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Mitokondriaalsete nukleoidide ja mitokondritega seotud ER-membraanide (MAM)
koosmdju inimrakkudes
Mitokondriaalne  DNA (mtDNA) moodustab rakkudes nukleoproteiinkomplekse, mida
nimetatakse nukleoidideks. MtDNA séilitamine on raku elutegevuse seisukohalt oluline, kuna
haired mtDNA-s po6hjustavad haiguseid. Mitokondriaalsed nukleoidid assotsieeruvad
mitokondri sisemembraaniga ning kolesteroolirikka mikrodomé&éniga, mis tden&oliselt
koordineerivad mtDNA séilitamist. Mitokondrid on kontaktis ER membraanidega (MAM),
mille kaudu reguleeritakse arvatavasti ka mtDNA sdilitamist/segregatsiooni. Kéesolevas t60s
uuriti nukleoidide vdimalikke mdjusid MAM-idele ning MAM-ide vdimalikke m&jusid
nukleoididele kasutades siRNA vahendatud knockdown meetodit. Selgus, et nukleoidi valk
TFAM mojutab selgelt nii nukleoide kui MAM-struktuure. MAM-ide valk Mfn2 ei avaldanud
tugevat mdju nukleoididele. Nukleoididega seotud ATAD3 mojutas sarnaselt TFAM

mahasurumisele MAM-struktuure.
Marksdnad: Mitokonder, nukleoid, MAM, mitokondriaalne DNA, TFAM, Twinkle.

CERCS teaduseriala: P320 Nukleiinhappeslntees, proteiinisiintees; P340 membraanid

The interplay between mitochondrial nucleoids and mitochondria associated ER-

membranes (MAM) in human cultured cells
Mitochondrial DNA (mtDNA) is organised into nucleoprotein complexes termed nucleoids.
MtDNA maintenance is essential for the normal functioning of eucaryotic cells, and defects in
mtDNA maintenance may contribute to the development of diseases of various kinds.
Mitochondrial nucleoids associate with the inner mitochondrial membrane and with a
microdomain rich in cholesterol that coordinates proper mtDNA replication. Mitochondria are
in contact with ER membranes (MAM) that might contribute to the maintenance of the
replication microdomain. The aim of the present work was to investigate possible impacts of
nucleoid changes on MAM and vice versa applying siRNA mediated knockdown of relevant
proteins. It was found that the nucleoid core component TFAM has a strong effect on both
MAM structures and nucleoid organisation. Reduction of Mfn2, a MAM-component, showed
no obvious impact on nucleoids. The structural nucleoid protein ATAD3 had a similar effect
on MAM as the loss of TFAM.
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LUHENDID

Aktl — seriin/treoniin valgukinaas/AGC perekonna valgukinaas
AlkBh1 - Fe(Il)/a-ketoglutaraadi sdltuv dioksiigenaas 1
ATAD3 - ATPaasi perekonna AAA domaani sisaldav valk 3
COXII — tsutokroom c okslidaas 11 subiihik

DMEM - Dulbecco modifitseeritud Eagle’s meedium
Drpl — diinamiinseotud valk 1

FACL4 - pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4
FASTKD2 - FAST kinaasi domaéani sisaldav valk 2

FBS — veise looteseerum

Fis1 — mitokondriaalne fissiooni valk 1

Grp75 — 75kDa suurune glitkoosi poolt reguleeritud valk
HEK293e — inimese embriionaalsed neerurakud

HMG-box — ingl high mobility-group box

HSP60 — kuumasoki valk 60 kDa

IMM — mitokondri sisemembraan

IMS — intermembraanne ruum

INF1/2 — ingl inverted formin-2

IP3R — inositool-1,4,5-trifosfaat retseptor

MAM — mitokondritega assotsieerunud membraanid

MEF — hiire embriionaalsed fibroblastid

Mff — mitokondriaalne fissioonifaktor

Mfn1/2 — mitofusiin 1/2

MiD49/50 — mitokondriaalse diinaamika valk 49/50
mLST8 — ingl mammalian lethal with SEC13 protein 8
mtNAP — mitokondriaalse nukleoidiga assotsieerunud valk
mtSSB — mitokondriaalne theahelalist DNA-d siduv valk
mTOR - ingl mammalian target of rapamycin

MTORC1/2 - mTOR kompleks 1/2

OMM - mitokondri vélismembraan

Opal - optiline atroofia 1



OXPHOS - oksudatiivne fosfortleerimine

Parkin — E3 ubikvitiin-valk ligaas

PBS - fosfaatpuhverdatud soolalahus

PEO - progressiivne eksternaalne oftalmopleegia

Pinkl — ingl PTEN-induced putative kinase 1

PMSF - fentitilmetaansulfontulfluoriid

POLG - poliimeraas vy

SDS-PAGE - naatrium dodetstilsulfaat poltakriitlamiid geelelektroforees
SIN1 - stressi poolt aktiveeritud valgukinaasiga (SAPK) interakteeruv valk 1
SSC — naatriumkloriid naatriumtsitraat

TCA - trikarbokstulhape

TBS - trispuhverdatud soolalahus

TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A

TN — Tris-NaCl

TOMA40 - vélismembraani translokaas 40 kDa

VDACL - pingest soltuv anioonselektiivne kanal 1



SISSEJUHATUS

Mitokonder on arvukate biokeemiliste protsesside nagu oksudatiivne fosfortleerimine, Krebs’i
tsikkkel, rasvhapete [-oksldatsioon, Kkaltsiumi metabolism ning heemi biosintees

toimumiskohaks ning omab keskset rolli raku elus ja surmas.

Mitokondriaalne DNA on organiseeritud valkudega kompleksidesse, mida kutsutakse
nukleoidideks. Mitokondriaalsed nukleoidid on seotud sisemembraaniga ning kolesteroolirikka
membraanistruktuuriga (Gerhold jt, 2015). Raku elutegevuse seisukohalt on véga oluline
korrektne mtDNA séilitamine (OXPHOS normaalseks toimimiseks) ja ka segregatsioon, kuna
mitmed mtDNA-ga (ja seejuures nukleoididega) seotud defektid pdOhjustavad inimesel

haiguseid.

Mitokondrid moodustavad retiikulumilaadseid struktuure, mis on omaette diinaamilised ehk
mitokondrid labivad pidevalt ja kooskdlastatult jagunemist ning whinemist. Dunaamiline
mitokondriaalne vorgustik vajab ka mtDNA segregatsiooni organiseerimist, ent seni pole
tapselt teada, milliste mehhanismide kaudu nukleoidide jagunemine toimub. Nukleoidide
segregatsioon on véga téendoliselt seotud mitokondriaalse jagunemisega, sest on leitud, et osa
nukleoide paiknevad mitokondrite jagunemiskohtade vahetus laheduses (Gerhold jt, 2015;
Lewis jt, 2016).

Mitokondrid moodustavad ER-iga kontakte, mida kutsutakse mitokondritega seotud ER
membraanideks (MAM-ideks) ning mis on olulised organellidevahelised signaliseerimise ja
transpordi kohad. Arvatavasti koordineerivad mikrodoméan(id) ja/voi MAM-id mtDNA
séilitamist, kuid seni on vahe teada MAM-ide mdjust mitokondriaalsetele nukleoididele.

Kéesoleva t66 eesmarkideks oli uurida mitokondriaalsete nukleoidide m&ju ER-mitokonder
kontaktidele (MAM-idele) ning MAM struktuuride m&ju nukleoididele. Antud tulemused
voiksid olla abiks mitmete mitokondriaalsete haiguste kujunemise mehhanismide arusaamisele,
mis on seotud MtDNA pakkimise ja segregatsiooniga, aga voib olla ka mdistmaks

neurodegeneratiivseid haiguseid, mille korral MAM terviklikkuse hairumine rolli mangib.



1. KIRJANDUS

1.1 Mitokonder

Eukartootse raku organell mitokonder on endosiimbioosi hipoteesi kohaselt otsene
bakteriaalse endosimbiondi jareltulija, mis sai alguse evolutsiooni varases staadiumis tuuma
sisaldavas peremeesrakus (Gray jt, 1999). Genoomi aspektist vaadatuna pdlvneb mitokonder a-

proteobakterite (Alphaproteobacteria) hdimkonnast (Gray 2012).

Kui 19. sajandi teadlased avastasid valgusmikroskoobis graanulid (chondria) ning filamendid
(mito) ei olnud nad uldse teadlikud vaadeldavast funktsionaalselt eristuvast struktuurist.
Detailne morfoloogiline mitokondrite Kkirjeldus sai vOimalikuks elektronmikroskoobi
taiustamisega, kui kinnitati mitokondrite kaksikmembraani ja kristade olemasolu. Nludseks on
antud organellide struktuur ja funktsioon usna pohjalikult kirjeldatud. Mitokondrite suurus ning
kuju on rakuttdbiti Gsna varieeruvad (tulpiliselt hepatotsiitides ja fibroblastides on need 3-4
pum pikad ja umbes 1 um diameetriga), samuti on varieeruvus ka kristade arvus ja struktuuris.
Mitokondrite arv raku kohta on samuti véga varieeruv, nii vOib neid olla erinevates
rakutttpides tuhandest (~800 hepatotstitdis) enam kui saja tuhandeni (ootsudis). Samas on
spermatosoidides suhteliselt vahe mitokondreid (seevastu vdivad need olla erakordselt suured)

ning klpsetes erdtrotstiutides puuduvad need tldse. (Scheffler, 2008)

Mitokondrid moodustavad umbes ¥ tsutoplasma mahust. Mitokondrid ei ole staatilised, vaid
nad liiguvad moodda tsutoskeletti, tehes l&bi fusiooni ja fissiooni. Rakkude jagunemisel
jagatakse mitokondrid enam vahem vordselt tutarrakkude vahel. Mitokondritel on vélimine ja
sisemine membraan (vastavalt OMM ja IMM) ning intermembraanne ruum (IMS). OMM on
hasti labilaskev sisaldades palju vaikeseid poore. IMM on ldbimatu enamikele vaikestele
molekulidele ja ioonidele vdimaldades sedasi elektrokeemilise gradiendi hoidmist. IMM voltub
lamellaarseteks struktuurideks — kristadeks, mis suurendavad selle pinda ja massi. On pakutud,
et kolm neljandikku IMM massist on valk ning paljud neist valkudest on OXPHOS
komponendid. Sisemine mitokondrite kompartment on maatriks, mis sisaldab TCA tsukli ning
[-oks(idatsiooni enstiime. (McBride jt, 2006; Renard, 2012)

1.2 Mitokondrite funktsioon

Mitokondrid omavad keskset rolli metabolismis, olles vastutavad energia konverteerimise eest
vormi, mis on raku poolt otseselt kasutatav. Oksidatiivse fosfortileerimise (OXPHOS) rada

korjab energia toitainetest ning muundab selle ATP-ks.



Lisaks sellele osalevad mitokondrid rasvhapete oksudatsioonis ning kontrollivad ka apoptoosi
(Dimmer ja Scorrano, 2006; Naon ja Scorrano, 2014). Mitokondritel on kriitiline roll
fosfolipiidide silinteesis, metaboliitide transpordis, rasvhapete [-oksldatsioonis ja mitmetes
teistes protsessides (Nunnari ja Suomalainen, 2012). Mitokondrid koopereerivad ka ER-iga,

mis omakorda kontrollib kaltsiumi homdostaasi (Naon ja Scorrano, 2014).

Mitokondrites on metaboolsed protsessid jagatud eristuvate alam-kompartmentide vahel nii, et
IMM ja OMM omavad iseloomulikku lipiidset ja valgulist koostist ning teostavad erinevaid
funktsioone. Lipiidne koostis organellide membraanides on tugevalt reguleeritud. Enamiku
membraani fosfolipiidide stintees eukartiootides leiab aset ER membraanides ning need lipiidid
jagatakse teistele organellidele. Kui organellide vaheline valkude transport on paremini
mdistetud, siis lipiidide transport on tisnagi selgusetu. Arvatavasti kéituvad just mitokondritega
assotsieerunud membraanid (MAM) ER ja mitokondrite vahelise lipiidide transpordi

vahendajatena. (Vance, 2014)

1.3 Mitokondriaalne DNA ja nukleoidid

Mitokondritel on oma DNA (mtDNA). Imetajates on mtDNA ~16,6 kb suurune tsirkulaarne
kaheahelaline molekul. Uksikus rakus on mtDNA koopiate arv sltuvalt rakuttitibist sadu kuni
tuhandeid (Busch jt, 2014). (Kasamatsu ja Vinograd, 1974; Garcia jt, 2017)

MtDNA molekulid on organiseeritud mtDNA-valkkompleksidesse - nukleoididesse (Spelbrink,

2010), mis assotsieeruvad mitokondri sisemembraaniga (Nass, 1969) (joonis 1).

Mitokondriaalne nukleoid koosneb mtDNA-st ning arvukatest mtDNA/nukleoidiga seotud
valkudest, mis moodustavad makromolekulaarse struktuuri mtDNA organiseerimiseks ja
segregeerimiseks (Spelbrink, 2010; Gilkerson jt, 2013). Oluline struktuurne erinevus
nukleaarse kromatiini ja mitokondriaalse nukleoidi vahel on see, et mtDNA ei ole seotud
histoonidega (Kucej ja Butow, 2007), vaid mtDNA pakitakse kompaktselt ja eksklusiivselt
TFAM valgu (mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A) poolt. Nukleoidid on laias laastus
sfaarilised umbes 100 nm diameetriga ning igalks neist sisaldab vahemalt iihte mtDNA koopiat
(Kdhlbrandt, 2015). Tihedalt seotud mtDNA baasil on pakutud vélja ka mitokondriaalse
nukleoidi organisatsiooni mudel, mis kirjeldab sisemist tuumikregiooni (ingl core region), kus
lokaliseeruvad mtDNA ja valgud (mtDNA-d pakkivad ning replitseerivad ja transkribeerivad
valgud) ning vélimine perifeerne regioon, mis sisaldab mtDNA-ga ajutiselt/kaudselt
seonduvaid valke (Ambro jt, 2012; Dlaskova jt, 2015). Nende autorite andmete

interpretatsiooni jargi leiavad mtDNA transkriptsioon ja replikatsioon aset tuumikregioonis.
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Samas on Rajala jt, 2014 naidanud nii mikroskoopia kui biokeemiliste fraktsioneerimiste teel,
et esineb vahemalt kaks selgelt eristuvat nukleoidide populatsiooni, mida iseloomustab mtDNA
séilitusvalkude esinemine v6i puudumine (nt Twinkle). Seega on vdimalik, et tuumikregiooni

ning perifeerse regiooni definitsioon pigem peegeldab Rajala jt, 2014 hiljutisi leide.

Kuigi nukleoididel on oluline teatud maaral lilkumine nditeks segregatsiooni aspektist voi
OXPHOS komplekside kotranslatsioonilise assambleerimise (Fontanesi jt, 2006) seisukohast
pole teada, kuidas kooskdlastatakse nukleoidide membraaniga seotust ja liikumist.

Nukleoidid, mis on aktiivselt seotud mtDNA siinteesiga, on seotud vaikese osa ER-mitokonder
kontaktidega, mis viib mitokondrite jagunemiseni (Gerhold jt, 2015; Kihlbrandt, 2015; Lewis
jt, 2016). Biokeemiliste fraktsioneerimiste katsetega on seni ndidatud vé&hemalt kahe
mitokondriaalse nukleoidi populatsiooni olemasolu (sisemembraaniga seotud véhem lahustuv
ning rohkem lahustuv fraktsioon), mis erinevad peamiselt valkude poolest (Rajala jt, 2014;
Hensen jt, 2014).

Nukleoididega assotsieerunud valke (MmtNAP-id; ingl ,nucleoid-associated-proteins®)
defineeritakse kui valke, mis kas ajutiselt v0i permanentselt seostuvad otseselt mtDNA-ga voi
teisete nukleoidi valkudega ning omavad olulist rolli mtDNA séilitamises (Spelbrink, 2010;
Hensen jt, 2014). MtDNA transkriptsiooni ja replikatsiooni kéigus toimub mitmete
nukleoididega seotud valkude kaasamine, mis nditab mitokondriaalsete nukleoidide
dunaamilist iseloomu, mistdttu on mtNAP-ide tuvastamine mdnevdrra keerulisem (Iborra jt,
2004).

Peale konserveerunud TFAM ning mtSSB valkude (Wang ja Bogenhagen, 2006; Kang ja
Hamasaki, 2005) puudub konsensus, mis puudutab nukleoidi valgulise koostise defineerimist.
Néiteks erineb nukleoidi koostis erinevuste tottu katseks kasutatud rakuttiipides/koetiitpides
(Hensen jt, 2014) ja erinevate interaktsioonide esinemise uurimiseks on kasutatud erinevaid

biokeemilisi lahenemisi (Rajala jt, 2015).

Mitokondriaalsete nukleoidide valk TFAM on HMG-box domaéne sisaldav valk, mis katab
mtDNA-d ning vahendab selle tihedat pakkimist nukleoproteiinkompleksidesse nukleoididesse
(Kanki jt, 2004; Kaufman jt, 2007). Uheski publitseeritud artiklis, mis on tegelenud nukleoidide
valjapuhastamisega, pole ndidatud, et TFAM v6i mtDNA esinevad eraldi. Pigem lokaliseeruvad
mtDNA ja TFAM mitokondrites alati koos (vt llevaadet Hensen jt, 2014), mistbttu voib
TFAM’i nimetada kui kbige stabiilsemaks nukleoidi komponendiks.

Twinkle on nukleoididega seotud valk, mis on mitokondriaalne helikaas ja vdimeline lahti
harutama mtDNA-d (Spelbrink jt, 2001). Kui varasemalt arvati, et Twinkle on mtDNA-
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nukleoidi konstitutiivne ehk pidev komponent, siis tegelikult on Twinkle seotud ainult umbes
50% nukleoididega (olukord, kus Twinkle esineb stabiilselt (steady-state) koos mtDNA
molekulidega) (Rajala jt, 2014). Twinkle on tugevasti membraaniga seotud mtDNA nn

replikatsiooniplatvormi péhikomponent (Rajala jt, 2014).

ATAD3A ja vahemlevinud ATAD3B on paraloogid, mis moodustavad hetero-
homoheksameere ning ulatuvad sisemembraanist valismembraani (Merle jt, Hubstenberger jt,
2010). ATAD3 interakteerub mtDNA D-linguga (He jt, 2007), lisaks moodustab ATAD3
otseseid kontakte mtDNA-ga ning on nukleoididega seotud valk, mis osaleb mitokondriaalsete
nukleoidide ja mitokondriaalsete ribosoomide vaheliste ihenduste loomises (Bogenhagen |jt,
2008; He jt, 2012).

Mitokondris  madratakse  nukleoidide  astimmeetriline intratsellulaarne  jaotumine
mitokondriaalse jagunemise ja liitumise poolt, mis kindlustavad mtDNA jaotumise rakus
(Iborra jt, 2004). Mitofusiinid (Mfn1 ja Mfn2) on suured diinamiini-sarnased mitokondriaalsed
jagunemisvalgud. Need valgud ankurdatakse mitokondri véalismembraanile kahe
transmembraanse domé&éni kaudu. Mitofusiinidel on GTPaasi domaan, mis on vajalik GTP
hidrollusiks mitokondriaalse jagunemise protsessis (Santel jt, 2003; Santel ja Fuller, 2001).
Mfn2 on muuhulgas seotud ka endoplasmaatilise retiikulumiga, olles ER-mitokonder

kontaktide lheks moodustajaks (de Brito and Scorrano, 2008).

Kui eeldame seotust mtDNAga, on nukleoididega assotsieerunud valkude nimekiri pikk. N&ib
siiski, et nukleoididega assotsieerunud valgud on peamiselt seotud mtDNA metabolismi
erinevate etappidega. Samas pole sugugi kindel, kas kdik need on ka pisivalt mtDNAga seotud,
seejuures veelgi olulisem, kas tegu on otseste vdi kaudsete kontaktidega. Siinkohal vajab veel
tdpsustamist, kas ka mtDNA segregatsioonis ja mitokondrite diinaamikas olulised valgud, nagu
Mfnl ja Mfn2 ning Opal on ka nukleoidi (nukleoididega assotsieerunud valgud ehk mtNAP-
id) valgud. Pole teada, et antud valgud oleksid seotud mtDNAga. Valkude hulk, mis
potentsiaalselt voiksid olla mtNAP-id on suur. Seega vajab mtNAP-ide defineerimine ja
identifitseerimine uurimist. (Renard, 2012; Hensen jt, 2014; Rajala jt, 2015)
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MITOKONDER

Joonis 1. Imetajate nukleoidi organisatsioon ning struktuur, seejuures on ndidatud mitokondri
sisemembraaniga seotud mtDNA nukleoid ning endoplasmaatiline retiikulum-mitokonder
kontaktpunktide moodustumise kohad. Antud joonis illustreerib nukleoidi organisatsiooni imetajates
ning nukleoidi organisatsiooni mitokondriaalse diinaamika kontekstis. ER-mitokondrite kontaktid
vOivad moodustuda Mfn2 vahendusel ER-membraanil ning Mfnl ja/vi Mfn2 vahendusel mitokondri
membraanil. IMM-mitokondri sisemembraan, OMM-mitokondri  valismembraan, ER-
endoplasmaatiline retiikulum, Mfn1/2-mitofusiin 1/2, SSBP-lheahelalist DNAd seondav valk, TFAM-
mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A, POLG-poliimeraas y; Twinkle-mitokondriaalne helikaas;
ATAD3-ATPaasi perekonna AAA domaani sisaldav valk 3; VDACL - pingest s6ltuv anioonselektiivne
kanal 1; GRP75 — 75kDa suurune gliikoosi poolt reguleeritud valk; IP3R — inositool-1,4,5-trifosfaat
retseptor. Joonis on koostatud Phillips ja VVoeltz, 2016; Spelbrink, 2010 artiklite pdhjal.

Uks nukleoidi funktsioone on organiseerida mMtDNA segregatsiooni diinaamilises
mitokondriaalses vorgustikus. Kolesteroolirikas mikrodomaan/MAM arvatavasti koordineerib,
tihedas kontaktis ER-i ja tstitoskeletiga, mtDNA séilitamist (Spelbrink, 2010; Gerhold jt, 2015)
ning mtDNA-valk komplekside jaotumist, ent nukleoidi molekulaarsed detailid vajavad
selgitamist (Ishihara jt, 2015). On vdimalik, et nukleoidi struktuur ja jaotumine muutuvad
kindlate haigusseisundite korral, nditeks neurodegeneratiivsed ja metaboolsed haigused
(Schapira, 2012). Nukleoidide pdhjalik struktuuri ja segregatsiooni analliisimine imetajates

vOiks selgitada siis mitokondriaalse diinaamika poolt kontrollitud patofisioloogilisi rolle.
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1.4 Mitokondriaalne diunaamika

Kui mitokondrite bioenergeetilisi funktsioone on uuritud juba aastaid, siis nende organellide
dunaamiline iseloom on alles hiljuti vbetud intensiivse uurimise alla (Mishra, 2016).
Mitokondriaalne diunaamika on mitokondrite liikuva ehk dinaamilise iseloomu uurimine
elusrakkudes. Dunaamilise iseloomu/kaitumise alla kéivad mitokondrite pidev Ghinemine ja
jagunemine, mis kontrollivad mitokondrite kuju, suurust, arvu ja (biokeemilist) aktiivsust ning
nende parandumist raku jagunemise kéigus. Lisaks toimub pidevalt vigaste mitokondrite
lagundamine spetsiaalse mehhanismi, mitofaagia, teel. Mitokondrid véivad interakteeruda
omavahel ning teiste organellidega, nagu endoplasmaatilise retiikulumiga, millega spetsiifilisi
kontaktsaite on hakatud nimetama mitokondritega assotsieerunud membraanideks (MAM).
Antud organellidevahelistel kontaktidel on oluline roll mitokondrite jagunemisel, kuna

margivad &dra koha, kus saab Uldse alguse jagunemine (Friedman jt, 2011).

1.4.1 Mitokondrite jagunemine

Mitokondrite jagunemine (ingl fission) on kdrgelt konserveerunud protsess, mille kaigus
moodustuvad Uhest mitokondrist uued subiihikud mitokondriaalsest vorgustikust. Mitokondrite
jagunemist vahendab diinamiin-seotud valk Drpl (vt joonis 2), mis on suur GTPaas ning mis
ankurdatakse OMMe-ile l&bi retseptorvalkude (Mff, Fisl, MiD49/50). Mitokondritel
assambleerub Drpl mber mitokondriaalse tuubuli ning ahendab seda GTP-s6ltuval viisil.
Hiljutise uuringu baasil pakuti valja uus mudel, mille kohaselt masinavérk, mis lokaliseerub
ER-is, suunab aktiini polimeriseerumist, mis seejarel kéitub platvormina Drpl
oligomeriseerumisele ja hidroliusile mitokondriaalsetes ahenemissaitides (ingl constriction
sites). (Prudent ja McBride, 2016)

Kui Drpl retseptoritel on selge roll kaasamises, siis kuidas valitakse 18ikekoht, on
vahemaistetud. Arvatakse, et I6ikekoht defineeritakse ER membraanide méhkimisega umber
mitokondrite enne Drpl kaasamist. Enamus eeljagunemisfaktoreid (nii imetaja kui
parmirakkudes) kooslokaliseeruvad ER-mitokondri kontaktsaitides MAM-ides (k.a mtDNA,
mis on oluline komponent replitseeruvates nukleoidides, markeerib &ra jagunemiskoha ER-
mitokondrite kontaktides (Lewis jt, 2016)). Uks ER mehhaaniline panus on aktiinifilamentide
moodustamine, mis suunab esialgset mitokondri membraanide paindumist. Varasemalt on
naidatud, et ER-is resideeruv formiin INF2 vahendab aktiini polimeriseerumist, viies miosiin
Ila mootori kaasamiseni, mis tdbmbab aktiini filamente ja seeldbi suunab mitokondreid ahenema
(Korobova jt, 2014; Korobova jt, 2013). Edasised uuringud on aina suurendanud aktiini rolli

mitokondrite jagunemises naidates, et mitokondrite ankurdatud Spire1C seondub INF1-le ning
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soodustab aktiini assambleerumist ja jagunemist (Manor jt, 2015). Lisaks eelpool mainitud
valkudele on té&heldatud kahe aktiini siduva valgu-kofiliini ning kortaktiini rolli aktiini
vahendatud mitokondrite jagunemises. Uha suurenev faktorite arv on teinud tapse

assambleerumise ning ahenemise mehhanismi madistmise tsna keeruliseks.

On pakutud vélja, et Drp1 dimeerne ning oligomeerne vorm on pidevas tasakaalus mitokondrite
ja tsutosooli vahel. Peale seni tundmata jagunemissignaali sulanduvad mitokondritega seotud
punktid (Drpl dimeersed ja oligomeersed erineva suurusega punktid) kipsesse Drpl
kompleksi, mis on vdimeline lateraalselt liikuma mdodda mitokondriaalset tuubulit. ER
kontaktsaidid, kus on aset leidnud aktiini poliimeriseerumine, vdimendavad Drpl kipsemist
ning konversiooni oligomeersesse vormi. Hetkel on selge, et ainult vaga vahesed Drpl
fookused/kohad viivad mitokondriaalse jagunemiseni. Neid kontakte, kus I6ikamist ei toimu
peetakse siiski samuti olulisteks, sest neil voib olla funktsionaalne roll ER ja mitokondrite

vahelise metaboliitide voolu stabiliseerimises. (Ji jt, 2015)

Hasti tuntud jagunemise regulatoorne mehhanism on seotud Drpl fosforiileerimisega. Seni on
identifitseeritud mitmeid fosforileerimise saite ning kinaase. Fosforlleerimine vGib seejuures
kas aktiveerida vOi inhibeerida Drpl, ja seda kas otseselt voi kaudselt (nditeks retseptorvalgu
Mff fosfortleerimine AMP kinaasi poolt (Ducommun jt, 2015; Toyoma jt, 2016)). Drpl
regulatsioon on véga kompleksne (lisaks Drpl tasemel reguleeritakse Drpl retseptorvalke) ning
identifitseeritud on mitmeid muid Drpl post-translatsioonilisi modifikatsioone (néiteks S-
nitrostleerimine, SUMOlleerimine ja atsetlleerimine). On néidatud, et mitokondrite
jagunemise defektid (kuid mitte fuseerumise defektid) p6hjustavad muuhulgas muutunud
nukleoidi struktuuri koekultuurirakkudes (Drpl defektsetes rakkudes on nukleoidid
agregeerunud), kuid selle funktsionaalne olulisus on ebaselge (Ban-Ishihara jt, 2013).

Praegu on jagunemise mehhanismid I6puni selgitamata. Pole veel teada, kuidas
oligomeriseerunud Drpl laguneb peale 16ikamist. Drpl on lisaks kdigele ka tugevalt post-
translatsiooniliselt modifitseeritud (alates fosforiileerimisest kuni SUMOuleerimiseni). (Elgass
jt, 2013; Vincent jt, 2016)

Mitokondrite jagunemine on Kriitiline protsess raku (ja terve organismi) normaalses
flisioloogias. Peale morfoloogia mdjutamise on jagunemisel mitmeid muid funktsioone, k.a
mitokondriaalse transpordi lihtsustamine, mitofaagia ning apoptoos. Kliinilistes uuringutes on
inimestel Kirjeldatud Drpl muteerumisega nditeks mikrotsefaalia, neonataalne letaalsus

(Waterham jt, 2007), refraktoorne epilepsia (Vanstone jt, 2015) ning neuromuskulaarse
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dusfunktsiooniga arenguhédiret on seostatud Drpl retseptorvalgu Mff muteerumisega
(Shamseldin jt, 2012).

ER

MITOKONDER

Joonis 2. Lihtsustatud skeem ER seotud mitokondrite ahenemisest. Kdigepealt ER tuubulid mahitakse
timber mitokondrite. Antud kohtades vaheneb mitokondrite diameeter, see vdimaldab seejarel GTPaasi
DRP1 (ingl dynamin-related protein) oligomeeride assambleerumist, mis suunavad mitokondrite
jagunemist mehhanokeemiliselt (GTP hudroluts). (Modifitseeritud Westermann, 2011; Phillips ja
Voeltz, 2016)

1.4.2 Mitokondrite Ghinemine

Mitokondriaalne fusioon (ingl fusion) on evolutsiooniliselt konserveerunud protsess, mis
lihtsustatuna tdhendab kahe organelli sublhikute Ghinemist. Imetajates on fusioon vahendatud
dunamiini superperekonna kolme suure GTPaasi poolt: mitofusiin 1 (Mfnl1), mitofusiin 2
(Mfn2) ning optiline atroofia 1 (Opal) (vt joonis 3). Kuna mitokondrid on kahe membraaniga
(OMM - viélismembraan; IMM - sisemembraan), on fuseerumise protsess samuti
kaheetapiline. Mfn1 ja Mfn2 on integraalsed OMM valgud, mis vahendavad OMM fuseerumist,
OPA1 valgul on mitmeid isovorme, mis on seotud IMM-iga ning vahendavad selle fuseerumist.
Kuna tasakaal Uhinemise ja jagunemise vahel kontrollib mitokondriaalset morfoloogiat,
pbhjustab néiteks fuseerumise geenide deleteerimine tdsist mitokondriaalse voérgustiku
fragmenteerumist ning takistab transporti mitokondrite vahel (Hermann jt, 1998; Chen jt, 2003;
Chen jt, 2005). Téhelepanuvaarselt on OPAL vajalik ka mtDNA molekulide jaotumiseks
nukleoidides ning nukleoidide segregatsiooniks mitokondriaalses voérgustikus (Elachouri jt,
2011; Yang jt, 2015), kuna protsessitud OPAL seostub otseselt mitokondriaalsete nukleoididega

(Elachouri jt, 2011). Inimesel pohjustavad mutatsioonid Mfn2 geenis tutp 2A Charcot—Marie—
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Tooth haigust - perifeerset neuropaatiat, mis mojutab pikki motoneuroneid ja sensoorseid
neuroneid (Zuchner jt, 2004). Mutatsioonid Opal geenis pdhjustavad dominantset optilist
atroofiat, mis on reetina ganglionirakkude degenereerumise po&hjustatud ndagemiskadu
(Alexander jt, 2000; Delettre jt, 2000; Delettre jt, 2002). Fuseerumisprotsess on oluline
OXPHOS aktiivsuseks ja seda eriti 1&bi mtDNA taseme reguleerimise (Mishra jt, 2014).

2\

s-Opal I|-Opai

Joonis 3. Mitokondriaalse thinemise molekulaarne mudel. Mitokondrite hinemisel toimub valis- ja
sisemembraani Uhinemine arvatavasti kahes staadiumis. Esmalt OMM fuseerumine on vahendatud
Mfn1/Mfn2 poolt. Kuna Mfn2 lokaliseerub lisaks ka ER-il ning osaleb ER-mitokonder kontaktide
moodustumisel, on ER-mitokonder kontaktidel otsene ja/vdi regulatoorne roll mitokondrite Ghinemisel.
Jargnevalt toimub IMM fuseerumine, mis on vahendatud OPA1 valgu poolt. Protsessimata Opal (pikk
Opal; L) vormid on piisavad, et vahendada mitokondrite Uhinemist, samas protsessitud vorm (liihike
Opal; S) korreleerub mitokondrite fragmenteerumisega ja vOib omada rolli hoopis jagunemises.
Arvatavasti aga on Opal lokalisatsioon ja olemasolu vajalik mitokondri jagunemise ja Uhinemise

tasakaalustamiseks. (Lackner, 2014)

1.4.3 Mitofaagia

Uleiildine mitokondri mass rakus on reguleeritud mitokondrite biogeneesi ning degradatsiooni
kaudu, mis on omavahel tasakaalus (Mishra ja Chan, 2016). Mitofaagia on mitokondrite
lagundamine raku degradatsioonisiisteemi - autofaagia raja kaudu. (Mishra ja Chan, 2016).
Mitofaagiat on seni eelkdige uuritud rakukultuuris in vitro, mistdttu mitofaagia protsessi

olulisus ja mehhanism in vivo vajab veel selgitamist (Mishra, 2016). Kdige paremini uuritud
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mitofaagia rada on seotud Pink1 ja Parkin geenidega. Mutatsioonid Pink1 ja Parkin geenides
pbhjustavad Parkinsoni tdbe (Kitada jt, 1998; Valente jt, 2004). Sellega seoses arvatakse, et
potentsiaalne Parkinsoni tdve vallandaja (ingl trigger factor) on just kahjustunud mitokondrite

kuhjumine neuronites (Bender jt, 2006).

Pink1 on mitokondris lokaliseeruv kinaas, mis normaalselt transporditakse ja degradeeritakse
organellis endas. Kuna valgu import on séltuv mitokondriaalsest membraanipotentsiaalist,
pohjustab depolarisatsioon Pinkl akumuleerumist OMMe-il (Matsuda jt, 2010; Narendra jt,
2010). Akumuleerunud Pinkl1 fosfortleerib arvukalt valke, k.a ubikvitiini, et kaasata ja
aktiveerida E3 ligaas Parkin (Okatsu jt, 2015). Aktiveeritud Parkin pdhjustab ulatuslikku OMM
valkude ubikvitineerimist, mille degradeerimine 26S proteasoomi poolt (Chan jt, 2011; Sarraf
jt, 2013) on vajalik mitokondri suunamiseks autofaagiliste membraanideni. Pinkl
depolariseerunud mitokondritel fosforuleerib ka Mfn2, mis omakorda seob Parkin
soodustamaks mitofaagiat. On teada, et Parkin ubikvitineerimissubstraadiks on muuhulgas ka
Mfn2, lisaks Mfn2 puudumisel on hairitud Pink1-Parkin rada, mis on oluline mitofaagia
kvaliteedikontroll. Seega kaitub Mfn2 kui Parkin mitokondriaalne retseptor. (Chen jt, 2013)

Héiretel Parkin seondumisel vdib olla oluline seos périlike neuropaatiate korral, mis on
geneetiliselt seotud just Mfn2 mutatsioonidega ning mida iseloomustab ebanormaalsete

mitokondrite hulga suurenemine (Baloh jt, 2007).

1.5 ER-mitokonder kontakt — MAM

Mitokondritega assotsieerunud ER membraanid (MAM) on endoplasmaatilise retiikulumi
alamdomaén, mis moodustab kontakti mitokondri membraaniga. MAM-idel on eriparane
proteoom ja spetsiifilised kontaktid tstosooliga ning ER luumeni regulatoorsete valkudega
(Raturi ja Simmen, 2013). MAM struktuuridel on omalaadsed biokeemilised omadused ning
funktsioonid. MAM funktsioonid varieeruvad alates lipiidide metabolismist ja kaltsiumi
signaliseerimisest kuni inflammosoomi moodustumiseni. Nende funktsioonidega kooskdlas on
MAM rikastunud lipiidide metabolismi enstumidega ning kaltsiumi kasitlemisega seotud
valkudega. Raku stressitingimustes (nt muutunud redoksolek) muutub MAM regulatoorsete
valkude koosseis ja seetdttu ka funktsioonid. Prominentselt koosneb see valkude komplekt ER
Saperonidest ning oksidoreduktaasidest, mis ihendavad omavahel valgusiinteesi ja voltumise
ER-is mitokondriaalse metabolismiga. Mitokondritega seotud ER membraanid mahutavad ka
neid masinavérgi osi, mis mééravad mitokondri membraani dinaamikat ning Uhendavad
mitokondreid tsutoskeletile. (Hayashi jt, 2009; Raturi ja Simmen, 2013; Vance, 2014)
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Lisaks sellele on arvatud, et MAM moduleerib glikoosi homdéostaasi ning insuliini resistentsust

(Sebastian jt, 2012; Vance, 2014), aga ka moningaid viirusinfektsioone (Horner jt, 2011).

Praeguseks on imetajates tuvastatud kaks ER-mitokonder kontaktide (MAM-ide)
moodustumise mehhanismi. Uks MAM (ihendusi on IP3R-Grp75-VDAC1 kompleks (vt joonis
4), mis Uhendab ER labi IP3R ja edasi VDACL1 mitokondritega (Szabadkai jt, 2006). IP3R ja
VDACL1 esinevad vastavalt mitokondriaalsetel membraanidel ning ER membraanidel on need
kdrgelt rikastunud MAM-ides ning tUhendatud fiiusiliselt Grp75 kaudu (Behrends jt, 2010).
IP3R ning VDAC1 on seotud MAM-idega ja on tsentraalsed ER-mitokonder kaltsiumi
transpordi komponendid (Gincel jt, 2001; Rapizzi jt, 2002). Lisaks liigutab VDAC1 metaboliite
nagu ATP mitokondritest valja (Vendelin jt, 2004).

MAM-ide tekke ja funktsioneerimise regulatsioon labi IP3R-Grp75-VDAC1 (henduse on
seotud ka mTOR (ingl mammalian target of rapamycin) signalisatsioonirajaga. mTOR on
seriin/treoniin valgukinaas, mis koosneb kahest kompleksist — mTORC1 ja mTORC2.
mMTORC2 kompleks koosneb mTOR, rictor, SIN1 ning mLST8 valkudest. mTORC2 substraat
on Aktl kinaas, mis reguleerib mitmeid rakulisi protsesse, muuhulgas paikneb mTORC2 ka
MAM-idel, kus Aktl kinaasi kaudu kontrollitakse ka VDAC1, Grp75 ja IP3R fosforlleerimist.
Sellega kontrollitakse MAM teket, Ca>* omastamist, mitokondriaalset bioenergeetikat ja muud.
MAM-idel on mTORC2 kompleksis VDAC1-ga, mis on oluline mitokondriaalse ATP
valjumiskanal, mis veelgi naitab, et MAM on oluline mTORC?2 aktiivsuseks. (Betz jt, 2013;
Betz ja Hall, 2013)

Teine voimalik MAM (hendus ER ja mitokondrite vahel identifitseeriti 2008. Mitofusiin 2
(Mfn 2) vbib moodustada homodimeere, aga ka heterodimeere Mfnl-ga tihendamaks ER ja
mitokondrit (de Brito ja Scorrano, 2008) (vt joonis 4). Ka mitofusiinide vahendatud MAM
uhendus on seotud veel teadmata viisil mMTORC2 kompleksi signaliseerimisega, kuna on leitud,
et maksaspetsiifilise Mfn2 knockout (Sebastian jt, 2012) pdhjustab véga sarnast fenotulpi

maksaspetsiifilise rictor knockout-iga (Hagiwara jt, 2012).
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Joonis 4. MAM Uhendused (a) MFN1/2-MFN2 ning (b) IPsR-Grp75-VDAC1, mis moodustavad silla
mitokondri vélismembraani ning ER membraani vahel. (a) GTPaas Mfn2 ER-il moodustab homo- voi
heterodimeere Mfnl vdi Mfn2-ga mitokondril ning hoiab organelle tihedas kontaktis. (b) Mitokondri
valismembraanis paikneb VDACL ning ER membraanis IPsR. Antud Uhendused on olulised ER ja
mitokondri vahelise kaltsiumi transpordi regulatsioonis. Naiteks ER vabanenud Ca?* liigub labi VDAC1
kanalite mitokondri valismembraanis mitokondri maatriksisse. 75kDa suurune GRP valk funktsioneerib
Saperonvalguna, ihendades IPsR VDAC1-ga. Mfn1/2 — mitofusiin 1/2; MCU — mitokondriaalne Ca?* -
uniporter; VDAC1 - pingest sdltuv anioonselektiivne kanal 1 (poriin); GRP75 — 75kDa suurune
glukoosi poolt reguleeritud valk; IPsR — inositool-1,4,5-trifosfaat retseptor; ER - endoplasmaatiline
retiikulum. (Modifitseeritud de Brito ja Scorrano, 2010; Phillips ja Voeltz, 2016)

Praeguseks on teada, et ER-mitokonder kontaktsait on vajalik intratsellulaarseks
signaliseerimise ja transpordi platvormiks. On teada, kuidas mdjutavad MAM mitokondrite
dunaamikat, aga véhe on uuritud MAM-ide m6ju mitokondriaalsetele nukleoididele ja nende
jaotumisele diinaamilises mitokondriaalses vorgustikus (Lewis jt, 2016; Gerhold jt, 2015).
Tulevaste katsete kdigus on oluline néidata, kuidas kindlakstehtud mehhanismid teineteist
mdjutavad, st kuidas mdjutavad mitokondriaalsed nukleoidid MAM-struktuure ning MAM-

struktuurid nukleoide.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmark

Imetajate mitokondrid on dinaamilised organellid, mis moodustavad rakus omalaadse
vorgustiku. Mitokondrid moodustavad kontakte ER-iga spetsiaalsetes domé&énides, mida
nimetatakse MAM-ideks. MAM struktuurid on olulised mitokondriaalse voérgustiku ja

seejuures ka mtDNA séilitamises. (Vance, 2014)

Kéesoleva t66 eesmaérkideks oli uurida a) nukleoidide muutuste méju MAM-struktuuridele ja
b) MAM-struktuuride muutuste moju nukleoididele.

Ulesanneteks oli:

1) Uurida mtDNA helikaasi Twinkle-i ja DNA-d siduva valgu TFAM-i kadu jalgides
potentsiaalseid muutuseid MAM-markervalkudele (Mfn2, VDAC1, FACL4).

2) Uurida struktuurse funktsiooniga ning mtDNA metabolismiga seotud valgu ATAD3 efekti
MAM-struktuuridele.

3) Uurida MAM-moodustumises olulise valgu Mfn2-e potentsiaalset mdju nukleoididele.

2.2 Materjal ja metoodika

Kéesolevas t60s kasutatud lahuste retseptid on toodud dra Lisa 1-s.

2.2.1 Rakuliin ja meedium

Antud uurimist6os kasutati HEK293e (Human Embryonic Kidney Cells) rakuliini. Tegu pole
thupiliste neerurakkudega. Antud rakuliin sarnaneb rohkem neuronaalsete rakkudega, mistottu
on antud liin sobiv kaesolevateks eksperimentideks (Shaw jt, 2002). Rakke kasvatati L-
glutamiini, Na-plruvaadiga ning korge glikoosiga DMEM sO6tmes (Lonza) ilma
antibiootikumideta, kuhu taiendavalt lisati 10% FBS (Capricorn). Kasvutingumused olid 5%
CO2ja 37 °C.

ATAD3B lleeskpresseerimiseks kasutati T-Rex-293-ATAD3B (Dr Helen M Cooper ja Louis
van Enkevort) rakuliini, mida kasvatati selektiivmeediumis, mis sisaldas 100 pg/ml
higromutsiin B ning 15 pg/ml blastitsidiin S (InvivoGen). Rakke toddeldi tripsiiniga ning
kilvati 24h enne induktsiooni antibiootikumideta DMEM sd6tmesse, misjérel indutseeriti 10

ng/ml doksutsikliiniga 72h. Kasvutingumused olid samuti 5% CO; ja 37 °C.
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2.2.2 RNA interferents

Mitokondriaalse diinaamika ja nukleoidi spetsiifiliste valkude puudumise efekti uurimiseks
kasutati RNA interferentsi SIRNA-dega.

Kéesolevas t00s rakendati HEK?293e transfekteerimiseks Dharmacon (GE Healthcare
Dharmacon Inc) sisteemi tootjapoolsete juhistega. T66s kasutatud siRNA-d on toodud é&ra
Lisa 2-s. Rakkude transfektsiooni tingimuste optimeerimise jargselt kasutati iga konkreetse

valgu geeniekspressiooni mahasurumiseks kindlaid tingimusi.

Rakud kulvati katsele eelneval paeval sobiva lahjendusega 10 cm tassile, seejérel suspendeeriti
siRNA (GE Healthcare Dharmacon Inc) ning transfektsiooni reagent DharmaFECT1 (GE
Healthcare Dharmacon Inc) seerumivabas DMEM sd6tmes. Peale inkubeerimist 5 minutit
toatemperatuuril tosteti segu hte tuubi kokku ning inkubeeriti 20 minutit toatemperatuuril.
Transfektsiooni alustamiseks tilgutati 2 ml transfektsiooni segu tassile ning jéeti 24h

inkubaatorisse. Rakud analliusiti 48h vdi 72h peale transfektsiooni algust.

2.2.3 Mitokondrite eraldamine ja lilUsimine

Mitokondrite eraldamine teostati modifitseeritud Rajala jt, 2014 publitseeritud protokolli jargi.
Rakud koguti koekultuuri tassidelt, tsentrifuugiti pdhja ja pesti seejarel 1X PBS-iga (vt Lisa 1).
Rakkudele lisati 0.1X homogeniseerimispuhver (vt Lisa 1) 2,5 mM PMSF-iga (AppliChem
BioChemica), seejarel, kasutades Elvehjem homogenisaatorit, purustati rakud 20 vajutusega.
Suspensiooni tsentrifuugiti 5 min 1200g. Supernatant tdsteti uude tuubi ja tsentrifuugiti samade
parameetritega. Mitokondrid tsentrifuugiti pdhja 10 min 14 000g juures, eemaldati supernatant
ning suspendeeriti kiilmas 1X PBS-is. Totaalse valgu kontsentratsioon tehti kindlaks Bradford

meetodiga (Thermo Scientific™ Coomassie (Bradford) Assay Kit).

100 ug mitokondriaalsele valgule vastav maht mitokondreid voeti lGusiks ning mitteltdsitud
kontrolliks (nn washed mitochondria). Vélismembraani ltdsimiseks kasutati digitoniini (mg
valk/mg digitoniin). Kuna iga digitoniini preparaat on erinev, on esmalt oluline titreerida
detergendi hulk valgu kohta (mg digitoniin/mg valk) jalgides mitokondrite eri kompartmentide
markervalkude esinemist erinevatel detergendi kontsentratsioonidel. Koik digitoniiniga
lutsimised teostati 10 minutit jaal, sellele jargnes tsentrifuugimine (Eppendorf 5430 R) 10
minutit 14 000g. Pellet ja supernatant eraldati, segati 10% SDS-iga, inkubeeriti 30 minutit ning

fraktsioone analliusiti Western ning Southern blot meetoditega.
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2.2.4 Jodiksanooli gradiendid

Metsiktutpi, knockdown ning ATAD3B ileekspresseerivate rakkude mitokondriaalsete
nukleoidide terviklikkuse ja koostise uurimiseks kasutati jodiksanooli gradienti (Rajala jt,
2014). Peale mitokondrite eraldamist rakkudest ja sellele jargnevat valgu kontsentratsiooni
madramist l0dsiti 1 mg valku suhtes 1:2 digitoniiniga (mg mitokondriaalne valk/mg digitoniin).
Lusimine teostati 10 minutit jaal, seejarel tsentrifuugiti lisaate 10 minutit 14 000g juures.
Pellet ja supernatant eraldati ning suspendeeriti 1X TN (vt Lisa 1) puhvris, mis sisaldas 1%
Triton X-100. Proovidele lisati juurde kiilm Optiprep™ (Axis-Shield PoC AS), tdsteti SW55
ultratsentrifuugi  tuubide pdhja ning peale formeeriti erinevate  jodiksanooli
kontsentratsioonidega tihedusgradient (40%-0%). Gradiente tsentrifuugiti 200 000g juures 14h
(Beckman Coulter Optima L-90K Ultracentrifuge). Seejérel koguti fraktsioonid 400 pl kaupa
ning analitsiti Western ning Southern blot meetoditega.

2.2.5 Western blot ja Southern blot

Valkude analttsimiseks kasutati immuunoblottimist. Valgud lahutati SDS-PAGE (naatrium
dodetsiitilsulfaat-poltakriiiilamiid geelelektroforeesiga) (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra
Cell). Geelilt kanti valgud nitrotselluloos membraanile (GE Healthcare Amersham™ Protran™
0,45 um) (wet transfer). Membraanid blokeeriti 5% rasvavaba piimalahusega ja pesti 1X TBST-
ga (vt Lisa 1). Membraane kasutati immuunoblottimiseks. T66s kasutatud antikehad on toodud

Lisa 2-s.

MtDNA analiiisimiseks kasutati Southern blot meetodit radioaktiivse hibridisatsiooniga.
MtDNA proovid lahjendati 20 korda 2X SSC puhvriga (vt Lisa 1), keedeti 95°C juures 15
minutit (Biosan Thermo Block TDB-120) ning jahutati jaal. Proovid kanti nailonmembraanile
(GE Healthcare Amersham Hybond™-N*) dot blotteriga (Bio-Rad Bio-Dot®), augud pesti 2X
SSC-ga ning viimaks membraan ristseoti UV-ga 120 mJ/cm? (Herolab UV Crosslinker).
Membraan eelhubridiseeriti Church puhvriga (vt Lisa 1) 15 minutit 65°C (Techne Roller-Blot
Hybridizer HB-3D). Radioaktiivne marge sunteesiti PCR meetodiga (vt Tabel 1).
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Tabel 1. Radioaktiivse hiibridisatsiooni labiviimseks kasutatava marke stinteesimine PCR-iga.

Komponent Kogus
10X PCR puhver 2ul
25 mM MgCl; 2 ul
2 mM dNTP-dCTP 2 ul
1X cytb fov 1 ul
1X cytb rev Il
Tag DNA pol 0,3 ul
“p-dCTP 3ul
CYTB matriits 2l
ddH20 7,7 ul

Mérge sadestati isopropanooliga ning lisati otse hubridisatsioonipuhvrisse. Membraani
hibridiseeriti 65°C 3h, pesti Chruch wash puhvriga (vt Lisa 1) 2 korda ning membraan jaeti
fosforekraani vahele eksponeerima 12h (GE Healthcare Amersham Biosciences).
Pildistamiseks kasutati Typhoon Phosphorimager masinat ning blotte anallisiti kasutades

programmi ImageQuant TL v2005.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Mitokondriaalsed DNA-valk kompleksid on assotsieeritud mitokondri sisemembraaniga. Uks
nukleoidi funktsioone on organiseerida mtDNA segregatsiooni diinaamilises mitokondriaalses
vorgustikus. Kolesteroolirikas mikrodomaan arvatavasti koordineerib tihedas kontaktis ER-iga
(MAM-iga) ja tsltoskeletiga mtDNA séilitamist (Spelbrink, 2010; Gerhold jt, 2015) ning
mtDNA-valk komplekside jaotumist.

MtDNA séilitamine nukleoidides on kooskdlastatud mitokondriaalse replikatsiooni ja
transkriptsiooni poolt. L&htudes andmetest, mis viitavad sellele, et mtDNA replikatsioon séltub
nukleoidide lokalisatsioonist ER-mitokonder kontaktide vahetus laheduses, uuriti k&esolevas
t00s nukleoidide koosseisu ning MAM-markervalkude muutuseid erinevate votmevalkude —
Twinkle, TFAM, Mfn2, ATAD3 manipuleerimisel in vitro. Kdesolevas t66s teostatud katsed

on representatiivsed vahemalt kolmest kordusest.

2.3.1 Twinkle kadu ei pdhjusta MAM-struktuuridele muutuseid

N&gemaks, mis toimub mitokondriaalsete nukleoidide struktuuriga MAM tekkes ning mtDNA
séilitamises oluliste valkude véhenemisel, kasutati kdesolevas t60s RNAI meetodit (SIRNA
vahendatud interferentsi). Varasemalt on leitud, et Twinkle helikaasi konditsionaalne knockout
hiires (skeleti- ja sudamelihase spetsiifilised KO-d) pdhjustab mtDNA depletsiooni, samas
Twinkle tleekspressioon transgeensetes hiirtes suurendab mtDNA koopiaarvu (Milenkovic jt,
2013). Mitmed haigust pdhjustavad mutatsioonid, k.a autosomaalne progressiivne eksternaalne
oftalmopleegia (PEO), on kaardistatud Twinkle geenile (Suomalainen jt, 1997; Rajala jt, 2014).
Twinkle helikaas soodustab lisaks ka nukleoidi kinnitumist membraanistruktuuridele, mis
sisaldavad kdrges kontsentratsioonis kolesterooli, moodustades sellega ER-mitokonder
uhenduste ldheduses nn replikatsiooniplatvormi (Rajala jt, 2014; Gerhold jt, 2015).

Twinkle md&ju uurimiseks transfekteeriti rakkudesse C10orf2-spetsiifiline siRNA ning
inkubeeriti vastavalt kas 48h voi 72h, saavutamaks sel viisil valkude tasemete véhenemise,
samal ajal véltides mtDNA depletsiooni. Sellele jargnevalt eraldati nii kontroll kui knockdown
rakkudest mitokondrid, mida kasutati analtitisimiseks. Esmalt teostati mitokondrite lttsimine
mitteioonse detergendiga digitoniiniga, kuna eelnevalt on kasutatud digitoniini mitokondrite
valjapuhastamiseks, mitoplastide eraldamiseks (madalas kontsentratsioonis), OXPHOS
komplekside eraldamiseks (véga kdrges kontsentratsioonis) (Rice ja Lindsay, 1997) ning lisaks
ka mitokondriaalsete nukleoidide véljapuhastamiseks (Rajala jt, 2014; Gerhold jt, 2015).
Madalate digitoniini kontsentratsioonide juures lltsub eelkdige mitokondri vélismembraan,
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aga suuremate kontsentratsioonide juures hakkab ka sisemembraan liisuma ning vabanevad
membraani- ja maatriksivalgud. Mitokondrite subfraktsioneerimise testimiseks teostati
digitoniini titreerimine valgu suhtes, kasutades erinevaid digitoniini kontsentratsioone (vt

»Materjal ja metoodika“; Rajala jt, 2014).

Mitokondrid ludsiti ja pesti jaal 10 min ning seejdrel eraldati tsentrifuugimisega pellet ja
supernatant. Pelleti ja supernatandi mtDNA jaotuvuse madramiseks ning valkude
detekteerimiseks kasutati vastavalt Southern blot ja Western blot anallidsi. Ludsimise
hindamiseks madrati sisemembraani markervalgu COXII ning maatriksivalgu HSP60
esinemine pelletis ja supernatandis. Hinnati nukleoidi valkude Twinkle, mtSSB, TFAM ning
MAM markervalkude — FACL4 (ER), Mfn2 (OMM) ning VDAC1 (OMM) esinemist voi
puudumist. Iga ludsitud proovi kdrvale on pandud mittelGusitud, kuid sama kaua 1X PBS-is

inkubeeritud mitokondrid kontrollimaks kas ja mis ulatuses on toimunud mitokondrite autolils.

Lahtudes hipoteesist, et replikatiivsed nukleoidid kinnituvad sisemembraanis olevale
mikrodomaanile ER-mitokonder kontaktsaitide 1&heduses (Gerhold jt, 2015; Lewis jt, 2016)
sooviti uurida, kas Twinkle véhenemine, tingimustel, kus mtDNA ei ole veel kadunud, mdjutab
MAM-struktuure.

Joonisel 5a on néha, et Twinkle mahasurumisel 48h ja 72h méddudes toimub Twinkle valgu
signaali ndrgenemine. Lisaks hakkab mitokondri sisemembraani markervalgu COXII signaal
vahenema. Twinkle vahenemisel toimub 48h ja 72h pédrast mtSSB signaali ndrgenemine
ladsimisel pellet fraktsioonis vorreldes kontrolliga, kus ltusimisel digitoniiniga jadb mtSSB

enam pellet fraktsiooni.

MAM markeri FACLA4 signaal kontrollide ning Twinkle knockdown-ide puhul ei muutu. Mfn2
signaal 48h ja 72h knockdown korral jadb muutumatuks. Mitokondri valismembraani valgu

VDACI signaalid jaadvad kontrollidel ja knockdown-idel sarnaseks. (joonis 5a)

Joonisel 5b on ndha, et kontrollrakkude llisimisel digitoniiniga jaotub mtDNA ~25%
supernatandis (,,Ctrl lys S*) ja ~75% pellet fraktsioonis (,,Ctrl lys P*). Varasemalt on Rajala jt
naidanud, et digitoniiniga liusimisel on mtDNA lahutuvus metsiktitpi HEK rakkudes vastavalt
~70% pellet fraktsioonis ning ~30% supernatandi fraktsioonis (Rajala jt, 2014). Vorreldes
kontrollidega on Twinkle knockdown puhul n&ha, et rakkude t66tlemisel digitoniiniga vaheneb
mtDNA pellet fraktsioonis (,, Tw lys P“) ja suureneb supernatandi fraktsioonis (,,Tw lys S*),
kuid tendents ei ole statistiliselt oluline.
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Kontroll Twinkle k.-d. 48h Twinkle k.-d. 72h
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Joonis 5. Twinkle mahasurumine RNAi meetodil. (a) Kéesolev joonis illustreerib Western blot
detektsioone ja on representatiivne tulemus neljast kordusest. Replikatsioonis oluline mtSSB ei séili
digitoniiniga liusimisel pellet fraktsioonis. mtDNA kodeeritud COXII signaalid nérgenevad peale 48h
ja 72h knockdown’i. Samas on néha, et MAM (marker)valkude tase ja jaotus pellet ning supernatandi
fraktsioonide vahel jadb konstantseks, mis tdhendab, et MAM struktuurid on endiselt stabiilsed. Iga
ludsitud proovi kérvale on pandud mitteltiisitud, kuid sama kaua 1X PBS-is inkubeeritud mitokondrid.
Geelile laetud proovide totaalne valgu sisaldus P+S on Bradford (vt Materjal ja metoodika) meetodi
kohaselt samasugune. (b) mtDNA protsentuaalne lahutuvus Twinkle mahasurumisel. Knockdown korral
on naha tendents, et mtDNA liigub ludsitud proovide (,,lys P“ ja ,lys S*) korral rohkem pelletist
lahustuvasse fraktsiooni (supernatanti), vorreldes kontrollidega. Naidatud on mtDNA kvantifitseeritud
andmed peale mtDNA detekteerimist Southern blot meetodil. Seejuures on toodud &ra iga analliisi
puhul keskmine standardviga (SEM). Analiius on tehtud 4 korduse baasil. mtDNA — mitokondriaalne
DNA; mtSSB - mitokondriaalne (heahelalist DNA-d siduv valk; TFAM - mitokondriaalne
transkriptsioonifaktor A; VDACL — pingest soltuv anioonselektiivne kanal 1; MFN2 — mitofusiin 2;
FACLA4 - pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4; HSP60 — kuumasoki valk 60 kDa; COXII - tstitokroom
¢ okslidaas subuhik Il. Tw — Twinkle; Ctrl — kontroll; P — pellet; S — supernatant; pesu — 1X PBS-iga
pestud mitokondrid, mis on kontroll, et llusimiseks kasutatud mitokondrid on terved; luls —

digitoniiniga ltusitud mitokondrid; k.-d. — knockdown 48 tundi ja 72 tundi.

Antud tulemustest voib jareldada, et Twinkle kaotamisel esineb tendents mtDNA lahutuvuse
osas, kus digitoniiniga lutsimisel hakkab mtDNA véahenema pellet fraktsioonis ja suurenema
seeldbi supernatandi fraktsioonis. Seega ei hoita mtDNA-d pellet fraktsioonis, kus on

varasemalt tuvastatud Twinkle’it sisaldavad replitseeruvate nukleoidide populatsioonid.

Lisaks on varasemalt naidatud, et mtSSB ning Twinkle kolokaliseeruvad mitokondrites
replitseeruvates nukleoidides (Rajala jt, 2014). K&esolevad tulemused kinnitavad antud vaadet,

on naha, et mtSSB liigub digitoniiniga lutsimisel rohkem lahustuvasse fraktsiooni ning pole
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enam membraaniga seotud Twinkle-it sisaldavates replitseeruvates nukleoidides. See annab
tunnistust  replikatsiooni  intensiivsuse  alanemisest, kuna mtSSB-d  kaasatakse
replikatsioonipunktidesse véhemal maaral.

Samal ajal on tehtud katsetest ndha, et mitokondritega assotsieerunud membraanid (MAM
struktuurid) ei kao (joonis 5a). MAM markeri FACL4 (ER) signaal kontrollide ning Twinkle
knockdown-ide mitokondritel ei kao. Mfn1 ja 2 vahendatud tihendus j&ab Twinkle véhenemisel
72h pérast tdendoliselt stabiilseks, lisaks ei vahene Mfn1 valgu signaal (andmed pole ndidatud).
Teine kontakt, mille oluline mitokondriaalne komponent on VDAC1 sdilib samuti Twinkle’i
kaotamisel 72h péarast. Seega selle ajaintervalli jooksul ei avalda Twinkle’i vahenemine olulist
moju MAM-idele.

2.3.2 TFAM taseme langus varases faasis tugevdab MAM-struktuure

On leitud, et mitokondriaalsete nukleoidide valk TFAM omab samuti olulist rolli mtDNA
vOrdses jaotamises ning segregeerimises koekultuurirakkudes (Kasashima jt, 2011). Naiteks on
tdheldatud suurenenud nukleoidide esinemist nii TFAM-knockdown kui TFAM
uleekspresseerivates rakkudes (Kasashima jt, 2014). Pole selge, kas ja kuidas mdjutab TFAM
tase ER-mitokonder kontaktide terviklikkust ja moodustumist. Antud t66s uuriti, milline moju

on TFAM mahasurumisel mtDNA ning ER-mitokonder kontaktide sailimisele.

Nagu eelnevalt Twinkle puhul teostati ka TFAM knockdown 48h ja 72h ning anallusiti
digitoniiniga ltdsitud mitokondritel nii valkude signaale kui mtDNA jaotuvust samadel
tingimustel. Ka antud juhul oli eesmérgiks valgutaseme langetamisel mtDNA séilimine (st ei

tahetud saavutada mtDNA tdielikku depletsiooni).

Joonisel 6a on ndha, et TFAM kaotamisel 48h ja 72h mdddudes jadvad mtSSB ning Twinkle
valkude signaalid samaks. Sisemembraani markervalgu COXII puhul ei ole n&ha signaali
muutust 2-3 péevaga, kui kaotame TFAM-i. Eeldatavasti peaks TFAM mahasurumisel
kannatama transkriptsioon, ent nahtavasti seda varases knockdown faasis ei toimu. limselt on
TFAM kadu nii nork, et see ei mdjuta veel transkriptsiooni, aga néib, et mitokondrid Uritavad
algavat mtDNA kaotust kompenseerida replikatsiooni intensiivistumisega (mistdttu esineb
rohkem mtDNA-d pellet fraktsioonis (joonis 6b)). See on vastupidine Twinkle knockdown’ile,
mille korral mtDNA jai muutumatuks ning COXII signaalid nérgenesid, mis viitab sellele, et
hairus transkriptsioon, kuigi eelduste kohaselt oleks pidanud hoopis replikatsioon hairuma. On
néidatud, et Twinkle’it sisaldavad replitseeruvad nukleoidid jadvad pellet fraktsiooni ja
jarelikult Twinkle’it mittesisaldavad (ja hipoteetiliselt transkriptsiooniliselt aktiivsed)
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nukleoidid supernatandi fraktsiooni (Rajala jt, 2014). Seet6ttu on loogiline jareldada, et
langevate mtDNA koopiaarvude tingimustes on rohkem mtDNA-d seotud Twinkle valguga
ning ei ole enam teistele nukleoidide populatsioonidele (ingl nucleoid pools) kattesaadav.
Lisatoetuseks sellele ndhtusele ja interpretatsioonile on, et mtSSB valgu signaalid ei muutu,
olles tugevamad eelkdige pellet fraktsioonides, mistGttu saab toimuda replikatsioon mtDNA

koopiaarvu languse kompenseerimiseks.

Kontroll Tfam k.-d. 48h Tfam k.-d. 72h
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Joonis 6. TFAM mahasurumine RNAi meetodil. (a) Western blot analliisi p6hjal on néha, et TFAM
avaldab kuni 3-paevase knockdown puhul eelkdige mdju MAM struktuuridele. Nii Mfn2, FACL4 kui
ka VDACLI signaalid tugevnevad pellet fraktsioonides. Geelile laetud proovide totaalne valgusisaldus
P+S on Bradford meetodi (vt Materjal ja metoodika) kohaselt samasugune. (b) Naidatud on mtDNA
kvantifitseeritud andmed peale mtDNA detekteerimist Southern blot meetodil. Seejuures on toodud &ra
iga analudsi puhul keskmine standardviga (SEM). Knockdown’ide korral on ndha, et mtDNA j&ab
latsimisel oluliselt ronkem pelletisse (,, Tfam 72h lys P“) (p = 0,0385). mtDNA — mitokondriaalne DNA,;
mtSSB - mitokondriaalne Uheahelalist DNA-d siduv valk; TFAM - mitokondriaalne
transkriptsioonifaktor A; VDACL — pingest sdltuv anioonselektiivne kanal 1; MFN2 — mitofusiin 2;
FACL4 - pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4; HSP60 — kuumasoki valk 60 kDa; COXII — tsiitokroom
¢ okstidaas subtihik I1; TOMA40 - valismembraani translokaas 40 kDa; Ctrl — kontroll; lys — digitoniini
luls; w — ingl wash ehk pestud mitokondrid; P — pellet; S — supernatant; pesu — 1X PBS-iga pestud
mitokondrid, mis on kontroll, et litsimiseks kasutatud mitokondrid on terved; liils — digitoniiniga
lulsitud mitokondrid; k.-d. — knockdown 48 tundi ja 72 tundi.

Twinkle’i kaotamise puhul puudub ,,ankur”, mille kaudu kinnituks mtDNA tugevasti
sisemembraaniga. Seega hakkab rohkem mtDNA-d esinema supernatandi fraktsioonis, kuid
pole selge, mis pdhjustab COXII transkriptsiooni/translatsiooni langust (signaali nérgenemine,

vt joonis 5a), kuna Twinkle’il ei ole selget rolli transkriptsioonis. Kull aga on véhirakkude naite
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abil téheldatud, et mtDNA koopiaarvud peavad langema alla kriitilise piiri, et pdhjustada ka
transkriptsiooni hairumist (Reznik jt, 2017). Selleks on vaja mééarata absoluutsed koopiaarvud,

mis on kavas jargmisena, ent antud t60 raames ei olnud see prioriteediks.

VDACI1 signaal tugevneb pellet fraktsioonides néhtavalt 72h TFAM knockdown korral. 48h
mododudes hakkab Mfn2 signaal samuti tugevnema, kusjuures selge muutus on néha 72h
moodumisel, kus Mfn2 jaab luusimisel prominentselt pellet fraktsiooni (joonis 6a). Lisaks
MAM markervalgu FACL4, mis asub ER membraanidel, signaalid tugevnevad alates 48h
moodudes lutsimisel pellet fraktsioonis. 72h méédumisel TFAM kncokdown’ist asub enam

FACLA4 pelletis kui supernatandis.

Niisiis on 3 pdeva moddumisel TFAM mahasurumisest nédha, et mtDNA-d jadb peale digitoniini
ladsi oluliselt rohkem pellet fraktsiooni (joonis 6b). On ndidatud, et Twinkle sisaldavad
replitseeruvad nukleoidid jadvad pellet fraktsiooni (Rajala jt, 2014), mist6ttu on loogiline
jareldada, et rohkem mtDNA-d on seotud Twinkle valguga. Lisaks mtSSB valgu signaalid ei

muutu, olles tugevamad eelkdige pellet fraktsioonides, mist6ttu saab toimuda replikatsioon.

TFAM knockdown mojutab varases faasis MAM struktuure. 72h jérgselt tugevnevad nii
VDACL1 kui Mfn2 silmnéhtavalt pellet fraktsioonides. Veelgi enam, ER-paiknev FACL4
tugevneb samuti, mis nditab selgemat MAM-ide olemasolu. On véimalik, et TFAM-i kadumisel
genereritakse kompensatoorselt rohkem MAM-struktuure, hoidmaks mtDNA-d membraaniga
seotud nn replikatsiooniplatvormide vahetus laheduses. Antud leidude edasiuurimiseks viiakse
jargmisena labi ka 96h, 120h ja 144h knockdown’id (kuni mtDNA depletsioonini), méddetakse
absoluutseid mtDNA koopiaarve ning jélgitakse nii nukleoidide ,kuju“ kui MAM olekut
mikroskoopia abil.

2.3.3 Mitofusiin 2 kadu mdjutab ndrgalt nukleoidide organisatsiooni

Mitokondriaalne jagunemine on lisaks mitokondrite morfoloogia reguleerimisele oluline ka
mtDNA homd@ostaasis, kuna mitokondriaalse jagunemise faktorid koekultuurirakkudes ja
skeletilihases vdivad pdhjustada mtDNA koopiaarvu vahenemist ning mtDNA mutatsioonide
kuhjumist (Chen jt, 2010). Varasemalt on néidatud, et Mfnl vdi Mfn2 tdielik kaotamine hiire
embriionaalsetes fibroblastides (MFN 7~ knockout MEF-id) phjustab tdsist mtDNA koopiaarvu
langust, ja sellega seoses mtDNA nukleoidide lagunemist, membraanipotentsiaali kadu ning
vahenenud hingamisahela funktsioneerimist (Chen jt, 2005; Chen jt, 2010). Uldisemalt vdib
Oelda, et defektid mitokondriaalses jagunemises voivad viia mtDNA kaoni ning oksudatiivse
fosforiileerimise hadirumiseni, mis omakorda pOhjustab néiteks Charcot—Marie-Tooth
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haigusvormi (CMT2A) kujunemist (Charcot ja Marie, 1886; Tooth, 1886; Chen jt, 2005). On
néidatud, et Mfn2 puudumisel paiknevad mitokondrid ja ER membraanid tksteisele lahemal,
st tugevnevad ER-mitokonder kontaktid (Filadi jt, 2015; Leal jt, 2016).

Pole aga selge, millist mdju avaldab llhiajaline Mfn2 taseme langus mtDNA-le ja
nukleoididele, ning kas midagi (ja, kui tldse, mis) juhtub sel juhul MAM struktuuridega.
Uleildiselt on avaldatud Mfn2 efektid ebaselged ja kohati vastuolulised tulenevalt sellest,
millises koes/rakuslisteemis katsed on labi viidud. Kdesolevas to6s uuriti Mfn2 spetsiifilise
siRNA efekti 48h ja 72h méodumisel ning teostati mitokondrite liisimine ja edasi valkude ning

mtDNA analiiisimine.

Kontroll Mfn2 k.-d. 48h Mfn2 k.-d. 72h
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Joonis 7. Mitofusiin 2 mahasurumine RNAi meetodil. (a) Western blot analliusi tulemused, mille
puhul on ndha muutused nukleoidi struktuuris Mfn2 ekspressiooni mahasurumisel. Twinkle hakkab
vahenema lutsimisel pellet fraktsioonides. mtSSB jaab Mfn2 vahenemisel muutumata. Veidi nérgeneb
TFAM signaal. FACL4 signaalid ndrgenevad sarnaselt Mfn2 signaalidega. Geelile laetud proovide
totaalne valgu sisaldus P+S on Bradford meetodi (vt Materjal ja metoodika) kohaselt samasugune. (b)
mtDNA jaotus Mfn2 mahasurumisel. 48h ja 72h knockdown korral puuduvad selged muutused mtDNA
jaotuvuses vorreldes kontrollidega. Naidatud on mtDNA kvantifitseeritud andmed peale mtDNA
detekteerimist Southern blot meetodil. Seejuures on toodud d&ra iga anallilisi puhul keskmine
standardviga. mtDNA — mitokondriaalne DNA; mtSSB — mitokondriaalne theahelalist DNA-d siduv
valk; TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A; VDAC1 - pingest sdltuv anioonselektiivhe
kanal 1; Mfn2 — mitofusiin 2; FACL4 — pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4; HSP60 — kuumasoki valk
60 kDa; COXII — tsutokroom c okstidaasi Il subtihik; TOM40 — vélismembraani translokaas 40 kDa.
Ctrl — kontroll; P — pellet; S — supernatant; w — pestud mitokondrid, mis on kontroll, et liilisimiseks
kasutatud mitokondrid on terved; liis — digitoniiniga ludsitud mitokondrid; k.-d. — knockdown 48 tundi
ja 72 tundi.
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Joonisel 7a on nédha, et Mfn2 48h-72h knockdown korral véheneb lidsimisel Twinkle pelletis
vorreldes kontrollidega. mtSSB signaalid Gldiselt ei muutu peale 72h Mfn2 véhenemist.
Twinkle knockdown korral on Twinkle kadu detekteeritav sama ajavahemiku jooksul. Vdib
oletada, et Mfn2 mahasurumine vib kill mdjutada nukleoide, ent mitte lihikese (48h/72h) aja
jooksul. MtDNA puhul puudub oluline efekt Mfn2 kaotamisel nii 48h kui 72h pérast, nagu
selgub jooniselt 7b. Esmapilgul on ndha tendents, et mtDNA liigub rohkem supernatandi
fraktsiooni, mis oleks ka kooskdlas Twinkle signaalide vahenemisega. Antud juhul aga pole see
statistiliselt oluline viidates sellele, et jargmise sammuna on maistlik jalgida 96h, 120h ja 144h
Mfn2 knockdown efekti.

Mitokondri sisemembraani valgu COXII signaalid jadvad Mfn2 knockdown korral nii 48h kui
72h véltel muutumatuks ja sarnaseks kontrollidega. TOMA40, kui mitokondri valismembraani
markervalk, on sarnaselt pelletis ja supernatandis (joonis 7a). See tédhendab, et mitokondri
membraanid ei ole (veel) Mfn2 knockdown’i t6ttu kahjustunud. Lisaks néitab COXII

olemasolu, et mtDNA koopiaarvud ei ole muutunud ning transkriptsioon kuidagi hairitud.

Mfn2 signaalid ndrgenevad margatavalt 48h knockdown korral. Sarnaselt Mfn2 vahenemisele
ndrgeneb ka ER marker FACL4 mitokondrites nii 48h kui 72h méddumisel.

On teada véhemalt kaks valgukompleksi, mis osalevad MAM-struktuuride moodustumises -
VDAC1-Grp75-IP3R kompleks ning Mfn2-Mfn1/2 (vt ptk 1.5 joonis 4). Mfn2 vahendatud
MAM kontaktide moodustumine on téen&oliselt héiritud, kuna Mfn2 ndrgeneb margatavalt,
lisaks on nédha ka MAM markervalgu FACL4 noérgenemist. Mfnl signaalid lulsimata
mitokondritel vahenevad algsetel andmetel samuti, kui suruda maha Mfn2 (andmed pole
néidatud). See ldheb aga vastuollu varasemate andmetega, kus 48h Mfn2 knockdown korral
Mfn1 signaal mdnevorra hoopis tugevnes (Leal jt, 2016). Selle efekti uurimiseks on vaja edasisi
analliuse. Huvitaval kombel hakkab 72h Mfn2 knockdown puhul tugevnema VDAC1 signaal
pellet fraktsioonis. Antud juhul vdiks tegu olla Mfn1/2 vahendatud ER-mitokonder kontaktide
kompensatoorse mehhanismiga, kuna VDAC1 on oluline mitokondriaalne komponent (hte
titpi MAM kontaktide moodustumisel. Selle efekti kinnitamiseks tuleb uurida ka Grp75 ja
IP3R valkude muutuseid ning on vaja lisaks rakendada immuunofluorestsents mikroskoopiat,

jalgimaks eelpool mainitud valkude kolokalisatsiooni muutuseid voi olekuid.

Lahtudes k&esolevatest tulemustest pole péris selge, millist m6ju avaldab Mfn2 mahasurumine
(48-72h jooksul) mtDNA séilitamisele ja nukleoididele. Mfn2 llhiajaline kaotamine ei néi
mdjutavat mtDNA lahutuvust teostatud biokeemiliste fraktsioneerimiskatsete kaigus. Kuigi on
naha monigaid muutuseid Twinkle signaalide ja TFAM signaalide ndrgenemisel, pole 72h

pikkune Mfn2 knockdown arvatavasti piisav, et pohjustada mtDNA vé&henemist. Kui nditeks
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TFAM knockdown puhul on efekt nii nukleoididele kui MAM-struktuuridele nahtav varases

knockdown’i faasis, pole Mfn2 puhul selget ja konkreetset efeti naha.

Seniste tulemuste paikapidavusel vdib spekuleerida, et Twinkle (oluline mikrodomaéani
komponent) v6i mtDNA replikatsioon (langenud Twinkle vahenemise t6ttu), aga ka néiteks
Mfn1/2 valkude vahendatud MAM-iihendused ei avalda tugevat ja kiiret m6ju nukleoididele.
Kill aga avaldab m6ju nii MAM-idele kui nukleoididele TFAM, mistottu voiks/peaks
jargmisena testima, kas ja kuidas vdiks TFAM olla oluline signaliseerija nii mtDNA
sorteerimiseks mitokondrite sees kui nukleoidide ,,staatuse* signaali edastaja tstitosoolile. V6ib
olla toimub signaliseerimine MAM-sruktuuride kaudu, kuna TFAM knockdown mdjutab ka
MAM-struktuure varakult ja kiirelt.

2.3.4 ATAD3 vahenemine pdhjustab ka MAM-struktuuride vahenemist

ATAD3A ning vahemlevinud ATAD3B on paraloogsed valgud. T6en&oliselt moodustavad
need heteroheksameere vGi homoheksameere ATAD3A-st, mis ulatuvad sisemembraanist
valismembraani (Merle jt, 2012; Hubstenberger jt, 2010) ning nimetatakse kokku ATAD3-ks.
Varasemalt on leitud, et ATAD3 puhastub valja koos mtDNA séilitamisvalkudega ja
mitokondriaalsete ribosoomidega (Hubstenberger jt, 2010). ATAD3 muutunud ekspressioon
mdjutab mtDNA topoloogiat ning mitokondriaalset valgustinteesi (He jt, 2007; He jt, 2012).
ATAD3 omab tugifunktsiooni nukleoididele ja mitokondriaalsetele ribosoomidele
sisemembraanil (He jt, 2012). ATAD3 puhastub valja ka koos valkudega, mis osalevad lipiidide
metabolismis (He jt, 2012) ning ATAD3 on detekteeritud MAM-idel (Issop jt, 2014). (Gerhold
jt, 2015)

Hiljuti leiti, et ATAD3 panustab muuhulgas Kkolesteroolirikka membraanidoméaani
moodustumisse. Nende kolesteroolirikaste membraani struktuuridega (mikrodomaanidega)
seostuvad Twinkle’it sisaldavad replitseeruvad nukleoidid, mis potentsiaalselt ankurdatakse
sisemembraanile ATAD3 vahendusel. (Gerhold jt, 2015)

Hiljuti avaldatud tulemuste pohjal selgus, et ATAD3 mahasurumine pd&hjustab
mitokondriaalsete nukleoidide hairumist ning ebanormaalsete kristade teket. Nn flotatsiooni
gradientidel (vt ptk Materjal ja meetodid; ptk 2.3.5 joonis 10) p6hinevate analliusidega leiti, et
ATAD3 puudumisel toimub mitokondriaalsete nukleoidide imberjaotumine tihedusgradiendis,
lisaks muutub ka lipiidide (kolesterooli ning fosfolipiidide) jaotus samas suunas. (Gerhold jt,
2015)
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On ilmne, et ATAD3 on seotud mitokondriaalsete membraanidega ning panustab muuhulgas
ka mtDNA assotsieerumisse membraanidega, seega muutunud ATAD3 ekspressioon pdhjustab
mtDNA sdilitamise h&irumist (He jt, 2012; He jt, 2007).

Hiljutiste tulemuste baasil on valja pakutud hipotees, mille kohaselt ATAD3 kaotamisel
vaheneb membraaniga assotsieerunud mtDNA nukleoidide hulk (Joachim Matthias Gerhold
avaldamata andmed; joonis 8) ning mtDNA lahutuvus biokeemilisel fraktsioneerimisel muutub
oluliselt. See tdhendab, et mikrodomaani laialivalgumise tottu ja&b digitoniiniga ludsimisel
rohkem mtDNA-d supernatanti, kuna ebastabiilse mikrodomaani tdttu ei suuda Twinkle’it

sisaldavad nukleoidid enam jaada tihedalt sisemembraaniga seotuks (joonis 8).

O roc & Twinkle

@ SSB (] TFAM

Joonis 8. ATAD3 mdju replikatsiooni mikrodomaanile. Valjapakutud hipoteesi kohaselt toimub
ATAD3 véhenemisel membraaniga seotud replitseeruvate nukleoidide kadumine. Toimub ka
kolesterooli hajumine ning sellega seoses membraaniga seotud mikrodoméaanide lagunemine. Selle
tulemuseks on ennustatud, et mtDNA on tavalisest viéhem IMM-iga seotud ning katseliselt peaks
MtDNA olema peale digitoniini lldsi rohkem supernatandi fraktsioonis detekteeritav (vt Kirjanduse
ulevaade). mtDNA — mitokondriaalne DNA; PolG — poliimeraas y; Twinkle — mitokondriaalne helikaas;
SSB - (iheahelalist DNA-d siduv valk; ATAD3 — ATPaasi perekonna AAA doméani sisaldav valk 3;
TFAM - mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A, Cho — kolesterool. (Joachim Matthias Gerhold

avaldamata andmed)
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Kéesolevas t00s katsetati ATAD3A mahasurumist spetsiifilise siRNA-ga rakendades 72h
knockdown’i, kusjuures 48h moddudes tehti rakkudele teine lisa-knockdown, kuna varasemalt
on ndidatud, et ainult antud tingimuste juures on ATAD3A valgu kadu detekteeritav ja rakud
veel ligi 48-ks tunniks elujéulised (Gerhold jt, 2015).
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Joonis 9. a) ATAD3A 72h pikkune ekspressiooni mahasurumine. ATAD3A véhenemisel ei toimu
mitokondriaalsete nukleoidide terviklikkuse kadu. MAM struktuurid hakkavad ATAD3A kadumisel
lagunema, lisaks on mitokondriaalsete membraanide terviklikkus muutunud. b) mtDNA jaotus
ATAD3A mahasurumisel 72h jooksul. Knockdown korral esineb mtDNA digitoniiniga lllsimisel
rohkem pelletis (,,a3a lys P*) kui lahustuvas fraktsioonis (,,a3a lys S*), vrreldes kontrollidega. Naidatud
on mtDNA kvantifitseeritud andmed peale mtDNA detekteerimist Southern blot meetodil. Seejuures on
toodud é&ra iga analutsi puhul keskmine standardviga (SEM). mtDNA — mitokondriaalne DNA; mtSSB
— mitokondriaalne Uheahelalist DNA-d siduv valk; ATAD3 — ATPaasi perekonna AAA doméaéani
sisaldav valk 3; VDAC1 — pingest soltuv anioonselektiivne kanal 1; MFN2 — mitofusiin 2; FACL4 —
pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4; HSP60 — kuumaSoki valk 60 kDa; COXII - tsiitokroom ¢

okstidaas subtihik Il; TOM40 — valismembraani translokaas 40 kDa.

Ké&esolevalt jooniselt on ndha, et ATAD3A mahasurumisel toimub valgu signaali nérgenemine
vorreldes kontrollidega (joonis 9a). Kui kontrollrakkudes on ATAD3A ja ATAD3B
ekspressioon vordne, siis ATAD3A mahasurumisel hédirub nende kahe valgu tasakaal, st
ATAD3B signaalid on ATAD3A omadest tugevamad (joonis 9a). Lisaks on néha, et
mitokondriaalsete nukleoidide valkude ekspressioon (Twinkle, SSBP, TFAM) oluliselt ei

muutu ATAD3A mahasurumisel vorreldes kontrolliga.
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Mitokondriaalsed membraanid on ATAD3A mahasurumisel ebastabiilsemad, kuna vorreldes
kontrollidega véheneb sisemembraani markervalk COXII digitoniiniga ltdsimisel. Kui
Twinkle knockdown puhul véhenes samuti COXII signaal peale 72h, néitas see transkriptsiooni
hairumist (olulisi muutuseid mtDNA puhul ei tdheldatud), siis ATAD3 kaotamisel jaavad nii
Twinkle kui mtDNA prominentselt pelletisse. Ka vélismembraani markervalk TOM40
ATAD3A knockdown korral on kontrollidega vorreldes litsimisel enamuses supernatandis kui
pelletis. Antud juhul vbiks pdhjuseks olla mitokondrite morfoloogia muutus, kuna ATAD3A

vahenemisel on varem néidatud ebanormaalse kujuga kristade teket (Gerhold jt, 2015).

Lisaks on muutunud Mfn2 ekspressioon, mis lokaliseerub sarnaselt FACL4-ga peale lulsimist
rohkem lahustuvasse fraktsiooni. Kontrollide puhul asub Mfn2 selgelt pellet fraktsioonis peale
digitoniini to6tlust. Nahtavasti kaovad Mfn2 vahendatud MAM struktuurid kiiremini peale
ATAD3A kadu, kuna vdivad olla ebastabiilsemad. MAM Uhendus, mis on vahendatud
mitokondritel VDACL poolt on esialgsetel andmetel stabiilsem ning sel juhul ei toimu

lGdsimisel olulist muutust.

Kuigi ATAD3A knockdown puhul on mitokondriaalsete kristade struktuur muutunud (vt
Gerhold jt, 2015), mist6ttu vdiksid mitokondriaalsed membraanid olla ebastabiilsemad, ei
toimu kéesolevate katsete puhul mtDNA véhenemist (ja sellega seoses sisemembraaniga seotud
mtDNA-nukleoidide vahenemist) (joonis 9b). Vastupidi, mtDNA jaadb peale digitoniiniga
lutsimist eelkdige pellet fraktsiooni (umbes 85% pelletis ja 15% supernatandis), seevastu
kontrollides on mtDNA lahutuvus pelleti ja supernatandi vahel selgelt erinev (vastavalt 70% ja

30%) (joonis 9b). See laheb vastuollu véljapakutud hupoteesiga.

Samas on ATAD3 knockdown’il sarnane efekt nagu TFAM knockdown korral, kus mtDNA
esineb ronkem pelletis kui supernatandis (vt joonis 6b), kuid efekt MAM-idele on vastupidine.
TFAM mahasurumisel MAM-struktuurid tugevnevad (vt joonis 6a), aga ATAD3 vahenemisel
vastupidi - MAM struktuurid kaovad. Seega t6ené&oliselt ei ole MAM-struktuurid otseselt
mtDNA poolt reguleeritud, pigem mangib ATAD3 puhul olulist rolli mikrodomaéni kadumine.
TFAM kaotamisel aga arvatavasti kaasatakse rohkem mtDNA-d membraaniga seotud

replikatsioonitehastesse ning tugevdatakse MAM-struktuure.

Kuna esialgsete tulemuste baasil selgus, et ATAD3A knockdown tulemused ei toetanud
eelnevalt valjapakutud hupoteesi, oli alternatiivselt vdimalik testida ATAD3B
uleekspressiooni. Varasemalt publitseeritud katsed on ndidanud selle sarnast efekti
mitokondritele, mille korral ATAD3B uleekspresseerimine pohjustab (muuhulgas) mtDNA

séilitamise ja replikatsiooni hairumist (He jt, 2007).
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Seega otsustati katsetada esmalt, kas antud juhul on ATAD3B (leekspressioon (ldse

p6hjendatud.

2.3.5 ATAD3B uleekspressiooni efekt nukleoidi mikrodomaanile sarnaneb
ATAD3A mahasurumisega

ATAD3B ileekspressioonil on sarnane efekt nagu ATAD3A knockdown’il, mille korral on
tdheldatud vahest mtDNA koopiaarvu langust ja kristade morfoloogia muutuseid (Dr Helen M

Cooper, publitseerimata andmed).

Ké&esolevas t00s kasutati Dr Helen M Cooper ning Louis van Enkevort (MRC Mitochondrial
Biology Unit, Cambridge, UK; Abo Akademi, Turku, Soome) poolt konstrueeritud T-Rex-
HEK293-ATAD3B indutseeritavaid rakke, millega esmalt teostati nn flotatsioonigradiendid
(joonis 10), seejuures kontrollidena kasutati nii ATAD3B mitteindutseeritud rakkude
mitokondreid kui tavalisi, HEK293e rakkude mitokondreid.

Mainitud tihedusgradientide analiilisimisega sooviti kontrollida, kas ATAD3B Uleekspressioon
pbhjustab sama efekti nagu ATAD3A knockdown. Varasemalt on teostatud juba
elektronmikroskoopia, mis nditas ka ATAD3B (leekspressiooni puhul kristade struktuuri
muutuseid (Dr Helen M Cooper publitseerimata andmed).
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Jjodiksanool

Joonis 10. Jodiksanooli tihedusgradient (nn flotatsioon). K&esoleval skeemil on &ra toodud nn
flotatsioonigradientide valmistamise tookadik. Rakkudest eraldatud mitokondrid ludsitakse jaal
digitoniiniga, eraldatakse tsentrifuugimisega pellet ja supernatant ning edasi formeeritakse
jodiksanooligradiendid 40%-0%. Gradiendid jaetakse fuugima 14 tunniks 100 000g juures ja seejérel
kogutakse fraktsioonid ulevalt alla. HEK293 — inimese embriionaalsed neerurakud. Joonis on koostatud
Joachim Matthias Gerhold’i ja Koit Aasumets’a poolt.
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ATAD3B uleekspresseerimiseks kasutati 72h induktsiooni doksutsikliiniga, koguti rakud ning
alustati mitokondrite eraldamist. Mitokondrid lGdsiti, nagu eelnevalt, digitoniiniga jaél ning
seejarel formeeriti pelleti (,,P*) ja supernatandi (,,S*) jodiksanooligradiendid 1X TN puhvris
(42,5% — 0%). Gradiente tsentrifuugiti 100 000g juures 14h ja koguti analiitisimiseks
fraktsioonid (vt joonis 10).
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Joonis 11. Jodiksanooli ehk nn flotatsiooni gradiendid. A) Joonisel on &ra toodud HEK293e kontroll
jodiksanooli gradientide Western ja Southern blot detektsioonid. Musta kastikesega on margitud &ara
replikatiivsete nukleoidide fraktsioon (fraktsioon number 8) (Gerhold jt, 2015, Rajala jt, 2014).
Punktiirjoonega on téhistatud seni kirjeldamata fraktsioon number 5, kuhu koonduvad nukleoidi valgud
sOltumatult mtDNA-st. B) T-Rex-HEK293-ATAD3B mitteindutseeritud jodiksanooli gradientide
Western ja Southern blot detektsioonid. Mitokondriaalne nukleoid pelletis hajub laiali 7. ja 8. fraktsiooni
(joonisel umbritsetud musta kastikesega). Twinkle, TFAM, mtSSB ning ATAD3 esinevad koos 5.
fraktsioonis (joonisel punktiirjoon), kuid mtDNA sinna ei koondu. C) T-Rex-HEK293-ATAD3B
doksdtsukliiniga indutseeritud jodiksanooli gradientide Western ja Southern blot detektsioonid.
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Nukleoidi fraktsioon jaotub kahte fraktsiooni (7. ja 8. fraktsioon), mis on joonisel tahistatud musta
kastikesega. Lisafraktsioon (5. fraktsioon) sisaldab nukleoidi valke, kuid mitte mtDNA-d. mtSSB -
mitokondriaalne Uheahelalist DNA-d siduv valk; TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A;
ATAD3 — ATPaasi perekonna AAA domééni sisaldav valk 3; COXII — tstitokroom ¢ oksudaas 11

subiihik; P — pellet; S — supernatant; Digitoniin — mitokondrite lliiisimine teostati digitoniiniga.

Joonisel 11A on ndha, et HEK293e kontrollide puhul liiguvad mitokondriaalsed nukleoidid
pellet (P) gradiendis Uhte konkreetsesse fraktsiooni (number 8), mis sisaldab mtDNA-d ning
sellega seonduvaid valke Twinkle, TFAM, mtSSB ning ATAD3, mida on ka varasemalt
néidatud (Gerhold jt, 205).

Supernatandi (S) puhul liiguvad mtDNA-ga seotud nukleoidi valgud TFAM ja mtSSB
tihedusgradiendis 8. fraktsiooni ja seda koos mtDNA-ga. Antud juhul ei ole detekteeritav
Twinkle, mis vdiks Kinnitada véhemalt kahe nukleoidide populatsiooni olemasolu (Rajala jt,
2014; Gerhold jt, 2015).

ATAD3B leekspressioonigradientidel on n&ha, et nukleoidide komponendid mtDNA,
Twinkle, TFAM ning mtSSB hajuvad laiali kahte fraktsiooni (fraktsioonid 7 ja 8, tahistatud
joonistel musta kastiga) (joonised 11B ja 11C). See efekt on sarnane Gerhold jt, 2015 poolt
avaldatud ATAD3 knockdown gradientidega, mille korral nukleoidi valgud ja mtDNA jaotuvad
kahte fraktsiooni. Taaskord on nd&ha prominentne 5. fraktsioon pellet gradiendis
(punktiirjoonega Umbritsetud), kuhu koonduvad nukleoidi valgud Twinkle, mtSSB, TFAM,
ATADS.

Antud tulemuste pdhjal voib 6elda, et ATAD3B uleekspressiooniga teostatud flotatsioon kaitub
sarnaselt varasemalt ATAD3A knockdown mitokondritega teostatud flotatsiooniga, kus
mtDNA nukleoid ei liigu tihedusgradiendis enam (hte konkreetsesse fraktsiooni, vaid hajub
laiali (vt Gerhold jt, 2015). Kuid oluline nahtus praeguste katsete puhul on see, et sarnaselt
kaituvad ka kontrollgradiendid, mis olid mitteindutseeritud. Mitteindutseeritud rakkudes on
ATAD3A ning ATA3B ebavordsete signaalidega, mis lubab oletada, et rakkudesse viidud
ekspressioonivektor on lekkiv, st mingil méé&ral toimub mitteindutseerimisel ikkagi ATAD3B

tugevam ekspressioon.

Huvitaval kombel kontsentreeruvad mitokondriaalsed nukleoidi valgud veel thte fraktsiooni
(number 5). Selles fraktsioonis on tugevalt esindatud nii Twinkle kui ATAD3, ndrgemini on
esindatud mtSSB ja TFAM. Antud 5. fraktsiooni ei ole koondunud mtDNA, kuid ndrk signaal
on siiski detekteeritav. Varasemates to6des (Rajala jt, 2014; Gerhold jt, 2015), kus jodiksanooli
gradiente analiiisiti vastavat fraktsiooni ei ole kirjeldatud. VV6ib olla on tegemist replikatsiooni

platvormi kokkupanemiskohaga vdi mingi muu, naiteks reparatsiooniga seotud kompleksiga.
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Kuna vdga prominentselt esineb konealuses 5. fraktsioonis ATAD3, otsustati vaadata
gradientiel muuhulgas ka mt-RNA metabolismis olulisi valke — FASTKD2 ja AlkBhl
(rahvusvahelise koostooprojekti raames identifitseeritud kui ATADS3 interaktsiooni partnerid),
sest teadaolevalt on ATAD3 seotud ka mitokondriaalse translatsiooniga. Joonisel 12 on néha,
et AlkBhl, FASTKD2 ning ATADS3 esinevad koos mainitud 5. fraktsioonis (téhistatud
punktiirjoonega), aga ilma mtDNA juuresolekuta. Kuna ATADS3 interakteerub tRNA-d
modifitseeriva enstiimiga ning mitokondriaalsete ribosoomide assambleerimises osaleva
valguga annab see alust oletada, et 5. fraktsiooni néol vdiks tegu olla hoopis mt-RNA
metabolismis olulise fraktsiooniga, kuigi ja&b huvitavaks ja veel lahendamata kisimuseks,

kuidas mtDNA replikatsiooniga seotud valgud voiks olla selliste protsessidega seotud.

Digitoniin P Digitriin S
{1234I_5-|*E78910‘\ (v 2 3 4 s 6 7 s 9 10 )
m(DNA | | .9 EY
AlkBh1 |
FASTKD2
ATAD3

Joonis 12. HEK?293 jodiksanooligradiendid. Western ja Southern blot detektsioonid ATADS ja
mMtDNA puhul on ka néidatud joonisel 11A, AlkBhl ja FASTKD2 on lisadetektsioonid samadest
proovidest. ATAD3, AlkBhl ja FASTKD2 on detekteeritavad nukleoidi fraktsioonis (8. fraktsioon)
koos mtDNA-ga. 5. fraktsioonis on ndha ATAD3, AlkBhl ning FASTKD2 signaalid ilma mtDNA-ta.
FASTKD2 - FAST Kkinaasi domé&ani sisaldav valk 2; AlkBhl — Fe(ll)/a-ketoglutaraadi soltuv
dioksugenaas 1; ATAD3 — ATPaasi perekonna AAA doméani sisaldav valk 3; P — pellet fraktsioonid,;

S — supernatandi fraktsioonid.

On ka leitud, et de novo DNA metudltransferaas Dnmt3A lokaliseerub samas 5. fraktsioonis
(BolSakova, 2017), mis annab alust oletada selle fraktsiooni seotust epigeneetiliste
mehhanismidega. Teisalt on antud fraktsioonis vdga vahe mtDNA-d, mis vdiks viidata
mitokondriaalsele translatsioonile. Siiani kirjeldamata nukleoidi fraktsiooni uuritakse seega

mitme hipoteesi pustitamisega lahiajal edasi.

2.3.6 ATAD3B uleekspresseerimine p&hjustab MAM-struktuuride hairumist

Testimaks ATAD3B (leekspressiooni mdju paikapidavust ka véikeses mahus, nagu tehtud
ATAD3A knockdown puhul, teostati mitokondrite eraldamine nii indutseeritud kui
mitteindutseeritud rakkudest. Seejarel ludsiti mitokondrid digitoniiniga ja analliisiti Western

blot ning Southern blot meetoditega.
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Joonis 13. (a) ATAD3B iileekspressiooni indutseerimine ATAD3B rakkudes 72h jooksul. Western blot
analiiusi tulemused, mille korral on néha tleekspressiooni negatiivne mgju MAM struktuuridele, samas
séilib mitokondriaalse nukleoidi terviklikkus ja funktsioon. (b) ATAD3B (leekspresseerimisel 72h
péarast olulist muutust mtDNA jaotuvuses ei esine varreldes indutseerimata kontrollidega. Naidatud on
mtDNA kvantifitseeritud andmed peale mtDNA detekteerimist Southern blot meetodil. Seejuures on
toodud &ra iga analutsi puhul keskmine standardviga (SEM). mtDNA — mitokondriaalne DNA; mtSSB
— mitokondriaalne Uheahelalist DNA-d siduv valk; TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A;
ATAD3 - ATPaasi perekonna AAA domééni sisaldav valk 3; VDAC1 - pingest sdltuv
anioonselektiivne kanal 1; MFN2 — mitofusiin 2; FACL4 — pikaahelalise rasvhappe-CoA ligaas 4;
HSP60 - kuumaSoki valk 60 kDa; COXIl - tsitokroom c oksiidaas subthik 1I; TOM40 -

valismembraani translokaas 40 kDa; not i — mitteindutseeritud; ind — indutseeritud.

Joonisel 13a on né&ha, et ATAD3 Uleekspresseerimisel sdilivad nukleoidi valgud ja mtDNA
sarnaselt mitteindutseeritud kontrollidega pelletis peale digitoniiniga luldsimist (TFAM,
Twinkle, mtSSB). Mitokondriaalsed membraanid ltsuvad digitoniiniga tavaparaselt sarnaselt
kontrollidega, mille korral vélismembraani markeri TOM40 ning sisemembraani markeri
COXII jaotuvus pelletis ja supernatandis pusib sarnane (joonis 13a). Kill aga on teada, et
ATAD3B (leekspresseerimine pOhjustab ka kristade kuju muutusi (Helen M Cooper,
publitseerimata andmed). Eeldatavasti vdiks ka COXII (ja sisemembraan) muutuda nagu
toimub ATAD3A knockdown korral, kus selgelt COXII1 vaheneb. Pole tépselt teada, mis juhtub,
kuid Uks vdimalikest optsioonidest on, et ATAD3B uleekspressioon pdhjustab sarnast efekti

mikrodomaanile ja nukleoidile seepérast, et ATAD3A ja ATAD3B suhe muutub. Antud juhul
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ATAD3B lileekspresseerimisel ei kao ATAD3A ja ATAD3B valgud, mistéttu muud tegurid
(eelkdige lipiidide metabolism) ei pGhjusta mitokondri membraanide muutuseid, nagu toimub
ATAD3A kaotamisel. See vdiks ka seletada asjaolu, et ATAD3B lleekspresseerimisel ei hakka

rakud surema, seevastu ATAD3A mahasurumisel hakkavad rakud peale 72h surema.

MAM struktuurid aga muutuvad sarnaselt ATAD3A mahasurumisega. ATAD3B
uleekspresseerimisel on MAM marker FACL4 digitoniini llusi jargselt peamiselt
supernatandis, vorreldes kontrollidega, kus FACL4 ja&b ltusimisel rohkem pellet fraktsiooni
(joonis 13a). Sarnaselt FACL4 jaotuvusele toimub ka Mfn2 Umberjaotumine ATAD3B
uleekspresseerimisel. Lidsides digitoniiniga Uleekspressiooni mitokondreid liigub Mfn2

rohkem supernatanti (joonis 13a).

Kontrollidega (ja muuhulgas ka ATAD3A mahasurumisega) sarnaselt jaotub ATAD3B
uleekspresseerimisel VDACL pelleti ja supernatandi vahel (joonis 13a). Sellest voiks jareldada,
et VDAC1 vahendatud MAM ihendused ei kao.

Ké&esolevatest katsetest on n&ha, et ATAD3A ning ATAD3B modjutavad sarnaselt MAM
struktuure, samas ei pdhjusta nad mitokondriaalsete nukleoidide (terviklikkuse) kadu.

ATAD3A mahasurumisel ja ATAD3B (leekspresseerimisel on sarnane efekt mtDNA-le, st
mtDNA lahutuvus digitoniiniga lutsimisel jargib sarnast tendentsi ja&des valdavalt pelleti
fraktsiooni (joonised 13b ja 9b). Samas ATAD3B mitte-uleekspresseerivad kontrollid
(indutseerimata ATAD3B rakud) omavad sarnast mtDNA jaotuvuse mustrit (joonis 13b), mis
potentsiaalselt voiks tahendada, et Uleekspresseerivad rakud reageerivad teisiti digitoniini
lUdsile, kuigi valismembraan (ja osati ka sisemembraan) llusub tavaparaselt. Kristade
muutunud morfoloogiline struktuur vdiks pohjustada siiski mtDNA jaotuvuse muutumist

vorreldes tavaliste HEK293e rakuliiniga.

Tulemustest selgus, et Twinkle helikaasi vahenemisel 72h parast toimuvad muutused eelkdige
mtDNA tasemetes, st Twinkle kaotamisel ndib mtDNA koopiaarv langevat. Digitoniini lGdsi
tagajarel satub mtDNA rohkem supernatandi fraktsiooni. MAM struktuurid praeguste andmete
baasil ei hairu, kuna muutuseid MAM valkude esinemises ei tdheldatud.

Seevastu TFAM mahasurumisel 72h méédudes muutub mtDNA lahutuvus oluliselt, kusjuures
rohkem mtDNA-d jadb pellet fraktsiooni. Nukleoidi valkude puhul on Twinkle signaalid
mdonevorra tugevnenud. MAM struktuurid hakkavad TFAM kadumisel tugevnema. Muutust on
nadha nii FACL4, Mfn2 kui VDAC1 puhul, mis TFAM kadumisel muutuvad pellet
fraktsioonides prominentsemaks. Seega tugevaim efekt MAM-idele ja nukleoididele esines
TFAM knockdown puhul.
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Mfn2 knockdown p6hjustab Twinkle vahenemist (aga mitte vastupidi), kuid samas puudub 2-3
péevaga signifikantsus nukleoidile. TFAM jarkjargult veidi vaheneb, kuid nukleoidi lahutuvus
72h knockdown korral oluliselt ei muutu. Kuigi on ndha véhem MAM-struktuure, ei avalda see

efekti nukleoidi lahutuvusele.

ATAD3 valgu kui olulise nukleoidi komponendi ekspressiooni muutumisel toimuvad muutused
eelkdige MAM-struktuurides. ER-mitokonder kontaktid véhenevad nii ATAD3A knockdown
kui ATAD3B tileekspressiooni korral.

Vottes kokku kaesoleva t66 tulemused vdib delda, et nukleoidi organisatsiooni muutused
varases nukleoidi hairumise faasis ei avaldanud dldiselt efekti MAM terviklikkusele. Ka
vastupidi, ei taheldatud kiiret ja drastilist Mfn2 suunatud MAM manipuleerimise efekti
nukleoidide terviklikkusele, kuid lisakatsed peaksid nditama, kas see on vaadeldav pikema aja
jooksul voi kas MAM genereerimise suurenemisel vBiks olla ilmekam efekt. Huvitaval kombel
selgus praeguste tulemuste baasil, et selgeim efekt nii nukleoididele kui MAM struktuuridele
ilmnes vahenenud TFAM ekspressiooni varases staadiumis. See viitab sellele, et esinevad
spetsiifilised tajumismehhanismid (ingl sensing mechanisms) nukleoidi terviklikkuse ja
signaliseerimisel tsttosoolile, oletatavasti MAM kaudu, kuigi see néib olevat séltumatu naiteks
replikatsiooni intensiivsusest/efektiivsusest (sellele viitab kaesolevas t60s Twinkle
knockdown). Hiljuti leiti, et tingimustes, kus esineb mtDNA depletsioon vdi mitmed
deletsioonid mtDNA-s, kaitub tsltosoolne dNTP-de populatsioon (ingl dNTP pool) osana
tajumismehhamismist, andmaks rakule mérku mtDNA ,staatusest” (Nikkanen jt, 2016).
Kéesolevas t00s néhtu pdhjal aga ei tahetud saavutada tugevat mtDNA depletsiooni ega
deletsioone, mistdttu on loogiline spekuleerida, et lisa tunnetamise sisteemid vodivad olla
aktiivsed andmaks rakule signaale nukleoidide ,,staatusest” varases staadiumis (st enne kui

slisteem on tugevalt kahjustunud).

Kuigi tulemused, mis puudutavad struktuurset valku ATAD3-¢e, vajavad detailsemat (ilevaadet,
on endiselt alust arvata, et lisaks saab siin aimu MAM ja nukleoidi terviklikkuse koosmdjust.
Antud to66 raames saadud tulemused ei vélista vdimalust, et nukleoidi terviklikkust tajutakse
TFAM kontrollitud mehhanismi kaudu, andes seega vGib olla olulist informatsiooni mdistmaks
mtDNA pakkimise ja segregatsiooniga seotud mitokondriaalseid haiguseid, aga v@ib olla ka
mdistmaks neurodegneratiivseid haiguseid, mille korral MAM terviklikkuse hdirumine rolli

mangib.
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KOKKUVOTE

Inimese mitokondriaalne DNA esineb rakkudes kompleksis erinevate valkudega, moodustades
nukleoproteiinkomplekse — nukleoide (Spelbrink jt, 2010). Replikatiivsed nukleoidid
assotsieeruvad ~ Twinkle’i  kaudu  sisememembraanil  paikneva  kolesteroolirikka
mikrodomaaniga (Gerhold jt, 2015). Mitokondrite normaalseks talitluseks on oluline mtDNA

sailitamine.

Kéesolevas t60s uuriti mitokondriaalsete nukleoidide struktuuri ja koostise ning MAM-
struktuuride muutuseid Twinkle, TFAM, Mfn2 ning ATAD3 funktsiooni hairumisel, kasutades
siRNA vahendatud knockdown meetodit ning T-REXx indutseeritavat susteemi.

Katsete kaigus leiti, et TFAM tase mdjutas MAM struktuure juba varakult, mis hakkasid 72h
pérast TFAM kadu tugevnema. Oluline muutus ilmnes ka mtDNA puhul, mille korral mtDNA

jai peale digitoniini lausimist véhelahustuvasse nn pellet fraktsiooni.

Erinevalt TFAM knockdown’ist ei mdjutanud Twinkle mahasurumine MAM struktuure.
Twinkle mdjutas néhtavalt nukleoidide terviklikkust, mille korral vahenes mtSSB, aga ka
OXPHOS kompleks IV ja IMM markervalguna kasutatud COXII. Lisaks oli mérgata mtDNA
lahutuvuse muutust, st mtDNA liikus tendentsiliselt ronkem lahustuvasse fraktsiooni.

MAM-ide moodustumises olulise valgu Mfn2 kaotamisel antud katsete kaigus puudus oluline
efekt mitokondriaalsetele nukleoididele. MtDNA lahutuvuse korral esines ndrk tendents, st

mtDNA vahenes pelletis. Ka MAM-struktuuride muutumises esines nork efekt.

ATAD3, nagu ka TFAM, mojutas MAM struktuure, kuid vastupidiselt TFAM knockdown’ile
ei toimunud ATAD3 véhenemisel mtDNA lahutuvuse muutuseid. ATAD3B
uleekspresseerimine andis sarnaseid tulemusi nagu ATAD3A mahasurumine, st hairusid MAM

struktuurid.

Ké&esoleva 10putdd kaigus leidsin, et kaks nukleoidi valku, TFAM ning moningal mé&éral
ATADZ3 edastavad informatsiooni nukleoidide oleku kohta ER-mitokonder kontaktidele. Kuigi
edasise t00 fookuses on tépse signali ja sellega seotud raja defineerimine, vdib Gelda, et antud
tulemused vOiksid olla kasulikud mdistmaks organellide omavahelist koosmdju ning
nukleoidide muutuste detekteerimist raku poolt. See aitaks mdista haiguste tekkemehhanisme,
mis on seotud mMtDNA segregatsiooni hdiretega ja ER-mitokonder kontaktsaitide

moodustumisega.
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The interplay between mitochondrial nucleoids and mitochondria associated ER-

membranes (MAM) in human cultured cells

Koit Aasumets

SUMMARY

Human mitochondria possess their own DNA that is organised into protein-DNA complexes
referred to as nucleoids. Since mitochondria are critically important for ATP production, they
need to function properly. This requires precisely coordinated mtDNA maintenance and
distribution throughout the mitochondrial network, because essential genes for oxidative
phosphorylation are encoded by the mtDNA. Mitochondrial nucleoids are associated with the
inner mitochondrial membrane. Twinkle containing actively replicating nucleoids are
associated with cholesterol rich membrane platforms, which appear be connected to ER-
mitochondria contacts (MAM) to facilitate mtDNA/nucleoid maintenance/segregation
(Gerhold et al., 2015). However it is not known whether or how mitochondrial nucleoids might

affect MAM structures or how MAM may influence nucleoids.

The purpose of this work was to firstly study potential changes in MAM, when nucleoids are
impaired and secondly to see whether weakened MAM-structures affect mitochondrial
nucleoids. To achieve this, sSiRNA mediated knockdown of Twinkle and TFAM as nucleoid
components, Mfn2 as MAM component and ATAD3, a structural mitochondrial protein and

nucleoid component, were used.

It was found that the loss of TFAM within 48 to 72 hours has a significant influence on MAM
since silencing of TFAM resulted in strengthened MAM contacts. After digitonin treatment
mtDNA remained significantly more in pellet fractions pointing towards a yet undescribed re-
organisation of nucleoids during the early stage of TFAM-expression reduction. This
observation was supported by a detectable increase in Twinkle signals indicating a possible
counter measure by the mtDNA maintenance system attempting to avoid mtDNA depletion

(reported result of TFAM-loss) through perhaps increased replication.

The loss of Twinkle helicase however had no significant impact on MAM structures, but
delivered a slight change in the nucleoid structure. This was expected since loss of Twinkle is
reported to result in loss of MtDNA, whereas our interest was to obeserve possible early changes
to nucleoids and MAM without the loss of mtDNA and (consequently) drastically altered

nucleoid organisation.
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The reduction of the MAM component Mfn2 showed no significant effect on nucleoids,
although Twinkle was slightly decreased, but changes in ATAD3 levels disrupted MAM
structures. Apart from changes in mtDNA distribution the effect on MAM structures was quite
similar to TFAM knockdown.

In the course of this thesis it could thus be shown that two nucleoid proteins, TFAM and to
some extent ATADS transfer information about the status of nucleoids to the ER-mitochondrial
contact protein structures. The recently discovered replication microdomain (in the vicinity of
MAM) is likely to be altered or disrupted as the nucleoid structure changes. While we are now
setting out to define the precise signal and its pathway, it can be stated that the findings may
prove useful for the understanding of the interplay between ER-mitochondria-communication,
the detection of nucleoid changes by the cell and thus ultimately add to our understanding of
disease development and progression mechanisms that are related to mtDNA segregation
disorders, but potentially also neurodegenerative disorders with an involvement of ER-

mitochondrial contact site formation.
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LISAD

Lisa 1l Toos kasutatud lahused

10X homogeniseerimispuhver
400 mM Tris-HCI pH 7,8
250 mM NaCl
50 mM MgCl;
Luminool
1,5M Tris pH 8,8
37 ul H202
22,5 mg luminool 1 ml DMSO-s
20X SSC
3 M NaCl
300 mM trinaatriumtsitraat dihudraat
10X TBS
1,5 M NaCl
500 mM Tris, pH 7,5
1X TBS puhvris 0,1% Tween 20
10X PBS
1,37 M NaCl
27 mM KCI
81 mM Na;HPO4
17,6 mM KH2PO4
Church puhver
0,25 M NaPi pH 7,2

1 mM EDTA pH 8,0
0,5 % (w/v) BSA
7% (w/v) SDS
Church wash puhver
40 mM NaPi pH 7,2
1 mM EDTA pH 8,0
5% (w/v) SDS
10X Wet transfer puhver
0,25 M Tris alus
1,9 M Glutsiin
0,2 % SDS

1X puhvris 20% MetOH
1X TN puhver
25 mM Tris pH 7.4
150 mM NaCl
10% sucrose
I1mMDTT
proteaasi inhubiitorid
1%TX-100
Western strip puhver
200 mM glitsiin pH 2,3
1% SDS
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Lisa 2 Antikehad ja siRNA konstruktid

Tabel Al. Toos kasutatud antikehad.

Primaarantikeha Tootja ja Cat N° Antikeha allikas Lahjendus
TFAM aﬁlbfégé . Hiir 1:10 000
Twinkle 10D Dr Anu Suomalainen Hiir 1:1000

Wartiovaara
PolG S Kits 1:500
TOMA40 Ssacr]tlalmz Kiiilik 1:1000
VDAC1 S or Hiir 1:1000
SSBP A Klik 1:3000
HSP60 e e Hiir 1:1000
ATAD3 Drlan Kiilik 1:50 000
Holt
AIKBH1 abAlb;§£6 Kulik 1:500
ATAD3A FFIthf;5 Rott 1:50
Mitofusin 2 A e Hiir 1:1000
MTCO2 ot Kililik 1:5000
FASTKD2 E;zgan ‘jﬂ‘, Kiiilik 1:1000
ACSL4 e e Hiir 1:1000
PSEN2 Be%&:@%ﬁﬂfies Kiiilik 1:1000
Tabel A2. T60s kasutatud sekundaarsed antikehad.
Sekundaarantikeha | Tootja ja Cat N° Antikeha allikas Lahjendus

anti-goat 19G HRP Sigfgoczrélz Eesel 1:10 000
anti-mouse 1gG HRP Vecto;:__:;%%?tories Hobune 1:10 000
anti-rabbit IgG HRP Vecm;,:-_i%%?to”es Kits 1:10 000

anti-rat IlgG-HRPO 112]822\_/803 Kits 1:10 000

58



Tabel A3. Toos kasutatud siRNA konstruktid.

SsiRNA Tootja Kataloogi N°
TFAM Dharmacon™ M-019734-00-0020
Twinkle (C100rf2) Dharmacon™ M-017815-01-0020
ATAD3 Dr Helen M Cooper N/A
MFN2 Dharmacon™ M-012961-00-0005
PSEN2 Dharmacon™ M-006018-02-0005
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