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INFOLEHT

MultiBacMam tehnoloogia kui tdhus biosensoreid kodeerivate multigeenide tlekande

vahend G-valk seotud retseptorite aktivatsiooni uurimiseks

Ké&esolevas t60s uuriti G-valk seotud retseptorite vahendatud signaaliradu kasutades selleks
kiméarseid G-valke (Gs(X)). Kimé&arsete G-valkudega voib loomulikke signaalradu
kaaperdada ja Umber suunata cAMP-signaali genereerimiseks, mida saab mdodta Epac
biosensoriga. Multigeenseks geenitilekandeks kasutati MultiBacMam tehnoloogiat, mille
kaigus loodi Uheksa uut viirust, mis on vOimelised véaga efektiivselt samas rakus
ekspresseerima koiki vajalikke biosensori elemente. Sama tehnoloogiaga koekspresseeriti
GABAEB retseptorit.

Marksdnad: G-valkudega seotud retseptorid, kimadrsed Gs(X) valgud, EPAC biosensor,

MultiBacMam tehnoloogia, fluorestsentsmikroskoopia

CERCS koodid: P310 Proteiinid, ensutmoloogia; P320 Nukleiinhappestntees,
proteiinistintees; B220 Geneetika, tsitogeneetika; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia,

viroloogia, miikoloogia; B740 Farmakoloogia, farmakognoosia, farmaatsia, toksikoloogia
MultiBacMam technology as an efficient biosensor-encoding multigene delivery tool
to study G protein-coupled receptors activation

In the present work, G protein-mediated receptor signalling was investigated using chimeric
G proteins (Gs(X)). With chimeric G-proteins, natural signalling pathways can be hijacked
and redirected to generate a CAMP signal, which can be measured with the Epac biosensor.
MultiBacMam technology was used for multigene gene delivery, creating nine new viruses
capable of expressing all the necessary biosensor elements in the same cell with high

efficiency. The same technology was used to co-express the GABAg receptor.

Keywords: G protein-coupled receptors, chimeric Gs(X) proteins, EPAC biosensor,

MultiBacMam technology, fluorescence microscopy
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1 KASUTATUD LUHENDID

AC  — adenilaadi tstiklaas

ACMNPV — Autographa californica multikapsiidne nukleopolthedroviirus
ATP  —adenosiin-5’-trifosfaat

bp — aluspaar (base pair)

cAMP — tsikliline adenosiin-3’,5’-monofosfaat

CFP  — helesiniselt fluorestseeruv valk (cyan fluorescent protein)

CRISPR — klasterdatud regulaarsete vahedega luhikesed palindroomsed kordused (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

DNA - desoksuribonukleiinhape

DPBS - fosfaatpuhverdatud soolalahus (Dulbecco's phosphate-buffered saline)
E.coli — Escherichia coli, gram-negatiivne bakter

EDTA — etuleendiamiintetraatsetaat

Epac — cAMP efektorvalk (exchange protein directly activated by CAMP)
FRET - Forsteri resonantsenergia llekanne

GABA — gamma-aminovdihape

GDP — guanosiindifosfaat

GFP  —roheliselt fluorestseeruv valk (green fluorescent protein)

GPCR — G-valk seotud retseptorid (G protein-coupled receptor)

GTP — guanosiintrifosfaat

G-valk — guaniinnukleotiide siduv regulaatorvalk

IBMX — 3-isobuttiil-1-metuulksantiin

ICSE - pildianalutsil pdhinev raku suuruse hindamine (image-based cell size estimation)

IP3  —inositooltrisfosfaat
ivp  — nakatusvOimeline viirusosake (infectious viral particle)
kb — kiloaluspaar (kilobases)



LB  — kasvusdtde (L-Broth; Luria Bertani)
MOI — nakatuskordsus (multiplicity of infection)

MultiBacMam — multigeeni Ulekanne imetajarakkudesse bakuloviiruse abil (baculovirus

gene transfer into mammalian cells)

NECA - 5'-N-etliilkarboksamidoadenosiin

P — tOstearv (passage)

PCR — polumeraas ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

PFA — paraformaldehuid

PKA — cAMP-sdltuv proteiinkinaas A

Sf9  — Spodoptera frugiperda putuka munasarjast eraldatud rakuliin
SFCA — pindaktiivsete ainete vaba tselluloosatsetaat (surfactant-free cellulose acetate)
SOC — bakterisodde (super optimal broth with catabolite repression)
Tris  — tris(hidrokstimetiitl)aminometaan

U20S rakuliin — inimese osteosarkoomist algatatud rakuliin

X-Gal — bromo-kloro-indoliul-galaktoptranosiid

YFP — kollaselt fluorestseeruv valk (yellow fluorescent protein)



2 SISSEJUHATUS

Rakkude normaalse talituse aluseks on rakkudevaheline suhtlus ehk signaalitilekanne,
mida vahendavad retseptorid. Kdige levinum membraansete retseptorite klass on G-valk
seotud retseptorid (GPCR), mis omavad keskset rolli nii fisioloogilistes kui ka patoloogilistes
protsessides. Muutused retseptori aktiivsuses voivad pdhjustada haiguslikke seisundeid,
mistottu on nad olulised ravimite mérklauad ja ligikaudu 36% turul olevatest ravimitest on
suunatud GPCR-le. GPCR-d vahendavad signaale 1&bi erinevat tulpi guaniinnukleotiide
siduvate regulaatorvalkude (G-valkude), mis osalevad mitmete signaaliradade aktiveerimisel
ja moodustavad keerulise signalosoomi. Rakuline vastus, aga ka laiemalt mdju organismile,
sOltub suurel mé&aral signaalraja valikust. Teadlik suunamine ligandidega kindlale rajale
vOimaldaks arendada vélja  spetsiifilisemad ravimid, mis on ohutumad, véiksemate
kdrvalmojudega ja omavad suuremat terapeutilist akent. Kahjuks on siiani suur puudus
universaalsetest meetoditest, mis vdimaldaks lihtsalt ja odavalt m@dta erinevate

signaaliradade samaaegset aktivatsiooni.

Varasemalt antud t66riihmas on néidatud, et kimaarsete G-valkudega v6ib loomulikke
signaalradu kaaperdada ja Gimber suunata CAMP-signaali genereerimiseks, mida saab mddta
Epac biosensoriga. Loodud siisteem eeldas aga mitme viiruste kasutamist samaaegselt ja ei
tootanud efektiivselt mdnede rakuliinide peal. Antud puudused elimineeriti kdesolevas t66s
kasutades uut tldpi multigeenset Ulekande sisteemi — MultiBacMam tehnoloogiat. On
genereeritud ja iseloomustatud tiheksa uut bakuloviirust, mis on véimelised védga efektiivselt

samas rakus ekspresseerima kdiki vajalikke biosensori elemente.

Kui leiti, et loodud susteem on ulimalt efektiivne, tekkis vdimalus pistitada veel
ambitsioonikam eesmdrk — testida obligatoorse GABAg retseptori heterodimeeri
koosekspressiooni  biosensori  slsteemiga.  Fluorestsentsspektroskoopiliste  ja -
mikroskoopiliste meetoditega kinnitati, et MultiBacMam tehnoloogia tuleb toime nii paljude
valkude korge ekspressiooniga Uhes rakus. Tulevikus saaks esitatud meetodit kohandada

GPCR ligandide kdrge tootlikkusega sGeluuringuteks.



3  KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1 Transmembraanne signaalitlekanne
3.1.1 G-valk seotud retseptorid

Rakud peavad tajuma ja reageerima stiimulitele véliskeskkonnast, et kohaneda
muutustele ja tagada raku normaalne areng. Paljud neist signaalidest on rakuvalised
keemilised Uhendid — mediaatorid, hormoonid, valgud jt, mis seonduvad spetsiifiliselt
membraansete valkudega — retseptoritega. Retseptorite llesanne on neid signaale tajuda ja
ligandi seondumisel kavitada erinevaid signaalitilekande kaskaade, mis pdhjustavad muutusi
rakus.  Sellist informatsiooni  Ulekannet  valiskeskkonnast  rakku  nimetatakse
transmembraanseks signaalitilekandeks (Lodish et al. 2016).

G-valk seotud retseptorid (GPCR) on kdige suurem ja mitmekesine membraansete
retseptorite klass. Kuna nad on tihedalt 1abi pdimunud inimese (pato)fusioloogiaga ja nende
domeenid on oluline sihtmdrk ravimitele, on nad intensiivselt uuritud ravimiarenduses.
Hetkel on ligi kolmandik ravimitest suunatud neile hdlmates ule saja erineva GPCR-i (Sriram
and Insel 2018), aga inimese genoomi poolt on maératud tle 800 GPCR-i, mis on mdjukad
néiteks metabolismis ja neurokeemias (Fredriksson et al. 2003). Seetdttu nahakse neis
potentsiaali haiguste nagu diabeet, vahk ja Alzheimeri tobi raviks, kus v@imalused sageli on
piiratud (Hauser et al. 2017).

GPCR-i struktuur algab peptiidsest jarjestusest raku valispinnal, kus paikneb N-
terminaal, millele jargneb transmembraanne osa, kus paikneb seitse paralleelset hiidrofoobset
a-heeliksit (7TM), Ghendatud rakusiseste ja -valiste aasadega ja 18peb rakus membraani
laheduses asuva C-terminaaliga (Bockaert 1999). Vaatamata sarnasele uldstruktuurile, on
GPCR-d vaga mitmekesised, mis jaotuvad jdrjestuse ja struktuuri alusel viide Kklassi:
rodopsiin, sekretiin, glutamaat, adhesioon ja Frizzled/Taste2 (Fredriksson et al. 2003).
Suurimad Klassidevahelised erinevused esinevad rakuvélistes aasades, mis mé&éarab
sidumistasku kuju, suurust ja interaktsioonide omadusi. Seetdttu saavad retseptori
aktivatsiooni esile kutsuda véga erinevate omadustega tegurid: hormoonid, valgud,
neurotransmitterid, lipiidid, metallioonid ja isegi valgus. GPCR-de varieteedid tajuvad
signaale véga spetsiifiliselt, mis v@imaldab juba (hes rakus eksisteerida korraga paljudel
GPCR-I (Vsevolod et al. 2013; Venkatakrishnan et al. 2013).

GPCR-d esinevad rakus diinaamilisena: ebapusivates konformatsioonides aktiivse ja

mitteaktiivse oleku vahel, mida ligandid seondumisel ajutiselt lukustavad. Signaalitilekande



algatamiseks peab GPCR lle minema aktiivsesse olekusse. Retseptorid aktiveeruvad ka
ligandi puudumisel, tuntud kui basaalne aktiivsus. Basaalne aktiivsus on retseptoritel erinev
ja mojutatud ka keskkonna keemiliste omaduste poolt (Lamichhane et al. 2015). Né&idatud on,
et Zn?* ja Cu?" ioonid on vdimelised basaalse aktiivsuse taset langetama v&i tdstma (Link et
al. 2020). Uldiselt toimuvad konformatsioonilised uleminekud efektiivselt ligandi
seostumisel. Poord-agonist on ligand, mis stabiliseerib inaktiivse konformatsiooni ja langetab
retseptori aktiivsuse alla basaalse taseme. Antagonist retseptori aktiivsust ei mdjuta, aga
voistlevad agonistiga ja poord-agonistiga seondumiskoha pérast. Agonist stabiliseerib
aktiivse konformatsiooni, kus on toimunud muudatused transmembraanses ja tsutosoolses
osas, mis laseb seonduda rakusisestel partneritel indutseerides signaalradade muriaadi.
GPCR-l1 on mitmeid eristatavaid partnerite gruppe, mis vahendavad signaaliilekannet

(arrestiinid, dishevelled jt), keskne neist on aga G-valgud (Weis and Kobilka 2018).
3.1.2 G-valgud ja nende roll signaaltilekandes

Guaniinnukleotiide siduvad regulaatorvalgud ehk G-valgud on plasmamembraani
ldheduses asuvad valgud, mille heterotrimeerne vorm on GPCR-le tahtsaim
signaalitilekandes. Heterotrimeersed G-valgud koosnevad Ga, Gf ja Gy allithikust (lisa 1)
(Flock et al. 2015). Allithikud GB ja Gy esinevad alati dimeerina (GPy) ja reguleerivad
iseseisvalt Ga alliihikust, nditeks kaltsiumioonkanalite aktiivsust (Quallo et al. 2017). Maarav
osa Ga allithikust on guanosiinnukleotiide siduv sait (GTP, guanosiintrifosfaat ja GDP,
guanosiindifosfaat) sisaldades madala aktiivsusega GTPaasi (GTP-d hudrolulsiv).
Aktiveeritud GPCR Kkaitub guaniinnukleotiidi vahetusfaktorina (GEF), vahendades
inaktiivses GDP-Gofy kompleksis GDP dissotsiatsiooni. GTP kdrgem rakusisene sisaldus
pdhjustab kKiiret seondumist Go allithikuga ja viib Gofy kompleksi lagunemiseni voi
imberkorralduseni. Vabastatud Ga allithik reguleerib signaalikaskaadis efektormolekule (nt
enstiime, ioonkanaleid). Ga inaktivatsioon on reguleeritud GTP hiidroliitisi kiirusega
GTPaasi domeenis. Kui GDP-d siduv Ga taastab kompleksi Gy allithikuga, on kogu protsess
valmis korduma (Vetter and Wittinghofer 2001; Leipe et al. 2002).

GPCR-d on evolutsiooniliselt vaga palju muutunud, rikastunud nii geenide arvu kui
ka jarjestus-pdhiselt. Ometi on G-valkude struktuur pisinud kontrastselt konserveerununa
jagunedes koigest nelja perekonda funktsiooni ja homoloogia alusel: Gs (sisaldab Gs, Goir), Gi
(Gir-3, Go, Gy, Gz), Gq (Ggq, G11, G14, G15) ja Giz2 (G12, Gi3) (joonis 2A). Inimese organismis on
21 Ga alliihikut, kodeeritud 16 geeni poolt, mis erinevad alternatiivse splaissingu tulemusel

(Flock et al. 2017). lga perekonna liige reguleerib signaalradade efektorite aktiivsust (nt



adentlaadi tsiiklaas (AC), fosfolipaas C) ja sekundaarsete virgatsainete teket (nt tsukliline
adenosiinmonofosfaat (cCAMP), Ca?*, inositooltrisfosfaat (IP3)) (joonis 1). Rakuline vastus
vOib olla luhiajaline, mdjutades ioonide rakusisest kontsentratsiooni, vdi pikajaliste méjudega
muutes geenide transkriptsiooni. Seetdttu on dige Go allthiku aktiveerimine Kriitilise
tahtsusega (Neves et al. 2002).

Senini ei teata tdpselt kuidas saavutavad GPCR-d spetsiifilise G-valgu sidumise.
Arvukad GPCR-G-valk kompleksside struktuurianalutsid (Koehl et al. 2018; Draper-Joyce et
al. 2018; Garcia-Nafria et al. 2018) ja jarjestuse joondamised (Flock et al. 2017) pole leidnud
siduvat GPCR-i jarjestust, mis mddrab Go seostumise. Struktuuranallisid viitavad palju
keerulisemale mustrile, kus struktuursed muudatused, mis toimuvad ligandi sidumisel,
méaravad rakusisese seondumistasku kuju (TM6 ja TM7 asendi) ja loovad unikaalse
keskkonna G-valgu seondumiseks. Ainult jarjestuse pohjal ennustamine, millise edastaja
kaudu signaal edasi laheb, on praeguseni keerukas. Kuna Ga allithikud on rangemalt
konserveeritud struktuuriga, on vdimalik luua tugevamaid seoseid jérjestuse ja funktsiooni
vahel. Pereckondade {ileselt sdilinud Ga pohiosa hoiab struktuuri koos ja vastutab signaalraja
aktiveerimise eest. GPCR-ga seostuvad erinevad piirkonnad (GPCR-i poolt dratuntav nn Ga
Htriipkood®), millest véljapaistvaim on C-terminaali laheduses asuv heeliks (H5) (lisa 1)
(Flock et al. 2017). Arvatakse et kuni 70% sidumise spetsiifikast on tagatud H5 poolt (Flock
et al. 2015) ja seda toetavad ka katsed kiméaéarsete valkudega, kus muudetud H5 jarjestusega
on suudetud signaalirada imber suunata (Conklin et al. 1993; Inoue et al. 2019a). Kindlasti ei
ole see GPCR-de seas lldine reegel ja seondumisel on olulised mitmed piirkonnad (Okashah
et al. 2019).

Aminohapped ja ioonid:
glutamaat, Ca®*, GABA Lipiidid:

Peptiidid: lipoproteiin(a),
kemokiinid, trombiin prostaglandiinid, leukotrieenid
Biogeensed - Teised: Forskolin
amiinid: 0 § valgus, I6hnaained,
noradrenaliin, 7 nukleotiidid
dopamiin,

histamiin,
atsetlulkoliin

a, 2 qQ;
cAMP 1

a
Ca?*4 Rho cAMPY

Joonis 1. Ulevaade erinevatest G-valkude perekondade poolt reguleeritud

signaaliradadest. Joonis on kohandatud artiklist (Dorsam and Gutkind 2007).



Varasemates uuringutes, kus mdddeti tavaliselt ihte rakulist vastust, kujunes arusaam,
et ks GPCR annab signaali edasi labi Uhe G-valgu (vOi arrestiini). Hiljutised katsed, kus on
mdddetud ulatuslikult GPCR ja G-valk interaktsioone (Avet et al. 2022) voi kasutatud
kimaarseid G-valke (Inoue et al. 2019b), on paljastanud palju keerulisema seondumise
profiili: ks GPCR on vdimeline aktiveerima erinevaid G-valke ja ka arrestiine erineval
méaral. Rakuline vastus, aga ka laiemalt mdju organismile, sdltub suurel maéaral raja valikust.
Niddseks on teada, et ligandidega on vdimalik kallutada, milline signaalrada aktiveeritakse
(tuntud kui kallutatud agonism, biased agonism) (Lamichhane et al. 2020). See annab
vOimaluse arendada vélja teadlikumalt spetsiifilisemad ravimid, mis on ohutumad,
vaiksemate kdrvalmdjudega ja omavad suuremat terapeutilist akent (Schmid et al. 2017).

Selle eelduseks on uurimismeetod, mis vdimaldab eristada erinevate G-valkude signaale.

3.1.3 Modifitseeritud G-valgud

Et lletada GPCR-de reguleeritud signaalradade uurimisega seotud probleeme, on iks
vOimalus konstrueerida G-valkude C-terminaalsed kimdaéarid. Liitvalgud ehk kiméaarsed
valgud on valgud, mis tekivad kahe v6i enama geeni Uhendamisel, mis on algselt kodeeritud
eraldi. Kiméarsetel G-valkudel on Go allithiku C-terminalis muudetud lihike valguline
jérjestus, mis on oluline Ga/GPCR interaktsioonide piirkond ja omane vastavale Ga
alliihikule. Samas kui G-valgu alliihiku Ga pdhiosa (core) vastutab kindla signaalitilekande
raja aktiveerimise eest. Ekspresseerides rakus kiméérseid G-valke, on v@imalik kaaperdada
ehk (le votta loomulikke signaalradu ja Umber suunata nad Uhele rajale, mis lihtsustab
signaalide amplituudide vordlust (Conklin et al. 1993; Inoue et al. 2019b).

Ballisteri to6rihmas loodud kaheksa Gs valgu kiméari (GsX) omavad C-terminalis
spetsiifilisi 14 aminohappelisi jérjestusi (joonis 2B), mis parinevad Gs-vélisest perekonnast
(joonis 2A), aga aktiveerudes stimuleerivad adenilaadi tsiiklaasi, mis katalltsib adenosiin-
5’-trifosfaadist (ATP) cAMP-i. See v@imaldab cAMP-i taseme jérgi vorrelda erinevate
GPCR-de aktivatsiooni, mis ei ole tingimata seostunud Gs allihikuga. Konstruktides Gsi, Gso
ja Gst on -4 positsioonis tslsteiin asendatud seriiniga, mis muudab neid pertussis-toksiini
suhtes mittetundlikuks. Pertussis toksiin katallitisib Gi perekonna valgujérjestuse ADP-
ribosiiiilimist, mis ei lase Ga allithikul retseptoriga seostuda. Seeldbi on voimalik vajadusel

véhendada endogeensete Gi perekonna allihikute segavat moju (Ballister et al. 2018).

10



Perekond Alajaotus C-terminaal GsX
Gs/olf sS=sL=olf DITQRMHLKQYELL
il=i2 DVIIKNNLKDCGLF Gsi
Gisa i3 DVIIKNNLKECGLY
ol DITTANNLRGCGLY Gso
Gi/ort/z 02 DVIIAKNLRGCGLY
Gna tl=t2=t3 DITIKENLKDCGLF Gst
Gqa z DVIIQNNLKYIGCL Gsz
g=11 DTILQLNLKEYNLV Gsq
Gual Ga/11/14/15 14 DTILQLNLREFNLV
15 DSVLARYLDEINLL Gsi15
12 DTILOENLKDIMLQ Gs12
13 DTILHDNLKQLMLQ Gs13

Gi2/13

Joonis 2. Imetajate G-valkude homoloogia ja kimiirsete Go allithikute muudetud
aminohappelised jarjestused C-terminaalis. A: Jooniste vordlusest on nédha, et GsX
konstruktid hélmavad suurt osa perekondadest. Joonis on kohandatud artiklist (Milligan
and Kostenis 2006). B: Modifitseeritud jarjestused on grupeeritud Go perckondadesse.
Alajaotused, mis omavad C-terminaalis Uhist jarjestust, on sisse kantud Uhekordselt.
(Ballister et al. 2018)

3.1.4 GABAG retseptor

Erinevate retseptorite uurimine on erineva raskustasemega. Retseptorid, mis
moodustavad ka komplekse teiste retseptoritega, vajavad ndudlikke meetodeid ja
raskendavad nende uurimist. GABA retseptorid on retseptorite klass, mis reageerivad
neurotransmitterile gamma-aminovdihape (GABA). GABA retseptorid jagunevad kahte
klassi: GABAA ja GABAg. GABAA retseptorid on ligand-reguleeritud ioonkanalid ja GABAg
on GPCR, mille puhul eeldati, et esineb kahe tiitpilise allvormina (GABA&g: ja GABAR)).
Selgus aga, et GABAg esineb obligatoorse heterodimeerina (Kaupmann et al. 1998). Kuigi
GABAg: alliihikuga ei seondu tikski teadaolev ligand, tagab heterodimeerne kompleks kdrge
ligandi afiinsuse GABAg: allthikule ja G-valgu seondumise (lisa 1) (Pin et al. 2004).
Endoplasmaatilise retiikulumi (ER) retentsioonijarjestuse olemasolu tottu C-terminalis ei jdua
GABAB: iseseisvalt plasmamembraani. GABAs2 maskeerib GABABg: retentsioonijarjestuse,
mis vBimaldab heterodimeeril jouda raku pinnale (Galvez 2001).

GABAg retseptor on ahvatlev sihtmérk neuroloogiliste ja vaimse tervise héirete
raviks. Uuringud on kinnitanud GABAsg ligandide mdju é&revuse, depressiooni ja
nikotiinisdltuvuse leevendamiseks. Paraku piiravad ebasoodsad kdrvaltoimed GABAg
retseptorite ligandide kasutamist teraapias, millest seni on heaks kiidetud ravimiametite poolt

ainult baclofen (Jacobson et al. 2018).
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3.2 Sissejuhatus metoodikatesse

3.2.1 MultiBacMam tehnoloogia

Valgud on véljundiks informatsioonile, mis on talletatud geenidesse ja mRNAsse.
Harva on valgud isoleeritud — rakus toimimiseks moodustavad valgud keerulisi komplekse
(valkudega, desoksiribonukleiinhapetega (DNAga), madalamolekulaarsete molekulidega),
osa neist struktuurselt stabiilsed, aga sama olulised on ka nende hetkelised kokkupuuted, mis
uhiselt loovad diinaamilise vorgustiku (interaktoomi) (Luck et al. 2020).

Retseptorite ja kimé&arsete G-valkude samaaegne avaldumine rakus vdimaldab uurida
nende omavahelisi interaktsioone ja moju rakkude talitusele. Lisaks on vaja rakus avaldada
fluorestreeruvaid valke, mis v@imaldab rakulist vastust voi retseptori esinemist optiliste
meetoditega kvantifitseerida. Nende valkude ekspresseerimine imetajarakkudes tagab dige
posttranslatoorse modifikatsiooni ja vOimaldab maksimaalselt imiteerida loomulikku
keskkonda (Harrison and Jarvis 2006).

Paraku ei leidu mitme valgu koosavaldamiseks imetajarakus laialdaselt meetodeid.
Jérjestus on vdimalik rakku viia genoomi integreerides (pusiliini loomine) voi viiruslikul
vektoril (plasmiidil). Viirusliku vektori korral on vdimalik jagada valke kodeerivad geenid
eraldiseisvatesse plasmiididesse transfektsioonil, aga nii on keeruline tagada (htlane
ekspressioonitase, mis oleks ka korratav. Tulemuseks on ebav@rdne geenide avaldumine
rakkude vahel mis ei sobi meetoditeks, kus uuritakse tervet rakkude populatsiooni (Phan and
Wodarz 2015). Nende puuduste véltimiseks on téhusam valkude geenid koondada (hte
plasmiidi (multigene assay) (Kriz et al. 2010). Jarjestuse kasvades muutuvad erinevad
keemilised ja flusikalised meetodid (nt transfektsioonireagendid ja elektroporatsioon)
geenide sisestamiseks ebatdhusamaks, mis ei ole tingimata takistus kui eesmark on luua
rakkude pasiliini. Rakkude pusiliinis, kus geenid on integreeritud genoomi, ei vdimaldaks
samavadrset paindlikkust, kus on vajalik Uleminek UGhelt rakuliinilt teisele suurema
pingutuseta.  Oluliselt efektiivsemalt saaks viiruste, muuhulgas bakuloviirustega
(putukarakkudes paljunevad DNA viirused), vahendusel kanda geene Ule imetajarakkudesse.

Antud t66 raames on mitme valgu koosekspresseerimiseks kasutatud modifitseeritud

MultiBacMam™ siisteemi (Geneva Biotech 2021), mille saab jagada jargmisteks etappideks:

1. Rekombinantsete plasmiidide loomine, mis sisaldavad huvipakkuvate valkude
jarjestusi

Koikide valkude jarjestused on vaja esmalt kloonida aktseptor- ja doonorvektoritele,

mis sisaldavad vajalikke multikloonimissaite (MCS), unikaalseid endonukleaaside 15ikesaite
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(homing endonuclease) ja LoxP-jérjestust koos resistentsusmarkeritega, mis on vajalikud
selektiivseks kombinatsiooniks. LoxP palindroomsetele aladele seondub spetsiifiliselt Cre-
rekombinaas (rekombinatsiooniensiiim bakteriofaagist P1), Ghildades erinevad plasmiidid,
mis sisaldavad valkude jarjestusi. Et tagada korge valkude kontsentratsioon imetajarakkudes,
on vaja need viia tugevate promootorite alla (CAG, CMV), mida aktiveeritakse
imetajarakkudes. Kui tahetakse valke ekspresseerida nii putuka- kui imetajarakkudes, voiksid
need asuda nn topelt funktsiooniga hubriidse promootori all, mida tunnevad &ra nii putuka-

kui ka imetajarakkude faktorid.
T60s avaldati koos jargnevaid valke:

1) kaheksa kimaarset G-valku (uldnimetusega Gsi, Gso, Gst, Gsq, Gsz, Gs12, Gsl3,
Gs15 — liihendatult GsX) ja metsiktutpi Gs alluhik,

2) Epac-S™8 (lilhendatult H187) biosensor, millega saab md6ta cCAMPi taseme muutusi
rakus,

3) vesikulaarse stomatiidi viiruse glikoproteiin G (VSVG, vesicular stomatitis virus
glycoprotein G), mis asuvad bakuloviiruse pinnal ja aitab bakuloviirustel valjuda
imetajarakkude rakusisestest vesiikulitest ja muudab nakatamise vaga efektiivseks ja
laiendab rakuliinide valikut (Ci et al. 2018; Barsoum et al. 1997),

4) GABAg retseptori heterodimeeri allihik GABAg:, mis on liidetud SNAP ja CLIP-
maérgisega, mida saab mérgistada valgu ilmutamiseks membraanis ja

5) GABAg: alltihik, mis on vajalik GABAg retseptori toimimiseks (Masharina et al.
2012).

2. Rekombinantse plasmiidi Ghildamine bakuloviiruse genoomiga (bakmiidiga)

Geenide Ulekandeks imetajarakkudesse kasutati putukaviirust — modifitseeritud
bakuloviirust. Enim uuritud ja kasutust leidnud on modifitseeritud Autographa californica
multikapsiidne nukleopolihedroviirus (AcMNPV). AcMNPV sisaldab kaheahelalist
tsirkulaarset 134 Kkiloaluspaari (kb) suurust bakuloviiruse genoomi, mis sisaldab kogu
informatsiooni viirusosakeste tootmiseks ja millega saab Ule kanda vahemalt 100 kb suurust
geneetilist materjali imetajarakku (Mansouri et al. 2016). Té0s on kasutusel sellest vilja
arendatud DH10MultiBac genoomi. Rekombinantne plasmiid Uhildatakse bakmiidiga
transpositsioonielementide (Tn7L ja Tn7R) kaudu, mida viib 1abi nn abistajaplasmiid. Sini-

valge selektsiooniga on vdimalik valida bakterikolooniad, mis sisaldavad uuritavaid geene.

3. Rekombinantsete bakuloviiruste genereerimine
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Rekombinantne  bakmiid transfekteeritakse putukarakkudesse bakuloviiruste
tootmiseks. Bakuloviirused suudavad paljuneda ainult putukarakkudes, mistdttu laialdaselt
levinud putukarakuliin nende paljundamiseks on Spodoptera frugiperda putuka munasarjast
eraldatud Sf9 rakuliin. Bakuloviirused suudavad siseneda ka imetajarakkudesse, kandes
nendesse geneetilist materjali, aga mitte paljunema, mis teeb nende ké&sitlemise ohutuks
(bioohutus tase 1). To0s kasutatakse dara Sf9 rakkude omadust kasvada suspensioonis, mis
vOimaldab suhteliselt odavalt kasvatada suuri rakukoguseid ning toota rohkem
bakuloviiruseid.

4. Imetajarakkude nakatamine rekombinantsete bakuloviirustega

Nakatades imetajarakke rekombinantse bakuloviirusega on v@imalik rakkudes
soovitud valke avaldada. Ekspressiooni taseme kontrollimiseks imetajarakus on vdimalik
varieerida viiruse kogust ja lisada kemikaale, nagu naatriumbutiiraat, mis on deatsetiilaasi
mittespetsiifiline inhibiitor ja muudab DNA struktuuri transkriptsiooni jaoks avatumaks

(Barka 1998). Ulevaade Uldisest MultiBacMam siisteemi tdovoost on leitav lisast 2.

3.2.2 Bakuloviiruste tiitri méaramine

Ekspressioonitaset mdjutavad mitmed faktorid nagu infektsiooniaeg ja rakkude arv
nakatamise alghetkel, aga kriitilisem on viirusosakeste osakaal rakkude suhtes ehk MOI
(multiplicity of infection). MOI mé&ramise eelduseks on nakatamisvfimeliste viirusosakeste
kontsentratsiooni ehk tiitri mddtmine, et tagada optimaalne ekspressioonitase ja katse
korratavus. Erinevad viiruse tiitri méaramise meetodid — naastude anallius, mis on ajalooliselt
olnud koéige levinum meetod (Hink and Vail 1973), vb6i Q-PCR (reaalaja
polimeraasahelreaktsioon), on vastavalt kas liiga t66- ja ajamahukas voi ei suuda eristada
nakatamisvdimetuid viirusosakesi funktsionaalsetest. Rakkude nakatamisjargse diameetri
muutusel pbhinev meetod on optimaalne standardvigade, ajakulu (kuni 24 t) ning hinna
poolest (Rolddo et al. 2009).

Meetod pohineb nahtusel, et bakuloviirustega nakatatud putukarakud |6petavad
jagunemise ning rakkude diameetri suurenemine 24 t moéddudes on pdhjustatud valdavalt
esmakordsest nakatamisest. Sellest tulenevalt on vdimalik leida seos viirusosakeste
kontsentratsiooni ja rakkude diameetri vahel — mida rohkem on lahuses viirusosakesi, seda
suurem on rakkude diameeter. Diameetri muutus peale esmakordset nakatamist jaab
hinnanguliselt vahemikku 20 - 40% (Janakiraman et al. 2006). K&esolevas t60s on rakkude

diameeter madratud pildianaltiusil kasutades ICSE-tooriista (pildianaltiusil pdhinev raku
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suuruse hindamine; image-based cell size estimation), mis on vélja arendatud Tartu Ulikooli

Bioorgaanilise keemia dppetooli td6riihmas (Laasfeld et al. 2017).

3.2.3 Fluorestsentstehnoloogiad retseptorite uurimiseks

Valkude paiknemise, interaktsioonide ja mikrokeskkonna detailne ajalis-ruumiline
tuvastamine naturaalses olekus on vajalik nende funktsioonide mdistmiseks. Fluorestsentsi ja
bioluminestsentsresonantsenergia llekande (FRET ja BRET) tehnoloogiad vGimaldavad
nanomeetri skaalal tundlikult jalgida kahe margise vahelisi kaugusi. Olenevalt margiste
paigutusest vOimaldab see analiiisida konformatsioonilisi muutusi Ghe valgu sees (naiteks

retseptoris) voi jalgida valk-valk interaktsioone.

3.2.3.1 Epac biosensor CAMP-i maaramiseks

Leidub véga kinnistunud ja laia méaramisalaga meetodeid cCAMP-i md6tmiseks rakus,
mis vdimaldavad saavutada tundlikuse pikomolaarsel tasemel. Neist levinuimad on naiteks
radioimmuunanaliiiis (RIA) (Brooker et al. 1979) vdi meetodid, mis maidravad [*H]-cAMP
hulka rakus (Gilman 1970). Paraku koik sarnased meetodid ei vGimalda ajaliselt mddta
CAMP-i taseme muutusi elusates rakkudes nagu seda saab teha fluorestsentsil (ja

bioluminestsentsil) pdhinevate biosensoritega.

Forsteri resonantsenergia tlekanne on fidsikaline nahtus, kus doonorfluorofoor oma
ergastatud olekus kannab  mittekiirguslikult osa oma ergastusenergiast Ule
aktseptorfluorofoorile, péhjustades sellega aktseptorfluorofoori fluorestsentsi (Forster 1946).
Fluorofoorideks saavad olla kvanttapid (quantum dots, QDs) fluorestseeruvad orgaanilised
molekulid ning valgud, aga ainult valke on vdimalik lihtsasti geneetiliselt kombineerida
(Masharina et al. 2012). FRET-i toimumiseks on vajalik fluorofooride lahedus (kuni 10 nm),
dipoolide orientatsioonid, mis soodustavad Ulekannet ja doonori Kiirgus- ning aktseptori

ergastusspektri kattumine. Energia tlekande efektiivsus (E) valjendub valemiga:

1
E = ﬁ (Valem 1)

1+(R—0)

millest jareldub, et Glekande efektiivsus on vaga tundlik fluorofooride omavahelise kauguse
(r) suhtes. Forsteri raadius (Ro) ehk vahekaugus, kus (lekande efektiivsus on pool
maksimaalsest, sdltub fluorofooride dipoolsest orientatsioonist ja doonori Kiirgus- ning
aktseptori ergastusspektri kattumisest. FRET-il pdhinevad cAMP-biosensorid tuginevad
energia Ulekande efektiivsuse muutusel fluorofooride kaugenemisel, mida pdhjustab cAMP-i

seondumine (joonis 3). Esineb kaks levinud viisi, kuidas efektiivsuse muutusi esitada:
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doonori ja aktseptori fluorestsentsi intensiivsuse suhtena (sensitized emission, SE) ja doonori
fluorestsentsi eluea kaudu (fluorescence lifetime imaging, FL). SE meetodis ergastatakse
doonorit sobival lainepikkusel ja FRET-i efektiivsus valjendub doonori ja aktseptori kiirguse
intensiivsuse suhtena. FL s6ltub ainult doonori signaalist ja Ulekande efektiivsus saadakse
doonori emissiooni eluea muutusest (Lakowicz 2006).

Varasem fluorestsentsnéhtusel pdhinev biosensor cAMP-i mé&aramiseks baseerus
FRET:I efektiivsusel cCAMP-sOltuva proteiinkinaas A (PKA) alluhikute vahel. PKA keerukas
dissotsiatsioonimehhanism, mis nduab nelja cAMP molekuli koordineeritud seondumist,
muutis andmete analtiusi keeruliseks (Adams et al. 1991). Selleks hetkeks polnud veel
tuvastatud geeni, mis kodeerib rohelist fluorestsentsvalku (GFP, green fluorescent protein),
meduusilt Aequorea victoria. Paraku oli valkude margistamine fluorofooridega uldtuntult
vaevaline ja sondi sisestamine rakkudesse mikrosustimise l&bi tehniliselt keerukas. Pé&rast
GFP Kkloonimist (Prasher et al. 1992), ja ka hiljem kui tuvastati homoloogsed valgud teistest
organismidest, on vélja arendatud fluorestsentsvalk-FRET biosensorid (FP-FRET), mis
vOimaldavad otseselt visualiseerida dunaamilisi protsesse elusrakkudes. Esialgsetel
fluorestsentsvalkudel oli palju puudusi: madal eredus, vastupidavus pH muutustele ja
fotostabiilsus ning ergastus UV-spektraalses alas, mis on rakkudele tsttotoksiline. Nende
puuduste kdrvaldamiseks on l&bi mutatsioonide on valja arendatud lai spekter erinevate

omadustega fluorestsentsvalke (Piston and Kremers 2007).

Varasemad cAMP efektorvalgul (Epac valgul, exchange protein directly activated by
cAMP) pohinevad biosensorid koosnesid kollasest (yellow fluorescent protein, YFP,
aktseptor) ja tstiano fluorestsentsvalgust (cyan fluorescent protein, CFP, doonor), mis olid
omavahel seotud Epac valgu sidumisdomeeni polupeptiidahelaga. Koikide sarnaste
biosensorite tuumikuks on Epac valk, mis cAMP-i seondumisel kujundab biosensori
konformatsiooni Umber ja seeldbi kahandab FRET-i efektiivsust. (Ponsioen et al. 2004).
Esialgsel CFP-YFP paaril oli mitmeid puudusi: CFP lai kiirgusspekter kattub osaliselt YFP
omaga, mistéttu mdddetud YFP intensiivsus ei tulene ainult FRET-st ja ka YFP madal eredus
ning pH-tundlikkus (van der Krogt et al. 2008). Biosensoris Epac-SH®” on CFP asendatud
doonoriga mTurquoise2, mis on tunduvalt eredam ja fotostabiilsem ja vdimaldab pikema aja
jooksul md@dtmisi teostada. Doonori suurem eredus vdimaldab rakke ergastada vaiksema
intensiivsusega, mis vahendab fototoksilisust. YFP on asendatud aktseptoriga cpl73Venus
tandem, mis on vastupidavam pH taseme ko6ikumistele. Epacl valgus tehtud mutatsioon

(glutamiini asendus glutamaadiga), suurendab cAMP-i afiinsust 2,5 korda, mis sobib
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kasutamiseks rakkudes, kus cCAMP-i tase on tavalisest madalam (joonis 3) (Klarenbeek et al.
2015).

430 nm Kérge FRET 430 nm

N g A

R  cawvp
—_—

Madal FRET

P f\\\’q:‘ 5
T‘\ S TN

/-~ ep173Venus cp173Venus ﬁ
g / tandem /  tandem 3
vl \ P YOI
C~ - : ! ‘
480 nm Epac valgu 530 nm 480 nm | N\ 530 nm

jarjestus

Joonis 3. Epac-S™8" cAMP biosensori téopdhimdte. Ergastades doonorit (mTurquoise2)
lainepikkusel 430 nm olukorras, kus cAMP ei ole sensoriga seostunud, on FRET-i
efektiivsus kdrge ja aktseptori (cpl73Venus tandem) fluorestsentsi intensiivsus
lainepikkusel 530 nm on suur. cAMP-i seostumisel muutub sensori konformatsioon,
fluorofoorid kaugenevad uksteisest, FRET-i efektiivsus langeb ja seetbttu domineerib
doonori kiirgus lainepikkusel 480 nm.

3.2.3.2 GABAG retseptori kuvamine raku pinnal

Valkude selektiivseks margistamiseks rakus on kasutusel erinevad orgaanilised
madalamolekulaarsed fluorestsvarvid. Varve saab suure tundlikusega mooéta juba vdga
madalatel kontsentratsioonidel, sest nad on reeglina eredamad, on ajas stabiilsed ega hairi
rakulisi protsesse. GABA B:A alliihik on seotud 20 kDa suuruse SNAP-mérgisega,
muteeritud O°®-alkuitilguaniin-DNA alkiultransferaasiga (OB-alkylguanine-DNA

alkyltransferase, AGT), mida saab selektiivselt mérgistada (Masharina et al. 2012).

O°®-alkuitilguaniin-DNA alkuuiltransferaasid on rakkudes olevad enstimid, mis
parandavad O°®-alkilleeritud guaniinjadke DNAs. AGTd parandusmehhanism on
enesehavituslik: guaniinjaagi kuljes olev alkiulriihm liidatakse kovalentselt AGT reaktiivse
tststeiiniga, mis inaktiveerib reaktsioonitsentri (lisa 3). Seet6ttu on nad tdmmanud esialgu
tdhelepanu keemiaravis kuna AGT inhibeerimine suurendaks hetkel kasutatavate DNAd
alkulivate ravimite efektiivsust (Damoiseaux et al. 2001). SNAP-margise loomisel on &ra
kasutatud AGT madalat selektiivsust, mis vdimaldab arendada varieeruvate omadustega O°-
bensullguaniini derivaate. Vaéltimaks olukorda, kus endogeensed AGTd tuleb enne
maérgistamist inhibeerida, et tagada spetsiifiline seondumine, on SNAP-margise loomisel
AGT muteeritud (Juillerat et al. 2003; Keppler et al. 2003).
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4  EKSPERIMENTAALNE OSA

4.1 Materjalid ja aparatuur

MultiBacMam (lekandevektorid (pACEBacl, pUCDM-VSVG, pIDC, pIDK, pMDS
ja pSPL-IM) on saadud ettevottest Geneva Biotech. Kimaarsete G-valkude (Gsi, Gso, Gst,
Gsz, Gs12, Gs13, Gs15, Gsq) ja metsiktiiipi Gs cDNA-d sisaldavad pEM705 plasmiidid on
tellitud E.coli (Escherichia coli) DHSa tiive rakkudes Addgene’st (Robert Lucas Lab). G-
valgu y2 ja B1 allihiku plasmiidid on tellitud cDNA Resource Center-st. GABAg retseptori
alliihikute jarjestused koos SNAP ja CLIP-maérgistega on saadud Kai Johnssoni laborist.
GABAB&-SNAP bakuloviirus on loodud antud Oppetooli (Santa VeikSina) koostods Lati
Orgaanilise Siinteesi Instituudiga (Edijs Vavers). Epac-S™8’ biosensori pcDNA3.1-H187 on
saadud Kees Jalinki laborist. pMDS-H187 plasmiidi on loonud Santa VeikSina pMDS ja
pcDNA3.1- H187 thildamisel.

Plasmiidide paljundamiseks kasutati E.coli tiivesid DH5a (NEB) ja PirHC (Geneva
Biotech), mille RbCl kompetentsed vormid on valmistatud antud dppetoolis. Bakmiidide
loomiseks kasutati E.coli tive DH10MultiBac (GenevaBiotech) rakke. Selektsiooniplaatide
tegemiseks on kasutatud soddet L-Broth (AppliChem), agaroosi (Sigma), IPTG-d
(Fermentas), X-Gal-i (bromo-kloro-indoltil-galaktopiranosiid) (Thermo Scientific) ja
antibiootikume ampitsilliin - (AppliChem), kanamitsiin (Gibco), tetratsikliin (Sigma),
gentamatsiin (MP Biomedicals), klooramfenikool (Sigma) ja spektinomitsiin (Sigma).
Bakterite transformeerimisel on kasutatud SOC meediumit (2% triptoon (Lab M), 0,5%
parmiekstrakt (Lab M), 10 mM NaCl (AppliChem), 2,5 mM KCI (AppliChem), 10 mM
MgCl2 (AppliChem), 10 mM MgSOa (AppliChem), 20 mM gliikoos (KEBQO)). Bakmiidide ja
rekombinantsete plasmiidide puhastamisel kasutati Midiprep Kit-i (Favorgen). Plasmiidide ja
bakmiidide kontsentratsioonid ja puhtus maéarati Thermo Scientific NanoDrop 1000
spektromeetriga lainepikkustel 260 ja 280 nm.

Plasmiidide 16ikamiseks on valitud jargmised restriktaasid: FD (Fast Digest) Rrul
(pIDC), FD XmalJl (pSPL-IM, pACEBacl, pUCDM-VSVG, pIDC), FD Bsul5l (pIDK,
pSPL-IM, pACEBacl), FD Mssl (pIDK, pSPL-IM, pUCDM-VSVG), FD Nhel (pIMDK-
CMV, Gs(X) PCR produkt), Mph1103l (Gs(X) PCR produkt, pIMDK-CMV) ja BstXI
(Thermo Scientific). Ligeerimiseks kasutati T4 DNA ligaasi komplekti (Thermo Scientific).
Plasmiidide Uhildamiseks LoxP jarjestuste kaudu kasutati Cre-rekombinaasi (NEB).
Geelelektroforeeside tegemisel on kasutatud agaroosi (Sigma), Tris-atsetaat-
etlleendiamiintetraatsetaat (EDTA) (TAE) puhvrit (1 mM EDTA (Merck), 40 mM Tris
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(Sigma), pH 8,3 saavutati 30% daadikhappe (Lachner) lisamisega), etiidiumbromiidi (10
mg/ml), 6X TriTrack laadimisvarvi (Thermo Scientific) ja GeneRuler 1 kb DNA massiredelit
(Thermo Scientific). KOik geelelektroforeesid teostati kasutades Sub-Cell GT susteemi (Bio-
Rad). DNA ilmutamiseks geelis on kasutatud UV-transilluminaatorit (CleaverScientific Ltd)
ja fragmentide puhastamiseks Silica Bead DNA Gel Extraction Kit-i (Thermo Scientific).

Praimerite disain ja plasmiidide konstrueerimine teostati tarkvara SnapGene abil.
PEM705-GsX jarjestuse amplifitseerimiseks kasutati Phusion HF (High-Fidelity) DNA
polimeraasi komplekti (Thermo Scientific) ning praimereid GsX_Nhel_forward ja
GsX_Mph1103I_reverse  (eritellimusel, Integrated @ DNA  Technologies, IDT).
Punktmutatsioon Gy2 geeni jarjestuses teostati praimeritega Gamma2_Al2sm_forward,
Gamma2_Al12sm_reverse, CMV_forward ja BGH_reverse (IDT) (lisa 4). Kdik PCR-i
reaktsioonid viidi l&bi termotsiikleris Mastercycler Gradient (Eppendorf). Rekombinantsed
plasmiidid on sekveneeritud Tartu Ulikooli Genoomika Instituudi tuumiklaboris.

Bakuloviiruste tootmiseks kasutati liblikalise Spodoptera frugiperda munasarjakoest
eraldatud rakuliini (Sf9) (Invitrogen), transfektsioonireagenti Lipofectamine LTX ja reagenti
PLUS (Thermo Scientific), seerumivaba rakusoddet Insectagro™ Sf9 (Corning) ja 6-
stvendilist rakukasvatusplaati (Nunc). Rakkude arv ja elusrakkude osakaal maarati 0,4%
trlipaansinisega (Sigma) ja rakke loendati Bio-Rad TC10™ Automated Cell Counter-I.
Viiruste filtreerimiseks kasutati 0,45 um poori suurusega SFCA (pindaktiivsete ainete vaba
tselluloosatsetaat) filtrit (VWR). Bakuloviiruste kontsentratsioon madrati raku diameetri
muutusel pohineva meetodiga BioTek Cytation™ 5 plaadilugejaga.

Toos kasutatud viiruseid ekspresseeriti U20S (inimese osteosarkoomi rakud)
rakuliinis (DSMZ). U20S rakke kasvatati so6tmes McCoy’s 5A (Sigma) (+ L-glutamiin
(Sigma) + 10% FBS (Gibco) + streptomitsiin 0,1 mg/ml (PAA) + penitsilliin 100 U/ml
(PAA)). Rakke kasvatati polullsiiniga kaetud 6-suvendilistel rakukasvatusplaatidel (Nunc).
Rakkude lahtivétmiseks kasutati 0,125% tripsiini-EDTA (Sigma) lahust. Rakkude
infekteerimissegu sisaldas naatriumbutiraati (1 mM) (Sigma). Rakukultuuri rutiinseteks
vaatlusteks kasutati Olympus CKX31 mikroskoopi.

Kdik katsed ligandide mdju ja cAMP taseme hindamiseks teostati U20S rakkudes
plaadilugejaga PHERAstar™ (BMG Labtech) 96-stivendilises labipaistva lameda pdhjaga
mustas rakukasvatusplaadis (Corning). KO&ik md6tmised teostati fosfaatpuhverdatud
soolalahuses (DPBS), mis sisaldas Ca?* ja Mg?* ioone (Corning). Toos kasutatud ligandid:
forskolin (Tocris), 3-isobutddl-1-metidlksantiin (IBMX) (Tocris), 5'-N-

etliulkarboksamidoadenosiin (NECA) (Tocris), apomorfiin (Tocris), noradrenaliin (Sigma),
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GABA(Sigma) ja Baclofen (Sigma). Ligandide varulahuste valmistamisel vastavalt
vajadusele on kasutatud DMSO-d (AppliChem) vdi Milli-Q vett (Millipore Milli-Q, 18
MQ/cm).

Mikroskoopiakatsetes kasutati 8-stivendilisi kambreid (Imaging Chamber CG, Zell-
Kontakt). Rakkude fikseerimiseks kasutati 3% gluoksaali (Sigma Aldrich) lahust 20%-lises
etanoolis, mille pH oli viidud 4,5-ni &idikhappe lisamisega (Sigma Aldrich). Ulejadnud
gliioksaali pleegitamiseks kasutati 100 mM NH4Cl lahust ja lisati ibidi paigalduslahust
(Ibidi). GABAg retseptorite mérgistamiseks kasutati SNAP-Surface 649 (NEB) DMSO
lahuses. Biosensori tase rakus j&advustati Cytation 5 (BioTek) mikroplaadilugejasse
sisseehitatud fluorestsentsmikroskoobiga. Koik teised mikroskoopiapildistamised tehti
kasutades Till iMIC (Till Photonics/FEI) inverteeritud mikroskoobiga.

4.2 Rekombinantsete bakmiidide loomine

Kdik lahteplasmiide sisaldavad rakud (glutserooli varus, stock) (sdltuvalt kas DHS5a
vOi pirHC rakuliinis) kanti selektsiooniplaadile vastava antibiootikumiga: pEM705-Gs(X)
(ampitsilliin), pIDK (kanamitsiin), pSPL-IM (spektomdtsiin), pACEBacl (gentamutsiin),
pUCDM-VSVG (klooramfenikool) ja pIDC (klooramfenikool). Plaate inkubeeriti 24 t 37 °C
juures. Plaadilt eraldati kolooniad ja kasvatati LB s66tmes sobiva antibiootikumiga 37 °C
juures 16 t. Bakterisuspensioon tsentrifugeeriti (14 000 g, 1 min), lGusiti ja plasmiidid
puhastati lusaadist Favorgen Midiprep Kit-ga vastavalt tootja protokollile. DNA puhtus ja
kontsentratsioon on siin ja edaspidi maaratud spektromeetriga NanoDrop 1000 lainepikkustel
280 ja 260 nm.

Kimaarsete G-valkude jarjestuste amplifitseerimiseks pEM705-Gs(X) plasmiididest
teostati PCR. Reaktsioonisegu sisaldas lahteplasmiidi, Phusion HF DNA polimeraasi
komplekti ning praimereid GsX_Nhel Forward ja GsX_Mph1103l_Reverse. Seejérel viidi
reaktsioon labi termotsiikleris, ning teostati agaroos-elektroforees produktide suuruste
kontrollimiseks. Produktide visualiseerimiseks geelis kasutati UV-transilluminaatorit
etiildiumbromiidi (1 pg/ml) juuresolekul. Amplifitseeritud jérjestuse otsad IBigati
enstiimidega FD Mph1103I ja FD Nhel, ning thildati samade enstiimidega pIMDK-CMV
plasmiidiga (aktseptor). pIMDK-CMV jérjestus on saadud plasmiidide pIDK ja pSPL-IM
uhildamisel enstiimidega Bsul5l ja Mssl. Ka edaspidi on aktseptorplasmiid eelnevalt
defosforlleeritud FastAP  fosfataasiga vastavalt tootja protokollile, et valtida
aktseptorplasmiidi Uhildumist endaga. Kdikide t66s kasutatud FD ensiiiimide t06temperatuur

on 37 °C ja inkubatsiooni aeg ligikaudu pool tundi.
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Ulejadnud lahteplasmiide 1Gigati ensiiiimidega vastavalt skeemile, mida on kujutatud
joonisel 4. Loigatud fragmentid lahutati agaroos-elektroforeesil, dige pikkusega fragmendid
IGigati vélja ja puhastati vastavalt FavorPrep GEL/PCR Purification Kit protokollile.
Puhastatud produktid ligeeriti T4 DNA ligaasiga vastavalt tootja protokollile ja ligeeritud
produkt transformeeriti kompetentsetesse pirHC voi DHS5a (vastavad ori-piirkonnale)
rakkudesse kuumasoki teel. Kuumasokk viidi ldbi 35 s jooksul 42 °C vesivannis, peale mida
asetati rakud 5 min j&éle ja seejarel lisati toasooja SOC s6ddet ning inkubeeriti 6 t 37 °C
juures horisontaalses asendis, loksutamiskiirusega 250 rpm (ELMI DOS-10M Digital Orbital
Shaker). Transformeeritud rakud selekteeriti agar-plaatidelt vastava antibiootikumi

resistentsuse alusel.

Kasutades Cre-rekombinaasi Uhendati genereeritud plasmiidid, et saada pEmpty-
VSVG-Gs(X)-H187 produktid (kokku 9 plasmiidi) (Joonis 4). Uhildatud plasmiid
transformeeriti kompetentsetesse DHS5a rakkudesse kuumasoki teel. Selekteerimiseks kasutati
plaate, mis sisaldasid antibiootikume spektinomutsiin (50 pg/mg), klooramfenikool (25
ug/ml), gentamiitsiin (7 pg/ml) ja kanamiitsiin (50 pg/ml) LB kasvustdtmes. Puhastatud
plasmiididega teostati restriktsioonanaliilis enstiimidega Nhel ja Munl vastavalt tootja

protokollile.

Rekombinantsete bakmiidide loomiseks transformeeriti 200 ng eelnevalt genereeritud
MultiBac plasmiidid kompetentsetesse E.coli tive DH10MultiBac rakkudesse. Selektsiooniks
kasutati plaate, mis sisaldasid antibiootikume kanamiitsiin 50 pg/ml, tetratsiikliin 10 pg/ml,
gentamiitsiin 7 ug/ml ning sini-valge koloonia selektsiooniks vajalikke ihendeid X-Gal 100
ug/ml ja IPTG 40 ug/ml. Plaate inkubeeriti 24 t 37 °C juures. Sini-valge selektsioon
vBimaldas eristada kolooniaid, mis ei sisalda soovitud geenijarjestust (sinised),
huvipakkuvatest (valged). Rekombinantsed bakmiidid eraldati bakteritest MidiPrep Kit-iga

vastavalt tootja protokollile.

4.3 Bakuloviiruste tootmine Sf9 rakkudes ja kontsentratsiooni maaramine

Bakuloviiruste tootmiseks kasutati Sf9 rakuliini, mida kasvatati spetsiaalsetes
rakukasvatus-Erlenmeyer'i ~ kolbides, seerumivabas rakusootmes Insectagro™  Sf9,
temperatuuril 27 °C ja CO.-vabas keskkonnas. Rakkude loendamiseks segati rakud esmalt
0,4% trupaansinisega suhtes 1:1 ning rakkude koguarv (sh ka elusrakkude osakaal) maérati
labivalt kogu t60s Bio-Rad TC10 Automated Cell Counter-iga. Putukarakkude
transfekteerimiseks  lisati  esmalt  rakud  6-slivendilisele  rakukasvatusplaadile

kontsentratsiooniga 0,6 min rakku sivendis. 6-stvendilisele rakukasvatusplaadile lisatud
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rakke inkubeeriti 24 t. Inkubeerimisjargne transfekteerimine viidi labi vastavalt
transfektsioonireagendi Lipofectamine LTX ja reagendi PLUS transfektsiooniprotokollile.
Transfekteeritud rakke inkubeeriti kolm kuni viis péeva, mille jooksul jalgiti
nakatumismarke: rakkude elumuse véhenemine, diameetri kasv ning rakukasvatusplaadi
taituvus. Slvendist kogutud tdstearvuga Po (passage) viiruse edasiseks amplifitseerimiseks
lisati viiruslahust 10 mi-le aktiivses kasvufaasis olevate rakkude suspensioonile (1 min
rakku/ml). P1 viirus koguti rakkude 50%-lise vdi madalama elumuse juures. Viiruse
kogumiseks tsentrifugeeriti rakususpensiooni 10 min 3000 rpm juures (CM6.03 tsentrifuug),
mille jarel filtreeriti pealislahus 1ébi 0,45 um poori suurusega SFCA filtri. Kogutud viiruseid
sdilitati valguskindlalt 4 °C juures. Edasisteks katseteks optimaalse viiruse kontsentratsiooni

saavutamiseks amplifitseeriti Py viirused vajadusel kdrgema tiitrini.

Viiruste tiitri  leidmiseks lisati Sf9 rakud 24-siivendi rakukasvatusplaadile
Insectagro™ Sf9 s66tmes (0,2 min rakku/stivend). Rakkude kinnitumiseks inkubeeriti plaati
pool tundi. Viirusest valmistati Uksteist kolmekordset seerialahjendust Insectagro™ Sf9
sootmes. Seejérel lisati rakkudele viiruste lahjendused ja tihiproov (ainult s6dde)
duplikaatidena ja inkubeeriti 24 t. lgast stivendist tehti erinevatest kohtadest 4 pilti kasutades
Cytation™ 5 plaadilugejat. Saadud piltide pohjal kasutati nakatamisjargse rakkude diameetri
suurenemise mddtmiseks Apareciumi tarkvara ICSE tooriista (Laasfeld et al. 2017). Koostati
eksperimentaalandmete graafik rakkude diameetri soltuvuse kohta viirusosakeste
kontsentratsioonist  (lahjendusfaktorist).  Kaheparameetrilise  logistilise  funktsiooni
regressioonianalusil leiti ECso vadrtused ehk pool maksimaalsest efektiivsest viirusosakeste
kontsentratsioonist. ECso véértus on (valem 1) kaudu seotud viiruse kontsentratsiooniga c,

millest omakorda saab arvutada MOI-indeksi valem 2 pdhjal.

N
c (Valem 2), c = Mol 7 (Valem 3)

T2 ECeV

kus ¢ on viiruse kontsentratsioon thikutes ivp/ml (nakatusv@imeliste viirusosakeste arv/ml),
N on rakkude arv siivendis nakatamise alghetkel, V on lahusti ruumala slivendis ja ECso
vaartus on pool maksimaalsest efektiivsest viiruosakeste kontsentratsioonist (Laasfeld et al.
2017).

4.4 MultiBacMam susteemi valideerimine imetajarakkudes

4.4.1 Geenitlekanne imetajarakkudesse
Koik imetajarakkude nakatamised bakuloviirustega viidi labi sarnasel viisil; esmalt

lisati U20S rakud 6-stivendilisele plaadile kasvamiseks sobivas so6tmes kuni stivend oli
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taitunud ligikaudu 70%. So60de asendati infekteerimisseguga (2 ml), mis sisaldas
naatriumbuttraati (1 mM), MultiBacMam viirust (kuni 200 pL, milles MOI varieerus
vahemikus 2 — 20) ja vastavat séddet mahuni. Rakke inkubeeriti 37 °C juures 24 t, 5%-s CO>
keskkonnas. Rakud pesti kaltsiumi- ja magneesiumivaba DPBS puhvriga ja voeti lahti
0,125% tripsiin-EDTA lahusega. Igas katses oli olemas kontrollproov, kuhu viirust ei lisatud.

4.4.2 Fluorestsentsspektroskoopia ja -mikroskoopia médtmised

4.4.2.1 cAMP taseme mddtmine imetajarakkudes

Rakususpensioon lisati s06tmes mustale labipaistva pohjaga 96-siivendilisele
rakukultuuri plaadile (100 uL siivendi kohta) ja inkubeeriti 24 t. Pool tundi enne modtmist
eemaldati sodde ja loputati DPBS puhvriga. Igasse siivendisse lisati 90 uL. DPBS puhvrit.
Mdotmised teostati PHERAstar (BMG) plaadilugejaga fokaalkérgusel 4,5 mm ja
temperatuuril 25 °C. Detektori vBimendust varieeriti vastavalt katsele, aga tihes katseseerias
séilitati konstantne vdimendus. Biosensorit ergastati, kasutades optilisi filtreid, lainepikkusel
427 = 10 nm ja intensiivsusi moddeti emissioonikanalites 530 = 10 nm ja 480 = 10 nm. Enne
ligandide lisamist teostati vahemalt viis mdotmistsiklit, mida kasutati tausta korrektuuriks, ja
seejarel lisati 10 uL retseptori spetsiifilist ligandi vdi forskolini lahjendust. Tulemuste
analiusil ja graafilisel esitamisel kasutati andmetd6tlusprogrammi GraphPad Prism 5.0.

FRET-i efektiivsus arvutati vastava valemiga:

It538 nm 1530 nm

480 nm ~ [480nm

AFRET = =2 pED (Valem 4)
t=0

4_80 nm
It—o

kus 1233 ™™ja I;¥83 "™mon intensiivsused vastavalt kollases ja sinises emissioonikanalis enne

ligandide lisamist. 1530 ™™ ja 480 n™m gon intensiivsused vastavates kanalites teatud ajahetkel.

4.4.2.2 GABAE retseptori fluorestsentsmargistamine

Eelnevalt lisati rakud s66tmes 8-kambrilisele mikroskoopiaplaadile (40 000
rakku/siivend) ja inkubeeriti 24 t. SNAP-margise margistamiseks fluorestseeruva
substraadiga SNAP-Surface 649, valmistati esmalt substraadi lahus DMSOs (1 mM).
Rakkude margistamiseks lahjendati SNAP-Surface 649 lahust vahetult enne lisamist
rakusootmes (1oppkontsentratsioon 2,5 uM). Enne lisamist pesti rakke kolm korda DPBS-ga
ja seejérel lisati 100 pL stivendi kohta substraadi lahust. Rakke inkubeeriti pool tundi 37 °C
juures. Seejarel pesti hoolikalt substraadilahus rakkudelt maha DPBS-ga ja lisati 400 pL
stivendi kohta DPBSi.
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Rakkude morfoloogia sdilitamiseks pikaajaliste mikroskoopia mddtmiste valtel
fikseeriti imetajarakud gluoksaali lahusega. Fikseerimissegu valmistamiseks kasutati 3%
gluoksaali (Sigma Aldrich) lahust 20%-lises etanoolis, mille pH oli viidud 4,5-ni dadikhappe
lisamisega. Rakke inkubeeriti fikseerimissegus esmalt 30 minutit jaal, millele jargnes
inkubeerimine 30 minutit toatemperatuuril. Seejarel pesti rakud DPBS lahusega. Ulejaanud
gluoksaali pleegitamiseks kasutati 100 mM NH4Cl lahust DPBSs, mis toimus 20 min jooksul
toatemperatuuril. Rakud pesti seejarel DPBS lahusega ja lisati séilitamiseks kolm tilka ibidi

paigalduslahust.

Bakuloviiruste transfekteerimise efektiivsuse jaadvustamiseks viidi
mikroskoopiapildistamine 1abi Cytation 5 (BioTek) mikroplaadilugejasse sisseehitatud
fluorestsentsmikroskoobiga, kasutades GFP filterkuubikut, GFP LEDi ning 10x ja 4x
objektiivi. Ulejaanud mikroskoopiapildistamised tehti kasutades Till iMIC (Till
Photonics/FEI) inverteeritud mikroskoopi, mis oli varustatud TIRF APON 60x oli (NA 1,49)
ja UPLSAPO 20x dli (NA 0,85) objektiividega (Olympus Corp.). Elavatele imetajarakkudele
naturaalse elukeskkonna tagamiseks on mikroskoopi sisse ehitatud kamber, milles hoitakse
temperatuur 37 °C juures ning 5%-e CO; sisaldusega. Proovid ergastati jarjestikku PhoxX
laserdioodidega (Omicron-Laserage), mis olid kombineeritud SOLE-6 laserkombainerisse
(Omicron-Laserage): 445 nm (100 mW) (mTurquoise2), 515 nm (80 mW) (cpl73Venus
tandem) ja 638 nm (150 mW) (SNAP-Surface 649). Ergutusvalgus suunati Yanuse
skaneerimispeale (scan head), mida koos Polytrope'i galvanomeetrilise peegliga (Till
Photonics/FEI) kasutati laseri positsioneerimiseks laivélja epifluorestsents mikroskoopiaks.
Ergastus- ja emissioonvalgus eraldati spektraalselt pildistusfiltri kuubikutega, mis sisaldasid
Kiirtejagajat zt405/488/561/640rpc voi zt 442/514/561 TIRF ja emissioonfiltrit ET
405/488/561/640TIRF voi ZET 442/514/561m TIRF (Chroma). Lisaks kasutati rakupiiride
méaaramiseks heleda valja kanalit. Pildistamiseks kasutati elektronmultiplikaatoriga (EM)
laengupdhist kaamerat iXon Ultra 897 (Andor Technology), mis paigaldati mikroskoobi
kiilge 2-kordse suurendusega TuCam-adapteri (Andor Technology) abil. Kaamerat jahutati -
100 °C-ni vedeliku ringluskitte Oasis 160 (Solid State Cooling Systems) abil. Kdik
maddtmised viidi l1abi kaheksast stuivendites koosnevates CG kambrites ja vahemalt viis valitud
piirkonda iga suivendi kohta jaadvustati 16-bitise OME-TIFF multivérviliste Z-pakkidega (Z-
stack) (100 kaadrit, 200 nm piesofookuse sammuga 60x objektiivi puhul vdi 500 nm
sammuga 20x objektiivi puhul). Ekspositsiooni aeg oli 20 ms ja EM-véimendus 300.

Erinevate fluorestsentsvarvide puhul varieeriti laseri vdimsust, et vGimaldada optimaalset
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signaalitaset (tagati kanalites tuvastatava ristsignaali puudumine). lIga fluorestseeruva
ligandi/varvi puhul tehti kaks sdltumatut katset.

4.5 Andmete to6tlus ja visualiseerimine
Mittelineaarseteks regressioonanaliiiside ja andmete visualiseerimiseks kasutati
GraphPad Prism 5 programmi. Piltide anallisiks kasutati vabavaralist programmi ICY.

Laivalja epifluorestsentsi Z-pakid dekonvolveeriti EpiDEMICIi plugin-ga (Soulez et al. 2012).
Jooniste tegemisel on kasutatud Biorenderi keskkonda
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5 TULEMUSED JA ARUTELU

5.1 MultiBacMam stisteemi loomine

GPCR-de uurimiseks on Tartu Ulikooli Bioorgaanilise keemia &ppetoolis loodud
modifitseeritud MultiBacMam tehnoloogial (Geneva Biotech) pdhinev plasmiidide
raamatukogu. Raamatukokku kuuluvaid plasmiide on v6imalik kasutada eraldiseisvalt voi
omavahel kombineerituna, et ekspresseerida soovitud valke imetaja- voi putukarakkudes.
Eesmark on avardada vdimalusi GPCR-de uurimiseks ja muuta uute meetodite integreerimist
vOimalikult lihtsaks. To0 kéigus on laiendatud plasmiidide raamatukogu kimaarsete G-
valkude koguga, mis on dhildatud cAMP-biosensoriga ja VSVG valguga. Antud kogumiku
plasmiide saab efektiivselt kombineerida teiste vektoritega raamatukogus (nt retseptorite
jarjestustega) LoxP elementide abil.

Kombineerimise  teevad  vOimalikuks  MultiBacMam  ststeemi  kuuluvad
doonorplasmiidid  (pIDK, pIDC, pMDS ja nende tuletised), mis sisaldavad
resistentsusmarkereid selektsiooniks ja LoxP elemente. Doonorplasmiididega thildati
huvipakkuvate valkude geenijarjestused: Gs(X) (kaheksa kimaérset valku ja metsiktudp),
Epac-SH® ja VSVG. Selleks, et oleks vdimalus avaldada kiméairseid G-valke ka
putukarakkudes, on Gs(X) jarjestused viidud hbriidpromootori alla (vdetud pSPL-IM
plasmiidist). Mida suuremaks muutuvad plasmiidid, seda keerulisem on neid Uhildada
restriktsiooni ja ligeerimise teel. SeetGttu suurte plasmiidide tdhusaks (hildamiseks on
kasutatud Cre-LoxP saite. Koik rekombinantsed doonorplasmiidid liideti seejarel Cre-LoxP
jarjestuste kaudu aktseptorplasmiidiga pIMACE-CAG, mis sisaldas bakmiidide loomiseks

transpositsioonielemente Tn7L ja Tn7R (Joonis 4).

[ ] [ 1 | — I
) PCR Restriktsioon Cre-Lox  Transpositsioon
pEM?%Ss-sGbs(X) Gs(X) jarjestus 4
P 1266 bp %4;:94
pIDK " & 4’0@,
“7 &
228100 4275 IMDK-CMV %42,;'4
s || 369100 ¥
S, +
pSPL-IM S pEmpty- pEmpty-VSVG-
5038 bp VSVG-Gs(X)- Gs(X)-H187
e H187 (bakmiid)
pACEBac1 m St 21035 bp 163 362 bp
2904 bp ’
pUCDM-
VSVG 4597 bp

CmR
DP'DC 2312 bp
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Joonis 4. Ulevaade kogumiku loomisest. Sinise ja kollase kirjaga on vastavalt tahistatud
MultiBacMam slsteemi doonor- ja aktseptorplasmiidid koos resistentsusmarkeritega.
Erinevate taustvérvidega on vélja toodud meetod, mida kasutati kas jarjestuse eraldamiseks
vOi plasmiidi Ghildamiseks. Restriktsiooni korral on eraldi vélja toodud ka kasutatud
restriktaasid, kasutati jarjestuse eraldamiseks. Iga plasmiidi nime all on toodud ka I6plik

Suurus.

Enne bakmiidide loomist tagati, et on saadud rekombinantne plasmiid, mis sisaldab
kdiki vajaminevaid jarjestusi: VSVG, H187 ja Gs(X). TO6 kéigus veenduti esmalt iga
vahepealse jarjestuse korrektsuses restriktsioonianalutsiga. Kriitiline oli pérast Cre-Lox
kombineerimist kindlaks teha, et ei oleks liitunud mitu aktseptorplasmiidi, mis vdimaldaks
soovimatute geenijérjestuste  transpositsiooni  bakmiidi. pEmpty-VSVG-Gs(X)-H187
plasmiidide kontrolliks valiti restriktaasid Nhel ja Munl, mille 18ikeproduktide suurused
kinnitavad jérjestuse korrektsust (lisa 5). Plasmiidide kombineerimisel LoxP jérjestuste kaudu
esineb sageli olukord, kus liidetaval plasmiidil on rohkem kui tiks LoxP sait kuhu liituda.
Tekivad mitteidentsed jarjestused, millest loodud viirused on funktsionaalselt samasugused.
Tapsed Uhildatud plasmiidide jarjekorrad on toodud lisas 6. Saadud 0hildatud plasmiide
kasutati edasi bakmiidide loomiseks. Plasmiidid transformeeriti bakterirakkudesse, kus
jarjestus integreeriti DH10MultiBac genoomi. Selekteeritud bakteritest puhastatud bakmiide

sai kasutada bakuloviiruste tootmiseks. Kokku on saadud tiheksa uut bakuloviirust.
5.2 Genereeritud bakuloviiruste kontsentratsiooni maaramine

Selleks, et tagada edaspidistes katsetes korratavad nakatamistingimused, maarati
viiruste kontsentratsioonid ehk tiitrid. Kasutades ICSE meetodit, on kokku maddratud tiiter
kaheksal GsX kodeerival viirusel, metsiktiipi Gs ja GABAg-SNAP viirusel. Joonisel 5
esitatud graafik — raku diameetri sBltuvus viiruse kontsentratsioonist, on néide
eksperimentaalandmete graafikust, millelt mé&rati ECso véartus. Kokku on tiitrid méératud
kiimnel viirusel, mille ECso véértuse kaudu arvutatud viiruste kontsentratsioonid on esitatud
tabelis (lisa 7). Edasiste katsete vajadusteks imetajarakkudega amplifitseeriti viiruste
kontsentratsioonid tasemini, kus putukasdéotme osakaal nakatamissegus oleks vdimalikult
vaike, sest imetajarakud on hairitud putukasé6tme suurest mahust, mis kaasneb bakuloviiruse
lisamisega. Antud t66s olid viirused amplifitseeritud kontsentratsioonini, mis v@imaldaksid

kasutada imetajarakkude katsetes MOI-d vahemalt 20.
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Joonis 5. Sf9 rakkude diameetri sdltuvus viiruse kontsentratsioonist. Toodud on néitlik
pPEmpty-VSVG-Gst-H187 P2 kontsentratsiooni mééaramise eksperimentaalandmete graafik,
millelt leiti ECso vadrtus. Katsepunktid on keskmine duplikaatide vaartus ja veajooned

naitavad aritmeetilise keskmise standardhélvet.

5.3 Biosensori tase ja jaotus U20S imetajarakkude populatsioonis

Pérast bakuloviiruste tootmist oli vO@imalik ststeemi funktsionaalsuses veenduda
imetajarakkudes. Toetudes varasemale kogemusele ja kirjanduse andmete, sobib
MultiBacMam  siisteemi  nakatamiseks kasutada erinevates (kui mitte enamikes)
imetajarakkude liinides, milles ka antud t66 kaigus veenduti: prooviti valke ekspresseerida
SKOV-3 kui ka CHO-K1 rakuliinis, mis 6nnestus. To6 kaigus on aga téhelepanu all U20S
rakuliin, sest nendes rakkudes on sobilik valik erinevaid endogeenseid GPCR-e (Harding et
al. 2022).

Enne ligandide pdhjustatud retseptorite  aktivatsiooni  uurimist, tuvastati
mikroskoopiliste vaatlusega milline on biosensori jaotus rakukultuuris ja Kkuidas
spektroskoopilise signaali tugevus sdltub viirusosakeste arvust (MOI). Teostati katse U20S
rakkudes, millele lisati erinevates kogustes pEmpty-VSVG-Gs15-H187 viiruse lahjendust.
Néitena on esitatud Gs15 konstrukti tulemused. Sarnast kaitumisprofiili on mérgatud ka teiste
viirustega. Cytation 5 plaadilugejaga tehtud pildid rakukultuurist kinnitavad biosensori
ekspressiooni rakkudes. Biosensori jaotus kultuuris on suurel maaral homogeenne (ksikute
eranditega, kus biosensor on rakus Ule ekspresseeritud. Arvatavasti on tksikutele rakkudele
sattunud bakuloviiruse agregaadid, mis tekivad viiruse séilitamisel. Kui teatud katse nduab
homogeensemat jaotust, siis l&htudes varasemast kogemusest, on neid agregaate vdimalik
lihtsasti eemaldada, ekstruudides enne nakatamist viiruslahust. Mikroskoopia tulemuste

pohjal saab vdita, et rakkude nakatamine toimub vaga efektiivselt, mis l&heneb 100%-lisele
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efektiivsusele MOI tdstmisel (joonis 6A-E). VOib eeldada, et n&htus on tingitud VSVG
esinemisega pungunud bakuloviiruse pinnal. Rakkudes on teatud cAMP-i nivoo juba enne
ligandide lisamist. Kuna antud katses pole cAMPI ligandide mdjul produtseeritud, nditavad
spektrokoopilised médtmised PHERASstar-ga loomulikku signaali taset vorreldes nakatamata
rakkudega (joonis 6F). Sellise basaalse taseme juures on voimalik saavutada vahemalt 10-
kordne kasv signaali amplituudis vorreldes varasemate tulemustega antud bioorgaanilise

keemia to6ruhmas (Laanevéli 2020).
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Joonis 6. Biosensori Epac-SH® tase ja jaotus U20S rakukultuuris. A — D:
bakuloviirusega pEmpty-VSVG-Gs15-H187 nakatatud U20S rakud ja kontrollproov (E),
kus on nakatamata rakud (epifluorestsentsmikroskoopiapildid rohelises kanalis (Cytation 5
GFP filtrite komplekt ja 460 nm LED valgustus)); F: plaadilugejas PHERAstar m&ddetud

intensiivused emissioonikanalites 530 ja 480 nm.

Ekspressioonitaseme tdstmiseks imetajarakus on levinud praktika kemikaalide, nagu
naatriumbutiraat, lisamine. Naatrium butlraati toodab loomulikult inimese soolestiku
mikrobioom ja v6ib mangida olulist rolli soolevédhi ennetusel ja ravis, mida seostatakse
vahirakkude apoptoosi esilekutsumisega. Kuigi tdpne mehhanism on tundmatu, on butiraadil
palju rakulisi sihtmarke, mis mdjutavad erineval mééral eelkdige véhirakkude kasvu, arengut
ja surma (Xu et al. 2017; Wang et al. 2020). Nendel pdhjustel vBib naatrium butlraat
kujuneda vaga segavaks faktoriks rakuliste protsesside, eriti apoptoosi, uurimisel. Paraku on
rajanedes kogemusele, raske tagada efektiivne viiruslike geenide tlekanne imetajarakkudesse
ilma butlraadita. Seetdttu oli Uks t66 eesmaérkidest tGestada, et VSVG abiga on vdimalik

imetajarakke efektiivselt nakatada ka ilma butlraadita.
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Nakatamise efektiivsuse mootmiseks nakatati U20S rakke pEmpty-VSVG-Gs-H187
viirusega (MOI = 5), mis vdimaldaks selgitada antud viiruse potentsiaali katsete jaoks, kus
Gas allthikute hulk rakus on madalam. Madalam endogeensete Gas allithikute hulk teatud
rakuliinides vOib margatavalt raskendada cAMP taseme md@dtmist. Ainult Uhele
transfektsioonisegule lisati vordluseks naatrium butiraati (1 mM). Pérast rakkude nakatamist
teostati md6tmine forskolini lahjendustega, mis otseselt aktiveerib adenilaadi tsiklaasi ja
tdstab CAMP-i taset retseptoritest sOltumatult. Saadud signaal on esitatud FRET-i
efektiivsusena. Graafiku 7A ja B vordlusest on ndha, et kuigi naatrium butliraadiga on
vOimalik saavutada suurem signaali amplituud, on signaal ilma butiraadita sarnaseks
rakenduseks samavadrne ja on vdimalik saavutada véga hea signaal-mira suhe. See on
silmapaistev areng vorreldes varasema BacMam slisteemiga, mida polnud véimalik kasutada
ilma naatrium butlraadita. Varieeruvus katses on vordlemisi vaike ja pérast esialgset tdusu
laheneb signaal kindlale nivoole, mis pusib stabiilsena isegi pérast kahte tundi. Jareldub, et
biosensor on rakkudes véga stabiilne ja pidev ergastamine ei véhenda biosensori

funktsionaalsust, mis voimaldab pikaajalisi katseid labi viia.
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Joonis 7. Nakatamise efektiivsus koos ja ilma naatrium butlraadita. Forskolini efekt
U20S rakkudes, kus on lisatud nakatamisel viirusega pEmpty-VSVG-Gs-H187 naatrium
butiraati (A) vorreldes rakkudega, kus transfekteerimissegus butiiraat puudus (B).
Katsetulemustele teostati baasjoone korrektuur ja on graafikul esitatud duplikaatide

keskmistena, kus veajooned nditavad duplikaatide varieeruvust.
5.4 Kimaarsete G-valkude avaldamise mdju cCAMP-i signaalile

Kui eelnevalt tdendati, et bakuloviirustega saab véga efektiivselt rakke nakatada, oli
vOimalus veenduda, et ka koos kimé&éarsete G-valkudega antud biosensor toimib. Teostati
katse, kus koikide pEmpty-VSVG-Gs(X)-H187 viiruste MOI oli nakatamisel 5. Antud MOI
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juures on enamasti vOimalik saada piisav signaali tase, aga viiruse madalam kogus tagab, et
imetajarakkude homoostaasis ei toimu suuri muutusi ja kulutatakse &ra vahem viirust.
Nakatamisjargselt moddeti basaalset CAMP-i taset U20S rakkudes. Selgub, et sarnase MOI
juures annavad erinevad konstruktid suure erinevuse basaalsignaalis (joonis 8). Gsq
konstrukti signaali tase ei olnud vdga korge, aga mikroskoopiliselt Kinnitati, et biosensorit
ekspresseeriti.  Enne  kasutamist tuleb veel teostada Gsq viiruse  tdiendav
amplifitseerimistsukkel. Antud variatsioon vOib olla Uksnes tingitud viiruse tiitri maéramise

tapsusest ja konkreetsetes rakendustes tuleb eelnevalt kindlasti teostada optimeerimine.

Sageli on informatiivne vaadelda signaale kahes emissioonikanalis eraldi.
Intensiivsuste pdhjal on néiteks vOimalik hinnata kui suur osa biosensoritest rakus on
killastunud cAMP-ga: kdrge signaal sinises kanalis (480 nm) vorreldes rohelisega (530 nm)
vOiks viidata, et suurem osa biosensoritest on juba cAMP-ga killastunud ja CAMP-i
kontsentratsiooni kasv signaalis oletatavalt ei kajastu. Selle ndhtuse esindav néide on Gs13
konstrukti avaldamine imetajarakkudes (joonis 8). Sellisel juhul saab pakkuda, et biosensor
on killastunud, sest isegi IBMX-i (fosfodiesteraasi inhibiitori) ega forskolini lisamine, mis on
tavaline praktika CAMP taseme tdstmiseks, ei suurendanud signaali amplituudi. See lubab
oletada, et rakuliinis on korge basaalse aktiivsusega retseptorid, pidevalt aktiveeritud
sisemiste faktorite poolt, mis ei edasta signaali labi endogeensete Gs alliihikute vaid l&bi
kimadrse Gs13 allihiku. Antud signaalrada on vdrdlemisi véhe uuritud, seetGttu on
maérkimisvéarne, et antud meetodiga saab jalgida Gs13 vahendatud aktivatsiooni, mis uldiselt

jadks markamatuks. Seda hupoteesi oleks edaspidi huvitav kontrollida ka teistes rakuliinides.
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Joonis 8. Erinevate kimaarsete G-valkude avaldamise mdju signaali amplituudile.
Esitatud on signaali intensiivsus sinises (480 nm) ja rohelises (530 nm) kanalis. Antud on

uhe katse duplikaatide keskmised vaartused, veajooned nditavad duplikaatide varieeruvust.
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Veenduti, et tlejd&dnud konstrukte (peale Gsq ja Gs13) sobib kasutada CAMP-i taseme
maddtmiseks. Iga konstrukti puhul valiti MOI (nt Gst-d kasutati MOI-ga 10), mille juures oli
tagatud piisav ekspressioon kus biosensori tase oli katsele vastav. Mdddeti aktivatsiooni
erinevate forskolini lahjendustega ning mdddetud signaal on esitatud FRET-i efektiivsusena.
Joonisel 9A on toodud FRET-i efektiivsuse s6ltuvus forskolini kontsentratsioonist (doos-
vastus kdver), millele on teostatud kolmeparameetriline logistiline regressioon. Né&htub, et
ECso vadrtus ei soltu kiméérse G-valgu avaldamisest (joonis 9B). Seitse konstrukti annavad

hea tundlikuse forskolinile ja nendega on vBimalik uurida aktivatsiooni ka 1&bi retseptorite.
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Joonis 9. M6ddetud forskolini doos-vastus kdverad (A), millelt on maaratud ECso
vaartused erinevate Gs(X) konstruktide avaldamisel (B). Esitatud on (he katse

duplikaatide keskmised vaartused, veajooned nditavad duplikaatide varieeruvust.
5.5 Retseptorite aktiveerimine ligandidega U20S rakkudes

GPCR-de edasiseks uurimiseks ndidati, et CAMP-i tootmist on vdimalik indutseerida
ka retseptori ligandidega. Selleks valiti vélja spetsiifilised ligandid, mis aktiveerivad
retseptorite  perekondi, mis vdiksid esineda U20S rakuliinis: noradrenaliin  (o-
adrenoretseptorite osaline voi téisagonist), NECA (adenosiiniretseptorite tdisagonist),
A68930 (dopamiini retseptorite agonist) ja apomorfiin (dopamiini retseptorite osaline
agonist) (Harding et al. 2022). Erinevate konstruktide ekspressiooniga (sobiva MOI juures)
mdddeti CAMP-i taset. Kasutades valitud ligande, saadi Kinnitust, et valitud endogeensete
retseptorite  perekonnad on  tdepoolest rakuliinis olemas. Naited ligandide

aktivatsioonikdveratest on esitatud Gst konstrukti avaldamisel (MOI = 5) (joonis 10).
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IImneb, et on sama retseptori perekonna (nt dopamiini retseptorite) piires on vdimalik
eristada osalise ja taisagonisti signaale l&htudes amplituudist: taisagonist (A68930) annab
markantselt suurema efekti vorreldes osalise agonistiga (apomorfiin), mis saavutab vaid osa
sellest. Esile tuleb ka t66s kasutatud CAMP-i taseme mdGtmise eelis — signaali jalgimine ajas
ilmutab ligandide erinevat kineetilist kditumist. Osa mdodetud kdveratest labib maksimumi,
enne kui taandub teatud nivoole (nt A68930). Paljude ligandide nivoo jaab aga teatud taseme
saavutamisel ajas pisima (nt NECA). Saadud signaali amplituud on oluliselt kérgem
vorreldes tulemustega, mis on saadud eelmise pdlvkonna bakuloviirustega (antud rakuliiniga
onnestus varasemalt saada aktivatsiooniaken kuni 15%). Kuigi tulemused on antud Gst nditel,
on vdimatu eristada kui suur osa signaalist tuleneb endogeensete Gas allithikute
aktiveerimisest. Uks vdimalus, kuidas vilistada Gas allithikute segavat mdju, on luua
spetsiaalne knock-out rakuliin. Uhildades olemasoleva plasmiidide koguga CRISPR-pdhise
tehnoloogia, on voimalus véga spetsiifiliselt rakkudest kaotada Gas alliihikute ekspressioon,

et edaspidi uurida pdhiliselt Gs(X) konstruktidest tulenevat signaali (Aulicino et al. 2022).
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Joonis 10. Erinevate endogeensete GPCR-de ligandide aktivatsioonikdverad Gst
ekspressiooni naitel. Katkendlik joon margib ligandide lisamise hetke. Katsetulemustele
tehti baasjoone korrektuur ja on graafikul esitatud duplikaatide keskmiste vaartustena,

veajooned néitavad duplikaatide varieeruvust.
5.6 GABAg retseptori koekspresseerimine biosensoriga

Kuigi kahe viirusega koosnakatamine pole sageli eelistatud, sest sellisel juhul on
raske tagada uhtlane valgu ekspressioon, on see oluliselt lihtsam ja kiirem kui kombineeritud

viiruse loomine. Eelnevad katsed on ndidanud, et nakatamine Uhe viirusega on véga

33



efektiivne ja seetOttu tekkis vGimalus proovida koosnakatamist GABAg-SNAP viirusega.
Teostati katse, kus rakke nakatati koos ja eraldi GABAs-SNAP (MOI = 20) ning pEmpty-
VSVG-Gs (MOI = 2,5) viirusega. Et olla kindel, et GABAg on rakus ekspresseeritud ja
joudnud plasmamembraani, vérviti enne mikroskoopilisi katseid SNAP-margis orgaanilise
fluorofooriga. Varvimine DMSO-d sisaldava lahusega mdjub rakkudele toksiliselt, mistottu
pikaajaliste mikroskoopiakatsete jooksul hakkab rakkude terviklik morfoloogia kaduma.
Rakkude struktuuri séilitamiseks on v@imalik rakud fikseerida, mille kdigus kas valgud
sadestatakse, mis on rohkem kasutusel immunofluorestsentsi katsetes, vOi ristsidestatakse
keemiliselt. Antud t66s on kasutusel gliioksaal (Richter et al. 2018).

Tapsema GABAGg retseptori lokalisatsiooni méédramiseks kasutati kdrgema lahutusega
laivélja epifluorestsentsi. Joonistel 11A — C on toodud fluorestsentsvérvitud rakk, kus on
ekspresseeritud GABARg retseptor koos biosensoriga. Signaal punases emissioonikanalis, mis
vastab substraadile, tGestab et mélemad GABAg retseptori alltihikud on rakus avaldatud, sest
(SNAP-maérgisega liidetud) GBg: ilma GB: alltihikuta membraani ei liigu. Joonistel 11D — F
on toodud varvitud rakud, kus on ekspresseeritud ainult biosensor. Véhesel maaral on
maérgatav mittespetsiifiline varvumine. Edaspidi saab optimeerida rakkude pesemistingimusi,

et vdhendada mittespetsiifikat.

A

10 pm

Joonis 11. Margistatud GABAB retseptor ja Epac biosensor fikseeritud U20S
rakkudes. Esitatud on laivalja epifluorestsentsi mikroskoopia pildid, mille tegemiseks
ergastati biosensorit ja SNAP-surface 649 substraati laseriga lainepikkustel 515 ja 638 nm

vastavalt. A — F: GABAsg ja Gs konstrukti koosekspressioonil ergastus 515 nm laseriga
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(A), 638 nm laseriga (B) ja pilt Ghildatud kanalitest (C). D — F: Eraldi Gs konstrukti

ekspressioon sama ergastuse juures.

Mikroskoopilised katsed kinnitasid, et GABAg retseptor on rakkude membraanis
esindatud. Seetottu oli vdimalus spektroskoopiliselt modta GABAg aktivatsiooni
koosekspressioonil Gsi ja Gs konstruktiga (lisa 8). Samuti teostati kontrollkatse, kus mdddeti
konstruktide aktivatsiooni ilma GABAg ekspressioonita. Kuigi kirjanduses teadaolevalt
edastab GABAG& signaale pdhiliselt 14bi Gai allithiku on nahtud aktivatsiooni ka Gs allihiku
koosavaldamisel. Varem on tédheldatud méju cAMP-i tasemele GABAg mdjul, mida seostati
endogeensete Gy allihikute mdjutustega. Paraku on signaalirada siiani teadmata. Pakutud
on, et Gai aktiveerimisel vabaneb margatav hulk Gy allithikuid, mis voivad moduleerida

teatud adeniilaadi tsiiklaasi vorme (Tang and Gilman 1991; Enna 2001).

Tulevikus saab seda hiipoteesi kontrollida varieerides rakus Gy allithikute
kontsentratsiooni bakuloviirusega. Selleks on plaanis liita kiméérsete Ga-valkude
raamatukoguga Gf ja Gy allihikud. Léhtudes sellest kui levinud on nende alliihikute
alatulipide avaldamine (kokku on 5 Gf ja 12 Gy alatiiipi imetajarakkudes) ja kui
funktsionaalseid komplekse nad moodustavad, on otsustatud Gf:1 ja Gy. alatulpide kasuks
(Mervine et al. 2006). Kdige raskemad kloonimise etapid on antud t66s labitud. Harvaesineva
BstXI 18ikesaidi esinemine Gy: jarjestuses vilistas liitmise GP: alllihikuga kasutades sama
enstiimi. LOikesaidi kaotamiseks loodi punktmutatsioon. Punktmutatsiooniks disainiti
spetsiaalsed mutatsiooni sisaldavad (lekattega praimerid (Gamma2-Al2sm-forward ja -
reverse), millega siinteesiti PCR reaktsioonil uus muteeritud Gy jarjestus (mutagenesis by
PCR-driven overlap extension) (lisa 9) (Heckman and Pease 2007). Saadud on
doonorplasmiidi kuhu on koondatud G ja Gy. Edaspidi saab seda (hildada olemasoleva

biosensoriga.
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6 KOKKUVOTE

Magistritdts on loodud imetajarakkudele suunatud modifitseeritud MultiBacMam
stisteemi pdhine plasmiidide kogu, mis on ettendhtud Ghilduma olemasoleva raamatukoguga.
ToO teoreetilises osas on antud Ulevaade G-valk seotud retseptorite vahendatud
signaalitilekandest, nende uurimisega seotud raskustest ja potentsiaalsetest véljavaadetest,
mida kimé&éarsete G-valkude ekspresseerimine vOimaldaks. Kirjeldati erinevaid tehnoloogiaid
mitme  valgu  koosavaldamiseks eelkdige imetajarakkudes.  Arutleti  lihidalt
fluorestsentsndhtuste rakendamisest elusrakkude uurimiseks: analliusiti erinevaid cAMP-i

mdotmise ja valkude mérgistamise meetodeid.

Praktilise t60 raames on geenitehnoloogiliste meetoditega loodud Uheksa uut
rekombinantset MultiBacMam plasmiidi, kuhu on koondatud kimaarsete G-valkude, CAMP-
biosensori ja VSVG valku kodeerivad geenid kasutades Cre-LoX rekombineerimist.
Uhildatud plasmiidide saamist naidati restriktsioonianaltitisiga, mida on edasises t60s
kasutatud bakmiidide loomiseks ja bakuloviiruste genereerimiseks. Mitme valgu

ekspresssiooni valideeriti imetajarakkudes kasutades erinevaid fluorestsentsmeetodeid.

Mikroskoopiliste vaatluste pdhjal saab vadita, et loodud bakuloviirustega saab véga
efektiivselt imetajarakke nakatada, mis on kaasnenud VSVG esinemisega pungunud
bakuloviiruste pinnal. TGendati, et sellest tingituna saab stisteemi edukalt edaspidi kasutada
rakendustes, kus naatrium butlraadi lisamine nakatamise efektiivsuse tdstmiseks on
valistatud. M0oddeti Gs(X) konstruktide mdju basaalsele cAMP-i tasemele, kus
tdhelepanuvaarne oli Gs13 kdrge aktivatsioon, mida seostati endogeense retseptori kdrge
basaalaktiivsusega. Neid konstrukte on vdimalik konkreetsetes rakendustes kasutada CAMP-i
taseme madtmiseks, aga eelnev optimeerimine on ndutud. Veenduti, et CAMP-i tootmist on
vBimalik indutseerida ligandidega, mis aktiveerivad erinevaid endogeenseid GPCR rihmi.
Katsetati  kotransfektsiooni GABAgs-SNAP  viirusega, mille  kaigus veenduti
mikroskoopiliselt, et imetajarakkudes ekspresseeriti nii biosensorit kui ka GABAGg retseptorit.
GABAg retseptori uurimiseks on edaspidi plaanis thildada plasmiidi veel G ja Gy valgud, et
valja selgitada nende mdju signaalile. Huvitav oleks pdhjalikumalt uurida kiméérsete G-
valgude seondumisprofiili kasutades rakuliini, kus on kdrvaldatud endogeensed Gs alliihikud.

Neid rakuliine saab genereerida kasutades CRISPR-p&hist geenide valjaltlitamist.
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GABA,
Baclofen

GABA,, ¢

Lisa 1. GABAg retseptori kompleks. Aktiveerudes moodustab GABAg retseptor
kompleksi G-valguga, mille kolm allihikut on kujutatud joonisel. Eraldi on margitud kdige
olulisemad G-valgu piirkonnad seondumisel retseptoriga: C-terminaal ja selle ldheduses
asuv heeliks (H5). Funktsionaalse retseptori moodustamiseks on obligatoorne mdlema
allihiku olemasolu: GABAB: ja GABAg2.. GABABg:-ga seostuvad ligandid (GABA ja
baclofen) ja GABAg: allihikuga seondub G-valk (teadaolevalt pdhiliselt Gai alliihik)
(PDB kood 7EB2) (Shen et al. 2021).
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Lisa 2. MultiBacMam susteemi loomise lihtsustatud t6évoo skeem. (1) Esmalt tuleb
soovitud jarjestused Umber kloonida doonorvektoritele, mille jaoks on olemas
multikloonimissaidid (MKS) ja resistentsusmarkerid. Doonorvektoreid on vdimalik
omavahel kombineerida LoxP elementide vahendusel. Kdik jérjestused koondatakse
seejarel aktseptorvektorile, mis sisaldab Tn7L ja Tn7R transpositsioonielemente. (2)
Transpositisoonielementide kaudu kantakse geenide jarjestused bakmiidi, mida vGimaldab
abistaja plasmiid. Sini-valge selektsiooniga on vdimalik eristada kolooniaid, mis kannavad
soovitud geenijarjestust (valged), tiihjadest (sinised). (3) Bakteritest puhastatud bakmiidi
sisseviimisel putukarakkudesse Sf9 on vbimalik toota ja edaspidi amplifitseerida
bakuloviiruseid. (4) Imetajarakkude nakatamisel viirustega on viimaks vdimalik avaldada

soovitud valke rakus.
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Lisa 3. SNAP-mérgise (SNAP-tag) mérgistamise mehhanism fluorestseeruva O°S-

benstllguaniini derivaadiga.
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Praimeri nimetus
GsX_Nhel_forward
GsX_Mph1103I_reverse
Gamma2_Al12sm_forward
Gamma2_Al2sm_reverse
CMV _forward

BGH_reverse

Jarjestus
CATGCTAGCAAAGAATTGCTCGACCACCG
TAGATGCATTGCACCTGAGGAGTGAATTGCG
CCAGCATAGCACAAGCAAGGAAGCTGGTAGAGC
GCTCTACCAGCTTCCTTGCTTGTGCTATGCTGG
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

TAGAAGGCACAGTCGAGG

Tm °C
65
66
68
69
66

54

Lisa 4. Toos kasutatud praimerid. Tabelis on esitatud praimeri nimetus, sellele vastav

jérjestus 5°-3’ suunas ja sulamistemperatuur Tn.
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Lisa 5. Plasmiidide pEmpty-VSVG-Gs(X)-H187 restriktsioonianalliis enstiimidega

Nhel ja Munl. Esitatud on eksperimentaalne geelelektroforeesi pilt (vasakul) koos

IGikeproduktide simulatsiooniga oodatud suurustega,

SnapGene.

mis on loodud programmis
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Jérjestuse number

1. pIMACE-CAG
(gentamtsiin)

2. pIDC-VSVG
(klooramfenikool)
3. pIMDK-CMV-Gs(X)

(kanamditsiin)
4. pMDS-H187

(spektinomdtsiin)

Bakmiidi nimetus

PEmMpty-VSVG-Gs-H187
pEmpty-VSVG-Gsi-H187
pPEmpty-VSVG-Gso-H187
PEmpty-VSVG-Gst-H187
pPEmpty-VSVG-Gsq-H187
PEmpty-VSVG-Gsz-H187
pPEmpty-VSVG-Gs12-H187
pPEmpty-VSVG-Gs13-H187
pPEmpty-VSVG-Gs15-H187

Plasmiidide jarjekord
uhildamisel
1-4-2-3
1-4-3-2
1-2-3-4
1-3-2-4
1-2-3-4
1-2-4-3
1-4-2-3
1-2-4-3
1-4-3-2

Lisa 6. Bakmiidides esinevate jarjestuste jarjekord. Parempoolses veerus vastavad
numbrid kindlatele plasmiididele: 1 (pIMACE-CAG), 2 (pIDC-VSVG), 3 (pIMDK-CMV-

Gs(X)), 4 (PMDS-H187).
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Viirus
PEmpty-VSVG-Gs-H187 P3
pEmpty-VSVG-Gsi-H187 P3
pEmpty-VSVG-Gso-H187 P2
pEmpty-VSVG-Gst-H187 P2
pEmpty-VSVG-Gsgq-H187 P3
pPEmpty-VSVG-Gsz-H187 P2
PEmpty-VSVG-Gs12-H187 P3
pPEmpty-VSVG-Gs13-H187 P2
pPEmpty-VSVG-Gs15-H187 P3

GABA&-SNAP P2

Tiiter [log(ivp/mL) + sd]
71+04
7,7+05
7,3+0,5
75+0,2
7,2+04
79+0,6
7,2+04
7,4+0,8
75+£0,5

74+05

Lisa 7. Bakuloviiruste tiitrid. Viirus GABAg-SNAP on loodud antud bioorgaanilise

oppetooli (Santa VeikSina) koost6os Léti Orgaanilise Stinteesi Instituudiga (Edijs Vavers).
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Lisa 8. GABAg retseptori ligandide aktivatsioonikdverad Gs ja Gsi konstruktide

ekspressiooni nditel. Katkendlik joon margib ligandide lisamise hetke. Katsetulemustele

tehti baasjoone korrektuur ja esitatud on the katsestivendi tulemused.
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Lisa 9. Ulevaatlik skeem punktmutatsiooni loomisest Gyz geeni jarjestuses. Esimene
PCR reaktsioon viiakse ldbi eraldi kahe praimeri komplektina: BGH-Reverse koos
Gamma2-Al2sm-Forward-ga ja CMV-Forward koos Gamma2-Al2sm-Reverse-ga.
Siimboliga ,,+ on tdhistatud punktmutatsioon praimerite jarjestustes. Vasakpoolne
geelelektroforeesi pilt kujutab saadud eeldatava suurusega produkte (CD ja AB, mis
tahistavad vastavaid praimereid joonisel), mis seejarel vélja 18igati ja puhastati geelist.
Teises PCR reaktsioonis on produktid CD ja AB (ksteisele praimerid. Lisapraimereid
BGH-Reverse ja CMV-Forward on vaja jarjestuse amplifitseerimiseks. Saadakse produkt
AD, mida on néidatud parempoolsel geelelektroforeesi pildil. Produkt AD vastab Gy geeni
jarjestusele, milles on muudetud Uks aluspaar. Tegu on vaikiva mutatsiooniga ehk selline

muudatus geenijarjestuses ei asenda esialgset aminohappelist jarjestust valgus.
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