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Kasutatud luhendid

ADM - adrenomedulliin

AP-1 — aktivaatorvalk 1Activator Protein 1)

ATF — aktiveeriv transkriptsioonifaktoA¢tivating Transcription Factor)

bZip — aluselist regiooni ja leutsiini tdmblukku sigaV (pasic region-leucine Zipper)
C/EBP — CCAAT enhanseriga seonduv vaBGAAT-Enhancer-Binding Protein)

CALCA ja -B — kaltsitoniiniga seotud poltpeptiid jap geenid

CAMP — tsukliline adenosiin monofosfaaiy€lic Adenosine MonoPhosphate)

CGRP — kaltsitoniini geeniga seotud peptiida|citonin Gene-Related Peptide)

CHOP - C/EBP-ga homoloogne valK/(EBP Homologous Protein)

CRE — cAMP vastuselementAMP Responsive Element)

CREB — cAMP vastuselemendiga seonduv vdlydic AMP Response Element-Binding
protein)

CREM - cAMP vastuselemendi modulaat@y¢lic AMP Response Element Modulator)
CRLR/RAMP - Kaltsitoniini retseptori sarnane retseptor/natise aktiivsust modifitseeriv
valk (Calcitonin Receptor-Like Receptor/Receptor Activity Modifying Protein)

elF20, — eukartiootne translatsiooni initsiatsioonifakkar (eukaryotic translation Initiation
Factor 2 a)

ER — endoplasmaatiline retiikulum

GCN2 - uldise aminohapete metabolismi kontrolli mitpgesseeritav mutant Zséneral
Control Nonderepressible 2)

h — inimese ljluman) geenile vdi valgule viitav eesliide

HRI — heemi poolt reguleeritud inhibiitoH&em-Regulated Inhibitor)

HSV TK —Herpes Smplex virus timidiinkinaas Herpes Smplex Virus Thymidine Kinase)
IBMX — 3-isobuttil-1-metttlksantiir3<{ sobutyl-1-methylxanthine)

IMD — intermediin

PERK — PKR-i sarnane ER kinaaBKR-like Endoplasmatic Reticulum Kinase)

PKR - valgu kinaas RRrotein Kinase R)

TNFa — vahi nekroosi faktos (Tumor Necrosis Factor o)

TRB3 — Tribbles homoloog 3

TSS- transkriptsiooni alguspunKii@anscription Start Site)

UORF — Ulesvoolu asuv avatud lugemisraamps{ream Open Reading Frame)

UPR — pakkimata valkude vastugrgfolded Protein Response)

UTR — mRNA mitte-transleeritav regiook)(Translated Region)



Sissejuhatus

Raku valis- vOi sisekeskkonna muutumise jarel lubil rakus sisse mitmed komplekssed
signalisatsioonirajad, mille funktsiooniks on vatlada muutusi raku fisioloogias. Sdltuvalt
rakus indutseeritud  stressivastuse intensiivsusegdimaldab  mitmetasandiline

signaliseerimisprogramm rakul uute tingimusega kela, taastades homdostaasi voi,

tugevama stressi korral, aktiveerida rakusurmararogni.

Uheks olulisemaks eukariiootse raku stressivastiggmlisatsiooni transkriptsiooniliseks
regulaatoriks on aktiveeriv transkriptsioonifaktb{ATF4). Seejuures toodetakse nimetatud
faktorit ka olukorras, kus raku uUlelldine transtais on stressi tingimuses eukariiootse
initsiatsiooni faktori 2 o (elF2x) inhibitsiooni tdttu seiskunud. Seondudes mitmete
teadaolevate DNA elementidega on ATF4 suutelineulesgima paljude geenide
ekspressiooni taset ja mdjutama selle kaudu nu aktlust kui ka organismi fenotidpi,
mistottu on ATF4 marklaudgeenide identifitseerimiakilise tdhtsusega. Kuna paljude
levinud haiguste nagu vahi, diabeedi, isheemiajévearkinsonismi patoloogia on seotud
rakulise stressiga, vOib stressi tingimustes irekristud ATF4 transkriptsiooniliste
toimemehhanismide selgitamine aidata kaasa nendgudsaisundite molekulaarsete

mehhanismide mdistmisele.
Selle bakalaureusetdd eesmark on uurida ATF4 jasaifchlt rakustressi moju kahe
vOimaliku marklaudgeeni, kaltsitoniini perekonda ulkwate CALCB ja ADM2,

ekspressiooni regulatsioonile inimese rakukultuuris

Marksdnad: Geeniekspressioon; Stressivastus; ACALCB; ADM2



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Aktiveeriv transkriptsioonifaktor 4

ATF4, mis on tuntud ka nimega CREB&lic AMP response element-binding protein 2),
on imetajate transkriptsioonifaktor, mis kuulub sdlist regiooni ja leutsiini tdmblukku
sisaldavatelfasic region-leucine Zipper, bZip) transkriptsioonifaktorite perekonda (Amgxi
Harris, 2008). ATF4 paigutatakse ATF/CREB alamperekorkbihu kuuluvad inimese
transkriptsioonifaktoritest veel CREB, CREM, CREB314, CREBiiHg ATF1, ATF2,
ATF3, ATF5, ATF6, ATF7 ja B-ATF (Persengiev ja Gnee2003). Nagu tutpiline bZip
transkriptsioonifaktoritele, seondub ka ATF4 DNA-daneriseerunud kujul ja sellel on
hulgaliselt erinevaid dimerisatsioonipartnereid,llest soltub ka transkriptsioonifaktori
spetsiifika (Hai ja Curran, 1991).

ATF4-le  on iseloomulik ekspressioonitaseme tOus tusha mitmesugustele
stressiseisunditele nagu ndaiteks hapnikupuudus €Arte 2004; Blais jt.,, 2004),
endoplasmaatilise retiikulumi (ER) stress (Whitney2009), aminohapete defitsiit (Siu jt.,
2002) ja oksudatiivne stress (Harding jt., 2003)FA omakorda reguleerib selliste geenide
ekspressiooni, mis on rakule vajalikud eelpool riahel sise- voi valiskeskkonnas toimunud
ebasoodsate muutuste poolt pdhjustatud stresgisiisuleevendamiseks ning selle labi

homdostaasi taastamiseks (Ameri ja Harris, 2008).

ATF4 marklaudgeenide hulgas on nii rakustressighakemist vdimaldavaid geene,
stressivastuse regulaatoreid kui ka rakusurma tkéinises osalevaid geene. Naiteks on
ATF4 (ks aminohapete metabolismi pohilistest regpolatest, aktiveerides suurt osa
geenidest, mis kodeerivad aminohapete biosuntaesnohapete transpordi ja aminoatsuul-
tRNA-de slnteesiga seotud valke (Harding jt., 20@3muti aktiveerib ATF4 mitmeid
geene, mille produktid on seotud anti-oksiudantsgusgga (Harding jt. 2003). Olulised
rakustressi vastuse regulaatorvalgud, mille geefiedlaktiveerib, on naiteks GADD34 (Ma
ja Hendershot, 2003) ja TRB3 (Ord ja Ord, 2005; Ohjok2005). Apoptoosi soodustavatest
geenidest aktiveerib ATF4 naiteks pro-apoptootilisenskriptsioonifaktori CHOP
promootorit (Fawcett jt., 1999).



1.1.1. ATF4 geeni ja valgu struktuur

Inimese genoomis asub ATF4 kodeeriv geen 22. krooross ja on 2123 aluspaari pikkune
(referentsgenoomis GRCh38). InimegdF4 mRNA sisaldab kolme luhikest avatud
lugemisraami, mis asuvad ATF4 valku kodeerivasttwalugemisraamist ulesvoolu
(upstream open reading frame, UORF), paiknedes seega 5’ mittetransleeritavasoaig (5’
untranslated region, 5’ UTR) (Vattem ja Wek, 2004 ATF4 mRNA 5 UTR-i struktuur on
kriitilise tahtsusega ATF4 valgu hulga regulatsigaoks (kirjeldatud alateemas 1.1.4).

Inimese ATF4 valk koosneb 351 aminohappejaégistsglies on eristatavad mitmed
domaanid (joonis 1) (Schoch jt., 2001). Valgu Nxigraalses osas asub transkriptsiooni
aktivatsiooni domaan, mis on oluline transkriptsioko-aktivaatoritega seondumiseks, ning
C-terminaalselt paiknevad aluseline domaan, mis loine DNA-ga seondumiseks, ja
leutsiini tbmbluku domaan, mis on oluline homo-heterodimeriseerumiseks teiste bZip
faktoritega (joonis 2). Valgu keskosas paikrElrCP motiiv, mille kaudu reguleeritakse

valgu degradeerimist (Lassot jt., 2001).
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Joonis 1. ATF4 valgu struktuur. ATF4 N-terminaalne domaéan on vajalik transkriptsioko-aktivaatoritega
seondumiseks (transaktivatsiooni domaan), valggtupe keskosas paikn@brCP &ratundmismotiiv ning
C-terminaalselt paiknevad aluseline domaan ja ileutémbluku domaan, mille abil ATF4 vastavalt selob
DNA-ga ja dimeriseerub teiste bZip transkriptsidakioritega. Joonis Ameri ja Harrise (2008) jargi,
modifitseeritud.
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Joonis 2. bZip transkriptsioonifaktori seondumine DNA-ga CREB-i homodimeeri néitel. Margitud on
bZip transkriptsioonifaktorite dimeriseerumist vé@ildav leutsiini tdmbluku dom&an ja DNA-d seondav
alulseline regioon. Kujutatud on ka bZip perekonramskriptsioonifaktorite DNA-ga seondumiseks v#jal
magneesiumioon (Mg) (Moll jt., 2002). Joonisel ei ole ndidatud N-ténaalselt paiknevat transaktivatsiooni
domaani. Joonise algvariandi tegi Curtis Neveu wWikipedia.org), lahtudes Protein Data Bank'i
(www.rcsb.org/pdb) sissekandest 1DH3.

1.1.2. ATF4 on translatsiooniliselt Ulesreguleeritud vastusena eritttbilistele
stressiseisunditele
Vastusena stressiseisunditele kaivitatakse rakgeakseerimisrajad, mille Ulesanne on
voimaldada rakul uute tingimustega kohaneda. Ulndlisemaks selliseks mehhanismiks
on translatsiooni initsiatsioonifaktori el&2660 inhibeerimine, mis toob kaasa raku globaalse
translatsiooni vaigistamise ja spetsiifliste mMRNA-dsh ATF4 mRNA) translatsiooni
aktiveerumise (Vattem ja Wek, 2004). etHBhibeerimine toimub seriin 51 fosfortleerimise
kaudu, mida vdivad imetajates teostada teadaoleait erinevat stressi tldbist séltuva
aktivatsioonimehhanismiga kinaasi (joonis 3) (Wek3006):
e GCN2 (eneral control nondepressible 2), mis aktiveeritakse vastusena laadimata
tRNA-dele ja vbimaldab rakul tunnetada aminohapeftesiti;
e PKR (protein kinase R), mis aktiveeritakse vastusena kaheahelalise RN7emssele
rakus ja vbimaldab rakul tuvastada viirusinfektsipo
e PERK PKR-like endoplasmatic reticulum kinase), mis aktiveeritakse vale
konformatsiooniga valkude akumuleerumisel ER-isgaga on PERK-i aktivatsioon
mark ER funktsioneerimise hairest;
e HRI (haemregulated inhibitor), mis aktiveeritakse heemipuuduse, aga ka

oksuidatiivse stressi korral.
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Joonis 1. Eukarlootse translatsiooni initsiatsiooriaktori 2a (elF2a) fosforlileerumise signaalirada.
Kujutatud on ATF4 sinteesini viiv ja globaalset nskatsiooni inhibeeriv signaalirada, mille kaigus
fosforlleeritakse elF2vastusena erinevat tlilpi stressiseisunditele.

elF2, fosforileerimise tulemusena aeglustub initsiatRNA Met-tRNA transport
translatsiooni initsiatsiooni kompleksi ja kuna nskatsiooni kiirust piirav etapp on
initsiatsioon, siis langeb rakus vastusena elfefortleerimisele Uldine valgusiinteesi tase,
vahendades sellega raku biosinteetilist koormuktsteessi korral (Clemens, 2001).
Vaatamata Uulelldise translatsiooni aeglustumiseleresieb selle protsessi labi mdnede
Uksikute mRNA-de translatsioon, mille hulka kuulub ATF4 (Harding jt., 2000; Vattem ja
Wek, 2004). Selle mehhanismi toimimiseks on vajalileelpool nimetatud uUORF-iITF4
MRNA 5 UTR-is, mis inhibeerivad normaaltingimus#®lTF4 translatsiooni, kuid elf2
fosfortleerimist pohjustava stressi korral vOimatéh ribosoomil mRNA skaneerimist
jatkata kuni ATF4 startkoodonini, et ATF4 valguriséeerimist alustada (Vattem ja Wek,
2004). ATF4 kontsentratsiooni tdus rakus vdimaldaejarel kaivitada transkriptsiooni

geenidelt, millel on ATF4 seondumisjarjestusedj¢kiiatud peatikis 1.1.4).

1.1.3. ATF4 transkriptsiooniline ja post-translatsooniline regulatsioon
Lisaks translatsiooni tasemel regulatsioonile regutakse ATF4 aktiivsust veel ka

transkriptsioonilisel ja post-translatsioonilisesémel.

Transkriptsioonilise regulatsiooni tasemel on tdhgeid, et erinevat titpi stressiseisundid on
voimelisedATF4 geeniekspressiooni aktiveerima. NaiteksAdir4 mRNA kontsentratsiooni
kdrgenemist taheldatud hapniku defitsiidi korralsf@gs jt., 1995) ning aminohapete ja
glukoosi puuduse korral (Siu jt., 2002).



Post-translatsioonilisel tasemel reguleeritakse A@ktiivsust naiteks inhibiitorvalkude abil.
Uks selline on TRB3, mis on vBimeline ATF4 aktiivsirgtibeerima, seondudes ATF4
transaktivatsiooni domaanile ja oletatavasti sedkitistades transkriptsiooni kaivitumiseks
vajalike ko-aktivaatorite seondumist ATF4-ga (CadJjrd, 2003).

ATF4 on rakus vordlemisi lUhikese elueaga valk (&jaljt., 1993), mida lagundatakse rakus
konstitutiivselt, ja esineb mehhanisme, mille kawmtu vBimalik ATF4 kontsentratsiooni
mojutada reguleerides lagundamist. ATF4 suunatgks#easoomsele degradeerimisele
SCRTrCP klassi kuuluva ubikvitiini ligaasi abil, milleeeb voimalikuks ATF4 valgus
esinevBTrCP aratundmismotiiv (Lassot jt., 2001). Sellist T lagundamise mehhanismi
inhibeerib histooni atsetuultransferaas p300, rtEstéleerib ATF4 ja takistab ATHFrCP
interaktsiooni toimumist, pikendades ATF4 valguigdu(Lassot jt., 2005).

1.1.4. ATF4 interaktsioonipartnerid ja seondumisjarjestused

ATF4 seondumine spetsiifiliste DNA jarjestustegdtudd suures osas sellega eelnevalt
dimeriseerunud transkriptsioonifaktorist (Hai ja zur, 1991). Imetajates on ATF4 suuteline
moodustama homodimeere ja ka heterodimeere ATF/CRHEBL Aa C/EBP CCAAT-
enhancer-binding protein) alamperekondadesse kuuluvate bZip valkudega (Amméfarris,
2008). AP-1 alamperekonnast on kirjeldatud ATF4 etiseerumist néiteks valkudega Jun,
Fos, Fra-1 (Hai ja Curran, 1991) ja JunD (Shimizulj998) ning C/EBP alamperekonnast
valkudega C/EBP (Vallejo jt., 1993) ja CHOPQ/EBP homologous protein) (Gachon jt.,
2001).

Suurem osa imetajates siiani kirjeldatud ATF4 regutavatest geenidest aktiveeritakse
ATF4 dimeriseerumisel C/EBP alamperekonda kuuluvdsitoritega C/EBP-ATF
litelemendiga (5’-NTTNCATCA-3’) seondumise kaudu {Feett jt., 1999). Selliste DNA
elementidega reguleeritakse naiteks asparagiiriesasi geeni (Balasubramanian jt., 2013),
histooni demetilaasi JIMID3 geeni (Shan jt., 2042pgeudokinaasi TRB3 geeni (Ord ja
Ord, 2005). Moodustades homodimeere vdi heterodseemndes teiste ATF/CREB
alamperekonnast parit transkriptsioonifaktoritegeorglub ATF4 CRE-laadsete DNA
elementidega. Naiteks aktiveerib ATRIADD34 transkriptsiooni, seondudes selle geeni
promootoris asuva kanoonilise CRE jarjestusega GATGTCA-3’) (Ma ja Hendershot,
2003), ja GRP78/BiP kodeerivat geeni, seondudes CRiasar jarjestusega (5'-
TGACGTGA-3) (Luo jt., 2003). ATF4 paindlikkus seomda erinevate CRE-laadsete
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jarjestustega on veelgi laiem, mida iseloomustabi a Green'’i (1988) kirjeldatud ATF4
konsensusjarjestus, mis on defineeritud kui 5’-TGAQGA)(G/A)-3'.

Anti-oksudantse vastuse keskse transkriptsioorafakirf2-ga dimeriseeritud kujul seondub
ATF4 DNA elemendile jarjestusega 5'-(T/C)GCTGAGTCA-3ieemi oksugenaas 1
promootoril (He jt., 2001). Kompleksis cJun-ga o4 suuteline seonduma ATF/AP-1
liitjarjestusega (5-TGACGTAA-3’) ja seeldbi indutsgéma transkriptsiooni naiteks DNA-d
parandava ensuumi Apel geenilt (Fung jt., 2007).

1.1.5. ATF4 funktsioonid organismi tasemel ja seodénhaigustega
Kooskdlas sellega, et ATF4-1 on keskne roll rakiesgisignaliseerimises, on sellel valgul

leitud ka mitmeid rolle normaalses flisioloogiab@gguste korral.

Uuringud ATF4knockout hiirtel on naidanud, et tegemist on organismi reaeeks
arenguks vajaliku geeniga. ATHdeockout hiired on mittetaieliku silmalddtse arengu tottu
pimedad (Hettmann jt., 2000), neil esineb varajadtestappidel aneemia (Masuoka, 2002),
nende viljakus on vahenenud (Fischer jt., 2004ugaelundkonna defektse arengu tbttu on
nad metsiktttpi hiirtest vaiksema kasvuga (Yang2f®04). ATF4 roll tugielundkonnas on
seotud ka inimese haiguse, Coffin-Lowry stundrooskkimisega (Yang jt., 2004). Luukoe
normaalseks arenguks on vajalik ATF4 fosforlleamani osteoblastides: ATF4
fosforileerimise puudumisel blokeerub osteoblastderentseerumine ja vaheneb luukoe

mineraliseerumine (Yang jt., 2004).

ATF4 roll seoses neuronite ellujaamise regulatsgmhaigusmudelites on keerukas. P&hjus
voib seisneda selles, et ATF4 aktiveerib soltuvaitkorrast geene, mis on olulised nii
stressitingimustega kohanemiseks kui ka apoptodsitseerimiseks. On naidatud, et insuldi
korral on ATF4knockout hiirtel madalam neuronite suremus (Lange jt., 2J0@68ATF4-
puudulikud neuronid on vastupidavamad ER stres&kdghdar jt., 2010), mis viitab ATF4
pro-apoptootilisele toimele. Samas on ATF4-puudidikneuronid tundlikumad DNA-d
kahjustavatele Uhenditele (Galehdar jt., 2010) kdveerivad mutatsioonid ATF4 valgus
suurendavad glutamaadi toksilisust narvirakkudegaverenz jt., 2012), mis viitab sellele, et
ATF4-| on rakkude elulemust kaitsev funktsioon. AT&nti-apoptootilist rolli toetavad ka
leiud, et ATF4 kaitseb apoptoosi eest parkinsonisakulises mudelis, aidates sailitada
parkiini taset (Sun jt., 2013), mille kontsentratsii ja funktsiooni langust peetakse theks

parkinsonismi peamiseks pdhjuseks (Poorkaj jt.4200
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1.2. Peptiidhormoon kaltsitoniini perekond imetajdes

Kaltsitoniini perekonna peptiidhormoonide alla kudd inimeses peale kaltsitoniini enda
veel ka CGRP Qalcitonin Gene-Related Peptide), amdliin (ehklslet Amyloid Polypeptide,
IAPP), adrenomedulliin (ADM) ja adrenomedulliin AM?2) (Ulevaade Naot ja Cornish,
2008). Perekonnale nime andnud peptiid - kaltsioni on kaltsiumi kontsentratsiooni
reguleeriv hormoon, mida slinteesitakse kilpnaar(@epp ja Cheney, 1962). Teistel selle

perekonna peptiididel on suuresti teistsugusedirklli kaltsitoniinil.

1.2.1. Kaltsitoniiniga seotud polipeptiidp (CALCB) geen inimeses

Kaltsitoniini ja CGRP-d kodeerivad mMRNA-d toodetaksamalt geenilt GALCA)
alternatiivse splaissingu mehhanismiga (Rosenfe]d1p83). Kaltsitoniini slinteesitakse
eksonite 1-4 kokkuliitmisel saadavalt mMRNA-It ni@gsRP-d kodeeriv mRNA saadakse, kui
jaetakse vahele 4. ekson ja lisatakse eksonid R@sednfeld jt., 1983). Kaltsitoniini
suinteesitakse kilpndédrmes (Copp ja Cheney, 1962yasweeCALCA geenilt toodetakse
CGRP-d peamiselt neuraalsetes kudedes, seeGAIdDA mMRNA alternatiivne splaissimine

koespetsiifiline (Rosenfeld jt., 1983).

Inimesel ja mitmel teisel imetajaliigil esineb ksageenileCALCA ka sellega vaga sarnane
geenCALCB, kuid CALCB geenilt toodetakse vaid CGRP-d kodeerivat mMRNA-d (Aenijia,
1985; Naot ja Cornish, 2008). Selleks, et erist@dhCA ja CALCB kodeeritud CGRP-d,
nimetatakse neid peptiide vastav@a@GRP japCGRP (Amara jt., 1985). InimeS@ALCB
MRNA-It slnteesitakse 127 aminohappejaagi pikkurkseolekul, millest protsessimise
tulemusena saadakse 37 aminohappejaagi pikBGBRP (RefSeq jarjestuse NP_000719.1
jargi). Inimesel erineb protsessitBiCGRP molekulaCGRP-st kolme ja rottidel Uhe
aminohappejaéagi poolest (Amara jt., 1985; Naot jan@Sb, 2008). Fulogeneetilise anallisi
baasil on naidatud, eCGRP japCGRP geenid on suure tdendosusega evolutsioneerunud
Uhest eellasgeenist labi duplikatsiooni (Rezaeian2{09). Siiani on paljudes teistes
imetajate seltsides nagu soralisefrtiodactyla), kiskjalised Carnivora) ja kabjalised
(Perissodactyla) tdheldatud vaid Uhe CGRP produktsiooni, mis péri@ALCA mRNA
splaiss-variandist (Rezaeian jt, 2009; Katafuch2®04).

Inimesel asulCALCB geen kooCALCA-ga 11. kromosoomi luhikesel dlal (Kittur jt., 1985
BCGRP on teadaolevalt ainuUSALCB geenilt kodeeritav polipeptiid ja pole andmeid
CALCB alternatiivsest splaissingust (Steenbergh jt., 619&rinevalt CALCA-st ei ole
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CALCB-I funktsionaalset kaltsitoniini kodeerimist maaraveksonit (Schutz jt., 2004).
CALCB mRNA ekspressiooni on inimesel tuvastatud naitekskdes, ajus ja testises
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViemegi?uglist=Hs.534305

1.2.1.1.CALCB funktsioonid

aCGRP japCGRP funktsioone peetakse suuremas osas eristakswafltou jt., 2011) ja
neile on omistatud hulk erinevaid rolle mitmesugastrakutitipides. CGRP on ks
tbhusaimaid teadaolevaid endogeenseid vasodilaté@t(Struthers jt., 1986) ja vdib olla
Uks migreeni tekke pdhipdhjustest (Goadsby ja Esbon, 1994). Neuronaalsetes rakkudes
on leitud, et CGRP-lI on neurotroofiline aktiivsus (8yrev jt., 2006) ja arvatatakse, et
CGRP-d sisaldavad narvirakud osalevad motoorse skis/ regulatsioonis, kutsudes
lihasrakus esile kontraktsiooni (Samuelson jt., 8t98inger jt., 2009). Immunoloogia
valdkonnast on tuvastatud, et CGRP reguleerib amtigpeesentatsiooni (Wimalawansa,
1996) ja et sellel on tsutokiini TNFkontsentratsiooni alandamise kaudu pdletikuvastane
toime (Monneret jt., 2000).

Kuna CGRP-d on Uksteisele vaga sarnased, siis oe raklkendada immunohistokeemilisi
meetodeid spetsiifiliseliCGRP v6iBCGRP uurimiseks. Uhe lahenduse sellele olukorrale
andisaCGRPknockout hiirte uurimine (Schiitz jt., 2004). Selgusp€&GRP-st iseseisvalt on
BCGRP tugevalt avaldunud ainult seedeelundkonnasyvaiisaldas spetsiifiliselBCGRP

puhul oletada seost seedeelundkonna regulatsio@dmajt., 2011; Schutz jt., 2004).

1.2.2 Adrenomedulliin 2 (ADM2) ehk intermediin

ADM2, mis on tuntud ka kui intermediin (IMD), kidgati inimese kaltsitoniini perekonna
peptiididest kbige viimasena ja teadaolevalt otek@DM-ile sarnaseid funktsioone (Roh
jt., 2004).

Inimesel asulADM2 geen 22. kromosoomis, kus sellelt toodetakseratigvse splaissingu
tulemusena saadud erinevatelt mMRNA isovormidelt dhfh@ahappejaagist koosnevat pikka
(Intermedin-Long, IMDL) ja 40 aminohappejaagi pikkust lthikesttérmedin-Short, IMDS)
ADM2 peptiidi (Roh jt.,, 2004) ADM2 mRNA on ekspresseeritud mitmetes organites ja
samuti on taheldatud ADM2 ekpressiooni mitmetes vahkkasvajates
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViemegi?uglist=Hs.449099
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1.2.2.1 ADM2 funktsioonid

Kuna ADM2 mojutab sarnaselt ADM-ile rakkude fusiofpat CRLR/RAMP ¢alcitonin
receptor-like receptor/receptor activity modifying protein) retseptor-kompleksi vahendusel
(Roh jt., 2004), on see sellel ka osaliselt sardag@iktsioone. ADM-i Uheks peamiseks
toimeks on vererbhu alandamine (Lainchbury jt., Z9itamura jt., 1993). Lisaks rollile
veresoonkonna toimimise reguleerimisel, mis on o@ulik paljudele kaltsitoniini

perekonna peptiididele, on ADM2 puhul leitud kaméi mdjutada raku vastust stressile.

Aktiveerides CRLR/RAMP kompleksi vaskulaarsetes erglotekkudes, alandab ADM2
koos teiste temaga suguluses olevate peptiidhoriiega vererdhku, kusjuures ADM2
mdju on samavaarne v0i isegi suurem kui teistedkKkahiini perekonna peptiidhormoonidel
(Roh jt., 2004). Lisaks veresoonte toimimise regumeisele mdjutab ADM2 ka veresoonte
arengut ja seeldbi on ADM2 peptiidil oluline roléivkkasvaja angiogeneesil, mistottu on
ADM2 uus potentsiaalne sihtmark vahi angiogenee8kedtamisele keskendunud

vahiteraapias (Zhang jt., 2012).

Geeniekspressiooni regulatsiooni osas on teadAD&i2 geenil on dstrogeeni retseptori
seondumisjarjestus (Lin Chang jt., 2005) ja ADM2sle omistatud erinevaid funktsioone
reproduktiivbioloogias (Chauhan jt., 2007; Chauhar2d06; Chauhan jt., 2009).

Rakustressi kontekstis on ADM2 peptiidil tdheldatadmeid rolle, mille Gthendav joon on
see, et ADM2 on parandanud raku elulemust. NaimksADM2 suuteline inhibeerima
apoptoosi inimese kopsuarteri endoteeli rakkudeg) rsitabiliseerima kopsus pdletiku ja
hipoksia poolt pdhjustatud mikrovaskulaarset pehileast (Pearson jt., 2009). Samuti
aeglustab ADM2 hipoksiast tingitud apoptoosi sudémasrakkudes, aktiveerides Akt
signaliseerimisrada (Song jt., 2009). Akt raja kaurthibeerib ADM2 ka hupoksiast tingitud
ER stressi (Teng jt., 2011). ADM2 on seostatud kaudhtiivse stressi leevendamisega,
vahendades hapniku vabade radikaalide teket (Bell2(108). Seega on ADM2 oluline
rakustressi modulaator, kuidADM2 geeniekspressiooni regulatsiooni mehhanismid
rakustressi kontekstis pole hetkel veel selged.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To66 eesmargid

Bakalaureuset66 eesmarkideks on:

e otsida ATF4-sdltuva regulatsiooni kandidaatgeer@#.CB ja ADM2 jarjestustest
ATF4 seondumissaitidele vastavaid jarjestuselemente

e koostada reporterplasmiididel pdhinev katsesustesiftega oleks vdimalik uurida
potentsiaalseid ATF4-tundlikke alasid inim&3&L CB ja ADM2 geenides;

e selgitada, kas ATF4 mojutd®ALCB ja ADM2 geenide ekspressiooni regulaatoralade
transkriptsioonilist aktiivsust inimese rakuliinis;

e selgitada, kas TRB3 inhibeer@ALCB ja ADM2 reporterplasmiidide aktivatsiooni;

e selgitada, kasCALCB ja ADM2 reporterplasmiidid aktiveeritakse rakustressi

tingimustel inimese rakkudes.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Polumeraasi ahelreaktsioonide teostamine

Reaktsioonisegud valmistati jaal ja k6ik PCR-id tabsaparaadiga Mastercycler Gradient
(Eppendorf). Oligonukleotiidide sulamistemperatdari kalkuleerimiseks kasutati firma
Thermo Scientific kodulehekauljel olevat veebirakesid

(http://www.thermoscientifichio.com/webtools/tninc/

2.2.1.1 PCR-id plasmiidsete konstruktide valmistanseks vajalike DNA jarjestuste
paljundamiseks

PCR-i praimerid disainiti valjapool€CALCB ja ADM2 geenide potentsiaalseid ATF4
seondumissaite sisaldavaid piirkondi. Soovitud Di&gmentide pikkus olCALCB puhul
435 bp jaADM2 puhul 124 bp. Et Ulespaljundatud DNA regioone sléijem vdimalik
restriktaasidega Ibigata, kasutati praimereid, emib’ otstesse olid lisatud soovitud
restriktsioonisaidid. Selleks, et vdhendada punkatsioonide tekke tben&osust, kasutati
kloneerimisel Phusion High-Fidelity DNA polimeraéSinnzymes).

Kloneerimise PCR-ides kasutatud praimerite jarjestys’ —> 3’):

CALCB jaoks (alla on joonitud Kpn | ja Hind 1l restréibonisaidid)
Sense CACGGTACCGCTGGATTCGGGTCCCTCACT
Anti-sense GTGAAGCTTGACCCGGGATGAACACCACAC

ADM2 jaoks (alla on joonitud Xba | restriktsioonisaidid

Sense ATATCTAGAGCCCGGATCCCGACGGC
Anti-sense GTGTCTAGATGGGTTTGACGGGTCGC
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Reaktsioonisegu komponendid

Komponent

5X Phusion HF puhver (Thermo Scientific)
4dNTP-d (25 mM igaiks) (Fermentas)
praimerid (100 uM) (DNA Technology A/S)
inimese rakuliini HepG2 genoomne DNA
Phusion DNA polimeraas (2 U/ul) (Finnzymes)
H.O

PCR-i programm:

Reaktsiooni etapp Temperair
Algne denaturatsioon: 98 °C
Paljundamine (35 tsuklit):
Denaturatsioon: °as
Seondumine: °66
Suntees: 72 °C
Otste taissuinteesimine, 1 tsukkel: 72 °C

LAppkontsentratsioon
1X
20QuM igauks
0,5uM kumbki
4 ngyl
0,02 U/ul
mahuni 50 pl

Aeg
30 sekundit

15 sekundit
15 sekundit
10 sekundit

5 minutit

2.2.1.2 PCR-id plasmiidseid konstrukte sisaldavateakterikolooniate analtiisimiseks

Parast bakterirakkude transformeerimist

ligeerigusslega

kontrolliti  saadud

bakterikolooniaid PCR-i abil. Plasmiidi sisestatudNA jarjestuse suuna ja korduste

kontrollimiseks teostati PCR-id, kasutades klonemseirkasutatugense praimerit (2.2.1.1.)

ja anti-sense praimerit kloneerimisvektorist GALCB kontrollimisel anti-sense praimer
jarjestusega 5’-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3' jJADM2 kontrollimisel anti-sense
praimer jarjestusega 5’-CATAAGTGCGGCGACGATAG-3)).
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Reaktsioonisegu komponendid

Komponent LAppkontsentratsioon
10X PCR-i puhver Yellow (Naxo) 1X

4dNTP-d (25 mM igaiks) (Fermentas) 20QuM igatks

MgCl, (25 mM) (Naxo) 2 mM

praimerid (100 uM) (DNA Technology A/S) 0,2uM kumbki

Hot-Start Taqg DNA polumeraas (10 U/ul) (Naxo) 0,02 U/ul
H.O mahuni 15 pl

baktereid kolooniast (steriilse tikuga) maaratlemata

PCR-i programm:

Reaktsiooni etapp Temperaiu Aeg
Algne denaturatsioon: 95 °C 15 minutit
Paljundamine (25 tsuklit):

Denaturatsioon: °a5 30 sekundit

Seondumine: °66 30 sekundit

Sintees: 72 °C 60 sekundit
Otste taissunteesimine, 1 tsukkel: 72 °C 5 minutit

2.2.2 DNA fragmentide véljapuhastamine reaktsioosiegudest

CALCB ja ADM2 DNA fragmentide véljapuhastamiseks PCR-i ja retiglonisegudest
kasutati QIAquick PCR Purification Kit'i (Qiagen). dlselt jargiti tootja protokolli, kuid
DNA elueeriti 30ul eluatsioonipuhvriga (10 mM Tris-Cl, pH 8,5).

2.2.3 Konstruktide valmistamiseks kasutatud plasmdsed vektorid

Selleks, et uuridaCALCB ja ADM2 regulatsiooni lutsiferaasi reportersiisteemis, stitie
CALCB oletatav promooterregioorPhotinus pyralise lutsiferaasi geeni sisaldavasse
vektorisse pGL3-Basic (Promega), kasutades restddsaite Kpn | ja Hind Il (joonis
3A). ADM2 geeni fragmendi uurimiseks kasutati vektorit pGII8- mis on modifitseeritud
pGL3-Basic vektor, mis sisaldab Bgl Il ja Hind Il stektsioonisaitide vahel pRL-TK
vektorist (joonis 3B; Promega) parierpes Smplex virus timidiinkinaasi (HSV TK)
promootorit. ADM2 geeni fragment sisestati pGL3-TK vektorisse kadesa Xba |

restriktsioonisaiti.
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Joonis 3. ToOs kasutatud kommertsiaalsete plasmiidié tsirkulaarsed joonised.(A) pGL3-Basic sisaldab
SV40 @mian Virus 40) hilist poliadentleerimissignaalhotinus pyralise lutsiferaasi jarjestustiyc+) ja
transkriptsiooni pausisaiti. Punasega on margitifls tkasutatud plasmiidsete konstruktide valmisteksis
valitud restriktsioonisaidid (Xba I, Hind Il ningpn I). (B) pRL-TK sisaldab HSV TKHerpes Smplex virus
timidiinkinaas) promootorit jaRenilla reniformise lutsiferaasi jarjestust Ruc). Tihistused: Amp' -
ampitsilliini resistentsusgeen, ori - replikatsio@hguspunktE. coli’s, -*- naitab introni asukohta ja nooled
téhistavad transkriptsiooni suunda (f1 ori puhulirgla, kuhu slnteesitakse ssDNA-d). Joonised orugdet
tootja (Promega) kasiraamatutest, modifitseeritud.

2.2.4 DNA restriktsioon
Parast PCR-i produktide puhastamist (2.2.2) reseilti CALCB ja ADM2 fragmendid.
Kpn | restriktsioonisaidi I6ikamiseks kasutati easii Acc65 I, mis I6ikab sama jarjestust

(neoskisomeer). Restriktsioon toimus temperatuufiGjuures 3 tundi.

Reaktsiooniseg@CALCB fragmendi I6ikamiseks

Komponent Kogus
QIAquick eluaat CALCB DNA fragment) mahuni 1@J5
10X puhver Tango (Fermentas) 2X

restriktaasid Acc65 | (Fermentas) ja Hind Ill (Femtas) 0,75 Wd mdlemat

ReaktsioonisegdDM?2 fragmendi 16ikamiseks

Komponent Kogus
QIAquick eluaat ADM2 DNA fragment) mahuni 15
10X puhver Tango (Fermentas) 1X
restriktaas Xba | (Thermo Scientific) 1,5 Wi
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Plasmiide pGL3-Basic ja pGL3-TK (kirjeldatud alatessm2.2.3) restrikteeriti analoogselt
CALCB ja ADM2 DNA fragmentidega. Plasmiidi voeti 3 ug ja reaktsiisegusse lisati vett

eelpool méargitud I6ppruumalani.

2.2.5 Restrikteeritud vektorite 5’ otste defosforigerimine
Véltimaks iseendaga ligeerumist t66deldi restrikited plasmiidide 5 otsi fosfataasiga.
Selleks kasutati vasika soole aluselist fosfatg&®rmentas), mida lisati restriktsiooni

toimumise jarel restriktsioonisegusse 0,5 U nidgibreeriti 30 minutit 37 °C juures.

2.2.6 DNA geelelektroforees
DNA fragmentide pikkust hinnati elektroforeesigaasgpsgeelis 1X TAE puhvris. DNA
visualiseerimiseks lisati geeli etiidiumbromiidi pigkontsentratsiooniga 0,5 pg/ml.

Elektroforees viidi labi pingega 5 V/cm.

Kindla pikkusega DNA fragmentide kattesaamiseksgrfrantide segust viidi [&bi
preparatiivne geelelektroforees, kus geel Uhengativriga filterpaberist sildadega ja
rakendati elektrivalja tugevusega 7 V/cm. Parasktedforeesi I6igati geelist skalpelliga

vdalja soovitud fragmendid 366 nm UV all.

2.2.7 CALCB ja ADM2 fragmentide ligeerimine kloneerimisvektorisse
Ligeerimisreaktsioonid mdlema konstrukti koostarkssevalmistati ruumalas 10,8 pl.
Preparatiivsest agaroosgeelist valjaldigatud géeditkilmutati ja sulatati ning sulamisel
geelitikist eraldunud vedelikku (inserfdihust) vbeti ligeerimissegusse 6 pl. Analoogselt
geelitikist eraldatud vektori lahust voeti 3 plséks sisaldas ligeerimissegu 1X T4 DNA
ligaasi puhvrit (Fermentas) ja 0,2 U/ul T4 DNA laga (Fermentas). UuritavadALCB ja
ADM?2 fragmendid ligeeriti eelnevalt restrikteeritud dafosfortleeritud vektoritesse. Tehti

ka ilma inserdita kontroll-ligeerimine. Reaktsiosegusid inkubeeriti 18 °C juures 13 tundi.

2.2.8 Bakterirakkude transformatsioon

CALCB ja ADM2 konstruktide ligeerimissegudega transformeerithi$dOrdi poolt Inoue
(1990) meetodil valmistatud kompetentsEiccoli DH50 rakke. Rakkude aeglase sulatamise
jarel lisati 80 pl rakususpensioonile 4 pl ligeassegu ja inkubeeriti jddl 15 minutit.

Seejarel tehti kuumasokk, hoides rakke 25 sekudAdit°C juures. LOpuks pipeteeriti
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rakkudele peale 1 ml LB sd0det ja inkubeeriti raBke°C juures 1 tund. Transformeeritud
bakterirakkude suspensioonist plaaditi 100 pg/mpigsilliini sisaldavatele LB tards66tme

tassidele valja 80 pl. Petri tasse inkubeeriti @l8d °C juures.

Jargmisel paeval loendati tassidel kolooniad ningrreldi inserdiga ja inserdita
ligeerimissegudest saadud kolooniate arvu. Ligikal@d kolooniat igalt tassilt kilvati Gmber
uuele tassile ja kontrolliti PCR-iga (reaktsioonisg@ programm on kirjeldatud punktis
2.2.1.2).

2.2.9 Bakterite kasvatamine vedelsd6tmes ja plasmide eraldamine
Iga bakterikultuur kasvatati plasmiidi eraldamise@ks 50 ml LB vedels66tmes, kuhu oli
lisatud 100 pg/ml ampitsilliini. S66de inokuleetitirds6dtmel kasvanud bakterikolooniaga,

kasutades steriilset kilvindela. Kolbe vedelstotnegjti Gledo loksutil 37 °C juures.

Ule6o loksutil kasvanud bakterid tsentrifuugiti kok kasutades tsentrifuugi Sorvall RC-5B
rootoriga HS-4 (3000 rpm, 15 minutit). Plasmiidelaldamiseks kasutati Plasmid Midi Kit'i
(Qiagen), jargides tootja protokolli. Eraldatud gtaidse DNA kontsentratsiooni

maéaramiseks kasutati spektrofotomeetrit NanoDrd@j®{Thermo Scientific).

2.2.10 DNA sekveneerimine

DNA sekveneeriti fluorestseeruvaid terminaatornatiidide kasutaval tsuklilisel meetodil.
Sekveneerimiseks vajalikud komponendid parinesidyDge Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit'ist (Applied Biosystems). Koostatudgmiidne konstrukt pGL3®ALCB
sekveneeritisense suunast praimeriga 5’-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3’ mnti-sense
suunaspraimeriga 5-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3' ning konstrugGL3-hADM2
sekvneeritanti-sense suunast praimeriga 5-CATAAGTGCGGCGACGATAG-3..
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Sekveneerimisreaktsiooni koostis:

Komponent Loppkontsentratson
BigDye 3.1 Sequencing Buffer (5X) (Applied Biosystem$X

praimer (1 uM) (DNA Technology A/S) 160 nM
Sequencing Mix BigDye 3.1 (Applied Biosystems) 0,7 pl/10 pl segu
Plasmiid 30 ng/ul

H>O mahunidlo

Sekveneerimise programm:

Tsuklite arv Tempastuur Aeg

30 tsuklit
95 °C 25 sekiind
50 °C 20 sekitind
60 °C 60 sekitind

Programmi I6ppedes lisati reaktsioonisegule pradsktlestamiseks 2 pl kandja lahust
(10 mg/ml roosa dekstraan) ja 30 ul 96% etanoaly mnkubeeriti -20 °C juures 10 minutit.
Seejarel segu tsentrifuugiti (10 minutit, 160P{A supernatant eemaldati. Sade suspendeeriti
10 pl MegaBACE Loading Solution’iga (GE HealthcardelLiSciences). Edasi saadeti
reaktsiooniproduktid Eesti Biokeskuse sekveneerintis@miklaborisse. Sekveneerimise
andmeid analtusiti kasutades NCBI kodulehekiiljel asBLAST-i.

2.2.11 Inimese rakukultuuri kasvatamine

Katsetes kasutatud HEK-293Hman Embryonic Kidney 293) rakuliini rakke (ATCC)
kasvatati IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medigredotmes, millele oli lisatud 10%
veise looteseerumit, 100 U/ml penitsilliini ja 1Q0y/ml streptomitsiini (kGik s66tme
komponendid firmalt PAA). Rakke inkubeeriti 5% ¢€)saldusega 37 °C termostaadis.

2.2.12 Eukarotiootsete rakkude transfektsioon

Enne transfektsiooni arvutati valja rakupopulateiootinedus, kasutades Burkeri
hemotsiitomeetrit, ja kiilvati rakud 96-kannuseleagile tihedusega 7x¥0rakku kannu
kohta. S66tme ruumala oli 100 pl kannu kohta jaiiid rakkudel lasti enne transfektsiooni

uledo kasvada.
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Transfektsioonil kasutati polletileenimiinil basesat ExGen 500in vitro Transfection
Reagent’i (Fermentas), jalgides tootja protokolliahétult enne transfektsiooni vahetati
rakkude s60de uue vastu. S66tme vahetamise jataltijggasse kannu transfektsioonisegu,
mis sisaldas 20 pl 150 mM NacCl, 0,02 ug pRL-TK pladmD,1 pg vastavat lutsiferaasi
reporterplasmiidi, 0,15 pg tleekspressiooni pladen{vastavalt TRB3 vdi ATF4 kodeerivat
plasmiidi vdi tihja vektorit) ning 0,9 pl ExGen 500ransfektsioonile jargnes 24-tunnine
inkubeerimine ekspressiooni stabiliseerumisekstrgrasfektsioonikatse raames teostati kdik

uuritavad tingimused duplitseeritult.

2.2.13 Stressivastuse induktsioon koekultuuri rakiedes

Kakskiimmend neli tundi parast transfektsiooni edatarakkudelt s6dde ja lisati uus sdode,
mis sisaldas 2QM naatriumarseniiti, 229/ml tunikamatsiini véi Uheskoos 18V forskoliini

ja 0,5 mM IBMX-i (3-isobuttil-1-mettdlksantiin), éfivitada stressivastust (koik lisatud
thendid olid Sigma poolt toodetud). Kdikide strésgimuste korral inkubeeriti rakke 8

tundi, mille jarel méarati lutsiferaasi aktiivsus.

2.2.14 Lutsiferaasi aktiivuse maaramine

CALCB ja ADM2 konstruktide lutsiferaasi aktiivsuse madramiseksukati kahe lutsiferaasi
reportersusteemi (Dual-Luciferase Reporter Assaytefys Promega), lahtudes tootja
protokollist. Rakkudelt aspireeriti sodde ja rakudiditi, kasutades 2l PLB-d (Passive
Lysis Buffer; Promega) Uhe kannu kohta. Lutsiferaamktivsuse mddtmiseks
luminomeetriga Turner Designs TD-20/20 kasutatuPBAR Il (Luciferase Assay Reagent
II; Promega) lahust, millele lisati vahetult enn®dtmist 5ul rakullisaati. Seejarel tehti
esimene mooOtmine, mis ma&&dras uuritavates proovidlestinus pyralise lutsiferaasi
aktiivsuse. Parast seda lisati segussgl Z8op & Glo reagenti (Promega) ja moodeenilla

reniformis'e lutsiferaasi aktiivsus.

Saadud tulemused esitati suhtelistes lutsiferalagiutes (RLU,Relative Luciferase Unit),
mille jaoks jagati iga proowhotinus pyralise lutsiferaasi aktiivsus l&abi sama prodenilla
reniformise lutsiferaasi aktiivsusega. Uuritavate konstrdétistressi- ja normaaloleku
aktiivsuse tulemused normaliseeriti vastavate kilide suhtes (lahtevektori lutsiferaasi
aktiivsus antud tingimustel) ja indutseeritavuse drad selgitamiseks jagati stressi
indutseeritavate ainetega t66deldud rakkude tulechusdbi vastavate kontrollide

(tavast6tmes rakud) tulemustega.
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2.2.15 Tulemuste statistiline anallitis

Et kontrollida katsetulemuste andmete vastavusmaaljaotusele, kasutati Kolmogorov-
Smirnovi testi. Kui uuritavad andmed olid normaaljgsega, kasutati statistilise olulisuse
selgitamiseks parameetrilist testi, milleks oli &noti t-test (paariviisiline, kahepoolne
hipotees). Kui normaaljaotus puudus, selgitati estiiste statistiline olulisus

mitteparameetrilise Kruskal-Wallise testi abil. &olused loeti erinevaks, kui valimid

parinesid samast populatsioonist téenadosusegaldla. Koik testid sooritati kasutades
programmi SAS 9.0 (SAS Institute).
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 CALCB ja ADM2 geenide bioinformaatiline analliis ATF4 jaoks sobike
seondumisjarjestuste leidmiseks

CALCB ja ADM2 geenid valiti uurimistod objektideks meie labokarasemalt tehtud
ulegenoomse geeniekspressiooni analtusi tottu danwata andmed), millest selgus, et nii
CALCB kui kaADM2 vdivad olla ATF4 marklaudgeenid.

NCBI andmekogust saadud inimese referentsgenoongsjégelt anallusitCALCB ja
ADMZ2 geenide oletatavaid promootoralasid (transkriptsi@lguspunkti suhtes positsioonid
-1 kuni -1000) potentsiaalsete ATF4 seondumisjéugte leidmiseks. CALCB
promootoralast leiti CREB konsensusjarjestustele vgérgestus (-212ZTGACCTCA -205)

ja ka C/EBP-CRERB liitsaidile vastav jarjestus (-IBBACGCAAT -130) (joonis 4) ADM2
promootoralast ei leitud potentsiaalseid ATF4 seomdjarjestusi, kuid teades, et teistes
geenides on funktsionaalseid ATF4 seondumiskohtvagtatud ka transkriptsiooni
alguspunktist allavoolu (nii intronites kui ka ek#es) (Han jt.,, 2013; Chen jt., 2005;
Marchand jt., 2006), siis analtusiti KiDM?2 eksonite ja intronite nukleotiidset jarjestust.
Leiti, et ADM2 esimeses eksonis, transkriptsiooni alguspunktgkdudu 80 bp allavoolu,
paikneb C/EBP-ATF liitsaidile vastav jarjestus (+8IGCATCA +88) (joonis 5).

-272 GCCCCGACTCTTAGTTGAAAAATCTCTGTCCTCTCCCAGGCTCTCCAGCTTC
CREB konsensus
-220 CCAAGCAATGACCTCA ATGAAAAAAATGACAGCGGGGCGGACTGCCCeeeG
C/EBP-CRERB liitsait
-170 CTCCAGAGTACCAGTGCCGGCAGTGCGAGCTIRGACGCAAT CGGAGCTCG

-120 GTCGGTCCTTTGATTGGCTAGTCCTGGCCACTTTGGATTGGCCGCGCGGGCT
TATA boks
-68 GGTGGGGACCCCCCCCCTCCAGCTATCTCTTBATAA GAGCGGGGTCTCCG
CALCB transkriptsiooni alguspunkt
-17 CTGGGAAGGCGCCCACGSCAGGTGTGGT

Joonis 4. CALCB promootorala nukleotiidses jarjestuses sisalduvadDNA elemendid. Kujutatud on
CALCB geeni oletatava promootorregiooni nukleotiidsgegiuse fragment, mis sisaldab endas CREBIP
response element-binding protein) konsensusjarjestusele vastavat jarjestust, C/ERRAT-enhancer binding
protein)-CREB liitsaiti, TATA boksi ning CALCB transkriptsiooni alguspunkti (RefSeq jarjestuse
NM_000728.3 jargi). Positsioonid on nummerdatudhgkaiptsiooni stardisaidi suhtes (esimene mRNA-sse
transkribeeritav positsioon on tahistatud +1).
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Transkriptsiooni alguspunkt

+1 CGCCCACGCCCGGCGCCCCGACCGCGGAGGACTCCCCGAG CCeeaeeeae
ADMZ2 startkoodon mRNA-I C/EBP-ATEF liitsait

+51 CATGGCCCGGATCCCGACGGCCGCCCTGGETGCATCA GCCTCCTCTGCCT

+102 GCAGCTCCCTGGCTCGCTGTCCCGCAGCCTGGGCGGGGACCCGCGACCCGT

Intron 1 algus
+153 CAAACCCAGGTGAGTCC

Joonis 5. ADM?2 fragmendi nukleotiidses jarjestuses sidalduvad DNAelemendid. Kujutatud onADM?2
geeni nukleotiidse jarjestuse fragment, milles aGUBEBP-ATF liitsaidile vastav jarjestus. Naidatua ADM2
transkriptsiooni alguspunkt RefSeq mRNA isovormi NM1253845.1 jargi. Topeltjoonega on maérgitud
ADMZ2 geeni esimese introni algus. Positsioonid on nurdatad transkriptsiooni stardisaidi suhtes.

2.3.2 ATF4 ja TRB3 mdju uurimine CALCB ja ADM2 ekspressioonile

CALCB ja ADM2 geenide ekspressiooni regulatsiooni uurimisekstitismardika Photinus
pyralis) lutsiferaasi geenil pohinevat reportersisteemiukagliootset promootorit
mittesisaldavasse plasmiidi pGL3-Basic ligeeritsifgtraasi kodeeriva jarjestuse efalL. CB
ekspressiooni regulatsiooni uurimiseks 435-alusppiédkune CALCB promootorregiooni
fragment (joonis 6).

] hCALCB |

term. luct polti(A)f~

Joonis 6.CALCB promootorregiooni aktiivsuse uurimiseks valmistatul lutsiferaasi reporterkonstrukti
skeem. Plasmiidi konstrueerimiseks kasutati vektorit p@asic (Promega). Kujutatud on transkriptsiooni
terminatsiooni sait (“term.”), mille jarele, resttsioonisaitide Kpn | ja Hind 1ll vahele, sisestatimese (h)
CALCB oletatavale promootoralale vastav regioon (0,4. KBALCB transkriptsiooni alguspunkt (TSS,
transcription start site) asub inserteeritud DNA I8igus (vastavalt RefSageptusele NM_000728.3). Luc
tahistab Photinus pyralise lutsiferaasi. Vektorilt slinteesitavate mRNA-del{adenileerimiseks asub
konstruktis SV409%mian Virus 40) hiline poll(A) signaaljarjestus. Joonis ei olaalas.

ADM2 esimeses eksonis paikneva kandidaatregiooni useksi kloneeriti potentsiaalset
ATF4 seondumisjarjestust sisaldav piirkond veks®ispGL3-TK, milles lutsiferaasi
ekspressiooni kaivitab HSV TK promootor. Selleks, jéljendada kandidaatelemendi
paiknemist transkriptsiooni alguspunktist allavqobisestatiADM2 fragment vektorisse

lutsiferaasi kodeeriva jarjestuse jarele (joonis 7)
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- term. H HSVTK H |uct polii(A) b=

Joonis 7. ADM2 ekson 1-intron 1 fragmendi transkriptsioonilise akiivsuse uurimiseks valmistatud
lutsiferaasi reporterkonstrukti skeem. Plasmiidi konstrueerimiseks kasutati pGL3-TK vektd<ujutatud on
transkriptsiooni terminatsiooni sait (“term.”), telle jargnevadHerpes Smplex viiruse timidiinkinaasi
promootor (HSV TK) ningPhotinus pyralise lutsiferaasi kodeeriv jarjestus (f)cInimese (h)ADM2 DNA
I6ik (0,1 kb) on sisestatud vektorisse Xba | ré&sdioonisaiti. Vektorilt sunteesitavate mRNA-de
poltiadenileerimiseks asub konstruktis SV&®@nian Virus 40) hiline poll(A) signaaljarjestus. Joonis ei ole
skaalas.

Tuginedes geenid€ALCB ja ADM2 DNA jarjestuste anallilsile ja varasemate uuringute
tulemustele, et TRB3-1 on ATF4 suhtes inhibeerivnigi(Ord ja Ord, 2003), pustitati kaks

hipoteesi:

1. ATF4 aktiveerib CALCB ja ADM2 geenide transkriptsiooni, seondudes neis

asuvate jarjestusega.

2. TRB3 inhibeeribCALCB ja ADM2 ekspressiooni, vahendades ATF4 aktiivsust

rakus.

Nende hipoteeside uurimiseks transfekteeriti vabtisl reporterplasmiidid inimese
rakulini HEK-293 rakkudesse. Kasutati ka ko-trakserimist ATF4 ja TRB3
ekspressiooni-plasmiidega (valmistatud varasemalie nibogrupis), et selgitada ATF4 ja

TRB3 uleekspressiooni mofLALCB ja ADM2 geenide kandidaat-regioonide aktiivsusele.

Katsetulemused naitavad, et ATF4 Uleekspressiooimesdab statistiliselt olulisel maaral
CALCB promootorregiooni sisaldava reporterkonstruktiiagtist (2,15 korda; joonis 8A) ja
samuti kaADM2 fragmenti sisaldava reporterkonstrukti aktiivs(&23 korda; joonis 8B),
vOrreldes vastava ilma ATF4 ko-transfektsioonitantkolliga. TRB3 Uleekspressioonil ei

olnud olulist mGjuCALCB egaADM2 reporterplasmiidide aktiivsusele (joonis 8A ja B).
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Joonis 8. ATF4 ja TRB3 uleekspressiooni mgju inimes (h) CALCB (A) ja hADM2 (B)
reporterkonstruktide aktiivsusele tavatingimustel kasvatatud HEK-293 rakkudes. CALCB ja ADM2
konstruktide aktivatsiooni andmed on esitatud digtés lutsiferaasi Uhikutes (RLWRelative Luciferase Unit)
normaliseerituna vastavaid fragmente mittesisal@aweektorite lutsiferaasi aktiivsuse suhtes (pGlssiB
alajoonisel A ja pGL3-TK alajoonisel B). ,Kontrolitdhistab proove, millele pole ko-transfekteeriti@F4
ega TRB3 ekspressioonikonstrukte (pCG-ATF4 ja pRB3), vaid on lisatud samas koguses pCG vektorit.
-Induktsioon” naitab ATF4 Uleekspressiooni mGOALCB ja ADM2 reporterkonstruktide aktiivsuse kasvu
kordades, vdrrelduna tihja ekspressioonivektorigansfekteeritud rakkudega (,Kontroll”). * tdhistab
statistiliselt olulist erinevust margitud tingimastdrdluses. Statistiliselt olulise erinevuse datgiseks kasutati
Kruskal-Wallise v&i Studenti t-testi ja olulisusodd 0,05. Vaartuste standardhalbed on markeeritud
vearibadega ja esitatud on nelja (A) vdi kolme ¢Blfumatu korduskatse tulemused.

2.3.3 CALCB ja ADM2 reporterkonstruktide aktiivsus rakustressi tingimustes

Lahtudes sellest, et ATF4-l on kriitiline roll ralatressivastuse regulatsioonil ja sellest, et
CALCB ja ADM2 reporterkonstruktid olid aktiveeritavad ATF4 Ulepkessiooni poolt
(2.3.2), pustitati hipotees, &EALCB ja ADM2 reporterkonstruktide aktiivsus téuseb

rakustressi tingimustes.

Selgitamaks stressi mO{DALCB ja ADM2 reporterkonstruktidele, lisati HEK-293 rakkudele
24 tundi parast transfektsiooni aineid, mis kutslesile erinevaid rakustressi vorme.
Rakkudele lisati stressitingimuste indutseerimisedstavalt:
a) naatriumarseniiti, mis kutsub esile oksudatiivseessi (Watson jt., 1996), mille
tulemusena indutseeritakse rakus ATF4 slntees @tajlic 1999);
b) tunikamutsiini, mis inhibeerib N-seoselist valkuglékosileerimist ja kutsub sellega
esile pakkimata valkude stressi (URRfolded Protein Response) (Calfon jt., 2002);
c) forskoliini (adenulaadi tsiklaasi aktivaator) ja IBM (CAMP fosfodiesteraasi
inhibiitorit), mis tdstavad rakusisest cAMP kontgatsiooni, mis aktiveerib
proteiinkinaas A kaudu transkriptsioonilise regiteeCREB (Wu jt., 1993).
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Katsetulemused néitavad, et rakkude kaheksatunelsgboneerimisel stressi tekitavatele
ainetele ei ole olulist mGjECALCB reporterkonstrukti aktiivsusele, vorreldes ilmeessita
kontrolliga (joonis 9A). TRB3 ekspressiooniplasmilditransfektsiooni korral agg@ALCB
ekspressioon langeb nii tunikamutsiiniga kui kaskaliin+IBMX-iga t66deldud rakkudes,
vorreldes ilma TRB3 ko-transfektsioonita kontrolkaklega (joonis 9A). See tulemus on
kooskdlas mehhanismiga, mille korral TRB3 piirab ATR4tiveerivat moju CALCB
reporterkonstruktile, kuid seda oleks vajalik selda lisakatsega, kus on teostatud
samaaegselt TRB3 ja ATF4 uleekspressioon. Arsemidisit tingimustel ei mdjutanud
TRB3 CALCB reporterplasmiidi aktiivsust (joonis 9A). Kuna TRB&®-transfektsiooni
katsetel ei teostatud sellist kontrolli, kus raklaeks tdodeldud Uhegi stressivastust tekitava
Uhendiga, siis on praegu keeruline hinnata TRB3 @ewilvat moéju CALCB
reporterkonstrukti aktiivsusele UPR-i (tunikamiigii ja cAMP raja aktiveerimise
(forskoliin+IBMX) tingimustel, sest pole valistatudet sarnane efekt avalduks ka
tavatingimustel rakkudes. Seetdttu oleks vaja sadai tdiendavaid katseid, et tapsemalt

tblgendada leitud TRB3 Uleekspressiooni mojAd.CB reporterplasmiidile.

ADMZ2 reporterkonstrukti puhul ei 6nnestunud tuvastadaenenud aktiivsust kaheksa tundi

kestnud arseniidi, tunikamdatsiini ega forskoliin+BM to6tluse jarel (joonis 9B).

Uks p6hjus, miks vastusena rakustressi tekitavéitedmditele ei esinenud statistiliselt olulisi
induktsioone, voib oll&CALCB kontroll-proovide suur hajuvus, mistbttu tuleksusendada
korduskatsete arvu. Pdhjus vdib olla ka valitugagektis: 8 tundi voib olla liiga luhike aeg,
et transkriptsiooni tasemel efekt (mdddetuna repealgu translatsiooni vahendusel) jduaks
selgelt avalduda. Samuti tasuks uurigid CB ja ADM2 reporterkonstrukte muudes rakulise
stressi vormides, mis on suutelised viima elRBsforileerumiseni ja selle tulemusena
aktiveerima ka ATF4 translatsiooni. Uheks v@imaksseoleks simuleerida rakkudes
viirusinfektsiooni, kasutades naiteks struktuurgaleahelalise RNA-ga sarnast slnteetilist
thendit poli-1:C, mis kutsub esile PKR-i aktivatsioo(Chacko ja Adamo, 2002).
Erittidbiline stress on ka asendamatu aminohappelysyumille tottu aktiveerub elle2
kinaas GCN2 (1.1.2).
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Joonis 9. Inimese (h)CALCB ja hADM2 lutsiferaasi reporterkonstruktide aktivatsioon erinevate
rakustressi tuipide korral HEK-293 rakkudes. CALCB ja ADM2 konstruktide aktivatsiooni andmed on
esitatud suhtelises lutsiferaasi Uhikus RLRHE&tive Luciferase Unit) normaliseerituna vastavaid fragmente
mittesisaldavate vektorite pGL3-Basic (A) ja pGLE-TB) suhtes, mille tulbad on vérvitud sinisegaangitud
on ka stressivastuseid indutseeritavate Uhendites&atratsioonid ja aeg, mille valtel rakud olidnetatud
ainetele eksponeeritud. * tahistab statistilisdlilist erinevust margitud tingimuste vordluses. tiStdiselt
olulise erinevuse selgitamiseks kasutati Kruskalidéa voi Studenti t-testi ja olulisusnivood 0,05.
Standardhélbed on markeeritud vearibadega ja editat kahe (A) vdi Uhe (B) sbltumatu katse tulerduse

Meile teadaolevalt pole CALCB ja ADM2 geeniekspressiooni aktivatsiooni
transkriptsioonilisi mehhanisme rakustressi falortoimel varem uuritud. Selle t66
tulemused vbimaldavad jareldada,GALCB ja ADM2 geenid sisaldavad regioone, mis on
aktiveeritavad raku stressivastuse Uhe kesksekniptsoonifaktori, ATF4, tleekspressiooni

poolt.

Teng jt. (2011) leidsid, et ADM2 on vdimeline ink#rima roti muokardi rakkudes hapniku
defitsiidi poolt indutseeritud ER stressi. Kuna ATB# ER stressi korral indutseeritud
elF2o kinaasi PERK kaudu (1.1.2), siis vOADM2 geeni transkriptsiooni aktiveerimine
ATF4 poolt kujutada mehhanismi ER stressi leevendeksi.
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ATF4 on mitmete erinevate stresside korral narkuales Ulesreguleeritud ja osadel neist
juhtudest ATF4 toetab narvirakkude elulemuse sailist (1.1.5). Kuna aju on Uks vaheseid
organeid, kusCALCB on ekspresseeritud (1.2.1) ja CGRP-I on kirjeldatedrotroofilist
moju (Buldyrev jt., 2006), siis vOIBALCB aktiveerimine ATF4 poolt olla mehhanism, mille

kaudu séilitatakse narvirakkude elulemust stretssiadi korral.

Selle t66 raames tuvastati geenijarjestuste anafised ka kandidaat-elemend@ALCB ja

ADM2 geenides, millega ATF4 vOiks seonduda. Sellekgjretitada just nende elementide
olulisust, tuleks teha taiendavaid katseid. Uksmadus oleks koostada lutsiferaasi
reporterkonstruktid, kus kandidaat-saidid on mutedy ja uurida mutatsioonidega

reporterplasmiidide tundlikkust ATF4 lleekspressite

Tulevikus oleks kasulik teha ka katseid teistelutikidel, et saada aimG@ALCB ja ADM2
ekspressiooni regulatsiooni mehhanismide varieesestu séltuvalt rakulisest kontekstist.
Seejuures oleks esmajarjekorras huvitav uurida redttitipe, milles on tuvastatud korge
CALCB vdi ADM2 ekspressioon.
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Kokkuvote

Bakalaureusetd® eesmargiks oli uurida ATF4 moju skaliini perekonda kuuluvate
geenideCALCB ja ADM2 ekspressioonile nii normaalolekus kui ka erinevatailise stressi
vormide korral. Lisaeesmargiks oli uurida ka potedlset TRB3 inhibeerivat moju

nimetatud geenide aktivatsioonile.

Geeniekspressiooni uurimiseks otsiti esmalt valigekenide nukleotiidsest jarjestusest
potentsiaalseid ATF4 seondumissaite. Seejarel &bosende saitide transkriptsioonilise
moju mootmiseks lutsiferaasi reporterkonstruktid,is nsisaldasid valitud regioone.
Valmistatud CALCB ja ADM2 geenide kandidaat-regulaatoralade reporterkongdrukt

transfekteeriti inimese rakuliini HEK-293 rakkudess

Tulemused néitavad, et ATF4 ekspressiooniplasrkodiransfektsioon aktiveeriGALCB ja
ADM2 reporterkonstrukte Ule kahe korra rohkem kui tlihgspressioonivektori
ko-transfektsioon. Lisaks selgus, et mdnedel tingit®l on TRB3 ekspressiooniplasmiidi

ko-transfektsioonil inhibeeriv toim@ALCB reporterkonstrukti aktiivsusele.

TOO tulemustest saab jareldadaC&1.CB ja ADM2 ekspressioon on transkriptsiooniliselt
aktiveeritav ATF4 Uleekspressiooni poolt ja on vaélik et TRB3 on suuteline seda
aktivatsiooni inhibeerima, kuid saadud tulemustankamiseks tuleks teha lisakatseid,

muuhulgas ka teiste stressitingimuste juures jgegdtes rakuliinides.
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The effects of ATF4 on the regulation of calcitonirfamily genes
CALCB and ADM2 in mammalian cells

Martin Kala
Summary

When cells are exposed to a variety of rapid emvirental changes that perturb cellular
homeostasis, complex stress-induced intracelluignafling pathways are activated.
Depending on the severity of the stress responfferaht pathways are induced either to
ensure the cell's adaptation and restore homeestagnduce apoptosis.

One of the most crucial transcriptional mediatdrshe cellular stress response in mammals
IS activating transcription factor 4 (ATF4), whichtranslationally upregulated through the
stress-induced phosphorylation of the eukaryoaodiation initiation factor 2 (elF2x) by

the kinases PERK, GCN2, PKR and HRI (Wek jt.,, 2006). aAsesult, ATF4 binds to
different specific binding sites located in the ger® and activates genes responsible for
coping with the occurring stress stimulus. Sinae dkllular stress response is linked to the
pathogenesis of several diseases, including Parkismisdisease, cancer, diabetes and
ischemia, the identification of new ATF4 target gens important for discovering new

potential drug targets for such diseases.

A previous genome-wide gene expression analysi®meed in our lab revealed that the
calcitonin family gene<CALCB and ADM2 might be novel ATF4 target genes in human
cells. The aim of this thesis was to study thighfer. To demonstrate gene expression
regulation, genomic fragments of hunfaALCB andADM2 containing putative ATF4 target
sites were cloned into luciferase reporter plasraiud transfected into HEK-293 cells. The
results show thatCALCB and ADM2 reporter plasmids are activated by ATF4
overexpression and that the ATF4 inhibitor TRB3 ik db inhibit CALCB reporter activity

in some contexts. Further experiments are necessaglidate the candidate ATF4 binding
sites proposed in this study, and also to defimed#ll type- and stress-specificity of the
effect of ATF4 on the activation of t&ALCB andADM2 promoters.
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Tanuavaldused

Eelkdige soovin tanada oma juhendajaid Tiit Ordpjaf. Jaanus Remmet, kellel on uuritud
valdkonnas imetlusvaarsed teadmised ning kes dél tsellele vaga suureks toeks t66
kavandamisel, labiviimisel ja dokumenteerimisel.

Suure tanu vdlgnen ka llejaanud labori kollektdyiTdnis ja Daima Ordile, kes leidsid alati
aega minu kasimustele vastamiseks ja aitasid kt#Ebsaeostamisel tekkinud probleemide
lahendamisele.

Lisaks soovin tdnada matemaatilise statistika tgdeMatvei Miroshnikovi, kes aitas mind
katsetulemuste statistilise anallitisiga, ja ka dlodgist dde Merikest, kellest oli palju abi

t60 viimistlemisel.
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