist, milliseid spetsiifilisi funktsioone DNMT1 ja DNMT3A

mitokondrites taidavad.
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Mitochondrial DNA methyltransferases - potential nucleoid associated proteins and

function in mtDNA maintenance
Julija Bol§akova

SUMMARY

Mitochondria are the only organelles in animal cells which possess their own genome.
Mitochondrial DNA (mtDNA) is essential for cells to maintain respiratory competency and is
present in protein-DNA complexes called nucleoids. Mitochondrial nucleoids are the sites for
all mtDNA maintenance functions (replication, translation, repair, segregation etc.). MtDNA
maintenance defects, but also other mitochondrial dysfunctions often lead to severe diseases,
among which myopathies (Chesnut et al., 2011), neurodegenerative diseases (Coskun et al.,
2012) and several cancers (Ferreira et al., 2015) can be found. It is becoming increasingly
clear that also cardiovascular diseases and their pathogenesis have important mitochondrial

components (Tsutsui et al., 2011).

Mitochondrial epigenetics have come to attention rather recently since it was dicovered that
such functions are related to a number of severe mitochondrial dysfunctions (Castegna et al.
2015). The current thesis was concerned with the question whether the DNA
methyltransferases DNMT1 and DNMT3A, recently reported to localize to mitochondria, can
be classified as mtNAPs (mitochondrial nucleoid associated proteins) and what their potential
function could be within mitochondria since conflicting data regarding the presence or
absence of methylated cytosine in mtDNA have recently been reported. DNA methylation is
an epigenetic mechanism that occurs by the addition of a methyl group to DNA, thereby
often modifying the function of the genes, but may also influence DNA replication. In order
to understand whether mtDNA methylation could have an influence on replication (initiation),
and thus control perhaps mtDNA copy numbers and downstream functions (e.g. segregation),
the aim of this study was set to determine the location of DNMT1 and DNMT3A in the
mitochondrial compartments, and to investigate the relationship between DNMT-s and some
of the main nucleoid associated proteins (the mitochondrial DNA helicase Twinkle and the
mitochondrial transcription factor A (TFAM)). To achieve this, RNAI mediated knock-down
of Twinkle and TFAM were performed to test whether expression of the DNMT proteins

changes and if this causes changes to a possible methylation pattern.
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In the course of the studies it could be demonstrated that the DNA methyltransferases
DNMT1 and DNMT3A are detectable in the mitochondrial fractions of HEK293e cells. Their
expression slightly changed in response to reduction of proteins levels of either Twinkle or

TFAM, thus indicating a possible direct or indirect coordination of their functions.

Analyses of the methylation level of the non-coding region (NCR) of the human mtDNA in
TFAM knock-down, Twinkle knock-down and control mtDNA preparations produced
average results between 5,5-7% (SEM =+ 1%) for all samples whereby the threshold for
positive methylation signals was set to 9,3%. Considering the over-all low methylation signals
it was concluded that the NCR of mtDNA from HEK?293e cells is not methylated.

Proteinase K protection assays revealed that DNMTL1 is associated with the outer
mitochondrial membrane while the clearest signals of DNMT3A localised to the
intermembrane space. A more detailed localisation analyses of DNMT3A in highly clean
preparations of nucleoids showed vicinity but not clear co-localisation with previously
described nucleoid fractions (Gerhold et al., 2015; Rajala et al., 2014). The results revealed
that both DNMT proteins are by and large physically separated from their potential substrate,
the mtDNA, thereby delivering a logical explanation for the absence of detectable CpG
methylation patterns. It remains to be shown which specific functions DNMT1 and DNMT3A

fulfill in mitochondria.
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LISAD
Lisa 1

Viljavote laboris kasutatavast mitokondriaalse valgu atsetoon-sadestamise protokollist

Acetone Precipitation
[Modified from the protocol posted by the Nevada Proteomics Center]

http://www.unr.edu/inbre/Proteomics/Acetone Precipitation Protocol.html

1) Prepare 80% acetone solution and store at -20°C in a brown bottle

e 100% acetone solution at -20°C for taking.
2) Add 1 volume of T1oEg 1 to the sample extract.
3) Add 3 volumes chilled acetone to the sample extract. Vortex well.
4) Incubate tube 30 min or overnight at -20 °C. (The tubes can be left up to 1 week with
minimal protein degradation or modification).
5) Centrifuge at top speed (at least >12,000x g), 4 °C for 10-20 min or for larger tubes,
centrifuge at >8,000x g, 4 °C for 10 min. Remove tubes from the centrifuge as soon as it
stopped.

e |l usually centrifuge for 20 min at 19 000x g, 4 °C.
6) Gently dump off the supernatant.
7) Positioning the tube same as before (pellet should towards the outer wall of the rotor),
microfuge briefly to bring any remaining liquid to the bottom of the tube.
8) Pipet off the remaining sup, making sure no visible liquid is left behind.
9) Wash the pellet with 1 ml (microfuge tubes) or 10 ml (larger tubes) chilled acetone/milliQ.
The pellet needs to be thoroughly broken up with a glass rod.
10) Repeat steps #5-8.
11) Repeat wash 1 more time (steps #9-10).
12) Air dry the pellet for 5 min. Do not over dry the pellet or it will be difficult to resuspend.
13) Resuspend pellet as described below. (You can freeze the pellets at -80 °C until
resuspension step.)

e [l usually take up the pellet in 1X SDS loading buffer (approx. 30 ul to make sure

everything goes onto gel) and boil 5 min 95 °C.
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Lisa 2

Viljavéte laboris kasutatavast mtDNA eraldamise, ekstraheerimise ja sadestamise

protokollist

MtDNA isolation, extraction and precipitation [Modified from the protocols posted by
(Gaines & Attardi, 1984 MCB, 1605-1617) and (Rajala et al, 2014)]

© © N o 0 ko

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.

Crude mitochondrial preparation (small plates), if necessary measure protein content
Take up mitochondria in DNA extraction buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 25 mM EDTA
pH 8.0, 75 mM NaCl)

Add SDS to final concentration of 1%

Add RNAase A — final concentration 100 pug/ml (10 mg/ml stock at -20 °C)

Incubate for 1 h at 37 °C

Add 200 pg of Proteinase K (20 mg/ml stock at -20°C)

Incubate for 30 min at 37°C

Add 1 volume of T10EO.1 buffer

Start with phenol-chloroform extraction by adding 1 volume of phenol-chloroform pH
7.5. NB! Work under fume hood!

Invert tubes until the mixture is completely whitish

Centrifuge for 5 min at 3000g (Eppendorf™ MiniSpin™ Microcentrifuge)

Transfer aqueous phase into new tube, do not interrupt the interphase!

If the aqueous phase is not clear, repeat extraction with phenol-chloroform

After obtaining a clear aqueous phase, add 2.5 volumes of 96% ethanol, mix solution by
inverting the tube and leave over night at -20°C

Take the solution out of -20°C, leave it for approx. 5 min at RT

Start with centrifugation at 14 000 g for 10 min (doesn’t have to be cooled down
centrifuge)

Carefully remove supernatant and add 500 pl of 80% ethanol (v/v), invert tube
Centrifuge 2-5 min at 14 000 g

Remove supernatant (be careful with pellet) and take up in 20 pl of 10 mM Tris pH 7.5 or
ddH20, leave it approx. for 30 min at RT, occasionally flick the tube and quick-spin your
sample(s)
20. Prior to freezing, aliquot your DNA into suitable portions if necessary, then store

samples/aliquots at -80°C
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Lisa 3
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Joonis 1. Viljavote SEQUENOM EpiTYPER programmi poolt genereeritud

praimeritega ja nendele vastavate amplikonidega mtDNA NCR CpG metiilatsiooni

analiiiisimise jaoks.

66



Lisa 4

Tabel 1. Kéesolevas to6s EpiTYPER meetodi jaoks kasutatud praimerid.

Praimeri nimi

Seondumiskoht

Jarjestus (5°—3°)

000_seq00001_007_10F

000_seq00001_007_T7R

000_seq00001_009_10F

000_seq00001_009 T7R

000_seq00001_020_10F

000_seq00001_020_T7R

000_seq00001_023 10F

000_seq00001_023_T7R

mtDNA NCR, amplikon 7

mtDNA NCR, amplikon 7

mtDNA NCR, amplikon 9

mtDNA NCR, amplikon 9

mtDNA NCR, amplikon 20

mtDNA NCR, amplikon 20

mtDNA NCR, amplikon 23

mtDNA NCR, amplikon 23
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aggaagagagGGATGATTTTTT
TTAGATAGGGGTTT
cagtaatacgactcactatagggagaagg
CtAATTCACTTTAACTACCC
CCAAATA
aggaagagagTATAATATTTGG
GGGTAGTTAAAGTGAA
cagtaatacgactcactatagggagaagg
CtAAAATACCAAATACATA
AAAAACTCCC
aggaagagagGGATTAAATTT
ATTTGTTTATGGGG
cagtaatacgactcactatagggagaagg
CtAAATATCTACACAACCA
CTTTCCACA
aggaagagagTGTTTGATGTTT
GTTTTTTTTGAT
cagtaatacgactcactatagggagaagg
ctAACCACAACACTTAAAC
ACATCTCTA




2 0.
40% mTFAME-d
30% Twinklek-d

% CpG metiilatsioon

20% m Kontroll

Joonis 2. TFAM knock-down, Twinkle knock-down ja kontrollrakkudest eraldatud
MtDNA iga NCR piirkonna CpG positsiooni keskmine metiilatsiooni osakaal. TFAM k-d
— TFAM knock-down; Twinkle k-d — Twinkle knock-down; Kontroll — transfekteerimata

HEK239e rakud.
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