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KASUTATUD LUHENDID

L1, L2, L3 - vastse staadiumid (ingl.k. larval stages)

UAS - Ulesvoolu aktiveeriv jarjestus (ingl.k. upstream activation sequence)

TCA —tsitraaditstikkel (ingl.k. tricarboxylic acid cycle)

ETC — elektrontide ransportahel (ingl.k. electron transport chain)

mMtDNA — mitokondrionaalne DNA (ingl.k. mitochondrial DNA)

MTERF — mitokondriaalne transkriptsiooni terminatsioonifaktor (ingl.k. mitochondrial
transcription termination factor)

TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A (ingl.k. mitochondrial transcription factor A)
JNK - c-Jun N-terminaalne kinaas (ingl.k. c-Jun N-terminal kinase)

mtSSB — mitokondriaalne Uheahelalist DNA-d siduv valk (ingl.k. mitochondrial single-stranded
DNA binding protein)

POLG — DNA poliimeraas gamma (ingl.k. DNA polymerase gamma)

POLRMT - mitokondriaalne RNA polimeraas (ingl.k. mitochondrial RNA polymerase)
ROS - reaktiivsed hapnikutihendid (ingl.k. reactive oxygen species)

TGL — triglutseriidi lipaas (ingl.k. triglyceride lipase)

ATGL - adipoosi triglutseriidi lipaas (ingl.k. adipose triglyceride lipase)

Lsd1 — lipiiditilga valk 1(ingl.k. lipid storage droplet-1)

Lsd2 — lipiiditilga valk 2 (ingl.k. lipid storage droplet-2)

AKH - adipokineetiline hormoon (ingl.k. adipokinetichormon)

TAG — triatstutlglutseriid (ingl.k. triacylglyceride)

ETF — elektrone transportiva flavoproteiini dehiidrogenaas (ingl.k. electron-transferring-
flavoprotein dehydrogenase)

BCA - bikinkoniinhappe katsesiisteem (ingl.k. bicinchoninic acid assay)

OMM — mitokondri vélismembraan (ingl.k. outer mitochondrial membrane)

IMM — mitokondri sisisemembraan (ingl.k. inner mitochondrial membrane)

MFN1 — mitofusiin 1 (ingl.k. mitofusin 1)

MFN2 — mitofusiin 2 (ingl.k. mitofusin 2)

OPAL - optilise atroofia valk 1 (ingl.k. optic atrophy protein 1)

GTP — guanosiin-5’-trifosfaat (ingl.k. guanosine triphosphate)

MP — RU486 ehk mifepristoon (ingl.k. mifepristone)



SISSEJUHATUS

Drosophila melanogaster on laialdaselt kasutusel mudelorganismina geneetikas ja
molekulaarbioloogias. Tanu oma suurele viljakusele ja lihikesele generatsiooniajale on vdimalik
genereerida lihikese aja jooksul suurt hulka isendeid, mis vdimaldab saada usaldusvéarseid
statistilisi andmeid. Aastakiimnete jooksul on loodud suur hulk meetodeid ja geneetilisi to0riistu
D.melanogasteri uurimiseks, mis annab markimisvaarse eelise teiste mudelorganismide ees.
Umbes 50% D.melanogasteri geenidest on homoloogsed inimese geenidega ning 60-70% inimeste
parilikkude haigustega seotuid geene on olemas ka D.melanogasteris (Fortini jt., 2000; Reiter jt.,
2001). Erinevate haiguste mudelite genereerimine Drosophilas on osutund vaartuslikuks
ldhenemiseks mitmete inimeste patoloogiate uurimisel. Lisaks sellele on Drosophilal olemas
kdikide inimeste kudedele analoogilised organid alates kesknarvisisteemi ja I6petades rasvkehaga,
mis seob endas nii maksa kui ka rasvkoe funktsioone. Rasvkeha on seega energiavarude séilitamise
koht, mis dhtlasi koordineerib hormonaalselt metaboolset homgstaasi vastavalt muutustele
keskkonnas.

Peamised energiatagavarad on Drosophilas nagu inimeseski triatsttlglitseriidid ja glikoosi
polusahhariid glikogeen. Neid utiliseeritakse ATP silinteesil kas ainult mitokondris
(triatsudlglutseriidid) voi esmalt glikoltusil ja hiljem mitokondris (plruvaat). VAimet kasutada kas
uht vOi teist allikat peamise energiareservuaarina nimetatakse metaboolseks paindlikuseks.
Defektid umberlilitumises nende kahe allika vahel on tihedalt seotud tdnapéeval pandeemilise
mdb6du omandanud haigustega nagu diabeet, rasvumine ja stidame-veresoonkonna haigused. Tanu
sellele on see nahtus intensiivse uurimistood objekt, kuid siiani pole suudetud rahuldavalt seletada,
mis on metaboolse paindlikuse kadumise algp8hjus. Mitokonder on peamine ATP siinteesi koht
rakus, seega on mdeldav, et muutused tema funktsioonil vdivad otseselt mdjutada metaboolse
jaikuse teket. Siiski on otsene seos mitokondri funktsiooni ja energiaallika eelistuse vahel jaanud

siiani ahmaseks.

Ké&esoleva bakalaureusetdo teoreetilise osa eesmérk on anda liihitilevaade mitokondri struktuurist
ja funktsioonidest, mitokondriaalsest DNA-st (mtDNA) ja tema pakkumisest nukleoididesse ning
Kirjeldada meie uurimisgrupi seni avaldamata andmeid, mis viisid antud t66 teemani.
Eksperimentaalse osa Ulesandeks on uurida, kuidas mdjutab eksogeense bakteriaalse tulp |

nukleaasi poolt indutseeritud mtDNA stress Drosophila lihaskoes energiavarude utiliseerimist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 D. melanogaster mudelististeemi Ulevaade

D. melanogaster ehk harilik aadikakarbes on seltsi Diptera kuuluvputukas (Drosophilidae
perekond), mis on laialdaselt kasutusel mudelorganismina molekulaarbioloogias ja geneetikas juba
sada aastat. Addikakarbeste areng on Kiire ja ihe aasta jooksul vdib lles kasvada kiimneid
pdlvkondi. Viljastatud munast valmiku tekkeni 1&heb optimaalsetel tingimustel (25°C) umbes 10
péeva, mis vdimaldab mugavalt jalgida geneetilisi muutusi pdlvkondade 16ikes suhteliselt lthikese
aja jooksul (Sang, 2001). Aadikakarbseid kasutatakse geneetilises modelleerimises, kus uuritakse
mitmeid olulisi inimeste haigusi, nditeks parkinsonism, Huntingtoni ja Alzheimeri tdbi. Lisaks
kasutatakse Drosophila liike erinevate mehhanismide uurimiseks: immuunsus, diabeet, vahk ja
narkomaania. Kogu perekond sisaldab rohkem kui 1500 liiki (Pierce, 2004).

D. melanogaster on véike (umbes 2-4 mm pikk) punaste silmadega kérbes, kehavarv varieerub
kahvatukollasest punakaspruuni ja mustani. Esineb suguline dimorfism: emaste keha pikkus on
umbes 2,5 mm, kuid isaste keha pikkus on 2 mm ja nende tagakeha on tumedam. Veel on isastel
harjased, mis paiknevad kd&ppadel ja Umbritsevad pérakut ning isase genitaale. (vt. Joonis 1).
Mitmed morfoloogilistest tunnustest on kasutusel selektsioonimarkeritena, kdige tuntum neist on
silmade pigmentatsiooni mé&érav geen, mille olemasolul on silmad punased (Demerec ja
Kaufmann, 1972).

Joonis 1. D.melanogaster emane (vasakul) ja isane (paremal).



1.1.1 Elustsukkel

D. melanogaster ontogeneesi kestus (munast kuni valmiku valjumiseni nukust) on temperatuuril
25°C umbes 10 péeva, madalamatel temperatuuridel on see oluliselt pikem (néiteks temperatuuril
18°C on see kaks korda pikem) (Demerec ja Kaufmann, 1972). Emane muneb péeva jooksul kuni
100 muna pehkinud puu vdi muu kdduneva orgaanilise materjali sisse. Iga muna on umbes 0,5 mm
pikk (Ashburner jt., 2005; Markow, 2009).

Optimaalsetes tingumustes (25°C) kooruvad vastsed 24 tunni pérast. Vaststestaadium kestab 25°C
juures piisava toiduvaru olemasolul 5 paeva, mille jooksul nad suurendavad oma massi mitmeid
kordi. Toiduks tarvitavad nad kddunevat taimset orgaanikat, eelistatult puuvilju (Demerec ja
Kaufmann, 1972). Teatud kehaosade (suised, spiraaklid) morfoloogia muutumise ja kehamassi
suurenemise alusel jaguneb vastseperiood L1, L2 ja L3 staadiumiks. Olles omandanud teatud
kehamassi L3 faasis (nn. kriitilise suuruse) aktiveeritakse signaalirajad, mille tulemusena muutub
vastse kaitumine: ta lahkub toiduks tarvitatud orgaanikast, roomab negatiivset geotaksist jargides
vOimalikult kbrgele ja alustab nukkumist, mille k&igus Umbritseb vastne end kestaga (vt. Joonis 3)
(Tyler, 2000). Nukustaadium kestab umbes viis pédeva. Nukus toimuva metamorfoosi tulemusena

muunduvad vastse organid valmiku elunditeks (Ashburner jt., 2005).

Emased omandavad vdime paarituda 25°C juures mitte varem kui 8-10 tundi pdrast nukust
véljumist. Emased on vBimelised séilitama isaste spermat oma kehas selleks, et seda oleks véimalik
hiljem kasutada munade viljastamisel. Seega piisab Uhest paaritumisest, et emane oleks viljastatud
ja véimeline munema ka veel nadalaid hiljem. Just seet6ttu on vajalik laboratoorsetes tingimustes
eemaldada kooruvad emased &&dikakarbsed isastest antud perioodi jooksul, et neid saaks hiljem

kasutada soovitud ristamisel (Ashburner jt., 2005; Demerec ja Kaufmann, 1972).
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Joonis 2. D.melanogasteri vastne. Joonis 3. . D.melanogasteri nukk.

1.1.2 Mudelorganism geneetikas ja molekulaarbioloogias

D. melanogaster voeti kasutusele geneetiliste uurimisobjektidena juba enne baktereid ja parme,
19009. aastal. Esimene, kes oma katsetes kasutas D. melanogaster mudelorganismina, oli Thomas
Hunt Morgan, kelle avastused selle kahetiivalisega pani aluse modernsele geneetikale. Morgani
tudengid nagu néaiteks Calvin Bridges, Hermann Joseph Muller ja Alfred Sturtevant jatkasid
aadikakarbeste kasutamist oma uurimist06s ja viisid edasi Morgani avastusi, rajades vundamenti
uutele teadusharudele nagu tsiitogeneetika ja molekulaarbioloogia (Letsou ja Bohmann, 2005).
Drosophilate kasutamine teadusuuringute mudelina jatkus ja laienes ka pérast neid, méngides
keskset rolli néiteks tsirkaadsete ritmide ja oogeneesi etappide kirjeldamisel ning kehakuju
méaéravate hox-geeniklastrite avastamisel. Ta oli samuti teine hulkrakne loomne organism, kelle
genoom sekveneeriti taies ulatuses (2000 aastal) (Adams jt., 2001). Peamised pdhjused, miks

Drosophilad on osutunud suurepérasteks mudelorganismideks, on jargmised:

1. Nende kultiveerimine nduab lihtsamat varustust ning nad on véhem ndudlikumad
keskkonna suhtes kui imetajate mudelid (néit. hiir), isegi suurte koguste kultiveerimine on
suhteliselt odav.

2. Drosophila generatsiooniaeg on liihike (umbes 10 péeva optimaalsel temperatuuril), mis

vbimaldab genereerida mitu pdlvkonda suhteliselt liihikese aja jooksul. Luhike eluiga
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vbimaldab suhteliselt piiratud aja jooksul kontrollida geneetiliste modifikatsioonide mdju
eluea pikkusele.
Nad on véga viljakad (emased munevad kuni 100 muna p&evas). (Sang, 2001)

4. lsased ja emased on selgelt eristatavad, seetbttu saab emaseid nn. neitsiperioodil kergesti
isoleerida, hdlbustades geneetilist ristumist.

5. Aadikakarbestel on ainult neli paari kromosoome (kolm autosoomi ja (ks paar
sugukromosoome) ja suhteliselt lihtne genoom.

6. Drosophilal tekivad teatud organites nagu siilljenaarmetes DNA replikatsiooni, millega ei
kaasne rakkude jagunemist, tulemusena eriti suured poluteensed kromosoomid, mis eriti
mikroskoopia algfaasis olid olulised tsiitogeneetika kujunemisel.

7. Tanu pikaajalisele kasutamisena mudelorganismina on kogunenud véga suur hulk tehnikaid
ja geneetilisi tooriistu, mis vdimaldavad ulatuslikult ja spetsiifiliselt modifitseerida
Drosophila genoomi.

8. Nende genoom on téielikult sekveneeritud juba aastast 2000, olles ajaliselt teine loomne

mudelorganism pérast Caenorhabditis elegantsi (Adams jt., 2000).

1.1.3 Transgeensete valkude ekspressioon Drosophilas

Transgeenide ekspresseerimiseks D. melanogasteris kasutatakse peamiselt kaheosalist GAL4-
UAS ekspressioonisiisteemi. See siisteem koosneb kahest komponendist: parmi transkriptiooni
aktivaatorist GAL4-st ja tema seostumisjarjestusest ehk nn. UAS-st (inglise keeles upstream
activating sequence). Asetades UAS jarjestuse suvalise geeni ette, saab aktiveerida selle geeni
ekspressioon juhul kui siisteemis esineb ka GAL4 valk. GAL4-UAS susteemi abil saab kas
ekspresseerida nii endo- kui ka eksogeenseid valke ning samuti RNAI-jéarjestuste kaudu
represseerida (ihe vOi teise valgu taset (vt. Joonis 4). Selline siisteem on leidnud laialdast rakendust
D. melanogasteris ning on edukalt kasutatud erinevates rakendustes: “mosaiikne” transgeenide
ekspressioon rakuspetsiifilistes mutantsetes fenotlupides, spetsiifiliste rakkude ablatsioonil ning
signaalradade geneetiline hairimisel (Osterwalder jt., 2001). Liites GAL4 jarjestuse endogeense
promootoriga on voimalik tagada selle transkriptsioonifaktori ekspressioon ainult kas kdikides voi
ainult teatud kudedes. Selleks, et saavutada GAL4 ekspressiooni indutseeritavus, on konstrueeritud
keemiliselt indutseeritav GeneSwitch-GAL4 (GS) slisteem (Scialo jt., 2016).



interest or RNAI construct

[ | GAL4 | I UAS | |

tissue-specific
promoter/enhancer

/ W & i i | | expression of gene of

Joonis 4. GAL4/UAS transgeenide ekspressiooni stisteem Drosophila spetsiifilises koes. (A)
Selleks, et ekspresseerida konkreetses koes transgeeni v6i RNAI konstrueerimist on vaja kahte
karbsetiive, millest ihe genoom sisaldab GAL4 transkriptsiooni aktivaatorit koos koespetsiifilise
promootori-/enhaanseriga (nn. ,,driver) ja teise genoomis on geeni voi RNAi konstrukti jérjestus,
mille ette on asetatud UAS-element (B) Transgeensed emased, mis kannavad UAS “responderit”
ja huvipakkuvat geeni (roheline) ristatakse transgeensete isastega, kellel on koespetsiifiline (antud
juhul ekspresseeritud tiibades) “driver”. Jarglastel on mdlemad sisteemi elemendid. Joonis on
kohandatud artiklist Hales jt., 2015

GeneSwitch GAL4 (GS) siisteem on GAL4-UAS sustemi modifitseeritud versioon, mis baseerub
GALA4 transkriptsioonifaktori ja progesterooni retseptori liitvalgul. See kiméérne valk omandab
vOime aktiveerida transkriptsioon vaid siis, kui progesterooni retseptori doméan seondub ligandiga,
milleks antud juhul on suinteetiline keemiline thend RU486 ehk mifepristoon. Drosophila genoomi
lilitatakse Glalpool Kirjeldatud konstruktid enamasti P-elementide jarjestuste abi. P-element on
Drosophila transposon taisjarjestusega 2907 aluspaari. P-elementid kodeerivad funktsionaalset
transposaasi, mis voimaldab liikuda genoomis “cut-and-paste” mehhanismi abil. See transposaas
tunneb ara kahte spetsiifilist, transposoni otstes paiknevat jarjestust, mille kaudu toimub genoomist

véljaldikamine ning uus juhuslik insertsioon.Seega saab kasutada seda susteemi suvalise DNA
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jarjestuse sisseviimiseks Drosophila genoomi, kui see paikneb kahe P-jérjestuse vahel. Brand ja
Perrimon kasutasid esimesena seda ldhenemist, kloneerides GAL4 P-elemendi vektorisse ja
demonstreerides sellise metoodika kasutatavust geenide ekspressiooni kontrollimisel. Viimasel
aastakiimnel on sellele lisandunud ka teisi, uudsemaid genoomi inserteerimise metoodikaid, mis
pdhinevad naiteks PhiC31 faagi elementidel, mille abil on v8imalik inserteerida uusi geene tapselt
maaratletud kohtadesse genoomis (Hales jt., 2015; Scialo jt., 2016; Ou, 2013).

1.2 Mitokondri struktuur ja funktsioonid

Mitokonder on eukartiootse raku organell, millel on palju erinevaid funktsioone, kuid on
eelkdige tuntud kui ATP tootmise kohana okstdatiivse fosfortileerimise kaudu (Kuhlbrandt, 2015).
Kuigi klassikaliselt on kujutatud mitokondreid kui ovaalseid eraldiseisvaid struktuure, on selline
vaatenurk eksitav. Nad ei ole staatilised struktuurid, vaid moodustavad labi kogu raku ulatuv
vorgustiku, mille morfoloogia on pideva liitumis- ja lahknemisprotsessi tulemus. Tasakaalu
kaldumine Uhes vdi teises suunas pohjustab selle vorgustiku homdostaasi muutusi, vastavalt siis
tugevalt hargnenud Uhtse retiikuli vOi paljude véiksemate omavahel eraldatud Uksuste teket.
Sellised morfoloogilised muutused, mis on vahendatud ja reguleeritud valkude nagu nait. MFN1,
MFN2 ja OPA1 poolt, omavad rolli kahjustatud mitokondriaalse vorgustiku osade eemaldamisel
labi mitofaagia ja on samas indikaatoriks raku metabolismi mberprogrammeerimisest (Mclnnes,
2013; Hall jt., 2014).

Mitokondri sisemine struktuur moodustub sise- ja valismembraanist, mille vahele jaab
membraanidevaheline ruum. Sisemembraani pinda suurendavad omaparased véljasopistused
(kristad). Elektroni transpordiahela enstimid asuvad sisemembraanis, kus kemoosmootse
protsessi tulemusena toimub ATP sintees. Valismembraan on (htlane ja suhteliselt vaikese
selektiivsusega metaboliitide ja madala molekulmassiga valkude (kuni 6kDa) suhtes, kuna seal
paiknevad hulgaliselt mitteselektiivsed membraani labivaid valgulisi kanaleid. Seepérast on
membraanidevahelise ruumi koostis on sarnane tstitosooliga ioonide ja vaikeste molekulide suhtes.
Sisemembraan on aga hoopis selektiivsem barjéér ka véikesetele molekulidele, millede transport
ule selle membraani on tépselt reguleeritud. See on ka kohaks, kus toimub mitokondri
funktsioonidest enim tuntud, nimelt ADP okstdatiivne fosforiileerimine ATP-ks. Selles
membraanis paiknevad neli suurt valkkompleksi moodustavad elektronide transpordiahela (ETC),

mille Ulesanne on tekitada prootonite gradient kasutades selleks elektronide litkumisel kdrgemalt
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energeetiliselt tasandilt madalamale vabanevat energiat. Kompleksid | ja Il saavad elektrone
vastavalt aktiveeritud kandjatelt NADH-It ja FADH2-It (Mclnnes, 2013). Elektronid liiguvad I, 111
ja IV komplekside vahel elektronide kandjate nagu ubikvinoon ja tsutokroom C abil, kuni
kompleks IV kannab nad terminaalsele elektronide aktseptorile hapnikule. Liikumisel médda
elektronide transpordiahelat loovutavad elektronid osa oma energiast ning selle arvelt pumpavad
kompleksid I, 11 ja IV vesinikioone ehk prootoneid (H*) maatriksist membraanidevahelise ruumi,
mille tulemusena tekib (le sisemembraani prootongradient. See elektrokeemiline gradient saab
vOimaluse tasakaalustuda tanu kompleks V-le ehk ATP siintaasile, mis moodustab selektiivse poori
labi sisemembraani. Prootonite liikumine labi selle kompleksi kaivitab morfoloogilised muutused,
mis on vajalikud fosfaatriihma lisamiseks ADP-le kompleks V aktiivtsentris, mille tulemusena
tekib ATP. Seega kasutatakse NADH-It ja FADH2-It saadud kdrge energiaga elektronide arvelt
tekitatud prootongradient ara selleks, et toota ATP-d nn. oksidatiivse fosforiileerimise kaudu.
Haired hingamisahelas (néit. defektne komplekside struktuur) pdhjustab elektronide enneaegset
liitumist hapnikuga tlekande kéigus, seda enamasti komplekside I ja 111 kaudu. Selle tulemusena
tekib grupp korge reaktiivsusega hendeid, mida nimetatakse vabadeks hapniku radikaalideks
(ROS) (Navdeep, 2014). Kuna tegemist on véga reageerimisv@imeliste molekulidega, on nad
vOimelised koheselt reageerima kdikide biokeemiliste molekulide pdhitutpidega (valgud, lipiidid,
sisivesikud, nukleiinhapped). Kuna selline kontrollimatu reageerimine pdhjustab pédrdumatuid
muutusi nendes biokeemilistes molekulides, on suurenenud ROS-de produktsioon tugevalt
negatiivse mdjuga organismi homoostaasile, pdhjustades vdi halvendades erinevaid patoloogiaid
(Mclnnes, 2013; Kihlbrandt, 2015; Youle ja Bliek, 2016).

1.3 mtDNA nukleoidid ja nende voimalik roll signalisatsioonil

Mitokondrionaalne DNA (mtDNA) on ainus loomsete organismide DNA, mis paikneb véljaspool
tuuma. Hulkraksete loomade mtDNA on tsirkulaarne kaheahelaline DNA molekul, mis sisaldab
sOltuvalt liigist 13000-20000 aluspaari. Nende mtDNA kodeerib 13 poldpeptiidi, mis kdik on ETC
komplekside ja ATP slintaasi subtihikud ning nende siinteesiks vajalikku tdiskomplekti tRNA-si ja
kahte rRNA-d (12S ja 16S rRNA). Nagu ka kromatiin tuumas, moodustab mtDNA koos erinevate
valguliste faktoritega teatud spetsiifilise struktuuri, mida nimetatakse nukleoidiks. Need on
sarnaselt kromosoomidega segregatsioonilised Ghikud, mis liiguvad koos mitokondritega

titarrakkudesse mitoosi ja meioosi kéigus (Gilkerson jt., 2013). Kuna mitokondriaalses nukleoidis
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toimub mtDNA slintees ja transkriptsioon, on seal osalised valgud, millede funktsioon on otseselt
seotud nende transaktsioonidega nagu universaalselt esinev valk TFAM ja
sunteesi/ekspressiooniga seotud valgud mTERFs, polimeraas gamma, mtSSB, mtDNA helikaas
Twinkle jne (Chen ja Butow, 2005). TFAM on 24 kDa valk, mida peale osalemise mitokondriaalse
transkriptsiooni regulatsioonis peetakse ka peamiseks mtDNA pakkimisel osalevaks faktoriks
(Kang jt., 2007; Kukat ja Larsson, 2013). Kuigi erinevate nukleoidide taielik valguline komponent
pole identne, esineb teadaolevalt TFAM kdikides nukleoidides. Lisaks sellele esinevad
mitokondriaalses nukleodis ka riihm valke, millel teadaolevalt puudub otsene roll mtDNA
homoostaasil ja milledel on teoretiseeritud rolli mitokondriaalses biogeneesis, metabolismi
regulatsioonil, apoptoosi induktsioonil ning retrograadses mitokonder-tuum signaali lekandes
(Malka jt., 2006; Rajala jt., 2015). Sarnaselt mitokondriga on ka nukleoidid diinaamilised thikud,
millede valguline komponent ning seetdttu ka tbendoliselt funktsioon muutub vastusena
vélismdjudest pdhjustatud signaalidele. Kuigi on pikalt peetud voimalikuks nende rolli
signaaliradades osalemisel voi ka nende kaivitamisel, ei ole siiani kindlaid nditeid sellistest
mehhanismidest. Kull on aga teada, et haired mitokondri funktsioonil kaivitavad teatud
signaalirajad, eriti need, mis kontrollivad mitokondriaalset biogeneesi peamist regulaatorit
transkriptsioonifaktorit PGC-1a ja sellega seotud faktoreid (Jornayvaz ja Shulman, 2014). Siiani
on peetud selliste stressisignaalide vallandajateks ETC hdiretest pdhjustatud vabade hapniku
radikaalide produktsiooni tbusu voi ebaefektiivsest oksudatiivse fosforiileerimisest tingitud ATP
taseme langust. On olemas andmeid, et labi nendest tingitud retrograadsete signaalide kaudu on
mitokonder Uhenduses teiste raku funktsioonidega. Eksperemendid D. melanogaster-iga on
naidanud, et mitokondriaalsete geenide deleteerimisest pohjustatud mitokondri funktsiooni defekt
viib rakutstkli blokeerumisele JNK signaali vi AMP kinaasi aktivatsiooni (madalal ATP tasemel)
kaudu (Botella jt., 2001). Uuringud imetajates on ndidanud, et nii geneetiliselt kui ka
farmakoloogiliselt pohjustatud mitokondriaalse funktsiooni hdirete tulemusena programmeeritakse
umber signaaliradadel osalevate valkude ekspressioon tuumas. Kuigi on juba pikka aega olnud
teada, et mtDNA koopiaarvu langus vdi topoloogia muutus on kahjulik raku homdoostaasile, on
silamaani peetud selliste signaalide vahendajateks eelkdige eelpool mainitud ROS-de
uleproduktsiooni ja/vdi ATP langust, kuna muutused mitokondris kodeeritavate ETC subihikute

ekspressioonil omavad otsest mju ETC funktsioonile. (Gilkerson jt., 2013).
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1.4 Metaboolne paindlikus

Nagu varem mainitud, on oluline roll mitokondriaalsel ATP stinteesil aktiveeritud kandjatel NADH
ja FADHz, mis transpordivad kdrge energiaga elektrone ETC kompleksidele I ja 111. Need kandjad
n.0. ,laetakse™ dra gliikoliiiisil ja tsitraadi- ehk TCA tsiklil. Mitokondri maatriksis aset leidvas
TCA tsiklis toimub see tédnu erinevatel kataboolsetel radadel slinteesitud aktiveeritud kandja
AcCoA liitumisel oksaloatsetaadiga, mille produkt tsitraat muundub jarjestikuste reaktsioonide
tulemusena tagasi oksaloatsetaadiks, loovutades kaks slsinikku CO2 vormis ja kandes elektrone
NADH-le ning FADH2-le. AcCoA allikas on tavaliselt suhkrute ja lipiidide katabolism. Vdimet
kasutada eelistatult kas tht voi teist gruppi AcCoA allikana vastavalt keskkonnatingimustele ja
organismi metaboolsele tasakaalule nimetatakse metaboolseks paindlikuseks. See néhtus tagab
energiaallikate vBimalikult efektiivse kasutamise ning on tépselt reguleeritud. Juhul kui selline
Umberltlitamise vdime thel voi teisel pdhjusel kaob, saab organism kasutada oma ATP sunteesiks
vaid teatud fikseeritud segu rasvadest ja suhkrutest, mis on tihtipeale tugevalt ihe voi teise allika
poole kaldu. Selline nn. metaboolse paindumatuse teke on seotud mitmete tdnapdeva thiskonnas
pandeemia mdddu omandanud patoloogiatega nagu rasvumine, steatoos, diabeet ja stidame-
veresoonkonna haigused. Hetkel pole veel I6plikku konsensust, kuhu tapselt see ndhtus ajaliselt
asetub nende haigust etioloogias. Siiski, tGiha suurenev hulk eksperimentaalandmeid loomsetest
mudelorganismidest ja inimpopulatsiooni vaatlused toetavad metaboolse paidumatuse teket kui
patoloogiate algpdhjust (Muoio jt., 2012; Tataranni jt., 2003). P6hjuseid, mis viivad metaboolse
paindumatuse tekkeni, vbib olla mitmeid — kataboolsete radade ule- vGi alatalitus, nende
metaboliitide ebaefektiivne liikumine rakku vdi mitokondrisse, ETC langenud efektiivsus jpm.
Vaib-olla enim tuntud nendest on glikoosi (le rakumembraani transportiva mehhanismi
sensitiivsuse langus oma induktori insuliini suhtes. Sellist n&htust nimetatakse insuliini
resistentsuseks ja selle teket peetakse diabeedi valjaarenemise Gheks peamiseks pdhjuseks. Kuna
diabeet on tdnu halbadele toitumisharjumustele tihe suurenev koorem meditsiinisiisteemile, on see
fenomen olnud intensiivse uurimise objektiks juba aastakiimneid. Mitokondri funktsioon seost
metaboolse paindumatuse tekkega pole siiani vaga hasti kirjeldatud, kuigi korrelatsiooni nende
kahe vahel on tédheldatud juba pikalt. Enamus uurimistddst on keskendunud hairetele mitokondri
funktsioonis, mis pdhjustaksid ebaefektiivset rasvade katabolismi, kuna vaid mitokonder on
voimeline tootma ATP-d AcCoA-st. Haireid mitokondri funktsioonil on seet6ttu pikalt peetud
uheks peamiseks intramiotsellulaarsete lipiidide kuhjumise pdhjuseks, mis on sarnaselt insuliini

resistentsusele tiheks peamiseks néhtuseks diabeedi patoloogias. Siiski on viimasel ajal hakanud
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see seisukoht muutuma, kuna the suurenev hulk eksperimentaalseid andmeid viitab sellele, et
lipiidide kuhjumine on eelkdige tingitud tugevalt tdusnud lipiidide stnteesist, mis killastab dra
mitokondri vdime neid kataboliseerida (Goodpaster ja Sparks, 2017). Seega on seos mitokondri ja
metaboolse paindumatuse tekke vahel hetkel veel ebaselge ning ei saa valistada teiste, seni

kirjeldamata mehhanismide toimimist. (Galgani jt., 2008).

1.5 Energiavarud Drosophilas

Rasvkeha mangib olulist rolli putukate flsioloogias. See on multifunktsionaalne kude, mille
funktsioonideks on energiavarude sailitamine, hormoonide sekreteerimine, immuunvastuse
tagamine ning toitumise sensoriks olemine. Peamisena endokriinse organina Drosophilas vdib see
sunteesida triatstiilglitseriide, diatsullglitserooli, trehaloosi ja glilkogeeni vastuseks
energeetilistele nduetele. Putukate energiavarud séilitakse gliikogeeni ja triatstulglutseriidide
vormis rasvkeha adipotsttdides (rasvarakud, mis on olulised keha energiatasakaalu hoidmisel)
(Arrese ja Soulages, 2010). Glikoosivarud talletakse organismis polisahhariididena -
glikogeenina, mis kasutatakse glikoluutilise kiitusena. Glikogeeni kasutatakse in situ
glukolutilistes lihaskiududes selleks, et varustada glikoludsi suure koormuse ajal. Drosophilas on
see primaarne energia allikas lihaste kontrakteerumisel. Gliikogeenivarud vastse lihastes omavad
sarnast rolli, tagades primaarse energia lihaste funktsioneerimiseks limiteeritud toitainete
tingimustes. Lisaks glikogeenile omavad téiskasvanud Drosophilad ka teist metaboolset
sUsivesikute tagavara — glikoosi disahhariidi trehaloosi, mis on peamine suhkur rasvkehas,
tiivalihastes ja hemolimfis. Kuna gliikoos on osmootselt aktiivne ning ka redutseeriv suhkur, on
fusioloogiliselt parem hoida seda suhkrut inertse disahhariidi kujul. Samuti vallandab
glikosiidsideme I6hkumine trehhaloosis kaks glikoosi molekuli, erinevalt ihest sama sideme
I6hkumisel glukogeenis. Seepérast funktsioneerib trehhaloos Kiirelt kattesaadava esmase
energiatagavarana néit. lennu alustamisel (Reyes-DelaTorre jt., 2012). Kui gliikogeeni esineb
maérkimisvéarsetes kogustes ka teistes organites (néit. lihaskoes), on lipiidide kataboolse tagavara
hoiustamise peamiseks kohaks rasvkeha (vahemal maaral ka pea). Adipotsiudid vdivad hoida suuri
lipiidide varusi tstutoplasmaatiliste lipiiditilkade kujul. Lipiiditilkade metaboolne aktiivsus sdltub
nendega assotsieerunud valkudest. mis reguleerivad triatsullglutseriidide kogumist ja
mobilisatsiooni. Kui organismi energiatarvidus tGuseb, mobiliseeritakse triatsttlglitseriidide

varud lipaaside poolt 1abi viidud lipolldsi kaudu. Lipoltutiline aparaat sisaldab kahte lipaase TGL
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(triatstiilglutseriidi lipaas) ja Brummer lipaasi ning kahte evolutsiooniliselt konserveerunud
lipiidtilkade valke Lsd1 ja Lsd2. Brummer on ATGL lipaasi homoloog, mis kodeerib Lipiidtilkade-
assotseerunud triglutseriidi (TG) lipaasi, stimuleerib lipolisi ja kontrollib taiskasvanu Drosophila
TG susteemi tasemeid. Lsd2 soodustab lipiidide kogumist ning Lsdl stimuleerib
triatsiulglutseriidide hudrollusi. Lsd1l fosforiilimise tulemusena hakatakse adipokineetilise
hormooni (AKH) lipoluditilist toimet ja aktiveeritakse TGL (Zhang ja Xi, 2014; Arrese ja Soulages,
2010).

Rasvkeha energiavarude mobilisatsiooni reguleeritakse AKH kaudu, mis toodetakse spetsiifilise
kesknarvististeemi osas nimega corpora cardiaca. Rasvkehas AKH stimuleerib glikogeeni
lagundamist glukoosi disahhariidiks ehk trehaloosiks ning aktiveerib lipiiditilkade lipolttsi. AKH
poolt stimuleeritud lipoluls Drosophila rasvkehas pohineb signaali Glekandel AKHR retseptori

kaudu, mis on seotud G-valguga (Zhang ja Xi, 2014; Arrese ja Soulages, 2010).

1.6 T66grupi publitseerimata andmed

Meie toogrupp on avastanud eelneva uurimist6d kaigus uudse seose mtDNA stabiilsuse ja
metaboolse paindumatuse tekke vahel. Oleme konstrueerinud Drosophila tuve, mis ekspresseerib
Uheaegselt GAL4-UAS susteemi kontrolli all mitokondriaalse signaaljérjestusega liidetud kdiki
kolme bakteriaalse endonukleaasi EcoBl subuhiku geene (HsdM, HsdS ja HsdR). Antud tiupi
endonukleaas omab kolme seostumisjérjestust D. melanogasteri mt genoomis. EcoBI kui tulp |
endonukleaasi toopohimate erineb laialt levinud tidp 11 endonukleaasidest — olles loonud kontakti
seostumisjarjestust omava DNA-ga, millel puuduvad metileeritud adeniinid, hakkab ta
translokeerima DNA-d, sdilitades samal ajal kontakti oma seostumisjarjestusega. Kaheahelaline
katke genereeritakse juhuslikult pérast translokatsiooni 16ppu, see vdib paikneda tuhandete
nukleotiidide kaugusel EcoBI seostumisjarjestusest. Selleks, et eraldada DNA fragmentatsioonist
vOi translokatsioonist pdhjustatud efekt, oleme genereerinud punkmutatsioonide viimisega uhte
subuhikusse kaks erinevat mtEcoBI isovormi lisaks metsik-ttpi valgule: endonukleaas-defektne
kuid translokatsiooniliselt aktiive (endo-, muteeritud sublhiku nimetus R2) ja enstimaatiliselt
taiesti inaktiivne vorm (endo/trans-, muteeritud subiihiku nimetus R4). Mitokondriaalse EcoBl
vormi (mtEcoBl) ekspressiooni poolt pdhjustatud fenotlip lihaskoes sdltus véga tugevalt

ekspressiooni algusest: konstitutsionaalne ekspressioon tdnu muosiini raske ahela geeni promootori

16



alla asetatud GAL4-le (mhc-GAL4) , mis on aktiivne juba vastse faasis, pdhjustas taiskasvanud
karbses markimisvaarset mtDNA fragmentatsiooni (vt. Joonis 5). Samas indutseeritud
ekspressiooni tulemusena kasutades lihaskoe-spetsiifilist GeneSwitch siisteemi koos muiosiini
raske ahele promootoriga (mhcGS) taiskasvanud karbses fragmenteerus mtDNA vaid vaga véhesel
madral (vt. Joonis 5). Huvitaval kombel ei korreleerunud mtEcoBI-st pdhjustatud eluea liihenemine
mtDNA fragmentatsiooni tugevusega — indutseeritud ekspressioon pdhjustas kiiret letaalsust kahe
nadala jooksul samas kui konstitutsionaalne ekspressioon korral elasid kérbsed umbes kuu (vt.
Joonis 6 ja 7).

Kuna meie t60grupi varajasemad andmed on ndidanud Gldise, koiki kudesid hdlmava mtEcoBlI
ekspressiooni korral rasvade eelistatud kasutamist vorreldes sisivesikutega, huvitas meid, kas
sarnane fenomen toimub ka lihaskoe-spetsiifilise ekspressiooni korral. Samuti soovisime teada,
kuidas utiliseeritakse erinevaid energiavarusi kahe erineva, konstitutsionaalse ja indutseeritava
lihaskoe ekspressiooni mustri puhul.

mhcGAL4-mtEcoBI mhcGS-mtEcoBI
endo/trans- endo- func. endo/trans- endo- func.

days: 0 10 203035 0 10 203035 0 10203035 days: 03 69 03 69 03 6 9

-
. ..

kbp:
20—

10—

Joonis 5. Lineariseeritud mtDNA topoloogia Southern analuiiis. Kap: kiloaluspaarid, paevad on
vastavalt kas alates koorumisest (mhcGAL4-mtEcoBI) voi alates induktsioonist (mhcGS-
mtEcoBlI)
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Joonis 6. mhcGAL4 — mtEcoBl tiivede elulemus.

% mhcGS-mtEcoBlI
100
—funk.
80 ——cndo-
—=endo/trans-
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20
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paevad parast induktsiooni 200 uM mifepristooniga

Joonis 7. mhcGS — mtEcoBI tlivede elulemus parast induktsiooni 200 uM MP-ga.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T6O eesmark

Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida, kuidas mdjutab mtEcoBI ekspressiooni poolt indutseeritud
mtDNA stress D. melanogaster-i lihaskoes peamiste energiavarude, lipiidide ja slsivesikute
utiliseerimist, kasutades triglUsteriidide ja stisivesikute kontsentratsiooni md6tmise meetodeid ning

uurida vBimalikke erinevusi lihaskoe fenotiilibis.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Drosophila kaitlemine, tehnikad ja ttved
D. melanogasteri suuremate voi vaiksemate karbsekoguste kasvatamiseks kasutatati vastavalt

vajadusele erineva suurusega plastikkonteinereid (pudeleid ja viaale).

Konteinerites oleva s66tme koostis oli jargmine:

Tabel 1. To0s kasutatud sodtmete koostis.

Koostis Kogus
Agar 1%
Parm 3,5%

Maisijahu 1,5%
Sojajahu 1%
Sahharoos 1,5%
Glukoos 3%
Suhkrusiirup 3%
Propioonhappe 0,5%
Nipagiin 0,1%

Komponendid segati vees ja kuumutati keemiseni. S66det keedeti 20 min, parast mida lasti jahtuda
temperatuurini 65°C. Pdrast seda lisati antifungitsiidseid ja antibakteriaalseid aineid
propioonhappe ja nipagiin ja vajadusel mifepristooni I8ppkonsentratsioonis 200 uM, millega
indutseeriti GeneSwitch stisteemi kaudu mtEcoBI ekspressioon. Parast paariminutilist segamist

jaotati vedel s6dde konteineritesse ning lasti tarduda. Liigse niiskuse tekke valtimiseks kuivatati
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tardunud s6ddet enne korkimist paar tundi toatemperatuuril. S66det hoiti max. 3 nadalat 4°C

juures.

Drosophila anesteseerimisel kasutati CO2 gaasi. CO2 anesteesia vOimaldab hoida kérbseid

lilkumatuna ning seda saab kasutada véhemalt pool tundi enne, kui see hakkab m&juma negatiivselt

karbeste elulemisele. CO2 manustati 1&bi klaaskiust aluse (Genesee, vt. Joonis 8 ja 9).

Joonis 8. Toos kasutatud mikroskoop. Joonis 9. CO2 gaasi plaat ja pustol.

Neitsite korjamisel hoiti &&dikakérbseid pérast nukkudest koorumise algust 18°C juures
eesmargiga pikendada perioodi, mille jooksul koorunud emased ei kopuleeru. Neitsid eraldati kaks
korda péevas — hommikul enne kella 9.00 ja Ghtul kella 17.00 ajal. Kuna 18°C juures on
neitsiperiood 16 tundi, tagati sellega kdikide emaste neitsiks olemine. Koorunud &adikakarbeste
hulgast eraldati emased uutesse viaalidesse ning isased elimineeriti. Emased on tunduvalt
suuremad vorreldes isastega ning nende tagakeha vérv on heledam. Lisaks emastel puuduvad
kappadel mustjad harjaseid. Visuaalselt kontrolliti s66tme pinda, et valtida ajutiselt s66tmele kinni
jaanud emaste jadmine pudelitesse ja nende korjamine jargmisel kellaajal neitsitena. Kui dppet66
graafik ei voimaldanud antud kellaaegadest kinnipidamist, eraldati neitsitena vaid need emased,
keda oli teistest emastest vdimalik eristada mittetaieliku pigmentatsiooni abil (vt. Joonis 10).
Vaérskelt koorunud kérbsed ei pigmenteeru téielikult paari esimese elutunni jooksul, seega on kdik

vahe pigmenteerunud emased neitsid.
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Joonis 10. Asja koorunud mittetaielikult pigmenteerunud D. melanogasteri neitsi (vasakul) ja

normaalse pigmentatsiooniga emane (paremal).

Kéesolevas t06s kasutatud Drosophila tiived on kirjeldatud Tabelis 2.

Tabel 2. T60s kasutatud Drosophila tuvede nimetused, kirjeldused ja genotiibid.

Tuve nimi Tuve Kirjeldus Genotuup Allikas
funk. mtEcoBlI Funktsionaalne mtEcoBI UAS- yr w*; HsdM HsdS; Meie
ststeemi kontrolli all. HsdR toogrupp

endo - mtEcoBI Endonukleaas-defektne mtEcoBI yr w*; HsdM HsdS; = Meie

UAS stisteemi kontrolli all. HsdR2 toogrupp
endo/trans- Mittefunkstionaalne mtEcoBlI UAS-  y! w*; HsdM HsdS; Meie

mtEcoBI ststeemi kontrolli all. HsdR4 toogrupp
mhcGAL4 Lihaskoe-spetsiifiline GAL4 , driver*.  y'w"; mhcGAL4  S. Bernsteini

toogrupp
mhcGS Lihaskoe-spetsiifiline GAL4- yr w*; wgSP/CyO;  Bloomington
progesterooni retseptori fusioonvalgul P{Mhc- 2Z%%k4§enter

pOhinev,,driver. Switch.0}GSG314-
2

21



Neitsid séilitati varskel sodtmel kuni oli korjatud piisav hulk ristamisteks. Enne ristamist kontrolliti
veel kord kogutud neitsite sugu ja vaadeldi, kas on méargata arenevaid larve sé6tmel, kus hoiti
neitseid. Larvide vOi isaste tuvastamisel elimineeriti kdik antud viaalis olnud emased. Omavahel
ristati jargmiseid liine:

HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR/ HsdR x mhcGAL4/mhcGAL4: HsdM HsdS/+; HsdR/mhcGAL4
HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR2/ HsdR2  x mhcGAL4/mhcGAL4: HsdM HsdS/+;
HsdR2/mhcGAL4

HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR4/ HsdR4  x mhcGAL4/mhcGAL4: HsdM HsdS/+;
HsdR4/mhcGAL4

HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR/ HsdR x mhcGS/mhcGS: HsdM HsdS/+; HsdR/mhcGS

HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR2/ HsdR2 x mhcGS/mhcGS: HsdM HsdS/+; HsdR2/mhcGS
HsdM HsdS/ HsdM HsdS; HsdR4/ HsdR4 x mhcGS/mhcGS: HsdM HsdS/+; HsdR4/mhcGS
Ristamised viidi labi suhtes 2:1 (emased:isased), absoluutarvudes 60:30 ihe pudeli kohta. Pudeleid
hoiti 3 pdeva 25°C juures, pdrast mida vanemad kanti vajadusel Ule uutesse pudelitesse voi
elimineeriti. Larvistaadiumis jarglaskonnaga pudeleid inkubeeriti 25°C juures, tdiskasvanud
isendid koguti jargnevateks eksperimentideks mitte ronkem kui 3 pdeva jooksul alates nukust
koorumisest. Koorunud karbestest selekteeriti isased 1-2 60paeva jooksul pérast koorumist ja kanti
kas tavalisele so6tmele (mhc-mtEcoBl) vOi s66tmele, mis sisaldas 200 uM MP-d (mhcGS-
mtEcoBl). Karbsed kanti varskele sé6tmele iga 48 tunni tagant ja ajapunktid korjati paevadel 1, 3,
6, jJa 9 mhcGS-mtEcoBlI tiivede puhul ning 1, 10, 20 ja 30 mhc-mtEcoBI tlivede puhul.

2.2.2 Triatstulglutseriidide mddtmine

Triatsudlglitseriidide médtmiseks jalgiti vaba glitserooli teket parast rasvade lipolulsi kasutades
selleks Sigma reagente Triglyceride Reagent (Sigma, T2449) ja Free Glycerol Reagent (Sigma,
F6428). Triglyceride Reagent sisaldab lipaasi, mille toimel proovis olevad triatsutioglitseriidid
hidrollusitakse glitserooliks ja vabadeks rasvhapeteks. Free Glycerol Reagent vdimaldab mdota
glitserooli 1abi jarjestikuste reaktsioonide, mille 16pptulemusena tekib vérvaine, mida on vdimalik
detekteerida spektrofotomeetril. Gliutserool fosforileeritakse adenosiin-5’-fosfaati (ATP) abil
glitserool-1’-fosfaadiks (G-1-P) ja adenosiin-5’-difosfaadiks (ADP) reaktsioonis, mis
katalUtsitakse glitserooli kinaasi poolt (GK). G-1-P oksiideeritakse glutserooli fosfaatoksilidaasi
(GPO) abil dihudroksuatsetoon fosfaatiks (DAP) ja hidrogeeniperoksiidiks (H202). Peroksiidaas
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(POD) kataltitisib H202 4-aminoantipuriiini (4-AAP) ja naatrium N-etuil-N-(3-sulfoproptdl) m-
anisidiiniga (ESPA) muutumise varvaineks kvinoneimiin mille neelduvusmaksimum on 540 nm
juures. Kvinoneimiini kontsentratsioon lahuses on proportsionaalne algse triatsttioglutseriidide
kontsentratsiooniga. 20 isast karbest homogeniseeriti uhmrinuiaga 800 pl PBS-Tweenis (0,1%)
jaal. Jargnevalt inkubeeriti lisaati 5 min 70° C juures selleks, et inaktiveerida endogeenseid lipaase.
20 ul kuumtdodeldud homogenaati eraldati uude katsutisse ja lisati 20 pl Triglyceride Reagenti.
Teise uude katsutisse pandi samuti 20 pl kuumtdddeldud homogenaati, millele lisati 20 pl PBS-i.
Madlemat inkubeeriti 30 min 37° C juures. Homogenaate tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 10.000 x g
15 sekundi jooksul. Edasi triatsttilglitserooli mdotmiseks kanti 96-mikrotiiterplaadile 100 pl Free
Glycerol Reagenti ja 30 pl homogenaati, inkubeeriti 5 min 37° C juures ja mdddeti neeldumine
spektrofotomeetril 540 nm juures. PBS-ga t66deldud homogenaadi tulemus ehk vaba glitserooli
vaartus lahutati Triglyceride Reagendiga t66deldud homogenaadi véartusest, mille tulemusena
saadi triatstiiilglutseriidide koostises olnud glitserooli kogus. lga tiive igast ajapunktidest analtidisiti
4 erinevat proovi, tulemused esitatakse kui selle anallilisi keskmised koos standardhdlvetega.
Kahesuunalise Student t-testi p-véartused arvutati Microsoft Excel-iga, kus koostati ka
kaliibergraafik (vt. Joonis 11) ning arvutati OD vaartuste jargi glutserooli konsentratsioon lahuses.

Glutserooli I16ppkontsentratsioonid varieerusid 0,130 mg/ml ja 0,980 mg/ml vahel.

Glitserooli standardkdver (mg/mil)

2
e 1.5 . ............ [ J
C ......
g 1| e -
8 . e . y = 1.0834x - 0.0234
o 0% —— R2 = 0.98569
0 e
0 05 1 15 2

" Gliitserooli kontsentratsioon (mg/ml)
Joonis 11. Glutserooli kontsentratsiooni HsdM HsdS/+; HsdR4/mhcGAL4 tiive 1.péeva
kaliibergraafik.

2.2.3 Susivesikute mddtmine
Drosophilas energiavarudena kasutusel olevaid susivesikuid gliikoosi, trehhaloosi ja gliikogeeni
mdddeti kasutades Glucose Assay Reagent (Sigma, G3293) pérast trehhaloosi ja glikogeeni

lagundamist  glikoosiks kasutades selleks vastavalt trehhalaasi (Sigma, T8778) ja
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amiloglikosidaasi (Sigma, A1602). Antud reagendi abil kulgevates reaktsioonides
fosforuleeritakse kdigepealt glikoos gliikoos-6-fosfaadiks (G6P) ATP abil reaktsioonis, mis on
kataltitisitud heksokinaasi poolt. G6P okstideeritakse 6-fosfo-glikonaadiks oksudeeritud NAD
juuresolekul glikoos-6-fosfaat dehiidrogenaasi (G6PDH) poolt katalulsitud reaktsioonis. Selle
tulemusena redutseeritakse NAD* NADH-ks, mille neeldumismaksimum on 340 nm ja mida
detekteeritakse spektrofotomeetril. Gliukoosi mddtmiseks homogeniseeriti 10 isast karbest
uhmrinuiaga 400 pl PBS-s jaal. Edasi inkubeeriti 70°C juures 5 min inaktiveerimaks endogeenseid
enstiime, mis voiksid lagundada glikoosi ja jaotati 40 pl kuumtéddeldud homogenaati kolme uude
katsutisse, kuhu lisati vastavalt 6,7 pl amuloglikosidaasi (1 U, Sigma, A1602) 6,7 pl PBS ja 1 pl
trehhalaasi (1 U, Sigma, T8778). Inkubeeriti 2 tundi 37°C. Pdrast inkubeerimist, tsentrifuugiti
10.000 x g rpm 15 sek jooksul ja kanti 100 pl Glucose Assay Reagenti 96-kohalisse
mikrotiiterplaati.  Glikoosi  kaliiberkGvera  saamiseks  kasutati  glukoosi  lahuseid
kontsentratsiooniga 0 mg/ml kuni 20 mg/ml ja pipeteeriti iga reaktsioonituubi 30 pul homogenaati.
Tausta maaramiseks kanti 30 ul lisaati 100 ul-sse PBS-i. Edasi inkubeeriti 30 min 37°C juures ja
moddeti OD340. Erinevate sisivesikute kontsentratsioonid saadi jargnevate tehete tulemusena:
PBS-ga téddeldud proov — llisaat PBS-s = vaba gliikoos

Trehhalaasiga t6ddeldud proov — PBS-ga td6deldud proov = trehhaloos

Amiloglikosidaasiga toodeldud proov — PBS-ga téddeldud proov = gliikogeen

Kahesuunalise Student t-testi p-véartused arvutati Microsoft Excel programmis, kus koostati ka
kaliibergraafik (vt. Joonis 12). Antud juhul gliikoosi l6ppkontsentratsioonid varieeruvad 1,180
mg/ml ja 2,480 mg/ml vahel.

3 Glikoosi standardkover
£ 250 )
s 2| e
s . e
Q15| y = 0.2506X - 0.0036

I J
o | e R2 = 0.99999
05 .... o
0
0 &=
0 2 4 6 8 10 12

Glikoosi kontsentratsioon (mg/ml)

Joonis 12. Glukoosi kontsentratsiooni MS/+; R4/mhcGALA4 tiive 10.p4eva kaliibergraafik.
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2.2.4 Valgu kontsentratsiooni maaramise metoodikad

Bradford’i meetod — meetod pbohineb kompleksi detekteerimisel varvaine Coomassie Brilliant
Blue G-250 (CBBG) ja valkude vahel. Meetodi abil on vimalik madarata valgu kontsentratsiooni
vahemikus 100-1,500 pg/ml. CBBG reageerib arginiini ja hiidrofoobsete aminohappejaékidega,
moodustades kompleksi valguga, mis varvub siniseks. Kuna CBBG kontsentratsioon on tunduvalt
suurem valgu kontsentratsioonist, siis suureneb lahuse absorptsiooni 590 nm piirkonnas vordeliselt
valgu kontsentratsiooniga. Nii triatsutlglitseriidide kui ka sisivesikute mddtmisel kanti 4 ul
kuumtoodeldud homogenaati 96-kohalisele mikrotiiterplaadile koos 200 pl Bradford’i
Reagendiga. Kaliiberkdvera jaoks kasutati veise seerumi albumiini (BSA) lahuseid
kontsentratsioonidega alates 0 mg/ml kuni 2 mg/ml. Proove inkubeeriti 5 min 37°C juures, mdddeti
absorptsiooni 595 nm juures ning koostati Kkaliibrimiskdver valgustandardi lahjendusrea

absorptsiooni tulemuste pdhjal.

Lowry meetod - kolorimeetriline valgu maaramine lahuses. Leeliselises keskkonnas Cu?* ioonid
moodustavad kompleksi peptiidsidemetega, moodustades Cu* iooni. Vase tihevalentsed ioonid ja
aromaatsed aminohappe jadgid reageerivad Folin-Ciocalteu reaktiiviga moodustades
mollbdeensinise vérvaine. Kompleksi vérvuse intensiivsus on proportsionaalse valgu
kontsentratsiooniga uuritavas proovis ning mdddetakse spektrofotomeetri abil. Valmistati
vajalikku toolahust, kus segati Folin-Ciocalteu Reagent (Sigma, F9252) veega 1:1 suhtes ning
segati kuni sademe lahustumiseni. Edasi 10 isast karbest homogeniseeriti uhmrinuiaga 400 ul PBS-
s jaal. 96-kohalisse mikrotiiterplaati pipeteeriti 200 pl Lowry Reagenti ja 10 pl BSA standardid
kontsentratsiooniga alates 0 mg/ml kuni 2 mg/ml. Teiste reaktsioonituubi lisati homogenaati. ja
inkubeeriti 10 min jooksul toatemperatuuril. Pdrast inkubeerimist lisati 20 pl Folin-Ciocalteu
Reagenti iga reaktsioonituubi ja segati koheselt. Jargnes inkubatsioon toatemperatuuril 30 min

jooksul, parast mida moddeti optiline neeldumine 750 nm juures.

BCA — meetodi printsiip on analoogne Lowry meetodiga: leeliselises keskkonnas redutseerivad
valgu peptiidsidemed Cu?*-ioonid Cu*-ioonideks, mis reageerivad bikinkoniinhappega,
moodustades sinakasvioletse varvusega kompleksi. Kompleksi véarvuse annab Cu?* ioonide
seostumine nelja polipeptiidi koostisse kuuluva aminohappe lammastiku aatomiga ning varvuse
intensiivsus sdltub valgu kontsentratsioonist ja Cu* ioonide hulgast. Valgu kontsentratsiooni

mddtmiseks valmistati vajalikku BCA Reagent: segati kokku BCA Reagent B ja BCA Reagent A
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(Sigma, BCAL1) suhtes 1:50-le ning segati kuni sademe lahustumiseni. Jargnevalt homogeniseeriti
10 isast karbest uhmrinuiaga 400 pl PBS jaal. 96-kohalisse mikrotiiterplaadile kanti 200 ul BCA
Reagenti ning 10 ul BSA standardit (konts. alates 0 mg/ml kuni 2 mg/ml). Teise reaktsioonituubi
pipeteeriti 200 ul BCA Reagenti ja 5 ul homogenaati. Mikrotiiterplaati inkubeeriti 30 min 37°C

juures ning optiline neeldumine mdddeti 562 nm juures.

2.3. Tulemused

Triatsudlgltseriidide moddtmise eesmargiks oli uurida ja vorrelda indutseeritud ja
konstitutiivse lihaskoe-spetsiifilise mtEcoBl ekspressiooni TAG-de tasemeid. TAG-I
kvantifitseerimine on sageli esimeseks sammuks metaboolses uuringus koos susivesikute
modtmisega. Mdlema ekspressioonimustri puhul analtisiti nelja ajapunkti, mis olid omavahel
analoogsed populatsiooni elulemuse suhtes: 1, 3, 6 ja 9 pdeva mhcGS ja 1, 10, 20 ja 30 pdeva mhc
puhul (vt. Joonis 13 ja 14). TAG-de tase on esitatud nii (he karbse kohta kui ka mg valgu kohta
(mdddetud Bradfordi meetodiga). Tulemustest on naha, et TAG-i varude muutused on
markimisvéaarselt erinevad konstitutiivse ja indutseeritud mtEcoBI ekspressioni korral. Kuigi mhc-
mtEcoBI tuvedes kdigub TAG-de tase markimisvaarselt vaadeldud perioodi jooksul, on vahetul
enne populatsiooni kiire suremise algust funk. ja endo- mtEcoBI ekspresseerivates tlivedes TAG-
e rohkem kui endo/trans- kandvas kontrolltiives (vt. Joonis 13). P-vadrtused olid 30. péeva
ajapunktis jargmised: endo/trans- vs. funk. 0,363325795 ja endo/trans- vs. endo- 0,014387161.
Samas langeb téiskasvanud karbestes indutseeritud mtEcoBI tulemusena TAG-de kogus vaga
maérkimisvaarselt funk. ja endo- tiives vorreldes kontrolliga, demonstreerides lipiidide tagavarade
jarsku vahenemist enne surma. P-véartused olid 9. pdeva ajapunktis jargmised: endo/trans- vs.
funk. 4,17309*10° ja endo/trans- vs. endo- 0,018628918.

TAG (pg/1 Drosophila kohta ) TAG (mg/mg valgu kohta)
~ 40 S 06
2 A : T
o T . ) - g 04 | I S
Ea | I S , T
< E. e & < 0.2
@) " 2 '
= 0 o0

1. p4ev 10. paev 20. paev 30. péev 1. p&ev 10. paev 20. péev 30. paev

endo/trans- = endo- ® funk. endo/trans- = endo- = funk.

Joonis 13. mhcGAL4-mtEcoBI tiivede TAG tase Drosophila ja mg valgu kohta
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TAG (pg/1 Drosophila kohta) TAG (mg/mg valgu kohta)
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endo/trans- = endo- = funk. endo/trans- = endo- ® funk.

Joonis 14. mhcGS-mtEcoBI tiivede TAG tase tihe Drosophila ja mg valgu kohta.

Selleks, et kindlaks teha, kas lipiidide varu vahenemisega kaasneb ka susivesikute tagavarade
vahenemine, maarasin vaba glukoosi, trehhaloosi ja gliikogeeni kogused samades ajapunktides
mdlema ekspressioonimustri korral. Nagu ka TAG-de puhul, on andmed esitatud normaliseerituna
nii Uhe kérbse kohta kui ka valgukoguse kohta. Konstitutsionaalse lihaskoe ekspressiooni korral
vaheneb glikogeen funk. tlives paevaks 30 umbes 50%-ni kontrolltive tasemest (vt. Joonis 14).
Analoogne susivesikute vormide vdhenemine toimus ka trehhaloosi ja glikogeeni korral. Ka
indutseeritud, mhcGS-mtEcoBI ekspressiooni korral oli margatav sisivesikute tagavarade
vahenemine enne surma mdlemas, endo- ja funk. tiives vorreldes kontrolltiivega, kuid see polnud
kaugeltki mitte nii drastiline kui triatstitilglutseriidide puhul. Seega ei korreleerunud sisivesikute
vahenemine lipiidide tagavara véhenemisega lihaskoe ekspressioonil. P-véartused 30. pdeva
(mhcGAL4) ja 9. pdeva (mhcGS) mdotmistulemuste vahel on toodud Tabelis 3.

Tabel 3. mhcGAL4-mtEcoBlI tivede 30. pdeva ja mhcGS-mtEcoBI tiivede 9. pdeva susivesikute

p-vaartused.

endo/trans- vs. funk endo/trans- vs. endo-
Vaba gliukoos mhcGAL4 9,15879*10 0,007826263
Glukogeen mhcGAL4 1,26075*10° 0,234355416
Trehhaloos mhcGAL4 0,000322513 0,296171203
Vaba gliikoos mhcGS 0,001386087 0,025451885
Glukogeen mhcGS 0,000542354 0,595508349
Trehhaloos mhcGS 8,93059*10° 0,015203273
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Joonis 15. mhcGAL4-mtEcoBI tiivede siisivesikute tase Drosophila ja mg valgu kohta.
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Joonis 16. mhcGS-mtEcoBI tuvede siisivesikute tase Drosophila ja mg valgu kohta.
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Nii sisivesikute kui ka lipiidide koguste mddtmisel on tavaline, et tulemused normaliseeritakse
uldise valgukoguse kohta, mis funktsioneerib sisemise kontrollina. Sellistel juhtudel on
enamlevinud Bradfordi meetod valkude mé&aramiseks. Sulsivesikute ja lipiidie mddtmisel
taheldasin, et indutseeritud ekspressiooni korral oli funk. mtEcoBI tiive puhul hilisel ajapunktil
(pdev 9) valgu konsentratsioon karbse kohta alati tdusnud (vt. Joonis 17). See v@ib viidata mtDNA
stressi poolt pdhjustatud muutustele rakulisel translatsioonil ja/vdi valkude degradatsioonil, mis
vOib viia valkude kuhjumisele. Kuid samuti vdis olla selle tulemuse p6hjuseks metaboolse
homdostaasi muutustest tingitud kontsentratsioonide muutused hendite puhul, mis mdjutavad
Bradfordi reaktsiooni. Seetdttu modtsin mhcGS-mtEcoBI tlivede 9.pédeva ajapunktide kérbestes
valgukonsentratsioonid ka kasutades kahte teist meetodit — Lowry ja BCA meetod. Tulemused
naitasid, et nende kahe meetodi puhul ei olnud tdheldada valgu taseme tdusu funk. mtEcoBI tlives
vorreldes endo/trans- ja endo- tlivedega (vt Joonis 17). Seetbttu vOib téheldatud tugevamat
Bradfordi reaktsiooni antud tiive 9. pdeva ajapunktis pidada valepositiivseks tulemuseks, mis on

tdendoliselt tingitud metaboolsete muutuste poolt Drosophilas.

Valgu kontsentratsioon (mhcGS-mtEcoBI 9.péev)
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Joonis 17. mhcGS-mtEcoBI tlivede 9.pdeva valgu kontsentratsioon, mis méddetud Bradfordi,
Lowry ja BCA meetoditega.
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2.4 Arutelu

Tulemuste pbhjal on selge, et triatsililglutseriidide tase véheneb jarsult tdiskasvanud Drosophilas
indutseeritud mtEcoBI ekspressiooni korral eluea Idpuosas, langedes funk. mtEcoBI tiives 9.
péevaks umbes 20%-ni kontrolltiive tasemest. Efekt endo- isovormi kandvas tlves oli nérgem, kuid
jargis Gldiselt sama mustrit. Vastupidiselt selle fenomenile ei toimunud mérkimisvaéarset lipiidide
tagavara vahenemist konstitutiivse ekspressiooni korral, mille puhul mtEcoBI suntees oli
aktiveeritud juba vastsestaadiumi lihaskoes. Teise pohilise energiareservuaari, stsivesikute puhul
oli samuti mérgata teatud taseme langust nii indutseeritud kui ka konstitutiivse ekspressiooni puhul.
Siiski oli selline vdhenemine mérgatavalt vaiksem kui lipiidide puhul, mistottu ei saa tegemist olla
toitainete omastamise defektist tingitud sekundaarse nahtusega, kuna naljatingimustest vahenevad
glikogeeni tagavarad esimestena ja palju kiiremini kui lipiidid (Barrio jt., 2014). See viitab
indutseeritud mtEcoBI ekspressiooni korral lipiidide eelistamisele katabolismi allikana ja seeldbi
metaboolse paindlikkuse kadumisele. Samuti tuleb meeles pidada, et anallusiti terveid
Drosophilaid, samas kui ekspressioon oli limiteeritud vaid lihaskoega. Energeetiliselt aktiivse
koena on lihased kull vdga rikkad mitokondrite poolest ja tarbivad markimisvéaarse koguse
susivesikutest ja lipiididest, kuid tlejaanud kudedes ei toimu metaboolse paindumatuse teket ning
toimub edasi stsivesikute tarbimine. See tdstatab samas kisimuse, milleks susivesikute tase tldse
véhenes indutseeritud ekspressiooni korral? Juhul kui lihased lahevad Ule eelistatult lipiidide
katabolismile, peaks jaama enam kui killaldaselt susivesikuid teiste kudede jaoks. Lihaskoe
ndrkus voib teoreetiliselt kull h&irida Drosophila motoorikat ja seeldbi takistada normaalselt
toitumiskaitumist, kuid nagu eelpool mainitud, oleks sellisel juhul gliikogeeni vahenemine
tunduvalt drastilisem lipiidide kadumisest. Alternatiivne seletus vdib olla seotud stisteemse signaali
fenomeniga, mis vallandub mitokondri hdirete korral lihaskoest ja m&jutab signaalimolekulide
kaudu teisi kudesi, nagu on taheldatud imetajates FGF21 puhul (Tyynismaa jt., 2010; Hill ja
Remmen, 2014). Seega eksisteerib teoreetiline vdimalus, et mtDNA stress lihastes vdib mdjutada
nait. seedekulglat, takistades susivesikute imendumist ja langetades seeldbi wldist susivesikute

taset.

Minu poole Kirjeldatud fenomenil, mille puhul MmtDNA stress lihaskoes viib tdendoliselt
metaboolse paindumatuse tekkeni ja kallutas energiavarude tarbimist tugevalt lipiidide suunas, on

otsene seos diabeediga. Antud haigus inimeses on tingitud glikoosi ebapiisavast transpordist
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vereringest lihasrakkudesse, mille tulemusena ei saa lihaskude enam piisavalt sisivesikuid ja
glikoosi kogus vereringes hakkab suurenema. SeetOttu peab rakk suurendama AcCoA
produktsiooni lipiidide arvelt, et tagada piisav ATP varu. Seega sarnaneb mtEcoBIl poolt
indutseeritud fenomen végagi metaboolsete muutustega, mis toimuvad diabeedi véljaarenemise
kaigus. Enamgi veel, méarkimisvaarselt oli metaboolse jaikuse teke seotud just nimelt indutseeritud
ekspressiooniga tdiskasvanud Drosophilas, samas kui varajane ekspressioon vastsestaadiumist
alates ei pohjustanud mingit triatstiulglitseriidide vahenemist. Umbes 90% diabeedi juhtumitest
moodustab diabeet tldp I1, mis on pdhjustatud elu jooksul vélja kujunenud insuliini resistentsusest
lihaskoes ehk lihasrakud ei ole vGimelised internaliseerima gliikoosi hoolimata seda protsessi
indutseeriva faktori insuliini olemasolust. Seega sarnaneb indutseeritud mtEcoBI poolt p6hjustatud
fenomen tugevalt just diabeet Il-le. On ebaselge, miks varajase mtEcoBI ekspressiooni puhul on
Drosophila fenotulp niivord erinev: mtDNA-d fragmenteeritakse rohkem, kuid eluiga on pikem ja
ei teki metaboolset paindumatust. Uheks vdimalikuks seletuseks on mitokondriaalne hormees ehk
fenomen, mille puhul mdbédukas mitokondriaalne stress programmeerib Umber nii geenide
transkriptsiooni kui ka metabolismi ning mille tulemusena paraneb organismi vastupanuvdime
stressile (Hill ja Remmen, 2014). Kui vastsestaadiumis algava mtEcoBI ekspressiooni puhul
vaigistatakse metaboolset jéikust esile kutsuv signaal taiskasvanu faasis, v6ib Drosophila pusida
kauem elus, hoolimata tugevamast mtDNA fragmentatsioonist. Sellisel juhul on lihenenud eluea
pbhjus teine, mitte lipiidide tagavarade ammendumine, vaid mt genoomi kodeeriva potentsiaali
hairetest tingitud tldine oksldatiivse fosforlleerimise defekt ja ATP siinteesi kollaps. See voib ka
seletada susivesikute véhenemist mhcGAL-mtEcoBI funktsionaalses tlives, mis oleks pdhjustatud
mitokondri ebapiisava funktsiooni poolt tingitud vajadusest kallutada ATP produktsioon suuremal

maééral glikoldisi suunas.
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KOKKUVOTE

D.melanogaster-i geenidest on umbes 50% homoloogsed inimese geenidega ning olemas ka
kdikide inimeste kudedele analoogsed organid. Samuti hoitakse energiavarusi Drosophilas
sarnaselt inimestega triatsutlglutseriidide ja glikogeenina. Drosophilate areng on kiire, nad on
viljakad ning liihikese aja jooksul on vdimalik (les kasvada kiimneid pdlvkondi, mis véimaldab
lihikese ajaperioodi jooksul jalgida geneetilisi muutustes tingitud elutulemuse muutusi. Tanu
sellele on vdimalik uurida inimeste haigusi kasutades Drosophila mudelorganismina, nt.
Parkonsoni tGbe, diabeeti, pahaloomuliseid kasvajaid, vananemist jne. Metaboolseks paindlikuseks
nimetatakse vdimet kasutada kas slsivesikute vOi triatstulglitseriidide energiavaruna. Defektid
umberlulitumisega nende kahe allika vahel tihti on seotud diabeeti vdi rasvumisega, kuigi hetkel

ei ole kausaalne seos nende vahel 16puni selge.

Ké&esolevas t60 eesmargiks oli uurida transgeense tiip | nukleaasi poolt indutseeritud mtDNA
stressi mdju D. melanogasteri lihaskoes energiavarude utiliseerimist. Eelneva uurimisto6 kaigus
meie t60grupp on avastanud uudse seose mtDNA stabiilsuse ja metaboolse paindumatuse tekke
vahel. Triatstdlglutseriidide ja susivesikute mdotmise kéigus selgus, et indutseeritud mtEcoBlI
ekspressiooni korral toimus triatsutlgltseriidide taseme jarsk langus, mis viitab metaboolse
paindlikuse kadumisele ja lipiidide katabolismi eelistamisele. Kuna enamlevinud diabeedi vormi
tiup 1l Oks peamisi tunnuseid on insuliini resistentsusest tingitud stsivesikute parsitud
kasutamisele lihaskoes, sarnaneb mtEcoBI poolt tingitud mtDNA stress tdiskasvanud karbses just
sellele patoloogiale. Huvitaval kombel ei tekkinud sellist metaboolset paindumatust kui mtEcoBI
oli aktiivne juba vastsestaadiumi lihaskoe mitokondrites. Minu tulemused Kirjeldavad
esmakordselt uudset seost mtDNA stressi ja metaboolse paindumatuse tekke vahel lihaskoes. Tanu
sarnasusele diabeet Il-le avab see uue, vdga potentsiaalse uurimissuuna, mis v@ib heita valgust
siiani selgusetuks jadnud metaboolse paindlikuse ja diabeedi tekkepdhjustele. Samuti kirjeldavad
minu tulemused mtDNA nukleoidi kui raku metaboolset seisundit reguleerivat signaalikeskust.
Minu edasiste katsete eesmargiks saab olema Kirjeldatud mehhanismil osalevate faktorite vélja

selgitamine ja nende interaktsioonide Kkirjeldamine.
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SUMMARY

Changes in metabolic flexibility in muscle tissue of Drosophila melanogaster caused by mtDNA
stress signal
Diana Bahhir

Drosophila melanogaster genes are approximately 50% homologous to human and they have main
analogues of human organs. Like in humans, Drosophila uses triglycerides and glycogen as main
energy sources. Drosophila has a short lifespan and high fecundity, which enables easy breeding
and phenotype identification. Due to this versatility Drosophila has been extensively in biomedical
research to study human diseases such as Parkinson’s disease, diabetes, cancer as well as
mechanism of aging. Number of metabolic diseases in humans have been linked to loss of
metabolic flexibility, which is the ability to use either carbohydrates or triglyceride as an energy
source. Most prominent of pathologies associated with this phenomenon are diabetes or obesity,
However, the causal connection between those disorders and metabolic flexibility is not fully clear

at the moment.

In this thesis my main goal was to investigate how transgenic expression of mitochondrially-
targeted exogenous Type | DNA nuclease (mtEcoBl) causing mtDNA stress in D.melanogaster
muscle tissue influenced the utilization of energy sources. It both degrades and translocates its
template, meaning that it is capable of cleaving mtDNA and interfering with architecture of
mtDNA-protein complex termed nucleoid. During previous work our research group has
discovered a new link between mtDNA stability and formation of metabolic flexibility — ubiquoitus
adult tissue expression of mtEcoBI led to exhaustion of triglyceride reserves without significant
effect on carbohydrates. | set out to build on these results, exploring whether mtEcoBI is capable
of inducing similar metabolic inflexibility in muscle tissue, which is central to development of
diabetes. The levels of main energy storage molecules triglycerides and carbohydrates in whole
bodies were measured after induction of mtDNA stress in muscle. In response to induced
expression in adults TAG levels decreased significantly, much more so than carbohydrates,
demonstrating a pivot towards lipid oxidation in catabolism. Such decreased utilization of
carbohydrates by muscle tissue is a sign of metabolic inflexibility. Therefore, our findings
demonstrate a novel link between mtDNA stress and diabetes. It is interesting that metabolic

inflexibility did not evolve when mtEcoBl was active at the larval stage in muscle tissue
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mitochondria of muscle tissue. In that case adult flies did not display such decrease in TAG content,
by which we infer that they have become insensitive to this link between mtDNA stress and
metabolic inflexibility. This underlines the dynamic nature of mtDNA nucleoid and how it is linked
to regulation of general cellular metabolism. Due to the similarity of my findings to the etiology of
type Il diabetes, it opens up a new, highly prospective research direction, which can explain causes
of metabolic flexibility and diabetes development. In my future work | seek to outline the

mechanism responsible for these phenomena described in my thesis.
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TANUSONAD

Sooviksin siiralt tinada enda juhendajat Priit JGersi tema meisterliku dpetamise, kogemuse
jagamise ja suure abivalmiduse eest. Lisaks tahan ka tdnada kogu Molekulaarbioloogia ja

Biokeemia labori kollektiivi s6braliku keskonna eest.
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