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KASUTATUD LUHENDID

ADHD - tdhelepanu puudulikkuse ja hiiperaktiivsuse hiire (attention deficit hyperactivity
disorder)

CTD — karboksii-terminaalne domeen (C-terminal domain)

FACS - labivoolutsiitomeetria (fluorescsence activated cell sorter)

FITC — fluoresteiin isotiotstianaat (fluorescein isothiocyanate)

FCS — vasika loote seerum (fetal calf serum)

IMDM - Isove’i muudetud Dulbecco s66de (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)

LCR — madalakoopiaarvuline kordus (low copy repeat)

MTD — metiiiiltransferaasne domeen (methyltransferase domain)

NAHR — mittealleelne homoloogiline rekombinatsioon (non-allelic homologous
recombination)

NORS — tuumakese lokalisatsiooni/kinnihoidmise signaaljarjestus (nucleolus—nucleolar
localization/retention signal)

PBS - fostaadiga puhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline)

Pl — propiidiumjodiid (propidium iodide)

PVDF — poliiviniilideendifloriid (polyvinylidene difluoride)

SAM - S-adenosiiiil-L-metioniin (S-adenosyl-L-metionine)

SILAC — aminohapete mérgistamine stabiilsete isotoopidega rakukultuuris (stable isotope
labelling by amino acids in cell culture)

SIRNA - lithike vaigistav RNA (short interfering RNA)

SSU - ribosoomi véike subiihik (small subunit)

Trm112 — tRNA metiililtransferaas 11-2 (tRNA methyltransferase 11-2)

TRMT112 — tRNA metiiiiltransferaas 11-2 (tRNA methyltransferase 11-2)

WBS — Williams-Beureni siindroom

WBSCR22 — Williams-Beureni siindroomi kromosomaalne regioon 22 (Williams-Beuren

syndrome chromosomal region 22)



SISSEJUHATUS

Williams-Beureni stindroomi (WBS) on multisiisteemne arenguhdire, mis on pdhjustatud 7.
kromosoomi pikast Olast umbes 28 valku kodeeriv ala deletsioonist. Patsientidel esineb
laiaskaalalisi fenotiitibilisi  muutusi, millede hulka kuuluvad muuhulgas erinevaid
kardiovaskulaarsed, neuroloogilised, endokrinoloogilised ja gastrointestinaalsed probleemid.
Samas on pole siiani kdikide WBS puhul deleteeruvate geenide funktsioonid tédielikult teada
ning seetdttu puudub selge arusaamine Williams-Beureni siindroomi haigusfenotiiiibi tekke

pohjustest.

WBS puhul deleteeruvas regioonis asub ka WBSCR22 (Williams-Beureni siindroomi
kromosomaalne regioon 22, Williams-Beuren syndrome chromosomal region 22) valku
kodeeriv ala. WBSCR22 valku ekspresseerivad mitmed normaalse fenotiilibiga keharakud,
kuid nimetatud valgu korgemat ekspressioonitaset on tihendatud ka mitmetes
kasvajarakkudes. Hiljuti niidati, et WBSCR22 on seotud ribosoomide biogeneesiga,
mojutades just 18S rRNA hilist maturatsiooni. Seega on WBSCR22 vajalik rakkude
normaalseks kasvuks. Pagaripdrmi (Saccharomyces cerevisiae) mudelis on niidatud
WBSCR22 homoloogi Bud23 valku interaktsiooni Trm112 (tRNA metiiiiltransferaas 11-2,
tRNA methyltransferase 11-2) valguga. Trm112 on viike tsinksorm domeene omav valk, mis
interakteerub paljude erinevate valkudega, mdjutades nii ribosoomi suure kui ka viikese
subtihiku siinteesi. Trm112 valgu imetajarakkudes leiduva homoloogi TRMT112 (tRNA
metiiiltransferaas 11-2, tRNA methyltransferase 11-2) kohta on vdhem andmeid, nagu ka
WBSCR22 ja TRMT112 valkude vahelise interaktsiooni kohta.

Magistritod eesmirgiks on anda lilevaade andmebaaside ja senise kirjanduse pohjal Williams-
Beureni siindroomist ja selle puhul tekkivatest geneetilistest timberkorraldustest, ribosoomide
biogeneesist ning WBSCR22 ja TRMT112 valkudest. Eksperimentaalses osas uuritakse
WBSCR22 ja TRMT112 valkude vahelise interaktsiooni ning WBSCR22 valgu stabiilsust.

T66 on teostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.

Mairksonad: proteoomika, metiiiiltransferaas, ribosoomi biogenees.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Williams-Beureni siindroom

Williams-Beureni stiindroom (WBS) on haruldane geneetiline haigus (1:7500 — 1:20000), mis
on pohjustatud 26 kuni 28 geeni (1,5-1,8 Mb) deletsioonist 7. kromosoomi pikast olast
(Francke 1999; Merla et al. 2002). WBS patsiendid omavad sagedasti sidelihaskoe,
kilpnddrme, veresoonkonna, urinaartrakti ja gastrointestinaalseid arenguhiireid, lisaks esineb

neil haigusele iseloomulik ndgu, lithike kasv ning vaimse arengu héireid (Schubert 2009).

WBS puhul on tavalisteks fenotiiiibilisteks tunnusteks suurte voi keskmise suurusega arterite
ahenemine (kdige enam on levinud supravalvulaarne aordistenoos), hiipertensioon ehk
piisivalt korge arteriaalne vererdhk ning sidekoe anomaaliad (Francke 1999; Morris and
Mervis 2000). Patsientidel esineb sageli ka kdrge voi keskmise sagedusega toonide kuulmise
kaotust, gliikkoositalumatust voi diabetes mellitus-t ehk suhkruhaigust ning erinevaid
gastrointestinaalseid, neuroloogilisi, optamoloogilisi, endokriinseid, genitouriaal-, naha- ja
kaaluprobleeme (Tassabehji 2003; Henrichsen et al. 2011). Samuti on Williams-Beureni
stindroomiga isikutel mdddukas kuni keskmine intellektuaalne alaareng, vdga sotsiaalne ja
sobralik isiksus, tihti esineb ka tdhelepanu puudulikkuse ja hiiperaktiivsuse héiret (attention
deficit hyperactivity disorder, ADHD) ning teisi psiitihilisi hdireid (Morris and Mervis 2000;
Pober 2010). Haiguse eriparaks on kognitiivsete vdimete suur 16he — enamikel patsientidel on
véiga histi arenenud kuulmis- ja keelelised voimed, kuid visuopaatilised (vOoime néhtut dra
tunda ja analiilisida) iilesanded valmistavad WBS patsientidele raskusi (Ewart et al. 1993;
Henrichsen et al. 2011). Viikelastel esineb sageli hiiperkaltseemiat, mis taandub D-vitamiini
manustamisel ning kaltsiumivaese toidu tarbimisel (Morris and Mervis 2000). Williams-
Beureni siindroomiga patsientide eluiga on tervete indiviididega vorreldes lithem ning
enamasti on WBS patsientide surma pohjuseks erinevad kardiovaskulaarsed komplikatsioonid
(Tassabehji 2003).

Enamike WBS haigusjuhtude puhul on tegemist de novo deletsiooniga, kuid esineb ka
autosomaalset dominantset paritavust (Ewart et al. 1993; Merla et al. 2002; Hobart et al.
2010). Hetkel pole veel tépselt teada, kuidas 7. kromosoomi pikas Olas aset leidvad

deletsioonid viivad haigusega seotud fenotiiiibi tekkeni (Pober 2010).



1.2. 79q11.23 genoomipiirkond

7011.23 positsioonis olevat ala nimetatakse WBS Kriitiliseks regiooniks (Francke 1999; Merla
et al. 2002). WBS lookuse geneetiline arhitektuur on unikaalne — seal on kdrge homoloogiaga
geenide ja pseudogeenide kogumikud, mis on organiseeritud 3 madala koopiaarvuga
kordusjarjestusse (low copy repeats, LCR), mida nimetatakse ka duplikonideks (Osborne et al.
2001; Schubert 2009; Pober 2010). Need LCR regioonid jagunevad kolmeks LCR blokiks: A,
B ja C, mida on omakorda kolmes korduses. Blokid A (centromeric), B; ja C. asuvad
tsentromeerses, A, (middle) By, ja C, mediaalses ning A; (telomeric) B; ja C; telomeerses
piirkonnas (lookuse skeem on vilja toodud joonisel 1; Cuscod et al. 2008; Schubert 2009;
Merla et al. 2010). Tsentromeersed ja mediaalsed lookuse kontrollregioonid on teineteisega
samas orientatsioonis, kuid telomeerne LCR on eeclnevatega vorreldes vastassuunaliselt
orienteeritud (Bayés et al. 2003). Nende LCR jérjestuste vaheline homoloogia on iile 95%
(Scherer et al. 2003). LCR blokkide otstes ja monede duplitseerinud blokkide sees asuvad
peamiselt Alu S alamperekonda kuuluvad Alu elemendid — kordusjérjestused, mis on olulised
kromosomaalsete timberkorralduste tekkel (Antonell et al. 2005). On oletatud, et WBS
geeniregiooni LCR-d tekkisid umbes 25 miljonit aastat tagasi ajal, kui makaagid lahknesid
teistest hominoididest (DeSilva et al. 1999; Antonell et al. 2005).

Korge jérjestuste homoloogia tttu on 7. kromosoomi LCR regioonide rikkad osad véhese
stabiilsusega ning LCR blokkide vahel voib toimuda mittealleelne homoloogiline
rekombinatsioon (nonallelic homologous recombination, NAHR). See protsess voib toimuda
kas homoloogiliste kromosoomide (interkromosomaalne) voi iihe kromosoomi erinevate
kromatiidide vahel (intrakromosomaalne; Howald et al. 2006; Cusco et al. 2008).
Interkromatiidne NAHR esineb ligi kahel kolmandlikul WBS patsientidest (Osborne et al.
2001; Cusco et al. 2008). B blokkides asuvad n-6 kromosoomi katkemise tulipunktid ehk
jarjestused, kust saab alguse NAHR kahe homoloogilise bloki vahel ning need asuvad
enamasti B ja By, blokkide proksimaalsemal poolel (Bayés et al. 2003).

Ligikaudu 95% WBS diagnoosiga patsientide puhul on tdhendatud umbes 1,5 Mb suurust
deletsiooni tsentromeerse B. ja mediaalse By, bloki vahel (joonis 1, Bayés et al. 2003; Hobart
et al. 2010). Osadel patsientidel esineb ka suuremaid, kuni 1,8 Mb deletsioone, samuti esineb
osalise suurusega deletsioone, suurusega 0,1-1 Mb (Schubert 2009). Suuremad deletsioonid
on tekkinud A. ja An blokkide vahelisel rekombinatsioonil, mida esineb umbes 5% WBS

patsientidel (Bayés et al. 2003). Patsientidel, kellel esineb atiiiipiline deletsioon WBS
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kromosomaalse regiooni telomeerses osas, omavad tavaliselt WBS siindroomiga kaasnevaid
fenotiiibilisi muutusi, kuid patsiendid, kelle atiiiipiline deletsioon ei hdlma telomeerset osa,
omavad véiksemal hulgal ja kergekujulisi WBS haigustunnuseid (Morris and Mervis 2000;
Howald et al. 2006; Tam et al. 2008).

Duplikatsioonid ~ 7911.23  genoomipiirkonnas  toimuvad  kromosoomide  vahelise
rekombinatsiooni tulemusena (Schubert 2009). Patsiendid, kellel on WBS regioonis
duplikatsioon, ning kes omavad seetottu 7q11.23 regioonis koikidest seal olevatest geenidest
3 koopiat, ei meenuta vélimuselt ega kognitiivselt Williams-Beureni siindroomiga patsiente,
kuid neil voib olla teatud WBS patsientidele iseloomulikke jooni nagu keeleliste oskuste
hiline areng ja neonataalne hiipotoonia ehk vastsiindinu madal vererdhk ning mdningatel
juhtudel ka autismile sarnased siimptomid ja epilepsia (Van der Aa et al. 2009). Lisaks
teistele haigussiimptomitele voidakse omada ka tdhelepanu puudulikkuse ja hiiperaktiivsuse
héiret (ADHD) v&i autismi (Schubert 2009), kuigi nende pdhjuseks vdivad olla ka muud
geneetilised ja/voi keskkonnafaktorid (Morris and Mervis 2000; Berg et al. 2007). Arvatavasti
on duplikatsioonid sama sagedased kui deletsioonid, kuid duplikatsioonid jddvad sageli
diagnoosimata, sest patsientide haigusfenotiilip on leebem ja varieeruvam vorreldes WBS
patsientidega (Van der Aa et al. 2009). Tihti on duplikatsioonidega lastel ainsaks
stimptomiks hilisem rédkimadppimine vorreldes normaalse fenotiiiibiga eakaaslastega (Van

der Aa et al. 2009).

Lisaks esineb 7911.23 piirkonnas ka paratsentrilisi inversioone, suurusega 1,8-2,9 Mb, mille
pdhjuseks on NAHR kahe paadunud LCR bloki vahel (Schubert 2009). Tsentromeerne A, B
voi C LCR blokk valepaardub telomeerse A, B voi C LCR blokiga (skemaatiliselt kujutatud
joonisel 1; Osborne et al. 2001; Bayés et al. 2003). WBS kromosomaalse regiooni inversiooni
peetakse n-6 healoomuliseks poliimorfismiks, sest inversiooni kandjad ei oma fenotiiiibilisi
muutusi  (Osborne et al. 2001; Tam et al. 2008). Samas, kui vanem kannab enda 7q11.23
piirkonnas inversiooni, suurendab see oluliselt riski saada Williams-Beureni siindroomiga last
(meioosis kromosoomide paardumisraskuste tottu tekivad mikrodeletsioonid; Osborne et al.
2001; Thomas et al. 2006). WBS kromosomaalse ala inversioonid on ligikaudu kolmandikul
Williams-Beureni siindroomiga patsientide vanematest (Bayés et al. 2003; Scherer et al.
2005).

Williams-Beureni siindroomile iseloomuliku fenotiiiibi tekkel on oluliseks elastiini (ELN)

geeni alleeli deletsioon, mis on seotud vaskulaarse stenoosi tekkega, lisaks on pakutud ka
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teiste geenide rolli konkreetsete fenotiitipide kujunemisel, kuid need seosed pole nii selged
(Pober 2010). Samuti vdivad haiguse tekkel olla oluliseks ka deleteeruva alaga kiilgnevad
regioonid, millede ekspressioon vdib viheneda nende muutunud positsiooni tottu (Morris and
Mervis 2000; Pober 2010). Senini pole histi teada, kuidas Williams-Beureni siindroomini
viivad geneetilised muutused tekitavad vastava haiguse fenotiiiibi, sest vihesed geenid WBS
regioonis on haplopuudulikud ning geenidoosid vdivad sdltuda geneetilisest taustast ja
keskkonnast (Tassabehji 2003). Samuti pole andmeid, kas nimetatud haiguse korral on

geneetilised efektid aditiivseid voi mitte.

7. kromoscom

GIrImmn

CaLNY
WHMCR
SOV M
(g
wr

-

iihekordse koopiaarvruga regioon

Deletsioon 1,5Mb

Deletsioon 1,8Mb
Duplikatsioon

Inversioon

— o TR — . T4 <RI T

Joonis 1. 7911.23 geenipiirkonna genoomsete iimberkorralduste skemaatiline joonis (joonis ei ole
skaalas). Tsentromeersed (centromeric, ¢), keskmised (middle, m) ja telomeersed (telomeric, t) LCR
blokid (A, B ja C) on joonistatud vérviliste nooltega, noole suund néitab bloki suhtelist orientatsiooni.
Geenid, mis on blokkides mitme koopiana, on esitatud ainult tihekordsetena. On vilja toodud
Williams-Beureni siindroomi puhul sagedasemad 1,5 ja 1,8 Mb suurused deletsioonid, samuti

duplikatsioon ja inversioon (Merla et al. 2010).

Williams-Beureni siindroomi uurimisel on peamiseks loommudeliks hiir Mus musculus, kuid
inimese ja hiire kromosoomide vahelised erinevused tingivad selle, et kuigi hiirel on inimese

7011.23 regioonile vastav ala 5C, siis selle 5C ala deletsiooni fenotiiiip ei vasta tédielikult



inimese WBS fenotiiiibile (Osborne 2010). Arvatavasti on 7q11.23 regioon vélja kujunenud

pérast hiire ja inimese eellaste lahknemist (Osborne 2010).

1.3. Valk WBSCR22

WBSCR22 (Williams-Beuren syndrome chromosomal region 22, Williams-Beureni siindroomi
kromosomaalne regioon 22) on iiks 22 geenist, mis asub WBS regioonis iihe koopiana Cp, ja
Bn  blokkide vahel (Merla et al. 2002). WBSCR22 valk on evolutsioonis korgelt
konserveerunud Caenohabditis elegans-st ja Saccharomyces cerevisiae-st kuni inimeseni
(Genecards). Nimetatud geeni genoome DNA on iile 45 kb, kuhu kuulub 12 eksonit, ja selle
pealt toodetav transkripti on 843 bp (Doll and Grzeschik 2001). WBSCR22 valk koosneb 281
aminohappest, molekulmass on ligikaudu 31,8 kDa ja isoelektriline punkt 8,95 (Doll and
Grzeschik 2001).

WBSCR22 valk omab kaheosalist tuuma lokalisatsiooni signaali, N-terminaalset S-
adenostiiiil-L-metioniini (S-adenosyl-L-metionine, SAM) ehk ehk AdoMet seondavat domeeni,
kus on metiililtransferaasidele iseloomulik Rosman-fold strukturaalne kese — seitsmest -
lehest koosnev motiivi, mida esineb metiiiiltransferaaside ubiE/COQS5 perekondades (Doll
and Grzeschik 2001; Petrossian and Clarke 2011). Metiiiiltransferaasid, mis omavad SAM-
soltuvat metiiiiltransferaasset domeeni, reguleerivad tihti geenide transkriptsiooni 1abi DNA
voi histoonide metiilatsiooni (Martin and McMillan 2002), kuid WBSCR22 valgul puuduvad
sellistele enstiimidele iseloomulikud Kkataliiiitiline tsenter (Pro-Cys motiiv) ja DNA
metiiiltransferaase seondav motiiv  (Takebayashi et al. 2007). WBSCR22 valgu

metuiltransferaasne aktiivsus ei ole veel tdestust leidnud.

1,2kb suuruse WBSCR22 mRNA tase on korge nii testistes, siidames, skeletilihastes,
kopsudes, pornas kui ka maksas (Doll and Grzeschik 2001; Merla et al. 2002). Nimetatud
valku ekspresseeritakse suurel hulgal ka invasiivse rinnavdhi ja hulgimiieloomi korral
(Nakazawa et al. 2010; Tiedemann et al. 2012). Nakazawa et al. (2010) leidsid, et hiire
WBSCR22 suurendab veresoontes kasvajarakkude ellujddmist ja seeldbi reguleerib
metastaaside teket [seetottu anti WBSCR22 valgule ka alternatiivne nimi Merml ehk
metastaaside ~ moodustumisega  seotud  metiililtransferaas 1  (metastasis-related
methyltransferase 1)], kusjuures viimaste tekkel on oluliseks just WBSCR22 valgu SAM-

soltuv metiiiltransferaasne domeen. Seega voib WBSCR22/Merm1 olla vihiteraapias
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oluliseks sihtmargiks, kuna nimetatud valgu mdju kasvajarakkude proliferatsioonile ei ole

organspetsiifiline.

WBSCR22/Merm1 metiileerib kas otse voi kaudselt Zacl geeni, mille pealt kodeeritav valk
soodustab rakkude minekut apoptoosi, tdpsemalt Zacl promooteralas olevat H3 histooni
positsioonis Lys® ning selle tulemuseks on Zacl-p53-sdltuva apoptoosiraja inhibeerimine
(Huang et al. 2001; Nakazawa et al. 2010). Ometi in vitro metiilatsioonikatses puhastatud
WBSCR22/Merml histooni H3 ei metiileerinud (Nakazawa et al. 2010; Jangani et al. 2014),
mis tdendoliselt tdhendab, et WBSCR22/Merml wvalgul siiski puudub histoonide

metuleerimise voime.

Arvatavasti on enamus WBSCR22 valgust rakutuumas vabalt voi kompleksis mone teise
valguga (Ounap et al. 2013). On leitud, et mitmed WBSCR22-ga interakteeruvad valgud on
seotud ribosoomide biogeneesiga ning WBSCR22 valgu interaktsioonipartneritena on leitud
ka histoonide modifitseerimises ja ribosoomide biogeneesis osalevaid valke ning ubikvitiini
ligaase, mis annab alust oletada, et WBSCR22/Merm1 valgu hulga regulatsioon voib toimuda
1abi ubikvitiniileerimise ja 26S proteasoomi (Jangani et al. 2014). Vaigistatud WBSCR22
geeniga rakkudes on 18S-E pre-rRNA hulk suurem kui normaalse fenotiiiibiga rakkudes,
seega on WBSCR22/Merm1 valgu olemasolu vajalik 18S pre-rRNA protsessinguks ja seeldbi
40S subiihikute biogeneesiks, kuigi nimetatud valk ei assotsieeru ribosoomidega otse (Wild et
al. 2010; Tafforeau et al. 2013; Ounap et al. 2013). Lisaks on siRNA-dega vaigistatud
WBSCR22/Merm1 valgu korral on rakkude kasvufenotiilip normaalsest aeglasem, seega

omab nimetatud valk olulist rolli rakkude kasvul (Ounap et al. 2013).

Jangani et al. (2014) leidsid, et WBSCR22/Merm1 reguleerib gliikokortidi retseptorite
koaktivatsiooni, kuigi ei seondu nendele otseselt. Gliikokortikoidid on klass steroidhormoone,
mis on seotud pdletikuliste reaktsioonide mahasurumisega organismis. Inflamatoorsete ja
neoplastilisete kopsupatoloogiate korral toimub bronhide epliteelis WBSCR22/Merm1 valgu
ekspressiooni langus, mis siiveneb haiguse progresseerudes (Jangani et al. 2014). Samuti on
B- ja CD8" T-liimfotsiiiitides viiksem WBSCR22/Merm1 ekspressioon, mis vdib anda alust
arvata, et nimetatud valk on seotud pdletikuliste signaalide iilekande toetamisega (Jangani et
al. 2014).
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1.4. Bud23 ja Rid2 — WBSCR22 homoloogid parmis S. cerevisiae ja miiiirloogas A.

thaliana

Praeguseks on iseloomustatud kaks WBSCR22 homoloogi — pagariparmi (Saccharomyces
cerevisiae) valk Bud23 ja miilirlooga (Arabidopsis thaliana) valk Rid2 (root initiation
defective 2). WBSCR22 valk suudab komplementeerida Bud23 valgu funktsiooni (Ounap et
al. 2013). Bud23 ortoloogid on ldbi eukariiootide domeeni konserveerunud, kuid arhede ja

bakterite seas selle perekonna liikmeid ei leidu (White et al. 2008).

Bud23 wvalk on 18S rRNA metiitltransferaas, tema metliltransferaasne domeeni
(aminohapped 1-219) deletsioon toob kaasa Bud23 valgu funktsionaalsuse vdhenemise
(White et al. 2008). Bud23 poolt ldbiviidav 18S rRNA G1575 metiilatsioon on eukariiootides
evolutsioonaliselt  konserveerunud, kuid G1575 metiilatsiooni puudumine avaldab
parmirakkudele viahest moju (McCloskey and Rozenski 2005; White et al. 2008). See annab
aluse oletada, et Bud23 valgu metiiiiltransferaasse aktiivsuse olemasolu ei ole vajalik

ribosoomi viikese subiihiku biogeneesiks (White et al. 2008).

Bud23 ei ole parmi elutegevuseks essentsiaalne valk, kuid teda kodeeriva geeni deletsioon
viib aeglase kasvuga fenotiiiibi ja rRNA protsessingu héirete tekkimiseni (Niewmierzycka and
Clarke 1999; White et al. 2008). Defektse BUD23 geeniga parmitiives on 40S subiihikute
biogeneesi defektid, mis viivad subiihikute tasakaalu nihkeni — vaba 40S peaaegu puudub,
samas kui 60S subiihikute hulk on suurenenud (White et al. 2008; Figaro et al. 2012; Sardana
and Johnson 2012). Lisaks on néidatud, et pre-40S ribosoomi siinteesil on olulisemaks Bud23
enda olemasolu, mitte tema kataliiiitiline aktiivsus rRNA modifikatsioonide tekitamiseks

(White et al. 2008).

Bud23 valk omab parmirakus mitmeid interaktsioonipartnereid. Sardana et al. (2013) leidsid,
et Bud23 valk interakteerub viikese subiihiku protsessoomi varaseima valkude subkompleksi
(UTP-A kompleksi), 40S subiihiku biogeneesi keskmise staadiumi valkude, RNaas MRP
ribonukleoproteiinkompleksi valkude ning mitmete teiste nii vdikese subiithiku biosiinteesist
osavotvate valkudega kui ka valkudega, mis ei ole seotud 40S biogeneesiga. Hiljuti leidsid
Sardana et al. (2014), et Bud23 interakteerub Ecm16/Dhrl valguga ning see interaktsioon on
vajalik 18S rRNA siinteesiks. Ecm16/Dhrl on U3 snoRNA-le spetsiifilise ATP-soltuva
DEAD/D-box RNA helikaas, mida on vaja 18S rRNA siinteesiks (Colley et al. 2000). Kuna
Bud23 ja Ecm16/Dhrl valkude vahel toimub fiiiisiline interaktsioon, oletati, et Bud23 on

selles kompleksis Ecm16/Dhrl valgu aktivaatoriks (Sardana et al. 2014).
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Rid 2 on miirloogas Bud23 valgu homoloog, mis omab samuti SAM-sdltuvat
metiitiltransferaasset domeeni ja tuuma lokalisatsiooni signaali (Ohbayashi et al. 2011). Rid2
on seotud tuumakeste vakualisatsiooni, pre-rRNA protsessingu ja rRNA siinteesiga ning
rakkude jagunemise reaktivatsiooniga, mojutades rakkude proliferatsioonilise kompetentsuse
omandamist ja aidates seda siilitada (Ohbayashi et al. 2011). Knock-out mutantide
analliisimisega on nididatud, et Rid2 on miiiirloogas essentsiaalseks valguks (Ohbayashi et al.
2011). Erinevalt Bud23 valgust Rid2 metiilatsioonilise aktiivsuse kohta seni andmed
puuduvad. Bud23 ja Rid2 valk lokaliseeruvad rakus WBSCR22 valgust erinevalt —
WBSCR22 asetseb difuusselt tuumas (Nakazawa et al. 2010; Ounap et al. 2013), samas Kkui
Bud23 ja Rid2 valgud kogunevad tuumakesse (White et al. 2008; Ohbayashi et al. 2011).

1.5. Trm112 valk, inimese TRMT112 valgu homoloog parmis S. cerevisiae

Pagariparmi Trm112 (tRNA methyltransferase 11-2, tRNA metiiiiltransferaas 11-2,
slistemaatilise nimega YNRO046W) on viike tsinksdrm domeeni omav valk suurusega 15 kDa
(Purushothaman et al. 2005; Mazauric et al. 2006). Trm112 koosneb 135 aminohappest ning
valgu isoelektriline punkt on 4,45 (Saccharomyces Genome Database). Trm112 valk koosneb
kahest domeenist, tema n-6 tsinksdrmed asuvad N- ja C-terminaalsetes osades (aminohapped
1-30 ja 107-135; Purushothaman et al. 2005). Tsinksdrm domeenid koosnevad neljast
tsiisteiinijadgist ja nende vahel olevatest kindla suurusega vahejérjestustest ning nad on oma
nime saanud sdrme meenutava sekundaarstruktuuri tottu (Purushothaman et al. 2005;
Mazauric et al. 2006). Nimetatud regioonid on konserveerunud nii eukariiootides, arhedes ja
bakterites (Purushothaman et al. 2005). Teine, tsentraalne helikaalne domeen (aminohapped
31-106) on konserveerunud ainult eukariiootides (Purushothaman et al. 2005; Heurgué-
Hamard et al. 2006).

Kuna parmirakud, milles Trm112 geen on defektne, on kiill eluvoimelised, kuid viga aeglase
kasvufenotiiiibiga, on tegemist pagariparmi jaoks essentsiaalse geeniga (Saccharomyces
Genome Database, Mazauric et al. 2006). Praeguseks on teada, et Trm112 on oluline nii
ribosoomi  vidikese kui ka suure subithiku  biogeneesil, omades mitmeid
interaktsioonipartnereid (vt joonis 2; Purushothaman et al. 2005; Heurgué-Hamard et al.
2006; Mazauric et al. 2006; Liger et al. 2011; Figaro et al. 2012; Sardana and Johnson 2012).
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Trm9-Trm112 kompleks kataliiiisib metiiiilriihma liitmist mdnede tRNA-de (tRNARCUCY) ja
tRNAC-YUYC)  \wobble paardumises olevale uridiinijééigile positsioonis 34 (tekib 5-
metoksiikarboniiiilmetiiiil-uridiin, mecm®U34), mis on vajalik translatsiooni elongatsioonil aset
leidvaks koodonite dekodeerimiseks (Kalhor and Clarke 2003; Mazauric et al. 2006; Studte et
al. 2008; Torres et al. 2014). Need modifitseeritud tRNA-d on spetsiifiliseks sihtmargiks
Kluyveromyces lactis-e poolt toodetavale spetsiifilisele tRNA toksiinile ziimotsiinile
(zymocin; Studte et al. 2008), seega votab U34 modifikatsiooni osa parmiraku stressivastuse
tekkest.

Trm11-Trm112 kompleks metiileerib nii in vivo kui in vitro tRNA-des guanosiini positsioonis
10 (M*G10) ning nimetatud modifikatsioon suurendab tRNA-de stabiilsust (Purushothaman et
al. 2005; Mazauric et al. 2006). In vivo ja in vitro moodustub Bud23-Trm112 kompleks, mis
votab osa 40S subiihikute biogeneesist ning sarnaselt Bud23 deletsioonile on ka Trm112
deletsioonil on héiritud ka G1575 metiilatsiooni teke (Figaro et al. 2012; Sardana and Johnson
2012). Mtg2-Trm112 kompleks on vajalik eRF1-eRF3-GTP (parmis Sup45-Sup35-GTP)
kompleksi tekkeks (Stansfield et al. 1995; Heurgué-Hamard et al. 2005; Polevoda et al. 2006).
Mtq2 on essentsiaalne tsiitoplasmaatilise eRF1 wvalgu konserveerunud GGQ motiivi
glutamiinijddgi metiilatsiooniks (Heurgué-Hamard et al. 2005; Heurgué-Hamard et al. 2006;
Polevoda et al. 2006).

Trm112 valk on nii Trm9-Trm112, Trm11-Trm112 ja Mtg2-Trm112 valkude kompleksides
kataliiiitiliseks subtihikuks (Liu et al. 2010; Liger et al. 2011). Trm112 vastutab enda
interkatsioonipartnerite dige voltumise ja stabiilsuse ning seeldbi ka metiiiiltransferaasse
aktiivsuse eest (Purushothaman et al. 2005; Heurgué-Hamard et al. 2006; Mazauric et al.
2006; Figaro et al. 2008; Graille et al. 2012). Erinevad interaktsioonipartnerid konkureerivad
Trm112 valguga seondumise pérast ning nimetatud valk interakteerub kdikide oma eelpool
nimetatud interaktsioonipartneritega eraldi, mitte ei teki pentameerset Trm112-Trm11-Trm9-
Mtqg2-Bud23 valkkompleksi (Purushothaman et al. 2005; Studte et al. 2008). Seetottu ei saa
Trm112 tekitada rakus ka pikaajalisi stabiilseid komplekse, kuna Trm112 valku on iihes rakus
umbes 4800 molekuli, samas kui Mtg2, Bud23, Trm9 ja Trm11l molekule kokku on umbes
8900 (Ghaemmaghami et al. 2003). Lisaks on Trm112 interaktsioonipartnerite hulk kas voi
osaliselt soltuv rakus oleva Trm112 valgu hulgast (Figaro et al. 2012; Sardana and Johnson
2012).
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Joonis 2. Trm112 valgu interakstioonipartnerid. Metiililtransferaasid Mtq2, Trm9 ja Trmll
votavad osa translatsiooni eri aspektidest ning Trm112 valk stabiliseerib neid interaktsioone. Trm112
omab rolle nii 40S kui ka 60S subiihikute biosiinteesis, interakteerudes Bud23, Ecm16/Dhrl, Rpr2,
Rpr5, Nop2 ja Reml valkudega. Lisaks votab Trm112 osa kromatiini remodelleerimisest mitoosis ja
liisiini  biosiinteesirajast, interakteerudes vastavalt Sfhl ja Lys9 valkudega. On tdhendatud ka

interaktsiooni metiiiiltransferaasiga Mtc6/YHR151c, kuid viimase funktsioon rakus on teadmata.

Trm112 valk interakteerub in vivo Nop2 ja Rem1 valkudega, mis molemad on seotud 60S
subiihikute biogeneesiga (Sardana and Johnson 2012; Sharma et al. 2013). Nop2 on
tuumakese metiiiiltransferaas, mida on vaja 60S subiihikul 27S pre-rRNA protsessinguks,
Reml1 (YNLO22C) on arvatavasti rRNA metiiiiltransferaas, mis on lihedases suguluses Nop2
valguga (Sharma et al. 2013). Trm112 interakteerub ka viikese subithiku (small subunit,
SSU) protsessoomiga assotsieerunud DEAH-box RNA helikaasi Dhrl/Ecm16 valguga, mis

asub tuumakeses ning on vajalik 18S rRNA siinteesiks (Krogan et al. 2004; Krogan et al.
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2006; Graille et al. 2012). Dhrl valk on seotud pre-rRNA restruktureerimisega (Liiking et al.
1998; Colley et al. 2000). Trm112 interakteerub ka trans-faktoritega, mis on seotud nii
véikese kui ka suure subiihiku siinteesiga, nt Rpr5 ja Rpr2 (Figaro et al. 2012).

Lisaks on niidatud, et Trm112 interakteerub Lys9, Sthl ja Mtc6 (siistemaatilise nimega
YHR151c) valkudega (Ramos et al. 1988; Yu et al. 2008). Lys9 on sahharopiini
dehiidrogenaas, mis votab osa liisiini biosiinteesi rajast (Storts and Bhattacharjee 1987; Studte
et al. 2008). Sfthl on kromatiini struktuuri remodelleerimisega tegelev valk, mis on seega
vajalik nii transkriptsioonil kui ka normaalse mitoosi toimumiseks ning on niidatud, et
Trm112 on Sfhl valgu positiivne regulaator (Hsu et al. 2003; Mazauric et al. 2006).
Mtc6/YHR151c omab metiiiiltransferaasset domeeni, kuid nimetatud valgu funktsiooni kohta

rakus andmed puuduvad (Ramos et al. 1988; Purushothaman et al. 2005).

Trm112 valgu homolooge on leitud koikidest eukariiootsetest mudelorganismidest, sh riisist
(Oryza sativa) kuni inimeseni (Hu et al. 2010). Inimeses kodeerib parmi Trm112 valgu
homoloogi TRMT112 valku 11g13.1 geenipiirkond (Genecards). Gu et al. (2012) leidsid, et
TRMT112 valk voib olla hiire embriionaalses arengus essentsiaalseks geeniks, mis
ekspresseerub paljudes eri organites, omades rolle nii aju, nérvisiisteemi ja erinevate organite

kudede arengus.

Trm112 valgu funktsionaalne homoloog miiiirloogas (Arabidopsis thaliana) on valk SMO2
(small organ 2), mida on vaja taimeorganite kasvuks. Defektse SMO2 geeniga mutandil on
vihenenud rakkude jagunemine lehtede ja juurte kasvu ajal, kuid rakkude
diferentseerumisvdime ei ole mdjutatud (Hu et al. 2010). See on tingitud sellest, et SMO2 on
vajalik organogeneesi ajal rakkude G,-M faasi progressiooniks (Hu et al. 2010). SMO2 valgu
ekspressioon parmis komplementeerib vigast Trm12 geeni, kompenseerides monevorra

Trm112 geeni vaigistamisel tekkivat kasvudefekti (Hu et al. 2010).

1.6. Ribosoomide biogenees

Ribosoomide biogenees on kompleksne protsess, mis eukariiootses rakus saab alguse
rakutuuma sees asuvas kompartmendis, tuumakeses. Ribosoomide siintees algab
poliitsistroonse pre-rRNA siinteesiga rDNA tandeemsetelt kordusjarjestustelt (Zemp and
Kutay 2007; Wild et al. 2010). Ribosoomide valmimine algab tuumakeses
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kotranskriptsiooniliselt ja ribosoomide siinteesist votab osa iile 200 ribosoomi koostisesse
mittekuuluva valgu ehk trans-faktori (Fatica and Tollervey 2002; Panse and Johnson 2010;
Thiry et al. 2011). Pre-ribosoomid eksporditakse 1dbi tuuma poori komplekside ning alles

tsiitoplasmas saavutavad nad funktsionaalsuse (Thiry et al. 2011).

Tuumakeses transkribeerib RNA poliimeraas I ribosomaalsele RNA-le vastavaid geene nii, et
tekivad pikad prekursormolekulid — pre-rRNA-d (Schifer et al. 2003; Thiry et al. 2011).
Asjasiinteesitud pre-rRNA moodustab koos trans-faktorite ja ribosomaalsete valkudega 90S
pre-ribosoomi, mis 15igatakse pre-60S ja pre-40S partikliteks (Vanrobays et al. 2001; Zemp
and Kutay 2007; Phipps et al. 2011). RNA poliimeraas I produtseerib 35S/47S (vastavalt
parmis ja inimeses) primaarse transkripti, mida protsessitakse ldbi keerulise ekso- ja
endoribonukleotiiiitilise kaskaadi, luues kolm funktsionaalset rRNA-d: 18S (40S subiihiku
o0sa) ning 5.8S ja 255/28S rRNAs (60S subiihiku osad; Udem and Warner 1973; Brand et al.
1977; Lafontaine et al. 1995; White et al. 2008). Neljas rRNA — 5S rRNA — transkribeeritakse
RNA poliimeraas III poolt (Lafontaine et al. 1995; Thiry et al. 2011).

Tekkinud pre-rRNA molekulid 1dbivad mitmeid keerulisi nukleosiidide modifikatsioone enne,
kui ekso- ja endonukleaasid 16ikavad rRNA suureks ja viikeseks subiihikuks (Bachellerie et
al. 2002). Nendest levinumad on 2’-O-riboosi metiilatsioon ja pseudouridiilatsioon ning
nimetatud modifikatsioonide tekkekohad korreleeruvad ribosoomi funkstionaalsaitidega
(Bachellerie et al. 2002; Decatur and Fournier 2002). Pseudouridiin ehk 5-ribosiiiiluratsiili
moodustavad  uridiini  isomerisatsioonil  spetsiifilised  pseudouridiini  siintaasid.
Metiilatsioonireaktsioonil on metiiiilrithma doonoriks tavaliselt S-adenosiiiilmetioniin (SAM;

Martin and McMillan 2002).

Nukleoplasmat lébivate pre-40S partiklitega toimub suhteliselt védhe struktuurseid
timberkorraldusi ja nende eksport tsiitoplasmasse toimub Kiiremini, vdrreldes pre-60S
partiklitega (Udem and Warner 1973; Strunk and Karbstein 2009). Tuumast eksporditav pre-
40S subiihik koosneb 20S rRNA-st, vdikese subiihikuga seotud valkudest ja vdhesel hulgal
trans-faktoritest (Brand et al. 1977). 20S subiihiku protsessimiseks funktsionaalseks 18S
subiihikuks on vaja Rrp10 (ribosomaalse RNA protsessingu valk number 10, ribosomal RNA
processing #10, vanema nimega Riol) valku ja dimetiiiiltransferaasi Dim1 (Vanrobays et al.
2001; Gavin et al. 2002; Schifer et al. 2003). Diml on ldmmastikaluseid metiileeriv

metiililtransferaas, mille poolt teostatav dimetiilatsioon pole héddavajalik ribosoomide
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biogeneesi ega funktsiooni omandamiseks, kuid see voib olla vajalik translatsiooni tdpsemaks

toimumiseks (Lafontaine et al. 1998).

Pre-rRNA-de protsessimine funktsionaalseteks 18S rRNA-deks leiab aset peamiselt
rakutuumas, kuid viimane 18S rRNA l1oikamine 3’ otsast toimub tsiitoplasmas.
Imetajarakkudes nimetatakse tsiitolplasmasse viidud 18S rRNA prekursorit 18S-E pre-rRNA-
ks (Rouquette et al. 2005).
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Alates 2009. aastast on Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis kdinud uuringud, et selgitada
vilja WBSCR22 funktsioon ja iilesanne rakus. Mdistmaks taielikult valgu rolli rakus, on vaja
uurida ka tema interaktsioone teiste rakus paiknevate molekulidega. Lihtudes varasemalt
tehtud teadusartiklitest ning meie laboris saadud katsetulemustest (Ounap, avaldamata
andmed), leiti, et WBSCR22 interakteerub TRMT112 wvalguga - mitmete
metiitiltransferaaside aktiivsust kontrolliva chaperon-valguga, mis omab translatsiooni eri

aspektide reguleerimises olulist rolli.

T66 eesmirgiks oli uurida WBSCR22 ja tema mutantsete valkude ning TRMT112 valgu
vahelist interaktsiooni imetajarakus. To6 hiipoteesiks oli, et WBSCR22 ja TRMT112 valgud
on rakus stabiilses kompleksis ning TRMT112 iilesandeks on kontrollida WBSCR22 valgu
aktiivsust rakus. To6 hiipotees tulenes varasemalt parmis WBSCR22 ja TRMT112
homoloogidega (vastavalt Bud23 ja Trm112) tehtud uuringutest ja meie laboris saadud
proteoomika katsete (stable isotope labelling by amino acids in cell culture, SILAC)

tulemustest.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Plasmiidid

WBSCR22 valgu uurimiseks kasutati kahte tiitipi ekspressiooniplasmiide — {ihed pdhinevad
pCG vektoril, teised pEGFP vektoril. Plasmiidilt pQM-NTag-WB22 (Ounap et al. 2013)
ekspresseeritakse WBSCR22 valgu N-terminaalses osas on BPV1 E2 valgust périnevat
epitoopi E2Tag (aminohappeline jirjestus on SSTSSDFRDR). See véimaldab WBSCR22
valgu detekteerimist kasutades E2 epitoop-tag-i vastast antikeha 5E11 (Kurg et al. 1999).
EGFP vektoril pohinevad plasmiidid kodeerivad uuritava jérjestuse N-terminuses EGFP-d

(Enchanced Green Fluorescent Protein) ehk voimendatud roheliselt fluorestseeruvat valku.

Toos kasutati lisaks pQM-NTag-WB22-le veel Kadri Ounapi poolt konstrueeritud pQM-
E2Tag-WBSCR22-K112T115AA, pQM-E2Tag-WBSCR22-D117A, pEGFP-WBSCR22,
pEGFP-WBSCR22-K112T115AA, pEGFP-WBSCR22-D117A ning Lilian Leetsi poolt
konstrueeritud pEGFP-WBSCR22-38CTD konstrukte. Lisaks kasutati kontrollidena
plasmiide pEGFP-C1 (Clontech) ja pQM-mCherry (konstrueeritud Reet Kure poolt).

TRMTI112  valgu uurimiseks kasutati Kadri  Ounapi  poolt  konstrueeritud
ekspressiooniplasmiidi  pQM-TRMT112-mCherry, millelt ekspresseeritakse punaselt
fluoestseeruvat liitvalku TRMT112-mCherry.

2.2.2. Eukariiootsed rakud

Antud t60s on kasutatud inimese emakakaelavidhi rakuliini HelLa, mida kasvatati IMDM
(Iscove-i muudetud Dulbecco soédde, Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Naxo OU)
s60tmes, kuhu oli eelnevalt lisatud L-glutamiin ja 25 mM HEPES. IMDM so66tmele lisati
10% veise loote seerumit (fetal calf serum, FCS) ning antibiootikumid penitsilliin
(Ioppkontsentratsioon 100 U/ml) ja streptomiitsiin (I6ppkontsentratsioon 100 ug/ml). Rakke
inkubeeriti inkubaatoris 37°C ja 5% CO, sisaldusega keskkonnas (Sanyo CO, incubator).
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2.2.3. Eukariiootsete rakkude transfektsioon elektroporatsiooni teel

HelLa rakkude transfektsiooniks kasutati elektroporatsiooni meetodit. Umbes 80% konfluentseid
Hel a plaate pesti PBS-ga (fostaadiga puhverdatud soolalahus, phosphate buffered saline) ning
seejarel eemaldati rakud plaadilt triipsiiniga. Rakususpensioon kanti tsentrifuugitopsi, kuhu oli
eelnevalt lisatud triipsiiniga vordses koguses soodet. Rakke tsentrifuugiti 1000 rpm 5 minutit
20°C juures (Eppendorf Centrifuge 5810R) ja seejirel resuspendeeriti so6tmes, mis sisaldas 5 mM
BesNa puhvrit (pH 7,5). Elektroporatsioonil kasutatavatesse kiivettidesse pipeteeriti 50 pg salmon
sperm carrier DNA-d, sobivas koguses plasmiidset DNA-d ning 250 pl rakususpensiooni.
Transfekteerimiseks kasutati elektroporaatorit Bio-Rad GenePulser Xcell, mis oli seadistatud
jargnevatele tingimustele: pinge 220 V, mahtuvus 975 pF ja kiivett 4 mm. Pédrast poratsiooni
inkubeeriti eletroporatsioonikiivettides olevaid rakke 15 minutit inkubaatoris (37°C, 5% CO,
keskkond). Seejérel kanti rakud tsentrifuugituubidesse, kuhu oli eelnevalt lisatud 3 ml s66det,
ning tsentrifuugiti 1000 rpm 5 minutit 20°C juures. Supernatant aspireeriti, rakud suspendeeriti
sobivas koguses s60tmes ning kanti 60 mm voi 6-well koekultuuri plaatidele. HeLa rakke

kasvatati parast transfektsiooni 37°C juures 5% CO;, keskkonnas.

2.2.4. Konfokaalmikroskoopia

Rakkude uurimiseks konfokaalmikroskoobiga tehti HelLa rakkudele transfektsioon
elektroporatsiooni teel vastavalt eelkirjeldatud protokollile. Parast viimast tsentrifuugimist
voeti rakud tiles 1 ml IMDM so66tmes, millest 20 pl rakususpensiooni kiilvati 8-kambrilisele
alusklaasile Lab-Tek™ Chambered Coverglass w/cvr 8 well (Thermo Scientific) ning
tilejadnud rakud kanti 60 mm koekultuuri plaatidele. Rakke kasvatati inkubaatoris 37°C 5%
CO, keskkonnas. 24 ja 48 tunni pérast analiiiisiti uuritavate valkude lokalisatsiooni rakus,

kasutades konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM710 (ZEISS) ja 63x vesiimmesioonobjektiivi.

2.2.5. Proteaasi inhibiitori MG-132 lisamine eukariiootsetele rakkudele

24 tundi parast Hela rakkude transfektsiooni elektroporatsiooni teel (transfekteeriti 500 ng
DNA, pEGFP-C1 plasmiidi puhul 250 ng), pipeteeriti rakkude peal olevasse sdOGtmesse
proteaasi inhibiitorit MG-132 nii, et iihel plaadil oli MG-132 16ppkontsentratsiooniks 2 uM ja
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teisel plaadil SuM. Jérgnevalt asetati plaadid inkubaatorisse 37°C 5% CO, keskkonda 16

tunniks, parast mida analiiiisiti rakke kasutades ldbivoolutsiitomeetria analiisaatorit.

2.2.6. Labivoolutsiitomeetria

Rakkude kogumiseks pesti plaate PBS-ga ning koguti rakud PBS/3 mM EDTA-ga. Seejarel
kanti rakud 1,5 ml tsentrifuugitopsidesse ja tsentrifuugiti 4000 rpm 5 minutit lauatsentrifuugis
Sigma 1-14 (Sigma). Rakkude sade suspendeeriti PBS-s ning tsentrifuugiti uuesti
lauatsentrifuugis samadel tingimustel. Rakusade suspendeeriti PBS-s ning pipeteeriti
labivoolutsiitomeetria analiiiisituubi. Rakkude analiilisimiseks kasutati ldbivoolutsiitomeetrit
(FACS — fluorescsence activated cell sorter) BD LSRII (BD Biosciences) ning tarkvara
FACSDiva (BD Biosciences).

2.2.7. Rakutsiikli analiiiis kasutades libivoolutsiitomeetriat

Eelneval péeval transfekteeriti elektroporatsiooni teel rakkudesse 500 ng uuritavat DNA-d
(PEGFP-C1 plasmiidi puhul 250 ng) ning 24 tunni parast koguti rakud kokku pestes plaate
PBS-ga ning seejdrel lisati plaatidele PBS/3mM EDTA lahust, millega rakud plaadilt lahti
tulid. Rakususpensioon viidi puhtasse 1,5 ml tsentrifuugi tuubi ning tsentrifuugiti 5 minutit
300 xg (Sigma 4K15). Rakud pesti taaskord PBS-ga ning tsentrifuugiti samadel tingimustel.
Seejarel suspendeeriti rakud 100 ul PBS-s ning rakkude fikseerimiseks lisati suspensioonile
aeglastel vorteksi pooretel tilkhaaval 900 pl kiilma 80% etanooli. Rakke inkubeeriti 30
minutit jadl ning tsentrifuugiti 5 minutit 300 xg. Rakud pesti PBS-ga ning tsentrifuugiti uuesti
samadel tingimustel. Rakusade voeti tiles 500 pl PBS lahuses, millele oli lisatud RNaas A
(I6ppkontsentratsiooniga 200 pg/ml) ja propiidiumjodiid (PI, Idppkontsentratsiooniga 50
pg/ml), ning rakke inkubeeriti 40 minuti jooksul pimedas ja toatemperatuuril. HeLa rakkude
analliiisiks  kasutati  ldbivoolutsiitomeetrit BD LSRIl ning tarkvara FACSDiva.

Propiidiumjodiidile vastab ldbivoolutsiitomeetria analiisaatoril 7-amino-aktinomiitsiin D
(7TAAD).
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2.2.8. Western blot

Rakkude kogumiseks pesti plaate PBS-ga ning suspendeeriti rakud lahti PBS/3 mM EDTA-ga.
Seejarel koguti rakud 1,5 ml tsentrifuugitopsidesse ja tsentrifuugiti 4000 rpm 5 minutit
lavatsentrifuugis Sigma 1-14. Rakusade suspendeeriti PBS-s, secjdarel kanti 10 pul
rakususpensiooni uude 1,5 ml tsentrifuugituubi ning moddeti rakkude arv lahuses, lisades 10
ul 0,4% Trypan Blue stain varvi (Life Technologies) ning rakkude loendamiseks kasutati
Invitrogen Countess™ automated cell counter rakulugejat. Ulejiinud rakusadet tsentrifuugiti
uuesti samadel tingimustel. Seejdrel suspendeeriti rakud PBS-s ja liiisiti lisades PBS-ga
vordses mahus 2x Laemmli puhvrit (4% SDS; 20% gliitserool; 120 mM Tris pH 6,8; 0,01%
broomfenoolsinine, 100 mM DTT) nii, et rakke oleks 15000 rakku/ul. Valguliisaatide

denatureerimiseks kuumutati proove 10 minutit 100°C juures.

Valgud lahutati SDS — poliiakriiiilamiid geelelektroforeesil (SDS-Page) kasutades 12%
poliiakriitilamiidgeeli ja 1xSDS puhvrit (125 mM Tris; 960 mM gliitsiin; 0,5% SDS) ning
kanti iile PVDF (poliiviniilideendifloriid, polyvinylidene difluoride) membraanile (Immobilon-
P Millipore 0,45um) semy-dry blotting meetodil 25 minutit 15 V pinge juures (Bio-Rad
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell). Pérast {ilekannet asetati membraan iile66 4°C juurde
blokeerimislahusesse (5% 10ssipulber; 1x TBS; 0,05% Tween 20). Jargneval péeval
inkubeeriti membraani 1 tund 5E11 antikeha (Icosagen; lahjendus 1:10000) sisaldavas lahuses
(1% 1dssipulber; 1xTBS; 0,05% Tween 20) loksutil ning pesti 3 korda 10 minutit Westerni
pesulahusega (100 mM Tris pH 7,5; 170 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Seejirel lisati
sekundaarne antikeha goat anti-mouse HRP (LabAs AS; lahjendus 1:10000) ning pesti 3 korda
10 minutit Westerni pesulahusega. Antikehade signaal detekteeriti ECL™ kit-ga (GE

Healthcare), kasutades tootjapoolset protokolli ning ilmutati rontgenfilmile.
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2.3. Tulemused

2.3.1. WBSCR22 valk muudab TRMT112 lokalisatsiooni rakus

Varasemalt on ndidatud, et enamus rakus olevast WBSCR22 valgust lokaliseerub difuusselt
raku tuumas (Nakazawa et al. 2010; Ounap et al. 2013). TRMT112 valgu paiknemise kohta
imetajarakus andmed puuduvad, kuid pagaripirmis on néidatud, et 51% kogu rakus olevast
Trm112 valgust paikneb tsiitoplasmas (Towns and Begley 2012). T66 eesmargiks oli uurida
WBSCR22 valgu ekspressiooni ja lokalisatsiooni koos TRMT112 valguga. Selleks
konstrueeriti erinevad plasmiidid nii, et WBSCR22 valgu suhtes N-terminaalselt asuks EGFP
valku kodeeriv ala ning TRMT112 valku sisaldavasse plasmiidi viidi C-terminaalselt sisse
mCherry valku kodeeriv jarjestus (konstruktide skeemid joonisel 3). EGFP on roheliselt
fluorestseeruv valk, mida ergastab lainepikkus 489 nm ja emissioonispektri tipuks on 511 nm
(Fluorophores). mCherry on seevastu punaselt fluorestseeruv valk, mis ergastub lainepikkusel
587 nm ja kiirgab 610 nm (Fluorophores). Eeldusel, et liitvalkude fluorestsentsispekter on
ligikaudu sama, kui fluorestseeruvatel valkudel iiksi, sai uurida liitvalkude EGFP-WBSCR22
ja  TRMT112-mCherry  ekspressiooni  ja  lokalisatsiooni  elusrakus, kasutades

konfokaalmikroskoopiat.

WBSCR22 ja TRMT112 valkude lokalisatsiooni uurimiseks kasutati HeLa rakke, milledesse
transfekteeriti elektroporatsiooni teel 1 pg uuritavaid ekspressiooniplasmiide. pEGFP-C1
plasmiid transfekteeriti 500 ng, sest varasemalt on tihendatud EGFP valgu vdga korget
ekspressioonitaset ka viikeste DNA koguste korral. 24 tunni pérast elektroporatsiooni uuriti

rakke konfokaalmikroskoobis, tulemused on vilja toodud joonisel 4.

Joonis 4 niitab, et EGFP valk lokaliseerus iile terve raku, samas kui EGFP-WBSCR22
kogunes peamiselt rakutuuma ning osades rakkudes tahendati ka akumulatsiooni tuumakesse.
mCherry valk iiksinda lokaliseerus iile kogu raku nagu ka TRMT112-mCherry liitvalk.
Ekspresseerides koos EGFP-WBSCR22 ja TRMT112-mCherry valke, relokaliseerus
TRMT112 valk raku tuuma. Sellest voib jareldada, et need kaks valku interakteeruvad
omavahel ja WBSCR22-TRMT112 valkude kompleks paikneb raku tuumas, kusjuures
WBSCR22 relokaliseerib TRMT112 valgu raku tuuma.
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Joonis 3. Toos kasutatud valkude skemaatilised joonised. Joonisel on vilja toodud EGFP-
WBSCR22, EGFP-WBSCR22-K112T115AA, EGFP-WBSCR22-D117A, EGFP-WBSCR22-38CTD

ja TRMT112-mCherry ekspressiooniskeemid. MTD — metiiiiltransferaase domeen (methyltransferase

domain). CTD - karboksii-terminaalne domeen (C-terminal domain). NLS - tuuma
lokalisatsioonisignaal (nuclear localisation signal). EGFP — enchanced green fluorecent protein-i
kodeeriv ala, mis lisati WBSCR22 valku kodeeriva ala N-terminaalsesse osasse. Noolega on téhistatud
EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A mutantidel muudetud aminohapped,
vastavalt 112. positsioonis olev Lys (K) ja 115. positsioonis olev Thr (T) muudetud alaniinideks (Ala,
A) ning 117. positsioonis olev Asp (D) samuti Ala-ks. TMRT112 valku kodeeriva ala C-

terminaalsesse otsa lisati mCherry valku kodeeriv ala.

WBSCR22 ja TRMT112 vahelise interaktsiooni uurimiseks loodi kaks mutanti Sardana and
Johnson (2012) poolt kirjaldatud Bud23RSD mutandi alusel, kus positsioonides 107, 110 ja
112 asuvad aminohapped olid muteeritud (vastavalt Arg, Ser ja Asp olid muudetud
aminohapeteks Leu, Ala, Glu). Nimetatud aminohapetele vastavad inimese WBSCR22 valgus
positsioonides 112, 115 ja 117 asuvad Lys, Thr ja Asp (Kéasper 2010). Kédesolevas to0s
kasutati kahte erinevat mutantset WBSCR22 valku: WBSCR22-K112T115AA, kus 112.

positsioonis olev Lys (K) ja 115. positsioonis olev Thr (T) olid muudetud alaniinideks (Ala,
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A), ning WBSCR22-D117A, kus 117. positsioonis olev Asp (D) oli muudetud samuti Ala-ks.
Inimese WBSCR22 valgu 117. positsioonis olev Asp on evolutsiooniliselt viga tugevalt

konserveerunud, samas kui 112. ja 115. positsioonides olevad Lys ja Thr on veidi vihem

konserveerunud.
EGFP-WBSCR22
EGFP- TRMT112- i
EGFP WBSCR22 mCherry mCherry TRMT!112-mCherry

EGFP-WBSCR22-

EGFP- K112T115AA EGFP- EGFP-WBSCR22-D117A
WBSCR22- 7 WBSCR22- +
KII12T115AA TRMT112-mCherry DII7A TRMT112-mCherry

> B

Joonis 4. EGFP-WBSCR22 ja WBSCR22 valgu mutantide (EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja
EGFP-WBSCR22-D117A) ekspressioon iiksi ning koos TRMT112-mCherry liitvalguga HelLa
rakuliinis. EGFP on roheliselt fluorestseeriv valk, mCherry punaselt fluorestseeriv valk. Paneelil 1 on
vilja toodud EGFP (A), EGFP-WBSCR22 (B), mCherry (C) ja TRMT112-mCherry (D) valkude
ekspressioonid tiksi ning EGFP-WBSCR22 lokalisatsioon koos TRMT112-mCherry liitvalguga (E).
Paneelil 2 on esitatud EGFP-WBSCR22-K112T115AA (F) ja EGFP-WBSCR22-D117A (H)
ekspressioon iiksi ja koos TRMT112-mCherry valguga (vastavalt G ja I). Analiiiisi tegemiseks kasutati
konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM710.

Jooniselt 4 on ndha, et EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A

liitvalgud lokaliseerusid molemad valdavalt raku tuuma. Ekspresseerides mutantsete

26



WBSCR22 valkudega koos TRMT112-mCherry konstrukti, relokaliseerus ikkagi enamus
tsiitoplasmas paiknevast TRMT112 valgust iimber raku tuuma. Seega on isegi mutantsetel
WBSCR22 valkudel olemas vdime interakteeruda TRMT112 valguga.

2.3.2. Wild-type WBSCR22 valgu stabiilsus rakus erineb mutantsetest WBSCR22

valkudest

Konfokaalmikroskoobiga saadud tulemusi analiilisides pandi tdhele, et WBSCR22 valgu
mutantide ekspressioon oli ndorgem kui EGFP-WBSCR22 valgul. Uurimaks edasi nende
valkude ekspressiooni, transfekteeriti HeLa rakkudesse elektroporatsiooni teel 500 ng DNA-d
(PEGFP-C1 plasmiidi puhul 250 ng) ning 24, 48 ja 72 tundi pérast transfektsiooni analiiiisiti
rakkudes valgu EGFP-liitvalkude ekspressioonitaset, kasutades ldbivoolutsiitomeetriat.

Negatiivse kontrollina kasutati pEGFP-C1 plasmiidiga transfekteeritud HelLa rakke.

Jooniselt 5 on ndha, et EGFP-WBSCR22 ja WBSCR22 mutantsete valkude
ekspressioonimaksimum oli 24 tundi pérast transfektsiooni. Mutantseid EGFP-WBSCR22-
K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valke ekspresseerivate rakkude hulk langes
jarsult — 48 tunni moodudes oli mutantseid WBSCR22 valke ekspresseerivate rakkude hulk
langenud {ile kahe korra ning 72 tunni méddudes oli neid rakke koigest ligikaudu 10% algsest
rakkude arvust. Seevastu EGFP-WBSCR22 liitvalgu ekspressioon 48 tundi pérast
transfektsiooni niitas vaid kerget langustrendi, kuid 72 tundi pérast transfektsiooni on EGFP
positiivsete rakkude hulk véhenenud ligi kolm korda. Seega vidhenes mutantseid WBSCR22
valke ekspresseerivate EGFP positiivsete rakkude hulk ajas kiiremini kui EGFP-WBSCR22
valku ekspresseerivate rakkude hulk, mis nditab nende valkude ekspressioonitasemete

erinevust.

Uurimaks, kuidas muutub EGFP intensiivsus nii wild-type WBSCR22 kui mutantsetel
valkudel ajas, transfekteeriti HelLa rakkudesse 500 ng uuritavaid plasmiide. Negatiivse
kontrollina kasutati pEGFP-C1 plasmiidi, mida transfekteeriti 250 ng. 24, 48 ja 72 tunni
parast moddeti ldbivoolutsiitomeetria analiisaatoriga rakkude EGFP intensiivsust. Katsete

tulemused on toodud joonisel 6.
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Joonis 5. EGFP-WBSCR22 ja WBSCR22 mutantide (EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-
WBSCR22-D117A) positiivsete rakkude hulga muutus ajas (24-72 h). EGFP on vdetud
negatiivseks kontrolliks ning graafikul on toodud lébivoolutsiitomeetriga sooritatud analiiiisist saadud
EGFP positiivsete rakkude keskmised protsendid vorreldes valitud populatsiooniga. Veapiiridena on

néidatud arvutatud standardhélve.

EGFP-WBSC22 valgu puhul toimus 24 ja 48 tunni ajapunktide vahel ligikaudu kolmekordne
EGFP intensiivsuse langus, mis 48 ja 72 tunni ajapunktide vahel langes veelgi (joonis 6).
Mutantsete EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valkude EGFP
intensiivsused langesid ka 24 ja 48 tundi pérast transfektsiooni, olles madalamad kui EGFP-
WBSCR22 valgul, kuid 72 tunni ajapunkti saabudes toimus molematel mutantidel EGFP
intensiivsuse véike tous, mida ei saa pidada aga statistiliselt oluliseks. Saadud tulemused
annavad aluse jireldada, et mutante ekspresseeritakse rakus vdhem kui EGFP-WBSCR22
valku. Samas ei ole teatud kogusest mutantsete WBSCR22 valkude rakus hoidmine rakule
kahjulik ning neid ei lagundata enam nii aktiivselt kui EGFP-WBSCR22 valku.
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Joonis 6. EGFP-WBSCR22 ja WBSCR22 mutantide (EGFP-WBSCR22-K112T115AA, EGFP-
WBSCR22-D117A) EGFP intensiivsuste muutus ajas (24-72 tundi pirast transfektsiooni).

Veapiiridena on esitatud arvutatud standardhalved.

Uurimaks, kas ja kuidas eelnevate katsete tulemused on seotud transfektsiooni teel sisse
viidava DNA hulgaga, viidi transfektsiooni teel HelLa rakkudesse 100, 500 ja 2500 ng
uuritavaid plasmiide. Negatiivse kontrollina kasutati EGFP ja EFGP-WBSCR22-38CTD
valke kodeerivaid plasmiide. EGFP-WBSCR22-38CTD on mutantne liitvalk, mille puhul on
WBSCR22 valgu 38 karboksii-terminaalset aminohapet kodeeriv ala on kloneeritud EGFP
valku kodeeriva ala jarele (skeem joonisel 3). Nimetatud valk lokaliseerub raku tuumas,
akumuleerudes raku tuumakestesse, kuid ei relokaliseeri TRMT112 valku raku tuuma
(esitamata andmed). 24 tunni moddudes analiiiisiti rakke ldbivoolutsiitomeetria analiisaatoriga

ning katse tulemused on vélja toodud joonisel 7.
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Joonis 7. Keskmine EGFP intensiivsus raku kohta sdltub rakkudesse transfekteeritava DNA
hulgast (100, 500, 2500 ng). Esitatud on EGFP, EGFP-WBSCR22, EGFP-WBSCR22-K112T115AA,
EGFP-WBSCR22-D117A ja EGFP-WBSCR22-38CTD konstruktide graafikud, kus y teljel on
rakkude arv (count) ja x teljel rakkude EGFP (joonisel tdhistatud kui FITC ehk fluoresteiin
isotiotstianaat, fluorescein isothiocyanate) intensiivsus logaritmilises skaalas.
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EGFP-WBSCR22 valgu puhul oli ndha, et juba 100 ng transfekteeritud DNA juures oli teatud
populatsioon rakke, mis ekspresseeris transfekteeritud konstrukti pealt kodeeritavaid valke
suurema intensiivsusega kui EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A
(joonisel on kaks piiki, joonis 7). EGFP ja EGFP-WBSCR22-38CTD valke ekspresseerivatel
rakkudel eristus samuti kaks EGFP intensiivsusega rakupopulatsiooni juba 100 ng DNA
koguse juures. EGFP, EGFP-WBSCR22 ja EGFP-WBSCR22-38CTD valke kodeerivate
plasmiidide hulga suurenedes parempoolne EGFP intensiivsuse piik aina kasvas, mis
tdhendab, et itha suurem kogus rakke ekspresseeris EGFP-tag-ga valku véga intensiivselt.
Mutantsete EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valkude puhul
tekkisid kaks {iiksteisest selgelt eristatavat intensiivsuspiiki alles 2500 ng plasmiidi koguse
juures. Lisaks oli EGFP-WBSCR22 ja mutantsete WBSCR22 valkude intensiivsus ligikaudu
10 korda madalam kui EGFP ja EGFP-WBSCR22-38CTD valkudel.

Uurides sama katse raames rakkude EGFP intensiivsusi, oli ndha, et EGFP-WBSCR22 valk
omas koikidel DNA hulkadel korgemat EGFP positiivsete rakkude intensiivsust, kui seda oli
mutantsetel WBSCR22 valkudel ning nad kd&ik jargisid sama tousutrendi (joonis 8). EGFP ja
EGFP-WBSCR22-38CTD valkude intensiivsused olid koikidel DNA hulkadel kdrgemad kui
EGFP-WBSCR22 valgul. Sellest voib jireldada, et kdikide uuritud konstruktide puhul oleneb
ekspresseeritava valgu hulk DNA kogusest — korgematel ekspressiooniplasmiidi hulkadel
ekspresseeritakse selle pealt ka rohkem valku. Sellegipoolest oli mutantsete EGFP-
WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valkude ekspressioonitase kdikidel
plasmiidi kogustel madalam kui EGFP-WBSCR22 valgul. Seega mutantseid WBSCR22 valke
ekspresseeritakse alati vdiksemal hulgal ning eelnevate katsete tulemused ei olenenud

transfekteeritava DNA kogusest.

Mutantsed valgud ei pruugi tekitada rakus mingeid fenotiiiibilisi muutusi, kuid samas vodivad
tekkida ka rakutsiikli defektid, mille tottu suunatakse rakud kiiresti apoptoosi. Uurimaks, kas
mutantsete EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valkude madalam
ekspressioonitase seotud uuritavates rakkudes tekkivate rakutsiikli defektidega, transfekteeriti
HeLa rakkudesse elektroporatsiooni teel 500 ng uuritavaid plasmiide. Negatiivse kontrollina
kasutati EGFP valku. 24 tundi pérast transfektsiooni fikseeriti uuritavad rakud ja analiiiisiti,

kasutades ldbivoolutsiitomeetria analiisaatorit. Katse tulemused on kujutatud joonisel 9.
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Joonis 8. EGFP intensiivsuse soltuvus transfekteeritud DNA hulgast (100-2500 ng). Kujutatud on
EGFP, EGFP-WBSCR22, EGFP-WBSCR22-K112T115AA, EGFP-WBSCR22-D117A ja EGFP-
WBSCR22-38CTD valgud. Mutantsete EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A
valkude EGFP positiivsete rakkude intensiivsused erinevatel DNA kogustel on kujutatud

punktiirjoontega.

Joonis 9 nditab, et sub-G1 ja S faasides oli EGFP, EGFP-WBSCR22, EGFP-WBSCR22-
K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valke ekspresseerivad rakke ligikaudu vordsel
hulgal. Ka poliiploidsete rakkude faasis ei esinenud eri konstrukte ekspresseerivate rakkude
vahel rakkude hulga erinevusi (esitamata andmed). G1 ja G2/M faasides oli mutantseid
WBSCR22 valke ekspresseerivate elusrakkude arv veidi vdhenenud, mis viitab sellele, et
mutantsed WBSCR22 rakud voivad pirssida rakkude elutegevust. Samas pole EGFP-
WBSCR22 ning WBSCR22 mutantseid valke ekspresseerivate rakkude rakutsiikli erinevused
piisavalt suured, et saaks jéreldada rakutsiikli bloki teket. Pigem on tegemist mutantide

ekspressioonist tuleneva monevorra suurenenud rakkude suremusega.
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Joonis 9. EGFP-WBSCR22 ja mutantsete WBSCR22 valkude (WBSCR22-K112T115AA ja
WBSCR22-D117A) rakutsiikli analiiiis. Vilja on toodud sub-Gl, G1, S ja G2/M faasid.
Poliiploidsete rakkude faas vilja jietud, sest selles polnud eri konstrukte ekspresseerivate rakkude

vahel erinevusi (esitamata andmed).

2.3.3. WBSCR22 valgu hulk rakus on kontrollitud 26S proteasoomi raja poolt

Enamus rakusisestest valkudest lagundatakse ubikvitiinist sdltuva proteasoomi raja kaudu
(Rock et al. 1994). Lagundamisele maératud valgule seotakse kovalentselt kiilge mitu
ubikvitiini molekuli ning ubikvitiniileeritud valk lagundatakse 26S proteasoomi poolt (Rock
et al. 1994; Glickman and Ciechanover 2002; Shabek and Ciechanover 2010). Uurimaks, kas
WBSCR22 ja tema mutantsete valkude hulk rakus on mojutatud 26S proteasoomi poolt, lisati
uuritavate plasmiididega transfekteeritud HelLa rakkudele 24 tundi pérast transfektsiooni
proteasoomi inhibiitorit MG-132 kahes erinevas 10ppkontsentratsioonis — 2 uM ja 5 uM. 16
tundi pérast inhibiitori lisamist analiiiisiti rakke 1dbivoolutsiitomeetria analiisaatoriga ja katse

tulemused on vélja toodud joonisel 10.

Joonisel 10 on néha, et nii EGFP-WBSCR22 valku kui ka mutantseid EGFP-WBSCR22-
K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valke ekspresseerivate rakkude arv suurenes MG-
132 kontsentratsiooni kasvamisel. Seevastu EGFP valgu hulk rakus ei olnud mg&jutatud MG-
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132 poolt. Mutantsetele WBSCR22 valkudele proteasoomi inhibiitori lisamisel saavutas
EGFP positiivsete rakkude arv peaaegu sama taseme, kui seda oli EGFP-WBSCR22 valgu
puhul.
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Joonis 10. EGFP positiivsete rakkude arvu séltuvus proteasoomi inhibiitori MG-132
kontsentratsioonist (0, 2 ja 5 pM). Joonisel on ndidatud EGFP, EGFP-WBSCR22, EGFP-
WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valgud 24+16 tundi parast transfektsiooni.

Veapiiridena on vilja toodud arvutatud standardhélved.

Sama katse raames vaadeldi ka EGFP positiivsete rakkude EGFP intensiivsust. EGFP-
WBSCR22 ja tema mutantsete valkude intensiivsus rakus tousis MG-132 lisamisel (joonis 11).
EGFP puhul leidis aset ligikaudu 1,5 kordne EGFP intensiivsuse tdus, kuid nii EGFP-
WBSCR22 kui ka mutantsetel WBSCR22 rakkudel oli umbes kolmekordne EGFP
intensiivsuse tous. Vorreldes EGFP-WBSCR22 valguga olid EGFP intensiivsused mutantsete
WBSCR22 konstruktide puhul madalamad ka proteasoomi inhibiitori juuresolekul ning MG-
132 kontsentratsiooni suurenemisel 2 pM-st 5 uM-ni EGFP intensiivsused uuritavates

rakkudes oluliselt ei suurenud.
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Joonis 11. EGFP positiivsete rakkude EGFP intensiivsuse sdltuvus proteasoomi inhibiitori MG-
132 kontsentratsioonist (0-5 pM). Joonisel on toodud EGFP, EGFP-WBSCR22, EGFP-WBSCR22-
K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A valgud. Joonega on vilja toodud arvutatud standardhélved.

Siiani on t66s kasutatud EGFP liitvalke. Kontrollimaks ldbivoolutsiitomeetria analiisaatoriga
saadud tulemusi, transfekteeriti elektroporatsiooni teel rakkudesse 500 upg E2Tag-ga
margistatud WBSCR22 ja tema mutantseid valke kodeerivad plasmiide. 24 tundi pérast
transfektsiooni lisati rakkudele proteaasi inhibiitorit MG-132 Idppkontsentratsiooniga 2 uM
ning 16 tunni parast koguti rakud ja mdddeti nendes proovides olevate rakkude arv Western
blot-i tegemiseks. Joonisel 12 toodud Western blot-i tulemused néditavad, et proteaasi
inhibiitori MG-132 juuresolekul ekspresseeriti nii E2Tag-WBSCR22 kui ka mutantseid
WBSCR22 valke suuremal hulgal. Nendest tulemustest voib jareldada, et wild-type
WBSCR22 valk ja tema mutantsed valgud lagundatakse 1dbi 26S proteasoomi raja.
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Joonis 12. E2Tag-WBSCR22 ja mutantsed WBSCR22 valgud MG-132 juuresolekul (0 ja 2 pM).
Joonisel on kujutatud pQM-N/A, pQM-E2Tag-WBSCR22, pQM-E2Tag-WBSCR22-K112T115AA ja
pQM-E2Tag-WBSCR22-D117A vektorite poolt kodeeritud E2Tag-ga (joonisel tdhistatud kui E2T)
produktid. Primaarse antikehana kasutati E2Tag vastast antikeha 5E11, sekundaarse antikehana goat
anti-mouse HRP antikeha.
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2.4. Arutelu

Inimese WBSCR22 on vajalik 40S ribosoomi biosiinteesiks (Ounap et al. 2013). Péirmis
leiduv Bud23 on WBSCR22 valgu homoloog ning on nididatud, et Bud23 ja Trm112 valgud
interakteeruvad ribosoomide biosiinteesil omavahel (Figaro et al. 2012; Sardana and Johnson
2012). Parmi Trm112 valgul on tdhendatud palju erinevaid interaktsioonipartnereid, milledest
paljud, kuid mitte koik on seotud 40S ja 60S ribosoomide biosiinteesiga (Heurgué-Hamard et
al. 2005; Purushothaman et al. 2005; Mazauric et al. 2006; Figaro et al. 2008; Collinet et al.
2011; Liger et al. 2011). Kuna ribosoomi uurimisel on iiheks pdhiliseks mudelorganismiks
pagaripdrm, on  imetajarakkudes leiduva  Trml12 homoloogi TRMT112
interaktsioonipartnerite kohta vdhem andmeid. Kirjandusest on teada, et TRMT112
interaktsioon HemK2oa/N6AMT1 valguga kataliitisib eRF1 valgus N5-metiilatsiooni
(Heurgué-Hamard et al. 2006; Figaro et al. 2008) ning TRMT112 ja ALKBHS valkude poolt
moodustatud heterodimeer Kkataliiisib monede tRNA-de wobble paardumises asuva
uridiinijadgi metiileerimist (Songe-Meller et al. 2010), mis sarnaneb Trm9-Trm112 valkude
interaktsioonile pagariparmis, kuna ALKBHS8 ja Trm9 on ortoloogid (Genecards). Parmirakus
on Trm112 valku vahem kui temaga interakteeruvaid valke, seega arvatakse, et Trm112 ei saa
moodustada oma interaktsioonipartneritega stabiilseid komplekse (Ghaemmaghami et al.
2003). Seevastu hiire (Mus musculus) rakkudes arvatakse TRMT112 valke olevat ligikaudu
20 korda rohkem (Schwanhausser et al. 2011) ning inimese osteosarkoomi rakuliinis U20S
umbes 10 korda rohkem kui WBSCR22 valku (Beck et al. 2011). Seega on tdendoline, et
imetajarakkudes kditub TRMT112 valk teistmoodi kui pagaripdrmis.

Immuunopretsipitatsiooni katsetest ja proteasoomika analiiiisist saadud andmed on néidanud,
et TRMT112 ja WBSCR22 valgud interakteeruvad omavahel (Ounap, avaldamata andmed).
Selle t66 iiheks eesmérgiks oli uurida, kus leiab see interaktsioon aset imetajarakkudes.
Konfokaalmikroskoobiga tehtud katsetest saadi kinnitust, et EGFP-WBSCR22 ja TRMT112-
mCherry valgud interakteeruvad omavahel ja WBSCR22-TRMT112 valkude kompleks
paikneb raku tuumas. Suur osa WBSCR22 valgust koguneb raku tuumakesse, samas Kui
TRMT112 paikneb difuusselt iile tuuma. EGFP-WBSCR22 koekspressioonil TRMT112-ga
transpordib esimene TRMT112 valgu raku tuuma ning modlema valgu iileekspressiooni
tingimustes lokaliseerub vdiksem osa WBSCR22 valgust rakkude tuumakestesse. Andmed
puuduvad endogeense WBSCR22 valgu akumuleerumise rakkude tuumakestesse, mis voib
tahendada, et raku normaalses seisundis WBSCR22 sinna ei kogune. Antud tulemused ei ole
ainult HelLa rakuliini spetsiifilised, sest ka COS-7 rakkudes, mis on SV-40 viirusega
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transfekteeritud Aafrika rohepardiku neerurakud, tdhendati EGFP-WBSCR22 akumuleerumist
tuumakestesse (esitamata andmed). Siiani pole tépselt teada, miks osad valgud
akumuleeruvad tuumakesse, kuigi see vOib omada fiisioloogilist tdhtsust. Valgu
akumulatsioon rakkude tuumakestesse voib olla mittespetsiifiline ning see ei pruugi olla
seotud selle valgu funktsiooniga, kuid see voib olla pdhjustatud ka spetsiifilise tuumakese
lokalisatsiooni/kinnihoidmise signaaljérjestuse (nucleolus—nucleolar localization/retention
signal, NoRS) olemasolust, mis pdhjustab valgu kogunemise tuumakestesse (Speil and
Kubitscheck 2010; Musinova et al. 2011). Senimaani aga pole suudetud identifitseerida
NoRS-dele omast konsensusjirjestust ning andmed sellise jarjestuse olemasolust WBSCR22
valgul puuduvad. Sellegipoolest on arvatavasti EGFP-WBSCR22 liitvalgu iileekspressiooni
korral toimuv akumulatsioon spetsiifiline, sest meie to6rithmas tehtud katsed on nédidanud
tileekspressiooni tingimustes WBSCR22 valgu akumulatsiooni tuumakesse kasutades nii
EGFP-tag-i kui ka E2Tag-i (Ounap, avaldamata andmed). Seega kiitub ekspressioonivektori
pealt kodeeritav WBSCR22 teisiti kui raku endogeenne valk, mis lokaliseerub iile rakutuuma,
kuid ei akumuleeru silmndhtavalt tuumakestesse. On vdimalik, et {ileekspressiooni
tingimustes interakteerub WBSCR22 valk tuumakestes rRNA-ga, kuid sellise interaktsiooni

tekke kohta andmed puuduvad.

Lisaks uuriti ka WBSCR22 valgu mutante EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-
WBSCR22-D117A, mis olid konstrueeritud vastavalt Sardana and Johnson (2012) poolt
tehtud pagaripdrmi Bud23 mutandile Bud23RSD. Pagaripdrmi Bud23 ja imetaja WBSCR22
omavad aminohapete tasemel 47% homoloogiat ning Trm112 ja TRMT112 valkude vahel on
see homoloogia veelgi viaiksem (UniProt; White et al. 2008). Sellegipoolest oli Bud23RSD
mutandi konstrueerimisel voetud aluseks aminohapped, millede puhul arvati olevat tihtsus
Trm112 valguga interakteerumisel (Sardana and Johnson 2012). Konfokaalmikroskoobiga
tehtud katsed néitasid, et EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A
valgud suutsid transportida TRMT112 valku difuusselt raku tuuma ning tdhendati mutantsete
WBSCR22 valkude akumulatsiooni tuumakesse. Sardana and Johnsoni (2012) uuringus aga ei
kasitletud elusates péarmirakkudes mutantsete Bud23 ja Trm11l2 valkude vahelist
interaktsiooni, seega puuduvad ka andmed, kas ja kuidas interakteerusid omavahel
Bud23RSD ja Trml112 valgud. Sellegipoolest voib jareldada, et imetajarakkudes on
TRMT112 valguga interakteerumiseks vajalikud ka teised WBSCR22 aminohapped lisaks

antud t60s dra muudetud 112., 115. ja 117. positsioonis asuvatele aminohapetele, kuigi
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interaktsioon TRMT112 ja mutantsete WBSCR22 valkude vahel tundub olevat ndorgem kui
TRMT112 ja wild-type WBSCR22 valgu vahel.

Konfokaalmikroskoobiga tehtud katsete tulemusel tihendati EGFP-WBSCR22-K112T115AA
ja EGFP-WBSCR22-D117A valkude ndrgemat ekspressioonitaset kui see oli EGFP-
WBSCR22 valgul. Sellel voib olla kaks pdhjust: esiteks mutantne valk on ebastabiilne voi
lagundatakse rakust kiiresti, vOi teiseks mdjutab mutantne valk rakkude elutegevust. Kuna
t00s kasutati pPEGFP-C1 plasmiidi pealt konstrueeritud plasmiide, ei saa vilistada EGFP valgu
mdju katsetulemustele, kuigi varasemalt on leitud, et GFP ei tohiks mojutada rakkude kasvu
(Chalfie et al. 1994). Analiiiisides EGFP-WBSCR22 ja tema mutantsete valkude muutust ajas,
oli ndha, et EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCR22-D117A lagundati
toepoolest rakkudest kiiremini ning ka nende ekspressioonitase oli madalam kui EGFP-
WBSCR22 valgul, sdltumata transfekteeritud DNA hulgast. Uurimaks, kas mutantsete
WBSCR22 valkude viiksem ekspressioonitase on tingitud rakutsiikli defektidest, sooritati
rakutsiikli analiilis, mille tulemused néitasid elusrakkude hulga kerget vihenemist mutantsete
WBSCR22 valke ekspresseerivate rakkude puhul, kuid see erinevus polnud nii suur, et saaks
jareldada EGFP-WBSCR22-K112T115AA ja EGFP-WBSCSR22-D117A valkude toksilist

vOi rakutsiiklit inhibeerivat toimet.

Rakutsiikli analiitisist saadud tulemused ei seletanud mutantsete WBSCR22 valkude kiiremat
rakkudest kadumist, seega suunati tdhelepanu proteoliiiitilistele radadele, mis voiksid
WBSCR22 lagundamisega tegeleda. Eukartiootsetes rakkudes on mitmeid proteoliiiitilisi
slisteeme — liisomaalsed proteaasid, kalpaiinid, ATP-ubikvitiin-sdltuv 26S proteasoom ja
ATP-soltumatud mitteliisosomaalsed rajad (Gronostajski et al. 1985). Enamikke raku valke
lagundab 26S proteasoomkompleks, mis tunneb &dra ubikvitiniileeritud valke ning hiidroliiiisib
neid (Rock et al. 1994; Lecker et al. 2006). Kéesolevas t60s kasutati 26S proteasoomi
inhibiitorit MG-132, mille lisamisel suurenes EGFP-WBSCR22 ja tema mutantsete valkude
hulk, samas kui EGFP valgu tase rakkudes oluliselt ei suurenenud. Hiljem sooritati ka katsed,
mis niitasid, et WBSCR22 valku tdepoolest ubikvitiniileeritakse (Ounap, avaldamata
andmed) ning vottes arvesse MG-132 kasutamisel saadud tulemusi, on alust arvata, et
nimetatud valgu taseme kontrolliks kasutatakse 26S proteasoomi rada. Sellest v3ib jireldada,
et EGFP-WBSCR22 ja tema mutantide EGFP intensiivsused on paremini kontrollitud Kkui
EGFP valgul. Seega on suure téendosusega WBSCR22 valgu hulk rakkudes range kontrolli

all kuna tema hulga muutused pdhjustavad rakkudel fenotiiiibilisi muutusi.
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Varasemast on teada, et pagariparmis suurendab Trm112 valk Bud23 valgu stabiilsust (Figaro
et al. 2012; Sardana and Johnson 2012). Kiesolevas to0s piistitati samuti hiipotees, et
WBSCR22 interaktsioon TRMT112 valguga kontrollib WBSCR22 hulka rakus ja need
valgud on omavahel diinaamilises kompleksis (joonis 16). Kui aga WBSCR22 valku on rakus
ilehulgas vGi leidub mutantseid WBSCR22 valke, mis ei suuda piisavalt efektiivselt
TRMT112 valguga interakteeruda, lagundatakse TRMT112-ga mitteseondunud WBSCR22 ja
mutantsed valgud 1dbi ATP-ubikvitiin-sdltuva 26S proteasoomi. Samas ei saa vilistada, et
WBSCR22 ja TRMT112 vaheline interaktsioon on kompleksem kui kdesolevas t60s esitatud
mudel seda kujutab. Uheks pdhjuseks vdib olla ka imetajarakkudes esinev rakusiseste
stisteemide kompenseerimine iiksteise poolt minimeerimaks tekkivaid vigu. Teiseks
poOhjuseks on vihesed teadmised imetajarakkudes toimuvate protsesside detailsete aspektide
osas, mis vdivad olla reguleeritud teiste mehhanismide poolt vorreldes analoogsete
protsessidega pagariparmi rakkudes (Conlon and Raff 2003). Seega on oluliseks uurida seda
interaktsiooni pohjalikumalt, sest ei saa vilistada, et WBSCR22-TRMT112 kompleksi tekkest

votavad osa ka teised valgud.

Kiesolev magistritod iseloomustab WBSCR22 ja TRMT112 valkude vahelist rakusisest
interaktsiooni ja selle lokalisatsiooni ning WBSCR22 valgu iileekspressiooni moju rakkude
fenotiitibile. WBSCR22 ja TRMTI112 rakkude vaheline interaktsioon tundub olevat
kompleksem kui algselt arvati, seega on olnud keeruline teha selle interaktsiooni kohta
rohkem jdreldusi kui asjaolu, et nad interakteeruvad raku tuumas ning TRMT112
akumuleerub sinna just WBSCR22 valgu toimel. TRMT112 pagaripdrmi homoloogi Trm112
kohta on ilmunud rohkelt kirjandust, kus késitletakse tema erinevaid interaktsioonipartnereid.
Seeparast oleks oluline uurida, kas rakus tekkival WBSCR22-TRMT112 kompleksil on juures
ka teisi lisavalke, mis seda interaktsiooni komplementeerivad voi tugevdavad. Samuti tuleks
tdhelepanu podrata WBSCR22 valgule endale, et saada parem arusaam tema funktsioonist

rakus.
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Joonis 16. WBSCR22 ja TRMT112 vahelise interaktsiooni mudel. WBSCR22 on joonisel
kujutatud sinise, TRMT112 oranzi kerana. WBSCR22 ja TRMT112 valkude kompleksi kujutab
joonisel sinine ja oranz pall koos neid iihendava kollase blokiga, mutantset WBSCR22 valku téhistab

sinine kera punase ristiga.
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KOKKUVOTE

70911.23 alas ekspresseeritakse WBSCR22 valku, mis omab metiiiiltransferaasidele omast
SAM-seondavat domeeni ning millel on ndidatud olevat roll 40S subiihikute biogeneesil.
TRMT112 on inimese homoloog pagariparmi Trm112 valgust, mis assotsieerub paljude
metiitiltransferaasidega, muuhulgas ka WBSCR22 homoloogi Bud23 valguga. Varasemalt on
ndidatud parmis Bud23 ja Trm112 vahelist interaktsiooni ning siinse t66 tulemused néitavad,

et WBSCR22 ja TRMT112 valkude vaheline interaktsioon leiab aset ka imetajarakkudes.

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli uurida WBSCR22 ja TRMT112 vahelist interaktsiooni
ja selle interaktsiooni lokalisatsiooni elurakkudes. Konfokaalmikroskoopia katsetest oli néha,
et WBSCR22 ja TRMT112 rakkude vaheline kompleks tekib raku tuumas, Kkusjuures
WBSCR22 viib TRMT112 raku tuuma. Mutantsetel WBSCR22-K112T115AA ja WBSCR22-
D117A valgud omasid hoolimata enda muteeritud aminohapetele voimet interakteeruda
TRMTI112 valguga, kuigi see interaktsioon oli ndrgem. See arvatavasti tdhendab, et
TRMT112 valguga interakteerumisel on oluliseks ka teised WBSCR22 aminohapped peale

112.,115. ja 117. positsioonis asuvatele.

Jargnevalt uuriti WBSCR22 ja tema mutantsete valkude ekspressiooni imetajarakkudes ajas
ning leiti, et mutantsed WBSCR22 valgud lagundatakse rakkudest kiiremini kui wild-type
valk ning need tulemused ei olnud sdltuvad transfekteeritud DNA hulgast. EGFP positiivsete
rakkude hulga kiire languse tottu lisati rakkudele 26S proteasoomi inhibiitorit MG-132, mille
tulemusel suurenes nii EGFP-WBSCR22 kui ka mutantsete WBSCR22 positiivsete rakkude
hulk mérgatavalt. Sellest v3ib jareldada, et TRMT112 valguga mitteseondunud ja/voi defektse
WBSCR22 valgu rakust lagundamiseks kasutatakse ATP-ubikvitiin-sdltuvat 26S proteasoomi

rada.
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SUMMARY

Ribosome biogenesis methyltransferase WBSCR22 is controlled by
TRMT112 in the cell

Williams-Beuren syndrome (WBS) is a complex multisystemic disorder that is caused by
deletion of about 28 genes at the genomic region of 7q11.23. Patients with WBS have several
clinical characteristic that include variety of cardiovascular, neurological, gastrointestinal and

endocrinolocial problems.

One of the deleted genes encoding WBSCR22 protein takes part of ribosome biogenesis and
more specifically, the maturation of 18S rRNA. In addition, WBSCR22 gene has been shown
to be upregulated in cancer cells. Bud23, the homologue of WBSCR22 protein in budding
yeast has been shown to interact with Trm112 protein which also takes part of the biogenesis
of small and large subunits of the ribosome. Trm112 which homologue in mammal cells is
TRMT112 interacts with many different proteins mostly to stabilize them.

The aim of this study was to detect whether WBSCR22 and TRMT112 proteins interact in
live mammalian cells and where this interaction takes place. The experiments using confocal
microscopy showed that they interact in the cell nucleus and WBSCR22 is responsible for
accumulation of TRMT112 into cell nucleus. EGFP-WBSCR22-K112T115 and EGFP-
WBSCR22-D177A, WBSCR22 mutant proteins used in this study also showed the ability to
transport TRMT112 into the nucleus.

Furthermore, it is shown that the amount of WBSCR22 in cells is highly regulated and mutant
WBSCR22 proteins are degraded more rapidly that EGFP-WBSCR22 protein. Using 26S
proteasome inhibitor MG-132 it is shown that excess or mutated WBSCR22 proteins that are

not covalently attached to TMRT112 are degraded via 26S proteasome pathway.
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