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SISSEJUHATUS

Organismide funktsioneerimisel on oluline rakkudevaheline infovahetus. Raku pinnal on
palju erinevaid retseptorvalke, mis tuvastavad rakuvéliseid molekule ja aktiveerivad erinevaid
signaalradasid. G-valguga seotud retseptorid (GPCR) on (ks enim levinud retseptorite klass ning
enam kui veerand tdnapdeva ravimitest on suunatud just GPCR-le. Tsukliline
adenosiinmonofosfaat (CAMP) on laialt levinud sekundaarne virgatsaine, mis on seotud paljude
GPCR siisteemide aktiveerimisega. Kuna cAMP on paljude GPCR-de vahendatud signaalide

edasikandja rakus, sobib cCAMP taseme muutuste jalgimine nenderetseptorite iseloomustamiseks.

Forsteri resonantsenergia tlekandel (FRET) pdhinevad biosensorid vdimaldavad madrata
CAMP  kontsentratsiooni muutust rakkudes. Sellised sensorid koosnevad erinevatest
fluorestseeruvatest valkudest ning cAMP siduvast peptiidijarjestusest. cAMP seostumisel
biosensorile selle fluorestsentsomadused muutuvad. Mdoddetud muutused

fluorestsentsintensiivsuse signaalis on vordelised cAMP taseme muutusega rakus.

Fluorestsents valkude arenguga kaasneb ka uute, efektiivsemate biosensorite loomise
voimalikkus. Kéesoleva t06 eesmargiks on konstrueerida FRET-I pdhinev uus biosensor, mis
vOimaldab tundlikumalt detekteerida cAMP kontsentratsiooni muutust rakus. Rakendades sellist
biosensorit GPCR aktivatsiooni jalgimiseks on véimalik mééarata retseptorile seostuvate Uhedite

bioloogilist aktiivsust.



KIRJANDUSE ULEVAADE

G-valguga seotud retseptorid ning signaaltilekanne

Raku pinnal asetsevad retseptorid, mis reageerivad erinevatele stiimulitele ning seetdttu
tagavad rakkudevahelise infovahetuse. GPCR-d moodustavad suurima membraanseotud
retseptorite perekonna, mis tuvastavad rakuvalise molekuli ja aktiveerivad rakusiseseid
signaaliilekande radasid, mille tottu saadakse bioloogiline tagasiside, muutus rakus.GPCR-eid
seostatakse paljude haigustega ning need on enam Kkui veerand ravimite marklauaks
(Overingtonet al. 2006, Filmore et al. 2004 ). GPCR-idele on omane seitse korda membraani
labiv heeliks, mis on Uhendatud rakusiseste ning -véliste aasadega, mille struktuurid on véga

erinevad ning vdimaldavad seega siduda spetsiifilisi ligande (Lehninger, 2005).

Rakkude sisemuses asuvad kolmest alaiihikust (a, B, y) koosnevadguaniinnukleotiide
siduvad G-valgud, millel on oluline roll retseptori poolt vastu voOetud signaali
edasikandmisel. GPCR aktiveeritakse ligandi abil, mille tagajarjel toimub retseptorvalgus
konformatsioonimuutus ning G-valk aktiveerubning a-alatihiku poolt seotud guanosiindifosfaat
(GDP) asendubguanosiintrifosfaadiga(GTP). Jargnevalt dissotsieerub G-valk kaheks osaks, -
alathikuks (koos GTP-ga) ja Py dimeeriks, ning mdlemad saavad mdjutada rakusiseseid
signaalmolekule vo&i sihtmérke (Wettschurecket al. 2005).a-alatihiku pdhjal saab G-valgud
jaotada neljaks: Gs, mis stimuleerib enstiimi adendlaadi tsuklaasi (AC); G;, mis inhibeerib AC-i
vOi aktiveerib kaaliumi ioonkanaleid; G, mis aktiveerib enstimi fosfolipaas C, ning G,, mis
aitab narvirakkudes sulgeda kaltsiumi kanaleid (Patrick, 2013).Signaalrajad vdivad olla seotud
erinevate sekundaarsete virgatsainetega, naiteks tstkliline adenosiinmonofosfaat (CAMP),
tsiikliline guanosiinmonofosfaat (cGMP) ja Ca®".

CAMP kui sekundaarne virgatsaine

CAMP on laialdaselt uuritud sekundaarne virgatsaine, mis reguleerib arvukalt keerulisi
bioloogilisi protsesse, nagu malu tugevdamist, immuunsisteemi, insuliini reguleerimist ja
sudamel66gi sagedust (Gancedo, 2013). cCAMP-i slinteesitakse rakus ATP-st ensulimi adendlaadi
tsuklaasi kaasabiga, mille enamik alatilpe paiknevadplasmamembraanis. Gs ja Givalgud

reguleerivad rakus cCAMP kontsentratsiooni,vastavalt kas aktiveerides voi inhibeerides enstimi
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adenulaadi tstklaasi.Rakusisene cAMP kontsentratsioon on madratud cCAMP silinteesist ja
lagunemisest, vastavalt adenulaadi tsiklaasi ja fosfodiesteraaside (PDE) aktiivsusest (Patrick,
2013).

CAMP véljendab oma rakulisi signaale l&bi kolme pd&hilise efektorvalgu: cAMP-sdltuv
proteiinkinaas ehk proteiinkinaas A (PKA), tsukliliste nukleotiidide poolt reguleeritud
ioonkanalid (cNGC) ja Epac-valk (exchange protein directly activated by cCAMP), mis on otseselt

CAMP-reguleeritud.

Enamik cAMP-ga seotud efektidest on vahendatud valkude fosforiileerimise kaudu,
eelkdige PKA kaudu (Gancedo, 2013). Nelja cAMP molekuli seostumise tagajarjel enstim
dissotsieerub regulatoorsetest alathikutest (R)koosnevaks dimeeriks ja kaheks kataludtiliselt
aktiivseks (C) alatihikuks. Katallutilise aktiivsusega alathikud on véimelised fosforiileerima
seriini ja treoniini jadke tsutoplasmas ja raku tuumas asuvates rohketes substraatvalkudes. PKA
klassifitseeritakse vastavalt R-alatihikute erinevustele kahte pdhiklassi: PKA(I) ja PKA(II). R-
alathikute isovormid on kudedes erineva ekspressiooniga. PKA(I)on tsltosoolne ensuim ja
PKA(Il) asub rakusisestes piirkondades, mistottu paiknevad kinaasi molekulid rakus endi
efektorite l&hedal, voimaldades selliselt ajalist ning ruumilist PKA signaaliilekande regulatsiooni
(Cheng et al. 2008).

Samuti oluliseks cAMP sihtmargiks on Epac valk, mille Glesandeks on G-valkude
perekonda kuuluvate Ras-valkude (GTP-aasid) aktiveerimine (Cheng et al. 2008). Epac valke on
kahte tulpi: Epacl, millel on uks tsuklilist nukleotiidi siduv domeen, ja Epac2, kahe sellise
sidumiskohaga. Epac2 valgu kaks siduvat domeeni erinevad oluliselt sidumisafiinsuselt CAMP
suhtes, Ky vastavalt 0,5 ja 76 uM. Teine domeen on vdga madala afiinsusega ning seetdttu on
sellele spekuleeritud pigem regulatoorset rolli (de Rooij et al. 2000). Epacl cAMP
sidumisdomeeni Ky on 2,8 uM (de Rooij et al. 2000).G-valgud on kui molekulaarsed lulitid, mis

kontrollivad mitmeid rakuprotsesse, nagu rakkude jagunemine ja sidametd6 (Siegel et al. 2006).

cAMP-i maaramise meetodid

Uhe levinud meetodinakasutatakse radioaktiivselt margistatud lahteainet. Rakkudele
lisatakse eelnevalt [°H] mérgistatud adeniini nukleotiidi. [*H]-cAMP-i eraldamiseks teistest

triitium-mérgistatud adeniini derivaatidest, kasutatakse kolonnkromatograafiat. Selliselt on
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voimalik maarata tekkinud [*H]-cAMP hulk rakkudes. Antud meetodi eelisteks on lai
dunaamiline maaramisala ning suur tundlikkus — nanomolaarsel tasandil (Donaldsonet al. 1988).
Véga levinud on ka [*H]-cAMP konkureerival sidumisel pdhinev meetod. Rakus siinteesitud
cAMP konkureerib [®H]-cAMP-ga seostumisel kindlate omadustega valgule (nt. PKA), mis
moodustab kompleksi vaid cAMP-ga. Radioaktiivse kompleksi hulk on otseselt sdltuv rakus
stinteesitud cCAMP ja [*H]-cAMP vahekorrast, seega mida vahem cAMP-i on rakus stinteesitud,
seda rohkem radioaktiivset kompleksi tekib. Meetodi eeliseks on samuti lai madramisala ning
suur tundlikkus — pikomolaarsel tasandil (Gilman et al. 1970).

Eelnevale meetodile on sarnane  radioimmuunanalits  (RIA).  Tsuklilise
adenosiinmonofosfaadi kontsentratsiooni madramiseks kasutatakse cAMP-vastaseid antikehasid
ja radioaktiivselt margistatud [**°I]-cAMP’i. Lahuses olev cAMP konkureerib radioaktiivselt
margistatudvirgatsainega CAMP-vastasele antikehale sidumisele, mistdttu vaheneb antikehadega
seotud radioaktiivselt margistatud molekulide osakaal. Radioaktiivset CAMP-i, mis on seotud
antikehaga, saab modta ioniseeriva kiirgusega ergastamisel luminestseeruva materjaliga kaetud
plaadiga, mida nimetatakse stsintillandiks (Brooker et al. 1978). Radioaktiivse antikeha hulk on
poordvordeline rakus oleva cAMP kontsentratsiooniga. Ka radioimmuunanalliis on laia
maaramisalaga ning tundlik — pikomolaarsel tasemel (Harper et al. 1974). Kuna kéik eelnevad
meetodid on destruktiivsed, ehk rakud on analtiisimiseks vaja ludsida,siis ei ole samu rakke
voimalik edasisteks analiiusideks kasutada. Sellest tulenevalt pole vdimalik mddta cAMP

kontsentratsiooni muutusi ajas.

CAMP kontsentratsiooni saab tuvastada tsiiklilise nukleotiidi seostumise kaudu cAMP-i
poolt mdjutatavatele efektorvalkudele. Naiteks mdjutab tsuklilise nukleotiidi kontsentratsioon
PKA-le seostumise kaudu kindla reportergeeni ekspressiooni. Geenis peab olema cAMP
vastuselement (CRE, cAMP responsive element) (Nayloret al. 1999). Vastav reportergeen
reguleerib kindla ensulimi vo6i fluorestseeruva/bioluminestseeruva valgu tootmist, mille poolt
tekitatud signaali on véimalik mddta. Meetod on seda tundlikum, mida kergemini on eristatav

reportervalk teistest rakus olevatest tihenditest (Hill et al. 2001).

Fluorestsentspolarisatsioon (FP) tehnoloogia rakendamine cAMP Kkatsetes pdhineb
fluorestsentsmargistatud cCAMP-i podérlemise vahenemisel cAMP-vastase antikehaga seostumisel.
Kui ergastada polariseeritud valgusega, siis margistatud tsiklilise nukloetiidi emiteeritav valgus
depolariseerub vorreldes ergastusvalgusest, mis on tingitud ergastuse ja kiirgamise vahelisel ajal

toimuvast molekuli po6rlemisest. Margistatud cCAMP-i on seostumisel antikehale ergastamise ja



emissiooni vaheline rotatsioon véheneb, mistdttu véheneb ka depolarisatsioon. Antikehale
seostunud fluorestsentsmérgisega CAMP-i puhul detekteeritakse kdrgemad polarisatsiooni ndidud
kui vaba maérgistatud cAMP-i. Rakust parineva cAMP-i juuresolekul saadakse madalamad
polarisatsiooni vaartused, kuna konkureerivad sidumisele antikehadele (Williams, 2004).

Eelnevates meetodites cCAMP-i kontsentratsiooni muutust reaalajas jalgida ei saa, kuid
saab mitmeid katseid tehes ajast sdltuvuse. Viimane ei ole vaga tapne, kuna erinevates siivendites
vOi rakkudes vOib olla erinev cAMP-i baastase. Lisaks vdivad kerkida ohud radioaktiivsete
ainetega tootamisel, mis tingib eriliste ettevaatusabinGude kasutamise vajaduse. Enamike
meetodite puhul tuleb cAMP-i kontsentratsiooni madramiseks rakudludsida, mis ei ole
looduslahedane stisteem. Biosensorite areng on vdimaldanud liikuda cAMP ruumilise ja ajalise
lahutusega uuringutele rakutasandil (Willoughby et al. 2008).

Biosensorid on molekulid v6i rakud, mis annavad informatsiooni analtiidi kohta voi
jalgivad protsesse elus organismis vdi nende keskkonnas. Sensoreid CAMP detekteerimiseks on
eelnevalt geneetiliselt disainitud ja vastavalt analliudile spetsiifiliseks tehtud (Okumoto et al.
2012).Paljud biosensorid véimaldavad koguda paremat ajalist ja ruumilist informatsiooni CAMP-i
diinaamika kohta raku tasandil (Willoughby et al. 2008).

Fluorestsentsil pdhinevad biosensorid

Resonantsenergia ulekanne (RET, resonance energy transfer) kirjeldati esimest korda
1940. aastal Theodor Forsteri poolt (Giraldo, 2011). Nahtus pdhineb doonormolekuli ergastatud
olekus mitte kiirgusliku energia tlekandel aktseptor molekulile. RET-I pdhineva analiilisimeetodi
efektiivsus sOltub oluliselt doonori ja aktseptori vahelisest kaugusest, milleks on optimaalselt 10-
100 ongstromi. Kuna doonori ja aktseptori vaheline distants on Kkorrelatsioonis enamike
bioloogiliste interaktsioonidega, siis on antud meetod védga sobilik makromolekulaarsete
interaktsioonide uurimiseks. RET-i ndideteks on Forsteri resonantsenergia llekanne (FRET) ja
bioluminestsents energia tilekanne (BRET) (Joly et al. 2001).

BRET pohineb bioluminestsentsi doonori, nt. lutsiferaasi, ning fluorestseeruvate
omadustega vastuvotja molekuli vahelisel resonants energia Ulekandel.Doonori luminestsents
leiab aset ensimaatilise reaktsiooni tulemusena.BRET toimub kui doonor on aktseptoriga parajal
kaugusel ligikaudu 50 angstromining kui doonori luminestsents kiirgusspekter kattub



sobivaltfluorofoori ergastusspektriga(Joly et al. 2001)..BRET tehnoloogia annab hea signaal-

mira suhte ning sobib hésti kdrge labilaskevdimega populatsioonianaliiisiks (Jiang et al. 2007).

FRET on néhtus, mis kirjeldab energia tilekannet kahe fluorofoori vahel. Sarnaselt BRET-
le kandub ergastatud olekus doonor-fluorofoori energia mittekiirguslikult tle aktseptorile, kui
fluorestseeruvad molekulid on teineteisele piisavalt ldhedal (10-100 ongstromi).
Néitekskuifluorofooride omavaheline orientatsioon ja kaugus suurenevad, siis RET efektiivsus
vaheneb. Sellist isedrasust saabki &ra kasutada biosensorites, kus analtiidi seostumine FRET
paari vahelisse alasse tingib sensorvalgu konformatsioonimuutuse, mille tagajétjel muutub FRET
signaal.Enamus cAMP biosensorid pdhinevad FRET-1 (Willoughby et al. 2008).

FRET-paari efektiivsust iseloomustab eelkdige Forsteri kaugus Ro-i vaartus ehk kaugus,
kus energia Ulekande efektiivsus on 50%. Ry sdltub oluliselt doonori emissioon spektri ja
aktseptori ergastusspektri kattumisest. Eeldatakse, et mida suurem on Forsteri distants, seda

suuremat diinaamilist ala vdimaldab see sensor.

Fluorofooride ja nendest moodustavate FRET-paaride efektiivsust iseloomustatakse
mitmete faktoritega. Fluorofoori kvantsaagis nditab, kui intensiivset ergastuskiirgust on vaja, et
saavutada piisav emissioon. Fluorofoori neelduvuskoefitsent néitab, kui suur kogus valgust
absorbeerub teatud lainepikkusel. Eelneva kahe omaduse korrutisel saadakse fluorestsentsvalgu
eredusvaartus. Fluorofooride stabiilsust pideva, intensiivse ergastusvalguse ehk fotopleegituse
suhtes véljendab fotostabiilsus (Lakowicz, 2007).Lisaks on oluline, et fluorofoori ei mdjutaks
konkreetse keskkonna pH ning iooniline koostis, samas ei reageeriks fluorofoor teiste
molekulidega vdi mdjutaks nende paiknemist. FRET-paaride puhul on lisaks oluline fluorofooride
omavaheline kaugus, dipoolide orientatsioon ning spektrite kattuvus. Aktseptorfluorofoor on
eelistavalt suure Stokes’i nihkega, et eristada doonori ja aktseptori kiirguseid, ning selle
ergastusspekter kattub piisavas ulatuses doonori emissioonspektriga. Bioloogilisest aspektist peab
sensor olema inertne vastavas keskkonnas, fluorestseeruvad molekulid ei tohi segada raku
funktsioone ja mojutada margistatud valgu asukohta. Seetdttu biosensoris kasutatavad
fluorofoorid peaksid olema minimaalse suurusega ning nende kalduvus moodustada dimeere

peaks olema tdrjutud. (Van der Krogt et al. 2008)
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FRET-I p6hinevad cAMP biosensorid

Esimene cAMP uurimiseks valja to6tatud FRET biosensor pdhines PKA dissotsiatsioonil
(Adams et al. 1991). Sensor koosnes PKA regulatoorsetest ja kataltdtilistest alauhikutest, mis
olid keemiliselt margistatud vastavalt rodamiini ja fluorestsiiniga. CAMP-i seostumisest tingitud
dissotsiatsiooni tagajarjel fluorofooride vaheline kaugus suureneb sedavord, et FRET véheneb.
Sensor andis esimesed visuaalsed tendid cAMP ruumilise paigutuse kohta rakus (Adams et al.
1991).

Madningate puuduste esinedes, néiteks PKA alathikud vdivad rakus assotsieeruda vabade
alatihikutega, arendati vélja uuemad sensorid.Nendeks onainuliksi CAMP-i siduvatel domeenidel,
naiteks Epac-valgust parinevad, p&hinevad biosensorid, millel puudub kataliitiline aktiivsus ja
kooperatiivne sidumine (sensori signaali muutumiseks piisab vaid Uhe cAMP molekuli
seostumisest, erinevalt nt. PKA-I pdhinevatest sensoritest, kus on vajalik nelja cAMP molekuli
seostumine). Kuna keemiliselt margistatud valgud olid ebastabiilsed ning neid oli keeruline toota,
asendati fluorestsiin ja rodamiingeneetiliselt kodeeritavate tstiano (CFP) ja kollase (YFP)

fluorestsentsvalkudega (Nikolaevet al. 2006).

Oluline on ka biosensori kineetika. Sensori aktivatsioonikiirus on seotud cAMP-i ajalise
muutuse jalgimisega. PKA p&hisel cAMP sensoril on aktivatsioonikiirus seotud nelja tstklilise
nukleotiidi seostumisel sensorile, millele jargneb alaiihikute dissotsiatsioon. Seega antud sensori
aktivatsioonikiirus on limiteeritud sensori enda kineetikaga. Epac-pdhise sensori puhul on vaja
vaid Uhe analtitdi molekuli seostumist sensorile ning detektsiooni Kiirus on seega limiteeritud
CAMP produktsiooniga rakus. Seetdttu on monomolekulaarsete sensoritega vOimalik saada

kdrgem ajaline lahutus (Nikolaev et al. 2004).
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Kaesolevas toos Kasitletakse 'Epac'Vbiosensorit, mis koosneb Epacl-valgule seotud

mTurquoisest ja Venus fluorofooride tandemist (Klarenbeeket al. 2011), (Joonis 1). cCAMP

Joonis 1: Epac-valgul p&hineva cAMP biosensori t60p8himdte. Sensor koosneb
kahest fluorestseeruvast valgust doonorist (D) ja aktseptorist (A) ning nende vahel
paiknevast tsuklilist nukleotiidi siduvast domeenist (CNDB). cAMP seostumine
domeenile indutseerib valgu konformatsiooni muutuse, mistdttu suureneb doonori ja
aktseptori vaheline kaugus ning FRET véheneb (Klarenbeek et al. 2011).

sidumine sensorile indutseerib valgu konformatsiooni muutuse, mille tagajérjel suureneb
mTurquoise (doonor, D) ja Venus-Venus (dVenus) (aktseptor, A) vaheline kaugus ja muutub
fluorofooride orientatsioon, mille tulemusena FRET véheneb. Biosensor on tsutosoolis Uhtlaselt
jaotunud ningon kataltutiliselt inaktiivne. Fluorestsentsvalkudel pdhinevate sensorite eelisteks on
CAMP-i maaramisel nende geneetiline kodeeritus, erinevates rakutliipides

ekspresseerimisevdimalikkusja mikrosustimise vajaduse puudumine.

TEpac"" biosensor onsuure kvantsaagisega ning fotostabiilsusega (Klarenbeeket al. 2011).
Hiljuti on valja tootatud veelgi paremad fluorofoorid, nagu Clover ja mRuby2, mis omavad
suuremat kvantsaagist, neelduvuskoefitsenti ja paremat fotokonversiooni, muutes sellisel FRET

paaril baseeruvad biosensorid véaga tundlikuks (Lam et al. 2012).
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Biosensorites kasutatavate fluorestsentsvalkude areng

Tanapéevani ei ole valmistatud Uhtegi ideaalset FRET pdhist sensorit, kuid sinna suunas

liigutakse.

Esimese generatsiooni FRET paar (CFP-YFP) on olnud védga populaarne ja paljud laborid
kasutavad seda véga erinevates rakendustes. Kuid antud fluorofoorid ei ole perfektsed ning leiab
kohti, mida voib saada paremaks muuta. YFP puuduseks onpH’st, vdhesel maéral UV-valgusest ja
Kloriid-ioonidest s@ltuvus, mis vdib emissiooni mdjutada. CFP puuduseks on UV-valgusest
s6ltuvus (Van der Krogt et al. 2008).

YFP puuduste parandamisel vahetati kollane fluorestsentsvalk kahe jarjestikuse Venus
valguga. Venus flourofoori pKa (6,0) on tunduvalt madalam YFP (7.0) omast, mistdttu on see
vahem pH tundlik (Nagai et al. 2002).Venus valk on UV-kiirguse suhtes vahetundlik. Kahe
fluorofoori tandemi rakendamine suurendas FRET-i efektiivsust ka CAMP biosensori arendamisel,
kuna aktseptori neeldumkoefitsent on suurem (Van der Krogt et al. 2008).Uks Venusest on
tsirkulaarselt permuteeritud (°*"*Venus), mis tahendab aminohapete (AH) jarjestuse vahetust,
parandades FRET-i ulatust tanu aktseptori dipoolide optimaalsemale ruumilisele orientatsioonile.
Doonori ja aktseptori vahelist kaugust Uritati minimeerida, kuid seda ei saanud védga hasti teha
fluorofooride arvelt, kuna fluorestsentsvalkude efektiivsus vdis vaheneda. (Van der Krogt et al.
2008)

Eelneva sensori optimeerimiseks vahetati CFP mTurquoise vastu, mis tdstis oluliselt
FRET efektiivsust (Klarenbeek et al. 2011).mTurquoise on vdaga ere fluorofoor, mis sobib héasti
FRET paari doonoriks. mTurquoise kvantsaagis on 0,84 ja neelduvuskoefitsent 30 mM™cm™, mis
teeb eredusvééartuseks (kvantsaagise ja neeldumiskoefitsendi korrutise vaartus) 25 (Goedhart et al.
2010). CFP vastavad naitajad on 0,4 ja 32,5 mM™cm™ ning 13 (Lam et al. 2012). mTurquoise
enam Kkui kahekordistunud kvantsaagis annab hea signaal-mire suhte ning vdimaldab
minimeerida ergastusest tulenevaid kahjustusi.Taheldati doonori efektiivsuse paranemist, mida
pohiliselt iseloomustavad kaks faktorit. Esiteks, mTurquoise on fotostabiilsem fluorofoor kui
CFP, kuna visuaalsel dektekteerimisel on vérvikadu oluliselt vaiksem. Teiseks, mTurquoise
suurem kvantsaagis tagab suurema osa neelduvast energiast eraldumise fluorestsentsina voi
mittekiirgusliku Glekandena aktseptorile. Sensor "Epac“" sobib nii fluorestsentsintensiivsusel
pdhinevatesse katsetesse kui ka fluorestsents eluea modtmiste jaoks (Klarenbeeket al. 2011).
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Eraldiseiva uurimisgrupi poolt tehtud tods puuti CFP-YFP FRET-paari puuduste
likvideerimiseks kasutada rohelist ja punast fluorofoori (Lam et al. 2012). Varasemalt kirjeldatud
fluorofoorid ei olnud piisavalt heade omadustega, mistottu t06tasid valja uue rohelise ja punase
fluorofoori, vastavalt Clover ja mRuby2 (Lam et al. 2012). Sensorite analutsil ajenduti FRET
efektiivsusest. Téheldati, et uute fluorestsentsvalkude arendamisel tuleb arvesse votta doonori ja
aktseptori emissioonispektrite véimalikult minimaalset kattuvust. Lisaks peab nii doonori kui ka

aktseptori kvantsaagis olema vdimalikult suur, et Ry vadrtustparandada (Lam et al. 2012).

Doonori ereduse méarab neelduvuskoefitsendi ja kvantsaagise korrutis. Kuna GFP-i
emissiooni spekter kattub oluliselt RFP-i neeldumisspektiga, Uritati parandada kvantsaagist just
doonorfluorofooril. Fluorofoorioptimeerimisel eeldati, et vesiniksidemete vdhendamine aitab
tdsta kvantsaagist, kuna selle tagajarjel doonori ergastatud olekus toimuks véhem
mittekiirguslikku relaksatsiooni. GFP-le tehti vastavad mutatsioonid, aminohappeid vahetades,
ning saadi fluorofoor, mida kutsutakse Cloveriks. Uue doonori kvantsaagiseks saadi 0,76 ning
neelduvuskoefitsendiks 111 mM™cm™, mis teeb Cloverist (ihe eredaima rohelise fluorofoori,
eredusvaartusega 84 (Lam et al. 2012). mTurqouise kvantsaagis on kull suurem, mis tagab
neelduvast energiast eraldumise fluorestsentsina, kuid neelduvuskoefitsent palju madalam.GFP ja
CFP parameetrite vaartused jadvad samuti Colveri nditajatele alla. Lisaks on Clover piisavalt

fotostabiilne ning véimalikult minimaalse suurusega, 228 AH (GFP 238 AH).

Ideaalne FRET partner Cloveri jaoks oleks suure kvantsaagisega, neelduvuskoefitsendiga
ning korge fotostabiilsusega. Uurimisrihm anallisis sobivaid kaaslasi doonorile ning leidis
aktseptori mRuby, millel olid esimesed kaks parameetrit sobivad Cloverile, kuid fotostabiilsusega
oli probleeme. Aktseptori optimeerimiseks tehti valgu jarjestuses neli mutatsiooni, mis on seotud
fotostabiilsusega ning uus produkt sai nime mRuby2. Uue aktseptori kvantsaagiseks saadi 0,38 ja
neelduvuskoefitsendiks 113 mM™cm™ ning eredusvaartuseks 43 (Lam et al. 2012). mRuby

vastavad vaartused on 0,35 ja 112 mM™ecm™ ning 39.

Uus FRET-paar Clover-mRuby2 omab suurt doonori kvantsaagist, aktseptori
neelduvuskoefitsenti ning suurimat teadaolevat R, vaartust, milleks on 6,3 nm. Sobib hasti nii
fluorestsenti intensiivsuse muutuste kui ka fluorestsents eluea muutusteméaramiseks (Lam et al.
2012). Antud FRET-paar tundub olevat véga sobilik cAMP biosensori konstrueerimiseks.
Clover-mRuby?2 paari testiti neljal erineval FRET sensoril, millega saab méérata kas kinaaside
aktiivsusi voi membraani pinget. Sensoritel Camuia, AKAR2, VSFP2.3 ja Raichu-RhoA vahetati

eelnevad fluorestseeruvad valgud Cloveri ja mRuby2 vastu ning nende FRET efektiivsused
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paranesid margatavalt eelmise sensoriga vorreldes vastavalt 62%, 117%, 43% ja 160% (Lam et al.
2012). Kéesoleva t66 eesmargiks oli konstrueerida uus Epac valgul pdhinev cAMP biosensor

kasutades Clover-mRuby2 FRET paari.
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EKSPERIMENTAALQOSA

Aparatuur ja materjalid

Polimeraasahelreaktsioonid (PCR) teostati Eppendorf Mastercycler Gradient masinaga.
DNA plasmiide puhastati E.coli DH5-a rakkudest vastavalt GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific) komplekti ning tootja protokolli alusel. DNA kontsentratsioonid maéarati
Thermo Scientific NanoDrop 1000 spektromeetril. Sekveneerimised teostati TU molekulaar- ja

rakubioloogia instituudis.

DNA eraldati agaroos-geelelektroforeesiga meetodil ja geelide pildistamiseks kasutati
Canon kaamerat, UV-valguse saamiseks Cleaver Scientific UV transilluminatorit.
Geelelektroforeesil kasutati Bio-Rad horisontaal vesivanni ning vooluallikaks LKB Bromma
2301 MacroDrivel .

Bakterite kultuure inkubeeriti FTC 90E Refrigated Incubator-s.

Bakterisootme SOC (Super Optimal Broth) valmistamiseks kasutati : Triptooni (Lab M),
parmiekstrakti (Lab M), KCI (Reahim), MgCl,*6H,0 (Acros), MgSO, (Reahim) ja glikoosi
(Kebo).

Kasutatud puhvrid: TAE puhver : 0,04M Tris (AppliChem), 0,04 M addikhape (Naxo)
ning 0,001 M EDTA (AppliChem);

puhver Orange: (0,05 M Tris-HCI, 0,01 M MgCl,, 0,1 M NacCl, 0,1 g/l BSA);

puhver TangolX: (0,033 M Tris-dadikhape, 0,01 M magneesiumatsetaat, 0,066 M
kaaliumatsetaat, 0,1 g/l BSA);

puhver Tango2X: (0,066 M Tris-dadikhape, 0,02 M magneesiumatsetaat, 0,132 M
kaaliumatsetaat, 0,2 g/l BSA);

puhver Ligase: (0,4 M Tris-HCI, 0,1 M MgCl,, 0,1 M DTT, 0,005 M ATP);
puhver Dream Taq: (0,2 M Tris-HCI, 0,5 M KCI).

Koik enstiimid ja nendele vastavad puhvrid telliti Thermo Scientific-st ning meie poolt

disainitud praimerid Microsynth-st.

16



Kasutatud praimerid:

Ruby forward (5’-TTTTCGCGATGCCATGGTGCGGGGTTCTCATC-3")
Clover reverse (3’-TAAGATATCGGCGGCGGTCACGAACTCC-57%)

T7 forward (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3")

BGH reverse (3’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-5’)

DNA fragmentide paljundamine

Oligonukleotiid-suunatud saitspetsiifiline mutagenees on metoodika, kus asendatakse voi
lisatakse kindel geenijérjestus teise eelnevalt kindlaksmé&é&ratud voi disainitud jérjestusega. Selles
t00s disainiti parimerid Clover reverse ja Ruby forward. Esimesega luuakse pcDNA3-Clover
vektorisse sobiv restriktsioonisait ECORV ning teisega pcDNA3-mRuby2 vektorisse sobiv
restriktsioonisait Nrul. Metoodika l&biviimiseks kasutatakse PCR reaktsiooni. PCR masinas tuli
programmeerida vastavalt paljundatava fragmendi suuruse ja praimeritele sobiva to6temperatuuri
jargi. Esimeses etapis toimus 95°C juures minuti jooksul DNA tdielikdenatureerimine.
Denatureerimise etapis toimus 95°C juures 30 sekundi jooksul DNA kaksikheeliksi lagunemine
kaheks Uksikahelaks. Jargmises etapis seostuvad 30 sekundi jooksul praimerid DNA
uksikahelatele. Selle etapi jaoks valiti sobilikté6temperatuur vastavalt praimeritele. Nii forward
kui reverse praimeritele leiti sobiv seostumistemperatuur(annealing temperature) (T, — 5) ning
madalamat vaartust kasutati PCR-reaktsioonil.Praimeritele Clover reverse ja T7 forward oli
optimaalne 46°C ning Ruby forward ja BGH reverse 45°C. DNA komplementaarse ahela siintees
toimus 72°C juures 60 sekundit. Eelnevalt kirjeldatud kolme etappi (denatureerimine, seostumine
ja komplementaarahela suntees) teostati 32 korda, et amplifitseerida ehk kordistada piisav arv
DNA molekule. Parast 32 tsuklit kuumutati 72°C juures 10 minutit, et pooleliolevad DNA

stinteesid saaks 18puni teostatud.

Clover-Epac-mRuby?2 biosensori loomiseks lahtuti "Epac (Klarenbeek et al. 2011)
vektorist, milles asendati mTurquoise Cloveriga ning dVenus mRuby2-ga. pcDNA3-Clover
(Addgene) vektorist Cloveri eraldamiseks ja kloonimiseks kasutati oligonukleotiid-suunatud
saitspetsiifilist mutageneesi. PCR-reaktsioon viidi l1&bi primeritega Colver reverse ja T7 forward,
Taq DNA Polymerase ensiiiimiga, Dream Taq puhvris koos 0.2 mM dNTP-ga ja mQ H-O.
Sarnase PCR reaktsiooni abil eraldati ka mRuby2 pcDNA3-mRuby2 (Addgene) vektorist,
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kasutades praimereid BGH reverse ja Ruby forward. Taq Polymerasevajab magneesium ioone,

mis on kofaktoriks ensutimile ning eelnevalt mainitud puhver sisaldab neid.

Geelelektroforees

Sobiva molekulmassiga fragmentide tuvastamiseks ja eraldamisekskasutatiagaroos-
geelelektroforeesi. Geeli valmistamiseks kasutati agaroosi (Naxo) ja TAE puhvrit (pH 8,3).
Agaroosi kontsentratsioon geelis oli vdiksemate lahutamisel 1% ja suuremate fragmentide puhul
0,7% ning pingeid reguleeriti vooluallikal vastavalt vaiksemate jaoks 70-80V ja suurematele 40-
50V. Elektroforeesi vann oli téidetud TAE puhvriga. Geelist puhastati DNA vektorid
kasutadesSilica Bead DNA Gel Extraction Kit komplekti (Thermo Scientific) tootja protokolli

alusel.

Geelist puhastamiseks kaaluti geelitikid ning lahustati kuumutades (55°C juures)
seostumispuhvris. Seejérel lisati lahusele silikageeli, millele jargnes tsentrifuugimine. Jargmises
etapis,eraldati sademe kohalt lahus ning sadet pesti 95% etanooliga ja tsentrifuugiti. Etappi
korrati kolm korda. Viimase etapina lisati sademele mQ kvaliteediga vett, kuumutati ja
tsentrifuugiti. Elueeritud DNA-d sisaldav vesilahuseemaldati sademelt. Puhastatud DNA

fragmente hoiustati -20°C juures vOi teostati koheselt ligeerimine.

Restriktsioon ja ligeerimine

PCR reaktsioonil loodud uute restriktsiooni saitide abil kloneeriti Cloveri geenijarjestus
pcDNA3-H74 plasmiidis mTyrquoise geenijarjestuse asemele. Selleks kasutati Hindlll ja ECORV
restriktaase puhvris Tango2X. DNA inkubeeriti enstiimidega 37°C juures 60 minutit ning seejarel

inaktiveeriti ensulimid 65°C juures 20 minuti jooksul.

Analoogselt I6igati ka mRuby2 ehk doonor vélja Nrul ja Xbal enstulmidega
Orangepuhvris. Vastuvotja vektorist 18igati dVenus valja mitmes etapis. Esimeses etapis kasutati
Nhel enstiimi TangolXpuhvris ning inaktiveeriti. Seejarel témbistati DNA otsad (lisades dNTP
segu ja Klenow fragment poliimeraasi kasvatati juurde komplementaarse ahela I6puossa
puuduvad nukleotiidid).Selleks kasutatil pl (10 u/ul) Klenow fragmenti ja 0.2 mM dNTP-i.
Lahust inkubeeriti 37°C juures 15 minutit ning inaktiveeriti 75°C juures 10 minutit. Viimase
etapina ldigati DNA fragmenti Xbal ensutimiga Tango2X puhvris ning inaktiveeriti.
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Aluseline fosfataas (SAP, Shrimp alkaline phosphatase) on ensutm, mis defosfortleerib
DNA otsad, seejarel ei saa DNA fragment iseendaga ligeeruda.Spetsiifilisuse tagamiseks
ligeerimisel lisati vastuvotja vektorile 1ul (1 u/ul) SAP-i (Fermentas) ning inkubeeriti 37°C
juures 3 kuni 4 tundi. Doonori ja vastuvdtja vektori ligeerimiseks lisati 2 pl Ligase Buffer, 2 pl
PEG4000 (Fermentas) ja 1ul (5 u/ul)Ligase enstiimi ning inkubeeriti 16°C juures tledo.

Rakkude transformeerimine

Plasmiidide paljundamiseks kasutati E.coli RbCIl, kompetentseid DHS5o rakke
(Valmistatud TU Tehnoloogia Instituudis), Luria-Bertani (LB) puhvrit (AppliChem), agarit

(Invitrogen), ampitsiliini (Invitrogen) ning SOC-s60det.

Kompetentseid rakke séilitati -80°C juures ning Kkatsete tegemiseks sulatati jaal.
Ligeerimisegu 20ul ning E.coli RbCl, kompetentseid DH5a rakke 50ul segati omavahel ning
inkubeeriti 15 minutit j&&l. Inkubeerimisele jargnes kuumasokk vesivannis 42°C juures 45
sekundit ning seejdrel jahutamine 2 minutit jaal. Reaktsioonisegule lisati 500ul SOC s6ddet ja
inkubeeriti 37°C juures 3 kuni 4 tundi koos segamisega (240 rpm). Saadud segu kanti 50mg/ml

ampitsiliini sisaldavale 2% agar-LB plaadile ning inkubeeriti 37°C juures iledo.

Ligeerimise ja transformeerimise Onnestumist kontrolliti Colony-PCR meetodiga.
Transformeerimissegu plaaditi 2% Agar-LB sdotmeplaadile ning 12 tundi hiljemvaliti
kontrollimiseks plaadilt 6-10 rakukolooniat. Neid puudutati pipetiotsikuga ning asetati PCR-
tuubidesse.Colony-PCR esimeses etapis kuumutatakse rakke 95°C juures 3 minutit, kus rakud
lulsitakse. Seejarel lisatakse Tag DNA poliimeraas ning denatureeritakse DNA kaksikheeliks
kaheks (ksikahelaks 95°C juures 30 sekundit. Praimerite seostumise etap toimus 43°C
(praimeritele BGH reverse ja T7forward sobilik tootemperatuur) juures 30 sekundit. DNA
slinteesi etap toimus 72°C juures 5 minuti jooksul, kus sinteesiti (ksikahelatele (koos
praimeritega) komplementaarne ahel. Eelnevat kolme etappi teostati 30 korda, et amplifitseerida
piisav arv DNA molekule. Pérast 30 tsuklit kuumutati 72°C juures 10 minutit, et pooleliolevad

DNA siinteesid saaks I6puni teostatud.

Clover-Epac-dVenus fragmendi paljundamiseks viidi labi Colony-PCR praimeritega T7
forwad ja BGH reverse, Tag DNA Polymerase ensuimiga, Dream Taq puhvris koos 0,2mM
dNTP-ga ning mQ H,O. Kui kontroll osutus edukaks, paljundati vastav rakukoloonia 50mg/ml

ampitsiliini  sisaldusega 3ml LB-puhvris ning uus plasmiid puhastati E. Coli DH5-a
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rakkudest.Puhastamiseks tsentrifuugiti ning resuspendeeriti rakud, nende etappidega eemaldati
sootmelahus. Seejarel ludsiti rakud ning neutraliseeriti, millele jargnes tsentrifuugimine. DNA-d
sisaldav supernatant eraldati ning kanti polaarsele eralduskolonnile. Jargmises etapis, pesti
kolonni 70% etanooliga ja tsentrifuugiti. Etappi korrati kaks korda. Viimase etapina elueeriti
DNA kasutades mQ kvaliteediga vett. Kolonn tsentrifuugiti ning saadud lahuses méérati DNA

kontsentratsioon. Plasmiide hoiustati temperatuuril -20°C.
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TULEMUSED JAARUTELU

To0 eesmargiks oli Clover-Epac-mRuby2 biosensori konstrukti loomine. Selleks valiti
strateegia, kus H74 vektorist vahetati valja nii doonor kui ka aktseptor fluorofoorid, vastavalt
mTyrquoise Cloveri ning dVenuse mRuby?2 vastu. Esimese etapina toimus Clover ja mRuby2
vektorite soetamine, paljundamine ja puhastamine. Veendumaks, et 18pp-produkt on dige
aluspaaride jarjestusega, teostati plasmiidse DNA sekveneerimine. Puhastamisel saadi suure
saagisega Oiged produktid, Cloveri kontsentratsioon775 ng/pl (200 pl) ning mRuby2
kontsentratsioon493 ng/ul (200 pl).

Kloonimise strateegia ja praimerite disain

Cloveri geenijarjestuse valjaldikamiseks puudusid sobivad enstitimid, millel oleks
sobivas kohas vaid Uks restriktsioonisait.Cloveri paljundamiseks ja véljaldikamiseks disainisime
praimeri Clover reverse, mis loob EcoRV restriktsioonisaidi Clover geeni 16ppu. Enne geeni
kasutati vektori HindlIll ensuimi.mRuby2 jaoks disainisime praimeri Ruby forward, mis loob
Nrul restriktsioonisaidi eespool geenijarjestust. Parast mRuby2 geenijarjestust kasutati Xbal

ensdimi.

Praimerite disainimiseks arvestati kolme pohilist parameetrit. Esiteks, tsutosiini (C) ja
guanosiini (G) aluste osakaal oligonukleotiidis peaks jadma vahemikku 40-60%. G ja C vahel on
kolm vesiniksidet, mistdttu tdstavad need praimerite sulamistempetatuuri (Ty). Tm ON
temperatuur, millel pooled praimerid on seostunud komplementaarse jarjestusega. Optimaalseks
Tm-1 vahemikuks on 42-65°C. Forward ja reverse primerite Tr, peaks olema vdimalikult lahedane.
Lisaks peab arvesse vGtma praimerit moodustavate nukleotiidide arvu, milleks on optimaalselt
18-30 aluspaari. Selles vahemikus on praimer piisava pikkusega, et sidumine oleks spetsiifiline
vastavalt komplementaarsuse printsiibile (Dieffenbachet al. 1993). Kui praimer on liiga pikk, siis
selle tootemperatuur on liiga korge, ja kui praimer on liiga lihike, siis ei ole praimer enam
piisavalt spetsiifiline. Ruby forwardi disainimise puhul vdeti omakorda arvesse, et enne ATG-d
(Adenosiin-Tumiin-Guanosiin) oleks kasutusel Kozak jarjestuse voOimalikult konserveeritud
nukleotiidide jarjestus, mis tagab rakus RNA efektiivsema translatsiooni valgu biosunteesil
(Lehninger, 2005).
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Clover reverse praimeri G ja C protsentuaalseks sisalduseks oli 57%, Tmn-ks 60°C ning

pikkuseks 28 aluspaari.Ruby forward praimeri vastavateks parameetriteks on 56%, 58°C ja 32

aluspaari.

Doonori mTyrquoise vahetamine Cloveri vastu

Cloveri geenijarjestuse kloonimiseks "Epac”" vektorisse toimus mitmes etapis:
oligonukleotiid-suunatud saitspetsiifiline mutagenees PCR-reaktsiooni abil, restriktsioon ja

ligeerimine (Joonis 2).
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Joonis 2: Cloveri H74 vektorisse kloonimise skeem. Cloverile loodi oligonukleotiid-suunatud
saitspetsiifilise mutageneesiga (PCR reaktsiooni abil) EcoRV restriktsioonisait. Cloveri geenijérjestus
PCR-produktist kui ka mTyruoise jarjestus H74 vektorist eraldati Hindlll ja ECoRV ensiilimidega ning

teostati ligeerimine.

mTurquoise

ECORV (1413)

__ (Epac

Colver vektori jaoks disainitud praimeriga Clover reverse teostati oligonukleotiid-

suunatud saitspetsiifiline mutagenees, mis loob ensiiiimi EcoRV jaoks restriktsioonisaidi. Katsete

tulemusena selgus, et optimaalne té6temperatuur antud PCR masinal Clover reverse ja T7
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forward praimerite jaoks on 46°C. Jargmisena eraldati Hindlll ja EcoRV enstitimidega’Epac""
vektorist mTyrquoise ning PCR produktist Clover jarjestused. Vastuvétja vektorile ehk "Epac’V
(ilma mTyrquoise fragmendita) lisati SAP-i ning inkubeeriti. Restriktsioonidele jargnes
geelelektroforeesi meetodil DNA fragmentide lahutamine ning puhastamine geelist. Saadud
fragmendid ligeeriti ning DNA-ga transformeeriti E. Coli DH5-0 kompetent rakke. Rakkude
paljundamiseks inkubeeriti neid agar-LB plaadil 16 tundi. Ligeerimise ja transformeerimise
kontrolliks teostati juhuslikult valitud rakukolooniatele Colony-PCR. Kvantitatiivne kontroll
osutus edukaks, kuna geelis tuvastati oodatava suurusega amplifitseeritud DNA fragmendid
(4600 aluspaari; joonis 3). Jargnevalt paljundati positiivsed rakukolooniad, rakud lGdsiti ning
puhastati plasmiidne DNA. 8. ja 9. slvendi rakukolooniate paljundamise tulemusena saadi
vastavalt kontsentratsioonid 539 ng/pl ja 9. oma 356 ng/pl. Rekombinantse geenijarjestuse
kontrollimise eesmargil viidi produktid sekveneerimisele. Sekveneerimistulemuste analtsil

veenduti etapi edukusest, H74 plasmiidi on kloonitud mTyrquoise asemele Clover (Joonis 2).

e
4500
5000 4600 4600
5000
2000
10000
1 2 3 4 Ladder 5 z 7 8 9

Joonis 3 : Geeli pilt Colony-PCR-st. Katsete kvantitatiivset 6nnestumist on ndha
stivendites nr. 8 ja 9 ehk kollase mérgitud on positiivsed rakukolooniad, mille plasmiid
sisaldab Clover-Epac-dVenus geenijérjestust. Stivendites 1-7 on tuvastatavad
mittespetsiifilised produktid, néiteks 5. suivendis olev produkt viitab vastuvdtja vektori
iseeneslikule kleepumisele.
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Aktseptori dVenuse vahetamine mRuby2 vastu

pcDNA3-mRuby?2 jaoks disainitud praimeriga Ruby forward teostati
oligonukleotiid-suunatud  saitspetsiifiline mutagenees, mis loob ensiumi Nrul jaoks
restriktsioonisaidi. Optimaalne to6temperatuurBGH reverse ja Ruby forward praimerite jaoks on
45°C. Jargmiseks eraldati PCR-produktist mRuby2 Nrul ja Xbal restriktaasidega, Clover-Epav-
dVenus vektorist dVenus Nhel ja Xbal enstiumidega.

bla promoter

AmpR CMV promoter

TT forward primer
N S P
Nrul(7) mRuby2 Xbal(856)
. mRuby? PCR .
mRuby2 > I
6206 bp
bl (1744) mRuby PCR product
BGH reverse primer 925bp
poly A

BLA promoter . JCMV promoter bla promoter | CMV promoter
AMP (r) . ‘.’- _ 1:7 i?rw primer AMP (r) / T7 primer
s f Hindlll (600) I F\‘Hmdm (699)
. S _ Clover

Clover

Y /_’ “EcoRV (1443) EcoRV (1443)
Clover-Epac-mRuby2 Clover-Epac-dVenus c

9131 bp 858 bp | (Epac

I 0Epact Restriktsi 95

y— P estrikisioon

y - - - -

Ligeerimine
Te Nhel (3648)
.-" ” mRuby2 poly A
poly A' Xbal (4478) BGH reverse primer dVenus
'BGH rev primer Xbal (5205)

Joonis 4:mRuby2 Clover-Epac vektorisse kloonimise skeem. mRuby2-le loodi oligonukleotiid-
suunatud saitspetsiifilise mutageneesiga (PCR reaktsiooni abil) Nrul restriktsioonisait. mRuby2
jarjestus eraldati PCR-produktist Nrul ja Xbal ning dVenus eraldati Clover-Epac vektorist Nhel ja
Xbal restriktaasidega.
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Viimast fragmenti tombistati (stnteesiti kleepuvates otstes puuduvad komplementaarsed
nukleotiidid) lisades Klenow fragmenti ja dNTP-d. Vastuv6tja vektorile ehk Clover-Epac (ilma
dVenus fragmendita) lisati SAP-i ning inkubeeriti (valtimaks konstrukti iseeneslikku ligeerumist
ning suurendada sisse viidava fragmendi ligeerumise edukust). Restriktsioonidele jargnes
geelelektroforeesi meetodil DNA fragmentide lahutamine ning puhastamine geelist. Saadud
fragmendid ligeeriti ning DNA-ga transformeeriti E. Coli DH5-0 kompetent rakke. Rakkude
paljundamiseks inkubeeriti neid agar-LB plaadil 16 tundi. Ligeerimise ja transformeerimise
kvantitatiivseks kontrolliks teostati juhuslikult valitud rakukolooniatele Colony-PCR.

Colony-PCR fragmendidpeaksid tulema 3700 aluspaari, kuid enamus fragmente olid
2900-3300 alupaari véadrtuste juures, mis viitab vastuvotja vektori iseenesliku kleepumisele.
mRuby?2 (~830 aluspaari) ei ole edukalt Clover-Epac (~2900 aluspaari) vektorisse kloonitud, vaid
Clover-Epac fragment on iseendi DNA otstega kleepunud. Paljundati ja puhastati kdige
ldhedasem produkt esimesele véartusele ning sellele teostati DNA sekveneerimine.
Sekveneerimistulemuste analutsimisel saadi viimasele hipoteesile kinnitus. Vastuvotja vektor
Clover-Epac on iseeneslikult kleepunud. Katsete ebadnnestumise pdhjuseks vOib olla SAP
fosfataasi ebapiisav aktiivsus, ehk ensiiim ei ole antud kontsentratsiooni juures vdimeline
defosforiileerima  vastuvGtja vektori DNA otsasid.Jargmistes Kkatsetesvarieeriti SAP
kontsentratsiooni (1-2 u) ja inkubeerimise (3-5 tundi) aega, kuid korduskatsete Colony-PCR

fragmendid viitasid iseeneslikule kleepumisele.

Veel (iheks voimalikuks torkeks voib olla ebadnnestunud Nrul restriktsioonisaidi loomine
PCR reaktsioonis. PCR produkti restriktsioonil on tulemuseks pea sama molekulmassiga DNA
jarjestus (1200 aluspaari), mis peale PCR produkti restriktsiooni geelist puhastatakse (1180). Nii
vaikest erinevust ei ole geelelektroforeesil vOimalik eristada ja seega vdimalikku probleemi
tuvastada. Siiski arvame, et taoline tdrge peaks olema valistatud, kuna sait-suunatud
mutageneesiks vajaliku praimeri disainimisel arvestati koiki vajalikke parameetreid ning

usaldame Microsynthi ettevottes sunteesitud oligonukleotiide lahtudes varasemast praktikast.

Lisaks testisime hiipoteesi, et mRuby?2 ja vastuvdtja vektori ligeerimise aeg ei pruugi olla
optimaalne, kuna erinevate protokollide jéargi teostatakse ligeerimist 1-24 tundi. Varieeriti
erinevaid ligeerimise aegu (1, 16 ja 24 tundi), kuid kdikidel kordadel toimus vastuvdtja-plasmiidi

iseeneslik kleepumine ning soovitud produkti Colony-PCR analliusil ei teostatud.

mRuby2 kloneerimist vastuvdtja vektorisse teostati kokku 6 korda, kus iga kord varieeriti

parameetreid ning teostati analttis Colony-PCR v0i DNA sekveneerimisel. Iga katsetus on
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kogukestvusega 3 pédeva: 1. pdeval oligonukleotiid-suunatud saitspetsiifiline mutagenees,
produkti ja vastuvGtja vektori restriktsioon, DNA fragmentide eraldamine ja puhastamine ning
ligeerimine; 2. pdeval E.coli rakkude transformeerimine ligeerimisseguga; 3. paeval Colony-PCR
ja kvalitatiivne geelelektroforees. Edasised katsetused (nt. uue SAP ensulimi tellimine, uute
praimerite tellimine ja ligeerimisaja edasine optimeerimine) jaid ké&esoleva t60 ajalisest mahust

valja ning need on vajalik teostada lahitulevikus.

Clover-Epac-mRuby? testimine

Kuigi t66 kaigus ei oOnnestunud soovitud 18pp-produkti ehk Clover-Epac-mRuby2
biosensori konstrukti saada, planeeriti projekti alguses ka uue biosensori iseloomustamise
strateegia. Uut konstrukti sisaldav plasmiid paljundatakse ning puhastatakse. Seejérel viiakse
plasmiid spetsiaalsete reagentide abil eukartiootsetesse rakkudesse, kus toimub biosensorit
kodeeriva geeni ekspressioon. Kui veendutaksebiosensori valgu olemasolus, on vdimalik teostada
funktsionaalseid testimisi elusrakkudes. Uut biosensorit testitakse enstimi AC aktiveerimise
kaudu tostes selliselt rakkude cAMP kontsentratsiooni. Kui biosensor osutub cAMP suhtes
tundlikuks, siis uuritakse raku cAMP taseme muutusterinevate GPCR aktiveerimise kaudu.
Hindamaks uue FRET paari efektiivsust (kiirus, tundlikkus, diinaamiline ala) vorreldakse

tulemusi eelmiste olemasolevate biosensoritega samades rakkudes.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusettos kirjeldati G-valkudega seotud retseptorite poolt vahendatud
signaaliradasid, keskendudes eelkBige sekundaarsele virgatsainele cAMP-le. Tutvustati erinevaid
CAMP méaramise meetodeid, pikemalt peatuti FRET-I baseeruvate biosensoritel ning nende
arengu ajalool. Tutvustati erinevaid fluorestseeruvaid valke, nende olulisi omadusi ning viimaste
parandamise kaasaegseid saavutusi. Tutvustati praktilise t66 eesmarki Clover ja mRuby2 FRET
paari kasutamist cCAMP sensori loomisel. Fluorofooride paar valiti lahtudes mitmete teiste

sensorite omaduste olulisel parandamisest just nende fluorofooride kasutamisel (Lam et al. 2012).

Too praktilises osas tutvustatiuue biosensori Clover-Epac-mRuby2 loomise strateegiat

ning selleks disainitud praimereid.

Uue biosensori konstrueerimine toimus kahes etapis. Esimeses etapis vahetati
olemasolevas "Epac”V biosensoris (Klarenbeeket al. 2011) doonorfluorofoor ereda rohelise
fluorestseeruva valgu Clover vastu. Saadud uus Clover-Epac-dVenus konstrukt puhastati ning

sekveneeriti.

Teine etapp kujutas endas Clover-Epac-dVenus konstruktis aktseptor-fluorofoori
vahetamist punase fluorestseeruva valgu mRuby?2 vastu. Teine etapp ei olnud edukas. Tdrke valja
selgitamiseks teostati erinevaid teste ja optimeeriti mitmeid katsetingimusi. Kahjuks Clover-
Epac-mRuby2 konstrukti siiski saada ei dnnestunud. Autor andis ulevaate voimalikest jargmistest

sammudest ning t66 eesmérgi saavutamise suunas jatkub.
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Cyclic adenosine monophosphate biosensor development

Rainer Elp

SUMMARY

The theoretical part of the thesis describes signaling pathways mediated by G protein-
coupled receptors, mainly through the second messenger cyclic adenosine monophosphate
(cAMP). Different methods for detecting cAMP levels are described, with a more detailed
description of FRET-based biosensors and their development. Various fluorescent proteins are
introduced and an overview is given of their important characteristics and recent improvements.
The use of Clover and mRuby2 as the FRET pair for cCAMP biosensor is described. The FRET
pair was chosen based on improvement of several biosensors after replacing existing fluorophores

with Clover and mRuby?2.

The experimental part of the thesis describes the strategy for creating Clover-Epac-
mRuby2 biosensor, including the designed primers.The creation of the new biosensor was
conducted in two parts. First, the donor fluorophore of the existing 'Epac”" biosensor was
replaced with the bright green fluorescent protein Clover. The new Clover-Epac-dVenus construct
was purified and sequenced. The acceptor fluorophore of Clover-Epac-dVenus was then
attempted to be replaced by a red fluorescent protein mRuby2. The replacement of dVenus was
alas unsuccessful. In an attempt to solve the issues, different tests and optimizations were
conducted, but the final Clover-Epac-mRuby2 construct has not yet been obtained. The author

gives an overview of possible further steps and the work for cloning the biosensor continues.
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